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Abstrakt

V poslednich desetiletich doslo z divodu zmény stravovacich navyki a globalizaci trhu
s potravinami k vyrazné zméné v uzivani riznych druhi tukd a oleji. Oleje byvaji ve srovnani
s tuky nachyIn¢jsi k oxidaci, ktera patii mezi hlavni reakce vedouci k degradaci lipidt. Prace je
zaméfena jak na tuky a oleje nejCastéji pouzivané v teplé ¢i studené kuchyni (fepkovy,
slune¢nicovy a ryzovy olej a vepiové sadlo), tak i na ty, které se pro své pozitivni u¢inky
a dalezitou roli ve fyziologii Cloveéka, Casto pouzivaji jako dopliky stravy, ale snadnéji

podléhaji zkéze (rybi oleje a krillovy olej).

Obsah tuku ve zkoumanych smazenych potravinach byl stanoven pomoci Soxhletovy
metody. Obsah suSiny a popela byl stanoven gravimetricky. Oxidac¢ni stabilita lipid béhem
jejich smazeni 1 skladovani byla sledovana pomoci Schaalova testu. Déale byly hodnoceny
peroxidové Cislo, Cislo kyselosti, zmény barvy spektrofotometricky, profil mastnych kyselin
pomoci plynoveé chromatografie. V experimentu zaméfeném na zmény smaziciho média
Vv zavislosti na barvé duzniny byl stanoven obsah tokoli (HPLC-FLD) a ve spolupraci
s VSCHT v Praze byly analyzovany celkové MCPD po hydrolyze (GC-MS/MS), polymerni
TAG (HPSEC-RID) a provedena metabolomicka analyza (U-HPLC-HRMS/MS).

Z prvni ¢asti vyzkumu vyplyva, ze stabilita rostlinnych olejii pii skladovani klesala
s rostoucim podilem polyenovych mastnych kyselin. V naSem druhém experimentu bylo
zjiSténo, Ze smazeni vyznamné neovlivnilo obsah tuku v rybich prstech a bramborovych
kroketach. Ryzovy olej vykazoval nejvyssi oxidaéni stabilitu pfi opakovaném smazeni, a proto
byl povazovan za nejlepsi smazici médium mezi testovanymi oleji, zatimco méné nasyceny
odrid brambor byly respondenty uvedeny jako nejméné vyhovujici. Nicméné fialové odrady
brambor inhibovaly oxidaci smaziciho média vice neZ odridy se Zlutymi hlizami. Obsah tokolt
ve smazicim médiu klesal s kazdym dal$im smazenim. Nejvyssi byl obsah a-tokoferolu. Vliv
smaziciho média se projevil na obsahu MCPD estert a polymernich triacylglycerolii. Necilovou
analyzou doslo ke shlukovani vzorki lipidi po smaZeni dle barvy hlizy brambor pouzitych pro
ptipravu hranolkl. Byly ptedbéZné urceny dva markery pro rozliSeni vzorkli ze skupiny
fenolovych slou€enin. V poslednim experimentu bylo prokdzano, Ze rybi oleje s vySSim
zastoupenim n—-3 PUFA podléhaly mnohem rychleji oxida¢nimu zluknuti. U oleji s niz$im

mnozstvim n—3 PUFA a s ptidavkem antioxidantl doslo ke zpomaleni oxida¢niho procesu.



Abstract

In recent decades, due to changes in eating habits and the globalization of the food
market, there has been a significant change in the use of various types of fats and oils. Compared
to fats, oils tend to be more susceptible to oxidation, which is one of the main reactions leading
to lipid degradation. The work is focused both on fats and oils most often used in hot or cold
kitchen (rapeseed, sunflower and rice oil and lard), as well as on those which, due to their
positive effects and important role in human physiology, are often used as food supplements,
but are more easily rancid (fish oils and krill oil).

The fat content was determined using the Soxhlet method. The dry matter and ash
content were determined gravimetrically. Oxidative stability of lipids was monitored using the
Schaal test. The peroxide value, acid value, colour changes spectrophotometrically, fatty acid
profile using gas chromatography were also evaluated. In the third experiment, the tocol content
was determined (HPLC-FLD). In cooperation with UCT in Prague, total MCPD after hydrolysis
(GC-MS/MS), polymeric TAG (HPSEC-RID) were analysed, and metabolomic analysis (U-
HPLC-HRMS/MS) was carried on.

The first part of the research shows that the stability of vegetable oils during their storage
decreased with an increasing proportion of polyunsaturated fatty acids. In our second
experiment, it was found that frying did not significantly affect the fat content of fish fingers
and potato croquettes. Rice oil showed the highest oxidative stability during repeated frying
and was therefore considered the best frying medium among the tested oils, while the less
saturated sunflower oil showed the lowest stability. In the third part of the research, French fries
from purple varieties of potatoes were evaluated as the least satisfactory by the respondents.
However, purple potato varieties inhibited the oxidation of the frying medium more than
varieties with yellow tubers. The content of tocopherols in the frying medium decreased with
each subsequent frying. The content of a-tocopherol was the highest. The effect of the frying
medium was seen from the content of MCPD esters and polymeric triacylglycerols. Non-
targeted analysis resulted in the clustering of lipid samples after frying according to the colour
of the potato tubers used for the preparation of French fries. Two markers from the group of
phenolic compounds were preliminarily determined for distinguishing the samples. In the last
experiment, it was shown that fish oils with a higher proportion of n-3 PUFAs undergone
oxidative rancidity much faster than other samples. The oxidation process slowed down in oils

with a lower amount of n—3 PUFA and with the addition of antioxidants.
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Uvod

V poslednich desetiletich doslo z divodu zmény stravovacich navyki a globalizaci trhu
s potravinami K vyrazné zméné v uzivani riznych druhu tuka a oleju. Lipidy v nich podléhaji
nutricné i senzoricky vyznamnych zménam jak pti tepelné uprave, tak pti skladovani. U olejt
a tukili na tepelnou upravu je dilezité nejen jejich stabilita pti tepelné uprave a skladovani, ale
také to, jaké mnozstvi jich zkonzumujeme spolu se smaZenou potravinou. U oleju a tuku
s vysokym obsahem n-3 PUFA, které se kvtili jejich nedostatku v bézné stravé ¢asto vyuzivaji
jako dopliky stravy, je dilezit¢ zejména jejich oxidacni stabilita v pribéhu zpracovani

a skladovani.

Rostlinné oleje jsou ve srovnani s zivo¢iSnymi tuky vice pouzivané vzhledem k jejich
obvykle vysokému obsahu mono— a polyenovych mastnych kyselin. Pravé tyto skupiny
mastnych kyselin jsou nachylng;jsi k oxidaci, ktera patii mezi hlavni reakce vedouci k degradaci
lipida. Oxidaéni stabilita oleju a tukd je dulezitym kritériem kvality pro potravinarsky pramysl
(Muik et al. 2005). Navic, oxidaci lipidt nevznika pouze Zlukla chut, ale mize zaroven dojit
ke snizeni nutri¢ni kvality a zdravotni nezavadnosti tvorbou oxida¢nich produktt, které mohou
hrat roli v urychleném starnuti lidskeho organismu a rozvoji nékterych onemocnéni, napf.
kardiovaskularnich, nadorovych a mnoha dalsich (Nair et al. 1986; Esterbauer 1993; Staprans
et al. 1996; Kéhkonen et al. 1999; Dobarganes & Marquez-Ruiz 2003; Kampa et al. 2007;
Tsikas 2017; Khor et al. 2019; Sottero et al. 2019).



1 Literarni prehled

1.1 Zmény lipidi béhem smaZeni

Existuji dva hlavni zptisoby smazeni potravin — smazeni ve vysoké vrstvé (ang. deep
frying) a smazeni v nizké vrstvé nejcastéji na pavni (angl. shallow frying). Hlavni rozdil mezi
smazenim ve vysoké a nizké vrstve je ten, ze smazeni ve vysoké vrstvé zahrnuje uplné ponofeni
pokrmu do oleje na smazeni, zatimco pfi smazeni v nizké vrstvé jsou nékteré Casti potraviny
nad povrchem oleje na smazeni (Bognar 1998). Z toho diivodu se mohou liSit chemické zmény,

ke kterym dochazi ve smaZzeném pokrmu 1 ve smaZicim médiu.

1.1.1 Smazeni ve vysoké vrstvé

Smazeni ve vysoké vrstvé (fritovani) je jednou z nejstarSich a nejoblibengjSich metod
piipravy pokrmi. Smazené pokrmy maji Zadouci chut’, barvu a kiupavou strukturu, a to je ¢ini
pro spotiebitele velmi atraktivnimi. Smazeni je proces ponofeni jidla do horkého oleje (¢i tuku)
kontaktem mezi olejem, vzduchem a potravinou pii vysoké teploté mezi 150 a 190 °C. Reakce
probihajici mezi témito slozkami vytvaii pozadovanou a jedineénou senzorickou kvalitu
smazené potraviny. Smazici olej funguje jako teplonosné médium a pfispiva k textufe a chuti

smazeného jidla (Choe & Min 2007; Ziaiifar 2008).

Smazeni ve vysoké vrstveé tuku €i oleje vede k tvorbé Zadoucich 1 nezddoucich chutovych
slouc¢enin, méni stabilitu a kvalitu chuti, barvu a strukturu smazenych potravin a jejich nutri¢ni
kvalitu (Choe & Min, 2007; Ziaiifar 2008). Potraviny smazené pii optimalni teploté a po
optimdlni dobu maji zlatavé hnédou barvu, jsou dostateCné¢ tepelné upravené, kiupavé
a absorbuji optimalni mnozstvi oleje. Nicméné€, nedosmazené potraviny a potraviny smazené
na nizs8i teplotu, nebo po krat§i dobu, nez by méla byt, maji bilou nebo nahnédlou barvu na
okraji a maji uprostfed neZelatinovany nebo cCastecné Zelatinovany Skrob. NedosmaZené
potraviny pak nemaji Zddouci smaZzenou chut,, dobrou barvu a kiupavou strukturu. Pfesmazené
potraviny, nebo potraviny smazené pii vyS$i teploté a delSi dobu, neZ je optimdlni doba
smazeni, maji naopak ztmavly a ztvrdly povrch a plsobi mastnym dojmem v disledku

nadmérné absorpce oleje (Choe & Min 2007).

Doba smazeni, povrch potravin, obsah vody v potravinach, typ strouhanky ¢i tésta a druh
oleje ovlivituji mnozstvi absorbovaného oleje do potravin (Moreira et al. 1997). Absorbovany

olej ma tendenci se béhem smazeni (ve vét§iné ptipadll) akumulovat na povrchu smazeného
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jidla a béhem chlazeni se piesouva do vnitiku potravin (Moreira et al. 1997; Vitrac et al. 2000;
Ziaiifar 2008). N&zory na reakéni mechanismy zahrnujici absorpci oleje pti chladnuti
usmazenych potravin jsou v literatuie pomérné rozporuplné. Vitrac et al. (2000) poukézali na
to, ze béhem smazeni byl uvnitf potraviny pietlak 45 kPa, ktery zabranoval migraci oleje
dovnitt potraviny. Béhem obdobi chladnuti smazené potraviny vSak tento mechanismus jiz
neovliviioval pronikani oleje do potraviny. Kromé toho muze rychly pokles teploty v kiirce
zpusobit okamzitou kondenzaci pary, ktera je zodpovédna za pokles tlaku. Zatimco Vitrac
et al. (2000) uvedli, ze vakuovy efekt v dusledku kondenzace pary je nejdilezitéjsi silou
pusobici na absorpci oleje v poréznich médiich, Moreira et al. (1997) uvadi, Ze hlavnim
faktorem ovliviiujicim absorpci oleje je kapilarni tlak. Autofi experimentalné prokazali, ze
tortilla chipsy absorbovaly vétSinu oleje béhem prvnich 20 s chlazeni, kdy je vnitini teplota
chipst vyssi nez teplota kondenzace vody. Toto pozorovani vede k zavéru, ze absorpce oleje
béhem chlazeni usmazené potraviny probiha spiSe kapilarni silou nez kondenzaci par. Pokud je
veskery olej ulp€ly na potraviné absorbovan v rané fazi chlazeni, mize pouze kapilarni tlak
vysvétlit absorpci oleje. Na druhou stranu, pokud je olej absorbovan nepietrzité, i kdyz teplota
produktu klesa pod teplotu kondenzace par, pak jak vakuovy efekt, tak kapilarni tlak hraji pii

absorpci oleje svou roli (Ziaiifar 2008).

Olej béhem tepelného zpracovani podléha fadé reakci jako jsou hydrolyza, oxidace c¢i
polymerace, coz vede ke zvySeni obsahu celkovych polarnich slou¢enin (TPC) a vzniku
polymernich slouc¢enin, které maji ¢asto vy$si molekulovou hmotnost a vyssi polaritu nez
puvodni nezménéné triacylglyceroly (TAG). Tyto polarni frakce 1ze z oleje izolovat. Celkovy
obsah polymernich triacylglycerola (PTG) je povazovan za nejspolehlivéjsi index kvality oleje
(Feng et al. 2016). VVzorky oleje majici podobny obsah TPC mohou vykazovat rizné distribuce
PTG. Kromé toho palmolein ptirozené obsahuje vys$si mnozstvi diacylglyceroli (DAG), coz
v disledku vede k vys§i hodnoté TPC v €erstvém palmoleinu ve srovnani s jinymi druhy oleje.
Proto je dulezité porozumét i vlivu kazdé slouceniny PTG k celkové zméné oleje vystaveného
vysokym teplotam. Oxidované slouéeniny mohou byt pfitomny ve stovkach nebo dokonce
tisicich kombinaci v zavislosti na acylovych skupinach mastnych kyselin, které esterifikuji
molekulu glycerolu na TAG. Proto je kvantitativni stanoveni kazdé konkrétni slouceniny
relativné obtizné (Khor et al. 2019).

Vétsina t€kavych sloucenin se béhem smazZeni odpatfuje do atmosféry a zbyvajici tékavé
slou¢eniny v oleji podléhaji dalsim chemickym reakcim nebo jsou absorbovany ve smazenych
6



potravinach. Netékavé slou¢eny pak mohou ménit fyzikalni a chemické vlastnosti oleje
i potraviny. Tyto slouceniny ovliviiuji napfiklad kvalitu chuti a také texturu smazenych
potravin. Smazeni ve vysoké vrstvé oleje snizuje obsah nenasycenych mastnych kyselin v oleji,
méni barvu a zvySuje pénéni, viskozitu, hustotu, mérné teplo a obsah volnych mastnych kyselin,
polarnich latek a polymernich slouc¢enin (obrazek 1). Teplota a ¢as smazeni, pouzity tuk ¢i olej,
antioxidanty a typ fritézy ovliviiuji rozsah hydrolyzy, oxidace a polymerace tuku ¢i oleje béhem
smazeni (Choe & Min 2007; Ziaiifar 2008).

sujici se hodnota ——

VA

Obrazek 1: Fyzikalni a chemické zmény v oleji v pribéhu smazeni ve vysoké vrstvé (upraveno podle
Choe & Min 2007)

1.1.2 Oxidaéni, hydrolytické a dal§i zmény lipidi béhem smaZeni
1.1.2.1 Hydrolytické reakce olejii a tuki

Kdyz se jidlo smazi v rozpaleném oleji, voda pfitomnd ve smazené potraviné vytvaii paru,
ktera se odpatuje a vede k bublani/pénéni. Voda, para a kyslik iniciuji chemické reakce v oleji
na smazeni a smazeném jidle. Voda jako slaby nukleofil, $tépi esterovou vazbu triacylglyceroli
za vzniku di- a mono—acylglycerold, glycerolu a volnych mastnych kyselin. Obsah volnych
mastnych kyselin v oleji na smaZeni se zvysuje s po¢tem fritovani (Chung et al. 2006). Hodnota
obsahu volnych mastnych kyselin se pouziva ke sledovani kvality oleje na smazeni. Hydrolyza

probiha sndze v oleji obsahujicim mastné kyseliny s kratkym fetézcem a nenasycené nez v oleji
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s obsahem mastnych kyselin s dlouhym fetézcem a nasycenych, protoze mastné kyseliny

s kratym fetézcem a nenasycené jsou rozpustnéjsi ve vodé (Nawar 1969).

Cim vét§i mnoZstvi vody, tim rychleji tuk ¢&i olej hydrolyzuje (Dana et al. 2003) a zarovefi
voda vede k rychlej§i hydrolyze nez para (Houhoula et al. 2003). Castd vyména oleje na
smazeni za Cerstvy zpomaluje jeho hydrolyzu (Romero et al. 1998). Na druhou stranu, doba

smazeni nema na hydrolyzu tuku ¢i oleje vliv (Naz et al. 2005).

Volné mastné kyseliny a jejich oxidované sloueniny zpiusobuji pachut’ a &ini olej
nevhodny pro smazeni. Di— a monoacylglyceroly, glycerol a volné mastné kyseliny urychluji
dalsi hydrolytické reakce v oleji (Frega et al. 1999). Glycerol se odpatuje pii 150 °C a zbyvajici
glycerol v oleji podporuje produkci volnych mastnych kyselin hydrolyzou (Naz et al. 2005).
Stevenson et al. (1984) uvadi, ze maximalni obsah volnych mastnych kyselin pro olej na
smazeni by mél byt 0,05 % az 0,08 %.

1.1.2.2 Oxidace oleje

Oxidace lipidii v potravinach predstavuje slozity fetézec reakci, které nejprve vede
K primarnim produktim (peroxidim, respektive hydroperoxidim), které, jakmile jsou
vystaveny prodlouzenym oxida¢nim podminkam, vedou k produktiim sekundarni oxidace, coz
jsou aldehydy, ketony, epoxidy, hydroxy slouceniny, oligomery a polymery (Barriuso et al.
2013).

Byly popsany rizné cesty oxidace lipida: radikalovy mechanismus neboli autoxidace,
singletovym kyslikem zprostfedkovany mechanismus neboli fotooxidace a také enzymaticka
oxidace, kterd je katalyzovéana lipoxygenazami. Tento ptehled se zaméfuje na neenzymatické
cesty, auto— a fotooxidaci, které vedou ke vzniku stejnych nebo podobnych peroxidd, liSicich
se obc¢as polohou, a tudiz prostorovym uspotadanim (Stereoizomerie). Autoxidace vyzaduje
pocatecni aktivacni energii pro odstranéni atomu vodiku, je tedy podpoiena vysokymi teplotami
a pritomnosti dvojnych vazeb. Fotooxidaci spousti vysoce reaktivni singletové formy kysliku,
které vznikaji excitaci tripletoveho molekularniho kysliku, za plisobeni svétla a pifitomnosti
fotosenzibilizatorti (Choe & Min 2006; Barriuso et al. 2013).

Chemicky mechanismus tepelné (termalni) oxidace je v zasadé stejny jako mechanismus

autoxidace. U tepelné oxidace je vSak rychlejsi nez u autoxidace. Mechanismus tepelné oxidace



zahrnuje iniciaci (zahajeni reakce), propagaci (pokrac¢ovani) a terminaci (ukonéeni reakce), jak
je uvedeno na obrazku 2 (Choe & Min 2007).

100 keal/mol 50 keal/mol 75 keal/mol

v 14 13 12 H 10 9 v

CH:~(CH:);~CH;~CH=CH-CH>-CH=CH-CH; (CH;)s~COOH

.. - H*
Iniciace

13 12 11 m 9
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1211 9
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CHy(CH;)— CHx

Obrazek 2: Iniciace, propagace a terminace pii tepelné oxidaci oleje (upraveno podle Choe & Min
2007)

Kyslik pti smazeni ve vysoké vrstvé reaguje s olejem (Peers & Swoboda 1982; Houhoula
et al. 2003). Olej v neradikalovém singletovém stavu nereaguje s dvouatomovym kyslikem
Vv tripletovém stavu kvuli spinové bariéfe. Bézny atmosféricky kyslik je dvouatomova
sloucenina. Olej by mél byt v radikdlovém stavu, aby reagoval s reaktivni formou kysliku
a probehla oxida¢ni reakce. Vodik s nejslabsi vazbou na uhliku oleje bude odstépen nejdiive,
aby se stal radikalem. Naptiklad energie potiebna k rozbiti vazby uhlik—vodik na 11. uhliku
linolové kyseliny je 209 kJ/mol. Dvojné vazby na uhliku 9 a 12 oslabuji vazbu uhlik—vodik na
11. uhliku odebranim elektrond. Vazba uhlik—vodik na uhliku 8 nebo 11, coz je a-poloha
k dvojné vazbé olejové kyseliny, je asi 314 kJ/mol. Aktivaéni energie vazby uhlik-vodik na
nasyceném uhliku bez dvojné vazby vedle je priblizn¢ 418 k/mol. Rizné sily uhlovodikovych
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vazeb vysvétluji rozdilné rychlosti oxidace mastnych kyselin stearové, olejové, linolové
a linolové béhem tepelné oxidace nebo autoxidace. Nejslabsi vazba uhlik—vodik linolové
kyseliny je tana 11. uhliku a vodik na uhliku 11 bude tedy odstranén nejdtive za vzniku radikalu
na uhliku 11 (obrdzek 2). Radikal na uhliku 11 se pieskupi za vzniku konjugovaného
pentadienylu na uhliku 9 nebo uhliku 13 s trans dvojnou vazbou, jak je zndzornéno na
obrazku 2 (Choe & Min 2007).

Teplo, svétlo, kovy a reaktivni formy kysliku usnadiiuji tvorbu radikald v oleji.
Polyvalentni kovy, jako je Fe* a Cu?', odstratiuji vodikové protony z oleje za vzniku
alkylovych radikalti oxida¢né-redukénim mechanismem i pii nizkych teplotach. Misto tvorby
radikalii u nasycenych mastnych kyselinach se 1i8i od nenasycenych mastnych kyselin olejové
nebo linolové. Alkylovy radikal nasycenych mastnych kyselin se tvofi v a poloze karboxylové
skupiny majici schopnost odebirat elektrony. Tvorba alkylového radikalu z molekuly oleje
takeé reagovat s alkylovymi radikaly, alkoxylovymi radikaly a peroxylovymi radikaly za vzniku
dimert a polymeru (Choe & Min 2007; Ziaiifar 2008).

Alkylové radikaly s redukénim potencidlem 600 mV reaguji rychle s biradikalem
tripletového Kkysliku a produkuji peroxylové radikaly rychlosti 10%/M/s. Peroxylovy radikal
s reduk¢nim potencialem 1000 mV odebira vodik z olejové kyseliny a linolové kyseliny
a produkuje hydroperoxid rychlosti pfiblizng 1x10°M/s a 1x10/M/s. Peroxylovy radikal
odebira vodikovy atom z jiné¢ molekuly oleje a tvoii novy hydroperoxid a dalsi alkylovy radikal.
Tato reakce se nazyva radikalova fetézova reakce v potravinach, a jeji prvni krok je oznacovany
jako propagace. Peroxylové radikaly také reaguji s dalsimi radikaly rychlosti asi 1,1x10%/M/s
za vzniku dimerd nebo polymerti (Choe & Min 2006). Retézové reakce volnych alkylovych
radikald a peroxylovych radikalt urychluji oxidaci oleje (Choe & Min 2007).

Sila vazby kyslik—kyslik v hydroperoxidu R-O-O-H je ptiblizné 184 kcal/mol, coz je
relativné slaba kovalentni vazba. Hydroperoxidy nejsou obecné stabilni v pribéhu smaZeni ve
vysoké vrstvé tuku ¢i oleje (Nawar 1984). Rozkladaji se na alkoxylové a hydroxylove radikaly
homolyzou peroxidove vazby. Hydroperoxid se rozlozi a vytvoii oxy— a hydroxylové radikaly.
Alkoxylovy radikal reaguje s jinymi alkoxymi radikaly nebo se rozklada a tvoii neradikalové
produkty. Tvorba neradikalovych tékavych a netékavych slouc¢enin na konci oxidace se nazyva

terminace (Choe & Min 2007), jak je znazornéno na obrazku 2.
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Vétsina tékavych latek je z fritovaciho oleje béhem smazeni ve vysoké vrstvé odstranéna
parou. Pfidani vody do smaziciho systému snizuje obsah tékavych sloucenin v oleji
(Wu & Chen 1992). Mnozstvi tékavych sloucenin piitomnych v oleji se velmi 1isi v zavislosti
na druhu oleje, potraviné a podminkach smazeni. Ztrata tékavych sloucenin z oleje na smazeni
je dtsledkem kombinace odpafovani a také rozkladu a reakce tékavych sloucenin s dal§imi
slozkami potravin (Nawar 1984). T¢kavé slouCeniny v oleji na smazeni podléhaji dalsim
reakcim, jako je napf. oxidace, dimerizace a polymerace. T¢kavé slouCeniny vyznamné
pfispivaji ke kvalité chuti oleje na smazeni a smazené¢ho jidla. Rychlost oxida¢nich
degradac¢nich reakci se zvySuje se zvySujici se koncentraci kysliku a volnych radikala (Paul
etal. 1997). Na zacatku smazeni je mnozstvi mono— a diacylglyceroli malé. Vysoké
mezifazové napéti ve fritovacim systému rozbiji bublinky pary a vytvaii na povrchu oleje
,pokryvku*. Tato vrstva z pary snizuje kontakt mezi olejem a kyslikem a snizuje tak oxidaci
oleje (Choe & Min 2007).

1.1.2.3 Polymerace oleje

Tekavé slouCeniny jsou extrémné dulezité pro chutové vlastnosti oleje na smazeni
a smazeného jidla, ale jejich obsah je maly (v fadech ppm) (Nawar 1984). Hlavni produkty
rozkladu oleje na smaZeni jsou netékavé polarni slouceniny a dimery a polymery
triacylglycerolii. Mnozstvi cyklickych sloucenin jsou relativné mala ve srovnani s netékavymi
polarnimi slouc¢eninami, dimery a polymery (Sanchez-Muniz et al. 1993; Dobarganes et al.
2000). Dimery a polymery jsou velké molekuly s molekulou hmotnostni v rozmezi 692 az 1600
Daltont a jsou tvofeny kombinaci vazeb -C-C-, -C-O-C- a -C-O-0O-C- (Stevenson et al. 1984).
Dimery a polymery maji hydroperoxidové, epoxidové, hydroxylové a karbonylové skupiny
a -C-0-C- a -C-0O-0-C- vazby (Christopoulou & Perkins 1989).

Dimery nebo polymery jsou bud’ acyklické nebo cyklické v zavislosti na reakénim procesu
a druhu mastnych kyselin, z kterych se olej sklada (Sanchez-Muniz et al. 1993, Tompkins
& Perkins 2000). Dimerizace a polymerace v pribéhu smazeni ve vysoké vrstvé jsou
radikalové reakce. Alkylové radikaly se tvoii pfednostné na methylenovych uhlicich v pozici
a k dvojnym vazbam. Dimery jsou tvofeny reakcemi allylovych radikali pomoci C-C vazby.
Tvorba acyklickych polymert z olejové kyseliny béhem zahtivani je znazornéna na obrazku 3
(Choe & Min 2007).
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Obrazek 3: Tvorba acyklického polymeru z olejoveé kyseliny béhem smazeni ve vysoké vrstvé (Choe

& Min 2007)

Triacylglyceroly reaguji s kyslikem a produkuji alkylhydroperoxidy (ROOH) nebo
dialkylperoxidy (ROOR). Snadno se rozkladaji na alkoxylové a peroxylové radikaly stépenim
RO-OH a ROO-R. Alkoxylové radikaly mohou ziskat vodik z molekuly oleje za vzniku
hydroxy slouc¢enin nebo se kombinovat s jinymi alkylovymi radikaly za vzniku oxydimeru.

Peroxylové radikaly se mohou kombinovat s alkylovymi radikaly a vytvaiet peroxy dimery

(obrazek 4).
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Obréazek 4: Tvorba etherovych nebo peroxidovych vazebnych polymert béhem smazeni (upraveno
podle Choe et Min, 2007)

Tvorba dimerti a polymerti zavisi na typu oleje, teplot€¢ smazeni a poctu fritovani. Se
zvysujicim se poctem smazeni a zvySujici se teplotou se mnozstvi polymera zvysuje (Sanchez-
Muniz et al. 1993; Choe & Min 2007). Olej s vysokym obsahem linolové kyseliny podléha
b&hem smazeni ve vysoké vrstvé snadnéji polymeraci nez olej s vysokym obsahem olejové
kyseliny (Tompkins & Perkins 2000; Bastida & Sanchez-Muniz 2001).

Cyklické polymery se vytvaii uvniti nebo mezi triacylglyceroly radik&lovymi reakcemi
a Diels-Alderovou reakci (obrazek 5). Tvorba cyklickych sloucenin v oleji na smazeni zavisi
na stupni nenasycenosti a teploté smazeni. Tvorba cyklickych monomert a polymeri se zvySuje
se zvySujicim se obsahem linolenové kyseliny (Rojo & Perkins 1987; Tompkins & Perkins
2000). Tvorba cyklickych monomert je zanedbatelna, dokud obsah linolenové kyseliny
nepiesahne asi 20 % (coz realné pfipada v uvahu pouze u Inéného oleje, ktery se pro smazeni
ale nepouziva). Cyklické slouceniny se ve vyznamné mife netvoii, dokud teplota oleje

nedosahne 200 °C az 300 °C (Christopoulou & Perkins 1989; Choe & Min 2007).
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Obrazek 5: Tvorba cyklické slou¢eniny z kyseliny linolové reakci Diels-Alder pii hlubokém smaZeni

(Choe & Min 2007)

Polymery vznikajici pfi smazeni ve vysoké vrstvé jsou bohaté na kyslik. Oxidované
polymerni slouceniny urychluji dal$i degradaci oleje, zvySuji viskozitu oleje (Tseng et al.
1996), snizuji pienos tepla, a béhem smazeni ve vysoké vsrtvé vedou K pénéni a vytvari
nezadouci barvu smazeného porkmu. Vétsi mnozstvi polymert v oleji vede také k vétsiabsorpci

oleje do smazenych potravin (Choe & Min 2007).

Polymery jsou vysoce konjugované dieny a vytvateji hnéd¢ zbytky (podobné pryskyftici)
po stranach fritézy, kde olej a kovy piichazi do styku s atmosférickym kyslikem (Moreira et al.
1997).

1.1.3 Zmény doprovodnych latek lipidi béhem smaZeni

Konzumenti potravin byli po 1éta varovani, Ze dieta bohatd na cholesterol miize zplsobit
aterosklerozu. Je také dobie zndmo, Ze konzumace velkého mmnoZstvi fytosterolli snizuje
koncentraci lipoproteinii s nizkou hustotou (LDL) v krvi (LDL jsou povazovany za klicovy
rizikovy faktor rozvoje kardiovaskularnich chorob). Zadné védecké diikazy vsak jednoznaéng

neprokazaly pfimou souvislost mezi mnozstvim konzumovaného cholesterolu a hladinou LDL
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v krvi. Na druhé strané se ukazuje, ze koncentrace produktii oxidace cholesterolu (oxysteroli)
ma naptiklad vyznamny vliv na vznik aterosklerotickych 1ézi (plakl). Fytosteroly (jako
sitosterol nebo kampesterol) snizuji hladinu LDL v krvi, ale na druhou stranu jsou produkty
jejich oxidace toxické (Brzeska et al. 2016).

Steroly (také steroidni alkoholy) patii mezi steroidy. Atom uhliku ve 3. poloze 4kruhového
steroidniho jadra je v nich substituovan hydroxylovou skupinou a postranni fetézec je piipojen
na C17 (obrazek 6). Steroly jsou lipofilni. Mohou byt rozdéleny na fytosteroly (rostlinného
ptavodu), zoosteroly (zivo¢isného pivodu), mycosteroly (houbového puvodu) a syntetické

steroly.

CHs

HO

CH,

Obrazek 6: Kostra sterolu (A), strukturni vzorec cholesterolu (B), p—sitosterolu (C) a stigmasterolu (D)
(Brzeska et al. 2016)

1.1.3.1 Fytosteroly a jejich oxidacni produkty

Mezi nejvyznamnéjsi fytosteroly patii p—sitosterol (obrézek 6C), stigmasterol (obrazek
6D), kampesterol a brassikasterol. Lze je nalézt v mnoha druzich ovoce, zeleniny, ofechtl, zrn
arostlinnych oleji — jak v rostlinnych bunkach, tak v cytoplazmatickych membranach (Brzeska
et al. 2016).

Primérna spotieba fytosterolti v zapadnich zemich je asi 250 mg na den (Hovenkamp et
al. 2008). Fytosteroly inhibuji v lidském sttevé absorpci cholesterolu a snizuji hladiny
cholesterolu v krevnim séru, protoZe struktura molekul fytosterolu je velmi podobna

cholesterolu. Ptijem 2 g fytosteroltl denné snizuje u lidi hladinu lipoproteint s nizkou hustotou
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(LDL) 0 10 % a snizuje riziko ateroskler6zy (De Jong et al. 2003; Katan et al. 2003; Otaegui—
Arrazola et al. 2010). Na druhou stranu oxyfytosteroly, produkty oxidace fytosterold, jsou
toxické latky snadno absorbovatelné lidskym organismem (Adcox et al. 2001).

Vsechny steroly maji ve svych jadrech nenasycenou dvojnou vazbu mezi C5 a C6, takze
jsou nachylné k oxidaci. Molekuly fytosterolt se 1i$i od molekul cholesterolu v postrannich
fetézcich: jsou piitomny (u nékterych fytosteroli) dalsi substituce v blizkosti C24 a dvojna
vazba mezi C22 a C23 (obrazek 6). Obecné oxidaci sterolti vznikaji takzvané sterolové oxidacni
produkty (SOP) nebo oxysteroly (OS). Oxidaci cholesterolu vznikaji produkty oxidace
cholesterolu (COP), zatimco oxidace fytosteroli vede ke vzniku produkti oxidace fytosterola
(POPs) (Brzeska et al. 2016). Cholesterol je velmi nachylny k autooxidaci, ke které mize
dochazet dvéma zpusoby: typ I je urychlovan volnymi radikaly a typ 11 vysoce reaktivnimi
formami kysliku (naptiklad ozon a singletovy kyslik) (Miyoshi et al. 2014). Oxidaci fytosterolt
v lidském organismu se vénuje mén¢ praci nez oxidaci cholesterolu. Predpoklada se, ze se POPs
a COP vytvati podobné, pokud je kruh oxidovan v disledku néjakého neenzymatického
oxidacniho procesu, zatimco enzymatické transformace vedou k oxidaci postranniho fetézce

(Brzeska et al. 2016).

V préaci Rudzifiska et al. (2005) se obsah fytosteroli béhem smazeni hranolki na fepkovém
oleji vyrazné snizil (okolo 60 %). Krom& toho se vyznamné zvysil obsah oxyfytosterold,
zejména derivatt triolu. Obsah celkovych fytosterolu v Cerstvém, kvalitnim fepkovém oleji byl
5,4 mg/g a po 14. smazeni se snizil na 2,0 mg/g. Hranolky pfipravené v Cerstvém oleji na
smazeni obsahovaly 2,9 mg fytosterolii v 1 g extrahovanych lipidd, ale po 14. smazeni mély
v 1 g extrahovanych lipiddi pouze 1,1 mg fytosterolt. Uroveni celkovych oxyfytosterol
v Cerstvém kvalitnim fepkovém oleji pouzivaném na smazeni byla 25,1 pg/g. Po 14. smazeni
se zvySil na 197,1 pg/g. Béhem smaZzeni se obsah oxyfytosterolli v hranolkach pohyboval od
16,8 do 147,6 pg/g lipida extrahovanych z produktu (Rudzifiska et al. 2005).

V systému kontinualniho smazeni se ztraty fytosteroli pohybovaly mezi 4 a 6 % u sojoveho
oleje lisovaného za vysokého tlaku (ESBO), séjového oleje lisovaného za vysokého tlaku
s nizkym obsahem linolenové kyseliny (ELLSBO), slune¢nicového oleje s vysokym obsahem
olejové kyseliny (HOSun) a kukufi¢ného oleje (Corn), bez ztraty u hydrogenovaného séjového
oleje (HSBO). V experimentu smazeni ve varkach se ztrata fytosteroll pohybovala od 1 do
15 % a byla nejvyssi u kukufi¢ného oleje nasledovaného SBO a HSBO. U ESBO, ELLSBO

a HOSun nedoslo k zadné vyznamné ztraté fytosterolt (Winkler et al. 2007).
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1.1.4 Zmény nutri¢ni jakosti potravin béhem jejich smaZeni
1.1.4.1 Zmény tuki

Vzhledem k absorpci oleje, ktera se vétsinou pohybuje mezi 8-25 %, ale mtize se dostat az
na 40 % hmotnosti produktu (Bouchon 2009), je dulezité, aby vybér oleje na smazeni vychazel
nejen z jeho technologickych vlastnosti, ale také z nutri¢nich vlastnosti (Mellema 2003). Nartst
energetického piijmu je jednim z hlavnich problémi spojenych s konzumaci smazenych
potravin (Bordin et al. 2013). Absorpce oleje zavisi na pocatecni kvalité a typu pouzitého oleje
nebo tuku. Podle Paula a Mittala (1997) ovliviiuje pronikani oleje do potravin mnoho faktord,
jako jsou geometricky tvar potraviny, viskozita oleje, druh jidla, teplota oleje a délka smazZeni.
Dlouhodobé pouzivani oleje a/nebo jeho opctovné pouziti vede k tvorbé a hromadéni
nezadoucich latek. Tyto slou¢eniny mohou souviset s uvoliiovanim a rozpousténim
potravinovych ¢astic nebo produktli tepelnych a oxidacnich reakei v oleji. VSechny tyto faktory
ptispivaji ke zvyseni viskozity oleje, sniZzeni povrchového napéti mezi potravinou a olejem a ke

zvyseni ulpivani oleje na povrchu jidla, coz usnadiuje absorpci oleje (Dobarganes et al. 2000).

Proces smazeni muze také vést ke vzniku trans—nenasycenych mastnych kyselin (TFA).
TFA jsou definovany jako nenasycené mastné kyseliny, které obsahuji nekonjugované dvojné
vazby uhlik—uhlik v trans konfiguraci a epidemiologické studie naznacuji, ze existuje vztah
mezi Urovni ptijmu téchto slou¢enin a rizikem kardiovaskularnich onemocnéni (Mozaffarian et
al. 2004; Tsuzuki et al. 2010). Mnozstvi vytvofenych TFA béhem smazeni zavisi na trech
hlavnich faktorech: podminky smazeni, material (potravina) na smazeni a metody méteni TFA
(Tsuzuki et al. 2010). | kdyz se smazené potraviny ¢asto neuvadi jako vyznamny zdroj TFA,
nékteré oleje odebrané z pouli¢nich obéerstveni mohou obsahovat az 30 % TFA (Gupta et al.
2016). Podrobnéjsi popis dalsich toxickych latek vznikajicich pii smazeni je v kapitole

1.6. Zmény hygienické jakosti potravin pii jejich smazeni.

1.1.4.2 Zmény bilkovin

Nutri¢ni hodnota bilkovin v potravinach je kombinaci jejich kvality a kvantity. Kvalita
predstavuje obsah bilkovin zkonzumovanych a wvyuzitych organismem a zastoupeni
jednotlivych aminokyselin. Kvantita pfedstavuje mnozstvi bilkovin pfitomnych v potravinach.
Tepelné zpracovani muze snizit mnozstvi bilkovin a vést k degradaci nékterych aminokyselin,

¢imz se zméni i kvalita bilkovin v potravinach (Henry 1998).
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Obecné se obsah bilkovin procesem smazeni zvySuje vlivem zakoncentrovani, protoze
smazeni je také proces dehydratace. Pokud jde o esencidlni aminokyseliny, v literatuie neni
shoda o jejich ztraté. Lysin je vSak prvni aminokyselinou zapojenou do Maillardovy reakce,
takze jeho ztraty v procesu smazeni se piedpokladaji (Bordin et al. 2013). Maillardova reakce
zpusobuje ztratu zivin a hnédnuti. Intenzita hnédnuti primarné koreluje se ztratami lysinu,

histidinu a methioninu (Hidalgo & Zamora, 2000).

1.1.4.3 Zmény sacharidi

Nejbéznéjsim polysacharidem v potravinach je skrob. Amyléza a amylopektin se ve vodé
rozpoust&ji a teplem vytvaieji polymerni sit, coz vede k Zelatinizaci $krobu. Zelatinizace
nastava po denaturaci globularnich bilkovin pii vysokych teplotach a zahrnuje sacharidy,
bilkoviny, lipidy a vodu (Bordin et al. 2013).

Pii smaZeni syrovych brambor jsou velmi dileZité zmény $krobu. Skrobova zrna pii
kontaktu s horkym olejem rychle Zelatinizuji. Tuha struktura syrovych brambor se ztrati za
1-2 minuty a smazené chipsy zméknou. Pti dal$im zahtivani se na povrchu smazenych potravin
vytvoii pevna kiupava ktrka, coz spottebitel velmi oceniuje. Na povrchu hranolki, kde je obsah
vody mnohem niz§i nez ve vnittnich vrstvach, neni Zelatinace tak intenzivni, takze si Skrobova

zrna ¢aste¢né zachovavaji svoji krystalickou strukturu (Bordin et al. 2013).

Ve studii Bjorck a Asp (1994) bylo naznaceno, ze vafeni mrazenych hranolki nemélo
zadny Vvliv na sloZeni Skrobu ve srovnani s Cerstvymi vzorky, zatimco smazeni vyznamné

zvysilo procento rezistentniho Skrobu (¢imz se zvysil obsah vlakniny), coz je ¢aste¢né pricitano

tvorbé komplexu amyléza—lipid.

Neskrobnaté polysacharidy s vysokou molekulovou hmotnosti (dietarni vlaknina) se pti
piipravé hranolku rozkladaji. V nékterych piipadech se vSak obsah vlakniny béhem smazeni
zvySuje, coz je pravdépodobné zpusobeno tvorbou jiz zminéného rezistentniho skrobu,
melanoidinti nebo jinych nestravitelnych slou¢enin. Kromé toho polysacharidy vytvareji na
zaCatku procesu zahtivani na povrchu kompaktni film, ¢imz zabranuji migraci tuku do

smazeného pokrmu a ztraté vody (Rimac—Brnci¢ et al. 2004).

1.1.4.4 Zmény vitamini

Vétsina vitamina je citlivd na teplo a jejich oxidace z&visi na vnitini teploté potravin
a procesu smazeni. Vitamin C je obvykle z vitamint ten nejcitlivéjsi na teplo. Z vitamina
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skupiny B jsou procesem smazeni nejcastéji postizeny B1, B2, B3 a B6 (Bordin et al. 2013).
Vitaminy B1, B2, B6 a C se ale pii smazeni uchovavaji lépe nez pii vafeni, vafeni v paie nebo
duseni (Ghidurus et al. 2010).

