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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim volnydmstmych kyselin virodnich
a tavenych syrech. V teoretickésti jsou popsany moznosti extrakce, frakcionasgmaoveni
frakci lipida, charakterizovany mastné kyselinyizné zpisoby jejich stanoveni cetns
stanoveni volnych mastnych kyselin.

V experimentalni ¢asti byla optimalizovana atasténé validovdna vybrana metoda
na stanoveni volnych mastnych kyselin, ktera byaledr aplikovana na vzorky tavenych
syrovych analo@) a @irodnich syl typu Gouda. Pro extrakci lipidze vzorku byla zvolena
metoda dleCSN 0107, pro oddleni volnych mastnych kyselin metoda extrakcepaené
fazi (SPE). Pro esterifikaci byla vybrana metodalleaCSN EN ISO 5509 s pouZitim
metanoloveho roztoku hydroxidu draselného. Na stamiomethylestér mastnych kyselin
byla pouzita plynova chromatografie s FID detekci.

KLi COVA SLOVA
syry, GC, MK, VMK, TLC, SPE



ABSTRACT

This thesis deals with the determination of fre@yfacids in natural and processed cheese.
In the theoretical part the possibilities of extra, fractionation and determination of lipid
fractions, characterization of fatty acids and easi methods of their determination are
described, including the determination of freeyfaitids.

In the experimental part the selected method fderdenation of free fatty acids was
optimized and partly validated; this method wasithpplied to samples of processed cheese
analogues and natural Gouda type cheese.

For extraction of lipids from the sample the mettamtording toCSN 0107 was selected,
solid phase extraction (SPE) was used for separafifree fatty acids. The method according
to CSN EN ISO 5509, using methanol solution of potassibydroxide, was applied
for esterification, fatty acids methyl esters wdetermined by gas chromatography with FID
detection.

KEYWORDS
cheese, GC, FA, FFA, TLC, SPE
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1 UVOD

Tuky tvori vyznamnoucast nami fijimanych potravin, tedy i méé@ych vyrobki, jako jsou
syry a analogy tavenych syra mnohé dalSi vyrobky. Whhji potravinam senzorické
vlastnosti, mezi které patjemna chd, prijemna ving, vyborné texturni vlastnosti a jiné
vlastnosti. Tuky jsou také nejbohatSi slozky patrapohledu zisku energie, dodavaji pocit
sytosti. Jsou i @lezité pro lidsky organismus, v tucich jsou fiklad rozpustné i ¢které
dulezité vitaminy, ale i jiné doprovodné latky. Jednpvyznamnych saasti tuku jsou
mastné kyseliny. Mastnych kyselin se v lipidechkyysje vice drufi a liSi se nafiklad
fyzik&lnimi vlastnostmi. | mastné kyseliny se peglilna konénych vlastnostech potraviny
jako jsou konzistence, nutrii hodnota a jinée.

Cilem této prace bylo vybrat a optimalizovat metadanoveni volnych mastnych kyselin
v riznych syrovych matricich. Pro frakcionaci vyextratwaych lipich a zisk frakce volnych
mastnych kyselin byly vyzkouSeny a porovnany dwetody: chromatografie na tenké vistv
(TLC) a extrakce na pevné fazi (SPE). Pro stanowastnych kyselin byla pouzita plynova
chromatografie s FID detekci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mastné kyseliny

Mrivriw s

Podle néazvoslovi pouzivaného v organické chemii zse mastné kyseliny ozégi
karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikovytettzcem. Tato definice nepokryvéa celou
Skalu mastnych kyselin fipomnych v lipidech. Rkteré mastné kyseliny dle definice
organickych chemik (nag. kyselina octova) nejsouipomny v girodnich lipidech, i kdyz se
mohou vyskytovat v gimyslovych vyrobcich obsahujici tuk. Naopakkieré mastné
kyseliny vazané v lipidech jsou alicyklické nebddnce aromatické sl@eniny.
V potravinach obsahujici lipidy se vyskytuji tytcupiny mastnych kyselin:

- nasycené mastné kyseliny

- nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vaghoooenove)

- nenasycené mastné kyseliny&alika dvojnymi vazbami (polyenoveé)

- mastné kyseliny s trojnymi vazbami atgmymi substituenty (roz¢vene, cyklicke,

s kyslikatymi, sirnymi nebo dusikatymi futrkmi skupinami)
Pro ml&né tuky jsou typické nasycené mastné kyseliny Skrerettzcem, napp maselna
kyselina a skupina kyselin s 6-10 uhliky v molekuPeo srovnéni v tabulc& 1. je obsah
mastnych kyselin vybranych sya syrového mléka [1].

Tabulkac. 1a. Obsah tuku a mastnych kyselin ve 100 g jeddédilu vybranych syr
(pozn.: T. v S. = tuk v sugi}i2]

- Syr Syr taveny .
B%yorA)E_ll_d?/rré Hermelin nizkoenergeticky Lipno, fﬁ/lréokvoe
71 50%T.vS. 30% T.vS.
Lipidy 16,00 g 22,30 g 11,409 4,109
celkové
Nasycené 10,35¢g 14,40 g 7,38 ¢ 2,65¢
MK
Maselna 0,54 g 0,76 g 0,39 g 0,14 g
Kapronova 0,35¢ 0,49 g 0,259 0,09¢
Kaprylova 0,22 g 0,31g 0,16 g 0,13 g
Kaprinova 0,50 g 0,69 g 0,35¢g 0,06 g
Laurova 0,62 g 0,87 g 0,44 g 0,16 g
Myristova 1,76 g 2,459 1,25¢g 0,45¢
Palmitova 4,74 g 6,59 g 3,37 g 1,21¢
Stearova 1,62 g 2,259 1,159 0,41 ¢
Mononenasycené 4,32 9 6,019 3,08 g 1,11
MK
Myristolejova 0,22 g 0,31 g 0,16 g 0,06 g
Palmitolejova 0,35¢ 0,49 g 0,25 ¢ 0,094
Olejova 3,55¢ 4,94 g 2,539 0,91¢g
Cis-11- 0,199 0,279 0,14 ¢ 0,059
eicosenova




Tabulkac. 1b. Obsah tuku a mastnych kyselin ve 100 g jeddédilu vybranych syr
(pozn.: T. v S. = tuk v sugi}i2]

- Syr Syr taveny .
S%yor/E_Il_d?/rré Hermelin nizkoenergeticky Lipno, ?%llréok\g N
V2 1 50%T.vS. 30%T.vS.
Polynenasycené 0,46 g 0,65¢ 0,33 g 0,12
MK
linolova 0,34 g 0,47 g 0,24 g 0,09 ¢
linolenova 0,13 g 0,18 g 0,09 ¢ 0,03 g

2.1.1 Nasycené mastné kyseliny

Nasycené mastné kyseliny neobsahuji zadné dvojrebyvaVSeobech je nejlEzngjSi

palmitova a stearova kyselina, které se vyskytkgir@ ve vSech ziv&Snych a rostlinnych
lipidech, a to v triacylglycerolech i fosfolipidecNasycené mastné kyseliny s lichynt{sm

uhlikovych atond jsou pongrné vzacné a vyskytuji se jen jako stopove slozky. WEim

mnoZstvi (hlava kyselina pentadekanova a heptadekanova, ale jar2dpjsou pitomny jen

v lipidech rekterych mikroorganisiin v koznich lipidech a v depotnim i miteém tuku
prezvykavd. [1]

2.1.2 Nenasycené mastné kyseliny

Obsah nenasycenych mastnych kyselirfikopnich lipidovych materialech, niapv tucich

a olejich, se pohybuje v Sirokém rozmezi, od vieg 80 % vSech mastnych kyselin (hap
v fepkovém oleji) po ménnez 10 % (nap v kokosovém tuku). Obsah nenasycenych
mastnych kyselin v tucich Zivwha se pohybuje v daleko mensim rozmezi, obvykle ri@zi
70 %. V rostlinach je ve srovnani se Zihy daleko ¥tSi pestrost ve sloZeni nenasycenych
mastnych kyselin. [1]

NejbéznejSi nenasycenou mastnou kyselinou je kyselina wégjatera se alespov malém
mnozstvi vyskytuje prakticky ve vSech Z&&nych i rostlinnych lipidech. Z polyenovych
mastnych kyselin je nefingjSi linolova kyselina, ktera je roe¥a piitomna alespod
ve stopovych mnoZzstvich ve vSech tucich.

V mlééném tuku se vyskytuji dalSi nenasycené mastnéikyselag. palmitolejova (asi 4 %)
a vakcenova (1-5 %). [1]

Ptirodni nenasycené mastné kyseliny mafSwmou konfiguracicis. Kyseliny s konfiguraci
trans se vyskytuji hlavé v depotnim tuku fezvykavdé, kam se dostavaji z potravy
piemegnéné mikroorganismy v bachoru, kde vznikaii lpydrogenaci linoleové. Podobmaji
zvySeny obsahtransnenasycenych mastnych kyselin také jini savcigjiehz travicim
systému je listi a travai@dtraveno mikroorganismy (niagklokani). Tytotransnenasycené
mastné kyseliny i@chazejicasténé také do mléka. S potravou jsotijipnany ¢lovékem,

a proto se vyskytuji i v lidském depotnim tuku. [1]

Kyseliny s konfiguraci trans vznikaji také pikmyslovou katalytickou hydrogenaci
nenasycenych mastnych kyselin, proto se vyskygigng&ném mnoZzstvi ve ztuzenych tucich
a v tukovych vyrobcichifpravenych. Tvéi se také p zahevu tuki obsahujicich polyenové
mastné kyseliny na teplotyrgs 240 °C, nap pri jejich deodoraci. Celkovy obsaians
nenasycenych mastnych kyselin u mléka a masladj@@2z veSkerych mastnych kyselin. [1]

2.2 Metody vhodné pro extrakci, esterifikaci a stanovehmastnych kyselin

Nedilnou soudasti analyzy je odiv a piprava vzorku. Odebrany vzorek byehobsahovat
vSechny sotasti ve stejném hmotnostnim nebo objemovém gonjako jsou v fvodni
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matrici. Odebrany vzorek, pokud neni ihned zpranpudy nel byt uchovan v uzaene
nadol& pii nizké teplog, aby nedoslo ke kontaminaci a nezadoucinirédm [3, 4].

