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Cile prace

1.

Vypracovani literarni reSerSe o jedlych olejich se zaméfenim na slunecnicovy,
fepkovy a olivovy ole;j.

Zpracovani literarni reSerSe o pfirodnich antioxidantech se zaméfenim na matu
klasnatou, bazalku pravou a tymidn obecny.

Izolace silic z maty klasnaté, bazalky pravé a tymianu obecného pomoci
hydrodestilace.

Stanoveni celkovych fenoli v methanolovych extraktech aromatickych rostlin
a stanoveni antioxida¢ni aktivity extraktd a silic aromatickych rostlin.

Porovnani schopnosti silic a syntetickych aditiv branit degradaci jedlych oleji pfi

smazeni potravin.



1 Uvop

Spravné fungovani lidského organismu je zajistovano fadou procest. Jednim z nich je
energeticky pifijem. Nedilnou soucésti jidelnicku, kterd je nejen zdrojem energie, ale
také vyvolava pocit nasycenosti a dodava pokrmiim charakteristickou viini a chut’, jsou
jedlé oleje. Jsou to slouceniny mastnych kyselin a alkoholu. Sviij velky vyznam maji
nejen pro svou nutricni hodnotu, ale také jako soucast stavebnich latek bunécnych
membran. Soucasné potravinarstvi vyuziva jedlé oleje na mnoho zplsobi. K nevelké
radosti dietologli je to i tolik zatracované, piesto reklamou dennodenné propagované
smazeni. Minimdlni teplota, na kterou se pfi ném tuk zahiiva, se pohybuje kolem
160 °C. Pii styku s potravinou v$ak dochazi k prudkému ochlazeni oleje a b&hem
smazeni, které trva nc€kolik minut, teplota oleje opct naroste a zpravidla tak dochézi
ke snizeni jeho kvality. Chemické procesy hydrolytické, oxida¢ni, polymeraéni
a pyrolytické ¢i radikdlové maji tak na svédomi degradaci slozek kyzeného oleje.
Potencialni toxicita oleje a samoziejmé i v oleji pfipravovaného pokrmu neni jedinym
nezadoucim vysledkem procesu smazeni. Proto se za Ucelem sniZzeni vzniku
nezadoucich produktii béhem smazeni pouzivaji riizné ptidavky, konkrétné antioxidaéni
aditiva. Typickym aditivem pouzivanym pro tuky je synteticky butylhydroxytoluen.
Chceme-li vsak jit ptirodni cestou, nabizi se pouziti bylin, z nichz ziskané silice mohou
jako ptirodni zdroje antioxidantli velmi dobfe poslouzit, navic s pfidanou hodnotou
coby ochucovadel. Dobrym piikladem jsou dnes velmi populdrni aromatické byliny,
jako mata klasnatd (Mentha spicata), bazalka prava (Ocimum basilicum) a tymian
obecny (Thymus vulgaris). Porovnani kvality tii druhti vybranych oleji v zavislosti na
Vv nich obsaZenych aditivech, a to jak syntetickych, tak pfirodnich, je pfedmétem
predkladané bakaléaiské prace. Bere si za cil prokazat, nakolik je pfirodni antioxidant
schopen ovlivnit kvalitu oleje, stejné¢ tak i pfipravovaného pokrmu, béhem procesu

smazeni.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rostlinné oleje

Oleje patii mezi zakladni potraviny, které¢ kromé nutri¢nich hodnot maji pfiznivy vliv na
metabolismus ¢loveéka. Podileji se na prevenci nékterych onemocnéni, jsou zdrojem
energie, udrzuji télesnou teplotu a hraji dilezitou roli pii pfenosu nervového vzruchu.
Jedl¢ oleje jsou slouceniny mastnych kyselin a alkoholu. Po chemické strance se jedna
0 estery glycerolu. Nej¢astéjsim piipadem je glycerol se tfemi navazanymi mastnymi
kyselinami, jedna se tedy o triacylglycerol. Triacylglyceroly se mohou skladat se
stejnych, ale 1 riznych mastnych kyselin vazanych na glycerol. TaktéZz mohou
obsahovat jednu ¢i vice nenasycenych vazeb. Mastné kyseliny tvoii az 90 % obsahu
oleje. Mimo zakladnich komponent, jako je glycerol a mastné kyseliny, obsahuji
rostlinné oleje také dalsi lipofilni slozky, jako jsou fosfolipidy, karotenoidy, mineraly,
tokoferoly a dalsi vitaminy (VeliSek a Hajslova, 2009a). Rostlinné oleje jsou dilezité
nejen z nutricniho hlediska, ale tvoii soucCdst stavebnich latek bunécnych membran
apredstavuji  zdroj energie. Vyvolavaji pocit nasycenosti, dodavaji jidlim
charakteristickou chut’ a vini. Oleje se mohou délit podle riznych kritérii, podle chuti,
vyuziti, vyzivovych hodnot nebo typu zpracovani (Velisek a Hajslova, 2009a). Mezi
nejpouzivanéjs$i a nejlépe dostupné rostlinné oleje patii olej slune¢nicovy, tepkovy

a olivovy.

2.1.1 Vyroba oleje

Vyroba at’ uz panenského nebo rafinovaného oleje zahrnuje nékolik dilezitych krokd.
Nejdtive se provadi vstupni kontrola semene, kdy jsou semena v laboratotich podrobena
chemickému rozboru. Hodnoti se hlavné¢ vzhled, ving, obsah vody, obsah tuku
a polyaromatickych uhlovodikd, které¢ jsou zdravi Skodlivé. Takto zkontrolovana
semena jsou nasypana do sil, kde probiha za stalé teploty jejich prvni CiSténi. Ze sil
semena putuji do lisovny. Zde jsou zbavena necistot jejich filtraci a poté se nadvakrat
lisuji. Lis za studena se provadi piiblizng pti 55 °C, &imz olej neztraci své vitaminy
ajiné zdravi prospéSné latky. Prvnim lisem lze ziskat ptiblizné¢ ze 100 kg zrni 10 kg

oleje. Takto je ziskan tzv. extrapanensky olej. VétSinou vSak dochézi k druhému
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lisovani, kdy uz se zbytky lisuji pii vy$sim tlaku a teplotg, kterd stoupa az k 70 °C.
Timto procesem se ziska dalSich 20 kg oleje. Slisovand pevna hmota je pak dale
vyuzivana jako krmné surovina v hospodaftstvi. V primyslovych lisovnach se pro vétsi
vytéznost nechavaji vylisky se zbylym olejem extrahovat do organického rozpoustédla
(n-hexan), ¢imz se ziskava az 40 % oleje (Velisek a Hajslova, 2009a). Po procesu
lisovani se panenské oleje smichaji dohromady a je ziskdn nerafinovany olej. Ten
nachdzi své uplatnéni hlavné ve studené kuchyni a jako dochucovadlo. Lisovany olej

muze byt dale zpracovan tzv. rafinaci.

Prvnim krokem rafinace je zahiati oleje zhruba na 40 °C. K takto ohfatému oleji se
nasype rozemlety vapenec, ktery zbavi olej nezaddoucich barevnych slozek a dalSich
latek, jako jsou tézké kovy. Poslednim krokem rafinace je dezodorace, kdy jsou
ucinkem vodni pary, zvySené teploty a vakua odstraiiovany nezadouci zbytky, kovy
a castecné 1 latky ovlivilujici vini, chut’ a celkové latky snizujici jakost oleje. Poté jsou

oleje plnény do lahvi a uchovavany v lednicich do jejich ptepravy do velkoobchodii.

Obdobné se pripravuje rafinovany i nerafinovany olivovy olej. Vychozi surovinou
jsou vsak olivy, které se nejdiive oCisti a rozemelou, poté se dostavaji do lisu

a podléhaji procesu rafinace.

Rafinované oleje maji vyssi bod koufivosti, ktery urcuje teplotu, kdy za€ina zdravi
nebezpecné prepalovani pii jeho vystaveni vysSim teplotdm. Proto jsou vhodnéjsi pro
ptipravu pokrmt pii vysokych teplotach, jako je naptiklad vafeni, smazeni nebo

fritovani (https://www.fabioprodukt.cz/jedle-oleje-a-potraviny-produkty/).

2.1.2 Chemické sloZeni

Mastné kyseliny jsou zakladni slozkou rostlinnych oleji. Nejcastéji jsou déleny na
zaklad¢é pfitomnosti dvojnych vazeb na nasycené a nenasycené. Existuji vSak 1 mastné
kyseliny, které vazou rtzné substituenty nebo mastné kyseliny, jejichz fetézec je

rozvétveny ¢i cyklicky. Ty vétSinou nesou trivialni nazev (Belitz et al., 2008).

2.1.2.1 Nasycené mastné kyseliny

Nasycené mastné kyseliny jsou béZznou slozkou ptirodnich lipidi. Obvykle obsahuji

4 az 38 atomi, které maji zpravidla linedrni, nerozvétveny fetézec, nejcastéji o sudém
13



po¢tu atomu uhliku. V lipidech potravin se nejcastéji vyskytuji kyselina myristova
(tetradekanova, 14:0), palmitova (hexadekanova, 16:0) a stearova (oktadekanova, 18:0)

(Obr. 1), (Velisek a Hajslova, 2009a).

2.1.2.2 Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou

Nenasycené kyseliny s jednou dvojnou vazbou (mononenasycené mastné kyseliny)
nebo t¢z MUFA) se liSi navzajem poctem atomu uhliku, polohou dvojné vazby a jeji
prostorovou konfiguraci. V lipidovych potravinach se zpravidla vyskytuji ve stopovém
mnozstvi. VétsSina MUFA kyselin se v pfirodé nachazi v konfiguraci cis. NejznaméjSimi
monoenovymi kyselinami jsou kyselina olejova (oktadecenova 18:1, Cis-9) existujici
také v konfiguraci trans, palmitoolejova (palmitoolejova 16:1, cis-9) nebo kyselina
elaidova (oktadecenova 18:1, trans-9), (Obr. 2), (Velisek a Hajslova, 2009a).

2.1.2.3 Nenasycené mastné kyseliny s dvéma a vice dvojnymi vazbami

Mastné kyseliny se dvéma izolovanymi dvojnymi vazbami (dienové) jsou velmi
dialezité ve vyzivé. Polynasycené mastné kyseliny nesou mezinarodni oznaceni PUFA
ave svych molekuldch maji 2 az 6 dvojnych vazeb. Nejvyznamnéjsi dienovou
kyselinou je kyselina linolova (oktadekadienova 18:2, Cis-9). V rostlinnych olejich se
nejcastéji nachazeji kyselina a-linolenova (oktadekatrienova 18:3, cis-9), arachidinova
(20:4 cis-5), EPA (eikosapentaenova 20:5, cis-5) a DHA (dokosahexaenova 22:4, cis-4),
(Velisek a Hajslova, 2009a). Vzorce téchto kyselin jsou uvedeny na obrazku (Obr. 3).
Celkoveé se jedna o velmi vyznamnou skupinu mastnych kyselin, a to hlavné diky
kyselin€ linolové, ktera je oznacovéana za esencialni. Esencialni mastné kyseliny mohou
byt syntetizovany pouze rostlinnymi organismy a zivocichové je museji piijimat

Vv potravé (Hoza a Kraméarova, 2008).
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Obr. 1 Nejcast&jsi nasycené mastné kyseliny obsazené v jedlych olejich.

HaC o
\/\/\/\/\/\/\/\/\’/ Kyselina olejova
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Obr. 2 Nej¢ast&jsi mononasycené mastné kyseliny obsazené v jedlych olejich.

HaC o
\/\/\/\/\/\/\/\/\’/ Kyselina linolova

OH
HaC X — _o
\/\/\/\/\/\/\/\/\’/ Kyselina a-linolenova
OH
H,C 0]
® = X = X Kyselina arachidinové
OH

Obr. 3 Nejcast&jsi polynasycené mastné kyseliny obsazené v jedlych olejich.
2.1.2.4 Doprovodné latky

Kromé triacylglyceroli, monoacylglycerolt a diacylglycerolti se v olejich nachazi asi
1% doprovodnych latek. Jedna se hlavné o steroly, terpenoidy, lipofilni vitaminy,
fosfolipidy, antioxidanty, barviva a jiné. Jednd se o latky nerozpustné ve vod¢ a velmi
malo rozpustné v alkoholu. Jejich vlastnosti jsou ur€ovany sloZenim mastnych kyselin.
Nékteré ztéchto latek neplni vlastnosti Zivin, ale vykazuji efekty, které mohou

podporovat zdravi organismu (Frohn, 2002; VeliSek a Hajslova, 2009a).
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2.1.3 Fyzikalni vlastnosti rostlinnych oleji

Dulezitymi fyzikdlnimi vlastnostmi olejii jsou bod tani a tuhnuti, viskozita
a rozpustnost. Nenasycené mastné kyseliny maji nizsi bod tani nez nasycené o stejném
poctu atomu uhliku, tzn., ze spoétem dvojnych vazeb se snizuje bod tani.

U nenasycenych mastnych kyselin se bod tani pohybuje v rozmezi 30 az 65 °C.

Mastné kyseliny jsou rozpustné v organickych rozpoustédlech a jejich rozpustnost se
s teplotou zvySuje. Za dobra rozpoustédla jsou povazovany chloroform, toluen,
diethylether, benzen aj. Naopak Vv etanolu jsou mastné kyseliny jen nepatrné rozpustné,
a jelikoz se jedna o hydrofobni latky, nerozpoustéji se tedy ani ve vode¢.
Neopomenutelnou fyzikalni vlastnosti je viskozita, kterd se s molekulovou hmotnosti

mastnych kyselin zvySuje (Pelikan, 2001).

2.1.4 Sluneénicovy olej

Slune¢nicovy olej patfi mezi nejpouzivanéjsi oleje nejen v Ceskych kuchynich, a to
i z dvodu dobré dostupnosti. Je ziskavan ze semen sluneénice a pii jejich zpracovani

na olej se ziska priblizné 40 az 55 % pokrutin (Pelikan, 2001).

Slune¢nicovy olej se sklada piiblizné z 12 % nasycenych mastnych kyselin (8 %
kyselina palmitova, 4 % kyselina stearovd), 24 % mononenasycenych mastnych kyselin
(24 % kyselina olejova) a 64 % polynenasycenych mastnych kyselin (59 % kyselina
linolova, 5 % kyselina a-linolenova). Slune¢nicovy olej dale obsahuje také lecitin,
tokoferoly, karotenoidy a vosky. Je bohaty na vitamin E, jehoZ mnozstvi se pohybuje

kolem 70 mg na 100 ml oleje (Iburg, 2004).

Za pokojové teploty je kapalny. Rafinovany olej je ¢iry, zlatavé Zluté zbarveny a ma
slaby  tukovy pach. Kjeho rozkladu dochdzi pifi teplot¢ 232 °C
(http://www.cookingforengineers.com/article/50/Smoke-Points-of-Various-Fats).

