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Studium ztrat tokoferolii vyvolanych oxidovanymi lipidy v
modelu traviciho traktu

Souhrn

Cilem této prace bylo zjistit miru ztrat tokoferolti vyvolanych oxidovanymi lipidy v modelu
traviciho traktu. K této praci byl pouzit in vitro model traviciho traktu, aby bylo mozné
simulovat realné podminky. Sledovany byl zejména o -tokoferol, pficemz pokusy byly
provadény na fepkovém oleji, ktery byl oxidovan zahiatim na 60 °C a 180 °C. Piedpoklad pro
vyzkum byl, Ze oxidované lipidy vedou k vyznamnym ztratam tokoferolit v modelu traviciho
traktu. Cilem teoretické ¢asti bakalaiské prace bylo zpracovat literarniho piehled zaméfeny na
reakce probihajici v lipidech za zvysené teploty a reaktivitu produkt vznikajicich pfi téchto

reakcich a jejich toxicitu.

Kli¢ova slova: vitamin E, antioxidant, olej, travici procesy, smazeni



Study of tocopherol losses caused by oxidized lipids in in
vitro model of the gastrointestinal tract

Summary

The aim of this work was to determine the rate of tocopherol loss induced by oxidized lipids in
a digestive tract model. An in vitro model of the digestive tract was used for this work in order
to simulate real conditions. In particular, a-tocopherol was monitored, and the experiments were
performed on rapeseed oil, which was oxidized by heating to 60 ° C and 180 ° C. The premise
for the research was that oxidized lipids lead to tocopherol losses in the digestive model. The
aim of the theoretical part of the bachelor thesis was to map a focused overview of each reaction
in lipids in the reaction of the literature reaction and the reactivity of products arising from these

reactions and toxicity.

Keywords: vitamin E, antioxidant, oil, digestive processes, frying
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1. Uvod
Smazen¢ jidlo patii k nejpopularnéjsim pokrmiim napiic celym svétem. Konzumace smazenych
potravin je oblibené praveé kvuli latkdm, které pii smazeni vznikaji, ale maji i svou stinnou
stranku, které se bude vénovat tato prace. Oblibenost fastfoodil je stadle markantni a velmi casto
se stavi do korelace mezi ¢astym pozivanim smazenych potravin a vznikem mnoha obtizi jako

cirhozy.

Ve smazici lazni vznikd mnoho toxickych, karcinogennich ¢i genotoxickych latek. Kromé
zndmého akrylamidu a heterocyklickych amini vznikaji ve smazici lazni produkty
oxidovanych lipidi a jejich dalsi produkty. Velmi ¢asto zminovanym fenoménem je dnes téma
oxida¢niho stresu v lidském organismu. Bylo jiz ptesvédéivé prokazano, Ze konzumace
oxidovanych tuki zvySuje miru oxida¢niho stresu in vivo traviciho traktu, ale mira této
skute¢nosti zatim neni dostate¢né probadéana. Je nutno podotknou, Ze vétSina obtizi spojenych

s konzumaci smazenych potravin je multifaktoridlniho charakteru a byva obtizngjsi nalézt

ptesnou miru a dany vliv.

Experimentalni ¢ast navazuje na diplomovou praci inzenyrky Anety Johanidesové a predchozi
diplomovou praci inZzenyrky Kamily Karoliny Vejdovské. Obé tyto prace se vénovaly miie ztrat
a-tokoferolu vlivem oxidaénich produkti lipida. V navaznosti na tyto prace vznikl, kromé této
bakalaiské prace i védecky &lanek doktorky Moniky Sabolové (CZU) s nazvem ,,Ability of
oxidized plant oils to initiate a-tocopherol losses during in vitro gastrointestinal digestion pod

vedenim docentky Zuzany Réblové (VSCHT Praha). Tento ¢lanek teprve bude publikovan.

Cilem experimentu této bakalafské prace bylo navazat na jiZ zminénou diplomovou praci a
prohloubit znalosti v oblasti ztrat a-tokoferolu vyvolanych oxidovanymi lipidy po prichodu in

vitro modelem traviciho traktu.



2. Cil prace
Hypotéza: Oxidované lipidy vedou k vyznamnym ztratam tokoferoltt v modelu traviciho

traktu.

Cile prace: Cilem teoretické ¢asti bakalaiské prace bude zpracovani literarniho pichledu
zaméfeného na reakce probihajici v lipidech za zvySené teploty a reaktivitu produktd
vznikajicich pii téchto reakcich. V praktické casti budou sledovany ztrdty tokoferolu

zpusobenych oxidovanymi tuky v modelu traviciho traktu.



3. Literarni ¢ast

3.1. Reakce probihajici pri tepelné oxidaci tukii a oleji a béhem smaZeni
K tepelné oxidaci tukii a oleji dochazi vyznamné v pribé¢hu smazeni. Smazeni je volné
definovano jako tepelnd uprava potravin (pokrmit), které jsou zcela nebo ¢aste¢né ponoiené do
tuku ¢i oleje o teploté ptiblizné 150 °C — 200 °C, v zavislosti jaky pokrm se pfipravuje a jaky
typ oleje se pouziva (Smoke Point of different Cooking Qils).

Vhodnost oleje pro smazeni je definovana tzv. koutovym bodem, ktery udava teplotu, kdy se
olej nebo tuk zacina tzv. ,prepalovat®. Bod udava, pii jaké teploté se tuk za¢ne vyznamné
tepelné rozkladat za vzniku viditeIného mnozstvi t¢kavych degradacnich produktii. Pro smazeni
je vhodny olej s vysokym koufovym bodem. Za timto ucelem se provadi u oleju rafinace,
jelikoz oleje lisované za studena, jako napiiklad panensky olivovy olej, maji nizky koufovy

bod, a jsou tedy pro smazeni nevhodné (Mishra & Manchanda, 2012).

Vhodnost oleje pro smazeni zavisi i na obsahu nenasycenych mastnych kyselin, vzhledem
k jejich niz8i odolnosti vici oxidaci. V béznych tucich a olejich je pfitom nejnachylngjsi

k oxidaci kyselina linolenova (Gunstone, 2009).

Rychlost chemickych zmén je ovlivnéna pomérem stycné plochy povrchu oleje vii¢i mnozstvi
oleje, pficemz ve fritézdch s menSim sty¢nym povrchem dochazi ke zpomaleni oxidace.
Intenzita probihajicich reakci zavisi rovnéz na dopliovani Cerstvého oleje a koncentraci
kysliku. Vysoké teplota smaZeni, poCet smaZeni, obsah polyvalentnich iontl kovi snizuji
oxida¢ni stabilitu a chutovou kvalitu oleje. Tokoferoly jako ptfirodni antioxidanty a BHA
(butylhydroxyanisol), BHT (butylhydroxytoluen), PG (propylgalat), TBHQ (tercialni
butylhydrochinon) jako syntetické antioxidanty, snizuji rychlost oxidace oleje, ale pii
vzrastajici teploté smazeni snizuji svou ucinnost. Na obrazku 1 je znadzornéna struktura
tokoferold a na obrazku 2 je zobrazena struktura ostatnich syntetickych antioxidantti (Gunstone,
2009).

10



E-vitamer R, R, Trivial names Chemical abstract names

Tocopherols
R1
H
e
R2 1 12™Me
Me 8
o-Tocopherol Me Me 5,7,8-Trimethyl 3,4-Dihydro-2,5,7,8-tetramethy|-2-(4",8, 12 -trimethyltridecyl)-
tocol? 2H-1-benzopyran-6-ol;
2,5,7,8-tetramethyl-2-(4’,8’,12"-trimethyltridecyl-6-chromanol.
B-Tocopherol Me H 5,8-Dimethyl 3,4-Dihydro-2,5,8-trimethyl-2-(4",8",12"-trimethyltridecyl)-
tocol 2H-1-benzopyran-6-ol;
2,5,8-trimethyl-2-(4",8’,12"-trimethyltridecyl)-6-chromanol.
¥-Tocopherol H Me 7,8-Dimethyl| 3,4-Dihydro-2,7,8-trimethyl-2-(4",8’,12"-trimethyItridecyl)-
tocol 2H-1-benzopyran-6-ol;
2,7,8-trimethyl-2-(4’,8’,12 -trimethyltridecyl)-6-chromanol.
8-Tocopherol H H 8-Monomethyl 3,4-Dihydro-2,8-dimethyl-2-(4",8",12’-trimethyltridecyl)-2H-1-
tocol benzopyran-6-ol;

2,8-dimethyl-2-(4’,8’,12"-trimethyltridecyl)-6-chromanol.

Obrazek 1: Struktura tokoferoli (Kamal-Eldin & Appelqgvist, 1996)

COOCH;

BHA BHT PG TBHQ

Obrazek 2: Struktura syntetickych antioxidanti (Gunstone, 2009)

Béhem smazeni vznika veliké mnozZstvi aromatickych sloucenin. Kyseliny linolova je
zodpovédna za Zadouci chut’. Z ni vzniké kyselina 4-hydroxy-2-nonanovd, 2, 4 — dekadienal,
nonalakton a trienaly, které dodavaji pokrmu typickou smazenou chut’ a viini. Chut’ je ovlivnéna
mnozstvim kysliku, jelikoz nizké hodnoty kysliku zptsobuji Spatnou a slabou chut’ a vysoké

hodnoty pachut’ (Choe & Min, 2007).

Vznikajici karbonylové slou¢eniny mohou reagovat s aminokyselinami, aminy a proteiny a
produkovat zadouci ofechové aroma, za které jsou zodpoveédné derivaty pyrazinu (Warner et

al., 1997).

11



Za negativni chutové vjemy jsou zodpovédné latky: butanal, pentanal, hexanal, heptan,
pentanol, 2-hexenal, heptanal, 1-okten-5-ol a 2-pentylfuran. Né¢které tékavé slouceniny
vznikajici pti fritovani jako 1,4-dioxan, benzen, toluen a hexylbenzen, nepfispivaji k chuti a

jsou zaroven toxické (Warner et al., 1997).

Béhem smazeni dochdzi kcelé tadé reakci mezi které paii hydrolyza a pyrolyza
triacylglycerolli, oxidacni a neoxidacni reakce mastnych kyselin. Vysledkem je zména
chemickych i fyzikalnich vlastnosti, které jsou popsany na obrazku 3. Na obrazku je dale
popsano jak pii opakovanim procesu smazeni a s dobou smazeni pfibyva polarnich latek, které
nasledné zrychluji oxidaci. Zaroven se zvysuje pénéni, viskozita a méni se barva (Choe & Min,
2007).