Nez dojde k vlastnimu stanoveni mastnych kysedimytné izolovat vzorek lipid(mastnych
kyselin) z matrice potraviny [4, 5].

Jsou znaméieneé typy izolace lipid. Vhodnost metody se voli podle matrice, ze ktgméy
extrahujeme. B extrakci je dlezité teplota, P vySSich teplothich by mohlo dojit
k enzymatickému 8peni [6]. Extrakce rozpou&tlem jecasto pouzivana metodaigsto, Ze
mé& mnohé nevyhody, jako je n&nost nacas a pouzity materidl, ide @i ni dochézet
ke ztrat analytu, ale také vznika velké mnoZstvi organickéddpadu. Z tohotid/odu se jiz
dnes aplikuji tzné moder§si extrakni techniky. Volba extralni metody hlavé zavisi
na pouzité matrici, ze které extrahujeme[3, 6].

2.2.1 Extrakce podle Soxhleta

Jedna se o kontinualni extrakci, kterd se pouZikgvdir k ckleni organickych latek.
Aparatura je sloZena z destit baiky, extraktoru a chlade (Obr.¢. 1.). Do stednic¢asti (3)
piistroje se vklada papirova exttak patrona, kterd ma valcovy tvar a kulaté dnoeasékse
pini vzorkem. Béka (2) se naplni vhodnym rozpotdiem, ve kterém je ddb rozpustna
extrahovana slozka. Bka je zalivana k varu rozpou&dla a jeho pary stoupaji postranni
trubickou kolem gtedni ¢asti extraktoru do chlagk. Rozpou&dlo kondenzuje a kape
na papirovou patronu, ve které je vzorekie@hi ¢ast extraktoru je postupnnaplrena
kondenzujicim rozpou&dlem, jehoZz hladina stoupa i vtenké&epadové trultce (4).
Stoupne-li hladina rozpou$tla ve stedni casti extraktoru k nejvysSStasti gepadové
trubicky, prete&te roztok do destitai baiky a cely proces se opakuje. Nakonec je ziskan
roztok jedné nebo vice sloZzek v destia baice, ze které se po uk&sni extrakce
rozpoustdlo oddestiluje. Potéiistane v bace jen vyextrahovana slozkajgadre slozky.

Tato metoda se pouziva k izolaci tuld potravinéskych vyrobki, k izolaci éterickych oldj

z kwéta a jiné. [7]

— 5

o

L="""T
[t ]

3

D) <

1.—-

22—

Obr. ¢. 1. Aparatura na extrakci dle Soxhleta [7]
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2.2.2 Extrakce podle Folche

Metoda podle Folche je zaloZzena na extrakci vkahesi chloroformu a methanolu (2:1)

a poté homogenizaci vzorku za studena. Homogenizageminimalg 3 minuty, ale i déle

v zavislosti na konzistenci vzorku. Nasléda suspenze zfiltrovdna nebo centrifugovana, aby
doSlo k oddleni nerozpughych podit vzorku. Extrakt je dale promyvan roztokem NacCl,
z daivodu dosazeni kodeého pomdru snesi chloroformu, methanolu a vody a to 8:4:3.
Na zavr je @idan metanol a tim je extrakt ieakn do pozadovaného objemu chloroformu
a metanolu na poén 2:1. Poté se dojde k oddestilovani rozpé&digt na vakuové rotai
odparce fi teplo& negevysujici 40 °C. Po oddestilovani se produkt z\i&?i.

Metoda se hlawh vyuzivd pro stanoveni tuku v matricich &Sim mnoZstvim vody

a polarnich lipid (fosfolipidi, komplexnich lipid) nebo pro maso a masné vyrobky [6].

2.3 Predbézné rozdleni extraktu

Jedlé tuky a oleje jsou slozita &srtriacylglycerol (TAG) (90-95%), diacylglycerdl (DAG)
(1-2%), volnych mastnych kyselin (FFA¥Q,5%), fosfolipidi a dalSich mé&hvyznamnych
slozek. Nekteré z komponentifspivaji k textie a chuti pirodnich tuk a olefi a wtSina

z nich hraje roli v lidské vyzi Fritomnost kysliku, teploty¢asu a skladovacich podminek
muze znénit sloweniny uvedené vyse [10].

Extrakéni produkty ziskané pomoci extraiich technik jsou tedy sfsi obsahujici rzrne
polarni lipidy, a to triacylglyceroly, volné mastkgseliny, steroly, estery stetolfosfolipidy

a dalsi lipidické slozky nebo latky doprovodné dipn. Pro dalSi analyzy je tedy zajedii
skupiny lipidi odseparovat a k tomut@élu vyuzivameizné adsorgni techniky [9].

2.3.1 Extrakce na pevne fazi

Kolony pro extrakci na pevné fazi (Solid Phase &otion SPE) byly vynalezeny v polo¥in
1970, vroce 1978 Waters podporoval kolonky Sep-Reihodiné jednorazové kolonky
na bazi oxidu kemiku. O dva roky pozgl Williams, McCluer a také Paell zignili prvni
dokumenty o uplatini SPE v oblasti lipil. Prvni z nich se zabyva izolaci ganglidsid
z extrakti zvireci tkag, druhy se zabyva frgkimi metabolity kyseliny arachidonové.
Pozdiji byly principy SPE metody, izolace a frakcionad@ida Vv biologickych

a potravindskych matricich znaé¢ prozkoumany Wachobem, Chrisiem, Ebelerem
a Schimotem, Ebelerem a Ebelerem [10].

Univerzalnost SPE umaagje, aby byla pouzita pro velké mnozsteeli, nag. jako efektivni
isteni vzorki, nebo pro izolaci slaienin a odstraimi prebytku ¢inidla a dalSi. | vzorky
methylestek urcené pro plynovou chromatografii (GC) mohou kgteny prichodem
pies SPE kolonku, kteratrhe odstranit peroxidy a hydroxidy. Velké mnoZstvaititativnich
metod (GC, HPLC) vyuzivaji vyhod SPE a pouzivigako prvni krok. [10]

SPE je zaloZzena na principu kapalinové chromatagraiing, ale reversibilni interakci
mezi analytem a stacionarni fazi obsazenou v SRankach. Sloteniny ze vzorku reaguji
vice se stacionarni fazi nez s rozpa&di&m, tim fistavaji ve stacionarni fazi, ze které se pak
vymyvaji vhodr zvolenymi rozpougtly [10].

Typické interakce jsou n&pnepolérni interakce mezi C-H vazbami analytu-d Gazbami
kolonky, ale také C8 a C2 se pouzivaji pro sepai@dii. Oproti tomu polarni interakce jsou
typické pro vSechny kyano (CN), amino (BHdioly nebo oxidy kemiku. Dale se vyskytuji
iontomenicove interakce, jako jsou u kvarternich atpitbenzensulfonovych kyselin nebo
propylsulfonovych kyselin. Kémto interakcim dochazi tehdy, kdyz analyty maji atei
nebo pozitivni iontovy charakter [10].
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Postup SPE, jak je aplikovan n&lehi lipida, je v dostupnych publikacicbasto Spat#
popsan, vetrg Upravy vzorku ped analyzou. | vifjpadech, kdy jsou publikované metody
popsany jako wkladné a reprodukovatelné, jsou v praxi obfizims@Esné opakovatelné.
Duvody tykajici se zvoleni SPE kolonky, mobilni fazdjemu vzorku a/nebo fiokové
rychlosti nejsou obvykle v publikacich komentovdhg].

2.3.1.1 Provedeni SPE

Metoda SPE se sklada étpkroka, a to z kondicionovani kolonky, davkovani vzorku,
promyvani , suSeni a eluce (viz. Ohr2.).

Kondicionovani, jinak také oztavano jako peduprava, kolonky se pouziva néppavu
kolonky na reprodukovatelnou interakci sloZzek vzorls pevnou fazi. Kolonka je
proplachnuta fedepsanym rozpouw&tlem z divodu aktivace pevné faze pro interakci se
vzorkem [11].

Pri davkovani vzorku je iezity predevSim  vytr pevné faze, protoze dochazi
ke specifickym interakcim latek s pevnou fazi, wdtdatky obsazené ve vzorku veéin
prochazeji kolonou.

Promyvani kolonky vhodnym rozpogd8tem slouzi kvymyti zbyik matrice vzorku

z kolonky. Zadané slozky vzorkustavaji uchyceny na pevné fazi.

SuSeni se provadi \ipadech, kdy se promyvaci roztok zasatigi od roztoku eléniho.

K vysouSeni se pouziva proud inertniho plynu¢amstji se jedna o dusik.

Pii promyvani kolonky tzv. eknim c¢inidlem dochazi k selektivni desorpci sloZzek vzorku
z pevné faze a tim k jejich vymyti z kolonky. Elsétjimé a dale se upravuje pro dalSi pouziti
(nagr. chromatograficka analyza) [11].

