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ABSTRAKT

Tato diplomovd priace se zabyvd stanovenim volnych mastnych kyselin v pfirodnich
a tavenych syrech. V teoretické Casti jsou popsdny moznosti extrakce, frakcionace a stanoveni
frakei lipida, charakterizovany mastné kyseliny, ruzné zpusoby jejich stanoveni vcetné
stanoveni volnych mastnych kyselin.

V experimentdlni Casti byla optimalizovdna a Céastecné validovdna vybrand metoda
na stanoveni volnych mastnych kyselin, kterd byla nisledn¢€ aplikovdna na vzorky tavenych
syrovych analoga a pifrodnich syrt typu Gouda. Pro extrakci lipidi ze vzorku byla zvolena
metoda dle CSN 0107, pro odd&leni volnych mastnych kyselin metoda extrakce na pevné
fizi (SPE). Pro esterifikaci byla vybrdna metoda podle CSN EN ISO 5509 s pouZitim
metanolového roztoku hydroxidu draselného. Na stanoveni methylesteri mastnych kyselin

byla pouZita plynovd chromatografie s FID detekci.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

This thesis deals with the determination of free fatty acids in natural and processed cheese.
In the theoretical part the possibilities of extraction, fractionation and determination of lipid
fractions, characterization of fatty acids and various methods of their determination are
described, including the determination of free fatty acids.

In the experimental part the selected method for determination of free fatty acids was
optimized and partly validated; this method was then applied to samples of processed cheese
analogues and natural Gouda type cheese.

For extraction of lipids from the sample the method according to CSN 0107 was selected,
solid phase extraction (SPE) was used for separation of free fatty acids. The method according
to CSN EN ISO 5509, using methanol solution of potassium hydroxide, was applied
for esterification, fatty acids methyl esters were determined by gas chromatography with FID
detection.

KEYWORDS
cheese, GC, FA, FFA, TLC, SPE
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1 UVOD

Tuky tvofi vyznamnou ¢ast ndmi pfijimanych potravin, tedy i mléénych vyrobku, jako jsou
syry a analogy tavenych syri a mnohé dal$i vyrobky. Ud€luji potravindm senzorické
vlastnosti, mezi které patii jemnd chut, pfijemnd viné, vyborné texturni vlastnosti a jiné
vlastnosti. Tuky jsou také nejbohatsi sloZky potravin z pohledu zisku energie, doddvaji pocit
sytosti. Jsou i dulezité pro lidsky organismus, v tucich jsou napfiiklad rozpustné i nékteré
dialezité vitaminy, ale i jiné doprovodné latky. Jednou z vyznamnych soucasti tuku jsou
mastné kyseliny. Mastnych kyselin se v lipidech vyskytuje vice druht a li§i se napftiklad
fyzikédlnimi vlastnostmi. I mastné kyseliny se podileji na konecnych vlastnostech potraviny
jako jsou konzistence, nutri¢ni hodnota a jiné.

Cilem této prace bylo vybrat a optimalizovat metodu stanoveni volnych mastnych kyselin
v riznych syrovych matricich. Pro frakcionaci vyextrahovanych lipidi a zisk frakce volnych
mastnych kyselin byly vyzkouSeny a porovnany dveé metody: chromatografie na tenké vrstvé
(TLC) a extrakce na pevné fazi (SPE). Pro stanoveni mastnych kyselin byla pouZita plynova
chromatografie s FID detekci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou nejdulezitéjsi a z hlediska vyZivy nejvyznamnéjsi slozkou lipida.
Podle nazvoslovi pouZivaného v organické chemii se za mastné kyseliny oznacuji
karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikovym fetézcem. Tato definice nepokryvé celou
Skdlu mastnych kyselin pfitomnych v lipidech. Né&které mastné kyseliny dle definice
organickych chemiku (napf. kyselina octova) nejsou piitomny v pifrodnich lipidech, i kdyz se
mohou vyskytovat v pramyslovych vyrobcich obsahujici tuk. Naopak nékteré mastné
kyseliny vazané v lipidech jsou alicyklické nebo dokonce aromatické slouceniny.
V potravindch obsahujici lipidy se vyskytuji tyto skupiny mastnych kyselin:

- nasycené mastné kyseliny

- nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monoenové)

- nenasycené mastné kyseliny s nékolika dvojnymi vazbami (polyenové)

- mastné kyseliny s trojnymi vazbami a s riznymi substituenty (rozvétvené, cyklické,

s kyslikatymi, sirnymi nebo dusikatymi funk&nimi skupinami)

Pro mlécné tuky jsou typické nasycené mastné kyseliny s krat§im fet€ézcem, napf. maselnd
kyselina a skupina kyselin s 6-10 uhliky v molekule. Pro srovnédni v tabulce €. 1. je obsah
mastnych kyselin vybranych syra a syrového mléka [1].

Tabulka ¢. 1a. Obsah tuku a mastnych kyselin ve 100 g jedlého podilu vybranych syrii
(pozn.: T. v S. = tuk v susiné)[2]

P Syr Syr taveny ‘
3%}](;0 E,ll,dil]n; Hermelin nizkoenergeticky Lipno, ?1-}1]1?1::
| 50% T. v S. 30% T.vS.

Lipidy 16,00 g 2230 ¢g 11,40 g 4,10g
celkové
Nasycené 1035 g 1440 g 738 ¢ 2,65¢
MK
Maselna 0,54 g 0,76 g 0,39 ¢g 0,14 g
Kapronova 035¢g 049 ¢g 025 ¢g 0,09 g
Kaprylovd 022¢g 031 ¢g 0,16 g 0,13 ¢
Kaprinova 0,50 g 0,69 g 035¢g 0,06 g
Laurova 0,62 ¢g 0,87¢g 044 g 0,16 g
Myristova 1,76 g 245¢g 1,25 g 045¢g
Palmitova 474 ¢ 6,59 g 337¢g 121 g
Stearova 1,62 ¢g 225¢g 1,L15¢g 041 g
Mononenasycené 432 g 6,01¢g 3,08¢g 1,11
MK
Myristolejova 022¢g 031g 0,16 g 0,06 g
Palmitolejova 035¢g 049 ¢g 025 ¢g 0,09 g
Olejova 355¢g 494 ¢ 2,53¢g 091 g
Cis-11- 0,19¢g 0,27 g 0,14 g 0,05¢g
eicosenova




Tabulka ¢. 1b. Obsah tuku a mastnych kyselin ve 100 g jedlého podilu vybranych syrii
(pozn.: T. v S. = tuk v susiné)[2]

P Syr Syr taveny ‘
3%}](;0 E,ll,dil]n; Hermelin nizkoenergeticky Lipno, ?1-}1]1?1:5
7 | 50%T.vS. 30%T. vS.
Polynenasycené 046¢g 0,65¢ 033¢g 0,12
MK
linolové 0,34 ¢ 0,47 ¢ 0,24 ¢ 0,09 g
linolenova 0,13 ¢g 0,18 g 0,09 g 0,03 g

2.1.1 Nasycené mastné Kyseliny

Nasycené mastné kyseliny neobsahuji zddné dvojné vazby. VSeobecné€ je nejbe&Znéjsi
palmitovd a stearova kyselina, které se vyskytuji skoro ve vSech ZivociSnych a rostlinnych
lipidech, a to v triacylglycerolech i fosfolipidech. Nasycené mastné kyseliny s lichym poctem
uhlikovych atomu jsou pomérné vzacné a vyskytuji se jen jako stopové slozky. Ve veétSim
mnoZzstvi (hlavné kyselina pentadekanova a heptadekanovai, ale jen do 1 %) jsou pfitomny jen
v lipidech nékterych mikroorganismi, v koznich lipidech a v depotnim i mlécném tuku
prezvykavcu. [1]

2.1.2 Nenasycené mastné Kyseliny

Obsah nenasycenych mastnych kyselin v pfirodnich lipidovych materidlech, napf. v tucich
a olejich, se pohybuje v Sirokém rozmezi, od vice nez 90 % vSech mastnych kyselin (napf.
v fepkovém oleji) po méné€ nez 10 % (napt. v kokosovém tuku). Obsah nenasycenych
mastnych kyselin v tucich Zivoc¢icha se pohybuje v daleko mensim rozmezi, obvykle mezi 50-
70 %. V rostlindch je ve srovnéni se ZivoCichy daleko vétsi pestrost ve sloZeni nenasycenych
mastnych kyselin. [1]

Nejbézné€jsi nenasycenou mastnou kyselinou je kyselina olejovd, kterd se alesponi v malém
mnoZstvi vyskytuje prakticky ve vSech ZivociSnych i rostlinnych lipidech. Z polyenovych
mastnych kyselin je nejbéZznéj$i linolova kyselina, kterd je rovnéz pfitomnd alespon
ve stopovych mnoZstvich ve vSech tucich.

V mlééném tuku se vyskytuji dal$i nenasycené mastné kyseliny, napf. palmitolejova (asi 4 %)
a vakcenova (1-5 %). [1]

Ptirodni nenasycené mastné kyseliny maji vétSinou konfiguraci cis. Kyseliny s konfiguraci
trans se vyskytuji hlavné v depotnim tuku pieZvykavci, kam se dostdavaji z potravy
pfeménéné mikroorganismy v bachoru, kde vznikaji pfi hydrogenaci linoleové. Podobn€ maji
zvySeny obsah trans-nenasycenych mastnych kyselin také jini savci, v jejichz travicim
systému je listi a trdva pfedtrdveno mikroorganismy (napf. klokani). Tyto trans-nenasycené
mastné kyseliny pfechdzeji Castecné také do mléka. S potravou jsou prijimdny Clovekem,
a proto se vyskytuji i v lidském depotnim tuku. [1]

Kyseliny s konfiguraci frans vznikaji také pramyslovou katalytickou hydrogenaci
nenasycenych mastnych kyselin, proto se vyskytuji ve znacném mnozstvi ve ztuZenych tucich
a v tukovych vyrobcich pfipravenych. Tvoii se také pfi zdhfevu tuki obsahujicich polyenové
mastné kyseliny na teploty pres 240 °C, napt. pii jejich deodoraci. Celkovy obsah trans-
nenasycenych mastnych kyselin u mléka a masla je 2-4 % z veSkerych mastnych kyselin. [1]

2.2 Metody vhodné pro extrakci, esterifikaci a stanoveni mastnych kyselin

Nedilnou soucasti analyzy je odbé&r a ptiprava vzorku. Odebrany vzorek by meél obsahovat
vSechny soucdsti ve stejném hmotnostnim nebo objemovém poméru jako jsou v puvodni
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matrici. Odebrany vzorek, pokud neni ihned zpracovdn, by mél byt uchovdn v uzaviené
nadobé pii nizké teploté, aby nedoslo ke kontaminaci a neZddoucim zménam [3, 4].

Nez dojde k vlastnimu stanoveni mastnych kyselin, je nutné izolovat vzorek lipida (mastnych

kyselin) z matrice potraviny [4, 5].

Jsou znamé ruzné typy izolace lipidd. Vhodnost metody se voli podle matrice, ze které lipidy
extrahujeme. Pfi extrakci je dulezité teplota, pii vySSich teplotich by mohlo dojit
k enzymatickému Stépeni [6]. Extrakce rozpoustédlem je Casto pouZivand metoda i pfesto, Ze
méa mnohé nevyhody, jako je ndroCnost na Cas a pouzity material, miZze pii ni dochazet
ke ztraté analytu, ale také vznikd velké mnozstvi organického odpadu. Z toho duvodu se jiz
dnes aplikuji rizné modernéjsi extrakcni techniky. Volba extrakéni metody hlavné zavisi
na pouzité matrici, ze které extrahujeme(3, 6].