Ztraty thiaminu (vitaminu B1) jsou v pfipadé smazeni nizsi, nez kdyz se jidlo ptipravuje
jinymi metodami. Nejvétsi ztrata thiaminu nastala pii vaieni ve vodé (70 %), poté v paie (40 %),
prazenim (35 %) a az nakonec smazenim (30 %). To lze pfipsat povaze vitaminu, ktery je

rozpustny ve vodé a vyluhuje se do ni (Kimura et al. 1990).

Riboflavin (vitamin B2) byl pii smazeni kufeciho masa lépe zachovan nez thiamin, kdyz
se smazilo tmavé maso. Ztréty riboflavinu ve smazenych telecich a prase¢ich jatrech Cinily
42,5 a 43,5 % (Ghidurus et al. 2010). Ke ztratam pii varu brambor, zeleniny, masa a ryb dochazi
zejména kvili vyluhovani. Narust obsahu riboflavinu béhem smazeni je vyznamny. To je
pravdépodobné zpisobeno vznikem riboflavinu z prekurzora riboflavinu béhem smazeni
(Bognar 1998).

Ptiprava brambor za rtiznych podminek ukazala mensi ztratu vitaminu C pfi smazeni ve
vysoké vrstvé (5-35 %) nez pii vaieni (30 %) a duSeni (76 %) (Bognar 1998). Rojas—Gonzales
et al. (2006) uvadi ztratu < 45 % vitaminu C po smazeni plantainu (zeleninového bananu) ve
vysoké vrstvé palmového oleje pti 120-180 °C a dobé 24 s az 4 min. Ztrata vitamind je
zpusobena vysokymi teplotami, enzymatickou oxidaci béhem procesu ptipravy nebo dlouhou

dobou smazeni.

Pokud je proces smazeni kratky, jsou ztraty p—karotenu, nejdilezitéjsiho zastupce skupiny
provitaminu A, relativné nizké. V zelenin¢ smazené ve vysoké vrstvé byly ztraty p-karotenu
dvakrat vyssi nez u zeleniny smazené v nizké vrstvé. Nékteré karoteny mohou migrovat do
oleje na smazeni. Béhem smazeni zeli se obsah B—karotenu snizil 0 29 % (Ghidurus et al. 2010).
Speek et al. (1988) zkoumali ucinek kulindrniho zpracovani na obsah karotenoida v zelening,

kdy zjistili praimérnou ztratu aktivity vitaminu A 14 % pii vareni a 24 % pii smaZeni.

Retinol, karotenoidy a tokoferoly se degraduji, ménice chut’ a barvu oleje. Preferen¢ni
oxidace tokoferolit mé vsak ochranny (antioxida¢ni) uéinek, Ktery je zvlasté dulezity, protoze
vétsina olejil na smazeni je rostlinného ptivodu a obsahuje velké mnozstvi nenasycenych rychle
oxidovatelnych mastnych kyselin (Bordin et al. 2013). V olejich (s riznymi stupni nenasyceni)

byla degradace vyznamné vyssi, kdyz nebyly ptitomny tokoferoly, a pravdépodobné zalezi i na
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typu tokoferoli (Barrera—Arellano 2002). Podle Gordon a Koufimska (1995) se v fepkovém

oleji a-tokoferol ztréci rychleji nez jiné tokoferoly.

Béhem simulace domaciho smazeni s panenskym olivovym olejem, slune¢nicovym olejem
a rostlinnym olejem byla béhem osmi po sobé jdoucich operaci smazeni prokéazana
pozoruhodna odolnost homologti tokoferolu. 50 % vitaminu E bylo zachovano po ¢tyfech az
péti po sobé jdoucich smazenich, v zavislosti na druhu oleje (Andrikopoulos et al. 2003).
Rostlinné oleje na smazeni jsou vynikajicim zdrojem vitaminu E (Carlson & Tabacchi 1986).
Vsechny rostlinné oleje pouzivané ke smazeni obsahuji vitamin E v koncentraci mezi
15 a 49 mg ekvivalentu a—tokoferolu/100 g. Smazena jidla jsou diky absorpci oleje obohacena
o zna¢né mnozstvi tohoto vitaminu. Napiiklad porce 100 g domacich hranolkd poskytuje az
50 % doporucene denni davky vitaminu E (Saguy & Dana 2003). Narust ztraty vitaminu E
béhem smazeni pozorovali Carlson a Tabacchi (1986). Vitamin E (tokoferoly) z oleje na
smazeni se ucastni reakci volnych radikald, ¢imz se snizuje rychlost oxidace (Saguy & Dana
2003). Nebyla v§ak pozorovana zadna vyznamna zména v obsahu vitaminu E v hranolcich
béhem c¢tyf dnti komeréniho smazeni — v dasledku zvySeni mnozstvi tukt v hranolkach
nasaknutim, které kompenzovalo snizeni vitaminu E v dasledku smazeni oleje (Carlson &
Tabacchi 1986). Simonne a Eitenmiller (1998) studovali zmény v obsahu vitaminu E v kufecich
nugetach a obalovanych krevetach béhem smazeni ve vysoké vrstvé. Po smazeni v sGjovych
a kukufi¢nych olejich byl zaznamenan nartst celkového vitaminu E z 4,6 mg/100 g pted
smazenim na 4,9 mg/100 g po smazeni v kufecich nugetach a v obalovanych krevetach

z 0,6 mg/100 g pted smazenim na 5,1 mg/100 g po smazeni.

Rychlost rozkladu tokoferolii béhem smazeni ve vysoké vrtsvé zavisi na dobé smazeni
a pouzitém oleji. Rychlost rozkladu y—tokoferolu ve smési s6jového a fepkového oleje pti
180 °C pti smazeni brambor byla nejrychlejsi, nasledovana 6— a a—tokoferolem. Aldehydy,
epoxidy, hydroxyketony a dikarboxylové slou¢eniny vytvofené oxidaci lipidl reaguji s aminy,

aminokyselinami a bilkovinami ve smazenych potravinach (Choe & Min 2007).

1.1.45 Zmény mineralnich latek

Je logické, ze pii smazeni nedochazi k vyraznym ztratdam mineralnich latek. Ve studiich
Gokoglu et al. (2004) a Avallone et al. (2009) bylo zjisténo, Zze mineralni latky jsou smazenim
relativné zachovany, zejména pii vysokych teplotach (165-185 °C) a kratké dobé ptipravy.
Ersoy a Ozeren (2009) hodnotili zpracovani ryb a po smazeni pozorovali maly nérist
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koncentrace minerélnich latek, jako je Na, K, Ca, Mg, Fe a Zn, pravdépodobné kvili
koncentra¢nimu efektu. Ve studii s filety ze pstruha duhového se obsah mineralnich latek,
konkrétné Na, Ca, Mg, K, P, Fe a Zn, béhem procesu smazeni statisticky vyznamné zvysil
(Asghari et al. 2013).

1.1.5 Zmény senzorické jakosti potravin béhem jejich smaZeni
1.1.5.1 Chut’, viiné€ a barva

KdyZ je pokrm ponotfen do horkého oleje v ptitomnosti kysliku, je olej vystaven tfem
faktortim, ktera zpuisobuji zmény v jeho slozeni: voda z potraviny (ktera zptsobuje hydrolytické
zmény), kyslik (ktery se dostava do kontaktu s olejem a zplisobuje oxida¢ni zmény od povrchu
do vnitftku potraviny) a nakonec vysoka teplota (kterd zpiisobuje tepelné zmény, jako jsou

izomerizace a $t€pné reakce) (Bordin et al. 2013).

Charakteristiky barvy, chuti a viilné smazenych produkti jsou vytvareny kombinaci reakci
a sloucenin absorbovanych olejem na smazeni. Hlavnimi faktory ovliviiujicimi zmény barvy
a chuti v prubéhu procesu smazeni jsou druh oleje, skladovani a tepelné zmény, mezifazové
napéti mezi olejem a vyrobkem, teplota a délka smazeni, obsah vlhkosti, velikost a vlastnosti

povrchu potravin a oSetieni pfed smazenim (Bordin et al. 2013).

Oxidace lipidu vytvari t€kavé a netékavé slouceniny, které interferuji s chuti a viini. Obsah
tékavych latek v oleji na smazeni na zac¢atku procesu roste, ale béhem smazeni se snizuje. Pro
kvalitu procesu smazeni jsou dualezité tékavé latky, jako jsou nasycené aldehydy C6-C9, enaly
(napf. 2—decenal), dienaly (napt. 2,4—heptadienal) a uhlovodiky (hexen, hexan, heptan, oktan,
nonan a dekan). Tvorba netékavych rozkladnych produktii je zptisobena oxidaci a polymeraci
nenasycenych mastnych kyselin. Vznikajici aldehydy (mimo jiné) ovliviiuji chut’ smazenych
potravin, protoze 2—trans—4—trans-dekadienal pozitivné ptispiva k chuti smazenych potravin,

zatimco jiné aldehydy vedou ke vzniku pachuti (Boskou & Morton 1976).

Chut oleje, ktera se vytvaii v prib&éhu smazeni ve vysoké vrstvé, je popsana jako ovocna,
travnatd, maslova, spalena, ofechova a rybi. Oxidace linolenove kyseliny béhem smazeni ve
vysoké vrtsvé zvySuje rybi zapach a tvrobu pachuti (Bordin et al. 2013) a snizuje se ovocna
a ofechova viiné. Znamé slouceniny zodpoveédné za rybi zapach jsou 1-penten—3—on, 1-okten—
3-on a E,Z-2,6-nonadienal, ale existuje jich mnohem vice (Sghaier et al. 2016). Senzoricka

kvalita obecné klesé s poctem smazeni a zélezi i na druhu oleje. Kvalita chuti araSidového oleje
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byla lepsi nez ta s6jového nebo fepkového oleje pii smazeni brambor na 160 °C, 180 °C
a 200 °C (Choe & Min 2007). Wu a Chen (1992) uvedli 2—heptenal, 2—oktenal, 1-okten—-3—ol,
2,4—-heptadienal, and 2,4-dekadienal jako hlavni t€kavé slouceniny vznikajici v séjovém oleji
pti 200 °C.

Typicka zddand smazena piichut vznika pii optimélni koncentraci kysliku. Pfi nizké
koncetraci kysliku je chut’ slab4d a Spatna a pii vysoké koncetraci kysliku vznika pachut’.
Slouceniny zodpovédné za smazenou chut' v potravinach jsou hlavné tékavé sloucCeniny
z linolové kyseliny a jsou to dienaly, alkenaly, laktony, uhlovodiky a rizné cyklické slouc¢eniny
(Choe & Min 2007). Karbonylové slouceniny vzniklé v prubéhu smazeni ve vysoké vrstvé
mohou reagovat s aminokyselinami, aminy a bilkovinami a vést ke vzniku zadoucich pyrazini

dodavajicich ofechovou chut’ (Negroni et al. 2001).

1.1.5.2 Textura

Vyvoj struktury uvniti potravin béhem procesu smazeni je vysledkem kombinace zmén
bilkovin, tuk® a uhlovodikovych polymert, podobnych tém, které se tvoii béhem vaieni nebo

peceni (Bordin et al. 2013).

Tvorba pori je zasadni strukturalni zménou. Pory vznikaji odpafovanim vody a tvorbou
se tvofi povrchova kiurka, ktera ptisobi jako bariéra proti odpafovani, snizuje ztraty vody
a udrzuje vnitfek pokrmu vlhky. Zelatinizace $krobu a denaturace bilkovin také piispivaji
K rozvoji pori a smrsténi potraviny. Pfitomnost pora ovlivituje mechanické vlastnosti potraviny

a nasledné jeji texturu a ptijatelnost (Ahmed et al. 2010).

1.1.6 Zmény hygienické jakosti potravin béhem jejich smaZeni

Dalsim problémem spojenym s konzumaci smazenych potravin je pfijem slouc¢enin
s negativnim vlivem na zdravi ¢lovéka vznikajicich pii smazeni. V soucasnosti identifikované
nebezpecné slouceniny, které se pii smazeni mohou tvofit, jSou napf. potencialné karcinogenni
molekuly, jako jsou karbonylové slou¢eniny nebo monoepoxidy, a nékteré aldehydy vytvorené
z linolové kyseliny. Napiiklad 4-hydroxy—2-transnonenal byl prokazan jako cytotoxicky
(Sepannen & Saari Csallany 2002; Ziaiifar et al. 2008).

Mezi vSemi slouc¢eninami produkovanymi Maillardovou reakci roste zajem o toxické
slouéeniny, jako jsou akrylamid a hydroxymethylfurfural (HMF). Je zndmo, zZe akrylamid je
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u zvifat neurotoxickd, genotoxicka, hepatotoxicka a karcinogenni slou¢enina (Capuano
& Fogliano 2011), vykazuje reproduk¢ni toxicitu (Quanwei et al. 2019) a je klasifikovan jako
pravdépodobny lidsky karcinogen (IARC 1999). HMF je také tepelné indukovany toxicky
meziprodukt, ktery se podili na tvorbé akrylamidu v potravinové matrici (Perera et al. 2021).

Akrylamid vznika prostfednictvim Maillardovy reakce, kdyz se asparagin a redukujici
cukry zahtivaji na vysokou teplotu (Stadler et al. 2002; Kalita & Jayanty 2013). V jedné studii
Miao et al. (2014) ukazali, ze u bramborovych lupinkt se s prodluzovanim doby zpracovani
a zvySovanim teploty odpovidajicim zptisobem zvyS$oval obsah akrylamidu. Aktivita vody by
take mohla ovlivnit tvorbu této slouceniny, s poklesem aktivity vody se tvorba akrylamidu
zvysila (Miao et al. 2014).

Karbonylové slouceniny vzniklé pii oxidaci lipidi reaguji s aminokyselinami, zejména
asparaginem, vedou ke vzniku akrylamidu a snizuji nutricni hodnotu a bezpec¢nost potravin.
Akrolein, vytvoteny z oleje reaguje s asparaginem a vede ke vzniku akrylamidu pii smazeni ve
vysoké vrstvé (Yasuhara et al. 2003). Tvorba akrylamidu vyzaduje teplotu ohfevu nad 100 °C
(Becalski et al. 2003) a zvySuje se s rostouci teplotou (Pedreschi et al. 2005). Druh oleje
a pfidani silikonu nemélo zadny vliv (p>0,05) na koncentraci akrylamidu ve smazenych
potravinach (Matthdus et al. 2004). Akrolein a karbonyly vznikajici pfi smazeni ve vysoké

vrstvé vSak nejsou hlavnimi prekurzory akrylamidu (Zhang et al. 2005).

Akrolein (prop-2-enal) je a, p—nenasyceny aldehyd, ktery vznikd endogenné tepelnym
zpracovanim zivociSnych a rostlinnych tukd, sacharidi a aminokyselin. Jako elektrofil tvofi
akrolein adukty s gluthationem a dal$imi bunéénymi slozkami, a je proto cytotoxicky.
Mutagenita byla prokazana v né€kterych testech in vitro. Akrolein tvofi rizné DNA adukty
invivo, ale pro oralni expozici nebyly prokazany mutagenni a rakovinotvorné ucinky.
Systémové ucinky nebyly ze zékladnich studii hlaSeny (Abraham et al. 2011). Pracovni skupina
WHO stanovila piijatelny oralni pfijem akroleinu 7,5 pg/kg télesné hmotnosti/den. Expozici
akroleinu z potravin je jen t€Zké posoudit kvili analytickym obtiZzim a nedostatku spolehlivych
méfeni obsahu. Biomonitorovani lidského metabolitu akroleinu v mo¢i umoziuje hrubé odhady
expozice akroleinu v rozmezi nékolika pg/kg télesné hmotnosti/den. Vysoka expozice by mohla
byt po konzumaci urCitych potravin desetkrat vyssi. Prestoze je odhad expozice akroleinu
piijatého stravou spojen s nejistotami, dochazi k zavéru, Ze zdravotni riziko se zda byt
nepravdépodobné (Abraham et al. 2011). Smazeni potravin v domécnosti miize byt pficinou

znecisténi vnitiniho prostiedi domacnosti kvili tvorbé akroleinu. Osorio a de Lourdes Cardeal
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(2011) studovali emise akroleinu vznikajiciho pti smazeni hranolek v sdjovych, kukuticnych,
fepkovych, slunecnicovych a palmovych olejich pti 170 °C. Vysledky ukézaly, ze ke zménam
koncentrace akroleinu doslo po smazeni brambor na riiznych typech oleje a v riznych cyklech
Tkani¢kové (Shoestring) hranolky obsahovaly niz$i koncentraci akroleinu nez bramborové
lupinky a hranolky, kvili vy$§imu poméru povrch/objem. Akrolein v rostlinnych olejich se
muze tvofit z polyenovych mastnych kyselin, zejména linolenové kyseliny, ale ne
z glycerolového hlavniho Fetézce v triacylglycerolech. Mezi hladinou akroleinu a linolenové

kyseliny (18:3 n—3) v rostlinnych olejich byla dobra korelace (Endo et al. 2013).

Malondialdehyd (MDA), peroxida¢ni produkt olejti, je povazovan za toxicky. MDA muze
reagovat s lysinovymi, argininovymi nebo histidinovymi zbytky prostiednictvim e—aminu a N—
koncového aminu proteind, coz vede k tvorbé aduktd Schiffovy baze (Tsikas, 2017; Sottero et
al. 2019). MDA je tedy povazovan za cytotoxickou, neurotoxickou a mutagenni latku. Ackoli
podrobné limity MDA nebyly oficidlné zvetejnény, védecky vybor Evropského ufadu pro
bezpecnost potravin navrhl Groven expozice MDA 30 pg/kg télesné hmotnosti na den, uréujici
prah toxikologického rizika (Papastergiadis et al. 2014). Analyza Ma et al. (2019) odhalila, ze
tvorba MDA uzce souvisi s teplotou ohievu, obzvlast kdyz prekracuje 180 °C. Studie Ma et al.
(2021) zkoumala tvorbu MDA ve ¢tyfech rostlinnych olejich béhem smazeni hranolek (FF)
a masa z kutecich prsou (FCBM) pii 180 °C po dobu 7 hodin. Vysledky ukazaly, Zze obsah
MDA byl nizsi v olejich pouzivanych ke smazeni potravin nez v kontrolnich olejich, a to hlavné
proto, ze Se MDA zacletuje do potravin. Obsah MDA byl nizsi v FF, ale vys$si v FCBM, kvuli
riznym slozkam potravin. Analyzy modelového systému oleje a potraviny piinesly podobné
vysledky. MDA se vazal na hydrofobni Sroubovicovou strukturu na bazi skrobu ve FF, ale
vykazoval vétsi reaktivitu k nukleofilnim skupinam na bazi proteint v FCBM, coz vedlo
k silngjsi interakci s FCBM nez s FF. Vysledky naznacily existenci odlisnych mechanismul,

které jsou zakladem migrace MDA do rtiznych potravinovych matric (Ma et al. 2021).

Estery 3—monochlorpropan—1,2—diolu (3-MCPD) a glycidyl estery (GE) jsou tepelné
indukované kontaminanty, které se tvofi b&hem procesu rafinace oleje, zejména ve
vysokoteplotnim deodorizaénim stupni (Wong et al. 2020). VVolna forma MCPD a glycidolu se
uvoliuje z jejich mateiskych estertt hydrolyzou lipdz; jedna se o genotoxicky karcinogen (Goh

et al. 2021). Kdyz se prodlouZzila doba smaZeni, obsah ester 3-MCPD se vyznamné zvysil,
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zatimco obsah GE se vyznamné snizil. Vysoka teplota zpusobila v hranolcich vysoke hladiny
3-MCPD esteru, ale nizké hladiny GE (Wong et al. 2020).

1.2 Interakce smaZené potraviny a smaziciho média
1.2.1 Faktory ovliviiujici kvalitu oleje béhem smazeni ve vysoké vrstvé

Rychlost vymény oleje, doba a teplota smaZeni, sloZeni oleje na smazeni, poc¢atecni kvalita
oleje, sloZzeni smazeného pokrmu, typ fritézy, antioxidanty a obsah kysliku ovliviiuji kvalitu
oleje bdhem smaZeni ve vysoké vrstvé. Uginky nékterych faktort na kvalitu oleje na smazeni
jsou nékdy uvadény odlisné (nebo i opacné), kvili pouziti riznych analytickych metod pro

stanoveni kvality a riznych experimentalnich podminek (Bordin et al. 2013).

1.2.1.1 Doba a teplota smaZeni

Doba smazeni zvySuje obsah volnych mastnych kyselin (Mazza & Qi 1992), polarnich
sloucenin, jako jsou napi. oxidované triacylglyceroly (Romero et al. 1998; Xua et al. 1999),
dimery (Gordon & Koufimska 1995) a polymery (Tompkins & Perkins 2000). Prvnich 20
smazeni vede k rychlé tvorb¢é polarnich slouc¢enin. Na druhou stranu, po 30. smazeni nebyl

zaznamenan zadny vyznamny narust obsahu polarnich slouc¢enin (p>0,05) (Choe & Min 2007).

Vysoka teplota smazeni urychluje tepelnou oxidaci a polymeraci oleji (Tyagi & Vasishtha
1996). Sojovy olej obsahoval 3,09 % konjugovanych dienti a 1,68 % trans— nenasycenych
mastnych kyselin po 70hodinovém smazeni bramborovych lupinkt p#i 170 °C. Nicméné s6jovy
olej, ktery byl podroben stejnému smazeni, ale pii 190 °C obsahoval 4,39 % konjugovanych
dient a 2,60 % trans—nenasycenych mastnych kyselin (Tyagi & Vasishtha 1996). Pti vysoké
teploté¢ smazeni dochazi ke snizeni mnozstvi polymeru s peroxidovou vazbou a naopak se

zvySuje mnozstvi polymert s etherovou vazbou nebo vazbou uhlik—-uhlik (Choe & Min 2007).

PteruSované zahifivani a chlazeni oleji zpusobuje vétsi zhorSeni kvality olejii nez
kontinudIni zahtivani diky zvySeni rozpustnosti kysliku v oleji, kdyZ se olej ochladi (Choe &
Min 2007). Ve slune¢nicovém oleji doslo ke ztraté 25 % linolové kyseliny pfi pferuSovaném
smazeni, zatimco pii kontinualnim smazeni tato ztrata Cinila pouze 5 % (Peers & Swoboda
1982). Aby mohli porovnat uroven degradace podzemnicového (arasidového) oleje, provedli
Das et al. (2011) pokus, kde probihalo souvislé¢ smazZeni po dobu 8 hodin a pferuSované smazeni
probihalo 2 hodiny denné¢ po dobu 4 dnii, celkem 8 hodin smaZeni. Mezi zkoumanymi

parametry byla hodnota peroxidového Cisla, hodnota p-anisidinového ¢isla, mnozstvi dient,
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obsah oxidovanych mastnych kyselin a viskozita. Bylo zjisténo, ze tyto hodnoty jsou po
8 hodinach vyss$i u prerusovaného smazeni. Parametry, jako jsou jodové c¢islo, obsah
nenasycenych mastnych kyselin, ¢islo zmydelnéni a bod zakouieni se diky preruSovanému

smazeni vyrazng snizily (P <0,5).

1.2.1.2 Vliv sloZeni smaZené potraviny

Vlhkost v potravinach vytvari nad olejem pokryvku pary a snizuje kontakt se vzduchem
(Dana et al. 2003; Landers & Rathmann 1981; Peers & Swoboda 1982). Obsah vody
v potravinach ovliviiuje hydrolyzu oleje. Cim vyssi je obsah vlhkosti v potravinach, tim vyssi
je hydrolyza oleje. Lecitin (fosfatidylcholin) ze smaZenych potravin zplsobuje tvorbu pény
V poc¢ate¢ni fazi smazeni ve vysoké vrstvé (Stevenson et al. 1984). Fosfatidylcholin snizil
oxidaci lososového oleje pi1 180 °C po dobu 3 hodin. Pfidani s6jového lecitinu k extraktim
(odpadu) z vyroby olivového oleje zlepSilo antioxidacni aktivitu (a oxidaéni stabilitu)
sluneénicového oleje vice nez extrakty samotné (Giinal-Koroglu et al. 2019). Skrob zvysoval
degradaci oleje a aminokyseliny naopak chrani olej pfed degradaci béhem smazeni ve vysoke
vrstvé. Pfechodné kovy, jako je Zelezo, které je ptitomno v mase, se béhem smazeni hromadily

v oleji, a to zvysilo rychlost oxidace a tepelné degradace oleje (Choe & Min 2007).

Spenatovy prasek v 5%, 15% nebo 25% koncetraci v mouéném t&sté (stoéeném na platky
o tloustce 0,1 cm a nakrajeném) snizil tvorbu polarnich sloucenin v s6jovém oleji béhem
smazeni ve vysoké vrstveé pii 160 °C (Lee et al. 2002). Pfidani extraktu z ¢erveného Zensenu do
tésta z mouky v 1% a 3% koncetraci snizilo tvorbu volnych mastnych kyselin, konjugovanych
dienovych kyselin a aldehydt v palmovém oleji béhem smazeni tésta pii 160 °C (Choe & Min
2007). Ptidani mrkvového préasku do tésta v 10%, 20%, nebo 30% koncetraci vyznamné snizilo

(p <0,05) oxidaéni stabilitu sdjového oleje béhem smazeni (Lee et al. 2006).

Pyrofosfat sodny inhiboval po smazeni hranolek jejich ztmavnuti a snizil tvorbu volnych
mastnych kyselin v ztuZzeném fepkovém oleji béhem 12 az 72 hodin smazeni. Octan vapenaty
mél pouze maly vliv na tvorbu volnych mastnych kyselin v oleji béhem smazeni ve vysoké

vrstvé (Mazza & Qi 1992).

Aplikace jedlého filmu na potraviny pfed smaZenim sniZzuje degradaci oleje béhem smazeni
ve vysoké vrstvé. Holownia et al. (2000) uvadi, Ze povlak z hydroxypropylmethylcelul6zy na
smazenych kufecich stripsech snizil tvorbu volnych mastnych kyselin v arasidovém oleji béhem

smazeni ve vysoké vrstve.
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1.2.1.3 Kvalita smaziciho média

Volné mastné kyseliny zvySuji tepelnou oxidaci oleju, a jejich nenasyceni spiSe nez délka
fetézce vedly k vyznamnym u¢inkiim na termooxidacni rozklad (Frega et al. 1999). Stevenson
et al. (1984) a Warner et al. (1994) uvadi, Ze rychlost oxidace oleje se zvySuje se zvySujicim se
obsahem nenasycenych mastnych kyselin v oleji na smazeni. To vysvétluje, pro€ je kukuficny
olej s méné nenasycenymi mastnymi kyselinami lepsi olej na smazeni nez s6jovy nebo fepkovy
olej s vice nenasycenymi mastnymi kyselinami (Warner & Nelsen 1996). Obsah linolenové
kyseliny je kriticky pro stabilitu oleje a kvalitu chuti smaZzeného jidla (Xin-Qing Xua et al.
1999).

Celkovy obsah polarnich slouc¢enin slune¢nicového oleje (C16:0, 5,3 %; C18:0, 4,8 %;
Cl18:1, 55,4 %; C18:2, 32,4 %) a tepkového oleje s vysokym obsahem linolenové kyseliny
(C16:0, 4,1%; C18:0, 2,2%; C18:1, 69,3 %; C18:2, 13,8 %; C18:3, 6,8 %) po 80-h smazeni pii
190 °C byl 44,6 %, respektive 47,5 % (Xin-Qing Xua et al. 1999). V tepkovém oleji s nizkym
obsahem linolenové kyseliny (2,5 %) se tvofilo méné volnych mastnych kyselin a méné
polarnich slou¢enin béhem smazeni bramborovych lupinkt ve vysoké vrtsve pii 190 °C (Xin-

Qing Xua et al. 1999).

Hydrogenace a genetickd modifikace olejnin piedstavuji dva procesy vedouci ke snizeni
obsahu nenasycenych mastnych kyselin v oleji na smazeni. Hydrogenace zvySuje stabilitu oleje
pii smazeni (Warner & Knowlton 1997). Pfi hydrogenaci vSak dochazi ke vzniku trans—
nenasycenych mastnych kyselin nebo kovové pachuti, a navic tento proces zhorsSuje kvalitu
oleje s nizkym obsahem linolenové kyseliny (Warner & Mounts 1993). V dnesni moderni dobé
je vsak snaha tvorbu trans—nenasycenych mastnych kyselin béhem vyroby ztuzenych tuku
minimalizovat a to modifikaci hydrogena¢niho procesu, pouzitim interesterifikace, pouzitim
frakci s vysokym obsahem pevnych latek z pfirodnich zdroji ¢i pouzitim oleji se zlepSenymi
vlastnosmi — oleje s vysokym obsahem olejové kyseliny, oleje s nizkym obsahem linolenové
kyseliny apod. (Dhaka et al. 2011).

Hydrogenovany séjovy olej s 0,1 % linolenové kyseliny byl vice hydrolyticky
degradovany, ale mél niz8i hodnoty p—anisidinového ¢isla a méné polymert, nez s6jovy olej
s 2,3 % linolenové kyseliny (Tompkins & Perkins 2000). Geneticky modifikovany kukufi¢ny
olej s vysokym obsahem olejové kyseliny mél lepsi stabilitu pti smazeni nez bézny kukuti¢ny

olej (Warner & Knowlton 1997). Proto byl geneticky modifikovany olej s nizkym obsahem
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linolenové kyseliny navrhovan jako potencidlni alternativa k hydrogenovanému oleji na
smazeni. Smichanim né€kolika oleji s riznym slozenim mastnych kyselin miZzeme zménit
slozeni oleju (Shiota et al. 1999, Mamat et al. 2005) a snizit tak oxidaci oleji béhem smazeni

ve vysoké vrtsve.

Volné mastné kyseliny pfi smazeni oleje urychlily tepelnou oxidaci oleje (Miyashita &
Takagi 1986; Mistry & Min 1987; Frega et al. 1999). Filtrovani oleje s adsorbenty (smés 2%
vapenaté latky ,,pekmez earth (75.84% CaCO3)“, 3% bentonitu a 3% kiemicitanu hofe¢natého)
sniZilo obsah volnych mastnych kyselin, dienil a zlepSilo kvalitu oleje. Filtra¢ni proces snizil
obsah volnych mastnych kyselin a konjugovanych dienovych kyselin ve slune¢nicovém oleji
béhem smazeni brambor pti 170 °C a zvysil tvorbu aldehydovych slouc¢enin (Maskan & Bagc1
2003). Kazdodenni filtracni oSetfeni (smés Hubesorb 600 na bazi kiemiitanu vapenatého,
magnezolu na bazi kfemicitanu hotecnatého a ryolitu a praSku na smazeni na bazi a kyseliny
citronové) tepkového oleje snizilo tvorbu volnych mastnych kyselin a polarnich sloucenin
a zlepsilo kvalitu smaziciho oleje (Bheemreddy et al. 2002). Stevenson et al. (1984) uvedli, Ze
je Zadouci, aby oleje na smazeni ve vysoké vrstvé mély méné nez 0,05 % volnych mastnych

kyselin a 1,0 meq peroxidi v 1 kg oleje.

1.2.1.4 Dopliovani oleje

Vysoky pomér Cerstvého oleje k celkovému oleji zajist'uje lepsi kvalitu oleje na smazeni
(Paul et al. 1997). Castym dopliiovanim &erstvého oleje klesa tvorba polarnich slouéenin,
diacylglycerolti a volnych mastnych kyselin a zvySuje se zivotnost a kvalita oleji (Romero et
al. 1998). Sanchez-Muniz et al. (1993) uvedli, Ze doplnéni Cerstvym olejem zlepsilo kvalitu
oleje na smaZeni pouze po 30. smazeni. Castd vyména oleje zpiisobila pti smaZeni brambor ve
vysoké vrstvé vice oxidacnich nez hydrolytickych reakci (Choe & Min 2007). Doporucené
denni doplInéni Cerstvého oleje je 15 az 25 % kapacity fritézy a vysoky obrat mize snizit potiebu

pouziti odpénovaci, jako jsou silikony (Stevenson et al. 1984).

1.2.1.5 Typ fritézy

Typ fritézy ovliviiuje stabilitu oleje na smazeni. Rovnomérny a rychly pienos tepla do oleje
muze zabranit vzniku horkych mist a ptepaleni oleje. Polymerizovany tuk usazeny na fritéze
zpusobuje tvorbu gum, tvorbu pény, ztmavnuti barvy a dalsi zhorSeni kvality oleje na smazeni.

Maly pomér povrchu k objemu fritézy se doporucuje pro smazeni ve vysoké vrstve
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pro minimalni kontakt oleje se vzduchem (Negishi et al. 2003). Zavisi rovnéZ na pouZitém
materialu fritézy. Médéna nebo Zelezna fritéza urychluje oxidaci smaziciho oleje (Choe & Min
2007).

1.3 Vyuziti pfirodnich antioxidanti pfi smaZeni potravin

Existuje cela fada piirodnich antioxidanti, které Ize extrahovat z levnych zdroja, jako jsou
vétSina Casti olivovniku, zeleného Caje, sezamu, lé¢ivych rostlin a mnoha dalSich (Taghvaei
& Jafari 2015). Mezi nej¢astéji testované antioxidanty patii tokoferoly, karotenoidy, askorbova
kyselina a jeji derivaty, lignanové slouceniny, flavonoidy, polyfenoly a fenolové kyseliny
¢i kombinace téchto antioxidantii, protoze oxidace probihd rGznymi cestami, je ovlivnéna
vnéjSimi (svétlo a teplota) a vnitinimi (stupent nasyceni, volné mastné kyseliny, fosfolipidy,
pigmenty atd.) faktory. Jeden antioxidant jen malo kdy spliiuje pozadavky, které se na tyto latky
kladou. Vzhledem k obrovské rozmanitosti sloZeni rtiznych oleji a jejich rozdilnemu stupni
oxida¢ni stability je nutné nalézt antioxidanty, které by mohly zvysit oxidacni stabilitu za

kazdych okolnosti (Mishra et al. 2021).

1.3.1 Mechanismus inhibice oxidace lipida biologicky aktivnimi latkami z pFirodnich
zdroji antioxidantia

Antioxidanty zvysuji oxidacni stabilitu zhaSenim volnych radikala a reaktivnich forem
kysliku, inaktivaci peroxidu, chelataci kovovych iontd, redukci produktt sekundarni oxidace
a inhibici prooxida¢nich enzymu. Antioxidanty vykazuji inhibi¢ni G¢inek proti oxidaci
prostiednictvim riiznych mechanismii a s riznou rychlosti. Na zakladé zptusobu u¢inku mohou
byt antioxidanty rozd€leny na primarni a sekundarni. Primarni antioxidanty mohou
neutralizovat volné radikaly darovanim atomu vodiku lipidovym alkylovym radikalim a také
zachytit lipidové peroxylové radikaly, coz narusi fetézovou reakci oxidace. Sekundarni
antioxidanty zabranuji nebo zpomaluji oxidaci potlaCenim promotori oxidace, vcetné
kovovych iontli a singletového kysliku, prooxidacnich enzymu a dalSich oxidanti (Shahidi

& Zhong 2010).

1.3.2 PouZiti pFirodnich antioxidanti pro smaZeni a skladovani

U jedlych olejii by mél byt antioxidant Gi¢inny pfi nizkych koncentracich, nemél by ménit

barvu a chut’ oleje a nemél by pro spotiebitele vykazovat zadnou toxicitu (Mishra et al. 2021).
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Pfirozen¢ pfitomné nebo pfidané antioxidanty v olejich a potravindch ovliviiuji kvalitu
oleje béhem fritovani. Tokoferoly, syntetické antioxidanty jako jsou butylhydroxyanizol
(BHA), butylhydroxytoluen (BHT), propylgaldt (PG) a terc—butylhydrochinon (TBHQ)
zpomaluji oxidaci oleje pii pokojové teploté. Stavaji se vSak méné ucinnymi pii smazicich
teplotach v dasledku ztrat zpisobenych tékanim nebo rozkladem (Choe & Min 2007). Tyagi
a Vasishtha (1996) uvedli neta¢innost 0,01% BHA a TBHQ béhem smazeni bramborovych
lupink® na s6jovém oleji. Vzhledem k obavam o bezpecnost BHA, BHT a TBHQ probiha
neustala snaha najit jejich efektivni a bezpe¢nou nahradu (Mishra et al. 2021). Bylo zji$téno, ze
celd fada prirodnich antioxidantli (tokoferoly, flavonoidy, fenolové kyseliny, polyfenoly,
protinddorové a antiaterosklerotické u¢inky. Snizeni vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni
a udrzeni sttevniho zdravi modulaci sttevni mikrobioty je dalsim benefitem pfi piijmu téchto
piirodnich antioxidantd (Oroian & Escriche 2015). Pfirodni antioxidanty a jejich derivaty tedy
krom¢ zvySeni oxidacni stability mohou spotiebitelim jedlych oleji poskytnout zdravotni

vyhody (Mishra et al. 2021).

1.3.2.1 Tokoferoly

VétSina jedlych oleji rostlinného ptivodu obsahuje tokoferoly. Jejich obsah se 1iSi
v zavislsoti na druhu oleje a vyznamna koncentrace (az 2030 mg/kg) se nachazi pravé v jedlych
olejich rostlinného ptvodu (San Andres et al. 2011). Obsah tokoferolii se snizuje béhem
procesu rafinace (Kennedy & Liebler 1992) a celkovy obsah tokoferoli v rafinovaném oleji
byva v rozmezi 10-50 mg/kg (Lee & Min 1988). Na zacatku oxida¢ni fetézové reakce v olejich
(v disledku autoxidace) soutézi tokoferoly s nenasycenymi mastnymi kyselinami o lipidové
peroxylové radikaly, ptfendseji atom vodiku na peroxylovy radikdl a zachytavaji jej, ¢imz
snizuji reak¢ni rychlost (Mishra et al. 2021). Izomerni formy tokoferold a jejich koncentrace
urCuji antioxidac¢ni G¢innost. Nejvétsi schopnost zachycovat volné radikaly v oleji ma o—

tokoferol, nasleduje B—, y— a nakonec 6—tokoferol (Marinova et al. 2008).

Tokoferoly vykazuji oxidacni stabilitu pouze pii optimalnich koncentracich a ta se lisi
U kazdého izomeru. o—tokoferol, y—tokoferol a 6—tokoferol vykazovaly maximalni oxida¢ni
stabilitu pti 100, 250 a 500 ppm, v s6jovém oleji skladovaném pti 55 °C ve tmé (Jung & Min
1990). o-tokoferol je pii nizSich koncentracich ze vSech tokoferolii nejucinnéjsi, proto je

predmétem celé fady vyzkumua (Mishra et al. 2021; Hrebien-Filisinska 2021). Panuje obecna
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predstava, Ze tokoferoly plisobi ve vysSich koncentracich jako prooxidanty mechanismem
nazyvanym tokoferolem zprostfedkovana peroxidace (Jung & Min 1990; Jung et al. 2014).
Oxidované tokoferoly navic vykazuji zvySenou prooxida¢ni aktivitu v olejich (Martin-Rubio
et al. 2017). Tokoferoly tedy nejsou prooxidanty, ale ptisobi jako synergisté prooxidantti, pokud
jsou piitomny ve vysokych koncentracich spole¢né s prooxidanty jako jsou piechodné kovy,
lipidové hydroperoxidy a vlhkost. Kdyz byl a—tokoferol v oleji hlavnim z homologt, vykazoval
pti vysokych koncentracich prooxidacni ucinek. V nizké koncentraci vSak ptsobi jako
antioxidant. Na zakladé toho lze usoudit, ze optimalni mnozstvi je pro kazdy homolog
tokoferolu odlisné. Pifi koncentraci pfiblizné¢ 100 mg/kg vykazuje a-tokoferol nejvyssi
antioxida¢ni u¢inek v rafinovanych olejich. V pfitomnosti znaAmych prooxidantd, jako jsou
vlhkost, kovove ionty a lipidové hydroperoxidy, vykazuje a—tokoferol prooxida¢ni chovani i pii
niz$ich koncentracich (Mishra et al. 2021).

1.3.2.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou izoprenoidy se 40 uhliky, které se skladaji z vice nez 650 typu
nachazejicich se v ptirod¢ jako Zluté, oranzové a Cervené pigmenty. Jsou rozpustné v tucich
apo piidani do oleje dodavaji barvu. B—karoten, lutein, zeaxanthin, lykopen, astaxanthin
a kanthaxanthin jsou témi nejvyznamné¢j$imi, u nichz bylo zjiSténo, ze hraji zasadni roli
V lidském zdravi, a jsou vyrabény v prumyslovém métitku pro fortifikaci potravin
(Eggersdorfer & Wyss 2018). p—karoten se nachazi témét ve vSech rostlinnych olejich (Zeb
2011). Vétsina karotenoidu je vSak eliminovana béhem nékolika fazi rafinace, véetné odslizeni

a odkyseleni (Chandrasekar et al. 2016).

Bylo zjisténo, ze karotenoidy zpomaluji oxidaci oleje absorbci svétla uréitych vinovych
délek, zhasenim singletového kysliku, inaktivaci fotosenzibilizatoru a vychytavanim volnych
radikali (Choe & Min 2006). Obecné lze karotenoidy pouzit jako antioxidanty v relativné
Cistém oleji, aby se zvySila oxidaéni stabilita béhem skladovéani na svétle v neptitomnosti
kysliku. ProtoZe vétSina z nich jsou barevné slouceniny, jejich pfidani do oleje zméni barvu
oleje. Pokud je olej bez vét§iho mnozstvi znamych prooxidantli, 20 ppm P—karotenu muiiZe

ucinné zvysit oxidaéni stabilitu za svétla za nepfitomnosti vzduchu (Mishra et al. 2021).

Tokotrienoly regeneruji karotenoidy z karotenovych radikali. Kombinace tokotrienoli
a karotenoidt synergicky snizovala oxidaci oleje pti smazeni bramborovych lupinkt pfi 163 °C
(Schroeder et al. 2006).
31



1.3.2.3 Askorbové kyselina a jeji derivaty

Askorbové Kkyselina (vitamin C) je hydrofilni antioxidant, o kterém je znamo, ze zhasi
rizné formy kysliku, neutralizuje volné radikaly a regeneruje primarni antioxidanty (Shahidi
& Zhong 2010). Diky nizké rozpustnosti v tuku vSak neni vhodnym antioxidantem pro jedlé
tuky a oleje. V olejich se tedy zkoumaji pfedevsim jeji estery a porovnava se jejich ucinek
s askorbovou kyselinou. Pozitivni korelace mezi molarni koncentraci a antioxida¢nim u¢inkem
byla zjisténa v piipadé askorbové kyseliny i acyl-L-askorbatt. Acyl-L-askorbaty si vedou Iépe
ve srovnani s askorbovou kyselinou ve vétsiné studovanych oleji. V jedné studii na tom byly
askorbyl palmitat a askorbyl stearat hife pouze oproti TBHQ a 2,5-di-terc-butylhydrochinon
a vykazovaly vynikajici oxida¢ni stabilitu ve srovnani se vSemi ostatnimi antioxidanty (BHT,
propylgalat, tokoferoly, aj.) v nerafinovaném Inéném oleji s vysokym obsahem n—3 mastnych
kyselin v koncentraci 400 ppm (Shadyro et al. 2017). Navic ma askorbyl palmitat schopnost

snizit obsah dimerti v oleji béhem smazeni ve vysoké vrtsvé (Gordon & Koufimska 1995).