Lo R A | R |

P+ 4 EEE o
: & & i
L d L] *

Obr. ¢. 2. Znazorani peti krokiz metody SPE [10]

2.3.1.2 Instrumentace SPE

Na metodu SPE se pouzivajidikolonky, nebo extraini disky. SPE kolonky maji tvar
injekéni  stikacky bez pohyblivého pistu a jsou nafy povrcho¢ modifikovanymi
sorbenty oizné velikosti¢astic. Jednotlivé kolonky charakterizuje typ petéaze (viz. Tab.
¢. 2.), objem kolonky (0,4 — 15 ml), maximalniafokova rychlost, kapacita (1 — 500 mg),
minimalni el&ni objem (1Qul — 50 ml) a material kolonky (polypropylen, skidp].

Extralkeni disky se pouZzivaji jako moderni forma SPE, jeslné tenké kompozitni membrany
z teflonu a pislusneého modifikovaného sorbentu (az 90 % hm.yhody €chto disk:
nejsou omezeny prokovou rychlosti, zakoncentrovani vzorku probilgavelmi GUzké zo6&
membrany a k eluci se pouziva minimalni mnozstrého ¢inidla (fadow ul) a diky tomu
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se nemusi odpavat nadbytené mnoZzstvi rozpoufdla pred chromatografickou analyzou
vzorku [11].

Tab.c¢. 2. Charakterizace SPE kolonek [11]

Princip Adsorbent vzorek Eluéni ¢inidlo

Nepolarni C18, C8, fenyl, Pesticidy, antibiotika| Hexan, dichlormetan,

extrakce CN kofein, vitaminy, PCB acetonitril, alkoholy

Polarni Silikagel, NH, | Antibiotika, pesticidy, di- a trichlormetan

extrakce CN, OH steroidy, vitaminy, ethylacetat, alkoholy,
aflatoxiny voda

Kationova Silné  kysely| Aminokyseliny, chlorofyl,| Kyseliny, roztoky soli,

vyména katex PCB pufry

Aniontova Bazicky anex Organické kyseliny, kofeinZasady, roztoky soli,

vyména sacharin pufry

Extrakce ve | CN/SIiOH, PCB z odpadnich of&j| Chloroform, aceton,

smésném modu | NH,/C18 teIni tekutiny ethylacetat, methanol

2.3.1.3 Vyhody a nevyhody SPE

Jedné& se o rychlou a levnou metodu, vyhodou jeepsdmenSimi objemy vzorku, snizena
spoteba organickych rozpoustel a v neposledrifadé snadna automatizace [10,11].
Nevyhodou této techniky je, Ze prékiteré specifické izolace nejsou dosud na trhu vBodn
SPE kolonky, ale sortiment SPE kolonek se neustai&uje. [10,11]

2.3.2 Chromatografie na tenké vrstw

Chromatografie na tenké vrstTLC) je dalSi technika pouzivana pro kvantitati
rozcleni riznych tid lipida.

Nevyhodou jsou problémy spojené se separaci komjaexiologickych vzork, nezadouci
oxidace polynenasycenych liid béhem procesu TLC a problémy, které vznikaji
pii prekrateni maximalni davky vzorku.

Touto technikou mohou byt volné mastné kyselinydsiwaod@leny od zbytkovych lipid

a nasleda& stanoveny pomoci plynové chromatografiégpadré v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii. Pro podrobj$i analyzu se pouZziva impregnace TLC desek AgNg].

TLC desttky impregnované AgN©byly pouzity nap. Wilsonem a Sametem k adeni
polynenasycenych mastnych kyselin, které maji véfkiologicky vyznam. Silikagel 60 TLC
destéky byly potazeny AgN® prostou sprejovou technikou, byly suSeny na vzduch
zah¥ivany na 110 °C po dobu 30 minut k dosazeni akgivadastné kyseliny, po izolaci
pomoci sloupcové chromatografie, byly naneseny aimpregnované TLC desky. Jako
mobilni faze byla pouZzita sfa toluenu a acetonitrilu (97:3, v/v). Nasledoyly destéky
suseny, poté lehce posprejovany 3 % octanédinym, 8 % kyselinou fosfot@ou a spalené
pii teplo 180 °C po dobu 20 minut, na vizualizaci estétomoci tohoto postupu mohly byt
odckleny dieny od triet a tetraefi [13].

Jako nejlepSi metoda se jevi éohi mastnych kyselin s 0-2 dvojnymi vazbami nanged
TLC destéce pokryté ionty stbra a mastné kyseliny s 3 a vice dvojnymi vazbaandruhé
desttce. Vhodné eleni cinidlo pro prvni destiku je smés hexanu a diethyletheru (9:1, v/v)
a pro druhou destku snts hexan a diethylether (2:3, v/v). Obé&ge ale toto odé&eni
pomeérné obtizné a neumakje dol¥e reprodukovatelné vysledky [13].

Schwertner a Mosser ukazali, Ze kvantitativni stend iznych mastnych kyselin je mozné
pomoci jiné metody. Metoda je zaloZen&d na extréipala smési chloroformu, methanolu
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a butylhydroxytoluenu (BHT) jako antioxidantu. Celly extrakt lipidi se dale roz#i
na silikagelu za pouZiti n-hexan-diethylether-kigl octova-BHT (95:5:1:0,1; v/viviv).
Desticky byly postikany rhodominem 6G a jednotlivé slozky lipidgledovany pod UV
swtlem. SlozZky lipidi byly zmydel@ny pomoci KOH, pak esterifikovany BR nasled&
kvantifikovany pomoci plynové chromatografie [13].

V dnesdni dob je TLC jen %idka pouzivana samostétrale obvykle se kombinuje s dalSimi
metodami [13].

2.4 Derivatizace (esterifikace) mastnych kyselin

Pro stanoveni mastnych kyselin se¢asfji pouziva plynova chromatografie, proto museji
byt analyzované mastné kyselinyepedeny na¢kavou formu, kterou neéastji byva
methylester fislusné mastné kyseliny. Esterifikace se prova#blika moznymi zfsoby,
které se daji pouzit na SirSi okruh matrici. Jakkladni derivatizéni reakce se pouziva
bazicky a/nebo kysele katalyzovana esterifikacé. [14

2.4.1 Bazicky katalyzovana esterifikace

Bazicky katalyzované reakce jsou rychlejSi a prajpiha mirgjSich podminek nez kysele
katalyzované esterifikace. Dochazi k esterifikaouze vazanych mastnych kyselin. Tyto
esterifikace probihaji rychle v bezvodém metharmdugitomnosti 0,5 mol™  roztoku
methoxidu sodného v bezvodém methanolu. dM&sto jsou vyuzivany methoxid draselny
a hydroxid draselny [9].

2.4.2 Kysele katalyzovand esterifikace

Kysele katalyzovana esterifikace kepytku bezvodého methanolu pomoci fhadni se
pouziva u volnych mastnych kyselin. Zaknim dochazi k urychleni esterifikace.
NejcasgjSim cinidlem je 5 % bezvody chlorovodik v methanolu,rigteznika probublavanim
bezvodého methanolu chlorovodikem. Na stejném jminéunguje i esterifikace s 1-2 %
roztokem kyseliny sirové v methanolu. Vzorky lipigsou pak <inidlem zatiivany asi
2 hodiny pod zgtnym chladéem. Esterifikovany nejsou pouze volné mastné kygehle i ty
vazané [9].

2.5 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je analyticka separanetoda, kterd se vyuziva ke stanoveni
tekavych aromatickych latek rigjstji. Jeji hlavni vyhodou je jednoduché a rychlé maeni
analyzy, @inna separace latek a pouziti malého mnoZzstvi wdvletoda je urena k dleni

a stanoveni pevnych latek, piyrkapalin s bodem varu do 400 °C.

Déleni slozek smsi probihd mezi mobilni a stacionarni fazi. Mobitazi je nosny plyn,
negastji se pouziva dusik, vodik, helium nebo argon. i8tarni fazi je pevny sorbent nebo
kapalina nanesena v tenkeé visha pevny nosi

Princip této metody je nanaseni vzorku doiwdného bloku naskové komory, kde dochazi
k odpdeni a ve forma par je unasen nosnym plynem do kolony. V kéldochazi k separaci
sloZzek na zaklad rizné schopnosti slozek se poutat na stacionarni Taito oddlené
sloZzky opousiji kolonu a jsou detekovany pomoci detektoru. Rao@veni mastnych kyselin
se nejastji pouziva plameno-ionizami (FID), pip. hmotnostni (MS) detektor. Signal
z detektoru se dale vyhodnocuje pomodizami, nejastji je timto z&izenim pditac, ktery
zaznamenava intenzitu signalu dase (chromatogram). Z chromatogramu pak Iz&sty
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o jakou latku se jedna a jeji zastoupeni veéssmNa obr.¢. 3. je znazorno schéma
chromatografu [15-17].

aesileni -;Il..ll dlu a zpracovini
vorek

regulitor priatoku Ir
misthik vzorku a nosného plynu =

N detcktor

\\ termostat

\ chromatograficka kolona

Obr. ¢. 3. Schéma plynového chromatografu

3

nosny plyn

2.6 Moznosti stanoveni volnych mastnych kyselin v po&ivinovych matricich

Jak jiz bylo zmigno, v @ipad stanoveni volnych mastnych kyselin z vyraljke nutné je
odctlit od ostatnich frakci lipidl. K tomu Ize vyuzitizné metody, népstji jsou aplikovany
SPE a TLC, ta obvykle v kombinaci s dalSimi technik [12]. Nevyhodou byva ¥thto
piipadech porrné velkacasova narénost [9].

