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ABSTRAKT

Teoreticky piehled shrnuje charakteristiku polynenasycenych mastnych kyselin
a problematiku jejich metabolismu, fyziologickych u¢inki a vyskytu v potravinach.
Také se zabyva postupy a moznostmi stanoveni mastnych kyselin pomoci plynové
chromatografie.

Experimentalni ¢ast prace popisuje stanoveni profilu mastnych kyselin v dancim,
srné¢im  a  jelenim mase metodou plynové chromatografie na chromatografu
Fison 8000 Series s plamenoveé-ioniza¢nim detektorem. Pomoci statistického zpracovani
jsou sledovany prukazné rozdily v obsahu jednotlivych mastnych kyselin, skupin
mastnych kyselin a poméru n-6/n-3 polynenasycenych mastnych kyselin mezi

jednotlivymi druhy zvétiny.

Klicova slova:

PUFA, plynova chromatografie, zvétina, danék, srnec, jelen.

ABSTRAKT

The literature review summarizes characteristics of polyunsaturated fatty acids,
problems of their metabolism, physiological effects and their occurrence in food.
It pursues procedures and possibilities of fatty acids assessment with the help of gas
chromatography.

Experimental part of the thesis describes an assessment of fatty acids profile
in fallow deer meat, roe deer and deer meat using the gas chromatography method
operating the Fison 8000 series gas chromatograph as well as flame ionization detector.
Conclusive differences in content of particular fatty acids and n-6/n-3 fatty acids ratio

among single types of venison are being monitored by means of statistic processing.

Key words:

PUFA, gas chromatography, venison, fallow deer, doe, deer.
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1 UVOD

Asociace mezi pfijmem tukd a zdravim je velmi silna. Mastné kyseliny (MK),
V ramci zdravého zivotniho stylu a zvySené snahy o kvalitni stravovani se tak tuky
dostaly do poptedi zajmu Siroké spolecnosti. Analyza mnozstvi a profilu mastnych
kyselin se stala dilezitou jakostni charakteristikou potravin.

Vyznamny podil v piijmu tukd ve vyzivé clovéka tvoii maso. Profil
MK v zivoc¢iSnych tkénich zavisi na mnoha faktorech: Zivoc¢isny druh, pohlavi, vék,
environmentalni faktory ¢i krmeni. Vyjma ryb jsou Zivo¢isné tuky vnimany jako bohaty
zdroj nasycenych mastnych kyselin a cholesterolu a jejich pfijem je spojovan
s fadou onemocnéni (kardiovaskuldrni choroby, obezita, chronické zanéty, rakovina).
Na druhou stranu jsou dulezitym zdrojem bilkovin, vitamini a mineralnich latek.
Tim se z nich stdva velmi aktudlni a kontroverzni téma.

Mezi nejcastéji vyhledavané zivocisné druhy patii maso domestikovanych zvifat,
a to vepiové, kufeci a hovézi. Kazdym rokem v Ceské republice, stejné jako ve svété,
roste obliba konzumace zvétiny. Je povazovana za druh masa s vys$§im obsahem
bilkovin, n-3 nenasycenych mastnych kyselin a nizSim mnozstvim celkového tuku.
Vyznacuje se charakteristickou chuti a vuni. Dle Dannenberga et al. (2013) informace
o detailnim chemickém slozeni zvéfiny jsou stale nedostate¢né. Z téchto duvodu je

analyza profilu MK zvéfiny pfedmétem praktické ¢asti predkladané diplomové prace.



2 CIL PRACE

Cilem m¢ diplomové prace bylo:

1.

Studium dostupné literatury tykajici se metabolismu, fyziologickych ucinka
a vyskytu polynenasycenych mastnych kyselin fady n-6 a n-3.

Seznameni se s postupy extrakce, derivatizace a stanoveni PUFA metodou
plynové chromatografie.

Stanoveni profilu mastnych kyselin u vybranych druht zvétiny.

Vyhodnoceni ziskanych dat vhodnymi statistickymi metodami.

-10 -



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika a rozdéleni polynenasycenych mastnych kyselin

(PUFA)

3.1.1 Obecna charakteristika mastnych kyselin

vvvvvv

slozkou lipida (Velisek, 2002). Jsou povazovany za jejich zakladni stavebni jednotku.
Strukturni patet MK tvofi uhlovodikovy fetézec, na ktery je navazana hydroxylova
skupina (-COOH) na jednom konci a methylova skupina (-CH3) na druhém. VétSina
MK ma nerozvétveny fetézec se sudym poctem atomi uhliku (Dostal, 2005). Vyzivové
a funkéni vlastnosti MK jsou ovlivnény délkou fetézce a stupném nasyceni (Casimir,

2006; Komprda, 2003).

Dle stupné nasyceni délime MK na (Velisek, 2002):
» nasycené mastné kyseliny, které obsahuji pouze jednoduché vazby,
» nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (mononenasycené mastné
kyseliny = MUFA),
» nenasycené¢ mastné kyseliny, které obsahuji dvé a vice dvojnych vazeb
(polynenasycené mastné kyseliny = PUFA),
» mastné kyseliny strojnymi vazbami a riznymi substituenty (rozvétvené,

cyklické, s kyslikatymi, sirnymi nebo dusikatymi funk¢nimi skupinami).

-11 -



DRUHY MASTNYCH KYSELIN
(podle poétu dvojnych vazeb)

/NN \V\ NASYCENA

(bez dvojnych vazeb)
/N\—/\/\ MONONENASYCENA

(jedna dvojna vazba)
/\:/\=/\ POLYNENASYCENA

(vice nez jedna dvojna vazba)

Obrazek ¢. 1: Obecné schéma MK (Eufic)
Zdroj: http://www.eufic.org/page/cs/page/energy-nutrition/?article=6&p=2

3.1.2 Charakteristika PUFA

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) obsahuji dvé a vice dvojnych vazeb. Tyto
vazby jsou izolované a mohou zaujimat prostorovou konfiguraci cis nebo trans.
V cis-kyselinach jsou oba atomy uhliku na dvojné vazbé v poloze Kk sob& blizsi,
v trans-kyselinach se nachazi v poloze opac¢né. U piirozenych slou¢enin se zpravidla
setkame s cis-konformaci (Velisek, 2002). Trans-kyseliny se vyskytuji v malém
mnozstvi vituku a mléce prezvykavcl a vsemenech ngkterych rostlin. Nejvetsi
mnozstvi vznika priimyslovou hydrogenaci tuki (Dostal, 2005).

Nejcastéji se PUFA zapisuji vzorcem N:M (N — pocet atomt uhliku, M — pocet
dvojnych vazeb; Komprda, 2003).

3.1.3 Rozdéleni

Bézné déleni PUFA je podle polohy prvni dvojné vazby (Velisek, 2009), pomoci
ni rozliSujeme n-3, n-6 a n-9 PUFA resp. omega-3 PUFA, omega-6 PUFA
a omega-9 PUFA. Jednotliva cisla vyjadiuji, z jakého atomu uhliku vychazi prvni

dvojna vazba od methylové konce molekuly MK, viz obrazek ¢. 2. Toto rozdéleni je
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stézejni  z hlediska vyzivy a fyziologickych ucinkit  (Komprda, 2009).

Piehled nejdulezitéjsich PUFA uvadi tabulka €. 1.
n-6 or C-13
nora * C-12 (A12) C-9 (A9)

Linoleic Acid (18 carbons : 2 double bonds, rn-6)

rn-3or C-16

C-15 C-12 C-9
\/MN\/\){k

OH

ce-Linolenic Acid (18:3, n-3)

Obrazek ¢. 2: Schéma symboliky n-9, n-6 a n-3 PUFA (Hofmanova, 2013)
(Zdroj: https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps13/genotox/web/pages/15_lipidy.html)

Tabulka ¢. 1: Prehled nejduilezitéjsich PUFA (Jirak & Zeman, 2007)
Trividlni ndzev PUFA Funkéni vzorec Délka tetézce:
pocet dvojnych
vazeb

Hlavni n-3 PUFA

Kyselina alfa- | all-cis-9,12,15-oktadekatrienova C 18:3
linolenova (ALA)

Kyselina lI-cis-5,8,11,14,17-eikosapentaenova | C 20:5
eikosapentaenova

(EPA)

Kyselina klupanodova | all-cis-7,10,13,16,19- C 225
(DPA) dokosapentaenova

Kyselina all-cis-4,7,10,13,16,19- C22:6
dokosahexaenova dokosahexaenova

(DHA)
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Tabulka ¢. 1: Prehled nejdulezitejsich PUFA (Jirak & Zeman, 2007)
Hlavni n-6 PUFA

Kyselina linolova (LA) | all-cis-9,12-oktadekadienova C18:2
Kyselina all-cis-6,9,12-oktadekatrienova C 18:3
gama-linolenova

(GLA)

Kyselina dihydro- | all-cis-8,11,14-¢cikosatrienova C 18:3
gama-linolenova

(DGLA)

Kyselina arachidonova | all-cis-5,8,11,14-eikosatetracnova C 20:4
(AA)

3.2 Biosyntéza

Organizmus ¢lovéka je schopen syntetizovat MK z acetylkoenzymu A. Tvorba
PUFA se sklada z n€kolika kroki: syntéza saturované MK, elongace a desaturace. Cely
proces je katalyzovan komplexem enzymG pro syntézu MK, elongacnimi
a desaturaénimi enzymy. Clovék a jini Zivogichové jsou vybaveni pouze omezenym
typy desaturas, konkrétnd A°, A® a A°-desaturasy. Diisledkem je, ze za devatym
uhlikem od karboxylového konce nejsme schopni vytvofit dal$i dvojnou vazbu. Proto
komplex n-6 a n-3 PUFA fadime mezi esencialni MK. Schopnosti tvofit tyto MK jsou
obdateny rostliny s A* desaturasou &i plankton a fasy s A™-desaturasou (Ledvina,
2009; Jirak & Zeman, 2007; Komprda, 2003; Hurts, 2002).

3.2.1 Metabolicka rada n-6 PUFA

Prekurzorem n-6 PUFA je kyselina linolova, ze které vznika kombinaci desaturace

a elongace kyselina arachidonova a dalsi n-6 PUFA, viz obrazek ¢. 3 (Ledvina, 2009).
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3.2.2 Metabolicka rada n-3 PUFA

Syntéza fyziologicky vyznamnych n-3 PUFA, kyseliny eikosapentaenové (EPA)
a dokosahexaenové (DHA), vychazi z kyseliny a-linolenové (ALA), viz obrazek ¢. 3
(Ledvina, 2009).

18:0
k. stearova
CLOVEK ‘l ROSTLINY PLANKTON
A°-desaturasa
12_ 15 g
18:1 (9) O desatuesa | gaoionoee il et gaiaoncial
k. olejova - k. linolové k. a-linolenova |
elongmesaturasa l Ab-desaturasa AS-desaturasa
A 4
20:1 (11) | | 18:2 (6,9) | 18:3 (6,9,12) | 184(6912,15) |
y—Ilno[enova
elongasa elongasa lelongasa elongasa
A 4 A 4 \ 4
22:1 (13) | | 202(811) | 20:3 (8,11,14) | 20:4(811,14,17) |
dihomo-y-linolenova
elongasa AS-desaturasa lAs-desaturasa l AS-desaturasa
\ 4
A 4
24:1 (15) B} 20:4 (5,8,11,14) 20:5 (5,8,11,14,17)
k. nervonova ’ 20:3 (5,8,11) | k.arachidonova EPA (k. eikosapentaenova)
elongasa elongasa elongasa
A 4 A 4 \ 4
| 223(71013) | | 22:4(7,1013,16) | | 22:5(7,10,13,16,19) |
A*-desaturasa A%-desaturasa A*-desaturasa
A 4 A 4
. . 22:6 (4,7,10,13,16,19)
I 224 (4'7'10'13) | | 228 (4'7'10'13'16) | k. all-cis-dokosahexaenova

Obrazek ¢. 3: Metabolicka rada PUFA (Ledvina, 2009). Mastné kyseliny V zeleném poli
Jjsou pro cloveka nutricné esencidlni. Mastné kyseliny lezici ve fialovém poli miizeme
ziskat kombinaci elongace a desaturace z prekurzorovych mastnych kyselin (kyselina

olejova, kyselina linolovd, kyselina a-linolenova).

