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Inhibice oxida¢nich zmén chlazeného kachniho masa

pomoci silic enkapsulovanych do nanocastic

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva oxidaci lipidi v kachnim mase. Oxidace je jednim
Z hlavnich pfi¢in kazeni a rychlé zkdzy masa. Témto procesiim se v potravinafském primyslu
snazime zabranit. Vzhledem K nepfiznivym a mnohdy toxickym t¢inktiim syntetickych aditiv
se proto zkoumaji nové moznosti vyuZziti pfirodnich latek mezi které esencidlni oleje
jednoznacéné patii. V této préaci byl pouzit esencidlni olej z oregana jako inhibitor oxidacnich
zmén v kachnim mase.

V ramci stanovené ¢asové osy (24 hodin, 48 hodin, 4 den a 8 den) byly zpracovany
vzorky jak osetiené, tak neoSetiené (kontrolni vzorky). Extrakce tuku byla provedena pomoci
Soxhleta na automatizovaném piistroji Soxtec, Foss. Standardni zplsob analyzy oxidace tuki
je TBARS metoda. V této praci vSak bylo vyuzito nové se rozmahajici NMR spektrometrie,
ktera ma hned nékolik vyhod a za relativné kratky cas je schopna poskytnout Sirokou skalu
informaci.

Analyza vzorkl byla tedy provedena pomoci NMR (Bruker Avance Il, 500 MHz) a
vyhodnocena v pfislusném programu Mestrenova. Vzdy bylo provedeno 32 skenii na vzorek.

Na zakladé¢ statistického hodnoceni mizeme fici, Ze ucinek silice mél opravdu inhibiéni
uc¢inky zejmnéna u hydroperoxidii nachazejicich se v posunech 2,00 ppm, 4,22 ppm, 4,30 ppm
a 5,40 ppm. Oreganova silice vyskytu peroxidu zabranila iplné, oddalila jeho vyskyt ¢i vyrazné
zredukovala jeho mnoZstvi ve vzorku na minimalni hodnotu v porovnani se vzorky

neoSefenymi.

Klicova slova: silice, nanoenkapsulace, kvalita masa, ptirodni antioxidanty, oxidace lipida



Inhobition of oxidative changes in chilled duck meat by

essential oils encapsulated into nanoparticles

Summary

This thesis focused on lipid oxidation in duck meat. Oxidation is one of the main cause
of spoilage and rapid fat deterioration in meat. We are trying to prevent these processes
in the food industry. Due to the unfavorable and often toxic effects of synthetic additives, new
possibilities of using natural substances, where essential oils clearly belong, are investigated.
In this work, essential oil from oregano was used as an inhibitor of oxidative changes in duck
meat.

Within the determined timeline (24 hours, 48 hours, 4 days and 8 days), samples both
treated with oregano essential oil and untreated (control) were processed. Fat extraction was
performed with automated Soxhlet extractor (Soxtec, Foss). The standard method of analyzing
the oxidation is the TBARS method. In this work, however, newly used NMR spectrometry
was used, which has several advantages and in a relatively short time it is able to provide a wide
range of informations.

Therefore, the analysis of samples was performed by NMR (Bruker Avance I,
500 MHz) and evaluated in the Mestrenova program, 32 scans per sample were performed.

Based on statistical evaluation, it can be said that the effect of essential oil had inhibitory
effect especially in hydroperoxides found in shifts 2.00 ppm, 4.22 ppm, 4.30 ppm and 5.40 ppm.
Oregano essential oil has prevented peroxide oxidation completely, delayed its occurrence, or

significantly reduced the amount in the sample to a minimum compared to untreated samples.

Keywords: essential oils, nanoencapsulation, quality of meat, natural antioxidants, lipid

oxidation
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1 Uvod

Tuky a oleje jsou soucasti mnoha debat o zdravém Zivotnim stylu a racionalniho
stravovani. Jejich nezbytnost v lidském jidelni¢ku je vSak znadma desitky let. Kvalita at’ uz
rostlinnych ¢i zivo¢isnych tuki ve strave je tak pro konzumenty dilezity faktor, ktery pti vybéru
potravin hraje znacnou roli.

Oxidace lipida je jednim z hlavnich faktorti ovliviiujici kvalitu masa, zpisobuje jeho
kazeni a ovliviiuje jeho pfijatelnost spotiebiteli. K oxidaci muize dojit pfi manipulaci,
zpracovani, skladovani ale i samotné kulinarni Gpravé masa. K zachovani jakosti a vysoké
kvality nejenom produktli zivociSnych se snazime témto procesim zabrafiovat. Primarni
oxida¢ni produkty, zejména hydroperoxidy, se mohou tvofit jiz po prvnich 24 hodinach
avzhledem ke své vysoké reaktivité a nizké stabilit¢ rychle reaguji za vzniku Siroké Skaly
sekundérnich oxida¢nich produktl, které mohou byt i toxické pro na§ organismus.

Piirodni latky, zejména esencialni oleje, jsou nabizejici se alternativou K syntetickym
pridatnym latkdm a aditivim. Esencialni oleje byly uznany WHO (Svétovou zdravotnickou
organizaci) a FDA jako GRAS jako bezpe¢né pro pouziti v lidské vyZzive a potravinaistvi. Jsou
hojné vyuzivané prave pro celou skéalu pozitivnich vlastnoti mezi né€z patii pravé antioxidacni
ucinky. Prodluzuji tak dobu trvanlivosti vyrobki (Dutra et al. 2019).

Detekce oxidacnich produkti pomoci NMR spektroskopie je noveé vyuzivanou metodou
nejenom v potravinaiském pramyslu. Skryva v sobé vysoky potencial a mnoho vyhod oproti
jinym analytickym metodam. Postupem ¢asu je velka pravdépodobnost, Ze najde své uplatnéni
jako standartni metoda detekce oxidacnich produktii nejenom v olejich, kde je jiz hojné
vyuzivana, ale 1 v masnych produktech ¢i jinych potravinaiskych komodit podléhajici rychlé

zkaze.
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2 Cil prace
2.1 Védecka hypotéza

Silice enkapsulované do nanocastic budou vykazovat vyhodné antioxidacni vlastnosti
apomohou tak zabranit oxidacnim zméndm kachniho masa aprodlouzit jeho udrznost
a zachovat jeho kvalitu. Oxidacni zmény bude mozné detekovat pomoci nuklearni magnetické

rezonance (NMR).
2.2 Cil prace

Cilem prace je pomoci aplikace silic enkapsulovanych do nanocastic nalézt vhodny
zpusob inhibice negativnich oxidacnich zmén pfi skladovani chlazeného kachniho masa a déle

vyhodnotit moznost sledovani oxida¢nich zmén pomoci NMR.
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3 Literarni reSerse

3.1 Chemické slozeni masa

Jiz po staleti je maso je nedilnou soucasti lidského jidelnicku. Jedna se predevs§im
0 kosterni svalovinu zivocicht, ale i1 jinych pozivatelnych ¢asti z nich, vhodnych pro vyzivu
lidi. Mimo svaloviny se tak jedna i o tuk, Slachy, vazy, vnitini organy a jiné.

V lidské stravé a jidelnicku Clovéka tak maso hraje celkem vyznamnou roli. Mimo
vysokého obsahu vody, ktery je zhruba 70 az 75 %, obsahuje kvalitni, vysoce biologicky
hodnotné bilkoviny s aminokyselinami nezbytnymi pro nas organismus. Obsah bilkovin v mase
muze byt az 20 %. Tuk, pfevazné intermuskularni, vyrazn€ ovliviiuje chut’ masa a jeho
senzorickou piijatelnost spotiebiteli. Jedna se o bohaty zdroj energie a obsah tuku v mase je
z velké casti zavisly na druhu zvifete a Casti, ze které pochazi. Obecné se mnozstvi tuku
pohybuje mezi 1 az 5 %. Mimo makro Zivin, obsahuje také mineralni latky, a to pfevazné
zelezo, selen a zinek, z vitamint pak nejvice vitaminy skupiny B (Britannica Academic 2018).

Jednotlivé hodnoty se mohou nepatrné liSit v zavislosti na druhu zvitete, jeho v€ku, Casti

téla odkud maso pochdazi, stravé ¢i chovu.

3.2 Definice lipidi

Presnd a jednoznacna definice lipidi neexistuje. Lisi se od autora k autoru. Zalezi
tak na doposud ziskanych znalostech a osobni interpretaci. Pro piiklad, v knize Food Chemistry
1996 autofi uvadi priklady definic lipidi od riznych autort z nichz jedna definuje tuky jako
"Sirokou Skalu pfirodnich produktd véetné mastnych kyselin a jejich derivati, steroidd, terpent,
karotenoidi a zlucovych kyselin, které maji spoleCnou rozpustnost v organickych
rozpoustédlech, jako je naptiklad diethylether, hexan, chloroform nebo methanol" (Akoh & Min
2002; Christie 1982).

Jiné definice tvrdi, Ze lipidy jsou "latky, které (a) jsou nerozpustné ve vode¢; (b) rozpustné
v organickych rozpoustédlech, jako je chloroform, ether nebo benzen; (¢) obsahuji ve svych
molekulach uhlovodikové skupiny s dlouhym fetézcem; a (d) jsou pfitomny v zivych
organismech nebo z nich pochazeji" (Akoh & Min 2002; Kates 2010).

