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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva optimalizaci metody stanoveni konjugované linolové kyseliny (CLA)
plynovou chromatografii. V teoretické casti je zpracovan piehled o vzniku a vyskytu CLA
v zivocisnych materidlech, biologickych ucincich v lidském organismu a metodach vhodnych
pro stanoveni CLA.

Experimentalni ¢ast oveiuje, zda je metoda plynové chromatografie vhodna pro stanoveni
konjugované kyseliny linolové ve vybranych biologickych matricich. A dale se zabyva
podminkami stanoveni a optimalizaci metody na FCH VUT v Brné. Na zavér je zde
posouzena pouzitelnost metody ve vztahu k CLA.

ABSTRACT

This work deals with the optimization of the method for determination of conjugated
linoleic acid (CLA) using gas chromatography. The summary about formation and occurrence
of CLA in animal materials, its biological effects in human organism and methods suitable for
its determination is introduced in the theoretical part of this study.

The experimental part verify, if the gas chromatography is applicable method for
assesment of CLA in selected biological matrices. The chosen method was introduced and
verified at FCH of Brno university of technology. At the end the applicability of this method
to CLA determination is discussed here.
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Konjugovana linolové kyselina, plynova chromatografie.
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1 UVOD

Nas soucastny zivotni styl predstavuje velké riziko pro zdravi. Stres, nespravna vyziva,
nedostatek pohybu vedou ke zvySovani rizika civilizacnich chorob, a to zejména kardio-
vaskularnich onemocnéni, rakoviny, cukrovky a obezity. Vzhledem k vyjmenovanym
problémiim se zdad byt konjugovana kyselina linolova (CLA) vhodnym prostiedkem k jejich
feSeni [1].

Dutivodem jsou jeji fyziologické ucinky, které by mohly byt prospésné lidskému zdravi [2].
KdyZz Ameri¢an Dr. M.W.Pariza objevil CLA v r. 1987 v hovézim mase, zajimal ho hlavné
jeji ucinek na zhoubné nadory, protoze o ptibuzné kyselin€ linolové bylo znamo, Ze plsobi
jako karcinogen. Ke studiu si vybral hovézi maso obsazené v hamburgerech, aby studoval,
jaké karcinogenni latky lze v této potraviné ocCekdvat. Zjistil, Ze posunuti dvojnych vazeb
k sobé& uvniti molekuly CLA znamena Uplné opacny ucinek nez u linolové kyseliny. U CLA
z hamburgert byla tedy naopak prokézana antikarcinogenita.

Kromé ni dokazal Pariza, ze CLA jesté¢ plisobi proti ateroskleroze a patii mezi silné
antioxidanty. Potom uz nebylo slozité dolozit, Ze CLA zamezuje oxidaci LDL-cholesterolu
(lipoproteiny nizké hustoty) na nerozpustnou formu, zlepSuje pomér mezi uzitecnym HDL-
(lipoproteiny vysoké hustoty) a Skodlivym LDL-cholesterolem a celkové snizuje hladinu
cholesterolu v krvi. Nékoho muze prekvapit, Ze latka, kterd se vyhradné vyskytuje
v zivo€iSnych tucich stejné tak jako cholesterol, nas zarovenl miZze chranit proti Skodlivym
ucinklim cholesterolu.

Neni divu, Ze povzbudivé vysledky védeckého vyzkumu CLA rozsifily zjem o tuto latku
1 v dalSich védeckych kruzich. Dnes se zda, ze CLA muze u diabetu 2. typu prokazat
podobnou sluzbu jako trojmocny chrom, tj. stabilizovat hladinu krevniho cukru. Nadéjn¢ také
vypadaji studie antitrombotickych a imunitu zvySujicich u¢inkt CLA [3].

Vzristajici mnozstvi literatury o CLA naznacuje, Ze tyto izomerické konjugované mastné
kyseliny maji vyznamné biochemické a fyziologické ucinky, které by mohly piinést prospéch
lidskému zdravi a ochranit je proti chronickym chorobam [4]. Proto je CLA pfedmétem
znacného zajmu vyzkumnych pracovist’ i laické vefejnosti [2].

Cilem diplomové prace je zpracovat literdrni prehled o vzniku a vyskytu CLA
v zivoc¢iSnych materialech, biologickych ucincich v lidském organismu a metodach vhodnych
pro stanoveni CLA. Dale vypracovani a validace metody vhodné pro stanoveni CLA
ve vybranych biologickych matricich pomoci plynové chromatografie. Na zavér zhodnotit
vyhody této metody a jeji pouzitelnost.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Mastné kyseliny

vvvvvv

lipid. Podle nazvoslovi uzivaného v organické chemii se jako mastné kyseliny oznacuji
karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikovym fetézcem, ale tato definice se uplné
nekryje s mastnymi kyselinami pfitomnymi v lipidech. Nékteré¢ mastné kyseliny podle
definice uzivané organickymi chemiky (napf. octova kyselina) nejsou pfitomny v piirodnich
lipidech 1 kdyz se mohou vyskytovat v primyslovych tukovych vyrobcich. Naopak nékteré
mastné kyseliny vazané v lipidech jsou alicyklické nebo dokonce aromatické slouceniny.

2.1.1 Struktura a nazvoslovi

V ptirodé a tedy také v potravinach se vyskytuji v lipidech tyto skupiny mastnych kyselin:
= nasycené mastné kyseliny
= nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monoenove)
= nenasycené mastné kyseliny s nékolika dvojnymi vazbami (polyenove)
= mastné kyseliny s trojnymi vazbami a s riiznymi substituenty (rozvétvené, cyklické,
s kyslikatymi, sirnymi nebo dusikatymi funk¢nimi skupinami).

V odborné literature se pro strucnost uvadeji schematické zkratky MK ve formé C N:M,
kde N je pocet atomii uhliku v molekule a M pocet dvojnych vazeb; tak napt. C 18:2 znamena
mastné kyseliny s 18 atomy uhliku a 2 dvojnymi vazbami (oktadekadienové¢). Pokud si
piejeme uvést polohy dvojnych vazeb, Gasto se v literatute udava symbol A*>“, kde pismena
udavaji polohy dvojnych vazeb, napt. A”'? znamena, Ze dvojné vazby jsou na 9. a 12. atomu
uhliku od karboxylu. Tak je tomu naptiklad u linolové kyseliny [5].

2.1.1.1 Nasycené kyseliny

Nasycené mastné kyseliny jsou béznou slozkou pfirodnich lipidi. Nechemici jim nékdy
podle anglictiny ftikaji saturované. Obsahuji 4 az asi 60 atoma uhliku a zpravidla rovny,
kyselin se sudym poctem atomti uhliku v molekule je uveden v tabulce 2.1. Vedle
systematickych ndzvii se uzivaji také trividlni nazvy, které zvlast€¢ u obvyklych mastnych
kyselin v bézné praxi prevladaji.

Tabulka 2.1: Hlavni nasycené mastné kyseliny vyskytujici se v lipidech

Mastna kyselina Pocet atomui uhliku Trividalni nazev
butanova 4 maselna
hexanova 6 kapronova
oktanova 8 kaprylova
dekanova 10 kaprinova
dodekanova 12 laurova
tetradekanova 14 myristova
hexadekanova 16 palmitova
oktadekanova 18 stearova
eikosanova 20 arachové
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dokosanova 22 behenova
tetrakosanova 24 lignocerova
hexakosanova 26 cerotova
oktakosanova 28 montanova
triakontanova 30 melissova
dotriakontanova 32 lakcerova

2.1.1.2 Nenasycené kyseliny s jednou dvojnou vazbou

Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (nazyvaji se struénéji monoenové)
se 1i8i navzdjem podle poc¢tu atomi uhliku, polohy dvojné vazby a jeji prostorové konfigurace.
Nejvyznamngj$i z nich jsou uvedeny v tabulce 2.2. Mnohé nenasycené monoenové mastné
kyseliny maji své trividlni nazvy, které jsou bézn¢ pouzivany. Typickym ptikladem je olejova
kyselina.

Prostorova konfigurace byva u pfirozenych sloucenin zpravidla cis neboli Z, mnohem
fidCeji trans neboli E. V systematickych nazvech se jiz vziva novéjsi oznaceni Za E, ale

A 0 24

daleko b&zngjsi (a stale spravné) je oznaceni cis nebo trans [5].

Tabulka 2.2: Hlavni monoenové mastné kyseliny vyskytujici se v lipidech

Mastna kyselina | Pocet atomit uhliku | Poloha dvojné vazby | Izomer | Trivialni nazev
decenova 10 4 cis obtusilova
decenova 10 9 cis kaprolejova
dodecenova 12 3 cis linderova
dodecenova 12 9 cis laurolejova
tetradecenova 14 4 cis tsuzuova
tetradecenova 14 9 cis myristolejova
hexadecenova 16 9 cis palmitolejova
hexadecenova 16 9 trans palmitelaidova
oktadecenova 18 6 cis petroselova
oktadecenova 18 6 trans petroselaidova
oktadecenova 18 9 cis olejova
oktadecenova 18 9 trans elaidova
oktadecenova 18 11 trans vakcenova
eikosenova 20 9 cis gadolejova
eikosenova ¥ 20 11 cis gondova
dokosenova 22 11 cis cetolejova
dokosenova 22 13 cis erukova
dokosenova 22 13 trans brassidova
tetrakosenova 24 15 cis selacholejova
(nervonova)
hexakosenova 26 17 cis ximenova
triakontenova 30 21 cis limekvova

¥ Podle TUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) byl navrzen termin
ikosenova kyselina, ktery se vSak nevzil.
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2.1.1.3 Kyseliny s dvéma a vice dvojnymi vazbami

Mastné kyseliny s dvéma dvojnymi vazbami (dienové) jsou velmi dilezité ve vyzive.
Ackoli teoreticky by jich mohlo byt daleko vice nez monoenovych mastnych kyselin,
v pfirodnich lipidech se jich vyskytuje v podstatném mnozstvi jen nékolik, které uvadi
tabulka 2.3. Nejvyznamné;jsi z nich je linolova kyselina.

Tabulka 2.3: Dienové, trienové a dalsi polyenové mastné kyseliny vyskytujici se v lipidech

Mastna kyselina [Pocet atomit \Poloha dvojnych Konfigurace Trivialni nazev
uhliku vazeb dvojné vazby

dienové

hexadekadienova 16 0,12 cis, cis

oktadekadienova 18 9,12 cis, cis linolova

oktadekadienova 18 12,15 cis, cis

oktadekadienova 18 0,12 trans, trans linolelaidova

eikosadienova 20 11,14 cis, cis

dokosadienova 22 13,16 cis, cis

trienové

hexadekatrienova |16 6,10,14 all-cis hiragonova

oktadekatrienova 18 9,12,15 all-cis o-linolenova

oktadekatrienova 18 6,9,12 all-cis y-linolenova

oktadekatrienova 18 9,11,13 cis, trans, trans  |a-eleostearova

oktadekatrienova 18 9,11,13 trans, trans, trans |B-eleostearova

oktadekatrienova 18 9,11,13 cis, cis, trans unikova

eikosatrienova 20 8,11,14 all-cis d‘1homo-y-’

linolenova

tetraenové

oktadekatetraenova (18 4,8,12,15 all-cis moroktova

oktadekatetraenova |18 9,11,13,15 all-trans B-parinarova

eikosatetracnova 20 5,8,11,14 all-cis arachidonova

eikosatetraenova 20 8,11,14,17 all-cis

dokosatetraenova  [22 7,10,13,16 all-cis adrenova

pentaenové

eikosapentaenovd 20 5,8,11,14,17 all-cis EPA

eikosapentaenova 20 4,8,12,15,18 all-cis timnodonova

dokosapentaenova 22 4,7,10,13,16 all-cis

dokosapentaenova 22 7,10,13,16,19 all-cis klupanodonova

hexaenové

dokosahexaenova [22 4,7,10,13,16,19 all-cis DHA

tetrakosahexaenova [24 4,8)2,15,18,21 all-cis nisinova

Zvlastni vyznam maji mastné kyseliny s konjugovanymi dvojnymi vazbami, které se svou
reaktivitou podstatné 1i8i od mastnych kyselin s izolovanymi dvojnymi vazbami a maji také
odlisné fyziologické ucinky [5].
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Také pocet ptirozené se vyskytujicich mastnych kyselin s tfemi dvojnymi vazbami je
znaéné mensi nez by odpovidalo moznostem izomerie (tabulka 2.3). Nejvyznamnéjsi je
linolenova kyselina, v biologickych textech Casto oznaCovand jako a-linolenova kyselina
(9,12,15-oktadektrienovéa kyselina, fada n-3), na rozdil od izomerni y-linolenové kyseliny
(6,9,12-oktadekatrienové kyseliny, fada n-6), kterd ma odlisSnou fyziologickou ucinnost.

Pomérné vzacné se vyskytuji také mastné kyseliny se ¢tyimi az Sesti dvojnymi vazbami
v molekule (tabulka 2.3). K nejvyznamnéjSim z nich patii mastné kyseliny se 4 a 5 dvojnymi
vazbami.

2.1.1.4 Alkinové, rozvétvené a cyklické kyseliny

Ve srovnani s vySe uvedenymi typy mastnych kyselin jsou tyto kyseliny v potravinaistvi
a ve vyzive podstatné mén¢ dulezité. Patii sem napiiklad arachidonové kyselina.

2.1.1.5 Kyseliny s dalsi kyslikatou funkcéni skupinou

Hydroxykyseliny se v pfirod¢ vyskytuji v pomérné velkém poctu, avSak vétSinou jen jako
mén¢ vyznamné mastné kyseliny. Z nenasycenych hydroxykyselin je nejzndmé;jsi ricinolejova
kyselina fady D-(+). Je provdzena 9,10-dihydroxystearovou a 9,10,12-trihydroxystearovou
kyselinou, které se vyskytuji také v nckterych jedlych tucich jako sekundéarni produkty
oxidace.

Z polyhydroxykyselin maji vyznam sativové neboli 9,10,12,13-tetrahydroxyoktadekanové
kyseliny odvozené od linolové kyseliny (existuje nekolik stérickych izomerti). Obdobné
vznikaji oxidaci linolenové kyseliny 9,10,12,13,15,16-hexahydroxyoktadekanové neboli
linusové kyseliny. Pfehled hydroxymastnych kyselin je v tabulce 2.4.

Tabulka 2.4: Nékteré vyznamnéjsi hydroxykyseliny, oxokyseliny a epoxykyseliny
vyskytujici se v lipidech

Mastna kyselina Pocet Poloha Poloha Trivialni nazev
atomii dvojnych Sfunkcnich
uhliku vazeb skupin
hydroxykyselina
hydroxytetradekanova 14 14
hydroxyoktadekanova 18 2
hydroxyeikosanova 20 2
hydroxydokosanova 22 2 fellonova
hydroxytetrakosanova 24 2 hydroxynervonova
hydroxyhexadecenova 16 7 16 ambrettolova
hydroxyoktadecenova 18 9 12 ricinolejova
hydroxytetrakosenova 24 15 2 cerebronova
hydroxyoktadekadienova | 18 10,12 9 dimorfekolova
hydroxyoktadekatrienova | 18 9,12,13 2 kemolenova
hydroxyoktadekatrienova | 18 9,11,15 18 hydroxylinolenova
dihydroxyoktadekanova 18 9,10 dihydroxystearova
dihydroxytriakontanova 30 9,10 lanocerova
tetrahydroxyoktadekanova | 18 9,10,12,13 sativova
hexahydroxyoktadekanova | 18 9,10,12,13,15,16 | linusova
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oxokyselina

oxooktadekatrienova 18 9,11,13 4 likanova
oxooktadekatetraenova 18 9,11,13,15 4 parinarova
epoxykyselina

epoxyoktadecenova 18 9 12,13 vernolova
epoxyoktadecenova 18 12 9,10 koronarova
epoxyoktadekadienova 18 9,12 15,16 epoxylinolova

2.1.1.6 Jiné kyseliny

Existuji také mastné kyseliny obsahujici siru vazanou v uhlovodikovém fetézci nebo dusik,
napt. v kyanové skupiné [5].

2.1.2 Metabolismus mastnych Kyselin

Ve stravé ptijima ¢loveék jen malo volnych mastnych kyselin. Ostatni lipidy konzumované
ve stravé se v malé mife jiz v Zaludku, ale pfevazné teprve v tenkém stievé enzymové Stépi
na mastné kyseliny a nejCastéji teprve jako takové se vstiebavaji stievni sténou. Kromé
mastnych kyselin pfijimanych ve stravé je cloveék schopen také nasycené a nenasycené mastné
kyseliny syntetizovat podobné¢ jako jini zivo¢ichové a rostliny.

Na rozdil od rostlin nedovede ¢lovék syntetizovat polyenové mastné kyseliny fady n-3 a n-
6, ackoli je nezbytné potiebuje k Zivotu. Musi tyto mastné kyseliny (tzv. esencialni mastné
kyseliny) nebo jejich prekurzory v dostate¢ném mnozstvi pfijimat ve stravé [5].

2.1.2.1 Syntéza v lidském téle

Nasycené mastné kyseliny se syntetizuji z acetyl-CoA. Pii kazdém cyklu se prodlouZzi
fetézec mastné kyseliny vzdy o dva atomy uhliku, proto se mastné kyseliny se sudym poc¢tem
atomu uhliku vyskytuji v lipidech daleko ¢astéji nez mastné kyseliny s lichym poctem atomu
uhliku. Syntéza se vétSinou zastavi po dosazeni 16-18 atomu uhliku. U nékterych organismd,
hlavné téch, které produkuji vosky, postupuje syntéza v urCitych piipadech dale. Syntéza se
uskute¢nuje v cytoplasmé pomoci komplexu zvaného synthasa mastnych kyselin, ve kterém
se vyskytuje specificky SH protein ACP (Acyl-Carrier Protein — koenzym synthetas MK)
obsahujici vdzanou pantothenovou kyselinu [5, 6].

V prvni reakci se acetyl-CoA méni na acetyl-ACP, c¢ast acetyl-CoA se karboxyluje
na malonyl-CoA a reakci s ACP vznika malonyl-ACP. Kondenzaci acetyl-ACP s malonyl-
ACP a dekarboxylaci vznikéd acetoacetyl-ACP, redukci B-hydroxybutyryl-ACP, dehydrataci
(E)-2-butenyl-ACP a dalsi redukci vznikd butyryl-ACP. Reakci butyryl-ACP s dalsi
molekulou malonyl-ACP se acyl postupné prodluzuje az na 16 uhlikd a vzniké palmityl-ACP.

Palmityl-ACP muze reagovat s malonyl-ACP, pfi¢emz vzniké stearyl-ACP. Z obou acyl-
ACP se mohou uvolnit pfislusné mastné kyseliny (palmitova a stearovd) nebo mohou reakci
s CoA vznikat pfislusné acyl-CoA, které se uplatni pii biosyntéze lipidi (reakce acyl-CoA
s fosfatem glycerolu). Stearyl-ACP je dale vychozi latkou pro biosyntézu nenasycenych
mastnych kyselin, tj. olejové, linolové a linolenové. Linolovou a linoleovou kyselinu vSak
neni lidsky organismus schopen syntetizovat [5].
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2.1.2.2 VyZiva a metabolismus esencidlnich mastnych kyselin

Dulezita pro metabolismus je syntéza vysSich esencialnich mastnych kyselin. V potrave se
piijimaji hlavné jejich prekurzory, totiz linolova a a-linolenova kyselina, které lidsky
organismus neni schopen syntetizovat. V lidském organismu se tyto kyseliny prodlouzi o 2-4
atomy uhliku (tzv. elongace) a vytvareji se dalS§i dvojné vazby (tzv. denaturace), takze
vznikaji mastné kyseliny s 20-22 atomy uhliku a se 4-6 dvojnymi vazbami v molekule.
membrandch jako C-2 ester fosfatidylinositolu aj. fosfolipidi.

Esencialni mastné kyseliny maji v organismu nezastupitelnou ulohu jako prekurzory fady
biologicky aktivnich latek nazyvanych souborné eikosanoidy a déle jako modulacni slozky
biologickych membran, nebot’ ovliviiuji jejich fluiditu a flexibilitu [5]. Nejvetsi mnozstvi
esencidlnich mastnych kyselin (hlavné kyseliny linolové) se spotfebuje na tvorbu bunécnych
a intracelularnich membran, v€etné membran pokozky.

Dale maji velky vyznam pfi rozmnozovani, vystavbé nervovych tkani a asi 1 % slouzi
k syntéze eikosanoidli. Esencidlni mastné kyseliny také zvySuji polaritu a tim i rozpustnost
lipoproteini  krevni plasmy. Nedostatek esencidlnich mastnych kyselin se projevuje
na pokozce (zvySeni propustnosti pro vodu, tvorba ekzému a Supinata kaze), dale v poruchach
rozmnozovani, ve veét§i nachylnosti k infekcim, ve snadnéj$i srazlivosti plasmatickych
lipoproteint a v poruchach souvisejicich s nedostate¢nou tvorbou eikosanoidi [7].

