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Abstrakt

Tato bakalafska prace se zaobira tématem extrakce vinného oleje ze semen Révy vinné, rafinaci
extrahovaného oleje a charakterizaci vinného oleje. Vinny olej byl extrahovédn z hroznovych
semen ziskanych ze zatijové sklizné v roce 2018 z vinaistvi Vaviitek (Biezi u Mikulova, Ceska
Republika). Ziskané vylisky byly smési odrad Veltlinské Zelené a Saugvinon Blanc. Olej byl
extrahovdn ze separovanych semen pouzitim extrakce do kapaliny (n-hexanu). Vytézky
extrakce byly porovndny s teoretickymi vytézky ziskanymi pomoci odliSnych extrakénich
metod a s vytézky jinych olejnin. Pro rafinaci bylo zvoleno n€kolik krokd, kde bylo hlavnim
cilem odstranit lipofilni barviva ze vzorku pomoci vybranych adsorbentil. Vysledky Cisténi byly
ovéfeny pomoci tenkovrstvé a vysokoucinné chromatografie.

K charakterizaci oleje byla vyuZzita metoda plynové chromatografie, kde se porovnanim profilt
mastnych kyseliny zji§t'oval vliv rafinace na slozeni oleje. V posledni fadé byly porovnany
profily mastnych kyselin ve vzorku ziskanym lisovanim za studena a ve vzorku extrahovanym
n-hexanem. Vysledky prace dokazuji, ze odpad vznikajici lisovanim hrozni je hodnotna
surovina, kterou je mozné vyuzit napfiklad na extrakci vinného oleje a také k ziskdvani
pigmentu (chlorofyl).

Abstract

This bachelor thesis deals with the topic concerning the extraction of wine oil from grape seeds,
the refining of the extracted oil and the characterization of grape oil. Grape oil was extracted
from the grape seeds obtained from the harvest in September 2019 by the winery Vavricek
(Brezi u Mikulova, Czech Republic). The received grape pomace was the mixture of Green
Veltliner and Blanc Saugvinon. The oil was extracted from the separated seeds by using liquid
extraction in n-Hexane. The extraction yields of grape oil were compared with the literature,
involving the different extraction methods as well as different oil plants. For the refining of the
grape oil have been applied more steps aiming for the removal of the lipophilic pigments.
Different adsorbents of pigments have been applied. The purification efficiency has been
proved by the investigation with the thin layer and the high-performance chromatography.
Moreover, the gas chromatography was used to characterize the composition of the oil. Finally,
the composition profile of the oil obtained by the liquid extraction before and after purification
has been compared with the commercial grape oil, which has been received by cold pressing.
The results of the work show that the winery waste produced in South Moravia is a valuable
raw material, which can be used for the production and different products, e.g., grape oil and
pigments (chlorophyll).
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Réva vinnd, vinny olej, rafinace, HPLC, rostlinnd barviva
Grapevine, grape oil, refining, HPLC, plant pigments
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1 UVOD

Jizni Morava je proslula produkci vin a nachazi se zde 96 % ploch z celkovych 18 700 ha vsech
Ceskych vinic. Produkce vina souvisi s velkym mnozstvi odpadu, které se dosud nevyuziva
cilené, ale jen ¢astecné, napt. jako hnojivo. Cilem této bakalarské prace je ukazat, ze vinarsky
odpad tzv. matoliny je mozné vyuzit i na vyrobu hodnotnych produktti. Ze seminek Révy vinné
(priblizné 3 hm. % celkové hmotnosti Révy vinné) je mozné lisovat olej. Pti svétové produkei
vina n€kolik desitek miliont tun se jedna o levny a dostupny zdroj pro vyrobu oleje. Vinny olej,
se nejen kvili své dostupnosti, ale hlavné kvuli svému slozeni stava stale vice vyuzivany, jak
v kosmetice, tak hlavné jako potravina. Olej je bohaty zejména na polynenasycené mastné
kyseliny a antioxidanty, zejména vitamin E. Vytéznost oleje je v porovndni s jinymi olejninami,
napfiklad se sluneCnici nebo sezamem, pomérné€ nizka, a proto se pro extrakci vyuzivaji
metody, u kterych je dosazeno vétsi vytéznosti.

Lisovany olej za studena se povazuje za nejhodnotnéjsi olej, kdy jsou zachovany i termolabilni
latky. Protoze semena Révy vinné obsahuji pouze okolo 3—-6 hm.% oleje, vyzaduje lisovani
specidlni lisy. Nejdostupnéjsi alternativou je nejspiSe extrakce do rozpoustédla, ze které
ziskdme surovy olej s rostlinnym pigmentem. Nevyhodou extrakéni metody je velky obsah
necistot, které ovliviiuji pouzitelnost oleje. Rafinace probihd v nékolika krocich, nejcastéji se
provadi odstranéni organickych latek sorbentem, odslizeni a pfipadné deodorace destilaci vodni
parou. V této bakalarské praci je porovnana kvalita komer¢niho oleje ziskaného lisovanim za
studena, oleje extrahovaného n-hexanem a rafinovaného oleje extrahovaného n-hexanem, jak
z hlediska obsahu mastnych kyselin, tak z hlediska obsahu vybranych latek, které se bézné
vyskytuji v hroznovych olejich.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Popis révy vinné a slozeni jejich plodiu (bobuli)

Réva vinnd (Vitis vinifera) je jednim z nevice pé€stovanych druh ovoce na celém svété, pri
produkci 58 miliont tun rocné [1]. Nejvétsim producentem je Evropa, kde se vypéstuje 70 %
celkové produkce, za Evropou nésleduje Asie 15 %, Amerika 9 % a Afrika s 5 % [2]. V Ceské
Republice je typickou kulturni rostlinou na Jizni Moravé a v Cechach jejiz plody lidé po staleti
vyuzivaji ke konzumaci Cerstvych hroznii, vyrob€ stav, vina a destilata [3]. K roku 2011 tvorila
celkova plocha registrovanych vinic na tzemi Ceské Republiky 17 198 ha, z &ehoz 96 %
celkové plochy se nachazelo na Moravé. Dle dat Ceského statistického tfadu (CSU) z roku
2011 bylo sklizeno 91 253 tun Révy vinné s produkci 390 tisic hektolitrii vina (vinafsky rok
2010/2011). CSU uvadi spotiebu vina na osobu v Ceské Republice okolo 20,11/ rok, coZ je
daleko za evropskym primérem (36 1 na osobu a rok) [4]. Vegetativni Casti rostlin (listy, stopky
a pecky) jsou Casto vyuzivany v tradi¢ni medicin€ riznych zemi jako zdroj bioaktivnich latek

[5].

Réva vinna se péstuje na vinicich a vinohradech, a to v&tSinou na svazich, které vytvaii nejlepsi
podminky pro celodenni proslunéni. Zakladem vinného ketfe je podzemni a nadzemni Cast.
Podzemni Cast predstavuje mohutny kofenovy systém, ktery je schopen prorustat do hlubsich
vrstev pudy, odkud ziskava vodu. Nadzemni Cast je tvofena kminkem, plodnym dievem,
letorosty, listy, hrozny a bobulemi. Plodem révy vinné je bobule, které jsou usporadané na
tfapin€ a vytvari hrozen zobrazeny na obrazku ¢. 1 [3].

Obrazek ¢ 1 Réva vinnd [6]
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Bobule (resp. hrozny) jsou slozené z duziny, slupky, semen a tfapin.

Duzina ¢ini prumérn€ 85-90 % hmotnosti hrozni. Piiblizné 8 % hmotnosti zaujimaji cévni
svazky, zbyly podil duziny se nazyvd most. Chemické slozeni a chutové vlastnosti zavisi
predevsim na odridé hrozni. Duzina obsahuje predevsim cukry, glukozu a fruktozu. DalSimi
soucastmi jsou organické kyseliny, kyselina vinna a jablecna, které se v duzniné vyskytuji jak
ve formé volné, tak ve formé soli. Kromeé toho jsou v duziné také dusikaté latky, enzymy,
vitaminy a minerdlnf latky [7].

Slupka bobule ¢ini 9-11 % celkové hmotnosti hrozni. Latky obsazené ve slupkach maji
nejveétsi podil na vysledném charakteru vina. Hlavni slozkou slupky je voda, kterd tvoti
60—-80 % hmotnosti slupky. Nejhodnotnéjsi soucasti slupek jsou barviva a aromatické latky.
Slupky bilych odrad obsahuji zlutozelena barviva flavony a chlorofyl. Ve slupkach ¢ervenych
a modrych odrid jsou Cervena barviva antokyany [7].

Semena jsou ulozena v bobulich hroznli. Pivodné jsou zelena, pti dozravani hroznii se potupné
barvi do hnéda. V pribéhu zrani je v semenech snizovan podil vody a snizuje se jejich
hmotnost. Koncem srpna je v 1 000 g bobuli 45,5 g semen, koncem zafi pouze 28,7 g. Hlavni
slozkou semen jsou tfisloviny a oleje. Tfisloviny ¢ini 3-6 % hmotnosti semen a jejich
vylu€ovani do vina je podporovano u ¢ervenych vin. Semena obsahuji 10-20 % oleje zelené az
zlutozelené barvy, ktery je mozné vyuzit jako stolni olej [8]. V oleji jsou obsazeny glyceridy
kyseliny stearové, palmitové a linolové. V semenech nékterych odrid byl objevem také vanilin.
Kromé téchto latek jsou v semenech obsazeny také sacharidy, fenolické latky, bilkoviny,
celul6za a minerdlni latky [7] [9].