1.3.2.4 Lignanové slouceniny

Sezamovy olej je mezi vSemi jedlymi oleji znam svou oxidacni stabilitou a jeho rychlost
autoxidace pii 60 °C byla mnohem nizsi nez u kukuficného oleje, oleje ze svétlice barvirské
a smeési ze sojového a fepkového oleje (Fukuda et al. 1986). Pravé lignanové slouceniny
nachazejici se v sezamovém oleji (sesamin, sesamol, sesamolin, sesaminol a sesamolinol) jsou
odpovédné za zvy$enou oxidaéni stabilitu. Uginnost sesamolu pii zajistovani oxidaéni stability
¢isténého rybiho oleje bohat¢ho n—-3 PUFA pii dvou raznych skladovacich teplotach
(30a50°C) zkoumal Fhaner et al. (2016). Byla zkoumana ucinnost 0,84mM sesamolu
a porovnana s 0,84mM BHT (coz odpovida 200 ppm, piipustné horni hranici). U¢inek 0,84mM
sesamolu byl srovnatelny az do 8 dnli skladovéni pii 30 °C a jeho ucinek byl horSi nez BHT
po 14 dnech skladovani. Fhaner et al. (2016) dosli k zavéru, ze sesamol pii koncentraci
8,4 mM/I snizuje velmi dobte hodnoty peroxidového ¢isla, t€kavych latek a potlacuje destrukci
EPA a DHA.

Lignanové slouceniny v sezamovém oleji, sezamol, sezamin a sesamolin jsou béhem
zahtfivani stabilni a pfispivaji k vysoké oxidac¢ni stabilité¢ praZzeného sezamového oleje pii
zahtivani na 170 °C (Kim & Choe 2004). Smés sojového oleje se sezamovym olejem
s prazenych semen vedla ke snizeni tvorby konjugovanych dienovych kyselin vice nez s6jovy

olej samotny pii smazeni na 160 °C (Chung et al., 2006). Se zvySujicim se obsahem
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sezamového oleje ve smési se snizila tvorba konjugovanych dienti, pravdépodobné diky
antioxidantim v sezamovém oleji. Pfidani sezamového oleje a oleje z ryzovych otrub zlepsilo
oxida¢ni a chut'ovou stabilitu slune¢nicového oleje s vysokym obsahem olejové kyseliny (Choe
& Min 2007).

1.3.3 Vliv aplikace pFirodnich antioxidanti na nutri¢ni a senzorické zmény smazené
potraviny i média
Extrakt z rozmarynu byl rozséhle studovan a schvalen v Evropské unii, Ciné a Japonsku
bez jakékoli piipustné hodnoty denniho piijmu (Carocho et al. 2018). Extrakt z rozmarynu se
vSak pouziva v jedlych olejich jen zfidka (kromé olivového), a to kviili jeho charakteristickému

chutovému profilu. V soucasné dob¢ se ale vyuziva zejména v technologii masnych vyrobkii.

Zmény v antioxida¢ni kapacité, celkovém obsahu fenolovych latek, hodnoté peroxidového
Cisla, slozeni mastnych kyselin a obsahu tokoferolu byly méfeny Schaalovym testem pii 62 °C.
Indukéni perioda (IP) oleju (s6jového, ryZzového a bavinikového oleje) s rozmarynovym
extraktem byla vyznamné (p <0,05) vyssi nez u kontrolnich olejii bez antioxidantl a oleju se
syntetickymi antioxidanty. Pfidani extraktu z rozmarynu do olejii uc¢inné zvysilo antioxidacni
kapacitu oleji a celkovy obsahu fenolovych latek, snizilo hodnotu peroxidového Ccisla
a oddalilo degradaci tokoferoli a polyenovych mastnych kyselin oleji (Yang et al. 2016).
Ptidani extraktu z rozmarynu do séjového oleje zvysilo oxidacni stabilitu a mélo za néasledek
snizeni tvorby celkového mnoZstvi polarnich sloucenin a zvysilo retenci tokoferolti pti zahiati
na 180 °C po dobu 20 h. Extrakt z rozmarynu vykazoval vys$§i antioxida¢ni potencial ve
srovnani s TBHQ (Casarotti & Jorge 2014). U¢inek extraktu z rozmarynu na stabilitu oleje na
smazeni béhem tepelného zpracovani a na senzorickou kvalitu smazenych brambor byl
zkouman Chammem et al. (2015). Smés so6jového a slunecnicového oleje ve stejnych pomérech
a obsahujici 0,08 % extraktu z rozmarynu byla hodnocena na termoxidaci pti 180 °C po dobu
30 hodin. Toto hodnoceni bylo provadéno proti olejové smési bez antioxidantu. Vysledky
ukéazaly vyznamny rozdil (p <0,05) mezi oleji ve vSsech méfenych parametrech (kyselost,

peroxidové ¢islo, DPPH, aj.), zejména po 30 h.

Smichéani s6jového oleje s rliznymi koncentracemi extraktu ze zelen¢ho caje vedlo ke
zvyseni jeho stability proti oxidaci pfi smaZeni ve vysoké vrstvé pii 180 = 5 °C. Sojovy olej
obsahujici 800 a 1 000 ppm extraktu ze zeleného Caje vykazoval niz§i zmény ve fyzikalng-
chemickych parametrech neZ kontrolni vzorek. Jako parametry pro hodnoceni U¢innosti

Cajovych extrakti pfi stabilizaci sdjového oleje bylo méteno ¢islo kyselosti (AV), peroxidové
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Cislo (PV), anisidinové ¢islo (AV), hodnota totox (TxV) a mastné kyseliny (FA) (EAnany
2013). V préci Prabsangob et Benjakul (2019) byl studovan vliv (-)—epigalokatechin galatu
(EGCG) a (—)—epikatechinu (EC) v ruznych koncentracich (100-300 ppm) na stabilitu smési
so6jového oleje a oleje z Cajovych semen pii smazeni. Tepelna stabilita smési olejii se zvysila
ptidanim EGCG a EC, zejména se zvySujicimi se koncentracemi. Smazeni vyvolalo v olejich
degradaci tokoferolli a fenolovych sloucenin. Ptidani derivatt katechinu by mohlo zpomalit
rozklad tokoferolli a tvorbu polarnich slouc¢enin. Nejvyssi stabilita pfi smazeni byla zjiSténa
u oleje s ptidavkem EC v koncetraci 300 ppm. Kdyz byl olej s ptidavkem EC (300 ppm) pouzit
k ptipraveé rybich krekrii, byla po dobu 12 tydni skladovani zaznamenana nizsi oxidace lipida
vyslednych krekri v porovnani s témi, které byly ptipraveny za pouziti kontrolniho oleje. EC
by mohl byt Géinné pouzit jako piirodni antioxidant v oleji na smazeni za Gcelem zvySeni

oxidaéni stability smazenych potravin béhem skladovani (Prabsangob & Benjakul 2019).

Olej na smazeni obohaceny o 0,05 az 4,32 g rostlinnych extrakt (pfirodni extrakt ze
zeleného caje, lykopen, resveratrol a y-oryzanol) vykazoval preventivni uinky proti
termoxida¢ni degradaci a smazené tésto mélo ipozadované senzorické vlastnosti. Rozsahy
méfeni ve skupinach oSetfenych extrakty byly nasledujici: obsah volnych mastnych kyselin
0,1-2,9 g kyseliny olejové na 100 g oleje, konjugované dieny 0,01-0,40 g na 100 g oleje,
celkovy obsah polarnich latek 8,8-73,8 g na 100 g oleje, celkové fenoly 0,1-4,2 mg ekvivalentu
kyseliny gallové na 100 g oleje a antioxida¢ni kapacita 0,5-11,0 mM ekvivalentu Troloxu na
100 g oleje. Zastoupeni mastnych kyselin a sterol naznacovaly, Ze doplhovani antioxidantti by
mohlo zpomalit oxida¢ni degradaci nenasycenych mastnych kyselin a omezit tvorbu trans-
kyselin. Obzvlast dobré vysledky mél purifikovany extrakt y—oryzanolu. Kvalita ochrany oleje
byla v sestupném potadi: purifikovany y—oryzanol, extrakt ze zeleného Caje a purifikovany

lykopen (Aydeniz & Yilmaz 2016).

1.4 Polynenasycené esencialni mastne kyseliny
1.4.1 Zastupci PUFA s dlouhym fetézcem a jejich vyznam ve vyZivé

Polyenové mastné kyseliny fady n—3 (n—3 PUFA ¢i o—3 mastné kyseliny) jsou nenasycené
mastné kyseliny se dvéma a vice dvojnymi vazbami, které maji svou prvni dvojnou vazbu ve
tieti poloze, pocitano od methylového konce molekuly. Nejjednodussi n—-3 PUFA je
a-linolenova kyselina. Tato mastna kyselina ma 18 uhliki a tii dvojné vazby (18:3 n-3) a jeji

syntéza, stejné jako syntéza dalSich n—3 PUFA z n-6 mastnych kyselin, vyZaduje ptitomnost
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enzymu Al5—desaturdzy. Lidem vSak tento enzym chybi, a proto potiebuji zajistit dostatecny
ptijem n—3 PUFA ze stravy, naptiklad konzumaci fepkového, sdéjového nebo Inéného oleje,
vlasskych ofecht a nékterych semen. a-Linolenovou kyselinu (ALA) lze vsak v lidském téle
prevést na n—3 PUFA s del§im fetézcem (LC). Rozsah této konverze neni pfesné¢ znam
a Vv nejlepsim piipadé€ je velmi omezeny. V pruméru je pouze 1-10 % ALA preménéno na EPA
a 0,5-5 % na DHA (Goyens et al. 2005; Plourde & Cunnane 2007). Vétsina LC n—3 PUFA
musi tedy také byt ziskana ze stravy. Hlavnimi mastnymi kyselinami jsou eikosapentaenova
kyselina (EPA; C20:5 n—3) a dokosahexaenové kyselina (DHA: C22:6 n—3). Metabolismus n—
3 a n—6 mastnych kyselin je propojen, protoze jejich metabolické drahy soutézi o stejné enzymy
(desaturéazy a elongazy). Nasledné metabolismy linolové a a—linolenové kyseliny, produkujici
LC derivaty jako arachidonova kyselina (AA; 20:4 n—6), EPA (20:5 n-3) a DHA (22:6 n-3), se

navzajem ovliviiuji (de Roos et al. 2009).

Polyenové mastné kyseliny s dlouhym fetézcem n—3 (LC n—3 PUFA) jsou povazovany za
prospésné pro lidské zdravi. Klinické studie prokazaly, Ze jejich konzumace, zejména EPA
a DHA, snizuje riziko chronickych onemocnéni (Srigley & Rader 2014). Kromé toho je zndmo,
7z¢ EPA a DHA mohou upravovat kardiometabolické rizikové faktory (Schram et al. 2007;
Allaire et al. 2017), maji pfiznivé G€inky na imunitni systém, neurodegenerativni poruchy,
nékteré druhy nadorovych onemocnéni (Bispo et al. 2014; Schram et al. 2007), a také u¢inné
snizuji piiznaky souvisejici s depresi (Schram et al. 2007; Ginty & Conklin 2015). DHA je
navic nezbytnd pro vyvoj mozku, nervového systému savcl, vyvoj oCi u plodu a kojencu

(Kolanowski et al. 2007).

1.4.2 Zdroje LC n-3 PUFA

EPA a DHA se témét vyhradné nachazeji v motskych produktech, pficemz rybi tuk je
hlavnim zdrojem téchto slou¢enin (Kris—Etherton et al. 2000; Gebauer et al. 2006). Vyzivova
doporuceni doporucuji konzumaci potravin bohatych na omega-3, vcetné ryb, alespont dvakrat
tydné. Nekteti ptislusnici lidské populace vSak ryby nejedi vitbec, predevsim kvili chutovym
preferencim, ale také z etickych ¢i nabozenskych divodt. Pro tyto jedince muze byt
alternativou suplementace oleji z vodnich organismi bohatych na EPA a DHA (Hrebien-
Filisinska 2021). Kromé& toho mohou ryby hromadit toxické slouceniny piedstavujici pro
¢loveka zdravotni riziko, a které tedy mohou pisobit proti prospé$nym uéinkiim konzumace

vodnich organismil. Zv1asté nebezpecné jsou vysoké hladiny polychlorovanych bifenyla (PCB)
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a rtuti (Yamaguchi et al. 2003; Carlson & Hites 2005). Krom¢ toho jsou rybi oleje v tomto
2016). Souvisi to s modernimi zpracovatelskymi technikami, které umoziuji ziskat vysoce Cisté
oleje s hladinami kontaminanti na hranici detekce (Grosdemange 2010). Protoze je doporucené
denni davky omega—3 obtizné ziskat vyhradné dietou (Hamilton et al. 2010), doslo ke zvySeni
spotieby rybiho oleje ve formé dopliki stravy. Tyto doplilky obsahuji oleje bohaté na EPA
a DHA, které pochazeji z ryb, jako jsou sardinky, tunak a tres¢i jatra, a také z dalSich zdroju,
jako jsou kril a uc¢elové péstované mikrofasy a prvoci. Dopliky stravy obsahujici EPA/DHA
Ize dale nalézt v riznych chemickych formach, nejéastéji jako triacylglyceroly (rafinované rybi
oleje a koncentraty reesterifikovanych triacylglyceroll), jako ethylestery (koncentrované
formy EPA a/nebo DHA), jako smésné oleje, jakoz i oleje s vyznamnym obsahem fosfolipidi
(jako jsou krilové oleje) (Kutzner et al. 2017; Sprague et al. 2018). Konzumace doplikt stravy
s mofskymi produkty je vyhodnda, protoZze mnozstvi zkonzumovanych EPA a DHA lze
regulovat dodrzovanim informaci o davkovani na etiketé aje povazovano za bezpetny
a kontrolovany zptsob jejich poziti. Nespocet doplnkl stravy dostupnych na trhu vsak
spottebitellim ztézuje vybeér spolehlivé moznosti. Tyto dopliiky jsou nachylné k falSovani kvtili
vysoké cené rybiho oleje; dokonce i etikety byvaji falSovany, aby nevyjadiovaly skutecné
mnozstvi omega—3 obsazenych v produktu. Spravné davkovani EPA a DHA v doplncich stravy
S omega—3 je navic dilezité, zvlasté pokud je jejich pouziti uréeno k I€Cbé neptiznivych

zdravotnich stavi (Ritter et al. 2013).

1.4.2.1 Kvalita dopliiki stravy a jeji hodnoceni

Kritéria pravosti a kvality potravin pfitahuji pozornost spotiebitelii a kontrolnich organt,
protoze obé jsou zdkladnimi aspekty lidského zdravi. Kvalita jedlych oleji se bézné hodnoti
podle sloZzeni mastnych kyselin, stopovych kovl a kvantifikaci produktti oxidace lipidil
(Corazza & Tarley 2016). Kromé toho je dulezité odhalit falsovani potravin, zejména kvuli
ochrang zdravi téch, kteti je jedi, ale také vyhodnotit, zda jsou vysoké ceny v souladu s kvalitou,
kterou spotiebitel hled4 a ziskava, protoZe Casto akceptuji placeni vyssi Castky za organické,
100% ptirodni produkty nebo produkty, které maji prokazané ptinosy pro zdravi. Vzhledem
k technologickému pokroku se v§ak metody falSovani stale vyviji, takze je nelze snadno odhalit

(Galuch et al. 2017).
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Obsah omega—3 mastnych kyselin uvedeny na etiketé a stupeni oxidace jsou aspekty kvality
vyrobku, které musi byt v souladu s platnymi piedpisy vV misté, kde je vyrobek uvadén na trh.
Obecné Ize kvalitu jedlého oleje hodnotit Slozenim mastnych kyselin (Corazza & Tarley 2016).
Je dulezity celkovy obsah EPA a DHA a rovnéz jejich pomér, protoze tyto mastné kyseliny se
1isi ve svych biologickych funkcich a chovaji se v organismu kazda jinak (Bispo et al. 2014).
V disledku toho nékteré biologické mechanismy vyzaduji adekvatni pomér EPA:DHA (Bispo
et al. 2014). Kromé toho je kontrola spotteby EPA a DHA dulezita, zejména u specifickych
skupin, jako jsou lidé s ischemickou chorobou srde¢ni a osoby se zvySenou hladinou
triacylglyceroli v krvi. Podle American Heart Association by méli lidé z téchto specifickych
skupin konzumovat denni davku 1 g, respektive 2-4 g EPA + DHA (Galuch et al. 2017).
Evropsky utad pro bezpecnost potravin (EFSA) doporucuje 2 g pro zachovani normalni hladiny
triacylglyceroli a 3 g pro zachovani normalniho krevniho tlaku (Nafizeni Komise (EU)
1924/2006 a 432/2012). Typicka doporuéeni Svétové zdravotnické organizace jsou (pro béZznou
populaci) 0,3-0,5 g/d EPA + DHA (Kris-Etherton et al. 2002), EFSA doporucuje 0,259 EPA
a DHA pro zachovani normalni funkce srdce a 0,25g DHA pro zachovani normalni funkce
mozku a zraku (Natizeni Komise (EU) 1924/2006 a 432/2012).

143 Zmény LC n—-3 PUFA béhem jejich skladovani

Oxidace rybiho tuku a dalSich potravin bohatych na PUFA je vazny problém, ktery vede
ke ztraté trvanlivosti, pfijatelnosti pro spotiebitele, funkénosti, nutricni hodnoty a bezpecnosti

(Arab-Tehrany et al. 2012; Dacaranhe & Terao 2001).

Oxidace vede ke vzniku reaktivnich forem kysliku a volnych radikali, které mohou
ptispivat ke karcinogenezi, mutagenezi, zanétliim, zménam DNA, starnuti a kardiovaskularnim
onemocnénim (Roby et al. 2013). Oxidace lipidl vede ke sniZeni nutri¢ni hodnoty, nezadouci
chuti a tvorbé toxickych sloucenin v potravinach. Ptitomnost produktii oxidace mastnych
kyselin v potravindch, zejména aldehydd, se podili na starnuti, mutagenezi a karcinogenezi
(Kéhkonen et al. 1999; Kampa et al. 2007). Toxicita aldehydd, jako je malondialdehyd (MDA)
a 4-hydroxy—2—nonenal (4-HNE), je d&na jejich schopnosti se vazat na bilkoviny a kovalentné
se vazat na nukleové kyseliny (Nair et al. 1986). Cytotoxické a genotoxické u€inky vyvolavaji
zejména sekundarni produkty oxidace; jakmile proniknou do ob€hového systému, mohou

vyvolat zmény v metabolismu lipoproteinti a trombocytl (Kotakowska & Bartosz 2014).
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Ptistup kysliku a svétlu, povrch, zahifivani a ozafovani urychluji oxidaci lipidd, snizuji
stabilitu a trvanlivost produktid obsahujicich rybi olej. Nizkd oxidacni stabilita n—3 PUFA
vyzaduje U¢innou antioxidacni ochranu, aby se zabranilo oxida¢nimu poskozeni a rozvoji
pachuti u potravin, které jim byly obohaceny (Jacobsen et al. 2001). Pfidani extraktu ze
zeleného ¢aje (GTE) vyznamné zlepsilo oxidaéni stabilitu oleje bohatého na DHA (DHAO)
oddalenim tvorby primarnich a sekundarnich oxidac¢nich produktt a také degradace EPA, DHA
a tokoferoll. Naproti tomu pfidani a—tokoferolu zvysilo tvorbu produktii sekundarni oxidace
v oleji, a tedy vykazovalo prooxidiacni u¢inek. Vy€erpani katechini odpovidalo zvySeni PV,
coz naznacuje dominantni roli katechint pfi zvySovani oxidac¢ni stability DHAO. GTE by tedy
mohl slouzit jako alternativni pfirodni antioxidant ke zlepSeni trvanlivosti DHAO (Nain et al.

2021).

Problematika oxidace n-3 PUFA jiz byla podrobn¢ rozebrana v kapitole 1.2.2. Oxidace
oleje a problematika dal$ich pfirodnich antioxidantii pro rybi oleje v kapitole 1.3. Vyuziti

ptirodnich antioxidanti.
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2 Cile a hypotézy

Hlavnim cilem diserta¢ni prace bylo navazat na posledni poznatky ve vyzkumu stability

oleji jak pfi tepelné upravé, tak pii skladovani, prispét dal§imi vysledky do této oblasti

vyzkumu a vyhodnotit nejvhodné&jsi alternativy pro teplenou Gpravu a nejvhodnéjsi zpasoby,

jak vysoce nutriéné hodnotné oleje skladovat. Proto byla prace zamétena jak na oleje a tuky

nejcastéji pouzivané v teplé ¢i studené kuchyni (fepkovy, sluneénicovy, ryzovy a sadlo), tak

I na ty, které se pro své pozitivni G¢inky a dulezitou roli ve fyziologii ¢lovéka Casto pouzivaji

jako dopliiky stravy, ale snadnéji podléhaji zkaze (rybi oleje, krillovy olej, vyrobky obohacené
0 vybrané n-3 PUFA).

2.1 Diléi cile prace

1.

Sledovani vlivu profilu mastnych kyselin na stabilitu bézn¢ pouZzivanych 1 méné
tradicnich rostlinnych olejt.

Stanoveni oxida¢nich a hydrolytickych zmén lipidi, pfipadné vybranych
doprovodnych latek lipidi béhem tepelné tpravy potravin, posouzeni zmén nutricni,
senzorické a hygienické jakosti potravin pii jejich kulinarnim zpracovani.

Sledovani interakce smazené potraviny a smaziciho média a vlivu smazené potraviny
na hydrolytické a oxida¢ni zmény lipidli ve smazici 1azni.

Sledovani zmén nutriéné vyznamnych mastnych kyselin u lipidi s vysokym obsahem

PUFA v priibshu jejich skladovani.

2.2 Hypotézy

1.

Oleje svyssim obsahem polyenovych mastnych kyselin maji vyznamné niz$i
stabilitu vii¢i zluknuti pti jejich skladovani.

Pii tepelné upravé dochdzi k naruSeni stability oleje a snizeni jeho nutricni,
hygienicko-toxikologické a senzorické jakosti, jakoZ i jakosti smazené potraviny.
Pti smaZeni pokrmii dochazi k ovlivnéni stability lipidii smaZenou potravinou.

U potravin nutriéné vyznamnych z hlediska obsahu n-3 PUFA dochazi ke sniZeni

jejich obsahu v prubéhu skladovani a k jejich znehodnoceni (oxidaci).

39



3 Material a metody

Téma diserta¢ni prace bylo rozdéleno do 4 hlavnich vyzkumnych smért.

3.1 Experiment I: Vliv profilu mastnych kyselin na stabilitu netradi¢nich
a tradi¢nich rostlinnych oleju

3.1.1 Priprava vzorku

Oleje v jednolitrovych ¢irych plastovych, nebo barevnych sklenénych lahvich byly
zakoupeny v mistnich supermarketech. Vsechny vzorky byly senzoricky bez zndmek zluknuti,
s dobou trvanlivosti vice nez 10 mésicii. Testovany byly kukuti¢ny olej (Olitalia, Forli, Italie),
olej ze semen hroznt (Olitalia, Forli, Italie), olej na fritovani — smés fepkového
a slune¢nicového oleje se zvySenym obsahem olejové kyseliny (Palma Group, a.s., Bratislava,
Slovenska republika), olivovy olej z pokrutin (Ondoliva, Spanélsko), ryzovy olej (Olitalia,
Forli, Italie), fepkovy olej (COP, Izgem, Belgie), slune¢nicovy olej (Fabio Product s.r.o, Holin,
Ceska republika), sluneénicovy olej se zvysenym obsahem olejové kyseliny (HO), BIO

(Rapunzel Naturkost, Legau, Némecko).

3.1.2 Zrychleny oxidacni Schaaliv test

Do 100ml kadinek (dva paralelni vzorky kazdého oleje) bylo navazeno ~ 25 g oleje
(s pfesnosti na ¢tyii desetinna mista). Kadinky byly umistény do termostatu (Binder 2.0, Binder,
Némecko) nastaveného na 60 °C po dobu 40 dni. Jedna série vzorktli byla pravidelné vazena
(2x tydn¢) a dalsi série stejnych vzorki byla pravidelné odebirana (0., 5., 10., 20., 30., 40. den)
pro stanoveni hodnot peroxidového cisla a ¢isla kyselosti. Relativni zména hmotnosti byla
vypoctena jako rozdil mezi hmotnosti vzorku v dany den a jeho hmotnosti v den nula déleno

hmotnosti vzorku v den O.

3.1.3 Stanoveni peroxidového &isla (PC) a &isla kyselosti (CK)

Peroxidové ¢islo bylo pouZito ke sledovani mnoZstvi primarnich oxida¢nich produktd.
Stanoveni je zalozeno na reakci hydroperoxidi ve vzorku s roztokem jodidu draselného
Vv prostiedi octové kyseliny a chloroformu podle ISO 3960:2017. Uvolnény jod je nasledné
titrovan roztokem thiosiranu sodného, ktery piechazi na tetrathionan sodny za pouziti
skrobového mazu jako indikatoru. Peroxidové ¢islo bylo méfeno 0., 5., 10., 20., 30. a 40. den

skladovani. Vysledky byly vyjadieny v milimolech aktivniho kysliku na kilogram oleje. U ¢isla
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kyselosti je metoda zaloZena na neutralizaci volnych mastnych kyselin ethanolickym roztokem

hydroxidu draselného podle 1SO 660:2009. Cislo kyselosti bylo méfeno ve dnech 0, 20 a 40.

3.1.4 Stanoveni profilu mastnych kyselin plynovou chromatografii

Postup je podobrné popsan v dal§im experimentu (Experiment II).

3.1.5 Statistické vyhodnoceni

Data byla zpracovana pomoci Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, Soul, Korea)
a statisticky vyhodnocena pomoci softwaru Statistica 13.2 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA)
pomoci korela¢ni matice na hladiné vyznamnosti a = 0,05 a pomoci hierarchické shlukové

analyzy.

3.2 Experiment I1: VIiv typu oleje na smazZeni na jeho stabilitu a sloZeni
smazené potraviny

3.2.1 Priprava vzorku

Jako smazici médium pro piedsmazené rybi prsty (Bidfood Opava s.r.0, Kralupy nad
Vltavou, Ceska republika) a bramborové krokety (Bidfood Opava s.r.o, Ceska republika) byly
pouzity oleje slune¢nicovy (Fabio Product s.r.o, Holin, Ceské republika), fepkovy (Glencore
Agriculture Czech s.r.o, Usti nad Labem, Ceska republika) a ryzovy (Gaston s.r.o, Praha, Cesk4
republika). VSechny tyto produkty byly zakoupeny v mistnim supermarketu. Smazeni bylo
provedeno pfi teploté doporucené vyrobcem ve fritéze (Nova, Belgie), a to pii 180 °C po dobu
3 minut v ptipad¢ rybich prstti (jeden kus kazdé smazeni) a pii 170 °C po dobu 5 minut v piipadé
bramborovych kroket (dva kusy kazdé smazeni). Bylo provedeno deset varek smazeni pro
kazdy typ pokrmu, aby se napodobily podminky opakovaného smazeni v restauracich
(v podnicich rychlého obéerstveni). Béhem smazeni nebyl olej znovu dopliiovan. Objem oleje

na zacatku smazeni byl 2 litry a doba odkapavani oleje z potraviny po usmazeni byla 15 minut.

Po smazeni byly vzorky zmrazeny na —80 °C, lyofilizovany (chladici jednotka: CoolSafe
1104, SCANVAC, Dansko a rotacni lopatkové cCerpadlo FB65460, ILMAC, Némecko)
a homogenizovany po dobu 1-2 minut pomoci laboratorniho mlynku IKA (Yellowline A10,
Ilabo, Ceska republika). Celkem bylo analyzovano 66 vzorkii: 10 varek rybich prsti a 10 varek
kroket na kazdy typ oleje, nesmazené rybi prsty (n = 3, kontrola) a nesmazené krokety (n = 3,

kontrola).
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3.2.2 Analyza suSiny a popelovin

Obsah susiny a popela byl stanoven gravimetricky, 2,5 g homogenizovaného vzorku bylo
suSeno do konstantni hmotnosti pfi 103 + 2 °C v susarné (Memmert, Memmert GmbH & Co.
KG, Némecko).

3.2.3 Analyza obsahu tuku

Obsah tuku byl stanoven pomoci Soxhletovy metody Soxhleotvym extraktorem (SER 148,
Velp Scientifica, Italie). Homogenizovany vzorek (2,5 g) byl extrahovan petroletherem (70 ml;
Lachner, Ceska republika) pii 40—-65 °C po dobu 110 minut a promyvan pii stejné teploté po
dobu 45 minut. Extrakce byla provedena ponofenim extrakéni patrony se vzorkem do vrouciho
rozpoustédla, po kterém nasledovala promyvaci faze, kde stejny objem zkondenzovaného
rozpoustédla protékal extrakéni patronou se vzorkem k dokonceni extrakéniho procesu. Zbytky
extrakéniho ¢inidla byly nasledné odpaieny pii 103 °C po dobu 2 hodin v susarné (Memmert,
Memmert GmbH & Co. KG, Némecko) a zbytek (tj. tuk) byl zvazen. Pro kazdy vzorek byla

provedena dv¢ paralelni stanoveni.

3.2.4  Zrychleny oxida¢ni Schaaliv test

Po urcitém poctu smazeni (1, 3, 5, 7 a 10) bylo do kadinky o objemu 100 ml odvazeno
~ 25 g oleje s pesnosti na ¢tyfi desetinna mista. Kadinky byly nasledné umistény do termostatu
(Binder 2.0, Binder, Némecko) a pii 60 °C ponechany po dobu 77 dnii a vazeny dvakrat tydné
(kazdé 3-4 dny) na analytickych vahach (KERN ABJ 120-4NM, KERN & Sohn, Némecko).
Pozorované zmény hmotnosti ukazovaly mnozstvi kysliku spotfebovaného olejem na
vytvofenych primarni produktti oxidace, tj. obecné poukazovaly na stupenn oxidace oleje.
Relativni zména hmotnosti byla vypoctena jako rozdil mezi hmotnosti vzorku v dany den a jeho

hmotnosti v den nula déleno hmotnosti vzorku v den 0.

3.2.5 Spektrofotometrie

Barva oleje byla méfena spektrofotometrem Minolta Spectra Magic TM NX (Konica
Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japonsko) po 1., 3., 5., 7. a 10. smazeni. Byl pouzit systém
barevného prostoru CIELAB (L*a*b*). Barva byla vyjadiena jako tii hodnoty: L* - vjemova

svétlost a a* a b* pro Ctyfi jedine¢né barvy lidského vidéni: Cervenou, zelenou, modrou a Zlutou.

42



3.2.6 Statistick4 analyza

Data byla statisticky vyhodnocena softwarem Statistica 12 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK,
USA) pomoci Studentova t-testu, analyzy rozptylu (ANOVA) a Sheffeho post-hoc testu na

hladin€ vyznamnosti 0,05.

3.2.7 Stanoveni profilu mastnych kyselin plynovou chromatografii

Piiblizné 0,5 g extrahovaného tuku bylo reesterifikovano pro analyzu profilu mastnych
kyselin. Methylestery mastnych kyselin byly pfipraveny podle ISO 12966-2: 2011 a stanoveny
pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Analyza byla provedena
pomoci plynového chromatografu Agilent 7890 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)
vybaveného kapilarni kolonou Restek Rt 2560 se stacionarni fazi biskyanopropyl polysiloxan
(tloustka 100 m x 0,25 mm ID X 0,2 um, Restek Cosporation, Bellefonte, PA, USA).
Kvadrupolovy hmotnostni detektor Agilent 5975C (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) byl nastaven na ioniza¢ni energii 70 eV. Podily mastnych kyselin byly vypocteny
metodou vniténi normalizace a vysledky jsou vyjadieny v relativnich procentech kazdé mastné
kyseliny vztaZzeno na sumu vSech identifikovanych mastnych kyselin. Metylované mastné
kyseliny byly identifikovany jednak pomoci smési FAME Mix 37 spole¢nosti Restek Food
Feed Industry a dale i porovnanim jejich hmotnostnich spekter po analyze GC-MS vzorki
s knihovnou spekter National Institute of Standards and Technology Library (NIST, USA).
Extrakce tuku pro stanoveni profilu mastnych kyselin byla provedena dvakrat pro kazdy vzorek.

Kazdy extrakt byl poté nastiiknut dvakrat.

3.3 Experiment I11: Vliv barevnych odrid brambor na stabilitu smaziciho
média a sloZeni potraviny

Vysledky vyzkumu Illa jsou piipraveny k publikaci v impaktovaném casopise (European
Journal of Lipid Science and Technology) a po korektufe (proofreadingu) budou odeslany do

redakce.

3.3.1 Experiment Illa: Vliv odriady brambor na Zluknuti smazZiciho média

Jako smazici médium pro brambory (fialové: Valfi (Vaf) — varny typ BC, Blue Star (BS) —
varny typ B, Val Blue (VB) — varny typ B, Zluté: Valkyra (Val) — varny typ BC, Valmont (Vam)
—varny typ BC, Antonia (Ant) — varny typ A) bylo pouzito $kvafené vepiové sadlo (JAV-AKC

spol. sr.0., Slovenska republika). Sadlo bylo zakoupeno v mistnim supermarketu. Hlizy
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brambor pro pokus byly p&stovany v roce 2019 v Ceské republice na dvou mistech s riznymi
nadmotskymi vy§kami. V lokalité Bylany u Ceského Brodu a na Vale¢ové na Experimentalni
stanici Vyzkumného Ustavu bramboratského Havlickav Brod s. r. 0. Hlizy brambor byly v obou
lokalitach péstovany prakticky totoznymi integrovanymi technologiemi, Setrnymi k zivotnimu
prostiedi (bez pouziti herbicid a mineralnich dusikatych hnojiv). Smazeni brambor, které byly
oloupény a nakrajeny na 1 cm 8iroké hranolky (1 davka = 300 g), bylo provedeno pii teploté
doporuéené vyrobcem na fritéze (Clatronic FFR 2916, Cina), a to pii 175 °C po dobu 12 minut.
Objem smaziciho média byl 2 litry a doba odkapéavani z potraviny po usmazeni byla 1 minutu.

Poté byly vzorky piedlozeny k senzorickému hodnoceni.

Po smaZeni byly vzorky sadla a hranolek zmrazeny na —80 °C. Celkem bylo analyzovano
7 vzorki: 3 vzorky sadla ze smazeni odrud bilych brambor, 3 vzorky sadla ze smazeni odrud

modrych brambor a 1 kontrolni vzorek tepelné nezatizeného Skvateného veprové sadla.

3.3.1.1 Senzorické hodnoceni

Bezprostiedné po usmazeni hranolek byly vzorky hranolkti piedloZeny k hodnoceni
senzorickému panelu, ktery se skladal ze kolenych hodnotiteli (studentt a zaméstnancti Ceské
zeméde€lské univerzity v Praze). Celkem bylo 12 hodnotiteli Zenského 1 muzského pohlavi.
Barevné odriidy byly smazeny v jiny den nez odridy zluté. Dotaznik (Pfiloha 1) obsahoval
8 parametri pro hodnoceni hranolkli po strance vizudlni ichutové. Hodnocené aspekty
smazenych hranolkti byly: vzhled, barva, kiupavost, chut, intenzita smazené chuti, zluklé

prichuti a ostatnich pachuti.

3.3.1.2 Zrychleny oxida¢ni Schaaliiv test

Po kazdém smazeni bylo z fritézy odebrano a do kadinky o objemu 100 ml (primér 50 mm)
odvazeno ~ 25 g sadla s pfesnosti na Ctyfi desetinna mista. Kadinky byly umistény do
termostatu (Binder 2.0, Binder, Némecko) a pii 60 °C ponechano po dobu 49 dnu a vazeno
nejdiive kazdy den a nasledné dvakrat tydné (kazdé 3—4 dny) na analytickych vahach (KERN
ABJ 120-4NM, KERN & Sohn, Némecko). Pro kazdy vzorek byla dvé paralelni stanoveni.
Pozorované zmény hmotnosti ukazovaly mnoZstvi kysliku spotfebovaného olejem na
vytvofenych primarni produkti oxidace, tj. obecné poukazovaly na stupeil oxidace oleje.
Relativni zména hmotnosti byla vypoctena jako rozdil mezi hmotnosti vzorku v dany den a jeho

hmotnosti v den nula déleno hmotnosti vzorku v den 0.
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3.3.2 Experiment Il11b: Vliv barevnych odrid brambor na stabilitu smaziciho média

Jako smaZici médium pro barevné brambory (fialové — Val Blue, Cervené — Val Red, bilé
— Antonia) byl pouzity rafinovany slune¢nicovy olej (TESCO STORES SR, Slovenska
republika) a skvafené veprové sadlo (Comperio, s.r.o, Ceska republika). Viechny tyto produkty
byly zakoupeny v mistnim supermarketu. Smazeni brambor, které byly oloupany a nakréjeny
na hranolkovaci (1 davka = 200 g), bylo provedeno pfi teploté doporu¢ené vyrobcem ve fritéze
(Nova, Belgie), a to pti 170 °C po dobu 10 minut. Byly provedeny 3 varky smazeni (jedna pro
kazdou barvu brambor) kazdy den (po dobu 3 dni), aby se napodobily podminky opakovaného
smazeni v doméacich podminkach. Béhem smazeni nebyl olej znovu dopliiovan. Objem tuku na

pocatku smazeni byl 2 litry a doba odkapavani tuku z potraviny po usmazeni byla 2 minuty.

Po smazeni byly vzorky oleje, sadla a hranolek zmrazeny na —80 °C. Celkem bylo
analyzovano 20 vzorku: 3 smazeni (1.-3. den) bilych brambor smazenych na slune¢nicovém
oleji, 3 smazeni (1.-3. den) Cervenych brambor smazenych na slune¢nicovém, 3 smazeni (1.-3.
den) fialovych brambor smazenych na slune¢nicovém oleji, 3 smazeni (1.-3. den) bilych
brambor smazenych na sadle, 3 smazZeni (1.-3. den) ¢ervenych brambor smazZenych na sadle,
3 smazeni (1.-3. den) fialovych brambor smazenych na sadle a 2 kontrolni vzorky tepelné

nezatizené¢ho rafinovaného slune¢nicové oleje a Skvareného veprové sadla.

3.3.2.1 Zrychleny oxida¢ni Schaaliv test

Postup probihal stejn€ jako u experimentu IIla.

3.3.2.2 Stanoveni peroxidového é&isla (PC) a ¢&isla kyselosti (CK)

Peroxidové ¢islo bylo pouZzito ke sledovani mnozstvi primarnich oxidacnich produktu.
Stanoveni je zalozeno na reakci hydroperoxidii ve vzorku s roztokem jodidu draselného
prostiedi octové kyseliny a chloroformu podle ISO 3960:2017. Uvolnény jod je nasledné
titrovan roztokem thiosiranu sodného, ktery piechazi na tetrathionan za pouziti Skrobového
mazu jako indikatoru. Vysledky byly vyjadieny v milimolech aktivniho kysliku na kilogram
oleje. U ¢isla kyselosti je metoda zalozena na neutralizaci volnych mastnych kyselin

ethanolickym roztokem hydroxidu draselného podle 1SO 660:2009.
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3.3.2.3 Stanoveni tokola

1 g tuku byl odpipetovan do 10 ml odmérné bariky a nasledné po rysku doplnén n-heptanem
pro HPLC. Nasledné byl promichan (~ 1 minuty) na ultrazvuku. 1-1,5 ml takto pfipraveného
vzorku bylo pfepipetovano do vialky s uzaviratelnym vikem. Vzorky byly nasledné
analyzovany pomoci HPLC/FLD za podminek uvedenych v aplikacnim listu Quality Analysis
of Virgin Olive Oils-Part 4 (Agilent Technologies, Inc., Waldbronn, Némecko; Schneider

2016). Tato metoda byla noveé naimplementovana, vzorky tedy byly zméteny pouze jednou.

Posledni ¢ast vyzkumu probihala ve spolupraci s Vysokou Skolou chemicko-
technologickou v Praze (VSCHT, Ustav analyzy potravin a vyzivy), za coz bych jim velice rad

pod¢koval:

3.3.2.4 Stanoveni celkového MCPD po hydrolyze (GC-MS/MS)

100 £ 10 mg vzorku bylo rozpusténo ve 2 ml tetrahydrofuranu (THF), vnitini standardy
(IS) byly doplnény. Vzorky byly hydrolyzovany pomoci 2 ml 1,8% H2SO4 v methanolu (16 h;
40 °C). Nasledn¢ byl THF odpaten. Pak byly vzorky neutralizovany nasycenym roztokem
NaHCOs, analyty derivatizovany kyselinou fenylboritou (PBA) a extrahovany hexanem.
Analyza probihala na systému GC-MS/MS 7890 A s trojitym kvadrupolem 7000B (Agilent
Technologies, USA) s pozitivni elektronovou ionizaci. Pfedkolona HP5-MS (0.5 m x 0.25 mm
% (0.25 um), kapilarni kolona HP5-MS (15 m x 0.25 mm X 0.25 pm). Nosny plyn: helium.

3.3.2.5 Stanoveni polymernich TAG (HPSEC-RID)

K 200 £ 10 mg tuku bylo piidano 10 ml THF a analyzovano za pomoci vysokouc¢inné
velikostné vyluCovaci chromatografie (HPSEC; Infinity II 1260, Agilent Technologies, USA)
spojené s refraktometrickym detektorem (RID; Agilent Technologies, USA). Kolony:
1x Phenogel (pfedkolona; 30 x 4,6 mm, 5 um; Phenomenex, USA), 2x Phenogel (300 x 4,6 mm,
100 A, 5 pm; Phenomenex, USA), teplota kolony 35 °C. Mobilni faze byl tetrahydrofuran
(THF) obsahujici 250 ppm BHT, isokraticky pritok Iml/min. Objem néstfiku 20 pl. Teplota

detektoru 35 °C. Vyhodnoceni probihalo metodou vnitini normalizace.