Zatimco pro separactiznych sloZek lipid z biologickych matric je SPE Siroce vyuZivana
uz dlouhou dobu, v analyze jedlych tiuk oleji jeji pouZziti neni fliS bézné [10].

V rostlinném materialu stanovovali volné mastnédkiyy nag. Certik a kol. [22], kté
extrahovali tuk z rostlinné matrice metodou podleicke, dleni takto ziskanych lipid
probihalo metodou TLC s mobilni fazi hexan/dietthyde/kyselina octova (80:20:1 obj.
vivlv). Ziskané volné mastné kyseliny bylyepedeny na methylestery pomoci methanolu
a BF; a nasledé stanoveny GC-FID.

Podobné stanoveni volnych mastnych kyselin z pav&RE kolonkach popisuji Horak a kol.
[21]. Stim rozdilem, Ze byly pouZzity kolonky ethiylyl benzen divinyl benzen polymer
s extréemy specifickym povrchem, jako ealni cinidlo byl pouzit chloroform. Revedeni
na methylestery bylo provedeno pomoci derivagtizantsi methanol a BFmethanol 14 %
v/v, nasledné stanoveni metodou GC-FID.

V mlééném tuku je 96 — 98 % z celkového obsahu mastnysklic navazano na glycerolu,
negasgji se jedna o triacylglyceroly. V mt@ych vyrobcich, tedy i v syrech, se vyskytuji
mastné kyseliny i ve fortnvolné, jedna se sice spiSe o mala mnozstvi, t&&imnozstvi
ovliviiuji aromatické vlastnosti zminych produkd [18].

Z raiznych aplikaci na mé#@é vyrobky lze uvést n&pdiplomovou praci Knotka [19]
a/nebo disertni praci Sipalové [20], kde bylo provedeno stamdvevolnych mastnych
kyselin v jogurtu. Na separaci volnych mastnychekysbyla pouzita metoda SPE, kde na
eluci volnych mastnych kyselin z NH- kolonky byl pouzit 2 % roztok kyseliny mraven

v diethyletheru; volné mastné kyseliny byliepedeny na methylestery pomoci methoxidu
sodného v methanolu a stanoveny metodou GC-FID.
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Tuomala a Kallio [23] stanovovali volné mastnéédysy v syru ementalského typuiimym
spojenim superkritické fluidni extrakce s plynovyinromatografem. Pomoci superkritické
fluidni extrakceoxidem uhléitym byla ziskdna ze vzoiki¢ckava frakce s volnymi mastnymi
kyselinami a dalSimieckavymi slokeninami. Tato frakce pak byla analyzovana na plgnov
chromatografu s FID a MS detekci.

Rychlou a jednoduchou metodu stanoveni volnych myaktkyselin v mléce popisuji Amer
a kol. [24]. Jedn& se o0 metodu, kdy volné mastreelikyy byly gFevedeny ethylesterem
kyseliny chloromraveti na ethylestery a néasledstanoveny na plynovém chromatografu
s MS detekci .

Za zminku stoji stanoveni volnych mastnych kyseknvzorki syrucedar od Wijesundera
a kol. [18]. Pro sorpci volnych mastnych kyselin wzorku bylo pouzito SPME vlakno
pokryté polyakrylatem, ty byly nasleglstanoveny GC-FID.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni a chemikalie

3.1.1

Plyny
Dusik 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redéiim ventilem a kovovou membranou;

Vodik 5.5 SIAD v tlakoveé lahvi s redakim ventilem;
Vzduch 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redtikim ventilem pro kyslik.

Pristroje

Plynovy chromatograf TRACE GC (Thermoquest ItaligpSA., Italie) s plamenav
ionizatnim detektorem, split/splitless injektorem a kaii&kolonou DB-23 o
rozmerech 60 m x 0,25 mm x 0,2Bn

SPE manifold (SUPELCO VISIPREP)

Paitac PC, Intel Pentium Procesor

Analytické digitalni vahy HeLAGO, GR-202-EC, ltalie

Lednice

Vodni laza se stojany, Julabo TW2

Digestd

SuSarna, memmert

Vakuova roténi odparka, KIKA WERKE — RV06-ML, sifsluSenstvim

Pracovni pomicky

Mikropipeta Biohit-Proline (0,5 — 100d)

Bézné laboratorni sklo

SPE kolonky Amino Bag, 10x3ml tubes 500 mg, USA
TLC desttky Silikagel 60, 20 x 20 cm, MERCK,dhecko
Vyvijeci komory

Hemiltonova stikacka

Parafilm Pechiney PASTIC PACKAGING

Nz, nizky

Vialky

Chemikalie

Diethylether stabil. p.a., Lach-Ne&feska Republika
Ethanol 96 % p. a., Lach-Neatgska Republika

Hexan p. a., Lach-Ne€eska Republika

Hydroxid draselny p. a., Lach-N&teska Republika
Chloroform p. a., Lach-Nef;eska Republika

Isooktan p. a., Lach-Ne€eska Republika

Jod

Kyselina chlorovodikova 35 % p. a., Lach-Néeska Republika
Kyselina octova 99 % p. a., Lach-Néeska Republika
Methanol p. a., Lach-Ne€,eska Republika
Petrolether p. a., Lach-Netgska Republika
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« Propanokisty, LACHEMA, Ceska Republika
+ Standard methylestemastnych kyselin, Supelt 37 Component FAME Mix

3.2 Analyzované vzorky

V experimentalntasti této prace byly analyzovany 2 typy vZorktaveny analog syru a syr
typu Gouda.

Taveny analog syru byl vyroben na UnivefZltomaSe Bati ve Zli Jako hlavni surovina
byla pouzita eidamsk& cihla (30 % tuku v sdpiaralosti 2 tydf, vyrobena v mlékén
(rybizovy).

Vzorky byly vyrobeny tak, Ze rozkrajena eidamskdacbyla vloZzena do taviciho #aeni,

a poté k ni byl pdan tuk, tavici soli a voda. Nasledoval tiepy zakev plasém za stalého
michani na 90 °C, po dosazeni této teploty se wdidagest 1 minutu. Pak byla vznikla sia
plnéna do plastovych kelinik a uzavena. Vyrobky chladly samovaina déle byly
skladovany v ledniciip teplot 6 °C az do analyzy.

Syr typu Gouda byl vyroben na UniveizitomasSe Bati ve Zlih Jako hlavni surovina bylo
pouzito odsiedné mleko (tdnost 0,1 %), které se po ofskni standardizovalo smichanim
se smetanou (tmost 18 %) na kor@ou tuwnost mléka 3,5 %. Poté se mléko pasterovalo
diskontinualg pii zvolenych rezimech 65 °C po dobu 30 minut a 9@&Globu 5 minut.
Takto standardizované a pasterované mléko se&kawalo mezofilni koncentrovanou
lyofilizovanou kulturou Chr. Hansen. K takto zkovanému mléku sefjlal nasyceny
roztok CaCJ pro podpeeni syeni. Smds mléka se dokonale promichala a kultura se nechala
20 minut reaktivovat za séasného michani.

Nesledovalo sgeni mléka pi teplo 32 £ 1 °C pidanim syidla. Po 30 minutach $gni byla
syfenina prokrajena sy¥skou harfou (podéth i piicng). Béhem 10 minut klidu doSlo
k uvolréni syrovatky. Od#éeni syrovatky od ggniny se provatlo pomoci syreskych
plachetek, nejprverpdlisovanim a poté lisovanim podle zvoleného redisw Po vylisovani
byly syry vloZeny do solné laZro koncentraci 20 % (w/v) po dobu 5 hodin.

Vylisované syry se dale o$gy antimykotickou suspenzi Delvocid po dobu 4 sakuTakto
oSetené syry se nechaly 1 hodinu oschnout a poté #g talsmrstitelné félie. Vzorky byly
uchovavany v ledniciipteplot do 6 °C.

Pred analyzou byl vzorek Goudy vzdy nastrouhan nangam struhadle, promichan
a na analytickych vahach bylo navaZzendgmié mnozstvi pro jednotlivé zkousky.

Taveny analog syru byl pouze promichan a na ackiyth vahach bylo navazeno peiiné
mnoZzstvi pro jednotlivé zkousky.

3.3 Pouzité metody

3.3.1 Extrakce lipid & ze vzorku dle normyCSN 57 0107

Z jednotlivych vzork byl odvazen 1 g na analytickych vahach. Po kvatiNitim ggevedeni
vzorku do zkumavky bylo fiidano 5 ml kyseliny chlorovodikové. Tato &nbyla viozena
do vodni laza nastavené na teplotu 80 °C. Vzorky byly v tétonigzonechany do zémy
barvy roztoku na tenm@fialovou (viz. Obrg. 4). Poté byly zkumavky ochlazeny pod proudem
studené vody. Po ochlazeni bylo keésmpiidano 5 ml ethanolu a roztok bykgveden
do ctlici nddoby. Do dlicich nadob byly gidany extrakni ¢inidla, v prvnim kroku 8,4 ml
diethyletheru, po mingttiepani jedt 8,4 ml petroletheru a po minutovém gegéni se
nechal roztok odstat 30 minut. Cely proces extrae®pakoval je§tdvakrat s polowinim
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mnozstvim extraknich ¢inidel. Horni vrstva (viz. Obr.¢. 5.) se po jednotlivych
30 minutovych odstanich odebirala pipetou d@dpm zvazenych destilsich bark.
Rozpou&tdlo bylo nasled& odpaeno na vakuové odparce a tuk byeyeden do hexanu
a pouzit na dalsi analyzu.