Metabolické fady n-6 a n-3 PUFA se tcastni stejna skupina enzymt. To zpisobuje
soutézeni o spolecné enzymy, jejichz mnozstvi je omezené. Ty pisobi prednostné
Vv n-6 metabolické draze. U¢innost konverze ALA -> EPA je u &lovéka pod 1 %
(Anderson & Ma, 2009). Systém pifemény u n-3 PUFA se jesté vice sniZuje ve stafi,

u kojencii a pfi nadmérném piijmu n-6 PUFA (Hofmanova, 2013).
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3.3 Oxidativni metabolismus PUFA

Vyssi PUFA maji vorganizmu ¢lovéka nezastupitelnou roli. Oxidativnim
metabolismem z nich vznikaji dtlezité latky eikosanoidy (Komprda, 2012).

Eikosanoidy jsou latky pusobici jako lokalni hormony. Jejich syntéza je konstantni
nebo indukovana podle potieby z AA a EPA. Obecné se jedna o pestrou skupinu latek

lisici se metabolickou drahou vzniku a G¢inky.

Rozdé€leni a draha vzniku eikosanoidii:
» prostanoidy  (prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany) vznikajici
cyklooxygenasovou drahou
» leukotrieny vznikajici lipoxygenasovou drahou
> epoxykyseliny a dihydroxykyseliny vznikajici epoxygenasovou drahou
(Ledvina, 2009)

Prvni krok syntézy vSech typa eikosanoidii je shodny. Nejprve je nutné odstépit
PUFA z membranového fosfolipidu pomoci fosfolipazy A,. Uvolnénd MK je
ptes  meziprodukty  transformovana  cyklooxygenasovou,  lipoxygenasovou
¢i epoxygenasovou drahou na pfiislusné metabolity (Ledvina, 2009; Wilhelm, 2013;
Komprda, 2012; Grofova, 2010).

Z AA vznikaji plsobenim cyklooxygenasy prostaglandiny, prostacykliny
a tromboxany fady 2. Lipoxygenasovou cestou jsou indukovany leukotrieny fady 4.

EPA je pfeménovana na prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany fady 3
¢1 leukotrieny fady 5 (Ledvina, 2009; Wilhelm, 2013; Komprda, 2003; Grofova, 2010).

ZjednoduSeny oxidativni metabolismus AA a EPA je znidzornén na obrazku ¢. 4.
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()6 PUFAS {w):3 PUFAS
LA (18:2n-6) ALA (18:3n-3)
A-6-Dosalurase l A-6-Desaturase
GLA (18:3n-6) 18:4n-3
Elongase l Elongase
DGLA (20:3n-6) 20:4n-3
l A:5.Desaturase l A-5-Desaturase
AA (20:4n-6) EPA (20:5n-3)
I \]\ ARAMNRARRARANMRMRAAMAARNRN AAAARNMARNRARNMRNARNRMNMARNRRAARNARAAANAAADANDANAANR f\
\ Membrane Phospholiplds
- 5\ ’,' ‘s\

Phospholipase A2+ C

Arachi acld + Lysophospholipid EPA - Eicosapentaenoic acid
Elongase - -q
Adrenic acld (22:4n-6) 12-L0X 5LOX|  15LOX . DA (22:5n-3)
COX-1 === | ==~ COX-2 12-HPETE S5-HPETE 15-HPETE COX-2 ->»
44-Dosaturase = >

PGG2 5,12-HETE PGG3
Peroxidse = = = > t ) POoidase === ¢ DHA (22:6n-3)
mPGES1 ~_  PGH2 Leukotriene Ad / AS PGH3

1N

LTC4 LTB4/LTBS LTCS
LTD4 LTDS
LTE4 LTES

LTF4 LTFS

PGD2 PGI2 PGE2 TXA2 PGI3 PGE3 TXA3 PGD3

|
-

PGJ2 PGF2a PGJ3  PGF3a

Obrazek ¢. 4: Zjednodusené schéma syntézy eikosanoidii (Hofmanovd, 2013)
(zdroj: https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps13/genotox/web/pages/15_lipidy.html)

3.3.11 Fyziologické uc¢inky PUFA

Nejvétsi mnozstvi PUFA se stavda modulacni slozkou biologickych membran,
kde ovlivituji fluiditu membrany, funkci integralnich proteinti a bunécnou signalizaci.
Ptiblizné 1 % podléha oxidativnimu metabolismu a pfeméné na eikosanoidy.

Samotna PUFA nebo produkt jejiho metabolismu muze byt ligandem pro receptor,
ktery pasobi po aktivaci jako transkripéni faktor a moduluje expresi velkého mnozstvi
gent. V souvislosti s PUFA jsou studovany receptory: PPAR (peroxisome proliferator
SREBP  (sterol
NF-kB (nuklearni faktor kB) a HNF 4 (hepatocyte nuclear factor).

Receptory PPAR (PPAR o, PPAR B, PPAR y ) a HNF 4 jsou spojovany

s metabolismem lipidti a glukosy. SREBP pusobi jako transkripéni faktor ovliviujici

activated  receptor), regulatory element binding protein),

expresi genil enzymu kodujici metabolismus lipidd a cholesterolu v jatrech.
NF-kB a TNF jsou zkoumany v souvislosti s chronickym zanétem (Komprda, 2012;

Calder, 2005; Jump, 2002; Tapiero et al., 2002).
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3.3.2 Fyziologické icinky eikosanoidi

Eikosanoidy jsou fyziologicky a farmakologicky diilezité latky ptsobici autokrinné

a parakrinné. Své ulinky zprostiedkovavaji prostfednictvi G-proteinu. Mohou také

pusobit jako ligandy transkripcnich faktort a ovliviiovat expresi geni.

Jednd se obecné o rozsahly komplex signalnich drah s riiznorodou odpovédi.

Dle svého charakteru ovliviiuji svalovou kontrakci, krevni tlak, dychéni, ¢innost stiev,

agregaci trombocytil ¢i imunitni reakce organizmu (Ledvina, 2009; Wilhelm, 2013;
Grofova, 2010; Tapiero et al., 2002; Jump, 2002; Prentice et al., 2005). Obecny pichled

ucinkll eikosanoidii uvadi tabulka ¢. 2, nékteré konkrétni ucinky tabulka ¢. 3.

Metabolity n-3 PUFA pusobi antagonicky nebo slab&ji nez metabolity n-6 PUFA.

Tabulka ¢. 2: Obecny prehled ucinki eikosanoidi (Komprda, 2003)

Tabulka ¢. 3: Prehled biologickych ucinkii nékterych konkrétnich eikosanoidii rady

Metabolity n-6 PUFA Metabolity n-3 PUFA
Prozanétlivé ucinky Protizanétlivé
Vasokonstrikéni Vasodilata¢ni
Agregacni Antiagregacni
Bronchokonstrik¢ni Bronchodilata¢ni

n-6 PUFA (Ledvina, 2009)

Metabolity n-6 PUFA

TXA; agregace trombocytl; kontrakce hladkého svalstva,
zvyseni intenzity a trvani bolesti

PGE, inhibice kontrakce hladkého svalstva, vasodilatace, inhibice sekrece HCI
a stimulace sekrece mucinu (= ochrana zalude¢ni sliznice), zvySeni
teploty, zvySeni intenzity a trvani bolesti, zvySeni permeability cév
(= Cervenani pfi zanétu)

PGD, navozeni spanku, kontrakce bronchialniho svalstva

PGE; vyvolava porod

PGF, kontrakce hladkého svalstva, zvySeni télesné teploty

TXA; agregace trombocytt; kontrakce hladkého svalstva

PGI,/PGl; | antiagrega¢ni ucinek; vyvolani relaxace hladkého svalstva; zvySeni
intenzity a trvani bolesti
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Tabulka ¢. 3: Prehled biologickych ucinkii nékterych konkrétnich eikosanoidii rady
n-6 PUFA (Ledvina, 2009)

LTB 4 zvySuje permeabilitu cévniho entodelu, agregace lymfocyta

LTC, kontrakce plicnich a koronarnich cév

Jak naznacuji tabulky ¢. 2 a 3, metabolity fady n-3 puasobi protektivné a ovliviiuji
pozitivné¢ ftadu faktori v souvislosti s chronickym zanétem, srde¢né-cévnim
onemocnénim, autoimunitnim onemocnénim a rakovinou (Komprda, 2003). Jsou cilem
mnoha medicinskych a farmakologickych studii. Odrazovou studii pro n-3 PUFA byla
studie na gronskych Eskymécich. Kdyz v 80. letech upoutal danskych védct fakt,
ze se Eskymadci dozivaji vysSiho v€ku. Nasledné bylo zjisténo, Ze divodem je vyssi

konzumace ryb bohatych na n-3 PUFA (Kalac, 2003).

3.3.3 Fyziologické ucinky n-6 PUFA

N-6 PUFA jsou dulezitou soucasti membran, u kterych ovlivituji jejich fluiditu
a funkci integralnich membranovych proteinti. Nutri¢né esencialni je kyseliny linolova,
kterd je prekurzorem pro dal$i n-6 PUFA. Podili se také na zachovani kozni integrity
a blokaci vstupu skodlivych latek. Jeji metabolismus je naruSen pii koznich poruchach
(atopicka dermatitida, lupénka). V nékterych studiich je diskutovan protektivni vliv jeji
suplementace pii téchto chorobach (Calder, 2005).

K nejvyznamnéjsim n-6 PUFA patii AA, ktera je v téle vazana na membranové
fosfolipidy. Je jejich zasadni modula¢ni slozkou, ligandem pro receptory a vychozi
latkou pro syntézu eikosanoidl S prozanétlivymi, vasokonstrikénimi a agregac¢nimi
ucinky (Harris et al., 2009). V mozku je dale vyuzivana k syntéze kannabinoidu
annandamidu, ktery ptisobi v buné¢né signalizaci jako druhy posel (Piomelli, 2000).

N-6 PUFA  snizuji  prostiednictvim  PPAR  plazmatickou  hladinu
TAG a LDL cholesterolu. Jejich vyznamny hypocholesterolemicky efekt je negativné

ovlivnén souc¢asnym snizenim HDL cholesterolu (Calder, 2005; Jump, 2002).
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3.3.4 Fyziologické ucinky n-3 PUFA

N-3 PUFA maji Siroké spektrum ucinkid. Jsou modulacni slozkou biologickych
eikosanoidl nebo ligandy transkripcnich faktorti. Mezi fyziologicky vyznamné zastupce

patii DHA a EPA (Tapiero et al., 2002).

Role n-3 PUFA v metabolismu glukosy a lipida

N-3 PUFA aktivuji PPAR o a soucasn¢ inhibuji SREBP 1. V disledku stimulace
B oxidace a potlaceni syntézy MK dochézi ke snizeni plazmatické hladiny TAG. Dale
prostfednictvim SREBP 1 ovliviiuji expresi gent kodujici enzymy zhGcastiujici
se produkce cholesterolu (Komprda, 2012; Komprda et al., 2014; Calder, 2005; Jump,
2002; Tapiero et al., 2002; Hofmanova, 2013; Hurts, 2002).

Gonzalez-Periz et al. (2009) zjistili souvislost mezi n-3 PUFA a PPAR vy ,
IRS (insulin receptor signaling) a GLUT-2 / GLUT-4 (receptor pro transport glukézy).
Prostfednictvim téchto receptori urcili pozitivni vliv n-3 PUFA na inzulinovou

rezistenci a steatozu jater.

Role n-3 PUFA v procesu chronického zanétu

Na molekularni urovni soutézi EPA, DHA SAA o pozici substratu
v cyklooxygenasové a lipoxygenasové draze. Jinou drahou, prostiednictvim
NF-kB, moduluji n-3 PUFA nebo produkty jejich metabolismu expresi genti kodujici
proliferaci lymfocyt, cytotoxickou aktivitu T-lymfocytd, NK bunék, chemotaxi
neutrofilti a monocytt (Calder, 2006; Tapiero et al., 2002).