2.2.1 Extrakce podle Soxhleta

Jednd se o kontinudlni extrakci, kterd se pouZivd pfevdzné k deleni organickych latek.
Aparatura je sloZena z destilacni bariky, extraktoru a chladi¢e (Obr. €. 1.). Do stfedni asti (3)
piistroje se vklada papirova extrakéni patrona, kterd md védlcovy tvar a kulaté dno a kterd se
plni vzorkem. Barka (2) se naplni vhodnym rozpoustédlem, ve kterém je dobie rozpustna
extrahovand slozka. Barka je zahfivand k varu rozpoustédla a jeho péry stoupaji postranni
trubickou kolem stfedni Casti extraktoru do chladi¢e. Rozpoustédlo kondenzuje a kape
na papirovou patronu, ve které je vzorek. Stfedni Cast extraktoru je postupné naplnéna
kondenzujicim rozpoustédlem, jehoZz hladina stoupd i1 v tenké prepadové trubicce (4).
Stoupne-li hladina rozpoustédla ve stfedni Casti extraktoru k nejvySs$i Casti prepadové
trubicky, preteCe roztok do destilacni baiiky a cely proces se opakuje. Nakonec je ziskdn
roztok jedné nebo vice slozek v destilatni barice, ze které se po ukonceni extrakce
rozpoustédlo oddestiluje. Poté zastane v barce jen vyextrahovana slozka, pfipadné slozky.
Tato metoda se pouziva k izolaci tuki u potravinarskych vyrobki, k izolaci éterickych oleja
z kveétt a jiné. [7]

L""T
—

3

00D «

1-—-

22—

Obr. ¢. 1. Aparatura na extrakci dle Soxhleta [7]
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2.2.2 Extrakce podle Folche

Metoda podle Folche je zaloZena na extrakci vzorki smeési chloroformu a methanolu (2:1)
a poté homogenizaci vzorku za studena. Homogenizace trvd minimaln€ 3 minuty, ale i déle
v z4vislosti na konzistenci vzorku. Nasledné je suspenze zfiltrovdna nebo centrifugovana, aby
doslo k oddeéleni nerozpusténych podilti vzorku. Extrakt je ddle promyvéan roztokem NaCl,
z divodu dosaZeni konecného poméru smeési chloroformu, methanolu a vody a to 8:4:3.
Na zavér je pfiddn metanol a tim je extrakt nafedén do poZadovaného objemu chloroformu
a metanolu na pomér 2:1. Poté se dojde k oddestilovdni rozpoustédla na vakuové rotacni
odparce pfi teploté nepievySujici 40 °C. Po oddestilovéni se produkt zvazi. [8]

Metoda se hlavn€ vyuzivd pro stanoveni tuku v matricich s vétSim mnoZstvim vody
a polarnich lipida (fosfolipidi, komplexnich lipidi) nebo pro maso a masné vyrobky [6].

2.3 Predbézné rozdéleni extraktu

Jedlé tuky a oleje jsou slozitd smés triacylglycerola (TAG) (90-95%), diacylglyceroli (DAG)
(1-2%), volnych mastnych kyselin (FFA) (=0,5%), fosfolipidu a dalSich méné vyznamnych
slozek. Nékteré z komponent prispivaji k textufe a chuti pfirodnich tukd a oleji a vétSina
z nich hraje roli v lidské vyzivé. Pritomnost kysliku, teploty, ¢asu a skladovacich podminek
muZe zménit slouceniny uvedené vyse [10].

Extrak¢ni produkty ziskané pomoci extrakcnich technik jsou tedy smési obsahujici ruzné
polarni lipidy, a to triacylglyceroly, volné mastné kyseliny, steroly, estery steroll, fosfolipidy
a dalsi lipidické slozky nebo latky doprovodné lipidim. Pro dal$i analyzy je tedy zapotiebi
skupiny lipidi odseparovat a k tomuto tcelu vyuzivame rizné adsorp¢ni techniky [9].

2.3.1 Extrakce na pevné fazi

Kolony pro extrakci na pevné fizi (Solid Phase Extraction SPE) byly vynalezeny v poloviné
1970, vroce 1978 Waters podporoval kolonky Sep-Pak, pohodlné jednoriazové kolonky
na bazi oxidu kfemiku. O dva roky pozdéji Williams, McCluer a také Paell zvefejnili prvni
dokumenty o uplatnéni SPE v oblasti lipidG. Prvni z nich se zabyva izolaci gangliosidi
z extraktil zvifeci tkan€, druhy se zabyva frakénimi metabolity kyseliny arachidonové.
Pozdé€ji byly principy SPE metody, izolace a frakcionace lipidd v biologickych
a potravindrskych matricich znacné prozkoumdny Wachobem, Chrisiem, Ebelerem
a Schimotem, Ebelerem a Ebelerem [10].

Univerzalnost SPE umoziuje, aby byla pouzita pro velké mnozstvi tceld, napt. jako efektivni
Cisténi vzorku, nebo pro izolaci slouCenin a odstranéni prebytku Cinidla a dalsi. 1 vzorky
methylester urené pro plynovou chromatografii (GC) mohou byt CiStény prichodem
ptes SPE kolonku, kterd mtze odstranit peroxidy a hydroxidy. Velké mnozstvi kvantitativnich
metod (GC, HPLC) vyuZivaji vyhod SPE a pouZzivaji ji jako prvni krok. [10]

SPE je zaloZena na principu kapalinové chromatografie, silné, ale reversibilni interakci
mezi analytem a staciondrni fazi obsaZzenou v SPE kolonkdch. Slou€eniny ze vzorku reaguji
vice se staciondrni fazi nez s rozpoustédlem, tim zlstavaji ve staciondrni fazi, ze které se pak
vymyvaji vhodné zvolenymi rozpoustédly [10].

Typické interakce jsou napfi. nepoldrni interakce mezi C-H vazbami analytu a C-H vazbami
v absorbentu (Van der Waalsovy sily). Nejb&Zné&jsi podporou nepolédrnich interakci jsou C18
kolonky, ale také C8 a C2 se pouZzivaji pro separaci lipidd. Oproti tomu polarni interakce jsou
typické pro vSechny kyano (CN), amino (NH>), dioly nebo oxidy kiemiku. Déle se vyskytuji
iontomeénicové interakce, jako jsou u kvarternich aminl, benzensulfonovych kyselin nebo
propylsulfonovych kyselin. K t€émto interakcim dochdzi tehdy, kdyZ analyty maji negativni
nebo pozitivni iontovy charakter [10].
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Postup SPE, jak je aplikovan na déleni lipidd, je v dostupnych publikacich Casto Spatné
popsdn, vcéetné Upravy vzorku pfed analyzou. I v pfipadech, kdy jsou publikované metody
popsany jako dikladné areprodukovatelné, jsou v praxi obtizné€ uspéSné opakovatelné.
Davody tykajici se zvoleni SPE kolonky, mobilni fiaze, objemu vzorku a/nebo pritokové
rychlosti nejsou obvykle v publikacich komentovany [10].

2.3.1.1 Provedeni SPE

Metoda SPE se skladd z péti krokd, a to zkondicionovani kolonky, davkovani vzorku,
promyvdni , suSeni a eluce (viz. Obr. C. 2.).

Kondicionovani, jinak také oznaCovédno jako ptreddprava, kolonky se pouzivd na piipravu
kolonky na reprodukovatelnou interakci sloZzek vzorku spevnou fazi. Kolonka je
proplachnuta ptredepsanym rozpoustédlem z divodu aktivace pevné faze pro interakci se
vzorkem [11].

Pfi davkovani vzorku je dulezity predevSim  vybér pevné faze, protoZze dochazi
ke specifickym interakcim ldtek s pevnou fazi, ostatni latky obsaZené ve vzorku volné
prochézeji kolonou.

Promyvani kolonky vhodnym rozpoustédlem slouzi k vymyti zbytki matrice vzorku
z kolonky. Zadané slozky vzorku zstavaji uchyceny na pevné fazi.

SuSeni se provadi v piipadech, kdy se promyvaci roztok zdsadné li§i od roztoku eluc¢niho.
K vysouSeni se pouziva proud inertniho plynu, nejcastéji se jednd o dusik.

Pii promyvéni kolonky tzv. eluénim cCinidlem dochazi k selektivni desorpci sloZzek vzorku
z pevné faze a tim k jejich vymyti z kolonky. Eluét se jima a déle se upravuje pro dal$i pouziti
(napf. chromatografickd analyza) [11].
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Obr. ¢. 2. Zndzornéni péti krokit metody SPE [10]

2.3.1.2 Instrumentace SPE

Na metodu SPE se pouZzivaji bud’ kolonky, nebo extrak¢ni disky. SPE kolonky maji tvar
injek¢ni stitkaCky bez pohyblivého pistu a jsou naplnény povrchové modifikovanymi
sorbenty o ruzné velikosti Castic. Jednotlivé kolonky charakterizuje typ pevné faze (viz. Tab.
¢. 2.), objem kolonky (0,4 — 15 ml), maximalni pratokova rychlost, kapacita (1 — 500 mg),
minimdlni elu¢ni objem (10 pl — 50 ml) a materidl kolonky (polypropylen, sklo) [11].

Extrak¢ni disky se pouZivaji jako moderni forma SPE, jednd se o tenké kompozitni membrany
z teflonu a piislusného modifikovaného sorbentu (aZ 90 % hm. ). Vyhody téchto disku:
nejsou omezeny prutokovou rychlosti, zakoncentrovani vzorku probihd ve velmi tzké zoné
membriny a k eluci se pouzivd minimalni mnoZstvi eluc¢niho Cinidla (fddové pl) a diky tomu
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se nemusi odparovat nadbyte€né mnozstvi rozpoustédla ptfed chromatografickou analyzou
vzorku [11].

Tab. ¢. 2. Charakterizace SPE kolonek [11]

Princip Adsorbent vzorek Elucni cinidlo

Nepolarni C18, C8, fenyl, | Pesticidy, antibiotika, | Hexan, dichlormetan,

extrakce CN kofein, vitaminy, PCB acetonitril, alkoholy

Polarni Silikagel, NH», | Antibiotika, pesticidy, | di- a  trichlormetan,

extrakce CN, OH steroidy, vitaminy, | ethylacetat, alkoholy,
aflatoxiny voda

Kationova Silné  kysely | Aminokyseliny, chlorofyl, | Kyseliny, roztoky soli,

vyména katex PCB pufry

Aniontova Bazicky anex Organické kyseliny, kofein, | Zdsady, roztoky soli,

vyména sacharin pufry

Extrakce ve | CN/SiOH, PCB zodpadnich olejad, | Chloroform, aceton,

smésném modu | NH,/C18 télni tekutiny ethylacetdt, methanol

2.3.1.3 Vyhody a nevyhody SPE

Jedna se o rychlou a levnou metodu, vyhodou je prace s menSimi objemy vzorku, sniZena
spotieba organickych rozpoustédel a v neposledni fad€ snadné automatizace [10,11].
Nevyhodou této techniky je, Ze pro ne€které specifické izolace nejsou dosud na trhu vhodné
SPE kolonky, ale sortiment SPE kolonek se neustéle rozsituje. [10,11]

2.3.2 Chromatografie na tenké vrstvé

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) je dalSi technika pouZivand pro kvantitativni
rozdéleni riznych trid lipidd.