Ttapiny tvori 3 az 5 % hmotnosti hroznti. Zpocatku jsou tfapiny zelené a maji vyssi obsah vody,
béhem procesu dozravani potupné hnédnou a devnati. Zdfevnatélé tfapiny nemaji nepfiznivy
vliv na kvalitu vina [7].

2.2 Popis technologického procesu vyroby vina

Kvalita vina zavisi na samotné kvalit€ hrozna a jednotlivych kroki technologie vyroby vina.
Mezi dulezité technologické procesy ovliviiujici kvalitu a chut’ vina patfi odzrnéni, lisovani,
fermentace a soubor operaci, které je zname pod nazvem ,,Skoleni®. Patii sem mezikroky, které
vyznamné zvyS$uji kvalitu vina, napf. €ifeni a filtrace [4]. ZjednoduSené schéma vyroby vina je
zobrazeno na obrazku ¢. 2.
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Obrdazek ¢. 2 Schéma vyroby vina [10]

Odzrnéni je proces oddéleni trapin od duzniny, ktery se provadi ihned po sklizni. Ttapiny jsou
odpadem a zpravidla se pouziji jako hnojivo ve vinici. Odzrnéni musi probéhnout Setrné, aby
se neposkodily pecicky v bobulich, ze kterych by se mohly dostavat do vina hotké latky. Takto

oddélené bobule se nazyvaji rmut [4].

Lisovanim se odd€li most a vylisované slupky tzv. matoliny. Vylisnost se zpravidla pohybuje
od 60 % do 80 %. Po vylisovani se most zpravidla odkaluje tak, ze se oddéli usazené zbytky
trapin a kalici latky. Po odkaleni miize nasledovat zvyseni cukernatosti. Pokud se cukernatost
zvySuje u ¢ervenych vin, déje se to ihned po odzrnéni, aby pfidany cukr kvasil spolu se rmutem

[4].

Fermentace je u bilych a Cervenych vin rozdilné. Pti vyrobé bilych vin kvasi most po vylisovani,
kdeztou Cervenych vin kvasi rmut pfimo se slupkami a k lisovani dojde az po prokvaseni rmutu.

Kvaseni miize nastartovat samovolné diky kvasinkam, které jsou jiz na hroznech na vinici.
V soucasnosti se vSak stale vice pouzivaji specialné selektované kmeny kvasinek. Kvaseni je
proces pifemeény cukru na alkohol za wvzniku oxidu uhli¢itétho a tepla.
Soucasnym trendem je chlazeni kvasiciho mostu tak, aby jeho teplota neptrekrocila 18—-20 °C.
P11 této teploté se ve viné uchova mnohem vice ptirodnich aromatickych latek, nez kdyby most
kvasil samovolné pfi vysSich teplotach. Kvasici most se nazyva burcak a je to, zejména v nasich
zemich, oblibeny ndpoj. Pfedevsim u ervenych vin se ¢asto po hlavnim kvaseni provadi jesté
jableCno-mlécna fermentace, tedy preména hrubé kyseliny jablecné na hladsi kyselinu mlé¢nou

[4].
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2.3 Matoliny a jejich vyuziti

Predmétem této bakalarské prace je rafinace oleje ziskaného ze semene révy vinné, které jsou
soucasti matolin. Matoliny jsou zbytkové pevné produkty (slupky, duzina, semena a tfapiny),
které vznikaji vylisovanim hroznti révy vinné. Vinaisky primysl produkuje miliony tun matolin
po celém svéte, coz zpusobuje problém, jak vyuzit takové velké mnozstvi odpadu. Nejcasteji
se matoliny vyuzivaji k vyrobé kyseliny vinné a etanolu. Vyuziti matolin jako hnojiva je
limitovano obsahem fenolickych latek, které inhibuji kliceni. Dal$i vyuziti matolin je jako
krmivo pro hospodarska zvirata, kde je limitujici obsah polyfenolt, ktery muaze u zvitat
negativné ovlivnit traveni [11]. V pfimotskych statech jsou matoliny vyuzivany také k vyrobe
destilata [12].

2.4 Hroznovy olej a jeho slozeni

Hroznovy olej je rostlinny olej ziskdvany ze semen Révy vinné, ktery patfi k odpadnim
produktim vznikajicim pfi vyrobé€ vina. Nejveétsim producentem hroznového oleje je Itilie, za
kterou nasleduji Francie, Span&lsko a Argentina [8]. Obsah hroznového oleje v semenech se
pohybuje okolo 11,6—19,6 % v zavislosti na vyzralosti bobuli. Vyzralost bobuli a odrida Révy
vinné ma také vliv na slozeni mastnych kyselin v oleji. Pfehled nejvice zastoupenych mastnych
kyselin je zobrazen v tabulce ¢. 1. Esencialni nenasycené mastné kyseliny tvori az 86 % oleje.
Hroznovy olej se vyznacuje jemnou chuti, ktera pripomina ofisky. Vyuziti oleje je velmi Siroké,
diky vysoké teploté prepalovani je vyuzivan v teplé kuchyni, ale Ize jej pouzit také pti pfiprave
salata ¢i majonéz. V kosmetice se tento olej pridava do piipravka proti suché kiizi a podrazdéné
kGzi. Hroznovy olej také obsahuje antioxidanty, které maji pozitivni vliv na zdravi lidské
organismu. Bylo dokazano, ze olej miize zvySovat hladinu HDL cholesterolu, a naopak snizovat
hladinu LDL cholesterolu, coz napomaha prevenci srde¢nich chorob [8] [13].

Tabulka ¢. 1 Zastoupeni mastnych kyselin ve hroznovém oleji [ 14]

Mastné kyselina Koncentrace [hm. %]
Linoleova 0,1-0,7
Linolova 65-67
Olejova 12-28
Palmitolejova 0,1-0,5
Stearova 3-6
Palmitova 5-11
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Lipidy tvoii jednu z hlavnich nezbytnych slozek vyzivy organismu. Lipidy jsou definovany
jako pfirodni slou€eniny obsahujici esterové vazané mastné kyseliny o vice nez tfech atomech
uhliku v molekule [15].

Homolipidy jsou slouCeniny mastnych kyselin a alkoholi a dale se déli podle struktury
vazaného alkoholu [15].

Heterolipidy jsou lipidy obsahujici kormé& mastnych kyselin a alkoholu jesteé dalsi kovalentné
vazané slouCeniny. Muze zde byt navazana kyselina fosfore¢na, tvofici fosfolipidy nebo
napiiklad D-galaktosa tvotici glykolipidy [15].

Komplexni lipidy obsahuji jak homolipidy, tak i heterolipidy. Kromé& kovalentnich vazeb
mohou byt. nékteré slozky vazany také nekovalentnimi vazbami, jako jsou napiiklad vodikové
mustky nebo hydrofobni interakce [15].

Mastné kyseliny jsou nejdulezitéjsi a z hlediska vyZzivy nejvyznamnéjsi slozkou lipida. Podle
nazvoslovi organické chemie se jako mastné kyseliny oznacuji karboxylové kyseliny

s alifatickym uhlovodikovym fetézcem. Nékteré mastné kyseliny jako naptiklad octova, se ale
v ptirodnich lipidech nevyskytuji, naopak nekteré mastné kyseliny v lipidech mohou byt
alicyklické nebo aromatické [15].

Nasycené mastné kyseliny se bézné vyskytuji v pfirodnich lipidech. Bé&zné obsahuji 4 az 38
atomu uhliku, které maji zpravidla nerozvétveny fetézec o sudém poctu uhliki. Tvori 10-40 %
kyselin obsazenych v béznych ptirodnich lipidech [16].

Nenasycené mastné kyseliny maji v molekule nejmén¢ jednu nenasycenou (dvojnou vazbu).
Esencialni nenasycené mastné kyseliny si lidsky organismus nedokaze sam vytvorit a musi byt
pfijimany potravou [17].

Volné mastné kyseliny jsou mastné kyseliny, které nejsou navdzany na glycerin. Rychleji

podléhaji oxidativnim zménam zpusobenym svétlem a vysokymi teplotami. Tato reakci
s kyslikem se nazyva zluknuti oleja [18].

Transmastné kyseliny se bézné v rostlinnych tucich nevyskytuji, ale mohou vznikat pfi vysSich

teplotach, zejména pii ztuzovani tuk. Transmastné kyseliny jsou povazovany za rizikovy
faktor pti vzniku nemoci srdce a krevniho ob&hu [18].