Obr. ¢. 4. Znena barvy sresi Okt.5. Délici nadoba po extrakci

3.3.2 Frakcionace lipidid metodou SPE

Kolonky byly gripevrény do zdizeni SPE manifold (viz. Obé. 6.), ve kterém se pomoci
vodni vyjevy vytvdilo vakuum. Poté byly NK- kolonky aktivovany pomoci hexanuiirk
hexanu kolonkami se reguloval ¢tym ventilem. Po promyti kolonek hexanem byl
na kolonku davkovan vzorek. Na prvni eluci bylaupita sng¢s chloroform : propanol
v poneru 2 : 1, a na druhou eluci 2 % roztok kyselinyooé v diethyletheru. Ziskané frakce
byly jimany do vialek, z nichZ bylo nasledndpaeno rozpoug&tlo na vakuové odparce.
Zakoncentrované frakce byly naslédprevedeny do 1 ml hexanu a zesterifikovany.
Po esterifikaci byly jednotlivé frakce analyzovanya plynovém chromatografu s FID
detekci.
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Obr. ¢. 6. Zenl’ SPE manifold — umdat extral¢nich kolonek

3.3.3 Frakcionace lipidi metodou TLC

Hlinikova TLC deska pokryta silikagelem se nejpnexhala aktivovat v susSa&rmpii teplot
100 °C po dobu 30 minut. Poté se na desce vjizatart, na ktery se posléze nanéSely
vzorky pomoci Hemiltonovy Bkatky. Takto nanesené vzorky se nechaly na desce rrasch
a poté se nechaly vyvijet v nddobach k tomtemych (vyvijecich komorach). Jako vyvijeci
smés se pouzivala sta hexan : diethylether : kyselina octova v gamB0 : 20 : 1. Ve chvili,
kdy doséhlo eleni ¢inidlo ¢ela (cca 1 cm od horniho okraje desky), se deskaipeci
komory vyjmula, nechala se v digestauschnout a byla dale vlozena do dalSi vyvijeci
komory s parami jodu. Ve druhé vyvijeci kofmodoSlo k vizualizaci jednotlivych skvrn
(frakci lipidd) . Vysledek po vizualizaci j6dem je patrny na Qbr7. Poté byly vySkrabany
frakce odpovidajici volnym mastnym kyselinam (FF#&)riacylglycerohm (TAG). Takto
vySkrabana vrstva byla nasypana do vialky, kde bgsleds esterifikovana a analyzovana
na plynovém chromatografu s FID detekci.

3.3.4 Esterifikace mastnych kyselin

Na zéaklad diplomové prace Pruknerové [24] byla pro esteaifik pouzita metoda pod&SN
EN ISO 5509.

Z vyextrahovaného tuku (kap. 3.3.1}epedeného kvantitati¢n pomoci 1 ml hexanu
do plastovych Eppendorfovych zkumavek bylo autookati pipetou odebrano vygené
mnozstvi smisi (viz rovnice 1) do vialek s pryZzovou zatkou. Bialky bylo dale pidano
5 ml isooktanu a 0,5 ml methanolického roztoku K@&Honcentraci 2 mdi* (piiprava viz
rovnice 2). Vialky pak byly 8 minut prigpavany a naslednse nechaly 6 minut stat.
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Po uplynuté dob 6 minut byl z horni vrstvy odebran 1 ml k analypa plynovém
chromatografu s FID detekci.

Vypotet 1: mnoZstvi extraktu, piebné pro ziskani cilové koncentrace 10mig
Cl m/1 = CZ WZ (1)

Kde:

Clweviennennns koncentrace vyextrahovaného tuku [mb']
Vi............ potebné mnozZstvi extraktu k odebrani [ml]
Co ............ cilova koncentrace [mapl™]

Vs ............ objem isooktanu [mi]

Vypoéet 2: mnozstvi KOH, patbné k pipraw methanolického roztoku, cilova koncentrace
2 motl™

m=cVIM, (2)

Kde:

M. hmotnost KOH [g]

C............ cilova koncentrace KOH [mof]
V............ objem methanolu [l]

M ............ molarni hmotnost KOH fgnol™]

Pripraveny roztok methanolického KOH byl uchovan driei.

3.4 Podminky metody pro stanoveni methylestdr mastnych kyselin

* Plynovy chromatogram TRACE GC (ThermoQuest S.p.A., Italie)
* Autosampler AI/AS 3000
» Kapilarni kolona: DB-23 o roznérech 60 m x 0,25 mm x 0,26n
* Oven — teplotni program

= 60 °C 10 min
Vzestupny gradient 12 °@in™* do 200 °C s vydrzi 10 min
Vzestupny gradient 5 °@in™ do 220 °C s vydrZi 15 min
Vzestupny gradient 10 °@in™ do 240 °C s vydrzi 10 min
Celkova doba analyzy: 62,67 min

Inlet — PTV

= Teplota injektoru: 250 °C

= Splitless time: 5 min

»= Davkovani: autosampler be#lide toku (splitless) (1ul)
e Carrier

=  Pratok dusiku: 0,5 minin™
Detektor FID (Plamenow ionizaéni )

» Teplota detektoru: 250 °C

= Pritok vzduchu: 350 minin™

=  Pratok vodiku: 35 mimin™

=  Make-up dusiku: 30 nthin™
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3.5 Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin ve vzrcich

Mastné kyseliny byly stanoveny porepedeni na methylestery (MeMK). Identifikace
jednotlivych methylestérmastnych kyselin ve vzorcich byla provedena ndarksrovnani
retertnich¢adi identickych standaftd

Kvantifikace mastnych kyselin byla provedena Wtem jejich koncentrace (c) z ploch fik
methylestek mastnych kyselin vzotk(P) a znamé koncentrace( a ploch pik standard
(Ps) (viz tab.¢. 3.).Vysledna koncentrace pak bylgpaitena na mnozstvi methylesigim)

v 5 ml (pivodni objem ve vialce).

Vypocet:

c, [P

c= [mgml (3)

S

m=cl[V [mg] 4)

Vypoctené mnozstvi methylester mastnych kyselin  bylo vydeno mnozZstvim
vyextrahovaného tuku a &mé prepateno na obsah mastnych kyselin (viz. rovnice 5)

Prepatet methylesteii mastnych kyselin na mastné kyseliny:

CMK - c:MeMK DMrMK (5)
MrMeMK
Kde:
CMK weeveeennnnnnenns koncentrace MK ve vzorku [mgl™]
CMEMK = v vrrernnnens koncentrace MeMK ve vzorku [mrgl'l]
MIMK oo eeeeeennen, molarni hmotnost MK [gnol ]
MIMeMK «vevenrnnn. molarni hmotnost MeMK [-mol'l]
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Hlavnim cilem této prace bylo zvoleni vhodné metostgnoveni volnych mastnych kyselin
v riznych typech firodnich a tavenych syr Jako matrice pro veSkeré pokusy byly pouzity
modelové vzorky syrtypu Gouda a tavenych syrovych andldg rybizovym olejem).

Pro extrakci lipid ze vzork byla pouzita sws diethyletheru a petroletheru di&N 57 0107.
Pro frakcionaci extraktu lipid ze vzork byly vyzkouSeny a porovnany émetody: TLC

a SPE. Postup SPE bytgvzat z prace Sipalové [19] a optimalizovan na \8ywomatrici;
postup TLC byl pevzat z prace€ertika a kol. [21]. Pro stanoveni MK ve vSech ziskd
frakcich byla pouzita plynova chromatografie s Fl@etekci po jejich fevedeni
na methylestery methanolickym KOH dissSN EN I1SO 5509. fehledné schéma testovanych
postup je uvedeno na Obé. 8.

4.1 Standardy mastnych kyselin

V nasledujici tabulce&. 3. jsou uvedeny standardy s jejich koncentraceuaichami pik
a molarnimi hmotnostmi pibné k identifikaci a kvantifikaci mastnych kysetihsazenych
v jednotlivych vzorcich.