Vseobecné mlzZzeme fici, Ze lipidy jsou latky rozpustné v organickych rozpoustédlech

a nemisitelné s vodou, skladajici se z mnoha sloucenin (Fennema 1996).
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3.2.1 Klasifikace lipidi

Lipidy jsou vydatnym zdrojem energie pro nase t¢lo a fadi se mezi makronutrienty, latky
nezbytné pro spravnou funkci naseho organismu. Jeden gram tuku ptedstavuje ptiblizné 9 kcal
= 37,7 kJ energie. Oproti sacharidim a bilkovinam, které shodné obsahuji 4 kcal = 17 kJ
energie, se tak jedna o nezanedbatelny zdroj energetického pfijmu pro organismus. Mimo
zasobni funkce, kterou v organismu bezesporu zastavaji, umoziuji i vstiebavani lipofilnich
vitamind z potravy jako jsou vitamin A, D, E a K (Murray 2002).

Klasifikace lipidt je mozna na zakladé mnoha jejich vlastnosti. Jednim z nich je stav
ptipokojové teploté. Oleje zlstavaji v tekutém stavu, tuky si pak zachovavaji stav pevny.
Dalsim faktorem je polarita ¢i jejich struktura. Neutralni lipidy mezi néz patii mastné kyseliny,
alkoholy, glyceridy a steroly, zatimco polarni lipidy zahrnuji glycerofosfolipidy
a glyceroglykolipidy. V neposledni fadé¢ pak i vyznam a potieba lipidi pro c¢lovéka,
kde rozliSujeme esencialni a neesencialni mastné kyseliny. Esencialni mastné kyseliny si naSe
télo nedovede samo syntetizovat, jsme tak odkézadni na jejich pfisun ve straveé
(Akoh & Min 2002).

Na zékladé struktury mohou byt lipidy klasifikovany jako odvozené, jednoduché nebo
slozité. Odvozené lipidy zahrnuji mastné kyseliny a alkoholy, které jsou zakladnimi slozkami
jednoduchych a komplexnich lipidd. Jednoduché lipidy jsou slozené z mastnych kyselin
a alkoholu. Patii do nich acylglyceroly a vosky. Obecné 1ze jednoduché lipidy hydrolyzovat na
dveé rizné slozky, obvykle alkohol a mastnou kyselinu.

Komplexni lipidy zahrnuji glycerofosfolipidy (fosfolipidy), glyceroglykolipidy
(glykolipidy) a lipoproteiny. Tyto struktury poskytuji pfi hydrolyze tii nebo vice riznych
slou¢enin (Akoh & Min 2002).

3.2.2 Vyznam lipidu ve stravé

Lipidy hraji v nasem jidleni¢ku nezastoupitelnou roli a na jejich konzumaci bychom
rozhodné neméli zapominat. Denni pfijem by mél ¢init 20-30 % energie z celkového denniho
pfijmu. Z toho by nasycené mastné kyseliny méli tvofi maximalné 10 %.

Lipidy jsou soucasti bunék a jsou nezbytné pro tvorbu hormonti. Uéastni se také mnoha
zivotn¢ dulezitych procesi v téle. Jsou slozkou bunénych membran, prekurzory aktivnich
molekul, reguluji enzymovou aktiviru ¢i expresi geni. Nevhodna skladba tukt v jidelnicku

vsak muze predstavovat rizika spojena s rozvojem aterosklerozy (resp. ischemické choroby
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srdecni), kardiovaskularni onemocnéni véetné infarktu myokardu a cévnich mozkovych piihod
(Murray 2002; EFSA 2010). Pravé kardiovaskuarni onemocnéni jsou jedna z hlavnich pfic¢in
tmrti nejenom v Ceské Republice ale i ve svété. Jejich vyskytu se viak da predchazet spravnou
VyZivou.

Nadmérny ptijem lipidd je také spojovan s mnoha civilizanimi onemocnénimi jako
je obezita, diabetes mellitus ¢i tvorba zlu¢nikovych kament. Pravé ztéchto davodi
se doporucuje hlidat piijem lididu a jejich skladba (Murray 2002).

Nejveétsi pozornost je vénovana nenasycenym mastnym kyselinam. Ty hraji v nasi stravé
nezastoupitelnou roli. Jedna se o esencialni mastné kyseliny, které si na§ organismus neni
schopen syntetizovat. Jejich piijem ve strave je tak nezbytny pro nas organismus a jeho spravné
fungovani. Nenasycené mastné kyseliny maji ptfiznivy vliv na hladinu cholesterolu,
kterou pomahaji snizovat. Jsou tak vhodné v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni
a predchazeji komplikacim Snimi spojenymi. Pfi jejich nedostatku vSak muze dochazet

k porucham vyvoje, ristu organismu ¢i porucham imunity (Trojan, 2003).

3.2.3 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou primarni slozkou lipidi. Vyskytuji se nejenom v zivociSnych
strukturach ale 1 v rostlindch a mikroorganismech. Mastné kyseliny jsou obecné tvofeny
uhlikovymi fetézci se sudym poctem uhlikii zakoncenymi zjedné strany atomem vodiku
a ze strany druhé karboxylovou skupinou (-COOH), ktera bezesporu déla mastnou kyselinu
kyselinou (The Editors of Encyclopaedia Britannica 2019).

D¢lka uhlikového fetézce a stupent jeho nasyceni je mezi jednotlivymi mastnymi
kyselinami variabilni. Nasysend mastna kyselina ve svém fetézci neobsahuje Zadnou dvojnou
vazbu, mezi jednotlivymi uhliky tak najdeme pouze vazby jednoduché. Pokud je jedna nebo
vice vazeb mezi uhliky dvojnasobna ¢i trojndsobnd mastna kyselina je nenasycena (Velisek
1999).

Ve volném stavu se mastné kyseliny v pfirodé nevyskytuji. Obvykle je mizeme najit
v kombinaci s glycerolem, coz je alkohol, ve formé triglycerida ¢i ve formé fosfolipidii nebo
esterd cholesterolu (Moss et al. 1995; Editors 2014; The Editors of Encyclopaedia Britannica
2019).
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3.2.3.1 Nasycené mastné kyseliny

Nasycené mastné kyseliny jsou pievazné kyseliny tvotici dlouhé uhlovodikové fetézce.
Vazby mezi uhliky jsou jednoduché, nevyskytujese v jejich fetézci zadna dvojna vazba.
Nachazeji se predevsim v potravinach zivoc¢isného pivodu, kde jsou ve vétSin€ piipadech
doprovazeny cholesterolem. ZvySuji hladinu LDL lipoproteinii a casto jsou spojovany
s vyskytem aterosklerozy a jejich piijem v potravé by tak mél byt regulovan (Murray 2002;
Velisek 1999)

Nejcastéjsi zastoupeni V potravindch ma pravdépodobné kyselina palmitova a kyselina
stearovd. Mezi nasycené mastné kyseliny pak také patii naptiklad kyselina myristova,

arachidonova ¢i kyselina laurova.

3.2.3.2 Nenasycené mastné kyseliny

3.2.3.2.1 Monoenové mastné kyseliny

Monoenové mastné kyseliny maji ve svém fetézci jednu dvojnou vazbu. Poraviny
S obsahem monoenovych mastnych kyselin snizuji LDL cholesterol, ktery je povazovan
za Spatny a zvySuji HDL cholesterol tzv. ,,dobry cholesterol®. Patii sem kyselina olejova, kterd

ma v potravinach jak ZivociSného, tak rostlinného plivodu zna¢né zastoupeni.

3.2.3.2.2 Polyenové mastné kyseliny

Polynenasycené mastné kyseliny se vyskytuji pfedev§im ve skotfapkovych plodech,
seminkach, rybach, rostlinnych olejich ¢i fasach. V mensim mnozstvi se vyskytuji i v mase.
V jejich fetézci se mezi uhliky nachazi dvé a vice dvojnych vazeb. Patii mezi n€ 1 esencialni
mastné kyseliny, které si nejsme schopni sami syntetizovat a je nutno je pifijimat potravou.
Stejné jako monoenové mastné kyseliny snizuji hladinu LDL cholesterolu a jejich pfijem
je nezbytny pro fadu biologickych procest z jednim z nich je tvorba prostaglandint. Patii sem
kyselina linolov4, alfa-linolenova ¢i kyselina eikosapentaenovd (EPA) a kyselina
dokosahexaenova (DHA) (SkipThePie 2011).

Za zminku patfi kyselina alfa-linolenovd, esencidlni mastna kyselina patfici
do omega 3 mastnych kyselin. Tato mastna kyselina neni v naSem téle syntetizovana.
V menSim mnozstvi vSak miize byt v naSem téle preménéna na kyselinu eikosapentaenovou

(EPA) a kyselinu dokosahexaenovou (DHA) (EFSA 2010).
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3.3 Kachni maso

Pro praktickou ¢ast této diplomové bylo pouzito kachni maso zbavené kize. Vyzivové
hodnoty kachniho masa a zastoupeni hlavnich makrozivin je mozno vidét v tabulce 1. Maso
obecn€, nejenom to kachni, se skladd prevazné z vody, ktera mulze obsahovat az 75 %
(Britannica Academic 2018). Jako jedna z mala komodit obsahuje kvalitni plnohodnotné
bilkoviny se Sirokym spektrem esencidlnich aminokyselin nezbytnych pro nas§ organismus.
Aminokyseliny jsou stavebni jednotky pro tvorbu proteini a obnovu svalové tkan¢. Mimo jiné
jsou aminokyseliny substratem pro tvorbu mnoha latek s nizkou molekulovou hmotnosti jako
je kreatin, karnitin, hormony $titné zlazy, serotonin ¢i melatonin (Guoyao 2013). Vyznam lipidu

a jejich slozeni je uvedeno nize.