Vyuziti hleda pievazné u tepleného zpracovani dalSich potravin, jako je smazeni,
duSeni, peceni. D4 se vSak pouzit i ve studené kuchyni jako dochucovadlo. Méné
kvalitni oleje se mohou podilet na vyrob¢ barev, fermezi ¢i mazadel a mydel (Hosnedl
et al., 1998). Ma vsak vyuziti i v dalSich odvétvich pramyslu a v Iékafstvi (Valicek,
2002).
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2.1.5 Repkovy olej

Obdobn¢ jako slunecnicovy olej patii fepkovy mezi ty nejpouzivanéjsi. Jde o druh oleje,
ktery se ziskdva ze semen rostliny fepky olejné. Na vyrobu fepkového oleje pro
potravinaiské ucely je pouzivana hlavné¢ tzv. 00 fepka (dvounulova), ktera je
charakteristicka pro své minimalni mnozstvi kyseliny erukové, a urCuje tak svou kvalitu
(Baranyk, 2007; Baranyk et al., 2010). Konzumace potravin s vyssim obsahem kyseliny
erukové mize vést k hromadéni tukli v myokardu a tim ke vzniku myokardialni fibrozy
¢i myokarditidy. Casto byva oznafovana jako sloucenina kardiotoxicka

(https://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/92535.aspx).

Obsah nasycenych mastnych kyselin v fepkovém oleji ¢ini pfiblizné 13 % (10 %
kyselina palmitova, 3 % kyselina stearova), 56 % mononenasycenych mastnych kyselin
(56 % kyselina olejova) a 31 % polynenasycenych mastnych kyselin (20 % kyselina
linolova, 10 % kyselina a-linolenovd), coz se projevuje pfiznivym pomérem kyseliny
linolenové:linolové (2:1). Obsahuje piijatelné mnoZzstvi vitaminu E, které ¢ini asi 30 mg

v 100 ml oleje (lburg, 2004).

Kvalitn¢ rafinovany olej ma neutralni chut’, viini a jemné Zlutou barvu (Iburg, 2004).
Repkovy olej snasi vysoké teploty, ma dobrou oxidaéni stabilitu, tudiz ma i delsi
trvanlivost. Zahtivani fepkového oleje nad 270 °C je vhodné se vyhybat kvili riziku
tvorby akroleinu a kvuli rozkladu samotného oleje (Baranyk, 2007; Baranyk et al.,
2010).

Repkovy olej se hodi k duseni i del§imu smaZeni a fritovani, nebot’ obsahuje velké
mnozstvi mononenasycenych mastnych kyselin. Miize byt pouzit také pii ptiprave
pokrmi za studena. Své vyuziti nachazi pti vyrobé nékterych margarinii a 100% tukt

nebo pii vyrobé majonéz (Hosnedl et al., 1998; Ward et al., 1985).

Aby bylo zabranéno degradaci svétlem, je vhodné jej skladovat ve sklenénych
tmavych lahvich pfi teploté nizsi nez 15 °C. Doba jeho trvanlivosti je pfiblizné Sest

mesicl, avSak jeho pouZzitelnost mlize byt az Ctyii roky (Iburg, 2004).
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2.1.6 Olivovy olej

Olivovy olej se ziskava z oliv lisovanim nebo jinymi postupy. Kvalitni olivovy olej si
udrzuje své pfirozené nutri¢ni vlastnosti a v mnoha ptipadech je pouzit ve své piirozené
form¢ na rozdil od ostatnich rostlinnych oleji podléhajicich rafinaci. Extra panensky
olej patfi k jedném z nejdrazsich oleji ve srovnani s jinymi rostlinnymi oleji, coz

mnohdy vede k jeho falsovani (Boskou, 2006).

Chemické slozeni olivového oleje mlize byt velmi riznorodé, protoze je zavislé na
nékolika faktorech, kterymi jsou oblasti péstovani oliv, zemépisna Sitka, podnebi,
odriida a zralost plodu. Primérné obsahuje 15 % nasycenych mastnych kyselin (11 %
kyselina palmitova, 2 % kyselina stearova, v zanedbatelném mnozstvi obsahuje
I kyselinu arachidonovou, myristovou, lignocerovou), 74 % mononenasycenych
mastnych kyselin (72 % kyselina olejova, 2 % kyselina palmitoolejovd) a 11 %
polynenasycenych mastnych kyselin (10 % kyselina linolovd, 1 % kyselina a-
linolenova). Obsah vitaminu E se pohybuje kolem 14 mg na 100 ml oleje (Iburg, 2004).

Barva panenského olivového oleje ma zluté az zelené odstiny, a to diky pfitomnosti
chlorofyla a karotenoidd. Obsah pigmenti je ovlivnén odrtidou, prubéhem zrani plodu,
skladovanim. Velmi casto je barva oleje povazovana za ukazatele kvality (Talbot,
2015). Chutova skala olivovych olejii je Siroka, nebot’ existuji oleje s jemnéjsi chuti,
ale i naopak s vyraznéjsi, pies pikantni, ovocnou, hotkou nebo sladkou chut. Extra
panensky olej neni pfili§ tepelné stabilni a pfi teplotach mezi 160 az 190 °C se zacina
prepalovat. Olivovy olej z pokrutin je o néco stabilngj$i a k jeho degradaci dochézi

piiblizné kolem teploty 230 °C (lburg, 2004).

Olivove oleje se rozdéluji do 4 jakostnich tfid — extra panensky olivovy olej, ktery je
téz nejkvalitngj8i, panensky olivovy olej, rafinovany olivovy olej a pokrutinovy ole;j.
Vyuziva se k duSeni, peceni, ale své vétsi uplatnéni hledd spiSe ve studené kuchyni.
Konzumace olivového oleje je zdravi prospé$nd pro sviij obsah mononenasycenych
mastnych kyselin a vitaminu E. PouZivd se také v kosmetickém a farmaceutickém

pramyslu (Iburg, 2004).
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2.2 Tepelna uprava jedlych oleji

Jednim z nejcastéjSich zplisobii pouziti olejii v potravinaistvi je smazeni. Smazeni je
technologicky postup, pfi kterém je potravina ponofena v horkém oleji, pfipadné na ném
plave (Pedreschi et al., 2005). Smazit 1ze potraviny zivocisného i rostlinného ptivodu.
Béhem tohoto procesu je tuk piedehiivan na teploty kolem 150-160 °C. Po vloZeni
pfipravované potraviny se ve styku shorkym vzduchem odpafuje voda a tuk se
ochlazuje. Béhem smazeni, které obvykle trva nékolik minut, se teplota opét o ne¢kolik
desitek stupni zvysi a muze dochazet k degradaci slozek oleje. BEhem smazeni dochazi
k fad¢ chemickych procesi. Mezi né patii napiiklad procesy hydrolytické, oxidacni,
polymeracéni a pyrolytické ¢i radikalové, kterym podléhaji jak volné mastné kyseliny,
tak 1 mastné kyseliny vazané v triacyglycerolech. Témito pochody vznika celd tada
produktl, jako jsou hydroperoxidy, polymery, aldehydy, epoxidy, cyklické mastné
kyseliny, trans-isomery nenasycenych mastnych kyselin a dal$i oxida¢ni produkty

lipidd, které jsou potencialné toxické (Velisek a Hajslova, 2009a).

2.2.1 Hydrolyza

Hlavnim procesem béhem smazeni je hydrolyza oleji. Hydrolytické procesy nastavaji
pusobenim horké pary (uvolilované ze smazené potraviny) na horky tuk, a dochazi tak
K hydrolyze esterovych vazeb (Chung et al., 2004). Vznikajici volné mastné kyseliny se
Z veétsi Casti absorbuji smazenou potravinou, a dodavaji tak potraving specifickou chut’.
SoucCasné béhem hydrolyzy esterovych vazeb dochézi také k destilaci uvolnénych
mastnych kyselin z olejové 1azné do ovzdusi. Zvlasté nachylné k tomuto chovani jsou

tuky obsahujici stftedné dlouhé mastné kyseliny (Nawar, 1969).

K hydrolyze dochazi mimo tepelny proces také ucinkem lipas, jejichz zdrojem mize
byt napiiklad surovy olej (lipasy rostlinného piivodu ze semen) nebo mikroorganismy.
V zavislosti na lipasové specifité vznikaji rizné typy produktd. V piipadé sn-
nespecifickych lipas pivodem z olejnatych semen vznikaji pii hydrolyze rostlinnych
oleji postupné di- a monoacylglyceroly, glycerol a volné mastné kyseliny (Velisek
a Hajslova, 2009a).
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2.2.2 Oxidace

Dalsi skupinou reakci probihajicich v tukové lazni béhem smazeni jsou velmi rychlé
oxidaéni procesy. Oxidace olejui pracuje na principu autooxidace (Obr. 4), (Akoh a Min,
2002).

Autooxidace je oznacovana za nejbeznéjsi typ oxidace pfi zpracovani a uchovavani
oleji. Pii béznych teplotach se vzdusnym kyslikem oxiduji jen nenasycené mastné
kyseliny, avSak za wvysSich teplot (odpovidajicich teplotam smazeni) dochazi
k autooxidaci nasycenych mastnych kyselin (Peers and Swoboda, 1982). Autooxidace je
fetézova radikalova reakce, ktera probiha ve tiech stupnich (Akoh a Min, 2002).

Prvnim stupném reakce (iniciace) je vznik voln¢ho vodikového radikalu (H )
a volné¢ho radikalu mastné kyseliny (R ¢), které vznikaji homolytickym Stépenim
kovalentni vazby mezi uhlikem a vodikem uhlovodikového fetézce. Energie, ktera je
zapotiebi k rozstépeni vazby, mize byt ziskdna z riznych zdroji. V ptipad¢ smazeni se

jedna o zahtev (Velisek a Hajslova 2009a).

Jako druhé stddium autooxidace je oznaCovan propagacni stupenn neboli propagace.
Volny vodikovy radikal vznikajici pii iniciaci se diky své reaktivit¢ snadno slucuje
s molekulou kysliku, ktera je vlastné biradikdlem. Timto sloucenim vznikéd peroxylovy
radikal (R-O-O +). Peroxylovy radikal je taktéz velmi reaktivni, coz vede k odStépeni
vodikového atomu z dal$i molekuly nenasycené mastné kyseliny. Reakce probiha
pomérné pomalu, a proto urcuje rychlost autooxidace. Vznika hydroperoxid (R-O-OH)
a dalsi volny radikal mastné kyseliny (Nawar, 1984). Béhem propagace se mohou tyto
dve diléi reakce opakovat jednou, nékolikrat i mnohokrat. Za dostatecného ptistupu
kysliku nezévisi rychlost reakce na parcialnim tlaku a vede k tvorbé vétStho mnozstvi

peroxylovych radikala (Velisek a Hajslova, 2009a).

Tteti stadium autooxidace se nazyva terminacni stupen, téZ terminace. Nastava
tehdy, jestlize je koncentrace volnych radikald v reakénim systému dostate¢né vysoka
amuze tak dojit k reakci mezi dvéma volnymi radikdly za vzniku neradikélniho,
pomérn¢ stabilniho produktu. Terminaci fetézova reakce autooxidace konéi (May et al.,

1983).
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L 4

R-H — Re+-+H uhlovodikovy radikal

2. Propagacni faze
Re+0O0, —> R-0-O- hydroperoxylovy radikal
R-0-O+* + R-H — R-O-O-H + R- hydroperoxid

3. Terminac¢ni faze
Re + Re — R-R (vazba C-C)
Re + R-O-O+ — R-0-O-R (vazba C-O-0O-C)
2 R-0-O+ — R-0-O-R + 0,

Obr. 4 Obecny mechanismus autooxidace uhlovodikového fetézce (pievzato z Velisek
a Hajslova, 2009).

2.2.2.1 Produkty autooxidace

Mezi nejcetnéjsi produkty autooxidace patii hydroperoxidy. Hydroxidy dienovych
atrienovych kyselin jsou velmi nestdlé a odStépuji vodikovy radikal za vzniku
peroxylového radikalu, nebo jsou schopny odstépit hydroxylovy radikal a vznika
alkoxylovy radikal. Pfi vyssich koncentracich hydroperoxidli dochazi k fetézové reakci
mastnych kyselin. Reakci mastnych kyselin s peroxylovym radikdlem vznika
hydroperoxid mastné¢ kyseliny. Produktem reakce mastné kyseliny s alkoxylovym
radikdlem je hydroxykyselina. Hydroxidy jsou toxické pii intravenosnim podavani,
avSak pfi oralnim podani se za toxické latky nepovazuji (Chow, 2007). V travicim
traktu pisobenim pfislusnych peroxidas dochazi k jejich pfeméné na piislusné
hydroxykyseliny, které jsou prakticky netoxické. Diky rychlému rozkladu
hydroxyperoxidil za teplot smazeni se hydroperoxidy nepovazuji za rizikovou slozku
tukil a oleji pro smazeni. (Kubow, 1990). AvSak pfeménou v zaludku mohou vznikat
i toxické produkty, jako jsou epoxidy, aldehydy a nepfeménéné hydroperoxidy, které

poskozuji sténu zaludku (Kanazawa a Ashida, 1998).

Nejvetsi pozornost z hlediska toxicity produkti béhem smazeni je veénovana
pfedevSim nizkomolekuldrnim aldehydim (Chow, 2007). V travicim traktu dochazi
Kk jejich snadnému vstiebavani a zpasobuji vazna poskozeni jater, ledvin a dalSich
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organt, kde se uplatiuje jejich schopnost interakce s proteiny (Esterbauer, 1993). Jeden
z nejvyznamngéjsich toxickych produkti béhem smazeni je 4-hydroxy-2-nonenal, ktery
vznika rozkladem hydroperoxidl kyseliny linolové (Seppanen a Csallany, 2004). Tato
latka s malondialdehydem a nékterymi dalSimi oxida¢nimi produkty lipidG narusuji
strukturu LDL lipoproteint, ¢imz se zvySuje riziko aterosklerézy. DalSim negativnim
efektem této slouceniny je navozeni podminek pro nekontrolovatelné bunééné déleni

a tvorbu nadora.

Dalsim vyznamnym toxickym produktem autooxidace je hydroxynonenal (Obr. 5),
ktery obdobné jako vétSina ostatnich aldehydt vykazuje mutagenni aktivitu (Esterbauer,
1993).

Obzvlast’ rizikovymi produkty jsou netékavé oxidacni produkty lipidd, jako jsou
aldehydokyseliny vznikajici pii rozkladu hydroperoxidi. Takovou aldehydokyselinou je
napiiklad 9-oxononanova kyselina, kterd vznikd rozkladem hydroperoxidi olejové
a linolové kyseliny. Aldehydokyseliny jsou schopny snadného vstiebavani v travicim

traktu a vykazuji fadu mutagennich a karcinogennich vlastnosti (Boskou a Elmadfa,

2010).

OW/\/CHB 4-hydroxy-2-nonenal

OH
Obr. 5 Strukturni vzorec 4-hydroxy-2-nonenalu.
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2.2.3 Polymerace

Tieti vyznamnou skupinou reakci probihajicich béhem smazeni potravin jsou
polymeraéni procesy, nazyvané téz jako oxypolymeracni (Velisek a Hajslova, 2009a).
Hlavnimi produkty rozkladu smazeného oleje jsou netékavé polarni slouc¢eniny, dimery
a polymery triacylglycerolu (Frankel et al., 1984). Dimerizace a polymerace b&¢hem
smazeni patii mezi reakce radikalové (Cuesta et al., 1993). Dimery a polymery vznikaji
vétSinou reakcemi mezi dvéma volnymi radikaly. V ptipadé, ze se jednd o alkylové
radikaly, produktem reakce jsou dimery, tvoifené mastnymi kyselinami vazanymi
jednoduchou vazbou C-C mezi dvéma uhlikovymi atomy (Stevenson et al., 1984).

Mnohem ¢ast&j$i jsou produkty s etherovymi vazbami typu C-C a mozné jsou

I peroxidové vazby typu C-O-O-C.

