Jiho&eska univerzita v Ceskych Budgjovicich

Zdravotné socialni fakulta

Stanoveni spektra mastnych kyselin ve vybranych

ztuzenych tucich

bakalai'ska prace
Autor prace: Kristina JaneSikova
Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi
Studijni obor: Zdravotni laborant (ZLP)
Vedouci prace: doc. Ing. Jiii Spicka, Csc.

Datum odevzdani prace: 13. 8. 2012



Abstrakt

Stanoveni spektra mastnych Kkyselin ve vybranych ztuzenych tucich

Cilem této prace je seznamit se s metodou stanoveni spektra mastnych kyselin ve
ztuzenych tucich pomoci plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie.

V teoretickd Casti jsou uvedeny informace o druzich lipidd, jejich slozeni,
vlastnostech mastnych kyselin zejména v olejich a ve ztuZzenych pokrmovych tucich
a o zakladnich metodach ztuzeni oleji. Tato Cast je zaméfena na metodu stanoveni
mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie s vyuzitim kvalitativni identifikace
pomoci hmotnostni spektrometrie.

Mastné kyseliny byly stanoveny v nékterych komercnich tucich (Albert, Ceres Soft,
Iva, Lando, Lira, Omega, Varoma).

Ve vSech tucich byla nejvice zastoupena kyselina palmitova (kyselina
hexadekanova), zaujimala 36-45,5%, dale byla hojné zastoupena kyselina olejova (cis-
oktadek-9-enova) z 32,2-39%. Posledni vice zastoupenou kyselinou je kyselina linolova
(cis, cis-oktadeka-9,12-dienova). Je zastoupena od 7,7% do 10,5%. Nizsi mnozstvi
kyseliny linolové obsahuje tuk Albert. Tato kyselina zaujima pouze 4,5%.

Zajimavy je obsah kyselin typickych pro mlécny tuk piezvykavcl, jednad se
o kyselinu kaprylovou (oktanova), kaprinovou (dekanovd) a laurovou (dodekanova),
a obsah trans-kyselin. Ztuzeny tuk Albert ma nejvyssi obsah trans-kyselin, ve vyrobku
zaujimaji tyto kyseliny 23,4%. Z tohoto vysledku je mozné usoudit, Ze tento vyrobek
ma pravdépodobné nizsi kvalitu, nez vyrobky ostatni. Obsah kyselin typickych pro
mlé¢ny tuk je v porovnani s ostatnimi tuky vyssi u tuku Lando a Iva. Vysledky timto
naznacuji, ze do téchto vyrobkl byl mlé¢ny tuk pfi vyrobe pravdépodobné pridan.

V tseku jednoho roku nebyly zaznamenany vyrazné zmény ve sloZeni vybranych
ztuzenych tuki, ale z dlouhodobého hlediska je patrnd vyrazna zména ve slozeni

u ztuzen¢ho tuku Ceres Soft a Omega, pfi cemz zasadni byl velky pokles trans-kyselin.



Abstract

Determination of the fatty acids composition in selected hardened fats

The aim of this work is to get oneself acquainted with the method of spectrum
evaluation of fatty acids in hardened fats by means of gas chromatography and mass
spectrometry.

The theoretical part deals with information concerning the types of lipids, their
compositions, properties of fatty acids especially in oils and hardened cooking fats and
with basic information regarding the methods of oil hardening. This part is concentrated
on the evaluation method of fatty acids by means of gas chromatography with the use of
gualitative using the mass spectrometry.

The fatty acids were evaluated in some commercially available fats (Albert, Ceres
Soft, Iva, Lando, Lira, Omega, Varoma).

Palmitic acid (hexadecane acid) was represented in the highest proportion in all
fats, it was 36-45.5%, frequently represented was also oleic acid (cis-octadec-9-ane)
with its 32.2-39%. The last of the more frequently represented acids is the linoleic acid
(cis, cis-octadeca-9.12-diene) with its 7.7% to 10.5%. A lower amount of the linoleic
acid is contained in the Albert fat, where it is represented with 4.5% only.

Interesting is the content of acids being typical for milk fat of ruminants, it includes
the caprylic acid (octane), capric acid (decane) and lauric acid (dodecane) and the
content of frans-acids. The hardened Albert fat has the highest content of trans-acids,
they occupy 23.4% of the product. On the base of this result it can be deducted that this
product has probably a lower quality than other ones. In comparison with other fats, the
content of acid typical for milk fakt is higher in the Lando and Iva fats. This results
indicate the milk fat was probably added in these products during the production.

In the time period of one year no considerable changes in the composition of
selected hardened fats were registered, however, from the long termed point-of-view,
there is an evident marked alternation in the composition of the Ceres Soft and Omega

hardened fats being accompanied with a basic decrease of trans-acids.
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Uvod

V dnesni dobé se casto setkdvame s nahrazovanim kvalitnich surovin surovinami
levnéjSimi a mén¢ kvalitnimi. V literatufe a na internetu se hovoii o dilezitosti
nasycenych a nenasycenych kyselin v potrave, ale byva opomijena prakticka ¢ast — tedy
obsah jednotlivych mastnych kyselin v potravinach dostupnych pro obycejného
¢lovéka. Z tohoto diivodu bylo vybrano pravé toto téma, protoZze o poméru mastnych
kyselin ve ztuzenych tucich se toho dozvidame jen velmi malo, ackoliv prave tyto tuky
objevime témét v kazdé kuchyni.

Cilem prace je sezndmeni se s metodou stanoveni mastnych kyselin pomoci
plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie.

V teoretické Casti budou uvedeny informace o druzich lipidi, o slozeni
a vlastnostech mastnych kyselin zeyména v olejich a ve ztuzenych pokrmovych tucich
a o zékladnich metodach ztuzeni oleji. Dale je tato ¢ast zaméfena na metodu stanoveni
mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie s vyuzitim kvalitativni identifikace
pomoci hmotnostni spektrometrie.

V praktické ¢asti je stanoveno spektrum mastnych kyselin v nékterych komerénich
tucich. Z vysledkii bude usouzeno, zda-li doslo ke zméné slozeni vyrobkti béhem

jednoho roku. Dale budou u nékterych tukii porovnany vysledky soucasné analyzy

a vysledky z analyzy z 90. let.



1 Soucasny stav

1.1 Lipidy

Lipidy jsou pfirodni organické slouceniny rostlinného i zivocisné¢ho plvodu.
Z chemického hlediska se nejcastéji jedna o estery alkoholl a vy$sich mastnych kyselin,
ale vazba miize byt i1 jind nez esterova (napf. u sfingolipidl je acyl mastné kyseliny
vazany amidov€). Jsou to vétSinou hydrofobni latky, jsou rozpustné v nepolarnich
organickych rozpoustédlech a nerozpustné ve vodé (polarni rozpoustédlo), ale jsou
znamy i vyjimky.

Lipidy jsou stavebnimi latkami bunéénych membran, zdrojem energie, vytvareji
prostiedi pro vstfebavani nékterych latek (napf. vitaminy rozpustné v tucich), tvoii

. . . W 4 r ) 1
tepelnou izolaci a mechanickou ochranu nékterych organt .

1.1.1 Homolipidy

Homolipidy se skladaji pouze z mastnych kyselin navazanych na alkoholy.
Rozdélujeme je zasadné podle struktury vazaného alkoholu, kterym je ve vétSing
piirodnich lipidech glycerol, méné Castéji se objevuji ethery glycerolu nebo hemiacetaly
vyssich alifatickych aldehydu, glykoly, vyssi jednosytné alifatické alkoholy, alifatické
a alicyklické terpenoidni slou¢eniny (napft. xanthofyly) nebo rtizné steroidni slouceniny.

Homolipidy tvoii hydrofébni vrstvu na povrchu organismi — napt. u zivocichii na
pokozce, vlasech, srsti ¢i pefi, u rostlin se vyskytuji na povrchovych vrstvach listi,
plodl a dalSich nadzemnich ¢astech. Zabranuji ztrat¢ vody odpafovanim (transpiraci).
Dale mohou mit lipidy funkci energetické rezervy ulozené v tukové tkani Zivocicht

nebo olejnatych plodech rostlin .

1.1.1.1  Estery glycerolu
Tyto estery patii mezi potravindisky nejvyznamnégjsi lipidy. Tradi¢né byvaji
oznacovany podle jejich skupenstvi jako tuky nebo oleje, nicméné oznaceni ,,tuky* by

spravné mély nést pouze piirodni produkty obsahujici pfevdzné triacylglyceroly (tuhé



pii teploté okoli) a nemély by tak byt nazyvany individudlni slou€eniny. Stéale ale
nemame vhodné nahradni terminy @.

Tuky, které jsou kapalné za pokojové teploty, nazyvame oleje. Oleje se deli podle
jejich chovani na vzduchu po natieni v tenkém filmu na oleje nevysychavé (napf.
olejovy, kokosovy, palmovy), polovysychavé (napt. slunecnicovy, sdjovy, bavinikovy)

a vysychavé (napf. perillovy, Inény). Mezi skupinami nejsou presné hranice ®.

1.1.2 Heterolipidy

Tento typ lipidii obsahuje nejen vdzané mastné kyseliny a alkoholy, ale 1 dalsi
slozky, podle kterych je dale rozdélujeme na fosfolipidy, glykolipidy a sulfolipidy.