Vybrané reakce, budou popsany detailn&ji v nasledujici sekci.
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Obrézek 3: Zmény vybranych chemickych a fyzikalnich vlastnosti v prabéhu smazeni (Choe
& Min, 2007)
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3.1.1. Reakce triacylglycerolt
Mezi zékladni reakce triacylglycerolii pfi smazeni patii reakce zavislé na zvysené teploté. Dalsi
cast prace se veénuje neenzymatické hydrolyze, tedy rozpadu molekul triacylglycerolii za

piitomnosti vody a pyrolyze, rozpadu molekul z pti¢iny vysoké teploty (Chung et al., 2004).

3.1.1.1.  Hydrolyza
K hydrolyze triacylglyceroli dochazi predevsim enzymaticky, pisobenim lipaz. S timto typem
hydrolyzy se muZzeme setkat napiiklad pii traveni tukt v lidském travicim traktu. V zaludku se

zalude¢ni lipazou travi pfiblizne€ 10 % 30 % a zbytek se travi pankreatickou lipazou v duodenu

(Kittnar, 2011).

Lipidy se $tépi 1 neenzymaticky za podminek vysoké teploty a pfitomnosti vody. Olej, ktery pti
smazeni ma mnohem vyssi teplotu, nez je bod varu vody, zpiisobuje odpafovani vody z povrchu
smazené potraviny. Voda patii mezi slabé nukleofily a pii této teploté Stépi esterové vazby
triacylglicerolii na monoacylgyceroly, diacylglyceroly, gylcerol a rovnéz i volné mastné
kyseliny. Toto miizeme pozorovat na obrazku 4. Obsah volnych mastnych kyselin je ovlivnén
poctem opakovaného smazeni (Chung et al., 2004). Volné mastné kyseliny nasledné zptsobuji
snizeni koutového bodu a snizeni mezifazového napéti v jehoz disledku se zvySuje se pénivost

oleje. Pénivost je pospana na kiivce na obrazku ¢islo 3 (Sumnu & Sahin, 2008).

R R
o) o
R\"/D\/I\/O\"/R + HOH RYOH . HO\)\/O\H/R
0o o o 0
triacylglycerol fatty acid diacylglycerol

l:t>=c:| R>:°

(o)

0
R OH HD\//l\/OH
HO\A/O\I_r R + HOH Y +
O O
diacylglycerol fatty acid monoacylglycerol

Obrazek 4: Hydrolyza Triacylglycerola (Turner-Walker, 2012)
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Triacylglyceroly obsahujici kratké a nenasycené mastné kyseliny jsou rozpustnéjsi ve vodé a
snaze se hydrolyzuji nez ty, které obsahuji dlouhé a nasycené mastné Kkyseliny. Voda
v kapalném stavu hydrolyzuje olej rychleji nez ve stavu pary (Chung et al., 2004).

Volné mastné kyseliny obvykle sami o sobé vyrazn€ji neméni senzorickou jakost oleje,
podléhaji vSak snadnéji oxidaci. Dilezita je také skuteCnost, Zze monoacylgyceroly,

diacylglyceroly, glycerol a volné mastné kyseliny urychluji dalsi hydrolyzu (Naz et al., 2005).

3.1.1.2.  Pyrolyza

Pyrolyza je tepelny rozklad organického materialu bez ptistupu kysliku a na rozdil od hydrolyzy
se voda pyrolytické reakce netiCastni. Behem smazeni dochazi k pyrolyze triacylglyceroli za
vzniku volnych mastnych kyselin. Pfi vyssich teplotdch dochazi k tvorbé akroleinu, ktery je
pomérné jedovaty a drazdi dychaci cesty, o¢i a kizi. Na obrazku 5 je popsan proces vzniku
akroleinu, z néhoZz mtze nasledné vznikat akrylamid, jehoZ vznik je popsan na obrazku 6. velisek,
J.; Hajslové, J.: Chemie potravin 1., 3rd ed.; OSSIS: Tabor, 2009. V piipadech vyznamnéjsi expozice akroleinu miize
nastat 1 smrt. Vystaveni vysokym hladindm muZe také ovlivnit centralni nervovy systém a

akrolein je uvadén také jako mozna latka zptuisobujici rakovinu (Oso6rio & De Lourdes Cardeal,
2013).

\\
— -0 . ‘
O/C R ?Hg\)‘ﬁ—R -r—coon  §
Ne—r R-CO-0—C2, €0 §TOTCOR
7 | H CH,-0-CO—R
o) CH,-0—CO-R
anhydrid mastné kyseliny triacylglycerol
- CO y— y—
R l 2 (i:H3 (I,H—O -R-COOH (l,H—O
Ne=o c=0 — —  CH
rd - —_— O\ e N
R CH,-0-CO—R CH,—0-CO—R CH,
keton ester acetolu (hydroxyacetonu)  ester 3-hydroxypropanalu akrolein

Obrézek 5: Schéma vzniku akroleinu (Velisek & Hajslova, 2009)
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>—H NH, NH,
----------- —
HC OXIDACE
N\ \

CH,

Akrolein Akrylamid

Obrézek 6: Schéma vzniku akrylamidu z akroleinu (Gertz et al.,2003)

3.1.2. Reakce mastnych kyselin
Déle popsanych reakci se G¢astni mastné kyseliny vazané i volné. Béhem smazeni je rychlost
oxida¢nich reakci vétsi nez rychlost hydrolytickych. Pfi oxidac¢nich reakcich vznikaji
hydroperoxidy a nésledné nizkomolekuldrni latky, jako naptiklad aldehydy, ketony,
karboxylové kyseliny a alkany a alkeny s kratkym fetézcem. TéZ vznikaji dimery a polymery

diky radikalovym a Diels - Alderovym reakcim (Choe & Min, 2007).

3.1.2.1.  Oxidacni reakce
Oxidacnich reakci se ucéastni kyslik, jehoz mnozstvi reakce limituje. Z pocatku smazeni je
kyslik rozpustén v oleji. Jedna se vSak o relativné malé mnozstvi, které se rychle spotiebuje, a
dalsi kyslik se do oleje dostava pouze difuzi z okolni atmosféry. Oxida¢ni reakce mastnych
kyselin probihajici béhem smazeni jsou analogické reakcim probihajicim béhem skladovani
potravin, zejména rostlinnych. Pii vysokych teplotach vSak dochazi k oxidaci i nasycenych
mastnych kyselin a zaroveil nedochazi k hromadéni hyperoxidut, kviili vyssi rychlosti prubéhu

reakei (Velisek & Hajslova, 2009).
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100 keal/mole 50 kcal/mole 75 kcal/mole

¥ 4 13 12 M 10 9 v

CH;(CHy)y-CH,-CH=CH-CH;-CH=CH-CH, (CH,)s-COOH
Iniciace l o

13 12 11 10 9
CH3~(CH,)4~CH-CH-CH-CH-CH~CH,);~COOH

'l'rIm l + 0

12 11 10 9
CEy~(CHy)~CH-CH=CH-CH=CH~(CH,)~-COOH
Propagace 8 l o

12 11 10
(.’H;.4(’H3)4—(iH{TH=CH—('H=CH%('H1)77(1(’)(')H

B .

CH3—~(CH;)4~CH-CH=CH-CH=CH—(CH;);~COOH
|

o |

. N\
CH3—(CH,);- CH, +  NC-CH=CH-CH=CH-(CH,);- COOH
. /
Terminace H
+ H-

CH3—(CH,);— CH;

Obrazek 7: Stupné oxidace (Choe & Min, 2007)

Na obrazku 7 je zobrazena, prvni fazi oxidace mastnych kyselin, kterd se nazyva iniciace.
V tomto kroku musi dojit ke vzniku volného radikélu, coz je v pfipadé¢ smaZeni zplisobeno
zvysenou teplotou. Ke vzniku tohoto radikalu dochdzi odstépenim vodiku, ktery je v fetézci
mastné kyseliny poutan k uhliku nejslabsi vazbou. Rozdilna sila vazby vodik - uhlik u riznych
mastnych kyselin vysvétluje rozdil v rychlosti oxidace naptiklad kyseliny stearové, olejoveé,
linolové a linolenové. Vysledkem iniciace je alkylovy radikal mastné kyseliny (Choe & Min,
2007).

Ve druhé fazi, propagaci, reaguje radikal mastné kyseliny s pfitomnym kyslikem za vzniku
peroxidového radikalu, ktery znovu reaguje s vodikem vazanym na mastné kyseliné€ a vznika

hydroperoxid a novy radikal mastné kyseliny (Choe & Min, 2007).

Tato reakce se nazyva ,Retdzova reakce volnych radikalti v potravinach® a sekvence bude
pokracovat tak dlouho, dokud bude pfitomna zasoba reaktantli. Nutno vS$ak dodat, ze dochazi k
urCité ztraté alkylovych a peroxidovych radikalt kvali dimerizaci za vzniku stabilnich

produktu, které dale nepodporuji reakci (Choe & Min, 2007).

Treti faze, terminacni, je charakterizovana rekombinaci volnych radikald a tvorbou

neradikalovych tékavych a netékavych sloucenin. Jak je zobrazeno na obrazku 3, tak vétSina
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tékavych latek je odstranéna z oleje parou béhem fritovani. Mnozstvi t€kavych latek se znacné

1isi v zavislosti na druhu oleje.

v

Po primarni fazi oxidace piichazi faze sekundarniho stépeni, z néhoz nejvyznamné;jsi je rozklad
hydroperoxida. Hydroperoxidy se rozkladaji homolyzou peroxidové vazby na alkoxy radikaly
a hydroxy radikaly. Alkoxy radikal dale reaguje s jinymi alkoxy radikalem nebo se rozklada za
vzniku neradikalovych produkti (Choe & Min, 2007).

Reakce hydroperoxidii mastnych kyselin a jejich radikali mize probihat tfemi zékladnimi
zpusoby. Reakce které neméni pocet atomil uhliku maji za nasledek vznik cyklickych peroxida,
endoperoxidil, epoxykyselin, hydroxykyselin a oxokyselin. Pii 1yze, kdy produkty maji nizsi
pocet atomil uhliku vznikaji aldehydy, oxokyseliny a uhlovodiky. Tieti moZnosti je
polymeracni reakce, kdy vznikaji produkty o vy$S§im poctu atomt uhliku (Velisek & Hajslova,
2009).

3.1.2.2.  Neoxidacni reakce
Béhem smazeni (ale tieba také béhem deodorace rostlinnych oleji) dochazi ke tfem hlavnim
typtiim neoxidacnich reakci mastnych kyselin. Jedna se o izomeraci, polymeraci a cyklizaci.
Proces izomerace je zobrazen na piikladu olejové kyseliny na obrazku 8. Vysledkem jsou
predevsim trans-isomery MK. Trans nenasycené mastné kyseliny jsou €asto dne vyzivovych
hodnot srovnavany s nasycenymi mastnymi kyselinami. Jejich vliv na kardiovaskularni systém

anavztah k diabetu 2. typu je prokazan a zaroven probiha vyzkum (Velisek & Hajslova, 2009).