Dvé mastné kyseliny vSak pfi téchto procesech mohou byt spojeny diperoxidovou
vazbou, kterd je nestald. Obdobn¢ mohou vznikat produkty, kde jsou mastné kyseliny
vzajemné spojeny dvéma vazbami. Témito produkty jsou tetrahydrofuranové,
tetrahydropyranové nebo dioxanové derivaty (VeliSek a HajSlova, 2009a). Struktura
a uspotradani dimeri a polymerd zavisi na typu oleje, teploté olejové lazn¢ béhem

smazeni a poctu opakovani smazeni téhoz oleje (Cuesta et al., 1993).

Cyklické polymery jsou tvofeny radikalovymi reakcemi a Diels- Alderovou reakci a
ve vyrazném mnoZstvi se neutvareji, dokud teplota oleje nedosahne 200 az 300 °C
(Christopoulou a Perkins, 1989). Oxidované polymery urychluji proces oxidace
a prispivaji k degradaci oleje. Pozorovatelnymi projevy degradace oleje jsou tvorba

pény béhem smazeni a nezadouci zbarveni potravin (Lawson, 1995).

2.2.4 Pyrolytické reakce

Spole¢né s oxidaci a polymeraci dochazi pti zahtevu tuk na vysoké teploty takeé
k reakcim pyrolytickym. Mezi pyrolytické procesy béhem smazeni patii napiiklad
dehydratace oxida¢nich produkti nebo jejich reakce se slozkami, pievazné
s bilkovinami, smazené potraviny. Vystupem téchto reakci jsou vyrazné aktivni latky.
V bezvodych tucich pii smazeni dochazi pyrolyzou k tvorbé akroleinu (Obr. 6),

(Velisek a Hajslova, 2009a). Akrolein je slzotvorna latka, ktera drazdivé plisobi na o€i,
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ma toxicky vliv na sliznice, dychaci cesty a kuzi. Vysoké koncentrace mohou vyvolat
edémy plic. Poziti  akroleinu  zpisobuje  desaktivaci jaternich  bunék
(https://www.atsdr.cdc.gov/mmg/mmg.asp?id=552&tid=102). Akrolein vznika také
odstranénim vody po =zahtati glycerolu, ktery wvznikd hydrolytickou degradaci
triacylglycerold, jako dusledek obsahu vody v potravinach. Akrolein se mize tvofit také

pfi odbouravani skrobu z methylglyoxalu za vzniku cukri (fruktéza a glukéza).

,-"‘DH 0 0
—_ —» —rr —  CECEEETTE =
HO—CH fCH OH -—\‘ HCR\ OXIDACE \
CHz"0-CO-Ry HC CH2
W HzO
R1 CI' CH2
Monoacyelycerol \f Akrolein Akrylamad

OH

Obr. 6 Vznik akroleinu cyklickym mechanismem z monoacylglycerolu (pfevzato z Gertz
a Klostermann, 2002).
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2.2.5 Vliv reakénich podminek

Kvalita oleje béhem procesu smazeni mize byt ovlivnéna fadou faktorti. Patii zde
napiiklad teplota, pfi které ke smazeni dochazi. Vysoké teploty stimuluji oxidaci
a polymeraci oleje (Varela et al., 1988). Negativni u¢inky na kvalitu oleje ma také
sttidavé chlazeni a opétovné ohfivani oleje. Pfi chlazeni z teploty smazeni se zvysSuje

rozpustnost kysliku v oleji, coz zpusobuje jeho degradaci (Clark a Serbia, 1991).

Neopomenutelnym faktorem ovliviigjicim kvalitu oleje je doba smazeni.
S nariistajicim ¢asem smazeni v olejové lazni roste koncentrace volnych mastnych
kyselin (Mazza a Qi, 1992), polarnich sloucenin, jako jsou dimery triacyglycerolu
a oxidované triacyglyceroly (Gordon a Kourimska, 1995), a polymerid (Tompkins

a Perkins, 2000).

Slozeni samotného oleje ma také velky vyznam z hlediska jeho kvality. Hlavni
komponentou jedlych oleji odrazejici jejich kvalitu je kyselina linolenova. Jeji
mnozstvi ovliviiuje stabilitu, chut’ oleje a chut’ smaZenych potravin (Liu a White, 1992).

S rostouci koncentraci této kyseliny se zvySuje riziko degradace (Warner et al., 1997).

Degradace oleje mlze byt zavisla také na slozeni potravin, které podléhaji smazeni.
Vlhkost potravin podporuje hydrolyzu oleje, coz Ize vizualné pozorovat tvorbou pény
kolem smazené potraviny (Stevenson et al., 1984). Oxidace oleje je podporovana kovy,
jako je napiiklad Zelezo v masnych produktech (Artz et al., 2005). Skrob v potravinach
zvysuje riziko degradace oleje, zatimco potraviny bohaté na aminokyseliny vykazuji

ucinek opacny (Varela et al., 1988).

Velmi vyznamnymi latkami, které se podileji na stabilit¢ a kvalité¢ olejli, jsou
antioxidanty. Syntetické antioxidanty jako BHT (butylhydroxytoluen) nebo BHA
(butylhydroxyanisol), které se vyuzivaji béZné jako potravinafska aditiva, snizuji
oxidacni procesy oleji za pokojové teploty. Béhem teplot smazeni vSak jejich t¢inek
klesi (Choe a Lee, 1998). Cim dal vétsi pozornost je vénovana piirodnim
antioxidantim, a to hlavné ztoho diivodu, ze syntetické formy antioxidantli jsou
podeziivany z toxicity a karcinogenity (Kahl a Hildebrandt, 1986). Velmi bohaté¢ na
antioxidacni latky jsou zejména rtizné druhy koteni, byliny, ovoce, zelenina, rostlinna
zrna, listky Cajovniku a kakaové boby (Surai, 2015). Velkd pozornost je veénovéana
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hlavné extraktim z aromatickych rostlin, které jsou povazovany za vhodnou alternativu
pfirodnich antioxidantd na tkor synteticky vyrabénych (Taghvaei a Jafari, 2015; Sahin
et al.,2017).

CHy OH  CHj
H3C CH;

H3C CH, Butylhydroxytoluen

CH,

Obr. 7 Strukturni vzorec butylhydroxytoluenu-syntetického antioxidantu.
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2.2.6 Zmény nutri¢nich hodnot béhem tepelného zpracovani oleji

Béhem tepelného zpracovani olejii dochéazi k fadé reakci, které ovliviiuji jeho kvalitu
a podepisuji se také na kvalit¢ dalSich potravin v tukové lazni. V zavislosti na dobé
tepelného zpracovani a typu oleje se méni obsah tokoferolii ve zpracovavané potraviné
(Miyagawa et al., 1991). Béhem oxidace vznikajici aldehydy, epoxidy, hydroxyketony
a dikarboxylové slouceniny reaguji S aminy, aminokyselinami a proteiny zpracovavané
potraviny (Pokorny, 1981; Gardner et al., 1992). Dochazi ke vzniku latek, které
charakterizuji chut’, viini a dodavaji vyrobkim charakteristické nahnédlé zbarveni.
Za tyto reakce je zodpovédna Maillardova reakce. Nahnédlé zbarveni je dano poklesem
hladiny lysinu, histidinu a metioninu béhem tepelného zpracovani potravin (Hidalgo

a Zamora, 2000).

Na druhé strané pii vysokych teplotach dochazi ke ztraté nutri¢nich hodnot a tvorbé
zdravi Skodlivych latek. Oxida¢ni produkty tukd reagujici s aminokyselinami
zpracovdvané potraviny, hlavné s asparaginem, davaji vznik karcinogenniho
akrylamidu. Akrolein vznikajici pfi cyklickych mechanismech z monoacylglyceroli,
tedy pii pyrolytickych reakcich, reaguje obdobné s asparaginem za vzniku nezddouciho
akrylamidu (Yasahura et al., 2003). Ten vznikd pfi teplotich vys§ich nez 100 °C
(Becalski et al., 2003) a jeho mnozstvi se zvySujici teplotou roste (Kim et al., 2004;
Pedreschi et al., 2005).

2.2.6.1 Akrylamid

Akrylamid, amid akrylové kyseliny neboli prop-2-enamid je obsazen v Sirokém spektru
prazenych, pecenych, toastovanych a smaZenych potravin, piedev§im pfipravenych
ze surovin rostlinného pivodu a bohatych na Skrob. Zdrojem akrylamidu vSak miiZze byt

| pitnd voda a tabakovy koui (VeliSek a Hajslova, 2009D).

Primérny denni pfijem se pohybuje mezi 0,3 a 2 pg na kg télesné hmotnosti a je
zavisly na pfijimanych surovinach a zplsobu kulindrniho zpracovani. Syrové nebo
vafené potraviny (nedochézi-li k piekroceni teploty 120 °C) obsahuji jen minimélni
mnozstvi akrylamidu, ¢i se v nich nevyskytuje viibec (Friedman, 2003; Svensson et al.,

2003; Hedegaard et al., 2008; Velisek a Hajslova, 2009b). Naopak vyssi koncentrace se
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vyskytuji u potravin zpracovanych smazenim nebo pecenim. Primérny obsah
akrylamidu v bramborovych hranolkiach se pohybuje mezi 348 a 350 pg-kg™,
u bramborovych lupinkt az mezi 626 a 628 pg-kg™ (Velisek a Hajslova, 2009b).

Pfitomnost akrylamidu v potravinach lze z vétSi ¢asti vysvétlit jako dusledek
Maillardovy reakce, kde jsou klicovymi prekurzory aminokyselina asparagin
aredukujici cukry nebo rizné karbonylové slouCeniny vzniklé ze sacharidd, které
umoziuji dekarboxylaci asparaginu (Obr. 8). Béhem Maillardovy reakce se tvoii mnoho
zaddoucich senzoricky aktivnich latek, ale také nékterych toxickych sloucenin
S mutagennimi a karcinogennimi vlastnostmi (Ciesarovd, 2005). Kromé hlavniho
reak¢niho mechanismu v pribéhu Maillardovy reakce existuji také vedlejsi reakce, které
umoznuji vznik akrylamidu Vv potravinach. Napftiklad termickou deaminaci biogenniho
3-aminopropionamidu, nebo z produktl oxidace lipidd, jako je akrolein a kyselina

akrylova (Claus et al., 2008).

Faktory, jako je obsah redukujicich cukrl, asparaginu a dal§ich volnych
aminokyselin ve vychozi suroving, teplota, pii které je potravina zpracovana, hodnota
pH, obsah vody a pouziti aditivnich latek v dané receptute, urcuji uroven kontaminace
findlniho produktu akrylamidem. Omezeni tvorby akrylamidu lze docilit modifikaci
technologickych podminek, volbou méné¢ rizikové teplené upravy nebo vybérem vhodné

suroviny (Velisek a Hajslova, 2009b).

Akrylamid je oznaCovan jako karcinogenni, genotoxicky, toxicky pro reprodukci
a neurotoxicky pro centralni nervovy systém c¢lovéka. Vysoké koncentrace akrylamidu
také zvySuji riziko tvorby nadort Stitné zlazy, d€lohy, prsni Zlazy a dalSich organi
(Besaratinia a Pfeifer, 2004; Rice, 2005; Koyama et al., 2006; Mojska et al., 2010;
Wang et al., 2010). Podle mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny je klasifikovan
jako potencialni lidsky karcinogen fadici se do tfidy 2A. Akrylamid se v organismu
rychle absorbuje a poté je nasledné¢ rovnomeérné distribuovan. Jednim z primérnich
metabolitil je glycidamid, ktery je produktem oxidace. Akrylamid a glycidamid reaguji
s makromolekulami, jako je hemoglobin ¢i DNA. Stanoveni téchto aduktd se v praxi
pouziva k odhadu expozice. Glycidamid je obdobné povazovan za karcinogenni latku

(Velisek a Hajslova, 2009b).
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2.3 Aromatické byliny jako antioxidanty

Aromatické byliny jsou rostliny, z nichz je mozné ziskat vonné latky. Jedna se hlavné
o silice (n€kdy téz esencialni oleje) a kumariny. Tyto latky se ziskavaji z celych rostlin,
piipadné z jejich &asti, jako jsou kofeny, listy, kvéty, plody (Neugebauerova a Zd'arska,
2015). Aromatické rostliny jsou velmi casto spojovany s 1éC¢ivymi efekty
a antioxida¢nimi ucinky (Valicek, 2006). Vyuzivaji se V aromaterapii, jako kofeni

¢i potravinova aditiva (Velisek a Hajslova, 2009a).

2.3.1 Antioxidanty

Antioxidanty jsou V potravinafstvi oznaCovany za aditivni latky, které prodluzuji
udrznost potravin. Chrani potravinu pfed znehodnocenim zplisobenym oxidaci tuki
a jinych snadno oxidujicich slozek potravin. Reaguji s volnymi radikaly nebo jako
sekundérni antioxidanty redukuji vzniklé hydroperoxidy. Déle vazi do komplext

katalyticky pasobici kovy a eliminuji pfitomny Kyslik (Velisek a Hajslova, 2009a).

Z ptirodnich antioxidant jsou jako aditiva studovany pievazné tokoferoly
a tokotrienoly (Choe a Min, 2006). Bohaté na antioxidanty jsou vSak také rostlinné oleje
a jiné tuky. K prodlouzeni Gdrznosti potravin jsou vyuZzivany pievazné riizné byliny
a koteni ve formé extrakti. Nevyhodou pfirodnich antioxidantii oproti t€ém synteticky
pfipravovanym je jejich sloZeni, které obvykle neni konstantni, jsou drazsi a velmi ¢asto
mén¢ ucinné. Maji omezené pouziti, a to hlavné z toho divodu, ze mohou vykazovat

vuni €1 hotkou chut’ po pouzitych rostlinach.

Podle struktury mohou byt pfirodni antioxidanty rozdéleny na endioly a fenolové
antioxidanty. V prvnim pftipad¢ jsou do této skupiny zatazeny tokoferoly, fenolové
antioxidanty, gallaty a dalsi latky obsazené v potravinach, kofenich a bylinach. Endioly
zahrnuji kyselinu askorbovou a erythorbovou, jejich soli a derivaty (Velisek a Hajslova,
2009a).

2.3.2 Silice

Silice jsou tékavé vonné latky, které jsou slozeny z komplexti. Ziskéavaji se destilaci

s vodni parou, klasickou destilaci, extrakci pomoci lipofilnich rozpoustédel nebo jinym
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mechanickym zplsobem bez zahiivani z rostlinnych surovin. Jedna se o olejovité smési
ve vodé omezené¢ rozpustné. VétSinou jsou bezbarvé a delSim uchovavanim oxiduji,
pryskyficnati a tmavnou. Vyznacuji se optickou aktivitou a vysokym indexem lomu,
ktery je dan pfitomnosti nenasycenych latek s dvojnymi a trojnymi vazbami. (Spilkova
et al., 2016). Vznikaji jako produkty sekundarniho metabolismu rostlin, kdy dochazi
k degradaci sacharidu, lipida a proteint, tedy latek primarniho metabolismu. Latky silic
mohou vznikat dvéma biogenetickymi pochody. Prvnim je mevalonatova cesta, jejimiz
produkty jsou terpenické latky. Naopak kumariny nebo fenolické latky vznikaji

tzv. sikimatovou cestou (Novakova a Sedivy, 1996).

Lécivé rostliny obsahujici senzoricky aktivni latky, jako jsou terpeny, se oznacuji
nazvem primarni senzorické aktivni latky. Senzorické latky, které vznikly plisobenim
enzymi nebo jinymi chemickymi procesy pii skladovani, naptiklad potravin, jsou

oznacovany jako sekundarni senzorické latky (Spilkova et al., 2016).