Tabulka 1: Vyzivové udaje kachniho masa zbaveného ktize. Zdroj: USDA Food Composition Databases
2017.

Vyzivové udaje na 100 g syrového kachniho masa, bez kiize

Energy kJ / kcal 566/135
Tuky 5959
z toho nasycené MK 3,329
Sacharidy 0,94 ¢
z toho cukry 0,09
Vlédknina 0,09
Bilkoviny 18,28 g
Sal 0,0¢

3.3.1 Vitaminy

Obsahu vitamini v kachnim mase si miiZeme vSimnout v tabulce 2. Maso obsahuje
vitaminy skupiny B, a to konkrétné thiamin (B1), riboflavin (B2), niacin (B3), vitamin B6
avitamin B12. Dale je zdrojem fady vitamint rozpustnych v tucich jako je vitamin A, D ¢i E.
Obsah vitaminu C je v tabulce 2 také znazornén, nicméné je dobré si uvédomit jeho ztratu pfi
tepelné upraveé (Fennema 1996).

V porovnani s ostatnimi vitaminy skupiny B je vitamin B12 esenciani pro nase télo, které
si ho neni schopno samo syntetizovat. Jeho pfijem v potrav€ je tak pro néds nezbytny.

Jeho vyskyt je pouze v potravinach zivoc¢isného ptivodu, z toho divodu je doporuceno tento
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vitamin suplementovat ve veganské a vegetarianské stravé. Jeho denni ptijem by mél Cinit 3pg

na den (Gille & Schmid 2015).

Tabulak 2: Obsah vitaminti v kachnim mase. Zdroj: USDA Food Composition Databases 2017.

Vitaminy, hodnota na 100 g syrového kachniho masa, bez ktize

Vitamin C
Thiamin
Riboflavin
Niacin
Pantothenova kyselina
Vitamin B-6
Kyselina listova
Cholin
Betaine
Vitamin B12
Vitamin A (Retinol)
Vitamin E (alfa-tokoferol)
Vitamin D (D2 + D3)
Vitamin K

5,8 mg
0,360 mg
0,450 mg
5,300 mg
1,600 mg
0,340 mg

25 g
53,6 mg

6,9 mg

0,40 pg

24 ng
0,70 mg

0,1 pg

2.8 ug
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3.3.2 Mineralni latky

Maso je bohatym zdrojem minerall, predevsim zeleza a zinku (Arroyo 2019).

V tabulce 3 pak vidime kompletni seznam mineralnih latek vyskytujicich se kachnim mase.

Tabulka 3: Obsah mineralnich latek v kachnim mase. Zdroj: USDA Food Composition Databases
2017.

Mineralni latky, hodnota na 100 g syrového kachniho masa, bez ktize

Vépnik, Ca 11 mg
Zelezo, Fe 2,40 mg
Magnesium, Mg 19 mg
Fosfor, P 203 mg
Draslik, K 271 mg
Sodik, Na 74 mg
Zinek, Zn 1,90 mg
Méd’, Cu 0,253 mg
Mangan, Mn 0,019 mg
Selen, Se 13,9 mg

3.3.3 Slozeni kachniho tuku

Podle dostupnych informaci 100 g kachniho tuku obsahuje 49,3 g mononenasycenych
mastnych kyselin, 12,93 % polynenasycenych mastnych kyselin a 33,27 % nasycenych
mastnych kyselin z celkovych 99,8 g kachniho tuku. Obsah cholesterolu je 107 mg ve 100 g
kachniho tuku (USDA Food Composition Databases 2017). Jejich zastoupeni si miZeme

vSimnout na obrazku 1.
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Slozeni kachniho tuku

= Nasycen¢é mastné

kyseliny

= Mononenasycené
mastné kyseliny

Polynenasycené
mastné kyseliny

Obrazek 1: Zastoupeni mastnych kyselin podle saturace v kachnim mase.

Z mononenasycenych mastnych kyselin zaujima prvni misto kyselina olejova, které je
v kachnim tuku obsazeno 44,2 g. Z polynenasycenych mastnych kyselin zaujimaji celé jedno
procento omega-3 mastné kyseliny, pfedev§im kyselina alfa-linolenova (ALA). Obsah kyseliny
dokosahexaenové (DHA), kyseliny dekosapentaecnové (DPA) a kyselina eikosapentaenové
(EPA) je pouze stopovy. Omega-6 mastné kyseliny, z nich pievlada kyselina linolova (LA) jsou
zastoupeny ve 12 gramech. Zastoupeni omega-6 nenasycenych mastnych kyselin je tak 12krat
vétsi neZ omega-3 nenasycenych mastnych kyselin. Z nasycenych mastnych kyselin
sev kachnim tuku vyskytuje v nejvétsim zastoupenni kyselina palmitova (PAL; 24,7 g), dale
pak kyselina stearova (SA; 7,8 g) ¢i kyselina myristova (MA; 0,7 g) (USDA Food Composition
Databases 2017; SkipThePie 2011). Podrobné zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin
najdeme v tabulce 4.
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Tabulka 4: Zastoupeni jednotlivych druhti mastnych kyselin v kachnim tuku. Zdroj: USDA Food
Composition Databases 2017.

Mastné kyseliny & lipidy na 100 g Mnozstvi (v gramech)

Tuky 99,8

Omega-3 mastné kyseliny 1
Omega-6 mastné kyseliny 12
Nasycené MK 33,2
Kyselina myristova 0,7
Kyselina palmitova 24,7
Kyselina stearova 7,8
Monoenové MK 49,3
Kyselina olejova 44,2

Kyselina palmitolejova 4
Polyenové MK 12

Kyselina linolova 1

3.4 Oxidace lipida

Lipidy jsou primarné odpovédné za jak Zadouci, tak 1 nezadouci pfichuti a viiné masa.
Vevétsiné piipadl je oxidace lipidl odpovédna za zhorSenou kvalitu masa coz nasledné souvisi
s nezadouci chuti. Ve vétsing ptipadech dochéazi ke zméné nejenom chuti ale 1 barvy ¢i struktury
masa a v neposledni fadé€ 1 k jinym nutriénim hodnotam (Cheng 2016). Existuji také nékteré
dalsi Skodlivé ucinky tykajici se oxidace lipidid, vCetné sniZzeni doby trvanlivosti, zvySeni
nepfiznivé chuti, zména funkénich a senzorickych vlastnosti a nékdy i moZna tvorba
karcinogennich latek (Shahidi 1994).

Oxidace lipidd jinak nazyvdno oxidacni zluknuti, je mozna dvéma zpUsoby,

a to enzymaticky ¢i bez pfitomnosti enzymu tedy neenzymaticky (Pearson et al 1983).
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3.4.1 Autooxidace

Oxidace vzdusnym kyslikem, dobfe zndma jako autooxidace je nejbe€znéjsi typ oxidace
pii skladovani €i zpracovani produktt. Jedna se o autokatalytickou oxidaci mastnych kyselin
vzdusnym (tripletovym 302) kyslikem, ktery ma dva neparové elektrony a chova se jako
biradikal. Dochédzi k oxidaci uhlikového fetézce mastnych kyselin, a to jak vazanych
vtriacylglycerolu, tak volnych. Autooxidace je zavisla na teploté a poctu dvojnych vazeb. Pti
bézné pokojové teploté se oxiduji nenasycené mastné kyseliny, s vzrustajici vyssi teplotou na
100 °C oxiduji nasycené mastné kyseliny. Cim vice dvojnych vazeb dany lipid ma, tim vice je
mastnd kyselina nachylngjsi k oxidaci (Dolezal 2019).

Mechanismus autooxidace uhlikového fetézce probiha tzv. radikalovou fetézovou reakci
S volnymi radikaly. Ta se sklada ze tii zakladnich mechanismt s to iniciace, propagace

a terminace. Reak¢ni mechanismus mutize byt popsan takto (Kanner 1994).

Iniciace:
R-H — Re++H Autoxidation
EH(Unsaturated fatty acids)
1ad gt Metals, UV
Propagace: Initiation |
R
. 0,
Re + 02 — R-0-O» opagation | . .
ROO" (Peroxy radical)
R-0-O« + R-H — R-O-O-H + Re RH :)\
R ROOH (Hydroperoxides)
Terminace: Termination J
R’ or ROO"
Brealedown products:
R-0O-O¢ + R* — R-0-0-R ROOR. R-R ketones, aldehydes,
’ alcohols, etc
Re+Re —- R-R
Figure 1: Autoxidation in meat.
R-O-0O¢ + R-0-O¢ — R-0-O-R + O2

.

R-O- + R» — R-O-R
2R-O¢ + 2R-0-0¢ — 2R-0-O-R + O3

Obrazek 2: Proces autooxidace.