Skupina fosfolipida je nejvyznamnéjsi skupinou heterolipidi. Tyto lipidy obsahuji
esteroveé vazanou kyselinu fosfore¢nou. Jsou nezbytnou slozkou témét vSech organismi,
jsou soucasti bunéénych a vnitrobunéénych membran. Velky vyznam maji v nervovych
tkanich, predev§im v mozku.

Glykolipidy obsahuji ve své struktufe navazané cukry. Mohou mit také navazany
glycerol, pak se nazyvaji glyceroglykolipidy, obsahuji-li sfingosin nebo jeho ptibuzné
slouceniny, hovofime o sfingoglykolipidech. Glykolipidy vétSinou doprovazeji
fosfolipidy a jsou soucasti bunécnych struktur.

Sulfolipidy obsahuji vazanou kyselinu sirovou .

1.1.2.1  Lipoproteiny

lipidy. Skladaji se z bilkovin a lipida, pficemz lipidy tvoii nejcastéji jadro
makromolekuly a hydratované proteiny tvofi jeji obal. Z tohoto diivodu se lipoproteiny

rozpoustéji nebo alespoti disperguji ve vodé a slouzi k transportu lipidi @.



1.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou podstatnou a nejvyznamnéjsi slozkou vSech lipidi. Ty, které
jsou vazané v prirodnich lipidech, se od sebe lisi délkou a charakterem uhlikového
fetézce (napf. alkinové kyseliny, rozvétvené kyseliny, cyklické kyseliny = struktura
fetézce), stupném nenasycenosti (nasycené a nenasycené kyseliny) a nékdy také podle
navazanych substituentll (mohou obsahovat napi. hydroxyskupinu, kyanoskupinu, atom
chloru, furanovy kruh). Uhlikovy fetézec miZze obsahovat jednu nebo i1 vice
karboxylovych skupin. Podle poctu karboxylovych skupin rozliSujeme kyseliny na
jednosytné, dvousytné a vicesytné. V lipidech vSak nejcastéji nalezneme kyseliny
jednokarboxylové.

Pro jejich pojmenovani se pouzivaji systematické nazvy (odvozené od uhlovodiki),
ale v praxi se Cast€ji pouzivaji ndzvy trivialni. V literatufe se mizeme setkat i se
zkracenymi zapisy, napi. ve formé¢ C N:M, kde N je pocet atomti uhlikii v molekule

a M je pocet dvojnych vazeb ¥,

1.2.1 Nasycené mastné kyseliny

Nasycené mastné kyseliny, n€kdy také nazyvané saturované kyseliny, jsou béZnou
slozkou pfirodnich lipidi. Obvykle mivaji sudy pocet atomti uhliku, rovny
a nerozvétveny uhlikovy fetézec. Uhlikovy fetézec se sklada ze 4 az 26-ti atomt uhliki.

Mastné kyseliny se sudym poctem atomi uhliku jsou Casto doprovazeny malym
mnozstvim mastnych kyselin s lichym poctem atomii uhlikli (nejcastéji kyselina
pentadecylova (pentadekanovd) a margarova (heptadekanova), méné castéji kyselina
valerova (pentanova), enanthova (heptanova), pelargonova (nonanova) a dalsi kyseliny).
Mastné kyseliny s lichym poctem atomu uhliku se vyskytuji stopove v rtiznych lipidech
(napft. v tuku piezvykavct).

Mezi nejrozsifenéjs$i mastné kyseliny se sudym poctem atomu uhliku patii kyselina
palmitova (hexadekanova), kterd se vyskytuje prakticky ve vSech zivoc¢iSnych
a rostlinnych lipidech, a to v triacylglycerolech a fosfolipidech. Déle je Castd kyselina

stearova (oktadekanova).



Niz§i mastné kyseliny (10-14 atomid uhliku), zvIast¢ kyselina laurova
(dodekanova), jsou hlavni slozkou tuku palmovych semen, kyseliny se Sesti az deseti
atomy uhliku jsou z velké Casti zastoupeny v mléénych tucich. Vyssi kyseliny (22-36

atomt uhliku) se vyskytuji ve voscich ®?.

1.2.2 Nenasycené mastné kyseliny

Nenasycené mastné kyseliny, nazyvané téZ nesaturované mastné kyseliny, jsou
vazan¢ v jedlych tucich a jinych lipidech potravin a mohou obsahovat jednu
(monoenové¢ kyseliny) nebo 1 nékolik dvojnych vazeb (polyenové kyseliny).

Obsah nenasycenych mastnych kyselin v pfirodnich lipidovych materidlech,
napi. v tucich a olejich, se pohybuje ve velmi Sirokém rozmezi, od vice nez 90%
(fepkovy olej) vSech mastnych kyselin po méné¢ nez 10% (kokosovy tuk).

Obsah nenasycenych mastnych kyselin v tucich Zivocichli se pohybuje obvykle
mezi 50-70%.

Jedinou vyjimkou jsou rybi oleje, protoze obsahuji ve vySSim mnozstvi mastné
kyseliny s 20-ti aZz 22-ti atomy uhliku a se 4 aZz 6-ti dvojnymi vazbami. Tuk
sladkovodnich ryb obsahuje mén¢ téchto kyselin nez tuk ryb moiskych.

V rostlinach je ve srovnani se zivoCichy daleko vétSi pestrost ve sloZeni

nenasycenych kyselin *?.

1.2.2.1  Monoenové kyseliny (nenasycené kyseliny s jednou
dvojnou vazbou)

Nenasycené kyseliny s jednou dvojnou vazbou se navzdjem li§i poctem atomil
uhliku, polohou dvojné vazby a jeji prostorovou konfiguraci. V ptirodnich lipidech ma
dvojné vazba vyhradné¢ konfiguraci cis nebo také Z, vazba trans neboli E se vyskytuje
mnohem méng.

Nejcastéjs$i monoenovou kyselinou je kyselina olejova (cis-oktadec-9-enova), kterd

v

je ve vetsin€ lipidi nejhojnéjsi mastnou kyselinou a v dalSich lipidech se vyskytuje



alespon v mens$im mnozstvi. Dale je pomérné¢ cCastd kyselina palmitolejova (cis-
hexadec-9-enova), ktera je obsazena predevsim v zivo€iSnych tucich.

V mlééném tuku se vyskytuje napi. kyselina kaprolejova (cis-dodec-9-ovad),
palmitolejova (cis-hexadec-9-enova) a vakcenova (trans-oktadec-11-enova).

Rybi a velrybi tuky obsahuji vét§i mnozstvi kyseliny myristolejové (cis-tetradec-9-
ov¢), palmitolejové (cis-hexadec-9-enové) a selacholejové (cis-tetrakos-15-enoveé).

Dalsi monoenové kyseliny se vyskytuji v semenech a v oplodi rostlin. Z téchto ¢asti
rostlin se dale vyrabéji tuky nebo oleje (napt. kokosovy tuk, palmovy tuk, slunecnicovy
olej, fepkovy olej a dalsi).

Monoenové kyseliny s vazbou trans jsou v ptirodé pomérné vzacné, setkdvame se
s nimi napf. v depotnim i mlééném tuku piezvykavct, v hydrogenovanych tucich. Mezi
nejznaméjSi  trans-Kyseliny patii elaidonova kyselina (trans-oktadecen-9-ova),
stereoisomer olejové (cis-oktadec-9-enové) kyseliny, a vakcenovd kyselina (trans-

, J S J - v r r 2,3
oktadec-11-enova) z mlééného tuku. Nachézi se i v mateiském mléce @ ?.

1.2.3 Polyenové kyseliny (nenasycené kyseliny se dvéma a vice
dvojnymi vazbami)

Mastné kyseliny se dvéma izolovanymi dvojnymi vazbami (dienové) jsou velice
dalezit¢ ve vyzivé. Konjugované polyenové kyseliny se vyskytuji v tucich, a to jen
stopov€ (napf. v tucich ptfezvykavci, v hydrogenovanych tucich nebo ve Zluklych
olejich).

Mezi polyenovymi kyselinami zaujima zvlastni postaveni skupina tzv. esencialnich
mastnych kyseliny, kterd je charakteristickd tim, Ze obsahuje na ve svém fetézci dvé
dvojné vazby v poloze cis na Sestém a tietim uhliku od methylového konce fetézce.

Kyseliny s dvojnou vazbou v poloze cis na Sestém uhliku se také nazyvaji n-6
kyseliny nebo w-6 kyseliny. Kyseliny s dvojnou vazbou v poloze cis na tfetim uhliku
muzeme nalézt i pod nazvem n-3 kyseliny nebo -3 kyseliny.

Kromé uvedenych dvou dvojnych vazeb mohou byt v molekule esencialni mastné
kyseliny jest¢ dalsi dvojné vazby. Pokud se nalézaji mezi zminénou dvojici

nenasycenych vazeb a karboxylem, biologicka ucinnost se neméni nebo se jest¢ zvysi,



nalézaji se vSak smérem ke koncovému methylu, biologicka ti¢innost je zna¢n¢ snizena.
Zménou konfigurace dvojnych vazeb z cis na trans se biologicka ucinnost zcela zrusi.