Silice jsou slozeny z mnoha chemickych sloucenin, které zastupuji vSechny
biogenetické skupiny (acetogeniny, terpeny, fenylpropany, latky se sirou a dusikem
v molekule). V jedné silici se muze nachazet az 50 riznych latek. Obsahuji senzoricky
aktivni latky. NejcastéjSimi slozkami silic jsou terpeny a fenylpropany. Z terpenti se
vsilicich vyskytuji hlavné monoterpeny, seskviterpeny a diterpeny. Monoterpeny
a seskviterpeny se vyskytuji v téchto zdkladnich typech: acyklické, monocyklické,
bicyklické a tricyklické. Mimo terpent a fenylpropanti se v silicich nachazeji také jejich
derivaty, tedy alkoholy, aldehydy, ketony, kyseliny, estery, ethery a dal§i (Spilkova
etal., 2016).

VyuZiti izolovanych latek silic je velmi Siroké. Vyuzivaji se pro své antimikrobialni
a protizanétlivé ucinky, maji vliv na hladinu cholesterolu, srde¢ni frekvenci, tvorbu
a vyluovani zlu¢i a jsou charakteristické pro své antioxidacni ucCinky, takZe jsou

vhodnymi aditivy potravin (Bowles, 2003).

2.3.2.1 Jednoduché fenoly, fenolové kyseliny a jejich derivaty

Fenoly jsou heterogenni skupinou sloucenin, pfi¢emz se nckteré uplatituji jako vonné

Mrwe

kyselin, ptipadné¢ se jednd o produkty redukce téchto kyselin a dal$i derivaty
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hydroxyfenolovych kyselin (kumarin). Dale plni funkci chuti, pfirodnich barviv a velmi
Casto se fadi k obrannym latkam rostlin zvanym fytoalexinum, pfirodnim antioxidantim
a prirozenym toxickym slozkam potravin. Fenoly, které se uplatiiuji jako vonné
a chutové latky, jsou primarnimi slozkami nékterych silic a jako sekundarni aromatické
latky vznikaji pfi zpracovani potravin. Struktura primarnich slozek souvisi s pfislusnymi

alkyl(aryl)ethery.

Mezi nejvyznamnéj$i jednoduché alkylfenoly vyskytujici se v silicich patii
monoterpeny karvakrol, thymol a chavicol. Od guajakolu jsou pak dovozeny naptiklad

eugenol, nebo isoeugenol (Velisek a Hajslova, 2009a).

2.3.2.2 Terpenové uhlovodiky

Terpeny jsou nenasycené uhlovodiky pfevazné rostlinného ptvodu. Jejich molekuly
jsou slozeny ze dvou a vice isoprenovych jednotek. Patii mezi latky tékavé a maji silné
aroma. Jsou soucasti silic a jejich obecny vzorec je (CsHg)n. Terpenové uhlovodiky
se déli podle stavby uhlikatého ftetézce (acyklické, cyklické), chemického slozeni
(uhlovodiky, kyslikaté derivaty), vyskytu v rostlindch (silice, pryskyfice, balzamy),
poctu polymerovanych molekul isoprenu (monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny,

triterpeny, tetraterpeny a polyterpeny.

Syntetizuji se slozitymi mechanismy z izoprenovych jednotek isopentenyl-difosfatu
a dimethylallyl-difosfatu, kdy nejdifive vznikd  geranyl-difosfat  (prekurzor
monoterpent), ten reaguje s isopentenyl-difosfatem za vzniku farensyl-difosfatu
(prekurzor seskviterpentl). Naslednou reakci s dal§im isopentenyl-difosfatem vznika
prekurzor diterpenoidid geranyl-geranyl-difosfat. Pokracuje-li reakce dale, tvoii se
prekurzory  polyprenoidl. Reakci dvou molekul farensyl-difosfatu  vede

K triterpenoidim a steroidim (Velisek a Hajslova, 2009a).

2.3.2.3 Monoterpeny

Monoterpeny se V potravinach nachazeji v acyklickych, monocyklickych 1 bicyklickych

formach.
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V silicich se z acyklickych monoterpenti vyskytuje pfevazné myrcen a ocimen.
Z acyklickych monoterpentt obsahujicich alkoholovou skupinu jsou to linalool,

geraniol, citronelol. Z aldehydu je to napiiklad citral neboli gerandial.

K monocyklickym terpenim se fadi limonen, menthol obsahujici alkoholovou
skupinu, o-terpinen, cinnamaldehyd, vanilin, ketonické terpeny menthon, Kkarvon,

piperiton (Velisek a Hajslova, 2009a).

NejcCastéji zastoupené bicyklické monoterpeny v rostlinnych silicich jsou sabinen
(tujanovy typ), a-pinen a B-pinen pattici do typu pinanového. Za dulezité bicyklické
terpenové alkoholy se povazuji borneol a isoborneol patfici do kamfanového typu

(Polivka, 2010).

2.3.2.4 Seskviterpeny

V ptirodé se nachazi asi 300 riznych struktur, od kterych jsou seskviterpeny odvozeny.
Patti mezi hlavni slozky silic, které obsahuji obvykle 15 uhlikovych atomi. Jen mala
cast acyklickych seskviterpenti se nachazi v potravinach. Hlavnimi ptedstaviteli této

skupiny jsou a-farnesen a B-farnesen.

Mezi monocyklické seskviterpeny patii napiiklad a-bisabolen, B-bisabolen, dale pak
uhlovodiky a-zingiberen a ar-kurkumen (Polivka, 2010).

Nejcastéjsi bicyklické seskviterpeny obsazené v rostlinnych silicich jsou napiiklad
germakren A, germakren B, a-humulen. Dalsimi piiklady mohou byt p-kadinen, f-
selinen, B-karyofylen, a-bergamoten, valencen atd. (Velisek a Hajslova, 2009a).

2.3.2.5 Diterpeny

Diterpeny vznikaji spojenim ¢tyf isoprenoidnich jednotek a obsahuji 20 uhlikt. Jedna se
o bezbarvé krystalické latky bez zépachu. V potravinach plni pfedev§Sim ulohu

prekurzori biologicky aktivnich latek.

Obdobné jako monoterpeny a seskviterpeny jsou i diterpeny vétSinou cyklické
slouCeniny. Acyklické diterpeny V piirodé nejsou pfili§ zastoupeny (Berger, 2007).
Piikladem diterpenovych uhlovodikd jsou makrocyklické slouceniny, jako je cembren,

kasben, piipadné taxa-4,11-dien, ktery je téz prekurzorem toxickych diterpenoidii
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(alkaloidit). Ent-kauren je prekurzorem rostlinnych hormont giberelint, diterpenovych
alkoholti kafesolu, kahweolu, diterpenoidnich antioxidantli kyseliny karnosové

nebo karnosolu nachazejici se v nati hluchavkovitych rostlin (VeliSek a Hajslova,
2009a).

2.3.3 Mata klasnata (Mentha spicata)

Mata klasnata (Mentha spicata L.) je aromaticka bylina patfici do rodu mata Celedi
hluchavkovitych. Celkové je rod mata rozsifen hlavné v mirném podnebném pasmu
po celém svété. Mata vyzaduje pro svij rust hlavné vihkou, slabé kyselou az mirné
zasaditou pidu, proto vyristd kolem vodnich tokd, rybnikd, jezer, ale i zavlhlych

pastvin, v polich a okolo vlh¢ich lesnich cest.

Jde o statnou, az 1 m vysokou bylinu s vytrvavajicimi nadzemnimi vybézky. Pysni
se vzptimenou, nahofe vétvenou ctythrannou lodyhou. Ta mutze byt lysd nebo jen
roztrousené pyritd. Listy maty jsou fapikaté, vejcité az kopinaté. Po obvod¢ jsou ¢epele
fidce ostfe pilovité a jejich horni strana je husté porostla jednoduchymi chlupy. Smérem
k vrcholu listu jsou zahnuté a ze spodni strany se nachazi $edé, neuspotfadané
jednoduché chlupy. Nékdy maji listy jen kratké papily. Kvéty jsou v lichopteslenech.
Ctyfi korunni listky jsou svétle riizové aZ fialové. Z koruny vystupuji konce &tyt stejné
dlouhych tyéinek s prasniky. Cnélka s bliznou vyrtstd na lysém semeniku. Plodem je

hnéda az ¢erna tvrdka (Novak et al., 1958).

-----

ucinky, pouziva se proti koznim vyrazkdm a revma. Tlumi bolest hlavy a plsobi proti
ospalosti. Dale se listy pouzivaji k pfipravé ¢aji nebo odvaru S pozitivnimi u¢inky na

horni cesty dychaci (GoliaSova a Michalkova, 2006).

Hlavnimi slozkami silice maty klasnaté vykazujici antioxidaéni aktivitu jsou

zpravidla monoterpeny, jako karvon, linalool, menthol a limonen (Lawrence, 2006).

2.3.4 Bazalka prava (Ocimum basilicum)

Bazalka prava (Ocimum basilicum) patii mezi aromatické rostliny celedi
hluchavkovitych. Jedna se o jednoletou rostlinu pivodem z Asie. Nyni se nejvice

péstuje v severni Africe, Evropé a severozapadni Asii.
34



Bazalka dorista vysky 20-40 cm. Jeji lodyha je lysa, nékdy ztidka ochlupena, tupé
Ctythranna az obla, vzpiimena ¢i vystoupava. Velmi Casto dfevnati na bazi a v horni
¢asti dochazi k vétveni. Bazalka prava ma dlouze tapikaté listy, jejichz Cepel je elipticka
az vejcita, celokrajna az tfidce zubatd. Povrch listi byva lysy nebo jsou pfitomny malé
chloupky na spodnich zilkach. Lichopiesleny jsou chudokvété. Kvéty jsou bilé a vétSich
rozméru. Plodem jsou ¢ervenohnédé tvrdky (Paton, 1992). Ma sladce kofenénou vini se
stopami hiebickové a anyzové esence. Chut' je podobnd hiebicku stény mentolu

a anyzu (Norman, 2008). Pro svijj riist vyzaduje vlhkou, vyzivnou ptudu a piimé slunce.

Své vyuziti nalézd v mediciné pfi 1é€bé zanétu prudusek, proti nachlazeni, na
horecky a stres. Pro svou schopnost redukovat cukry je ¢im dal castéji vyuzivana
k 16¢b& nékterych typii cukrovky. Ulevuje pfi migrénach a nespavosti. Stava z listll
se pouziva na kozni choroby. ZvySuje zalude¢ni ¢innost, snizuje nadymani a podporuje
chut’ k jidlu (Webb, 2002). Z nutri¢niho hlediska je zdrojem vitaminu A, vitaminu C,

zeleza, vapniku, hot¢iku a drasliku.

Mezi hlavni slozky silice bazalky pravé s antioxidac¢ni aktivitou patii hlavné
methylchavikol, linalool, myrcen, eugenol, ocimem, bazalkovy kafr a dalsi (Hiltunen
a Holym, 1999).

2.3.5 Tymian obecny (Thymus vulgaris)

Tymian obecny je aromaticka bylina, ktera je plivodem ze Sttedozemi. Nyni je péstovan
prevazné v Evropé a Asii. Patii do ¢eledi hluchavkovitych a velmi ¢asto je nazyvan
matefidouska dymian. Péstuje se v zahradach, polnich kulturach a je velmi rozsifenou

bylinou na neobd¢lanych slunnych, suchych a leh¢ich ptidach.

Siln¢ aromatické nizké stalezelené polokefe tymianu jsou vysoké 20-30 cm a jsou
péstovany jako jednoleté nebo také jako vytrvalé byliny. Difevnaté lodyhy jsou husté
obrostlé drobnymi listy. Listy byvaji fapikaté nebo pfisedlé, Carkovité az okrouhle
vejcité, s prisedlymi zlazkami. Nartizovélé kvéty tymidnu jsou oboupohlavni a rostou do
vidlanovitych svazkt. Tymian za¢ina kvést v kvétnu a kvete az do zaii. Plody jsou Ctyfi
vejcovité tvrdky (Korbelat a Endris, 1974). Cela rostlina zemité a peprné voni. Chut’ je

kofenna, s tony hiebicku a maty (Norman, 2008).
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Tymian obecny podporuje traveni, pouziva se proti kasli, zahani infekce, tlumi kiece.
V medicin€ se vyuziva také pti bronchitidé, zapalu plic, astmatu a jakémkoli zanétu
hornich ¢i dolnich dychacich cest. (Bristow, 2005). Zevn¢ se tymian pouziva do koupeli

a obkladu pii 1é¢bé hnisavych ran a koznich onemocnéni (Korbelai a Endris, 1974).

Nat’ obsahuje silici s hlavnimi obsahovymi slozkami karvakrolem, geraniolem,

vvvvvv

jsou tymol methylether, cymen, a-pinen, borneol a dalsi (Hui, 2010).
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2.4 Metody

2.4.1 Hydrodestilace

Metoda hydrodestilace je velmi podobna destilaci s vodni parou. Tato metoda je
zalozZena na vkladani vysuseného rostlinného materialu s destilovanou vodou do varné
banky a dochazi ke spole¢né destilaci. Na banku je nasazen tzv. Clevengeriv nastavec,
ktery slouzi k jimani silice. Clevengertiv nastavec obsahuje také chladi¢ a kalibrovanou
kapilaru pro méfeni objemu silice. Baiika s rostlinnym materidlem a vodou je zahtivana
na topném hnizd¢, kdy dochazi ke stoupani vody ze smési do chladice a nasledné k jeji
kondenzaci a skapavani do kapilary. Piebyte¢na voda putuje zpét do varné banky.
Ziskana silice obsahuje velké mnozstvi vody, které je mozné odstranit dekantaci.
Hydrodestilace podle Clevengera je vyhodna hlavné ztoho divodu, Ze je Setrna
ke slozkam v silicich, nebot’ béhem celého procesu nedochazi k piekroceni teploty

destilace 100 °C (Topiaf et al., 2013).

2.4.2 Extrakce organickym rozpoustédlem

Extrakce patfi mezi separacni metody, kdy dochazi k pfechodu slozky ze smési latek
Vv kapalné nebo tuhé fazi do jiné kapalné faze. Extrakce je vyhodné pro izolaci tepelné
nestabilnich latek, protoZe je mozné ji uskutecnit i za laboratorni teploty ¢i chladu.
Extrakce z pevné faze do kapaliny muze byt rizného typu. K extrakci se velmi Casto
pouziva Soxhletliv extraktor nebo dochdzi k maceraci. Pfi maceraci se rozmicha pevna
faze srozpoustédlem a nasledné dojde K filtraci, ¢imz se ziska pozadovany extrakt.
Digesce je macerace horkym rozpoustédlem. Pro izolaci bylinnych extraktli mohou byt

pouzita organicka Cinidla, jako je napiiklad methanol nebo ethanol.