Iniciacni faze je proces kde se z lipidu (nenasycené mastné kyseliny) oddéli vodikovy
atom za vzniku uhlovodikového radikalu. Volny uhlovodikovy radikal nasledné reaguje

s molekulou kysliku (O2) za vzniku peroxidového radikalu (R-O-O¢), ktery ma vétsi reaktivitu
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nez pivodni uhlovodikovy radikal. Tento vznikly peroxidovy radikdl odstépi atom vodiku
z nové vzniklé mastné kyseliny a krok propagace se opakuje. Béhem propagace se tvori
molekuly hydroxyperoxidu (R-O-O-H), povazované za primarni oxida¢ni produkty.
Ty se nadale rozkladaji na tzv. sekundarni oxida¢ni produkty mezi které patii aldehydy, ketony,
alkoholy a jiné. Ve tieti a posledni fazi nazyvané terminace roste pravdépodobnost reakce dvou
radikali (zvySena koncentrace) za vzniku neradikélového stabilniho produktu a fetézova reakce
je ukonc¢ena. Dochazi tedy ke vzniku stabilnich produktd, které jsou odpovédné pievazné
za vznik zuklych pachuti v daném produktu. (Cheng 2016; Choe E & Min DB 2005;
The Editors of Encyclopaedia Britannica 2019).

3.4.2 Primarni oxida¢ni produkty

Hydroxiperoxidy jsou primarni oxida¢ni produkty vznikajici pfi B-oxidaci mastnych
kyselin. Jedna se o velmi nestabilni produkty, které rady odstépuji vodikovy atom za vzniku
radikala (Frankel 1984).

Na obrazku 3 je znazornéna oxidace kyseliny olejové za vzniku Ctyf hydroperoxidii
V poméru priblizné 1:1:1:1. Obrazek 4 znazoriuje oxidaci kyseliny linolové za vzniku sedmi
hydroperoxidu, kde vznikaji ptedevsim hydroperoxidy 9- a 13-. Pti oxidaci kyseliny linolenové
pak vznika smés mnoha hydroperoxidi. Prevladaji 9-, 12-, 13- a 16- hydroperoxidy

S 2 konjugovanymi dvojnymi vazbami a 1 izolovanou vazbou.
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110 8 § 11 10 9 8
CH-=CH=CH-CH;~ CHy~ CH=CHCH-
O—OH O—OH
11-hydroperoxy-9-enovi k. 8-hydroperoxy-9-enova k.
11 10 9 8
T —CHy~ CH=CH—CHr T
11 10 9 8 / \ 11 10 8 8
C. H CH=CH-CH— —CH;— CH:CH—C..‘H
11 10 l g 8 n 10 l 9 8
CH=CH—CH—CH;~ C Hg—C‘.H—C‘I-F CH
11 10 l g 8 11 10 9 8
CH= C'H—CITH— CH;~ CHr— ?H—CH: CH
O—OH O—OH
0-hydroperoxy-10-enova k. 10-hydroperoxy-8-enova k.

Obrazek 3: Oxidace kyseliny olejové za vzniku primarnich oxida¢ich produkt, konkrétné
hydroperoxidi. Zdroj:

https://iwww.wikiskripta.eu/w/Autooxidace_a dal%C5%A1%C3%AD_reakce_lipid%C5%AF_(1._LF
_UK,_NT)#/media/File:Oxidace_olejov%C3%A9.jpg

24


https://www.wikiskripta.eu/w/Autooxidace_a_dal%C5%A1%C3%AD_reakce_lipid%C5%AF_(1._LF_UK,_NT)#/media/File:Oxidace_olejov%C3%A9.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Autooxidace_a_dal%C5%A1%C3%AD_reakce_lipid%C5%AF_(1._LF_UK,_NT)#/media/File:Oxidace_olejov%C3%A9.jpg

12. 11 10 [

CHr- CH=CH-CHyCH=CH- CHr- linolova kyselina

j He

13 12 11 10 9

CHrCH=CH-CHCH=CH-CHr- volny radial s izolovanymi

L \ dvojnymi vazbami

- 16 12 11 10 ¢

13 11 9 13
CHy-CH-CH-CH CH-CH-CHr- CH:-(;'I—I—CH: CH CH=CH-CHx-

volné radikaly s izolovanymi dvojnymi vazbami

l l
l l

3 12 n 9 3012 1 w9
CI‘L"‘C'I-FCI-I'CI-FCI-I_FI-I‘CH_’— CHZ‘FH‘CI‘FCH—CH:CH-CHZ_
O—OH O—OH

(E,2)-9-hydroperoxy-10.12-dienova k.

(Z,E)-13-hydroperoxy-9.11-dienova k.

Obrazek 4: Oxidace kyseliny linolové za vzniku hydroperoxidt, primarnich oxida¢nich produktt.
Zdroj:
https://www.wikiskripta.eu/w/Autooxidace a dal%C5%A1%C3%AD_reakce lipid%C5%AF_(1. LF
_UK,_NT)#/media/File:Oxidace_linolov%C3%A9.jpg
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3.4.3 Sekundarni oxida¢ni produkty

Sekudnérni oxidacni produkty mezi které patii aldehydy, uhlovodiky, epoxykyseliny,
hydroxykyseliny ¢i oxokyseliny vznikaji rozkladem primarnich oxidac¢nich produktti. Princip

mechanismu muzeme vidét na obrazku 5.

1
R—CH-CH-CH-R’

07‘“ OH hydroperoxid
- HO oi I

1 ! I ’
R—~CH-CH :CHE R"  alkoxylovy radikal

S .

i TR * 2
RI—C'H=C'H- + O=CH-R°® R—CH=CH—-CH=0 + R
l \ oxokyselina aldehyd / \
1 1
R—CH,—CH=0 R—CH=CH; RZ—H 3 s
aldehyd uhlovodik mastna kyselina  hydroxykyselina

Obrazek 5: Obecny mechanismus vzniku aldehydi a uhlovodikli z hydroperoxidu.
https://iwww.wikiskripta.eu/w/Autooxidace_a dal%C5%A1%C3%AD_reakce_lipid%C5%AF_(1._LF
_UK,_NT)#/media/File:Vznik_aldehydu_obec.jpg

3.5 Silice

Sekundarni metabolity, mezi které patii i esencialni oleje jsou latky produkované
rostlinami. Jejich primarni funkci v rostlinném organismu je ochrana proti predatorim
a skiidcim. Esencidlni oleje (téZ tékavé ¢i éterické oleje) jsou aromatické latky olejovité
struktury extrahované ze specifickych ¢asti rostlin, nejcastéji listi a semen ale 1 kvétl, vétvicek
¢i kofend (Adelakun et al. 2016; Dutra et al. 2019; Mastromatteo at al. 2010).

Jejich historie sah4 az do starovékého Recka a Rima, kde byly pouzivany predevsim
za ucelem jejich vliiné a konzervacnich vlastnosti. Prvni metoda ziskdvani esencialnich oleji
byla destilace, poprvé pouzita v Egypté v 9. stoleti. Prvni pisemny zaznam o destilaci je vSak
datovéan az ve 13. stoleti, kdy se poprvé dostali do Londyna. V této dob¢ se esencialni oleje

zacali pouzivat i v 1ékafsti. Do Evropy se podle dostupnych informaci dostali az v 16. stoleti.
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Pro své baktericidni G¢inky se zacali pouzivat ve 20. stoleti, kde se zarovei uplatiuji predevSim
pro své aroma (Burt 2004).

Tisice let jsou esencialni oleje pouzivany k aromaterapii, za jejiz zakladatele jsou
povazovani Cifiané. I z tohoto ditvodu je jim v poslednich par letech vénovano vice pozornosti.
Pro své vSestrané vyuziti jsou dnes pouzivany ve farmacii, kosmetickém primyslu, zeméd¢lstvi

¢i prave potravinarském sektoru (Adelakun et al. 2016).

35.1 Vyuziti silic

V potravinafstvi se vyuzivaji esencialni oleje pfedevsim pro své biologické ucinky.
Disponuji pfedevSim antioxida¢nimi a antimikrobidlnimi uc¢inky. Diky svému vysokému
potenciondlu se v poslednich par letech, kdy je na bezpecnost potravin kladen vysoky duraz,
vyuzivaji i jako konzervacni latky.

Antioxidacni pfisady, mezi néz patii i esencialni oleje, se pouzivaji v potravinarském
sektoru k prodlouzeni trvanlivosti potravin tim, ze zabranuji oxida¢nim reakcim, které maji
za nasledek Zluknuti, zménu barvy ale mikrobidlni kontaminaci. Jak je uvedeno v nékolika
studiich, listy oregana a tymianu jsou znamé pro jejich antioxida¢ni a antimikrobidlni u€inky
pii dlouhodobém skladovani masa (Karabagias et al. 2011; Mastromatteo et al. 2010).
Za antioxida¢ni ulinek esencialniho oleje vdeéci s nejvétsi pravdépodobnosti karvakrolu
a tymolu, ktery je schopen redukovat tvorbu peroxidu vodiku, zatimco antimikrobialni Gi€inek
je dan jeho chemickou strukturou a lipofilnim vlastnostem. (Imik et al. 2018).