Nejvyznamnéjsi esencidlni a polyenovou mastnou kyselinou pro clovéka je
kyselina linolova (cis, cis-oktadeka-9,12-dienovad), kterd se v organismu pfemenuje na
kyselinu arachidonovou (all-cis-eikosa-5,8,11,14-tetraenova), ktera je pro metabolismus
vyskytuje hojné¢ v rostlinnych olejich, zvlast€¢ ve slune¢nicovém, sdjovém
a podzemnicovém, v mensim mnozstvim ji nalezneme v zivociSnych tucich. Tato
kyselina ptedstavuje asi 90% esencialnich mastnych kyselin v dieté.

Linolenova kyselina (all-cis-oktadeka-9,12,15-trienova) casto doprovazi kyselinu
linolovou v rostlinnych lipidech, ale byva pfitomna ve zna¢n¢ niZ§im mnozstvi.

Rada polyenovych mastnych kyseliny s 20-22-ti atomy uhliku a 2-6-ti dvojnymi

vazbami se naléza v lipidech ryb a jinych motskych Zivogicha .

1.3 Dalsi mastné kyseliny
Déle se mizeme setkat s mastnymi kyselinami obsahujici hydroxyskupinu,
ketoskupinu, epoxidovou skupinu, kyanovou skupinu, jeden nebo dva atomy chloru

v molekule, s mastnymi kyselinami odvozenych od oxiranu a od furanu ®.

1.4 Mastné kyseliny a zdravi ¢lovéka

Tuky, které bychom méli pfijimat potravou, by meély obsahovat nasycené,
monoenove a polyenové mastné kyseliny v poméru asi 1:2:1. Nasycené kyseliny mayji
zaujimat meéné jak 10% celkového denniho pfijmu energie, polyenové kyseliny
s dvojnou vazbou na Sestém uhliku by se mély pohybovat v rozmezi 4-8% (primér je
kolem 5%) a kyseliny s dvojnou vazbou na tietim uhliku by mély kryt cca 1%
celkového denniho piijmu energie.

Neékteré nenasycené mastné kyseliny maji zna¢nou ucinnost v prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni — napf. eikosapentaecnova kyselina (EPA)

a dokosahexaenova kyselina (DHA).



Neékteré kyseliny, napi. hydroxykyseliny, trans-nenasycené kyseliny, kyseliny
s dlouhym uhlovodikovym fetézcem, se Spatné metabolizuji a jsou urcitou zatézi pro
organismus, pokud se ve stravé vyskytuji ve vétSim mnozstvi.

Trans-nenasycené mastné kyseliny nepiiznivé ovliviiuji pomér LDL (lipoproteiny
o nizké hustoté, ,,Spatny cholesterol®) a HDL (lipoproteiny o vysoké hustoté, ,,hodny
cholesterol”) v krevnim séru, vytlacuji a navazuji se na misto nasycenych kyselin ve
fosfolipidech v membranach nervové tkané. Proto by mély kryt méné jak 2% celkového

ptijmu energie pochazejiciho z lipida *? .

1.4.1 Esencidalni mastné kyseliny
Lipidy jsou jedinym zdrojem esencialnich mastnych kyselin. Denni potieba u déti
a mladistvych je mezi 4 az 10 g, u dospélych je potieba o néco nizs§i. Nedostatek
esencialnich mastnych kyselin se projevi az po del§i dob¢, nejndpadnéji se projevi
poruchami pokozky.
Esencidlni mastné kyseliny maji v organismu vice uloh. Jsou prekurzory biologicky
aktivnich latek nazyvanych eikosaniody, modulacni slozky biologickych membran

(ovliviiuji jejich fluiditu a flexibilitu) *?.

1.5 Ziskavani tuki pro tukovy primysl

V soucasnosti se tuky a oleje ziskavaji lisovanim (mechanickym odd¢leni za pouziti
tlaku) a extrakei do organického rozpoustédla (napt. do hexanu). Tyto pochody slouzi
k oddéleni mechanickych necistot.

Nasledné vchazi oba oleje do procesu rafinace, kdy se odstranuji hlavni doprovodné
latky triacylglyceroli.

Prvnim rafina¢nim krokem je odstranéni nepolarnich latek (tzv. odslizeni).
Vedlejsim produktem jsou fosfolipidy.

Druhy rafinaéni krok ptfedstavuje odkyselovani, coz je chemicky postup

odstraniovani volnych mastnych kyselin. Nejpouzivanéjsi je alkalicka rafinace, kterd je

zalozena na neutralizaci volnych mastnych kyselin vodnym roztokem hydroxidu



sodného. Vznikld mydla jsou pfevadény do vodni faze a dale zpracovavany. Timto
procesem ziskavame odkyseleny olej a tzv. mydlovy kal, ktery se déale zpracovava na
technické ucely.

Dalsim krokem rafinace je odstranéni pfirodnich barviv. Jednd se predevsim
o karotenoidni a feofytinova barviva. Tyto barviva se odstraiiuji bélenim neboli
adsorbci (chemisorbei). U obtizné bélitelnych olejii je pfidavano aktivni uhli. Olej se
dale filtruje v uzavienych automaticky pracujicich filtrech.

Po téchto tfech krocich jsou ziskany tzv. polorafinované oleje, které se jiz mohou
pfimo pouZit pro ztuzovani.

Poslednim rafinaénim stupném je dezodorace. Dezodorace je destilace s vodni
parou pii urcité teploté a tlaku. Timto procesem odstraiiujeme nezadouci pachy a chuté
zpusobené napi. aldehydy, ketony nebo alkoholy, volné mastné kyseliny, dale
dezodorace odstraniuje steroly a tokoferoly, ale jejich odstranéni je nezaddouci, jelikoz se
snizuje nutricni hodnota oleje i jeho oxidac¢ni stabilita.

Protoze dochazi k naruSeni piivodni oxidacni stability, pfidava se urCité mnozstvi
kyseliny citronové k izolaci zeleza a dalSich kovl od zbytku smési. Kovy maji
katalyticky vliv na autooxidaéni reakce.

Do rafinovaného oleje se mohou také piidavat vitaminy, napt. vitamin A a vitamin

E, vétsinou se pouzivaji syntetické derivaty ©.

1.6 Vyroba ztuZenych tuku

Mezi zédkladni procesy pii vyrobé ztuzenych tukli patii ztuzovani neboli
hydrogenace, interesterifikace a frakcionace.

Hydrogenace je nejrozsifencjSi technologie, pii které dochdzi k caste€nému
nasyceni dvojnych vazeb vodikem za pfitomnosti hydrogenac¢niho katalyzatoru, ktery
byva na bazi niklu. Vedle nasycovani dvojnych vazeb dochéazi soucasné ke geometrické
izomeraci dvojny vazeb z polohy cis do energeticky vyhodnéjsi polohy trans. Dochazi
ke hromadéni mastnych kyselin, které obsahuji jednu dvojnou vazbu s ptevazujici

konfiguraci trans. Trans- izomery mastnych kyselin zvySuji bod tani smési.



Hydrogenace nebo Caste¢na hydrogenace byla hojné€ pouzivana az do zacatku 90.
let, kdy byla kviili vysokému obsahu #rans-izomerti mastnych kyselin nahrazena nov¢jsi
technologii interesterifikace.

Interesterifikace nebo také preesterifikace je moderni proces, pfi kterém dochazi ke
zmeéné polohy acylu v molekule triacylglycerolu nebo k jeho vyméné mezi dvéma
molekulami triacylglyceroli. Oba pochody probihaji vzdy soubé&Zné, vétSinou do
dosaZeni rovnovahy (randomizace). Interesterifikace se provadi mezi olejem a Uplné
hydrogenovanym olejem. Tato reakce byva alkalicky katalyzovana. NejcastéjSim
katalyzatorem byva metoxid sodny nebo piimo elementarni sodik, ptipadné smés sodiku
s draslikem. Rovnovaha v reakci nastane pii teplotach kolem 100°C béhem nékolika
minut. Smés tukll by méla obsahovat minimum volnych mastnych kyselin, vody
a dalsich latek, které rozkladaji alkalicky katalyzator. Cilem této reakce je také vyroba
tuku s hrubou charakterizaci konzistence podle bodu tani (30-40°C), jedna se o tzv.
strukturni tuk. Ukolem interesterifikace je vylou¢eni trans-izomer z produkti.

Frakcionace je dalSim zplsobem, jakym miZeme ziskat smés triacylglycerolt
o odpovidajici konzistenci jako v ptfedchozich dvou piipadech. Pro ten to typ ale
potfebujeme vhodné smési, kterymi mohou byt smési ziskané pii interesterifikaci,
pfipadné pii hydrogenaci (frakcionace v tomto piipadé tyto procesy dopliuje) nebo
pfirodni smési triacylglyceroli (palmovy olej, jiné tuky z palem, Zivo€i$né tuky).

Frakcionace je proces déleni smési triacylglycerolli podle bodu tani na jednotlivé
slozky za urcité teploty (pro piipad krystalizace v tavenin€) nebo podle rozpustnosti
jednotlivych slozek ve vhodném rozpoustédle (mastné kyseliny s dvojnymi vazbami

maji vétsi rozpustnost) .