Enzymy provadéjici desaturaci a elongaci n-6 a n-3 mastnych kyselin jsou stejné, snadnéji
viak probihé desaturace a elongace u n-3 mastnych kyselin. N&ktefi lidé maji malo aktivni A°®-
desaturasu, takZe jsou pro né tyto piemény znesnadnény. Hlavnimi faktory, které aktivitu A°-
desaturasy negativné ovliviiuji jsou veék (u starSich jedinct je aktivita enzymu nizsi), vyziva
(inhibi¢ni G¢inek na enzym ma piijem ethanolu, negativni vliv mé deficience vitaminu B,
biotinu, Zn, Mg a Ca, vySsi pfijem trans-nenasycenych mastnych kyselin a polohovych
izomert pfirozenych nenasycenych kyselin potravou), stres a virové infekce. Dostupné jsou
proto piipravky s y-linolenovou a 8,11,14-eikosatrienovou kyselinou [5].

2.1.2.3 Odbourdvani v organismu

V lidském organismu se mastné kyseliny odbouravaji nejcastéji mechanismem nazyvanym
B-oxidace, kdy se z molekuly postupné odstépuje acetyl-CoA a fetézec se zkrati o dva atomy
uhliku. Stépeni nenasycenych mastnych kyselin probiha podle obdobnych mechanismil. Méné
bézna je tzv. a-oxidace, kdy se odstépuje karboxyl a fetézec se zkrati o jeden atom uhliku,
piicemz vznikaji mastné kyseliny s lichym poctem atoma uhliku. Popséna je také w-oxidace,
kdy se nejprve oxiduje methylova skupina na konci fetézce a tvoii se dikarboxylové kyseliny.

Nekteré mastné kyseliny, jako napf. mastné kyseliny s dlouhym uhlikatym fetézcem,
vysokym bodem tani, trans-nenasycené mastné kyseliny a hydroxykyseliny se odbourédvaji
nesnadno a predstavuji uritou zatéz pro organismus pokud jsou ve stravé pfitomny ve veétSim
mnoZzstvi [5].

2.1.3 Vyskyt

Volné mastné kyseliny vzniklé¢ hydrolyzou lipidi za katalytického piisobeni hydrolas se
vyskytuji v rostlinnych a zivoc¢iSnych organismech jen v malém mnozstvi. VétSinou jsou
vazéany jako estery nebo amidy v homolipidech a heterolipidech.
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Neékteré mastné kyseliny, jako napt. palmitova nebo olejova, jsou bézné v lipidech vSech
pfirodnich materiald a tedy i v potravindch. Jiné mastné kyseliny jsou specifické jen
pro mikroorganismy, rostliny nebo zivocichy a jen pro urcité rody, Celedi nebo tady. Maji
proto vyznam v taxonomii. Pro jednoduchost je vyskyt mastnych kyselin volnych i vazanych
v lipidech popisovan dale spole¢né [5].

2.1.3.1 Nasycené kyseliny

L S

Nejbéznéjsi nasycenou kyselinou je kyselina palmitova, kterd se vyskytuje prakticky
ve vSech zivociSnych a rostlinnych lipidech, a to v triacylglycerolech i fosfolipidech. Typicky
je vysoky obsah nasycenych kyselin (nejvice je palmitové a stearové kyseliny) v tuku
uzitkovych zvitat, hlavn¢ vepit a piezvykavcl. V depotnim tuku uZitkovych ptaki je obsah
nasycenych mastnych kyselin nizsi.

Pro mlécné tuky jsou typické nasycené mastné kyseliny s krat§im fetézcem, napt. maselna
kyselina a skupina kyselin s 6-10 uhliky v molekule. Tuky palmovych semen maji vysoky
obsah laurové kyseliny, kterou doprovazi myristova kyselina a kyseliny s 6-10 uhliky. U tuku
kokosového obsahuji volné mastné kyseliny méné nasycenych mastnych kyselin nez vazané
mastné kyseliny. Tuk z oplodi palmy olejné (tzv. palmovy olej) ma zcela jiné slozeni nez tuk
ze semen (tzv. palmojadrovy olej). Na trhu jsou i jeho frakce (palmolein a palmstearin), které
se ¢asto pridavaji do potravinaiskych vyrobka.

Arachova kyselina a vyssi kyseliny (negenova, lignocerova aj.) jsou ptitomny zpravidla
ve stopach a jen v nékterych olejich v relativné vys$§im mnozstvi. Napt. v podzemnicovém
oleji byva 5-7 % kyselin s 20-24 atomy uhliku, z ¢ehoz arachova kyselina ptedstavuje asi
tietinu. Zhruba 2 % behenové kyseliny se nachédzi v fepkovém oleji. Ve vétSim mnoZzstvi se
vys$8i mastné kyseliny vyskytuji ve voscich.

Nasycené mastné kyseliny s lichym poctem uhlikovych atomli jsou pomérné vzacné
a vyskytuji se jen jako stopové slozky. Ve vétSim mnozstvi (hlavné kyselina pentadekanova
a heptadekanova neboli margarova, ale stale jen do 1 %) jsou pfitomny jen v lipidech
nekterych mikroorganismu, v koznich lipidech a v depotnim i mlé¢ném tuku piezvykavci.
Do depotniho lidského tuku se dostanou ze stravy [5].

2.1.3.2 Nenasycené kyseliny

Obsah nenasycenych mastnych kyselin v pfirodnich lipidovych materidlech, napf. v tucich
a olejich, se pohybuje ve velmi Sirokém rozmezi, od vice nez 90 % vSech mastnych kyselin
(napt. v fepkovém oleji) po méné nez 10 % (napt. v kokosovém tuku). Obsah nenasycenych
mastnych kyselin v tucich Zivo€ichi se pohybuje v daleko mensim rozmezi, mezi 50-70 %
(tabulka 2.5).

Jedinou vyjimkou jsou rybi oleje, protoze obsahuji mastné kyseliny s 20-22 atomy uhliku
a se 4-6 dvojnymi vazbami. Tuk sladkovodnich ryb se li§i slozenim mastnych kyselin od tuku
motskych ryb. Ryby tyto tuky samy nesyntetizuji, ale pfijimaji je s potravou (jsou pfitomny
v planktonu, napft. v korysich a fasach).

Proto 1 vodni savci, napt. velryby, které se Zivi drobnymi korys$i, maji tuk o podobném
slozeni mastnych kyselin jako ryby. V rostlindch je ve srovnani se zivocichy daleko vétsi
pestrost ve slozeni nenasycenych mastnych kyselin.
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Tabulka 2.5: Obsah nasycenych, monoenovych a polyenovych mastnych kyselin v

nékterych tucich a olejich [% veSkerych mastnych Kkyselin]

Druh tuku Kyseliny
nasycené monoenové polyenové

veprove sadlo 25-70 37-68 4-18
hovézi 1 47-86 40-60 1-5
kuteci sadlo 27-30 42-47 20-24
mlécny tuk 53-72 26-42 2-6
tuk kapra 22-25 46-50 23-28
tresci jaterni tuk 14-25 35-68 20-45
tuk sled¢ 17-29 36-77 10-24
kokosovy tuk 88-94 5-9 1-2
palmojadrovy tuk 75-86 12-20 2-4
palmovy tuk 44-56 36-42 9-13
kakaové maslo 58-65 33-36 2-4
olivovy olej 8-26 54-87 4-22
ryzovy olej 19-35 42-50 16-37
bavlnikovy olej 24-33 15-23 46-59
podzemnicovy olej 14-28 40-68 15-45
sojovy olej 14-20 18-26 55-68
slunecnicovy olej 9-17 13-41 42-74
sezamovy olej 13-18 36-44 42-48
svétlicovy olej 7-13 8-23 68-84
klickovy olej 12-24 24-42 40-62
tepkovy olej 5-10 52-76 22-40
Inény olej 10-12 18-22 66-72

Nejbéznéjsi nenasycenou mastnou kyselinou je olejova kyselina, ktera se alespoit v malém
mnozstvi vyskytuje prakticky ve vSech zivociSnych i rostlinnych lipidech. Z polyenovych
mastnych kyselin je nejbéznéjsi linolova kyselina [5]. Zna¢né mnozstvi kyseliny linolové je
napiiklad v so6jovych bobech, semenech fepky olejné, Inénych seminkach, pSeni¢nych
kli¢cich, konopném semenu, a perilla oleji [8].

Pfirodni nenasycené mastné kyseliny maji vétSinou konfiguraci cis (Z). Kyseliny
s konfiguraci trans (E) se vyskytuji hlavné v depotnim tuku prezvykavcl, kam se dostavaji
z potravy preménéné mikroorganismy v bachoru, kde vznikaji pfi hydrogenaci kyseliny
linolenové. Podobné maji zvySeny obsah trans-nenasycenych mastnych kyselin také jini
savci, v jejichz travicim systému je trava a listi pfedtraveno mikroorganismy (napft. klokani).

Tyto trans-nenasycené mastné kyseliny prechdzeji ¢astené také do mléka. S potravou jsou
pfijimany ¢lovékem, a proto se vyskytuji i v lidském depotnim tuku. Kyseliny s konfiguraci
trans vznikaji také primyslovou katalytickou hydrogenaci nenasycenych mastnych kyselin,
proto se vyskytuji ve znaéném mnozstvi ve ztuzenych tucich a tukovych vyrobcich z nich
piipravenych. Tvoii se také pii zdhfevu tukii obsahujicich polyenové mastné kyseliny
na teploty ptes 240 °C, napf. pii jejich deodoraci. Také né&kteti bezobratli zivocichové, ale
1 rostliny a mikroorganismy, obsahuji stopova nebo dokonce vétsi mnozstvi trans-kyselin [5].
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2.1.4 Vlastnosti

Mastné kyseliny jsou bezbarvé kapaliny nebo tuhé latky. Niz8i nasycené mastné kyseliny
jsou kapalné, od kyseliny dekanové vyse jsou pii teplot€¢ mistnosti tuhé. Jejich bod tani zavisi
na poc¢tu atoma uhliku, ale pfi jejich poctu vyS$$im nez 20 se jiz bod tani piili§ neméni

(tabulka 2.6).

Tabulka 2.6: Body tani nékterych mastnych Kyselin a jejich esterii
Mastnd kyselina Bod tani vy °C Mastna kyselina Bod tani vy °C

nasycené nenasycené

maselna -7,9 olejova 16,0
kapronova -3.4 elaidova 437
kaprylova 16,7 cis-2-oktadecenova [ -6,8
kaprinova 31,6 linolova -5,0
laurova 442 linolelaidova 28,0
myristova 54,1 linolenova -10,6
palmitova 62,7 erukova 34,0
stearova 69,6 brassidova 64,6
arachova 75,4 arachidonova -49.5
cerotova 87,7

Liché mastné kyseliny maji o néco niz$i bod tani nez sudé mastné kyseliny o jeden atom
uhliku chudsi. Nenasycené mastné kyseliny maji nizsi bod tdni nez nasycené mastné kyseliny.
Znacny vliv na bod tani, resp. konformaci molekuly, mé& zejména cis-dvojna vazba, nebot’
zpusobi ohyb jinak pfimého fetézce o ptiblizné 42°; cis-derivaty maji proto bod tani o nekolik
desitek stupiiti nizs$i nez odpovidajici trans-derivaty [5].
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2.2 Konjugovana kyselina linolova

2.2.1 Struktura a nazvoslovi

Konjugovana kyselina linolova je pfirozena nenasycena mastné kyselina. Terminem CLA
je oznaCovéana smes pozicnich a geometrickych izomert kyseliny linolové (kyselina cis-9, cis-
12 oktadekadienova), které obsahuji konjugované, nenasycené dvojné vazby [9]. Zkratka
CLA pochazi z anglického nazvu Conjugated Linoleic Acid.

Kyselina linolova ma v fetézci 18 atomi uhliku a dvé dvojné vazby vychazejici z atomt
uhliku ¢islovanych 9 a 12 od karboxylového konce molekuly. To znamend, ze kyselina
linolovd ma mezi dvojnymi vazbami dvé vazby jednoduché. Prostorové usporadani na obou
dvojnych vazbach je -cis. U konjugovanych kyselin linolovych existuji dvé odlisnosti. Dvojné
vazby jsou oddéleny jen jednou jednoduchou vazbou, coz je struktura oznacovana v chemii
jako konjugovand. Druhym rozdilem je zména prostorového uspotraddani na jedné z dvojnych
vazeb z ptvodniho cis- na trans-. Tyto odliSnosti v molekule zpisobuji vyrazné zmény
v biologickych t€incich na Zivocichy [10].

Teoreticky by dvojné vazby mohly existovat na jakémkoliv mist¢ od A 2 do A 18 uhlik
a pfinaSet tak pomérné velké mnoZzstvi moznych izomerickych struktur. Izomerické formy
oktadekadienové kyseliny mohou obsahovat konjugované dvojné vazby na pozicich 7,9; 8,10;
9,11; 10,12; 11,13; a 12,14 (pocitd se od karboxylového konce molekuly) v chemicky
piipravenych smésich CLA nebo pfirodnich produktech. Kazdy z vyse uvedenych pozicnich
konjugovanych dienovych izomerii se mize vyskytovat v jedné nebo vice nasledujicich Ctyt
geometrickych konfiguracich: cis-, trans-; trans-, cis-; cis-, cis- nebo trans-, trans-, coz by
predstavovalo 24 moznych izomert CLA [4].

V potravinach a potravnich dopliicich bylo zatim nalezeno 16 izomert CLA. Existuji
1 mastné kyseliny s konjugovanymi dvojnymi vazbami a poc¢tem atomu uhliku vét§im nez 18,
napt. konjugovana kyselina arachidonova. V tom ptipad¢ se ale jiz nejedna o CLA. Z velkého
poctu izomeri CLA miizeme dva povazovat za nejvyznamnéjsi. Je to izomer cis-9, trans-11
a izomer trans-10, cis—12 [2].

Strukturni vzorec kyseliny linolové (kyselina cis-9, cis-12 oktadekadienova) [2].

AVAVERVEANVEAVAVAVE

Strukturni vzorec konjugované kyseliny linolové (izomer cis-9, trans-11) [2].

\/\/\/\/W\/\/ coon

Nejbéznéjsi izomer CLA, ktery se nachazi v mase prezvykavch a mléénych vyrobcich
z hovéziho dobytka je 9-cis,11-trans (9c,11¢)-CLA. Ptitomnost mensich komponent jako
t7,c9; 18,c10; t10,c12; ¢t11,c13; c11,¢13 a t12,t14 izomer a jejich cis,cis, trans,trans izomery
byla také nalezena v pfirodnich produktech. Pro izomer ¢9,f11 byla navrhovéna dvé trivialni
jména a to kyselina hovézi a kyselina bachorova. Nazev hovézi kyselina je povazovana
za piili§ restriktivni pro CLA, protoze izomer ¢9,/11 neni pouze produktem pochéazejicim
z bachoru hovéziho, ale tim samym mechanismem jej produkuji 1 jina piezvykava zvirata.
Jméno bachorova kyselina nyni ziskdva na vétsi piijatelnosti a objevuje se v literatuie [4].
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2.2.2 Vyskyt a vlastnosti CLA

CLA je esencidlni nenasycend mastna kyselina [11]. Jeji izomery jsou pfitomny v Sirokém
spektru potravin, vétSinou se vSak vyskytuji pouze ve stopovém mnozstvi [8].

Vyssi koncentrace najdeme predevSim v tucich prezvykavet, tedy v mlécném tuku a loji
[10]. Mnohem méné je v mase zvitat s krat§i délkou zivota, tj. v dribezi a vepfovém mase.
Témét chybi v motskych plodech, rybach a rostlinnych tucich [3]. Ve vét§iné potravin
pfedstavuje izomer cis-9, trans-11 CLA kolem 90 % ze vSech ptitomnych CLA [10].

To neplati u rostlinnych olejl, které Casto obsahuji n€kolik dalSich izomert [4]. Napt.
izomer trans-10, cis-12 vyviji nejvétsi metabolickou aktivitu pro zlepSovani télesné stavby
[12]. Na pfeméné ,,normalni* kyseliny linolové (LA) v tuto konjugovanou kyselinu se podileji
bachorova mikrofléra a enzymy mlécné zlazy [10]. Zajimavé je, Ze obsah CLA v kravském
mléce siln¢ kolisa v prubéhu roku a nejvyssi je tehdy, kdyz se kravy v 1été€ voln¢ pasou. Tehdy
je obsah CLA v mléce az sedminasobny ve srovnani s mlékem ustdjenych krav. Proto ti, ktefi
piji netu¢né mléko a jedi nizkotu¢né mlécné vyrobky (napt. syr cottage), CLA v téchto
potravinach nenajdou [3].

Tabulka 2.7: Obsah CLA v nékterych potravinach [3]

Potravina Porce Obsah CLA [mg/porce]
Rostlinny olej 1 1zicka (5 g) 1

Maslo 1 1zicka (7 g) 76

Tvrdy syr 1 platek (28 g) 108

Taveny syr 1 platek (28 g) 169

Peceny hovézi steak | 100 g 730

Tucény jogurt 1 kelimek (150 g) | 1050

Hlavnim zdrojem CLA jsou tedy produkty pfezvykavci - maso i mléko. Kromé toho lze
CLA =zakoupit jako potravinovy dopln€k, zpravidla jako pfipravek na sniZeni tclesné
hmotnosti. V poslednich letech probéhly pokusy s hospodarskymi zvitaty, do jejichz krmné
davky byla pfiddna komeréné dostupnda CLA, pfipravend Setrnou izomerizaci kyseliny
linolové, ziskavané napiiklad ze slunecnicového oleje. Pokusy prokazaly dobré ukladani CLA
v tkanich a vyrazné ovlivnéni profilu mastnych kyselin v jejich lipidové frakci. CLA je tc.
mozno ziskat u n¢kolika vyrobcii. Slozeni této CLA se 1isi od CLA obsazené v mase a mléce
ptezvykavci. Hlavni izomery cis-9, trans-11 a trans-10, cis-12 jsou ptitomny v podobnych
mnozstvich, zatimco u piezvykavct prvni z nich vyrazné prevlada [2]. Schopnost produkovat
CLA z kyseliny ricinolejové je velmi rozSifena u mlécnych bakterii. Promyté bunky
Lactobacillus plantarum JCM 1551 byly vybrany jako potencidlni katalyzator k produkci
CLA z kyseliny ricinolejové. Bunky kultivované v médiu doplnéném smési kyseliny
linolenové a kyseliny linolové vykazaly zvétSenou produkci CLA.

Za optimalnich reakénich podminek, s volnou formou kyseliny ricinolejové jako substratu
a promytych bunék L. plantarum jako katalyzatoru, bylo produkovano 2,4 mg/mL CLA z 3,4
mg/mL kyseliny ricinolejové za 90 h, s molarnim vytéZkem s ohledem na kyselinu
ricinolejovou 71 %. Vyprodukovand CLA, ktera byla ziskdna ve formé volnych MK, se
skladala ze smési dvou izomeri CLA a to cis-9, trans-11-oktadekadienové kyseliny (21 %
z celkové CLA) a trans-9, trans-11-oktadekadienové kyseliny (79 % z celkové CLA),
a odpovida 72 % celkového mnozstvi ziskanych MK [13].
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2.2.3 Biosyntéza CLA

Nejvyznamngj$im zdrojem CLA je metabolismus anaerobnich bakterii v ptedzaludcich
piezvykavcli. Rist mnoha anaerobnich bakterii je zde inhibovan vysSSimi mastnymi
kyselinami. Nenasycené mastné kyseliny s vice dvojnymi vazbami jsou pro bakterie zv1aste
toxické. Ziejm¢ proto jsou nckteré bachorové bakterie schopny nasytit dvojné vazby
mastnych kyselin v reakci zvané biohydrogenace.

Izomerace a hydrogenace kyseliny linolové byla zjisténa predevsim v kulturach bakterie
Butyrivibrio fibrisolvens. Bakteridlni cis-trans oktadekanodt izomerasa vyzaduje pro izo-
meraci volné COOH skupiny. To znamend, ze pred izomeraci musi byt triglyceridy,
galaktolipidy a fosfolipidy pfitomné v potravé hydrolyzovany lipasami. Konecnym
produktem reakce je vedle CLA kyselina trans-vakcenova (trans-11, Cig.1), kterd je rovnéz
hlavnim trans izomerem v tkanich ptezvykavci [9]. Hydrogenaci vazby cis tedy vzniknou
trans-mononenasycené mastné kyseliny trans-11, Cjs.; (kyselina vakcenova) a trans-9, Cis.
(kyselina elaidova). Obé tyto kyseliny mohou byt v bachoru hydrogenovany az na kyselinu
stearovou [2]. Nékteré bakterie popsané jako Fusocillus sp. byly také schopny hydrogenovat
linolovou kyselinu az na kyselinu stearovou [9].