Obéma zpusoby snizuji hladiny prozanétlivych metabolitl
AA (napt. interleukin-6, tumor necrosis factor, interferon-c, C-reaktivni protein)

a pusobi protektivné v procesu chronického zanétu.

Role n-3 PUFA v centralni nervové soustavé

Stézejni MK pro cinnost centralni nervové soustavy je DHA. Receptor
RXR po aktivaci DHA vytvaii a-dimer a plsobi jako transkripéni faktor pro geny
ovlivityjici vyvoj centralni nervové soustavy (Jump, 2002).

Jako soucast membranovych fosfolipidu Vv sitnici ovliviiuje DHA funkci rhodopsinu,
ktery je zodpovédny za zrak. Jeji nedostatek zhorSuje komunikaci mezi neurony

a tim i vidéni (Jump, 2002).
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DHA zvysuje fluiditu membrany a zesiluje pfenos signdlu mezi neurony. Snizena
hladina AA a DHA je spole¢nym rysem dusevnich poruch (napi. deprese, nasili, agrese,
schizofrenie, hyperaktivita nebo nesoustfedénost déti) a neurodegenerativnich nemoci
(Parkinsona a Alzheimerova choroba; Jirdk, 2007). Nékteré studie prokazuji, ze lidé
s vys$i hladinou n-3 MK jsou tolerantnéj$i a maji mensi sklony k agresi (Shia, 2002).

Koletzko et al. (2001) doporucuji zvyseny piijjem PUFA, hlavné DHA, béhem
téhotenstvi a kojeni. Piijem ditéte zavisi na saturaci PUFA v organizmu matky.
Dostatecny piijem je nezbytny pro vyvoj mozku a imunitu ditéte. U déti s nizkou
porodni hmotnosti a piedCasnym porodem byly naméfeny nizké hladiny PUFA.
Vyhnankova (2010) poukazuje na protektivni vliv suplementace n-3 PUFA u pred¢asné
narozenych déti. Poruchy kognitivnich funkei a chovani byly prokézany u déti s nizkym

ptijmem n-3 PUFA (Koletzko et al., 2001).

Role n-3 PUFA v procesu karcinogeneze

N-3 PUFA hraji roli v procesu karcinogeneze. Piesny mechanizmus pusobeni
je stale pfedmétem studii. Velka pozornost je vénovana enzymu COX-2 (Hofmanova,
2013).

Bylo prokazano, ze nizké hladiny ALA v prsni tkani zvySuji u Zen riziko vzniku
rakoviny prsu. Nizky piijem PUFA byl pozorovan u pacientli srakovinou prostaty
(Hofmanova, 2013). Jump et al. (2002) ve své studii zvefejnili, ze n-3 PUFA snizuji

riziko vzniku rakoviny prsu, kolonu a pankreatu.

3.3.5 Pomér n-6/n-3 PUFA

Ob¢ fady MK jsou pro organizmus dilezit¢é a musi byt pfijimany potravou.
Pro spravny chod organizmu a prevenci onemocnéni je stézejni spravny pomer
n-6/n-3 PUFA (Simopolous, 2006). Za optimalni pomér se povazuje 1 : 1. Ceska
spole¢nost pro vyzivu (2012) doporucuje pomér n-6/n-3 PUFA do 5. Realny piijem
se vSak pohybuje v rozmezi 10 — 25 : 1. Tento nepomér piispiva k zvySenému riziku
vzniku chronickych degenerativnich zanétlivych onemocnéni, viz obrazek ¢. 5
(Simopolous, 2006; Komprda, 2012).

Byl prokazan vztah mezi vysSim pfijmem n-6 PUFA
a niz§im ptijmem n-3 PUFA v souvislosti se zvySenou hladinou TNF R1 a R2 (receptor
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pro tumor nekrotizujici faktor). Tento typ receptoru pusobici jako transkripéni faktor
hraje vyznamnou roli v chronickych zanétlivych procesech (Simopolous, 2006).

Jak uvadi Jump (2002), existuje mnoho uc¢inkii a bunécnych signalizaci, které
n-3 a n-6 PUFA zprostiedkovavaji v organizmu. Neékteré jsou vice a nékteré méné
prozkoumané a potvrzené. Obecné prevlada nazor nad protektivnimi ucinky n-3 PUFA

a vyvazen¢ho poméru n-6/n-3 PUFA.
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Obrazek ¢. 5: Potencialni mechanizmy typicke zapadni diety bohaté na n-6 PUFA
podporujici zanét a karcinogenezi (Hofimanova, 2013)

(zdroj: https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps13/genotox/web/pages/15_lipidy.html)
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3.4 Vyskyt PUFA

PUFA se vyskytuji v potravinach rostlinného 1 Zzivocisného plvodu. Obecné
prevladd nazor, ze zivocisné tuky jsou Skodlivé. Tento nazor je vSak zjednoduSeny.
Jak mezi rostlinnymi, tak zivo¢isnymi zdroji, mtiZzeme najit prospésné i nevhodné tuky.
VSse zalezi na profilu a mnozstvi MK v dané potraving.

Na kyselinu linolovou jsou bohatd rostlinnd seminka a oleje (napf. kukufice,
slunecnice, s6ja, pSeni¢né klicky). AA se tvoti z kyseliny linolové pouze v zivo¢isnych
bunkach. Vyskytuje se v mase, mléce a vejcich. Rostlinna strava ji neobsahuje.

Ze zdroji n-3 PUFA lze uvést soju, fepku, vlasské ofechy ¢i Inéné seminko, které
obsahuji kyselinu a-linolenovou. Nejlepsim zdrojem n-3 PUFA, konkrétné
EPA a DHA, vsak zustavaji moiské ryby zijici ve studené vodé (losos, makrela, pstruh,
tunak, sardinky; Russo, 2009). Piehled nékterych zdroji uvadi tabulka ¢. 4.

Mensi mnozstvi PUFA se nachazi i vmase a vejcich. Obecné se maso
a mastné vyrobky vyznacuji vysS§im obsahem saturovanych MK, niz§im obsahem PUFA
a pfitomnosti cholesterolu. Bylo vypozorovéano, Ze obsah tuku mirné stoupd s vékem
(Vomepelli et al, 2002; Bures et al., 2014).

Protoze piijem masa tvofi vyznamny podil v pfijmu tuku, nékteré studie se snazi
modifikovat celkovy profil MK v mase pomoci krmeni. Bylo prokazano, ze vhodnou
skladbou krmeni, kterd je obohacena 0 n-3 PUFA, lze docilit pozitivnich zmén
ve spektru MK v zivocisnych tkanich. Protoze EPA+DHA nemusi byt konvertovany
pomoci desaturacnich enzymi, lepSich vysledkli dosahuji rybi oleje a formule
obohacené o EPA+DHA nez rostlinné oleje (bohaté na ALA; Russo, 2009; Howe et al.,
2002). Byl potvrzen kladny efekt ipravy krmeni u prasat, skotu, ovei (Wood et al.,
2005), ale i dribeze (Barroeta et al., 2007). Vysledkem bylo navySeni mnozstvi PUFA
a snizeni SFA a MUFA.

Dale je prokazatelné vyssi mnozstvi n-3 MK pozorovano u zvirat zivicich se travou
nez u zvifat krmenych koncentratem (Wood et al., 2003). Maso volné zijici zvéfiny
vykazuje v mnoha studiich niz§i hodnoty SFA, vys$si hodnoty PUFA a vhodny pomér
n-6/n-3 MK vV porovnani s jateCnymi zvifaty (Cygan-Szczegielniak et al., 2010;
Polak et al., 2008).
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Tabulka ¢. 4: zdroje n-6 a n-3 PUFA (Russo, 2009)

Potraviny bohaté LA ALA AA EPA+DHA
na n-6 PUFA (mg/1009g) (mg/1009) (mg/1009) (mg/1009)
kukufi¢ny olej 50000 900 - -
arasidovy olej 23900 - - -
sOjovy olej 53400 7600 - -
slunecnicovy ole;j 60200 500 - -
margarin 17600 1900 - -
sadlo 8600 1000 1070 -
vejce 3800 200 - -
slanina 6080 250 250 -
Sunka 2480 160 130 -
so6jové boby 8650 1000 - -
mandle 9860 260 - -
brazilské ofechy 24900 - - -
arasidy 13900 530 - -
vlasské ofechy 34100 680 590 -
Potraviny bohaté LA ALA AA EPA+DHA
na n-3 PUFA (mg/1009) (mg/100g) (mg/1009) (mg/100g)
fepkovy olej 19100 8600 - -
Inény olej 13400 55300 - -
sled’ 150 61,66 36,66 1700
losos 440 550 300 1200
pstruh 74 - 30 500
tunak 260 270 280 400
treska 4 2 3 300
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4 STANOVENI PUFA METODOU PLYNOVE
CHROMATOGRAFIE

4.1 Obecny princip plynové chromatografie

Chromatografie je skupinou fyzikaln¢-chemickych metod, které patii mezi
nejpouzivanéjsi techniky v laboratofi. Spole¢nym znakem téchto metod je déleni vzorku
mezi dvéma nemisitelnymi fazemi: stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou).
Slouceniny se separuji na zakladé svych distribu¢nich koeficientd pro tyto zvolené faze.
Jsou ruzna hlediska rozdéleni chromatografii, napt. dle mobilni faze, podle zptsobu
provedeni, podle principu separace nebo ucelu pouziti (Klouda, 2003; Rozikova 2010;
Christie, 1989).

Plynova chromatografie (GC) je jednou z chromatografickych metod, kde mobilni
fazi je plyn nazyvany nosny plyn. Vzorek je davkovan do vyhtéaté nastifikové komory,
kde se odpafi. V podob¢ par je nosnym plynem unaSen do kolony, kde se separuje
na zaklad¢ rizné schopnosti se poutat na stacionarni fazi (SF). Slozky, které opoustéji
kolonu, zaznamenava detektor. Jeho signal je nasledné upraven a vyhodnocen

pocitaCovym zatizenim (Klouda, 2003).

Injektor vzorku

/
Regulator pritoku —/\'/\_

\ Zapisovac (pocitac)
<] B
.\

Detektor

MNosny plyn Termostaty pro kolonu,
injektor a detektor

Obrazek ¢. 6: Zjednodusené schéma plynové chromatografie

(zdroj: http://cheminfo.chemi.muni.cz/chem_sekce/predmety/C7300/GC/uvod.pdf )
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Podle povahy stacionarni faze rozliSujeme:
> plynova chromatografie vsysttmu plyn — pevna latka (GSC),
kde se pfi separaci uplatiiuje adsorpce,
» plynova chromatografie v systému plyn — kapalina (GLC), ktera je zaloZena

na rozdilné rozpustnosti vzorku v kapaling a plynu.

Obecné se GC vyuziva pro separaci latek, které jsou nebo mohou byt transferovany
do plynné faze. Podminkou je dostateny tlak syté pary, termostabilita a molekulova
hmotnost mensi nez 1000. Nevyhovujici analyty mohou byt stanoveny ve formé

derivatu (Klouda, 2003).

4.2 Priprava vzorku

Obecné se metodika stanoveni MK skladd ze tfi kroku: extrakce, derivatizace
a vlastni stanoveni GC. Podle povahy vzorku mulze extrakci predchazet lyofilizace,
homogenizace nebo sonikace. Bézné se pro jednotlivé kroky pouzivaji rizné metody
v zavislosti na typu vzorku a pouzitych chemikaliich.

Aby se minimalizovaly zmény ve slozeni vzorku a byla zachovana jeho ptvodnost,
je dulezité, aby byla extrakce provedena co nejdiive. Pokud to neni mozné, je nezbytné
zajistit vhodné skladovani pii nizkych teplotach. Ptehled bézné pouzivanych postupt

uvadi nasledujici podkapitoly (Christie, 1989; Seppidnen-Laakso et al., 2002).