1.7 Stanoveni mastnych kyselin
V dnesni dobé dochazi pii vyrobé ztuzenych tukii k nahrazovani kvalitnich tukt
tuky mén¢ kvalitnimi a levné&jSimi.
Pro detekci mastnych kyselin se pouzivaji rizné separaéni techniky, z nichZ ma

ptedevsim plynova chromatografie (GC) pro toto stanoveni mnoho vyhod.



Pomoci plynové chromatografie mizeme ziskat za relativné kratky ¢as komplexni
kvantitativni analyzu mastnych kyselin ve vzorku.

Pro analyzu tukii se pouziva i HPLC (vysokotlaké kapalinova chromatografie). Ale
jeji nevyhodou je kratkd kolona a s tim souvisejici nedostate¢né déleni. HPLC se

vro 1w 7 y y s * 10 12,13,14,15,2
pouzivé predeviim k analyze celych molekul lipida %% 1> %1% 1529),

1.7.1 Princip

Chromatografie je zavisla na déleni mezi dvéma fazemi. Prvni faze je pohybliva,
muze ji byt plyn nebo kapalina a je bez ohledu na skupenstvi oznacovéna jako faze
mobilni. Druhd fdze je nepohybliva, neboli staciondrni, mize mit rozdilnou formu.
Stacionarni faze se u GSC (Gas — Solid - Chromatography) nazyva sorbentem.

Chromatografie se nejCastéji déli podle povahy mobilni faze na plynovou
a kapalinovou.

Pti plynové chromatografii jsou v plynném stavu jak mobilni faze, tak separované
slozky. Pti analyze kapalnych vzorkl je tfeba takova teplota, aby byly molekuly
délenych slozek v podobé par.

Stacionarni faze se nachazi v kolong. Kolonou postupuje urcitou rychlosti mobilni
faze. Po styku stacionarni faze s analyty dochéazi k vzdjemnym interakcim.

Kolona ma pfi analyze urcitou teplotu. Na zaklad¢ této teploty mizeme provadet
analyzu izotermalni (po celou analyzu je nastavena stejnd teplota) nebo analyzu

s teplotnim gradientem (v pribéhu analyzy se miize teplota ménit).

1.7.2 Plynovy chromatograf
Plynovy chromatograf je sestaven ze Ctyf zdkladnich ¢asti. Z injektoru, kolony
a detektoru a regulatorti pratoku plynu.
Vzorek je vpraven do injektoru, kde dojde k jeho pievedeni do plynné faze.
V koloné dochazi k interakci smési analytii se stacionarni fazi a tim k separaci
jednotlivych slozek - k rozdé€leni analytli. Detektorem protékd mobilni faze obsahujici

analyt. Detektor reaguje na zménu sloZeni a Casovy pribéh ziskaného signélu tvori



chromatogram. Vysledkem procesu je elu¢ni kiivka (pik). Velikost signalu zavisi na

koncentraci a druhu slozek, které jsou obsazeny v mobilni fazi ©'*'®),

1.7.2.1  Chromatografické kolony
Pro ucely plynové chromatografie jsou pouzivany dva zakladni typy kolon. Jedna

SR B r s1z....7 (18,19,20,21
se o kolony néapliiové a kapilarni ‘> ' ***",

1.7.2.1.1 Napliiové kolony
Néplinové kolony byly prvni pouzivané kolony. Tyto kolony byly po mnoho let
vyrabény z nerezavejici oceli, ale jejich problémem jsou mozné reakce na stén¢ kolony.
Dalsimi materidly, ze kterych se kolony vyrabély, patii hlinik, nikl a méd’.
Nejcastéji jsou kolony vyrabény ze skla, jsou inertni a mizeme sndze pozorovat
naplnéni kolony. Nevyhodou téchto kolon je jejich kiehkost.
Délka napliiovych kolon mtze byt i 5 metr s vnitinim primérem 2-6 milimetra.
Tento typ kolon ma vyssi kapacitu nez kapilarni kolony, ale jejich délici ucinnost je

- vy (18,19,20,21)
nizsi .

1.7.2.1.2 Kapilarni kolony

Kapilarni kolony se vyrab¢ji sklenéné, kiemenné nebo ve formé kovové trubice,
které vyuzivaji své vnitini stény jako nosice stacionarni faze (SCOT, WCOT a PLOT ).
Kapilarni kolony z kifemenného skla byvaji kvili pevnosti potazené vrstvickou
polyimidu, ktery zpiisobuje hnédé zabarveni kolony.

SCOT (Support-coated open tubular) jsou Uzké trubice obsahujici jemnou,
praskovitou, pevnou vrstvicku nosice se zakotvenou kapalinou fazi (1-5mp).

WCOT (Wall-coated open tubular) jsou uzké trubice vyrobené ze skla nebo
z kifemenného skla. Vnitini stény trubice jsou potazeny kapalnou fazi (0,01-1mp).
Pouzivaji se nejcastéji.

PLOT (Porous-layer open tubular) jsou kolony, kde je vrstvicka pevného sorbentu

na vnitini stén¢ (10mp).
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Tento typ kolon ma vysokou d¢lici i€innost, ale mensi kapacitu.
Tyto kolony mivaji délku od 15 do 100 metrd (az i 1000 metri) s vrstvou
stacionarni faze 0,01 — 10 pm. Kolony se vyrab&ji s riznym vnitfnim primérem

v desetinach mm, nej¢astéji 0,25 mm nebo 0,32 mm (18,19,20,21)

1.7.2.2  Staciondrni faze pro GLC

Kapalinové faze pouzivané v plynové chromatografii jsou hlavnim faktorem
determinujicim dosaZeni pfirozené separace zkoumaného vzorku. Pro rizné typy latek
se pouzivaji rizné typy stacionarnich fazi.

Kapalinové faze se rozd€luji do ¢tyf skupin podle jejich polarity — s nejvyssi
polaritou, s vysokou polaritou, se stfedni polaritou a s nizkou polaritou.

Pro stanoveni mastnych kyselin se nejcastéji pouzivaji kolony se stfedni az vysokou
polaritou. Tyto faze jsou vyborné pro separaci nenasycenych mastnych kyselin s vice
dvojnymi vazbami a maji velky vyznam pii separaci cis a trans izomerl. Faze s nizkou
polaritou maji rozdéleni cis a trans izomerl o poznani horsi.

Pro stanoveni mastnych kyselin se pouZivaji faze polyethylenglykolové, napf.
Carbowax 25-M (20) nebo také Omegawax (rozd€luje mastné kyseliny podle polohy
dvojnych vazeb, ale horsi rozdé€leni je u cis a trans izomert). Dal§imi fazemi jsou
polérni silikonové faze (napt. Select FAME - kapalné faze pfimo urcend pro stanoveni

mastnych kyselin) a kyanidové faze (napi. SP-2380, SP-2560) “*.

1.7.2.3  Mobilni faze — nosny plyn (pro GLC)
Na zéklad¢ toho, jaky typ detektoru je pouzit, volime vhodny nosny plyn, ktery
muze ovlivnit u¢innost déleni.
Vodik ma nezaménitelné vyhody pii pouziti ve WCOT kolonach pro délici
schopnost. Ale pfi jeho pouziti je tfeba dbat na zvySenou opatrnost, je zde riziko

exploze, kterou miize zpusobit napft. elektricky vyboj.

Vewr
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V napliovych 1 v kapilarnich kolonach podava dobré vysledky dusik a hlavné
helium, které se pouziva predevsim pfi spolupraci plynové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii.

Argon je vyhodny pfi analyze citlivych slozek, ale je finan¢né ndkladny.

Pro vSechny nosné plyny ale plati pravidlo, Ze nesmi obsahovat kyslik a ani vodu.

Obsah t&chto latek ma vliv na senzitivitu a Zivotnost kolony **.

1.7.2.4  Detektory

Detektor je urCen k zachyceni rozdilu ve slozeni samotného nosného plynu
a nosného plynu obsahujiciho eluovanou slozku na vystupu z kolony chromatografu.
V nékterych piipadech pii pouziti kapildrnich kolon prochazi detektorem i piidavné
mnozstvi nosného plynu, tzv. make-up. Zakladem Uspésné detekce je spravné rozdeleni
analyzované latky na kolong¢.

Pro detektor je dilezité, aby byl vysoce citlivy a dostate¢né rychle reagoval na
zménu slozeni prochézejiciho eluentu.

Mezi nejznaméjsi detektory patii tepelné vodivostni detektor (katarometr — TCD)
a ionizac¢ni detektory, mezi které patfi plameno-ionizacni detektor (FID), termoionizacni
detektory se soli alkalického kovu (AFID), plamenofotometricky detektor (FPD),
detektor elektronového zachytu (ECD) a heliovy detektor (HeD).

Pro stanoveni mastnych kyselin je provadéno plynovou chromatografii se pouziva

jako detektor nejéast&ji plameno-ioniza¢ni detektor '**”.