Schéma izomerace a hydrogenace kyseliny linolové [2]:

12 9
=\ /— COOH o
/\/\/ \/ \/\/\/\/ kyselina linolové

l izomerace

9 COOH
\VA VAV YR VA YAVAVS 9,111 CLA
11
l hydrogenace
1 COOH

/\/\/\/\/\/\/\/\/ kyselina vakcenova

l hydrogenace

COOH ,
/\/\/\/\/\/\/\/\/ kyselina stearova
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Z nebachorovych bakterii byla produkce CLA pozorovana u Propionibacterium
freudenreichii, Lactobacillus plantarum a dalSich laktobacild. U stfevnich bakterii
monogastrickych zvitat byla produkce CLA rovnéz pozorovana, ale v daleko menSim meétitku
[8]. Z bachoru ptechdzi do dalsich oddilt traviciho traktu nejen kyselina stearova, ale i mezi-
produkty bachorové hydrogenace, tj. CLA a kyselina vakcenova s elaidovou. Kyselina
vakcenova je (po vstiebani v tenkém stfevu) substratem pro tkanovou A9-desaturasu, ktera ji
meéni na cis-9, trans-11 CLA [2]. U mysi bylo zjisténo, ze bachorova kyselina mize byt
syntetizovana desaturaci trans-vakcenové kyseliny (trans-11, Cjg.1) a to pilisobenim jaterni
microsomalni desaturasy. Tento mechanismus produkce CLA byl pozd€ji zjistén také
u prezvykavcu [9].

Kromé bakterii se na hydrogenaci nenasycenych MK podileji i prvoci. Kyselina linolenova
je v bachoru hydrogenovéana obdobnym zptisobem. Nize je uvedeno reakéni schéma pievzaté
z prace Kellens a kol. [14].

15 12 9
— — — COOH

kyselina a-linolenova (kyselina cis-9, cis-12, cis-15 oktadekatrienova)
izomerace

9

A_/\/\/:\/\/\/\/ cO0H

— 15 11

kyselina cis-9, trans-11, cis-15 oktadekatrienova

l hydrogenace

V4 A VE VA VA VA VAVAN

15 11 COOH

kyselina trans-11, cis-15 oktadekadienova

l hydrogenace

AVAVAVE VAVAVAVAVANES

11

kyselina vakcenova (kyselina trans-11 oktadekamonoenova)

l hydrogenace

AVAVAVAVAVAVAVAVAN

kyselina stearova

COOH
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Tvorba CLA tkdnovou A9-desaturasou je vyznamnéjsi nez ptisun CLA z bachoru. Lock
a Garnsworthy uvadéji, ze 80 % CLA mlééného tuku pochazi z endogenni syntézy v mlééné
zlaze. Vyznam bachoru spociva v tom, Ze dodava substrat pro tuto syntézu.

Kyselina vakcenova se mize desaturaci ménit na CLA 1 v tkanich jinych zivo€ichti. Nizka
dostupnost kyseliny vakcenové vSak vyznam tvorby CLA u Zivocichii s jednoduchym
zaludkem omezuje. Tvorba CLA je pouze vedlejsi uloha A9-desaturasy. Ta hlavni spociva
v pteméné kyseliny stearové (kone¢ny produkt bachorové hydrogenace) na kyselinu olejovou

[2].

2.2.4 Metabolismus CLA

CLA podléha stejnym reakcim jako jiné polynenasycené MK. Muze byt oxidovana cestou
B-oxidace, jeji fetézec muze byt prodlouzen a také v ném uclinkem desaturas mohou
vzniknout dal$i dvojné vazby. Takto z CLA vznikd konjugovana kyselina arachidonova:

C18:2 CLA

l A6-desaturasa
C 18:3  (konjugovana kyselina linolenova)

1 elongasa

C 20:3 (konjugovana kyselina eikosatrienova)

l A5-desaturasa

C20:4  (konjugovana kyselina arachidonova)

V bachoru je CLA hydrogenovana na kyselinu vakcenovou, pfipadné az na kyselinu
stearovou. V tkanich je CLA inkorporovéana do triacylglyceroli (TAG) a fosfolipidii. Banni a
kol. uvadéji, ze CLA je ptednostné inkorporovana do neutralnich lipidi a méné do fosfo-
lipidd. Naopak kyselina linolova je piednostné inkorporovana do fosfolipidd a méné
do neutralnich lipidii (triacylglycerol). Fosfolipidy jsou lipidy bunénych membran.
Dtivodem neochoty zaclenit CLA do téchto strukturalnich lipidii mize byt okolnost, ze trans-
dvojna vazba v CLA zplsobuje neohebnost molekuly, coz vede k expansi fosfolipidové
dvojvrstvy membran a naruseni jejich funkci [2].

2.2.5 Fyziologické u¢inky CLA

Fyziologické u¢inky CLA byly zjistovany na riznych zivoc¢isnych modelech, nebo piimo
na lidech ve studiich intervenc¢nich ptipadné epidemiologickych. K pokusiim byla zpravidla
pouzita syntetickd CLA, ktera oba hlavni izomery, tj. cis-9, trans-11 a trans-10, cis-12
obsahuje v podobném mnozstvi. Novéji je pouzivana CLA izomerové Cistd, tj. obsahujici jen
jeden z obou izomerd. Divodem je skutec¢nost, ze ucinky téchto izomert se ¢asto lisi [2].

Jesté nedavno se predpokladalo, ze CLA miize hrat roli pii kontrole obezity, sniZeni rizika
diabetu, a upravé metabolismu kosti. Vlastnosti CLA zahrnuji také antikarcinogenni,
arteriosklerotické, antioxida¢ni a imunomodulativni Gc¢inky. Navic, nékteré studie ukazuji,
ze biologické ucinky CLA jsou ovlivnény n-3 MK s dlouhym fetézcem [4].

V poslednich letech se vSak ¢im dal cCastéji objevuji védecké studie, které poukazuji
na statisticky nevyznamné plsobeni CLA na zménu stavby lidského téla a zvazuji se
podezieni o negativnim vlivu CLA na vyvoj diabetes mellitus. V centru zdjmu vyzkumnika
jsou zjisténi, v jaké formé je CLA ¢inna (volné nebo esterifikovana) a mechanizmus u¢inku
redukce tuki [1].
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2.2.5.1 Vliv CLA na hubnuti

Teprve nedavno pfinesla véda vyklad mechanismu pisobeni CLA pfi kontrole hmotnosti
a podpofe svalového ristu [3]. V fad¢ studii, uskutecnénych zpravidla s laboratornimi
hlodavci, bylo zjisténo, ze CLA ma lipodystroficky uG¢inek. Mechanismus, kterym CLA
snizuje adipositu, je slozity. CLA zvySuje aktivitu adrenalinu a noradrenalinu, ¢imZ se
urychluje energeticky metabolismus a dal CLA ovliviiuje diferenciaci a apoptosu adipocytl
[2]. O enzymu lipasa je znamo, Ze ptispiva k uvoliiovani tuku z tukovych bun¢k. CLA tuto
lipasu aktivuje, takze jejim ucinkem se uvolni vice mastnych kyselin z tukovych zdsob
do krevniho ob¢hu, ktery je pienaSi do mitochondrii svalovych bunék, kde se spaluji.
Lipoproteinlipasa naopak podporuje transport té€lesnych mastnych kyselin do tukovych bunék
a CLA jeji aktivitu inhibuje, takZe tuk ma mensi sklony k ukladani [3].

CLA tedy snizuje zasoby tuku v téle a tento ucinek pretrvavd i po ukonceni jejiho
podavani. Z obou hlavnich izomera CLA je takto uCinny izomer trans-10, cis-12. Uvedené
G¢inky jsou zietelné u mladych rostoucich zvifat, ne viak u zvitat dospélych [2]. Uéinek
izomeru trans-10, cis-12 je zfejmy také ze studie, kde byla kultivovana kvasinka
Saccharomyces cerevisiae v ptitomnosti volné CLA. Jednalo se bud’ o Cisty trans-10, cis-12
izomer a cis-9, trans-11 izomer nebo jejich smés v poméru 1:1. Ani ¢isté izomery ani jejich
smés 1:1 neovlivnily rist kvasinky, ale trans-10, cis-12 izomer snizil mnoZzstvi bunécnych
lipidit 0 40 %. Oba izomery byly v€lenény do lipidi kvasinky, jejich mnozstvi dosahovalo
v TAG az 33 %. S v¢lenénim CLA, kvasinka snizila desaturaci endogenni syntézy MK.
Specifické ucinky tohoto ¢istého izomeru CLA na kvasinky by mohly byt uzitecné k ziskani
vice komplexniho pohledu na mechanismus uc¢inku CLA na metabolismus lipida [15].

V literatute l1ze nalézt i popis dvou dlouhodobych intervencnich pokust, oba v trvani 12
meésict. Tykaly se lidi s nadvahou. V téchto pokusech CLA v mnozstvi 3,4 g/den snizila
hmotnost tuku, pticemz ucinek pietrvaval 1 po ukonceni podavani.

V jedné ze studii Bhattacharya a kol. byl zji§tovan vliv piijmu 3 g CLA/den po dobu 64
dnii na hmotnost tuku dospélych zdravych zen. V tomto pokuse hmotnost tuku ani oxidace
MK nebyly ovlivnény. Obdobné nebyl zjistén vliv piijmu 2,1 g CLA/den po 45 dnt
na slozeni t€la mladych Zen se sedavym zaméstnanim [16].

Existuji nicméné dvé norské studie, kdy snizeni hmotnosti tuku u lidi bylo prokazano.
V jedné z nich davka az 6,8 g CLA/den po 12 tydnli snizila hmotnost tuku pii zachovani
celkové té€lesné hmotnosti. V druhé CLA v davce 1,8 g/den snizila hmotnost tuku u zdravych
cvicicich lidi. V jiné studii byla CLA v mnozstvi 4,2 g/den podavéna po 4 tydny obéznim
muzum stiedniho véku. Autofi studie dosli k zavéru, ze CLA muze snizit abdominalni tuk,
nikoliv vSak celkovou obezitu [2]. Bhattacharya a kol. dale uvadéji, ze u mysi CLA zvySuje
lipolyzu a oxidaci MK za soucasného sniZeni ukladani MK do tukové tkan¢. Rovnéz zde je
za tyto uCinky odpovédny izomer #10, c12 CLA [16].

Jind studie se provadéla na jednasedmdesati obéznich jedincich, kteti dodrzovali
nizkokalorickou dietu a nenaro¢ny cvi¢ebni program. Polovina z nich uZzivala ptiblizné¢ 3 g
CLA denné¢, zatimco druha polovina dostavala placebo (netcinnou latku) se slune¢nicovym
olejem. Po Sesti mésicich shodily ob¢ skupiny celkem v priméru dvé a pul kila. Zajimavé
bylo, Ze samotny dopln¢k vyzivy s CLA sice pfimo nepfispél k vahovému ubytku, ale jakmile
ucastnici koncili s dietou, zabranil jim nabrat tuk zpatky. Misto tuku pfibirali svalovou hmotu,
kterd jim vyrazné zpeviiovala a tvarovala postavu. Studie dokéazala, ze CLA je vhodny
piipravek pro kontrolu vahy, jednoduse z toho divodu, ze pomaha lidem, ktefi drzi dietu,
Stihlou postavu udrzet, kdyz uz jednou dosahli zddouci hmotnosti.
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Védci, ktefi vySe zminénou studii provadéli, také zaznamenali, ze jednotlivci, ktefi uzivali
dopln¢k s CLA, vykazovali méné depresi. Zda se, Ze u skupiny uZzivajici CLA se méné Casto
vyskytovaly neptijemné pocity, jez jsou pii dietach a hubnuti bézné. Jinak vyjadieno - CLA
jim pomohla v dieté vytrvat a jeji vysledky udrzet.

V dalsim pokusu dvé skupiny (po 27 osobach) cvicicich uzivaly CLA (5600 mg/den) nebo
placebo (olivovy olej). Ve skupiné s CLA se zvysily silové vykony ve cvicich v priméru
o 13,6 kg/mésic, zatimco ve skupiné s placebem pouze o 4,3 kg.

Dvé skupiny (po 24 osobach) zacinajicich sportovct uzivaly bud’ 7200 mg CLA/den, nebo
placebo (rostlinny olej). Po Sestitydennim tréninku dosahla skupina s CLA pozoruhodnych
vysledkt pti budovani svalové hmoty a nérGstu sily. Piiristky celkové svalové hmoty, obvodu
bicepsu a nartst sily byl téméf o 100 % vyssi nez u skupiny, kterd uzivala placebo.

Za doporucenou denni davku pro béznou populaci, usilujici o kontrolu hmotnosti, se
povazuje 1000 - 2000 mg denné. U sportovcei, ktefi chtéji ztratit co nejvice tuku, podpofit
svalovy riist a vykon se osvédCilo davkovani az 3000 mg/den, které se také doporucuje
pii obezité. Nekteré vyzkumy vSak naznacuji, ze dlouhodobé uzivani CLA muze zvySovat
riziko rakoviny jater. V jedné studii byl u mysi krmenych CLA prokazan zvySeny energeticky
vydej, snizeny piijem potravy a snizené hromadéni tuku, ale také snizeny obsah bilkovin
v téle. Mysi krmené CLA mély zvySenou hmotnost jater, coz by mohlo byt disledkem
hromadéni tuku v jatrech. Protoze toho mnoho nevime o vedlejSich ucincich pii dlouhodobém
uzivani, nedoporucuje se tato latka uzivat dlouhodobé [3].

2.2.5.2 CLA a rizikové faktory kardiovaskuldarnich onemocnéni

Od té doby, co je znamo, Ze izomery téchto mastnych kyselin vykazuji redukci artero-
geneze ve zvifecich studiich, zahrnuji potencidlni zdravotni pfinosy CLA také v prevenci
kardiovaskularnich nemoci [4].

CLA potlacuje vznik atherosklerotickych lezi u pokusnych zvifat ptfijimajicich dietu
s vysokym obsahem cholesterolu. Zakladnim Zzivoc¢iSnym modelem pro tyto studie jsou
kralici, u nichZ lze atherosklerosu snadno vyvolat. U¢inek CLA byl potvrzen i v pokusech
s ktecky [2]. De Deckere a kol. zjistili, ze smés obou izomerti CLA a ¢10, ¢12 CLA, nikoliv
vSak ¢9, ¢t11 CLA, snizuji LDL- a HDL-cholesterol a zvySuji VLDL-cholesterol (lipoproteiny
velmi nizké hustoty) u kiec¢kd. To naznacuje, Ze pouze izomer ¢10, c12 CLA je schopen ménit
skladbu lipoproteina v krvi [17].

V kulturach krevnich desticek CLA inhibovala jejich agregaci indukovanou arachidonatem
nebo kolagenem. To je davdno do souvislosti se snizenou tvorbou thromboxant, které
podporuji agregaci. Thromboxany vznikaji zarachidonatu reakci, kterou katalyzuje
cyklooxygenasa. Snizeni obsahu lipidi v krvi mlZze souviset i s inhibici stearoyl-CoA
desaturasy, ktera jiz byla zminéna. Exprese genu tohoto enzymu je pfisné regulovana. Oba
izomery CLA inhibuji jeho aktivitu. Mysi, které maji gen stearoyl-CoA desaturasy
zablokovdn maji nizsi lipémii a cholesterolémii. Rizikovym faktorem kardiovaskularnich
onemocnéni je také hypertenze. Inoue a kol. ukazali, ze izomer ¢10, c12, nikoliv v§ak izomer
9, t11 snizuje krevni tlak u potkani nachylnych k vyvoji obezity, diabetu ¢i hypertenzi.

Utinek CLA na atherosklerosu a rizikové faktory kardiovaskuldrnich onemocnéni byl
u lidi studovan méné nez u zvitat. Zavéry riznych autorti navic nejsou shodné [2]. Vycet
uskute¢nénych klinickych pokusti podavaji Bhattacharya a kol.. Podle jednoho z nich pfijem
CLA (oba izomery) v mnozstvi 3,9 g/den nemél vliv na plasmatické lipidy, podle jiného
piijem 4,2 g CLA/den po 12 tydna neovlivnil lipémii ani skladbu sérovych lipoproteinti [16].
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Jsou vSak 1 vysledky pozitivni. Mougios a kol. zjistili, ze podani 0,7 g CLA/den po 4 tydny
vedlo ke snizeni sérového cholesterolu a triacylglycerolt [2]. Dalsi pokus vedl ke zjisténi,
ze izomer t10, c12 CLA zvysil plasmatické triacylglyceroly a pomér LDL- a HDL-
cholesterolu, zatimco izomer ¢9, t11 CLA tyto ukazatele snizil [18].

V soucasnosti neni zadny dikaz, ktery by podpofil hypotézu, ze CLA chrani pied vznikem
arterogeneze. Piivodné se predpokladalo, Zze je CLA schopna chranit castice LDL pied
oxidaci, nicmén¢, nedavné in vitro vySetfovani van den Bergem a kol. neukdzalo zadné
antioxidac¢ni vlastnosti, které by se daly pfic¢ist CLA. Déle, CLA ukézala sviij pozitivni uc¢inek
na arterosklerozu u kraliki, ale ne u myS$i, coz by mohlo indikovat rozdilnost druha
pro odezvu piijmu doplikl CLA v potravé [4].

2.2.5.3 CLA a diabetes typu 11

Jelikoz je tukova tkan dilezitym mistem pro regulaci metabolizmu glukosy a CLA
ukazala, ze moduluje zrani a diferenciaci adipocytli a pisobi na metabolismus lipida, lze
predpokladat, Ze by mohla ovlivnit metabolismus glukosy pfi diabetu [4].

Je vice rizikovych faktorii, které podporuji vznik diabetu typu II, napt. v€k a genetické
zalozeni. Hlavnim rizikovym faktorem je vSak obezita. Z vysledkt riznych pokusi vyplyva,
ze vkrvi potkani CLA snizuje koncentraci glukosy na la¢no, koncentraci insulinu,
triacylglycerolt, volnych MK a leptinu. Rovnéz bylo zjistétno Ryderem a kol., Ze CLA
zvysuje spotfebu glukosy ve tkanich potkanti. Protoze tento u¢inek nema izomer c9, t11 CLA,
autofi soudi, ze nastup diabetu II miize zpomalit jen ¢10, c12 CLA. Dalsi pokusy ukazaly,
ze CLA ma rizné ucCinky u diabetickych a normoglykemickych zvirat. Také, ze se 1i§i ucinek
kratkodobého a dlouhodobého podavani CLA. Podle Wargenta a kol. CLA miize zpocatku
zhorsit citlivost tkani na insulin, ale pfi dlouhé dobé podavani naopak zlepsit [2]. Vysledky
klinickych studii, tak jak je shrnuji Bhattacharya a kol. neni jednoduché interpretovat. Zalezi
nejen na izomerovém slozeni pouzité CLA, ale 1 na stavu osob ucastnicich se pokusu, zda jsou
obézni, zda diabetici ¢i nikoliv, zda podavani CLA bylo kratkodobé ¢i dlouhodobé. Shoda
panuje v nazoru, ze aktivné ptisobi jen 10, c12 CLA [16].

Belury popisuje pokus s diabetiky II. typu, ktefi denné dostavali 6 g CLA ¢i placebo po 8
tydnii. CLA vyznamné snizila glykémii na la¢no, koncentraci leptinu v plasmé¢, index télesné
hmotnosti a nevyznamn¢ také télesny tuk. Naopak CLA neovlivnila insulin na lac¢no,
triacylglyceroly, cholesterol a HDL. Belury proto hodnoti t¢inky CLA u diabetika kladné
[19].

2.2.5.4 CLA a karcinogeneze

CLA je znamym antioxidantem a antikarcinogenem primarn¢ spojovanym s potravinami,
které pochazi ze zvifat. Ha a kol. poskytli jedno zprvnich pozorovani. CLA ziskana
z hovéziho byla ochranou proti chemicky indukované rakoving€. V této studii, CLA izolovana
z extrakti grilovaného mletého hovéziho snizila kozni nddory u mysi oSetfenych zndmym
karcinogenem 7,12-dimethylbenz[a]anthracenem (DMBA). Od té doby, velké mnozstvi
badateli zaznamenalo potencialni zdravotni a biologické u¢inky izomera CLA [4].

Naptiklad Ip a kolegové zjistili, ze podavani CLA krysam zptisobilo podstatné snizeni
vyskytu nadoru. Neni zde vSak zddny pfimy dilkaz, Ze by nés tyto mastné kyseliny chranily
pfed karcinogeny. Antikarcinogenni u¢inky izomeri CLA byly testovany na zvifecich
modelech a bunécnych kultivacich.
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Rozsahla prace byla také provedena pii urCovani antikarcinogennich vlastnosti CLA.
Ukézalo se, ze izomery CLA redukuji chemicky vyvolané nadorové bujeni u mléénych zlaz
a tlustého stfeva krys. Navic, CLA zménila chemicky vyvolany karcinom u kitze a zaludku
myS$i. Zdroje CLA dale zabranily ristu fetézce lidskych nadorovych bunck v kultivaci
au SCID (severe combined immunodeficient) mysi [4].