Karvakrol, jedna z hlavnich slozek oreganového esencidlniho oleje, je zodpovédny
predevsim za jeho antimikrobialni aktivitu. Diky své hydrofobni povaze karvakrol interaguje
s lipidovou dvojvrstvou cytoplazmatickych membran, coZ zpisobuje ztratu integrity a iniku
buné&¢ného materialu, jako jsou ionty, ATP a nukleova kyselina (Taherian et al. 2009). Vznik

tymolu a karvakrolu mizeme vidét na obrazku 6.
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C1oH1e CioH1a

Thymol

aromatisation 6 2
E—
5

hydroxylation
2-isopropyl-5-methylphenol
3

Y-Terpinene p-Cymene

4-isopropyltoluen

Carvacrol

5-isopropvl-2-methviphenol

Obrazek 6: Biosyntéza Tymolu a Karvakrolu z Terpinenu a p-cymenu (Taherian et al. 2009).

Z praktického hlediska je aplikace esencialnich oleji v potravinach omezena zpravidla
pro silnou chut’, kterou koneénému produktu dodévaji ale také kvuli jejich interakcim
S ostatnimi slozkami potravin.

Ve vétsing piipadech se antimikrobidlni latky ptidavaji ptimo do potravin. Avsak jejich
aktivita miZe byt inhibovdna mnoha latkami které se v potravinach vyskytuji, coZz ma
zanasledek snizeni jejich u€innosti. V takovych piipadech miiZze byt ucinnéjsi pouziti

antimikrobidlnich filmt ¢i povlakd (Mastromatteo et al. 2010).

3.5.2 Ziskavani silic

Extrakce silic z rostlinného materiald mize byt provedene hned nékolika zpisoby.
Jednoznacné nejstarS§i metodou extrakce silic je bezesporu destilace. Destilace vodni parou
pfedstavuje extrakci vysoce kvalitnich esencialnich oleji. Je SetrnéjSi neZ destilace vodni,
pii které dochazi ke kontaktu rostlinného materidlu s vatici vodou. Tim muze dochazet ke
ztraté n€kterych polarnich molekul ¢i prehiivani (Basser & Buchbauer 2010).

Lisovani za studena je dalsi relativné neinvazivni metoda ziskavani silic. Drcenim se
uvolni obsah oleje ze zlaz rostlin a naslednou centrifugaci se odstrani prebytecny pevny

material (Dima & Dima 2015).
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Mezi nové metody extrakce mohou patfit ultrazvukova ¢i mikrovina extrakce. Jejich
pouziti se vSak dnes tafka nevyuziva.

S velkou oblibou je k extrakci silic pouzivana superkriticka fluidni extrakce. K extrakci
pevného vzorku se pouziva superkriticky oxid uhlicity (CO2), ktery je schopen dosahnout
kritického tlaku a teploty. Vzhledem k jeho polarité¢ dobie rozpousti latky nepolarni ¢i velice

malo polarni latky.

3.5.3 Biologicka aktivita silic

Je prokazano ze esencialni olej z oregana ma antioxidacni, antibakterialni ale i antifugélni
ucinky. Za jeho mikrobialni a antioxida¢ni potencial je zodpovédny Karvakrol, jez vykazuje
tuto biologickou aktivitu. Biologickd aktivita esencidlniho oleje a jeho vlastnosti jsou zavislé
na vynosu plodiny a jejimz sloZeni které je zavislé na fad¢ faktort jako je genotyp, vyvojova
faze, prostiedi, ve kterém roste ¢i zptisobu péstovani (De Falco et al. 2013; Nakatsu et al. 2000).

Podle studie De Falco et al. 2013, ¢im vice karvakrolu a tymolu esenciélni olej obsahoval,
tim vétsi antimikrobidlni aktivitu vykazoval. Autor také zminuje, ze obsah fenolickych latek
Vv rostliné mize hrat vyznamnou roli pravé v antimikrobidlnich a antioxida¢nich vlastnostech
oleje.

Sillice se mohou skladat az z n¢kolika desitek latek mézi néz patii prevazné terpeny.
Terpeny jsou latky tvofené izoprenovymi jednotkami, které jsou syntetizovany v rostliné. Mezi
dalsi latky, které obsahuji se fadi fenolické slouceniny, uhlovodiky a jejich derivaty. Tyto latky
jsou rostlinou produkované predevsim za ticelem ochrany proti Sklidciim a vnéj$Simu prostredi.
Diky svym vlastnostem vSak nasly uplatnéni pravé jako antioxidacni ¢i antibakterialni latky

pfirodni povahy (Baser & Buchbauer 2010).

3.6 NMR spektroskopie

Nukledrni magneticka rezonance (NMR spektroskopie) je analyticka chemickd technika
pouzivanad pii stanoveni molekularni struktury latek. NMR miiZe naptiklad kvantitativné
analyzovat smeési obsahujici znamé slouceniny. V piipadé neznamych sloucenin mize byt
NMR pouzita bud’ ke shod¢ se spektralnimi knihovnami, nebo k odvozeni zakladni struktury

(Guillén & Ruiz 2006).
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3.6.1 Zakladni princip

Zakladnim principem NMR je elektricky nabité jadro s uritym spinem. Takto nabité
jadro se spinem se dostane do magnetického pole a vznika pfenos energie na vyssi energetickou
hladinu. Pfenos energie probiha na vinové délce, ktera odpovida radiovym frekvencim, a kdyz
se spin vrati na svou zdkladni urovei, energie je emitovana na stejné frekvenci. Signal, ktery
se shoduje s timto prenosem, se méti mnoha zplisoby a zpracovava se tak, aby se ziskalo NMR

spektrum daného jadra (Martinez-Yusta et al. 2014).
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4 Material a metody
4.1 Priprava smési pro oSetfeni vzorku

Pro ptipravu vzorkl masa byly pouzity jilové nanocastice a oreganova silice. Vzdy prave
polovina vzorkl byla oSetfena pouze samotnymi jilovymi nanoc¢ésticemi, druha pak jilovymi
nanocasticemi promichanymi s oreganovou silici.

Jilové nanocastice byly vysuSeny v kadince ptikryté alobalem s malymi praduchy
a suseny 24 hodin pii teploté¢ 110°C. Oreganova silice byla pouzita ze zdroju Katedry kvality
a bezpecnosti potravin s obsahem karvakrolu 64,5 %, 5,2 % p-cymenu a 2,9 % tymolu.

K ptipravé jilovych nanocéstic s oreganovou silici bylo odméfeno 237,5 mg suSenych
jilovych nanocéstic do vialek o objemu 2 ml a k tomu ptiddno 12,5 mg oreganové silice. Kazda
vialka byla opatiena vickem. Nasledn€¢ vznikla smés se nechala tfepat pti 50 °C na 24 hodin
nebo do té doby, dokud nebyla smés dikladné promichana bez viditelnych slepenych kouski.
Celkova hmotnost jedné vialky ¢inila 250 mg a vysledna koncentrace tak byla 5 %.

V ptipad€ samotnych Cistych jilovych nanocastic bylo do vialky o objemu 2 ml navazeno
250 mg susenych jilovych nanocastic. Kazda vialka byla opatiena vickem a spolu s dalSimi

vzorky tfepana pfi teploté 50 °C, 24 hodin.

4.2 Priprava vzorku

Kachni prsa byla pfed kazdym zaloZenim experimentu zakoupena Gerstva. Cerstva kachni
prsa byla nasledné zbavena kiiZe a nakrajena na kosti€¢ky o hmotnosti 5 gramt. Kazdy kousek
masa byl samostatné vlozen do petriho misky. Kladl se dliraz na stejny tvar a povrch kosticek.
Takto bylo pfipraveno celkem 36 vzorkll ve dvou na sebe navazujicich experimentech.

V prvnim experimentu, fad€ A, bylo pfipraveno celkem 12 vzorki. Z toho 6 bylo oSetieno
samotnymi ¢istymi jilovymi nanoc¢asticemi, dalSich 6 pak jilovymi nano¢ésticemi s oreganovou
silici. Odbéry byly po 24 hodinéach a 8 den.

Druhy experiment, fada B, kde bylo pfipraveno celkem 24 vzorki. Polovina z nich byla
oSetfena samotnymi jilovymi nanoc¢ésticemi, druhd polovina pak jilovymi nanocasticemi
promichanymi s oreganovou silici. Odbéry byly u¢inény po 24 hodinéch, po 48 hodinach, 4 den
a7 den.
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Kazdy kousek masa byl obalen v pfipravené smési, tak Zze pravé polovina vzorki cili
18 vzorkt bylo obaleno v samotnych ¢istych jilovych nanocasticich a dalsich 18 vzorka bylo
obaleno v jilovych nanocasticich s oreganovou silici a ponechano v petriho miskach opatiené
parafilmem (z divodu tékani silice). Vzorky se nasledné skladovali v lednici pii 4 °C a odbéry
byly provedeny po 24 hodinach, po 48 hodinach, 4 den, 7 den a 8 den. Vzdy byly odebrany

a analyzovany 3 vzorky z kazdého osetfeni.

4.3 Zpracovani vzorku pro extrakci

Jednotlivé kousky byly nasekany ostrym noZem na mensi konzistenci pfipominajici mleté
maso a nasledné v Cisté vysuSené a popsané kadince bylo takto mélnéné maso dobie
promichano s 5 ti gramy motského pisku plastovou 1zickou. Vznikla smés masa a pisku byla
stejnou plastovou 1zickou na michani vloZzena do extrakéni patrony. Extrakce se provadéla
v 75 ml petroletheru, ktery byl odmérnym valcem odméten do suché extrakéni kyvety popsané

Cislem proti zamén¢ pii samotné extrakci na soxhletové ptistroji.