3.3.2.6 Metabolomickéa analyza (U-HPLC-HRMS/MS)

Polarni extrakt: k 1 g vzorku bylo ptidano 5 ml methanolu (MeOH):H20 (8:2 v/v), 30 min

se protiepe, odstfedi a odebere se svrchni vrstva. Necilovd analyza: markery rozdila
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jednotlivych smazicich lazni. Cilovy screening: polyfenoly, pfirodni latky apod. Nepolarni
roztoky: 0,1 g vzorku se rozpusti v 5 ml methyl-terc-butyletheru (MTBE). Necilova analyza:
markery rozdili jednotlivych smazicich 1azni. Cilovy screening oxidovanych lipidd. Vzorky

kontroly kvality (QC) byly ziskéany, jakozto smésny (,,pool*) vzorek vSech extraktt vzorku.

Analyza probiha na ultraa¢inné kapalinové chromatografii (U-HPLC; UltimateTM 3000;
Thermo Fisher Scientific, USA) ve spojeni s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni
spektrometrii (HRMS/MS).

Podminky pro analyzu nepolarnich extrakti: U-HPLC: kolona BEH C18 (2,1 x 100 mm,
1,7 um, Waters USA), mobilni faze A (5mM mravencan amonny v H>O:MeOH (95:5, v:v) +
0,1 % mravenci kyselina (FA)) a B (SmM mravené¢an amonny v iPrOH:MeOH:H,0 (65:30:5,
v:iviv) + 0,1 % FA), pritok 0,4 mL/min, doba analyzy 20 min, teplota kolony 60 °C, nastiik
2 uL; HRMS/MS podminky: Tonizace ESI +/-, napéti kapilar +4,5 kV / -4 kV, kolizni energie
20-50eV, teplota zdroje 500 °C, tlak zmlzovaciho plynu 55 psi, pratok zmlzovaciho plynu
800 L/h, akvizi¢ni rozsah 100-1 200 m/z.

Podminky pro analyzu polarni extrakty: U-HPLC: kolona HSS T3 (100 x 2,1 mm, 1,8 pum,
Waters, USA), mobilni fdze A (5mM mraven€an amonny v H20 + 0,1 % kyselina mravenci)
a B (5mM mravencan amonny v MeOH + 0,1 % kyselina mravenci), pratok 0,4 mL/min, doba
analyzy 15 min, teplota kolony 40 °C, nasttik 2 uL; HRMS/MS: Tonizace ESI +/-, napéti kapilar
+5 kV /-4,5kV, kolizni energie 20-50¢V, teplota zdroje 480 °C, tlak zmlzovaciho plynu 55 psi,
pritok zmlZzovaciho plynu 800 L/h, akvizi¢ni rozsah 100-1 200 m/z.

3.3.2.7 Zpracovani dat

Zpracovani dat probihalo za pomoci MS Dial (detekce a zarovnani pika): Sbér dat —
minimalni vyska odezvy 1000; MS1 tolerance 0.01 Da; MS2 tolerance 0.025 Da; identifikace
na zakladé MS/MS (interni) knihovny lipidi a dostupnych externich MS/MS knihoven. Prvotni
sbér odezev pro cilovy screening — MS1 tolerance 0.01 Da, ,,post identifikace* pomoci vlastni

MS1 knihovny. Zarovnani (alignment) podle QC 10. ANOVA p-value.

MS Excel (filtrace normalizace, transpozice): Filtrace (cilova analyza) pfesnych hmot —
pouzity pouze ,post identifikované“ hmoty shodné s knihovnou, filtrovany analyty
S prumérnym m/z o vice nez 10 ppm od teoretické hmoty. Oxidované TAG filtrovany

a normalizovany na sumu (pouze odezvy nad 1 % sumy) — vyznamné — vystup. Polyfenoly
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filtrovany dle ANOVA p-value a dostupnosti MS2 spekter — identifikace. Filtrace dle ANOV A

p-value < 0,01. Normalizace na sumu odezev vzorku. Transpozice.

SIMCA / MetaboAnalyst (statistické zpracovani): LOG transformace; Pareto scaling, PLS-
DA — features” o VIP > 1., grafické zpracovani — vystup. Identifikace markerti (Metlin,

HMDB, PubChem, MassBank, MS Dial interni databaze, ...).

3.4 Experiment IV: Nutri¢ni hodnota a oxida¢ni stabilita rybich oleji
a doplnki stravy obsahujicich n-3 PUFA

Celkem bylo analyzovano pét dopliki stravy s obsahem n—3 PUFA. Jednalo se o dopln¢k
stravy s Cistymi Omega 3 Reflex Nutrition, krilovy olej znacky Reflex Nutrition, rybi olej
s tokoferoly Opti Omega-3 orange od vyrobce Health Institute, smés rybich oleju a extra
panenského olivového oleje Zinzino BalanceQil+ a rybi olej Moller’s z tresCich jater

s vitaminem E a extraktem tokoferolid. VSechny vyrobky byly zakoupeny v €ervnu roku 2021.

3.4.1 Analyzovaneé dopliiky stravy

3.4.1.1 Reflex Nutrition Omega 3

Vyrobek Omega-3 ve formé Zelatinovych kapsli obsahuje koncentrat ¢istého rybiho oleje
(blizsi specifikace neni uvedena). Zelatinova kapsle je slozena z hovézi Zelatiny, zvlhéovadla
(glycerolu) a vody. Datum minimalni trvanlivosti: listopad 2022. Deklarované slozeni je

uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1: Nutri¢ni hodnoty uvedené na obalu vyrobku Reflex Nutrition Omega 3.

Nutri¢ni hodnota 1 kapsle
Rybi olej koncentrat 1000 mg
z toho EPA 330 mg
z toho DHA 220 mg

Doporucené davkovani je 1 kapsle 3x denné s jidlem. To by odpovidalo 990 mg EPA,
660 mg DHA, celkem 1650 mg (1,65 g) EPA + DHA, coz splituje doporucenou denni davku
250 mg.
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3.4.1.2 Reflex Nutrition Krill Oil

Krilovy olej je zpracovan opét do formy Zelatinovych kapsli. Zelatinové kapsle se skladaji
Z hovézi zelatiny, zvlhcujici latky (glycerolu) a vody. Krilovy olej pochazi z antarktického
krillu Euphausia superba. Ziskané n—3 PUFA, jsou vazany na fosfolipidy, kvuli kterym by
mély byt Iépe vstfebatelné pro organismus. Tento olej je rovnéz piirozenym zdrojem
antioxidantu astaxantinu (Cervené karotenoidni barvivo vyskytujici se v moiskych fasach),
ktery mu (mimo jiné) dodava tmavé Gervenou barvu. Je rovnéZ zdrojem piirodniho cholinu.

Datum minimalni trvanlivosti: kvéten 2023. Deklarované slozeni je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2: Nutri¢ni hodnoty uvedené na obalu vyrobku Reflex Nutrition Krill Oil.

Nutri¢ni hodnota 1 kapsle
Krilovy olej 500 mg
z toho fosfolipidy 210 mg
Omega-3 mastné kyseliny 120 mg
z toho EPA 60 mg
z toho DHA 32 mg
Astaxanthin 150 pg

Doporucené davkovani je 1-2x denné (konzumace rano mozna s jidlem i na la¢no). To by
odpovidalo 240 mg z toho 120 mg EPA a 64 mg DHA. Celkem 184 mg (0,184 g) EPA + DHA,

coz nesplituje doporucenou denni davku 250 mg.

3.4.1.3 Health Institute Opti Omega-3 orange

Jedna se o trojité filtrovany rybi olej s ptichuti pomeranée (puvodem z Islandu), ktery je
obohacen o smés tokoferoli. Druhy ryb pouzité na vyrobu nejsou na produktu uvedeny.
Vyrobek byl vtmavé sklenéné lahvicce (200ml). Minimalni trvanlivost: listopad 2022.

Deklarované slozeni je uvedeno v tabulce 3.
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Tabulka 3: Nutri¢ni hodnoty uvedené na obalu vyrobku Health Institute Opti Omega-3 orange.

Nutri¢ni hodnota 100 g
Energetickd hodnota 3750 kJ
Sacharidy 0
Bilkoviny 0
Tuk 100 g
Nasycené mastné kyseliny 25-28 ¢
Mononenasycené mastné kyseliny 22-25¢
Polynenasycené mastné kyseliny 48-51¢g
Omega-3 mastné kyseliny 38-41g
z toho EPA 18-19,5¢
z toho DHA 11,8-131g

Doporucené davkovani je pul az jedna polévkova lzice oleje denné (nejlépe po jidle). To
odpovida zhruba 5-10 g rybiho oleje — v piepoctu by mélo obsahovat 1900-3800 mg omega-3
MK, z toho 900-1800 mg EPA a 590-1180 g DHA. Celkem 1490-2980 mg (1,49-2,98 g) EPA

+ DHA, coz splituje doporucené mnozstvi 250 mg.

3.4.1.4 Zinzino BalanceOil+

Jedna se o smés oleji z malych ryb ulovenych ve volné ptirodé (anCovicek, makrel,
sardinek) a extra panenského olivového oleje s pridavkem tokoferoli a vitaminu Ds
(cholekalciferolu). Olivovy olej je vyroben ze Spanélskych oliv Picual predskliziiové kvality
a je bohatym zdrojem polyfenoll, fytonutrientli, a omega-9 MK. Polyfenoly ptsobi jako
antioxidanty. Pouzivané tokoferoly jsou vyrabény z destilati oleje ze s6jovych bobd, ktery je
bez genetické modifikace a vysoce rafinovany (tyto destilaty prochazeji dalsi rafinaci, aby
neobsahovaly zadné sojové proteiny tzn. Ze v piipravku nejsou pfitomny zadné alergeny).
Vyrobce uvadi, ze BalanceOil+ obsahuje a-, B-, y- a d-tokoferoly. Obsazeny vitamin D3 se
vyrabi rozpusténim prekurzoru vitaminu D3 z lanolinu (tuk z ovéi viny) a nasledné je chemicky
upraven a aktivovan pusobenim ultrafialového (UV) zafeni. Vyrobek m¢l ptichut’ pomeranc-
citron-mata a byl ve sklenéné tmavé lahviéce (300ml). Minimalni trvanlivost: zaii 2023.

Deklarované slozeni je uvedeno v tabulce 4.
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Tabulka 4: Nutri¢ni hodnoty uvedené na obalu vyrobku Zinzino BalanceOil+.

Nutri¢ni hodnota a obsah v: 7,5ml 12 ml
Rybi tuk 4142 mg 6627 mg
Omega-3 mastné kyseliny 1549 mg 2478 mg

z toho EPA 802 mg 1283 mg

z toho DHA 427 mg 683 mg
Olivovy olej 2557 mg 4092 mg

z toho kyselina olejova (omega-9) 1918 mg 3069 mg

z toho polyfenoly 2,2 mg 3,5mg
Vitamin D3 12,6 pg (250 % DDD) 20 ug (400 % DDD)

Doporucené davkovani je 0,15 ml doplitkku stravy na kg télesné hmotnosti. Doporucena
davka pro dospé€lého s télesnou hmotnosti do 50 kg je 7,5 ml denné. To odpovida 1549 mg n—
3 PUFA, z toho 802 mg EPA a 427 mg DHA. Celkem 1229 mg EPA + DHA. Doporucena
davka pro dospélého s té€lesnou hmotnosti do 80 kg je 12 ml denné. To odpovida 2478 mg n—3
PUFA, ztoho 1283 mg EPA a 683 mg DHA. Celkem 1966 mg EPA + DHA, coz spliuje

doporucované mnozstvi 250 mg.

3.4.1.5 Modller’s rybi olej z tres¢ich jater

Vyrobce uvadi, Ze tresky pouzivané na vyrobu rybiho oleje jsou loveny v severni oblasti
Norského mofie (u ostrovii Lofoty; oblast rybolovu FAO 27) v hlavni lovné sezoné (od Unora
do kvétna). Diky zpracovatelskym zavodim umisténym podél pobiezi Lofot je rybi olej
extrahovan pomoci parni technologie z erstvych tresek (nejpozdéji nasledujici den po uloveni)
a rychle oSetfen dusikem jako ochrana ptfed oxidaci. Ziskany olej je pfevezen do zavodu
Peter Moller‘s v Oslu, kde prochazi kontrolou oxidace a obsahu n-3 PUFA. Pokud spliiuje
kontrolu kvality, odstrani z n¢j nasycené tuky (pfirozené se vyskytujici v tres¢ich jatrech),
bilkoviny (aby mohly rybi tuk uZivat i osoby s alergii na ryby), zbytky vody z odpafovani
a vycisti ho od ptipadnych znecistujicich latek a produktd oxidace. Rybi olej byl zakoupen
vV tmavé zelené sklenéné lahvicce (250ml). Obsahoval citronové aroma, DL-alfa-tokoferyl-
acetat (vitamin E) a extrakt s vysokym obsahem tokoferolti. Minimalni trvanlivost: Unor 2023.
Pied otevienim ma trvanlivost 2 roky, po otevieni musi byt spotiebovan do 3 meésict
(a skladovan v lednici). Deklarované slozeni je uvedeno v tabulce 5.

51



Tabulka 5: Nutri¢ni hodnoty uvedené na obalu vyrobku Moller’s rybi olej z tres¢ich jater.

Nutri¢ni hodnota 5ml
Omega 3 mastné kyseliny 1200 mg

z toho EPA 400 mg

z toho DHA 600 mg
Vitamin E 3mg (25 % DDD)
Vitamin A 250 pg (31 % DDD)
Vitamin D 10 ug (200 % DDD)

Doporucené davkovani je 5 ml rybiho oleje denné. V ni by mélo byt obsazeno 1200 mg n—
3 PUFA, ztoho 400 mg EPA a 600 mg DHA. Celkem 1000 mg EPA + DHA, coz spliuje

doporuc¢ované mnozstvi 250 mg.

3.4.2 Zrychleny oxida¢ni Schaaliv test

Do kéadinky o objemu 100 ml bylo odvazeno ~ 20 g oleje. Od kazdého dopliiku stravy byly
vytvofeny vzdy tii paralelni vzorky (kromé krilového oleje od znacky Reflex Nutrition, ze
kterého byl vytvofen pouze jeden vzorek, nebot' se krilovy olej obtizné¢ dostaval ven
z zelatinovych kapsli a nezbylo tedy dostatek materialu). Kadinky byly umistény do termostatu
(Binder 2.0, Binder, Némecko), a ponechany pii 60 °C po dobu 1 mésice a vazeny (nejdiive
kazdy den a nasledné kazdé 2-3 dny) na analytickych vahach (KERN ABJ 120-4NM, KERN
& Sohn, Némecko). Pozorované zmény hmotnosti ukazovaly mnozstvi kysliku spotfebované¢ho
olejem na vytvofenych primarni produktt oxidace, tj. obecné poukazovaly na stupen oxidace
oleje. Relativni zména hmotnosti byla vypoctena jako rozdil mezi hmotnosti vzorku v dany den

a jeho hmotnosti v den nula déleno hmotnosti vzorku v den 0.

3.4.3 Analyza suSiny

Postup probihal stejn€ jako u experimentu Il.

3.4.4 Stanoveni profilu mastnych kyselin v rybich olejich

Postup probihal stejn€ jako u experimentu II.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Experiment I: Vliv profilu mastnych kyselin na stabilitu netradi¢nich
a tradi¢nich rostlinnych oleju

4.1.1 Stanoveni oxidac¢ni stability

Rozdil v nartistu hmotnosti jednotlivych oleji béhem skladovani je uveden na obrazku 7
a zmény hodnot peroxidového ¢isla a ¢isla kyselosti jsou na obrazku 8 a obrazku 9. Zastoupeni
SFA, MUFA a PUFA v olejich na za¢atku a na konci skladovani jsou znazornény na obrdzcich
10 a 11. Relativni obsahy hlavnich mastnych kyselin na za¢atku (den 0) a na konci experimentu

(den 40) jsou uvedeny v tabulce 6.
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Obréazek 7: Relativni zmény hmotnosti jednotlivych oleji béhem Schaalova testu
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Obréazek 11: Zastoupeni mastnych kyselin — den 40
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Tabulka 6: Zmény hlavnich mastnych kyselin v olejich béhem Schaalova testu.

Olej Zastoupeni mastnych kyselin (% ze v§ech MK)
C16:0 C18:0 C18:1 cis-9 C18:2cis 9,12 C18:3 cis-
den0/den  den 0/den 40 den 0/den 40 den 0/den 40 9,12,15
40 den O/den 40

Kuku#i¢ny 9.3/13.7 1.8/2.2 22.9/33.6 57.2/147.2 0.7/0.4

Z hrozn. 6.8/10.3 4.3/6.4 18.4/25.3 69.1/54.8 0.1/<0.1
jader

Olivovy 10.1/10.3 3.1/3.1 75.5/76.0 8.4/7.6 0.6/0.5

RyZovy 19.3/21.9 2.2/2.3 42.6/45.2 31.5/25.8 1.1/0.7

Repkovy 4.3/5.3 1.6/1.9 63.4/71.5 18.6/13.8 7.8/3.8

Sluneénicovy 5.7/8.8 3.8/5.0 29.5/37.2 58.4/42.9 0.6/0.3

Sluneénicovy 3.8/4.3 2.8/2.9 82.6/90.6 8.1/0.3 0.3/<0.1
-HO

Na obrazku 7 je vidét, ze podle relativniho hmotnostniho pfirustku lze testované oleje
rozdélit do ti skupin: velmi oxida¢né nestabilni oleje — olej z hroznovych jader a slune¢nicovy
olej, stiedné stabilni oleje — olej na smazeni, fepkovy, kukufi¢ny a ryZovy olej a velmi stabilni
oleje — olivovy olej z pokrutin a slune¢nicovy olej s vysokym obsahem olejove kyseliny.
Hodnoty peroxidového ¢isla (obrazek 8) opét jasné oddélovaly velmi stabilni oleje od ostatnich.

Z obrazku 9 je ziejmé, Ze ackoli ryzovy a olivovy olej mély pied skladovanim za zvySené

vvvvv

v wvr

oleje a slunecnicového oleje se zvySenym obsahem kyseliny olejové. Naopak nejvyssi nartst
byl zaznamendm u tradi¢niho slune¢nicového oleje a oleje z hroznovych jader. Foster et al.
(2009) vysvétluji nizkou oxidaéni stabilitu slune¢nicového oleje vysokym obsahem kyseliny
linolové a nizkym obsahem y-tokoferolu. Nizky obsah y-tokoferolu mtiZze také piispivat k nizké
stabilité¢ oleje z hroznovych jader, spoleéné s jeho vysokym obsahem kyseliny linolové.
ZvySena stabilita slunecnicového oleje s vysokym obsahem kyseliny olejové je zpiisobena
vyS$$im obsahem pravé této MK a nizkym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin (Smith
et al. 2007). Vysoky obsah kyseliny olejové podpoteny ptitomnosti fady nezmydelnitelnych
slozek je zodpovédny za vysokou stabilitu olivového oleje (Gunstone 2008). Olivovy olej ve

srovnani s konven¢nim slune¢nicovym olejem také vykazuje dobrou stabilitu pfi oxidaci pfi

56



180 °C po dobu 60 minut, coz Silva et al. (2010) pfipisuje vysokému obsahu fenolovych

sloucenin.

Vysledky ziskané sledovanim hmotnostnich zmén oleju korelovaly s vysledky hodnot
peroxidovych ¢isel (R2 = 0,83). Z obrazku 8 je vidét, Ze u slune¢nicového oleje a oleje
Z hroznovych jader zacalo dochézet ke snizovani hodnoty peroxidového ¢isla po dosazeni jeho
maxima asi po 30 dnech, tj. hydroperoxidy (primarni oxidacni produkty) se jiz zacaly
preménovat na sekundarni oxida¢ni produkty. Zda se, ze kukuficny a fritovaci olej dosahly
sveého maxima peroxidového Cisla, zatimco fepkovy a ryzovy olej stale vykazovaly zvySeni
peroxidového ¢isla i 40. den. Na druhé strané bylo zvySeni peroxidového ¢isla olivového oleje
a slunecnicového oleje s vysokym obsahem kyseliny olejové velmi malé a na konci méteni byly

daleko od faze propagace radikdlové fetézové autooxidacni reakce.

U oleje z hroznovych jader a slune¢nicového oleje bylo mozné urcit indukéni periodu
(IP), ktera ¢inila 27 (olej z hroznovych jader) a 28 (slune¢nicovy olej) dnti. IP pro fritovaci olej
a fepkovy olej 1ze odhadnout na ptiblizné 35 dni. Zbyvajici Ctyfi oleje nevykazovaly jasny

zacatek rychlé radikalové fetézové reakce a mély IP delsi nez 40 dni.

Cisla kyselosti na konci experimentu odpovidaji jak relativnimu hmotnostnimu
prirastku (R2 = 0,97), tak hodnotam peroxidového Cisla (R2 = 0,90). Oleje vykazujici rychlejsi
oxida¢ni rozklad dosahly na konci méfeni vyrazné vyssiho ¢isla kyselosti (indikujiciho veétsi
rozsah hydrolytickych zmén) nez oleje stabilni. Slune¢nicovy olej s vysokym obsahem olejové
kyseliny a olivovy olej nevykazovaly vyznamné zvySeni Cisla kyselosti. U ostatnich oleji byl
naopak nartist mezi 20. a 40. dnem vyznamny. Nizky obsah volnych mastnych kyselin je sice
jednim z faktord ovliviiujicich stabilitu olejl, ale z vysokého pocateéniho ¢isla kyselosti

olivového oleje je zfejmé, Ze to neni jediny urcujici faktor.

Pokud jde o sloZeni mastnych kyselin (tabulka 6), nejvétsi pokles béhem skladovani byl
u PUFA. Naopak relativni obsah kyseliny olejové a palmitové vzrostl. U olivového oleje, ktery
ve vSech predchozich testech vykdzal vysokou stabilitu, byla zména sloZeni ve srovnani
S jinymi oleji minimalni. Bylo potvrzeno, Ze oleje obsahujici méné nez 10 % PUFA jsou

vyrazné stabilnéjs$i nez oleje obsahujici vice dvojnych vazeb (Velisek, 2014).

Byla zjisténa silnd negativni korelace (R2 = -0,93) mezi obsahem kyseliny olejové
a stabilitou oleje vyjadienou jako peroxidové ¢islo. Vyznamna pozitivni (R2 = 0,93) korelace

byla nalezena v pfipad¢ linolové kyseliny. To potvrzuje piedpoklad, ze vyssi stupen nenasyceni
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oleje snizuje jeho stabilitu. Vezmeme-li v Givahu ptirtstek hmotnosti, hodnoty peroxidového
Cisla a ¢isla kyselosti na konci experimentu dohromady ve shlukové analyze (Ptiloha 1), je jasné
vidét, Ze oleje s pFevazujicim obsahem olejové kyseliny (olivovy a slune¢nicovy-HO) a nizkym

obsahem PUFA jsou velmi odlisné od vsech ostatnich vzorka.

4.2 Experiment I1: Vliv typu oleje na smazZeni na jeho stabilitu a sloZeni
smazené potraviny

4.2.1 SuSina, popel a obsah tuku

Obsah suSiny, popela a tuku byl vyznamné ovlivnén (p <0,0001) typem smazenych
potravin, pficemz bramborové krokety vykazovaly vyssi obsah su$iny a niz$i obsah tuku nez
rybi prsty, v souladu s ptfirozené¢ odliSnymi nutriénimi hodnotami a sloZenim téchto potravin.
Vliv typu oleje nebyl vyznamny, a proto byl G¢inek smaziciho média hodnocen samostatné pro

kazdy typ potraviny (tabulky 7 a 8).

Tabulka 7: Praimérné hodnoty susiny, popela a tuku u rybich prstti smaZenych v riznych olejich v deseti

opakovanich.

Olej Susina Popel Popel Tuk Tuk
(9.100 g* (9.100 g* (9.100 g* (9.100 g* (9.100 g*
vzorku) vzorku) susiny) vzorku) susiny)
Repkovy 39,03+1,18 1,16 +0,20° 2,97+0,48  6,17+0,29° 1581 +0,72°
Sluneénicovy 39,99 +1,79* 1,37 £0,76° 3,40 +£1,69% 6,22 £0,29° 15,55 +0,40°
Ryzovy 38,69+0,77° 0,47 +£0,24° 1,22 +0,64° 6,05+0,21° 15,64 +0,41°
Kontrola 38,57 £0,55* 1,14 +0,24° 2,96 + 0,64° 6,10 £0,04* 15,82 +0,05*

Vysledky jsou vyjadieny jako praméry + standardni odchylka (n = 10 pro oleje n = 3 pro kontrolu).

Horni indexy ve stejném sloupci oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi proménnymi pii p <0,05.
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Tabulka 8: Primérné hodnoty suSiny, popela a tuku u bramborovych kroket smazenych v riznych

olejich v deseti opakovanich.

Olej Susina Popel Popel Tuk Tuk
(9.100 g* (9.100 g* (9.100 g* (9.100 g* (9.100 g*
vzorku) vzorku) susiny) vzorku) susiny)
Repkovy 4784 +077*° 1,18+0,09°  246+0,15°  2,62+0,04°  548+0,08"
Sluneénicovy 48,05 +151° 1,00+0,20®  2,08+0,39™  258+0,10° 5,37 +0,15%
Ryzovy 48,18 +0,79°  1,09+0,08* 2,26 +0,17* 2,63 +0,04 5,46 +0,11%
Kontrola 46,22 +0,41° 0,95 +0,03° 2,06 £0,06™ 2,58 +0,01° 5,59 +0,02°

Vysledky jsou vyjadieny jako priaméry + standardni odchylka (n = 10 pro oleje n = 3 pro kontrolu).

Horni indexy ve stejném sloupci oznacuji statisticky vyznamné rozdily mezi proménnymi pii p <0,05.

V ptipadé¢ bramborovych kroket (PC) byl pozorovan rozdil v obsahu suSiny mezi
kontrolnim vzorkem a vzorky smazenymi ve vSech typech oleji. Mezi testovanymi vzorky byly

také rozdily v obsahu suSiny a tuku v susin¢.

Obsah susiny v PC analyzovanych v této praci se lisil od hodnoty 30,00 % stanovené pro
piredsmazené brambory Romerem et al. (2007), coz lze pficist riznym velikostem a slozenim
pouzitych vzorka. Po 10. smazeni PC na slunecnicovém oleji dosahl jejich obsah susiny 40,00
%, coz bylo méné nez hodnota 64,30 % stanovend Romerem et al. (2007) pro brambory po 16.
smazeni. Navzdory vySe uvedené neshod¢ v obsahu suSiny kvili rGznym typim vzorka
a pouzitym metodologiim ptedchozi prace naznacuji, Ze opakované smazeni v hluboké vrstvé

zvySuje obsah susiny v bramborach (Schuten et al. 2004; Ziaiifar et al. 2008).

Obsah vody v predsmazenych rybich prstech (FF) se po opakovaném smazeni vyznamné
nezménil. Naproti tomu Pérez-Camino et al. (1991) zjistili, Ze obsah vlhkosti pfedsmazené
tresky v tésticku (58,20 %) se po prvnim fritovani ve slunecnicovém oleji snizil na 41,50 %
a nasledné se jiz vyznamné nezménil (42,00 %), kdyz se fritovani opakovalo v jiz pouZzitém
slune¢nicovém oleji. Tento rozdil Ize pti¢ist tomu, Ze FF neobsahuji pouze rybi maso a na

mnozstvi vody ztracené pfi smaZzeni ma vliv i strouhanka (obal) na povrchu.

Chen et al. (2009) zkoumali vliv smazeni (180 °C v palmovém oleji) na obsah tuku v krusté

predsmazenych rybich kouskt a zjistili, Ze se po smazeni zvysil z 10,06 % na 14,79 %. Toto
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vyssi (ve srovndni s nasimi vysledky) mnozstvi absorbovaného tuku je pravdépodobné
zpusobeno tim, Ze strouhanka (obal) absorbuje vice tuku nez cely vzorek (Ziaiifar et al. 2008).
Na rozdil od Chena et al. (2009) byl tuk v této praci ze smazenych produktt ponechdm
k odkapéani po dobu 15 minut, coz mohlo snizit celkovy obsah tuku, jak potvrdili Ziaiifar et al.
(2008). Kita et al. (2005) uvedli, ze obsah tuku v pfedsmazenych hranolkach se po smazeni
Vv fepkovém oleji zvysil o 6,00 %, zatimco Kita et al. (2007) zjistili, Ze mnozstvi oleje
absorbovaného bramborovymi lupinky béhem smazeni ve vysoké vrstvé pii 170 °C vzrostlo
Vv poradi fepkovy < olivovy < slune¢nicovy olej. Podle nasich vysledkli naopak absorbovaly PC
nejmensi mnozstvi tuku pii smazeni na slune¢nicovém oleji. VySe uvedené nesrovnalosti Ize
pri¢ist riznym typtim pouzitych vzorkli potravin. V ptipadé FF nemél typ oleje statisticky
vyznamny vliv na obsah tuku pfepocteny na 100 g vzorku nebo na 100 g suSiny. Na druhou
stranu obsah tuku na 100 g susiny byl u PC ovlivnén typem oleje (nejmensi u slune¢nicového
oleje). Je to pravdépodobné proto, ze vétsina oleje byla absorbovana obalem (strouhankou),
ktera tvoii mensi ¢ast celkového vzorku, stejné jako slozeni obalu a morfologie povrchu
(Moreno & Bouchon 2013). Kita et al. (2005) napsali, ze nasaknuti tuku je vyssi, kdyz se v oleji
zvySuje mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin. Na druhou stranu Vitrac et al. (2000)
prokazali, ze absorpce oleje je mensi u nenasycen¢ho oleje, jako je bavinikovy olej, nez
u palmového oleje, a to kvuli nizsi viskozité prvné jmenovaného oleje béhem chlazeni a jeho
schopnosti snadno odkapavat ze smazené potraviny. Tyto rozpory lze vysvétlit skute¢nosti, Ze
viskozita oleje ma velky vliv na mechanismus absorpce oleje, nebot’ se podili jak na ptilnavosti,
tak na dynamice ztrat vody ze smazené potraviny. Obsah tuku mize byt vysledku jak priniku
tuku do obalu, tak i krystalizace tuku na povrchu (Ziaiifar et al. 2008). Rozdily v obsahu tuku
na suSinu vSak nebyly absolutné velké. Tento zavér by tedy bylo tieba v budoucnu vice

prozkoumat.

4.2.2 Vliv smaZeni na oxidacni stabilitu oleje

v v

stabilita byla pozorovana u ryZzového a slune¢nicového oleje. Na obrézku 6 je porovnavana

stabilita oleji pfed smazenim a je zného ziejmé, Ze ackoliv byl u slune¢nicového oleje

pozorovan rychly a jasny zacatek propagacni faze, u fepkového oleje nebyl pozorovan zadny

ostry rozdil mezi iniciacni a propagacni fazi. Indukéni perioda (IP) byla ptiblizn€ 12 dni pro

slune¢nicovy olej a 14 dni pro fepkovy olej. V ptipade ryzového oleje nebylo mozné IP urcit,

protoze bylo pozorovano trvalé zvySovani hmotnosti vzorku v dusledku oxidace. Z obrazku 7
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je patrné, Ze stabilita média na smazeni se po prvnim smazeni snizila a IP slune¢nicového oleje
(11 dni pro FF a 10 dni pro PC) byla blizka hodnotdm ziskanym pro fepkovy olej (13 dni pro
FF a 12 dni pro PC). U ryzového oleje nebylo mozné pozorovat zadny prudky prirtstek
hmotnosti spojeny se zietelnym zacatkem propagacni faze. Stabilita oleje se dale snizila po
poslednim (10.) smazeni (obrazek 8). V tomto ptipade byly IP slune¢nicového/fepkového oleje
8 dni/9 dni pro FF a 9 dni/12 dni pro PC. Bylo opét obtizné detekovat zacatek propagacni faze

v ryzovém oleji, ale ur€itou zmeénu v kiivce Ize pozorovat kolem 24 dnt u FF a 20 dni u PC.

0,03
0,025
0,02
0,015
0,01

0,005

Relativni narist hmotnosti

-0,005

Cas (dny)

Ryzovy Slunecnicovy Repkovy
olej olej olej

Obrazek 6: Oxidac¢ni stabilita oleju pfed smazenim.
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Obrazek 8: Oxida¢ni stabilita oleji po desatém smazeni (A) rybich prsti a (B) bramborovych kroket.

Kratka IP pro slune¢nicovy olej odrazi jeho vysoky obsah polyenovych mastnych kyselin.
Repkovy a ryzovy olej jsou méné nenasycené, a proto stabilngjsi viéi oxidaci. DuleZité jsou
samoziejmé i dalsi faktory, jako jsou ptitomnost ptirodnich antioxidantt, zptisob zpracovani,
skladovani apod. Je také patrné, Ze relativni hmotnostni piirtstek se po cca 60 dnech snizil,
pravdépodobné proto, Ze priméarni produkty oxidace (peroxidy, resp. hydroperoxidy) jiz zacaly
klesat a ménit se na sekundarni oxida¢ni produkty. Tyto produkty sekundarni oxidace mohou
byt i za podminek Schaalova testu tékavé, takze hmotnost sledovaného vzorku muze klesat po
delsi dobu. Wroniak et al. (2015) prokazali, Ze slune¢nicovy olej ma niz§i oxida¢ni stabilitu nez
fepkovy olej, coz je v souladu s nasimi vysledky. Maszewska et al. (2018a) zjistili, Ze fepkovy

aryzovy olej maji podobnou stabilitu. Yang et al. (2016) identifikovali ryzovy olej jako
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stabiln€js$i nez oleje ze sdjovych bobl a bavinikovych semen, pficemz tuto zvySenou stabilitu
ptipisuji pfirodnimu antioxidantu (y-oryzanol) pfitomnému v ryzovém oleji. Ve studii
Maszewska et al. (2018b), dosli k zavéru, ze fepkovy olej byl vyrazné méné stabilni nez

palmovy olej, ktery je bohaty na nasycené mastné kyseliny.

4.2.3 Vliv smaZeni na barvu oleje

Barva je indikator pouzivany v potravinarském primyslu pro rychlé sledovani kvality oleje
na smazeni (Nayak et al. 2016). Ke ztmavnuti barvy oleje dochazi v dusledku vyvoje pigmentt
(netékaveé produkty rozkladu [NVDP] a a-, B-nenasycené karbonylové slouceniny) béhem
oxidace a tepelného rozkladu mastnych kyselin, které¢ difunduji do oleje béhem smazeni.
Maskan (2003) také uvadi, ze ztmavnuti oleje muze byt zpusobeno stopami dostupnych
karotenoidid v oleji, které pii smazeni oxiduji, pficemz tyto produkty téZ mohou pfispivat ke
snizeni hodnoty svétlosti (hodnoty L) v oleji pfi hodnoceni Hunterovym kolorimetrem. Ve
studiich provedenych Tarmizi et al. (2013) vykazovaly ztmavlé vzorky oleje na smazeni vyssi
hodnoty svétlosti (L*), Cervenosti (a*) a Zlutosti (b*) béhem smazeni, kdyz byly hodnoceny
kolorimetrem Hunter. Ukazuje to, Ze olej byl tmavsi, nacervenalejsi a nazloutly, ve srovnani
S barvou Cerstvého oleje. Je velmi pravdépodobné, ze vznikajici Cervené a zluté pigmenty jsou
produkty Maillardovy reakce mezi karbonylovymi slou¢eninami (vznikajicimi pii oxidaci tuku)
a proteiny nebo volnymi aminokyselinami pfichazejicimi do oleje ze smazené potraviny. Dale
bylo zjisténo, ze celkovy barevny rozdil, ktery kombinuje hodnoty L*, a* a b*, se zvySuje
s dobou smazeni. Nor et al. (2008) uvadi, ze ztmavnuti vzorki oleje bylo zptisobeno oxidaci
fenolovych antioxidantti ptitomnych v oleji pfi zahiivani. Podle Debnath et al. (2012) barva
oleje z ryzovych otrub zavisi na po¢tu cykli smazeni. Zména barvy oleje byla ptipsana
Maillardové reakci. V piedbéznych srovnavacich studiich provedenych Sulieman et al. (2006)
zaméfenych na antioxida¢ni kapacitu a fyzikalné-chemické vlastnosti rostlinného oleje pti
smazeni hranolk byl pozorovan postupny narust tmavosti béhem doby smazeni. Hodnota
barvy rostlinného oleje se zvySovala s prodluzovanim doby smaZeni. Bylo to zpusobeno
migraci hnédych pigmentd ze smazenych produkti do oleje na smazeni. Kombinace oxidace
a polymerace nenasycenych mastnych kyselin ve fritovacim médiu byla rovnéz uvadéna za

pti¢inu zvyseni hodnot barvy (Irwandi et al., 2000).

Pti statistickém vyhodnoceni vSech ziskanych dat nebyly mezi vzorky zjistény rozdily

V barevnych parametrech (L*, a* a b*) v zavislosti na poc¢tu varek smazeni. Naopak mezi
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vzorky byly zjistény rozdily v zavislosti na druhu oleje a smazeného pokrmu. Béhem smazeni
FF mély vSechny testované oleje tendenci mirné ztmavnout po kazdé varce smazeni (snizeni
hodnoty L*) (obrazek 12), ale stejna tendence nebyla pozorovana u PC. Naopak pii smazeni
PC na ryzovém oleji (do 5. smazeni) a na slune¢nicovém oleji (do 7. smazeni) olej mirné
zesvétlal. Pii smazZeni na fepkovém oleji se olej po prvnim smazeni zesvétlal; pak od 3. do 10.
smazeni ztmavl. Mezi hodnotami L* ryzového a slune¢nicového oleje a fepkového

a slune¢nicového oleje byl rozdil (slune¢nicovy olej byl svétlejsi).

Pfi hodnoceni parametru a* [z ¢ervené (+) k zelené (-)] je z obrazku 13 vidét, ze kdyz byly
FF smazené v ryzovém a fepkovém oleji, hodnota a* se posunula ze zelené smérem k Cervené.
Vzorky PC smazené v ryzovém a fepkovém oleji byly odlisné od ostatnich vzorkd. Pokud jde
0 vliv média na smazeni, byl rozdil mezi hodnotami a* u ryzového a slune¢nicového oleje

a u fepkového a slunec¢nicového oleje (slunecnicovy olej byl méné zeleny).

Jak je vidét na obrazku 14, u vSech vzorkd doSlo béhem smazeni k mirnym zméndm
v parametru b* [ze Zluté (+) na modrou (-)]. Sluneénicovy olej vykazoval nizsi hodnoty b* ve

srovnani s jinymi vzorky a byl mén¢ zluty. Mezi vSemi oleji byly rozdily.

37
36
35
34
33
32
RP - ryZovy (c) BK-ryZovy RP - BK - RP - fepkovy BK- fepkovy
(b,c) slunecnicovy slunecnicovy (c) (a,b)
(a,b) (a)

B Pred smaZzenim M 1. smaZeni M 3. smaZeni B 5. smazeni © 7. smazeni B 10. smazZeni

Obrazek 12: Svétlost (L* hodnota) olejii v priab&hu smazeni

65



RP - ryZovy (a) BK-ryZovy BK - RP - fepkovy BK- fepkovy
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B Pred smaZzenim H 1. smaZeni B 3. smaZeni B 5. smazeni © 7. smazeni B 10. smazZeni

Obrézek 13: Cervenost (a* hodnota, poloha mezi ¢ervenou a zelenou) oleji v pribéhu smazeni
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Obrézek 14: Zlutost (b* hodnota, poloha mezi Zlutou a modrou) olejii v pribéhu smazeni

Oleje, ve kterych se smazily FF, ztmavly po kazdé varce smazeni, pravdépodobné proto,
7e Castice strouhanky z FF odpadavaly do oleje. Tento trend nebyl u PC pozorovan,
pravdépodobné proto, Ze jejich povrch byl mnohem hladsi; tak do oleje nemohlo proniknout
mnoho ¢astic a piispét tak ke zméné barvy. I kdyz zde nebyl zadny statisticky vyznamny rozdil.
To je v souladu s pozorovanimi a teoriemi Lazaricka (2012) a Bordina et al. (2013). Lazarick
(2012) zjistil, Ze proteinové produkty zpiisobuji rychlejsi ztmavnuti a termooxidacni poSkozeni
oleje na smaZeni. Tento rozklad byl dale podpoten ptidanim dalSich slozek potravy, jako jsou

glukdza, aminokyseliny a hydroperoxidy lipidt, v koncentracich vyssich nez 5 % oleje na
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smazeni. Strouhanka pfispéla k tmavsi barve oleje diky ¢aste¢kam z obalu jidla, které odpadaly
do oleje na smazeni, aby se tak dale urychlily reakce hnédnuti. V praci Srivastavy a Semwala
(2015) hodnoty barev ukazaly pokles L* a zvySeni hodnot a* a b* po 8 hodinach neptetrzitého
smazeni pfi 180 + 5 °C v panenském kokosovém oleji. Linearni pokles L* se zvysSujicimi se
dny smazeni sojového oleje také zaznamenali Ma et al. (2016). Bohuzel chybi udaje
0 barevnych zménach olejii testovanych v nasi praci, protoze vétSina autori se zamétuje na
barevné zmény smazeného jidla (nikoli oleje) (Krokida et al. 2001; Salehi 2019). V téchto
piipadech se hodnota L* €asto snizuje (produkty ztmavnou), coz mtize ovlivnit samotnou barvu

oleje.

4.2.4 Nutri¢ni vyznam

Podle soucasnych doporuceni by celkovy ptijem tukii u lehce pracujiciho dosp€lého nemél
piekrocit 30 % celkového energetického piijmu, coz je ~70 g denné (WHO 2020). Vysledky
této prace ukazaly, ze piijem tuku prostiednictvim jedné porce smazenych rybich prsti (150 g)
nebo bramborovych kroket (200 g) odpovida ptiblizné¢ 9 g a 5 g. Naproti tomu podle udaja
z databaze EuroFIR (2020) je celkovy obsah tuku v ptedsmazenych FF v ruznych olejich 12—
16 g/100 g [18-24 ¢/150 g], zatimco u pfedsmazeného PC 13-18 g/100 g [26—-36 g/200 g]. To
muze byt zpiisobeno vysokou hydrofobnosti slozek testovanych potravin a rozdilnosti ve stylu

jejich piipravy (tj. odkapavani tuku pied konzumaci smazenych potravin).