Nevyhodou jsou problémy spojené se separaci komplexnich biologickych vzorkd, nezadouci
oxidace polynenasycenych lipidi béhem procesu TLC a problémy, které vznikaji
pii pfekroceni maximdlni ddvky vzorku.

Touto technikou mohou byt volné mastné kyseliny snadno oddéleny od zbytkovych lipida
anédsledné stanoveny pomoci plynové chromatografie piipadné v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii. Pro podrobné&jsi analyzu se pouziva impregnace TLC desek AgNO3[13].

TLC desticky impregnované AgNOs byly pouzity napt. Wilsonem a Sametem k oddéleni
polynenasycenych mastnych kyselin, které maji velky fyziologicky vyznam. Silikagel 60 TLC
desticky byly potazeny AgNO; prostou sprejovou technikou, byly suSeny na vzduchu,
zahiivany na 110 °C po dobu 30 minut k dosazeni aktivace. Mastné kyseliny, po izolaci
pomoci sloupcové chromatografie, byly naneseny na naimpregnované TLC desticky. Jako
mobilni faze byla pouZita smes toluenu a acetonitrilu (97:3, v/v). Nasledné byly desticky
suseny, poté lehce posprejovany 3 % octanem médnym, 8 % kyselinou fosforecnou a spalené
pfi teploteé 180 °C po dobu 20 minut, na vizualizaci esterd. Pomoci tohoto postupu mohly byt
oddéleny dieny od trient a tetraena [13].

Jako nejlepsi metoda se jevi oddéleni mastnych kyselin s 0-2 dvojnymi vazbami na jedné
TLC desti¢ce pokryté ionty stiibra a mastné kyseliny s 3 a vice dvojnymi vazbami na druhé
desti¢ce. Vhodné elucni Cinidlo pro prvni desticku je smes hexanu a diethyletheru (9:1, v/v)
apro druhou destiCku smés hexan a diethylether (2:3, v/v). Obecné je ale toto oddé€leni
pomeérné obtizné a neumoziuje dobfe reprodukovatelné vysledky [13].

Schwertner a Mosser ukdzali, Ze kvantitativni stanoveni riiznych mastnych kyselin je mozné
pomoci jiné metody. Metoda je zaloZend na extrakci lipidi smési chloroformu, methanolu
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a butylhydroxytoluenu (BHT) jako antioxidantu. Celkovy extrakt lipida se déle rozdé€li
na silikagelu za pouziti n-hexan-diethylether-kyselina octova-BHT (95:5:1:0,1; v/v/v/v).
Desticky byly postiikdny rhodominem 6G a jednotlivé slozky lipida sledovany pod UV
svétlem. Slozky lipidi byly zmydelnény pomoci KOH, pak esterifikovany BF3 a nasledné
kvantifikovdny pomoci plynové chromatografie [13].

V dnesni dobé¢ je TLC jen ztidka pouZivdna samostatné€, ale obvykle se kombinuje s dal§imi
metodami [13].

2.4 Derivatizace (esterifikace) mastnych Kkyselin

Pro stanoveni mastnych kyselin se nejCastéji pouzivd plynovd chromatografie, proto museji
byt analyzované mastné kyseliny pfevedeny na té€kavou formu, kterou nejCastéji byva
methylester piislusné mastné kyseliny. Esterifikace se provadi né€kolika moznymi zpusoby,
které se daji pouZzit na Sir§i okruh matrici. Jako zdkladni derivatizaCni reakce se pouZiva
bazicky a/nebo kysele katalyzovand esterifikace [14].

2.4.1 Bazicky katalyzovana esterifikace

Bazicky katalyzované reakce jsou rychlejsi a probihaji za mirnéjSich podminek neZ kysele
katalyzované esterifikace. Dochdzi k esterifikaci pouze vdzanych mastnych kyselin. Tyto
esterifikace probihaji rychle v bezvodém methanolu za pfitomnosti 0,5 mol'l"  roztoku
methoxidu sodného v bezvodém methanolu. Méné¢ Casto jsou vyuziviny methoxid draselny
a hydroxid draselny [9].

2.4.2 Kysele katalyzovana esterifikace

Kysele katalyzovand esterifikace v ptfebytku bezvodého methanolu pomoci zahfivini se
pouzivd u volnych mastnych kyselin. Zahfivinim dochdzi k urychleni esterifikace.
Nejcastéjsim Cinidlem je 5 % bezvody chlorovodik v methanolu, ktery vznikd probubldvanim
bezvodého methanolu chlorovodikem. Na stejném principu funguje i esterifikace s 1-2 %
roztokem Kkyseliny sirové v methanolu. Vzorky lipidii jsou pak s Cinidlem zahfivany asi
2 hodiny pod zpétnym chladi¢em. Esterifikovdny nejsou pouze volné mastné kyseliny, ale i ty
vazané [9].

2.5 Plynova chromatografie

Vs ooz

Plynova chromatografie (GC) je analytickd separaCni metoda, kterd se vyuZziva ke stanoveni
tékavych aromatickych latek nejcasté&ji. Jeji hlavni vyhodou je jednoduché a rychlé provedeni
analyzy, u€innd separace latek a pouziti malého mnoZstvi vzorku. Metoda je urCena k déleni
a stanoveni pevnych latek, plynd, kapalin s bodem varu do 400 °C.

Déleni slozek smeési probihd mezi mobilni a staciondrni fazi. Mobilni fazi je nosny plyn,
nejcastéji se pouzivd dusik, vodik, helium nebo argon. Stacionarni fazi je pevny sorbent nebo
kapalina nanesend v tenké vrstvé na pevny nosic.

Princip této metody je nandSeni vzorku do vyhtivaného bloku nastiikové komory, kde dochdzi
k odpafeni a ve formé par je undSen nosnym plynem do kolony. V koloné dochdzi k separaci
slozek na zdkladé rizné schopnosti sloZzek se poutat na staciondrni fazi. Takto oddélené
slozky opoustéji kolonu a jsou detekovany pomoci detektoru. Pro stanoveni mastnych kyselin
se nejCastéji pouzivd plameno-ionizacni (FID), pfip. hmotnostni (MS) detektor. Signdl
z detektoru se dédle vyhodnocuje pomoci zafizeni, nejcastéji je timto zafizenim pocitac, ktery
zaznamendva intenzitu signdlu na Case (chromatogram). Z chromatogramu pak lze vycist,
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o jakou latku se jednd a jeji zastoupeni ve smeési. Na obr. €. 3. je zndzornéno schéma
chromatografu [15-17].
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Obr. ¢. 3. Schéma plynového chromatografu

nasny plvn

2.6 Moznosti stanoveni volnych mastnych Kyselin v potravinovych matricich

Jak jiz bylo zminéno, v pfipadé stanoveni volnych mastnych kyselin z vyrobkid je nutné je
oddgélit od ostatnich frakef lipidi. K tomu Ize vyuZit rizné metody, nejcastéji jsou aplikovany
SPE a TLC, ta obvykle v kombinaci s dal§imi technikami [12]. Nevyhodou byv4 v téchto
piipadech pomérné velkd ¢asovd ndrocnost [9].

Zatimco pro separaci rtiznych slozek lipidu z biologickych matric je SPE Siroce vyuZivana
uz dlouhou dobu, v analyze jedlych tuka a oleju jeji pouZziti neni prili§ béZné [10].

V rostlinném materidlu stanovovali volné mastné kyseliny napt. Certik a kol. [22], ktefi
extrahovali tuk z rostlinné matrice metodou podle Folche, déleni takto ziskanych lipida
probihalo metodou TLC s mobilni fdzi hexan/diethylether/kyselina octova (80:20:1 obj.
v/vlv). Ziskané volné mastné kyseliny byly pfevedeny na methylestery pomoci methanolu
a BF; a ndsledné¢ stanoveny GC-FID.

Podobné stanoveni volnych mastnych kyselin z piva na SPE kolonkach popisuji Hordk a kol.
[21]. S tim rozdilem, Ze byly pouzity kolonky ethylvinyl benzen divinyl benzen polymer
s extrémné specifickym povrchem, jako elu¢ni Cinidlo byl pouzit chloroform. Prevedeni
na methylestery bylo provedeno pomoci derivatizaCni smési methanol a BFs;-methanol 14 %
v/v, nésledné stanoveni metodou GC-FID.

V mlécéném tuku je 96 — 98 % z celkového obsahu mastnych kyselin navdzéno na glycerolu,
nejcastéji se jednd o triacylglyceroly. V mlécnych vyrobcich, tedy i v syrech, se vyskytuji
mastné kyseliny i ve formé volné, jednd se sice spiSe o mald mnozZstvi, ale i tato mnozstvi
ovliviiuji aromatické vlastnosti zminénych produkta [18].

Z ruznych aplikaci na mlécné vyrobky lze uvést napf. diplomovou praci Knotka [19]
a/nebo disertadni praci Sipalové [20], kde bylo provedeno stanoveni volnych mastnych
kyselin v jogurtu. Na separaci volnych mastnych kyselin byla pouzita metoda SPE, kde na
eluci volnych mastnych kyselin z NH, — kolonky byl pouZit 2 % roztok kyseliny mravenci
v diethyletheru; volné mastné kyseliny byly pfevedeny na methylestery pomoci methoxidu
sodného v methanolu a stanoveny metodou GC-FID.
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Tuomala a Kallio [23] stanovovali volné mastné kyseliny v syru ementédlského typu piimym
spojenim superkritické fluidni extrakce s plynovym chromatografem. Pomoci superkritické
fluidni extrakce oxidem uhli¢itym byla ziskana ze vzorki tékava frakce s volnymi mastnymi
kyselinami a dal§Simi tékavymi slouCeninami. Tato frakce pak byla analyzovina na plynovém
chromatografu s FID a MS detekci.

Rychlou a jednoduchou metodu stanoveni volnych mastnych kyselin v mléce popisuji Amer
akol. [24]. Jednd se o metodu, kdy volné mastné kyseliny byly pfevedeny ethylesterem
kyseliny chloromravenc¢i na ethylestery a nésledné stanoveny na plynovém chromatografu
s MS detekef .

Za zminku stoji stanoveni volnych mastnych kyselin ze vzorkt syru ¢edar od Wijesundera
akol. [18]. Pro sorpci volnych mastnych kyselin ze vzorku bylo pouzito SPME vldkno
pokryté polyakrylatem, ty byly ndsledné stanoveny GC-FID.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni a chemikalie

3.1.1

» »
= =
= e 6 o6 o o o o o o W e 6 o o o o o o

Plyny

Dusik 5.0 SIAD v tlakové lahvi s reduk¢nim ventilem a kovovou membranou;
Vodik 5.5 SIAD v tlakové lahvi s reduk¢nim ventilem;

Vzduch 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem pro kyslik.