Vitamin E (Tokoferol) jsou latky odvozené od tokolu a tokotrienolu. Je obsazen ve vSech
rostlinnych olejich. Tento vitamin je rozpustny v tucich a zastidvd v rostlindch funkci
ochranného faktoru tak, ze chrani vice nenasycené mastné kyseliny pred autooxidaci [18].
Jedna se o nejucinngjsi latku mezi antioxidanty, které radikalné zneSkodnuji volné radikaly. Pti
rafinaci Cast vitaminu zkapalni, ¢asto se vSak do oleji opét pridava [17].
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Barviva

Barevné latky nebo pigmenty jsou latky, jejichz pfitomnost v buiikach urcuje charakteristickou
barvu zalozenou na selektivni absorpci svétla. Barviva jsou vyznamnou skupinou senzoricky
aktivnich latek. Barviva mohou byt klasifikovana podle raznych kritérii, jako je vyskyt,
rozpustnost nebo struktura. Podle struktury rozezndvame:

e Dusikaté heterocykly, kde k nejvyznamnéjsim zastupcim patii hemova a chlorofylova
barviva odvozend od pyrrolu.

e Kyslikaté heterocykly, kam nalezi zejména flavonoidy.

e Fenoly a od nich odvozené chinony zahrnuji nejriznéjsi barviva jako naptiklad
kurkuminoidy.

e Terpenoidy, kam se fadi zejména tetraterpeny a od nich odvozené pigmenty karotenoidy
[16].

Chlorofylové barviva jsou skupinou zelenych barviv, kterd se nachdzeji v pletivech zajistujicich

fotosyntézu. Vyskytuji se proto ve véetsSiné rostlin a také v nekterych bakteriich jako tzv.
bakteriochlorfyly.  Zakladni  strukturou  chlorofild  je  cyklicky  tetrapyrrol
17, 18 — dihydroporfyrin [16].

Karotenoidy jsou zna¢né rozSifené zluté oranzové, vyjimecné také zlutozelené a Cervené
pigmenty [16]. Jejich zasadni piinos spoCiva v antioxidaCnim pusobeni. Chrani bunky pred
poskozenim nestabilnimi molekulami kysliku, tzv. volnymi radikaly. 3 karoten se v organismu
méni na vitamin A (na vitamin A se muze pfemeénit alfa karoten i kryptoxantin, ale ne v
takovém mnozstvi) [19]. Karotenoidy napomdhaji rostlinim absorbovat svételnou energii a
také to jsou vyznamné antioxidanty deaktivujici volné radikaly [20].

2.5 Rafinace oleje

V posledni dobé roste produkce a zpracovani zejména jedlych oleju jako jsou Inény, sojovy,
kukufi¢ny a podobné. Pfi piipravé téchto oleji je olej Casto ziskavan pomoci organického
rozpoustédla, jako je naptiklad hexan. Pti této pfiprave je po odpateni rozpoustédla vysledkem
surovy olej, ktery obvykle obsahuje az 10 hm. % necistot jako jsou fosfolipidy, vosky, sirné
slouceniny, barviva a podobné laky. Tyto neCistoty maji ¢asto nepiiznivy vliv na pouzitelnost
oleje a je nutné je odstranit [21]. Rafinace zahrnuje nékolik krokl, prvnim z nich je bélent, pfi
kterém pomoci adsorpce docilime odbarveni a odstranéni necistot v oleji [22]. Jako alternativni
metodu pro CiSténi je mozné vyuzit membranovou separaci [21]. Dalsim krokem rafinace je
odslizovani, kde jsou z oleje odstranény ve vodé rozpustné latky [23]. Poslednim krokem je
deodorace, kterd muze byt zahrnuta v procesu, pokud jsou v oleji obsazeny tékavé latky, které
zpusobuji nepiijemny zapach. Deodorace se ¢asto provadi za zvySenych teplot destilaci vodn{
parou, coz zpusobuje znehodnocovani oleje [24].
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Adsorpce nastava vzdy, pokud je pevna latka v kontaktu s kapalinou nebo plynem. Je
definovana jako obohaceni materidlu nebo zvyseni hustoty kapaliny na rozhrani pevné latky a
plynu nebo kapaliny. Za urcitych podminek nastava znatelné zvySeni koncentrace na rozhrani
fazi a celkovy efekt je zavisly na mife velikosti rozhrani. Z tohoto divodu maji vSechny
pouzivané adsorbenty velky specificky povrch (obecné vice nez 100 m? - g'!) [25].

Aktivni uhli je vysoce porézni uhlik s mimoradné velkym vnitfnim povrchem. Tvofi jej soubor
grafitovych desticek, jejichz vzajemna vzdalenost tvoti pory a mikropory, kde probihd samotna
adsorpce. Existuje nékolik druhli aktivniho uhli zavislych na materidlu, z kterého jsou
vyrobeny. Vysledné produkty se lisi svoji strukturou. Nejbézn€jsi suroviny pro vyrobu jsou
cerné uhli, kokosové skorapky, tvrdé dievo a diive se také pouzivaly zviteci kosti [25] [26].

Amberlite XAD 4

Je polymerni adsorbent dodévany jako bile nerozpustné kulicky. Jednd se o neiontovy
zasitovany polymer. Za své adsorpcni schopnosti vdéci své patentované makroretikularni
struktufe (obsahujici kontinudlni polymerni fazi a kontinudlni porézni fazi). Tato struktura
dodava Amberlite XAD 4 vybornou fyzikdlni, chemickou a termdln{ stabilitu. Dle vyrobce je
jeho specificky povrch nejméné 750 m? - g [27].

Bentonit

Castice bentonitu jsou jedny z nejrozsifengjsich anorganickych koloidd vyskytujicich se ve
vodnich systémech. Jsou povazovany za jedny z nejlepSich ptirodnich adsorbent pro adsorpci
zneCistujicich Castic, jako jsou ionty kovi a pesticidy obsazenych v roztoku [28]. Pomoci
aktivace je mozné zvysit specificky povrch bentonitu z 80 na 250 m? - g! [25].

Odslizeni

Odslizeni neboli hydratace ma za cil odstranit v§echny latky, které jsou v oleji suspendované
v nerozpustné forme. Spolu s polarnimi latkami jsou také odstranény rozpustné latky, které jsou
v pritomnosti vody hydratovatelné, ptfipadné pti zvySeni teploty mohou koagulovat. K odslizeni
je mozné pouzit nékolik metod a to adsorpci, sedimentaci nebo hydrataci. Nejvhodnéjsi je
metoda hydratace, kdy je k oleji pfidana voda a dochazi k hydrataci bilkovin, slizovych latek a
fosfolipidi. Tyto latky koaguluji za zvySeni hustoty oleje, a proto je mozné je oddélit
sedimentaci nebo odstfed’ovanim [29].

2.6 Vyznam hroznového oleje

Hroznovy olej je hodnotny jedly olej, ktery se vyznaCuje obsahem zdravi prospéSnych
bioaktivnich latek, jako jsou tokoferoly, tokotrienoly, esencidlni mastné kyseliny, polyfenoly,
trisloviny a fytosteroly. Slozeni téchto bioaktivnich latek je dano druhem Révy vinné. Znacny
vliv na slozeni ma také technika pouzita k extrakci oleje, vyzralost bobuli, poloha vinic a
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celkové podminky, v kterych byla rostlina, ze které byly ziskany semena, péstovana. Nejvice
zastoupenymi mastnymi kyselinami v hroznovém oleji jsou kyselina linolova (C18:2n6) a
kyselina olejova (C18:1n9), které tvori az 90 % zastoupenych mastnych kyselin v oleji [30].

Kyseliny linolové se fadi mezi esencialni mastné kyseliny, a proto je pro ¢lovéka nezbytné ji
pfijimat v potrave. Jeji dalsi pozitivni vlastnosti je hypocholesteromicky efekt a je dokdzéano,

Ze muze snizovat obsah cholesterolu v krevni plazmé. Mezi dalsi benefity linolové kyseliny
patii snizovani dopadu symptomt Crohnovy nemoci [31].

Polyfenoly jsou dalsi vyznamnou skupinou bioaktivnich latek obsazenych v oleji. V posledni
dobé si polyfenoly ziskaly mnoho pozornosti v 1écbé rakoviny. Jejich vyhodou je méné
vedlejsich ucinkd a nizka toxicita. Pribyvajici diikazy nam potvrzuji, ze polyfenoly maji G€inek
ve vice cilovych mistech v organismu a mohu vyuzit svij anti rakovinny potencidl skrze
mnohocetné bunécné signalni cesty k 1é¢bé riznych druhti rakovin [32].

Fytosteroly, také znamé jako rostlinné steroly patii mezi hlavni steroly obsazené v rostlinnych
extraktech a olejich. Vzhledem k bioaktivité fytosterolti bylo provedeno mnoho studii vlivu
fytosteroli organismus. Prvni znich je prevence nemoci obéhové soustavy, kdy maji
fytosteroly schopnost diky své podobné struktuie s cholesterolem absorbovat se na jeho misto
a tim snizuji obsah cholesterolu v krvi. Nedavné studie také poukdzaly na velkou souvislost
konzumace fytosterolu s prevenci rakoviny [33].

Diky hodnotnému slozeni a pfiznivym vlastnostem ziskdvd hroznovy olej na popularité
v potravinarském pouziti, kosmetice a farmaceutickém pramyslu. Hroznovy olej byl také

zkouman jako mozny zdroj pfirodnich antioxidantl a bioaktivnich latek [30].

Hroznovy olej na ¢eském trhu

V soucasnosti se na trhu vyskytuje stdle vice méné znamych oleji a jejich popularita stoupa.
Nejcastéji je mozné zakoupit je v potravindch se zdravou vyzivou, ale v posledni dobé& si
nachazeji cestu i do béznych supermarkett. Zvyseni poptavky je zpasobeno tim, ze mnoho lidi
touzi po zdravém Zzivotnim stylu a vyhledava nutri¢né hodnotné potraviny [34].