4.4 Extrakce tuku

Extrakce tuku z kachniho masa byla provedena podle Soxhleta, automatizovanym
pfistrojem (Soxtec, Foss). Tento 6 ti mistny extraktor 1ze nastavit na 6 riznych programi
sestavajicich se celkem ze tii fazi a to extrakce, prokapavani a odparovani. V kaZzdém méteni
bylo analyzovano pravé 6 vzorkl v zavislosti na ¢ase po 24 hodinach, po 48 hodinych, 4 den,
7 den a den 8 pro zjiSténi miry oxidace lipidii v kachnim mase. V naSem ptipadé byl pfistroj
nastaven na teplotu 110 °C. Extrakce byla provadéna po dobu 60 minut nasledovédna
proplachem na dalSich 60 minut. Odpateni petroletheru vSak nebylo provedeno na soxhletové
extraktoru ale na rota¢ni vakuové odparce. Bylo tak provedeno z divodd vysoké teploty
extraktoru, ¢asu odpafovani a moznosti oxidace tuku pii odpafovani. Teplota vody v rotacni
vakuové odparce nepifesahla 40 °C a kazdy vzorek byl odpafovdn samostatné v piisluSné
destila¢ni bance se zabrusem. Kazdy destilacni banika byla vysuSena, ponechana v exikéatoru
vychladnout na pokojovou teplotu a zvazena pted samotnym vloZenim roztoku z extraktoru.

Po extrakci byla kazdé destila¢ni banka pievazena pro zjisténi vytéznosti tuku z kachniho masa.
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4.5 Priprava vzorku pro NMR

Thned po odpareni petroletheru a zvazeni vytéznosti tuku byl tuk rozpustén celkem v 1 ml
deuterovaného chloroformu a to tak, ze bylo pipetovano 0,5 ml deuterovaného chloroformu
do destila¢ni banky s vyextrahovanym tukem. Tuk byl rozpus$tén a pieveden spolu
s chloroformem pipetou do vialky o objemu 2 ml. Nasledn¢ byl odpipetovano dalsich 0,5 ml
deuterovaného chloroformu do t¢ samé destilatni bailkky pro vypladchnuti a rozpusténi
ptfipadnych zbytki tuku a nasledné pfevedeno do stejné vialky s pfedchozim pul mililitrem
chloroformu s rozpusténym tukem. Takto bylo postupovano pti kazdém rozpusténi vzorku.

Vsechny vzorky takto rozpusSténé v chloroformu a uloZené ve vialkdch byly opatieny
vickem a skladovany v lednici az do dne analyzy. Pfed analyzou byl kazdy vzorek o objemu
0,6 ml preveden do NMR zkumavky kterd byla peclivé popsédna a zazatkovana. Dale
se piistoupilo k samotné analyze na pfistroji. Méfeni bylo provedeno pomoci *H NMR Bruker
Avance II, 500 MHz, kde bylo u kazdého vzorku provedeno 32 skentll. Vysledky byly nasledné

zpracovany v prodramu Mestrenova.

4.6 Senzoricka analyza

Statistické hodnoceni experimentalni ¢asti diplomové prace bylo zpracovano v programu
Statistica 12 (StatSoft CR s. r. 0). Vysledky byly vyhodnoceny za pouziti vicefdzové ANOVY
s opakovanim a nasledné¢ hodnoceno Tukeyho HSD testem. Testovani prob&hlo na zakladé

hladiny vyznamnosti a = 0,05.
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5 Vysledky

Viechny vzorky byly méfeny pomoci H NMR (Bruker Avance II, 500 MHz),
kde u kazdého vzorku bylo vzdy provedeno 32 skent, podobné jako ve vétsiné publikaci
(Guillén et Ruiz, 2006; Stefanova et al. 2011). Posuny ppm pro rizné oxidacni produky byly
vyhledany na zaklad¢ dostupnych informaci uvedenych v fad¢ publikaci. Pfehled ppm posuni

je zobrazen v tabulce 5.

Tabulka 5: Chemické posuny (ppm) primarnich a sekundarnich oxidac¢nich produktt
'H NMR spektroskopie upravené z publikaci Guillén & Ruiz 2001, 2006; Hwang 2017; Matinez-Y usta
2014.

Chemicky posun Oxidacni produkt  Funk¢ni skupina a nazev produktu oxidace
(Ppm)
Primarni oxida¢ni produkty
2,44 Hydroperoxid >CH-OOH
2,65 Hydroperoxid >CH-OOH
4,22 Hydroperoxid >CH-OOH
4,30 Hydroperoxid >CH-OOH Hydroperoxy_epidioxid
derivat trilinoleinu
4,35 Mono- >CH-OOH
hydroperoxid
5,40 Hydroperoxid -CH=CH- (Z,E)-konjugovana dvojna
CH=CH- vazba spojena s hydroxidy
(OH)
8,0-8,2 Hydroperoxid -OCH Hydroperoxidova skupina
Sekundérni oxida¢ni produkty
2,00 Epoxidy -CHOHC- 9,10-epoxyoctadecenoat
(leukotoxin) a
12,13-epoxy-9-octadecenoat
(isoleukotoxin)
2,88 Epoxidy -CHOHC- (2)-9,10-epoxystearat

Vysledky zNMR analyzy byly nasledné vyhodnoceny v programu Mestrenova.
Vzhledem k tomu, ze pfi analyze nebyl pouzit vnitini standard, se plochy pikt pro jednotlivé
hodnoty ppm posunti porovnavali s naméfenou plochou piku chloroformu (CHCIz) podle

vzorce uvedeného na obrazku 7.

34



hodnota ppm posunu 1

X
hodnota ppm CHCl;  navazka
Obrazek 7: Vypocet bezrozmérné hodnoty produktu oxidace v porovnani s chloroformem (CHCIs).

V tabulce 7 mizeme vidét primérné hodnoty (primér hodnot naméfenych pro stejné
osetfeni v dany odbérovy den) jednotlivych intenzit chemickych posunt v riznych dnech

oSetieni. Vysledna ¢iselna je vztazeni k chloroformu a hodnota je bezrozmérna.

Pro lepsi predstavu v grafu 1 a grafu 2, miizeme vidét nartst ¢i pokles jednotlivych hodnot
Vv Case. Na prvni pohled je zfejmé, ze vyskyt nékterych hydroperoxidi je minoritni oproti jinym,
jejichz zastoupeni je ve vysSSich hodnotach. Vznik hydroperoxidi jakozto primérnich
oxidacnich produktl je patrny jiz po prvnich 24 hodindch u obou osetfeni kdy je detekovan
Vv urcitych ppm posunech, viz dale.

Jak je vidét z tabulky a grafu, ve vzorcich byly nalezeny pfevazné hydroperoxidy, patiici
mezi primarni oxidacni produkty. Ze sekundarnich oxidacnich produkti se ve vzorcich
experimentu provedené¢ho v této diplomové praci vyskytuji pouze dva. Prvnim je epoxid
(2)- 9,10-epoxystearat jehoz funkéni skupina -CHOHC- je detekovana pii 2,88 ppm. Jeho
vyskyt se nachdzi pouze ve vzorcich oSetfenych nanojilem s oreganovou silici. To vysvétluje
statisticky vyznamny rozdil mezi oSetfenymi a neoSetfenymi vzorky v posunu 2,88 ppm
ve vSech dnech odbéru vzorku, kterého si miizeme vSimnout v tabulce statistického hodnoceni.
Vzhledem k vyskytu pouze v oSetfeni se silici je zde predpoklad, Zze dana latka patii
k aromatickym vlastnostem pouzivané oreganové silice. V tomto teoretickém piipad¢ by se pak
0 produkt oxidace nejednalo. Druhym je epoxid 9,10-epoxyoctadecenoat (také nazyvan
leukotoxin) a 12,13-epoxy-9-octadecenoat (jinak isoleukotoxin) oba detekované s funkéni
skupinou -CHOHC- pfi posunu 2,00 ppm. V obou osetfenich se leukotoxin a isoleukotoxin
vyskytuji s nizkou intenzitou a jehich hodnota klesd s postupujicim casem. Statisticky
vyznamny ucinek silice byl konkrétné ve ¢tvrty den. Oba epoxidy a jejich funkéni skupiny

muzeme vidét na obrazku .
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Obrazek 8: Chemicka struktura epoxidd (Z)-9,10-epoxystearatu, 9,10-epoxyoctadecenoatu a

12,13-epoxy-9-octadecenoatu detekovanych v experimentalni ¢asti této diplomové prace.