Pristroje

Plynovy chromatograf TRACE GC (Thermoquest Italia S. p. A., Itdlie) s plamenové
ioniza¢nim detektorem, split/splitless injektorem a kapildrni kolonou DB-23 o
rozmeérech 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm

SPE manifold (SUPELCO VISIPREP™)

Pocita¢ PC, Intel Pentium Procesor

Analytické digitalni vahy HeLAGO, GR-202-EC, Itdlie

Lednice

Vodni l4zen se stojany, Julabo TW2

Digestot

SuSarna, memmert
Vakuova rota¢ni odparka, KIKA WERKE — RV06-ML, s pfislusenstvim

Pracovni pomucky

Mikropipeta Biohit-Proline (0,5 — 1000 pl)

Bézné laboratorni sklo

SPE kolonky Amino Bag, 10x3ml tubes 500 mg, USA

TLC desticky Silikagel 60, 20 x 20 cm, MERCK, Némecko
Vyvijeci komory

Hemiltonova stiikacka

Parafilm Pechiney PASTIC PACKAGING

NuUz, nazky

Vialky

Chemikalie

Diethylether stabil. p.a., Lach-Ner, Cesk4 Republika
Ethanol 96 % p. a., Lach-Ner, Cesk4 Republika

Hexan p. a., Lach-Ner, Cesk4 Republika

Hydroxid draselny p. a., Lach-Ner, Ceskd Republika
Chloroform p. a., Lach-Ner, Cesk4 Republika

Isooktan p. a., Lach-Ner, Cesk4 Republika

Jod

Kyselina chlorovodikova 35 % p. a., Lach-Ner, Cesk4 Republika
Kyselina octovad 99 % p. a., Lach-Ner, Cesk4 Republika
Methanol p. a., Lach-Ner, Cesk4 Republika

Petrolether p. a., Lach-Ner, Cesk4 Republika
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¢ Propanol Cisty, LACHEMA, Cesk4 Republika
e Standard methylestert mastnych kyselin, Supelco™ 37 Component FAME Mix

3.2 Analyzované vzorky

V experimentalni ¢asti této prace byly analyzovany 2 typy vzorka — taveny analog syru a syr
typu Gouda.

Taveny analog syru byl vyroben na Univerzit¢ TomaSe Bati ve Zlin€. Jako hlavni surovina
byla pouzita eidamska cihla (30 % tuku v su$in€) zralosti 2 tydnu, vyrobend v mlékarné
(rybizovy).

Vzorky byly vyrobeny tak, Ze rozkrdjend eidamské cihla byla vloZena do taviciho zafizeni,
a poté k ni byl pfidan tuk, tavici soli a voda. Nasledoval neptfimy zdhfev plastém za stdlého
michdni na 90 °C, po dosaZeni této teploty se udrzovala jeSt€ 1 minutu. Pak byla vznikld smés
plnéna do plastovych kelimkti a uzaviena. Vyrobky chladly samovolné a dédle byly
skladovany v lednici pfi teploté 6 °C az do analyzy.

Syr typu Gouda byl vyroben na Univerzit¢ TomdaSe Bati ve Zlin€. Jako hlavni surovina bylo
pouZzito odstfedéné mléko (tucnost 0,1 %), které se po odstfedéni standardizovalo smichdnim
se smetanou (tuCnost 18 %) na koneCnou tucnost mléka 3,5 %. Poté se mléko pasterovalo
diskontinualné pfi zvolenych rezimech 65 °C po dobu 30 minut a 90 °C po dobu 5 minut.
Takto standardizované a pasterované mléko se zaoCkovalo mezofilni koncentrovanou
lyofilizovanou kulturou Chr. Hansen. K takto zaoCkovanému mléku se pridal nasyceny
roztok CaCl, pro podpofeni syreni. Smes mléka se dokonale promichala a kultura se nechala
20 minut reaktivovat za soucasného michéni.

Nesledovalo syfeni mléka pfi teploté 32 + 1 °C pfidanim syfidla. Po 30 minutich syfeni byla
syfenina prokrdjena syraiskou harfou (podéln€ i pficn€). Béhem 10 minut klidu doslo
k uvolnéni syrovatky. Oddéleni syrovatky od syfeniny se provddélo pomoci syrafskych
plachetek, nejprve piedlisovdnim a poté lisovanim podle zvoleného rezimu lisu. Po vylisovani
byly syry vloZeny do solné 14zn€ o koncentraci 20 % (w/v) po dobu 5 hodin.

Vylisované syry se ddle oSetfily antimykotickou suspenzi Delvocid po dobu 4 sekund. Takto
oSetfené syry se nechaly 1 hodinu oschnout a poté se balily do smrstitelné folie. Vzorky byly
uchovdvény v lednici pfi teploté do 6 °C.

Pred analyzou byl vzorek Goudy vZdy nastrouhdn na jemném struhadle, promichédn
a na analytickych vahéch bylo navdzeno potfebné mnoZstvi pro jednotlivé zkousky.

Taveny analog syru byl pouze promichdn a na analytickych vahdch bylo navdzeno potiebné
mnoZzstvi pro jednotlivé zkousky.

3.3 Pouzité metody

3.3.1 Extrakce lipidi ze vzorku dle normy CSN 57 0107

Z jednotlivych vzorkl byl odvazen 1 g na analytickych vahach. Po kvantitativnim prevedeni
vzorku do zkumavky bylo pfidano 5 ml kyseliny chlorovodikové. Tato smés byla vloZena
do vodni 14zn€ nastavené na teplotu 80 °C. Vzorky byly v této ldzni ponechdny do zmény
barvy roztoku na temn¢ fialovou (viz. Obr. €. 4). Poté byly zkumavky ochlazeny pod proudem
studené vody. Po ochlazeni bylo ke smési pfiddno 5 ml ethanolu a roztok byl pfeveden
do délici nddoby. Do délicich nddob byly pfidany extrakcni Cinidla, v prvnim kroku 8,4 ml
diethyletheru, po minuté tfepdni jeSté¢ 8,4 ml petroletheru a po minutovém protifepani se
nechal roztok odstdt 30 minut. Cely proces extrakce se opakoval jesté dvakrat s polovi€nim
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mnoZzstvim extrakénich ¢Cinidel. Horni vrstva (viz. Obr. €. 5.) se po jednotlivych
30 minutovych odstdnich odebirala pipetou do pfedem zvaZenych destilaCnich bangk.
Rozpoustédlo bylo ndsledné odpafeno na vakuové odparce a tuk byl pfeveden do hexanu
a pouZit na dalsi analyzu.

Obr. ¢. 4. Zména barvy smési Obr. ¢. 5. Délici nddoba po extrakci

3.3.2 Frakcionace lipidu metodou SPE

Kolonky byly pfipevnény do zafizeni SPE manifold (viz. Obr. €. 6.), ve kterém se pomoci
vodni vyjevy vytvofilo vakuum. Poté byly NH; — kolonky aktivovany pomoci hexanu. Pratok
hexanu kolonkami se reguloval otoénym ventilem. Po promyti kolonek hexanem byl
na kolonku ddavkovdn vzorek. Na prvni eluci byla pouZita smes chloroform : propanol
v pomeéru 2 : 1, a na druhou eluci 2 % roztok kyseliny octové v diethyletheru. Ziskané frakce
byly jimany do vialek, z nichZ bylo nédsledné€ odpareno rozpoustédlo na vakuové odparce.
Zakoncentrované frakce byly ndsledn€ prevedeny do 1 ml hexanu a zesterifikovany.
Po esterifikaci byly jednotlivé frakce analyzovdny na plynovém chromatografu s FID
detekci.
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Obr. ¢. 6. Zfenf SPE manifold — umisténi extrakcnich kolonek

3.3.3 Frakcionace lipidu metodou TLC

Hlinikovd TLC deska pokrytd silikagelem se nejprve nechala aktivovat v suSarné€ pfti teploté
100 °C po dobu 30 minut. Poté se na desce vyznacil start, na ktery se posléze nanésely
vzorky pomoci Hemiltonovy stfikacky. Takto nanesené vzorky se nechaly na desce zaschnout
a poté se nechaly vyvijet v nddobach k tomu ur€enych (vyvijecich komoréch). Jako vyvijeci
smés se pouzivala smeés hexan : diethylether : kyselina octova v poméru 80 : 20 : 1. Ve chvili,
kdy dosahlo eluc¢ni Cinidlo Cela (cca 1 cm od horniho okraje desky), se deska z vyvijeci
komory vyjmula, nechala se v digestofi uschnout a byla dédle vloZena do dal$i vyvijeci
komory s parami jodu. Ve druhé vyvijeci komote doSlo k vizualizaci jednotlivych skvrn
(frakef lipida) . Vysledek po vizualizaci jodem je patrny na Obr. €. 7. Poté byly vyskrabany
frakce odpovidajici volnym mastnym kyselindam (FFA) a triacylglycerolim (TAG). Takto
vySkraband vrstva byla nasypdna do vialky, kde byla nédsledné esterifikovdna a analyzovdna
na plynovém chromatografu s FID detekci.

3.3.4 Esterifikace mastnych kyselin

Na zdkladé diplomové prace Pruknerové [24] byla pro esterifikaci pouZita metoda podle CSN
EN ISO 55009.

Z vyextrahovaného tuku (kap. 3.3.1) pfevedeného kvantitativné pomoci 1 ml hexanu
do plastovych Eppendorfovych zkumavek bylo automatickou pipetou odebrdno vypoctené
mnoZzstvi smési (viz rovnice 1) do vialek s pryZovou zidtkou. Do vialky bylo dédle ptfiddno
5 ml isooktanu a 0,5 ml methanolického roztoku KOH o koncentraci 2 mol‘l"" (pfiprava viz
rovnice 2). Vialky pak byly 8 minut protfepdvdny a ndsledn¢ se nechaly 6 minut stat.
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Po uplynuté dob& 6 minut byl zhorni vrstvy odebrdan 1 ml k analyze na plynovém

chromatografu s FID detekci.

Vypocet 1: mnozZstvi extraktu, potfebné pro ziskani cilové koncentrace 10 mg'ml'1
o-Vi=c,'V, (1)

Kde:

Cleevrnnnnnnn. koncentrace vyextrahovaného tuku [mg'ml'l]
| potfebné mnoZstvi extraktu k odebrani [ml]
Co e, cilova koncentrace [mg'ml'l]

Voo objem isooktanu [ml]

Vypocet 2: mnozstvi KOH, potiebné k piipravé methanolického roztoku, cilovd koncentrace

2 mol'l”

m=c-V-M, (2)
Kde:
Moiiiiinn... hmotnost KOH [g]
Covvirnnnnnnn, cilova koncentrace KOH [mol'l'l]
| objem methanolu [1]
M;.oo........ molarni hmotnost KOH [g'mol'l]

Ptipraveny roztok methanolického KOH byl uchovén v lednici.

3.4 Podminky metody pro stanoveni methylesteru mastnych kyselin

¢ Plynovy chromatogram TRACE GC (ThermoQuest S.p.A., Itdlie)

e Autosampler AI/AS 3000

e Kapilarni kolona: DB-23 o rozmérech 60 m x 0,25 mm x 0,25 um

¢ Oven - teplotni program
* 60 °C 10 min
" Vzestupny gradient 12 °C'min” do 200 °C s vydrzi 10 min
" Vzestupny gradient 5 °C'min” do 220 °C s vydrzi 15 min
" Vzestupny gradient 10 °C'min” do 240 °C s vydrzi 10 min
*  Celkova doba analyzy: 62,67 min

e Inlet-PTV
* Teplota injektoru: 250 °C
= Splitless time: 5 min
* Ddvkovani: autosampler bez délice toku (splitless) (1 pl)

e Carrier

*  Pritok dusiku: 0,5 ml'min’!
Detektor FID (Plamenové ionizacni )

» Teplota detektoru: 250 °C

*  Pratok vzduchu: 350 ml'min”

»  Pritok vodiku: 35 ml'min™!