4.2.1 Extrakce

Cilem je pievedeni lipidi do rozpoustédla, které se nasledné odstrani.
Tim je izolovan Cisty tuk, ktery se gravimetricky stanovi. Spravné zvoleny typ extrakce
a rozpoustédlo (solvent) je stézejni pro uspésnou separaci. Nepolarni rozpoustédla
(napf. hexan, petrolether) jsou vhodna pro extrakci jednoduchych neutralnich lipidi.
Pro komplexni lipidy a fosfolipidy musi byt pouzita polarnéj$i rozpoustédla

(napf. methanol, acetonitril). Proto jsou pro ziskani celkovych lipidt nejéastéji
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pouzivany smeési polarnich a nepolarnich rozpoustédel (Christie, 1989; Perkins et al.,
1993).

4211 Metoda podle Soxhleta

Spociva v extrakci suseného vzorku rozpoustédly: hexan, petrolether a diethylether
v Soxhletové extraktoru po dobu 4-6 hodin. Patfi mezi nejrozsSifenéjsi metody
pro extrakci lipida z potravin. Tato metoda je pfednostné doporucovana pro vzorky
S vysokym obsahem neutrdlnich tukd a nizkym obsahem vody a sacharidd, napft.
olejniny (Christie, 1989; Perkins, 1993).

Tato technika byla pouzita napft. pti analyze lipidového sloZeni svalové tkan¢ darnka
(Piaskowska et al., 2015) nebo stanoveni srn¢iho intramuskularniho tuku
(Razmaite et al., 2015).

4212 Metoda dle Folche

Jako rozpoustédlo vyuziva roztok chloroformu/methanolu v poméru 2 : 1. K vymyti
nelipidickych slozek slouZi solny roztok. Tato metoda se stala zdkladem pro pozdé;si
modifikace. Ma uplatnéni u vzorkti bohatych na bilkoviny a vodu (napf. maso).
Nevyhodou je zatéZ Zivotniho prostfedi chloroformem, jeho regulace Evropskou unii
a zdlouhava filtrace (Christie, 1989; Perkins et al., 1993).

Jeho modifikovana verze byla pouzita napf. pro extrakci lipidd zmléka
a masla (Jin-Man Kim et al., 2015), jehné¢iho masa (Phillip et al., 2005), dan¢iho masa
(Milovanovic et al., 2007; Bures et al., 2014) nebo jeleniho masa (Dannenberger et al.,
2013).

4.2.1.3 Metoda dle Bligh and Dyer

Bligh and Dyer (1959) nahradili binarni systém podle autora Folche systémem
tercialnim, ktery zahrnuje chloroform/methanol/vodu (Cyberlipid; Christie, 1989;
Perkins et al., 1993).
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Iverson et al. (2001) prokazali, ze metoda autort Bligh and Dyer (1959)
podhodnocuje mnozstvi celkovych lipidi u vzorkli obsahujici vice nez 2 % lipidi.
Nejbéznéjsi modifikace spociva v nahradé vody za 1 M NaCl a 0,2% roztok kyseliny
fosfore¢né. Dalsi moznou tpravou je piidani HCI, ¢imz bylo dosazeno vys$si vytéznosti

a zkraceni doby extrakce (Cyberlipid; Christie, 1989).

4214 Metoda dle Hara & Radim

Jedna se o jednokrokovou extrakci rozpoustédlem hexan/isopropanol v poméru
3 : 2, filtraci a promyti vodnym roztokem siranu sodného. Vyhodou je pouziti
netoxického rozpoustédla (Christie, 1989; Perkins et al., 1993).

Metoda Hara Radim byla pouzita napt. pro ziskdni tuku ze svaloviny kraliki

(Peiretti et al., 2012).

4.2.1.5 Methyl-tert-butyl ether extrakce

Metoda pouziva tfi druhy rozpoustédel: methanol / methyl-tert-butyl ether / vodu.
Nékteré studie prokazuji stejné nebo lepsi vysledky methyl-tert-butyl ether extrakce
Vv porovnani S metodami od autorti Folche nebo Bligh and Dyer (Matyas et al., 2008).

4.2.1.6 Superkriticka fluidni extrakce

Vhodnou univerzalni metodou analyzy lipidi v riznych druzich potravinach
je superkritickd fluidni extrakce (SFE). Je alternativou k extrakci pomoci organickych
rozpoustédel. Jako extrakéni Cinidlo zde slouzi kriticka tekutina, nejcastéji oxid uhlicity,
ktery ma vlastnosti plynu i tekutin. Vyhodou je rychlost, automatizace, vSestranné
vyuziti a uspora rozpoustédel. Nevyhodou je pofizovaci cena a pozadavky na Cistotu
extrak¢ni matrice (Klouda, 2003; Dionisi et al., 1999).

Tato metoda se jevi vhodnou technikou pro analyzu tukt z potravin. Vybornych

vysledkt vytéznosti lipidi dosahovala pfednostné u mléka (Dionisi et al.,1999).
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Cilem mnoha studii je najit vhodnou metodu extrakce pro urcity typ vzorku. Vét§ina
dnesnich extrakci v systému kapalina/kapalina vychazi z vySe uvedenych metod.
Nekteré prace se snazi malou modifikaci téchto zékladnich protokola zvysit vytéznost
lipida (Christie, 1989). Volba vhodné metody zavisi pfednostné na typu vzorku a druhu
lipid, které chceme extrahovat. Je snaha nahradit zdlouhavé metody s velkymi
spotfebami rozpoustédel novymi technikami napt. extrakci na pevné fazi, superkritickou
fluidni extrakei, extrakci pomoci mikrovin, Fexe IKA extrakci (Cyberlipid;
Perkins et al., 1993).

4.2.2 Derivatizace

Zatimco kratké MK (méné nez 10 C) mohou byt analyzovany piimo, ostatni
MK musi byt podrobeny derivatizaci. Timto procesem vznika tekavéjsi forma
MK a dochazi k poklesu polarity MK. Dusledkem je snizeni adsorpce a dimerizace
v plynné fazi. (Christie, 1989; Cazes, 2010).

Methylestery mastnych kyselin (FAME), esterifikované na —COOH koncich,
jsou nejrozsifengj$i zplsob derivatizace MK. FAME se ziskaji zahfivanim volnych
MK s piebytkem bezvodého methanolu za pfitomnosti kyselého nebo bazického ¢inidla
(Cazes, 2010).

Podle pouzitych ¢inidel rozliSujeme:
» kysela transesterifikace
» zasadita transesterifikace

> ostatni

4221 Kysela transesterifikace

Principem je atak protonu v misté¢ karboxylového kysliku, pfesun elektronu
a uvolnéni glycerolu z esteru. Cim je vyssi reaktivita a prebytek pfitomného alkoholu,
tim reakce probiha 1épe. Mezi pouzivana Cinidla patii kyselina chlorovodikova, sirova,

bortrifluorid (tzv. Lewisova kyselina) a acetylchlorid v methanolu.
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Mezi nejcastéji popisované derivatizace V literatufe patii postup pomoci
bortrifluoridu (12-14 % roztok BF; v methanolu), se kterou ptisel Morrison et al.
(1964). Je piednostné doporu¢ovana nékolika vyznamnymi institucemi
napi. Americkou organizaci analytické chemie (Christie, 1989; Cazes, 2010; Eder et al.,
1995).

4222 Zasadita transesterifikace

Princip je =zalozen na zmydelnéni TGA a nasledné esterifikaci volnych
MK v bezvodém methanolu za pfitomnosti bazického katalyzatoru. Nejbéznéjsimi
¢inidly jsou sodny a draselny methoxidy (jejich 1-2% molovy roztok Vv bezvodém
methanolu).

Piesné postupy jsou popsany nékolika autory. Metodika pro analyzu estert
MK z triacyglycerolti a fosfolipidi byla sestavena Ichihara et al. (1996). Alternativni
technika upravena pro vzorky mléka a rostlinnych seminek pouziva draselny
tert-butoxid a 2-methoxyethanol (Christie, 1989; Cazes, 2010, Seppénen-Laakso et al.,
2002; Eder et al., 1995).

Vyhodou =zasadité transesterifikace je rychlost a pouziti nizSich teplot.
Je doporucovana pro stanoveni termolabilni MK a MK se stfednim fetézcem (Cazes,

2010).

4.2.2.3 Ostatni moZnosti derivatizace

Jinou variantou je methylace bez pfedchozi extrakce. Vzorek tkan€, 0 maximalni
hmotnosti 10 mg nebo objemu 5 pl, je viozen do zkumavky se Sroubovym uzavérem.
Poté je pfidan 1 ml methanolické kyseliny chlorovodikové, 1 ml methanolu a 0,5 ml
hexanu. Zkumavka se pevné uzavie a je zahtivana na teplotu 100 °© C po dobu 1 h.
Po ochlazeni jsou napipetovany 2 ml hexanu a 2 ml vody. Hexanova vrstva
se po kratkém odstati odstrani (Eder, 1995).

Dalsi moznosti, ktera je objasnéna autory Woo et al., 1999, je pouziti

terc-butyldimethylsilyl derivati (tBDMSi.) Vyznacuje se zvySenou sensitivitou,
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termdlni a hydrolytickou stabilitou. Jedna se o potencialni postup pro stopové stanoveni
MK (Cazes, 2010; Eder et al., 1995).

Alternativou pro chromatografii s dusikovo—fosfatovym detektorem je kyanomethyl
derivatizace (Cazes, 2010; Eder et al., 1995).

Bylo prokazéano, Ze methylace neni ucinnou formou  derivatizace
pro MK s kratkym fetézcem. Vhodnou volbou jsou propyl a butyl estery mastnych
kyselin (Eder et al., 1995).

4.3 Vlastni stanoveni PUFA plynovou chromatografii

GC byla poprvé pouzita pro stanoveni MK v roce 1961. Od té doby zaznamenala
znaény pokrok. Dnes je nejpouzivangj$im analytickym néstrojem pro stanoveni
MK se Sirokym uplatnénim v nutriéni, biochemické, biomedicinské, mikrobiologické
a zemédélské oblasti. Cely proces analyzy se sklada ze ctyt krokii: nastiik, separace,

detekce a vyhodnoceni (Seppanen-Laakso et al., 2002).

4.3.1 Nastrik

Nastiik vzorku je popisovan jako nejkritictéjSi krok analyzy. Nejcastéji je vzorek
aplikovan pomoci déliCe toku (split injection). Pii této technice jde cast vzorku
po odpatfeni do kolony a ¢ast je odvedena pryC. MnoZstvi vzorku aplikovaného
do kolony vyjadiuje rozd€lovaci koeficient (split ratio). Potencidlni nevyhodou
je diskriminace (zména sloZeni analytu) vzorku obsahujici slouceniny se Sirokou Skéalou
riznych hodnot teplot varu. MK s rizn€ dlouhym fetézcem se v téchto hodnotéach l1isi.
Dle Banona lze diskriminaci slozek analytu ptedejit pouzitim automatického
vysokorychlostniho nastfiku, malého objemu vzorku o nizké koncentraci a vysokou
nastfikovou teplotou (250 - 300 °C). Druhou moznosti je nastfik bez dé¢lice toku
(splitness injection). Pii této metodé se vzorek ned€li a vSe je aplikovano piimo

na kolonu.
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Pro stanoveni MK je doporucovana technika nastiiku pfimo na kolonu
(cool on-column nastfik), ktera eliminuje moznost diskriminace slozek
(Seppdnen-Laakso et al., 2002; Eder et al., 1995).

4.3.2 Separace

Separace vzorku probihd v koloné na zakladé rozdilné schopnosti se poutat
na stacionarni fazi (SF). Pro GC jsou k dispozici dva typy kolon lisici se konstrukei:
napliové a kapilarni. Pro stanoveni MK se vyuzivaji kapilarni kolony, které jsou
sklenéné, plastové nebo kiemenné. Vnitini sténa ptsobi jako nosi¢ SF. Jeji povrch

je chranén polyimidovou vrstvou do 350 °C nebo hlinikovou do 425 °C.