CLA a kolorektdlni karcinom

Kim a kol. zjistili, Ze proliferaci bunék karcinomu tlustého stieva Caco 2 inhibuje #10, c12
CLA. Izomer c¢9, t11 CLA je bez u¢inku. Izomer #10, c12 CLA indukuje apoptosu
(programovany zanik) bun&k. V pokuse s potkany 1 % CLA v diet¢ podavané 30 tydni
zabranilo vyvoji karcinomu tlustého stfeva, vyvolanému dimethylhydrazinem. Klinické studie
sledujici vliv CLA na kolorektalni karcinogenezi jsou tézko proveditelné [20].

Bhattacharya a kol. vSak zmifluji studii epidemiologickou, podle které pifijem mlécnych
vyrobkil bohatych na tuk, potazmo CLA miize riziko kolorektalniho karcinomu zmirnit. Je
vSak zfejmé, Ze v tomto piipad¢€ hraji roli i dalsi latky v mléénych vyrobcich obsazené, napf.
vapnik [16].

CLA a karcinom prsu

Z epidemiologickych studii vyplyva, Ze potravni zdroje CLA jsou prospé$né. Spojuji
spotfebu mléka se snizenim rakoviny prsu. V nedavné studii, Knekt a kol. nalezli podstatny
inverzni vztah mezi pfijmem mléka a vyskytem rakoviny prsu u piivodné zdravych finskych
zen. Bylo zji§téno, ze riziko rakoviny prsu se o polovinu snizilo u Zen, které konzumovaly
vice nez 620 ml mléka/den ve srovnani s témi, které konzumovaly méné nez 370 ml/den
a predpokladaji, ze CLA byla timto ¢innym komponentem. Primérny obsah CLA v mléce je
kolem 10 mg-g™' mlééného tuku. Na zakladé obsahu pramé&rmého tuku 35 g-1" mléka, by denni
piijem CLA mohl byt 217 mg u Zen konzumujicich 620 ml mléka denné€ a 130 mg u Zen, které
konzumovaly 370 ml mléka denné. Nicméné, piijem CLA u téchto Zen je stale jesté¢ pod
odhadovanou hladinou 1 g/den CLA, coz je podle Ip a kol. vyznamné mnoZstvi pro prevenci
rakoviny [4]. Vjiné dietni studii pouzivali krysy oSetrené DMBA. Tlumici efekt CLA
na vyvolanou rakovinu prsu byl zjistén jako nezéavisly na typu tuku (byly proSetfovany pouze
n-6 mastné kyseliny a ne n-3 mastné kyseliny) v dieté [21].

Po podani davek CLA krysam, se izomery mastné kyseliny vélenily do lipidi prsni zlazy
a mnozstvi v neutralnich lipidech velmi vzrostlo. Kdyz byla CLA odstranéna z diety,
mnozstvi neutrdlnich lipidti a fosfolipidii s CLA se vratilo po 4 a 8 tydnech do ptvodnich
hodnot. Autor vypozoroval, Ze snizovani obsahu CLA v neutralnich lipidech néasleduje
po odstranéni CLA ze stravy a soubézné dochazi k vyskytu novych nadort v krysi tkéni.
Vypada to, Ze akumulace CLA do tkan¢ je pro sviij protinddorovy ucinek dualezita [22].

Dobfe zndma je také souvislost mezi estrogeny a karcinomem prsu. CLA ma
antiestrogenni UCinky, dané tim, Ze snizuje aktivitu receptorti estrogent. V pokusech
s potkany CLA snizila vyskyt chemicky vyvolaného karcinomu mlécéné zlazy az o 60 %.
Utinek CLA nebyl ovlivnén mnoZstvim a typem soudasné podaného tuku. CLA rovnéz
inhibuje angiogenezi ve zvétSujicim se nadoru. Mechanismus inhibice je slozity, ne zcela
jasny. Vi se naptiklad, ze izomer ¢10, c12 CLA snizuje aktivitu leptinu, ktery angiogenezi
podporuje. Klinické studie tohoto zaméteni lze tézko uskutecnit, proto se alesponn hledala
souvislost mezi obsahem CLA v tukové tkani a vyskytem karcinomu prsu, nebyla vSak
nalezena [2].
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Dalsi experimenty vyuZzivajici chemicky piipravené smési CLA ukazaly, Ze ptirodni forma
CLA nalezena v mléénych vyrobcich je aktivni pfi redukei vyskytu prsnich nadort u krys.

Z vysledki epidemiologickych studii miizeme fici, Zze faktory redukujicimi riziko rakoviny
mohou byt nejen mlécéné tuky, ale také jiny zivotni styl nebo strava. Napf. pfijem ryb (n-3
mastnych kyselin), které by ovlivnily vyskyt rakoviny. Experimenty za ucelem vyzkumu role
CLA u lidské rakoviny jsou potiebné k identifikaci vztahii mezi témito mastnymi kyselinami
a jinymi faktory Zivotniho stylu, které piispivaji ke sniZeni rizika vzniku rakoviny [4].

CLA a karcinom prostaty

Antikarcinogenni u¢inky CLA na lidské rakovinné bunky prostaty byly zkoumény
na zvifecich modelech.. Cesano a kol. testovali u¢inky jak CLA tak LA na lidské prostatické
rakovinné bunky u mysi, kterym byly naockovany rakovinné bunky do podkozi. U mysi, které
dostavaly CLA, se ukazaly nejen mensi lokalni nddory, ale také velké snizeni plicnich
metastaz. Mysi, které dostavaly LA mély vétSi lokalni nadory ve srovnani s témi, které
dostavaly CLA. Z vySe uvedenych studii je evidentni, ze CLA a LA maji rozdilné biologické
ucinky [4].

Dale jsou znamy vysledky pokust s u¢inkem CLA v kulturdch bun¢k karcinomu, které
naznacuji, ze izomer ¢10, c12 CLA je G¢inngjsi pti indukci apoptosy. Izomer ¢9, 11 CLA ma
rovnéz ochranny ucinek viici karcinomu prostaty, ptisobi ale odliSnym zpisobem. Zasahuje
do metabolismu kyseliny arachidonové, tvorby eikosanoidii tim, ze ovliviluje expresi
lipooxygenasy a cyklooxygenasy [2].

2.2.5.5 CLA a funkce imunitniho systému

Imunitni systém je velmi slozity a v§echny dil¢i u¢inky CLA neni jednoduché postihnout.
Pichled pokust na zvifatech podavaji Belury a Bhattacharya a kol.. U¢inek CLA se prolina
s uCinkem ostatnich polynenasycenych MK, zejména co se tyce vlivu na cytokiny (napf.
interferon-y), eikosanoidy a oxid dusnaty. Exaktnich studii u lidi je malo. Zd4 se, Ze CLA se
ve svych u¢incich na imunitni funkce neli§i od kyseliny linolové. Zadné pochybnosti nejsou
o tom, ze CLA snizuje tvorbu prostaglandinu PGE, a oxidu dusnatého [2].

2.2.5.6 Vliv CLA na kosti

Ve studii ucinki izomertt CLA na tvorbu kosti u dospivajicich krysich samcti bylo zjisténo,
kostni tkan¢ (okostice a morek) obsahovaly nejvyssi mnozstvi. CLA stejné jako n-3 mastné
kyseliny snizily ex vivo produkci prostaglandinu E; v kostni orgadnové kultuie [4].

V jiné studii byla krysdm poddvana CLA ve vysi 0,5 %. Vysledkem tohoto opatieni bylo,
ze celkové hladiny CLA byly v rozmezi 0,27 do 0,43 % v poléarni lipidové frakci a 2,02 az
3,37 % v neutralnich lipidech v jatrech, kostnim morku a okostnici. Zjistilo se, Ze CLA se
akumulovala ve vysSich koncentracich v neutrdlnich lipidech ve srovnani s polarnimi lipidy,
coz bylo konzistentni se zjiSténimi Ipa a kol. u prsni zlazy krys [21].

2.2.6 CLA v lidské tkani

CLA byla identifikovana v riiznych lidskych tkanich, jako napft. tukové tkani, séru, Zluci,
matefském mléku a dvanactnikovych sekretech. Fogerty a kol. zaznamenali 5,8 mg-g”' tuku
CLA v mateiském mléce zen, které dodrzovaly normalni australskou stravu.
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Precht a Molkentin uvad&ji hodnotu 3,8 mg-g”' tuku (rozmezi 2,2 aZ 6,0 mg-g" tuku)
v matefském mléce ziskaném od 40-ti némeckych Zen. McGuire a kol. analyzovali 14 vzorkl
mateiského mléka od Zen v severozdpadnim Pacifiku a zaznamenali hodnoty CLA v rozmezi
2,23 do 5,43 mg-g" tuku (promér 3,81 mg-g” tuku) nebo 0,02 az 0,30 mg-g” na vahu mléka.
V této studii, vSechny vzorky mléka obsahovaly od 83 do 100 % izomeru c9./11 av 8 ze 14
vzorkd, izomer ¢9,/11 byl jedinou formou CLA v mléce. Jensen a kol. zaznamenali nizsi
hodnotu CLA v matefském mléce, jejiz rozmezi bylo od 1,4 do 2,8 mg-g”' tuku s primérem
1,8 mg-g' tuku. Na zékladé téchto dat, CLA v mateiském mléce u zapadni spole&nosti
kolisala v rozmezi od 1,4 do 5,8 mg-g” tuku.

Koncentrace CLA, kterd se nachazi v lidské plazmé a séru zavisi na typu potravinového
tuku a schopnosti stravit potravu. Herbel a kol. uvadi, ze koncentrace CLA v plazm¢ byla
v rozmezi od 6,4 do 7,3 pumol-I"' ve studii, kde se osobam podavalo po dobu 6 tydnt vysoké
mnozstvi svétlicového oleje. Vysoky ptijem LA ze svétlicového oleje nezvysil hladinu CLA
v plazmé¢, coZz znamend, Ze potravni LA se nekonvertuje na CLA u téchto osob [4]. V dalsi
studii byl zkouman ucinek piijmu trans mastné kyseliny na CLA v séru. Pfi ukonceni studie
vzorky séra ze skupiny frans diety (0,43 % CLA nebo 4,1 mg-g" tuku) obsahovaly o 30 %
vice CLA neZ vzorky ze skupiny zaméfené na dietu s kyselinou stearovou (0,32 % CLA nebo
3,0 mg-g"' tuku). Vzorky skupiny na diet¢ s kyselinou stearovou mély pouze poloviéni
mnozstvi CLA ve srovnani s témi, kteti drzeli frans dietu s mléénymi tuky. Tyto udaje
ukazuji, Ze existuje mozny vztah mezi piijmem trans mastné kyseliny a jejim u¢inkem
na zvySovani koncentrace CLA v séru [23].

V jiné studii deviti zdravych muzi byl k jejich dieté ptidavan syr c¢edar v mnozstvi 112
g/den po 4 tydny. Koncentrace CLA v plazmé se zvysila z 7,1 na 9,6 umoll1" na konci
dietniho obdobi a ziistala na 7,8 pmol-1" 4 tydny poté [4]. Fritsche a kol. uvadi, e lidska
podkozni tukova tkan obsahuje dva hlavni izomery CLA, jak ¢9,¢11, tak 9,t11, a dva
minoritni izomery 19,c11 a ¢9,c11 [24].

Vypada to, Ze mnozstvi izomeru ¢9,/11 18:2 v lidské tukové tkani je pfimo zavislé
na pfijmu mlé¢ného tuku. Nicmén¢, moznost endogenné vyrobené CLA v lidskych tkani neni
vyloucena. Brown a Moore zjistili pfitomnost CLA produkované rodem bakterii Butyrivibrio
fibrisolvens v lidské stolici. Pfinos CLA ziskané ze stfev na celkovém podilu v lidské tkédni
a u neprezvykavych monogastrickych druhti je vSak pravdépodobné bezvyznamny. DalSim
moznym mechanismem plvodu CLA v lidské tkdni je desaturace frans-vakcenové kyseliny
jak ukazuji mikrosomalni preparace krysich jater [4]. Vysledky Salminena a kol. tento
mechanismus déale podporuji tim, Ze vysoké hodnoty potravnich frans mastnych kyselin
ziejme zvySily obsah CLA v séru [23].

Nicméné, pfijem frans mastné kyseliny (vice nez 2 g denng) v této studii byl tiikrat az
desetindsobné¢ vyssi nez je obvyklé. Je nezbytna dalsi studie k urceni vlivu exogenniho
mnozstvi potravnich trans mastnych kyselin na koncentraci CLA v lidskych tkanich [4].

2.2.7 Obsah CLA v potravinach

V jednom druhu potraviny se obvykle nachazi vice izomeri CLA [25]. ZvySena pozornost
se vénuje zejména izomerum c9,/11 CLA a ¢10,c12 CLA, majoritné se vyskytujicich
v pfirodnich, pfedev§im mléénych produktech a v mase prezvykavcl. Jejich obsah se
pohybuje v mnozstvi od 0,1 mg az do 4 g na 100 g tuku [1]. Jiny zdroj uvadi mnozstvi CLA
v rozsahu od 2,7 az 5,6 mg CLA/g tuku v jehné¢im, telecim, a hovézim.

31



Obsah CLA miize byt mnohem vyssi (0,5 az 12 mg CLA/g tuku) v mlé¢nych produktech.
Ve vétsing pripadech je izomer ¢9,¢11 nebo-li kyselina bachorova hlavni izomer CLA. Obsah
CLA ve vybranych potravinatskych vyrobcich je uveden v tabulce 2.8.

Tabulka 2.8: Obsah CLA a jejich izomeri ve vybranych potravinach [4]

Produkty Obsa_llz CLA | c9,t11-18:2 Produkty Obsa_li CLA | c9,t11-18:2
[mg-g" tuku] [%e] [mg-g" tuku] [Y]
Prirodni syry Miléka
Edam 5,38 100 Kravi 0,7-10,1 59-100
Mozzarella 4,31 84-100 Ov¢i 10,8-29,7 99-100
Parmesan 1,93-8,6 38-100 Kozi 6,1-10,35 99-100
Masné produkty DalSi produkty

Hovézi 1,2-8,5 21-61 Maislo 4,7-8,11 78-90
Varené hovézi | 3,3-9,9 19-84 Jogurt 1,7-9,01 71-100
Jehnéci 5,6 92 Zmrzlina 3,6-4,95 76-86
Kureci 0,9 84 Podmasli 4,66-5,4 89-100
Veptové 0,6 82 Zloutek 0,00-0,6 82

Mlécné produkty, specialné syr, jsou dilezitym potravnim zdrojem CLA. Koncentrace
CLA v riznych mléénych produktech (syry, mléko, maslo, podmasli, kysand smetana,
zmrzlina, a jogurt) je v rozsahu od 0,55 az 24 mg-g”' tuku. Prim&ry obsah CLA v mléce je
asi 10 mg-g' mlééného tuku. Nejvétsi stiidavé mmozstvi CLA je nalezené v riznych
ptirodnich syrech v rozsahu od 0,55 az 24 mg-g”' tuku. Obsah CLA v syrech je v prvni fad&
ur¢eny obsahem CLA v mléce. Koncentrace CLA kolisd v zavislosti na sezonni zmeéné,
geografii, vyzivé kravy a vedeni praxe. Navic, obsah CLA v syru je také ovlivnén
technologickym postupem a zranim [4]. Z vysledki ukon¢eného EU projektu také plyne,
ze startovaci kultury pii vyrobé syra, obsahujici propionibakterie, dokézi premenovat
kyselinu linolovou na CLA. VétSina zavera vSak byla ziskana pfi studiich na zvifatech a chybi
kvalitni klinické studie se skupinami dobrovolnika [25].

Hodnoty obsahu CLA v hovézi svaloviné se znaéné méni z 1,2 aZ na 9,9 mg-g” tuku.
Fritsche a Fritsche oznamili, Ze mnozstvi izomeru ¢9,t11 18:2 v hovézim daval priimérné 0,76
% celkovych MEMK (methylesteri mastnych kyselin) pro vzorky tuku z bykt a 0,86 %
pro tuk z byckt. Mén¢ dulezité izomery napft. 19,cl11, ¢9,cl1, a 19,¢/11, byly také nalezeny
ve vzorku hovéziho loje. Jiny zdroj uvadi, Ze obsah ¢9,¢11 18:2 v hovézim je v rozsahu od 1,7
az 6,5 mg/g tukua 0,65 % celkovych MEMK v hovézim mase.

CLA je také soucasné v malém mnozstvi v potravinach, které nepochazi z prezvykavcu.
Pro nepfezvykavé druhy ma krocani maso nejvy$si obsah CLA 2,5 mg-g' tuku. Kufe
obsahovalo 0,9 mg CLA/g tuku a vepiové 0,6 mg-g” tuku. Z toho byl nejvyznamngjii izomer
c9,t11 a tvotil 82 az 84 % vSech izomerti. MnozZstvi CLA v lipidech kufecich vaje¢nych
Zloutkd je v rozsahu od 0 az 0,6 mg-g”' tuku. CLA je také soudasné v malém mnozstvi
v rostlinnych olejich (0,1 az 0,7 mg-g”' tuku) a vybranych moiskych produktech (0,3 az 0.6
mg-g" tuku). Na rozdil od jidel odvozenych z prezvykavci kde je ¢9,711 hlavni izomer CLA,
tento izomer odpovida jen za 38 az 47 % celkového mnoZstvi CLA rostlinnych oleji a je
zajimavé, Ze se zda byt nepfitomny v lipidech motskych produktii [4].
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Tabulka 2.9: Obsah CLA v riiznych druzich masa a mlééném tuku [2]

Maso Obsah CLA [mg-g” MK]

Hovézi 2,943 5,8-6,8 5,6-6,2 | 1,2-3,0 4,0-10,0
Jehnéci 5,6 11,0 43

Dribezi 0,9 (kute) | 2,5 (krocan)

Veproveé 0,6 0,7

Teleci 2,7 1,3

Konské 0,6

Kralici <1

MIéény tuk Obsah CLA [mg-g” MK]

MIécny tuk 8,2-11,0 6-17 3-7 3,3-11,6 | 6,8-10,1

Tabulka 2.9 shrnuje koncentrace CLA nalezené v riznych druzich masa. Podle ocekavani
byly nejvyssi nalezy v ptipadé masa jehnéciho a hovéziho. U masa teleciho zélezi na tom,
bylo-li z telat z mlééného vykrmu, kdy role bachorového traveni je mala, ¢i z telat po odstavu,
kdy v dusledku pfijmu rostlinné potravy je bachorova fermentace plné¢ funkcni. V ostatnich
druzich masa je obsah CLA maly (< 1 mg-g”' tuku). V¥jimkou je maso krocana (2,5 mg-g”
tuku). Tento nalez neni jednoduché vysvétlit, snad jen mikrobialni Cinnosti ve voleti. Malé
mnozstvi CLA v mase kralikd je zfejmé disledkem fermentace v slepém stievu a piijmu
cékotroft [2]. (Cékotrof pozira mazlavé vymésky slepého stieva u hlodavei a zajicovet [26].)

Uvadi se, Ze hovézi maso z Argentiny a Brazilie ma vyssi obsah CLA neZ z jinych oblasti.
Schmid a kol. poukazuji na velké rozdily mezi zvifaty a sezonni vlivy. Vysoky je obsah CLA
vmase klokani (38 mg-g’' MK). Zfejmé je to disledek pregastrické fermentace, kterou
klokani maji. Obsah CLA v mlééném tuku je podobny obsahu CLA v intramuskuldrnim tuku
skotu a ovci. Pii soucasné nizké spotiebé hovéziho masa v CR (cca 10 kg/osobu za rok)
predstavuje mléko a mlééné vyrobky hlavni zdroj CLA ve vyzivé lidi [2].

Rostlinné oleje (svétlicovy olej, slunecnicovy olej, arasidovy olej, kanolovy olej,
kukufi¢ny olej, kokosovy olej a olivovy olej) obsahuji velmi nizké mnozstvi CLA v rozsahu
od 0,1 mg (kokosovy olej) do 0,7 mg-g” (svétlicovy olej). Mezi rostlinnymi oleji byl nalezen
predevsim izomer ¢9,¢11 18:2, ktery odpovida 37 az 44 % celkového mnozstvi CLA. Banni
a kol. uskute¢nili sérii analyz, které charakterizovaly mastné kyseliny s konjugovanymi dieny
v ¢astecné hydrogenovaném oleji (smés z ¢astecné hydrogenovaného sojového a palmového
oleje) a potvrdili pfitomnost izomeri CLA v téchto olejich. Mossoba a kol. oznamili,
ze konjugované cis, trans a trans, trans 18:2 izomery kyseliny linolové byly piitomny
v hydrogenovaném sojovém oleji a margarinu [4].

Pro ¢loveka je zdrojem CLA také kyselina vakcenova, kterd je obsaZena nejen v mase
a mléce prezvykavci, ale 1 ve ztuzenych tucich. Neni jasné jak na jeji pfitomnost v potrave
pohlizet. VSechny ostatni trans-nenasycené MK se povazuji za latky, jejichz ptitomnost
v potravinach neni Zadouci [2].