V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny vybrané vyrobky bézné dostupné na Ceském trhu, pifi¢emz

nejcasteji prodavanym vyrobkem na internetovych obchodech byl Extra panensky révovy vinny
olej 100 ml z vinafstvi Proqin s.r.o., Velké Némcice.
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Tabulka ¢. 2 Prehled hroznovych olejii urcenych k potravinarskému pouZiti na ceském trhu

Cena za
p . . Obsah PUFA
Nazev Vyrobce Puvod 100 ml v
[hm. %] )
korunich
Ext 16 1évOvY Vinafstvi Progin
xtra panensky révov .
(o PANEMEY TEVOV 1 sro., Velké Velké Néméice N 199,00
vinny olej 100 ml ! .
Némcice
Olej z hr ych jad Agro Boskovstej
€ 2 AOZROVYCRJACEL | ALTO BOSKOVSEIN | 7 1 1ojemské vinice 74,9 72,19
187 ml & s.r.0., Boskovstejn
Hroznovy olej i - o
Olitalia, Itélie Itélie 66,30 16,42
OLITALIA 1000 ml ©!

PUFA — polynenasycené mastné kyseliny, N — neuvedeno prodejcem
(1 [¢it. 2019-04-26] http://www.progin.cz/progin-revovy-vinny-olej.
(2] [cit. 2019-04-26] https://www.vinovin.cz/p/olej-z-hroznovych-jader-187-ml

131 [¢it. 2019-04-26] https://www.cano.cz/hroznovy-olej-olitalia-11

2.7 Metody ziskavani hroznového oleje

Extrakce n-hexanem je momentalné nejvyuzivanéj$i technika ke zpracovani biomasy ze semen

Révy vinné. Dulezitym predpokladem pribéhu extrakce je preduprava semen, za uCelem
hlubokého naruSeni pletiv a bunék. V narusenych buikach dochéazi k prosté difuzi oleje do
rozpoustédla, vznikd miscela. U nenaruSenych bunék dochazi ptes bunécnou sténu k difuzi
rozpoustédla do buriky (intracelularni miscela), nasledné k difuzi intraceluldarni miscely do
kapilar, vznikd kapildrni miscela. Hnaci silou procesu je rozdil koncentraci oleje
v intraceluldrni a kapildrni miscele. Dfive se jako rozpoustédlo nejCastéji vyuzival extrakcni
benzin, ktery mél vSak Siroké destilacni rozmezi. Momentalné se nejvice vyuziva n-hexan, kde
ale pii extrakci za normalniho tlaku nemuze byt prekrocCena teplota 60 °C. Nizka teplota
zapii¢inuje zvySeni koncentrace fosfolipidi v extraktu. V dne$ni dobé je mozné provadeét
extrakci za vySSich teplot na automatickych extraktorech za zvysSeného tlaku [35]. Prikladem
toho pfistroje je automaticky extraktor Soxterm zobrazeny na obrazku ¢. 3. Mezi dalsi
nevyhody pouziti n-hexanu jako rozpoustédla, patii vysoka hoflavost a nepfiznivy vliv na
zdravi ¢loveka [36].
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Zvyseni vytézku extrakce n-hexanem muze byt realizovano enzymatickou dpravou vzorku, kdy
muze dojit k navyseni vytézku za vhodnych podminek az na 17,5 hm. % [43]. Dalsi moZnosti,
jak zvysit vytéznost je aplikace ultrazvukové energie. Dulezitym aspektem pro uspéSnou
extrakci s asistenci ultrazvuku je vytvorit sprdvné podminky pro extrakci odpovidajici
rostlinnému materialu. Pouziti ultrazvuku mize mit pozitivni vliv na pfenos hmoty, naruseni
rostlinnych bunék, pronikéani rozpoustédla a kapilarni jevy [44].

Obrazek ¢. 3 Automaticky extraktor Soxterm firmy Gerhart (Nemécko)

Extrakce superkritickym oxidem uhlicitym (SC-COz2) v poslednich letech ziskala
v potravinaifském priamyslu mnoho pozornosti. Vytézky ziskané pomoci SC-COz extrakce jsou
srovnatelné s extrakci do organickych rozpoustédel. Mimo jiné, na rozdil od extrakce
organickym rozpoustédlem, se jedna o extrakci netoxickym, nehoflavym a pomérné levnym
rozpoustédlem. Dalsi nespornou vyhodou je, ze oxid uhlicity je dostupny ve velkém mnozstvi
s pomérné velkou c¢istotou. Oxid uhlicity s kritickym tlakem 73,8 atm a kritickou teplotou
31,1 °C se jevi jako vhodné rozpoustédlo pro ptirodni produkty [37]. SC-CO2 vyuziva toho, ze
se nékteré latky chovaji zaroven jako plyn a zarover jako kapalina. Jejich rozpoustéci schopnost
se zvySuje, pokud je jejich tlak a teplota zvySena nad jejich kriticky bod [38]. Na obrdzku €. 4
je zobrazeno schéma extrakce SC-CO2 pouzité v praci Pedro F. Martins a kol. (2016) [39].
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Ventyl pridavného ro-
zoustédla / Cistici

SO

Piidavné rozpoustedlo Pumpa pfidavného
rozpoustédla

Regulacni
t— Horni vystup ventyl
Pun;pa Cbz Privodni ventyl
Odvod plynu
Extrakéni
Predehfivaci a michaci kolona
nadoba
co, 1L
Predloha

Dolni vstup Dolni vystup

Obrazek ¢. 4 Schéma extrakce superkritickym oxidem uhlicitym [39]

Za studena lisovany olej je olej ziskdvany z rostlinnych semen lisovanim Sroubovym nebo

hydraulickym lisem. Lisovani za studena se Casto vyuziva misto extrakci do rozpoustédla,
z divodu absence organického rozpoustédla ¢i zahtivani. Za studena lisovany olej si zanechava
bioaktivni latky, jako jsou esencidlni mastné kyseliny, polyfenoly, flavinoidy a tokoferoly.
Vedlejsi produkty vzniklé pii lisovani jsou dulezitou soucasti procesu kvuli obsahu zbytkového
oleje, vlakniny, minerali a dalSich latek [40] [41]. Tyto vedlejsi produkty mohou byt vyuzity
k produkci hnojiva a substrata [42].

Zvyseni vytézku extrakce n-hexanem muze byt realizovano enzymatickou upravou vzorku, kdy
muze dojit k navyseni vytézku za vhodnych podminek az na 17,5 hm. % [43]. Dalsi moznosti,
jak zvysit vytéznost je aplikace ultrazvukové energie. Dulezitym aspektem pro uspéSnou
extrakci s asistenci ultrazvuku je vytvorit spravné podminky pro extrakci odpovidajici
rostlinnému materialu. Pouziti ultrazvuku mize mit pozitivni vliv na pfenos hmoty, naruseni
rostlinnych bunék, pronikani rozpoustédla a kapilarni jevy [44].

2.8 Vyuziti odpadnich semen po vytézeni oleje

Semena Révy vinné po extrakci, mohou byt vyuzity pro produkci fenolickych sloucenin, jako
jsou kyselina gallovd, katechin a epikatechin a také Siroké spektrum prokyanidini. Tyto latky
maji §iroky rozsah biologickych aktivit. Nejvhodnéjsi ziskavani oleje pro pozdé€jsi vyuziti
odpadu je metodou lisovanim za studena. Touto metodou je mozna zajistit nizké teploty, kdy
nedojde ke ztraté fenolickych latek. Tuto metodu je také mozné vyuzit pro odpadni semena po
extrakci n-hexanem, kde je ov§em dosazeno niz§ich vytézka [45].
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2.9 Instrumentace charakterizace hroznového oleje

Chromatografie vSeobecné je separacni metoda, pii které se separuji slozky obsazené ve vzorku

[46]. Principem separace vzorku je rizna afinita slozek vzorku k mobilni a stacionarni fazi.
Dusledkem riizné afinity k fazim je rizna rychlost migrace vzorku. Slozky s malou afinitou
vuci staciondrni fazi budou putovat rychleji nez slozky s vétsi afinitou [47].

Plynové chromatografie je Siroce pouzivana metoda zejména v organické chemii. V plynové
chromatografii je vzorek odpafen a undSen nosnym plynem, ktery tvofi mobilni fazi.

Stacionarni fazi je ve vétsiné€ pfipadu net€kava kapalina nesena inertni pevnou latkou, jako je
napt. kiemelina. Béhem analyzy je vzorek injektovan predehratym injektorem do predehiéaté
kolony, kde dojde k okamzitému odpateni injektovanému vzorku. Do kolony je davkovano
0,1-10 pl kapalného vzorku nebo 1-10 ml plynného vzorku. Nosny plyn tvori chemicky inertn{
plyn dostupny v Cisté formé. Témito plyny mohou byt naptiklad argon, helium nebo dusik [48].
Pro nutnost pfemény analyti v plyny mizeme separovat pouze takové latky, které maji
dostateCny tlak syté pary, jsou tepelné stalé a maji relativni molekulovou hmotnost mensi nez
1000 g - mol™. Castym postupem piipravy vzorku pro plynovou chromatografii je chemicka
zmeéna analytu nevyhovujicich vlastnosti na derivaty, které mohou byt pro analyzu pouzitelné
[46].