Obrazek 9 ukazuje strukturu vybranych cyklickych mastnych kyselin. Cyklické mastné
kyseliny odvozené od kyseliny olejové jsou nasycené. Naopak z linolové kyseliny vznikaji
produkty s jednou dvojnou vazbou a z linolenové kyseliny se dvéma dvojnymi vazbami
(Velisek & Hajslova, 2009).
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Ry_ = Ry <> R-CH-CHCHCHR —> R(\/\/Rz
. - 2 3

8 H
) V volny radikal \ mesomerni stav (E)-oktadec-8-enova kyselina
09
i R NP
R1\“/_\8/R2 1 R Ry (E)-oktadec-9-enovi kyselina
H H" 10
H\\ R —_R / « > R-CHCH-CHCHR —> Ry W L
. = 2

(Z)-oktadec-9-enova kyselina

volny radikal mesomerni stav (E)-oktadec-10-enova kyselina
Rl=(CH2)6-CH3
RZ=(CH2)6-COOH

Obrazek 8: 1zomerace kyseliny olejové (Velisek & Hajslova, 2009)

H;C COOH
\/\/\/\/U\/\CC)OH H3C\/\/\/\/\©/\/

3-111, 4-(2-nonylcyklopentyl)butanova 3-112, 3-(2-nonylcyklohexyl)propanova
kyselina kyselina
COOH
3-113, 9-(2-butylcyklopent-3-en-1-yl)nonanova 3-114, (92)-11-(2-methylcyklohexyl)undec-
kyselina 9-enova kyselina

HJC\/U=\/\/\/\/COOH HsC\O/R/\/\/\/ COOL

3-115, (92)-10-(2-propylcyklopent-4-en-1-yl)dec-9-enové 3-116, (92)-10-(2-methylcyklohex-5-en-1-yl)dec-
kyselina 9-enova kyselina

Obrézek 9: Hlavni typy cyklickych mastnych kyselin (Velisek & Hajslova, 2009)
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3.2.  Toxicita tuki a olejii po smaZeni
Vzhledem k mnozstvi probihajicich reakci pfi smazeni, nékteré produkty vykazuji toxicky
potencial. Akutni toxicita u tuki po smazeni neni nijak zvlast vysoka, avsak z chronického
hlediska vykazuji nékteré negativni i€inky. Pii dlouhodobé aplikaci na pokusna zvirata se snizil
jejich celkovy vrust a zaroven se zvysil pomér velikosti jater a ledvin k télu. Jatra vykazovala
ztunéni, znaky fibrozy a cirh6zy, coz nasledné muze vést ke ztraté funkce organu (Réblova &

Peprna, 2013).

Tento stav se nazyva ,Hepatonefromegalie”. Vysledkem miize byt tzv. ,Hepatorendlni
syndrom*®, kdy ledviny selhavaji v dusledku ztraty funkce jater, v tomto piipadé kvili cirhoze.
U lidi je tento jev spojen s tzv. Ascitem, coz je hromadéni volné tekutiny v duting bfisni (Lata
etal., 2013).

Déle byly pozorovéany v kardiovaskularni patologické zmény a to konkrétné morfologické
zmény srde¢niho svalu. Tyto zmény jako naptiklad hypertrofie srdce, chlopenni vady a
onemocnéni perikardu mohou piimo souviset s renalni insuficienci (Zemanek et al., 2001).
Mezi dalsi projevy dlouhodobé konzumace tuku po smazeni patii: vyssi krevni tlak,
aterosklerotické zmeény, vyssi vyskyt nadord, snizena glukézova tolerance, naruseni funkce
Stitné  zlazy a hemolyticka anémie. U aterosklerdzy se predpoklada vliv oxidace LDL
lipoproteint a to konkrétné oxidativni poskozeni lipida a ptitomnych bilkovin. Zvyseny vyskyt
nadorovych onemocnéni mize byt spojen s pfimou konzumaci kancerogennich latek, ale
zaroven muze byt zplsoben 1 latkami ovlivilujicimi expresy genill, exprimovani nékterych
onkogenil pak nasobi moznost vzniku rakoviny nebo embryondlni malformace. Mutagenita
tukli a oleji po smaZeni byla prokézana napiiklad Amesovym testem. Bylo zjiSté€no, Ze
konzumace smazenych potravin zvySuje u lidi riziko nadort tlustého stieva (Réblova & Peprna,

2013).

Zajimava je tato souvislost konkrétné s Ceskou republikou, jelikoZ se pravideln& umistuje na
pfednich pfickach vyskytu kolorektalniho karcinomu. Byva zdlraziovana korelace mezi
mnozstvim snéden¢ho mastného, potazmo smazeného jidla, vypitého alkoholu a vyskytem
rakoviny tlustého stieva. Na obrézku 10 je zobrazen trend incidence kolorektalniho karcinomu
nékterych stiedoevropskych zemi véetné CR. Viechny tyto vyse popsané obtize, jsou ale
multifaktorialniho charakteru, a tak je i jejich pfimé prokazani, respektive miry vlivu, slozité
(Dusek et al.,2014).
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Cancer registry Colorectal cancer incidence-ASR (E)
1990 2000 Trend 2007 Trend

1990-2000 2000-2007
Czech Republic 503 627 +25% 59.0 -6%
Germany, Saarland 58.8  61.7 +5% 58.7 -5%
Slovakia 41.7  55.7 +33% 57.9 +4%
Austria 488 494 +1% 41.8 -16%
Poland, Kielce 191 343 +80% 35.7 +4%

Source of data: Steliarova-Foucher et al™" ECO; Czech National Cancer
Registry. ASR (E): Number per 100000 population, age-standardized rate
(European).

Obrazek 10: trend incidence kolorektalniho karcinomu nékterych stfedoevropskych zemi

(Zavoral et al., 2014)

Oxidacni poskozeni lipidi hraje vyznamnou roli pii progradaci i vyvolani neurologickych
onemocnéni jako napiiklad Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Huntingtonova
choroba nebo jiné formy demence. V dusledku oxida¢niho stresu vznikaji napiiklad u
Alzheimerovy choroby tzv. Amyloidni plaky. Konkrétné vznikaji v rdmci poruchy konformace
amyloidniho proteinu na B sklddany list. Rychlost biologického starnuti souvisi s mnozstvim
uklddanych oxidovanych. Mozkova tkan je oproti ostatnim tkanim v téle nachylnéjsi k
oxida¢nimu poskozeni. V disledku poSkozeni jsou zvysené hladiny oxida¢né pozménénych
biomolekul a metabolitt odpovédné za aktivaci kompenzac¢nich mechanizmt. Nasledné¢ muize

cely proces vyustit az v apoptdzu a destrukci buriky (Chmaétalova & Skoumalova, 2014).

Pacienti trpici Alzheimerovou chorobou vykazuji vyssi vyskyt HNE - lysinovych adukta
v mozkové tkani a tyto cytotoxické produkty jako 4-hydroxy-2-nonenal jsou spojeny s Ubytkem
cholinergnich nervt (Poli et al., 2008).

Mezi zakladni pfi¢iny téchto obtizi patii nizsi stravitelnost a vyuzitelnost oxidovanych tuki,
zabudovavani zménénych mastnych kyselin do membran nebo take jejich vliv na metabolismus
esencidlnich kyselin. Za nejvétsi problém je ovSem povazovano zvySeni oxida¢niho a

karbonylového stresu v travicim traktu nebo in vivo (Réblova & Peprna, 2013).

DNA, mastné kyseliny (ptedevsim polynenasycené) a dalsi oxilabilni latky mohou byt

oxidovany produkty lipidi vzniklych v potravinach. Oxida¢ni produkty lipidt (napiiklad
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aldehydy) dale reaguji s bilkovinami za vzniku Schiffovych bazi nebo mohou tvofit adukty s
DNA. Ne¢které oxidacni produkty lipidl nejsou, schopné pfimo oxidacné naruSovat DNA,
ale zpasobuji ztraty antioxidantl a v disledku se snizuje ochranna bariéra DNA pied

hydroxylovymi radikaly (Réblova & Peprna, 2013).

Nasledn¢ mizeme po piijmu oxidovanych tukd pozorovat vyssi obsah sloucenin reagujicich
s thiobarbiturovou kyselinou, vyss$i obsah oxidovanych LDL lipoproteinit v krevni
plasmé, snizeny obsah tokoferolti a dalSich antioxidantii, oxidacni poskozeni biomembran,
zvySovani obsahu nasycenych mastnych kyselin v téchto membranach ¢i oxida¢ni poskozeni

bilkovin (Réblova & Peprné, 2013).

Neblahé zmény lze téz pozorovat v aktivité nékterych enzym a to ascendentné i descendentné.
Muze se ale jednat o zvySeni aktivity detoxikacnich enzymt, ato svéd¢i o aktivaci obranného
reakci organismu. Pii descendentni aktivité enzyml se mize projevovat jejich inaktivace
vyvolana oxida¢nim poSkozenim. Nekteré enzymy napiiklad ty, které se podileji na
pfeménach esencidlnich  mastnych  kyselin, tzn. metabolismus mastnych kyselin, jsou

inhibovany zménénymi mastnymi kyselinami, napf. trans-isomery (Réblova & Peprné, 2013).

Znovu se jedna o multifaktoridlni projevy, tudiz nelze jednozna¢né vyloucit jiné vlivy.
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3.3. Reakce hydroperoxid lipidi a jejich radikalt
Hydroperoxidy, latky s funkéni skupinou ROOH jsou schopné se pfeménit na hydroperoxylové
radikaly, které dale interaguji napiiklad s aminokyselinami, bilkovinami, fosfolipidy i DNA.
Stabilitu u hydroperoxida podminuje vice faktort. Stabilitu ovliviiuji faktory jako nizka teplota,
pfitomnost antioxidantli a absence katalyzatorti. Rozklad muize byt katalyzovan zvySenim
teploty, kovovymi ionty a jejich komplexy (nejcastéji ptechodné kovové prvky) a rovnéz

metaloproteiny (Gunstone, 2009).

Z interakci za zminku stoji reakce se sirnymi aminokyselinami jako cystein a methionin. Na
obrazku 12 mizeme vidét methionin, ktery se vratné oxiduje na methioninsulfoxid a ten mtize
pokracovat v oxidaci az do ireversibilniho druhého kroku za vzniku methioninsulfonu

(Gunstone, 2009).

C‘)Ha ?HS CHg
]
§ ? -0 0=8=0
, |
CH2 oxidace CH2 oxidace CH2
| redukce | Treversibilnt |
CH CH, CHy
| I
H—-C—NH»5 H—C—NH2 H—-C —NHo
| | |
COOH COOH COOH

Methionin Methioninsulfoxid Methioninsulfon

Obrazek 12: Oxidace methioninu na methioninsulfoxid a methioninsulfon (Vogt, 1995)

S cysteinem reaguji lipidové hydroperoxidy za vzniku cysteinsulfenové kyseliny, ktera se
ovSem dale pfeménuje bud na cystin nebo na cysteinsulfinovou kyselinu a dale na

cysteinsulfonovou kyselinu, jak je vyobrazeno na obrazku 14 (Griffiths et al., 2002).
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CH, C|H2 kyselina kyselina
|
SH ?
Cystein OH
Cysteinsulfinova
kyselina COOH COOH

Cystin

Obrazek 14: Oxidace cysteinu (Griffiths et al., 2002).