D¢leni kapilarnich kolon podle zpiisobu zakotveni SF:
» SCOT (Support-coated open tubular): vrstvicka nosi¢e se zakotvenou
kapalinou
» PLOT (Porous-layer open tubular): vrstvicka pevného sorbentu na vnitini sténé
» WCOT (Wall-coated open tubular): tenky film kapalné faze (Klouda, 2003)

Vlastnosti kolony, které ovliviyji jeji uc¢innost, jsou délka, vnitini pramér, tloustka
filmu a polarita stacionarni faze. Délka kolony se pohybuje od 15 do 60 m. Typické
varianty vnitfniho priméru jsou 0,10; 0,15; 0,18; 0,25; 0,32 a 0,53 mm se silou filmu
SF 0,1 az jednotky pm. Delsi kolony se vyznacuji lepsi separaci, ale delSimi retenénimi
casy. UZ8i kolony vykazuji vyssi G€innost, ale niz8i kapacitu. Polarita SF ovliviluje
retencni casy MK a ucinnost separace. Velmi polarni SF poskytuji vyborné vysledky,
ale jsou tepelné nestalé. Nepolarni volba SF je termostabilnéjsi, ale nevykazuje vysokou
selektivitu. Kompromisem pro mnoho analyz jsou stfedné polarni SF. Priklady
SF pro stanoveni MK uvadi tabulka ¢. 5. Vybér parametri kolony zavisi na povaze
analyzovaného vzorku a moznostech laboratoie. (Klouda, 2003; Cazes, 2010;
Eder et al., 1995).
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Tabulka ¢. 5: Priklady stacionarnich fazi pro analyzu MK (Eder

et al., 1998; Cazes,

2010)

Polarita Priklad Oznaceni

stacionarni faze

Nepolarni SF 95% dimethyl-5% diphenylpolysiloxane | DB 5, PB-5
methylpolysiloxane SPB-1, DB1

Stiedné polarni SF 35% phenyl polydimethylsiloxan DB-35, HP-35
50% phenyl polydimethylsiloxan DB-17, HP-17

Polarni SF polyethylen glycol DB-wax, OV 225
25% cyanopropyl-25% phenyl-50% FFAP
methyl
acidifikovany polyethylen glycol Supercolwax
86% dimethyl-14% DP 1701
cyanopropylphenylpolysiloxane

4.3.3 Detekce

Detektor je zafizeni, které reaguje na zménu signalu prochazejiciho nosného plynu.
Tato zména je ddna vlastnosti nosného plynu a slozenim analytu. Je oznacCovana
za analytickou vlastnost. Signal detektoru je zpracovan a vyhodnocen vypocetni
technikou. Vyznamnymi pozadavky na detektory jsou nizké detekéni limity, stabilita,
linedrni odezva na koncentraci analytu a selektivita. Mezi nejpouzivanéjsi patii
tepelné-vodivostni detektor, plamenové ioniza¢ni detektor a detektor elektronového
zachytu.

Plamenové  ionizaéni  detektor —  FID  (Flame-lonization  Detector)
je nejpopularngjsim detektorem pro stanoveni organickych latek. Principem je ionizace
molekul nosného plynu v kyslik-vodikovém plamenu. Vzniklé ionty vedou elektricky
proud mezi elektrodami. Pfitomnost stanovené slozky zvys$i proud. Dulezitym
parametrem je nastaveni pritoku nosného plynu, kysliku a vzduchu u hotéku. Jedna
se o velmi citlivy detektor s Sirokym rozsahem linearity. Detekéni limity jsou

v piktogramech analytu.
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Dal8imi moznostmi je infraCerveny detektor, chemiluminiscen¢ni detektor, atomové
absorpéni nebo emisni detektor. Vyznamné je spojeni GC s hmotnostnim detektorem
(GC-MS), ktery separuje ionty podle poméru hmotnosti/naboje. Ionty jsou analyzovany
pomoci magnetického, elektrostatického, kvadrupolového nebo pruletového analyzatoru

(Klouda, 2003).

4.3.4 Vyhodnoceni

Vyhodnocovani zahrnuje identifikaci a kvantifikaci MK vypocetni technikou, ktera
zpracovava signal z detektoru. Grafickym vysledkem je chromatogram, zavislost
signalu na Case, viz obrazek ¢. 8. Lze z n€ho ziskat pozadované informace k identifikaci

a kvantifikaci analyzovanych slozek (Klouda, 2003).
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Obrdazek ¢. 7: Chromatogram (Klouda, 2003)

Nejjednodussim zptasobem identifikace MK je srovnani reten¢nich dat (retenéni cCas,
retencni indexy) se standardy. Bézn¢ dodavané komercni sady standardi zahrnuji mix
MK. Pro identifikaci nezndmych MK je vyhodné spojeni GC s hmotnostnim
detektorem. Ten srovna hmotnosti spektrum MK s pocitacovou databazi a identifikuje

MK (Klouda, 2003; Eder et al, 1995).
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Za ptedpokladu linearni odezvy vychézi mnozstvi a koncentrace analytu z plochy
a vysky piku v chromatogramu. Data z chromatogramu jsou pocitacovou integraci
pfevedeny na plochu piku. Tyto informace mohou byt vyhodnoceny raznymi
technikami: metodou vnitini normalizace, metodou absolutni kalibrace, metodou vnitini

standardizace nebo metodou standardniho pfidavku (Klouda, 2003; Eder et al., 1995).
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Materialy a metodika

511 Vzorky

Vybranymi vzorky pro experimentalni ¢ast bylo maso zvéfiny: srnc¢i, daii¢i a jeleni.
Maso pochézelo ze hibetu. Informace o ptvodu, doby uloveni, pohlavi a stafi masa
nebyly zndmy. Maso bylo po ndkupu zmrazeno. Stanoveni spektra MK bylo provedeno
po 5-6 mésicich skladovani.

Od kazdého druhu zvé&finy bylo Sest vzorkd. Soub&zné se pro kazdy vzorek délala

dvé stanoveni.

5.1.2 Chemikalie

Pt1 praktické ¢asti byly pouZity nésledujici chemikalie:

Pouzité chemikalie na extrakci celkovych lipidu:
» smés dvou organickych rozpoustédel: hexan: isopropanol v poméru 3 : 2
(oznacéeno jako HIP 1) a v poméru 7 : 2 (oznaéeno jako HIP 2),
» vodny roztok siranu sodného (koncentrace = 66,6 g Na,SO,4, 1000 ml H,0),

» Dbezvody siran sodny.

Pouzité chemikalie na derivatizaci MK:
» isooktan s vnitinim standardem pentadekanové kyseliny
(koncentrace = 1 mg/ml),
» fluorid bority BF; (14% roztok v methanolu),

v

nasyceny roztok chloridu sodného,

» methanolat sodny (kovovy sodik v mnozstvi 1,15 g na 100 ml methanolu).
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Pouzité chemikalie a standardy p¥i plynové chromatografii:

>

>

5.1.3

standard 16 FAME (methylestery mastnych kyselin; GLC Reference Standard

455, NU-CHECK PREP, Inc., Elysia MN, USA),
nosny plyn: stlaceny dusik s ¢istotou 99,999 %.

Laboratorni pomiicky a pristroje

Pti praktické casti byly pouzity nasledujici laboratorni pomucky a pfistroje:

>

V V. V V V VY

5.14

analytické vahy: typ ABJ 220 — 4M, vyrobce KERN & Sohn GmbH, Germany,
lyofilizator: Christ Alpha 1-2 LD,

homogenizator: Moulinex model D56,

ultrazvukova lazen: PS1000,

vodni lazen: K 10 E 1 Meningen,

vakuova odparka: RV 05 - ST 1P-B model, IKA Labortechnik,

chromatograf: plynovy chromatograf Fisons 8000 Series (Fisons Instruments
S.p.A., Rodano, Italie) vybaveny plameno-ionizaénim detektorem (FID),
autosamplerem HT300A (HTA, Brescia, Italie) a kapilarni kolonou
DB-23 (60 m x 0,25 mm x 0,25 um; Agilent Technologies, Santa Clara CA,
USA),

chemické sklo v laboratofi: Erlenmeyerova banka (250 ml), délici banka
(100 ml), odmérna barika (10 ml, 25 ml, 50 ml), analyticka nalevka, varné banky
se zabrusem (100 ml, 250 ml), vialky, kadinky, filtra¢ni barka (250 ml),

dalsi pomicky: Biichnerova nalevka, pipety, pinzety, plastové zkumavky, stojan,

drzaky, filtra¢ni papir.

Metodika

Byl pouzit postup podle autorit Komprda et al. (2015), ktery zahrnoval nasledujici

kroky: lyofilizace, homogenizace, extrakce, derivatizace MK a vlastni stanoveni.
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5.141 Lyofilizace

Vzorek masa (cca 15 g) byl navazen a rozkrajen na kousky. Takto pfipraveny vzorek
Vv hlinikovych miskach byl vlozen do lyofilizatoru Christ Alpha 1-2 LD s rezimem:
hlavni suSeni pti — 45 °C 24 hodin, finalni suSeni pii — 50 °C 3 hodiny.

Lyofilizaci byla odstranéna voda. Princip je zalozen na odnimani vody vakuovou

sublimaci.

5142 Homogenizace, sonikace a filtrace

Zvézeny zlyofilizovany vzorek (cca 5 g) byl homogenizovan pfiblizn¢ dvé minuty
za piidavku 30 ml HIP 1. Nasledn¢ byl obsah pieveden do Erlenmayerovy batky
a ponechan 15 min v ultrazvukové ldzni. Aby byl vSechen vzorek pteveden, bylo
vS§e prubézné proplachovéano HIP 1.

Poté byla smés prefiltrovana pies Biichnerovu nalevku a k filtratu bylo pfidano
24 ml vodného roztoku siranu sodného o koncentraci 0,5 mol/I.

Homogenizaci se docililo rozmixovéni tkdn¢. Pisobenim ultrazvuku se rozrusily
membrany bunék a jejich obsah se uvolnil do roztoku. Filtraci doSlo k odstranéni

nelipidovych sloZek.

5143 Extrakce

Vzorek byl nasledné pfelit do dé¢lici nalevky, kde byl obsah pomalu protiepan
(asi 30krat). Vse bylo pribézné proplachovano HIP 1. Po ustanoveni rovnovahy v délici
nalevce byla smés rozdélena na dvé nemisitelné kapaliny. Horni faze byla tvotena lipidy
a hexanem, dolni obsahovala isopropan a vodny roztok siranu sodného. Po oddéleni
horni faze byla dolni vrstva podrobena reextrakci za ptidavku 10 ml HIP 2.
Po ustanoveni nové rovnovahy byla horni organicka faze spojena s organickou fazi
z prvni extrakce. Tato smés byla nasledné prefiltrovana ptes bezvody siran sodny
do pfedem zvéazené barnky se zabrusem.

Dal§im krokem bylo odstranéni rozpoustédla na vakuové odparce (pii 50 °C,

50 otackach za minutu) a dusikem. Po vychlazeni byl vyextrahovany tuk ze vzorku
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zméten gravimetricky. Timto krokem byly pfevedeny lipidy do rozpoustédla, které se

nasledné odstranilo.

5.1.4.4 Derivatizace

Poslednim krokem pied samotnym stanovenim byla derivatizace. Cilem bylo
pievedeni MK na methylestery mastnych kyselin (FAME) v alkalickém prostiedi
methanolu pod zpétnym chladi¢em za ptidavku fluoridu boritého (BF3).

Pro kazdy vzorek vyextrahovaného tuku byla provedena dvé stanoveni. Cca 0,05 g
tuku bylo navazeno do varné bainky se zabrusem a rozpusténo v 3 ml isooktanu
S vnitinim standardem pentadekanové kyseliny a 3 ml methonolatu sodného. Barika
se pfichytila ke zpétnému chladici a vlozila do vodni 1azné (teplota 60 °C, +5 °C).
Pusobenim tepla byly uvolnény MK z TGA. Po 15 minutach byly napipetovany 3 ml
BF; do zpétného chladi¢e. BF3; umoznil pfeménu volnych MK na FAME. Po dalsich
5 minutach byla baika odstavena.