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové chromatografie
rozhoduji o separaci slozek vzorku nejen jejich interakce se stacionarni fazi, ale velmi vyrazné

ji ovliviiuje také pouzita mobilni faze. Cas, jaky stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinité
analytu ke kazdé znich. V kapalinové chromatografii je mozné vyuzit vSechny mozné
mechanismy separace — adsorpce, rozdélovani na zaklad rozdilné rozpustnosti, iontova
vyména, efekt molekulovych sit nebo specifické interakce v afinitni chromatografii. Diky
moznosti pracovat za laboratorni teploty, je kapalinovd chromatografie vhodna i pro separaci
tepelné nestalych a netékavych sloucenin. Nevyhodou této metody jsou vysoké tlaky
(az 35 MPa), které jsou velmi naro¢né na vybaveni [46].

Tenkovrstva chromatografie je separacni metoda, kterou mizeme ve vétSiné piipad zaradit

mezi chromatografii kapalina-adsorbent. Jako staciondrni fize byva zpravidla jemny zrnity
materidl, jako naptiklad silikagel nebo alumina, rozprostieny na sklenéné nebo hlinikové
desticce. Tyto destiCky mohou byt vytvofeny nasypanim sorbentu na desku (sypané vrstvy)
nebo nalitim suspenze adsorbentu s pojivem na desticku (tmelené vrstvy). [46]

V absorp¢ni chromatografii zvysuje eluéni silu jejich polarita (od hexanu ptes alkoholy po
vodu). Jako mobilni faze mohou byt pouzity jedno nebo az tfi rozpoustédla. Tyto rozpoustédla
jsou unaseny tenkou vrstvou sorbentu a zpisobuji ménici se sloZeni v zavislosti vzdalenosti na
desce. Vysledkem toho je Skala retardacnich faktord Rf zavislych na tom, jak se posunul
naneseny vzorek na desce. Barevné latky mohou byt detekovany pouhym okem, u bezbarvych
latek musime body na desce vizualizovat pomoci raznych technik [46] [48].

21



3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristroje

Thermo scientific TRACE™ 1300 Gas Chromatograph
Thermo scientific AI 1310 Autosampler

VWR Digital 2 Block Heater

Soxterm Multistat / SX PC (Gerhart Némecko)
Analytické vahy (BOECO Némecko)

Centrifuga

Vakuova rotacni odparka

3.2 Pouzité chemikalie a material

Chloroform HPLC (Penta s.r.o. Ceska Republika)
n — Hexan p.a. (Penta s.r.o. Ceska Republika)
Etanol p.a. (Penta s.r.o. Ceska Republika)
Bentonit BA-03 (Keramost a.s. Ceska Republika)
Hydroxid sodny p.a. (Lachner Ceska Republika)
Amberlite XAD 4 (Dow chemicals USA)

Kyselina sirova p.a. (Penta s.r.o. Ceska Republika)

Kyseliny chlorovodikova p.a. (Penta s.r.o. Ceska Republika)

Kyselina osctova p.a. (Penta s.r.o. Ceska Republika)
Petroeter p.a. (Penta s.r.o. Ceska Republika)
Tzopropanol p.a. (Penta s.r.0. Ceska Republika)
Metanol p.a. (Penta s.r.0. Ceska Republika)

Acetonitril p.a. (Penta s.r.o. Ceska Republika)
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3.3 Popis vzorku

K analyze byly pouzity vzorky, které vznikly jako smés dvou riiznych odrid sbiranych ve
stejném obdobi.

Vzorek semen z vinafstvi. Jako matrice pro analyzu byla pouzita vysuSena semena Révy vinné

odridy Zeleny Vetliner a Sauvignon Blanc. Hrozny, které byly pouzity jako matrice, byly
sklizeny v zafi roku 2018 ve vinafstvi VaviiCek Bfezi u Mikulova. Vinice se nachazi
ve vinarské oblasti Morava a podoblasti Mikulov.

Komeréni hroznovy olej, s prodejnim ndzvem Olej z hroznovych jader 187 ml, vyrobeny
lisovanim za studena v Agro Boskovstejn s.r.o. ve mésté Hostim. Zakoupeny v kamenném

obchodé Vinovin v Brné. Vzhled komercniho oleje je vyobrazen na obrdzku €. 5. Na etiketé
vzorku bylo vyrobcem uvedeno slozeni uvedené v tabulce €. 3. Na vyrobku bylo déle uvedeno,
Ze se jedna o silny antioxidant a Ze vyrobek pozitivné psobi na srdce a cévy.

Obrazek ¢. 5 Komercni olej pouZity pro analyzu
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Tabulka ¢ 3 Nutricni ukazatele komercniho hroznového oleje

Nutri¢ni ukazatele Slozeni ve 100 g vyrobku
Energetickd hodnota 3400 kJ (830) kcal
Bilkoviny Og
Sacharidy Og
Tuky 100 g
Nasycené mastné kyseliny 10,8 g
Mononenasycené mastné kyseliny 143 ¢
Polynenasycené mastné kyseliny 749 g
Vitamin E 16 mg

Hodnoty uvedené tabulce jsou prevzaty z etikety komercniho hroznového oleje

3.4 Extrakce a rafinace oleje

Extrakce oleje ze semen

Olej je nejcCastéji ziskavan dvéma metodami, a to lisovanim nebo extrakci do rozpoustédla.
Vzhledem k nizkému obsahu oleje v semenech je vhodné semena oloupat, abychom snizili
objem neolejné casti. Oloupanim semen docilime vétsiho obsahu oleje v procentech a zvyS§ime
ucinnost lisovani.

Extrakce se provadi nejCastéji do benzenu nebo hexanu. Extrakci do rozpoustédla ziskame
vzorek, ktery je vice znecCiStén nez v piipade lisovani. Nicméné pro potravinarské pouziti mize
byt bran v tivahu jen lisovany olej [49].

Postup: VysuSend semena byla rozemleta v kdvovém mlynku a odvéazena do celulosovych
patron asi 1,5 cm pod okraj patrony. Patrona byla ucpana vatou, aby se na vzorek pfi extrakci
nevymilal. Vzorek v patroné byl vlozen do draténého drzaku v extrakéni nadob&. Nadoba se
vzorkem byla doplnéna asi 2 cm pod okraj hexanem a byly pfidany varné kaminky. Po naplnéni
byla nadoba zasunuta do pfistroje. Po zapnuti pfistroje do elektricke sité, bylo zapnuto chlazeni
a kompresor. Nasledné byly do pocitace vlozeny pozadované podminky a extrakce byla
zahdjena.
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Pouzité metody rafinace oleje

Pro rafinaci extrahovaného oleje byly v bakalatfské praci pouzity nasledujici postupy v poradi,

jak jsou uvedeny.

1) Priprava kysele modifikovaného bentonitu

15 g ptirodniho bentonitu bylo aktivovano refluxem s 200 ml zfedéné kyseliny sirové ve vodé
1:1 (v/v) pii teplot¢ 60 °C po dobu 2 hodin ve varné baiice. Suspenze byla ponechana
k vychladnuti na vzduchu. Smés byla nasledné zifedéna destilovanou vodou na 800 ml a
prefiltrovana. Filtracni kola¢ byl 3krat dikladné promyt destilovanou vodou. Aktivovany
bentonit byl suSen v susarné pti 120 °C po dobu 2 hodin. [50]

2) Odstranéni barviv pomoci adsorpce

Pro adsorpci bylo vzdy odvazeno 5 ml extrahovaného vzorku. Nasledné bylo pfidano nejprve
0,1 g poté 0,5 g a 1 g sorbentu, suspenze byla michana 20 minut na magnetické michacce za
laboratorni teploty. Suspenze byla prevedena do centrifugacni zkumavky a centrifugovdna
3 minuty pfi 6000 ot - min™!. Supernatant byl opatrné oddélen odlitim a uchovan v chladicim
zafizeni pfi teplote 8°-10°C.

3) Odslizeni

Adsorpci ocistény vzorek byl odpipetovan do centrifugacni zkumavky v poméru 1:1 s vodou.
Po dikladném vortexovani (3—5 min) byl vzorek ponechan 5 minut stat pro oddéleni fazi.
Nasledné byla odpipetovana organickd faze obsahujici olej, kterd se nachdzela v horni Casti
zkumavky.

3.5 Charakterizace vlastnosti oleje

Charakterizace byla provedena u extrahovaného oleje necisténého a u komercniho vzorku.
Extrahovany olej Cistény nebyl podroben charakterizaci z divodu velké spotieby vzorku.

Cislo kyselosti uddvd obsah volnych mastnych kyselin v tuku a vyjadiuje se jako hmotnost
hydroxidu draselného v mg potiebna k neutralizaci 1 g tuku. Vzorek se rozpusti za horka
v etanolu a titruje se roztokem hydroxidu draselného podle rovnice [51].