Jako ptiklad oxidace aminokyseliny v celém proteinu muze slouzit reakce radikalu a al-
antitrypsinu. Jak bylo zminéno v ptedeslé kapitole, vlivem konzumace velkého mnozstvi oleje
a jako dusledek cirh6zy jater, miize dochdzet k tzv. ,,Hepatonefromegalii“. Nedostatek proteinu
al-antitrypsinu je Casto spojovan s cirhotickym stavem. Oxidace methioninu na (Met-351)
nebo na (Met-358), dvou aktivnich methioninovych zbytcich a1-antitrypsinu, vede k vyznamné
ztraté inhibi¢ni aktivity. al-antitrypsin hraje zésadni roli pii regulaci aktivity neutrofilni
elastazy. Mensi roli hraje cystein, ktery je téz na (Cys-232) k oxidaci nachylny (Griffiths et al.,
2002).

V ramci oxidacni procesti mize dojit k oxidaci lipoproteinti LDL a VLDL, a to miiZze nasledn¢
zpusobit akumulaci cholesterolu v arterialnich sténach, coz vede k iniciaci nebo rozvoji
aterosklerdzy. Cholesterol mize byt oxidovan bud’ na A5 dvojné vazbé nebo na nékterych
uhlicich postranniho fetézce (C-20 a C-25). Na obrazku 15 muzeme vidét vzorec cholesterolu
(Gunstone, 2009).

Cholesterol

Obrazek 15: Struktura cholesterolu (Gunstone, 2009)
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Fyziologické hodnoty vykazuji urcity obsah oxidii cholesterolu, ale ve vysSich hladinach
mohou byt Skodlivé. Oxidy cholesterolu mohou nahrazovat cholesterol v bunéénych

membranach a narusovat tak fluiditu, propustnost a stabilitu (Gunstone, 2009).

Dalsimi latkami, které mtzou podléhat oxidaci jsou lysinové zbytky. Uréita mista, a to
konkrétné vazebna mista apoE a apoB100 mohou byt poSkozena lipidovymi hydroperoxidy
produkovanymi pii oxidaci VLDL. ApoE hraje dilezitou roli v ochrané pted aterosklerozou.
Vazebna mista apoE a apoB100 obsahuji ve vétsi mife bazické aminokyselinové zbytky véetné

lysinu (Arai et al., 2004).

Né-(hexanonyllysin (HEL), jeden z lipidovych, hydroperoxidem modifikovanych lysinovych
zbytkd, ktery byl detekovan v VLDL a LDL a mize ovliviiovat vznik aterosklerozy (Arai et al.,
2004). S lisinem interaguje 13-hydroperoxy-9,11-oktadekadienovéa kyselina (13-HPODE) a
tato kyselina je vyznamny hydroperoxid pfitomny ve smazici ldzni. Na obrazku 16 mizeme
pozorovat reakci 13-HPODE s N-benzoyl-glycyl-L-lysinem za vzniku N-benzoyl-glycyl-Né-
(hexanonyl)lysinu (Kato et. Al., 1997).

COOH
OOH
13-HPODE
o)
+ o HN
H2N H O
IINN Ay N oH
H o 0 H O
N N-benzoyl-glycyl-Ne-
©\g ‘/HH OOH (_hexanml}'l?l_\-'siu

N-benzovl-glyeyl-L-lysin

Obrazek 16: Reakce 13-HPODE s N-benzoyl-glycyl-L-lysinem za vzniku N-benzoyl-glycyl-
N?-(hexanonyl) lysinu (Kato et al., 1999)

13-HPODE reaguje také s fosfatidylethanolaminem (PE) za vzniku
(hexanoyl)fosfatidylethanolaminu (HEPE). 13-HPODE reaguje téz s fosfatidylserinem a
vysledkem je (hexanoyl)fosfatidylserin (HEPS). Pokud je piitomen enzym fosfolipdza D
(PLD), tak se ucastni reakce, kdy z HEPE vznika N-(hexanoyl)ethanolamin (HEEA) a z HEPS

vznikd N-(hexanoyl)-serin (HESE). Tento proces je popsan na obrazku 17. Dle vyzkumu
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Hisaka S. et al, 2010 byla prokazana koncentrace HEPE a HEPS v ¢ervenych krvinkach, jako

nasledek oxida¢niho stresu vyvolanym pusobenim tetrachlormetanu (Hisaka et al., 2010).

R1 i0
j\ sz‘O:l,o—ﬁ\;g\/\Ng ? HO\AHj\/\/\
:;J\::I#ﬂ‘_o\/\m HEPE HEEA
PE

COOH
= fosfolipaza D (PLD)
OOH

13-HPODE

SO

OOH
NH,

X,
mioL@;;vt:sz L NG & SUN

HEPS HESE

Obrézek 17: Vybrane reakce 13-HPODE (Hisaka et al., 2010)

3.3.1. Reaktivita aldehydt
Hlavnim zdrojem endogennich i exogennich aldehyda je peroxidace polynenasycenych
mastnych kyselin. Aldehydt vznika hned nékolik, ale konkrétnéji se text bude zamétovat na

nejhojnéjsi 4-hydroxy-2-nonenal a dale na 4-oxo-2-nonenal a malondialdehyd (Davydov &
Bozhkov, 2003).

Aldehydy jsou sekundarni oxida¢ni produkty a pifedstavuji pro organismus znatelné riziko,
jelikoz reaguji s fosfolipidy, proteiny, nukleovymi kyselinami a obecné vytvaii adukty

(Adibhatla &Hatcher, 2010).

Riziko zvySuje i pomérna stabilita molekul v organismu, na rozdil od volnych radikald, jsou
aldehydy schopny kumulace v bunkach (Adibhatla &Hatcher, 2010). Aldehydy se také ucastni
reakci katalyzovanych enzymy aldehyddehydrogenazou, aldehydreduktazou a glutathion-S-
transferazou a jejich hlavni cesta katabolismu je doprovazena konjugaci s glutathionem
(Davydov & Bozhkov, 2003).
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3.3.1.1.  Reakce 4-hydroxy-2-nonenalu
V dalsi sekci se text vénuje vybranym reakcim 4-hydroxy-2-nonenalu (HNE). HNE vzorec je
popsan na obrazku 17. Vzhledem k vysoké reaktivit¢é molekuly nelze v praci dostate¢né

zahrnou piehled vSech reakei.

HNE vznikd oxidaci omega-6 polynenasycenych mastnych kyselin, tj. zejména kyseliny
linolové, arachidonové a vy-linolenové. HNE je jednim z nejvice studovanych produktd
peroxidace, jelikoz se vyznacuje vySe zminénou reaktivitou, ale i cytotoxicitou, mutagenitou a

mozna téZz genotoxicitou (Riahi et al., 2010).

HNE je specificka trifunk¢ni molekula, ktera obsahuje hydroxyskupinu a konjugovany systém,
ktery tvoii dvojné vazba C = C a karbonylova skupina a dohromady tak piispivaji k vysoké
reaktivité molekuly (Schaur, 2003).

V rdmci vyzkuzmu (Spickett, 2013) bylo zjisténo, ze HNE proteinové adukty jsou pfitomny u
pacientu s aterosklerotickymi [ézemi. V jiném vyzkumu byla prokazana korelace mezi ptimou
oxidaci HNE v mitochondriich  kardiomyocytu (skrze aldehyddehydrogendzu a
aldozareduktazu) a srde¢ni ischemii, kvuli zvySené tvorbé proteinovych aduktd. Rovnéz bylo

zjisténo, ze mitochondrialni oxidace HNE je regulovdna primarné pomérem NAD/NADH

(Spickett, 2013).

HNE je standartné metabolizovan na méné cytotoxické slouceniny, které jsou Iépe rozpustné
ve vodé a usnadnuje to jejich vyluovani. Vyznamnou roli pii detoxikaci hraji hepatocyty,
thymocyty a enterocyty. Degradace HNE zahrnuje konjugaci thiolové skupiny antioxidantu
glutathion s glutathion-S-transferdzami (zejména GSTA4-4), coz ma za nasledek vznik aduktu
HNE-GSH.

Adukt vznikd Michaelovou adici a néaslednym St€penim za tvorby konjugati kyseliny

merkapturové (HNA-MA) (Alary et al., 2003).

O

CH
H = 8

OH
4-hydroxy-2-nonenal (HNE)

Obrézek 17: Vzorec HNE (4-Hydroxynonenal, Lipid peroxidation marker)
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Aldehyddehydrogenazy (ALDH) jsou také schopny alternativné oxidovat HNE na HNA
kyselinu, a HNA muize byt hydroxylovana cytochromem P450 4A za vzniku 9-hydroxy-HNA
(Spickett, 2013).

S HNE reaguji aminokyseliny jako cystein, histidin a lysin a to, volné i vdzané v proteinech.
Nejhojnéjsi byva reakce cysteinu skrze sulfohydrolovou skupinu. Adukty tvofené HNE se
zminénymi kyselinami mizeme vidét na obrdzcich 18 a 19. Reaktanty podléhaji Michaelovym
adicim a v dal$im kroku je mozna reakce s karbonylovou a hydroxylovou skupinou. Primarni
aminy mohou alternativné reagovat s karbonylovou skupinou za vzniku Schiffovych bazi

(Schaur, 2003).

N
Cys
N
fog/\/\/ b/\/\/
(o}
HO HO
HNE-cystein HNE-histidin

Obrazek 18: HNE-cystein a HNE-histidin (Uchida, 2003)
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Lys |

NH N

/\/\/ﬂ

(o]

HO Lys HO T
Lys
Michaeltv acdukt Pyrolovy adukt 3-hydroxy-3-unmo-1,2-
dihydropyrolovy

derivat

HNE-lysin

Obréazek 19: Adukty typu HNE-lysin (Uchida, 2003)

HNE miZe ovlivilovat aktivitu mnoha enzyml jako napiiklad: aldosoreduktasy,
alkoholdehydrogenasy, pyruvatdehydrogenasy, lipoxygenasy |, cytochromoxidasy. HNE
vazany v aktivnim misté snizuje G¢innost enzymu a vysledné adukty se akumuluji v organismu.
Ireversibilné se vaze na enzym thioredoxinreduktasu a na jeho komplex s thioredoxinem a
NADPH (Uchida, 2003).
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HNE reaguje s fosfatidylethanolaminem a spolecné tvoiti jak Michaelovi adukty, tak Schiffovy
baze, které mohou prochazet ¢astecnou cyklizaci za vzniku pyrolového derivatu PE. Tento

proces je popsan na obrazku 20 (Schaur, 2003).
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| pyvrolovy derivat PE

Obrézek 20: Reakce HNE s fosfatidylethanolaminem (Schaur, 2003).