»  Make-up dusiku: 30 ml'min™

1
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3.5 Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin ve vzorcich

Mastné kyseliny byly stanoveny po pfevedeni na methylestery (MeMK). Identifikace
jednotlivych methylesterti mastnych kyselin ve vzorcich byla provedena na zakladé srovnani
retencnich Cast identickych standarda.
Kvantifikace mastnych kyselin byla provedena vypoctem jejich koncentrace (c) z ploch pika
methylesterd mastnych kyselin vzork (P) a znamé koncentrace (c) a ploch pika standardu
(Ps) (viz tab. €. 3.).Vysledna koncentrace pak byla prepoctena na mnoZstvi methylesterti (m)
v 5 ml (ptivodni objem ve vialce).
Vypocet:

c

S

[mg'ml™] 3)

C =
s

m=c ~AV [mg] )

Vypocétené mnozstvi methylesteri mastnych kyselin  bylo vydéleno mnoZstvim
vyextrahovaného tuku a zpétné pfepocteno na obsah mastnych kyselin (viz. rovnice 5)

Piepocet methylesteru mastnych kyselin na mastné kyseliny:

o = Cremx My (5)
MrMeMK
Kde:
CME wvvveeennnnnnnens koncentrace MK ve vzorku [mg'ml'l]
CMEME «nvvvrreeennnn koncentrace MeMK ve vzorku [mg'ml'l]
Mryg .oooovennnnnn molarni hmotnost MK [g'mol'l]
Mryemg «ooounnnn... molarni hmotnost MeMK [g'mol'l]
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem této prace bylo zvoleni vhodné metody stanoveni volnych mastnych kyselin
v raznych typech piirodnich a tavenych syra. Jako matrice pro veskeré pokusy byly pouzity
modelové vzorky syru typu Gouda a tavenych syrovych analogt (s rybizovym olejem).

Pro extrakci lipidd ze vzorki byla pouZita smés diethyletheru a petroletheru dle CSN 57 0107.
Pro frakcionaci extraktu lipidi ze vzorkd byly vyzkouSeny a porovniny dvé metody: TLC
a SPE. Postup SPE byl pievzat z prace Sipalové [19] a optimalizovdn na syrovou matrici;
postup TLC byl pievzat z priace Certika a kol. [21]. Pro stanoveni MK ve viech ziskanych
frakcich byla pouzita plynovd chromatografie s FID detekci po jejich prevedeni
na methylestery methanolickym KOH dle CSN EN ISO 5509. Piehledné schéma testovanych
postupt je uvedeno na Obr. €. 8.

4.1 Standardy mastnych kyselin

V nasledujici tabulce ¢. 3. jsou uvedeny standardy s jejich koncentracemi, plochami pika
a molarnimi hmotnostmi pottebné k identifikaci a kvantifikaci mastnych kyselin obsazenych
v jednotlivych vzorcich.

Tab. ¢. 3a. Prehled standardu pouZitych k identifikaci a kvantifikaci

Cislo , . Konc. (¢;) | Plocha piku | Mryemk Mryk
piku Mastna kyselin [mg°m§"S]) (P [mVs) [gmol'] | [gmol]
1 maselna 0,04 1468312 102,133 88,106
2 kapronova 0,04 2400501 130,187 116,16
3 kaprylova 0,04 3557380 158,241 144,214
4 kaprinova 0,04 3061648 186,295 172,268
5 undekanova (undecylovd) 0,02 1350435 200,322 186,295
6 laurova 0,04 2315169 214,349 200,322
7 tridekanova 0,02 999383 228,376 214,349
8 myristova 0,04 1666563 242,403 228,376
9 myristolejova 0,02 830174 240,387 226,36
10 pentadekanova 0,02 722222 256,43 242,403
11 cis-10-pentadecenovd 0,02 713495 254,414 240,387
12 | palmitova 0,06 2158637 270,457 256,43
13 | palmitolejova 0,02 668278 268,441 254,414
14 | heptadekanovi 0,02 573988 284,484 270,457
15 cis-10-heptadecenovd 0,02 614572 282,468 268,441
16 stearova 0,04 1258918 298,511 284,484
17 elaidova 0,02 648736 296,495 282,468
18 olejova 0,04 1360754 296,495 282,468
19 | linolelaidova 0,02 520610 294,479 280,452
20 | linolova 0,02 607511 294,479 280,452
21 gama-linolenova 0,02 499286 292,463 278,436
22 | linolenova 0,02 489830 292,463 278,436
23 arachova 0,04 1067799 326,565 312,538
24 | cis-11-eicosenova 0,02 518246 322,533 308,506
25 cis-11,14-eicosadienova 0,02 480540 322,533 308,506

24




Tab. ¢. 3a. Prehled standardu pouZitych k identifikaci a kvantifikaci

Cislo . . Konc. (¢;) | Plocha piku | Mryemk Mryik
piku Mastna kyselin mg'ml'] | () [mV-s] | [gmol'] | [grmol™]
26 | heneicosanova 0,02 498451 340,592 326,565
27 cis-8,11,14-eicosatrienova 0,02 438082 320,517 306,49
28 | arachidonova 0,02 420071 318,501 304,474
29 cis-11,14,17-eicosatrienova 0,02 466524 320,517 306,49
30 jcis-58,11,14,17- 0,02 956606 | 316485 | 302.458
eicosapentaenova
31 behenova 0,04 367333 354,619 340,592
32 | erukova 0,02 474533 352,603 338,576
33 | cis-13,16-docosadienova 0,02 450170 350,587 336,56
34 | tricosanova 0,02 492037 368,646 354,619
35 | lignocerova 0,04 991745 382,673 368,646
36 | cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenova 0,02 452122 342,523 328,496
37 | nervonova 0,02 277490 380,657 366,63

4.2 Stanoveni celkového obsahu mastnych kyselin ve vzorcich

Béhem niZze zminénych experimentd byl pro uplnost meéfen i celkovy obsah MK
v analyzovanych vzorcich. K tomuto dcelu byla aplikovédna klasickd metoda stanoveni (tedy
bez frakcionace), pfesny postup je pievzat z diplomové priace Pruknerové [24]. Naméfené
hodnoty jsou uvedeny v tabulkdch €. 4. a 5.

Z vysledku je patrné, Ze ve vzorcich analogti byly nejvice zastoupené tyto mastné kyseliny:
myristovd, palmitovd, stearovd, olejova, linolova (viz graf €. 1.)

V grafu €. 2 jsou pro zajimavost uvedeny vysledky stanoveni celkového obsahu MK ve tfech
raznych vyrobéach syrt typu Gouda (vyr 1, vyr 2, vyr 3). Vyroby se liSily zptisobem tepelného
oSetteni mléka pouZzitého pro jejich vyrobu (mezi vzorky jsou patrné rozdily, ale toto
hodnoceni bylo mimo zdmér této prace). V syrech byly nejvice zastoupené tyto mastné
kyseliny: pentadekanovéd, heptadekanova, olejova, linolelaidova.
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Graf ¢. 1. Zastoupeni jednotlivych MK v syrovém analogu
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Tab. ¢. 4. Celkovy obsah MK ve vzorcich analogu taveného syra s rybizovym olejem (RO)

[mg'g'l tuku]

Nazev mastné kyseliny RO1 RO2 | RO7 | RO8 | prumér SD

kapronova 0,21 0,35 0,17 0,12 0,21 0,09
kaprylova 1,31 1,71 1,37 1,30 1,42 0,19
kaprinova 2,70 3,28 3,69 2,99 3,17 0,42
undekanova 0,07 nd 0,09 0,07 0,08 0,01
laurova 3,78 4,13 5,46 3,73 4,28 0,81
tridekanova 0,16 0,16 0,23 0,15 0,18 0,04
myristova 1520 | 16,02 | 22,86| 14,33 17,10 3,89
myristolejova 1,28 1,30 1,92 1,19 1,42 0,34
pentadekanovi 1,74 1,89 2,64 1,71 1,99 0,44
cis-10-pentadecenovd 0,41 0,45 0,61 0,42 0,47 0,09
palmitova 4499 | 4946 | 57,89 | 45,03 49,34 6,07
palmitolejova 3,72 2,92 3,75 2,58 3,24 0,58
heptadekanova 1,13 1,25 1,66 1,15 1,30 0,25
cis-10-heptadecenovd 0,47 0,49 0,67 0,47 0,53 0,09
stearova 15,16 nd | 22,07 14,77 17,33 4,11
olejova 28,95 | 40,78 | 21,25 | 39,25 32,56 9,19
linolelaidova 0,74 0,74 1,28 0,56 0,83 0,31
linolova 12,78 | 11,72 | 15,01 10,64 12,54 1,86
gama-linolenova 0,57 0,55 0,77 0,53 0,61 0,11
linolenova 2,18 2,18 2,35 1,98 2,17 0,15
cis-13,16-docosadienova nd 0,10 0,10 nd 0,10 0,00
nervonova 0,57 2,60 0,22 2,28 1,42 1,19

Tab. ¢. 5. Celkovy obsah mastnych kyselin ve vzorcich syru typu Gouda [ mg’g'] tuku]

Nazev mastné kyseliny VYR_1 VYR_2 VYR_3
kapronova 0,05 £ 0,01 0,15 £ 0,01 0,06 = 0,00
kaprylova 1,02 £0,71 0,73 £0,20 0,56 £ 0,11
kaprinova 0,95 +0,22 1,89 +0,21 1,20 £ 0,02
undekanova 2,42 +0,57 5,33+0,24 3,17 £0,09
laurova 0,10 £0,03 0,24 + 0,01 0,14 +£ 0,01
tridekanova 3,43 +£0,82 7,83 £0,53 4,59 +0,19
myristolejova 0,18 +£0,05 0,43 +£0,03 0,25 £ 0,01
pentadekanovi 12,70+ 3,44 | 30,04 +2,13 | 17,44 + 0,86
cis-10-pentadecenovd 1,98 + 0,54 4,67 +0,34 2,73 +0,11
palmitolejova 0,29 + 0,08 0,67 +£0,04 0,40 £ 0,01
heptadekanova 43,80 +12,02 | 99,83 +6,97 | 53,08 +11,45
cis-10-heptadecenovd 1,08 + 0,30 2,54 +£0,22 1,52 £ 0,05
elaidova 0,51 +0,13 1,21 £ 0,09 0,71 £0,03
olejova 10,09 £2,06 | 22,37 +2,27 | 13,50+0,89
linolelaidova 28,20+ 8,08 | 51,30+5,01 | 36,45+4,79
linolova 0,80 + 0,29 2,78 + 0,09 0,69 + 0,01
gama-linolenova 0,45 +0,11 0,98 + 0,20 0,62 + 0,02
linolenova 0,03 £0,01 0,17 £0,01 0,05 +0,00
arachova 0,26 +£0,16 0,57 £ 0,09 0,28 + 0,02
cis-11-eicosenova 0,13 +0,01 0,27 +0,01 0,17 £ 0,00
lignocerova nd 0,13 +0,02 0,06 + 0,00

27




SYR—>

1. HCl1
1 2. Vodni lazen, 80 °C

UN

EXTRAKCE

1. Ochlazeni
2. Ethanol

1. 3x Diethvlether,
Petrolether
2. Zahusténi

TLC SPE
estery cholesterolu | T——
TAG [j NH,- kolonka
FFA ——
cholesterol | ——1 O
DAG| —— 1. elhuce 2. eluce
RS chloroform, propanol kyselina octovi
fosfolipidy| —— v diethylethern
MAG, DAG, TAG FFA
isooktan + met, KOHJ' ‘L isooktan + met. KOHJ'

Methylester \I'Kﬁ ﬁ}[ethylester '\l’Kﬁ

¥

GC GC GC

Obr. ¢. 8. Prehledné schéma testovanych postupii
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4.3 Frakcionace lipidu metodou tenkovrstvé chromatografie

Metoda tenkovrstvé chromatografie obsahuje nekolik Casoveé narocnych krokd. Na tplném
zaCatku je zdrZzeni ve formé aktivace TLC destiCky, kterd probihd po dobu 30 min v suSarné
pti 100 °C. Samotné davkovani vzorka neni naro¢né na Cas, ale spiSe na zkuSenost a zru¢nost
osoby, kterd vzorek nandsi. TLC desticka velice rychle vsakuje vzorek, a proto je nutné
pracovat rychle a pfesn€, coZz samoziejmé vyzaduje delsi praxi. Idedlni varianta je moZnost
pouZit automaticky davkovad vzorku, ktery zatim ale neni na UCHPBT vzhledem k pomérné
velké finan¢ni ndro¢nosti k dispozici.