2.4.3 DPPH test

Inhibitory oxidace jsou slouceniny s odliSnou chemickou strukturou a riznymi ucinky
mechanismu. Primérni antioxidanty pracuji na principu preruseni fetézové radikalové
reakce. Mira u¢innosti primarnich antioxidantil je ur€ovana napt. pfi reakci s radikalem,
jehoz ubytek 1ze méfit. DPPH test vyuziva stabilniho 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylového

radikalu pro urceni antiradikalové aktivity at’ uz synteticky ptipravovanych antioxidanti
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¢i izolovanych piirodnich latek a extraktd. Pfitomnosti antioxidanti s antiradikalovou
aktivitou dochdzi k redukci barevného stabilniho radikdlu DPPH na bezbarvou
molekulu (Obr. 9). Rychlost a mira odbarveni, coZ se projevi poklesem absorbance, jsou
umérné antioxidacni aktivité analyzované latky. Antioxida¢ni aktivita se vyjadiuje jako
ucinnd koncentrace antioxidantu, kterd je potiebna k redukci 50 % radikdlu DPPH

(hodnota ECs). Pokles absorbance vzorku se sleduje pti 517 nm (Cavar et al., 2008).

N—N N/ NO, + ArH —— N—N NO; + Ar

Obr. 9 Redukce barevného stabilniho radikalu DPPH na bezbarvou molekulu v pfitomnosti
antioxidantd s antiradikalovou aktivitou.
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2.4.4 Folin—Ciocalteuova metoda

Folin-Ciocalteuova metoda se provadi pro stanoveni celkového mnozstvi
polyfenolickych latek ve vzorku. Je zalozena na reakci Folin- Ciocalteuova cinidla, coz
je smés oxidl wolframu a molybdenu, S fenoly, které jsou obsazeny v extraktu. Béhem
reakce dochazi k redukci fenoli za vzniku modrych chromogent (Obr. 10). Zména
absorbance se méii spektrofotometricky pii vinové délce 765 nm. Vysledna koncentrace
polyfenolickych latek se ptfevadi na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové, pomoci
které je sestavena kalibracni kiivka. Proto se téZ tato metoda nékdy nazyvd metoda
GAE (Gallic Acid Equivalent method), (Singleton a Rossi, 1965; Marova a Obruca,
2013).

0 OH
X O\ ONa
N32003
+ Mo (V) ——= + Mo (IV)

HO OH o ONa

OH ONa

Obr. 10 Redukce fenolt v pfitomnosti Folin-Ciocalteuova ¢inidla za vzniku modrych

chromogend.
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2.4.5 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC, gas chromatography) patii mezi separacni metody.
K separaci plynt jsou zde vyuzivany dvé heterogenni faze, pficemz mobilni faze je
plynna, jedna se vétSinou o inertni plyn, a separované slozky jsou taktéz v plynném
stavu. Nosny plyn je malo viskozni a stlacitelny (Churacek, 1990). Naopak stacionarni
faze byva tuha latka nebo kapalina zakotvena na inertnim nosici. V koloné pak dochazi
k rozdéleni jednotlivych latek na zaklad¢ interakci mezi separovanymi latkami
a staciondrni fazi, coz se projevi rozdilnou eluci. Separované slozky jsou unaseny
nosnym plynem a pomoci detektoru je zaznamenano jejich mnozstvi, jako funkce

jednotky ¢asu na objemu proteklého nosného plynu (Holzbecher a Churacek, 1987).

2.4.6 Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je v soucasnosti béznou
analytickou metodou, kterd kombinuje vysokou separac¢ni schopnost kapilarni plynové
chromatografie s detekci vysoce specifickou pro dany analyt a zaroven umoziujici
ziskani informace o struktufe neznamych latek (Renew a Huang, 2004). Hmotnostni
spektrometr pracuje ve spojeni s plynovym chromatografem jako detektor. Jednotlivé
slozky analytu postupné opoustéji GC kolonu a vstupuji pfes vyhtivanou spojku do MS.
Vyhiivana spojka udrzuje slozky analytu v plynném stavu i poté, co opustily termostat
GC. Kapilarni kolony jsou obvykle pfimo pfipojeny k ionizacnimu zdroji. lonizace
analytu nastava v ionizani komote. Vzniklé nabité fragmenty jsou urychleny smérem
K hmotnostnimu analyzatoru, kde jsou analyzovany. Fragmenty analytu opoustéjici
analyzator pfistupuji k detektoru. Vznikly zdznam je softwarové zpracovan do podoby

hmotnostniho spektra.

Produktem kazdé GC-MS analyzy je chromatogram a hmotnostni spektrum kazdé
slozky vzniklé separaci v GC. Chromatogram pak slouzi ke kvantitativni analyze
a hmotnostni spektra ke kvalitativni analyze analytl. Zatimco bézné detektory GC
pracuji za normdlniho tlaku, MS systém pracuje za tlaku podstatn¢ nizSiho. Na konci
GC kolony (u detektoru) se tedy pracuje za podstatné nizsiho tlaku nez na jejim zacatku

(u injektoru). Vysledkem je tedy to, ze GC-MS retencni Casy identickych analyti pfi
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identickém teplotnim rezimu a identické kolon¢ jsou krats$i ve srovnani s reten¢nimi

asy dosazenymi s jinymi detektory (Pertile a Cablik, 2006).

2.4.7 Analyza mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie

Pro stanoveni mastnych kyselin ve vzorku plynovou chromatografii je nejb&znéjsi
postup piiprava metylester derivati MK (FAMEs), nebot’ je nutné pievést mastné
kyseliny pro jejich analyzu na nizkomolekularni nepolarni derivaty (methylestery).
Stanoveni mastnych kyselin se provadi nejCastéji ve 3 krocich. Nejdiive dochézi
k extrakci lipidi rozpoustédlem, poté jsou izolované lipidy esterifikovany do formy
FAMEs a nasledné jsou tyto latky analyzovany pomoci plynové chromatografie
(Chrisite, 1989).

Derivatizace mastnych kyselin je prevedeni analytu chemickou reakci na derivaty
dobfe analyzovatelné plynovym chromatografem. Timto procesem se zajisti vySsi
t€kavost, vyssi tepelna stabilita, nizsi polarita, niz$i nevratna sorpce v injektoru
nebo zvysena odezva ve specifickém detektoru (Klouda, 2003). Pro piipravu téchto
nepolarnich derivati methylesteri mohou byt vyuzity procesni kroky, jako jsou

extrakce, hydrolyza, metylace, esterifikace apod.

Mezi nejzakladngjsi extrakce patii kysele a bazicky katalyzované esterifikace,
ale existuji i jiné zpisoby jak pfipravit pozadované methylestery. Pro kysele
katalyzovanou esterifikaci je derivatizacnim ¢inidlem nejcastéji 5% bezvoda kyselina
chlorovodikova v methanolu nebo 1-2% roztok koncentrované H,SO4 v methanolu. Pro
bazicky katalyzované esterifikace se vyuziva jako derivatizatni Ccinidlo roztok
methoxidu sodného v bezvodém metanolu (0,5 mol-1?). Vznikajici FAMES jsou po
samotné esterifikaci vytiepavany do organického rozpoustédla, jakym je hexan nebo
heptan. Tato smés muze byt vysuSena bezvodym siranem sodnym nebo za snizen¢ho

tlaku na rotac¢ni vakuové odparce.

Odparky jsou néasledné rozpustény v organickém rozpoustédle a analyzovany pomoci

plynové chromatografie (Christie, 1989).
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2.4.8 Headspace analyza

Analyza headspace (HS) je jednou z moznosti jak analyzovat silice ze vzorku (Mlejova
et al., 2010). Headspace metoda ve spojeni s plynovou chromatografii umoziuje postup
pro stanoveni tékavych latek. Zakladd se na rozdéleni analytl, které jsou sledovany
mezi netékavou kapalnou nebo pevnou fazi a plynnou fazi, nachazejici se nad
samotnym vzorkem (Horék et al., 2012). Headspace analyza se pouziva jako nepiima
metoda pro ur¢eni obsahu dané slozky ve vzorku na zékladé analyzy plynné faze
(Churacek, 1990). Takto je zajisténa selektivni extrakce silic bez dalsich slozek matrice
(Mlejova et al., 2010). Diky tomu je potla¢eno zatizeni chromatografického systému
interferujicimi nebo jinak nezidoucimi latkami. Uinnost této analyzy je zavisla na
distribu¢ni konstanté¢ analytu mezi plynnou a kapalnou nebo pevnou fazi. Jestlize je

rovnovaha posunuta k plynné fazi, latka bude stanovena s vétsi citlivosti.

Headspace analyza miize byt provadéna dvéma zpusoby. Pokud se vzorek nachazi
V rovnovazném stavu S plynnou fazi v plynotésné uzaviené nadobce, jde o statickou
headspace analyzu. Po ustanoveni rovnovahy je plynna fize odebrana a nastfiknuta na
chromatografickou kolonu. K vytésnéni latek ze vzorku do parniho prostoru je mozné
pouzit zvySenou teplotu nebo zvysit iontovou silu vzorku pomoci vysoleni.
Pro davkovani se pouZzivaji plynotésné stiikacky nebo ventilované systémy s davkovaci

smyc¢kou (Horak et al., 2012).

Pii dynamické headspace analyze dochazi k probublavani inertniho plynu vzorkem
avytésnéné tékavé latky se zachytavaji na sorbentu. Poté je sorbent rychle zahiat
a tekavé latky jsou tak uvolnény nebo desorbovany a naneseny na kolonu plynového
chromatografu (Churacek, 1990). Tato technika je obecné citlivéjsi nez staticka
headspace, protoze probublavanim se podafi vytésnit z matrice vzorku podstatné vice

analytll nez u statického provedeni (Horak et al., 2012).

2.4.9 Peroxidové Cislo

Peroxidové ¢islo je jednim z parametrti kvality oleji. Jde o vhodné méfitko oxidace
tukil (pfepalenosti). Je ukazatelem obsahu primarnich produktii oxidace tuku. Urcuje se

reakci chloroformového extraktu vzorku tuku s jodidem draselnym Vv roztoku
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s kyselinou octovou a naslednou titraci uvolnéného jodu odmérnym roztokem thiosiranu
sodného (jodometricka titrace). Vyjadiuje se v uval na 1 gram tuku, v umol (1/2
ROOH) nebo pmol (1/2 O3) na gram tuku, piipadné v pg aktivniho kysliku (1/2 O,) na
1 gram tuku (Pribela, 1991).

Peroxidové ¢islo se vypocita podle rovnice:

1000 *C (Na25203) " (Vl - Vz)
m

PC =

(V1 je spotieba titra¢niho c¢inidla pii titraci se vzorkem, V, je spotieba pfi titraci

bez vzorku a m je navazka oleje).

2.4.10 Cislo kyselosti

Pro hodnoceni kvality oleji se pouziva nékolik metod, které hodnoti riizné kvalitativni
ukazatele. Jednou z nich je téz &islo kyselosti tuku. Cislo kyselosti tuku popisuje stupeti
hydrolytického Stépeni tuku, tedy jeho rozklad na glycerol a volné mastné kyseliny,
¢imz dochazi ke zvySeni stupné kyselosti. Stanovuje se titracné alkalimetricky. Dochazi
K titraci vyextrahovaného oleje, rozpusténého v extrakénim C¢inidle (diethyletheru)
odmérnym roztokem hydroxidu draselného do rizového zabarveni. Jako acidobazicky
indikator je pouzit fenolftalein. Cislo kyselosti se vyjadiuje v mg KOH spotiebovaného
na 1g tuku (mg.g™), (Pribela, 1991).

Cislo kyselosti se vypo¢ita podle rovnice:

e 36,11 ¢ (KOH) - V(KOH)

m

(m je navazka tuku v gramech, ¢ je koncentrace hydroxidu draselného a V spotieba

hydroxidu draselného).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

V ramci bakalaiské prace byly jako rostlinny material vyuzity genotypy maty klasnaté
(Mentha spicata), bazalky pravé (Ocimum basilicum) a tymianu obecného (Thymus
vulgaris), které byly vypéstovany na experimentalni pudé¢ Vyzkumného ustavu rostlinné

vyroby, v.v.i.v Olomouci a sklizeny v zafi roku 2018.

V experimentalni Casti bakalaiské prace se pracovalo sjedlymi oleji dostupnymi
vV maloobchodni siti. Konkrétné se jednalo o slunecnicovy (Gold Plus), fepkovy

(BILLA) a extra panensky olivovy olej (BILLA).

3.2 Chemikalie

Benzen (Sigma-Aldrich, USA)

Diethylether (Sigma-Aldrich, USA)

Dichlormethan (Penta, s.r.0., Ceska republika)
Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich, USA)
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (Sigma-Aldrich, USA)
Fenolftalein (Sigma-Aldrich, USA)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, USA)
Hydroxid draselny (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika)
Chloroform (Penta, s.r.0., Ceské republika)

Jodid draselny (Lach-Ner, s.r.0., Ceska republika)
Kyselina gallova (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina octova (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika)
Methanol (>99,9%, Honeywell, Nemecko)
Methanol (Sigma-Aldrich, USA)

Methoxid sodny (Sigma-Aldrich, USA)
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Siran sodny bezvody (Penta, s.r.0., Ceska republika)

Standardni smés methyl estertt mastnych kyselin Supelco 37 Component FAME Mix in
dichlormethane (Supelco, Pensylvanie, USA)

Skrob
Thiosiran sodny (Penta, s.r.0., Ceska republika)

Uhligitan sodny bezvody p.a. (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika)

3.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy ALJ 220-4 (Kern, Ceska republika)

Analytické vahy EWB (Kern, Ceska republika)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Automatické pipety BioPette Plus (Labnet, USA)

Centrifuga¢ni mikrozkumavky 2 ml (Eppendorf, Némecko)
Chlazeny centrifugac¢ni koncentrator CentriVap (Labconco, USA)
Chromatograf Agilent 7890 A (Agilent Technologies, USA)
Krimpovaci klesté¢ (Macherey-Nagel, Némecko)

Laboratorni digestot (Merci, Ceské republika)

Laboratorni sklo

Spektrofotometr (Boeco, Némecko)

Topné hnizdo LTHS 1000 ml (Brnénské Drutéva, vyrobni druzstvo, Ceska republika)
Ultrazvukova lazen Sonorex Digitec (Bendelin, Némecko)

Vaii¢ (Sencor, Ceska republika)

Vialky Clear 10 ml (Pragolab, Ceska republika)

Vialky Clear 2 ml (Pragolab, Ceska republika)

Vortex V-1 plus (Biosan, Litva)
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Zkumavky 15 ml (Corning, Mexiko)

Zkumavky 50 ml (Corning, Mexiko)
3.4 Metody

3.4.1 Priprava vzorku silic

Pomoci hydrodestilace s vyuzitim Clevengerovy aparatury byly izolovany silice maty
klasnaté (Mentha spicata), bazalky pravé (Ocimum basilicum) a tymianu obecného
(Thymus vulgaris). Vysuseny a nadrceny rostlinny material o hmotnosti piiblizné 50 g
byl vlozen do varné banky a poté bylo pfidano 0,5 1 vody. Baika byla pifevedena na
topné hnizdo a napojena na Clevengeriv nastavec. Po dobu 1-2 hodin byl zahtivan
rostlinny material ve vodé K varu. Dochazelo ke stoupani vody ze smési do chladice
anasledné k jeji kondenzaci a skapavani do kapilary. Ziskand silice byla dvakrat
vyttepana do dimetylchloridu a spodni vrstva prezentujici silici odebrana do kadinky.
Pro odstranéni piebytecné vody byl pfidan piiblizn€ 1 g siranu sodného a smés byla
prefiltrovana. Pro dokonalé odstranéni veskeré vody byla vyuzita digitalni sucha lazen
nastavena na teplotu 40 °C. Takto ziskana silice byla uschovéana do lednice az do jejiho

dalsiho pouziti.
3.4.2 Priprava extrakti

Pro ptipravu methanolovych extrakti byl vysuSeny a nadrceny rostlinny material
0 hmotnosti asi 10 gramt extrahovan 50 ml 80% methanolu. Tuha faze byla tadné
promichéana s rozpoustédlem a ponechana 10 minut Vv ultrazvukové lazni. Vznikla smés

byla piefiltrovana a ziskany extrakt uloZen do lednice do dal$iho méfeni.