Tab.¢. 3a. Behled standard pouZzitych k identifikaci a kvantifikaci

Cislo , . Konc. (c) | Plocha pikii | Mr yemx Mr vk

piku Mastna kyselin [mg-ml('l]) (PY) [m\? 5] | [g'mol] | [g'molY]
1 maselna 0,04 1468312 102,133 88,106
2 kapronova 0,04 2400501 130,187 116,16
3 kaprylova 0,04 3557380 158,241 144,214
4 kaprinova 0,04 3061648 186,295 172,268
5 undekanova (undecylova) 0,02 1350435 200,322 2986,
6 laurova 0,04 2315169 214,349 200,322
7 tridekanovéa 0,02 999383 228,376 214,349
8 myristova 0,04 1666563 242,408 228,376
9 myristolejova 0,02 830174 240,387 226,36
10 | pentadekanova 0,02 722222 256,43 242,403
11 | cis-10-pentadecenova 0,02 713495 254,414 240,387
12 | palmitova 0,06 2158637 270,45)7 256,43
13 | palmitolejova 0,02 668278 268,441 254,414
14 | heptadekanova 0,02 573988 284,484 270,457
15 | cis-10-heptadecenova 0,02 614572 282,468 268,441
16 | stearova 0,04 1258918 298,511 284,484
17 | elaidova 0,02 648736 296,495 282,468
18 | olejova 0,04 1360754 296,495 282,468
19 | linolelaidova 0,02 520610 294,479 280,452
20 | linolova 0,02 607511 294,479 280,452
21 | gama-linolenové 0,02 499286 292,463 278,436
22 | linolenova 0,02 489830 292,468 278,436
23 | arachova 0,04 1067799 326,565 312,538
24 | cis-11-eicosenova 0,02 518246 322,583 308,506
25 | cis-11,14-eicosadienova 0,02 480540 322,533 5868,
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Tab.¢. 3a. Prehled standard pouZzitych k identifikaci a kvantifikaci

Cislo , . Konc. (c) | Plocha piki | Mr yemx Mr vk
piku Mastna kyselin [mg-ml('l]) (P [mV-s] | [grmo] | [g-mol’]
26 heneicosanova 0,02 498451 340,592 326,565
27 cis-8,11,14-eicosatrienova 0,02 438082 320,517 06,4®
28 | arachidonova 0,02 420071 318,501 304,474
29 cis-11,14,17-eicosatrienova 0,02 466524 320,517306,49
30 | cis-58,11,14,17- 0,02 956606 | 316,485 302,458
eicosapentaenova
31 behenova 0,04 367333 354,619 340,592
32 | erukova 0,02 474533 352,608 338,576
33 cis-13,16-docosadienova 0,02 450170 350,587 5836,
34 tricosanova 0,02 492037 368,646 354,6[19
35 lignocerova 0,04 991745 382,673 368,646
36 cis-4,7,10,13,16,19-
docosahexaenova 0,02 452127 342,5P3 328,496
37 nervonova 0,02 277490 380,657 366,83

4.2 Stanoveni celkového obsahu mastnych kyselin ve vezich

Béhem nize zmignych experimerit byl pro dplnost réten i celkovy obsah MK

v analyzovanych vzorcich. K tomut@ealu byla aplikovana klasicka metoda stanoveni (tedy
bez frakcionace), fipsny postup jefpvzat z diplomové prace Pruknerové [24]. N&né
hodnoty jsou uvedeny v tabulkaeh4. a 5.

Z vysledlki je patrné, Ze ve vzorcich analogyly nejvice zastoupené tyto mastné kyseliny:
myristova, palmitova, stearova, olejova, linolové (graf¢. 1.)

V grafu¢. 2 jsou pro zajimavost uvedeny vysledky stanoeetkioveho obsahu MK véech
raznych vyrobach syrtypu Gouda (vyr 1, vyr 2, vyr 3). Vyroby se liSitypasobem tepelného
oSeteni mléka pouzitého pro jejich vyrobu (mezi vzorjgpu patrné rozdily, ale toto
hodnoceni bylo mimo z&m této prace). V syrech byly nejvice zastoupen® tyiastné
kyseliny: pentadekanova, heptadekanova, olejonéldiaidova.
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Graf ¢. 1. Zastoupeni jednotlivych MK v syrovém analogu
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Tab. ¢. 4. Celkovy obsah MK ve vzorcich analogu taversa s rybizovym olejem (RO)

[mg-g* tuku]

Nazev mastné kyseliny RO1 RO2 RO7 RO8  fimér SD
kapronova 0,21 0,35 0,17 0,12 0,21 0,09
kaprylova 1,31 1,71 1,37 1,30 1,42 0,19
kaprinova 2,70 3,28| 3,69 2,99 3,17 0,42
undekanova 0,07 nd 0,09 0,07 0,08 0,01
laurova 3,79 4,13| 5,46| 3,73 4,28 0,81
tridekanova 0,16 0,26/ 0,23 0,15 0,18 0,04
myristova 15,20 16,02 22,86| 14,33 17,10 3,89
myristolejova 1,28 1,30 1,92 1,19 1,42 0,34
pentadekanova 1,74 1,89 2,64 1,71 1,99 0,44
cis-10-pentadecenova 0,41 0,45 0,61 0,42 0,47 0,09
palmitova 4499 49,46| 57,89 45,03 49,34 6,07
palmitolejova 3,72 292| 3,75| 2,58 3,24 0,58
heptadekanova 1,13 1,25 1,66 1,15 1,30 0,25
cis-10-heptadecenova 0,47 0,49 0,67 0,47 0,53 0,09
stearova 15,16 nd| 22,07\ 14,77 17,33 4,11
olejova 28,95 40,78| 21,25| 39,25 32,56 9,19
linolelaidova 0,74 0,74 1,28| 0,56 0,83 0,31
linolova 12,78 11,72| 15,01 10,64 12,54 1,86
gama-linolenova 0,57 0,55 0,77 0,53 0,61 0,11
linolenova 2,18 2,18 2,35 1,98 2,17 0,15
cis-13,16-docosadienova md 0,10 0,10 nd 0,10 0,00
nervonova 0,57 2,60 0,22 2,28 1,42 1,19
Tab.¢. 5. Celkovy obsah mastnych kyselin ve vzorciahtgpu Gouda [may™” tuku]

Nazev mastné kyseliny VYR 1 VYR 2 VYR_3
kapronova 0,05+0,01 0,15+0,01 0,06 + 0,00
kaprylova 1,02 +0,71 0,73 £ 0,2( 0,56 £0,11
kaprinova 0,95 + 0,22 1,89 +0,21 1,20 £ 0,02
undekanova 2,42 + 0,57 5,33+0,24 3,17 £ 0,09
laurova 0,10 + 0,03 0,24 + 0,01 0,14 + 0,01
tridekanova 3,43+0,82 7,83 + 0,58 4,59 +0,19
myristolejova 0,18 £ 0,05 0,43 £0,03 0,25+ 0,01
pentadekanova 12,70+ 3,44 30,04+2/13 17,446 0,8
cis-10-pentadecenova 1,98 £ 0,54 4,67 +0,34 203%
palmitolejova 0,29 + 0,08 0,67 £ 0,04 0,40+ 0,01
heptadekanova 43,80 £12,0209,83 +6,97| 53,08 +11,45
cis-10-heptadecenova 1,08 £ 0,30 2,54 £0,22 16D%

elaidova 0,51+0,13 1,21 £ 0,09 0,71 +0,03
olejova 10,09 +2,06 22,37+2,27 13,50+ 0,89
linolelaidova 28,20+8,08 51,30+5,01 36,45 A7
linolova 0,80 £ 0,29 2,78 + 0,09 0,69 + 0,01
gama-linolenova 0,45 + 0,11 0,98 + 0,20 0,62 + 0,02
linolenova 0,03+0,01 0,17 £ 0,01 0,05 + 0,00
arachova 0,26 + 0,16 0,57 + 0,00 0,28 + 0,02
cis-11-eicosenova 0,13+0,01 0,27 + 0,01 0,17080
lignocerova nd 0,13 + 0,02 0,06 =+ 0,0D

27




SYR =—p 1. HCI

1 2. Vodni lizei, 80 °C

IN

EXTRAKCE

1. Ochlazeni
2. Ethanol

1. 3x Diethylether,
Petrolether
2. Zahusténi

TLC SPE

estery cholesterolu | T

TAG D NH,- kolonka

FFA | —

cholesterol | ——1 |
DAG) —— 1. eluce 2. eluce
S chloroform, propanol kyselina octova
fosfolipidy| —— v diethylethern
MAG, DAG, TAG FFA
isooktan + met. KOHJ’ ‘l' isooktan + met. KOHJ’

Methvlester \fﬁﬁ ﬁi\{ethylester \ﬁ(ﬁ

¥

GC GC GC

Obr. ¢. 8. Pehledné schéma testovanych po&tup



4.3 Frakcionace lipidia metodou tenkovrstvé chromatografie

Metoda tenkovrstvé chromatografie obsahujkolik ¢aso¥ naranych kroki. Na Uplném
zatatku je zdrzeni ve fortnaktivace TLC destky, ktera probihd po dobu 30 min v su&rn
pii 100 °C. Samotné davkovani vzérkeni naréné nacas, ale spiSe na zkuSenost amost
osoby, kterd vzorek nanéSi. TLC dé&sai velice rychle vsakuje vzorek, a proto je nutné
pracovat rychle aipsré, coz samozjmeé vyZzaduje delSi praxi. Idealni varianta je moznost
pouZit automaticky davkovazorku, ktery zatim ale neni na UCHPBT vzhledepoRgrng
velké finargni nar@nosti k dispozici.

Vyvijeni ve vyvijeci komee trva cca jednu aiphodiny nez dosdhne mobilni fazela (1 cm

od horniho okraje TLC desky). Po vyjmuti desky wnprvyvijeci komory musi deska
dukladné oschnout v digesto(piiblizné 15 minut) a pak nasleduje vizualizace v parach jod
(dalSich cca 15 minut).

Vzniklé skvrny je vhodné okam&ibznait tuzkou (viz obrg. 7), aby byla eventu&rmozna
jejich detekce i po vyprchani par jédu. Vzniklé sky je totiz teba z TLC desky vySkrabat
a prevést pokud mozno kvantitati&mlo vialky na pozéSi esterifikaci. | tento krok je zaia¢
zavisly na zranosti a zkuSenosti osoby, ktera praci provadi.éysjl zfisob je pomoci malé
Spachtléky a po malych kouscich, které vzdy po chvilce pdsyame do vialky.

Vyskrabané frakce je nutné okamdzilale zpracovavat, jinak silikagel ve vialce navaze
vlhkost a i esterifikaci az druhy den vzniknou pouze shlukgré nejdou v esterifikaim
¢inidle rozmichat.