Vyvijeni ve vyvijeci komofe trva cca jednu a pual hodiny nez dosdhne mobilni faze ¢ela (1 cm
od horniho okraje TLC desky). Po vyjmuti desky z prvni vyvijeci komory musi deska
dikladné oschnout v digestofi (pfiblizné 15 minut) a pak nasleduje vizualizace v parach jodu
(dalSich cca 15 minut).

Vzniklé skvrny je vhodné okamZité oznacit tuzkou (viz obr. €. 7), aby byla eventudlné moznd
jejich detekce i po vyprchéni par jodu. Vzniklé skvrny je totiz tfeba z TLC desky vySkrabat
a prevést pokud mozno kvantitativné do vialky na pozd¢€jsi esterifikaci. I tento krok je znacné
zavisly na zrucnosti a zkuSenosti osoby, kterd praci provadi. Nejlepsi zptsob je pomoci malé
Spachtlicky a po malych kouscich, které vzdy po chvilce odsypdvame do vialky.

VysSkrabané frakce je nutné okamzit€¢ ddle zpracovdvat, jinak silikagel ve vialce navdze
vlhkost a pfi esterifikaci az druhy den vzniknou pouze shluky, které nejdou v esterifikaénim
Cinidle rozmichat.

Obr. ¢. 7. TLC desticka po vizualizaci jodem
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4.4 Frakcionace lipidu metodou extrakce na pevné fazi

Z hlediska Casové naroCnosti je SPE metoda ponékud rychlejsi, i kdyZz pratok kolonky byl
nastaven tak, aby dochdzelo pouze k pomalému odkapdvani.

Po aktivaci kolonky hexanem byl mikropipetou nanesen vzorek, ktery byl ndsledné€ eluovin
dvéma typy smeésnych rozpoustédel. Prvni eluce smesi chloroform : propanol v poméru 2 : 1,
druhd eluce 2 % roztokem kyseliny octové v diethyletheru. Podle pfedpokladu byla z prvni
eluce ziskdna smés mono-, di- a triacylglycerolt, z druhé eluce frakce obsahujici pouze volné
mastné kyseliny. Tento proces trva cely s piipravou elucnich €inidel cca hodinu.

Dal$im krokem bylo odpateni elu¢nich Cinidel, coz se ukdzalo byt v ptipadé prvni eluce
pon€kud nesnadné, protoze elu¢ni Cinidlo obsahuje chloroform a propanol, které maji
tendenci vzlinat; i pfesto trvalo odpafeni cca 15 minut. U frakce z druhé eluce, kde byla
eluénim Cinidlem 2 % kyselina octova v diethyletheru, trvalo odpafeni velmi kritkou dobu.
Obé¢ ziskané frakce byly po odpateni pfevedeny do 1 ml hexanu a pouZzity na esterifikaci.
Takto ptipravené frakce 1ze uchovat v ledni¢ce do druhého dne.

4.5 Srovnani metod TLC a SPE

Jak je patrné z predchozich kapitol SPE metoda je rychlejsi a co se tykd provedeni
ijednodusi na obsluhu. Velkou vyhodou je i moZnost uchovéani frakci do druhého dne
v lednici beze zmény, coZ v piipadé TLC neni mozné. Metoda TLC je navic pomérn€ niro¢na
na zru¢nost obsluhy a také rychlost a pfesnost provedeni.

Pro zajimavost jsou zde v Tabulce €. 6 uvedeny vysledky stanoveni MK ve frakcich
ziskanych metodou TLC. Pro tento ucel byl pouZit syrovy analog srybizovym olejem,
totoZny jako v dalSich experimentech.

Oznaceni vzorku:

TLC-TAG - frakce obsahujici smés mono-, di- a triacylglycerola

TLC-FFA - frakce obsahujici volné mastné kyseliny

U frakci oznacenych Cislem 1 a 2 bylo ddvkované mnozstvi 15 pl nefedéného tuku na délku
3 cm. V piipad€ frakci s oznaCenim Cislem 5 byl tuk nafedén na koncentraci 100 mg'ml'1
a davkované mnozstvi bylo 20 ul na délku 5 cm. Z vysledkd je patrné, Ze zisk byl ve srovnan{
s SPE (viz nésledujici kapitola 4.6) nizsi co do pocCtu i obsahu identifikovanych MK.

Na zédkladé téchto vysledku byla pro dalsi praci zvolena frakcionace extraktu lipidd pomoci
metody SPE, kterd byla ndsledné optimalizovéna.
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Tab. ¢. 6. Obsah MK v jednotlivych frakcich ziskané metodou TLC [mg- g'] tuku]

Nazev mastné kyseliny TLC- | TLC- | TLC- |TLC- |TLC- | TLC-
FFA1 | FFA2 | FFA5 | TAG1 | TAG2 | TAGS

kapronova nd nd nd 0,07 nd 0,02
kaprylova nd nd nd 0,03 0,03 0,01
kaprinova nd nd nd 0,09 0,07 0,03
undekanova 0,06 0,05 0,03 0,05 0,05 0,05
laurova 0,14 0,09 0,05 0,18 0,16 0,11
myristova 1,32 0,62 0,28 0,80 0,75 0,51
myristolejova nd 0,04 nd 0,05 nd 0,03
pentadekanova 0,05 0,07 nd 0,09 0,08 0,05
palmitova 5,24 3,68 0,77 3,92 3,69 2,97
palmitolejova 0,46 0,49 0,09 0,28 0,93 0,25
heptadekanova nd 0,06 nd nd nd 0,05
stearova 2,10 1,16 0,23 1,52 1,21 1,23
elaidova 0,23 nd nd 0,19 nd 0,17
olejova 11,53 8,88 1,07 16,38 8,50 16,04
linolova 9,97 5,74 1,19 7,82 7,43 7,84
linolenova 0,24 0,27 nd 1,09 0,37 0,57

4.6 Optimalizace metody SPE

PocateCni parametry byly nastaveny na zdklad€ priace Ruiz-Gutiérreze [10], kolonky byly
zvoleny dle price Knotka [19] a Sipalové [20], kteif je pouZili pro stanoveni volnych
mastnych kyselin v jogurtové matrici.

Objem vSech pouZitych €inidel byl zvolen 10 ml také na zdkladé€ citovanych praci.

V rdmci optimalizace bylo pfedevSim potieba zjistit optimalni mnozstvi vzorku ddvkovaného
na SPE kolonku, tak aby byla plné€ vyuZita, ale na druhé stran¢ nebyla prekrocena, jeji sorpéni
kapacita. Déle bylo provedeno ovéteni piredpoklddaného sloZeni ziskanych frakci.

Pro lepsi prehlednost a srozumitelnost jsou zde uvedeny niZe pouZzité zkratky pouZité
pro oznaceni vzorku

RO - syrové analogy s rybizovym olejem

SPE-TAG - prvni frakce z SPE obsahujici smés mono-, di- a triacylglycerola

SPE-FFA - druhd frakce z SPE obsahujici volné mastné kyseliny

SPE-RO - zbytek po naddvkovéni vzorku na SPE

4.6.1 Experiment¢. 1

Pro vSechny experimenty vrdmci optimalizace byly pouZity vzorky tavenych syrovych
analogt s ptidavkem rybizového oleje.

V experimentu ¢. 1 byl pouzit extrakt lipidi bez kone¢ného kroku odpafeni rozpoustédla,
experiment byl proveden dvakrit, extrakty byly oznaceny RO1 a RO2.

Po aktivaci kolonky 10 ml hexanu byl naddvkovdn 1 ml extraktu (smés diethyletheru,
petroletheru a tuku). Byl jimédn i zbytek (pfesnéji feCeno piebytek — jimany jako prvni) po
nadavkovani vzorku oznaceny jako SPE-RO.

Jako prvni elu¢ni €inidlo byla pouZita smés chloroform : propanol v poméru 2 : 1 o objemu 10
ml, takto byla ziskdna prvni frakce, kterd by meéla obsahovat smés mono-, di-
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a triacylglycerolt (oznacena jako SPE-TAG a ¢islem podle toho z jaké navazky analogu byla
provedena extrakce tuku).

Jako druhé elucni Cinidlo byl pouzit 2 % roztok kyseliny octové v diethyletheru, takto ziskana
frakce by mela obsahovat volné mastné kyseliny (oznaena SPE-FFA a také ¢islem podle
toho z jaké navazky analogu byla provedena extrakce tuku).

VSechny tfi ziskané frakce byly odpafeny na rotani vakuové odparce, zbytek pfeveden do 1
ml hexanu, zesterifikovan (dle kap. 3.3.4) a analyzovdn GC-FID. Vysledky po identifikaci
a kvantifikaci jsou v tabulce €. 7. Vzhledem k tomu, Ze na chromatogramu frakce SPE-ROI1
byly pifitomné piky, lze soudit, Ze ddvkovany vzorek presahuje kapacitu kolonky, neni zcela
zachycen a je tfeba snizit ddvkovany objem vzorku.

Tab. ¢. 7. Obsah MK v jednotlivych frakcich ziskané metodou SPE vzorku ROI a RO2 [mg- g']
tuku]

Nazev mastné kyseliny SPE- SPE- SPE- SPE- SPE-
FFA1 FFA2 TAG1 TAG2 RO1

kapronova nd nd 0,02 0,57 nd
kaprylova nd 0,40 0,35 0,26 nd
kaprinova nd 0,02 0,89 0,69 nd
undekanova 0,06 0,05 0,05 0,06 0,06
laurova 0,11 0,11 1,36 1,04 0,11
tridekanova nd nd 0,08 0,07 nd
myristova 0,65 0,88 6,04 4,81 0,69
myristolejova 0,04 0,06 0,50 0,38 0,04
pentadekanova 0,08 0,12 0,75 0,62 0,07
cis-10-pentadecenovd nd nd 0,20 0,16 nd
palmitova 4,83 4,92 20,00 17,57 4,32
palmitolejova 0,41 0,38 1,17 1,94 1,19
heptadekanova 0,10 0,12 0,50 0,40 0,06
cis-10-heptadecenovd nd nd 0,21 0,17 nd
stearova 2,99 2,50 7,80 6,78 1,91
elaidova nd nd 1,02 nd 0,14
olejova 26,37 16,09 15,76 27,93 11,97
linolelaidova nd nd 0,21 0,22 nd
linolova 13,24 5,52 5,44 8,58 11,06
gama-linolenova nd nd 0,23 nd 0,06
linolenova 1,02 0,46 0,75 1,18 0,59
arachidonova nd nd 0,75 nd nd
nervonova nd 1,16 nd 1,28 nd

4.6.2 Experiment ¢.2

V experimentu €. 2 byl vyextrahovany tuk po odstranéni rozpoustédla na vakuové odparce
nafedén na koncentraci 100 mgml”; experiment byl proveden dvakrit, extrakty byly
oznaceny jako RO3 a RO4. Vzorek RO3 byl rozpustén v hexanu, vzorek RO4 v diethyletheru.
Po aktivaci kolonky a naddvkovédni 1 ml extraktu byl opét jimédn i zbytek po nadavkovéni
vzorku (SPE-RO), prvni frakce (SPE-TAG) a druhd frakce (SPE-FFA). VSechny tfi jimané
frakce byly ndsledné odpareny na rotacni vakuové odparce, prevedeny do 1 ml hexanu,
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zesterifikovany a analyzovany GC-FID. Vysledky po identifikaci a kvantifikaci jsou v tabulce
¢. 8.