Mezi posuny 2-3 ppm jsou detekovany dalsi latky konkrétné hydroperoxidy v posunech

2,44 ppm a 2,65 ppm nachdzejici se v obou osetfenich. Znacnych rozdilt si mizeme vSimnout
vgrafu 1 a 2 kde v oSetfeném vzorku s oreganovou silici tak i v nanojilu je hodnota
hydroperoxidu pii posunu 2,44 ppm nizsi a s casem klesa. U oSetieni silici si miizeme vS§imnout,
ze oddalila tvorbu tohoto hydroperoxidu a inhibovala tak jeho ranny vznik. Hydroperoxid
S posunem 2,65 ppm se nachdzi v obou oSetfeni, ale detekovan je aZ den 8. Je tedy velice
pravdépodobné, Ze tvorba tohoto hydroperoxidu vznika nejdiive paty den skladovani masa
nehled€ na oSetieni. Nevime vSak zdali jeho hodnota po osmém dni klesa ¢i stoupa. Rozdilu

ve spektrech mezi posuny 2-3 ppm pro oSetiené vzorky pouze nanojilem a nanojilem

s oreganovou silici je vidét na obrazku 9 a 10.
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Obrazek 9: Vystup NMR spektra v rozmezi 2-3 ppm z programu mestrenova pro vzorek osetfeny

jilovymi nanocésticemi s oreganovou silici.
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Obrazek 10: Vystup NMR spektra v rozmezi 2-3 ppm z programu mestrenova pro vzorek oSetfeny

jilovymi nanocasticemi s oreganovou silici.
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V posunu 2,44 ppm si mizeme vSimnout vyskytu hydroperoxidu pouze v osetieni
nanojilem v ¢ase 48 hodin. Byl tak prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi oSetfenimi,
kdy nanojil s oreganovou silici tento hydroperoxid zcela inhiboval po dobu osmi dni. Dalsi
statisticky vyznamny rozdil mezi oSetfenimi byl prokazan u hydroperoxidu v posunu 4,30 ppm,
kdy je podle ¢iselnych hodnot ziejmy rozdil v intenzit¢ piku mezi jednotlivymi oSetfenimi.
Statisticky vyznamny rozdil byl pak konkrétné pozorovan v ¢ase 48 hodin, kdy hodnota
znatelné klesla.

Monohydroperoxid s funkéni skupinou -CH-OOH- byl detekovan v posunu 4,35 ppm
s vyskytem v obou oSetfenich. Vétsi vyskyt byl v§ak zaznamenan u vzorku oSetfeného pouze
nanojilem. Je tedy vidét znac¢na inhibice v obsahu tohoto hydroperoxidu v oSetfeni nanojilu
s oreganovou silici, kde byl detenkovén tento hydroperoxid v malém mnozstvi pouze ve dvou
dnech méteni, konkrétné po 48 hodinéach a 4 dnech.

Majoritnim oxida¢nim produktem je cis, trans konjugovany dienovy systém s funkéni
skupinou -CH=CH-CH=CH- v posunu 5,40 ppm detekovan v obou oS$etieni (jak v nanojilu,
tak nanojilu s oreganovou silici). Intenzita tohoto oxida¢niho produktu je zfejma na grafu 1 a 2.
V obou osetfenich obsah tohoto hydroperoxidu znaéné stoupa a své nejvyssi intenzity dosahuje
po 48 hodinach, kde byl také prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi oSetfenimi. Maximalni
dosazena hodnota v oSetieni nanojilem byla 117,62, u oSetfeni nanojilem s oreganovou silici
pak 59,71. Nasledné intenzita znacné klesa na 26,79 u vzorku oSetfenym pouze nanojilem
a u oSetfeni nanojilem s oreganovou silici pak na hodnotu 17,55. Je tak zfejmé, Ze intenzita
tohoto hydroperoxidu je inhibovédna ve vzorcich oSetfenych nanojilem s oreganovou silici coz
potvrzuje in statistické Setfeni. Muzeme se tedy domnivat, Ze na vznik urcitych peroxidi ma
oreganova silice inhibi¢ni G€¢inky. Druhym majoritnim oxida¢nim produktem byl detekovan
hydroperoxid s funk¢ni skupinou -CH-OOH detekovanou v posunu 4,30 ppm. Priibéh i hodnoty
jsou relativné podobné hydroperoxidu S Cis, trans konjugovanym dienovym systémem
detekovanym v posunu 5,40 ppm. V oSetieni vzorkii nanojilem hodnota jiz po prvnich
24 hodinéach znac¢né stoupla a s ¢asem dosadhla maximalni hodnoty a zacala klesat coz je patrné
V posledni den méteni. U oSetfeni s oreganovou silici obsah hydroperoxidu 4,30 ppm pozvolna
stoupd, ma pomalejsi nastup nez v oSetfeni pouze nanojilem.

Ve vzorcich oSetfenych nanojilem s oreganovou silici jsou vidét signaly hydroxyperoxidil
mezi 8,0 a 8,2 ppm. Ty se pravideln¢ objevuji v malém mnozstvi takika ve vSech aromatickych
vzorcich. To mlze byt piekvapivé, jelikoz vyskyt téchto primarnich oxida¢nich produkth

se v oSetieni pouze nanojilem takika nevyskytuje.
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Kromé vyskytu dvou epoxydi nebyly detekovany zadné jiné sekundarni produkty jako
cyklické peroxidy, epoxykyseliny, hydroxykyseiny, oxokyseliny ¢i aldehydy.
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Graf 1: Intenzita ppm posunti pro jednotlivé oxida¢ni produkty v ¢ase ve vzorku oSetfeném pouze
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Graf 2: Intenzita ppm posuni pro jednotlivé oxidacni produkty v case ve vzorku oSetfeném nanojilem
s oreganovou silici.
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Tabulka 6: Namétené hodnoty intenzity pikd v jednotlivych ppm posunech a vyjadienou smérodatnou odchylkou, v uréitych dnech odbéru pro vzorky osetiené

jilovymi nanoc¢asticemi a oSetfenymi jilovymi nanoéasticemi s oreganovou silici. Hladina vyznamnosti o = 0,05.

N A N A N A N A
po 24 h po 24 h po 48 h po 48 h den 4 den 4 den 8 den 8
2 12,15+1,12 11,93+1,12 - - 7,59+6,75% 6,58+6,75" 4,47+2,88% 7,46+2,88%
2,44  2,18+1,55° 0,45+1,552 2,81+2,192 - - - 0,53+0,48% 1,19+0,482
2,65 - - - - - - 1,21+0,72° 1,48+0,72%®
2,88 - 9,82+5,99° - 8,73+4,97" - 11,35+6,85° - 12,88+7,39°
4,22 - - 4,64+2,61° 0+2 - - - -
43  26,95£10,55°  13,31+10,55%¢  32,77+16,67° 8,11+16,67% 13,44+6,44%¢ 10,62+6,44%® 4,03+3,042 -
435  0,92+0,65° - 3,03+2,182 1,202,182 1,58+0,832 1,68+0,83? 1,22+0,822 -

54 43,26+10,88®®  3513+10,88®  117,62+33,48°  59,71+33,48°  36,39+18,11%  34,08+18,11®  26,79+10,00® 17,55+10,002
542  18,76+3,63% 16,04+3,632 68,44+30,46°  41,66+30,46% 18,60+9,532 16,7149,532 7,41+3,892 13,1143,89°
8,02 - 0,27+0,24%® - 0,46+0,33%® - 0,81+0,50° 0,140,122 0,25+0,122
8,04 - 0,31x0,24%® 0,50+0,322 0,56+0,32% - 0,81=0,50° 0,46+0,13% 0,42+0,13%
8,06 - 0,20+1,152 1,50+0,612 0,56+0,612 0,43+0,3? 0,63+0,32 0,23+0,142 -

A — vzorky oSettené jilovymi nanoc¢asticemi s oreganovou silici

N — vzorky oSetfené pouze jilovymi nanocasticemi

Intenzita piku, ktera nebyla detekovana je oznacena -
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6 Diskuze

Za antioxidacni a antimikrobidlni u¢inky oreganové silice vdéci tato rostlina predevsim
Karvakrolu coz uvadi i publikace Dutra et al. 2019. Antimikrobialni u¢inky esencialniho oleje
z oregana byly potvrzeny hned nékolika studiemi (Burt 2004; Boskovic 2015; Dutra et al.
2019). Antimikrobialni vlastnosti proti gram potitivnim a gram negativnim mikroorganismim
ma nejenom olej z oregana ale napiiklad i olej z bazalky, tymianu ¢i hiebicku a schopnost
inhibice MO je detekovana jiz pfi velmi malych koncentracich téchto esencidlnich oleja. Latky
Vv nich obsazenych dokazi naruSit bunécnou sténu bakterie a zabranit ji v rozmnozovani
(Semeniuc et al. 2017).

Mimo antimikrobialnich vlastnosti, které nam jsou dobie znamy, ma olej z oregana také
potvrzené antioxidacni vlastnosti pfedevsim diky obsahu jiz zminovaného karvakrolu a také
tymolu, latkdch v ném obsazenych. Dutra et al. 2019 ve své studii zkoumal antioxida¢ni aktivitu
esencialniho oleje z oregana pomoci dvou riznych metod DPPH a ABTS. Vysledkem byly
znaén¢ rozdilné koncentrace. Obé metody vSak potvrdily velmi dobrou antioxida¢ni aktivitu
silice z oregana, kde rozdil mezi koncentracemi byl pfifazen k drobnym rozdilim chemické
struktury v zavislosti na druhu, roénim obdobi sklizn¢ a geografickému vyskytu rostliny
(Mechergui et al. 2016).

Pro studium produktti oxidace lipidi nejenom v mase ale 1 V jinych potravinaiskych
komoditach je NMR spektroskopie stale novou metodou detenkce téchto latek. Guillén & Ruiz
2001 ve své studii pouzili NMR metodu pro detenkci nejenom majoritnich ale i minoritnich
oxidacnich produktd v rinych druzich rostlinych oleji. Vybér této metody skvi ve vyhodach,
které nabizi, jimz je jednoduchost, potfeba malého mnozstvi vzorku a minimum ¢asu. Podle
nich je nukle4drni magneticka rezonance G¢innym nastrojem nejenom v detenkci jak primarnich
a sekundarnich oxida¢nich produkt, tak 1 ve stanoveni oxidacni stability, stupné saturace
mastnych kyselin ale i degradaci acylovych skupin.