3.4.3 Analyza slozek silic pomoci GC-MS

S vyuzitim plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Cavar et al., 2008) bylo
zjiSténo procentualni zastoupeni slozek ziskané silice kazdé aromatické rostliny se
zaméfenim na fenolické latky a latky s antioxidaéni aktivitou. Pro analyzu bylo

odebrano 0,5 ml izolované silice kazdé byliny a pfidan 1 ml benzenu. Ziskané vysledky
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byly vyhodnoceny pomoci programu Massfinder 4.51 — 11, Chemstation E. 02.02.1431
(Agilent Technologies, Inc.) a databaze (Adams, 2007).

Podminky analyzy byly nasledujici: typ pouzit¢ kolony byl Agilent HP-5MS,
staciondrni fazi byl 5% fenyl methyl siloxan. Parametry kolony byly délka 30 m,
prumér 0,25 mm a tloustka filmu 0,25 pm. Davkovany objem vzorku byl 1 pl.
Splitovaci pomér byl 5:1. Prittok plynu byl 1,1 ml/min. Teplotni program byl 60-300 °C
snaristem 3 °C za minutu. Teplota hmotnostniho detektoru byla 230 °C, rozsah

méteni m/z byl 40-550 amu.

3.4.4 Stanoveni celkovych fenoli

Pomoci Folin-Ciocalteuovy metody (Singleton a Rossi, 1965) byly stanoveny celkové
fenoly u rostlinnych methanolovych extrakti. Z takto pfipravenych extrakti bylo
odebrano 10 pl (z extraktu bazalky pravé 100 ul) a nafedéno do 6 ml destilované vody
do odmérné banky. Poté bylo pfiddno 500 pl dvakrat natedéného roztoku Folin-
Ciocaltova c¢inidla. Po 5 minutach se ptidalo 1,5 ml 20% uhli¢itanu sodného a vzorky
byly doplnény destilovanou vodou na 10 ml. Piipravené vzorky byly inkubovany ve tmé
2 hodiny pfi laboratorni teploté a poté se zméfila absorbance pii 765 nm. Kalibra¢ni
kiivka  byla pfipravena fedénim  zdsobniho roztoku kyseliny  gallové
o koncentraci 1 mg-ml™ (25 pl-mI™, 50 pl-ml™, 75 pl-ml™?, 100 pl-ml™?, 250 pl-mi™, 500
ul-ml?, 1000 pl'ml™). Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalenty kyseliny gallové

(GAE) na gram suchého rostlinného materialu.

3.4.5 Stanoveni antioxidacni aktivity silic a extrakta

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity silic a extrakti (Cavar et al., 2008) byl ze zasobniho
roztoku DPPH (¢ = 1 mmol-I'") v methanolu pfipraven pracovni roztok o koncentraci
¢ =5,25-10-5 mol-I™". K analyze bylo pipetovano 1 ml pracovni smési a 50 pl vzorku.
Vzorky extraktd pro méteni byly 100x ziedény 80% methanolem. Vzorky rostlinnych
silic byly zfedény DMSO (dimethylsulfoxid) na vyslednou koncentraci 50 mg-ml™.
Kalibra¢ni fada standardu kyseliny gallové byla pfipravena fedénim zasobniho roztoku
kyseliny gallové o koncentraci 1000 pg-ml™. (rozpusténim navazky pevného standardu

v destilované vodg. Roztoky 0,5 pg-ml™, 15 pg-ml™, 10 pg-ml™, 25 pg-ml™, 50 pg-mi™,
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75 pg'ml™® 100 pg'ml™ byly ziskany postupnym fedénim zasobniho roztoku
destilovanou vodou. Ubytek absorbance byl méfen spektrofotometricky pii vinové délce
A = 517 nm pro zjisténi celkové antioxidacni aktivity po 30 minutach. Dochézelo
k redukci barevného stabilniho radikalu DPPH na bezbarvou molekulu v pfitomnosti
antioxidantti s antiradikalovou aktivitou. Ubytek absorbance byl vyjadien v % a pomoci
kalibra¢ni ktivky pfepocten na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové odpovidajici

1 ml extraktu nebo silice (ug-ml™).

3.4.6 Priprava vzorki jedlych oleju a jejich tepelna Giprava

Vzorky jednotlivych jedlych oleji byly pfipraveny pfiddnim rostlinné silice ¢i BHT
s vyslednou koncentraci 100 mg-l™. Jako kontrolni vzorky byly pouzity oleje
bez piimési.

Kazda takto pfipravena smés podléhala tepelné tpravé (procesu smazeni) po dobu
30 minut ve tfech opakovéanich. Smés byla zahiivana na minimalni teplotu 160 °C na
vafi¢i a po dosazeni této teploty bylo pfidano vzdy 20 g bramborovych kostek. Po
kazdych 30 minutach se nechala smés vychladnout a poté doslo ke stanoveni
peroxidového (&isla, Cisla kyselosti a byly odebrany 2 ml vzorku do Eppendorf

zkumavek, které byly nasledn¢ uschovany do mrazaku pro dalsi méteni.

3.4.7 Stanoveni celkovych mastnych kyselin

Pro stanoveni celkovych mastnych kyselin bylo pracovano podle Carvalho a Malcata,
(2005). Bylo odebrano ptiblizné¢ 25 mg smazeného oleje, ktery byl zahfivan 90 minut.
K tomuto mnozstvi bylo pfidano 500 pl 0,5 mol-I* methoxidu sodného v methanolu.
Tato smés byla vortexovéana 5 sekund a nasledné ponechéna stat pti pokojové teploté 5
minut. Poté byl kazdy vzorek dvakrat extrahovan 500 pl hexanu a odpafen pomoci
vakuové odparky pii 35 °C (10 min). K odparkiim bylo ptidano 1000 ul hexanu a tento
vzorek byl jesté 50x zfedén hexanem. Vzorky byly pfevedeny do vialek a analyzovany
pomoci GC-MS. Koncentrace jednotlivych mastnych kyselin byly vyhodnoceny pomoci
programu Massfinder 4.51 — 11. Hodnoty pak byly pievedeny na procentualni mnozstvi

ve vzorku.
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Podminky analyzy byly nasledujici: typ pouzit¢ kolony byl Agilent HP-5MS,
stacionarni fazi byl 5% fenyl methyl siloxan. Parametry kolony byly délka 30 m,
pramér 0,25 mm a tloustka filmu 0,25 pm. Davkovany objem vzorku byl 2 pl.
Splitovaci pomér byl 5:1. Pratok plynu byl 1,1 ml-min™. Teplotni program byl 40-200
°C s naristem 10 °C za minutu, poté 200-250 °C s nardstem 2 °C za minutu a potom
250-300 °C s nartistem 20 °C za minutu. Teplota hmotnostniho detektoru byla 230 °C,

rozsah méteni m/z byl 40-540 amu. Identifikace probéhla podle autentickych standard.

3.4.8 Stanoveni peroxidového Cisla

Ke stanoveni peroxidového ¢isla bylo vychazeno z publikace Bacovské et al. (2017).
Njediive byla pfipravena smés chloroformu a kyseliny octové v poméru 1:1,5. Do
Erlenmeyerovy banky byly navazeny 3 g vzorku oleje s pfesnosti na 0,0001 g. Poté se
pfililo 10 ml smési chloroform- kyselina octova, 1 ml roztoku Kl (5 g se rozpustilo v 5
ml vody) a takto pfipraveny vzorek byl uschovan na 20 minut na tmavé misto. Po 20
minutové inkubaci se ptidalo 10 ml vody a 5 ml Skrobového mazu. Smés byla titrovana
odmémym roztokem 0,005 mol-1" thiosiranu sodného do odbarveni vrchni (vodni)
vrstvy. Spotfeba titracniho ¢inidla byla zapsana a hodnota dosazena do vzorce pro
vypocet peroxidového Ccisla. Slepy pokus byl proveden stejnym zplsobem jako
stanoveni vzorku stim, ze se zkuSebni vzorek vynechal. Peroxidové cislo bylo

stanoveno vzdy ve tfech opakovanich.

3.4.9 Stanoveni Cisla kyselosti

Pro stanoveni ¢islo kyselosti bylo vychazeno z publikace Bacovské et al. (2017).
Nejdiive byly odvazeny 3 g vzorku jedlého oleje s presnosti na 0,0001 g a vzorek byl
kvantitativné preveden do titrani bailkky o objemu 250 ml. Do banky se pfidalo 25 ml
diethyletheru a 1 ml fenolfteleinu. Vzorek byl 1 minutu tfepan a poté titrovan
odmé&rnym roztokem hydroxidu draselného o koncentraci 0,005 mol.I" v ethanolu do
slabé rizového zbarveni. Spotieba titracniho Cinidla byla dosazena do vzorce pro
vypocet &isla kyselosti. Cislo kyselosti bylo stanoveno vzdy ve tiech opakovanich podle

Bagovské et al. (2017),
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3.4.10 Headspace analyza oxidacnich produkti smazeni

K analyze headspace byly vyuzity vzorky tepeln¢€ upravenych brambor, které podlé¢haly
procesu smazeni po dobu 30 minut téetiho cyklu. Tyto brambory byly rozetieny v misce
tlouckem a poté odebrano 5 g do 10 ml vialek, které byly utésnény krimpovacimi
klestémi. Jako kontrolni vzorek bylo odebrano 5 g nadrcenych bramburki zakoupenych
Vv maloobchodni siti (Bohemia Chips jemné solen¢). Pomoci plynové chromatografie
byla provedena analyza headspace pro detekci a kvantifikaci akroleinu ve smazenych
bramborach. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu Massfinder 4.51 — 11
a Chemstation E. 02.02.1431 (Agilent Technologies, Inc.).

Podminky analyzy byly nasledujici: typ pouzité¢ kolony byl Agilent HP-5MS,
stacionarni fazi byl 5% fenyl methyl siloxan. Parametry kolony byly délka 30 m,
primér 0,25 mm a tloustka filmu 0,25 pm. Splitovaci pomér byl 2:1. Prttok plynu byl
1,5 ml/min. Teplotni program byl 40-240 °C s narGistem 25 °C za minutu. Teplota
hmotnostniho detektoru byla 230 °C, rozsah méfeni m/z byl 29-230. Teplota byla 80 °C

a inkubadni doba 15 minut.
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4  VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Analyza silic aromatickych bylin

Pomoci plynové chromatografie byla provedena analyza a identifikace slozek silic
aromatickych bylin. Bylo ziskano procentualni zastoupeni slozek ziskané silice kazdé
aromatické rostliny. Ziskané vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu Massfinder
451 — 11, Chemstation E. 02.02.1431 (Agilent Technologies, Inc.) a databaze Adams
(Adams, 2007). Jednotlivé slozky byly sefazeny dle reten¢nich ¢asu do tabulky (Tab. 1).

U maty klasnaté bylo pomoci plynové chromatografie identifikovano celkem 31
sloucenin. Nejvétsi procentudlni zastoupeni bylo ocekavano u oxidu piperitonu (Velisek
a Hajslova, 2009a), coz se analyzou také potvrdilo. V dané silici byl obsah oxidu
piperitonu 57,31 %. Vysoky obsah vykazoval také 1,8- cineol s obsahem 14,01 %, ktery
je povazovan za antioxidaéni latku. Mezi dalsi vyznamné latky s antioxida¢ni aktivitou
obsazené v silici maty patii hlavné monoterpeny, jako karvon, myrcen, linalool,
menthol a limonen (Lawrence, 2006). V daném vzorku byly identifikovany myrcen

S procentudlnim zastoupenim 5,18 %, limonen (4,08 %) a linalool (0,23 %).

Analyzou silice bazalky pravé bylo identifikovano 50 sloucenin. Hlavni slozky
bazalkové silice tvoii pievazné methylchavikol, linalool, eugenol, ocimen a estragol
(Hiltunen, 1999), které jsou také vyznamné antioxidanty. U daného vzorku silice
bazalky pravé vykazoval nejvyssi obsah linalool s53,99 %. Silice dale obsahovala
vyznamné antioxidaéni latky jako myrcen (0,6 %), p-Ocimen (0,56 %), eukalyptol
(8,36 %), eugenol (2,67 %) a methyleugenol (0,12 %).

U nami ziskaného vzorku silice tymidnu obecného bylo zjisténo 42 sloucenin.
Dalsi vyznamné latky obsazené v silici tymianu obecného jsou thymol methylether,
cymen, a-pinen, borneol a dalsi (Hui, 2010). Nejvyssi obsah zaujimal thymol (50,64 %),
ktery je také jeden z nejvyznamnéjSich antioxidantii nejen tymidnu. Vysoké procento
zaujimaly také p-cymen (15,93 %) a Y-terpinene (10,92 %). DalSimi antioxida¢nimi
latkami v daném vzorku byly latky jako myrcen (1,66 %), eukalyptol (0,25 %), B-
ocimen (0,07 %), linalool (1,54 %) thymol methyl ether (0,06 %) a karvakrol (2,77 %).
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Tab. 1 Procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek v silici maty klasnaté (zna¢ené M), bazalky
pravé (B) a tymianu obecného (T)

Latka RI” RIA™ (('}/’(')) (OE/i ) (;) )

1 (2)-3-hexenal 797 0,06

2 tricyklen 922 921 0,03
3 a-thujen 952 924 0,82
4 a-pinen 932 932 0,90 0,43 0,81
5 kamfen 947 946 0,17 0,60
6 sabinen 972 969 0,78 0,37

7 okten-3-ol 976 974 0,83
8 B-pinen 976 974 1,98 1,98

9 3-oktanon 985 979 0,03
10 myrcen 990 988 5,18 0,60 1,66
11 3-oktanol 994 988 0,46 0,06
12 a-felandren 1005 1002 0,29
13 5-3-karen 1010 1008 0,12
14 a-terpinen 1016 1014 0,15 0,10 2,35
15 0-cymen 1023 1022 0,09

16 limonen 1027 1024 4,08

17 p-cymen 1028 1020 15,93
18 sylvestren 1030 1025 0,62
19 eukalyptol 1030 1026 14,01 8,36 0,25
20 (2)-p-ocimene 1035 1032 0,58

21 (E)-B-ocimene 1046 1044 0,56 0,07
22 Y-terpinen 1056 1054 0,24 0,14 10,92
23 cis-sabinen hydrat 1066 1065 0,09 0,43
24 cis-linalool oxid 1071 1067 0,14

25 terpinolen 1087 1086 0,19 0,32

26 fenchon 1088 1083 0,45
27 linalool 1099 1095 0,23 53,99 1,54
28 okt-1-en-3-yl acetat 1111 1110 0,11 0,12

29 cis-menth-2-en-1ol 1120 1118 0,03
30 (E)-myroxid 1142 1140 0,81

31 kafr 1143 1141 0,88 0,05
32 borneol 1164 1165 0,83 0,12
33 d-terpineol 1165 1162 0,71

34 terpinen-4-ol 1175 1174 0,65 0,84 1,13
35 p-cymen-8-ol 1183 1179 0,12 0,12

36 a-terpineol 1189 1186 0,32 1,17 0,11
37 myrtenal 1194 1195 0,24

38 oktyl acetat 1212 1211 0,28 0,28
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Tab. 2 Procentualni zastoupeni jednotlivych slozek v silici maty klasnaté (znacené M), bazalky
pravé (B) a tymianu obecného (T), (pokracovani)