Postup: Do malé kadinky byl na analytickych vahach odvazen 1 g oleje a navazka byla
kvantitativné prevedena asi 100 ml etanolu neutralizovaného na fenoftalein do titracni bariky.
Smés byla zahtata na elektrickém vafici k varu, nasledné promichdna a poté byly piidany
3 kapky fenolftaleinu. Titrace probihala za horka odmérnym roztokem hydroxidu draselného
(0,1 mol I'' v etanolu) do rizového zbarveni, které vydrzelo alespon 30 s. Zaroveii byl provadén
slepy pokus se 100 ml etanolu.
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Vypocet:

Cislo kyselosti se vyjadiuje jako hmotnost hydroxidu draselného v mg potiebna k neutralizaci
1 g vzorku a vypocita se podle rovnice (1).

o Ve —V,) c- Mr
CK:(S o)m KOH (1)

CK - ¢&islo kyselosti, V, — spotieba hydroxidu draselného (KOH) na vzorek, Vo — spotieba KOH na slepy vzorek,
¢ — koncentrace KOH, Mrkon — moldrni hmotnost KOH, m — navazka oleje pro stanoveni

Cislo zmydelnéni udéva hmotnost hydroxidu draselného v mg potiebnych k neutralizaci

volnych i vdzanych mastnych kyselin v 1 g tuku. Vzorek se zmydeliiuje varem s nadbytkem
hydroxidu draselného v alkoholickém roztoku. Piebytecny hydroxid je stanoven titraci
kyselinou chlorovodikovou. [51]

Postup: Do malé kadinky byl na analytickych vahdch odvdzen 1 g oleje. Navazka byla
kvantitativné prevedena 25 ml hydroxidu draselného do destilac¢ni banky. Po ptidani kouskua
pemzy se vzorem zmydelfioval pod zpétnym chladi¢em 30 minut. Soucasné byl provadeén slepy
pokus stejnym postupem, ale bez vzorku. Do horkého roztoku byly pfidany 3 kapky
fenolftaleinu a roztok byl titrovan odmérnym roztokem kyseliny chlorovodikové do odbarveni
indikatoru. Stejnym zptsobem byl titrovan také slepy pokus.

Vypocet:

Cislo zmydelnéni se vypo¢ita jako hmotnost hydroxidu v mg potfebné k neutralizaci 1 g vzorku
podle rovnice (2).

&7 = Vs = Vo) r'nC *Mrgon )

CK — ¢islo kyselosti, Vs — spotieba hydroxidu draselného (KOH) na vzorek, VO — spotieba KOH na slepy vzorek,
¢ — koncentrace KOH, MrKOH — moldrni hmotnost KOH, m — navazka oleje pro stanoveni

Jodové ¢islo udava hmotnost jodu v gramech, kterd se aduje na 100 g tuku za podminek metody.
Je méfitkem celkového obsahu dvojnych vazeb v tuku a slouzi k posouzeni jeho Cistoty,
k identifikaci neznamych tuka a k posouzeni pouzitelnosti tuku pro rizné ucely [51].

Postup: Nejprve byl pfipraven roztok jodmonobromidu rozpusténim 12,7g jodu ve 100 ml

ledové kyseliny octové, pfidanim 2,6 ml bromu a doplnénim na 1000 ml ledovou kyselinou
octovou. Do malé kadinky bylo navazeno asi 0,4 g vzorku oleje, vzorek byl pfeveden do
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zabrusové Erlenmeyerovy batiky s 10 ml chloroformu. Do roztoku bylo napipetovano 25 ml
jodmonobromidového roztoku a bariky byly uzavieny zabrusovymi zatkami navlhCenymi
roztokem 10% jodidu draselného. Obsah baiky byl promichan a ponechdn hodinu stit bez
pristupu svétla. Po hodin€ byly zatky oplachnuty destilovanou vodou do baiiky a bylo pfidano
25 ml 10% jodidu draselného. Po 2 minutach bylo pfidano 100 ml vody a roztok byl titrovan
roztokem tiosiranu sodného (0,1 mol 1), do Zzlutého zbarveni. Poté byly pfidany 3 ml
Skrobového roztoku a roztok titrovan do odbarveni. Soubé&zné je paralelné ptipravovan slepy
vzorek bez navazky oleje.

Vypocet:

Ze spotreby tiosiranu sodného na slepy pokus se vypocita celkové latkové mnozstvi jodu
v reakeni smési a ze spotieby tiosiranu sodného na titraci vzorku se vypocita latkové mnozstvi
nezreagovaného jodu. Z rozdilu téchto dvou hodnot se vypocita latkové mnozstvi a posléze
hmotnost adovaného jodu v gramech a prepocita se na 100 g vzorku dle rovnice (3).

Vs = Vo) 'C'Mrlz_

C=
] m

100 3)

JC — jodové &islo, Vs — spoticba thiosiranu sodného (NaS,03), VO — spoticba NaS,O3 na slepy vzorek,
¢ - koncentrace NaS,03, Mrp, — moldrni hmotnost jédu, m — navazka oleje pro stanoveni

Peroxidové ¢islo je métitkem stupné oxidace tukti, udava mnozstvi peroxidia v tuku, které jsou

schopny oxidovat jodid na jod za podminek metody. Vylouceny jod je pak stanoven titraci
roztokem tiosiranu sodného [51].

Postup: Do malych kadinek bylo odvazeno 1-3 g tuku. Navazky byly kvantitativné pievedeny
do 50 ml smési kyseliny octové a chloroformu 3 : 2 (v/v) do zdbrusovych Erlenmeyerovych
banék. Do kazdé bariky bylo pfidano 1 ml roztoku jodidu draselného a smés byla promichéana.
Bainky byly uzavieny a ponechany stat ve tmé. Po uplynuti 20 minut bylo do kazdé baiky
pfidano 100 ml vody a smés byla titrovana tiosiranem sodnym do zlutého zbarveni. Poté bylo
ptidano 1 ml §krobového mazu a smés byla titrovana do odbarveni roztoku. Stejnym zptisobem,
ale bez pridani tuku byl pfipraven slepy vzorek.

Vypocet:
Ze spotieby odmeérného roztoku tiosiranu se vypocita latkové mnozstvi peroxida ve vzorku: n
(-0O-0-) = n (Na2S203) / 2. Od této hodnoty se odecte latkové mnozstvi peroxidi ve slepém

pokusu a vysledek se pfepocita na pug peroxidového kysliku v 1 g tuku. Cely vypocCet se provede
dle rovnice (4).
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o V.—-V,) ¢ Mr
PC = (Vs °3n 9.1000 4)

PC — peroxidové &islo, Vs — spotieba tiosiranu sodného (NaS,03), VO — spoticba NaS,0s na slepy vzorek,
¢ - koncentrace NaS,03, Mro — molarni hmotnost kysliku, m — navadzka oleje pro stanoveni

Stanoveni rostlinnych barviv pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Na chromatografické desce SIGMA-ALDRICH (60778-25EA, 50 A medium pore diameter),
asi 1 cm od spodniho okraje, byla obyCejnou tuzkou naznacena linie startu. Na tuto linii byl
kapildrou 3x nanesen vyextrahovany vzorek a chromatogram byl nechdn zaschnout. Byla
piipravena vyvijeci smes o obsahu 50 ml petroeteru, 5 ml izopropanolu a 0,125 ml destilované
vody. Chromatograficka smés byla vylita do chromatografické komory. Byla do ni ponofena
chromatograficka deska ve svislé poloze a komora byla uzaviena. Jakmile smés dostoupila asi
2 cm od horniho okraje, obyc¢ejnou tuzkou bylo oznaceno Celo chromatogramu. Po vyschnuti
chromatogramu byly odecteny jednotlivé retardacni faktory barevnych zon.

Stanoveni rostlinnych barviv pomoci vysokouéinné kapalinové chromatografie (HPLC)

Priprava vzorku pro HPLC. Vyextrahovany vzorek rozpustény v hexanu byl odpafen na

vakuové rotacni odparce. Olej byl rozpustén v acetonitrilu pro HPLC a byl vytvotfen odmérny
roztok o objemu 25 ml. Vzorek byl prefiltrovan a pfeveden do vialky 1,8 ml.

Podminky analyzy. Na HPLC analyzu byla pouzita analyticka kolona Kinetex Core Shell C18
(150 mm, 5um). Jako mobilni faze A byla pouzita smeés acetonitril : metanol : TrisHCI pufr pH
= 8 (84:2:14, v/v). Mobilni fazi B byla smés metanol a etylacetat (60:40, v/v) pii pratoku
mobilnich fazil ml min'. Detekce byla provadéna PDA detektorem se snimanim 3D pole

s ttemi kanaly 285, 445, 455 nm. Pro stanoveni byl pouzit elu¢ni program dle tabulky ¢. 4
trvajici 19 minut.
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Tabulka ¢. 4 Elucni program pro HPLC analyzu

Cas[min] | MFA([%] | MFB [%]
0,0 100 0
10,0 0 100
14,0 0 100
153 100 0
19,0 100 0

MF A — mobilni faze A, MF B mobilni faze B

Stanoveni profilu mastnych kyseliny pomoci plynové chromatografie (GC)

Priprava vzorku pro GC Extrakty vzorki byly odpafeny na vakuové rotacni odparce a

pfevedeny na odmérny roztok 25 ml rozpusténim v chloroformu pro HPLC na koncentraci asi
10 mg I'". Roztok byl nasledné transesterifikovan transesterifikacni smési o slozeni 15 % H2SO4
v metanolu (v/v) a 0,5 mg Ci7 (interni standard). Do krymplovaci vialky bylo napipetovano 1
ml vzorku v chloroformu a ke vzorku bylo pfiddno 0,8 ml transesterefikacni smési. Takto
ptipravené vialky byly zakrymlovadny a inkubovany v termobloku po dobu 2 hodin pii 85 °C.
Po vychladnuti volné na stole byly vialky odkrymplovany. Do 4 m1 vialek bylo napipetovano
0,5 ml 0,05 M roztoku NaOH, do kterého byl pieveden cely obsah transesterifikované smési
z vialky. Ke smési byl pfidan 1 ml hexanu a smés byla intenzivné protfepana na multipozi€nim
vortexu. Po oddéleni fazi bylo z horni hexanové faze odebrano 0,1 ml a smés byla pfevedena
do ¢isté vialky pro GC s 0,9 ml hexanu.