V jiné studii se Spanélsti védci Guillén & Ruiz 2006 zabyvaji oxidaci panenskych olejl
z oliv, kukufice a Inu pfi vystaveni mikrovinému ohfevu S maximalni dosazenou teplotou
190 °C pomoci *H NMR spektroskopie. Tvrdi, Ze proces tvorby oxida¢nich produkti je zcela
odlisny pfi vystaveni lipidi vysokym teplotam oproti teplotdm skladovani. Dosli k zavéru,
ze pfi mikrovném ohfevu velice rychle vznikaji sekundarni oxida¢ni produkty, a to prevazné
aldehydy. Detekce aldehydu byla v jejich praci v rozmezi 9 az 10 ppm. Ve studii uvadi, zZe byl
shledan trans-2-alkenal v posunu 9,48 a 9,506 ppm a také trans, trans-2,4-alkadienal v posunu

9,507 a 9,533 ppm které se vzajemn¢ prekryvaly. Dale tvorba 4,5-epoxy-trans-2-alkenalu byla
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detekovana pifi mikroviném ohtevu v posunu 9,538 a 9,564 ppm. Velice Casty byl piekryv
téchto aldehydu. Celkovy ¢as ohfevu neptekrocil 240 minut pro vSechny druhy olejii. Nejvyssi
oxidaéni stabilitu v tomto experimentu vykazoval jednozna¢né panensky olivovy olej oproti
kyselin téchto olejl. Kyselina olejova (C18:1) patiici do monoenovych MK se oxiduje mnohem
pomaleji nez kyselina linolova (C18:2) ¢i kyselina linolenova (C18:3). Plati tedy, Ze ¢im vice
dvojnych vazeb dana mastna kyselina ma tim nachylnéjsi je k oxidaci. Vzhledem k detenci
pouze aldehydii, nikoli hydroperoxidii jakozto priarnich oxidacnich produktl se dospélo
k zavéru, Ze degradacni mechanismus lipidt je zavisly na teploté a proces degradace se znateln¢
li$1 v zavislosti ¢asu na zminéné teplote.

Tuto teorii potvrzuji i dal$i dostupné publikace, kde autofi dosli na zdklad€ experimentli
a zjisténych dat ke stejnému zavéru. Shoduji se na tom, ze jeden z hlavnich rozdilti mezi
oxida¢nimi produkty vznikajicimi pii vysokych teplotach (napiiklad smazeni ¢i grilovani)
a teplotach nizsich je obecné ten, ze nejsou detekovatejné meziprodukty oxidace jako jsou
napiiklad hydroperoxidy, pozorovatelné¢ pii vysSich teplotich vzhledem k tomu, Ze tyto
meziprodukty oxidace nasledné reaguji s jinymi slouceninami ¢i jinymi ldtkami za vzniku
sekundarnich oxida¢nich produktt, ¢asto aldehydii (Hwang 2017). Martinez et al. 2014 zjistil,
ze existuji vyznamné rozdily mezi oxida¢nimi produkty a oxida¢nimi mechanismy pfi riznych
teplotach. Jiné oxida¢ni produkty tak budou vznikat v olejich a tucich namahanych vysokou
teplotou, jiné pfii teploté skladovani.

Vétsina publikaci zkoumajici oxidaci lipid pomoci *H NMR spektroskopie se soustiedi
na rostlinné oleje zatéZované vysokymi teplotami (Guillén & Ruiz 2006; Hwang 2017,
Martinez et al. 2014). Tito autoii ve svych publikacich uvadi vyskyt aldehydl, konkrétné
n-alkanalt (9,748 ppm), (E)-2-alkenalt (9,493 ppm), (E,E)-2,4-alkadienalt (9,520 ppm),
(E,Z)-2,4-alkadienalt (9,593 ppm), 4-hydroxy-(E)-2-alkenalt (9,573 ppm), 4-oxoalkanaly
(9,780 ppm) v posunech ppm uvedenych v zavorkach za kazdym produktem. Z toho 2-alkenaly
a alka-2,4-dienaly maji nejvétsi zastoupeni ve vysokych teplotach, zejména pak pii smazeni za
vysoké teploty.

To miize byt jednim z hlavnich diivodi pro¢ v experimentalni ¢asti této diplomové prace
nebyly aldehydy detekovany. Na rozdil od téchto publikaci byly vzorky ponechany vzdusnému
kysliku pfi teploté skladovani (cca 5 °C) a pfii analyze se naSli pfevazné primarni oxidacni
produkty, jak je uvedeno v kapitole 5.

Almoselhy et al. 2014 sice ve své praci analyzuje rostlinné oleje pfi teploté skladovani

pomoci *H NMR spektroskopie, avsak nedetekoval ve svém experimentu Zadné signaly
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pro oxidacni produkty, at’ uz primarni ¢i sekundarni. Oleje jako takové, pokud jsou dobie
skladované a uchovavaji se v dobrych skladovacich podminka vSak neoxiduji lehce a jejich
trvanlivost je relativné dlouha.

Biologicka aktivita silic byla prokaza v mnoha studiich, kdy s jejich u¢inkem spojuji i
zlepSeni zdravotniho stavu jedinct trpicich diabetem 2. typu (Van Hecke et al. 2017).
Koncentrace pouzita v tomto experimentu byla 5 az 10krat mensi nez v této diplomové praci.
To vede kzavéru, Zze i malé mnoZstvi esencidlniho oleje ma prokazatelné antioxidacni
vlastnosti.

Utinek nano&astic na antioxida¢ni aktivitu nebyl v porovnani se vzorky oOSetiené
nanocasticemi s oreganovou silici prokazan. V této problematice je vSak zapotiebi mnoho
dal$ich experimenti nejenom standadni TBARS metodou pro detenkci oxida¢nich produkd, ale
i tH NMR spektroskopii. Pravé *H NMR spektroskopie pouzita k detenkci oxida¢nich produktii
Vv této praci se ukdzala byt velice uzitecnd technika pfi studiu mnoha aspekti jedlych tukl a
oleji. Méa spoustu vyhod, je to nedestruktivni technika, pro analyzu postaci malé¢ mnozstvi
vzorku, jehoZ ptiprava je velice jednoducha. Analyza vzorku je hotova béhem par minut a je
schopna detekovat vSechny pfitomné protony co se ve vzorku vyskytuji a poskytuje signaly
jejichz intenzita je zaznamendne chemickym posunem v ppm. Tato technika umoznuje
vyhodnocovat jak majoritni komponenty, tak i mensi slozky, pokud je jejich koncentrace
dostatecka k detekci a signaly se nepiekryvaji. Guillén & Ruiz 2001 uvadi koncentraci vzorku
potiebnou pro ziskani kvantitativnich vysledkl a detenci produktt alespoil 5 mg oleje ¢i tuku

na 100 ml.
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[ Zavér

V této diplomové praci byl zkouman vliv oregdnové silice na oxidaci lipidi v kachnim
mase a piipadnému inhibi¢nimu uc¢inku oreganové silice. Hypotézou bylo, ze silice
enkapsulované do nanocastic budou vykazovat antioxidacni vlastnosti a pomohou zabranit
oxidaénim zménam v kachnim mase a prodlouzit tak jeho udrznost a kvalitu pii skladovani.
Byly pouzity dva typy oSetfeni kachniho masa, prvnim byly samotné jilové nanocastice,
druhym pak oreganova silice enkapsulovana do jilovych nanocastic v koncentraci 5 %.

Utinek oreganové silice v uvedené koncentraci byl potvrzen. VVzroky masa s oetienim
oreganovou silici enkapsulovanou do nanojilu inhibovali vyskyt oxida¢nich produktt, oddalili
jeho vyskyt ¢i vyrazné snizili mnozstvi daného oxida¢niho produktu v mase.

V budoucich experimentech detekce oxidacnich produktii je vhodné pouzit interni
standard, ktery by usnadnil vyhodnoceni vysledkd a jejich intenzitu. Pro objasnéni
problematiky oxidace lipidi v masnych produktech a jejich inhibice enkapsulovanou
oreganovou silici ¢i jinymi esencialnimi oleji je tfeba jeSté mnoho studii s viceCetnym
opakovanim v ¢asové ose maximalné 7 ¢i 8 dnd (z divodu Gdrznosti masa). Vhodné by bylo
vyuzit rizné koncentrace silic a hodnocenti jejich vlivu na oxidaéni stabilitu a tvorbu oxida¢nich
produktt. Dilezitym faktorem je také koncentrace lipidi v méfeném vzorku. V piipad€ malé

koncentrace nemusi byt produkty oxidace detekovatelné.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

MK
LDL
HDL
EPA
DHA
DPA
ALA
LA
PAL
SA
MA
MO

mastna kyselina
cholesterol

cholesterol
eikosapentaneova kyselina
dokosahexaenova kyselina
dokosapentaenova kyselina
alfa-linolenova kyselina
linolova kyselina

palitova kyselina

stearova kyselina
myristova kyselina

mikroorganismus
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