2.2.6.1 Odhad alimentarniho prijmu CLA

Odhad alimentarniho pfijmu CLA ceskou populaci by bylo mozno ucinit vypoctem
z prumérné spotfeby masa hovéziho (pfipadné i teleciho a jehnéciho), spotieby ostatnich
druhti masa a mlé¢nych vyrobki. Nejista je ovSem koncentrace CLA v téchto produktech.
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V CR navic neni systematicky sledovana. K dispozici jsou vsak odhady alimentarniho
pfijmu CLA v nékterych daliich zemich, které uvadi Schmid a kol. Ve Svédsku by to mélo
byt 160 mg/den a v Kanad¢ 95 mg/den. Vysvétlenim je asi nizkd spotieba mléka a masa
u dotazovanych osob. V U.S.A. se denni pfijem CLA odhaduje na 210 mg u muzi a 150 mg
u Zen s tim, Ze maso a vyrobky z masa predstavuji asi 37 % alimentarniho pfijmu CLA. Dalsi
udaj, némeckého plivodu fika, Ze primérny denni piijjem CLA je 360 mg u Zen a 440 mg
u muzl. Z vySe uvedenych udaju lze dojit k zavéru, ze odhady alimentarniho ptijmu CLA
jsou v raznych zemich rozdilné a ziejmé jsou zatizeny velkou chybou. Problematicky mize
byt 1 zpisob, ktery k odhadu slouzi (dotazniky). Nejistota je i ohledn¢ skute¢né koncentrace
CLA v potravinach, spotfebovanych v dané zemi (pfejimani udajii z cizi literatury). Mizeme
proto konstatovat, ze odhady alimentarniho pfijmu CLA v riznych zemich se ,,zapadnim*
zpusobem stravovani kolisaji mezi 95 a 440 mg/den [2].

2.2.6.2 Stabilita CLA p¥i skladovani

Stabilitou CLA v mase se zabyvali Shantha a kol.. Pfi tepelnych pravach masa jako je
vafeni, peCeni a smazeni dochazi k mirnému vzrastu koncentrace CLA. V nékterych
pfipadech je vSak zména koncentrace CLA nepozorovatelnd. Pokud se vafené maso
skladovalo 7 dnt pfi 41°C, dochazelo k narGstu koncentrace latek reagujicich s kyselinou
thiobarbiturovou, coz ukazuje na jeho oxida¢ni poSkozeni. Soubézné méfeni koncentrace
CLA neprokézalo zadné zmény. Z toho Ize odvodit, ze CLA je latka stabilni, ktera nepodléha
zménam tak jako ostatni polynenasycené MK. Svymi vlastnostmi se podoba spiSe nasycenym
nez nenasycenym MK [27].

Na stejném pracovisti byla studovédna i stabilita CLA obsaZené¢ v mlécnych vyrobcich.
Zavery byly stejné. Ani v mléénych vyrobcich skladovanych 6 mésicii nedoslo k métitelnému
poklesu koncentrace CLA [28].

2.2.8 Obohacovani potravin CLA

Z hlediska davek CLA pfiijimanych z potravin se jednd o nizké obsahy. Pfirozené zdroje
CLA proto nepiedstavuji vyznamnéjsi zdravotni ptinos [10]. Pro dosazeni zdravi prospésnych
ucinkil 1ze pouzit potravinové dopliikky CLA nebo zvysit obsah CLA v pfijimané potrave.
Jelikoz jsou doplnky méné Zadouci nez potrava jako zdroj zivin, bylo by daleko lepsi zvysit
obsah CLA vytvofenim funk¢nich potravin obohacenych o CLA.

Zvysit mnozstvi CLA v potravinaich miizeme dvéma zplusoby. Jednim zpiisobem je
konzumovat vice potravin bohatych na CLA. A druhym zplsobem je zvysit obsah CLA
ve vejcich, mléce a masu jako funkcnich potravinach zivoc¢isného piivodu. Tento posledné
zminény pfistup je vice prakticky, protoze nezavisi na zméné zplsobu stravovani nebo
zvySeni denniho piijmu cholesterolu a nasycenych tukd. ZvySeni obsahu CLA
v potravinovych vyrobcich jako je mléko a maso, také potencidlné zvySuje jejich nutriéni
a terapeutickou hodnotu a mohlo by pfiznivé ovlivnit marketing téchto potravin. Pfedpoklad
piijmu CLA je v rozsahu 0,3 az 1,5 g/osobu/den a zda se, Ze zavisi krom¢ piijmu potravy
ze zvitat a rostlinnych oleji, také na pohlavi.

Obsah CLA v potravé je ovlivnén mnoha faktory béhem kazdého stupné procesu. Tyto
faktory zahrnuji vyrobu surovin, zpracovani, baleni, skladovani a ptipravu jidla pted
podavanim. Pivodni obsah CLA v surovinach je stanoven pii sbéru nebo po minimalnim
opracovani.
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Ackoliv nasledné zpracovani, skladovani a piiprava jidla mize ovlivnit obsah CLA
do urcité miry, tak je tato zména nepatrnd ve srovndni s velkou piirodni proménlivosti
zjisténou zejména u mlécnych vyrobkl. Proto, zaméieni na tuto ¢ast je cestou k zvétSeni
obsahu CLA v riznych potravindch (mléko, maso, vejce a rostlinny olej). Potravinové
vyrobky z neptezvykavych druhti jako veprové, driibezi a ryby mohou byt také obohaceny
o CLA [4].

Komer¢né dostupné pripravky CLA se skladajici z téméf stejného mnozstvi 9-cis, 1 1-trans
a 10-trans,12-cis CLA. V jedné studii byl kazdy izomer rozdélen a upraven, pro pouzitelnost
jako potravinovy doplnék, procesem zahrnujicim selektivni esterifikaci s L-mentolem pomoci
lipasy Candidy rugosi, destilaci a extrakci n-hexanem. Prvni selektivni esterifikace izomera
CLA byla provedena pii ekvimolarnim mnozstvi L-mentolu pii 30 °C. Olejova faze reakéni
smési byla rozdélena destilaci na frakci L-menthyl esteru (obohaceno 9¢,11-CLA) a frakci
volnych MK (obohaceno 10¢,12c-CLA). Frakce volnych MK byla esterifikovana znovu
s ekvimolarnim mnozstvim L-mentolu obohaceného 10¢,12¢-CLA.

10¢,12¢-CLA byla ziskana destilaci frakce volnych MK a poté byla zahusténa na 91 %, ale
vytézek byl 40%. Pro obohaceni 9¢,11#-CLA byla frakce L-menthyl esteru v prvni esterifikaci
chemicky hydrolyzovéana a vysledné volné MK byly esterifikovany znovu s ekvimolarnim
mnozstvim L-mentolu. 9¢,11-CLA ptipravek byl ziskdn chemickymi hydrolyzami z frakce
vysledného L-menthyl esteru a néslednou extrakci n-hexanem. 9¢,11#-CLA byla zahusténa
az na 94 %, ale vytézek byl 42%. Tento efektivni proces purifikace CLA izomerQ za pouziti
L-mentolu je vhodny pro vyrobu potravinovych doplnkt [29].

Komeréné dostupné smési CLA se od sebe li§i obsahem izomert a jejich stupném Cistoty.
Stejné jako skupina pfirozenych mastnych kyselin, tak i CLA se zdala byt bezpecnou.
Nicméng, pfitomnost piimési a jednotlivych izomerd by mohla navodit nezadouci vedlejsi
ucinky. Navzdory tomuto potencidlnimu zdravotnimu riziku, jen nékolik malo ptipravki CLA
bylo testovanych za pfisnych podminek pro klinickou U€innost a bezpecnost. Podle
limitovanych dosazitelnych vysledkti, je mozné doporucit piipravky obohacené ¢9,t11
a t10,c12 izomery. Jsou vhodnéjsi pro lidské traveni ve srovnani s piipravky obsahujicimi
Ctyfi izomery [30].

Dalsim zptisobem vyroby preparatii je izolace CLA napf. z masla. SpiSe se vSak voli druha
cesta, pfi které se na kyselinu linolovou, nebo na oleje, zejména slunecnicovy ¢i saflorovy
(ze semen svétlice barviské) plisobi silnymi zdsadami. Vznika smés CLA, pficemZ kyseliny
trans-10, cis-12 a cis-9, trans-11 ptedstavuji asi 40 % z celkového obsahu [10]. Dalsi zdroj
uvadi, Ze preparaty s CLA se vyrabé&ji nejen ze slune¢nicového, ale také z Inéného oleje. I pres

vvvvvv

2.2.8.1 Mléko a mlécné vyrobky

Ve statnim programu ,,Rozvoj progresivnich metod a postupi na zabezpeCeni procesu
kontinualniho zvySovani kvality a bezpecnosti ve vyrobé a kontrole potravin® se ¢aste¢na
uloha s nazvem ,,Biotechnologické zplisoby produkce funkcnich slozek potravin®“ zaobira
problematikou CLA. Sleduje se obsah CLA v mlécnych potravindch se zaméfenim
na vyrobky z ov¢iho mléka. Koncentrace CLA v ov¢im mléku je vyssi jak v kravském a méni
se v zavislosti na sezon€. Koncentrace CLA v ovéim mléku se pohybuje od 0,5 % do 2 %
z celkového tuku. Nejvyssi koncentrace CLA je v brynze (3 % na tuk). Pfedmétem dalSiho
vyzkumu projektu je vliv podminek fermentace a skladovani na zménu obsahu CLA
v mlécnych vyrobcich [1].
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Studie Dhimana a kol. ukazala, ze obsah CLA v kravském mléce se zvysil linearné
v zavislosti na pastvé. Kravy, které se pasly mély o 150 % a 53 % vice CLA v mlééném tuku
nez kravy, které se pasly omezené a to z 1/3 a 2/3. ZvySeni podilu spasené travy na pastvé
mélo pozitivni efekt na zvySeni obsahu CLA v mléce. Tato studie piedpoklada, Ze a-linolova
kyselina (18:3 n-3) by mohla byt substratem pro konverzi na CLA, protoze je to prevladajici
nenasycena mastna kyselina, kterou kravy ziskavaji z pastvy. Obsah CLA v mg-g' tuku
v zavislosti na diet¢ krav je uveden v tabulce 2.10. Je zajimavé, Ze podavani rybiho masa
kravam také vedlo ke zvySeni obsahu CLA v mléce v malém pomeéru [31].

Tabulka 2.10: Obsah CLA v mg-g” tuku v zavislosti na diet& krav [31]

Produkt Dieta Obsali CLA c9,111-18:2 110,c12-18:2
[mg-g™ tuku] [%o] [%]
Kravi mléko | vysoky obsah obili 3,7 100 0
1/3 pastva 8,5 100 0
2/3 pastva 13,6 100 0
pastva 21,0 100 0

Loor a Herbein zjistovali vliv infusi CLA do bachoru dojnic v mnozstvi 0 — 180 g/den.
CLA obsahovala oba izomery (c¢9, t11 a ¢10, c12) v podobném mnozstvi. Koncentrace CLA
v mlééném tuku se zvySovala malo. Vytézek obou izomerit CLA v mlééném tuku byl 6,2
g/den u kontroly a 7,6 g/den pii nejvyssi urovni infuse. To svéd¢i o tom, ze vétSina CLA je
v bachoru hydrogenovéna. Transfer CLA do mlé¢ného tuku €inil jen asi 3 % [32].

Cast CLA se po hydrogenaci cis- dvojnych vazeb zméni na odpovidajici trans- kyseliny
C18:1, které se v tkdnich mohou zpétn€é desaturovat. Pfi maximalni infusi CLA klesala
koncentrace tuku a jeho vytézek v mléce. Bylo to zplisobeno potlacenim tvorby MK s 6 — 16
atomy uhliku.

K zavéru, ze exogenni CLA je v bachoru hydrogenovana, dosli stejni autoti Loor a Herbein
i v dalSim pokusu, kdy kombinovali ptidavek CLA do krmiva se sojovym a fepkovym olejem.
Z vysledkt vydedukovali, ze pro zvySeni obsahu CLA v mlécném tuku je podstatny dostatek
trans-11 C18:1, ktery lze docilit 1 oleji s vysokym obsahem kyseliny olejové (cis-9 C18:1).
Bachorové bakterie izomerizuji kyselinu olejovou na fadu trans- C18:1 kyselin [2]. Lin uvadi,
ze kyselinu linolovou dokaze pfeménit na CLA extrakt z Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus. Extrakt této bakterie rovnéz konvertoval kyselinu olejovou na CLA, ma tudiz
aktivitu izomerasovou i desaturasovou. Vysledky pokusu naznacuji moznost zvySeni obsahu
CLA v mlécnych vyrobceich [33].

2.2.8.2 PreZvykavci

Faktory, které ovliviiuji vynosy CLA v mléce by mély mit ten samy G¢inek na maso. Cesta
biohydrogenace v bachoru je dobfe znama, nicméné UCinky polynenasycenych mastnych
kyselin (PUFA) na individualni enzymy (izomerasa a reduktasa) nejsou zndmy. Zda se, ze n-3
PUFA, které maji tfi az Sest dvojnych vazeb snizuji uc¢innost biohydrogenace zvySenim trans-
18:1 MK v bachoru a mohou tak usnadnit zvySeni vynosu CLA v mlécném tuku.

Krmeni ovei vysokymi davkami a-linolenové kyseliny vede ke zvySeni obsahu trans-18:1
mastnych kyselin v bachoru jako vysledku netplné biohydrogenace. Krmenim mladych vola
celym Inénym seminkem nebo rybim tukem také zvysilo obsah trans-18:1 mastnych kyselin
v lipidech svalti.
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Zvyseny obsah trans-18:1 MK v bachoru by mohl byt indikaci snizené t€innosti procesu
biohydrogenace pfi preméné trans-18:1 MK na kyselinu stearovou. Na druhé strang, snizeny
ucinek biohydrogenace by také mohl vést k akumulaci meziproduktu biohydrogenace CLA
a umoznilo by CLA byt k dispozici pro zaclenéni do lipidt tkani [4].

K podpofte této hypotézy, Enser a kolegové ukazali, ze jak Inéné seminko tak davky rybiho
tuku zvysily hladinu CLA z 5,7 na 8,0 mg/100 g hovézi svaloviny. Zvyseni CLA bylo dvoj az
trojndsobné vyssi ve srovnani s davkami, které obsahovaly vice nasycené tuky (3,2 mg/100 g
svaloviny). Dlouhy fetézec n-3 PUFA v rybim tuku zptisobil, Ze hovézi dobytek byl silnéjsi
nez pii konzumaci Inéného seminka. Lnéné seminko zvysilo hladinu CLA v lipidech svali,
protoze mélo mnohem vétsi obsah n-3 mastnych kyselin (bohaté na 18:3 n-3) nez rybi tuk
(bohaty na 20:5 n-3 a 22:6 n-3) [34].

Krmeni dobytka n-3 PUFA by mohlo mit za nasledek dvojnasobny zisk. Za prvé,
poskytnuti bohatych zdroji n-3 PUFA dobytku by zvysilo obsah CLA nejen v hovézim mase,
ale také v mlé¢ném tuku. Za druhé, pfinosem CLA je dale zvySeni hladiny n-3 PUFA v mase
diky krmeni dobytka Inénym seminkem a rybim olejem. Modifikované hovézi maso
obsahujici vys§i hodnoty obou nutraceutickych mastnych kyselin je hlavnim ptikladem
funkéni potravy poskytujici zdravotni vyhody.

Bohuzel, existuje silnd korelace mezi koncentraci CLA a trans-18:1 MK jak v mléce tak
v hovézim mase. Trans-18:1 MK je znama tim, Ze zvySuje hladinu LDL cholesterolu v krvi
a jakékoliv zvysSeni trans-mastnych kyselin by mohlo byt zavaznym rizikovym faktorem
kardiovaskularnich chorob. Maly ptispévek trans-18:1 MK v hové€zim mase by byl o to méné
vyznamny, protoze margarin a produkty obsahujici hydrogenované rostlinné oleje poskytuji
v potravé mnohem vice trans-18:1 MK [4].

2.2.8.3 Prasata

Pouziti CLA ve vyZzive prasat se t¢si relativné vys$S§imu zajmu. Vedle pokusti zaméfenych
na vliv CLA na rust, konverzi krmiva a obsah CLA v mase existuji 1 studie, které maji spiSe
charakter zdkladniho vyzkumu. Napi. Kramer a kol. zjistovali distribuci izomerdt CLA
pfidané do krmiva v mnoZstvi 2 % v rtiznych skupinach tkanovych lipidi. Shodu s profilem
izomert CLA diety pozorovali pouze u vnitiniho tuku. Fosfolipidy jater byly obohaceny o ¢9,
t11 CLA, dalsi frakce lipidl jater nikoliv. Lipidy srde¢niho svalu (vyjma triacylglycerolit)
byly obohaceny o c11, t13 CLA [2]. Ve jiné studii Thiel-Cooper a kol. pfidavali az 1 % CLA
do krmiva prasat po dobu vykrmu od 26 do 116 kg. CLA zvysSila hmotnostni pfiristky
a zlepsila konverzi krmiva. Rovnéz snizila vysku hibetniho tuku. S rostoucim pifidavkem
CLA rostl obsah CLA v podkoznim tuku 1 libové tkani. Pomér izomert ¢9, ¢t11 a ¢10, c12 byl
v tkdnich vyssi nez v dieté [35].

Také Wiegand a kol. pozorovali snizeni tlouStky hibetniho tuku u prasat ptfijimajicich
CLA (0,75 %) v krmivu. CLA nesignifikantn€ zvysila rychlost rlstu a signifikantné zlepsila
konverzi krmiva [2]. Dalsi prace Smith a kol. je pfinosna tim, Ze prokazuje inhibi¢ni u€inek
CLA na tkanovou desaturaci nejen vypoctem indexu desaturace, ale i pfimym méfenim
aktivity stearoyl-CoA desaturasy. Toto méfeni je narocné. Vyzaduje izolaci mikrosomalni
frakce bun¢k ultracentrifugaci a préci s radioaktivitou. V tukové tkani se tentokrat vice
ukladal izomer ¢10, ¢12 CLA nez ¢9, t11 CLA [36]. Zavérem je moZzno zminit praci Corino
a kol., ktera sice konstatuje, ze CLA nemd vyznamny vliv na rlst prasat a kvalitu masa, avSak
uvadi, ze zmény ve sloZzeni MK zlepsuji technologické vlastnosti masa [2].
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2.2.8.4 Driibez

Jini badatelé studovali vliv CLA na slozeni mastnych kyselin ve vaje¢ném zloutku
a kvalitu vajec. V nedavném experimentu, Watkins a kol. podali slepicim Single Comb White
Leghorn, druhu vyslechténém clovékem, gelové kapsle obsahujici 1 g bud’ CLA (55 az 56%
CLA) nebo svétlicového oleje. Téchto 40 slepic bylo rozdéleno do Ctyi skupin: skupina 1
slouzila jako kontrolni (nedodaval se ji olej), skupina 2 dostala jednu kapsli CLA kazdy druhy
den, skupina 3 dostala jednu kapsli CLA kazdy ¢tvrty den a skupina 4 dostala jednu kapsli
svétlicového oleje kazdy druhy den. Piidavek CLA neovlivnil snaSeni vajec, ale ovlivnil
mnozstvi CLA ve vajecnych zloutcich. MnoZstvi CLA kolisalo v rozmezi 0,7 az 1,2 %
celkovych mastnych kyselin obsahujicich riizné izomery (¢, ¢/t ,c¢ 9,11, ¢10,c12, ¢9,c11
a c10,c12). Ve studii déle zjistili, ze se obsah CLA ve Zloutku snizil béhem dlouhodobého
skladovani az 6-ti mésicii pti nizké teploté (4 az 6°C) [4].

Utinky CLA (az 1,5 %) u kufecich brojlerti popisuji Szymczyk a kol. CLA signifikantng
snizila pfijem krmiva a rychlost riistu, zejména pfi vyssi koncentraci v krmivu. Rovnéz snizila
ukladani abdomindlniho tuku. CLA déle zvysila podil nasycenych MK na tikor nenasycenych
MK v tkanovych lipidech a jeji koncentrace v tkanich byla pfimo umérna koncentraci
v krmivu. Pozornost byla vénovana 1 raiznym u¢inktim CLA u nosnic. Jednim z divodi byla
i snaha, ovéfit prestup CLA do vajec scilem, ucinit tento produkt zajimavéjSim
pro spotiebitele [2]. Vysledky rozsahlého pokusu zvetejnili Raes a kol. Autofi pouzili dva
ruzné preparaty CLA liSici se pomérem izomerti. CLA v mnozstvi 1 % diety kombinovali
s olejem sojovym, Inénym nebo zivoc¢iSnym tukem. CLA neméla vliv na pfijem krmiva,
snasku a obsah cholesterolu v Zloutku, signifikantné vSak zvysila nasycené MK na tkor
mononenasycenych MK a kyseliny arachidonové. Obsah CLA v Zloutku ¢inil az 5,3 % MK.
Izomer ¢9, t11 CLA se inkorporoval ve vétsi mife nez ¢10, c12 CLA. V jednom vejci bylo 130
— 250 mg CLA. Ke zméng¢ profilu MK stacilo 10 dnti [37].