Nase vysledky ukazuji, Ze ryzovy olej je nejvhodnéjsi pro smazeni FF, zatimco
slunec¢nicovy olej je nejlepsi volbou pro PC. Tento rozdil miize byt zptisoben riznymi
matricemi (vice bilkovin v FF a vice $krobi v PC) a/nebo strukturami (kompaktni kulaté PC
vs. mén¢ kompaktni obdélnikovy FF se Skrobovymi granulemi na povrchu a libovym proteinem
uvnitf) téchto potravin. Navzdory pfiznivému sloZeni mastnych kyselin je fepkovy olej pfi
dlouhodobém zahiivani mén¢ stabilni. Naproti tomu ryZovy olej je pifi zahtivani stabilnéjsi, ale
obsahuje vice nasycenych mastnych kyselin (Nayik et al. 2015). Jejich pfijem tedy muze byt
zvySen konzumaci potravin smazenych na ryzovém oleji. Na druhou stranu pro technologické
ucely se ryzovy olej jevi jako optimalni varianta (nasycené mastné kyseliny jsou pii zahfivani
stabiln¢j$i). Pro fritovani se doporucuje pouzivat oleje ze specidlné¢ vySlechténych odrid
slune¢nice nebo fepky se zvySenym obsahem olejové Kyseliny, protoze tyto oleje jsou pii
ohfivani stabilngjsi a maji pro tepelné namahani ptiznivé slozeni mastnych kyselin (Velisek
2014).
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4.3 Experiment I11: Vliv barvy brambor na stabilitu smaziciho média
a sloZeni potraviny

4.3.1 Experiment Illa: Vliv odridy brambor na Zluknuti smaZiciho média
4.3.1.1 Zrychleny oxida¢ni Schaalav test

Jako smazici medium bylo pouzito veptové sadlo, kvili predpokladdanému minimalnimu
obsahu pfirodnich antioxidantd v porovnani s rostlinnymi oleji. Pomoci indukéni periody IP,
ktera byla odectena z grafi (Obrazky 15, 16, 17) zavislosti relativnich zmén hmotnosti na Case,

byl vypocten protekéni faktor PF viici nesmazenému sadlu (Tabulka 9).
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Obrazek 15: Oxidaéni stabilita nesmazeného sadla
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Obrazek 16: Oxidacni stabilita sadla po smazeni bilych odrud brambor
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Obrazek 17: Oxidaéni stabilita sadla po smazeni fialovych odrid brambor

Tabulka 9: Indukéni perioda (IP) a protekéni faktor (PF) nesmazeného sadla a sadel po smazeni

brambor

Sédlo IP (dny) PF
Sédlo nesm. 9,6+0,1° -
Valkyra 2,4+0,1° 0,25
Valmont 5,00,4° 0,52
Antonia 5,8+0,3" 0,60
Valfi 10,1+0,1" 1,05
Blue Star 11,0+0,1° 1,15
Val Blue 11,5+0,1%® 1,20

Statisticky vyznamné rozdily v IP mezi vzorky jsou oznaceny riznymi pismeny.

Z tabulky 9 je patrné, Ze jsou v hodnotach induk¢nich period statisticky prikazné rozdily
mezi vét§inou odrid. Prikazné rozdily nebyly pouze mezi odridami Antonia a Valmont, Val
Blue a Valfi, Val Blue a Blue Star, jakoZ i mezi Valfi a nesmazenym sadlem. Je zde zaroven
patrna odli$nost mezi vzorky sadla po smazeni hranolkli ze zlutych brambor a hranolkd

Z fialovych odrtd spolu s kontrolnim nesmazenym sadlem.
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4.3.1.2 Senzorické hodnoceni hranolek

Vzhled
100

pachuté 80 ’\ barva

=0 \/alkyra
Antonia
== \/almont zluklost kiupavost
smazena chut’ skousnuti

chut’

Obrazek 18: Senzorické hodnoceni Zlutych odriid brambor

Z obrazku 18 je patrné, Ze nejvice vzhledové i chut'ové piijatelné jsou hranolky z odrady
brambor Valkyra, u kterych je zaznamenana i nizka intenzita Zluklé chuti a ostatnich pachuti.
Naopak odrida Valmont byla hodnotiteli vyhodnocena jako nejméné ptijatelna, zejména diky

zluklé chuti a ostatnim pachutim.

pachuté barva
—0—\/al Blue
Blue Star
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smazena chut’ skousnuti

chut’

Obrazek 19: Senzorické hodnoceni fialovych odrid brambor
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Vysledky senzorického hodnoceni hranolki z fialovych odrid byly u vSech vzorku
podobné (obrézek 19). Avsak jsou mezi nimi odli$nosti ve vzhledu u odridy Valfi, ktera byla
hodnocena v tomto parametru nejlépe. Dale odruda Blue Star byla vyhodnocena jako nejvice
kiupava a chutové ptijatelnd. U vSech druhti brambor byla smazena chut velmi vyrazna,

naopak intenzita zluklé ptichuti byla nepatrna.
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Obrazek 20: Senzorické hodnoceni vsech sledovanych odrid brambor

V obrazku 20 je rozeznatelny rozdil ve vzhledu mezi zlutymi a fialovymi odridami
brambor, kdy vyrazné 1épe jsou hodnoceny odrudy zluté. Stejny trend je pozorovan i v barve,
coz miizeme vidét i na obrazku 18 a 19 a potvrzuje to 1 vypocet korelaci senzorickych parametri
r=0,8660, kde je velmi silnd korelace mezi vzhledem a ptijemnosti barvy a také spolu tzce
souvisi intenzita Zluklych chuti a ostatnich pachuti. V ptipad¢ kiupavosti byly odriidy Antonia
a Blue Star jako nejvice uspokojivé, jednd se o zastupce Zlutych i fialovych odrid. Nejvice
akceptovatelnd odrida z hlediska chuti, ale 1 celkového hodnoceni, byla Zlutd odrida Valkyra.
Naopak hranolky z odridy Valmont byly hodnotiteli posouzeny jako nejméné piijatelné ve

v8ech hodnocenych kritériich.

4.3.1.3 Statistické vyhodnoceni

Dle statistického vyhodnoceni nebyly statisticky vyznamné rozdily mezi hranolky ze

zlutych a fialovych odriid brambor v parametrech barva, vzhled, kiupavost, zvuky pfi prvnim
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skousnuti, intenzita smazené chuti, intenzita ostatnich pachuti a celkové chuti hranolkd. Byl ale
zjiStén statisticky prikazny rozdil (p=0,0346) v intenzité zluklé chuti v zavislosti na barvé

odrtdy brambor (obrézek 21).
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Obréazek 21: Senzorické hodnoceni zluklé chuti jednotlivych odrad

Dale byly hodnoceny rozdily v jednotlivych senzorickych parametrech v zavislosti na
jednotlivych konkrétnich odriidach. Rozdily v celkové chuti, intenzité zluklé chuti, zvukl pii
skousnuti, smazené chuti a pachuti nebyly statisticky vyznamné. U vzhledu byly statisticky
prikazné rozdily mezi odridou Antonia a odridami Valmont, Blue Star a Val Blue (tabulka 10
a obrazek 22). A mezi odriidou Valkyra a odridami Valmont, Blue Star, Val Blue. Jak hranolky
z odrudy Antonia, tak z odrady Valkyra byly senzorickym panelem hodnoceny jako nejvice
vyhovujici. Valmont (Zlutd odriida) byla hodnocena spolu s fialovymi odriidami negativné,

to Ize ptisuzovat velice tmavému zabarveni hranolkt v disledku smazeni.
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Obrazek 22: Senzorické hodnoceni vzhledu jednotlivych odrid

Tabulka 10: Hodnoceni hranolk pfipravenych ze zlutych a fialovych odrid brambor (v %)

Hodnocené parametry Antonia Valkyra Valmont Blue Star Val Blue Valfi

Vzhled 82 +16° 82+14° 36+13" 34+19° 38120° 46 +24®
Barva 81+15% 78 £19® 42+23™ 33 +14° 38+18° 39 17°
Kiupavost 66 +16° 52 #11* 32415 62+16° 42 +9® 33 x14°

Zvuky pfi prvnim skousnuti 61 +24° 56 £24* 61 +34° 50 £26* 65 +10° 68 £13%

Chut’ celkové 57 +242 71 +£192 43 +27° 52 +222 44 +202 52 +242
Intenzita smaZené chuti 45 +16* 41 +£13* 32 +14* 51 +19% 46 +£22% 45 +24°
Zlukla chut’ 26 +21° 24 +192 42 +35? 9 +0° 13 +14° 14 +13?

Intenzita pachuti celkové 31+26% 23 +17% 47 +27% 13 +16° 25+29* 21 +24°

Orientace $kal: vzhled, barva, celkova piijemnost chuti (0 % = velmi S$patna, 100 % = vyborna),
kiupavost (0 % = zcela vlacny, 100 % = kiupavy), zvuky pfi prvnim soustu (0 % = neslysitelné, 100 %
= velmi silnd), intenzita smazené chuti, Zluklé chuti a pachuti (0 % = neznatelna, 100 % = velmi silnd).

Statisticky vyznamné rozdily v IP mezi vzorky jsou oznaéeny riznymi pismeny.

Brambory jsou dobrym zdrojem celé fady mikroZzivin (zejména vitaminu C, Bs, drasliku,
hot¢iku a zeleza) a fytonutrientli (zejména karotenoidli a fenolovych kyselin; Beals 2019).
Pigmentované kultivary maji potencialné¢ vysoky obsah polyfenolovych sloucenin

podporujicich zdravi (Bvenura et al. 2022).
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Vysledky ze Schaalova testu ukazuji, ze fialové odridy brambor vice inhibovaly oxidaci
sadla dle indukéni periody (10,1 az 11,5 dni) oproti zlutym odridam, u kterych byly hodnoty
obsahem antioxidanti a dalSich biologicky aktivnich latek v bramborovych hlizach, jejichz
obsah bude ve fialovych odridach vyssi (Hejtmankova et al. 2009; Wegener et al. 2009; Ezeiel
et al. 2013; Bvenura et al. 2022). Brambory jsou dobrym zdrojem vitaminu C. Hejtmankova et
al. (2016) uvadi, ze zluté brambory maji vyssi obsah askorbové kyseliny (904-1190 mg/kg
u Zlutych odrtd a 573 do 925 mg/kg u barevnych odrud). Ve studii Lachman et al. (2005)
namétili v hlizach ¢ervenych a fialovych brambor 170-990 mg/kg askorbové kyseliny. Celkovy
obsah vitaminu C zavisi na mnoha aspektech, vCetné odridy, sklizné, ale i podminek
skladovani, jelikoz skladovani obecné vede ke snizeni obsahu vitaminu C (Tudela et al. 2002).
Brambory pouzité v této praci byly skladovany od Iéta 2019 do biezna 2020. Nejvétsi ztraty
vitaminu C byly pozorovany po smazeni (90,42 %) (Tian et al. 2016). Schopnost retence
vitaminu C se snizuje s dobou smazeni a zvysujici se teplotou smazeni (Lu et al. 2016). Tedy
Ize piedpokladat, ze obsah vitaminu C nema zasadni vliv na oddaleni oxidace sadla (na rozdil
od fenolovych sloucenin). Obsah fenolovych sloucenin z fialovych brambor mél pfiznivy vliv
fialové brambory jsou bohatym zdrojem polyfenoli, které jsou dulezité pro lidské zdravi
(Zhang & Tsao 2016). Ve fialovych odrudach je dle studie Ezeiel et al. (2013) az dvojnasobné
mnozstvi fenolovych sloucenin nez ve zlutych odradach. U fialomasych odrud pievladaly
anthokyany ve form¢ glykosidu: petunidin a malvidin (Rytel et al. 2017). Kita et al. (2013)
zjistili, Ze pelargonidin a derivaty malvidinu byly pfi smazeni stabiln€j$i nez derivaty
petunidinu. SmaZeni zpiisobilo jednu z nejvétSich ztrat celkového obsahu anthokyant (31,97
%) ve srovnani s jinymi zpusoby tepelné upravy (peceni, vafeni v pafe a ohfev mikrovinnou
troubou; Liao et al. 2019). Vysledky Hejtmankové et al. (2009) ukazuji, ze vysoka antioxida¢ni
aktivita barevnych brambor je zpisobena nejen anthokyany, ale i dal$imi polyfenolovymi
slouéeninami véetné chlorogenové kyseliny. Studie Wegener et al. (2009) také prokazala vyssi

mnozstvi chlorogenové kyseliny u fialovych odriid (v porovnani se Zlutymi kultivary).

Sadlo bylo zvoleno jako médium na smazeni pro sviij minimalni obsah antioxidantd.
SmaZeni fialovych odriild brambor vykazovalo vice inhibovanou oxidaci sadla nez smazZeni
zlutych odrud. Lze tedy predpokladat, Ze potlaceni oxidace tukt mohlo byt zptisobeno obsahem

antioxidantll a dalSich biologicky aktivnich latek v hlizdch brambor, jejichZz obsah je vyssi
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u fialovych odrid (Hejtmankova et al. 2009; Wegener et al. 2009; Ezeiel et al. 2013; Bvenura
et al. 2022). Zadné studie se zatim piimo nezaméfovaly na roli antioxidantdi piirozend
uvolnovanych z barevnych brambor do média na smazeni a na jejich oxida¢ni stabilitu. Vyroba
smazenych hranolkl nebo chipst z barevnych bramborovych hliz by tak mohla nejen zajimava
novinka, ale také by mohla vést k pomalejsi oxidaci smaziciho média, které by se nemuselo tak
Casto ménit. Tato skute¢nost by mohla byt zajimava zejména pro restaurace a fast foody, kde

se ve velkém pfipravuji smazené bramborové vyrobky.

Zluté brambory byly respondenty oznageny vzhledové a barvou jako piijatelngjsi. To Ize
vysvétlit 1 zvyklosti populace na hranolky Zluté barvy, které jsou datovany od 17. stoleti
(Randall 2014). Z vysledka této prace vyplyva, Ze neni statisticky vyznamny rozdil v chuti mezi
Z vysledkt studie Kaspar et al. (2013) téz vyplyva, Ze nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil

v celkové ptijatelnosti u pe¢enych Zlutych a fialovych odrid brambor.

4.3.2 Experiment Il1b: Vliv barevnych odrid brambor na stabilitu smaZiciho média

4.3.2.1 Zrychleny oxida¢ni Schaalav test

V grafech (obrazky 23-26) jsou znazornény kiivky Schaalova testu vSech analyzovanych
vzorkl. Z kiivek vynesenych na grafech v obrazcich 23-26 byly odecteny indukéni periody
(IP), které jsou zaznamenany v tabulce 11. Na zaklad¢ indukénich period byla porovnana

oxidacni stabilita jednotlivych vzorkd.
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Obrazek 23: Oxidaéni stabilita slune¢nicového oleje a sadla (kontrola, bez tepelné tpravy)

SF-Con = slune¢nicovy olej, kontrola; PL-Con = veprové sadlo, kontrola
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Obrazek 24: Oxidacni stabilita slune¢nicového oleje a sadla po 1. smazeni
SF-B = slune¢nicovy olej — modré brambory; SF-W = slune¢nicovy olej — bilé brambory; SF-R =
sluneénicovy olej — Cervené brambory; PL-B = vepiové sadlo — modré brambory; PL-W = vepiové sadlo

— bilé brambory; PL-R = veptové sadlo — ¢ervené brambory
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Obrazek 25: Oxidaéni stabilita slune¢nicového oleje a sadla po 2. smazeni
SF-B = slune¢nicovy olej — modré brambory; SF-W = slune¢nicovy olej — bilé brambory; SF-R =
sluneénicovy olej — Eervené brambory; PL-B = vepiové sadlo — modré brambory; PL-W = veptové sadlo

— bilé brambory; PL-R = vepiové sadlo — Cervené brambory
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Obrazek 26: Oxidacni stabilita slune¢nicového oleje a sadla po 3. smazeni
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SF-B = slune¢nicovy olej — modré brambory; SF-W = slune¢nicovy olej — bilé brambory; SF-R =
slune¢nicovy olej — Gervené brambory; PL-B = vepiové sadlo — modré brambory; PL-W = veptové sadlo

— bilé brambory; PL-R = veptové sadlo — ervené brambory

Tabulka 11: Indukéni periody (dny) stanovené z relativniho nartistu hmotnosti.

Vzorek IP (dny)

Kontrola — sadlo -
Kontrola — sluneénicovy olej 13
Sédlo — 1. smazZeni -
Slunecnicovy olej — 1. smaZeni 11
Séadlo — 2. smazeni -
Sluneénicovy olej — 2. smaZeni 10
Séadlo — 3. smazeni -

Sluneénicovy olej — 3. smaZeni 10

V experimentu I11b nebyl prokazan vyznamny rozdil ve stabilité u riznych odrad/barev
brambor. Rozdil se ukazuje pouze ve stabilit¢ média, kde sadlo vykazuje vyssi oxida¢ni stabilitu
nez slunecnicovy olej. Jedna se o piedpokladany vysledek, jelikoz sadlo je vyrazné méné
nenasycené (ma nizsi podil polyenovych MK). U sadla nebylo mozné urcit induk¢éni periodu —

nenastal vyrazny zlom a nartst radikalové fetézové reakce.

4.3.2.2 Peroxidové ¢islo (PC) a &islo kyselosti (CK)
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Tabulka 12: Peroxidové ¢islo a ¢islo kyselosti v prubéhu jednotlivych smazeni

Vzorek PC (mEqO2kg™) CK (mgKOHg™)

SL &isty 0,218 0,090
SLC1 1,221 0,180
SLC2 1,636 0,269
SLC3 1,767 0,180
SLM1 1,419 0,180
SLM2 1,506 0,090
SLM3 1,200 0,224
SLB1 1,353 0,180
SLB2 2,004 0,090
SLB3 1,855 0,090
SA Cisté 0,348 0,539
CSA1 0,305 0,539
CSA2 0,393 0,719
CSA3 0,349 0,719
MSA1 0,370 0,719
MSA2 0,349 0,719
MSA3 0,436 0,539
BSA1 0,436 0,674
BSA2 0,370 0,674
BSA3 0,392 0,674

SL = sluneé¢nicovy olej; SA = sadlo; SLM = sluneénicovy olej — modré brambory (1-3. smaZeni); SLB
= slune&nicovy olej — bilé brambory (1-3. smaZeni); SLC = slune&nicovy olej — Eervené brambory (1-3.
smazeni); MSA = vepiové sadlo — modré brambory (1-3. smazeni); BSA = veptové sadlo — bilé
brambory (1-3. smaZeni); CSA = vepiové sadlo — Gervené brambory (1-3. smaZeni); PC = peroxidové

&islo; CK = ¢&islo kyselosti
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Obrazek 27: Peroxidové ¢islo v prubéhu jednotlivych smazeni

SL = sluneénicovy olej; SA = sadlo; SLM = slune¢nicovy olej — modré brambory (1-3. smaZeni); SLB
= slune¢nicovy olej — bilé brambory (1-3. smazZeni); SLC = sluneénicovy olej — &ervené brambory (1-3.
smazeni); MSA = veprové sadlo — modré brambory (1-3. smazeni); BSA = vepiové sadlo — bilé

brambory (1-3. smazeni); CSA = veptové sadlo — Gervené brambory (1-3. smaZeni)

Peroxidové ¢islo (PC) je uzitednym indikatorem oxidace v po¢ateéni fazi, ale nesouvisi
s dobou smazeni (Atinafu & Bodemo 2011). Cheman a Wanhussin (1998) uvedli, ze kvalitni
rostlinny olej by mél mit PC niz$i nez 2 mEq Oz kg . Sabolova et al. (2020) uvadi hodnoty PC
u rafinovanych sluneénicovych olejii 3,9 = 0,0 a 2,7 + 0,1 mEq Oz kg™. Hodnota naméfena
v této praci byla 0,22 mEq O, kg . Snizeni PC b&hem smaZeni bylo pozorovano nékolika
vyzkumniky (White 1991; Zhanget al. 2007). Primarnim produktem oxidace lipidi jsou
hydroperoxidy (Allendorf 2010). Pokles PC je dan rozkladem hydroperoxidii béhem smazeni.
PC je mimo jiné ovlivnéno zastoupenim mastnych kyselinami a délkou nebo podminkami
skladovani (Nayak et al. 2016).

et al. 2014) ukazuji nartist peroxidt, dokud neni dosaZeno maxima, které je nasledovano Jejlch
poklesem, v disledku jejich reakci a degradaci na jiné slouceniny, jako jsou aldehydy a ketony
(sekundarni slou¢eniny oxidace olejii). Debnath et al. (2012) uvedli, ze PC je dobrym
indikatorem oxidace lipidd za normalnich skladovacich podminek. Hydroperoxidy jsou

pocatecnimi reakénimi produkty oxidace lipidi a jsou zodpovédné za primarni oxidaci. Pti
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vysokych teplotach se vSak hydroperoxidy rychle rozkladaji a nasledné vytvaii sekundarni
oxida¢ni produkty (Man & Hussain, 1998). Marinova et al. (2012) zkoumali vliv zahiati na 180
°C na PC vzorki oleje a zjistili, ze PC neni vhodné pro sledovani zmén lipidi pfi smazeni, ale
pouze pro sledovani zluknuti lipidi béhem skladovani. Pouziti oleje na smazeni nevede
k podstatnému zvyseni PC, protoZe peroxidy se pii teplotach nad 150 °C spontannd rozkladaji

(Marmesat et al. 2010).

Velké zvyseni PC béhem smazeni ve slunednicovém oleji miize byt disledkem znaéného
mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin (zejména linolové kyseliny), které se rychle oxiduji
(Almrhag & Abookleesh 2016). Vysledky srovnani smazeni pii 130 a 170 °C (Kaleem et al.
2015) ukazaly vyssi % nartst hodnot PC nad 20 °C u dvou znaéek slune¢nicového oleje na
smazeni. Oba oleje vykazovaly zvysujici se PC pii 130 °C, které se naslednd snizovalo pfi
170 °C. Jina studie poskytuje stejné vysledky PC pro &étyfi riizné znacky slunenicového oleje
(Al-Fatlawi & Abbas 2010) s mirnym rozdilem v hodnoté, ale se stejnym trendem. Uvadgji, ze
PC bylo u slune¢nicového oleje pied zahiatim 1,58 mEq Oz kg2, po 4h zahiati 11,23 mEq O
kgt a po 8h zahiati 16,40 mEq Oz kg™* (Cocan et al. 2021). V dal§im vyzkumu (Budryn et al.
2011) bylo pocateéni PC samotného slune¢nicového oleje (kontroly) 2,7 mEq Oz kg™ a po
12tydennim skladovani se zvysilo ptiblizné 25krat (na 67,2 mEq Oz kg™). Sluneénicovy ole;j,
jehoz peroxidové ¢&islo bylo na zacatku 1,77 mEq Oz kg™, se po konvekénim zahiati dostal po
4 hodinach na hodnotu PC 12,05 mEq Oz kg* a po zahiati v mikrovinné troubé na hodnotu
16,21 mEq Oz kg * (Poiana 2012). V praci Fisnar et al. (2018) byla hodnota PC slune¢nicového
oleje po zahiati na 175-185 °C po dobu 20 min 1,9 + 0,2 mEq O, kg. Pfi srovnani extra
panenskych sluneénicovych olejti se zjistilo, Ze u 23 z 24 variant bylo PC po 8 dnech Schaalova
testu (pfi 63 + 2 °C) vyrazné vyssi neZ u oleje rafinovaného. U rafinovaného oleje se PC zvysilo
21,12 mEq O, kg na 7,39 mEq O, kg a u vétSiny extra panenskych olejii byly hodnoty
orientaéné 10nasobné vyssi (Luzai¢ et al. 2022). Na druhou stranu Kurhade a Waghmare (2014)
testovali PC rafinovaného sluneénicového oleje 0., 4. a 8. den Schaalova testu v susarné
a ziskali nasledujici hodnoty: 6,87, 21,78 a 45,56 mEq O, kg Rozdily ve zminénych
hodnotach oproti kontrolnimu vzorku v této praci (RSO) jsou pravdépodobné zpisobené

rozdily ve slozeni mastnych kyselin oleji.

Sabolova et al. (2020) uvadi PC pro vepiové sadlo 3,2 + 0,0 mEq Oz kg 1. V této praci byla

naméfena hodnota 0,35 mEq O, kg ™. V jiné studii se po 12 tydnech skladovani samotného
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sadla (kontroly) PC zvysilo z 0,6 mEq Oz kg* na 10,6 mEq O2 kg* (Budryn et al. 2011).
V dal$im vyzkumu se peroxidové ¢islo u sadla zvysilo 0,76 na 71,04 mEq O2 kg1 béhem 100
smazeni kufecich nuget (Park et Kim 2016).
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Obrazek 28: Cislo kyselosti v pribéhu jednotlivych smazeni

SL = sluneénicovy olej; SA = sadlo; SLM = slune¢nicovy olej — modré brambory (1-3. smaZeni); SLB
= slune¢nicovy olej — bilé brambory (1-3. smazZeni); SLC = sluneénicovy olej — &ervené brambory (1-3.
smazeni); MSA = veprové sadlo — modré brambory (1-3. smazeni); BSA = vepiové sadlo — bilé

brambory (1-3. smazeni); CSA = vepiové sadlo — &ervené brambory (1-3. smaZen)

Mnozstvi volnych mastnych kyselin (FFA) vyjadiené &islem kyselosti (CK) je pocet
miligramiit KOH pottfebnych k neutralizaci volnych mastnych kyselin pfitomnych v 1 g oleje
(Nayak et al. 2016). Jednéa se o rychlou a spolehlivou metodu sledovani stability oleje béhem
smazeni (Bensmira et al. 2007). Hydrolyza triacylglyceroli a rozklad hydroperoxida pii vysoké
teploté, za pritomnosti vody a vzduchu vede ke vzniku FFA. Zejména to poskozuje stabilitu
média na smaZeni a smazenych potravin. FFA se rychle oxiduji a katalyzuji dal$i oxidaci
polynenasycenych tukti (Urbancic et al. 2014). Maximalni povolena hodnota FFA se lisi
Vv zavislosti na typu smazeného pokrmu a po¢tu davek béhem smazeni (Shaker 2014). Gunstone
(2008) navrhl, ze obsah FFA v rafinovaném oleji by mél byt méné nez 0,1 %, protoZe vétSina
volnych mastnych kyselin se ze surového oleje odstrani béhem procesu rafinace. Pro
priamyslovou vyrobu bramborovych lupinki byla jako prahova hodnota uvadéna uroven 0,5 %
FFA (pro vyrazeni pouzitého oleje na smaZeni), zatimco maximalni hodnota 1 % FFA je

obvykle povolena pro zpracovatele predsmazenych hranolkt (Ismail 2005). Vyssi koncentrace
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FFA jsou tolerovany v piipad¢ oleje pouzivaného na smazeni v téstiCku a obalovanych

vyrobcich (2-2,5 %) (Tarmizi et al. 2013).

Sabolova et al. (2020) uvadi u rafinovanych slune¢nicovych olejit hodnoty CK 0,31 + 0,31
a 0,05 + 0,01 mg KOH g*. Hodnota naméfena v této praci byla 0,09 mg KOH g*. V préci Al-
Fatlawi a Abbas (2010) se cislo kyselosti u slune¢nicovych oleji v pribéhu smazeni ¢i
samotného zahtati (130 °C na 170 °C) obecné zvysilo, at’ uz byly oleje Cisté, nebo byly
S potravinami: brambory, mleté maso a ryby. Zména teploty zplsobila zejména sniZeni ¢isla
kyselosti - Bizce Cisty olej z 0,97 na 0,71 mg KOH, pouziti oleje Bizce s potravinami: z 0,64
na 0,38 mg KOH p#i smazeni brambor a z 0,71 na 0,70 mg KOH u smazeni mletého masa.
Snizeni ¢isla kyselosti bylo také zaznamenano pii pouziti oleje Alkair s potravinami: z 0,61 na
0,47 mg KOH u brambor a z 0,61 na 0,59 mg KOH u mletého masa. V této praci byla maximalni
hodnota ¢isla kyselosti pro potraviny: smazené pii 130 °C a 170 °C 0,71 mg KOH pro mleté
maso smazené pii 130 °C pti pouziti oleje Bizce a 0,66 mg KOH pro ryby smazené pti 170 °C

pii pouzit oleje Sandy.

Sabolova et al. (2020) uvadi u vepfového sadla hodnotu CK 1,18 + 0,05 mg KOH g™.
V této praci byla naméfena hodnota 0,54 mg KOH g*. Cislo kyselosti se u sadla zvysilo
z 0,36 na 4,47 po 100 smazenich kufecich nuget (Park & Kim 2016). A Lee et al. (2013)
poukazuje na to, ze CK se zvySuje se zvySujicim se poétem cyklti smaZeni bez ohledu na typ
oleje. Oxidacni zmény v ruznych kulinafskych tucich jsou tedy zna¢né ovlivnény faktory

souvisejicimi s jejich chemickym sloZenim (Park & Kim 2016).

V nasem experimentu se PC a CK (obrazky 27 a 28 a tabulka 12) liily vyznamné
v zavislosti na pouzitém smazicim médiu — CK bylo niz§i u slunenicového oleje a PC nizsi ve

veprovém sadle. Vliv barvy brambor se v jednotlivych smazenich ukazal jako nevyznamny.

4.3.2.3 Obsah tokola

Obsah tokold (obrazky 29 a 30, tabulka 13) je dalsim dulezitym faktorem pro stanoveni
oxida¢ni stability rostlinnych oleji. Tokoly hraji dulezitou roli pii zachycovani

hydroperoxidovych meziprodukti a zastaveni autooxidacni fetézové reakce a a-tokoferol je

vvvvvv
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Obrézek 29: Obsah tokoli ve slune¢nicovém oleji v pribéhu 3 smazeni barevnych odriid brambor

SLM = slune¢nicovy olej — modré brambory (1-3. smazeni); SLB = slune¢nicovy olej — bilé brambory

(1-3. smazeni); SLC = sluneénicovy olej — &ervené brambory (1-3. smaZent)
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Obrazek 30: Obsah tokolu ve veptovém sadle v prubéhu 3 smazeni barevnych odriid brambor

MSA = vepiové sadlo — modré brambory (1-3. smazeni); BSA = veprové sadlo — bilé brambory (1-3.

smazeni); CSA = vepiové sadlo — Eervené brambory (1-3. smaZeni)
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Tabulka 13: Obsah tokoli (mg.kg™) ve slune¢nicovém oleji a ve vepifovém sadle v pribéhu 3 smazeni

barevnych odrid brambor

a-tokoferol  o-tokotrienol  B-tokoferol  B-tokotrienol

SLM1 455,48 194,12 9,77 2,55
SLM2 425,8 180,63 10,84 2,23
SLM3 376,26 175,01 10,25 2,35
SLC1 486,5 218,38 13,9 2,57
SLC2 395 200,31 12,35 2,4

SLC3 362,48 172,91 9,95 1,77
SLB1 416,46 217,1 10,25 2,5

SLB2 372,42 190,4 10,19 0,9

SLB3 362,48 180,33 10,35 1,32
MSA1 9,47 <0,4 <0,4 <0,4
MSA2 8,83 <0,4 <0,4 <0,4
MSA3 8,95 <0,4 <0,4 <0,4
CSA1l 7,8 <0,4 <0,4 <0,4
CSA2 4,6 <0,4 <0,4 <0,4
CSA3 4,36 <0,4 <0,4 <0,4
BSAl 7,4 <0,4 <0,4 <0,4
BSA2 5,12 <0,4 <0,4 <0,4
BSA3 4,22 <0,4 <0,4 <0,4

SLM = slune¢nicovy olej — modré brambory (1-3. smazeni); SLB = sluneénicovy olej — bilé brambory
(1-3. smazeni); SLC = slune¢nicovy olej — Eervené brambory (1-3. smazeni); MSA = vepiové sadlo —
modré brambory (1-3. smazeni); BSA = vepiové sadlo — bilé brambory (1-3. smazZeni); CSA = veprové

s&dlo — ¢ervené brambory (1-3. smazeni)

Obsah a-tokoferolu, ktery byl z tokoli obsazen ve slune¢nicovém oleji nejvice, byl po
prvnim smaZzeni 452,81 = 35,1 mg.kg?, po druhém smazeni 397,74 + 26,8 mg.kg™ a po tietim
smazeni 367,1 + 7,96 mg.kg™. V pribéhu smazeni tedy dochazelo k jeho ztratdam. Obsah a-
tokotrienolti byl ve slune¢nicovém oleji prvnim smazeni 209,87 + 13,65 mg.kg™, po druhém
smazeni 190,45 + 9,84 mg.kg™ a po tietim smazeni 176,08 + 3,82 mg.kg™. | v jejich piipadé
dochézelo v prubéhu smazenim ke ztratam. Obsah B-tokoferold byl ve sluneénicovém oleji
prvnim smazeni 11,31 + 2,26 mg.kg™, po druhém smazeni 11,13 *+ 1,11 mg.kg? a po tietim
smazeni 10,18 + 0,21 mg.kg™. Obsah PB-tokotrienolii byl ve slune¢nicovém oleji prvnim
smazeni 2,54 £ 0,04 mg.kg?, po druhém smazeni 1,84 + 0,82 mg.kg? a po tfetim smaZeni
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1,81 + 0,52 mg.kg™. V analyze Wen et al. (2020) obsahoval slune¢nicovy olej v priméru
718,4 mg.kg? (542,1-870, 5 mg.kg™) a-tokoferolu. Obsah a-tokotrienolu, B-tokoferolu a p-
tokotrienolu byl pod mezi detekce. K téméf stejnym vysledkiim dosli i Sabolova et al. (2020),
ktefi naméfili u rafinovanych sluneénicovych oleji 718 + 12,6 a 671,6 = 7,9 mgkg? a-
tokoferoli. Obsah B- a y-tokoferoli byl 34,9 £ 0,5 mgkg? a u druhého rafinovaného
slune¢nicového oleje pod mezi detekce (stejné tak obsah vSech tokotrienolt). Ergonl
a Koseoglu (2014) ve své praci uvadgji obsah 613-671 mg.kg™ a-tokoferolii a 20-40 mg.kg™ p-
tokoferolii, San Andrés et al. (2011) uvadéji pti staveni HPLC s rliznymi typy detekce (UV
a fluorescenéni) 690 + 10 a 720 + 20 mg.kg™ a-tokoferoldl. Grilo et al. (2014) namétili 432,3 +
86,6 mg.kg? a-tokoferolli. Tokoferoly se piirozené vyskytuji ve vétsing rostlinnych olejii
a jejich rychlost degradace mtize piedstavovat znamku stability oleji na smazeni. Je znamo, ze
tokoferoly degraduji rychleji, jak se zvySuje hodnota nasyceni oleje (Normand et al. 2001).
Naptiklad Verleyen et al. (2002) pozorovali rychlejsi relativni ubytek o-tokoferolu
V purifikovaném TAG slune¢nicového oleje s vysokym obsahem kyseliny olejové a palmového
oleje ve srovnani s ubytkem a-tokoferolu v TAG klasického slunecnicového oleje a Inéné¢ho
oleje béhem zahiivani na 240 °C. V praci Spanélsko-brazilského kolektivu (Barrera-Arellano et
al. 2002) bylo Sest rostlinnych oleji (palmovy, olivovy, slune¢nicovy s vysokym obsahem
olejové kyseliny, fepkovy, sojovy a slunenicovy) zahiato na 180 °C. Po 8 hodinach zahiivani
nebyly detekovany témét zadné tokoferoly v olivovém, palmovém a slunecnicovém oleji
s vysokym obsahem kyseliny olejové, ale v fepkovém, slune¢nicovém a so6jovém oleji byly
odpovidajici celkové tokoferoly 192, 258 a 601 mg.kg™ (Barrera-Arellano et al. 2002). 1zomer
tokoferolu nachazejici se v oleji ve vét§im mnozstvi se ztraci mnohem rychleji nez ten, ktery se
Vv ném nachazi v men$im mnozstvi (Warner & Moser 2009). V praci Fi$nar et al. (2018) bylo

mnoZstvi a-tokoferolu po zahiati na 175-185 °C po dobu 20 min 539 + 1 mg.kg™.

Obsah a-tokoferolu, ktery byl ztokolid obsazen v sadle nejvice (v porovnani se
slune¢nicovym olejem vSak o jeden az dva fady nize, takze jeho piispévek k oxidacni stabilité
sadla bude minimalnf), byl po prvnim smazeni 8,22 + 1,1 mg.kg™, po druhém smazeni 6,18 +
2,31 mg.kg™ a po tfetim smazeni 5,84 + 2,69 mg.kg™. Obsah a-tokotrienolii, B-tokoferoli a -
tokotrienolti byl pod mezi detekce (<0,4 mg.kg™?). Sabolova et al. (2020) namétili u veprového
sadla 7,1 + 0,7 mg.kg? a-tokoferolu. Obsah a-tokotrienolu, p-tokoferolu a B-tokotrienolu byl

rovnéz pod mezi detekce.
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Vysledky prace ve spolupraci s VSCHT:

4.3.2.4 Stanoveni celkového MCPD po hydrolyze (GC-MS/MS)
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Obrazek 31: Obsah celkového 3-MCPD
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Obréazek 32: Obsah celkového 2-MCPD
Chybové usecky reprezentuji pfifazenou nejistotu metody 26 %

Z obrazku 31 je patrné, ze obsah 3-MCPD m¢l tendenci ve slune¢nicovém oleji stoupat od
1. dne smazeni aZ po 3. den smaZeni pii smazZeni bilé a cervené odriidy brambor.

U slune¢nicového oleje ze smazeni fialovych (modrych) brambor byl obsah vysoky jiz od

vrwe
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obsah 3-MCPD vV oleji na smazeni mimo jiné v praci Wong et al. 2017) ¢&i parcialnich esterd,
coz bude predmétem pokra¢ovani vyzkumu. U sadla byly naméfené hodnoty pfevazné pod mezi
stanovitelnosti a tyto tendece se ndm neukazovaly. V préci Xu et al. (2022) se obsah 3-MCPD
po kazdém dni smazeni hranolek v s6jovém oleji snizoval. V této praci vSak probihalo smazeni
kazdy den po dobu 8 h, v nasem ptipadé pouze jedno denné. Ke stejnym zavéram dosel i Wong
et al. (2017), ktefi smazili v palmovém oleinu kuieci prsa, nicméné i zde smazili kazdy den po
dobu 100 min, takze jiz v prvnim dni byla celkova doba smazeni del$i nez v naSem

experimentu.

Obrézek 32 ukazuje, Ze obsah 2-MCPD byl i u sluneénicového oleje pod mezi

stanovitelnosti (a ve vepfovém sadle v minimalnim mnozstvi).

4.3.2.5 Stanoveni polymernich TAG (HPSEC-RID)
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Obréazek 33: Obsah polymernich TAG
Mez stanovitelnosti dle [ZM = integrovand zkuSebni metoda

Z obrazku 33 mizeme vidét, ze obsah polymernich TAG, které jsou jednim z ukazatel
kvality oleje na smaZeni, stoupal s kazdym smazZenim. Vysledky jsou vyS$si u slune¢nicového
oleje vzhledem k vyssimu obsahu polyenovych MK v porovnani se sddlem. Pouze hodnoty 2.
a 3. smaZeni jsou u slune¢nicového oleje nad mezi stanovitelnosti (1 %), u veprového sadla byl
obsah obsah ve vsech ptipadech pod limitem kvantifikace. Vzhledem k tomu, ze jsme smazili
pouze 3x se da relativné nizky obsah polymernich TAG ptedpokladat (ve vys$i mife se
vyskytuji az pii delsi a nasobné opakované tepelné zateézi). Zalezi tedy jak na poctu smazeni,

tak na povaze smaziciho média (Hammouda et al., 2019). Hammouda et al. (2019) zjistili, Ze
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na konci procesu smazeni (60 po sob¢ jdoucich) byl nizsi obsah polymernich slouc¢enin (PC)
a celkovych polarnich sloucenin (TPC) zjistén u smési rafinovanovaného olivového oleje
z pokrutin a rafinovaného kokosového oleje (ROPO/RCO) s 13,20 % PC a 25 % TPC, ve
srovnani se samotnym rafinovanym olivovym olejem z pokrutin (ROPO) s 16,9 % PC a 34,5 %
TPC. Jak bylo zminéno jiz v teoretické resersi, zda se, ze michani riznych typt oleji mtize
predstavovat moznost, jak ptirozené zlepsit vlastnosti smaziciho média. Mnoho zemi zavedlo
regulacni limity pro TPC ve fritovacich olejich a za limity povazuje 25 % nebo 16 % polymert

(Hammouda et al., 2019).

4.3.2.6 Metabolomicka analyza (U-HPLC-HRMS/MS)
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Obrazek 34: Necilova analyza: Polarni extrakt; ESI+; sluneé¢nicovy olej (PCA score); M = fialové, C =

cervené, B = Zluté hlizy brambor

Na obrazku 34 je vidét, ze v necilové analyze se ndm zieteln¢ odddélily vzorky
slune¢nicovych oleju, ve kterych byly smazeny brambory rizné barvy hliz. Mizeme tedy fict,

ze vzorky se shlukuji na zaklad¢ latek, které se mohou ze smazenych brambor do smazici 1dzné
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uvolinovat a mohou ovlivilovat zmény oleje béhem smazeni. Zaroven je vidét vliv faktoru pocet

smazeni a prostorova orientace shlukli ve sméru s rostoucim poctem smazeni.
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Obréazek 35: Necilova analyza: Polarni extrakt; ESI-; vepiové sadlo (PCA score); M = fialové, C =

cervené, B = Zluté hlizy brambor

Na obréazku 35 je vidét, Ze i v piipadé sadla po jednotlivych smaZenich mizeme pozorovat
shlukovani vzorku dle barvy hlizy smazenych brambor. Pii smazeni u modrych brambor je
vidét i stejna tendence vlivu poctu smazeni jako u slune¢nicového oleje. U ostatnich vzorka pii

smazeni brambor jinych barev se vzorky uz tak zietelné¢ neoddélovaly dle po¢tu smazeni.
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Obrazek 36: Identifikace markert (polarni extrakt; ESI-): ID 1100; m/z 287.0577; RT 5.47 min —

Dihydrokaempferol (¢i jeho izomer)
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Obréazek 37: Dihydrokaempferol
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‘Oleje CZU Polar NEG TripleTOF.M8 (PCA-X), SAbez SA 0 SA B
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Obrazek 38: Identifikace markeri (polarni extrakt; ESI-): ID 1549; m/z 343.0822; RT 7.44 min —

Eupatorin (¢i jeho izomer)
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Obréazek 39: Eupatorin

Pti zjistovani markert, dle kterych se vzorky shlukuji, byla jako jedna z latek identifikovan
dihydrokaempferol (obrézek 37). Byl nalezen ve vyrazné vy$§im mnozstvi ve slune¢nicovém
oleji po smazeni ¢ervenych brambor, pfiCemz S poctem smazeni se jeho obsah ve smazicim
médiu zvySoval, coz je patrné z obrazku 36. Ve vepfovém sédle se ndm ukazuje jako marker
oddé€lujici vzorky po smazeni modrych brambor fenolova slouc¢enina eupatorin (obrazek 39),
jehoz mnozstvi se rovnéz s poftem smazeni v médiu zvySovalo (obrdzek 38). Obé tyto

slou¢eniny patii k vyznamnym antioxidantim a mohly by tak pfispivat ke zvySené stabilité
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smaziciho média. Jedna se viak zatim o prvni vysledky naseho spole¢ného vyzkumu na VSCHT

a dalsi analyzy budou teprve probihat.