1.7.2.4.1 Plamenové ionizacni detektor - FID (flame ionization
detector)

Jedna se o univerzalni detektor pro detekci organickych slouc¢enin. M4 jednoduchou
konstrukci a obsluhu, je vysoce spolehlivy i po dlouhém pouzivéani. Slouzi pro
kvantitativni analyzu, tzn. pomoci detektoru uréujeme mnozstvi (kvantitu) jednotlivych
latek ve vzorku. Dalsi jeho vyhodou je, Ze ma stejnou odezvu mastnych kyselin bez

ohledu na délku fetézce, takZe neni tieba kalibrovat vSechny kyseliny.
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Mez detekce tohoto typu detektoru je teoreticky az 10" mold a linearni dynamicky
rozsah je az 10’. Detektor je malo citlivy pro vzacné plyny, vodik, dusik, kyslik, chlor,
amoniak, sulfan, vodu, oxid uhli¢ity a sirouhlik.

Molekuly analytu (organické slouceniny) jsou spalovany v kysliko-vodikovém
plamenu. Tak vznikaji ionty, které zvySuji vodivost plamene. Vznikajici elektricky

proud je detekovan mezi dvéma elektrodami " *.

1.7.3 Priprava vzorku pro chromatografickou analyzu

Aby mohla probéhnout analyza mastnych kyselin plynovou chromatogratfii, je tteba
pfevést mastné kyseliny na tékavé latky odstranénim vodikovych vazeb. Tékavymi
latkami mohou byt naptiklad methylestery mastnych kyselin. Tomuto procesu se také
fiké4 derivatizace nebo esterifikace.

Stanoveni sloZeni mastnych kyselin se provadi v nckolika krocich. Nejprve se
lipidy extrahuji ze vzorku rozpoustédlem, déle se izolované lipidy esterifikuji nebo
transesterifikuji do formy methylderivatd (n¢kdy také nazyvané FAMEs) a tyto
methylderivaty jsou nasledné analyzovany pomoci plynového chromatografu.

Mezi nejzékladnéjsi typy derivatizaci pfi stanoveni mastnych kyselin patii kysele
nebo zasadité katalyzované esterifikace.

Zasadité katalyzovand esterifikace ma mono zastdncti mezi analytiky, jejikoz pii
jejim uziti dochazi k mensim degradacim materialu nez u jinych dosud objevenych
metod.

V jinych laboratofich ma své zastance kysele katalyzovana esterifikace, ackoliv pti

této reakci dochéazi k nevyhnutelnym zménam v konfiguraci nékterych latek .

1.7.3.1  Kysele katalyzovana esterifikace
Esterifikace mastnych kyselin probihd v tomto ptipad¢ zahtfivanim v piebytku
bezvodého metanolu v pfitomnosti kyselych katalyzatort. Pfitomnost vody miize
zabranit Uplné reakci. Nejbéznéjsim ¢inidlem je 5% bezvoda kyselina chlorovodikova

v metanolu. S 1-2% roztokem koncentrované kyselin¢ sirové v metanolu probiha
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esterifikace stejnym zpisobem. Nejcastéji se vzorek lipida s ¢inidlem zahtiva zhruba
2 hodiny pod zpétnym chladicem. K dals§im katalyzatorGm patii fluorid bority
v metanolu (12-14% roztok).

Pti nedbalém pouzivani cinidel, hlavné pii pouziti pfili§ starych nebo pfilis
koncentrovanych roztokl,, miZe dojit k rozkladu nebo k velké ztraté polynenasycenych
mastnych kyselin.

Nepolarni lipidy (napf.estery cholesterolu nebo triacylglycerolll) se velmi pomalu
rozpoustéji v Cinidlech, které se skladaji z vétsi ¢asti z methanolu, pokud neptiddme
dalsi rozpoustédlo. Diive se pro tyto ucely pouzival benzen, ale pro jeho vysokou
toxicitu je vhodngj$i pouZzit jiné rozpousStédlo, napf. toluen nebo tetrahydrofuran.
Vzniklé derivaty mastnych kyselin jsou po samotné esterifikaci vytiepavany do
organického rozpoustédla (napf. hexan nebo heptan). Vznikla smés je vysusSena
bezvodym siranem sodnym. Pfipadny piebytek rozpoustédla mizeme odstranit za
snizeného tlaku na rotatni vakuové odparce nebo odpafenim rozpoustédla

v proudu dusiku &i helia®.

1.7.3.2  Zasadité katalyzovana esterifikace

Esterifikace lipid probiha pfi pouziti tohoto typu esterifikace velmi rychle.
Prostfedi pro reakci tvoii bezvody metanol a bazicky katalyzator. Nejbéznéjsim
¢inidlem pro bazicky katalyzované reakce je roztok metoxidu sodného v bezvodém
metanolu (0,5 M). K dal§im pouzivanym ¢inidliim fadime metoxid draselny, hydroxid
draselny nebo hydroxid sodny v metanolu. Methylderivaty mastnych kyselin jsou stejné
jako u kysele katalyzovanych reakci extrahovany do hexanu ¢i heptanu. Vznikla vrchni
vrstva je vysuSena bezvodym siranem sodnym.

Pro rozpusténi nepolarnich lipida ( napf. estery cholesterolu) je tfeba piidat dalsi
rozpoustédlo, kterym miize byt napt. tetrahydrofuran. Pokud ale ve vzorku obsazeny

. w7 v o1z ’ 23
nejsou, dalsi rozpoustddlo piidavat nemusime *.
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1.7.4 Atomova hmotnostni spektrometrie
Atomova hmotnostni spektrometrie patii mezi nejrychleji se rozvijejici techniky.
Slouzi pro rizné typy analyz, ale ve spojeni s plynovou chromatografii pii stanoveni
mastnych kyselin, slouzi ke zkvalitnéni a upfesnéni vysledki a je vyuzivana jako
specialni detektor.
Mezi hlavni casti hmotnostniho spektrometru patii iontovy zdroj (ioniza¢ni
komora), analyzator a detektor. Dalsimi soucastmi dale byva déavkovaci zafizeni,

. ’ . . v o w7 ’ s 17 vr. v (16,24,25,26,27
iontova optika, registraéni zatizeni a ¥idici poéitac ¢ g

1.7.4.1  Princip

Metoda atomové hmotnostni spektrometrie je zaloZena na ionizaci molekul
zkoumanych latek nevratnym odstépenim valen¢nich elektroni. Takto vzniklé ionty
a z nich vzniklé fragmenty jsou rozliSovany podle poméru hodnot relativni hmotnosti
(m) ku naboji iontu (e). Pfevazné se vyuziva pouze kladné nabitych iontd. Hmotové
spektrum ukazuje zavislost ¢etnosti jednotlivych iontl na jejich hodnotach m/e.

Kazdy hmotnostni spektrometr pracuje ve tfech etapach zatazenych v sérii (v
prostoru, ale i v ¢ase). V prvni etapé dochézi prevedeni latky do plynného stavu, pokud
je to potieba, ve druhé etape¢ dochazi k ionizaci vzniklé plynné faze a ve treti etapé

probihé rozdéleni plynné faze podle hmotnosti iontd, ale astéji podle poméru m/e .

1.7.4.2  Iontové zdroje
Zde dochazi ke tvorbé kladné nabitych molekularnich ionti a jejich fragmentt.
K ionizaci muze dojit riznymi postupy: ndarazem pomalych elektrond,
v elektrostatickém poli nebo chemickou ionizaci, pii ¢emz nejpouzivanéjsi metodou je
elektronova ionizace, protoze je vysoce reprodukovatelna (existuji rozsahlé knihovny

hmotnostnich spekter) ©>*.
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1.7.4.2.1 Ionizace narazem pomalych elektronii
Iontovy zdroj je tvoien komurkou, ve které¢ ve vakuu protéké proud elektronti mezi
zhavenou katodou a anodou. Komtrka ma kladny néboj, ktery slouzi k vypuzeni kladné
nabitych ¢astic.
Pii interakcich elektronli a molekul zdlezi vysledek srdzky na energii elektront.
Cim vétsi energii elektrony maji, tim vice stoupa fragmentace. Vzniklé fragmenty jsou

diilezité pro analyzu struktury .

1.7.4.2.2 Ionizace v elektrostatickém poli
Ionizace s elektrostatickém poli nebo také ionizace polem je dalsi, ale méné bézny
postup. Vysoky kladny ndboj se vlozi na ostry bfit nebo dratek. Jakmile se piiblizi
molekula, dojde k deformaci jejiho elektrického pole a k vytrZeni valen¢niho elektronu.
Vznikly pozitivni iont je okamzit¢ odpuzen. Pfi danych podminkéach se tvoifi hlavné

molekularni ionty a jen velmi malé mnozstvi fragmentt *.

1.7.4.2.3 Chemicka ionizace

Chemicka ionizace je zalozena na reakci méfené latky (analytu) s kladné nabitou
¢astici. Pro vznik téchto ionizujicich Castic se nejCastéji pouzivaji plyny, ale daji se
pouzit i nekteré kapalné latky. Nejcastéji se pouziva methan, isobutan a amoniak. Mén¢
Casto pouzivanymi latkami jsou propan, methanol, dusik a vzacné plyny (napf. helium
nebo argon). Tato metoda je m&k¢i nez ostatni metody.