Po zchlazeni na laboratorni teplotu byly pfidany 2 ml isooktanu, 5 ml nasycené¢ho
roztoku NaCl a vSe dobfe promichéno. Pfidavkem NaCl byl vysrazen glycerol a FAME
pievedeny do isooktanu nachazejiciho se v horni vrstvé. Z horni vrstvy byl odebran
vzorek a napipetovan do vialky. Takto pfipraveny vzorek byl uchovan v lednice,

nez bylo provedeno stanoveni na GC (Komprda et al., 2015).

5145 Stanoveni

Vlastni stanoveni probihalo na plynovém chromatografu Fison 8000 Series
S plamenové-ioniza¢nim detektorem a  autosamplerem HT300A. FAME byly
separovany na kapildrni kolon¢ DB-23 (60 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Agilent
Technologies, Santa Clara CA, USA). Jako nosny plyn byl pouzit dusik s Cistotou
99,999 %. Nastaveni chromatografu uvadi tabulka €. 6.
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Tabulka ¢. 6: Nastaveni chromatografu

Plyn: N, pritok 1,23 ml/min
Tlak na kolonu: 200 kPa

Teplota injektoru: 250 °C

Teplota detektoru (FID): 260 °C

Teplotni program: » 140°C/ 1 min,

» gradient 5 °C/min. do 200 °C se zadrzi 2 min,
» gradient 3 “C/min. do 260 °C se zadrzi 15 min.

Objem vzorku: 1l

Nastiik vzorku: rezim split, splitovaci pomér 1 : 20

Kalibrace byla provedena pomoci standardu 16 FAME GLC 455 s piidavkem
vnitiniho standardu (methylpentadekanoat). Vyhodnoceni vzorkd probihalo metodou
vnitiniho standardu.

Kvantitativni a kvalitativni zpracovani analyzy bylo provedeno na pocitaci
v programu Clarity. Hodnoty namétfené jako procenta sumy MK byly piepocitany
na hmotnosti jednotky mg/100 g daného materidlu. Vychazelo se z predpokladu,
ze ve 100 g tuku je 85 g MK.

5.1.4.6 Statistické vyhodnoceni

Data byla zpracovana pomoci programu Statistika 10 a Excel. Statistické zpracovani
bylo provedeno metodou analyzy variace (ANOVA), kdy rozdily v obsahu MK mezi
jednotlivymi druhy zvéfiny byly vyhodnoceny pomoci post-hoc Tukeyova testu.
Jednotlivée MK, skupiny MK a pomér n-6/n-3 PUFA byly graficky porovnany
ve sloupcovych grafech. Do grafii byly vloZzeny chybové usecky, ve formé stiedni

chyby pruméru.
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5.2 Vysledky a diskuze

Profily MK v dan¢im, jelenim a srn¢im mase jsou znazornény V grafech ¢. 8, 9
a 10.
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Obrazek ¢. 8: Profil MK v dancim mase. 14:0 (kyselina myristova), 16:0 (kyselina
palmitova), 18:0 (kyselina stearova), 18:1 (kyselina olejova),
18:2n-6 (kyselinalinolova), 18:3n-3 (kyselina a-linolenovd), 20:4n-6 (kyselina
arachidinova), 20:5n-3(kyselina eikosapentaenova), 22:5n-3 (kyselina
dokosapentaenova), 22:6n-3(kyselina dokosahexaenova), MK (mastné kyseliny), n = 6.

Jak vyplyva z grafu €. 8, nejvice zastoupenou MK je kyselina olejova (primér
648 mg/100 g masa), za ni se nachazi kyselina palmitova (primér 388 mg/100 g masa).
V analyze MK v dain¢im mase provedenym BureSem et al. (2014) dosahovala
nejvyssich namétenych hodnot kyselina palmitova. Za ni byly kyselina stearova

a olejova. Volpelli et al. (2003) naméfili nejvyssi mnozstvi u kyseliny linolové.
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Obrazek ¢. 9: Profil MK v jelenim mase. 14:0 (kyselina myristova), 16:0 (kyselina
palmitova), 18:0 (kyselina stearova), 18:1 (kyselina olejova),
18:2n-6 (kyselinalinolova), 18:3n-3 (kyselina a-linolenova), 20:4n-6 (kyselina
arachidinova), 20:5n-3(kyselina eikosapentaenova), 22:5n-3 (kyselina
dokosapentaenova), 22:6n-3(kyselina dokosahexaenova), MK (mastné kyseliny), n = 6

Z naméfenych vysledkli neni ziejmé, ktera MK pifevazuje. Nejvice zastoupenymi
MK je kyselina olejova (primér 220 mg/100 g masa) a palmitova (primér
215 mg/100 g masa)

V analyze MK v jelenim mase provedenym BureSem et al. (2014) dosahovala
nejvyssich namétfenych hodnot kyselina palmitova. Za ni byly kyselina stearova

a olejova.

-43-



600

500

400

-
300 T
200
100
0 L m=m
Qb GQ %Q %\

A S

mnozstvi MK (mg / 100 g hmoty)

o ™
R N

P P

/

° >
>

Obrazek ¢. 10: Profil MK v srnc¢im mase. 14:0 (kyselina myristova), 16:0 (kyselina
palmitova), 18:0 (kyselina stearova), 18:1 (kyselina olejova),
18:2n-6 (kyselinalinolova), 18:3n-3 (kyselina a-linolenovd), 20:4n-6 (kyselina
arachidinova), 20:5n-3(kyselina eikosapentaenova), 22:5n-3 (kyselina
dokosapentaenova), 22:6n-3 (kyselina dokosahexaenova), MK (mastné kyseliny), n = 6.

Z grafu ¢. 10 vyplyva, Ze nejvice zastoupenou MK v srn¢im mase byla kyselina
olejova (prumér 460 mg/100 g masa), pak nasledovala kyselina palmitova (primeér
299 mg/100 g masa) a stearova (prumér 275 mg/100 g masa). Tyto MK patii mezi
nejrozsifenéj$i MK v riznych druzich masa (Dannenberger, 2013).

Dannenberger et al. (2013) analyzovali srn¢i maso od odlisné starych jedincu
obojiho pohlavi zriznych lokalit. Obecné pievazovala kyselina stearova. U srny

z vychodni ¢asti Némecka vsak kyselina olejova.

Volpelli et al. (2002), Bures et al. (2014) a Dannenberger et al. (2013) prokazali vliv
pohlavi, véku a krmeni na spektrum MK v dainc¢im, jelenim a srn¢im mase. Mensi
rozdily mezi  naméfenymi  vysledky  z predkladané  diplomové  prace
(viz grafy ¢. 8, 9, 10) a hodnotami od autorti Bures et al. (2014), Volpelli et al. (2002)
a Dannenberger et al. (2013) mohou byt zptsobeny napi. odlisSnou metodikou postupu,

stafim jedincii, pohlavim nebo environmentalnimi faktory.
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Srovnani jednotlivych druhti zvétiny z hlediska obsahu celkového tuku zndzoriuje

graf ¢. 11.

2,5

I

15 - B danék

m srnec

mjelen

0,5 -

obsah celkového tuku v %

Obrazek ¢. 11: Srovndni jednotlivych druhii zveriny z hlediska obsahu tuku.
A, B — priuméry oznacené ruznymi pismeny se lisi pri P < 0,05 (post-hoc Tukeyuv test,

n = 18), MK (mastné kyseliny).

rozdil byl pozorovan mezi dankem a jelenem (P < 0,05).

Celkovy obsah tuku u vSech druhd zvétiny byl do 2 % a shodoval se s hodnotami
uvadénymi v literatute, kde je primérny obsah tuku uvadén do 3 % (Vompelli et al,
2002; Bures et al., 2014; Wood et al., 2002; Hoffman at al., 2006).

I kdyz to v ptedkladané diplomové praci nebylo sledovano, v mnoha studiich bylo
vypozorovano, ze obsah tuku mirn¢ stoupa s vékem (Vompelli et al., 2002; Bures et al.,
2014). Zvétina je obecné fazena mezi druhy masa Snejniz§im obsahem tuku
(Vompelli et al., 2002; Bures et al., 2014; Wood et al., 2002; Hoffman et al., 2006;
Milovanovic et al., 2007).
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Porovnani jednotlivych druhli zvéfiny z hlediska mnozstvi SFA, MUFA a PUFA
je znazornéno v grafu ¢. 12, jednotlivé MK pak v grafech ¢. 13, 14, 16 a 17.
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Obrazek ¢. 12: Srovnani jednotlivych druhii zveériny z hlediska mnozstvi SFA, MUFA,
PUFA. A, B — primeéry oznacené riznymi pismeny se liSi V ramci testované skupiny
MK pri P < 0,05 (post-hoc Tukeyuv test, n = 18), SFA (nasycené mastné kyseliny),
MUFA (mononenasycené mastné kyseliny), PUFA (polynenasycené mastné kyseliny),
MK (mastné kyseliny).

Prtikazny rozdil v obsahu vSech skupin MK byl pozorovan mezi dafikem a jelenem
(P <0,05). Zatimco u dafika ptevazuji MUFA, u srnce a jelena SFA.

Srna se vyskytuje pfevazné na poli a je okusovacem. Danék a jelen jsou typové
podobni jedinci, oba jsou spéasaci a Ziji v lese podobnym zplsobem. Vyraznéji se lisi
pouze v pivodu. Danék neni evropsky druh, je dovazeny z Asie (Cerveny, 2010).
Potencialnim divodem rozdilu v profilu a mnozstvi MK mezi dafikem a jelenem muze
byt rozdilna geneticka vybava ¢i pohlavi a vék. Hodnoty téchto ukazateli v§ak nebyly
pro ucely piedkladané diplomové prace k dispozici.

Cygan-Szczegielniak et al. (2010) a Piaskowska et al. (2015) zjistili, Ze mnozstvi
MUFA a PUFA roste se stafim jedince, MUFA jsou nezavislé na pohlavi jedince
a PUFA jsou niz$i u samiciho pohlavi. Z divodu nedostate¢nych podkladi

Kk charakteristice zvéfiny nelze tento zavér v predkladané praci potvrdit.
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Ve vyzivovém doporuceni je uvadéno snizit piijem nasycenych MK a zvysit piijem
polynenasycenych MK ve vhodném poméru. Dle Ceské spole¢nosti pro vyzivu (2012)
by mél byt pfijem SFA : MUFA : PUFA vpoméru 1 : 1,4 : 0,6. Ve vzorcich
testovanych v predkladané diplomové praci byly naméfeny nasledujici poméry:
u danciho masa (1 : 1,2 : 0,4), srn¢iho (1: 0,8 : 0,3) a jeleniho (1,6 : 1: 0,2). Vhodnému

poméru Se nejvice priblizoval danék.

500
450
400
350
300
250
200
150
100
50
O 4

B dan¢k

m srnec

jelen

mnoZzstvi MK (mg / 100 g hmoty)

myristova palmitova stearova

Obrazek ¢. 13: Srovnani jednotlivych druhii zveriny z hlediska mnozstvi jednotlivych
SFA. A, B — priméry oznacené riiznymi pismeny se li§i Vramci testované
MK pri P < 0,05 (post-hoc Tukeyiiv test, n = 18), SFA (nenasycend mastna kyselina),
MK (mastna kyselina).

Jednotlivé druhy zvéfiny se od sebe v obsahu kyseliny myristové nelisily (P > 0,05).
Rozdil v mnozstvi kyseliny palmitové byl zjistén u darka (P < 0,05). V obsahu kyseliny
stearové se 0d sebe prikazné lisil dan€k a jelen (P < 0,05).