Latka RI” RIA™ (('}/’(')) (OE/i ) (;) )

39 1-methoxy-3-methyl-2-vinylbenzen 1214 1219 0,49

40 thymol methyl ether 1234 1232 0,06
41 hexenyl-2-methyl-butanoat 1235 1229 0,20

42 karvakrol methyl ether 1243 1241 0,92
43 cis-piperiton epoxid 1253 1250 0,22

44 geraniol 1254 1249 0,50 0,50
45 (E)-anetol 1285 1282 0,07
46 bornyl acetat 1285 1287 3,01

47 thymol 1306 1298 50,64
48 karvakrol 1311 1298 2,77
49 piperitenon 1338 1340 0,21

50 thymol acetat 1355 1349 0,14
51 eugenol 1357 1356 2,67

52 piperiton oxid 1370 1366 57,31

53 a-kopaen 1374 1374 0,16

54 B-kubeben 1388 1387 0,10

55 B-elemen 1391 1389 1,36

56 methyl eugenol 1404 1403 0,12

57 karyofylen 1417 1417 2,69 0,20 1,87
58 B-gurjunen 1429 1431 0,11

59 a-trans-bergamoten 1435 1432 2,96

60 a-guaien 1437 1437 0,62

61 cis-muurola-3,5-dien 1444 1448 0,19 0,11

62 a-humulen 1451 1452 0,52 0,07
63 (E)-B-farnesen 1456 1454 0,18 0,11

64 cis -kadina -1,4-dien 1460 1461 0,37 0,33

65 geranyl propanoat 1475 1476 0,13
66 y-muurolen 1478 1478 2,39 2,43

67 bicyklogermakren 1493 1500 0,29 0,33

68 viridifloren 1497 1496 0,16

69 a-blunesen 1504 1509 1,87

70 Y-kadinen 1512 1513 1,51 0,10
71 trans-kalamenen 1519 1521 0,22

72 d-kadinen 1522 1522 0,12
73 [-seskvihellandren 1522 1521 0,33

74 maalialkohol 1563 1566 0,73

75 spathulenol 1574 1577 0,32

76 karyofylen oxid 1580 1582 0,64
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Tab. 3 Procentualni zastoupeni jednotlivych slozek v silici maty klasnaté (znacené M), bazalky
pravé (B) a tymianu obecného (T), (pokracovani)

Latka RI” RIA™ ('(}/’(')) (oi ) ((;) )
77  1,10-diepikubenol 1612 1618 0,80
78  seskvilavandulol 1630 1631 0,04
79  cedrenalon 1640 1638 5,23 0,18
80  B-endesmol 1647 1649 0,18
81  a-kadinol 1651 1652 0,13 0,29
82  4-hydroxy-karyofylen 1668 1666 0,05
83  shyobunol 1686 1688 0,06
Suma 95,82 99,51 97,89

“RI — Experimentalné zji§tény reten¢ni index dané latky
Rl A — Retenc¢ni index dle databaze Adams
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4.2 Stanoveni celkovych fenoli

Pomoci Folin-Ciocalteuovy metody byly stanoveny celkové fenoly u rostlinnych
methanolickych extraktli. Kalibracni kiivka byla sestavena fedénim zasobniho roztoku
kyseliny gallové (Obr. 8). Mnozstvi fenolickych latek v extraktu jako ekvivalenty
kyseliny gallové na gram suchého rostlinného materidlu je znazornéno V tabulce

(Tab. 2).

Stanovenim celkovych fenolickych latek u extrakt bylo zjisténo, Ze nejvyssi obsah
téchto latek vykazoval extrakt maty klasnaté. Hodnota celkovych fenoll byla asi pétkrat
vys$§i nez u extraktu bazalky pravé a asi dvakrat vyssi nez u extraktu z tymidnu

cvwr

(Del Re a Jorge, 2001), coz bylo experimentem potvrzeno.
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Obr. 11 Graf kalibraé¢ni kiivky kyseliny gallové.

Tab. 4 Celkové mnozstvi fenolickych latek extraktti maty klasnaté (M), bazalky pravé (B)
a tymianu obecného (T), (n=3)

Mnozstvi fenolickych latek

Vzorek (MmgG AE-gDW‘l) SD
Mata klasnata 11,869 1,118
Bazalka prava 2,513 0,093

Tymian obecny 4,925 1,380
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4.3 Stanoveni antioxidacni aktivity extrakti a silic

Antioxidacni aktivita silic a extrakti byla stanovena pomoci DPPH metody. Kalibracni
kfivka byla sestavena fedénim zasobniho roztoku kyseliny gallové (Obr. 12). Ubytek
absorbance byl vyjadifen v % a pomoci kalibra¢ni kfivky pfepocten na ekvivalentni

mnozstvi kyseliny gallové odpovidajici 1 ml extraktu nebo silice (ng-ml™).

Jestlize se vychazelo z predpokladu, Ze mnozstvi fenolickych latek ve vzorku je
pfimo timérné antioxidacni aktivité (Fallarero et al., 2003; Kuskoski et al., 2005), pak se
ocekavalo, ze nejvyssi antioxidacni aktivitu bude vykazovat extrakt maty klasnaté,
nebot’ v ném bylo detekovano nejvyssi mnozstvi téchto latek. Metodou DPPH byly
pfedpoklady potvrzeny a nevyssi antioxidacni aktivitu vykazoval 100x zfedény extrakt

maty klasnaté (14,46 pg-ml™).

Ptesto, ze bylo o¢ekavano, ze obdobné jako u extrakti bude mit silice maty nejlepsi
antioxida¢ni vlastnosti (Kamkar et al., 2010), experimentem bylo zji§téno, ze pravé tato
silice vykazuje hodnoty antioxida¢ni aktivity nejniz§i. NejlepSim antioxidantem se
usilic jevila silice zbazalky pravé shodnotou 35,41 pg-ml™. Silice zmaty pak
vykazovala nejslabsi antioxida¢ni vlastnosti. Antioxida¢ni aktivity extrakt a silic jsou

vyznaceny v tabulce (Tab. ).
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180,00 - y= 1,7715x + 3,2211
160,00 - R2=0,9726
140,00
5]
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100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
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Koncentrace kyseliny gallové (ug-ml™)

Absorban

Obr. 12 Graf kalibra¢ni kiivky kyseliny gallové.
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Tab. 3 Hodnota antioxida¢ni aktivity 100x ziedénych vzorki extraktt a silic maty klasnaté,
bazalky pravé a tymianu obecného, (n=3)

Antioxidacni aktivita

Vzorek cGAE (ug'ml™)”
Extrakt Silice
Mata klasnata 14,46 + 0,78 14,1 £1,51
Bazalka prava 4,73 +0,27 35,41+ 1,39
Tymian obecny 6,31 +0,62 28,12 + 2,04

"¢GAE (ug-ml™) - Antioxidaéni aktivita jednotlivych vzorkt vyjadienych jako ekvivalentni mnozstvi
kyseliny gallové odpovidajici 1 ml extraktu nebo silice

4.4 Stanoveni celkovych mastnych kyselin

Po derivatizaci mastnych kyselin, kdy byly analyty pfevedeny na estery, prob&hla
samotnd analyza pomoci GC-MS. Jednotlivé slozky byly nésledné piepocitany opét na
mastné kyseliny, ¢imZz bylo ziskano procentudlni zastoupeni téchto kyselin

Vv jednotlivych vzorcich s oleji a antioxidanty.

Vychozi predpoklad, ze béhem smazeni nedochazi k vyrazné zméné koncentrace
jednotlivych mastnych kyselin v olejich a obdobné se neméni ani slozeni téchto oleji,
pokud jsou obohaceny o silici aromatické byliny (Miguel et al., 2014) byl
experimentem potvrzen. Rozdily mezi slozenim samotnych olejii a oleji obohacenych
0 bylinnou silici, které podléhaly tepelné uprave, nebyly piilis vyrazné v piipad¢ vzorkt
obsahujicich slune¢nicovy a fepkovy olej. U vzorki solivovym olejem bylo
vypozorovano, ze piidavkem antioxidantl se zastoupeni mastnych kyselin ménilo.
(Carvahlo a Malcata, 2005), vysledky jsou srovnatelné. VVzorky s oleji mezi sebou

se liSily pouze v dominujici mastné kyseling.

Z tabulky (Tab. 4) je mozné pozorovat, Ze ve vzorcich se slune¢nicovym olejem byla
dominujici mastnou kyselinou kyselina linolova, coz odpovida literarnim udajim

(Miguel et al., 2014).

U vzorku s fepkovym olejem prevladala kyselina olejova (Tab. 5) obdobné, jak bylo
ocekavano u vzorkl, které obsahovaly olivovy olej (Miguel et al., 2014). Analyzou GC-

MS bylo potvrzeno, Ze v olivovém oleji dominuje kyselina olejova (Tab. 6).
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Tab. 4 Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich obsahujicich tepelné zpracovany
slune¢nicovy olej (S) a tento olej obohaceny o BHT (BHT), silici maty (M), silici
bazalky (B) a silici tymianu (T), (n=3)

Mastna kyselina R.t S BHT M B T
(min) (%) (%) (%) (%) (%)

Kyselina palmitova 19,869 4,69 4,55 4,46 454 4,58
Kyselina palmitoolejova 20,150 5,73 5,81 5,65 5,77 5,80
Kyselina linolova 22,942 60,42 59,94 60,05 57,30 58,90
Kyselina olejova 23,062 19,34 19,18 19,03 19,62 20,31
Kyselina linolelaidova 23,080 6,53 6,58 6,33 6,79 7,00
Kyselina stearova 23,549 3,30 3,21 3,18 3,32 3,40
Kyselina arachidinova 28,132 0,73 0,75

Suma 100,00 100,00 98,69 98,00 100,00

Tab. 5 Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich obsahujicich tepelné zpracovany
fepkovy olej (R) a tento olej obohaceny o BHT (BHT), silici maty (M), silici bazalky (B)
a silici tymianu (T), (n=3)

Mastna kyselina Rt R BHT M BHT T
(min) (%) (%) (%) (%) (%)
Kyselina palmitova 19,869 3,76 3,54 3,43 3,87 3,58
Kyselina palmitoolejova 20,150 4,60 4,50 4,19 4,72 4,26
Kyselina linolova 22,942 16,46 16,98 13,99 16,73 15,55
Kyselina olejova 23,062 54,77 54,37 55,54 53,99 52,85
Kyselina linolelaidova 23,080 15,17 16,31 17,77 16,93 16,74
Kyselina trans-olejova 23,062 0,78 1,14 1,18 0,97
Kyselina stearova 23,549 2,26 2,14 2,33 2,37 2,25
Kyselina arachidinova 28,132 1,24 1,04 1,57 1,39 1,40
Suma 99,04 100,000 100,000 100,000 97,599
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Tab. 6 Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich obsahujicich tepelné zpracovany
olivovy olej (O) a tento olej obohaceny o BHT (BHT), silici maty (M), silici bazalky (B)
a silici tymianu (T), (n=3)

Mastna kyselina R.t © BHT M B T
(min) (%) (%) (%) (%) (%)
Kyselina palmitova 19,869 1,37 1,25 1,05
Kyselina palmitoolejova 20,150 14,12 12,34 11,75 11,84 11,22
Kyselina linolova 22,942 512 5,07 4,18 4,24 4,00
Kyselina olejova 23,062 75,47 59,08 61,51 61,44 61,00
Kyselina linolelaidova 23,080 16,99 17,42 17,38 17,05
Kyselina trans-olejova 23,062 0,49 0,69 0,93 0,81
Kyselina stearova 23,549 4,80 3,68 3,89 417 3,86
Kyselina arachidinova 28,132 0,78 1,02
Suma 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
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4.5 Stanoveni peroxidového Cisla

Analytickou titraci bylo provedeno stanoveni peroxidového ¢isla. Po dosazeni spotieby
titraéniho Cinidla do vzorce pro vypocet peroxidového Cisla byly ziskany hodnoty pro
kazdy olej, at’ uz Cisty, nebo obohaceny o pfirodni ¢i synteticky antioxidant béhem

tepelné Gpravy (smazeni).

Obdobn¢ jako u skladovani, tak 1 u tepelné upravy jedlych oleji dochazi
k nezadoucim degrada¢nim procesiim, které se projevuji na jejich kvalité. Jednim
z parametrti kvality olejii je peroxidové cislo, u kterého jsem ptedpokladala, ze se
s délkou tepelné upravy bude zvySovat, nebot' dochazi k ptepalovani oleje, fadé¢
oxidac¢nich procesu a jeho degradaci (Kamkar et al., 2010). Peroxidové ¢islo Cerstvych
olejii se ma pohybovat v rozmezi od 0,8 do 10 pmol (1/2 ROOH) na gram tuku. Pokud
je hodnota peroxidového cisla vyssi, tak se mize jednat napt. o zluklé tuky, tuky po

smazeni, siln¢ oxidované tuky apod. (Kroschwitz a Winokur, 1990).

U jednotlivych vzorkl se vysledné peroxidové ¢islo pohybuje v priméru v rozmezi
od 3 do 39,8 umol (1/2 ROOH) na gram tuku. Na zaklad¢ zjisténych informaci mizeme

tvrdit, ze u vzork je patrny proces oxidace.

Ve vsech ptipadech byl pozorovan ocekavany trend nartstu peroxidového ¢isla
s délkou tepelné tUpravy oleje. Nejvyssi hodnoty peroxidového ¢isla vykazoval
slune¢nicovy olej a olivovy olej naopak hodnoty nejniz$i. Vysoké hodnoty
peroxidového ¢isla mohou byt disledkem chemického slozeni oleje a podilu
nenasycenych mastnych kyselin. U slune¢nicového oleje je dominujici kyselina linolova
(Tab. 4). Ta je oproti kyseliné olejové, kterd zaujima nejvyssi procento u oleje
fepkového (Tab. ) a olivového (Tab. ), mén¢ stabilni, a proto oxidacnim procestim

podléha nejvice slunecnicovy olej.

Z ptedchozich experimenti bylo ptfedpokladano, Ze silice z bazalky, diky svym
antioxida¢nim vlastnostem, bude nejvice potlacovat oxidacni procesy béhem smazeni
oleje, a tim padem budou hodnoty peroxidového c¢isla niz8i nez u oleji obohacenych
0 jiny piirodni antioxidant, piipadné u kontroly (olej bez ptimési). AvSak slune¢nicovy
olej s ptidavkem silice z bazalky jevil srovnatelné hodnoty peroxidového ¢Cisla jako
U kontroly. Nedochazelo tedy k vyrazné inhibici oxida¢nich procesii béhem smazeni.
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Jako nejlepsi antioxidant se u slune¢nicového oleje jevil synteticky butylhydroxytoluen,
protoze u tohoto oleje byly pozorovany nejniz§i hodnoty peroxidového ¢isla po celou
dobu tepelné upravy. Naopak ptidavek tymianové silice byl dasledkem vysokych
hodnot peroxidového Cisla, a to pfedevSim pfi tfetim opakovani zahiivani oleje.
Vysvétlenim mize byt vysokd koncentrace thymolu v tymianu, nebot’ v takovémto
ptipad¢ se thymol mize chovat jako prooxidant (Ozkan a Erdogan, 2012). Zavislost

peroxidového Cisla na délce tepelné upravy je popsana v grafu (Obr. 13).