Dalsi prace predstavuje studie Spanélskych autorii. Alvarez a kol. kombinovali pfidavek
CLA (1-5 gkg™) s rybim olejem. CLA neméla vliv na produkci vajec, zvysila viak obsah
nasycenych MK a PUFA ftady n-3 v Zloutku na ukor MK mononenasycenych. CLA se
do vajec dobfe ukladala. Jeji retence ve vejcich Cinila 15,1 % ptijmu. Ptidavek rybiho oleje
retenci CLA snizoval.

Velké zmény v profilu MK byly pozorovany jiz pti piidavku pouze 1 g CLA/kg krmiva.
CLA také zvysila tuhost Zloutku po uvafeni, pficemz ptidavek rybiho oleje tuto zménu
neovlivnil [2]. Pfinosna je 1 prace, kterou publikovali Husvéth a kol. Nosnice v jejich pokuse
prijimaly 1,1 g CLA/den. Obsah CLA v Zloutku se zvysil jiz po tydnu podavani. Retence
CLA ve vejcich byla cca 9 %. CLA zvysila zastoupeni nasycenych MK palmitové a stearové
v zloutku a jatrech, ne vSak v tukové tkani. Z toho autofi usuzuji nizkou aktivitu desaturas
v tukové tkéani nosnic. V Zloutku, jatrech i1 tukové tkani vyrazné prevladal izomer ¢9, 11 CLA
nad ostatnimi [38].

Ptehlédnout nelze ani praci kolektivu Yang a kol., kterd se zabyva distribuci izomertt CLA
v tkanich nosnic v jejichz dieté bylo 1,68 % CLA. CLA se ukladala ve vSech tkdnich vyjma
mozkové. V jatrech piedstavovala 2,8 % MK, v mase méné¢, v tuku 4,1 % MK. Ukladani CLA
v tkanich bylo pro riizné izomery selektivni. Obsah cis-trans izomert byl v tkdnich nizsi nez
v krmivu. Obsah trans-trans izomert byl naopak vyssi. Je mozné, ze trans-trans izomery se
metabolizuji pomaleji a v tkanich proto pretrvavaji déle [2].
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2.2.8.5 Kralici

V roce 1994 Lee a kol. popsali G¢inky CLA podavané dospélym kralikim v mnozstvi 0,5
g/den po 22 tydnt, soucasné s cholesterolem a rostlinnym olejem. CLA nem¢éla vliv na piijem
krmiva. Béhem pokusu se u kralikti zvySoval obsah triacylglyceroli a cholesterolu v plasmé.
CLA snizila koncentraci cholesterolu, ale az po 10 tydnech podévani. Po 8 tydnech CLA
snizila rovnéz koncentraci triacylglycerolt. U krélik pokusné skupiny bylo sniZzeno ukladani
cholesterolu v aorté. V obdobn¢ usporfddaném experimentu Kritchevsky a kol. zjistili,
7e k prevenci atherogeneze sta¢i i nizka koncentrace CLA, pouze 1 g'kg™ krmiva.

Corino a kol. do krmiva kralika ptidavali CLA az 0,5 % po dobu 3, 5 a 7 tydn. CLA
neméla vliv na rust ani spotfebu krmiva. V plasm¢ CLA signifikantné snizila koncentraci
triacylglycerolti a cholesterolu a nesignifikantné¢ zvysila aktivitu leptinu. U kralikt, ktefi
dostavali CLA 7 tydni doslo k sniZeni hmotnosti ledvinového tuku. Jiné jatecné parametry
ovlivnény nebyly. Maso kralikt, ktefi ptijimali vice CLA m¢élo lepsi oxidacni stabilitu.

V navazujicim pokuse, se stejnym metodickym uspoifddanim Corino a kol. potvrdili,
ze CLA nema vliv na rist, pfijem krmiva a konverzi krmiva u kralikt. Jisty vliv CLA
na kvalitu masa existuje. CLA signifikantné zvysila obsah vody v mase a pomér voda/protein.
CLA také signifikantn¢ snizila obsah tuku v mase u kralika s nejvyssi porazkovou hmotnosti
3,1 kg [2].

2.2.8.6 Ryby

Ryby jsou dllezitym zdrojem potravnich proteint a prospéSnych mastnych kyselin, které
slouzi jako dulezité spojeni mezi pfijmem 3 PUFA a sniZzenim rizika rakoviny a vyskytu
arteriosklerdzy [4]. Twibell a kol. testovali uinky potravni CLA na rust ryb, kompozici
tukovych mastnych kyselin a ulozeni tuku v téle, poskytnutim potravy obsahujici CLA (0,5,
0,75, a 1,0 % z celkové potravy) mladym kiizencim okouna pruhovaného. Po 8 tydnech
krmeni touto potravou, ryby, které dostavaly CLA (0,5 a 0,75 %) vykazaly sniZzeny piijem
potravy bez zjevné zmény rustu.

Nicméné, ryby na 1,0% CLA dieté dosahli mensi vdhy ve srovnani s rybami na kontrolni
diet¢. Izomery CLA byly detekovany v jatrech a svalech ryb. Celkova koncentrace CLA
v jatrech u ryb krmenych 0,5, 0,75, a 1,0 % CLA byla 2,8, 2,5, a 5,8 % mastnych kyselin.
O vice CLA byly obohaceny svaly ryb, které obsahovaly 3,4; 4,4; a 8,1 % CLA celkovych
mastnych kyselin. Rybi intraperitonealni tuk (intraperitonedlni tuk x 100/vahu téla) byl
podstatné snizen u ryb krmenych 1,0 % CLA [39].

2.2.8.7 Rostlinné oleje

Rostlinné oleje by mohly byt obohacené¢ o CLA selektivni hydrogenaci. Po 60 minutach
selektivni hydrogenace bylo slozeni mastnych kyselin u ¢astecné hydrogenovaného sojového
oleje téméf identické s ptivodnim olejem (az na malou zmén v hodnotach jodu). Proto je
mozné vytvorit vyssi obsah CLA v sdjovém oleji bez zmeény koncentrace hlavnich mastnych
kyselin za pouziti limitni (30 az 60 min) selektivni hydrogenace [40].

Vznik CLA béhem hydrogenace velmi zavisi na typech a dobé trvani hydrogenacniho
procesu. Selektivni hydrogenaci by se obsah CLA mohl zvysit az na 98 mg-g ' oleje. Obsah
CLA, vyplyvajici z testli pouzivajicich selektivni hydrogenaci sdjového oleje, byl mezi
nejvyssimi zaznamenanymi v potrave.
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Ackoliv by CLA mohla byt vyrdbéna touto metodou, distribuce izomert byla tplné odlisna
od pfirozen¢ se vyskytujici CLA nalezené v potravinach ze zvifat. Hydrogenovany sojovy olej
v této studii obsahoval vysoké hladiny trans,trans CLA izomera v hodnotach od 32,8 do 60,2
%. Procento izomerti CLA ¢9,¢11 a t10,c12 se snizilo se zvySenim ¢asu hydrogenace. Hodnota
vyrabéného rostlinného oleje bohatého na CLA musi byt stanovena poté, co bude dostupnych
mnohem vice informaci o biochemickych a fyziologickych ucincich jednotlivych izomert
CLA [4].

2.2.9 Analytické stanoveni CLA

Analyzy CLA v potravindich a dalSich biologickych vzorcich doprovazi smérnice
pro stanoveni slozeni mastné kyseliny s diirazem na derivatizaci metody. Konjugované dvojné
vazby v CLA jsou mén¢ stalé nez methylenové prerusené dvojné vazby v LA. Uvadi se,
ze stabilita CLA je podobné kyselin¢ arachidonové (20:4 n-6) a kyselin¢ dokosahexaenové
(DHA, 22:6 n-3). Pro uspéSnou analyzu je dulezité chranit vzorek CLA pted oxidaci, protoze
mastné kyseliny jsou oxida¢né labilni.

Analyzy lipidi mastnych kyselin maji tii zédkladni kroky: extrakce lipidu, derivatizace
mastné kyseliny a analytické stanoveni. Pro vzorky jako jsou oleje a tuky z rostlinnych
a zvitecich zdroji, extrakce lipidu neni nutnd. Produkty mastné kyseliny pak mohou byt
kvantifikovany chromatografii. Casto se pouziva plynovy chromatograf (GC) a vysoce u¢inny
kapalinovy chromatograf (HPLC).

Nejvice se pro analyzu mastnych kyselin pouzivaji MEMK. Pro pifipravu MEMK je
dostupnych mnoho metod, ale jen malo jich je vhodnych k analyzam CLA [4]. Obecné
se MEMK ziskavaji alkalicky katalyzovanou methanolyzou oleja [41].

Derivatizace mastné kyseliny je kritickd Cast jakékoliv analyzy mastné kyseliny.
Pro piipravu MEMK mohou byt pouzity jak kyseliny, tak alkalické katalyzatory. Kyselina
katalyzuje metody obsahujici BF; (10 az 14 %, w/v) v methanolu, BCl; (10 %, w/v)
v methanolu, bezvodou HCI (5 %, w/v) v methanolu a koncentrovanou kyselinu sirovou (1 az
2 %, v/v) v methanolu. Dvé zdkladni metody katalyzy vyuzivaji 0,5 N methoxid sodny
a tetramethylguanidin (TMG) v methylalkoholu (1:4, v/v).

Alkalické katalyzy ucinkuji 1épe na lipidy obsahujici mastné kyseliny s jedinym
konjugovanym dienem. Izomerizace a artefakty nejsou produkovany kdyz jsou jako
transesterifikacni ¢inidlo pouzivany methoxid sodny nebo TMG; nicmén¢, nemethyluji volné
mastné kyseliny, ale mastné kyseliny spojené N (amidovou vazbou). Ackoli piivodni autor
metody TMG tvrdil, ze tato metoda pracuje dobie s volnymi mastnymi kyselinami, nedavné
testy ukézaly rGzné vysledky. Z téchto vysledkt plyne, ze TMG neni ucinny v methylaci
volnych mastnych kyselin a fosfolipidi. Tyto metody nejsou vhodné pro vzorky s vysokymi
Cisly kyselosti (vysokymi obsahy volnych mastnych kyselin) [4].

Jiz davno predtim, nez se CLA stala predmétem fyziologicky zaméfenych studii, byla
znama coby meziprodukt bachorové hydrogenace polynenasycenych MK. Plynové
chromatografy byly v t¢ dobé vybaveny napliiovymi kolonami, jejichz separac¢ni ucinnost
nebyla dostatecnd k rozdéleni celé¢ho spektra MK, které se v biologickém materidlu nachazi.
produktii hydrogenace nenasycenych MK tak, jak je uvadi Mills a kol. Plynovou
chromatografii rozdélili MK na monoenové, dienové a trienové. Tyto frakce rozdélili
chromatografii na tenké vrstvé silikagelu impregnovaného AgNOs;. Impregnace stiibrnymi
ionty umoznuje délit cis- a trans- izomery.
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Di- a trienové frakce redukovali hydrazinem na monoeny, ty opét d€lili na tenké vrstveé
a po eluci skvrn oxidovali monoeny KJO4/KMnO4 kvilli zjisténi polohy dvojné vazby.
Vzniklé dikarboxylové kyseliny esterifikovali methanolem a dimethylestery identifikovali
plynovou chromatografii [2].

Sklenéna kapildra plynového chromatografu s FFAP (faze pro volné mastné kyseliny)
pokrytym sloupcem byla uzivana pro ur€ovani izomernich nenasycenych mastnych kyselin
v pozivatelnych tucich. Dasgupta a kol. podali zpravu o pouziti chloridu zelezitého
v methylalkoholu jako ¢inidla k pfeméné mastné kyseliny na jejich methylestery po 10 min
zpétného toku pfed analyzami na plynovém chromatografu a Wilson popsal rychlou metodu
plynové chromatografie pro urceni kyseliny v oleji fepkového semena za ucelem vyhoveét
legislativnim pozadavkim [42].

Zjednoduseni analyzy bylo umoznéno zavedenim 60 m a 100 m kapilar. Na plynovém
chromatografu Ize pfimo stanovit 2 az 4 izomery CLA. Dokonalejsi rozd€leni izomera CLA
je mozné pomoci HPLC po vybaveni sptazenymi (2 i vice) kolonami s néplni impregnovanou
sttibrem (opét, pro dé€leni cis- a trans- izomera). S detektorem UV-VIS jsou pii 232 nm
detekovany pouze MK s konjugovanym systémem dvojnych vazeb. Podle jemnych rozdili
v absorpénim maximu lze rozlisit izomery cis-cis, cis-trans a trans-trans. U&innost tohoto
postupu doklada prace, ve které jeji autofi v mase byki identifikovali 14 izomert CLA [2].

Separace izomera trans-7,cis-9, cis-9,trans-11, a trans-8,cis-10 CLA byla studovana také
GC na 200 m dlouh¢ kapilarni koloné pokryté kyanopropyl silikonovou fazi pfi 130 °C.
RozliSeni téchto CLA izomeru ziskanych pii danych experimentalnich podminkach nebylo
dostatecné vysoké pro pifimé kvantitativni analyzy, ale bylo postacujici pro stanoveni jejich
ploch piku komerénim dekonvolu¢nim (rozd€lovacim) softwarem. Relativni retencni
a rozliSovaci faktory izomert CLA s ptekryvanymi piky stanovenymi pomoci separace smési
komer¢niho standardu CLA stejné jako casti CLA izomeru ziskanych pomoci HPLC
¢astecnou Upravou ovciho mléka, které byli pouzity jako vstupni tdaje v dekonvolucni
proceduie. Mléko ovci, které byly paseny, s vy$sim obsahem izomeru cis-9,trans-11 ukazaly
vyS$si obsah trans-7,cis-9 pravé tak jako trans-8,cis-10 CLA izomery ve srovnani s mléénym
tukem dokonale promisenych pomért (TMR) krmnych smési ovci. U vzorku kravského
mléka, které méli nizs$i obsah CLA, Zadny takovy znak nebyl evidentni [43].

Dalsi techniky mohou byt uzivany pro ur€ovani strukturni konfigurace neznamych izomert
CLA, kter¢é mohou byt méné casové narocné nez kombinovani rozbort GC a HPLC.
Pro ziskani vétSiho detailu izomeru CLA, mohou byt pouzity nasledujici metody: GC-
elektronova ionizace s hmotnostni spektrometrii (GC-EIMS), GC-ptimé vloZeni-Fourierova
transformace infracervené spektroskopie (GC-DD-FTIR) [4]. Za pouZiti téchto, metod byly
nalezeny v tukové tkani metyl ester a 4,4-dimethyloxazolin (DMOX) derivaty geometrickych
izomert cis-9, trans-11 a trans-9, trans-11 oktadekadienové kyseliny a dva minoritni izomery
trans-9, cis-11- a cis-9, cis-11-oktadekadienové kyseliny [21].

Dale se pro ziskani vétsiho detailu izomeru CLA pouzivéa nuklearni magneticka resonance
(NMR) a PC NMR [4]. Komeréng dostupnd smés CLA se Casto skladd z témér stejného
mnozstvi cis-9, trans-11a trans-10,cis-12 izomertd. Rozd¢€leni téchto dvou izomert je velmi
dualezité, protoze kazdy izomer ma rtizné biochemické vlastnosti. Vysoce u¢inné rozdéleni by
mohlo byt provedeno krystalizaci téchto izomerli v acetonu v pfitomnosti mastnych kyselin
o stfedni délce tetézce (MCFA). Piidani kyseliny laurové a dekanové mélo za nasledek
krystaly pfevazné obsahujici izomer ¢10,c12, kdezto v pfitomnosti kyseliny oktanové
vykrystalizoval pfevazné izomer 9,11 [44].
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2.3 Plynova chromatografie

V této praci byla pro stanoveni CLA a linolové kyseliny pouzita GC.

2.3.1 Princip

Plynova chromatografie patii mezi separacni metody, pii nichz dochézi k distribuci plynt
a par separovanych latek mezi mobilni a stacionarni fazi [45]. Stacionarni faze je
nepohyblivd, mobilni faze je pohybliva [46]. Cilem chromatografického procesu je rozdélit
vzorek na jednotlivé slozky. Nosny plyn protékéd kolonou a unasi s sebou nasttiknuty vzorek.
Pti tom dochdzi k interakci mezi vzorkem a stacionarni fazi, pti cemz jsou jednotlivé slozky
ruzn¢ pevné zadrzovany. Podle stupné zadrzeni pak vystupuji diive ¢i pozdéji [45]. Slozky
opoustéjici kolonu vstupuji do detektoru. Signal z detektoru se vyhodnocuje a z Casového
prubéhu intenzity signalu se urci druh a kvantitativni zastoupeni slozek [46].

Doba, kterd uplyne od okamziku vneseni vzorku do vystupu inertni, nesorbované slozky,
se nazyva mrtvy cas (tv) a doba prichodu sorbované latky se oznacuje jako retencni (elucni)
cas (tr). Metodu plynové chromatografie 1ze pouzit k déleni latek, které se pti zplynovani
nerozkladaji ani nepodléhaji jiné nezadouci zméné slozeni [45].

2.3.2 Instrumentace plynového chromatografu

Plynovy chromatograf se skldda z Cisticiho zafizeni, regulatori pouzivanych plynt,
davkovace, kolony, detektoru, vyhodnocovaciho zatizeni a termostatu.

Schéma plynového chromatografu [47]

Termostat
Eolona
| S
Zdroj Detektor
nosného
plymu
Davlkovat Vyh:;g?igzlul;racl

2.3.2.1 Zdroj nosného plynu

Mobilni fazi v plynové chromatografii je plyn. Protoze se mobilni faze Gcastni prenosu
latek chromatografickou kolonou, vZzil se pro néj nadzev nosny plyn [48]. Zdrojem nosné¢ho
plynu je tlakova lahev obsahujici vodik, dusik, kysli¢nik uhli¢ity, helium nebo argon. Volba
nosného plynu je ur¢ena druhem kolony a detektoru [46, 45].

2.3.2.2 Cistici zafizeni

Cistici zafizeni zachycuje vlhkost a neéistoty v nosném plynu. Zbavuje nosny plyn
nezadoucich stop ostatnich plynt. Zejména odstraiiuje stopy reaktivniho kysliku, ktery
nevratné poskozuje stacionarni fazi v kolon¢ [46].
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2.3.2.3 Regulacni systém

Regulaéni systém zajiStuje stdly nebo programové se meénici prutok nosného plynu.
Elektronickou regulaci Ize docilit stanoveného priitoku i pfi zménach teploty béhem separace
[46].

2.3.2.4 Davkovac

Déavkovac slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosné¢ho plynu. Technika davkovani musi
zajistit odpateni vzorku v co nejkrat$im Case. Roztoky davkujeme injekénimi stiikackami (0,1
— 10 pl) ptes pryzové septum. Pro plynné vzorky se pouZzivaji plynotésné injekéni stiikacky
nebo obtokové davkovaci kohouty riznych konstrukci [46].

Davkovani vzorku se provadi:

Davkovani s délicem toku (split injector) — u vzorki obsahujicich velké mnozstvi analyzo-
vanych komponent, pro vlastni analyzu je pouzivano 0,1 - 10 % vzorku a zbytek je oddélen
do odpadu.

Davkovani bez délice toku (splitless injector) — pii analyze zfedénych vzorki, pouziva se asi
80 % vzorku, aby se zabranilo rozsifovani zony, tzv. ,,chvostovani pika“.

Davkovani primo do kapilarni kolony (on column injector) — pro analyzu vzorkd, jejichz
slozky se tésn¢ nad bodem varu rozkladaji [49].

2.3.2.5 Kolona

Vlastnosti chromatografické kolony rozhoduji o kvalit¢ a kvantité informaci, které lze
jejim pouzitim ziskat [45]. Chromatografické kolony v plynové chromatografii lze
charakterizovat jako napliiové a kapilarni [48].

Napliiové kolony — jsou trubice, které mohou byt naplnéné jak tuhym zrnitym adsorbentem,
tak kapalinou zakotvenou na vhodném nosici. Klasické napliové kolony se nejCasteji vyrabéji
z nerezové oceli, hliniku, Teflonu, polyethylenu a skla. Mikrondpliiové kolony se nejcastéji
vyrabéji ze skla [48].

Kapilarni kolony — vyuzivaji jako nosice stacionarni faze své vnitini stény [46]. NejCastéji se
vyrabéji ze skla, taveného kfemene a nerezové oceli.

Kapilarni kolony délime na:

WCOT (Wall Coated Open Tubular) — kolony s kapalinou zakotvenou na vnitinich sténach
kapilarni trubice.

SCOT (Support Coated Open Tubular) — kolony s kapalinou zakotvenou na nosici, ktery je
zachyceny na vnitinich sténéach kapilary.

PLOT (Porous Coated Open Tubular) — kolony s adsorbentem, ktery je zachyceny
na vnitinich sténach kapilary [48].