HNE muze naruSovat strukturu DNA tim, Ze tvofi adukty pfimou interakci se vSemi bazemi
DNA, ale nejvyssi afinitu vykazuje ke guaninovému zbytku. Na obrazku 21 je zobrazena reakce
HNE s guaninovym zbytkem za vzniku Michaelova aduktu, ktery nasledné ptrechazi 1,N-2-

propanovy adukt guaninu. Propanovy adukt vykazuje vys$S§i mutagenitu nez adukt ethenovy

(Schaur, 2003).
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Obrazek 21: Reakce HNE s guaninovym zbytkem (Schaur, 2003)
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Druhé cesta mozného poskozeni DNA je oxidace HNE na HNE-epoxid, ktery dale rovnéz
interaguje s bazemi DNA a krom¢ thyminu reaguje se v§emi ostatnimi. Na obrdzku je popséan

proces kde HNE-epoxid reaguje se zbytkem guaninu az na 1-N2-etheno-guanosin (Schaur,
2003).
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Obrazek 22: Reakce HNE-epoxidu se zbytkem guaninu (Schaur, 2003)

Na obrézku 23 muzeme vidét komplexni piehled vétsiny reakci HNE. V textu byly shrnuty

vvvvvv
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Obrazek 23: Komplexni ptehled reakci HNE (Dalleau et al., 2013)

3.3.1.2.  Reakce 4-0x0-2-nonenalu
Stejné jako HNE muze 4-Oxo-2-nonenal (ONE) reagovat s proteiny, jednotlivymi
aminokyselinami, fosfolipidy a tvotit adukty s DNA. Reaguje take s y-tokoferolem, ale tomuto
tématu bude vénovana pozornost ve zvlastni podkapitole. Na obrazku 24 je zobrazena struktura

ONE a miizeme sledovat podobnost s HNE z ptedeslé podkapitoly. Na rozdil od HNE ale ONE
obsahuje ketonovou skupinu (Rindgen et al.,1999).

e

0
4-oxo0-2-nonenal (ONE)

Obrazek 24: struktura ONE (4-ox0-2-Nonenal)
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Stejné jako HNE, ONE reaguje s aminokyselinami jako cystein, histidin a lysin za vzniku
Michaelovych adukta (Doorn & Petersen, 2002). ONE mize tvofit adukty s DNA a to,
s deoxyadenosinem, deoxyguanosinem a deoxycytidinem a vznika vice moznych izomeri

aduktt (Rindgen et al.,1999).

3.3.1.3.  Reakce malondialdehydu
Malondialdehyd (MDA) je dal§im aldehydem a produktem lipidové peroxidace. Nevykazuje
tak vysokou toxicitu jako HNE, ale vzhledem k mnozstvi a vysoké mutagenité, se jedna o velmi
nebezpecnou substanci. MDA je v lidském organismu z vyse zminénych latek nejhojné&jsi, a to
z divodu, Ze se zaroven tvoii i fyziologickou cestou z kyseliny arachidonové pii syntéze
prostaglandini. MDA reaguje s proteiny, jednotlivymi aminokyselinami i s bd&zemi DNA a
tvofi adukty. S proteiny MDA reaguje za vzniku zesiténych proteinu a tvoii tzv. ,,Cross-link*

adukty napiiklad s kolagenem (Rio et al., 2005).

Nejdulezitéjsi jsou ovsem reakce MDA s DNA. Adukty jsou popsany na obrazku 25.
schopnost mutageneze a dle vyzkumu se zda byt hlavnim endogennim aduktem DNA u lidi a
muze tak vyznamné prispivat ke vzniku rakoviny. Ostatnich aduktl je vyznamné méné. DalSimi
adukty jsou mimo jiné oxadiazabicyklo[3:3]nonen (M2G), NO-(3-oxopropenyl)deoxyadenin
(M1A) a N*-(3-oxopropenyl)deoxycystidin (M1C) (Marnett, 1999).
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Obrazek 25: Adukty MDA s nukleovymi bazemi (Marnett, 1999)
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3.3.1.2. Reakce oxidac¢nich produktt lipidi s tokoferoly

Tokoferoly, které jsou souhrnné oznacovany jako vitamin E, jsou velmi silné lipofilni
antioxidanty, které pii spravné koncentraci chrani organismus pied oxida¢nim poskozenim
(naptiklad bunééné membrany) v disledku plisobeni volnych radikalti. Nejvyssi efektivitu a

zaroven koncentraci v téle vykazuje a-tokoferol.

Struktura tokoferolt je popsana na Obrazku 1. Pfi antioxida¢nim ptsobeni vstupuji tokoferoly
do propagacni faze oxidace (viz kapitola 3.1.2.1) a reaguji s volnymi radikaly. S a-tokoferolem
muzou reagovat alkoxylové radikaly za vzniku 6-O-epoxy-alkyl-a-tokoferolu a alkylové
radikdly za vzniku 6-O-alkyl-a-tokoferolu. a-Tokoferol a y-tokoferol muzou také reagovat

s peroxidovymi radikaly (Saito et al., 2010).

V této kapitole je vSak pozornost vénovana reakcim tokoferoll s vyslednymi oxidacnimi

produkty lipidd, tj. ptedevsim s hydroperoxidy a aldehydy.

Jak jiz bylo zminéno v piedeslé kapitole y-tokoferol (TH) muze reagovat s ONE. Na obrazku
26 je popsan vznik produktd. Produkt ¢. 1 se nazyvad 5-(1-(furan-2-yl)-2,7,8-trimethyl-2-
(4,8,12-trimethyltridecyl)chroman-6-ol-(5-(1-(furan-2-yl)pentyl-y-tokoferol), produkt ¢&. 2 3-
(1-butyl-4,5,7-trimethyl-7-(4,8,12- 42 trimethyltridecyl)-8,9-dihydro-7H-furo[3,2-fchromen-
2-yl)propanal a produkt ¢&. 3 1-(1-butyl-4,5,7-trimethyl-7-(4,8,12-trimethyltridecyl)8,9-
dihydro-7H-furo[3,2-f]chromen-2-yl)-4-(furan-2-yl)oktan-3-on (Saito et al., 2010).
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Obrazek 26: Reakce y-tokoferolu s ONE (Saito et al., 2010)

a-Tokoferol reaguje s 1-palmitoyl-2-[(9Z,11E)-(S)-13-hydroperoxy-9,11-oktadekanoyl]-3-sn-
fosfatidylcholinem (13-PLPC-OOH) a tato reakce je katalyzovana zelezitymi ionty (Yamauchi
etal., 1998).
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzity material
Pro experimentalni ¢ast bakalaiské prace byl zvolen b&zny rafinovany fepkovy olej. Olej byl
nakoupen s dostate¢nou objemovou rezervou, se stejnou Sarzi a v Ceské republice. Skladovani
neoxidovaného oleje probihalo pti -18°C v n€kolika vzorkovnicich, aby nedochéazelo ke
zbyteénému rozmrazovani celého objemu oleje. Vtabulce 1 je soubor informaci

k zakoupenému neoxidovanemu oleji.

Tabulka 1: informace o Cerstvém oleji

Nazev vyrobku Vyrobce Datum trvanlivosti Sarze
Repkovy olej Albert Ceska 11.08.2021 -
jednodruhovy republika, sro, Praha
I1CO 44012373

4.2. Stanoveni peroxidového ¢isla
Peroxidové ¢islo udava obsah hydroperoxidt. Postup byl zvolen dle: Provadéci narizeni
Komise (EU) ¢.1348/2013 ze dne 16. prosince 2013, kterym se méni narizeni (EHS)
¢. 2568/91 o charakteristikach olivového oleje a olivoveho oleje z pokrutin a o pfislusnych
metodéach analyzy

Chemikalie
e Skrobovy indikator
e Jodid draselny
e Kyselina octova 99%
e Chloroform
e Kyselina chlorovodikova
e Thiosiran sodny

e Dichroman draselny

Ptistroje
e Analytické vahy (pfesnost 0,1 mg)
e Byreta 50 ml
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Postup
Skrobovy indikétor se piipravil navazenim 1 g do vysoké 250 ml kadinky, dopIlnénim na 100
ml destilovanou vodou a spolu se sklenénou ty¢inkou, kterou se roztok obc¢as promichal, se

nechal viit 10 minut. Odpatfenou vodu bylo tfeba doplnit.

Dale byl stanoven titr thiosiranu sodného. Do Erlenmeyerovy batiky bylo odvazeno 2 g Kl a
smiseno spolu s 25 ml roztoku K>Cr.0O7 (c = 0,005mol/l) a 5 ml HCL, ktera byla zfedéna
destilovanou vodou v poméru 1:5. Nasledné byla barka dtikladné 1 minutu tfepana. V dal§im
kroku se ptidalo 75 ml destilované vody a 0,5 ml pfipraveného Skrobového indikatoru.

Nasledné byl vzorek titrovan do odbarveni roztokem thiosiranu sodného.

Do Erlenmeyerovy banky bylo odvazeno 5 g vzorku oleje a smiseno s 15 ml koncentrované
kyseliny octové a 10 ml chloroformu. VVzorek oleje se rozpustil v chloroformu a nasledné byl
ptidan 1 ml pfesyceného roztoku KI, ktery se pfipravil rozpusténim 75 g K1 v 50 ml destilované
vody. Barika se vzorkem byla nasledné tfepana 1 minutu a nechala se odstat cca 5 minut v temnu
pti pokojové teploté. Po uplynulém Case se do baiiky ptidalo 30 ml destilované vody a vzorek
se titroval thiosiranem sodnym (c = 0,05 mol/l) za pouziti Skrobového indikatoru. Zaroven byl

pfipraven slepy pokus. Provadéci natizeni Komise (EU) & 1348/2013 ze dne 16. prosince 2013

4.3. Oxidace oleje
Ptistroje
e Analytické vahy (pfesnost 0,1 mg)
e SuSarna

e Topnéa deska

Postup

Oxidace fepkového oleje probihala pti dvou teplotach a to pii 60 °C a 180 °C. Do kadinek o
objemu 100 ml a vnitfnim priméru 47 mm se navazilo 25 g oleje (= 1 %). Kadinky byly
umistény v termostatové skiini vyhiaté na teplotu 60 °C po dobu dvou tydni. Oxidace pii
teplote¢ 180 °C probihala rovnéz v kadinkach o objemu 100 ml a vnitinim priméru 47 mm
s navazkou oleje 25 g (= 1 %). Proces probihal na topné desce, ktera byla nastavena na teplotu
220 °C, po dobu oxidace 4 hodiny. Byl pouzit ocelovy adaptér s cylindrickymi otvory pro lepsi
vedeni tepla. Nasledné se po oxidaci obsah kadinek se stejné oxidovanym olejem slil do vhodné
nadoby, promichal, rozlil do vétsiho poctu vzorkovnic a ulozil do mraziciho boxu o teploté -
18 °C.
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4.4. Experiment simulovaného traveni
Cilem experimentu je napodobit funkci traviciho traktu tak, aby byl u€inny i in-vitro. Traveni
V lidském organismu zacina jiz v dutin€ Gstni rozmélnénim potravy a naslednym smisenim se
slinami, které krom¢ vody obsahuji ionty, ptyalin (alfa-amylaza) a jazykovou lipazu. Déle se
potrava dostava do zaludku, kde dojde k prudkému snizeni pH na 1,5 - 3,5 diky HCI. HCI
rovnéz koaguluje proteiny. Kvili pH se pepsinogen méni na pepsin a dale pokracuje v traveni
proteinii. Kromé pepsinu se travici zaludecni reakce ucastni 1 zaludecni lipaza. Po urcitém case,
ktery zavisi na stravitelnosti dané potravy se chymus piesouvd do duodena, kde se napojuje
ductus choledochus a tomto misté Usti zlu¢. Do duodena Usti téZ pankreatické $tavy, diky

kterym se pH zved& na cca 6.