Nejprve dochazi k ionizaci ¢inidla, poté ion ¢inidla piisobi na analyt a zplisobi jeho
primérni ionizaci. Existuji rizné mechanismy ionizace. Rozpadem analytu ziskdme

charakteristické chemické spektrum >,

1.7.4.3  Separace iontu
Separace iontd slouzi k oddéleni a separaci nezadoucich iont. K tomuto ucelu se
pouzivaji analyzatory rozdélujici ionty pomoci magnetického nebo elektrického pole,

dale se vyuzivaji interakce s rliznymi ionty o rtizné rychlosti a hmotnosti.
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Je znam analyzator magneticky, elektrostaticky a kvadrupdlovy. Historicky

v

nejuzivangj§i je analyzator magneticky, nejmoderngj§im uzivanym analyzatorem je

analyzator kvadrupélovy .

1.7.4.3.1 Kvadrupolovy analyzdtor a iontova past

V dneS$ni dob& se kvadrupolové analyzatory Siroce vyuzivaji jako samostatné
hmotnostni spektrometry, napft. jako detekéni piistroje v chromatografii.

Zname 2 typy kvadrupolového analyzatoru — line4rni a prostorovy (3D nebo tzv.
iontova past).

Kvadrupolovy analyzator je nemagneticky analyzéator a dochazi v ném k separaci
iontl ve vysokofrekvencnim elektrickém poli.

Sklada se ze ¢tyt ty¢i kruhového prifezu, které jsou symetricky rozlozeny kolem
spole¢né podélné osy. Na tyto tyce je vloZeno stejnosmérné napéti se superponovanou
vysokofrekvenéni slozkou tak, aby vzdy dvé protilehlé¢ ty¢e byly na spole¢ném
potencialu. Castice se pohybuji v dlouhém poli, které se sklada vzdy ze slozky
vysokofrekvenc¢ni a statické. Za danych podminek se v poli separatoru pohybuji po
stabilni drdze pouze ionty s ur€itou hodnotou m/e. Ostatni ionty pficné osciluji, az
dopadnou na n&kterou z elektrod nebo na clonku na konci analyzatoru '*.

Iontova past je ve své podstaté trojrozmérny kvadrupol. Je sloZzen z prstencové
sttedni elektrody a dvou kruhovych elektrod (vSe s hyperbolickym prifezem), které
prstenec voln€ uzaviraji. Na prstenec je vlozeno stejnosmérné a vysokofrekvencni
napéti, diky kterému dochazi ke stabilnim oscilacim iontil v pasti.

Iontova past ma schopnost selektivniho uchovani jednotlivych iontii a dalsi praci
s nimi, dale umi ionizovat dal$i odd€len¢ ptivedené médium a nésledné umozni jeho

v . roo s 25
dalsi reakci s uchovanymi ionty .
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1.7.4.4  Detektory
K detekci iontového proudu se obvykle pouziva elektronovy nasobi¢. DalSim typem
detektoru je scintilatni krystal. Daéle byvaji hmotnostni spektrometry vybaveny

, , Ly 16,29
systémem pro vyhodnocovani a zpracovani dat "**”.

1.7.4.4.1 Elektronovy ndasobic¢
Elektronovy nasobi¢ se skldda ze série elektrod, kdy kazda elektroda ma vzdy
kladné&jsi potencial nez elektroda pfedchozi. Jakmile elektron dopadne na prvni emisni
povrch, dochazi k vyraZeni elektronu, ktery dale narazi na dalsi elektrodu. Takto d¢j
pokracuje z elektrody na elektrodu, kazda elektroda odstépi dalsi urcity pocet elektront.

Kazdy jednotlivy elektron je schopen vygenerovat uréity specificky elektricky signal *”.
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2 Cil prace
[. Seznamit se s metodou stanoveni mastnych kyselin pomoci plynové
chromatografie ve spolupraci s hmotnostni spektrometrii.
II. Z vysledkl analyzy usoudit, zda-1i doslo ke zméné sloZeni tukl v pribéhu

jednoho roku a v prubéhu nékolika let.
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3 Material a metodika

Materidlem pro analyzu jsou ztuzené rostlinné tuky na smazeni. Prob¢hly tfi odbéry
tuku v urcitém casovém obdobi. Z kazdého tuku jsou odebrany vzdy tii vzorky pro

analyzu.

3.1 Material

Tabulka 1: Popis materialu

Nazev vyrobku Dovozce/prodavajici/vyrob | Datum odbéru | Ziskano
ce
Albert AHOLD Czech Republic, a.|20.6.2011 Albert Hypermarket
> 7.10.2011
9.2.2012
Ceres Soft KéaKa Cz, s. 1. 0. 20.6.2011 Kaufland
7.10.2011
9.2.2012
Iva KaKa Cz, s. 1. 0. 20.6.2011 K&K
7.10.2011
9.2.2012
Lando Kaufland SR, s. r. 0. 20.6.2011 Kaufland
7.10.2011
9.2.2012
Lira Vandermoortele 20.6.2011 Kaufland
Deutschland GmbH 8102011
9.2.2012
Omega Ké&Ké Cz,s. 1. 0. 20.6.2011 Kaufland
7.10.2011
9.2.2012
Varoma KaKa Cz, s. 1. o. 30.6.2011 CcOoop
7.10.2011
9.2.2012
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3.2 Pristrojové vybaveni
K provedeni vyzkumu byl pouzit plynovy chromatograf typ 3800 firmy Varian
Techtron s detektorem FID, hmotnostni spektrometr typ 4000 firmy Varian Techtron,
standardy od firmy Supelco pro kalibraci kyselin s 8-12 uhliky a dal§i bézné laboratorni

vybaveni.

Tabulka 2: Standardy

Firma Supelco Supelco 37 Component FAME Mix
47885-U

Pouziti Kvantitativni kalibrace odezvy GC pro
kyseliny se 4-8 uhliky v fetézci

3.3 Parametry pristroji

Tabulka 3: Nastaveni chromatografu

Typ chromatografu Typ 3800 firmy Varian Techtron (USA)
Pouzit4 kolona Select FAME
Délka/primér: 50m/25mm
Injektor Teplota: 250 °C
Split: 10
Teplota termostatu S teplotnim gradientem

55 °C po dobu 5 min

170 °C s nartistem teploty 40 °C/min, bez
zadrze

196 °C s nartstem teploty 2 °C/min, bez

zadrze
210 °C s nartstem 10 °C/min po dobu
7,73 min

Celkova doba analyzy jednoho vzorku 30,01 min

Pritok helia 1,8 ml/min

Teplota detektoru FID 250 °C

Make-up 25 ml/min

H, Flow 30 ml/min
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Air Flow

300 ml/min

Tabulka 4: Nastaveni hmotnostniho spektrometru

Typ hmotnostniho spektrometru

Typ 4000 firmy Varian Techtron (USA)

Chemicka ionizace

Acetonitril

Parametry  nastaveni  vyrobce  pro
acetonitril

Teplota iontové pasti 180 °C
Snimani m/z 70 - 450
Mrtvy Cas 4,1 min

3.3.1 Pozndamka
Konstrukce chromatografu umoznuje pomoci specidlniho ventilu ptfepinat mezi
detektory FID a MS. Nastaveni parametri MS pro acetonitril bylo podle doporuceni
vyrobce, ale pouzil se pritok plynu 1,5 ml/min kvili vystupu z kolony plynového

chromatografu do vakua (ne do atmosférického tlaku).

3.4 Priprava vzorku

U vybraného ztuzeného rostlinného tuku jsou odebrany tii vzorky kazdy
o hmotnosti 5Smg (+/-0,5mg). Toho mnozstvi je navdZzeno na analytickych vahéach
v malé lahvicce.

Po navaZzeni vzorku je na fad¢ derivatizace. Zéasaditd derivatizace je provadéna tak,
ze se k navaZzenému vzorku pifidd 1ml petroletheru, malé¢ mnozstvi bezvodého siranu
sodného, ktery slouzi k odstranéni vody ze smési, a 0,2 ml 2M roztoku KOH/CH;OH
(preesterifikace) a lahvicka se diikladné uzavie vickem.

Vznikld smés je po dobu 2 minut tfepana ve vodni ldzni o teploté 60°C. Po
ukonceni tfepani jsou lahvi¢ky vyjmuty z vodni lazné a nechavaji se vychladnout.
Prebytek hydroxidu je zneutralizovan pfidanim 0,4ml 1M roztoku HCI/CH;OH a smés

je nafedéna 2ml petroetheru. Celou smés je tieba dobie promichat, aby doslo k oddéleni
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2 fazi. Z vrchni vrstvy, ktera slouzi k pfimé analyze v plynovém chromatografu, je

odebrano 1,5ml do malych lahvicek s vickem.

3.5 Vyhodnoceni a zpracovani vysledki
Pro vyhodnoceni a zpracovani vzorka byly pouzity dva programy Microsoft Excel

— Statistické programy a Program Statistica, verze 9.1 od firmy StatSoft CR. s.r.o.

4 Vysledky a diskuze

4.1 Vybér mastnych kyselin pro vysledky

Vzhledem k velkym relativnim smérodatnym odchylkdm ve vysledcich u kyselin,
které jsou v tuku obsazeny v malém mnozstvi, byly kyseliny s obsahem pod 0,5%
z konecnych vysledkii vylouceny. Vyjimkou byly kyseliny typické pro mlécny tuk (C8
— 12:0) a trams-kyseliny. Tyto mastné kyseliny jsou ukazatelem postupu vyroby
ztuzeného tuku, proto byly v konecnych vysledcich ponechany. Obsahy kyselin
typickych pro mlécny tuk byly secteny dohromady, obsahy frans-kyselin také (C18:xt).
Mnozstvi vyloucenych vysledkl tvoti méné nez 1 %.