Peroxidové Cislo - slune¢nicovy olej
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Obr. 13 Graf zavislosti peroxidového ¢isla na délce tepelné Gpravy u slune¢nicového oleje.
Kontrolou je olej bez ptimesi (Bez) znacen Zluté, olej obohacen o BHT (BHT) znacen
Cervené. Olej s pfimési maty (M) je znaCen modre, s pfimési bazalky (B) svétle zelené
a olej obohaceny o silici tymianu (T) tmavé zeleng, (n=3).
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Z grafu zévislosti peroxidového cCisla na délce tepelné upravy u tfepkového oleje
(Obr. 14) je mozné pozorovat, Ze jako nejlepsi antioxidant se zde jevila silice z tymianu,
nebot’ hodnoty peroxidového ¢isla u takto obohaceného oleje byly po celou dobu

v

a silice z tymianu muize byt povazovana za vhodné ptirodni antioxidacni aditivum pro

fepkovy olej.
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Obr. 14 Graf zavislosti peroxidového Cisla na délce tepelné Gpravy u Fepkového oleje.
Kontrolou je olej bez ptimési (Bez) znacen Zluté, olej obohacen o BHT (BHT) znacen
Cervené. Olej s pfimési maty (M) je znaCen modre, s pfimési bazalky (B) svétle zelené
a olej obohaceny o silici tymianu (T) tmavé zelenég, (n=3).
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se spiSe nepouziva. Nebyl zde pozorovan trend narlstu v zavislosti na délce tepelné
upravy, coz je nejen dasledkem chemického slozeni oleje, ale i sloZeni pfidanych aditiv
a jejich vzajemné interakce béhem tepelné upravy. Tyto vlivy pfispivaji k nestabilité
tohoto oleje (Dorman et al., 2000). Za vhodné antioxidanty Sse Vv tomto ptipadé mohou
povazovat silice z maty klasnaté a tymianu obecného, protoze hodnoty peroxidového
¢isla u takto obohacenych oleju byly oproti kontrole nizsi po celou dobu teplené upravy.

Zavislost peroxidového ¢isla na délce tepelné upravy je popsana v grafu (Obr. 150br.
13).
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Obr. 15 Graf zavislosti peroxidového ¢isla na délce tepelné tipravy u olivového oleje. Kontrolou
je olej bez primési (Bez) znacen zluté, olej obohacen o BHT (BHT) znacen ¢ervené. Olej
S pfimési maty (M) je znacen modie, s piimési bazalky (B) svétle zelené a olej
obohaceny o silici tymianu (T) tmavé zeleng, (n=3).
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4.6 Stanoveni Cisla kyselosti

Dal§im parametrem pro hodnoceni kvality oleji je &islo kyselosti. Cislo kyselosti
popisuje miru degradace oleji béhem jeho skladovani. Béhem skladovani dochazi
k hydrolytickému S§tépeni tukt, tedy jeho rozkladu na glycerol a volné mastné kyseliny,
¢imz dochazi ke zvyseni stupné kyselosti. K hydrolytickym procestim dochazi taktéz pii
teplené upravé, tedy pii smazeni (Chung et al., 2004). Piedpokladala jsem, Ze béhem
experimentu dojde k obdobnému naristu ¢isla kyselosti béhem teplené upravy jedlych
olejti, jako pti skladovani oleji. Cislo kyselosti Eerstvych rostlinnych olejti nemé byt

vysSinez 2,5 mg KOH.g'1 tuku (Becka, 2007).

Cislo kyselosti ve viech ptipadech béhem tepelné upravy olejii mirné rostlo, pouze u
olivového oleje piesahovalo limitni hodnotu 2,5 mg KOH na gram tuku. Patel et. al.
(2014) provadeéli obdobny experiment s oleji obohacenymi o pfirodni antioxidanty.
V jejich experimentu se hodnoty cisla kyselosti s délkou tepelné upravy oleji neménily.
Zda se tedy, ze ptidané antioxida¢ni latky sice mohou snizovat hodnotu ¢isla kyselosti,

ale s délkou smazeni nemaji na ¢islo kyselosti vliv.

Zavislost ¢isla kyselosti na délce teplené tipravy slunecnicového oleje je znazornéna
v grafu (Obr. 16). U tohoto oleje se nejlepsim inhibitorem degradace jevily silice maty a
tymidnu, nebot’ hodnoty ¢isla kyselosti se po celou dobu teplené pravy pohybovaly niz,
nez tomu bylo u kontroly, a zarovei byly srovnatelné s olejem s BHT. Cislo kyselosti
Vv ptipad¢ slunec¢nicového oleje s bazalkovou silici bylo blizké kontrole, pouze v ptipadé
nejdelsiho smazeni ji pfevySovalo. Vhodnym aditivem pro sluneénicovy olej je tedy

zZ ptirodnich antioxidantt silice z maty a tymianu.
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Obr. 16 Graf zavislosti Cisla kyselosti na délce tepelné upravy u sluneénicového oleje.
Kontrolou je olej bez piimési (Bez) znacen Zluté¢ a olej obohacen o BHT (BHT) je
znacen Cervené. Olej s pfimesi maty (M) je znacen modre, s pfimési bazalky (B) svétle
zelené a olej obohaceny o silici tymianu (T) tmavé zeleng, (n=3).
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U fepkového oleje nastala podobna situace jako u slunec¢nicového (Obr. 17). Silice
Z maty a tymianu tedy vykazovaly obdobné chovani jako BHT, a proto maji srovnatelné
inhibi¢ni ucinky, diky kterym je mozné oznacit matu a tymian za vhodna antioxida¢ni
aditiva. Naopak olej obohaceny o silici z bazalky pravé vykazoval nejvyssi hodnoty
Cisla kyselosti. Pravdépodobné dochéazelo k degradaci latek vyznamnych pro svou

antioxidacni aktivitu vlivem vysokych teplot béhem smazeni.
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Obr. 17 Graf zavislosti ¢isla kyselosti na délce tepelné upravy u fepkového oleje. Kontrolou je
olej bez ptimési (Bez) znacen Zluté a olej obohacen o BHT (BHT) je znacen Cervené.
Olej s ptimesi maty (M) je znacen modrfe, s piimesi bazalky (B) svétle zelené a olej
obohaceny o silici tymianu (T) tmavée zelenég, (n=3).
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Z grafu (Obr. 18) je mozné pozorovat, ze piidavek antioxidantu v olivovém oleji
snizuje hodnotu ¢isla kyselosti. Tento efekt je nejméné patrny u silice bazalky, zatimco
hodnoty ¢isla kyselosti v piipadé BHT, silice maty a tymianu jsou si blizké v celém

experimentu s vyjimkou piidavku tymianu po 90 minutach smaZeni.
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Obr. 18 Graf zavislosti ¢isla kyselosti na délce tepelné tpravy u olivového oleje. Kontrolou je
olej bez ptimési (Bez) znacen Zluté a olej obohacen o BHT (BHT) je znacen Cervené.
Olej s ptimési maty (M) je znaCen modfe, s piimési bazalky (B) svétle zelené a olej
obohaceny o silici tymianu (T) tmavé zelen¢, (n=3).
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4.7 Headspace analyza oxidac¢nich produkti smaZeni

Cilem experimentu byla analyza akroleinu a dalSich oxida¢nich produkti v tepelné

vvvvvv

béhem smazeni dochazi k tvorbé téchto latek (Velisek a Hajslova, 2009).

Headspace analyzou nebyla prokazana piitomnost akroleinu ve vzorcich, a to ve
vSech ptipadech. Jako kontrola byl pouzit vzorek obsahujici smazené brambirky
zakoupené v maloobchodni siti, a ani v tomto ptipad¢ nebyla pfitomnost akroleinu
potvrzena. Naopak byly detekovany latky, které se podileji na degradaci oleje, jako jsou
naptiklad aldehydy (Pokorny 1981; Gardner et al.,1992). Tyto aldehydy vznikaji
v disledku hydrolytickych a oxidac¢nich procesi, kterym olej podléha.

V piipadé vzorkt obsahujicich slunec¢nicovy olej s piimési antioxidanti byl
nejhojnéji zastoupenym produktem oxidace 3-metylbutanal (38,09-85,85 %). U vsech
vzorku byl detekovan 2,4-dimetyl-1-heptan (5,13-25,29 %). VSechny detekované latky
jsou znazornény v tabulce (Tab. 7).

Tab. 7 Procentualni zastoupeni latek detekovanych metodou headspace u vzorka obsahujicich

pouze slunecnicovy olej a tento olej obohaceny o BHT (BHT), silici maty klasnaté (M),
silici bazalky pravé (B) a silici tymianu obecného (T)

Latka R_t S BHT M B T
(min) (%) (%) (%) (%) (%)
1 3-metylbutanal 2,178 38,09 85,85 68,29 63,69
2 pentanal 2,296 33,84
3 2,3,4-trimetylpentan 3,632 35,16 6,86 3,14 14,53
4 2.4-dimetyl-1-heptan 4670 2529 4746 513 20,83 1045
5 amylfuran 6,213 5,70 0,00
6 p-cymen 6,501 7,37
7 benzenacetyldehyd 6,666 2,16
8 y-terpinen 6,767 3,96
9 linalool 7,046 7,76
10 butylhydroxytoluen 9,497 14,45
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U vzorki s fepkovym olejem byl nejvice zastoupen pentanal, a to konkrétné u oleje

obohaceného o tymianovou silici (74,92 %). V ptipad¢ vzorku se silici maty zaujimal

nejveétsi zastoupeni 2,4-dimetyl-1-heptan (61,17 %). Tato latka byla detekovana

i Uvzorku bez pfimési a u vzorku s bazalkovou silici v rozmezi

Vsechny detekované latky jsou znazornény v tabulce (Tab. 5).

12,51-20,02 %.

Tab. 5 Procentualni zastoupeni latek detekovanych metodou headspace u vzorkl obsahujicich
pouze fepkovy olej a tento olej obohaceny o BHT (BHT), silici maty klasnaté (M), silici
bazalky pravé (B) a silici tymianu obecného (T)

Latka Rt R BHT M B T
(min) (%) (%) (%) (%) (%)

1 propen 2,194 74,92

2 2-methyl-1-nitro-propane 2,409 35,52

3 pentanal 2,296 43,15

4 2,3, 4-trimetylpentan 3,632 28,55

5 2,4-dimetyl-1-heptan 4,670 20,02 61,17 12,51

6 p-cymen 6,501 39,94 14,93

7 eucalyptol 6,565 20,59 10,27

8 benzenacetyldehyd 6,666 8,30

9 y-terpinen 6,767 23,35 7,82
10 linalool 7,046 36,64 2,33
11 butylhydroxytoluen 9,497 36,71
12 benzil dimetyl ketal 11,235 18,23 5,06
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Ve vzorcich obsahujicich olivovy olej byla ve vSech ptfipadech detekovana jako
nejhojnéji zastoupena latka 3-metylbutanal v relativnim rozmezi 17,42-99,76 %.

Vsechny detekované latky jsou znazornény v tabulce (Tab. 9).

Tab. 9 Procentualni zastoupeni latek detekovanych metodou headspace u vzorka obsahujicich
pouze olivovy olej a tento olej obohaceny o BHT (BHT), silici maty klasnaté (M), silici
bazalky pravé (B) a silici tymianu obecného (T)

Latka R_t 0] BHT M B T
(min) (%) (%) (%) (%) (%)
1 3-metylbutanal 2,178 91,44 96,48 17,42 19,76 99,76
2 propan 2,566 0,24
3 2,3,4-trimetylpentan 3,632 2,36
4 2,4-dimetyl-1-heptan 4,67 39,22
5 benzenacetyldehyd 6,666 3,33
6 linalool 7,046 0,51 17,17 80,24
7 nonenal 7,073 0,83 2,50
8 piperitone oxide 8,763 13,71
9 butylhydroxytoluen 9,497 1,03
10 benzil dimetyl ketal 11,235 1,53 12,49
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S5 ZAVER

Teoreticka ¢ast prace je vénovana jedlym olejim se zaméfenim na slune¢nicovy,
fepkovy a olivovy. Zvlastni pozornost byla vénovana skupindm reakci probihajicich v
tukové lazni béhem smazeni. Déle pojednava o piirodnich antioxidantech se zamétenim

na matu klasnatou (Mentha spicata), bazalku pravou (Ocimum basilicum) a tymian

obecny (Thymus vulgaris).

V praktické casti byla provedena izolace silic pomoci hydrodestilace a prosta
extrakce methanolem. Plynovou chromatografii s hmotnostnim detektorem byly
analyzovany slozky silic. V silici maty klasnaté bylo zjist€éno nejvétsi procentualni
zastoupeni u oxidu piperitonu, které ¢inilo 57,31 %. U vzorku silice bazalky pravé
vykazoval nejvyssi obsah linalool s 53,99 % a nejvyssi obsah Vv tymianové silici

zaujimal thymol (50,64 %).

Pomoci Folin-Ciocalteuovy metody byly stanoveny celkové fenoly v methanolovych
extraktech. Obsah fenolickych latek klesal v nasledujicim pofadi: extrakt maty
klasnaté > extrakt tymidnu obecného > extrakt bazalky pravé. Stanovena antioxidacni
aktivita u extrakti z bylin klesala podle o¢ekavani v zavislosti na obsahu fenolickych
latek, a to v nasledujicim pofadi: extrakt maty klasnaté > extrakt tymianu
obecného > extrakt bazalky pravé. Naopak nejvyssi antioxida¢ni aktivitu u silic

vykazovala bazalkova silice a nejniZsi silice z maty.

Pro porovnani schopnosti silic a syntetickych aditiv branit degradaci jedlych oleji pfi
smazeni potravin se stanovily mastné kyseliny v olejich, které byly podrobeny procesu
smazeni. Bylo dokazéano, ze ptidavkem antioxidanti se koncentrace mastnych kyselin
béhem tepelné upravy neméni. U sluneénicového oleje je dominujici kyselina linolova,
u fepkového a olivového pak stabilnéj$i kyselina olejova. Stanovenim peroxidového
Cisla bylo zjisténo, Ze nejlepsi antioxida¢ni vlastnosti u slune¢nicového oleje vykazoval
synteticky butylhydroxytoluen a pifidavek tymidnové silice byl dokonce diisledkem
vysokych hodnot peroxidového Cisla, a to pfedev§im pfi tfetim opakovani zahiivani
oleje, pravdépodobné vlivem vysoké koncentrace thymolu v tymidnu, nebot’
v takovémto piipadé se thymol muze chovat jako prooxidant. Pro fepkovy olej se jako

vhodné pfirodni antioxidacni aditivum jevila silice z tymianu a pro olivovy olej silice
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z tymidnu a maty. Z hlediska cisla kyselosti Se jako nejlepsi antioxidanty u vsech
testovanych oleji potvrdily silice z maty a tymianu. Headspace analyzou nebyla
ve vzorcich dokdzéna ptitomnost Skodlivého akroleinu, byly vSak detekovany latky,
které se podileji na degradaci oleje, jako jsou aldehydy. V piipadé vzorka obsahujicich
slune¢nicovy olej s ptimési antioxidantli byl nejhojnéji zastoupenym produktem oxidace
3-metylbutanal (38,09-85,85 %), u vzorki s fepkovym olejem pak pentanal, a to
konkrétné¢ u oleje obohaceného o tymianovou silici (74,92 %), a ve vzorcich
obsahujicich olivovy olej byl nejhojnéji zastoupen 3-metylbutanal v relativnim rozmezi

17,42-99,76 %.
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