2.3.2.6 Termostat

Termostat zajiStuje dostateCné vysokou teplotu davkovace, kolony a detektoru, aby byl
vzorek udrzen v plynném stavu. Davkovac a detektor maji zpravidla vlastni fizené zahfivani.
Konstantni teplota pro izotermicky proces je vyuzitelna, neli$i-li se analyty piili§ svymi
teplotami varu [46].
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2.3.2.7 Detektor

Detektory jsou zafizeni, jejichz tkolem je detekovat v nosném plynu slozky, které
opoustéji chromatografickou kolonu [48]. Reaguji na zménu sloZeni plynu, ktery jim prave
prochazi [45]. Od detektoru se vyzaduje rychld odezva, velka citlivost a stabilita zakladniho
signalu. Podle dé&jii probihajicich pti detekci je mozno detektory rozdélit na nedestrukcni
a destrukéni.

Nedestruk¢ni detektory — latka prochazi detektorem bez toho, aniz by se chemicky zménila.
Mezi tyto detektory patii napf.: tepelné vodivostni detektor (TCD), detektor elektronového
zachytu (ECD), argonovy a heliovy detektor.

Destrukéni detektory — latka se pii detekci ireverzibilné zmeéni. Patii sem plamenovy
ionizacni detektor (FID), termoionizacni detektor (TID), plamenovy ionizacni detektor
s alkalickym kovem (AFID) [46, 48].

FID (Flame lIonization Detector) — je nejpouzivanéj$i detektor v plynové chromatografii.
V plazm¢é vodikového plamene, ktery hoifi mezi dvéma elektrodami, dochdzi k ionizaci
molekul vymyvanych zkolony. Tepelnou energii, kterd se uvoliiuje pii hotfeni, se Stépi
chemické vazby organickych latek za vzniku radikéli, které reaguji s vodikem v redukéni
z6n& plamene za vzniku radikaltt ‘CH. Tyto radikaly se v oxida¢ni zon& plamene oxiduji
za vzniku iontt CHO" a elektrontl, coZ je rozhodujici pro odezvu detektoru. FID neni citlivy
na slouceniny, které termickym Stépenim neposkytuji radikaly ‘CH.

TCD (Thermal Conductivity Detector) — principem detekce je odvod tepla z rozzhaveného
odporového vldkna plynem vytékajicim z kolony.

ECD (Electron Capture Detector) — principem ECD je zachycovani -elektrona
elektronegativnimi atomy, funkénimi skupinami nebo molekulami.

TID (Thermal Ilonization Detector) a AFID (Alkali-Flame lonization Detector) — principem
detekce je méfeni koncentrace iontil alkalického kovu v efektivnim prostoru detektoru [46,
48].

2.3.2.8 Vyhodnocovaci zarizeni

Vyhodnocovaci zafizeni zpracovava signal z detektoru, zakresluje chromatografickou
ktivku (chromatogram) a provadi jeji vyhodnoceni [46]. Z chromatogramu muzeme ziskat
informace pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu a pro hodnoceni ucinnosti separacniho
systému. [48].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni

3.1.1 Chemikalie

- Heptan CHROMASOLV™ >99 %, SIGMA ALDRICH

- Methanol p. a., LACH-NER, s.r.o

- Methyloranz indikétor, FISHER SCIENTIFIC, spol. s.r.o.

- Hydroxid draselny p. a., LACHEMA, a.s., Brno, zavod Neratovice
- Kyselina sirova chem. Cistd (min. 96%), LACHEMA, a.s., Brno.

- Standard — smés methylestert mastnych kyselin, SUPELCO

3.1.2 Plyny

- Dusik 5.0 SIAD v tlakové lahvi s reduk¢énim ventilem a kovovou membranou
- Vodik 5.5 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem
- Vzduch 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem pro kyslik

3.1.3 Pristroje

- Analytické digitalni vahy HELAGO, GR-202-EC, Italie

- Chladnicka s mrazni¢kou Amica, model AD 250

- Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest Italia S. p. A., Italie) s plamenové
ioniza¢nim detektorem, opatteny split/splitless injektorem a kapilarni kolonou SP™-2560
(100m x 0,25mm x 0,2pum).

- Pocita¢ PC, Intel Pentium Procesor

- Susarna MEMMERT

- Topné hnizdo LTHS 200

3.1.4 Pracovni pomicky

- Vialky o objemu 2 ml se Sroubovacimi uzavéry a septy
- Injekeni stiikacka HAMILTON 10 pl

- Mikropipety Biohit-Proline o objemu 0,5 — 1000 pl

- Drzéky, stojany

- Kadinky, destila¢ni banka

- Odmérné banky, odmérné valce

- Zpétny chladic, délici nalevka

- Spachtle, 1zice, ty¢inky

- Gumov¢ rukavice, ochranné bryle

- Varné kaminky, pryZové hadice

- Parafilm (4 IN. x 125 FT. Roll), Pechiney Plastic Packaging, MENASHA

3.2 Pouzité standardy a vzorek

3.2.1 Standard ¢. 1

Nazev vyrobku: Methyl linoleate
Znacka: Sigma Aldrich
Koncentrace: 0,22 mg-ml™' n-heptanu
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3.2.2 Standard ¢€. 2

Nazev vyrobku: Linoleic acid, conjugated methyl ester
Znacka: Sigma Aldrich
Koncentrace: 250 mg-ml™ n-heptanu

3.2.3 Vzorek

Nazev vzorku: CLA

Znacka: Vitaland

Cislo SarZe: 071123

Expirace: 15.11.2009

SloZeni: smés nenasycenych mastnych kyselin, konjugovana kyselina linolova, Zelatina,
barviva (oxidy Zeleza, titanova béloba)

SloZeni 1 kapsle: smés nenasycenych mastnych kyselin 1000 mg z toho CLA 600 mg.

3.3 Priprava

3.3.1 Priprava standardu

Standardy byly fedény heptanem na pozadované koncentrace a nasledné byly méteny tak,
aby uplynula mezi fedénim a analyzou co nejkrat$i doba. Natfedéné standardy totiZ nemohou
byt dlouho uchovavany v lednici, protoze dochazi ke ztratdm zplsobenym tékavosti nejen
obsazené mastné kyseliny, ale také heptanu. Tékavost MK se d4 omezit uchovavanim
v mrazéaku ve vialkach se Sroubovacimi uzavéry opatfenymi plynotésnym septem, piipadnym
potazenim folii.

3.3.2 Priprava vzorku

Vzorek byl nejprve izolovan ztobolky postupem uvedenym nize a pfed analyzou byl
nafedén n-heptanem na potiebnou koncentraci.

Izolace MK ze vzorku - esterifikace pomoci methanolového roztoku KOH:

Princip: Triacylglyceroly jsou reesterifikovany methanolem na methylestery mastnych
kyselin, které se stanovi plynovou chromatografii [50].

Priiprava roztoku: 0,5 M roztok hydroxidu draselného v methanolu: 14 g pevného hydroxidu
draselného se rozpusti ve 10 ml destilované vody a doplni na objem 500 ml methanolem.
0.1% methyloranz: 0,1 g methyloranZe se rozpusti ve 100 ml destilované vody.

Postup: K tobolce CLA o hmotnosti 1,4009 g bylo kvantitativné pfidano 20 ml
methanolového roztoku hydroxidu draselného a tobolka byla zmydeliiovana po dobu 30 minut
pod zpétnym chladicem. Po ochlazeni byla reakéni smés neutralizovana koncentrovanou
kyselinou sirovou na methyloranz az do rizového zbarveni. Po neutralizaci byla pifidana
kapka kyseliny sirové navic a poté byla provedena reesterifikace varem po dobu 30 minut
pod zpétnym chladicem. Po ochlazeni byly methylestery mastnych kyselin vytfepany 10 ml n-
heptanu. Methylestery CLA byly az do analyzy plynovou chromatografii uchovavany
v lednici [50].
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3.4 Analyza methylesterii mastnych kyselin

Standardy i vzorek byly po nafedéni davkovany rucné injekéni stiikatkou HAMILTON
do plynového chromatografu TRACE GC (ThermoQuest Italia S. p. A., Italie) a proméfovany
za téchto podminek:

- Nosny plyn: Dusik; optimalni pritok 1,2 ml-min™.

- Déavkovani: ruén€ — 1l ; splitless injection.

- Teplota injektoru: 250 °C.

- Teplotni program: 60 °C, 2 minuty; vzestupny gradient 10 °C za minutu do 220 °C s vydrzi
20 minut.

- Kolona: Kapilarni; SP™.2560 o rozmérech: 100 m x 0,25 mm x 0,2 um.

- Detektor: Plamenové ionizaéni (FID), 220 °C; pritok vodiku 35 ml-min™, vzduchu
350 ml-min”', make-up dusiku 30 ml-min”".

- Celkovéa doba analyzy: 38 minut.

3.5 Metrologické charakteristiky metody

3.5.1 Validace

Validace je proces, pfi némz se urcuje vhodnost pouziti daného analytického systému
pro ziskani relevantnich dat. Pii validaci metody posuzujeme, zda parametry metody jsou
srovnatelné s pozadavky na analyticka data a vysledky. Mezi validované parametry patfi:
specificnost, selektivita, kalibrace, linearita, citlivost, mez detekce, mez stanovitelnosti,
robustnost metody, spravnost (vytéznost) a piesnost (opakovatelnost, reprodukovatelnost)
[51]. Validace je zjednoduSené¢ feceno ovéieni platnosti zvolené¢ho analytického postupu
(metody) [52].

3.5.2 Validované parametry

3.5.2.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost je mira té€snosti souhlasu mezi vysledky posloupnosti nezavislych méfeni
stejného vzorku analytu provedenych stejnou metodou, stejnym pracovnikem, na stejném
piistroji, na stejném misté, za stejnych podminek v kratkém casovém intervalu.
Opakovatelnost je vlastnosti metody, ne vysledku. Podminky opakovatelnosti jsou ty,
pii nichz se nezavislé vysledky zkousek ziskaji toutéZ metodou, na identickych zkouSenych
jednotkach, v téze laboratofi, tymz operdtorem, za pouZiti téhoz vybaveni, béhem kratkého
¢asového rozmezi [53].

Aritmeticky priomér - X
Aritmeticky primér X je nejlepSim odhadem stfedni hodnoty [54].

n...... je pocet méfeni.
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Smérodatna odchylka - s

Rozptyleni jednotlivych hodnot x; okolo priméru x je zpravidla charakterizovano
hodnotou smérodatné odchylky. Smérodatna odchylka (SD) je tedy mirou ptresnosti vysledka
stanoveni [55].

1 2 32
5= x -z (2
T
Relativni smérodatnda odchylka - s,

Relativni smérodatnd odchylka (RSD) se pouzivd pro porovnani smérodatné odchylky

s primérem série méfeni. RSD vyjadiuje smérodatnou odchylku jako procento z priméru
[51].

100 (3)

3.5.2.2 Linearita

Linearita analytické metody je schopnost ziskat vysledky zkouSek, které¢ jsou (v daném
rozsahu) pifimo umérné koncentraci stanovované latky ve vzorku [51]. Vztah zavisle
proménné (obvykle urCované meéfenim) k nezavisle proménné, (jejiz spravné hodnoty zname)
je regresni zavislost [56].

Linearni regresni zavislost je vyjadiena vztahem:

y=a+bx (4)
a...... usek posunuti
b..... smérnice kalibra¢ni pfimky (regresni koeficient) [52].

Pokud je hodnota zévisle proménné i nezavisle proménné urCovana métenim, jejich vztah
je nazyvan korelaci [56] Pro linearni zavislost se pak mize korelacni koeficient » odhadnout

takto:
2 (x5}

T EEzw) ®)

Pro pocet vzorkii znamého obsahu analytu x; se ur¢i odpovidajici intenzita signalu y;, pak
pro kazdou z namétenych hodnot se vypocita odchylka od priméru ¥, =y, -y a X, =x, -X,

kde y je prumér hodnoty y; a X je prumér hodnoty x;.
Hodnota korela¢niho koeficientu nesmi klesnout po hodnotu 0,98 [52].

3.5.2.3 Mez detekce

L4

ve vzorku, které jsme schopni detekovat, ale které neni nutné kvantifikovatelné jako exaktni
hodnota. [51].

U separa¢nich metod se pouZziva k vypoctu meze detekce velikost hodnoty signalu slepého
pokusu. Podminkou je, ze jsou k dispozici chromatogram slepého pokusu a smérnice
kalibra¢ni pfimky. Z chromatogramu slepého pokusu se urci maximalni kolisani zakladni linie
v oblasti dané 20-ti ndsobkem polositky piku stanovovaného analytu [52].
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Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné
odli$ny od Sumu a vyjadiuje se jako trojndsobek Sumu zékladni linie:

h
LOD=3.-—+
()
hy...... Sum na zakladni linii
m...... smérnice kalibraéni ptimky (f{(c) = h je zavislost vysky piku na koncentraci) [57].

3.5.2.4 Mez stanovitelnosti

Cvwr

muze byt stanovena s piijatelnou mirou spravnosti a piesnosti [51].

U separacnich metod se pouziva k vypoctu meze stanovitelnosti velikost hodnoty signalu
slepého pokusu. Podminkou je, ze jsou k dispozici chromatogram slepé¢ho pokusu a smérnice
kalibra¢ni pfimky. Z chromatogramu slepého pokusu se ur¢i maximalni kolisani zékladni linie
v oblasti dané 20-ti nasobkem polositky piku stanovovaného analytu [52].

Mez stanovitelnosti odpovida koncentraci, pii které je presnost stanoveni takova,

ze dovoluje kvantitativni vyhodnoceni a vyjadiuje se jako desetindsobek Sumu zakladni linie:

LOQle-h“ (7)
m

hyo..... Sum na zakladni linii
m...... smérnice kalibracni ptimky [57].
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem této prace bylo vypracovat a ovéfit metodu vhodnou pro stanoveni CLA
s vyuzitim GC. Vzhledem k nizké tékavosti se MK vétSinou stanovuji jako estery, nejcastéji
methylestery, nebot’ jsou podstatné tékaveéjsi nez jim odpovidajici kyseliny. Podminky GC
analyzy byly pievzaty zptedchozi diplomové prace, kterd se zabyvala problematikou
stanoveni MK v potravinach [58].

4.1 Optimalizace pracovnich podminek v plynové chromatografii

Jednim z ciltit GC analyzy je rozdé¢leni slozek vzorku v co nejkratSim case [48]. Schopnost
chromatografického systému odd¢lit separované slozky tak, aby byla umoznéna samostatna
eluce kazdé¢ slozky, je oznacovana jako ucinnost separace [49].

Separace slozek v GC ovliviiuje predevsim:

- teplota separace (izotermické separace, separace pii programované teploté a jejich
kombinace).

- selektivita staciondrni faze

- separacni ucinnost chromatografické kolony (pocet teoretickych pater, apod.) [48]

Oddgelent slozek Ize ovlivnit dvéma zpiisoby:

- zasahy do chromatografického systému, které zméni silu interakce mezi sloZkami vzorku
a sorbentu — termodynamicky aspekt separace

- zé4sahy do chromatografického systému, které ovlivni §iiky zon eluujicich sloZek —
kineticky aspekt separace

K dispozici byla kapilarni kolona SP™-2560 (100m x 0,25mm x 0,2um) s fazi nevazaného
biskyanopropyl polysiloxanu [59]. Kapildrni kolony se doporucuji pfedevsim pro analyzu
obtizn¢ délitelnych typa izomert a pro analyzu slozitych mnohoslozkovych smési. Technika
davkovani bez délice toku (splitless) je spojena s technikou programovani teploty, kdy
zplynény vzorek vstupuje do pomérné chladné vstupni ¢asti kolony a teprve se zvySovanim
pracovni teploty v termostatu se pohybuji ostie oddé€lené zony po koloné [45].

Na zakladé¢ téchto skuteCnosti se tato prace zaméfila na optimalizaci teplotniho programu
a prakticky se nezabyva vlivem kinetického aspektu separace. Optimalizace teplotniho
programu byla provedena za tcelem zkraceni doby analyzy. DalSim parametrem, ktery ma
vliv na délku analyzy je pritok, ten byl v§ak ovlivilovan miniméln¢. Ostatni podminky, které
jsou uvedeny vyse (kap. 3.4) zlstaly zachovany. Obecné plati, ¢im vétsi pratok a vysSsi
teplota, tim krat$i doba analyzy, ale klesa pocet teoretickych pater.

Postupné byly testovany tyto teplotni parametry analyzy:

- Teplotni program: konstantni teplota 210 °C

- Teplotni program: konstantni teplota 220 °C

- Teplotni program: konstantni teplota 230 °C

- Teplotni program: konstantni teplota 240 °C

- Teplotni program: 220 °C, 1 minutu; vzestupny gradient 2 °C za minutu do 240 °C
- Teplotni program: 210 °C, 1 minutu; vzestupny gradient 2 °C za minutu do 230 °C
- Teplotni program: 210 °C, 1 minutu; vzestupny gradient 2 °C za minutu do 240 °C
- Teplotni program: 120 °C, 2 minuty; vzestupny gradient 10 °C za minutu do 220 °C
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Teplotni limit kolony byl 250 °C [59]. Maximalni mozny nastavitelny prutok byl 1,5
ml-min”'. Doba analyzy se od paivodniho priitoku 1,2 ml-min™ nelisila, proto v parametrech
neni pritok uveden. U uvedenych teplotnich programti nedoslo k vyraznéjsSimu zkraceni doby
analyzy ani optimalizaci, proto byly pro analyzu pouzity pivodni parametry.

4.2 Ovéreni metrologickych charakteristik metody

4.2.1 Standard ¢. 1

Pro stanoveni vybranych valida¢nich parametrii byl nejprve pouzit standard methylesteru
kyseliny linolové (kyselina cis-9, cis-12 oktadekadienova). Chromatogram LA je uveden
v priloze 1.

4.2.1.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost byla vypocCtena z5-ti méfeni. Proméfovan byl nefedény standard
o koncentraci 0,22 mg-ml”'. Odlehl¢ hodnoty byly vyloudeny. Primér, smérodatna odchylka
a relativni smérodatna odchylka byly pocitany dle vzorcii u vedenych vySe ato 1,2 a 3.

Tabulka 4.1: Opakovatelnost metody

Cislo mé¥eni Plocha piku [mV-s]
1 2285480

2 2370199

3 2367629

4 2103532

5 2134116

Primér 2252191,20
Smérodatna odchylka 113491,13
Relativni smérodatnda odchylka %] |5,04

Metoda je opakovatelna, pokud relativni smérodatnd odchylka vSech vysledku, ziskanych
ve stejné laboratofi stejnym pracovnikem podle stejného pracovniho postupu provedena
v kratkém Casovém intervalu, neptfesdhne hodnotu 10 % [58]. Relativni smérodatnd odchylka
namétenych dat ¢ini 5,04 %, coz znamend, ze metoda je opakovatelnd a tudiz vhodna
pro stanoveni kyseliny linolové.

4.2.1.2 Linearita

Linearita byla zjiSténa proméfenim sedmi rtzné koncentrovanych roztoka standardu.
Standard byl fedén n-heptanem. Kazdd koncentrace byla proméfena minimalné 2x a tyto
namétené hodnoty ploch 1 vysek pika byly zprimérovany.

Vypocet koncentrace:

C (ptvodniho standardu) = 0,22 mg-ml'l
A% (standardu) = 0,020 ml
V (n-heptanu ) = 0,080 ml

x =0,0044 mg v 0,02 ml + 0,08 ml n-heptanu
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0,0044 mg v 0,02 ml + 0,08 ml n-heptanu — 0,0044 mg ................ 0,1 ml
XME o iirriiiiinnnnnns 1 ml
x = 0,044 mg-ml”

Tabulka 4.2: Plochy a vySky piki v zavislosti na koncentraci

¢ [mg'mI"'] | Primérn4 plocha piku [mV-s] | Priim&rn4 vy$ka piku

0,044 192335,5 2597,5
0,066 334758,5 44320
0,088 383310,5 5891,5

0,11 728333,5 11390,0
0,132 962769,0 14991,0
0,154 1185780,0 18552,0
0,176 1554487,0 25583,5
0,198 1831354,0 28616,0

0,22 2118824.,¢ 33629,0

Z hodnot uvedenych v tabulce 4.2 byl sestrojen v programu Microsoft Excel bodovy graf.
Tyto body byly proloZzeny line4rni spojnici trendu. Déle byla zobrazena rovnice regrese y
a hodnota spolehlivosti R’.

Graf 1: Zavislost plochy piku na koncentraci
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Jak uz bylo uvedeno vyse, hodnota korelacniho koeficientu nesmi klesnout po hodnotu
0,98. Zavislost plochy piku na koncentraci ma hodnotu spolehlivosti 0,9968, to znamena,
ze linearita je dobra a metodu lze pouZit pro kvantifikaci.

4.2.1.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Ke stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti potfebujeme znat smérnici kalibracni
piimky b z rovnice regrese y = a + bx, vychdzejici ze zavislosti vysky piku na koncentraci viz.
graf 2. Data potiebna k sestrojeni grafu jsou uvedeny v tabulce 4.2.
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maximalni kolisani zékladni linie v oblasti dané 20-ti ndsobkem polositky piku.