4.4 Experiment IV: Nutri¢ni hodnota a oxidac¢ni stabilita rybich oleji
a dopliiki stravy obsahujicich n-3 PUFA

4.4.1 Stanoveni profilu mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie

Stanoveni profili MK je zpracovano do dvou tabulek. Pfehled hlavnich MK analyzovanych
v dopliicich stravy je uveden v tabulce 14. Celkovy obsah SFA se u vzorki pohyboval
v rozmezi 7,28 % az 38,70 %, celkovy obsah MUFA v rozmezi 18,27 % az 44,54 % a celkovy
obsah PUFA v rozmezi 20,71 % az 54, 71 %. V tabulce 15 je uveden soucet EPA a DHA,

celkové mnozstvi omega-3 a omega-6 PUFA a nékteré poméry.
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Tabulka 14: Ptehled hlavnich MK (%) v analyzovanych doplicich stravy s n—3 PUFA.

Mastna kyselina Zkraceny Reflex Reflex Health Zinzino  Moller’s
zapis Nutrition ~ Nutrition Institute Balance rybi olej
Omega 3 Krill Oil  Opti Oil+ z tres€ich

Omega- jater

3 orange
kaprylova C8:0 0,31 0,52 0,29 1,38 0,98
kaprinova C10:0 0,27 0,36 - - 0,17
laurova C12:0 - 0,14 0,14 0,10 0,20
myristova C14:0 0,11 8,86 8,02 5,31 4,43
pentadekanova C15:.0 - 0,49 0,56 0,35 0,36
palmitova C16:0 0,64 25,92 11,45 10,94 9,62
heptadekanova C17:.0 0,28 0,15 0,33 0,22 0,11
stearova C18:0 2,95 1,60 2,52 2,80 2,22
arachovéa C20:0 1,94 0,42 0,59 0,64 0,21
heneikosanova C21:0 0,48 0,24 0,49 0,25 0,63
behenova C22:0 0,30 - 0,10 0,12 0,11
celkem SFA 7,28 38,70 24,49 22,11 19,04
myristolejova Ci4:1 - 0,11 0,14 0,15 0,11
palmitoolejova Ci16:1 0,56 5,42 8,53 6,91 8,31
heptadecenova Cl7a 0,13 0,17 0,16 0,14 0,28
olejova C18:1 n-9 9,55 17,91 13,78 35,17 16,61
asklepova C181 n-11 1,57 0,40 - - -

cis

eikosenova C20:1 n-9 2,58 0,57 1,06 1,12 12,96
cetolejova C22:1n-11 2,50 - 0,44 0,39 -
erukova C22:1 n-9 0,55 0,63 0,17 0,27 1,25
nervonova C24:1 0,83 0,15 0,56 0,39 0,65
celkem MUFA 18,27 25,36 24,84 44,54 40,17
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Tabulka 14: Ptehled hlavnich MK (%) v analyzovanych doplicich stravy s n—3 PUFA — pokracovani.

Mastna kyselina Zkraceny Reflex Reflex Health Zinzino  Moller’s
zapis Nutrition  Nutrition Institute Balance rybiolejz
Omega3 Krill Oil  Opti Oil+ trescich
Omega-3 jater
orange
ALA C18:3n-3 1,16 0,77 0,99 0,75 0,76
eikosatrienova C20:3n-3 0,30 0,12 0,11 - 0,17
EPA C20:5n-3 28,90 16,41 17,29 12,40 7,94
DPA C22:5n-3 1,80 - 2,52 1,46 1,28
DHA C22:6 n-3 22,55 8,82 13,36 6,48 10,56
LA C18:2n-6cis 1,04 2,31 1,33 3,12 2,15
linolelaidovéa C18:2 n-6 0,59 0,28 0,18 0,21 0,36
trans
eikosadienovéa C20:2 n-6 1,94 1,78 3,42 1,87 2,64
dokosadienova C22:2 n-6 1,62 0,29 0,93 0,61 0,67
GLA C18:3n-6 0,15 0,15 0,29 0,16 0,15
dihomo-y- C20:3n-6 0,31 - 0,21 0,14 6,52
linolenova
AA C20:4 n-6 2,35 0,56 1,13 0,93 0,45
celkem PUFA 62,71 31,49 41,76 28,13 33,65

Ostatni MK detekovany v mnozstvi pod 0,5 %.

Tabulka 15: Soucet EPA a DHA, celkové mnozstvi omega-3 a omega-6 PUFA a jejich poméry.

Reflex Reflex Health Zinzino Moller’s
Nutrition Nutrition Institute Balance rybi olej
Omega 3 Krill Qil Opti Oil+ Z tres¢ich
Omega-3 jater
orange
EPA + DHA 51,45 25,23 30,65 18,88 18,50
omega-3 celkem 54,71 26,12 34,27 21,09 20,71
omega-6 celkem 7,41 5,09 3,89 6,83 12,58
omega-3 : omega-6 7,38:1 5,13:1 8,81:1 3,09:1 1,65:1
SFA : MUFA : PUFA 1:2,51:8,61 1,53:1:1,24 1:1,01:1,71  1:2,01:1,27  1:2,11:1,77
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4.4.2 Stanoveni obsahu susiny

Stanoveny obsah vody a su$iny v analyzovanych doplncich stravy s -3 PUFA je uveden
v tabulce 16. Obsah susiny se u vzorkti pohyboval v rozmezi od 96,5 % do 99,9 %. Nejméné

susiny obsahoval Reflex Nutrition Krill Oil, naopak nejvice susiny Reflex Nutrition Omega 3.

Tabulka 16: Stanoveny obsah su$iny a vody (v %) u dopliiki stravy s n—3 PUFA (£SD).

Vzorek Obsah Priamér (%) = SD Obsah Priamér (%)
vody (%) susiny (%)

Reflex Nutrition - 0,0483 - 99,9
Omega 3 S B

0,0483 99,9517
Reflex Nutrition 3,5188 3,4817 + 0,0371 96,4812 96,5
Krill Oil — —

3,4446 96,5554
Health Institute 0,0295 0,0893 + 0,0598 99,9705 99,9
Opti Omega-3 0,1490 99,8510
orange ’ \
Zinzino 0,9317 0,9438 £ 0,0121 99,0683 99,0
BalanceQil+ _— e —

0,9560 99,0440
Moller’s rybi olej z 1,4045 1,4974 £ 0,0929 98,5955 98,5
tresCich jater _— _—

1,5903 98,4097

4.4.3 Stanoveni oxidacni stability Schaalovym testem

V obrazku 40 jsou souhrnné zndzornény kiivky Schaalova testu vSech analyzovanych
vzorki. Z kiivek vynesenych na grafech na obrazku 41-45 byly ode¢teny indukéni periody (IP),
které jsou zaznamenany Vv tabulce 17. Na zakladé induk¢nich period byla porovnana oxidaéni

stabilita jednotlivych vzork.
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Obrazek 40: Oxida¢ni stabilita v§ech analyzovanych dopliikt stravy.
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Obréazek 41: Oxidaéni stabilita dopliiku stravy Reflex Nutrition Omega 3 (3 vzorky).
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Obrazek 42: Oxida¢ni stabilita dopliiku stravy Reflex Nutrition Krill Oil.
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Obréazek 43: Oxidaéni stabilita dopliiku stravy Health Institute Omega-3 orange (3 vzorky).
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Obrazek 44: Oxidaéni stabilita dopliiku stravy Zinzino Balance Oil+ (3 vzorky).
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Obrazek 45: Oxidacni stabilita dopliiku stravy Moller's rybi olej z tres¢ich jater (3 vzorky).
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Tabulka 17: Indukéni periody (dny) stanovené z relativniho nartistu hmotnosti.

Doplnék stravy IP (dny)

Reflex Nutrition Omega 3 2
Reflex Nutrition Krill Oil -

Health Institute Opti Omega-3 orange 4
Zinzino BalanceQOil+ >30
Moller’s rybi olej z tres¢ich jater 8

Rada studii publikovanych za posledni tii desetileti uvadi, Ze podstatna ¢ast dopliikd stravy
obsahujicich EPA a DHA na trhu obsahuje niz§i mnoZzstvi téchto slozek, nez je uvedeno na
etiketé (Shim et al. 2003; Opperman et al. 2011; Opperman & Benade, 2013; Albert et al. 2015;
Galuch et al. 2017), nebo maji urovné oxidace, které naznacuji zluknuti a/nebo jsou vyssi nez
primyslové nebo farmakologické standardy (Chee et al. 1990; Fantoni et al. 1996; Turner et al.
2006; Opperman et al. 2011; Opperman & Benade 2013; Rupp et al. 2013; Albert et al. 2015;
Jackowski et al. 2015; Lee et al. 2016). Jiné studie naopak uvadéji, Ze nesoulad v uvedeni
EPA/DHA je nizky (Ackman et al. 1989; Fantoni et al. 1996; Hamilton et al. 2010; Bengtson
Nash et al. 2014; Kleiner et al. 2015; Nichols et al. 2016; Sprague et al. 2018; Bannenberg et al.
2020), a nesoulad s ohledem na oxidaci neni pro vétsinu slozek EPA/DHA a hotovych vyrobki
zasadnim problémem (Lise Halvorsen & Blomhoff 2011; Nichols et al. 2016; de Boer et al.
2018; Sprague et al. 2018; Heller et al. 2019; Bannenberg et al. 2020). Tato nesrovnalost

V hodnoceni miize potencidln€ zmast spotiebitele a narusit jejich daveru.

Vyrobek Reflex Nutrition Omega 3 obsahoval 99,9 % susiny. Pfepoctem procentuélniho
zastoupeni n—3 PUFA na gramy zjistime, ze 100 g vyrobku obsahovalo 54,44 g n-3 PUFA,
z toho 28,75 g EPA a 22,44 g DHA (celkem 51,19 EPA + DHA). Abychom piijali doporué¢ené
mnozstvi (250 mg EPA + DHA za den), museli bychom zkonzumovat 0,49 g tohoto vyrobku
(~ pulka zelatinové kapsle). Pro ptijem 2 g EPA + DHA, které ptispivaji k udrzeni spravné
hladiny triglycerida v krvi, bychom museli zkonzumovat 3,91 g tohoto vyrobku (~ 4 Zelatinové
kapsle), a pro pfijem 3 g EPA + DHA, které pfispivaji k udrzeni normalniho krevniho tlaku,
bychom museli zkonzumovat 5,86 g tohoto vyrobku (~ 6 Zelatinovych kapsli). Vyrobcem

deklarované mnozstvi v jedné zelatinové kapsli (vazici 1000 mg) je 550 mg EPA + DHA
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(viz tabulka 1). Podle nasi analyzy 1000 mg vyrobku obsahuje 512 mg EPA + DHA, tedy

vyrobcem deklarované mnozstvi by nebylo splnéno.

Vyrobek Reflex Nutrition Krill oil obsahoval 96,5 % suSiny. Pfepo¢tem procentualniho
zastoupeni n—3 PUFA na gramy zjistime, Zze 100 g vyrobku obsahovalo 25,21 g n-3 PUFA,
z toho 15,84 g EPA a 8,51 g DHA (celkem 24,35 g EPA + DHA). Abychom pfijali doporuc¢ené
mnozstvi, museli bychom zkonzumovat 1,03 g tohoto vyrobku (~ 2 Zelatinové kapsle). Pro
ptijem 2 g EPA + DHA, bychom museli zkonzumovat 8,21 g tohoto vyrobku (~ 16
zelatinovych kapsli), a pro ptijem 3 g EPA + DHA, museli bychom zkonzumovat 12,32 g tohoto
vyrobku (~ 24 Zelatinovych kapsli). Deklarované mnozstvi vyrobcem v jedné zelatinové kapsli
(vazici 500 mg) je 92 mg EPA + DHA (viz tabulka 2). Podle nasi analyzy 500 mg vyrobku
obsahuje 120 mg EPA + DHA, tedy vyrobcem deklarované mnozstvi bylo splnéno.

Vyrobek Health Institute Opti Omega-3 orange obsahoval 99,9 % su$iny. Pfepoctem
procentuélniho zastoupeni n—3 PUFA na gramy zjistime, ze 100 g vyrobku obsahovalo 34,24 g
n-3 PUFA, z toho 17,27 g EPA a 13,35 g DHA (celkem 30,62 g EPA + DHA). Abychom ptijali
doporucené¢ mnozstvi, museli bychom zkonzumovat 0,82 g tohoto vyrobku (~ 1/5 Cajové
1zicky). Pro ptijem 2 g EPA + DHA bychom museli zkonzumovat 6,53 g tohoto vyrobku
(~ 1 ¢ajova 1zicka), a pro prijem 3 g EPA + DHA bychom museli zkonzumovat 9,80 g tohoto
vyrobku (~ 2 ¢ajové 1zi¢ky). Vyrobce deklaruje ve 100 g tohoto vyrobku 29,8 — 32,6 g EPA +
DHA (viz tabulka 3). Podle na$i analyzy je ve 100 g obsazeno 30,62 g EPA + DHA, tedy

vyrobcem deklarované mnozstvi bylo splnéno.

Vyrobek Zinzino BalanceOil+ obsahoval 99,0 % suSiny. Pfepoctem procentualniho
zastoupeni n—3 PUFA na gramy zjistime, ze 100 g vyrobku obsahovalo 20,88 g n—-3 PUFA,
z toho 12,28 g EPA a 6,42 g DHA (celkem 18,7 g EPA + DHA). Abychom ptijali doporuc¢ené
mnozstvi, museli bychom zkonzumovat 1,34 g tohoto vyrobku (~ 1/5 €ajové 1zicky). Pro ptfijem
2 g EPA + DHA bychom museli zkonzumovat 10,70 g tohoto vyrobku (~ 2 ¢ajové 1zicky), a pro
ptijem 3 g EPA + DHA bychom museli zkonzumovat 16,04 g tohoto vyrobku (~ 3 ¢ajové
1zicky). Pokud 1 ml oleje odpovida zhruba 1 g oleje, potom vyrobcem deklarované mnoZstvi
ve 12 g tohoto vyrobku je 1,97 g EPA + DHA (viz tabulka 4). Podle nasi analyzy je ve 12 g
obsazeno 2,24 g EPA + DHA, tedy vyrobcem deklarované mnozstvi bylo splnéno.
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Vyrobek Moller's rybi olej z tresCich jater obsahoval 98,5 % suSiny. Pfepoctem
procentuélniho zastoupeni n—3 PUFA na gramy zjistime, Ze 100 g vyrobku obsahovalo 20,40 g
n-3 PUFA, z toho 7,82 g EPA a 10,40 g DHA (celkem 18,22 g EPA + DHA). Abychom pftijali
doporuc¢ené mnozstvi, museli bychom zkonzumovat 1,37 g tohoto vyrobku (~ 1/5 ¢ajové
1zicky). Pro ptijem 2 g EPA + DHA bychom museli zkonzumovat 10,98 g tohoto vyrobku
(~ 2 cajové 1zicky), a pro piijem 3 g EPA + DHA bychom museli zkonzumovat 16,47 g tohoto
vyrobku (~ 3 ¢ajové 1zicky). Pokud 1 ml oleje odpovida zhruba 1 g oleje, potom vyrobcem
deklarované mnozstvi v 5 g tohoto vyrobku je 1,00 g EPA + DHA (viz tabulka 5). Podle nasi
analyzy je v 5 g obsazeno 0,91 g EPA + DHA, tedy vyrobcem deklarované mnozstvi by nebylo

splnéno.

Na zdklad¢ namétenych induk¢nich period Ize konstatovat, Ze nejméné stabilnim vzorkem
byl Reflex Nutrition Omega 3 (IP = 2), jak bylo vzhledem k vysokému poctu PUFA
a nepritomnosti antioxidantd pfedpokladano. Jako druhy v pofadi zacal prudce oxidovat rybi
olej Health Institute Opti Omega-3 orange obohaceny o smés tokoferolti (IP = 4). Z kiivky na
obrazku 43 je vidét, ze ze zacatku doslo k mirnému poklesu hmotnosti vzorku (pravdépodobné
z davodu vypafeni vody a/nebo nékterych tékavych latek). Piesné mnozstvi tokoferoli
obsazené ve vyrobku neni na obalu uvedeno, piicemz podle vyhlasky ¢. 58/2018 Sb.
O doplncich stravy a sloZeni potravin musi byt pro spotiebitele na obalu uveden Ciselny udaj
0 mnozstvi (vztazené na doporuc¢enou denni davku) a tidaje o obsahu v procentech referenéni
hodnoty piijmu. Jako tieti v potadi (IP = 8) zacal prudce oxidovat Moller’s rybi olej z tres¢ich
jater s obsahem 3 mg vitaminu E a 250 pg vitaminu A (ha pocatku doslo opét k poklesu
hmotnosti (obrazek 45), pravdépodobné ze stejného diivodu jako u ptfedchoziho vzorku).
Z ktivky znazornéné na obrazku 42 je patrné, ze u doplitku stravy Reflex Nutrition Krill Oil
dochazelo stale k poklesu hmotnosti (proto nemohla byt odectena indukéni perioda). Krillovy
olej byl pravdépodobné jiz zoxidovany, i pfesto, ze minimalni trvanlivost uvedena na vyrobku
byla do kvétna 2023. Indukéni perioda nebylo mozné odeCist ani u vyrobku Zinzino
BalanceOil+, nebot’ Schaalliv test byl planované ukoncen po 30 dnech a rybi olej se nedostal
do faze prudkého nartstu. Pokud by Schaaltv test pokracoval dal, s nejvétsi pravdépodobnosti
a diky pfitomnosti olivového oleje s vysokym obsahem polyfenold by byl oxida¢ni proces

zpomalen.
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5 Zavéry a doporuceni pro vyuziti poznatka v praxi pro dalsi

rozvoj védniho oboru

Experiment zaméteny na sledovani stability raznych rostlinnych oleji potvrdil vyznamny
vliv zastoupeni monoenovych a polyenovych mastnych kyselin na stabilitu olejii vci zluknuti
béhem skladovani. Mezi obsahem olejove kyseliny a peroxidovym ¢islem byla silna negativni
korelace. Stejné byla tak silna pozitivni korelace mezi peroxidovym ¢islem a obsahem linolové
kyseliny. Stabilita rostlinnych oleji klesala s rostoucim podilem polyenovych mastnych

kyselin. Pocate¢ni obsah volnych mastnych kyselin vyznamné neovlivnil stabilitu oleje.

Z druhé casti vyzkumu vyplyva, Zze smaZeni vyznamné neovlivnilo obsah tuku v rybich
prstech a bramborovych kroketach. Kromé toho nebyly po opakovaném smazeni rybich prst
nebo bramborovych kroket v riznych olejich pozorovany zadné vyznamné rozdily v obsahu
tuku. Smazeni ovlivnilo zejména obsah suSiny bramborovych kroket, ale nikoli rybich prsta.
Rozdily pozorované v obsahu popela nejsou z hlediska ptijmu energie dulezité, ale bylo by
zajimavé je prozkoumat v budoucim vyzkumu. Ryzovy olej vykazoval nejvyssi oxidacni
stabilitu pfi opakovaném smazeni, a proto byl povazovan za nejlepsi smazici médium mezi
Béhem smazeni rybich prstii mély vSechny oleje tendenci po kazdém smazeni tmavnout, ale
toto tmavnuti nebylo statisticky vyznamné. Z nutri¢niho hlediska ukazaly naSe vysledky
mnohem niz$i pfijem tuku prostfednictvim jedné porce smazenych rybich prsti nebo

bramborovych kroket v porovnani s Udaji z databaze EuroFIR.

Experiment zamé&feny na smazeni hranolkii z brambor majich zIuté a barevné hlizy piinesl
informace jak o porovnani senzorické jakosti smazené potraviny, tak i o vlivu latek obsazenych
v barevnych odridach na stabilitu smaziciho média. Co se barvy a vzhledu tyce, hranolky
z fialovych odrid brambor byly respondenty uvedeny jako nejméné vyhovujici (to lze
ptipisovat i dlouholeté tradici hranolek, piipravujicich se ze zlutych hliz). Vzhledem k tomu,
ze mezi fialovymi a zlutymi hranolky nebyl statisticky prikazny rozdil v chuti hranolek, mohlo
by se jednat o potencionalni ndhradu tradi¢né Zlutych hranolkd. Obyvatelstvo by vSak muselo
byt informovano o vy$§im obsahu zdravi prospésnych latek u fialovych brambor. Fialové
odridy brambor maji oproti zZlutym odrudam vyssi obsah fenolovych antioxidanti, coz mé

pravdépodobné vliv na inhibici oxidace lipidi. U fialovych odrid nastal vyznamny rozvoj
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oxidace sé&dla jako smaziciho média mezi 10. a 11. dnem, oproti odridam Zlutym s hodnotami
induk¢nich peiod 2,4-5,8 dnti, coZz potvrzuje nasi hypotézu v experimentu ¢islo 1la. Nékteré
z produktii oxidace lipidi zplsobuji nezadouci zluklé ptichuté, jez byly respondenty
detekovany v pievladajicim mnozstvi u hranolek ze zlutych odrid brambor. Za poslednich
20 let se celkova konzumace brambor téméf nezménila. Mizeme vSak piedpokladat, Ze do
budoucna se konzumace fialovych brambor zvysi, protoze v dnesni spole¢nosti se lidé stale
vice zajimaji o potraviny (¢astokrat i varianty nutri¢né bohatsi a poskytujici ur¢ité zdravotni
benefity), a také si zadaji pestrost jidla. Proto by mohly byt fialové hranolky moZnou
alternativou, i vzhledem k tomu, Ze obsahuji vyss$i obsah antioxidanti a mohou pozitivné
plsobit na zpomaleni oxidace smaziciho média (coz mize byt ekonomicky zajimavé i pro
vyrobce). V navazujicim vyzkumu Illb se neprokazal statisticky vyznamny rozdil mezi
jednotlivymi smazicimi médii v zavislosti na typu smazenych brambor pii skladovacim
Schaalové testu. Vyznamny rozdil byl pouze v oxida¢ni stabilit¢ smaziciho média dle jeho
nasycenosti mastnych kyselin, kdy vepfové sadlo jako reprezentant tuku s vys$im obsahem
nasycenych mastnych kyselin vykazovalo lep$i oxidac¢ni stabilitu neZ rafinovany slune¢nicovy
olej obsahujici vyznamné mnozstvi polyenovych mastnych kyselin. Peroxidové ¢islo a ¢islo
kyselosti se téz vyznamné liily v zavislosti na pouzitém smazicim médiu — ¢islo kyselosti bylo
niz$i u slune¢nicového oleje a peroxidové Cislo nizsi ve vepfovém sadle. Obsah tokoferoli ve
smazicim médiu klesal s kazdym dal§im smazenim. Nejvyssi byl obsah a-tokoferolu. Vliv
smazictho média se projevil i na obsahu MCPD esteri a polymernich triacylglycerolt.
Zajimavé vysledky pfinesla necilova analyza vzorku sadla a oleje po smazeni brambor, kde se
vzorky shlukovaly dle barvy hlizy brambor. Jako markery byly zatim nalezeny dvé fenolové

slouceniny, které jsou vyznamnymi antioxidany.

V poslednim experimentu byla u rybich oleji s vy$§im zastoupenim n—-3 PUFA zjisténa
kratsi induk¢ni perioda a oleje podléhaly mnohem rychleji oxidaénimu Zluknuti. Naopak u oleju
s niz§im mnozstvim n-3 PUFA a s pfidavkem antioxidantli doSlo k prodlouzeni induk¢ni
periody a zpomaleni oxida¢niho procesu. Kolik n—-3 PUFA vysledny produkt obsahoval
zaviselo pfedevs$im na druhu, plivodu a zpisobu zpracovani vychozi suroviny. Bylo zjisténo,
ze krilovy olej od znacky Reflex Nutrition byl pravdépodobné jiz zoxidovany, i piesto, Ze
minimdlni trvanlivost uvedena na obalu byla do kvétna 2023. Také bylo zjiSténo, Ze na vyrobku
Health Institute Opti Omega-3 orange nebylo uvedeno mnozstvi obsazenych tokoferold, coz je

dle vyhlasky ¢. 58/2018 Sb. o doplicich stravy a slozeni potravin povinné. Do budoucna by
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bylo dobré tyto vyrobky z motskych Zivocichi a fas otestovat i na obsah tézkych kovii a jinych
toxickych latek, které se mohou v téchto zdrojich potencialné vyskytovat. Zaroven by mohla
byt vénovana vétsi pozornost antioxidantim, které by mohly mit pozitivni vlivu na oxida¢ni

stabilitu produktu s vysokych obsahem PUFA.
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7/ Prilohy

Priloha 1: Hierarchicka shlukova analyza vysledku oleja 0-40 den.
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Priloha 2: Senzoricky dotaznik

HODNOCENI SMAZENYCH BRAMBOROVYCH HRANOLKU

Jméno: Cislo vzorku: Datum:

UKOL: pozoruijte a ochutnejte predlozené hranolky, sousto dobie rozzvykejte a ohodnot'te na grafické
stupnici

VZHLED

Velmi $patny Vynikajici
BARVA

Spatna Vynikajici
KRUPAVOST

Zcela vlacny Kiupavy

ZVUKY PRI PRVNIM SKOUSNUTI

Neslysitelné Velmi silné

CHUT CELKOVE

Velmi $patna Vynikajici
INTENZITA SMAZENE CHUTI

Velmi silna Neznatelna
ZLUKLA PRICHUT

Neznatelna Pievladajici

INTENZITA PACHUTI CELKOVE

Neznatelna Velmi silna
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Piiloha 3: Vysledky senzorického dotazniku dle odrid

Hodnotitel

Hodnotitel

Hodnotitel

Hodnotitel

Hodnotitel

Hodnotitel

VALKYRA 1 2 3 4 5 6 Priumér
Vzhled 99 78 98 92 81 80 88,0
Barva 96 67 97 90 66 50 77,7
Kiupavost 56 62 35 63 44 52 52,0
Skousnuti 87 44 85 54 35 32 56,2
Chut’ 90 87 85 65 42 59 71,3
omavend s 41 51 76 69 63 59,2
Zluklost 1 44 8 39 12 40 24,0
Pachuté 2 29 8 34 16 48 22,8
ANTONIA 1Hodnotitel 2Hodnotitel 3Hodnotitel 4Hodnotitel 5Hodnotitel I6—|odnotitel Primér
Vzhled 94 57 100 70 85 87 82,2
Barva 90 55 100 76 82 85 81,3
Kiupavost 72 82 51 58 87 48 66,3
Skousnuti 77 34 40 70 95 47 60,5
Chut’ 87 27 70 46 75 34 56,5
fl‘l'l‘z,ie“é 77 53 59 35 66 37 54,5
Zluklost 2 52 10 16 50 23 25,5
Pachuté 3 58 68 18 20 19 31,0
VALMONT 1Hodnotitel 2Hodnotitel 3Hodnotitel 4Hodnotitel I5—|od notitel glod notitel Primér
Vzhled 37 29 36 62 30 24 36,3
Barva 36 36 80 55 33 14 42,3
Kiupavost 49 28 45 11 20 38 31,8
Skousnuti 98 82 46 10 88 41 60,8
Chut’ 77 4 44 65 21 44 42,5
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SmazZena

chut 50 67 79 56 87 70 68,2
Zluklost 3 26 20 32 88 81 41,7
Pachuté 4 43 76 47 36 75 46,8
VAL BLUE I1—|odnotitel I2—|odnotitel I;odnotitel I:odnotitel I5—|odnotitel I6—|odnotitel Primér
Vzhled 65 20 29 44 56 14 38,0
Barva 35 18 41 40 70 25 38,2
Kiupavost 50 45 40 46 47 25 422
Skousnuti 60 48 71 68 67 75 64,8
Chut’ 75 20 40 58 27 46 44,3
flrl'l‘;,ie“é 82 35 68 70 42 27 54,0
Zluklost 2 10 28 3 2 32 12,8
Pachuté 1 72 36 2 1 40 25,3
BLUE Hodnotitel Hodnotitel Hodnotitel Hodnotitel Hodnotitel Hodnotitel Primér
STAR 1 2 3 4 5 6
Vzhled 65 30 47 23 13 28 34,3
Barva 57 25 31 18 24 41 32,7
Kiupavost 60 75 72 67 65 30 61,5
Skousnuti 65 90 38 25 21 58 49,5
Chut’ 84 76 74 42 40 46 60,3
fl‘l‘l’lfe“é 80 49 43 56 25 39 48,7
Zluklost 0 15 15 1 1 20 8,7
Pachuté 0 42 12 1 1 20 12,7
VALEI Hodnotitel Hodnotitel Hodnotitel Hodnotitel Hodnotitel Hodnotitel Primér
1 2 3 4 5 6
Vzhled 71 45 24 84 27 57 51,3
Barva 30 35 20 51 30 68 39,0
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Kiupavost
Skousnuti
Chut’

SmazZena
chut’

Zluklost

Pachuté

55
65
70

85

35
55
34

66

25
63

33
58
48

60

23
23

37
60
87

63

17
82
21

34

20
87
51

20

30
30

32,8
67,8
51,8

54,7

14,2
20,5

Priloha 4: Publikované ¢lanky
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THE EFFECT OF FATTY ACID PROFILE ON THE STABILITY OF NON-
TRADITIONAL AND TRADITIONAL PLANT OILS

Josef Soukup, Lenka Koui‘imskd

ABSTRACT

The effect of fatty acid composition on the autoxidation of selected plant oils (rapeseed (canola) oil, corn oil, frying oil,
grapeseed oil, pomace olive oil, rice bran oil, sunflower oil and high oleic sunflower oil) during their storage was studied.
Oils were purchased in retail food stores. Oxidative stability of plant oils was monitored during the storage under the Schaal
test conditions at 60 °C in 100 mL beakers and the dark for 40 days. The weight changes, the peroxide and acid values were
analysed during the storage. Changes in the composition of fatty acids were analyzed by the gas chromatography-mass
spectrometry. The results obtained by monitoring the weight changes of oils correlated with their peroxide values. The
induction period in case of grapeseed and sunflower oils was 27 and 28 days respectively. The induction period for frying
and rapeseed oils were around 35 days. The remaining four oils had induction periods over 40 days. The acid values at the
end of experiment correspond to both the relative weight gain and the the peroxide values. The stability of oils depended
mainly on the degree of fatty acids unsaturation. A strong negative correlation between oleic acid content and oil stability
expressed as the peroxide value was found. The significant positive correlation was found in case of linoleic acid. The relative
content of polyunsaturated fatty acids decreased during the storage while the content of saturated and monounsaturated fatty
acids increased. The highest relative increase in oleic acid was found at the least stable oils, grapeseed and sunflower oils, by
37.5% and 25.3% respectively. The initial content of free fatty acids monitored by the acid value did not affect the oxidation
rate. With consideration to all monitored parameters the grapeseed and the sunflower oils were the least stable. The most
stable ones were olive pomace and high oleic sunflower oils.

Keywords: plant oil; autooxidation; oxidative stability; fatty acid; Schaal test

INTRODUCTION

Vegetable oils differ in both their origin and composition.
They are made from seeds, grains, sprouts, nuts, etc. They
consist mainly of triacylglycerols (97%) which serve as
asolvent for other lipophilic substances present in oils
(sterols, fat-soluble vitamins — mainly tocopherols and
tocotrienols, pigments including chlorophylls and
carotenoids, phenolic compounds, phospholipids, free fatty
acids and mono- and diacylglycerols). QOils differ in the
degree of unsaturation, the type of triacylglycerol-forming
fatty acids as well as the amount and type of unsaponifiable
substances. These differences in composition are
responsible for differences in oxidative stability of oils and
their sensory and technological properties (Kamal-Eldin,
2006).

Oil stability is a resistance to oxidation during the
processing and storage (Guillen and Cabo, 2002). It can be
expressed as the time required to reach the critical point of
oxidation, either in terms of sensory properties or the
sudden acceleration of the oxidation process. Oxidation
stability is an important indicator to determine the oil
quality and its shelf life as the oxidation produces low-
molecular compounds that affect sensory quality. These

compounds cause oil to become less acceptable or totally
unacceptable both for consumers and for industrial use.
During the oxidation, essential fatty acids are degraded and
toxicologically undesirable compounds and oxidized
polymers could be formed. Oxidation has a great effect on
the taste, nutritional quality and safety of oils (Choe and
Min, 2006; Matth&aus, 2010; Angelovi¢ et al., 2015).

Oil oxidation is influenced by many factors including fatty
acid composition, processing, energy of heat or light, the
presence, concentration and type of oxygen (triplet — 302
and singlet — 102), free fatty acids, mono- and
diacylglycerols, transition metals, peroxides, thermally
oxidized compounds, pigments, and antioxidants. These
factors interactively affect the oxidation of oil and it is hard
to differentiate the individual effect of each of them. Edible
oil is oxidized during autoxidation (triplet oxygen — 302
reacts with the oil) and photosensitized oxidation (singlet
oxygen — 102 reacts with the oil). Autoxidation of oils
requires radical forms of acylglycerols, whereas
photosensitized oxidation does not require lipid radicals —
102 reacts directly with double bonds (Choe and Min,
2006; Matthaus, 2010; Zab¢ikova and Cervenka, 2015).
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In order to minimize the oxidation of edible oil during the
processing and storage, it is advisable to lower the
temperature, exclude light and oxygen, remove metals and
oxidized compounds, and use appropriate concentrations of
antioxidants such as tocopherols and phenolic compounds
(Choe and Min, 2006).

Scientific hypothesis

The stability of plant oils during the storage under
increased temperature is affected by the composition of
fatty acids.

MATERIAL AND METHODOLOGY

Assessment of oil stability using the Schaal test
The oils were stored in open 100mL beakers at 60 °C and
the weight changes indicating the amount of oxygen
absorbed in the oil were recorded. The increase in mass
reflects the degree of oxidation of the monitored oil.

Materials and analytical equipment

Oils were purchased in retail food stores. They were in
one-liter clear plastic or colored glass bottles. All samples
were odourless without any rancidity off-flavour and their
expiry date was more than 10 months.
Corn oil: Made by Olitalia, via Meucci 22/A, Forli, Italy.
The declared composition (per 100 mL of product) — 91 g
of total fat, 13 g of saturated fatty acids (SFA), 23 g of
monounsaturated (MUFA) and 55 g of polyunsaturated
fatty acids (PUFA).
Grape seed oil: Made by Olitalia, via Meucci 22/A, Forli,
Italy. The declared composition (per 100 mL of product) —
91 g of total fat total, 10 g of SFA, 19 g of MUFA and
62 g of PUFA fatty acids.
Frying oil: Made by Palma Group, a.s., Raéianska 76,
Bratislava, Slovak Republic. Mixture of low-erucic
rapeseed oil (canola oil) and high oleic sunflower oil. The
declared composition (per 100 mL of product) — 91.3 g of
total fat, 7.2 g of SFA, 75.8 g of MUFA and 8.3 g of PUFA.
Olive-pomace oil: Made by Ondoliva, Urzante S.L.,
Ciudad, Agroalimentaria, Tudela (Navarra), Spain. The
declared composition (per 100 mL of product) — 100 g of fat
total, 13 g of SFA, 79 g of MUFA and 8 g of PUFA.
Rice oil: Made by Olitalia, via Meucci 22/A, Forli, Italy.
The declared composition (per 100 mL of product) — 91 g
of total fat, 22 g of SFA, 38 g of MUFA and 31 g of PUFA,
200 mg of y-oryzanol and 16 mg of vitamin.
Rapeseed (canola) oil: Made by COP, Prins Albertlaan 12,
Izegem, Belgium. The declared composition (per
100 mL of product) — 100 g of total fat, 8 g of SFA, 62 g of
MUFA and 30 g of PUFA.
Sunflower oil: Made by Fabio Produkt spol. s.r.o., Holin
92, Ji¢in, Czech Republic. The declared composition (per
100 mL of product) — 92 g of total fat, 10 g of SFA.
Sunflower oil with increased oleic acid content (organic
farming product): Made by Rapunzel Naturkost, Legau,
Germany. The declared composition (per 100 mL of
product) — 100 g of total fat, 6 g of SFA, 79 g of MUFA (of
which 79 g is oleic acid) and 15 g of PUFA.

Analytical equipment

Analytical balances AND, FR 200 MK II; capacity 210 g,
resolution d = 0.1 mg; thermostats Memmert 54853 and
POL-EKO ST.

Procedure

Approximately 25 g of oil was weighed (with the accuracy
to four decimal places) into the 100 mL beakers (two
parallel samples from each oil). The beakers were placed in
the thermostat set at 60 °C for 40 days. One series of
samples was reguralry weighed and another series of the
same samples was reguralry sampled for the peroxide and
acid values determinations. The relative weight gain (A m)
was calculated according to the formula:

Am="2Tr

My
where mx is the weight of the oil at the day of weighing and
mp is the weight of the oil at the beginning of the storage
(day = 0).

Peroxide value determination

Peroxide value was used to monitor the amount of primary
oxidation products produced during the Shaal tests. The
determination is based on the reaction of the sample with
potassium iodide solution in acetic acid and chloroform
solution according to the 1SO 3960:2017. The released
iodine is then titrated with standard sodium thiosulphate.
Determination is based on the reactions:

ROOH + 2I- + 2H+ = |2+ ROH + H20
l2 + 252032- 2 2I- + S4062-

The results were expressed in millimoles of active oxygen
per kilogram of oil. The peroxide number was measured at
0; 5; 10; 20; 30 and 40 days of storage.

Chemicals

Glacial acetic acid p.a. 99.8% (PENTA), chloroform p.a.
(Lachner), potassium iodide p.a. (PENTA), sodium
thiosulphate pentahydrate p.a. (Lachner), potassium
dichromate, hydrochloric acid 35% (Lachin), starch soluble
p.a. (Lachema), distilled water.

Acid value determination

The acid value determination was used to monitor the
changes in the amount of free fatty acids during the Shaal
test. The method is based on the neutralization of free fatty
acids by ethanolic potassium hydroxide solution according
to the 1SO 660:2009. The acid value was measured at days
0; 20 and 40.

Chemicals

Diethylether p.a. (PENTA), ethanol 99.8%, potassium
hydroxide p.a. (Lachema), phenolftalein (Lachin), oxalic
acid dihydrate p.a. (Lachema).
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Determination of fatty acids profile by gas
chromatography

Gas chromatography was used to determine the fatty acid
representation in fresh oils and oils stored for 40 days at
60 °C and to determine the changes of the fatty acid
saturation during the oils rancidification. The base
esterification method using 0.5M methanolic potassium
hydroxide (KOH) was used for fatty acid derivatisation.
Methyl esters of the fatty acids were then analysed using gas
chromatography-mass spectrometry Agilent 7890A GC
coupled to Agilent 5975C single-quadrupole mass detector
equipped with an Rt-2560 column (100 m x
0.25 mm ID, 0.25 um film, Restek Corporation, Bellefonte,
USA). Hexane was wused as the solvent and
1 uL of the sample was injected in the split mode (ratio
50:1) into the injector, which was heated to 225 °C. Starting
at 70 °C for 2 min, the oven temperature was increased at a
rate of 5 °C.min-1 to 225 °C where it was kept constant for
9 min, and then subsequently increased at a rate of
5 °C.min-1 to a maximum of 240 °C where it was maintained
for 25 min. Helium was used as the carrier gas at a flow rate
of 1.2 mL.min-12. The MS analysis was carried out in full
scan mode with a mass range of 40 — 400 m.z-1, and the
electron ionization energy was set at 70 eV. The methylated
fatty acids were identified using a Restek Food Industry
FAME mix (cat. No. 35077) and by comparing their mass
spectra with those reported in the National Institute of
Standards and Technology Library (NIST, USA). The
proportions of the fatty acids were calculated using the area
normalisation method and expressed as relative percentage
of all fatty acids.

Chemicals and equipment

Methanol  (Scharlau), potassium  hydroxide p.a.
(Lachema), n-heptane (MERCK), sodium chloride p.a.
(PENTA), sodium sulphate anhydrous pure (Lachema).

Statistical analysis

The data were processed using Microsoft Excel 2007
(Microsoft Corporation, Seoul, Korea) and statistically
evaluated using the Statistica 13.2 software (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA) using a correlation matrix with
a significance level of a = 0.05 and a tree-clustering
analysis.

RESULTS AND DISCUSSION

The difference in weight increase of individual oils during
the storage could be seen in Figure 1, the peroxide and acid
values changes are in Figure 2 and Figure 3. Representation
of SFA, MUFA and PUFA in oils at the beginning and at
the end of the storage are in Figures 4 and Figure 5. Relative
contents of the main fatty acids at the beginning (day 0) and
at the end of experiment (day 40) are given in Table 1. The
results of tree-clustering analysis are seen in Figure 6.

Figure 1 shows that according to the relative weight
increase the tested oils could be devided into three groups:
very oxilable unstable oils — grapeseed and sunflower oils,
medium stable oils — frying, rapeseed, corn and rice oils,
and very stable oils — olive pomace and sunflower-HO oils.
Peroxide number values (Figure 2) again clearly separated
very stable oils from the others. Figure 3 shows that though
rice and olive oils had higher acid value before the storage

test these oils were not subject to such great hydrolytic
changes as sunflower and grapseed oils.

The results of the Schaal tests showed the lowest increase
in weight gain in olive oil and sunflower oil with increased
oleic acid content. On the contrary, the highest increase was
in traditional sunflower oil and grape seed oil. Foster,
Williamson and Lunn (2009) explained the low oxidative
stability of sunflower oil by high levels of linoleic acid and
low y-tocopherol content. Low y-tocopherol content may
also contribute to the low stability of grape seed oil as well
as its high linoleic acid representation. The increased
stability of sunflower-HO oil is due to its high content of
oleic acid and the low content of polyunsaturated fatty acids
(Smith, King and Min, 2007). The high oleic acid content
supported by the presence of a number of non-saponificable
components is responsible for the high stability of olive oil
(Gunstone, 2005; Firestone, 2005). Olive oil, compared to
conventional sunflower oil, also shows good stability under
oxidation at 180 °C for 60 minutes, which Silva et al.
(2010) attributed to the high content of phenolic
compounds.