V tabulce jsou uvedeny jednotlivé primérné obsahy kyselin, které byly zastoupeny

od 0,1 % do 1,0 %, a primérna relativni smérodatna odchylka pro dany obsah.

Tabulka 5: Vybér mastnych kyselin pro vysledky

Primérny obsah kyseliny [%] Relativni smérodatna odchylka [%]
0,1 12,31
0,2 12,73
0,3 15,4
0,4 6,4
0,5 5,6
0,6 2,4
1,0 4,7
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Tabulka 6: Vysvétlivky pracovni zkratek

Pracovni zkratka

Mastné kyseliny (MK)

C8—-12:0 MK typické pro mlécny tuk prezvykavcel; kyselina kaprylova
(C8:0, oktanova), kaprinova (C10:0, dekanovd), laurova
(C12:0, dodekanova)

C14:0 Kyselina myristova (tetradekanocd)

C16:0 Kyselina palmitova (hexadekanova)

C18:0 Kyselina stearova (oktadekanova)

C18:xt Trans-kyseliny s riznym poctem dvojnych vazeb

C18:1n9cis Kyselina olejova (cis-oktadek-9-enova)

C18:1n7cis Kyselina vakcenova (oktadec-11-enova)

C18:1 Kyseliny s dvojnou vazbou na jiném misté, neZ ma kyselina

olejova (neni mozno ptesné stanovit)

C18:2n6cis,cis

Kyselina linolova (cis, cis-oktadeka-9,12-dienova)

C18:3n3cis

Kyselina linolenova (all-cis-oktadeka-9,12,15-trienova)

C20:0

Kyselina arachidonové (all-cis-eikosa-5,8,11,14-tetraenova)

4.2 Albert
Tabulka 7: Albert — obsah mastnych kyselin (v %)
Mastné kyseliny 1. odbér [%] 2. odbér [%] 3. odbér [%]
C8-12:0 0,14 0,24 0,53
C14:0 0,57 0,60 0,71
Cl16:0 23,08 23,91 23,47
C18:0 7,77 8,07 7,61
C18:xt 25,00 23,98 23,97
C18:1n9cis 31,21 33,41 31,82
Cl18:1n7cis 2,42 1,55 2,36
C18:1 2,18 1,70 2,10
C18:2n6cis,cis 5,34 4,27 3,96
C18:3n3cis 0,83 0,86 1,14
C20:0 0,57 0,57 0,54
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Graf 1: Albert — obsah mastnych kyselin (v %)
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C8 - 12:0C8 C16:0 C18:xt C18:1n7cis C18:2n6cis,cis C20:0

Mastné kyseliny

Ztuzeny tuk Albert obsahuje nejvice kyseliny palmitové (cca 23,1-23,5%), kyseliny
olejové (cca 31,2-33,4%) a také nejvice trans-kyselin (23,9-25%). Mén¢ zastoupena je
kyselina stearova (7,6-8,1%), vakcenova (1,6-2,4%) a kyseliny s dvojnou vazbou na
jiném misté, nez ma kyselina olejova (1,7-2,2%). DalSimi kyselinami, které jsou
obsazeny ve vzorku, jsou kyselina linolova (4-5,3%), kyselina myristova (0,6-0,7%),
kyselina linolenova (do 0,8-1,1%) a kyselina arachidova (do 0,6%). Tuk obsahuje
mastné kyseliny typické pro mléény tuk prezvykavcd, tj. kyselina kaprylova, kaprinova

a laurova (celkem 0,1-0,5%)
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4.3 Ceres Soft
Tabulka 8: Ceres Soft — obsah mastnych kyselin (v %)

Mastné kyseliny 1. odbér [%] 2. odbér [%] 3.0dbér [%]
C8-12:0 0,20 0,13 0,13
C14:0 0,90 0,81 0,83
C16:0 35,77 36,04 36,04
C18:0 4,42 4,29 4,33
C18:xt 3,43 3,12 3,51
C18:1n9cis 38,89 40,23 38,90
C18:1n7cis 2,49 1,67 2,12
C18:1 0,04 0,07 0,40
C18:2n6cis,cis 10,46 10,60 10,62
C18:3n3cis 1,97 1,98 1,97
C20:0 0,41 0,42 0,39
Graf 2: Ceres Soft — obsah mastnych kyselin (v %)
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C14:.0 C18:0 C18:1n9cis C18:1 C18:3n3cis
C8 — 12:0C8 C16:0 C18:xt C18:1n7cis C18:2n6cis,cis C20:0

Mastné kyseliny

Nejvétsi podil mastnych kyselin ve ztuzeném tuku Ceres Soft tvofi kyselina olejova
(38,9-40,2%) a kyselina stearova (do 36%). Dalsi o néco méné obsazenou kyselinou je
kyselina linolova (cca 10,6%), kyselina stearova (do 4,4%), kyselina vakcenova (1,7-

2,5%), kyselina linolenova (do 2%) a kyseliny s dvojnou vazbou na jiném misté, nez ma
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kyselina olejova (do 0,7%). Trans- kyseliny zde tvoii 3,1-3,5%. Nejmensi podil tvoii
kyselina myristovad (do 0,9%), kyselina arachidova (0,4%) a kyseliny typické pro
mlécny tuk piezvykavci (do 0,2%).

44 Iva
Tabulka 9: Iva — obsah mastnych kyselin (%)

Mastné kyseliny 1. odbér [%] 2. odbér [%] 3.odbér [%]
C8-12:0 0,17 0,14 0,21
C14:0 1,16 1,07 1,18
Cl16:0 45,80 45,47 47,48
C18:0 4,88 4,94 4,44
C18:xt 2,40 2,02 0,63
C18:1n9cis 34,98 35,74 35,18
C18:1n7cis 2,01 0,86 1,80
C18:1 0,00 0,02 0,00
C18:2n6cis,cis 7,70 8,67 8,05
C18:3n3cis 0,01 0,12 0,14
C20:0 0,36 0,37 0,33

Graf 3: Iva — obsah mastnych kyselin (v %)
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Obsah mastnych kyselin v%
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V tomto vzorku nalezneme velky obsah kyseliny palmitové (45,5-47,5%). Vyssi
¢ast zaujima kyselina olejova (35-35,7%) a kyselina linolova (7,7-8,7%). NiZsi
zastoupeni nalezneme u kyseliny stearové (4,4-5%), kyseliny vakcenové (0,9-2%),
kyseliny myristové (1,1-1,2%) a kyseliny arachidové (do 0,4%). Stopové nalezneme
kyselinu linolenovou (do 0,2%). Kyseliny s dvojnou vazbou na jiném misté, nez ma
kyselina olejova, se ve vzorku v podstaté nevyskytuji. Trans- kyseliny se vyskytuji

v rozmezi 0,6-2,4%, kyseliny typické pro mlécny tuk do 0,2%.

4.5 Lando
Tabulka 10: Lando — obsah mastnych kyselin (v %)

Mastné kyseliny 1. odbér [%] 2. odbér [%] 3. odbér [%]
C8-12:0 4,06 3,43 3,34
C14:0 2,11 1,83 1,88
Cl16:0 40,50 39,69 40,17
C18:0 3,83 3,86 3,78
C18:xt 0,53 0,39 0,51
C18:1n9cis 34,01 35,38 35,26
C18:1n7cis 2,27 1,68 2,38
C18:1 0,00 0,00 0,16
C18:2n6cis,cis 9,60 9,49 9,34
C18:3n3cis 1,88 2,00 2,03
C20:0 0,39 0,41 0,35
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Graf 4: Lando — obsah mastnych kyselin (v %)
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Mastné kyseliny

Ztuzeny tuk Lando tvoii ze 39,7-40,5% kyselina palmitova, z 34-35,4% kyselina
olejova, z 9,3-9,6% kyselina linolova, do 3,8% kyselina stearova, z 1,7-2,4% kyselina
vakcenova, do 2% z kyseliny linolenové, do 2,1% z kyseliny myristové, do 0,4%
zaujima kyselina arachidova. Kyseliny s dvojnou vazbou na jiném misté, nez ma
kyselina olejova, se ve vzorku témét nevyskytuji, trans- kyseliny se vyskytuji do 0,5%

a kyseliny mlécnych tukii zaujimaji 3,3-4,1%.
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4.6 Lira
Tabulka 11: Lira — obsah mastnych kyselin (v %)

Mastné kyseliny 1. odbér [%] 2. odbér [%] 3. odbér [%]
C8—-12:0 4,20 3,78 3,42
C14:0 2,07 1,98 1,81
C16:0 40,59 40,32 40,50
C18:0 3,78 3,90 3,77
C18:xt 0,53 0,44 0,46
C18:1n9cis 33,79 35,10 35,81
Cl18:1n7cis 2,43 1,68 1,91
C18:1 0,00 0,04 0,00
C18:2n6cis,cis 9,62 9,56 9,14
C18:3n3cis 1,95 1,91 2,01
C20:0 0,39 0,36 0,38
Graf 5: Lira — obsah mastnych kyselin (v %)
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Mastné kyseliny

Ztuzeny tuk Lira je cca ze 40,5% tvofen kyselinou palmitovou, z cca 35%
kyselinou olejova, 9,1-9,6% tvoii kyselina linolova. DalSimi kyselinami jsou kyselina
stearova (3,8%), kyselina vakcenova (cca 1,7-2,4%), kyselina linolenova (do 2%),
kyselina myristovd (do 2%) a kyselina arachidova (do 0,4%). Kyseliny s dvojnou

vazbou na jiném misté, neZ ma kyselina olejova, se v tuku v podstaté nevyskytuji, obsah
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trans- kyselin je do 0,5% a mlécné tuky tvoii 3,4-4,2% celkového obsahu mastnych

kyselin.