Nejvice zastoupenou SFA byly kyselina palmitova a stearova, které patii mezi
nejrozsitengjsi MK v mase a jsou vyznamnym zdrojem energie. Kyselina myristova
a palmitova zvySuji hladinu TGA a LDL cholesterolu v plazmé a tim i riziko vzniku
srdecné-cévnich onemocnéni. V disledku rychlé pfemény na kyselinu olejovou piisobi
kyselina stearova neuralné na hladinu krevnich lipida (Simopolous, 2006; Polak et al.,
2008).
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Obrazek ¢. 14: Srovmnani jednotlivych druhu zvériny z hlediska mnozstvi kyseliny

olejove. A, B — priméry oznacené riznymi pismeny se [iSi Vrdamci testované

MK pri P < 0,05 (post-hoc Tukeyiiv test, n = 18), MK (mastnad kyselina).

Z mononenasycenych MK se stanovovala pouze kyselina olejova, ktera je

nejrozsifenéjsSi MUFA. Prikazné vyssi obsah této MK byl naméfen v dancim mase

(P < 0,05).
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Obrazek ¢. 15: Srovndni jednotlivych druhii zveriny z hlediska mnozstvi n-6 PUFA

a n-3 PUFA. A, B — prumeéry oznacené ruznymi pismeny se liSI v ramci testované

skupiny MK pri P < 0,05 (post-hoc Tukeyiiv test, n
PUFA (polynenasycend mastna kyselina).
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Prikazny rozdil v mnozstvi n-6 PUFA byl zjistén mezi dancim a jelenim masem
(P < 0,05). V obsahu n-3 MK se jednotlivé druhy zvétiny nelisily (P > 0,05). Obecné
v mase pievladaji n-6 PUFA nad n-3 PUFA (Wood et al., 2007).
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Obrazek ¢. 16: Srovnani jednotlivych druhii zvériny z hlediska pomeéru n-6/n-3 PUFA.
A, B — primeéry oznacené riiznymi pismeny se lisi pri P < 0,05 (jednoduché trideni
analyzy rozptylu, post hoc Tukeyiv test, n = 36), MK (mastna kyselina),
PUFA (polynenasycena mastna kyselina).

Vyssi pomér n-6/n-3 PUFA byl zjistén u danka (P < 0,05). Pomér srnéiho a danciho
masa se pohyboval kolem hodnoty 4 a spliioval pozadavky Ceské spoleénosti
pro vyzivu (2012) na doporucovany pomér do 5. Naméfené vysoké hodnoty u danka
mohou pusobit jako rizikovy faktor fady chronickych degenerativnich onemocnéni
(Simopolous, 2006).

Naméteny pomér n-6/n-3 PUFA u jeleniho masa odpovidal hodnotam ziskanym
Polakem et al. (2008). Cygan-Szczegielniak et al. (2010) sledovali rozdily ve slozeni
MK v srn¢im mase V zavislosti na stafi a pohlavi. Pomér n-6 / n-3 PUFA se pohyboval
kolem hodnoty 4. Nejnizsi pramér 2.51 + 1.56 byl naméfen u tii az Ctyfleté srny.
Razmaite et al. (2015) uvadi u srn¢iho masa hodnoty kolem 2,5. Volpelli et al. (2002)
ziskali v dan¢im mase pomér n-6/n-3 PUFA v rozmezi od 3,5 do 4,7.

Rozdily mezi hodnotami ziskanymi v pfedkladané diplomové prace a vysledky
od autortt Cygan-Szczegielniak et al. (2010), Rozmaite et al. (2015) a Volpelli et al.
(2002) mohou byt zpusobeny skladbou krmeni a dobou uloveni.
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Ve spektru MK u zvifat krmena koncentrdtem bcéhem zimniho obdobi ptevazuji
n-6 PUFA. Voln¢ zijici zvifata zivici se trdvou V letnich obdobich jsou bohatsi
na n-3 PUFA (Wood, 2003). Informace o dob¢ uloveni a skladbé krmeni zvéfiny nebyly

v predkladané diplomové praci znamy.

Sumy mnozstvi n-6 a n-3 PUFA jsou vyjadieny v grafu ¢. 15, detailngj$i znazornéni

jednotlivych zastupct n-6 a n-3 PUFA je v grafech ¢. 17 a 18.
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Obrazek ¢. 17: Srovnani jednotlivych druhii zveriny z hlediska mnozZstvi jednotlivych
n-6 PUFA. A, B — primery oznacené riiznymi pismeny se liSI Vramci testované
MK pri P < 0,05 (jednoduché tiidéni analyzy rozptylu, post hoc Tukeyiv test, n = 18),
MK (mastna kyselina), PUFA (polynenasycena mastna kyselina), kyselina linolova,

kyselina arachidonova.

Jednotlivé druhy zvéfiny se v obsahu kyseliny arachidonové nelisily (P > 0,05).
Rozdil byl pozorovan v obsahu kyseliny linolové mezi dan¢im a jelenim masem
(P <0,05).

Jak znazoriuje graf ¢. 17, prumérny obsah kyseliny linolové v daincim mase byl
264 m/na 100 g masa, u kyseliny arachidonové 53 mg/100 g masa. Vysledky
se shodovali s hodnotami uvadénymi v praci Volpelli et al. (2002).

Primérny obsah kyseliny linolové 153 mg/100 g masa a kyseliny arachidonové
67 mg/100 g masa v srn¢im mase v predkladané diplomové praci se jen nepatrné lisil

od vysledki autort Cygan-Szczegielniak et al. (2010).

-50-



N-6 PUFA pozitivné ovliviiuji plazmatickou hladinu TGA, zaroven negativné
snizuji frakci HDL cholesterolu (Simopolous, 2006). Dle EFSA (2010) doporuceny
denni pfijem LA by mél byt 10 g LA pro béznou populaci. Piijem n-6 PUFA

je v populaci dostate¢ny. Méla by byt snaha o jeho snizovani (Simopolous, 2006).
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Obrazek ¢. 18: Srovnani jednotlivych druhii zveriny z hlediska mnozZstvi jednotlivych
n-3 PUFA. A, B — pruméry oznacené ruznymi pismeny se liSi Vrdmci testované
MK prii P < 0,05 (post-hoc Tukeyiiv test, n = 18), MK (mastnd kyselina),
PUFA (polynenasycena mastnd kyselina), EPA (kyselina eikosapentaenova),
DPA (kyselina dokosapentaenova), DHA (kyselina dokosahexaenova).

Srnec  vykazoval rostouci trend v mnozstvi a-linolenové  kyseliny,
EPA a DPA. Rozdily vsak byly statisticky nepriikazné (P > 0,05). Statisticky vyznamné
zvyseni bylo pozorovano pouze v obsahu DHA u srnce (P < 0,05).

Dle EFSA (2010) je minimalni doporucovany piijjem EPA + DHA 250 mg,
ALA 2 g. N¢ktera literatura uvadi 350-400 mg EPA + DHA a1 g ALA (Givens, 2006).
Americkd a evropskéd kardiologickd spole¢nost doporucuje piijem 1 g EPA + DHA
v ramci prevence kardiovaskularnich chorob. Béznou stravou bez ryb je nemozné
pokryt tyto vysoké hodnoty. Maso, ryby a rybi tuk jsou jediné vyznamnéjsi zdroje
EPA + DHA. I kdyZ maso v porovnani s rybami a rybim tukem obsahuje mnohem
mensi mnozstvi téchto MK, jsou pro mnoho lidi pouze jedinym zdroj

EPA + DHA v potravé (Enser et al., 1996).
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Podle mnoha autorti (Volpelli et al., 2002; Bures et al., 2014; Wood et al., 2002;
Hoffman et al., 2006; Milovanovic et al., 2007) je zvéfina dobrym zdrojem n-3 PUFA.
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5.3 Zavér

Experimentalni ¢ast této prace byla zaméfena na stanoveni mnozstvi MK v dan¢im,
jelenim a srnéim mase metodou plynové chromatografie na chromatografu
Fison 8000 Series s plamenové-ioniza¢nim detektorem.

V predkladané diplomové praci byl stanoven celkovy obsah tuku u vSech druht
zveéfiny do 2 %. Nejnizsi obsah tuku (P < 0,05) byl naméten v jelenim mase 0,71 %.
Vzhledem k vysledkiim meéfeni nejen v ramci diplomové prace, ale i s ohledem
na vysledky vychézejici z odbornych publikaci u ostatnich autorii lze prohlasit,
ze zvétina patii mezi druhy masa s niz§im obsahem tuku.

V dancim, srn¢im i jelenim mase byl nejvétsi vyskyt kyseliny olejové, palmitové,
stearové a linolové. Toto spektrum MK je typické pro Zivoc¢isné tkané.

Vztah mezi pifijmem MK a zdravim je velmi silny. Dilezitym aspektem
Vv této souvislosti je pomér n-6/n-3 PUFA a mnozstvi n-3 PUFA. Vhodnému poméru
n-6/n-3 PUFA se nejvice pfiblizoval jelen (3,76), pak srna (4,7). Z hlediska sumy
mnozstvi n-3 PUFA se od sebe jednotlivé druhy zvétiny nelisily (P > 0,05). Statisticky
prikazny rozdil v obsahu fyziologicky dilezité DHA (P < 0,05) byl pozorovan u srnce
(3,5 mg/100 g masa). Optimalnimu poméru SFA : MUFA : PUFA se nejvice priblizoval
dan¢k s hodnotou 1:1,2: 0,4.

Nejvice se od sebe v profilu MK lisili danék a jelen. Vzhledem k podobnému
zivotnimu stylu se jevi potencialnim divodem odliSnosti rozdilnd geneticka vybava
¢i pohlavi a v€k. Hodnoty téchto ukazateli vSak nebyly pro ucely ptredkladané
diplomové prace k dispozici.

Limitem diplomové prace muze byt vétsi mira variability. Z diivodu nedostate¢nych
podkladii k charakteristice zveéfiny mohlo byt rozpéti hodnot zptisobeno Sirokou skalou
faktordi, které ovliviiuji slozeni tukli (pohlavi, vek, krmeni, meésic uloveni,
environmentalni faktory). Vliv zminénych faktort na profil MK potvrzuje mnoho studii
(Vompelli et al., 2002; Bures et al., 2014; Cygan-Szczegielniak et al., 2010;
Razmaite et al, 2015; Barroeta et al., 2006).

Data diplomové prace spolecné s citovanymi studiemi posiluji vhodnost zarazeni
zvéfiny do jidelnicku. Zaroven vSak poukazuji na nezbytnost dalSich studii

realizovanych na toto téma.
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10 Ptilohy