The results obtained by monitoring the weight changes of
oils correlated with their peroxide values (R2 = 0.83). It is
seen from Figure 2 that sunflower and grape seed oils
showed a peroxide value decrease after reaching its
maximum at about 30 days, i.e., hydroperoxides (primary
oxidation products) have already begun to convert to the
secondary oxidation products. Corn and frying oils seemd
to reach their peroxide value maxima while the rapeseed
and rice oils still exhibited the increase in the peroxide
number at the day 40. On the other hand, the increase in the
peroxide value of olive oil and high oleic sunflower oil was
very small and at the end of the measurement it was far from
the propagation stage of the radical chain autooxidation
reaction.

It was possible to determine the induction period (IP) in
case of grapeseed and sunflower oils, which was
27 (grapeseed oil) and 28 (sunflower oil) days. The IP for
frying and rapeseed oils could be estimated around
35 days. The remaining four oils did not show the clear
beginning of fast radical chain reaction and had IP over
40 days.

The acid values at the end of experiment correspond to
both the relative weight gain (R2 = 0.97) and the the
peroxide values (R2 = 0.90). Oils exhibited faster oxidative
decomposition have achieved significantly higher acid
value (indicating the hydrolytic changes extension) than
stable oils at the end of the measurement. Sunflower-HO
and olive oils did not show a significant increase in the acid
value. On the other hand, the increase between the 20th and
the 40th day was significant for other oils. Although the low
content of free fatty acids is one of the factors influencing
the stability of oils, it is clear from the high initial acidity
value of olive oil that this is not the only one determining
factor.

Regarding to fatty acid composition (Table 1), the largest
decrease during the storage was in PUFA. On the contrary,
oleic and palmitic acids relative contents increased. For
olive oil, which showed high stability in all previous tests,
the change in composition was minimal compared to other
oils. It has been confirmed that oils containing less than
10% of PUFA are significantly more stable than those
containing more double bonds (VeliSek, 2014).
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Figure 1 The relative weight changes of individual oils during the Schaal test.

700

600
F"un e Sunflower oil
=500
=] e COInN Ol
g i
_E_4OO === Rapeseed oil
]
TE 300 Olive oil
o e Sunflower oil - HO
3 200
@ e RiCe Ol
o

100 @ Frying oil

0 | e Grape seed oil

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Time (days)

Figure 2 The peroxide value changes of individual oils during the Schaal test.
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Figure 3 The acid value changes of individual oils during the Schaal test.
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Figure 5 Representation of fatty acids — day 40.

Table 1 Changes of the main fatty acids in oils during the Schaal test.

M saturated (%)
monounsaturated (%)

B polyunsaturated (%)

M saturated (%)
monounsaturated (%)

B polyunsaturated (%)

Qil Fatty acid content (%o of all FA)
C16:0 C18:0 C18:1 cis-9 C18:2cis9.12  C18:3cis-9.12.15
day O/day 40 day 0/day 40 day 0/day 40 day 0/day 40 day 0/day 40
Corn 9.3/13.7 1.8/2.2 22.9/33.6 57.2/47.2 0.7/0.4
Grapeseed 6.8/10.3 4.3/6.4 18.4/25.3 69.1/54.8 0.1/<0.1
Olive 10.1/10.3 3.1/3.1 75.5/76.0 8.4/7.6 0.6/0.5
Rice 19.3/21.9 2.212.3 42.6/45.2 31.5/25.8 1.1/0.7
Rapeseed 4.3/5.3 1.6/1.9 63.4/71.5 18.6/13.8 7.8/3.8
Sunflower 5.7/8.8 3.8/5.0 29.5/37.2 58.4/42.9 0.6/0.3
Sunflower-HO 3.8/4.3 2.8/2.9 82.6/90.6 8.1/0.3 0.3/<0.1
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Figure 6 Cluster analysis results of oils - day 40.

A strong negative correlation (R2 = -0.93) between oleic
acid content and oil stability expressed as the peroxide value
was found. The significant positive (R2 = 0.93) correlation
was found in case of linoleic acid. This confirms the
assumption that the oil unsaturation decreases its stability.

Considering the weight gain, peroxide and acid values at
the end of experiment alltogether in cluster analysis (Figure
6) it can be clearly seen that oils with dominating oleic acid
(olive and sunflover-HO) and low degree of
polyunsaturation are very distant from all other samples.

CONCLUSION

The decrease in polyunsaturated acids and the increase in
saturated and monounsaturated acids were observed in
different kind of oils during their storage at 60 °C. There
was a strong negative correlation between oleic acid content
and stability expressed by the peroxide value. As well as a
strong positive correlation between linoleic acid content.
The stability of vegetable oils therefore decreases with
increasing amounts of polyunsaturated fatty acids. The
initial free fatty acid content does not significantly affect the
stability of the oil. In case of the least stable oils (sunflower
oil and grapeseed oil), the hydroperoxides began to change
to some secondary oxidation products during the
monitoring period.
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Abstract: The stability of three frying oils (rapeseed, sunflower, and rice) and their effect on the nutritional value
of deep-fried fish fingers (FF) and potato croquettes (PC) was evaluated, considering the nutritional importance of re-
ducing the amount of oil absorbed by fried foods. Ten frying cycles were performed for each food to mimic the repeated
frying conditions. Dry matter content of fried foods was determined gravimetrically; fat extraction was performed
using a Soxhlet apparatus. Oil stability changes were evaluated using the Schaal test; colour changes were monitored
spectrophotometrically. Repeated frying had no significant effect (P > 0.05) on the fat content of the tested foods but
influenced the dry matter content of PC. The highest and lowest oxidative stabilities during repeated frying were ob-
served for rice and sunflower oil, respectively. During the frying of FF, all oils tended to darken after each frying, which
was not observed for PC. The intake of fat owing to the consumption of one portion of the fried FF (150 g) or PC (200 g)
approximately equals 9 g and 5 g, respectively. This demonstrates that fried foods themselves (not only the oil soaked)
could be a considerable source of fat.

Keywords: fish fingers; potato croquettes; fat absorption; oil oxidation; oil colour

Fried foods are widely popular because of their crunchy
crust, characteristic smell and taste, and golden-brown
colour resulting from the Maillard reaction (Bouchon
2009). Potato croquettes (PC) and fish fingers (FF) are
some of the most popular foods prepared by deep fry-
ing, during which foods are immersed into a thick layer
of oil pre-heated to 150-200 °C (Khaled et al. 2015).

When choosing frying oil, one should consider that
its type affects the organoleptic properties and nutri-
tional value of fried foods (Rossi et al. 2007). The main
factors affecting the quality of frying oil are its fatty
acid composition, presence of unsaponifiable accom-
panying compounds and antioxidants, age, fried food

composition, and frying technology (Choe and Min
2007). During frying, oil gets absorbed by the prepared
food and thus increases its energy value.

Vegetable oils rich in linoleic acid endow fried food
with its characteristic aroma and taste but are less
oxidatively stable than those rich in saturated and
monounsaturated fatty acids. Sunflower oil is rich
in polyunsaturated linoleic (40—74%) and oleic (13—40%)
acids and is, therefore, less oxidatively stable than oils
predominantly containing monounsaturated fatty acids.
Rapeseed oil contains oleic (52—67%), linoleic (16—25%),
and linolenic (6-14%) acids (Velisek 2014). Rice oil
is produced from sprouts or bran and contains oleic
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(42%), linoleic (39%), and palmitic (15%) acids as well
as tocochromanols and y-oryzanol, therefore having
a high nutritional value (Nayik et al. 2015).

The excessive intake of fried foods adversely affects
human health and promotes the development of con-
ditions such as obesity, cardiovascular diseases, and
cancer (Stott-Miller et al. 2013). Therefore, much at-
tention is currently directed at reducing fat intake,
e.g. by decreasing the amount of oil absorbed by food
during frying (Ziaiifar et al. 2008).

Herein, we examined the effect of the frying oil type
and repeated frying on the fat content of fried food,
testing if deep frying affects the fat content of fried
food; oil absorption is affected by the type of frying oil
and fried food and oil stability during repeated frying
is affected by the oil type.

MATERIAL AND METHODS

Sample preparation. Sunflower (Fabio Product,
Holin, Czech Republic), rapeseed (Glencore Agricul-
ture Czech, Usti nad Labem, Czech Republic), and
rice (Gaston, Prague, Czech Republic) oils were used
as frying media for pre-fried FF and PC (Bidfood,
Opava, Czech Republic). Frying was performed at the
temperature recommended by the fryer manufacturer
(Nova, Belgium), at 180 °C for 3 min for FF (one piece
per frying, ~25 g) and at 170 °C for 5 min for PC (two
pieces per frying, ~21.5 g). Ten batches of frying for
each food type were prepared to mimic the repeated
frying conditions of (fast food) restaurants. Dur-
ing frying, the oil was not refilled. The oil volume and
drip-off time for each food equalled 2 L and 15 min,
respectively.

After frying, the samples were frozen at -80 °C, ly-
ophilised [cooling unit (CoolSafe 110-4; SCANVAC,
Denmark) and rotary vane pump (FB65460; ILMAC,
Germany)], and homogenised for 1-2 min using an IKA
laboratory grinder (Yellowline A10; Ilabo, Czech Re-

https://doi.org/10.17221/235/2021-CJES

public). In total, 66 samples were analysed: 10 batches
of FF and 10 batches of PC per each oil type, non-fried
FF (n = 3, control), and non-fried PC (n = 3, control).

Fried foods analyses. Dry matter was determined
by drying at 103 + 2 °C to constant weight (UFB 500
oven; Memmert GmbH + Co.KG, Germany). Fat content
was determined using the Soxhlet method (SER 148;
VELP Scientifica, Italy). A homogenised sample (2.5 g)
was extracted with petroleum ether (70 mL; Lachner,
Czech Republic) at 40-65 °C for 110 min.

Schaal test. After a certain number of frying cy-
cles (1, 3, 5, 7, and 10), ~25 g of oil were weighed into
a 100 mL beaker, placed into a thermostat (Binder 2.0;
Binder, Germany) at 60 °C for 77 days, and weighed
twice per week on analytical balances (KERN ABJ 120-
-4NM; KERN & Sohn, Germany). The observed weight
changes indicated the amount of oxygen absorbed
by the oil, i.e. the degree of oil oxidation. The relative
change in weight was calculated as the difference be-
tween the weight of the sample on a given day and its
weight on day zero divided by the weight on day zero.

Oil colour changes. The colour of the oil was deter-
mined by spectrophotometer Minolta Spectra Magic
TM NX (Konica Minolta Sensing, Inc., Japan) after
each frying cycle. The system of the CIELAB colour
space (L*a*b*) was used.

Statistical analysis. The data were evaluated by the
Statistica 12 software (StatSoft, Inc., USA) using Stu-
dent's t-test, analysis of variance (ANOVA), and Shef-
fe's post-hoc test at a probability level of 0.05.

RESULTS AND DISCCUSION

Dry matter and fat contents. Dry matter and fat
contents were significantly affected (P < 0.0001) by the
fried food type. Therefore, the effect of the frying me-
dium was evaluated separately for each food type.

The oil type had no effect (P > 0.05) on the dry mat-
ter and fat contents of the fried FF (Table 1). The re-

Table 1. Average dry matter and fat contents of 10 batches of fish fingers (FF) fried in different oils (mean + SD; n = 10

for oils and # = 3 for control)

oil Dry matter Fat

[g (100 g sample)™!] [g (100 g sample)™!] [g (100 g dry matter)™!]
Rapeseed 39.03 +1.18% 6.17 + 0.29° 15.81 £ 0.72?
Sunflower 39.99 + 1.792 6.22 + 0.292 15.55 + 0.40?
Rice 38.69 + 0.772 6.05 + 0.217 15.64 + 0.41°
Control 38.57 + 0.55* 6.10 + 0.04* 15.82 + 0.05%

*Different superscript letters indicate statistically significant differences between variables at P < 0.05 within the same

column
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sults of dry matter and fat content did not show any
tendency (1~10'" frying) when frying the same food
in the same type of oil; therefore, Tables 1, 2 show the
average results.

In the case of PC, a difference in the dry matter con-
tent was observed between the control sample and
samples fried in all types of oils. There were also differ-
ences in the dry matter and fat in dry matter contents
among the tested samples.

The dry matter content of our pre-fried PC was dif-
ferent from the value of 30.00% determined for pre-
-fried potatoes by Romero et al. (2007), which can
be ascribed to the different samples used. After the
10 frying of PC in sunflower oil, their dry matter con-
tent reached 40.00%, which was smaller than the value
of 64.30% determined by Romero et al. (2007) for po-
tatoes after the 16 frying. Despite the above disagree-
ment in the dry matter content owing to the different
sample types and methodologies used, prior works in-
dicate that repeated deep frying increases the dry mat-
ter content of potatoes (Schuten et al. 2004; Ziaiifar
et al. 2008). However, in the case of our PC, frying had
no significant effect on the dry matter content.

The water content of pre-fried FF did not signifi-
cantly change after repeated frying. In contrast, Pérez-
-Camino et al. (1991) found that the moisture content
of pre-fried cod in batter (58.20%) changed to 41.50%
after the first deep frying in sunflower oil and stayed al-
most the same (42.00%) when deep frying was repeated
in the already used sunflower oil. This difference can
be ascribed to the fact that FF do not contain only fish
meat, and the amount of water lost during frying is also
affected by the crumb (coating) on the surface.

Chen et al. (2009) probed the effect of frying (180 °C
in palm oil) on the content of fat in the crust of pre-
-fried fish pieces, revealing that it increased from
10.06% to 14.79% after frying. This higher (compared
to our results) amount of absorbed fat is probably be-
cause the crust absorbs more fat than the whole sam-

ple (Ziaiifar et al. 2008) and unlike Chen et al. (2009),
we allowed the fat to drip off the fried products for
15 min, which could have decreased the total fat con-
tent, as confirmed by Ziaiifar et al. (2008). Kita et al.
(2005) reported that the fat content of pre-fried French
fries increased by 6.00% after deep frying in rapeseed
oil, while Kita et al. (2007) found that the amount of oil
absorbed by potato chips during deep frying at 170 °C
increased in the order of rapeseed < olive < sunflower
oil. On the contrary, according to our results, PC ab-
sorbed the lowest amount of fat when fried in sun-
flower oil. The above discrepancies can be attributed
to the different types of food samples used. In the case
of FF, oil type had no statistically significant effect
on the fat content calculated per 100 g of the sample
or per 100 g of dry matter. On the other hand, the fat
content per 100 g of dry matter of PC was affected
by oil type (the smallest for sunflower oil). This is prob-
ably because most of the oil was absorbed by the crust,
which accounts for a minor part of the total sample,
as well as crust composition and surface morphology
(Moreno and Bouchon 2013). Kita et al. (2005) wrote
that fat absorption is higher when the amount of un-
saturated fatty acid increases in oil. On the other hand,
Vitrac et al. (2000) showed that oil uptake is weaker
with an unsaturated oil such as cotton oil than with
palm oil because of the former's weak viscosity during
cooling and its ability to drain easily. These contradic-
tions could be explained by the fact that oil viscosity
is very influential in the oil absorption mechanism
but is involved both in adhesion and draining dynam-
ics. Fat content can be a sum of both, fat penetration
into the crust and fat crystallisation on the surface (Zi-
aiifar et al. 2008). However, the differences in the fat
content per dry matter were not very big in absolute
terms. So, this conclusion would need to be examined
more in the future.

Effect of frying on oil oxidative stability. The re-
sults of the Schaal test (Figures 1-3) revealed that the

Table 2. Average dry matter and fat contents of 10 batches of potato croquettes (PC) fried in different oils (mean + SD;

n = 10 for oils and n = 3 for control)

oil Dry matter Fat

[g (100 g sample)™!] [g (100 g sample)™!] [g (100 g dry matter)™!]
Rapeseed 47.84 + 0.777 2.62 + 0.047 5.48 + 0.08"
Sunflower 48.05 + 1.51° 2.58 + 0.10? 5.37 £ 0.15¢
Rice 48.18 + 0.79? 2.63 + 0.042 5.46 + 0.11°
Control 46.22 + 0.41° 2.58 +£0.01* 5.59 + 0.02%

“Different superscript letters indicate statistically significant differences between variables at P < 0.05 within the same

column
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highest and lowest oxidative stabilities were observed
for rice and sunflower oils, respectively. Figure 1 com-
pares the stabilities of oils before frying, showing that,
although a rapid and clear beginning of the propagation
phase was observed for sunflower oil, no such sharp dif-
ference between the initiation and propagation phases
was observed for rapeseed oil. The induction period
(IP) was around 12 days for sunflower oil and 14 days
for rapeseed oil. In the case of rice oil, the IP could not
be determined, as a continuous increase in the sample
weight due to oxidation was observed.

Figure 2 shows that the frying medium stability de-
creased after the first frying and demonstrates that the
IPs of sunflower oil (11 days for FF and 10 days for PC)
were close to those obtained for rapeseed oil (13 days
for FF and 12 days for PC). For rice oil, no steep weight
gain associated with the beginning of the propagation
phase could be observed. The oil stability further de-
creased after the last (10™) frying (Figure 3). In this case,
the IPs of sunflower/rapeseed oil were 8 days/9 days for
FF and 9 days/12 days for PC, respectively. It was again
difficult to detect the beginning of propagation phase
in rice oil, but some change in the curve can be seen
around 24 days and 20 days for FF and PC, respectively.

The short IP for sunflower oil reflects its high con-
tent of polyenoic fatty acids. Rapeseed and rice oil are
less unsaturated and therefore more stable to oxida-
tion. Of course, other factors are also important, such
as natural antioxidants, the method of processing, and
storage. It is also visible that the relative weight gain
decreased after about 60 days, probably because the
primary products of oxidation (peroxides, respec-
tively hydroperoxides) already started to decrease and
change into secondary oxidation products. These sec-
ondary oxidation products can also be volatile under
the conditions of the Schaal test, so the weight of the
monitored sample can decrease over a longer pe-
riod. Wroniak et al. (2015) showed that sunflower oil
had lower oxidative stability than rapeseed oil, which
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0.025 -
0.020 -
0.015 -
.2 0.010 -
0.005 4
0.000

n

Relative weight ga

https://doi.org/10.17221/235/2021-CJES

is in line with our results. Maszewska et al. (2018a)
found that rapeseed and rice oils had similar stabili-
ties. In our study, rice oil showed significantly higher
oxidation stability than rapeseed oil. Yang et al. (2016)
identified rice oil as more stable than soybean and cot-
tonseed oils, ascribing this increased stability to the
natural antioxidant (y-oryzanol) present in rice oil.
In the study of Maszewska et al. (2018b), it was con-
cluded that rapeseed oil was significantly less stable
than palm oil, which is rich in saturated fatty acids.

Effect of frying on oil colour. In the statistical evalu-
ation of all obtained data, no differences were found
between the samples in terms of the colour param-
eters (L* a* and b*) depending on the number of fry-
ing batches. On the contrary, differences were found
between the samples depending on the type of oil and
fried food. During the frying of FF, all the tested oils
tended to get slightly darker after each frying batch (de-
crease in the L* value) (Figure 4), but the same tendency
was not observed for PC. Contrarily, during the frying
of PCin rice oil (until the 5" frying) and in sunflower oil
(until the 7" frying) the oil slightly brightened. During
frying in rapeseed oil, the oil became brighter after the
first frying; then, it darkened from the 3" to the 10" fry-
ing. There was a difference between the L* values of the
rice and sunflower oils and those of the rapeseed and
sunflower oils (sunflower oil was brighter).

Evaluating parameter a* [from red (+) to green (-)],
it can be seen from Figure 5 that when the FF were
fried in rice and rapeseed oils, the a* value shifted from
green toward red. Samples of PC fried in rice and rape-
seed oils were different from other samples. Regarding
the effect of the frying medium, there was a difference
between the a* values of the rice and sunflower oils and
those of the rapeseed and sunflower oils (sunflower oil
was less green).

As can be seen in Figure 6, there were slight changes
in parameter b* [from yellow (+) to blue (-)] during
frying in all samples. Sunflower oil exhibited lower

Time (days)

e rice 0il

326

-++©-- sunflower oil = @ = rapeseed oil

Figure 1. Oxidative stability of dif-
ferent oils before frying
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b* values compared to other samples and was less yel-
low. There were differences between all oils.

QOils, in which FF were fried, darkened after ev-
ery frying batch, probably because breadcrumb par-
ticles from the FF leaked into the oil. This trend was
not observed for PC, potentially because their surface
was far smoother; thus, not many particles could pen-
etrate into the oil and contribute to colour formation.
Although, there was no statistically significant differ-
ence. This is in line with the observations and theories
of Lazarick (2012) and Bordin et al. (2013). Lazarick
(2012) found that protein products caused faster dark-
ening and thermo-oxidative deterioration of the fry-
ing oil. This breakdown was further supported by the
addition of other food components, such as glucose,
amino acids, and lipid hydroperoxides, in concentra-
tions higher than 5% of the frying oil. Breadcrumbs
contributed to oil colour formation owing to particles
from the food crust disintegrating into the frying oil
to further accelerate browning reactions. In the work
of Srivastava and Semwal (2015), colour values showed
a decrease in L* and an increase in the a* and b* values

+++Geee PC 1* frying (S)

after 8 h of continuous frying at 180 + 5 °C in virgin co-
conut oil. A linear decrease in L* with increasing frying
days of soybean oil was also noted by Ma et al. (2016).

Unfortunately, there is a lack of data on colour
changes of oils tested in our work, as many authors fo-
cus on the colour changes of fried food (not the oil)
(Krokida et al. 2001; Salehi 2019). In these cases, the
L* value often decreases (products become darker),
and that could affect the oil colour itself.

Nutritional evaluation. According to current rec-
ommendations, the total fat intake should not ex-
ceed 30% of total energy intake for a lightly working
adult, which is ~70 g per day (WHO 2020). Our re-
sults showed that the intake of fat through one serving
of fried FF (150 g) or PC (200 g) corresponds to ap-
proximately 9 g and 5 g, respectively. In contrast, ac-
cording to data from the EuroFIR (2020) database,
the total fat content of pre-fried FF in different oils
is 12-16 g (100 g)™* [18-24 g (150 g)~'], while that
of pre-fried PC 13-18 g (100 g)~! [26-36 g (200 g) '].
This may be due to the high hydrophobicity of the in-
gredients of the tested foods and the variation in their
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preparation styles (i.e. dripping fat before consumption
of fried foods).

Our results show that rice oil is the most appropri-
ate for frying FF, while sunflower oil is the best choice
for PC. This difference may be owing to the different

matrices (more protein in FF and more starches in PC)
and/or structures (compact round PC vs. less compact
rectangular FF with starch granules on the top and
lean protein inside) of these foods. Despite its favour-
able fatty acid composition, rapeseed oil is unstable

37 1
36
§ 35 A
«
>
5 344
33 -
32 A T r r r
FF: PC: FF: PC: FF: PC:
rice oil® rice oil>¢  sunflower oil*® sunflower oil* rapeseed oil° rapeseed oil*®
M before frying 1% frying W 3<frying M 5% frying 7% frying 10 frying

Figure 4. Perceptual lightness of each oil during frying — L* value

*~Different letters indicate statistically significant differences between variables (type of oil and fried food) at P < 0.05;
FF - fish fingers; PC — potato croquettes; L* value — represents darkness to lightness with values ranging from 0 to 100
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Figure 5. Redness (position between red and green) — a* value

*bDifferent letters in brackets indicate statistically significant differences between variables (type of oil and fried food)
at P < 0.05; FF — fish fingers; PC — potato croquettes; a* value — represents greeness to redness with values from —128 to +127
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Figure 6. Yellowness (position between yellow and blue) — b* value

*Different letters in brackets indicate statistically significant differences between variables (type of oil and fried food)
at P < 0.05; FF — fish fingers; PC — potato croquettes; b* value — represents blueness to yellowness with values from —128 to +127

during prolonged heating. In contrast, rice oil is sta-
ble during heating but contains more saturated fatty
acids (Nayik et al. 2015). Thus, their intake may be in-
creased by the consumption of foods fried in rice oil.
On the other hand, for technological purposes, rice oil
seems to be a great option (saturated fatty acids are
more stable during heating). For deep frying, one is ad-
vised to use oils from specially bred varieties of sun-
flower or rapeseed with an increased oleic acid content,
as these oils are more stable during heating and have
a favourable fatty acid composition (Velisek 2014).

CONCLUSION

Frying did not significantly affect the fat content
of FF and PC. Moreover, no differences in the fat con-
tent were observed after the repeated frying of FF

or PC in different oils. Frying influenced the dry mat-
ter content of PC but not in FF. Rice oil showed the
highest oxidative stability during repeated frying and
was therefore concluded to be the best frying medium
among the tested oils, while the less saturated sun-
flower oil exhibited the lowest stability. The darkening
of the monitored oils during repeated frying of FF was
not significant.
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Abstract: Until now, the relationship between the fat and oil composition and their oxidation stability has been studied
only at elevated temperatures (typically above 100 °C). Therefore, the initial oxidation rates of 19 edible fats and oils
were determined as an increase in the peroxide value during storage in the dark at 35 °C with free access to air (oxygen).
The initial oxidation rates of fats and oils were compared with parameters characterising these fats and oils (peroxide
value, acid value, fatty acid composition, antioxidant capacity, and tocochromanol content). Using a simple correla-
tion analysis, the initial oxidation rate correlated the most strongly with the peroxide value of the analysed fats and
oils (P < 0.01). A highly reliable model (P < 0.0001) was obtained by multivariate statistical analysis. According to this
model, the initial oxidation rate is affected mainly by the peroxide value and then by total trans fatty acid content, and

antioxidant capacity.

Keywords: tocochromanols; antioxidant capacity; fatty acids; peroxide value; acid value

The oxidative stability is an important parameter in
the quality assessment of individual fats and oils, par-
ticularly when determining their usefulness in food
production (Choe & Min 2006). However, methods
used to determine the oxidative stability of fats and
oils are relatively time consuming, especially under
real storage conditions. Therefore, an association be-
tween the oxidative stability of fats and oils and their
composition is documented in many studies (Mén-
dez et al. 1996; Savage et al. 1999; Arranz et al. 2008;
Dabbou et al. 2010; Yun & Suhr 2012; Gao & Birch et al.
2016; Sabolova et al. 2017; Redondo-Cuevas et al. 2018).

The majority of these studies have been performed
using a Rancimat apparatus (Méndez et al. 1996;
Savage et al. 1999; Arranz et al. 2008; Dabbou et al.
2010; Yun & Suhr 2012; Redondo-Cuevas et al. 2018),

an Oxipres apparatus (Sabolova et al. 2017), by ther-
mogravimetric analysis (Gao & Birch et al. 2016),
or a combination thereof, which are accelerated
methods used for determining the oxidative stabil-
ity of fats and oils at elevated temperatures (typical-
ly above 100 °C). Oxidative stability of fats and oils
depends on a number of internal factors including
triacylglycerol and fatty acid composition; composi-
tion of minor components, for example antioxidants
such as tocopherols, carotenoids and phenolic com-
pounds; an occurrence of prooxidants, etc. More-
over, oxidative stability is affected by various exter-
nal factors, such as exposure to atmospheric oxygen,
light, moisture and temperature (Choe & Min 2006).
As the temperature increases, the oxidative stability
of fats and oils significantly decreases, and the extent

Supported by METROFOOD-CZ research infrastructure project (MEYS Grant No: LM2018100) including access

to its facilities.
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Table 1. Description of fats and oils

ilig;ziiation Sample description

LO Linseed oil, unrefined

SoO Soybean oil, unrefined

CO Corn oil, refined

WO Walnut oil, unrefined

RO1 Rapeseed oil, unrefined

PO Palm oil, unrefined

HOSO High oleic sunflower oil, refined

OpO Olive pomace oil, i.e. commercial mixture ‘
of refined olive pomace oil and virgin olive oil

SO1 Sunflower oil, refined

PL Pork lard

RO2 Rapeseed oil, refined

EVOO Extra virgin olive oil

00 O%ive qil, ie. c.on?mer.cial I.nixture of refined
olive oil and virgin olive oil

PnO Peanut oil, refined

GO Grapeseed oil, unrefined

CF Coconut fat, unrefined

RiO Rice oil, unrefined

SeO Sesame oil, unrefined

SO2 Sunflower oil, refined

Table 2. Fatty acid composition of fats and oils

of this temperature effect is different for various fats
and oils (Sabolov4 et al. 2017).

Therefore, the aim of this study was to provide the
comparison between the chemical composition of fats
and oils and their oxidative stability during storage
at only slightly elevated temperature, which is more rep-
resentative of real storage conditions. The oxidative sta-
bility of edible fats and oils was indicated by the initial
oxidation rate as measured by the initial increase in per-
oxide value because peroxide value limits (for olive oil
Commission Regulation No. 2568/91 and for lard Com-
mission Regulation No. 853/2004) are achieved signifi-
cantly earlier in the process than at the end of an induc-
tion period (Yanishlieva-Maslarova 2001).

MATERIAL AND METHODS

Fats and oils. Used fat and oil samples (see Table 1
for their descriptions) were purchased at local mar-
kets. The fatty acid compositions of these fats and oils
are presented in Table 2, and other determined chemi-
cal parameters are given in Table 3.

Determination of initial oxidation rate. The oxi-
dative stability of edible fats and oils was determined

Fatty acid composition (%)

Total .
Sample . .~ Other . Other mono- .. . . . . Other poly- trans isomer lodine Vahff
Palmitic Stearic  ° o Oleic = @ g Linoleic a-Linolenic unsaturatedt  content (g1,100g ™)
LO 6.03 4.00 0.49 15.73 1.00 44.01 28.57 0.17 0.19 165.7
SoO 9.85 521 1.11 22.63 1.58 52.81 6.75 0.06 0.10 130.0
CO 11.54 1.88 0.88 30.68 1.10 52.77 0.92 0.23 0.25 121.6
WO 6.96 2.71 0.27 13.68 1.69 61.01 12.50 1.18 1.21 154.2
RO1 4.46 1.65 1.29 61.73 4.59 18.62 7.59 0.07 0.11 109.2
PO 37.16 391 2.04 42.63 1.33 12.51 0.37 0.05 0.07 60.5
HOSO 4.61 3.03 1.74 72.14 1.26 16.91 0.12 0.19 0.24 93.0
OpO 12.22 2.95 0.95 67.81 3.93 11.33 0.73 0.08 0.38 83.3
SO1 6.21 3.25 1.55 33.67 1.04 53.73 0.08 0.47 0.51 123.9
PL 24.63 13.38 2.35 40.45 6.47 11.95 0.68 0.09 0.35 63.0
RO2 4.55 1.58 1.28 60.57 5.29 18.86 7.47 0.40 0.49 109.6
EVOO 9.49 3.38 0.82 74.53 2.79 8.21 0.75 0.03 0.07 82.6
(6]0) 12.88 2.74 0.76 69.78 4.34 8.76 0.70 0.04 0.13 80.8
PnO 5.05 1.92 6.39 72.94 3.28 10.07 0.25 0.11 0.11 83.6
GO 7.03 4.79 0.58 21.51 1.14 64.20 0.34 0.42 0.42 132.2
CF 8.24 3.23 81.83 5.51 0.08 1.07 0.03 0.01 0.01 6.8
RiO 15.13 2.38 2.13 43.58 1.62 33.78 0.69 0.69 0.75 100.3
SeO 9.07 5.53 0.89 38.68 1.06 44.38 0.31 0.08 0.08 111.9
SO2 6.22 3.55 1.48 28.92 0.98 58.70 0.05 0.11 0.12 127.7

tIncluding trans isomers; for abbreviations see Table 1
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Table 3. Chemical characterisation of fats and oils
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Sample v AV AOC T prandyT 5T T3 B-andy-T3 53
(mEq O,kg™!) (mg KOH g™!) (mga-Tkg™) (mgkg™?) (mgkg™") (mgkg™) (mgkg') (mgkg") (mgkg™)
LO 1.0 £ 0.0 2.15+0.02 729 + 18 20.1+2.1 4889 +0.2 71+1.1 ND <3 <3
SoO 6.3+0.3 1.18+£0.02 1174+12 168.7+3.7 779.2+89 2549+ 3.6 ND ND ND
CcO 44 +0.1 0.20+0.00 1144 +37 183.7+0.5 6735+7.2 295+42 11.0+1.1 9.6 £0.3 ND
WO 7.0 £ 0.0 0.75 £ 0.02 533 £ 31 39.5+0.1 2855+11.0 37.4+25 ND ND ND
RO1 9.6 £ 0.1 1.07 £ 0.04 961 +12 271.2+89 456.0+6.7 12.6+2.0 ND ND ND
PO 2.6+0.1 0.69 + 0.03 811+24 1180+7.1 815+6.8 60.2+2.7 2052+25 231.6+29 53.7+3.5
HOSO 3.4+0.0 0.11 £ 0.00 628 +15 5769+119 256+0.2 18.7+0.2 ND ND ND
OpO 2.3+£0.0 0.50+0.02 1358+74 460.6+15.6 17.3+6.1 50+1.3 ND ND ND
SO1 3.9+0.0 0.31 £ 0.31 837 +11 7180+12.6 349+0.5 29.0+2.3 ND ND ND
PL 3.2+0.0 1.18 £ 0.05 45+ 0 7.1+0.7 ND ND ND ND ND
RO2 1.2+£0.0 0.30 + 0.01 977 +44 2899 + 3.8 341.9 +4.0 7.8 +0.2 ND ND ND
EVOO 10.1 +£0.0 098+0.01 1079+18 284.2+7.8 144 +3.3 <3 ND ND ND
(e]6} 114+ 0.0 0.52 + 0.01 302 +28 154.2+28 10.1+0.6 <3 ND ND ND
PnO 05+0.1 0.05 + 0.00 324+17 149.2+0.1 127.9+05 ND ND ND ND
GO 4.1+0.2 0.18 £ 0.02 569 £33 122.8+0.8 204 +1.1 ND 93.6+2.5 83.0+0.7 ND
CF 0.1£0.1 0.24 £ 0.00 ND ND ND ND 55+0.0 <3.0 ND
RiO 4.0+0.1 1.04+0.01 2145+22 1479+6.3 1573 +24 27+04 43.1+28 1835+6.0 174 +6.2
SeO 1.5+0.1 1.18 £ 0.02 594 + 15 ND 655.1 £ 0.6 ND ND <3.0 ND
SO2 2.7+0.1 0.05 + 0.01 831+38 671.6+79 ND 280+ 1.4 <3.0 <3.0 ND

Results are expressed as the mean * standard deviation (1 = 3);

AOC - antioxidant capacity; AV — acid value; PV- peroxide

value; a-T — a-tocopherol; - and y-T — - and y-tocopherol; 5-T — §-tocopherol; a-T3 — a-tocotrienol; - and y-T3 — - and
y-tocotrienol; §-T3 — §-tocotrienol; ND — not detected (the limit of detection was 1.0 mg kg~ for tocopherols and 4.0 mg kg™

for antioxidant capacity); for other abbreviations see Table 1

as the rate of the peroxide value increase at 35 °C in
the dark with free access to air (oxygen) and expressed
in mEq O, kg day!. For this purpose, a large number
of beakers (each of 100 mL in volume and with an inter-
nal diameter of 4.7 cm) were prepared for each fat and
oil studied. The beakers were placed in a thermostatic
drying oven, with a maximum temperature fluctua-
tion of £ 0.1 °C. The increase in the peroxide value
over 14 days was monitored in three replicates for all
the analysed fats and oils. The entire beaker was always
removed from the thermostatic drying oven for sam-
pling. Thus, the oil volume in the beakers was constant
throughout the heating.

Peroxide value and acid value. The peroxide value
and acid value were determined using the appropri-
ate ITUPAC titrimetric methods (International Union
of Pure and Applied Chemistry, 1987; 2.501).

Fatty acid composition. Fatty acids were determined
by an Agilent Technologies 6890N gas chromatograph
equipped with a flame ionisation detector (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) after derivatisation
to the corresponding methyl esters. The GC analy-
sis was performed under the conditions described
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by Sabolova et al. (2017). A Supelco SP 2560 capillary
column, 100 x 0.25 mm i.d., 0.2 pm thickness (Supel-
co, Bellefonte, PA, USA) was used for the chromato-
graphic separation.

Iodine value. The official AOCS (American Oil
Chemistry Society, 1995; Cd 1c-85) method was used
for the calculation of the iodine value from the fatty
acid composition.

Antioxidant capacity. Antioxidant capacity was de-
termined spectrophotometrically, based on the ability
of the analysed samples to scavenge free 2,2-diphe-
nyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radicals (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA), according to the method used
by Espin et al. (2000) with modifications described
by Sabolova et al. (2017). A Cary 60 spectrophotom-
eter (Varian, Palo Alto, CA, USA) was used to measure
the absorbance at 518 nm. The antioxidant capacity was
quantified using the calibration curve of a-tocopherol
(0 to 500 pg) and expressed as mg a-tocopherol equiva-
lent per kg sample.

Tocochromanol content. The oil samples and pork
lard were dissolved in acetone (approximately 0.1 g mL™").
The determination of tocochromanol content was per-
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formed using reverse-phase HPLC with amperometric
detection according to the method described by Sabo-
lové et al. (2017). The analytical HPLC system consist-
ed of a non-steel high-pressure pump (LCP 4020.31;
Ecom, Prague, Czech Republic), a manual sample in-
jector (Rheodyne 7725i; Oak Harbor, WA, USA), a col-
umn heater (LCO 101; Ecom, Prague, Czech Republic),
an amperometric detector (HP 1049A series, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). A Hypersil ODS
column, 4.6 x 200 mm, particle size 5 pm (Agilent Tech-
nologies) was used as a stationary phase. The individual
tocochromanol contents were quantified using the cor-
responding calibration curves.

Results processing. Statistical analysis of the data
was carried out using Microsoft® Excel 2010 software
(Microsoft Office software package, Microsoft Corpo-
ration, Redmond, WA, USA) by simple correlation and
regression analysis, and also by multivariate linear cor-
relation and regression analysis.

RESULTS AND DISCUSSION

The initial oxidation rate of the analysed fats and oils
is summarised in Table 4. According to the initial oxi-
dation rate, the tested fats and oils can be divided into

Table 4. Initial oxidation rate

Initial oxidation rate

Sample (mEq O, kg™! day™)
LO 0.257 £ 0.011
SoO 0.136 + 0.030
CcO 0.039 £ 0.002
WO 1.641 £ 0.007
RO1 1.027 £ 0.018
PO 0.277 £ 0.003
HOSO 0.217 £ 0.003
OpO 0.068 £ 0.004
SO1 0.255 £+ 0.005
PL 0.084 = 0.019
RO2 0.110 £ 0.007
EVOO 0.544 £ 0.040
(6]0) 0.413 £ 0.020
PnO 0.058 £ 0.006
GO 0.045 £ 0.006
CF 0.024 £ 0.003
RiO 0.045 £ 0.005
SeO 0.029 £ 0.007
SO2 0.095 £ 0.003

For abbreviations see Table 1

Table 5. Correlation coefficients for the association
between the initial oxidation rate and selected parameters
that describe the composition of fats and oils

Pearson correlation

Parameter coefficient
Peroxide value 0.582*
Acid value 0.193
Antioxidant capacity -0.073
a-Tocopherol —-0.092
- + y-Tocopherol 0.071
8-Tocopherol 0.013
Tocopherols -0.003
Tocopherols + tocotrienols -0.051
Saturated fatty acids —-0.242
Oleic acid —-0.032
Linoleic acid 0.123
a-Linolenic acid 0.368
Polyunsaturated fatty acidt 0.219
Oleic/linoleic ratio —-0.024
Ec;lt};,u;sizttrl:?it:d and saturated 0.395
Total trans isomer content 0.494**
Iodine value 0.309

tIncluding trans isomers; *P < 0.01; **P < 0.05

four groups. The relatively high initial oxidation rate
was observed for walnut oil and unrefined rapeseed
oil followed by the second group of oils including ol-
ive oil and extra virgin olive oil. A lower initial oxida-
tion rate was found in the third group of oils: linseed,
soybean, palm, refined rapeseed oil, and undefined,
refined, and high oleic sunflower oil. Pomace olive oil,
maise, peanut, rice and sesame oil, coconut fat, and
pork lard represented the group with the lowest ini-
tial oxidation rate.

Using a simple correlation analysis, the oxidation
rates were compared with parameters characterising
the composition of fats and oils (see Table 5). As it is
evident, the peroxide value has a dominant (and signif-
icant; P < 0.01) effect on the initial oxidation rate. This
is consistent with the theory of lipid oxidation (hydro-
peroxides, because of their potential decomposition
into free radicals, catalyse lipid oxidation) (Gordon
2001) and with the study of Sabolova et al. (2017), who
compared the composition of fats and oils and their
oxidative stability as determined by using an Oxipres
apparatus at different temperatures. A similar study
(Dabbou et al. 2010) did not show the effect of peroxide
on the oxidation rate, probably because of the higher
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temperature (120 °C) used to determine the oxida-
tion rate. In these cases, the primary initiation caused
by heat (higher temperature) exceeds the secondary
initiation caused by the decomposition of hydroperox-
ides (Gordon 2001).

The oxidation rate was also significantly affected
by the total content of trans fatty acids (P < 0.05). This
can be explained by the fact that during the formation
of the trans isomers of polyunsaturated fatty acids,
conjugated polyunsaturated fatty acids, which can have
prooxidant activity (Chen et al. 1997; Haghighatdoost
& Nobakht 2018), are also formed (Christy 2009).

As presented in Figure 1, a simple regression anal-
ysis does not provide a sufficiently reliable model
for predicting oxidative stability, which was also sug-
gested by other authors (Dabbou et al. 2010). There-
fore, multivariate linear correlation and regression
analysis was also applied to the obtained data. Based
on the results of a simple correlation analysis and
from the results of previous studies (Méndez et al.
1996; Apparicio et al. 1999; Arranz et al. 2008; Sabo-
lovd et al. 2017), a-tocopherol content; total tocoph-
erol content; antioxidant capacity; peroxide value;
acid value; the proportion of oleic acid, linoleic acid,
a-linolenic acid, and polyunsaturated fatty acids; oleic
and linoleic acid ratio; polyunsaturated and saturated
fatty acid ratio, and total trans fatty acid content were
chosen as parameters characterising the composition
of the analysed fats and oils.

Using multivariate statistical methods, the follow-
ing model was obtained (P < 0.0001; R = 0.783): ini-
tial oxidation rate = (0.0694 + 0.0171) x peroxide value

1.8
1.6 1

1.4 A

Initial oxidation rate (mEq O, kg™ day™!)
5

https://doi.org/10.17221/207/2020-CJES

+ (0.7131 £ 0.2138) x total trans fatty acid content —
(0.0003 + 0.0001) x antioxidant capacity. This means
that, in addition to the above-mentioned parameters
[i.e. peroxide value (P < 0.001) and total trans fatty
acid content (P < 0.005)], the oxidation rates of fats
and oils under the storage conditions used were also
influenced by the antioxidant capacity (P < 0.05). This
is consistent with a number of analogous studies (Ap-
paricio et al. 1999; Arranz et al. 2008; Sabolova et al.
2017; Redondo-Cuevas et al. 2018). However, there are
significant discrepancies in the results of those studies,
and in some cases, the effect of total antioxidant con-
tent on the oxidative stability of fats and oils was not
demonstrated (Dabbou et al. 2010).