Néasleduje doba, kdy je vhodné pH pro funkci lipaz. V dal$im kroku piechazi travenina do
tlustého stteva, kde dochazi k resorpci vody. Postupné se chymus zahust'uje az vytvoii stolici a

je vyloucen kone¢nikem (Your Digestive System & How it Works).

V této bakalarské praci byl pouzit zjednoduseny model traviciho traktu. Plivodni model byl
popsan v praci Werner S. et al, 2011. Tento vyzkum mél za cil rozsitit znalosti o biologické

dostupnosti karotenoidd, tokoferold a tokotrienoll z cerealnich produkti (Werner, 2011).

Vyzkumem s tématikou sledovani schopnosti oxidovanych oleji iniciovat ztraty tokoferol v
modelu traviciho traktu se zabyvala také diplomova prace ,,Reaktivita oxida¢nich produktt
lipidd““ inzenyrky Anety Johanidesové. (Johanidesova, diplomova prace) Tématu se rovnéz
vénuje i v nasledujici dob& vydany védecky ¢lanek s nazvem « Ability of oxidized plant oils to
initiate a-tocopherol losses during in vitro gastrointestinal digestion” (autofi: Monika Sabolova,
Aneta Johanidesova, Kamila Karolina Vejdovska, Mat¢j Kohutiar, Vojtech Ilko, Matyas
Krti¢ka, Diomid Revenco a Zuzana Réblova). Na §kolicim pracovisti VSCHT Praha se jiZ tento

model traviciho traktu pouzival praveé pii téchto studiich (Sabolova et al., 2021).

Chemikalie
e Methanol
e Aceton

e DL-alfa-tocopherol
e n-Hexan

e Kyselina chlorovodikova 35%
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e Hydrogenuhli¢itan sodny
e Extrakt Zluce (praseci)
e Pankreatin (praseci, USP x 4),
e Pepsin (praseci, > 250 u/mg)
Ptistroje
e Analytické vahy (ptfesnost 0,1 mg)
e Vakuova rota¢ni odparka (pfi odpafovani pouzivat teplotu lazn¢ max. 40 °C)
e Teplotni skiin
e Midl-shaker with orbit OS-10
e Centrifuga Rotina 35 R

Postup

Experiment se provadél vzdy v sérii tii vzorkll. Do banky o objemu 250 ml se napipetovalo 5
ml Cerstvé ptipraveného roztoku a-tokoferolu v acetonu o koncentraci 0,5 mg/ml. Aceton se
nasledné odpatil pomoci vakuové rotacni odparky. Po odpafeni se do banky navazilo 2,5 g
vzorku oleje (£ 1 %) a ptidalo se 10 ml destilované vody. Podminky Zaludku byly simulovany
tak, Ze do takto piipravené varné baiky bylo ptidano 25 ml 0,01 M kyseliny chlorovodikové a
2 ml roztoku pepsinu v 0,01 M HCI. Varné banky se zazatkovaly a zajistily plastovymi
klipsnami kviili riziku otevieni pfi tfepani. Baiiky byly nasledné umistény do orbitalni tfepacky

a vzorky byly inkubovany pii 37 °C po dobu jedné hodiny o rychlosti 200 rpm.

Po uplynuti této doby byly simulovany podminky v tenkém stievé. Ke smési z modelu Zaludku
bylo pfidano 5 ml 0,1 M hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho, 100 mg zlu¢ového extraktu a 1 ml
roztoku pankreatinu v 0,1 M NaHCO3z (20 mg/ml). Barniky se znovu zazatkovaly a nechaly
inkubovat v orbitalni tfepacce za stejnych podminek jednu hodinu. Po uplynuti inkubace

nasledovala extrakce.

Do varnych banék se vzorky bylo ptidano 10 ml methanolu a po dikladném rué¢nim protiepani
bylo pfidano 20 ml hexanu. Nasledné se vzorky umistily do centrifugy, jelikoz bylo tieba
vzorky odstiedit na 10000 rpm po dobu 5 minut. Po odd¢leni dvou fazi se pomoci Pasterovy
pipety a balonku odebrala horni vrstva faze do ¢isté varné banky o objemu 250 ml. Extrakce
pomoci hexanu se poté jesté dvakrat opakovala. Nasledné byl hexan odpafen pomoci vakuové
rotacni odparky. Po odpaieni byl ziskany tuk pfeveden pomoci acetonu do odmérné banky o

objemu 50 ml.
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V tomto stadiu byly vzorky doplnény po risku acetonem a uschovany v mrazaku pfi teploté -18
°C. Nasledna analyza (stanoveni tokoferolt) prob&hla pomoci HPLC ve spolupréaci s VSCHT
Praha.

Tento postup nebo jeho ¢ast byla provedena u vsech nasledujicich vzorkt. V tabulce 2 jsou

popsany sledované vzorky.
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Tabulka 2: Popis sledovanych vzorka

4.5.

Kod

vzorku

Popis vzorku

1A-C |olej neoxidovany, jen ¢ast Zaludek

2A-C |olej oxidovany pii 60 °C, jen ¢ast zaludek

3A-C |olej oxidovany pii 180 °C, jen ¢ast zaludek

4A-C |olej neoxidovany, i tenké stfevo, bez pridavku pankreatinu

5A-C |olej oxidovany pii 60 °C, i tenké stievo, bez piidavku pankreatinu

6A-C |olej oxidovany pii 180 °C, i tenké stfevo, bez ptidavku pankreatinu

7A-C |olej neoxidovany, cely travici proces

8A-C |olej oxidovany pii 60 °C, cely travici proces

9A-C |olej oxidovany pii 180 °C, cely travici proces

Chemikalie
Acetonitril, HPLC grade, Merck
Methanol, HPLC grade, Merck
Chloristan lithny p.a., Aldrich

Stanoveni tokoferoli pomoci HPLC

Chlorid sodny p.a., Lachema

Methanol p.a., Penta CR

Ptistroje

HPLC s elektrochemickou (amperometrickou) detekci sestavajici z:

o

©)

Cerpadlo LCP 4020.31 v nekovovém provedeni, Ecom Praha
Kolona o rozmérech 200 x 4,6 mm, Hewlett Packard se sorbentem
Hypersil ODS o zrnitosti 5 um Hewlett Packard

Detektor HP 1049A, Hewlett Packard

Datastanice CSW 1.6, DataApex CR

Termostat chromatografickych kolon LCO 101, Ecom Praha
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o Nastiikovy ventil, Rheodyne 7725

Postup

Nejdtive se pripravily kalibra¢ni roztoky o koncentracich 0; 0,01; 0,02; 0,05 a 0,1 mg/ml -
tokoferolu v methanolu. Tyto kalibra¢ni roztoky se analyzovaly vzdy pted zahdjenim méteni.
Mistnost laboratofe byla po celou dobu analyz klimatizovana na 23 °C. Na grafu 1 je popséna
kalibra¢ni kiivka o-tokoferolu pokust ze dne 5.3.2021. Na ose X je znazorné€na koncentrace a

na ose Y je popsana plocha piku.

Graf 1: Kalibra¢ni piimka a-tokoferolu pokust ze dne 5.3.2021.
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Tokoferoly byly stanoveny metodou HPLC s elektrochemickou (amperometrickou) detekci.
Mobilni faze byla ptipravena, ze se soli NaCl a chloristan sodny rozpustili v methanolu a
nasledné se pridal acetonitril. Vyslednd mobilni faze se ptefiltrovala pfes membranovy filtr a
musela se dutkladné odplynit Mobilni faze obsahovala smés acetonitrilu a methanolu
v objemovém poméru 1 : 1 a byla obohacena o LiClO4 (0,02 mol/l; p.a., Aldrich) a NaCl
(0,005 mol/l; p.a., Lachema).

Pratok mobilni faze byl 1 ml/min a kolona mé¢la teplotu 28 °C. Objem nastiiku byl 20 pl. Pti
analyzach oleju se pét grami vzorku navazilo do odmérné banky o objemu 50 ml, vzorek byl
rozpustén v acetonu a obsah banky byl doplnén po rysku. Vzorky po simulaci traveni byly
analyzovany ve formé, jak je popsano v piedchozi kapitole. Detekce prob&hla amperometricky
detektorem Hewlett Packard v tfielektrodovém zapojeni a Suhlikovou mémou a
argentochloridovou referentni elektrodou. Detekéni potencial byl pouzit +1,05V s proudovym

rozsahem 500 pA. Po kazdé analyze bylo provedeno elektrochemické ¢isténi povrchu pracovni
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elektrody, pii kterém byl na elektrody stiidavé vkladan potencial +1,5V (0,5 s), -0,5 V (0,5 s)
a detekéni potencial (0,2 S) a nasledné se cely cyklus opakoval 5-krat. Zpracovani signélu
probéhlo pomoci univerzalni chromatografické datastanice CSW 1.6. TROJAKOVA, L.: Dizertacni prace.
Praha: VSCHT, 2001.
4.6. Zpracovani vysledki

K vypoctim a statistickému zpracovani byl ve vSech pfipadech vyuzit pocitacovy program
Microsoft Excel 365 verze 2203. Vsechny experimenty byly provedeny trojmo a ziskané
vysledky byly vyhodnoceny pomoci Studentova t-testu na hladiné pravdépodobnosti p = 0,05.
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5. Vysledky experimentu

5.1. Charakteristika oxidovanych a neoxidovanych oleji
V této sekci budou popsany charakteristiky oxidovanych a neoxidovanych oleji. V tabulce 2 je
popsano zastoupeni mastnych kyselin pfitomnych v testovaném (neoxidovaném) oleji. Vzdy je

popsana dana mastna kyselina a jeji obsah v %.