Obr. ¢. 7. TLC destika po vizualizaci j6dem
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4.4 Frakcionace lipidia metodou extrakce na pevné fazi

Z hlediskacasové narénosti je SPE metoda p&kud rychlejsi, i kdyz pitok kolonky byl
nastaven tak, aby dochazelo pouze k pomalému odéapa

Po aktivaci kolonky hexanem byl mikropipetou nameseorek, ktery byl nasledneluovan
dvéma typy smisnych rozpougtlel. Prvni eluce s&si chloroform : propanol v pofru 2 : 1,
druh& eluce 2 % roztokem kyseliny octové v diedthyru. Podle i@dpokladu byla z prvni
eluce ziskana s¥és mono-, di- a triacylglycerd] z druhé eluce frakce obsahujici pouze volné
mastné kyseliny. Tento proces trva celyipm@vou eldgnichéinidel cca hodinu.

DalSim krokem bylo odgani el&nich ¢inidel, coz se ukazalo byt wipads prvni eluce
porekud nesnadné, protoZze e&hi ¢inidlo obsahuje chloroform a propanol, které maji
tendenci vzlinat; i festo trvalo odp@ni cca 15 minut. U frakce z druhé eluce, kde byla
eluenim cinidlem 2 % kyselina octova v diethyletheru, trvaldpaeni velmi kratkou dobu.
Oke ziskané frakce byly po odfEmi grevedeny do 1 ml hexanu a pouzity na esterifikaci.
Takto gipravené frakce Ize uchovat v ledoe do druhého dne.

45 Srovnani metod TLC a SPE

Jak je patrné zipdchozich kapitol SPE metoda je rychlejSi a cotyg& provedeni

i jednodusSi na obsluhu. Velkou vyhodou je i moznoshovani frakci do druhého dne
v lednici beze zriny, coz v pipact TLC neni moZzné. Metoda TLC je navic pomé narana
na zrignost obsluhy a také rychlost gepnost provedeni.

Pro zajimavost jsou zde v Tabulée 6 uvedeny vysledky stanoveni MK ve frakcich
ziskanych metodou TLC. Pro tent@ell byl pouzit syrovy analog s rybizovym olejem,
totozny jako v dalSich experimentech.

Oznaeni vzork:

TLC-TAG - frakce obsahujici s¥8 mono-, di- a triacylglycerol

TLC-FFA - frakce obsahujici volné mastné kyseliny

U frakci ozné&enychcislem 1 a 2 bylo davkované mnoZstvi dlserediného tuku na délku
3 cm. V fipads frakci s ozn&enim &islem 5 byl tuk ngedtn na koncentraci 100 mmgl™

a davkované mnozstvi bylo 20na délku 5 cm. Z vysledkje patrné, Ze zisk byl ve srovnani
s SPE (viz nasledujici kapitola 4.6) nizSi co détpo obsahu identifikovanych MK.

Na zaklad téchto vysledk byla pro dalSi praci zvolena frakcionace extrdktida pomoci
metody SPE, ktera byla naslédmptimalizovana.
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Tab.¢. 6. Obsah MK v jednotlivych frakcich ziskané metioBLC [mgg™’ tuku]

Nazev mastné kyseliny TLC- | TLC- | TLC- |TLC- |TLC- |TLC-
FFA1 | FFA2 | FFA5 | TAGl | TAG2 | TAG5S

kapronova ng nd nd 0,07 nd 0,02
kaprylova nd nd nd 0,03 0,03 0,01
kaprinova nd nd nd 0,09 0,07 0,03
undekanova 0,06 0,05 0,03 0,05 0,05 0,05
laurova 0,14 0,09 0,05 0,18 0,16 0,11
myristova 1,32 0,62 0,28 0,80 0,75 0,51
myristolejova nd 0,04 nd 0,05 nd 0,03
pentadekanova 0,05 0,07 nd 0,09 0,08 0,05
palmitova 524 3,68 0,77 3,92 3,69 2,97
palmitolejova 0,46 0,49 0,09 0,28 0,93 0,25
heptadekanova nd 0,06 nd nd nd 0,05
stearova 2,10 1,16 0,23 1,52 1,21 1,23
elaidova 0,23 nd nd 0,19 nd 0,17
olejova 11,53 8,88 1,07| 16,38 8,50 16,04
linolova 9,97 5,74 1,19 7,82 7,43 7,84
linolenova 0,24 0,27 nd 1,09 0,37 0,57

4.6 Optimalizace metody SPE

Patéteeni parametry byly nastaveny na zakigmace Ruiz-Gutiérreze [10]kolonky byly
zvoleny dle prace Knotka [19] a Sipalové [20], ikt pouZili pro stanoveni volnych
mastnych kyselin v jogurtové matrici.

Objem vSech pouzityctinidel byl zvolen 10 ml také na zakkaditovanych praci.

V rdmci optimalizace bylofedevsim pdtba zjistit optimélni mnoZstvi vzorku davkovaného
na SPE kolonku, tak aby byla playuZzita, ale na druhé str&anebyla pekraiena, jeji sorgni
kapacita. Dale bylo provedenodseni gredpokladaného slozeni ziskanych frakci.

Pro lepSi pehlednost a srozumitelnost jsou zde uvedeny niA&ifgo zkratky pouZzité
pro ozn&eni vzorki

RO - syrové analogy s rybizovym olejem

SPE-TAG - prvni frakce z SPE obsahujicksmmono-, di- a triacylglyceral

SPE-FFA - druha frakce z SPE obsahujici volné nédsgaeliny

SPE-RO - zbytek po nadavkovani vzorku na SPE

4.6.1 Experiment¢. 1

Pro vSechny experimenty vramci optimalizace bybuZty vzorky tavenych syrovych
analogi s gridavkem rybizového oleje.

V experimentuc. 1 byl pouzit extrakt lipil bez konéného kroku odp@ni rozpougdia,
experiment byl proveden dvakrat, extrakty byly aamy RO1 a RO2.

Po aktivaci kolonky 10 ml hexanu byl naddvkovan 1 ewtraktu (smis diethyletheru,
petroletheru a tuku). Byl jiman i zbytekigsrji feceno ebytek — jimany jako prvni) po
nadavkovani vzorku ozaany jako SPE-RO.

Jako prvni eltni ¢inidlo byla pouzita s@s chloroform : propanol v pafru 2 : 1 o objemu 10
ml, takto byla ziskana prvni frakce, kter4 by¢lan obsahovat s#s mono-, di-
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a triacylglyceroh (ozna&ena jako SPE-TAG éislem podle toho z jaké navazky analogu byla
provedena extrakce tuku).

Jako druhé etltni ¢inidlo byl pouzit 2 % roztok kyseliny octové v digtetheru, takto ziskana
frakce by néla obsahovat volné mastné kyseliny (a®ra SPE-FFA a tak&slem podle
toho z jaké navazky analogu byla provedena extrakag).

VSechny fi ziskané frakce byly odpany na rotani vakuové odparce, zbytekgveden do 1
ml hexanu, zesterifikovan (dle kap. 3.3.4) a amalgn GC-FID. Vysledky po identifikaci
a kvantifikaci jsou v tabulcé. 7. Vzhledem k tomu, Ze na chromatogramu frakcE-BRP1
byly ptitomné piky, Ize soudit, Ze davkovany vzorgkgahuje kapacitu kolonky, neni zcela
zachycen a je'¢ba snizit davkovany objem vzorku.

Tab.¢. 7. Obsah MK v jednotlivych frakcich ziskané metiocBPE vzorku RO1 a RO2 [rgg

tukul]
Nazev mastné kyseliny SPE- | SPE- SPE- SPE- SPE-
FFAl1 FFA2 TAG1 TAG2 RO1

kapronova ng nd 0,02 0,57 nd
kaprylova nd 0,40 0,35 0,26 nd
kaprinova nd 0,02 0,89 0,69 nd
undekanova 0,06 0,05 0,05 0,06 0,06
laurova 0,11 0,11 1,36 1,04 0,11
tridekanova ng nd 0,08 0,07 nd
myristova 0,65 0,88 6,04 4,81 0,69
myristolejova 0,04 0,06 0,50 0,38 0,04
pentadekanova 0,08 0,12 0,75 0,62 0,07
cis-10-pentadecenova nd nd 0,20 0,16 nd
palmitova 4,83 4,92 20,00 17,57 4,32
palmitolejova 0,41 0,38 1,17 1,94 1,19
heptadekanova 0,10 0,12 0,50 0,40 0,06
cis-10-heptadecenova nd nd 0,21 0,17 nd
stearova 2,99 2,50 7,80 6,78 1,91
elaidova nd nd 1,02 nd 0,14
olejova 26,37 16,09 15,76 27,93 11,97
linolelaidova nd nd 0,21 0,22 nd
linolova 13,24 5,52 5,44 8,58 11,06
gama-linolenova nd nd 0,23 nd 0,06
linolenova 1,02 0,46 0,75 1,18 0,59
arachidonova nd nd 0,75 nd nd
nervonova ng 1,16 nd 1,28 nd

4.6.2 Experiment ¢.2

V experimentu¢. 2 byl vyextrahovany tuk po odstiam rozpousdtdla na vakuové odparce
naledsn na koncentraci 100 mml™; experiment byl proveden dvakrat, extrakty byly
oznaeny jako RO3 a RO4. Vzorek RO3 byl rozpumst hexanu, vzorek RO4 v diethyletheru.
Po aktivaci kolonky a nadavkovani 1 ml extraktu bgkt jiman i zbytek po nadavkovani
vzorku (SPE-RO), prvni frakce (SPE-TAG) a druh&de (SPE-FFA). VSechnyitjimané
frakce byly nasledh odpdeny na rotani vakuové odparce,i@vedeny do 1 ml hexanu,
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zesterifikovany a analyzovany GC-FID. Vysledky dentifikaci a kvantifikaci jsou v tabulce
¢. 8.