Podminky stanoveni. Stanoveni bylo provadéno na koloné¢ Zebron ZB — FAME: THG-G033-
10 (30 m x 0,25 mm x 20 um) pfi konstantnim pratoku 1ml min!. Jako nosny plyn byl pouZzit
vodik. Nastfik probihal pfi teploté 250 °C pii split ratio 10:1. Analyza probihala dle teplotniho
programu uvedeného v tabulce ¢. 5. Jako detektor byl pouzit plamenovy ioniza¢ni detektor
(FID).
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Tabulka ¢. 5 Teploti program pro plynovou chromatografii

L . Cilova .
Regeneracni Pomér Hold time

. . ) hodnota )

¢as [min] [°C/min] [min]

teploty [°C]

0,000 Run - -
1,000 0 80 1
5,000 15 140 0
21,667 3 190 0
21,467 25 260 1
25,467 StopRun - -

4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Vysledky extrakce

Olej byl extrahovan n-hexanem z vysuSenych a rozemletych jader, ziskanych z matolin Révy
vinné odrady Green Vetliner a Sauvignon Blanc. Vytézky oleje po extrakci v pfistroji Soxterm
jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Statistické zpracovdni: Ze 3 naméfenych hodnot byl vytvofen primeér a smérodatna odchylka
7,3 £ 1,8 hm. %.

Tabulka ¢. 6 Vysledky vytézku extrakce oleje z hroznovych jader

Navazka semen [ g]

Hmotnost oleje [g]

Obsah [hm. %]

49,30 2,61 5.29

94,35 8,36 8,86

98,09 7,52 7,67
Promér 73+1,8

Vytézek oleje z vinnych seminek je v porovndni s jinymi rostlinymi oleji pomérné nizky, ale
oCekavany vzhledem k olejnatosti semen Révy vinné. U sluneCnicového oleje se vytézek
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pohybuje okolo 50 % z celkové hmotnosti, coz je vice jak pétinasobék oproti semenim Révy
vinné. Pfi porovnani s méné béznymi oleji jako je sezamovy olej (okolo 35 %), Inény olej
(35-45 %) [52], nebo olej ze Svétlice barvirské (20 - 25 %) je vytézek méné nez
polovi¢ni [53]. Rombaut a kol. (2015) se své praci optimalizovali vytézky hroznového oleje
lisovanim za studena. V zavislosti od druhu semen a zvolenych parametra lisovani (teplota a
Cas predehrati semen v extrudu, otacky extrudu, rozméry Sneku a vytlatné hlavice) ziskali 13 —
15 % oleje [38]. Kdyz srovname vysledky vytezku oleje metodou extrakci n-hexanem
s uvedenou literaturou, je ziskani oleje pomoci extrakce n-hexanem mén¢ ucinné. Podle Ming-
Hsun Cheng (2019) je extrakce n-hexanem oproti ziskdvani oleje lisovanim vyhodnégjsi, jak
z hlediska ekonomického, tak z hlediska vétSiho vytézku [55]. Tento rozdil mohl nastat
pouzitym kultivarem vinné révy, oblasti péstovani nebo pocasim v obdobi rustu. Je tifeba
podoknout, ze extrakci n-hexanem se do oleje dostdvaji také pigmenty a barviva, naptiklad
chlorofil, ktery nemusi byt zadouci. Proto jsme v bakalarské praci ptistoupili k rafinaci oleje.

4.2 Vysledky ciSténi

V tabulce ¢. 7 jsou zobrazeny vysledky Cisténi pomoci adsorpce. U sorbenti je zobrazen
nejlepsi dosazeny vysledek. Ze vSech sorbentti modifikovany bentonit jako jediny zcela vycistil

vzorek.
Tabulka ¢. 7 Pouzité adsorbenty pro rafinaci oleje
e ) Kysele modifikovany
Aktivni uhli Bentonit . XAD4
bentonit

. Mimé vycisténi . .

Beze zmény Odbarveny vzorek Beze zmény
vzorku

Vzorek po extrakci byl zna¢né€ zabarven necistotami, proto byla zvolena rafinace adsorpci. Jako
adsorbenty byly vybrdny liatky s velkym meérnym povrchem, které se bézné vyuzivaji
k adsorpci. Pfi aplikaci aktivniho uhli nenastala zadna zména pii zadném z pfidavanych
mnozstvi. U pouzitého aktivniho uhli nebyla definovana jeho struktura, proto se mohlo jednat
o aktivni uhli s nizkym mérnym povrchem. Stejné vysledky byly pozorovany také u sorbentu
XAD4. V piipadé bentonitu nebyly pfi aplikaci 0,1 g sorbentu zadné zmeény u vzorku. Pfi
aplikaci 0,5 g sorbentu bylo pfi porovnani s necisténym vzorkem pozorovano mirné odbarveni.
V poslednim vzorku s pfidavkem 1 g sorbentu byla pozorovana svétlejsi barva nez u
predeslého. V dasledku postupného Cisténi se zvySujicim se pridavkem, byl ke vzorku po
odstiedéni jesté dvakrat pfidan 1 g bentonit. Ani po opakovaném Ccisténi nebylo docileno
uplného odbarveni vzorku. Pii aplikaci kysele modifikovaného bentonitu doslo po ptidavku 0,1
g kuaplnému vycisténi vzorku. Ke zvySeni Ucinnosti doslo v disledku kyselé aktivace
bentonitu, pii které se nékolikanasobné zvétsi specificky povrch bentonitu [25].
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4.3 Vysledky charakterizace oleje

Tabulka ¢ 8 Titracné stanovena tukova cCisla

Vzorek CK CzZ JC PC

Komeréni hroznovy
i 2,79 £0,03 154 £3 T2 £5 92+2
olej

Extrahovany hroznovy
C o iex 52+£04 1331 91,9 £0,8 34+3
olej necistény

CK - ¢islo kyselosti, CZ — ¢islo zmydelnéni, JC — jodové &islo, PC — peroxidové ¢islo

Statistické zpracovdni: Vsechny titraci byly provedeny nejméné 3krat (dokud nebylo dosazeno
trech vzajemné blizkych hodnot). Odchylka byla stanovena pomoci funkce SMODCH.VYBER
v programu MS Excel.

Cislo kyselosti (CK) je méfitkem obsahu volnych mastnych kyselin. Pfi porovnani hodnot CK
naméfenych u vzorkd s Elena Kardash a Yakov I. Tur’yan (2005) u rostlinnych olejq,
kukufiénym (0,223) a s6jovym (0,6) je stanovené hodnota né€kolinasobné vyssi [56]. Nicméné
u rafinovanych tukd jsou zpravidla hodnoty CK nizsi neZ u surovych tukd, kde se CK pohybuje
v rozmezi hodnot 1-10 [51].

Cislo zmydelnéni (CZ), udava celkovy polet mastnych kyselin, je ve srovndni s G.Toscano a
kol., 2012, kde bylo stanoveno pro vinny olej jako 192,0, velmi odli§né zejména u
extrahovaného vzorku [57]. Vzhledem k malé navazce oleje, mély v piipadé stanoveni CK a
CZ velky vliv neGistoty obsaZené v extrahovaném oleji.

Hodnoty jodového &isla (JC) poukazuji na zvySeny vyskyt nasobnych vazeb v mastnych
kyselinach. Pii porovnani vysledkd s G.Toscano a kol., 2012, pro vinny olej (130,8) bylo JC
podstatné vys$si nez u obou vzorkl, coz mohlo byt zptisobeno obdobim sbéru, ktery ma velky
vliv na obsah oleje v semenech [57]. Dal§im aspektem mohla byt odrida Révy vinné nebo
pocasi v sezon€, kdy byla plodina péstovana.

Vys§i hodnoty peroxidového ¢&isla (PC) poukazuji na &aste¢nou oxidaci vzorkd, a to zejména u
komer¢niho. Pfi porovndni (SihamBezzi a kol., 2008) panenského (11-16), Inéného (8,9) a
slune¢nicového oleje (2,3) [58] jsou hodnoty PC u obou vzorki znaén& zvysené, a to zejména
u komeréniho vzorku. Rozdily u jak u JC, tak u PC jsou pravdépodobné zptisobeny blizkym
datem minimdlni trvanlivosti komeréniho vzorku. U extrahovaného vzorku mohla byt vyssi
hodnota PC zpisobena skladovanim v chladniéce, pfipadné pouzitym n-hexanem na extrakci.
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Vysledky charakterizace oleja jsou zobrazeny v tabulce €. 8. Vysledky tukovych Cisel pokazuji
na to, ze oba oleje podlehly &astetné degradaci vlivem &asu & plisobeni prostiedi. Nicmén& JC
a CK poukazuji na to, e se jedna a nutri¢né hodnotny olej. Celkové slozeni hroznovych semen
muze byt ovlivnéno pouzitou odridou Révy vinné, z které jsou semena ziskavana a nemaly vliv
na slozeni ma také stupen vyzralosti hrozn.