Tabulka 2: Zastoupeni mastnych kyselin v oleji (doc. Dolezal, VSCHT Praha)

Mastna kyselina Obsah [%]
Palmitova 4,33
Stearova 1,58
Ostatni nasycené 1,19
Olejova 59,87
Ostatni mononenasycené 3,66
Linolova 18,66
Linolenova 7,84
Ostatni polynenasycené 2,64
Ostatni mastné kyseliny 0,23
Nasycené celkem 7,33
Nenasycené celkem 92,67
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V tabulce 3 jsou zaneseny charakteristiky Cerstvého oleje, oleje oxidovaného pii 60 °C a oleje
oxidovaného pii 180 °C. Hodnoty polymernich TAG byly ziskany od Doktora Vojtécha llka
(VSCHT Praha)

Tabulka 3: Charakteristika oxidovanych a neoxidovanych oleji. (Vysledkem je vzdy pramérna
hodnota +/- smérodatna odchylka, n=3)

Olej Olej
Parametr Cerstvy olej | oxidovany | oxidovany
pri 60 °C | p¥i 180 °C
Peroxidové ¢islo
2,28+0,1 140,7945,2 | 12,96+0,7
[mEq O2/kg ]
Obsah polymernich
0,10+0,00 1,67+0,00 6,43+0,07
TAG [%]
Obsah a-tokoferolu
257,50+4,9 | 0,00+0,00 6,03+0,7
[ma/kg]
Obsah B+y-
tokoferolu [mg/kg] | 379,01£1,2 | 15,19+14 28,90+0,2
Obsah d-tokoferolu
[ma/kg] 8,96+1,4 4,68+0,8 3,68+0,4
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5.2.  Vysledky pokusi simulujicich traveni
V tabulce 5 jsou popsany hodnoty mnozstvi a-tokoferolu (v mg) v barice, ve které probihala
simulace traveni, pfed a po traveni, a nasledné jsou zobrazeny vysledky ztrat a-tokoferolu pii
simulaci traveni. Vysledky ztrat a-tokoferolu pfi traveni byly vypocitany jako rozdil mnozstvi
a-tokoferolu pied travenim a po traveni a vysledek byl piepocitan na 1 kg oleje. Mnozstvi a-
tokoferolu po trdveni bylo pfitom zjisténo pomoci HPLC (ve tifech paralelnich pokusech) a
mnozstvi a-tokoferolu pied travenim bylo vypocitano jako soucet o-tokoferolu obsazeného
v oleji (v 2,5 g) a mnozstvi a-tokoferolu piidaného pied simulaci traveni ve formé acetonového

roztoku o koncentraci ptiblizné 0,5 mg/ml. Detailni postup byl popsan v piedesié kapitole.

V tabulce 6 jsou popsany oxidativni ztraty a-tokoferolu. Ty byly kalkulovany jako hodnoty
(ztréty) zjisténé v experimentu s oxidovanym olejem minus ztraty a-tokoferolu s neoxidovanym
olejem za stejnych podminek. Oxidativni ztraty jsou ztraty a-tokoferolu vyvolané oxida¢nimi

produkty lipida pritomnymi v oxidovanych olejich.

Pfi vypoctu smérodatnych odchylek byl v obou tabulkidch pouzit zdkon o S§ifeni nejistot,

s vyjimkou hodnot mnozstvi a-tokoferolu po traveni.
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Tabulka 5: Ztraty a-tokoferolu pti simulaci traveni (vysledky jsou vzdy vyjadieny jako pramér +/- smérodatna odchylka; n = 3)

MnozZstvi a-
Mnozstvi a- Ztraty a-
tokoferolu
ted tokoferolu po | tokoferolu pri
, - fe
Kaéd vzorku Popis vzorku P ' travenim tréveni
travenim
[mg] [mg] [mg/ k]
1A-C olej neoxidovany, jen ¢ast zaludek 2,94 +0,0 2,90 +0,0 19,36 £20,0
2A-C olej oxidovany pfi 60 °C, jen ¢ast zaludek 2,30 £0,0 2,02 +0,1 110,76 +43 .4
3A-C olej oxidovany pii 180 °C, jen ¢ast zaludek 2,50 +0,0 2,37 £0,1 54,79 +23,4
4A-C olej neoxidovany, i tenké stievo, bez piidavku pankreatinu 3,16 £0,0 2,80 +0,1 146,72 +31,1
5A-C olej oxidovany pii 60 °C, i tenké stievo, bez piidavku pankreatinu 2,74 0,0 2,31+0,1 168,41 +39,1
6A-C olej oxidovany pii 180 °C, i tenké stfevo, bez piidavku pankreatinu 2,75 0,0 2,21 £0,0 214,68 £9,8
TA-C olej neoxidovany, cely travici proces 3,13 10,0 2,93 +0,1 82,04 £31.8
8A-C olej oxidovany pii 60 °C, cely travici proces 3,73 0,0 3,35+0,0 151,22 +31.9
9A-C olej oxidovany pii 180 °C, cely travici proces 3,74 £0,0 3,59 +0,1 59,92 +48,3

Pozn. Tuénym pismem jsou vyznaceny hodnoty, které byly statisticky vyznamné.
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Tabulka 6: Oxidativni ztraty a-tokoferolu (vysledky jsou vyjadieny jako pramér +/-
smérodatna odchylka; n = 3)

Oxidativni
Kéd ztraty a-
vzorku Popis vzorku tokoferolu
[ma/ k]
1A-C |olej neoxidovany, jen ¢ast zaludek -
2A-C | olej oxidovany pti 60 °C, jen ¢ast zaludek 91,4 £63,5
3A-C |olej oxidovany pii 180 °C, jen ast zaludek 35,4 £44,5
4A-C |olej neoxidovany, i tenké stievo, bez piidavku pankreatinu -
5A-C |olej oxidovany pii 60 °C, i tenké stievo, bez ptidavku pankreatinu 21,7 £70,2
6A-C | olej oxidovany pii 180 °C, i tenké stievo, bez piidavku pankreatinu 68,1 +40,9
7A-C | olej neoxidovany, cely travici proces -
8A-C |olej oxidovany pii 60 °C, cely travici proces 69,2 £63,7
9A-C |olej oxidovany pii 180 °C, cely travici proces -22,1 £80,1
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6. Diskuse

6.1. Diskuse charakteristiky oxidovanych a neoxidovanych oleji
V piedeslé kapitole v tabulce 2 byly popsany vysledky analyzy mastnych kyselin. Dle
vyzkumu (Ghazani et al., 2014), ktery se vénoval mikronutrientim fepkového oleje, se
vysledky rozboru rafinovaného oleje, od vzorku studovaného v této praci, lisily jen drobné a
to tak, zZe nasycenych mastnych kyselin bylo v nasem vzorku &erstvého oleje 0 0,3 % vice,
mononenasycenych nas vzorek obsahoval 0 0,3 % méné a nejsignifikantnéjsi rozdil byl u
polynenasycenych mastnych kyselin, kterych nas vzorek obsahoval o 1 % vice neZ olej
sledovany ve studii Ghazani et al., 2014. Tyto rozdily lze vSak povaZzovat za zanedbatelné a

odpovidajici ptirozené variabilité biologickych vzorkt (Réblov4, Ustni informace).

V tabulce ¢islo 3 byly popsany zdkladni parametry v primérnych hodnotich vzdy ze tii
provedeni a se stanovenim smérodatné odchylky, a to pro peroxidové ¢islo, obsah polymernich
TAG a obsah a, B+y, d-tokoferolu. Porovnat vysledky je mozné s diplomovou studii inzenyrky
Anety Johanedisové (VSCHT Praha). Peroxidové &islo se u vzorku &erstvého oleje nasi prace
lisilo niz8i hodnotou 2,13 mEq O2/kg. Hodnota u oxidovaného oleje pii 60 °C byla ekvivalentni
v ramci smérodatné odchylky a hodnota oxidovaného oleje pii 180 °C byla u naseho vzorku
opét nizsi, a to o 5,54 mEq O2/kg oleje. Polymerni TAG byly v praci inzenyrky Johanedisové
stanovovany jen u oleje oxidovaného pti 180 °C a hodnota se od naseho vzorku lisila tim, Ze
byla vyssi 0 2,3 %. I pies tyto rozdily, 1ze vzorky pouzité v mé bakalaiské praci povazovat za
shodné se vzorky, se kterymi pracovala Ing. Johanidesova a s charakteristikami odpovidajicimi
cerstvému rafinovanému fepkovému oleji, resp. olejim oxidovanym za danych podminek

(Réblova, ustni informace).

Stanoveni a-tokoferolu ve vy$e zminéné praci bylo u ¢erstvého oleje 0 5,02 mg/kg nizsi, obsah
B+y-tokoferolu byl o 30,4 mg/kg nizsi. Rozdil v obsahu 6-tokoferolu pak nebyl vzhledem ke
smérodatné odchylce relevantni. | tyto rozdily lze povazovat za zanedbatelné a odpovidaji
pfirozené variabilité biologickych vzorkt (Réblova, ustni informace). U oleju oxidovanych za
obou teplotnich podminek pak doslo k vyraznému poklesu obsahu vSech tokoferold, opét shodé

s praci ing. Johanidesoveé.

Z hlediska vSech sledovanych parametrii Ize tedy mnou pouzivané vzorky povazovat za shodné
se vzorky, se kterymi pracovala Ing. Johanidesova (Réblov4, ustni informace). To je dulezité
S ohledem na skutecnost, Ze mym Ukolem bylo ovéfit zajimavé vysledky ziskané pravé Ing.

Johanidesovou (viz nasledujici kapitola).
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6.2. Diskuse pokusii simulujicich traveni

Ztraty tokoferolil v travicim traktu

In vitro modely simulujici traveni jsou €asto vyuzivany pro studium interakci napfiklad Zivin v trdvicim
traktu a vétSinou se jedna o statické modely traveni se stalym pomeérem Zivin a ostatnich latek. Modely
jsou pouzivany pro svou jednoduchost na rozdil modelt in vivo, které sice maji vyhodu, Ze poskytuji

komplexni pohled, ale zarovefi jsou naroéné a eticky diskutabilni (Minekus, 2014).

Jak jiz bylo feSeno v teoretické Casti vitamin E je obecné oznaceni pro tokoferoly. Traveni
tohoto vitaminu zavisi na mnoha faktorech a muze dochazet kromé ztrat, diky oxidovanym
lipidim, i k oxidaci tokoferold vlivem ostatnich zivin. Pii konzumaci bézné stravy muze
dochazet napiiklad k oxidaci tokoferoléi hemovym a nehemovym Zelezem Fe®* nebo jinymi
slouceninami s prooxidacni aktivitou a lze se tak domnivat, ze oxidace zpiisobuje ztraty

tokoferolu, které je tieba kvantifikovat (Terao et al., 1995).