Graf 2: Zavislost vysky piku na koncentraci
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2 25000
3 200007
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Vypocet meze detekce:
Sum na zékladni linii: 4,= 351
Smérnice kalibracni ptimky: m =208209,4
LOD =3 1o = 0,0051 mg-ml"=5,1-10° g-ml™
m
Vypocet meze stanovitelnosti:
Sum na zakladni linii: 4,= 351
Smérnice kalibracni piimky: m = 208209,4
h 1 -5 -1
LOQ=10-—-=0,0169 mg-ml” =1,69-10" g-ml
m

Ze zjistenych hodnot LOD a LOQ plyne, Ze plynova chromatografie s FID detektorem je
dostatecné citlivd pro stanoveni nizkych koncentraci kyseliny linolové v riznych typech
matrici.

4.2.2 Standard ¢€. 2

Vzhledem k tomu, ze nas zajimala predev§im moznost stanoveni CLA, jako dalsi byl
pouzit standard methylesteru konjugované kyseliny linolové. Na rozdil od kyseliny linolové
jsou zde dvojné vazby oddéleny jen jednou jednoduchou vazbou a prostorové usporadani na
jedné z dvojnych vazeb je zménéno z pivodniho cis- na trans-.

Pfi GC analyze tohoto standardu (o koncentraci 250 mg-ml™") doslo pravdépodobng
k rozdéleni piku na 3 ¢asti ac se jednalo o jeden izomer. I ptes to byly stanoveny metrologické
parametry metody. Chromatogram CLA je uveden v priloze 2.
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4.2.2.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost byla stanovena po zfedéni standardu n-heptanem na koncentraci 0,025
mg-ml”. Tato koncentrace byla prom&fena 5x. Pramér, smérodatnd odchylka a relativni
smérodatnd odchylka byly pocitany dle vzorcli uvedenych vyse (1, 2 a 3) pro kazdy pik

zvlast.

Tabulka 4.3: Opakovatelnost metody

1.pik 2.pik 3.pik
Cislo mé&feni | Reteneni Plocha piku | Retenéni Plocha piku | Retenéni Plocha piku
¢as [mV-s] cas [mV-s] Cas [mV-s]
1 31,31 245580 31,54 264971 32,4 64028
2 31,33 238200 31,57 265732 32,43 66726
3 31,36 234062 31,6 279275 32,47 66566
4 31,33 241496 31,57 278247 32,41 62098
5 31,32 241017 31,56 281252 32,41 62693
Priimér 31,33 240071 31,568 2738954 32,424 64422.2
SD 0,0167 3817,94 0,0194 7046,731 0,02498| 1920,9792
RSD [%)] 0,0534 1,590338 0,0614 2,572782 | 0,0770417 2,981859

Jelikoz maximalni hodnota RSD je 2,98 % tzn., Ze nepiesahla hodnotu 10 %, mGzeme fici,

ze je metoda opakovatelna.

4.2.2.2 Linearita

Pro stanoveni linearity byla koncentrace pouzita pro opakovatelnost (¢ = 0,025 mg-ml™)
dale fedéna na niz$i koncentrace n-heptanem. Z dat uvedenych v tabulce 4.4 byla sestrojena
kalibra¢ni pfimka a nasledovné¢ byla zobrazena rovnice regrese a hodnota spolehlivosti.

Vypocet koncentrace:

C (standardu fedeéného 10 000x) = 0,025 mg-ml’!
\% (standardu) = 0,020 ml
\% (n-heptanu ) = 0,080 ml

XxXmg

x=0,0225 mg-ml’!

Tabulka 4.4: Plochy a vySky pikii v zavislosti na koncentraci

¢ [mgmI™] Primérna plocha piku [mV-s] Priamérna vyska piku
L.pik 2.pik 3.pik L.pik 2.pik 3.pik
0,0200 145533,5 162705,5 349445 1602,5 1703,0 352,5
0,0213 174380,5 191494,0 44635,0 1868,5 2023,0 409,5
0,0225 198701,5| 216638,0 51354,0 21930 2314,5 493.0
0,0238| 220884,0| 229464,0 56613,5 2382,5 2537,5 600,5
0,0250] 241890,0] 265351,5 65377,0 2681,5 2882,0 637.,5
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Graf 3: Zavislost plochy piku na koncentraci

300000 |
250000 ool y = 19460960x - 224741
5 B 1 2
- Pl 3 R’ =0,9835
.>e 200000 -
2 150000 1 y = 19137320x - 2343118
& R =09959 5827480x - 80533,5
= | y= X - ,
100000
S R’ = 0,0904
~ sp00
O T T T T T
0,0195 0,0205 0,0215 0,0225 0,0235 0,0245
¢ [mg-ml™|

Z korelacnich koeficientd R” plyne, Ze linearita metody je dobrd, protoZe viechny
korela¢ni koeficienty jsou vyssi jak hodnota 0,98 %.

4.2.2.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byla vypoctena pomoci smérnice kalibracni ptimky
a dale byla zhodnocena citlivost metody.

Graf 4: Zavislost vySky piku na koncentraci
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Vypocet meze detekce pro 1. pik:
Sum na zékladni linii: &, = 547
Smérnice kalibracni ptimky: m = 213760

h
LOD =3-—=0,0077 mg-ml"=7,7-10° g-ml’’
m
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Vypocet meze stanovitelnosti pro 1.pik:

Sum na zakladni linii: A, = 547

Smérnice kalibracni piimky: m = 213760

LOQ =10- b, _ 0.0256 mg:ml™” =2,56-10° g-ml
m

Tabulka 4.5: Meze detekce a stanovitelnosti

Izomer m LOD [mg~ml'l] LOQ [mg'ml'l]

1 213760 0,0077 0,0256
2 229800 0,0071 0,0238
3 60880 0,0270 0,0899

Mez detekce je vrozmezi koncentraci 0,0071-0,0270 mg-ml”' a mez stanovitelnosti je
v rozmezi koncentraci 0,0238-0,0899 mg-ml™ to znamen4, e metoda plynové chromatografie
s FID detektorem je dostatec¢né citliva, ale protoze doslo k rozdé€leni pikd na 3 ¢asti, tak nelze
konstatovat, Ze je vhodna pro kvantitativni stanoveni CLA.

4.2.3 Vzorek CLA

Vybrana metoda byla pouzita pro orientacni kvalitativni stanoveni konjugované kyseliny
linolové a dalSich MK ve vzorku CLA znacky Vitaland (komer¢ni pfipravek na hubnuti). MK
byly nejprve pfevedeny na methylestery esterifikaci methanolem za alkalické katalyzy KOH
(viz kapitola 3.3.2). Mnozstvi izolovan¢ho vzorku cinilo 9,1052 g. Vzorek byl proméien
a srovnan se standardem smési MEMK prométfenym za stejnych podminek viz. tabulka 4.6.

Kvalitativni stanoveni mastnych kyselin

Pro identifikaci dalSich MK pfitomnych ve vzorku byl pouzit standard smési MEMK.
Ve standardu bylo obsazeno celkem 30 mastnych kyselin. Jejich seznam, spolecné
s retencnimi ¢asy, je zaznamenan v tabulce 4.6.

Tabulka 4.6: Standard MEMK

Kyselina Popis An;;)(lekuly [nlleitn] Kyselina Popis An;;)(lekuly [nlleitn]
Kapronova C6:0 14,59 |Elaidova C18:1 nSt 28,42
Kaprylova C8:0 16,14 |Olejova C18:1 n9¢ 28,58
Kaprinova C10:0 18,59 |Linolelaidova C18:2 né6t 29,28
Undekanova C11:0 19,90 |Linolova C18:2 n6c¢ 31,14
Laurova C12:0 20,95 | Arachova C20:0 31,61
Tridekanova C13:0 22,23 |y-linolenova C18:3n6 32,18
Myristova C14:0 23,22 | Eicosenova C20:1 32,45
Myristoolejova C14:1 n9¢ 23,79 [Linolenova C18:3 32,69
Pentadekanova C15:0 23,98 |Heneicosanova C21:0 33,62
Pentadecenova Cl15:1 24,64 |Eicosadienova C20:2 34,31
Palmitova C16:0 25,59 |Behenova C22:0 35,02
Palmitoolejova C16:1 n9¢ 25,97 |Eicosatrienova 6 C20:3n6 35,32
Heptadekanova C17:0 26,29 |Erukova C22:1n9 35.83
Heptadecenova Cl17:1 27,73 | Eicosatrienova 3 C20:3n3 36.17
Stearova C18:0 28,33 | Arachidonova C20:4n6 36,53
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Podle reten¢nich Casti jednotlivych piki byly identifikovany ve vzorku tyto mastné
kyseliny: kaprylova, kaprinovéd, laurova, myristovd, palmitova, stearova, olejova,
linolelaidova, linolova a y-linolenova. Analyza vzorku i standardu MEMK probihala
za stejnych podminek. Z chromatogramu MK ve vzorku, ktery je uveden v priloze 3 je ziejmé
ze pravdépodobné doslo opét k rozdéleni CLA, stejné jako u standardu €. 2.

Pii del$im setrvani vzorku v davkovaci se mize zménit jeho sloZeni, obsahuje-li latky
nachylné ke konverzi nebo rozkladu za vyssich teplot. V takovych ptipadech je lepsi otvirat
déli¢ na maly pritok, napt. 1:100, ¢imz se zkrati pobyt vzorku v ddvkovaci, a tim zmensi
nebo zcela vylou¢i zmény ve velikosti pikii. Nebo se ke vzorku ptidava navic latka, kteréd
prednostné obsadi aktivni povrch a vzorek projde bez thony do kolony. Nejlépe je pouzivat
davkovace sklenéné a deaktivované napi.hexamethylenem disilasanem.

Dalsi nevyhodou kapilarnich kolon jsou velké objemy rozpoustédel, které mohou
kondenzovat v kolon¢ a ménit tak vlastnosti stacionarni faze, ¢imz se zméni reten¢ni hodnoty
v zavislosti na te€kavosti a polarité rozpoustédla a slozek [45]. Rozlozeni CLA na nékolik pika
mohlo byt tedy zptisobeno delSim setrvanim vzorku v davkovaci.
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5 ZAVER

Konjugovana kyselina linolova je pfirodni sloZka potravin Zivoc¢isného puvodu vyskytujici
se v nejveétsi mife v mase a mléku volné se pasoucich piezvykavcl. CLA je velice zajimava
piedevs§im svymi zdravi prospéSnymi u€inky. Dnes je propagovana hlavné jako prostiedek
na hubnuti s tou vyhodou, ze zabranuje tzv. jojo efektu. To znamena, Ze po sniZzeni hmotnosti
nedochazi k opétovnému piibirani na vaze. S nadvahou byva spojované onemocnéni diabetes
typu I, které pravdépodobné CLA také potlacuje. Mezi dalsi potencialni pozitivni G€inky
na lidsky organizmus patii antikarcinogenni a antioxidacni G¢inky. Udajné také potladuje
vznik atheroskler6zy a posiluje imunitni systém. Pokusy vSak byly provadény predevSim
na zviratech, proto jsou u¢inky na lidsky organismus diskutabilni.

Ale i pfes zminéné pochybnosti se uvazuje o obohacovani potravin CLA a v soucasnosti
jsou jiz k dispozici potravinové suplementy ur¢ené zejména na hubnuti. Zajimavé také je,
ze izomery této kyseliny maji rizné ucinky. Hlavni jsou izomery trans-10, cis-12 a cis-9,
trans-11. Co se nezadoucich ucinkt tyce, tak zatim bylo zjiSt€éno pouze hromadéni tuku
v jatrech a snizeny obsah bilkovin v téle. Z tohoto divodu se nedoporucuje dlouhodobé
uzivani CLA. Pro stanoveni CLA v riiznych typech matric byla v této praci testovana plynova
chromatografie. Soucasti experimentalni prace byla nejprve snaha o optimalizaci pracovnich
podminek, zejména o nalezeni vhodného teplotniho programu. Pro dalsi analyzy byl zvolen
program, ktery poskytoval kvalitni piky a doba analyzy byla pfijateln¢ dlouha (38 minut).
Pro eventuélni potiebu rozdéleni jednotlivych izomert CLA bude tieba teplotni program dale
optimalizovat.

Zékladni validacni parametry metody byly stanoveny s pouzitim dvou typa standardi:
methyl linoleatu (standard €. 1) a methyl esteru konjugované linolové kyseliny (standard €. 2).

Vhodnost této metody pro stanoveni MEMK byla jako prvni ovéfena pomoci methyl
linoleatu. Na zdklad¢ vysledkii metrologickych charakteristik metody (kap. 4.1.2) bylo
potvrzeno, ze dané podminky jsou vhodné pro stanoveni linolové kyseliny. Opakovatelnost
i linearita byla dobra (RSD z p&ti m&feni 5,04 %, r’=0,9968), LOD byl stanoven na 5,1-10°
gml™.

Protoze LA a CLA se od sebe lisi pouze polohou vazeb, dalo by se predpokladat,
ze optimalni podminky pro stanoveni LA budou vhodné také pro stanoveni CLA. Nicméné
po promé&ieni methyl esteru konjugované linolové kyseliny byly z chromatogramu ziejmé 3
piky ac se jednalo o jeden izomer. I pfes to byly zjisStovany valida¢ni parametry metody (RSD
< 2,98 %, r*>0,98, LOD < 0,027 mg-ml") a po jejich posouzeni bychom mohli konstatovat,
ze je metoda vhodna. Ale na zdklad¢ chromatogramu ¢.2, kde je vidét rozloZeni piku, tohle
tvrzeni nelze potvrdit. Davkovani bez délice toku je sice vhodné pro analyzy s teplotnim
programem, ale jeho nevyhodou, kterd by mohla zpisobit rozlozeni pikl, je ptipad, kdy
obsahuje latky nachylné ke konverzi nebo rozkladu za vyssich teplot. DelSim setrvanim
vzorku v davkovaci se miize zménit jeho slozeni.

Vybrana metoda byla aplikovana pfi stanoveni obsahu MK a pravdépodobné také CLA
z tobolky komer¢niho vyrobku na hubnuti znacky Vitaland. Z chromatogramu je ziejmé,
ze v oblasti stejného retenéniho Casu jako byl u standardu €. 2. se nachazi opét nedokonale
rozdéleny pik. Na zikladé¢ toho byl tento pik povazovan za CLA. Ostatni MK byly
identifikovany srovnanim se standardem smési MEMK.

Na zévér muzeme z danych vysledkli usoudit, Ze metoda GC za danych podminek je
vhodné ke stanoveni kyseliny linolové., ale neni optimalni pro stanoveni CLA. Proto je tfeba
se optimalizaci metody zabyvat v dalSi navazujici praci.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CLA konjugovana kyselina linolova
LDL lipoproteiny nizké hustoty
HDL lipoproteiny vysoké hustoty
MK mastné kyseliny

LA kyselina linolova

TAG triacylglycerol

VLDL lipoproteiny velmi nizké hustoty

DMBA  7,12-dimethylbenz[a]anthracen

PGE, prostaglandin E,

MEMK  methyl ester mastné kyseliny

PUFA polynenasycené mastné kyseliny

DHA kyselina dokosahexaenova (22:6 n-3)

GC plynovy chromatograf

HPLC vysoce ucinny kapalinovy chromatograf

T™MG tetramethylguanidin

FFAP faze pro volné mastné kyseliny (free fatty acids phase)
UV-VIS ultrafialova viditelna spektroskopie

EIMS elektronova ionizace s hmotnostni spektrometrii

DD-FTIR piimé vlozeni-Fourierova transformace infracervené spektroskopie

DMOX  4,4-dimethyloxazolin

NMR nuklearni magneticka resonance

TCD tepelné vodivostni detektor

ECD detektor elektronového zachytu

FID plamenovy ioniza¢ni detektor

TID termoionizacni detektor

AFID plamenovy ioniza¢ni detektor s alkalickym kovem
SD smerodatna odchylka

RSD relativni smérodatna odchylka

LOD mez detekce (limit of detection)

LOQ mez stanovitelnosti (limit of quantitation)
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8 PRILOHY

Priloha 1
Priloha 2
Priloha 3

Chromatogram methyl esteru kyseliny linolové
Chromatogram methyl esteru CLA
Chromatogram MK izolovanych z tobolky CLA znacky Vitaland
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Priloha 1: Chromatogram methyl esteru kyseliny linolové
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Priloha 2: Chromatogram methyl esteru CLA
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Priloha 3: Chromatogram MK izolovanych z tobolky CLA znacky Vitaland

I¥ve

(urur) aury,
19'0€ TR'9T £T6l FrSl
._ ___\J,__ __ ._,”___.. ___ __ T \w. \ gt
A m s I'd \\
___= __:__ | 7 \ ‘. | i BACINE| pAouLIdeY eaofidey
[ ‘ __ 4
J ; |
BAOUS[OUT]-BUIES
/
! | /BAOIBA)S )
|| paoprejerour|
|
I J
/ gaopiwped ]
VIO
.\\.
eaoloro

£01

8'E01

(roaw)

L6l

OFFC

67



	Binder1.pdf
	Binder1.pdf
	titulni list.pdf
	zadani.pdf


	CLA_DP.pdf
	1   ÚVOD
	2   TEORETICKÁ ČÁST
	2.1 Mastné kyseliny 
	2.1.1 Struktura a názvosloví
	2.1.1.1 Nasycené kyseliny 
	2.1.1.2 Nenasycené kyseliny s jednou dvojnou vazbou 
	2.1.1.3 Kyseliny s dvěma a více dvojnými vazbami 
	2.1.1.4 Alkinové, rozvětvené a cyklické kyseliny
	2.1.1.5 Kyseliny s další kyslíkatou funkční skupinou 
	2.1.1.6 Jiné kyseliny 

	2.1.2 Metabolismus mastných kyselin 
	2.1.2.1 Syntéza v lidském těle 
	2.1.2.2 Výživa a metabolismus esenciálních mastných kyselin 
	2.1.2.3 Odbourávání v organismu 

	2.1.3 Výskyt 
	2.1.3.1 Nasycené kyseliny
	2.1.3.2 Nenasycené kyseliny

	2.1.4 Vlastnosti

	2.2 Konjugovaná kyselina linolová
	2.2.1 Struktura a názvosloví
	2.2.2 Výskyt a vlastnosti CLA
	2.2.3 Biosyntéza CLA


	 
	2.2.4 Metabolismus CLA
	2.2.5 Fyziologické účinky CLA
	2.2.5.1 Vliv CLA na hubnutí
	2.2.5.2 CLA a rizikové faktory kardiovaskulárních onemocnění
	2.2.5.3 CLA a diabetes typu II
	2.2.5.4 CLA a karcinogeneze
	2.2.5.5 CLA a funkce imunitního systému
	2.2.5.6 Vliv CLA na kosti

	2.2.6 CLA v lidské tkáni
	2.2.7 Obsah CLA v potravinách
	2.2.6.1 Odhad alimentárního příjmu CLA
	2.2.6.2 Stabilita CLA při skladování

	2.2.8 Obohacování potravin CLA
	2.2.8.1 Mléko a mléčné výrobky
	2.2.8.2 Přežvýkavci
	2.2.8.3  Prasata
	2.2.8.4  Drůbež
	2.2.8.5  Králíci
	2.2.8.6  Ryby
	2.2.8.7  Rostlinné oleje

	2.2.9 Analytické stanovení CLA

	2.3 Plynová chromatografie
	2.3.1 Princip 
	2.3.2 Instrumentace plynového chromatografu
	2.3.2.1 Zdroj nosného plynu
	2.3.2.2 Čisticí zařízení
	2.3.2.3 Regulační systém
	2.3.2.4 Dávkovač
	2.3.2.5 Kolona
	2.3.2.6 Termostat
	2.3.2.7 Detektor
	2.3.2.8 Vyhodnocovací zařízení



	3   EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
	3.1 Laboratorní vybavení
	3.1.1 Chemikálie
	3.1.2 Plyny
	3.1.3 Přístroje
	3.1.4 Pracovní pomůcky

	3.2 Použité standardy a vzorek
	3.2.1 Standard č. 1 
	3.2.2 Standard č. 2
	3.2.3 Vzorek

	3.3 Příprava 
	3.3.1 Příprava standardu
	3.3.2 Příprava vzorku

	3.4 Analýza methylesterů mastných kyselin
	3.5 Metrologické charakteristiky metody
	3.5.1 Validace
	3.5.2 Validované parametry
	3.5.2.1 Opakovatelnost 
	3.5.2.2 Linearita
	3.5.2.3 Mez detekce
	3.5.2.4 Mez stanovitelnosti 



	4   VÝSLEDKY A DISKUZE
	4.1 Optimalizace pracovních podmínek v plynové chromatografii
	4.2 Ověření metrologických charakteristik metody 
	4.2.1 Standard č. 1
	4.2.1.1 Opakovatelnost
	4.2.1.2 Linearita
	4.2.1.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

	4.2.2 Standard č. 2
	4.2.2.1 Opakovatelnost
	4.2.2.2 Linearita
	4.2.2.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

	4.2.3 Vzorek CLA


	5   ZÁVĚR
	6   LITERATURA
	7   SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ
	8   PŘÍLOHY