Profil mastnych kyselin stanoveny pomoci GC

Tabulka ¢. 9 Mastné kyseliny obsazené v olejich

Obsah [hm.%)]
Mastnd kyselina | Trividlni ndzev Komer¢ni hroznovy | Extrahovany olej | Extrahovany olej
olej necistény Cistény

C:16 palmitova 7,19 7,35 7,34

C:18 stearova 3,63 3,71 3,85
C:16:1 palmitolejova 0,16 0,23 0,23
C:18:1c olejova 13,11 13,76 14,3
C:18:2t trans-linolova 0,23 0,24 0,23
C:18:2¢c linolova 74,98 70,71 73,4
C:18:3d3 a linoleova 0,39 3,14 0,52

V tabulce ¢. 9 jsou vyobrazeny vysledky stanoveni obsahu mastnych kyselin pomoci GC.
Tabulka obsahuje hodnoty mastnych kyselin presahujici obsah 1 hm. %. Do tabulky jsou také
zahrnuty vysledky dal§i vyznamnych mastnych kyselin s obsahem pod 1 hm. %. Nejvice
zastoupenou mastnou kyselinou ve vSech vzorcich byla kyselina linolova. Vysledky byly
porovndny s profilem mastnych kyselin hroznového oleje ziskanych extrakci n-hexanem
z prace José P.Coelho a kol. (2018), kde byly vybrany kyselina linolova (64,52 hm. %), olejova
(20,64 hm. %) a palmitova (8,13 hm. %) [36]. Poradi zastoupenych kyselin se s touto praci
shoduje. Jiné procentualni zastoupeni je dano rozdilnou odridou Révy vinné. Vzhledem
k vysokému obsahu nenasycenych mastnych kyselin se jedna o nutri¢né hodnotné rostlinné
oleje. Trans-mastné kyseliny byly v oleji zastoupeny pouze v podobé kyseliny trans-linolové,
kde jeji zastoupeni v olejich nepiekrocilo 0,24 hm. %.
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Obrazek ¢. 6 Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin v oleji

Nasycené mastné kyseliny (Saturated fatty acids, SFA), Mononenasycené mastné kyseliny (Monounsaturated fatty

acids , MUFA), Polynenasycené mastné kyseliny (Polyunsaturated fatty acids, PUFA)

Z grafu na obrazku €. 6 je patrné, ze nejvétsi podil v mastnych kyselindich (MK) zaujimaji
polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Nejvice PUFA se nachdzelo v komercnim vzorku a
nejméné ve vzorku Ci§t€éném. Pro extrahovany a CiStény vzorek byla pouzita stejnd matrice.
Rozdily v podilu MK byly pravdépodobné zptusobeny degradaci oleje v prab&hu rafina¢niho
procesu, kde byly oxidovany dvojné vazby PUFA. Na Grafu ¢. 1 mizeme pozorovat narust
obsahu mastnych kyselin, na které byly degradoviany PUFA. Nicmén¢ se jedna o velmi maly
rozdil, ktery néjak nebrdni v pouzivani metody rafinace. Vysledky mohly byt také ovlivnény
necistotami v extrahovaném vzorku. Zastoupeni mastnych kyselin v komerénim oleji
uvedenych v tabulce €. 9 se od hodnot uvedenych vyrobcem nelisil vice jak 1,5 %.
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Vysledky kvalitativniho stanoveni rostlinnych barviv

Obrazek ¢. 7 Chromatogram stanoveni rostlinnych barviv pomoci tenkovrstvé chromatografie

Po vyvinuti, nebyly u komer¢niho ani extrahovaného cisténého vzorku pozorovany zadné
zmény na chromatogramu, a to z divodu nizké koncentrace rostlinnych barviv v oleji.
V pripadé aplikace necisténého extrahované vzorku bylo pozorovano nékolik bendu
rostlinnych barviv na chromatogramu vyobrazenych na obrazku ¢. 7. Na zakladé téchto
vysledkt byly stanoveny rostlinna barviva pomoci HPLC.

Vysledky kvantitativniho stanoveni rostlinnych barviv
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Obrazek ¢. 8 Chromatogram komercniho hroznového oleje
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Obrazek ¢. 10 Chromatogram extrahovaného hroznového oleje Cisténého

Na obrazcich €. 8, 9 a 10 jsou zobrazeny chromatogramy jednotlivych vzorkl. Z obrazku ¢. 8
je patrné, ze byly detekovany pouze dva méfitelné peaky, B karotenu a celkovych karotenoidu.
Na obrazku ¢. 9 je mozné pozorovat, ze extrahovany vzorek obsahoval velké mnozstvi barviv.
Z téchto barviv byly kvantifikovdny chlorofyly, 3 karoten a celkové karotenoidy. Na obrazku
¢. 10 je dokazano tuplné vyciSténi vzorku rafinaci. Vysledky kvantitativniho stanoveni jsou
uvedeny v tabulce ¢. 10.

Tabulka ¢ 10 Obsah rostlinnych barviv v hroznvych olejich

Extrahovany . . | Extrahovany
Komeréni

vzorek vzorek

oo, vzorek e,

necisteny cistény

m [png/100 g oleje]

chlorofyly 9028 X X
j karoten 93 6 X
karotenoidy 227 8 X

Necistény extrahovany vzorek obsahoval pomérné velké mnozstvi chlorofylu a karotenoidu
z nichz byl nejvyznamnéji zastoupen [3 karoten v mnozstvi 227 pg / 100 g. V porovnani
s hodnotami uvedenymi v praci Mariana A. Andrade a kol. (2019), kde bylo ve dvou
kultivarech Révy vinné obsazeno vzdy 39 ug/100 g, je vextrahovaném vzorku vice jak
dvojnasobny obsah 3 karotenu [59]. Rozdily jsou dany pouzitou odridou Révy vinné. 3 karoten
je vyznamnym antioxidantem, jehoz pfitomnost v potravinach zvysuje jejich hodnotu.
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Pro potravinaiské vyuziti je vhodnéjsi metoda extrakce superkritickym CO2 (SC — CO»), pii
které nejsou pouzita zadna organicka rozpoustédla. Pii extrakci pomoci SC — CO2 je podle
prace Hatem Ben Mohamed a kol. (2016) dosazeno vétsiho vytézku karotenoidi a tokoferoli
v porovnéni s extrakci n-hexanem. Nicméné obsah fenolli a chlorofyli neni druhem extrakce
ovlivnén [60].

Vsechny metody chromatografického stanoveni byly provedeny pouze jednou z diivodu jejich
vysoké presnosti a narocnosti.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo charakterizovat hroznovy olej extrahovany n-hexanem a navrhnout
postup jeho rafinace.

V této praci byly pouzity tfi vzorky, a to hroznovy olej (lisovany za studena) zakoupeny na
Ceském trhu, hroznovy olej extrahovany na pfistroji Soxterm do n-hexanu a stejny extrahovany
hroznovy olej, ktery byl podroben rafinaci.

Nejlepsich vysledkid v procesu rafinace bylo dosdhnuto pomoci modifikovaného bentonitu,
ktery dokdzal vzorek dokonale vycistit uz pfi aplikaci nizké koncentrace 0,1 g na 5 ml. Metodu
by bylo mozné optimalizovat regeneraci pouzitého bentonitu. Cistota vzorku byla ovéfena
pomoci tenkovrstvé a kapalinové chromatografie. Pti tomto stanoveni bylo také dokazano, ze
pii aplikaci extrakce n-hexanem bylo uvolnéno vice rostlinnych barviv do oleje nez v ptfipade
komerc¢niho vzorku pfipraveného lisovani za studena.

Charakterizaci hroznovych oleji byla zjiSténa pfitomnost velkého mnozstvi hodnotnych
polynenasycenych mastnych kyseliny, které poukazuji na velmi hodnotné nutri¢ni slozeni
hroznového oleje.

Z celkového méfeni vyplyva, ze hroznovy olej ma diky svému slozeni velky potencial pro dalsi

vyuziti ve vyZzive, nicméné je zapotiebi optimalizovat jeho piipravu pro prumyslovou vyrobu,
zejména z ekonomického hlediska.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ZKkratka

HLD
LDL
GC
HPLC
TLC
CSU
SC-CO>
PDA
FID

MK

SFA
MUFA

PUFA

Vyznam

lipoprotein s vysokou hustotou
lipoprotein s nizkou hustotou
plynové chromatografie
kapalinova chromatografie
tenkovrstva chromatografie
Cesky statisticky ufad
superkriticka extrakce pomoci oxidu uhlicitého
detekce pomoci diodového pole
plamenovy ionizacni detektor
mastné kyseliny

Cislo kyselosti

¢islo zmydelnéni

jodové Cislo

peroxidové ¢islo

nasycené mastné kyseliny
mononenasycené mastné kyseliny

polynenasycené mastné kyseliny
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