Z chromatogramti SPE-RO3 a SPE-RO4 bylo opét zjisténo, Zze ddvkovany vzorek neni zcela
zachycen na kolonce a tudiz byl v dal§im kroku opét sniZzen objem vzorku ddvkovaného

na kolonku.

davkovéni vzorku tuku rozpusténého v hexanu.

/////

Tab. ¢. 8. Obsah MK v jednotlivych frakcich ziskané metodou SPE vzorku RO3 a RO4 [mg- g']

tuku]
Nazev mastné kyseliny SPE- SPE- SPE- SPE- SPE- SPE-
FFA3 | FFA4 | TAG3 | TAG4 | RO3 RO4

kapronova nd nd 4,78 3,23 nd nd
kaprylova nd nd 2,42 1,65 nd nd
kaprinova 0,02 5,60 3,87 nd nd 0,02
undekanova 0,05 0,09 0,14 0,10 0,06 0,07
laurova 0,11 0,15 7,51 5,42 0,12 0,11
tridekanova nd nd 0,31 0,23 nd nd
myristova 0,64 1,64 31,03 23,17 0,70 0,55
myristolejova 0,04 0,09 2,64 1,89 0,05 0,04
pentadekanova 0,08 0,30 3,70 2,76 0,07 0,05
cis-10-pentadecenovd nd 0,09 0,93 0,67 nd nd
palmitova 10,85 3,62 72,56 33,34 2,83 2,44
palmitolejova 0,47 0,56 6,27 4,20 0,24 0,26
heptadekanova nd 0,33 2,47 1,78 0,04 0,06
cis-10-heptadecenovd nd nd 1,04 0,75 nd nd
stearova 1,24 4,77 23,07 0,17 1,31 0,93
elaidova 0,00 0,90 30,14 0,00 0,06 0,05
olejova 9,43 8,34 35,26 21,45 9,30 6,96
linolelaidova nd 0,16 1,92 1,11 nd nd
linolova 5,34 1,80 20,63 21,54 5,51 6,63
gama-linolenova nd nd 1,24 0,84 0,30 0,31
linolenova 0,21 0,31 10,53 3,80 8,42 5,19
arachova nd 0,19 nd nd nd nd
cis-11-eicosenova nd nd 0,68 0,06 nd nd
arachidonova 0,59 nd nd nd nd nd
cis-13,16-docosadienova nd nd 0,12 0,09 nd nd
nervonova 0,11 0,45 0,50 0,25 nd nd

4.6.3 Experiment ¢.3

Obdobné jako v experimentu €. 2 byl vyextrahovany tuk po odstranéni rozpoustédla
na vakuové odparce nafedén na koncentraci tentokrat 50 mgml™ (oznaceni 6-1) a 25 mg-ml™
(oznacleni 6-2); extrakty byly oznaceny RO6.

Po aktivaci kolonky a naddvkovdni 1 ml extraktu byl opét jimédn i zbytek po nadavkovani
vzorku (SPE-RO), prvni frakce (SPE-TAG) a druhd frakce (SPE-FFA). VSechny tfi jimané
frakce byly ndsledné odpareny na rotacni vakuové odparce, prevedeny do 1 ml hexanu,
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zesterifikovany a analyzovany GC-FID. Vysledky po identifikaci a kvantifikaci jsou v tabulce
¢.9.

Z chromatogramti SPE-RO6-1 a SPE-RO6-2 bylo opét zjisténo, ze davkovany vzorek neni
zcela zachycen na kolonce a bude tfeba vyrazn€ sniZit objem vzorku davkovaného
na kolonku.

Déle bylo v tomto pokusu zjiSténo, Ze lepSi vysledky (vyssi obsah ziskanych MK) pfindsi
davkovéni vzorku tuku nafedéného na koncentraci 50 mg'ml'l.

Tab. ¢. 9. Obsah MK v jednotlivych frakcich ziskané metodou SPE vzorku RO6 [mg- g'] tuku]

Nazev mastné kyseliny | SPE- SPE- SPE- SPE- SPE- SPE-
FFA6-1 | FFA6-2 | TAG6-1 | TAG6-2 | RO6-1 RO6-2

kapronova nd nd nd 1,29 nd nd
kaprylova nd nd 1,19 0,65 nd nd
kaprinova nd 0,03 2,57 1,45 nd nd
undekanova 0,04 0,06 0,06 0,04 0,05 0,05
laurova 0,08 0,15 3,36 1,80 0,10 0,06
tridekanova nd nd 0,15 0,08 nd nd
myristova 0,36 0,86 13,82 6,96 0,59 0,67
myristolejova nd 0,06 1,09 0,56 0,07 0,04
pentadekanovi nd 0,09 1,68 0,84 0,10 0,12
cis-10-pentadecenovd nd nd 0,41 0,21 nd nd
palmitova 1,57 3,46 44,62 22,18 3,74 4,49
palmitolejova 0,15 0,28 2,95 1,33 0,28 0,23
heptadekanova 0,05 0,06 1,05 0,52 0,11 0,12
cis-10-heptadecenovd nd nd 0,44 0,04 nd nd
stearova 0,78 1,78 14,63 7,57 1,70 1,92
elaidova nd 0,06 nd nd nd nd
olejova 3,94 10,15 39,95 20,43 5,51 3,87
linolelaidova nd nd 1,10 0,21 nd 0,09
linolova 3,64 5,89 9,95 6,35 2,91 0,72
gama-linolenova 0,17 0,54 0,51 0,10 nd nd
linolenova 2,78 8,89 1,73 0,75 1,69 0,12
arachova nd nd nd nd nd 0,07
cis-11-eicosenova nd 1,89 nd nd nd nd
arachidonova nd 0,63 nd 0,35 nd nd

4.6.4 Experiment ¢.4

Vyextrahovany tuk po odstranéni rozpouStédla na vakuové odparce byl nafedén
na koncentraci 50 mg'ml”" (vybrdno v piedchozim experimentu); extrakty byly oznaceny
RO7.

Po aktivaci kolonky bylo didvkované mnozZstvi extraktu sniZzeno na 500 pl (oznafeni SPE-
RO7-500) a na 100 pl (oznaceni SPE-RO7-100). V tomto piipad€ byl jiman vZdy pouze
zbytek po naddvkovédni vzorku, ktery byl ndsledné¢ odpaten, preveden do 1 ml hexanu,
zesterifikovén a analyzovan GC-FID.

Z chromatogramti SPE-RO7-500 a SPE-RO7-100 bylo opét zjisténo, Ze davkovany vzorek
neni zcela zachycen na kolonce a tudiz byl v dalSim kroku opét sniZen objem vzorku
davkovaného na kolonku.
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4.6.5 Experiment ¢.5

Prvni faze totoZznd jako v experimentu €. 4, extrakty byly oznaeny RO8 a RO9.

Po aktivaci kolonky bylo ddvkované mnoZstvi sniZeno na 5 pl (oznaceni 8-5 nebo 9-5) a 7 pl
(oznaCeni 8-7 a 9-7).

Vysledky po identifikaci a kvantifikaci jsou v tabulce ¢. 10. Davkovany vzorek byl jiz zcela
zachycen na kolonce a tudiZ nemusela byt provedena dal§i dprava ddvkovani. Déle bylo
v tomto pokusu zjiSténo, Ze lepSi vysledky (vyssi zisk MK) pfindsi ddvkovéni vzorku tuku
v mnozstvi 7 pl.

Proto jako optimalni feSeni bylo urCené fedéni extraktii tuku na koncentraci 50 mg'ml'1
a ddvkované mnozstvi 7 ul. Vtomto zvoleném piipadé byla u frakce obsahujici smés
monoacyl, diacyl a triacylglycerolli provedena orientacni tenkovrstva chromatografie, kterd

potvrdila zastoupeni téchto tif sloZek ve zminéné frakci. Vysledek je uveden na obr. €. 8.

Obr. ¢. 8. Potvrzent pritomnosti MAG, DAG, TAG v prvni frakci SPE
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Tab. ¢. 10. Obsah MK v jednotlivych frakcich ziskané metodou SPE vzorku RO8 a RO9 [mg- g'] tuku |

Nazev mastné Kyseliny SPE- SPE- SPE- SPE- SPE- SPE- SPE- SPE-
TAGS8_5 TAGS8_7 TAGY9_5 TAG9_7 FFAS8_5 FFAS8_7 FFA9 5 FFA9 7

kapronova 0,06 0,02 nd nd nd nd nd nd
kaprylova 0,02 0,01 0,16 0,07 0,04 0,03 0,03 nd
kaprinova 0,04 0,03 nd 0,02 0,03 0,02 nd 0,02
undekanova 0,08 0,04 0,03 0,05 0,07 0,03 0,03 0,07
laurova 0,21 0,08 0,05 0,10 0,09 0,05 0,07 0,05
tridekanova 0,03 nd nd nd nd nd nd Nd
myristova 0,95 0,36 0,32 0,63 0,52 0,36 0,63 0,18
myristolejova 0,06 nd nd 0,03 0,03 nd nd nd
pentadekanova 0,10 0,03 0,04 0,04 0,05 0,04 nd nd
cis-10-pentadecenova 0,08 0,03 nd nd nd nd nd nd
palmitova 4,75 1,17 1,23 2,96 2,99 1,57 2,42 0,50
palmitolejova 0,63 0,10 0,09 0,10 0,90 0,44 0,21 0,05
heptadekanova 0,08 0,09 nd 0,04 0,10 0,09 nd nd
stearova 1,77 0,55 0,49 1,41 1,25 0,67 0,99 0,25
elaidova 0,24 0,17 nd nd 0,09 nd nd nd
olejova 21,14 2,14 2,36 6,22 8,22 4,61 5,06 0,37
linolelaidova 0,65 nd nd nd nd nd nd nd
linolova 38,30 1,81 2,11 7,24 7,54 1,65 4,38 nd
gama-linolenova nd 0,08 nd 0,14 nd nd nd nd
linoleova 0,78 1,28 0,11 2,30 0,39 0,44 0,13 nd
arachova 0,08 nd nd nd 0,06 nd nd nd
arachidonova nd nd nd nd nd nd 0,11 nd
nervonova nd nd nd nd nd 0,14 nd nd
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Tab. ¢. 11. Obsah MK v 1. eluci ziskané metodou SPE vzorku Goudy [mg- g'] tuku]

('10?)