Tabulka: Souhrnna tabulka namérenych hodnot

Tuk
ZVERINA (% vFW)| 14:0 (mg/100g)| 16:0(mg/100g)| 18:0 (mg/100 g)
DANEK |vzorek 1 1,01 14,283210 275,755423 180,985199
DANEK | vzorek 2 1,01 17,352065 311,987282 205,043633
DANEK | vzorek 1 4,34 37,667079 785,411216 319,036960
DANEK  |vzorek 2 4,34 39,229439 817,233163 377,964685
DANEK | vzorek 1 1,33 9,943511 239,834399 107,705632
DANEK  |vzorek 2 1,33 9,077743 232,475546 122,231189
DANEK | vzorek 1 0,66 5,941265 125,766411 294,464862
DANEK  |vzorek 2 0,66 11,646665 218,876846 249,754247
DANEK  |vzorek 1 2,45 21,515820 451,669226 210,620863
DANEK | vzorek 2 2,45 21,007278 447,236368 211,377311
DANEK  |vzorek 1 1,78 19,108494 440,296220 237,317854
DANEK | vzorek 2 1,78 16,070693 379,042099 204,673368
JELEN vzorek 1 0,96 11,294438 186,553000 116,100146
JELEN vzorek 2 0,96 14,445755 176,459306 134,624355
JELEN vzorek 1 0,74 10,694113 131,497201 110,437204
JELEN vzorek 2 0,74 9,023544 124,987838 106,880396
JELEN vzorek 1 0,46 8,273208 91,876687 69,444750
JELEN vzorek 2 0,46 10,185155 114,302591 68,293251
JELEN vzorek 1 0,55 13,438741 91,783242 84,209857
JELEN vzorek 2 0,55 12,415274 105,689249 83,255576
JELEN vzorek 1 0,57 7,895096 105,102292 68,320792
JELEN vzorek 2 0,57 11,391807 119,595255 82,301295
JELEN vzorek 1 1,83 42,037460 398,198935 274,909922
JELEN vzorek 2 1,83 45,056682 393,140159 266,887333
SRNEC vzorek 1 1,44 10,087165 243,244394 160,040240
SRNEC vzorek 2 1,44 15,419693 258,718287 187,915534
SRNEC vzorek 1 0,46 3,506173 79,019903 55,927937
SRNEC vzorek 2 0,46 3,457129 76,222761 59,866593
SRNEC vzorek 1 0,41 3,408085 73,425620 63,805249
SRNEC vzorek 2 0,41 3,432607 74,824191 61,835921
SRNEC vzorek 1 1,68 13,329287 287,777711 244812364
SRNEC vzorek 2 1,68 11,054342 286,594030 242,370701
SRNEC vzorek 1 2,41 20,186377 441,537359 394,131390
SRNEC vzorek 2 2,41 20,463474 448,401417 400,926243
SRNEC vzorek 1 1,45 7,3307116 194,015738 214,834543
SRNEC vzorek 2 1,45 9,5970077 211,660216 232,069178
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» 18:0 18:1 18:2n-6 18:3n-3
ZVERINA (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
DANEK | vzorek 1 180,985199 258,327538 240,168439 17,896758
DANEK | vzorek 2 205,043633 294,806244 252,442162 22,505751
DANEK | vzorek 1 319,036960| 1865,951232 440,065426 24,958500
DANEK | vzorek 2 377,964685| 1664,695606 505,044786 22,698683
DANEK | vzorek 1 107,705632 514,548536 141,167242 11,072693
DANEK | vzorek 2 122,231189 498,635024 142,273145 12,325707
DANEK | vzorek 1 294,464862 182,202446 111,212537 7,336384
DANEK | vzorek 2 249,754247 238,504345 181,827349 14,921067
DANEK | vzorek 1 210,620863 881,663750 310,990055 12,058087
DANEK | vzorek 2 211,377311 894,087395 305,362298 12,126593
DANEK | vzorek 1 237,317854 637,592937 287,495889 9,955749
DANEK | vzorek 2 204,673368 535,140066 245,662588 7,966155
JELEN vzorek 1 116,100146 236,911970 140,568555 11,616371
JELEN vzorek 2 134,624355 207,069450 152,183388 14,190240
JELEN vzorek 1 110,437204 131,225120 98,656439 22,394904
JELEN vzorek 2 106,880396 127,467793 119,612497 17,005637
JELEN vzorek 1 69,444750 97,396626 57,604309 11,866574
JELEN vzorek 2 68,293251 98,821243 72,979702 14,573069
JELEN vzorek 1 84,209857 176,379637 74,093685 14,937374
JELEN vzorek 2 83,255576 171,550855 72,901108 13,302725
JELEN vzorek 1 68,320792 152,870686 54,920685 10,479199
JELEN vzorek 2 82,301295 166,722073 71,708532 11,668076
JELEN vzorek 1 274,909922 327,863729 246,335773 36,742720
JELEN vzorek 2 266,887333 321,465007 233,647961 33,929080
SRNEC vzorek 1 160,040240 229,690363 220,885500 11,841572
SRNEC vzorek 2 187,915534 251,866608 242,406848 15,319320
SRNEC vzorek 1 55,927937 109,522355 88,745513 4,494443
SRNEC vzorek 2 59,866593 112,249791 64,475056 5,553667
SRNEC vzorek 1 63,805249 114,977227 40,204600 6,612891
SRNEC vzorek 2 61,835921 113,613509 52,339828 6,083279
SRNEC vzorek 1 244,812364 426,185511 214,972475 30,797331
SRNEC vzorek 2 242,370701 428,655147 216,194147 30,746088
SRNEC vzorek 1 394,131390 708,901970 194,036669 37,100723
SRNEC vzorek 2 400,926243 707,789269 185,031641 37,302673
SRNEC vzorek 1 214,834543 304,143674 168,903867 22,335861
SRNEC vzorek 2 232,069178 323,873605 153,057413 22,129295
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- 20:4n-6 20:5n-3 22:5n-3 22:6n-3
ZVERINA (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
DANEK | vzorek 1 96,686961 18,189548 30,872294 1,017230
DANEK | vzorek 2 127,868132 21,047259 42538366 2,017234
DANEK | vzorek 1 30,2198432 2,483689 9,401679 1,374527
DANEK | vzorek 2 36,861325 2,298431 12,569525 1,128560
DANEK | vzorek 1 26,624737 3,258668 7,760074 1,894130
DANEK | vzorek 2 30,568029 4,641917 9,157824 2,241750
DANEK | vzorek 1 21,657224 2,305422 6,678603 0,996027
DANEK | vzorek 2 74,762645 11,676341 24,608485 1,506630
DANEK | vzorek 1 51,601077 3,287223 10,272351 3,493124
DANEK | vzorek 2 52,484184 3,224100 10,444113 3,577525
DANEK | vzorek 1 46,693263 3,281551 10,013998 2,364230
DANEK | vzorek 2 38,506430 2,071794 7,776708 1,292012
JELEN vzorek 1 38,697077 6,569023 13,602357 2,390572
JELEN vzorek 2 37,665631 7,464552 12,550818 2,280017
JELEN vzorek 1 51,718033 10,132856 21,546696 2,459593
JELEN vzorek 2 45,207558 8,350940 17,574526 2,425083
JELEN vzorek 1 26,067427 4,031011 7,705098 1,292982
JELEN vzorek 2 37,743925 5,732152 11,225529 1,824714
JELEN vzorek 1 22,549653 6,102973 10,157173 1,050057
JELEN vzorek 2 27,417025 5,243031 10,279905 1,165461
JELEN vzorek 1 28,019653 3,654420 9,012341 1,105753
JELEN vzorek 2 32,284395 4,383088 10,402637 1,280865
JELEN vzorek 1 109,343607 11,708761 35,681238 2,753485
JELEN vzorek 2 101,145734 12,159366 31,853484 2,499996
SRNEC vzorek 1 63,520193 7,442222 16,114768 2,171478
SRNEC vzorek 2 100,546989 11,042571 21,835210 3,280483
SRNEC vzorek 1 22,097218 2,821039 5,615693 0,956355
SRNEC vzorek 2 20,162345 2,830717 5,714619 0,901668
SRNEC vzorek 1 18,226794 2,840394 5,813544 0,846980
SRNEC vzorek 2 19,194442 2,835555 5,764081 0,874324
SRNEC vzorek 1 85,717815 20,981793 32,046853 6,539136
SRNEC vzorek 2 85,406446 20,598710 31,627474 6,354249
SRNEC vzorek 1 103,880590 14,807635 32,910722 4,260405
SRNEC vzorek 2 100,948976 15,004157 33,834752 4,124131
SRNEC vzorek 1 94,768717 11,228196 30,450282 5,808491
SRNEC vzorek 2 85,254146 11,266519 27,441143 5,487018
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ZVERINA suma SFA suma MUFA suma PUFA
DANEK  |vzorek 1 471,023833 258,327538 404,831233
DANEK  |vzorek 2 534,382980 294,806244 468,418836
DANEK  |vzorek 1 1142,115256 1865,951232 508,503659
DANEK  |vzorek 2 1234,427288 1664,695603 580,601304
DANEK  |vzorek 1 357,483542 514,548536 191,777539
DANEK  |vzorek 2 363,784478 498,635024 201,208365
DANEK |vzorek 1 426,172539 182,202446 150,186197
DANEK  |vzorek 2 480,277764 238,504345 309,302515
DANEK  |vzorek 1 683,805910 881,663750 391,701914
DANEK  |vzorek 2 679,620959 894,087395 387,218808
DANEK  |vzorek 1 696,722568 637,592937 359,804616
DANEK  |vzorek 2 599,786162 535,140066 303,275691
JELEN vzorek 1 313,947585 236,911970 213,443952
JELEN vzorek 2 325,529416 207,069450 226,334648
JELEN vzorek 1 252,628519 131,225120 206,908519
JELEN vzorek 2 240,891780 127,467793 210,176235
JELEN vzorek 1 169,594646 97,396626 108,567393
JELEN vzorek 2 192,780998 98,821243 144,079084
JELEN vzorek 1 189,431842 176,379637 128,890912
JELEN vzorek 2 201,360100 171,550855 130,309253
JELEN vzorek 1 181,318181 152,870686 107,192048
JELEN vzorek 2 213,288358 166,722073 131,727594
JELEN vzorek 1 715,146318 327,863729 442565615
JELEN vzorek 2 705,084176 321,465007 415,235598
SRNEC vzorek 1 413,371800 229,690363 321,975729
SRNEC vzorek 2 462,053516 251,866608 394,431302
SRNEC vzorek 1 138,454014 109,522355 124,730260
SRNEC vzorek 2 139,546485 112,249791 99,637730
SRNEC vzorek 1 140,638955 114,977227 74,545199
SRNEC vzorek 2 140,092720 113,613509 87,091463
SRNEC vzorek 1 545,919363 426,185511 391,055397
SRNEC vzorek 2 540,019073 428,655147 390,927115
SRNEC vzorek 1 855,855127 708,901970 386,996644
SRNEC vzorek 2 869,791135 707,789269 376,246203
SRNEC vzorek 1 416,180994 304,143674 333,495408
SRNEC vzorek 2 453,326402 323,873605 304,635525
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ZVERINA suma n-6 PUFA suma n-3 PUFA | pomér n-6/n-3 PUFA
DANEK  |vzorek 1 336,855401 67,975832 4,955517
DANEK  |vzorek 2 380,310223 88,108611 4,316379
DANEK  |vzorek 1 470,285265 38,218397 12,305206
DANEK  |vzorek 2 541,906106 38,695200 14,004478
DANEK  |vzorek 1 167,791978 23,985567 6,995538
DANEK  |vzorek 2 172,841161 28,367200 6,092993
DANEK  |vzorek 1 132,869757 17,316437 7,673042
DANEK  |vzorek 2 256,589991 52,712524 4,867723
DANEK |vzorek 1 362,591122 29,110787 12,455558
DANEK  |vzorek 2 357,846478 29,372333 12,183113
DANEK |vzorek 1 334,189084 25,615530 13,046346
DANEK  |vzorek 2 284,169029 19,106670 14,872764
JELEN vzorek 1 179,265628 34,178324 5,245009
JELEN vzorek 2 189,849023 36,485628 5,203391
JELEN vzorek 1 150,374462 56,534050 2,659891
JELEN vzorek 2 164,820048 45,356187 3,633904
JELEN vzorek 1 83,671724 24,895667 3,360895
JELEN vzorek 2 110,723613 33,355466 3,319504
JELEN vzorek 1 96,643339 32,247578 2,996917
JELEN vzorek 2 100,318129 29,991123 3,344927
JELEN vzorek 1 82,940338 24,251714 3,419978
JELEN vzorek 2 103,992929 27,734668 3,749564
JELEN vzorek 1 355,679407 86,886206 4,093623
JELEN vzorek 2 334,793666 80,441928 4,161929
SRNEC vzorek 1 284,405687 37,570042 7,570012
SRNEC vzorek 2 342,953718 51,477585 6,662195
SRNEC vzorek 1 110,842725 13,887532 7,981455
SRNEC vzorek 2 84,637057 15,000671 5,642217
SRNEC vzorek 1 58,431384 16,113810 3,626168
SRNEC vzorek 2 71,534221 15,557240 4,598130
SRNEC vzorek 1 300,690281 90,365114 3,327504
SRNEC vzorek 2 301,600593 89,326523 3,376383
SRNEC vzorek 1 297,917157 89,079487 3,344396
SRNEC vzorek 2 285,980494 90,265714 3,168207
SRNEC vzorek 1 263,672579 69,822832 3,776308
SRNEC vzorek 2 238,311546 66,323977 3,593143
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