Vitamin E, jakoZzto lipofilni vitamin, je vstiebavan skrze mikroklky tenkého stfeva a jeho
absorpci je tfeba mnozstvi oleje. Absorpce je pozitivné ovlivnéna mnozstvim tuku, ale
optimalni hranice je$t€ piinosného mnozstvi dosud nebyla stanovena. Nejprve musi byt
uvolnén z tzv. potravinové matrice v zaludku a nasledné se musi v duodenu vclenit do micel

soli zlu¢ovych kyselin, pankreatické smési a fosfolipidi (Yang & McClements, 2013).

Dle vyzkumu Jeanes et al., 2004 bylo prokazano, Ze u sledovanych osob, které konzumovaly
prevahu polynasycenych mastnych kyselin doslo k zvySeni koncentrace vitaminu E v krevni
plasmé o 7 %. Na vyuzitelnost vitaminu E ma rovnéz vliv take textura pfijimané potravy a
vysledky ukazovaly, Ze potraviny se spongiozni strukturou jako napiiklad chléb, zvySovaly

vyuzitelnost tokoferolti v kombinaci s tukem (Jeanes et al., 2004).

VyuZitelnost vitaminu E ovliviiuje i chemické povaha. Jak jiz bylo popséna v literarni reSersi,
tokoferoly pomérné snadno podléhaji oxidaci (napiiklad i fotooxidaci) a proto dlouhodobé
skladovani oleji neni vhodné, tim spiSe je nutno je skladovat v chladu a temnu. Diky témto
jevim procest starnuti olejli se mohou nachézet tokoferoly 1 v esterové formé, kterd ma nizsi

vyuzitelnost (Yang & McClements, 2013).

Ztraty o-tokoferolu, které byly dekovany jako soucast této bakalarské prace byly popsany
Vv tabulce 5 popisuji rozdil obsahu tokoferolu pted travenim a po traveni. Tué¢nym pismem byly
vyznaeny hodnoty, které byly statisticky vyznamné. U neoxidovaného oleje byla primérna
hodnota a-tokoferolu 257,50+4,88, jak Ize rozeznat z vysledkové tabulky 3. Tato hodnota se

nasledné odecetla od piislusného piidavku a-tokoferolu.
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Dle prace inZzenyrky Johanidesové, ktera byla prikazna, se dosahovalo ztrat a-tokoferolu 7 %.
Ve studii Werner S. et al, 2011 tyto ztraty dosahovaly dokonce 15 % ptvodniho obsahu. Nas
pokus je bohuzel v tomto sméru nepritkazny, jelikoz v rdmci Studentova t-testu (N = 3; p =
0,05; t-kritérium = 4,303) nepotvrdil statisticky vyznam. Ztraty nebyly konzistentni v ohledu
na ostatni prace. Dle t-testu byly statisticky vyznamné jen nékteré vysledky a jsou popsany

v tabulce 8.

Je mozné, ze dysbalance vznikla systematickou chybou v pribéhu ptipravy travicich pokusti,

¢i vznikla jako chyba méieni.

Oxidativni ztraty a-tokoferolu

Ukolem mé bakalaiské prace bylo ovéiit vysledky ziskané v diplomové préaci Ing.
Johanidesové, respektive vysledky uvedené v ¢lanku pripraveném k publikovani, tj. ¢lanku
,yAbility of oxidized plant oils to initiate a-tocopherol losses during in vitro gastrointestinal
digestion” (autoti: Monika Sabolova, Aneta Johanidesova, Kamila Karolina Vejdovska, Matgj
Kohutiar, Vojtech Ilko, Matyas Krticka, Diomid Revenco a Zuzana Réblova). V téchto
predchozich experimentech byly realizovany shodné pokusy jako v mé bakalaiské praci.

Ptitom bylo zjisténo nasledujici:

Studie potvrdila vychozi hypotézu, tedy Ze pii konzumaci potravin obsahujicich oxidované
tuky a oleje (které Casto neobsahuji Zadné tokoferoly) mohou tyto potraviny zpisobit ztratu
tokoferolt z jinych potravin v travicim traktu a tim sniZit pfijem vitaminu E. Tyto ztraty nejsou
zanedbatelné, ale pravdépodobné je snizi soucasny dostatecny piijem antioxidantd, jako je

kyselina askorbova.

Tabulka 7: Vysledky ¢lanku “Ability of oxidized plant oils to initiate a-tocopherol losses
during in vitro gastrointestinal digestion”. Oxida¢ni ztraty a-tokoferolu (mg/kg oleje) vyvolané

oxidovanymi rostlinnymi oleji v in vitro modelu traviciho traktu (Sabolova et al., 2021).

Rapeseed oil Rapeseed oil
Model oxidized at 60°C oxidized at 180°C
for 2 weeks for 4 hours
Stomach only non-significant non-significant
Also small intestine without panreatin 92.2 +23.32 non-significant
Also small intestine with pancreatin 106.6 £ 29.6% 70.9 +24.22
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Ztraty a-tokoferolu zjisténé v jednotlivych modelech traviciho traktu, které byly realizovany
Vv této bakalarské praci s neoxidovanym fepkovym olejem, fepkovym olejem oxidovanym po
dobu 2 tydnti pfi teploté 60 °C a fepkovym olejem oxidovanym pii 180 °C po dobu 4 h bohuzel
nebyly prikazné. Vysledky této bakalaiské prace se, jak jiz bylo zminéno, zasadné lisily od
vysledku diplomove prace Ing. Johanidesove. V bakalatské praci se pti vypoctu oxidativnich
ztrat a-tokoferolu se statisticky vyznam neprojevil ani u jednoho vzorky. Byl pouzit Studentiv

t-test (N = 3; p = 0,05; t-kritérium = 4,303) (Johanidesova, diplomova préce).

V diplomové praci inzenyrky Anety Johanidesové, na kterou tato bakalarska prace navazuje
byly diskutovany zajimavé fenomény. Napiiklad, ze n€které slozky smési zIu¢i a pankreatinu
maji antioxida¢ni Gc¢inky. Zejména pak poukazuje na konjugovany bilirubin, ktery je
vyznamnym lipofilnim ter€em volnych radikéli a vyznamné inhibuje lipidovou oxidaci. V tom

ptipadé se bude jednat o kompetici mezi bilirubinem a a-tokoferolem.

Zajimavym fenoménem byly v této praci zjisténé nulové oxidativni ztraty a-tokoferolu
pozorované pii inkubaci oleje oxidovaného pii 60 °C v modelu Zaludku po dobu 1 h.
Ptedpoklad byl, Ze ztraty budou vyznamné vys$i, kvili kyselému prostiedi Zaludku
zesilujicimu peroxidaci lipidi. Pravdépodobné byl fenomén zptsoben kratkou dobou oxidace

(Johanidesovd, diplomové préce).

Dalsi zajimavy vysledek studie je, jak jiz bylo vySe zminéno, Ze peroxidové ¢islo pro olej
oxidovany pii 60 °C je 140,79+4,3 mEq O/kg, ale pro olej oxidovany pii 180 °C je pouze
12,96+0,60 26 mEq O2/kg. Tento vysledek Ize vysvétlit, Ze hydroperoxidy lipida pfi vysokych
teplotach zahtivani podléhaji pomérné rychlym néslednym reakcim za vzniku sekundarnich
oxida¢nich produktl lipidl. Lze se tak domnivat, Ze hlavnimi oxida¢nimi produkty
zpusobujicimi ztraty a-tokoferolu v oleji oxidovaného pii teploté 60 °C jsou hydroperoxidy a
pfipadné radikaly vznikajici jejich rozkladem. Olej oxidovany pii teploté 180 °C ma pomérné
nizkou hodnotu peroxidového cCisla a pomérné znacny obsah polymernich triacylglycerolii

(Johanidesova, diplomova préace).

Studium ztrat tokoferolti vyvolanych oxidovanymi lipidy v modelu traviciho traktu, kterému
se vénovala tato bakalaiska prace byla predCasné ukoncena, kviili nesourodosti vysledk.
Z pivodnich planovanych 42 vzort bylo uskute¢néno 9 v kazdé sérii po 6. Jak 1ze pozorovat
na Cislech, tak se pii vyzkumu ani po opakovane korekci postupu nepovedlo standardizovat

hodnoty.
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Piedpoklad, Ze tepelna oxidace po pruchodu travicim traktem snizuje hodnotu a-tokoferolu
nebyl vysledky vyzkumu podpofen, vzhledem k tomu, Ze kone¢na data byla nesignifikantni.
Dal§imu vyzkumu se vénuje tym védcti z VSCHT Praha CZU pod vedenim doc. Zuzany
Réblové (VSCHT Praha). Nesourodost vysledkt mohla byt zptisobena praci nékolika védct na
vice pracovistich. V dalsim vyzkumu pii opakovani pokusu by bylo vhodné usporadat jej na

jedno pracovisti, aby se predeslo systematické chybe.
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7. Zavér
Vyzkum bakalaiské samotné musel byt zastaven z ditvodu nesignifikance vysledki. Chyba
mohla byt systematicka v ramci provadéni travicich pokust nebo mohla byt zptisobena chybou
méfeni. Hypotéze, ze oxidované lipidy vedou k vyznamnym ztratdm tokoferoli v modelu

traviciho traktu v této bakalaiské praci nebyla potvrzena.

Pokusy se provadély na dvou pracovistich (laboratofe CZU a VSCHT) pro opakovani postupu
autor této bakalaiské prace doporucuje zvolit jen jedno pracovisté, aby se zamezilo vzniku
chyb. V navaznosti na toto téma vznikl, jak jiz bylo v praci zminéno védecky ¢lanek. Bylo by

zadouci rozvinou vyzkum, ktery se bude tykat vice ovliviujicich faktort.
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8. Seznam pouzitych zkratek

DNA deoxyribonukleova kyselina

LDL nizkodenzitni lipoprotein

HNE 4-hydroxy-2-nonenal

MAP-Tau microtobule associated proteins
PPAR peroxisome proliferator-activated receptors
13-HPODE 13-hyroperoxy-9,11-oktadekadienova kyselina
HEPE (hexanoyl)fosfatidylethanolamin
HEEA N-(hexanoyl)ethanolamin

HEPS (hexanoyl)fosfatidylserin

HESE N-(hexanoy)-serin

GSH glutathion

TRXR thioredoxinreduktasa

Trx thioredoxin

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
ROS reaktivni formy kysliku

AKR aldo-keto reduktasa

DHN 1,4-dihydroxynonan

MA merkaptouronova kyselina

HNA 4-hydroxynonanové kyselina

ONE 4-0x0-2-nonenalu

MDA malondialdehyd

PGH2 prostaglandin H2

M1G pyrimido[1,2-!]purin-10(3H)-on
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M1A Nes-(3-0x0-propenyl)deoxyadenosin
M1C Na-(3-oxopropenyl)deoxycytidin

M2G oxadiazabicyklo[3:3]nonen
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