According to the obtained results, other than trans
fatty acids, the fatty acid composition has no signifi-
cant effect on the initial oxidation rate of fats and oils
under the storage conditions used in this study. This
is a surprising finding because, according to most
of the previously published studies (Savage et al. 1999;
Dabbou et al. 2010; Sabolova et al. 2017; Redondo-
Cuevas et al. 2018), fatty acid composition affects
the oxidative stability of fats and oils. However, in all
of those studies, accelerated methods and tempera-
tures above 100 °C were used for the determination
of the oxidation rate of fats and oils. It can be assumed
that under these conditions, the primary initiation
of lipid oxidation (strongly related to the fatty acid
composition) by heat predominates, while under stor-
age at a slightly elevated temperature, the secondary
initiation of lipid oxidation predominates, influenced
mainly by the hydroperoxide content (Gordon 2001).

. y= 0.049360'2447x

Peroxid value (mEq O, kg™)

Figure 1. Possibility of predicting the initial oxidation rate of fats and oils from their initial peroxide value
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CONCLUSION

The peroxide value is a characteristic that is the best
indicator of the oxidative stability of fats and oils un-
der real storage conditions. For a more accurate pre-
diction of the oxidative stability, total trans fatty acid
content (which characterises previous thermal damage
to the fat or oil) and total antioxidant content must also
be taken into account. This information can particu-
larly help in the selection and quality control of fats and
oils used in further food production.
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In vitro antagonistic inhibitory
effects of palm seed crude oils
and their main constituent,
lauric acid, with oxacillin

in Staphylococcus aureus

Klara Lalouckova?, Eva Skrivanova'?, Johana Rondevaldova?, Adela Frankova*,
Josef Soukup® & Ladislav Kokoska3™*

Infections caused by Staphylococcus aureus are a serious global threat, and with the emergence
of antibiotic resistance, even more difficult to treat. One of the possible complications in
antistaphylococcal therapy represents negative interactions of antibiotics with food. In this study,
the in vitro interaction between oxacillin and crude palm seed oil from Astrocaryum vulgare,
Cocos nucifera, and Elaeis guineensis against nine strains of S. aureus was determined using the
checkerboard method. Lauric acid was identified as a major constituent of all tested oils by gas
chromatography. The results showed strong concentration dependent antagonistic interactions
between palm oils and oxacillin with values of fractional inhibitory concentrations indices ranging
from 4.02 to 8.56 at concentrations equal or higher than 1024 pg/mL of the tested oils. Similarly,
lauric acid in combination with oxacillin produced antagonistic action with fractional inhibitory
concentration indices ranging from 4.01 to 4.28 at 1024 pg/mL. These findings suggest that
interference between oxacillin and palm oils and their constituents can negatively affect the
treatment of staphylococcal infections in humans and other animals.

Staphylococcus aureus, a gram-positive bacterium, occurs naturally on the skin and mucus membranes of healthy
individuals and is a common cause of pneumonia, skin infections, and systemic infections in humans and other
animals'. Its ability to resist a broad range of antibacterials in a short period makes it one of the most dangerous
microorganisms influencing the global population, with strains resistant to beta-lactams, such as methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) being considered a high priority pathogen?. However, currently used antistaphylococ-
cal antibiotics (e.g., vancomycin, daptomycin, and linezolid) are struggling against rising resistance, serious side
effects, and relatively high costs®. Hence, steps toward elimination of bacteremia caused by multi-drug resistant
strains are still needed. Among other possible options, combinatory treatment is valuable for eradicating evolu-
tion of resistance by targeting different sites of the bacterial cell**. For example, the combination of vancomycin
and a beta-lactam antibiotic (oxacillin) is currently being used effectively in the treatment of MRSAS. A combi-
nation of beta-lactam antibiotic and beta-lactamase inhibitors, such as co-amoxiclav consisting of amoxicillin
and clavulanic acid, has also been used for MRSA therapy’. However, combinations of certain antibiotics can
produce negative interactions and undesirable side effects. Antagonistic action generally occurs in the treatment
of infection when mixing bactericidal and bacteriostatic drugs®, as seen when using a combination of the slow
acting bactericidal vancomycin and bacteriostatic clindamycin against S. aureus’. Generally faster acting agents,
such as clindamycin or oxacillin, inhibit the function of vancomycin, which has a gradual onset of action and
exhibits antibacterial properties only on replicating cells'.
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Combining various drugs is the prevalent praxis used to obtain an increase of the desired effects, such as in
anesthesia and pain management. However, enhancement of the undesired effects might also occur, limiting
the therapeutic value!l. Such interactions are also known to occur when combining drugs with various foods
and food products. Drug-food interactions are defined as changes in efficacy and/or toxicity of pharmaceutical
drugs induced by the consumption of any food product, including functional foods and dietary supplements'2.
Various drug-food interactions (e.g., drug interaction with the fat content of the meal), drug-nutrient interac-
tions (e.g., with grapefruit juice or soy) and herb-drug interactions (e.g., with ginkgo or St John’s wort) have
been described and reviewed'*™'¢. The most well-known example of drug—food interaction is that of grapefruit
juice that can inhibit the intestinal metabolism of more than 85 drugs by altering cytochrome P450 (CYP3A4)
isoforms'”. Grapefruit juice, combined with erythromycin, increases the bioavailability of the antibiotic in the
small intestine'®, thereby increasing the possibility of adverse effects, such as cardiac dysrhythmias'. In contrast,
a combination of ampicillin and pomegranate methanol extract acts synergistically in vitro against MRSA?.
Similarly, fatty acid methyl esters obtained from soybean, corn, and sunflower crude oils potentiate the antifungal
effect of itraconazole in vitro*'.

Vegetable oils are essential components of animal nutrition and contain various biologically active constitu-
ents such as carotenoids, tocopherols?, coenzyme Q10%, and fatty acids®*. These are carboxylic acids with long,
unbranched carbon chains, some of which may contain double bonds®. In general, fatty acids are believed to
be responsible for the antibacterial activity of palm oils. They usually occur in the form of triglycerides; their
hydrolysis into free fatty acids is necessary for their antibacterial effect to be exerted?-*%. The seeds of tropi-
cal palms such as tucuma (Astrocaryum vulgare), coconut (Cocos nucifera), and African oil (Elaeis guineensis)
palm are one of the most economically important sources of plant oils, and are known to contain mainly fatty
acids of medium-chain length (MCFAs), with a prevalence of lauric acid (C,,,;; LA). Apart from various physi-
ological functions, the LA produces a growth-inhibitory effect against algae®’, fungi®, protozoa®, and both
gram-negative®>-** and gram-positive bacteria®. It also inhibits the production of bacterial virulence factors
such as beta-lactamases, a group of exoproteins inducing beta-lactams inactivation and moreover enhancing
toxin production by S. aureus at subinhibitory antibiotic concentrations’; toxic shock syndrome toxins*’; and
hemolysins®. In addition to LA, tropical palms contain caproic (Cg,), caprylic (Cg,), and capric (C,,) acids that
also possess various antimicrobial properties®®*!. In addition, MCFAs are known to be effective against S. aureus.
Batovska et al.*? concluded that when these fatty acids are esterified with glycerol and create e.g., monolaurin,
their direct antistaphylococcal effect is intensified. Ubgogu et al.** observed a noticeable in vitro inhibitory effect
of E. guineensis palm kernel oil against S. aureus. The mechanism of antimicrobial action of fatty acids is not
fully known, the prime target seems to be the bacterial cell membrane together with various essential processes
that occur within and at the membrane, including nutrient uptake or enzyme inhibition*!. The amphiphilic
nature of fatty acids enables them to act as detergents at high concentrations and aid the solubilization of the
lipids in the membranes®. It has been experimentally proven that doses of LA equal to or higher than 100 pg/
mL (=500 pM) induce reversible morphological changes of lipid bilayers*, cause partial solubilization of the
cell membrane, and interfere with metabolic regulation, leading to the inhibition of bacterial growth*. It is well
known that bactericidal drugs are most potent with actively growing cells and that inhibition of growth, induced
by a combination with a bacteriostatic drug, can result in reduction of drug efficacy®.

Besides the antimicrobial properties, LA is known to exhibit synergistic antistaphylococcal activity in com-
bination with monolaurin®?, lactic acid®, and gentamicin®. However, limited information is available regarding
the possible negative interactions of palm oils with antimicrobial agents. Therefore, we decided to perform a
screening test, focused on determining the combined effect of the chosen palm oils and free MCFAs (Cg,i—C5.)
with representatives of all major antibiotic groups, namely beta-lactams (amoxicillin, ampicillin, and oxacillin),
tetracyclines (tetracycline), glycopeptides (vancomycin), and aminoglycosides (gentamicin), against three refer-
ence strains of S. aureus. Among the free MCFAs, only LA showed above mentioned synergism with gentamicin
against chosen S. aureus strains; the interactions of all free MCFAs with tetracycline and vancomycin were indif-
ferent, but beta-lactams, namely amoxicillin, ampicillin and especially oxacillin, showed results that were war-
ranted further investigation with LA showing the strongest antagonistic interactions (Lalouckova and Kokoska,
unpublished data). In the present study, we evaluated in vitro combinatory effect of A. vulgare, C. nucifera, and
E. guineensis seed crude oils and their main constituent LA with oxacillin, using the checkerboard microdilution
method, against different strains of S. aureus.

Results
Fatty acid composition of crude oils. In the first part of the study, fatty acid composition of the tested
oils was identified using GC-FID. As shown in Table 1, oils from A. vulgare, C. nucifera, and E. guineensis con-
sisted mainly of 58.2, 53.88 and 52.24 mg/g of MCFAs, respectively. LA was a major constituent of the oils, pre-
sent at a concentrations of 53.37 mg/g in A. vulgare, 45.24 mg/g in E. guineensis, and 41.31 mg/g in C. nucifera
oil. This profile corresponded with the total saturated fatty acid composition, where A. vulgare is followed by
C. nucifera and E. guineensis oil with values of 90.32, 82.35, and 80.21 mg/g, respectively. The contents of other
MCFAs, namely caprylic, capric, and caproic acids, were 6.73, 5.29, and 0.55 mg/g in C. nucifera, 3.48, 3.27, and
0.25 mg/g in E. guineensis, and 2.47, 2.15, and 0.21 mg/g in A. vulgare oil, respectively. In addition to MCFAs,
saturated fatty acids consisted of myristic, palmitic, and stearic acids. Their respective contents were 24.82, 5.41,
and 1.89 mg/g in A. vulgare; 16.5, 9.05, and 2.92 mg/g in C. nucifera; and 15.85, 9.46, and 2.66 mg/g in E. guineen-
sis oil.

Although saturated fatty acids were the major constituents of all oils analysed, the composition of monoun-
saturated (MUFAs) and polyunsaturated (PUFAs) fatty acids was also determined. MUFAs, consisting of oleic,
eicosenoic, and palmitoleic acids, were the most abundant in E. guineensis oil (16.67 mg/g), and were present at

Scientific Reports |

(2021) 11:177 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-80481-0 nature research



www.nature.com/scientificreports/

Fatty acids content (mg/g)/plant species

Astrocaryum vulgare ‘ Cocos nucifera ‘ Elaeis guineensis
Saturated fatty acids (SFA)
Caproic (Cg,) 0.21 0.55 0.25
Caprylic (Cg,) 247 6.73 3.48
Capric (Cyg,) 2.15 5.29 3.27
Lauric (C,,,) 53.37 41.31 45.24
Myristic (C,4) 24.82 16.5 15.85
Palmitic (C,e,) 541 9.05 9.46
Stearic (Cyg) 1.89 2.92 2.66
Total SFA 90.32 82.35 80.21
Total MCFA 58.2 53.88 52.24
Monounsaturated fatty acids (MUFA)
Palmitoleic (C,4,) 0.02 - 0.03
Oleic (Cyg,) 6.47 11.72 16.54
Eicosenoic (Cy,) 0.05 0.15 0.10
Total MUFA 6.55 11.87 16.67
Polyunsaturated fatty acids (PUFA)
Linoleic (Cyg,) 2.77 4.79 2.68
a-Linoleic (C,g5) 0.06 0.88 0.03
Arachidonic (Cyy.4) 0.07 0.13 0.13
Total PUFA 2.9 5.8 2.84

Table 1. Fatty acid profile of crude palm seed oils. Data are presented as average of two analyses, each
performed in triplicate.

relatively lower concentrations in C. nucifera and A. vulgare oil (11.87 and 6.55 mg/g, respectively). The oleic acid
content was the highest in all samples, ranging from 6.47 to 16.54 mg/g. In contrast, eicosenoic (0.05-0.15 mg/g)
and palmitoleic acid (<0.03 mg/g) were present in minor amounts.

PUFA content in C. nucifera oil (5.8 mg/g) was double that of A. vulgare (2.9 mg/g) and E. guineensis
(2.84 mg/g) oil. In C. nucifera oil, linoleic acid was the most abundant PUFA, similar to A. vulgare and E.
guineensis oil at 4.79, 2.77, and 2.68 mg/g, respectively. The second most abundant PUFA in C. nucifera oil was
a-linoleic acid (1.88 mg/g), which was also present in lower amounts in A. vulgare (0.06 mg/g) and E. guineensis
(0.03 mg/g) oil. Compared to C. nucifera and A. vulgare oil (both 0.13 mg/g), arachidonic acid was the least
abundant PUFA in E. guineensis oil (0.07 mg/g).

Antistaphylococcal antagonistic effect of crude oils and oxacillin. In the first step, the suscep-
tibility of the three tested S. aureus strains to oxacillin and hydrolyzed seed oils of A. vulgare, C. nucifera, and
E. guineensis was determined using broth microdilution method to evaluate the suitable starting concentrations
for combined effect (MIC—minimum inhibitory concentration—values for all tested oils in non-hydrolyzed
forms>8192 pg/mL; data not shown). A. vulgare oil induced the strongest antistaphylococcal effect, with MIC
values ranging from 240 to 356 ug/mL, followed by that of C. nucifera (MIC values from 241 to 512 ug/mL) and
E. guineensis (MIC values from 427 to 512 pg/mL). The MIC values of oxacillin ranged from 0.72 to 56.89 ug/mL.
Further, analysis of the combined effect of tested seed crude oils and oxacillin was performed by the check-
erboard method. The results showed some degree of antagonism in all tested strains at certain concentrations
of combinations, with indices of fractional inhibitory concentration (FICI) ranging between 8.56 and 4.02. In
addition, a consistently antagonistic, concentration-dependent effect of the selected palm oils at concentration of
2048 pg/mL, and in some cases 1024 pug/mL, was seen, when combined with oxacillin against all tested S. aureus
strains. All other combinations showed an indifferent relationship between tested agents, as shown in Table 2.
A strong antagonistic effect, manifested by very high FIC indices of 8.56 (clinical isolate SA1) and 8.51 (MSSA
ATCC 29213), was observed for A. vulgare oil at a concentration 2048 pg/mL, when combined with oxacillin. At
the same concentration, A. vulgare oil caused an adverse interaction in MRSA ATCC 43300 with a FICI of 5.78.
This antagonistic effect was also observed at a concentration of 1024 pg/mL with the MSSA clinical isolate, SA1
(FICI 4.30), and the reference strain, ATCC 29213 (FICI 4.27). Indifferent relationships were displayed in all
other combinations for both agents. Interestingly, a significant increase in MIC of oxacillin was observed when
combined with A. vulgare oil at two lowest concentrations tested (32 and 16 ug/mL). In these cases, the MIC
values rose by approximately 1/3 and 3/4, respectively, when compared to the MIC of the antibiotic alone, against
MSSA ATTC 29213. In combination with oxacillin, C. nucifera and E. guineensis oils also exerted antagonistic
properties in all tested strains, at a concentration of 2048 ug/mL (FICI 4.02-6.28). C. nucifera oil showed the
strongest antagonistic effect for MRSA ATCC 43300 strain, followed by MRSA clinical isolate SA1 and MSSA
ATCC 29213 strain (FICI values were 6.28, 6.03, and 4.09, respectively). E. guineensis oil exerted similar antago-
nistic activity in MSSA ATCC 29213, MRSA clinical isolate SA1, and MRSA ATCC 43300 strain, with FICI values
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29213 1.67 242 0.06 8.51 | 0.06 4.27 | 0.06 2.16 |0.23 120 |0.44 0.80 | 1.11 093 | 222 147 |2.89 1.80
43300 56.89 | 356 1 578 |1 290 |6 155 |7 0.84 | 21.67 0.74 | 30.22 0.71 | 43.56 0.86 |53.33 0.98
SAl 2 240 0.06 8.56 | 0.06 4.30 |0.07 2.17 (021 1.17 | 041 0.74 | 0.63 0.58 | 1.06 0.66 | 1.88 1

29213 0.72 512 0.06 4.09 |0.71 298 |0.32 144 ]0.38 1.02 |0.71 1.23 | 0.94 143 | 239 337 |2 2.80
43300 49.78 | 327 1 6.28 |1 315 |1 1.59 |6.89 092 | 14.22 0.68 |21.33 0.62 | 28.44 0.67 |32 0.69
SA1 2 241 0.06 6.03 | 0.06 3.03 |0.08 1.54 028 0.89 |0.58 0.67 |1 0.69 | 1.33 0.76 |2 1.05

29213 0.75 427 0.06 4.88 | 0.06 248 | 0.09 1.32 031 1.02 |0.53 1 0.69 1.08 |0.78 1.11 | 0.56 0.78
43300 56.89 | 512 1 4.02 |1 202 |7 112 | 15.78 0.78 | 19.56 0.59 |32 0.69 | 37.33 0.72 | 42.67 0.78
SA1 2 427 0.06 4.83 | 0.07 243 021 1.30 |0.40 0.80 |0.89 0.74 | 1.53 093 |2 1.08 |2 1.04

Table 2. Combinatory effect of crude palm seed oils and oxacillin against Staphylococcus aureus determined
by checkerboard method. Data are presented as average of three analyses, each performed in triplicate.

S. aureus Staphylococcus aureus, MIC minimum inhibitory concentration, FICI fractional inhibitory
concentration index, OXA oxacillin. Bold values: antagonism (ZFIC > 4).

29213 053|256 0.01 4.01 [0.01 201 |0.01 1.02 |0.58 161 |0.67 151 |0.78 1.6 |0.89 175 |0.78 L5
33591 | 683|256 8 4.01 |8 201 |8 101 |319.56 |0.97 |853 L5 | 1024 1.63 | 1024 15 | 1024 1.53
33592 |569 |256 8 4.01 |8 201 |8 101 |112.89 |07 |512 115 | 682.49 1.33 | 568.89 | 1.06 |512 0.97
43300 4622 [242 2 428 |2.22 217 | 267 L12 911 073 3378 |1 103.11 236 |110.22 |245 |67.56 | 149
PMRSA 19956 (256 |1 401 |1 201 |1 Lot [s22 |05 [112 138 | >128 | >141|128 135 | 128 132
BAA976 |32 | 256 0.83 4.03 |0.83 2.03 |0.83 1.03 |19.56  |1.11 |8533 |292 |128 41311886 |3.78 |64 2.03
SA1 144|256 0.13 4.09 |0.13 2.09 |0.13 1.09 |0.39 077 |1 094 |1.78 1.36 | 1.89 137 |2.22 1.57
SA2 67.56 | 256 2 4.03 |2 203 [7.11 L1l |24 086 [74.64 |1.36 |92.44 149 8533|133 |7467 |L14
SA3 047 |256 0.06 4.13 |0.06 213 |0.06 113 (05 1.56 [0.83 201 |0.61 1.24 | 117 253 | 0.69 1.49
Table 3. Combinatory effect of lauric acid and oxacillin against Staphylococcus aureus determined by
checkerboard method. Data are presented as average of three analyses, each performed in triplicate.
S. aureus Staphylococcus aureus, MIC minimum inhibitory concentration, FICI fractional inhibitory
concentration index, OXA oxacillin, LA lauric acid. Bold values: antagonism (XFIC > 4).
of 4.88, 4.83, and 4.02, respectively. The rise of oxacillin MIC, when combined with the lowest concentrations
(16-64 ug/mL) of the tested oils, was even more pronounced with C. nucifera. It induced an increase of MIC in
MSSA ATCC 29213 strain up to more than two times. A slight increase of oxacillin MIC was also detected in
ATCC 29213 strain at a concentration of 0.32 ug/mL of E. guineensis oil.
Antagonistic growth-inhibitory effect of lauric acid with oxacillin against S. aureus. As men-
tioned above, GC-FID analysis revealed LA to be the predominant fatty acid in all tested oils. Based on this
result, the susceptibility of nine S. aureus strains to oxacillin, LA, and a combination of oxacillin and LA was
investigated using the same methodology as that used for palm oils. As shown in Table 3, MIC values of oxacillin
ranged from 0.53 to 683 pg/mL. MIC values of LA were the same for all S. aureus strains at 256 ug/mL, except
for MRSA ATCC 43300, where the MIC of LA decreased to 242 pg/mL.
Scientific Reports | (2021) 11:177 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-80481-0 natureresearch



www.nature.com/scientificreports/

A)

In(OD*100)

In(OD*100)

—i -1024 (SA 29213) == 256(5A 29213) <eshe+ 32 (5A29213)
— B 1024 (SA 43300) — 41— 256(SA 43300) <o 32 (SA43300)
—& -1024 (SA 1) — 9= 256(34 1) copes 32(3A1)

5 B) 5
4.8 4.8
4.6 4.6
4.4 4.4
4.2 2

4 4
3.8 8
3.6 3.6

O N & O ™~ 0 O

10.5
11.5
12.5
135
235

hour

4.8 4.8

4.6 4.6
4.4 4.4
4.2 4.2

4

In(OD*100)
~

3.8 HA
L nne, A

uﬁu‘u“:;fﬁf

3.6
34
3.2

3
O N & © N~ 0 O

11.5
12.5
13.5
23.5

n
o
hour -

O N & O N ®© O i

o
-

.‘.A.‘-A'"A'"A"""‘A'ﬁi-‘-A-“A"
¢ s ®

11.5
12.5
13.5
23.5

hour

=== control growth (SA 29213)
=== control growth (SA 43300)

=== control growth (5A 1)

Figure 1. Growth curves of Staphylococcus aureus strains upon different concentrations of hydrolyzed palm
oils or lauric acid ((A)—Astrocaryum vulgare oil; (B)—Cocos nucifera oil; (C)—Elaeis guineensis oil; (D)—
lauric acid) determined spectrophotometrically. SA Staphylococcus aureus, OD optical density.

Subsequently, FICI values were calculated and the effect of combinations was analysed. Antagonistic mode
of action was observed for LA at a concentration of 1024 pg/mL, when combined with oxacillin (FICI values
were 4.01-4.28) in all tested S. aureus strains; the strongest antagonistic interaction was exhibited for the MRSA
ATCC 43300 strain. Other combinations of concentrations revealed indifferent relationships, except for a com-
bination of LA at 32 pug/mL with oxacillin against the S. aureus ATCC BAA 976 strain. In this case, the MIC of
oxacillin increased four times, to 128 pg/mL, and the FICI value was 4.13. In all tested bacterial strains, rise of
MIC values of tested antibiotics occurred when combined with LA at certain concentrations (16-256 ug/mL),
up to two times with the average increase by nearly two-thirds.

To determine whether the hydrolyzed seed oils of A. vulgare, C. nucifera, and E. guineensis and LA influence
the growth of S. aureus strains, the analysis of growth curves of three S. aureus strains, namely ATCC 29213,
ATCC 43300, and clinical isolate SA1, was performed. According to Fig. 1, the graphical evaluation of bacterial
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growth upon increasing concentrations of hydrolyzed oils and LA revealed decreasing growth rate and increase
in generation time for all tested S. aureus strains.

Discussion

In our study, crude seed oils rich in MCFAs, hydrolyzed by porcine pancreatic lipase, and LA showed in vitro
growth-inhibitory effect against reference strains and clinical isolates of S. aureus. As per the results of GC
analysis, the oils used for antibacterial testing were of standard composition, as reported by other groups, who
also identified LA as the major constituent of A. vulgare*®, C. nucifera®, and E. guineensis oils®. In this study,
the MIC values of LA against the tested S. aureus strains (242-256 pg/mL) were comparable to those reported
by other authors. For example, Batovska et al.*? reported an MIC values for LA, measured by the macrodilution
method against S. aureus strains at > 125 pg/mL. Moreover, Nitbani et al.>! reported the antibacterial activity of
LA isolated from C. nucifera oil against S. aureus. In contrast, Parsons et al.>* determined an MIC value of 50 pg/
mL (250 uM) for LA against S. aureus, using the broth microdilution method. Similarly, Kelsey et al.>* observed
MIC values equal to 50 ug/mL of LA against three different S. aureus strains, using turbidimetry with visual
evaluation and ethanol as a solvent; however, these variations could be caused by the different methodologies
and S. aureus strains used. To the best of our knowledge, there is only limited information on the antibacterial
properties of palm oils rich in MCFAs. Free-fatty acids are known to have antibacterial activity in contrast with
those bound to triglycerides?”. As described by various authors previously*®*?, the antistaphylococcal effect of
fatty acids is induced by disruption of bacterial cell membrane resulting in its destabilization by inducing tubule
formation on the lipid bilayer and cell lysis; thus, the antimicrobial activity of oils containing fatty acids is facili-
tated only upon hydrolysis of triglycerides®*=*%. In contrast, Ubgogu*® showed that E. guineensis oil exerted slight
antibacterial effect on S. aureus, without getting hydrolyzed, using the disc diffusion technique. This result is the
opposite of that observed in this study, where the oils acted as an antibacterial only after being hydrolyzed by
the porcine pancreatic lipase. Rossato et al.>* also observed no antistaphylococcal activity of unhydrolyzed A.
vulgare oil. Results of in vitro screening of C. nucifera oil and other MCFA-containing fats, with lipolytic enzymes
that simulated gastric conditions in piglets, showed a significant change in suppression of gut microbiota (total
anaerobes and E. coli)®. This finding suggests that MCFA-rich oils exert their antibacterial effects after enzymatic
hydrolysis by lipases synthesized in the gastrointestinal tracts of humans and other animals.

Studies on the combinatory effect of MCFAs and their esters with different organic acids, inorganic com-
pounds, and antibiotics against various bacteria, including S. aureus, can be found in literature?**>*”¢. However,
the findings of these studies markedly vary, depending on the class of antimicrobial agent used. For example,
Kitahara et al.*” observed synergistic interaction of LA at 50 ug/mL with gentamicin (FICI values were 0.25-0.31)
and imipenem (0.13-0.25) and indifferent interactions of LA (50 pug/mL) with ampicillin and oxacillin, against
MRSA clinical isolates. Similarly, Hess et al.>” observed indifferent interactions of the LA-ampicillin or vanco-
mycin combination against S. aureus biofilms and a synergistic interaction between LA and streptomycin. We
observed indifferent antistaphylococcal action of oxacillin and LA (50 pg/mL); however, increasing the amount
(=1024 pg/mL) of LA, produced strong antagonism in the presence of the antibiotic. The reason for the lack of
antagonism in Kitahara et al.*’ and Hess et al.”” could be the concentration of LA used in the study, which prob-
ably did not reach a sufficient value for the antagonism to be exerted. There is no information on the interaction
of palm oils rich in MCFAs as their antibacterial activity was not confirmed in the study>**® because hydrolysis
of oils was not performed®.

From the results presented in this study, it is not possible to infer by which mechanism the antagonism
between LA, tested oils and oxacillin occurs. Nevertheless, the detected prolongation of the generation time
resulting in the decrease of specific growth rate arising with increasing concentrations of LA and LA-rich tested
palm oils indicates that a possible mechanism underlying the antagonistic interactions between tested compounds
might lie in the halting of cell division caused by LA/A. vulgare/C. nucifera/E. guineensis oil. It can be assumed
that while the LA temporarily prevents the growth of bacterial cells, oxacillin is not able to properly exert its activ-
ity. However, it is not just the membrane lipid structure that can change under the influence of exogenous lipids
but the protein structure as well. Other factors including membrane strain may account for the organization of
membrane proteins®. It can be hypothesized that under increased membrane strain, such as after the treatment
of lipid bilayers with high concentrations of LA*, membrane protein function is altered®. Such a circumstance
can affect the antibacterial activity of oxacillin, which strongly depends on its ability to inhibit bacterial cell wall
synthesis by preferentially binding to penicillin-binding proteins (PBPs) that are located inside the bacterial
cell wall®!. Therefore, oxacillin probably becomes ineffective after change in PBP function, induced by LA. As
membrane protein stability also depends on membrane energetics, LA can reduce membrane fluidity and dis-
rupt the electron transport system, perhaps by restricting the movement of carriers within the membrane**. The
eventual impairment of membrane electron carriers can lead to a change in the intracellular and extracellular
pH, which can cause the precipitation of PBPs®? and make them to lose the ability to interact with oxacillin. In
addition, the change in extracellular pH can affect chemical structure of oxacillin as this drug is highly unstable
in acidic environments®. Moreover, S. aureus is known to produce persisters, which are representing a fraction
of the bacterial population that exhibits tolerance to antibiotics in response to various stresses®. According to
the finding of Peyrusson et al.%%, S. aureus in the presence of high concentration of various antibiotics including
oxacillin showed a biphasic killing manner, meaning that a bulk of the bacterial population was susceptible and
rapidly killed while a subpopulation with a slower killing rate was persisting for a much longer period of time,
in addition showing the reversibility of the phenotype after antibiotic removal. Therefore, another possible
explanation of antagonism between oxacillin and LA/LA-rich palm oils, can be in inducing persister cells of S.
aureus in the presence of high concentrations of tested compounds.
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Food-drug interactions are a major threat to safe and effective oral pharmacotherapy and can result in
decreased bioavailability of a drug, which predisposes the patient to treatment failure, increases the risk of adverse
events, and may even precipitate toxicities'>*°. For this reason, coadministration of a drug with specific foods
is noted in medical leaflets. Generally, food intake can influence the effectiveness of an antibiotic®”. Ingestion
of food, dietary fiber, or milk reduces the bioavailability of most antibiotics, including some penicillins®®. For
example, minerals in milk and cheese create complexes with antibiotics that decrease their absorption®, and as
seen in the case of isoxazolyl penicillins, when administered shortly before or after a meal, delayed gastric empty-
ing and increased acidity interfere with their absorption”. The consumption of coconut oil and related products
is currently growing among certain populations, for the claimed health benefits associated with cardiovascular
disease and weight loss”!. On the other hand, recommendations of lowering intake of saturated fatty acids and
replacing them with unsaturated fatty acids exist in order to reduce risk of atherosclerosis and type-2 diabetes’>"*.
The average concentration of LA in human serum of healthy adult male and female blood donors, ages ranging
from 18 to 55 years, was found to be <10 ug/mL’. It has, however, been proven that higher (14.2-140 g/day)
intakes of MCFAs in diet may result in higher concentrations of high density lipoprotein cholesterol than found
with long-chain fatty acids, highlighting the importance of considering chain length when measuring the effect
of dietary saturated fatty acids on lipid profile’>. Moreover, in a high-carbohydrate, high-fat diet, the increases
in systolic blood pressure and diastolic stiffness in the heart were inhibited in mice with diet enriched by vir-
gin coconut oil, composed predominantly of LA, at concentrations of 200 g/kg’®. Our results showing strong
in vitro antagonistic effect of oxacillin with LA or LA-rich palm oils at concentrations > 1024 pg/mL (meaning
approximately >1.113 g/kg; 1 g/kg of body mass) suggest that simultaneous administration of these agents can
negatively affect their pharmacological properties. The recommended intake of fats in the diet of men is estimated
to be around 65 g/day (daily energy intake 2000 kcal with fats representing 30% of it)””. According to FAO,
average energy requirement of an adult female is 2410 kcal/day and of an adult men is 3100 kcal/day. Counting
daily intake of fats as 30% of total energy requirement, the daily intake of fats can be estimated to be 80 g/day
for women and 103 g/day for men. Studies on coconut oil supplementation in diet usually focus on the addition
of the oil in range 20-50 g/day’®-8.. Nevertheless, there have been reports on even higher daily consumption
of coconut oil reaching up to 80 g/day®*-34. Therefore, the observed antagonistic action between LA-rich oils/
LA may be important especially in high-fat diets. Thus, our results showing strong in vitro antagonistic effect
of oxacillin with LA or LA-rich palm oils suggest that simultaneous administration of these agents in high,
but still reachable concentrations can negatively affect their pharmacological properties in the treatment of S.
aureus. The risk of antagonistic interactions between oxacillin and LA-rich oils might be primarily important
to systemic application, as their antibacterial effect is attributed to fatty acids unleashed from triglycerides only,
therefore the topical application of LA-rich oils such as A. vulgare/C. nucifera/E. guineensis should not influence
the antibacterial activity of oxacillin. But, according to Verallo-Rowell et al.**, 5 mL of extra virgin coconut oil
applied two times a day on the affected areas that include the test sites is able to decolonise skin from S. aureus
in adults with atopic dermatitis. This discrepancies between the theoretical background and practice can be
debited to the lipolytic activity of skin microbiota, including staphylococci®, highlighting the importance of
possible negative effect of LA-rich oils on topical treatment of S. aureus. Moreover, LA was previously tested
in vitro at concentration of 0.24-500 ug/mL to evaluate its antibacterial properties against various bacteria
causing inflammatory acne vulgaris, including S. aureus, proposing it as an promising remedy in the treatment
of staphylococcal skin infections®”. However, the mentioned tested concentrations of LA were not high enough
for the antagonism with oxacillin to be exerted. Nevertheless, these hypotheses must be confirmed by further
in vitro and in vivo tests and clinical trials because physiological processes can also induce changes in antibacte-
rial activity of tested compounds.

In summary, this in vitro study revealed a concentration-dependent antagonistic effect between A. vulgare,
C. nucifera, and E. guineensis oils when combined with oxacillin in higher amounts against various strains of
S. aureus. The strongest antagonism was observed for A. vulgare oil, which contains the highest amount of LA.
This compound was identified as the main agent responsible for antagonistic antistaphylococcal action of all
oils assayed. To the best of our knowledge, this is the first study to report the antagonistic interactions between
these agents. The mechanism underlying the antagonistic action of tested agents probably acts at the cellular level
and is linked to the cell membranes. These findings suggest that interference between oxacillin and palm oils
and their constituents can negatively affect the treatment of staphylococcal infections in humans and animals.
However, these assumptions are based on in vitro tests and the negative interactions of the above-mentioned
combinations should be confirmed by in vivo trials.

Methods

Chemicals and samples preparation. LA, C. nucifera and E. guineensis oils, and oxacillin sodium mono-
hydrate were obtained from Sigma-Aldrich (Prague, CZ). A. vulgare oil was purchased from Sweet Natural
Botanicals (Panama City, FL, USA). LA and A. vulgare, C. nucifera, and E. guineensis oils were dispersed in dime-
thyl sulfoxide, which was previously proposed for sparingly soluble substances®, including the LA* and palm
0il’%; and emulsified using Tween 80 (Sigma-Aldrich, Prague, CZ), that is a common procedure of hydrophobic
sample preparation®’, not influencing the antibacterial properties of tested compounds when used in recom-
mended concentrations®>*. Complete dissolution of LA was achieved by heating (70 °C for 10 min) it in an
ultrasonic-bath. Analysed plant oils were selected based on the high content of LA as described in literature®*°.
Hydrolysis of oils, to induce antimicrobial properties, was achieved by adding 5 x 10~ mg/mL of porcine pancre-
atic lipase (Sigma-Aldrich, Prague, CZ) and shaking for 1 h in a water-bath heated to 37 °C. Degree of hydrolysis
of oils was dependent on the lipolytic activity of the enzyme. One unit of porcine pancreatic lipase hydrolyzes
1.0 microequivalent of fatty acid from triacetin in 1 h at pH 7.4, at 37 °C.
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Bacterial strains and media. In this study, nine S. aureus strains were tested. Five reference strains includ-
ing methicillin sensitive (MSSA) ATCC 29213, MRSA ATCC 33591, ATCC 33592, ATCC 43300 and ATCC
BAA 976 were purchased from Oxoid (Basingstoke, UK). Three clinical isolates of drug resistant S. aureus (SA1,
SA2, and SA3) and one epidemic MRSA strain (EMRSA-15) were obtained from the Motol University Hospital
(Prague, CZ). Oxacillin, gentamicin, tetracycline, and penicillin were used as markers of the antibiotic resistance
as it has been previously determined®’-*. Based on the MIC values, clinical isolates were identified to be resistant
to: SAl—resistant to gentamicin (MIC 8 pg/mL) and tetracycline (MIC 8 pg/mL); SA2—resistant to oxacillin
(MIC 68 pug/mL), gentamicin (MIC 16 pug/mL) and tetracycline (MIC 8 ug/mL); SA3—resistant to gentamicin
(MIC 8 pug/mL) and penicillin (MIC 18.67 ug/mL); EMRSA-15—resistant to oxacillin (MIC 99.56 pg/mL) and
penicillin (MIC 16 pg/mL). The clinical isolates were identified using matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), as described previously by Rondevaldova et al.*®. Bacterial
stocks were stored at 4 °C on Miiller-Hinton agar (Oxoid, Basingstoke, UK). Working cultures were maintained
in Miiller-Hinton broth at 37 °C for 24 h before testing.

Determination of fatty acid composition. To evaluate fatty acid composition of oils obtained from A.
vulgare, C. nucifera, and E. guineensis, alkaline trans-methylation of fatty acids was carried out as described by
Raes et al.'®’. Analysis of methyl esters was performed using gas chromatography (GC) with the HP 6890 chro-
matograph (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA), equipped with a 60 m DB-23 capillary column
(60 m x0.25 mm x 0.25 um) and a flame-ionization detector (FID); split injections were performed using an Agi-
lent autosampler. A total of 1 pL of standards in hexane were injected in split mode (1:40 ratio) into the injector,
heated to 230 °C. The column temperature was initially set at 120 °C for 6 min then programmed to 170 °C at a
rate of 15 °C/min. The temperate gradient was further configured to 210 °C at the rate of 3 °C/min and held for
13.5 min. Finally, the temperature was programmed to 230 °C at the rate of 40 °C/min and held for 7 min. Nitro-
gen was used as the carrier gas, at a flow rate of 0.8 mL/min. Supelco 37 Component FAME Mix, PUFA 1, PUFA
2, PUFA 3, trans-vaccenic acid, and a mixture of conjugated isomers of linoleic acid (Sigma- Aldrich, Prague, CZ)
were used as standards. Fatty acids were identified based on retention times with respect to standards.

Evaluation of minimum inhibitory concentrations and antagonistic combinatory effect. ~ Using
guidelines of the Clinical and Laboratory Standards Institute!”!, the antibacterial activities of oxacillin; oils
extracted from A. vulgare, C. nucifera, and E. guineensis; and LA were evaluated in vitro by the broth microdilu-
tion method, modified as per the recommendations of Cos et al.'%, for effectively assessing the anti-infective
potential of the natural products. Antistaphylococcal effect of a combination of oxacillin/LA or oxacillin/palm
oil was tested in vitro using the microdilution broth checkerboard method, as described in the Clinical Microbi-
ology Procedures Handbook'®*. The determination of MIC of oxacillin, palm oils and LA, as well as oxacillin/LA
or oxacillin/A. vulgare oil/C. nucifera oil/E. guineensis oil combinatory effect evaluation by FICI was performed
in 96-well microtiter plates. For the testing of combinatory effects, eight twofold serial dilutions of oxacillin were
placed in the horizontal rows of the plate and were subsequently cross-diluted vertically by eight twofold serial
dilutions of the test compound (palm oil or LA), resulting in 64 different combinations of concentrations. The
initial concentration for palm oils was 4096 pg/mL and for LA 2048 ug/mL; the starting concentration of anti-
biotic was adjusted according to the tested strain. The microtiter plate assay was performed using the automatic
pipetting platform, Freedom EVO 100 equipped with a four-channel liquid handling arm (Tecan, Mannedorf,
CH). Cation-adjusted Miiller-Hinton broth, equilibrated to a final pH of 7.6 with Trizma base (Sigma-Aldrich,
Prague, CZ) was used as growth medium. Buffering the culture media was performed to ensure the stability of
oxacillin that is known to decrease under the low pH conditions®. Inoculation of the plates was carried out using
bacterial suspensions, at a final density of 5% 10° CFU/mL, standardized using Densi-La-Meter II by adjust-
ing turbidity of the microorganism suspension to 0.5 McFarland standard. Next, incubation at 37 °C for 24 h
was performed. Evaluation of bacterial growth was performed spectrophotometrically using multimode reader
Cytation 3 (BioTek Instruments, Winooski, VT) at 405 nm. MIC values were expressed as the lowest compound
concentrations that resulted in>80% growth reduction compared to that of the agent-free growth control. The
lipase added to the Miiller-Hinton broth, in concentrations ranging from 0.005 to 9.77 x 10~ mg/mL did not
affect the growth of any strain of S. aureus tested when assayed as a negative control. FICI values were deter-
mined as XFIC, derived from the equation,

Y. FIC = FIC4 + FICp
FIC _ MICy (m the presence of B) and FIC _ MICg(in the presence of A)

where,
Accordmg to the Value of I‘)IC three dlfferent effects cou(ld be observed according to Odds'*—synergy
(XFIC<0.5), indifference (XFIC > 0.5-4), and antagonism (XFIC >4). All compounds and their combinations
were tested in three independent experiments, each carried out in triplicate; MIC values and FICs presented in
this paper are average values.

Growth rates determination. To evaluate the influence of tested palm oils and LA concentrations on
parameters of the S. aureus growth, standardised microdilution assay was used'®. Briefly, the determination
in 96-well microtiter plates where eight two-fold serial dilutions of tested compound (LA or A. vulgare/C.
nucifera/E. guineensis oil emulsion cleaved by porcine pancreatic lipase as described previously) starting at con-
centration 4096 pg/mL in cation-adjusted Miiller-Hinton broth was performed. Next, the plates were inocu-
lated with bacterial suspensions at a final density of 5x 10° CFU/mL, standardized using Densi-La-Meter II by
adjusting turbidity of the microorganism suspension to 0.5 McFarland standard, same as in case of MIC and
FIC determination. Subsequently, incubation at 37 °C was performed, measuring the absorbance of each well
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spectrophotometrically by multimode reader Cytation 3 (BioTek Instruments, Winooski, VT) at 405 nm every
half-to-one hour for 14 h and after 24 h.

Data availability
The datasets generated during and/or analysed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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