4.7 Omega
Tabulka 12: Omega — obsah mastnych kyselin (v %)
Mastné kyseliny 1. odbér [%] 2. odbér [%] 3. odbér [%]
C8-12:0 0,18 0,21 0,19
C14:0 1,11 1,07 1,07
C16:0 45,45 45,07 45,87
C18:0 4,62 4,45 5,03
C18:xt 2,33 2,72 2,29
C18:1n9cis 34,82 36,05 34,94
Cl18:1n7cis 1,93 1,12 1,40
C18:1 0,00 0,09 0,12
C18:2n6cis,cis 8,62 8,11 8,11
C18:3n3cis 0,13 0,18 0,13
C20:0 0,33 0,37 0,34

Graf 6: Omega — obsah mastnych kyselin (v %)
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Mastné kyseliny

Ve ztuzeném tuku Omega nalezneme 45-45,8% kyseliny palmitové, 34,8-36,1%
kyseliny olejové, 8,1-8,6% kyseliny linolové, 4,5-5% kyseliny stearové, 1,1-1,9%

kyseliny vakcenové, do 1,1% kyseliny myristové. V men$im mnozstvi zde nalezneme
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kyseliny arachidovou (do 0,4%) a kyselinu linolenovou (do 0,2%). Kyseliny s dvojnou
vazbou na jiném misté, neZ ma kyselina olejova, se v tuku vyskytuji (do 0,1%). Trans-

kyseliny tvofti 2,3-2,7% a mlé¢né kyseliny se zde vyskytuji do 0,2%.

4.8 Varoma

Tabulka 13: Varoma — obsah mastnych kyselin (v %)

Mastné kyseliny 1. odbér [%] 2. odbér [%] 3. odbér [%]
C8-12:0 0,19 0,36 0,19
C14:0 1,15 0,96 1,07
Cl16:0 46,27 44,06 45,24
C18:0 4,42 4,67 5,00
C18:xt 2,04 2,50 2,21
C18:1n9cis 34,78 36,32 35,29
Cl18:1n7cis 2,06 1,58 1,36
C18:1 0,00 0,06 0,10
C18:2n6cis,cis 8,19 8,33 8,37
C18:3n3cis 0,16 0,20 0,17
C20:0 0,32 0,36 0,35

Graf 7: Varoma — obsah mastnych kyselin (v %)
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V tomto vzorku tvoii nejvétsi podil kyselina palmitova (44,1-46,3%) a kyselina
olejova (34,8-36,3%). Kyselina linolova tvoii do 8,4%, kyselina stearovd 4,4-5%,
kyselina vakcenova 1,4-2,1% a kyselina myristova do 1,1%. Mén¢ je obsazena kyselina
arachidova (do 0,4%) a kyselina linolenova (do 0,2%). Kyseliny s dvojnou vazbou na
jiném misté, nez mé kyselina olejova, se v tomto vzorku vyskytuji do 0,05%, trans-

kyseliny do 2,2-2,5% a mlé¢né kyseliny se zde objevuji cca 0,2-0,4%.

4.9 Porovnani aktualnich vysledki a vysledki z 90. let
V literatuie byly ziskany vysledky stanoveni mastnych kyselin v tuku Ceres Soft
a Omega z 90. let ©,

Tabulka 14: Porovnani tuku Ceres Sotf dnes a v 90. letech

Ceres Soft 90. 1éta [%] Dnes [%]
Nasycené mastné kyseliny 22,85 42,99
Mononenasycen€ mastné 29,21 41,43
kyseliny

Polynenasycené mastné 14,7 12,23
kyseliny (n-3 a n-6)

Trans-kyseliny 22,34 3,35

U tuku Ceres Soft vidime vyrazné zmény ve sloZeni, pfedevs§im narlist nasycenych

a mononenasycenych kyselin, mirny pokles polynenasycenych mastnych kyselin

a velky pokles trans-kyselin.

Tabulka 15: Porovnani tuku Omega dnes a v 90. letech

Omega 90. léta [%] Dnes [%]
Nasycené mastné kyseliny 33,93 51,85
Mononenasycené mastné 32,79 36,75
kyseliny

Polynenasycené mastné 7,8 8,43
kyseliny (n-3 a n-6)
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Trans-kyseliny 25,1 2,45

U tuku Omega byl zjiStén narlGst nasycenych mastnych kyselin, mirny nartst

mononenasycenych a polynenasycenych mastnych kyselin a velky pokles trans-kyselin.

4.10 Analyza hlavni komponenty

Analyza hlavni komponenty hledd kombinace pivodnich proménnych, které 1épe
vystihuji data nez plivodni proménné a objasnit jejich vyznam. Dale hleda struktury
a souvislosti v datech, které charakterizuji jednotlivé zdroje a jejich mozné vazby.
A nakonec identifikuje nevyznamné kombinace slozek a vybocujici zdroje ©V.

Tato analyza vyhleda faktory, které jsou néjakym zptisobem spolecné pro vSechny
vzorky (pro tuky). Z kolika procent jsou jednotlivé faktory spole¢né pro vzorky,
ukazuje obr. 1. Tento graf ukazuje jaké procento celkové variability vystihuje jednotlivé
faktory. V ptipadé nasi analyzy jsou dulezité prvni dva faktory. Soucet procent obou
faktorti dava pies 80%, coz je bézn¢ povazovano za dostatecné pro dalsi zpracovani dat.

Prvni faktor tvoti 57,08%, faktor druhy 23,48%. Co je prvni a druhym faktorem,
zobrazuje obr. 2. Faktor 1 tedy tvoii C18:n7cis, C18:3n3cis, C8-C12:0 a C14:0. Faktor
2 je tvoten C18:0, C18:xt, C18:1 a C20:0.
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Obr. 1: Vlastni ¢isla korelaéni matice
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Obr. 2: Projekce proménnych do faktorové roviny

Frojekce proménnych do faktorove raviny (1= 2)

Faktor 2 23 48%

-1.0 -045 0,0 0.5 1.0
Faktor 1: 57,08% o Aktiv,

46



Obr. 3: Projekce ptipadt do faktorové roviny

Projekce piipadd do faktorove roviny ( 1x 2}
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Pro lep$i zndzornéni jednotlivych faktorii se vyuziva projekce ptipadii do faktorové
roviny (viz obr. 3).

Zanalyzované vzorky lze rozdélit do ¢tyf skupin podle faktorti a absolutni velikosti
urcitych kyselin. Ve skupiné A se jednd o trans-kyseliny, ve skupiné B o kyseliny
C16:0, C18:1n9cis, co skupiny C je zatazen tuk s obsahem C18:2n6cis, cis a do
skupiny D tuky s obsahem C8-C12:0.

Pii vyuziti tohoto znazornéni je ziejmé, ze skupina A, kterd zahrnuje pouze tuk

Albert, se vyrazné li$i od ostatnich.
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S5 Zavér

Ve vsech tucich byla zjisténa kyselina palmitova (kyselina hexadekanova), ktera
zaujimala 36-45,5%. Dale byla hojn¢ zastoupena kyselina olejova (cis-oktadek-9-
enova) z 32,2-39%. Posledni vice zastoupenou kyselinou je kyselina linolova (cis, cis-
oktadeka-9,12-dienova). Je zastoupena od 7,7% do 10,5%. Niz§i mnozstvi kyseliny
linolové obsahuje tuk Albert. Tato kyselina zaujima pouze 4,5%.

Zajimavy byl obsah kyselin typickych pro mléény tuk piezvykavci, jedna se
o kyselinu kaprylovou (oktanova), kaprinovou (dekanovéd) a laurovou (dodekanova),
a obsah frans-kyselin. Ztuzeny tuk Albert mél nejvyssi obsah trans-kyselin, ve
vyrobku zaujimaly tyto kyseliny 23,4%. Z tohoto vysledku je mozné usoudit, Ze tento
vyrobek ma pravdépodobné nizsi kvalitu, nez vyrobky ostatni. Obsah kyselin typickych
pro mlécny tuk byl v porovnani s ostatnimi tuky vyssi u tuku Lando a Iva. Vysledky
timto naznacuji, Ze u téchto tuki byl pfi vyrobe vyuzit mléény tuk.

V useku jednoho roku nebyly zaznamendny vyrazné zmény ve slozeni vybranych

ztuzenych tukd, ale z dlouhodobého hlediska jsem je patrnd vyrazna zména ve slozeni
u ztuzené¢ho tuku Ceres Soft a Omega, pfi cemz zasadni byl velky rozdil v obsahu

trans-kyselin.
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