Nazev mastné kyseliny | SPE-TAG1 SPE-TAG2 SPE-TAG3
méselnd 451 +043 0,06 + 0,01 0,08 +0,01
kaprylovi 1,04 £0,19° 1,91 +037 1,60 +0,02°
kaprinové 2,62+026 0,05 + 0,01 4,56 +0,04"
undekanova 492+0,79" 0,17 +0,03 0,11 +0,00
laurovd 9,14 +0,32° 0,14 + 0,02 0,11 +0,01
myristové 0,58 +0,01 0,73 0,18 0,66 + 0,04
myristolejova 2,66 +0,48" nd nd
pentadekanova 0,10 £ 0,02 0,08 +0,02 8,48 + 0,28*
palmitova 3,81 +0,90 2,01 +0,66 1,27 £ 0,48
palmitolejova 5,09 +0,24" nd 6,74 0,27
heptadekanova 0,09 + 0,03 nd nd
stearovd 2,38 +0,01 0,56 + 0,22 0,78 +0,31
olejovi 6,63 + 0,82 1,35 + 0,43 1,27 0,01
linolova 0,07 +£0,01 nd nd
arachova 0,06 + 0,01 nd nd
heptadecenova 0,05 +0,01 nd nd

Tab. ¢. 12. Obsah MK v 2. eluci ziskané metodou SPE vzorku Goudy [mg- g'] tuku]

('10?)

Nazev mastné Kyseliny SPE-FFA1l SPE-FFA2 SPE-FFA3
kaprylova 1,19 0,46 0,02 £ 0,01 nd
kaprinova nd nd 0,02 + 0,00
undekanova 7,5+0,87 0,10 £ 0,01 0,06 + 0,01
laurova 0,04 £ 0,01 0,11 £0,03 0,8 £0,01
myristova 0,19 £ 0,05 0,84 +0,10 0,69 + 0,05
myristolejova nd 0,04 + 0,00 nd
pentadekanova nd 0,10 +£0,01 0,10 +£0,01
palmitova 0,43 +0,17 5,07 +£1,40 5,07 +1,21
palmitolejova 0,04 £ 0,01 0,82 +0,42 0,26 + 0,03
heptadekanova nd 0,09 +0,01 0,07 £ 0,01
stearova 0,13 £0,05 2,23 +0,64 1,95+ 0,35
olejova 0,42 +0,13 13,10+ 7,17 5,93 +041
linolova 0,32 +0,04 490+ 1,21 0,07 £ 0,00
arachova nd 0,11 +0,04 0,10 +0,1

4.7 Stanoveni opakovatelnosti metody

Opakovatelnost vyjadiuje t€snost shody mezi vysledky nezédvislych méfeni stejného analytu
provedenych stejnou metodou, stejnym pracovnikem, na stejném pfiistroji, na stejném misté,
za stejnych podminek v kratkém Casovém intervalu [26].
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Opakovatelnost metody byla ovéfena na vzorku syru typu Gouda. Stejny postup byl pouzit
na Sesti navazkach téhoz syru, vSechny vzorky byly podrobeny analyze za vySe uvedenych
optimalnich podminek.

Z namétenych dat byl vypocitin primér, smérodatna odchylka (SD) a relativni odchylka
(RSD), kterd je hlavnim ukazatelem opakovatelnosti. Vysledky jsou uvedené v Tabulce €. 13.

Hodnota relativni smérodatné odchylky podle doporuc¢eni [UPAC by méla byt do 10 % [27],
coZ nebylo splnéno u MK. Hodnota relativni smérodatné odchylky se pohybovala v rozmezi
8,41 a7 40,02 %. Vzhledem k neuspokojivym vysledkiim bude muset byt metoda SPE-GC-
FID dale optimalizovéna aby ji bylo moZno pouZivat pro opakovana stanoveni MK.

Tab. ¢. 13. Vysledky opakovatelnosti metody SPE na vzorku Goudy

volné mastné kyseliny

Nazev mastné kyseliny prumér SD RSD

[mg°g'1 tuku] [mg°g'1 tuku] [%]
kaprylova 0,025 0,004 15,59
undekanova 0,062 0,009 14,73
laurova 0,071 0,009 12,88
myristova 0,479 0,079 16,39
pentadekanova 0,050 0,019 40,02
palmitova 3,420 0,448 13,09
palmitolejova 0,050 0,008 15,91
heptadekanova 0,069 0,006 8,41
stearova 1,816 0,330 18,18
olejova 4,281 0,482 11,26
linolova 3,029 0,571 18,86
arachova 0,051 0,009 16,86

4.8 Aplikace na vybrané vzorky

Na z4vér byl optimalizovany postup (SPE-GC-FID) pouzit pro stanoveni obsahu volnych MK
syri typu Gouda a tavenych syrovych analogu (stejnych jako byly pouzity pfi optimalizaci
metody).

Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tabulce €. 14. a 15.

Porovnani volnych mastnych kyselin identifikovanych v obou typech syru je vyobrazeno
v grafu €. 3. a 4.
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Tab. ¢. 14. Obsah MK v jednotlivych frakcich vzorku analogu taveného syra [mg- g'] tuku]

Nazev mastné

. SPE-TAG SPE-FFA

kyseliny

kaprylova 0,04 + 0,03 nd
kaprinova 0,03 +£0,01 0,02 0,00
undekanova 0,05 +0,01 0,05 +0,03
laurova 0,09 £ 0,01 0,05 0,00
myristova 0,49 + 0,19 0,27 +£0,13
pentadekanovi 0,04 +0,01 nd
palmitova 2,07 £1,26 1,04 £0,75
palmitolejova 0,10 + 0,00 0,25 +£ 0,07
heptadekanova 0,07 +£0,04 nd
stearova 0,98 + 0,61 0,46 + 0,29
olejova 4,18 +2,88 2,46 + 0,99
linolova 4,53 +3,84 nd
gama-linolenova 0,11 +0,04 nd
linolenova 1,79 £ 0,72 nd
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Tab. ¢. 15. Obsah MK v

jednotlivych frakcich vzorku syru typu Gouda [mg- g'] tuku]

Nazev mastné

kyseliny SPE-TAG1 SPE-TAG2 SPE-TAG3 SPE-FFA1 SPE-FFA2 SPE-FFA3
maselna 4,51 +0,43 0,06 = 0,01 0,08 + 0,01 nd nd nd
kaprylova 1,04 +0,19° 1,91+0,37 1,60 +0,02° 1,19 + 0,46 0,02 + 0,01 nd
kaprinova 2,62 +0,26 0,05 +0,01 4,56 +0,04" nd nd 0,02 +0,00
undekanova 4,92 +0,79 0,17 £ 0,03 0,11 +0,00 7,5+0,87 0,10 £ 0,01 0,06 + 0,01
laurova 9,14 +0,32 0,14 £ 0,02 0,11 £0,01 0,04 +£0,01 0,11 £0,03 0,8 +0,01
myristova 0,58 +£ 0,01 0,73+0,18 0,66 + 0,04 0,19 £ 0,05 0,84 +0,10 0,69 + 0,05
myristolejova 2,66 +0,48" nd nd nd 0,04 + 0,00 nd
pentadekanova 0,10 £ 0,02 0,08 +0,02 8,48 + 0,28 nd 0,10 £ 0,01 0,10 £ 0,01
palmitova 3,81 +0,90 2,01 +£0,66 1,27 £0,48 0,43 +0,17 5,07+1,40 5,07 £1,21
palmitolejova 5,09 + 0,24 nd 6,74 0,27 0,04 +£0,01 0,82 +0,42 0,26 +£0,03
heptadekanova 0,09 +0,03 nd nd nd 0,09 +0,01 0,07 £0,01
stearova 2,38 +0,01 0,56 +£0,22 0,78 +0,31 0,13 +£0,05 2,23 +0,64 1,95 + 0,35
olejova 6,63 + 0,82 1,35+0,43 1,27 £ 0,01 0,42 +0,13 13,10 7,17 5,93+041
linolova 0,07 +£0,01 nd nd 0,32 +0,04 490+ 1,21 0,07 +£0,00
arachova 0,06 +0,01 nd nd nd 0,11 +0,04 0,10+0,1
heptadecenova 0,05 +0,01 nd nd nd nd nd
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Graf ¢. 3. Porovndni mnoZstvi ziskanych MK v 1. eluci SPE z analogu taveného syra a syru typu Gouda (SPE-TAGI, 2, 3)
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Graf ¢. 4. Porovndni mnoZstvi ziskanych MK v 2. eluci SPE z analogu taveného syra a syru typu Gouda (SPE-FFAI, 2, 3)
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo vybrat, optimalizovat a validovat metodu vhodnou
pro stanoveni volnych mastnych kyselin v syrové matrici. Jako modelové matrice byly
pouzity dva typy vzorki: taveny syrovy analog s piidavkem rybizového oleje a piirodni syr
typu Gouda, experimentalne€ vyrobené na Univerzité TomasSe Bati ve Zling.

Pro extrakci lipidGi ze vzorku syrd byla zvolena metoda dle CSN 0107, pro esterifikaci
mastnych kyselin byla pouZita metoda podle CSN EN ISO 5509 s pouZitim metanolového
roztoku hydroxidu draselného. Na stanoveni methylesteri mastnych kyselin byla pouzita
plynova chromatografie s FID detekci.

Na zéakladé provedené literarni reSerSe byly pro frakcionaci vyextrahovanych lipida a zisk
frakce volnych mastnych kyselin vyzkouSeny a porovniny dvé metody: chromatografie
na tenké vrstvé (TLC) a extrakce na pevné fazi (SPE). Po porovnani téchto dvou metod byla
jako vhodng&j§i vybrdna metoda SPE, protoZze je jednodussi, rychlejSi a poskytuje vysSsi
vytézky ziskanych mastnych kyselin.

Cely proces SPE-GC-FID byl ndsledn€ optimalizovdn, ptedev§im z hlediska mnoZstvi
davkovaného vzorku.

Byly aplikovdny kolonky obsahujici silikagel modifikovany aminoskupinami, pro jejich
aktivaci byl pouZzit hexan. Pro analyzu byly jimédny dvé frakce: prvni byla eluovdna smé&si
chloroformu a propanolu v poméru 2: 1 a obsahovala smés mono-, di- a triacylglycerolu.
SloZeni této frakce bylo ovéfeno pomoci tenkovrstvé chromatografie. Druhym elu¢nim
Cinidlem byl 2 % roztok kyseliny octové v diethyletheru, v této frakci byly obsaZeny volné
mastné kyseliny. V rdmci validace byla ovéfena opakovatelnost metody. Ostatni validaéni
parametry budou z ¢asovych divodu stanoveny v navazujicich pracich.

Metoda SPE-GC-FID byla na zavér aplikovdna na vzorky modelovych tavenych a pfirodnich

syra.
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Chromatogram standardii methylesterii mastnych kyselin
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Chromatogram methylesteru mastnych kyselin taveného analogu
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Ptiloha 3 Chromatogram methylesterit volnych mastnych kyselin taveného analogu
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70.0 g

5604

420+

[mValt)

2804

Chromatogram methylesterit mono-, di- a triacylglycerolii taveného analogu

14.04

myTistovd

£
Lkl
=

stearava

1 domrg

sl

palmitoolef ovd

heptadekanod

pentadekanod
pentade cenovd

?

linnolova

linol enosra

0.0
13.0

204

T
278

{mmin) 352

500

51



Ptiloha 5 Chromatogram methylesterit mastnych kyselin syru Gouda
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Ptiloha 6 Chromatogram methylesterit volnych mastnych kyselin syru Gouda
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Ptiloha 7 Chromatogram methylesterit mono-, di- a triacylglycerolit syru Gouda
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