Z chromatograrm SPE-RO3 a SPE-RO4 bylo &zjiSttno, Zze davkovany vzorek neni zcela
zachycen na kolonce a tudiz byl v dalSim krokétagmizen objem vzorku davkovaného
na kolonku.

Dale bylo vtomto pokusu zj&to, Ze lepSi vysledky (vySSi obsah ziskanych MHK)gsi

davkovani vzorku tuku rozpu$teho v hexanu.

Tab.¢. 8. Obsah MK v jednotlivych frakcich ziskané metiocBPE vzorku RO3 a RO4 [rgg

tukul]
Nazev mastné kyseliny SPE- | SPE- | SPE- |SPE- |SPE- |SPE-
FFA3 FFA4 | TAG3 | TAG4 | RO3 RO4

kapronova ng nd 4,78 3,23 nd nd
kaprylova nd nd 2,42 1,65 nd nd
kaprinova 0,02 5,60 3,87 nd nd 0,02
undekanova 0,05 0,09 0,14 0,10 0,06 0,07
laurova 0,11 0,15 7,51 5,42 0,12 0,11
tridekanova ng nd 0,31 0,23 nd nd
myristova 0,64 1,64 31,03] 23,17 0,70 0,55
myristolejova 0,04 0,09 2,64 1,89 0,05 0,04
pentadekanova 0,08 0,30 3,70 2,76 0,07 0,05
cis-10-pentadecenova nd 0,09 0,93 0,67 nd nd
palmitova 10,85 3,62| 7256| 33,34 2,83 2,44
palmitolejova 0,47 0,56 6,27 4,20 0,24 0,26
heptadekanova nd 0,33 2,47 1,78 0,04 0,06
cis-10-heptadecenova nd nd 1,04 0,75 nd nd
stearova 1,24 4,77| 23,07 0,17 1,31 0,93
elaidova 0,00 0,90, 30,14 0,00 0,06 0,05
olejova 9,43 8,34| 35,26| 21,45 9,30 6,96
linolelaidova nd 0,16 1,92 1,11 nd nd
linolova 5,34 1,80 20,63| 21,54 551 6,63
gama-linolenova nd nd 1,24 0,84 0,30 0,31
linolenova 0,21 0,31| 10,53 3,80 8,42 5,19
arachova Nne 0,19 nd nd nd nd
cis-11-eicosenova nd nd 0,68 0,06 nd nd
arachidonova 0,59 nd nd nd nd nd
cis-13,16-docosadienova nd nd 0,12 0,09 nd nd
nervonova 0,11 0,45 0,50 0,25 nd nd

4.6.3 Experiment ¢.3

Obdobré jako v experimentu¢. 2 byl vyextrahovany tuk po odstiam rozpousidia
na vakuové odparce fetn na koncentraci tentokrat 50 my* (oznaeni 6-1) a 25 menl™
(oznaeni 6-2); extrakty byly ozri@ny ROG6.
Po aktivaci kolonky a nadavkovani 1 ml extraktu bpkt jiman i zbytek po nadavkovani
vzorku (SPE-RO), prvni frakce (SPE-TAG) a druh&dea (SPE-FFA). VSechnyitjimané
frakce byly nasledh odpdaeny na rotani vakuové odparce,igvedeny do 1 ml hexanu,
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zesterifikovany a analyzovany GC-FID. Vysledky dentifikaci a kvantifikaci jsou v tabulce
¢. 9.

Z chromatograrm SPE-RO6-1 a SPE-RO6-2 bylodpjisttno, Ze davkovany vzorek neni
zcela zachycen na kolonce a budeb& vyraza snizit objem vzorku davkovaného
na kolonku.

Dale bylo vtomto pokusu zj&to, Ze lepSi vysledky (vySSi obsah ziskanych MK)gsi
davkovani vzorku tuku sladsného na koncentraci 50 nmgl™.

Tab.¢. 9. Obsah MK v jednotlivych frakcich ziskané metioBPE vzorku RO6 [mgj* tuku]

Nazev mastné kyseliny | SPE- SPE- SPE- SPE- SPE- SPE-
FFA6-1 | FFA6-2 | TAG6-1 | TAG6-2 | RO6-1 | RO6-2

kapronova ng nd nd 1,29 nd nd
kaprylova nd nd 1,19 0,65 nd nd
kaprinova nd 0,03 2,57 1,45 nd nd
undekanova 0,04 0,06 0,06 0,04 0,05 0,05
laurova 0,08 0,15 3,36 1,80 0,10 0,06
tridekanové ng nd 0,15 0,08 nd nd
myristova 0,36 0,86 13,82 6,96 0,59 0,67
myristolejova nd 0,06 1,09 0,56 0,07 0,04
pentadekanova nd 0,09 1,68 0,84 0,10 0,12
cis-10-pentadecenova nd nd 0,41 0,21 nd nd
palmitova 1,57 3,46 44,62 22,18 3,74 4,49
palmitolejova 0,15 0,28 2,95 1,33 0,28 0,23
heptadekanova 0,05 0,06 1,05 0,52 0,11 0,12
cis-10-heptadecenova nd nd 0,44 0,04 nd nd
stearova 0,78 1,78 14,63 7,57 1,70 1,92
elaidova nd 0,06 nd nd nd nd
olejova 3,94 10,15 39,95 20,43 551 3,87
linolelaidova nd nd 1,10 0,21 nd 0,09
linolova 3,64 5,89 9,95 6,35 2,91 0,72
gama-linolenova 0,1v 0,54 0,51 0,10 nd nd
linolenova 2,78 8,89 1,73 0,75 1,69 0,12
arachova Nng nd nd nd nd 0,07
cis-11-eicosenova nd 1,89 nd nd nd nd
arachidonova nd 0,63 nd 0,35 nd nd

4.6.4 Experiment¢.4

Vyextrahovany tuk po odstréani rozpoultdla na vakuové odparce byl fedn
na koncentraci 50 mal™ (vybrano v pedchozim experimentu); extrakty byly ozeay
RO7.

Po aktivaci kolonky bylo davkované mnozstvi extwaknizeno na 50Ql (oznaeni SPE-
RO7-500) a na 10Ql (ozna&eni SPE-RO7-100)V tomto pipact byl jiman vzdy pouze
zbytek po nadavkovani vzorku, ktery byl naskedmpden, geveden do 1 ml hexanu,
zesterifikovan a analyzovan GC-FID.

Z chromatograrm SPE-RO7-500 a SPE-RO7-100 bylo¢bpgjisttno, Ze davkovany vzorek
neni zcela zachycen na kolonce a tudiz byl v dalioku ot snizen objem vzorku
davkovaného na kolonku.
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4.6.5 Experiment¢.5

Prvni faze totoZna jako v experimenitut, extrakty byly ozngeny RO8 a RO®9.

Po aktivaci kolonky bylo davkované mnoZzstvi snizaadbul (oznaeni 8-5 nebo 9-5) a
(oznaeni 8-7 a 9-7).

Vysledky po identifikaci a kvantifikaci jsou v taloe ¢. 10. Davkovany vzorek byl jiz zcela
zachycen na kolonce a tudiZz nemusela byt provedat& Gprava davkovani. Déle bylo
v tomto pokusu zjigho, ze lepSi vysledky (vySssi zisk MK¥ipasi davkovani vzorku tuku
vV mnozstvi 7ul.

Proto jako optimalniteSeni bylo ufené redsni extrakfi tuku na koncentraci 50 mml™

a davkované mnozstvi @l. Vtomto zvoleném fipact byla u frakce obsahujici s
monoacyl, diacyl a triacylglycenblprovedena orientai tenkovrstva chromatografie, ktera
potvrdila zastoupenéthto #i slozek ve zmiéné frakci. Vysledek je uveden na obr8.

Obr. ¢. 8. Potvrzeni pitomnosti MAG, DAG, TAG v prvni frakci SPE
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Tab.¢. 10. Obsah MK v jednotlivych frakcich ziskané oetiocSPE vzorku RO8 a RO9 [rgg tuku]

Nazev mastné kyseliny SPE- SPE- SPE- SPE- SPE- SPE- SPE- SPE-
TAG8 5 TAG8 7 TAG9 5 TAGY9 7 FFA8 5 FFA8 7 FFA9 5 FFA9 7

kapronova 0,06 0,02 nd nd nd nd nd nd
kaprylova 0,02 0,01 0,16 0,07 0,04 0,03 0,03 nd
kaprinova 0,04 0,03 nd 0,02 0,03 0,02 nd 0,02
undekanova 0,08 0,04 0,03 0,05 0,07 0,03 0,03 0,07
laurova 0,21 0,08 0,05 0,10 0,09 0,05 0,07 0,05
tridekanova 0,03 nd nd nd nd nd nd Nd
myristova 0,95 0,36 0,32 0,63 0,52 0,36 0,63 0,18
myristolejova 0,06 nd nd 0,03 0,03 nd nd nd
pentadekanova 0,10 0,03 0,04 0,04 0,05 0,04 nd nd
cis-10-pentadecenova 0,08 0,03 nd nd nd nd nd nd
palmitova 4,75 1,17 1,23 2,96 2,99 1,57 2,42 0,50
palmitolejova 0,63 0,10 0,09 0,10 0,90 0,44 0,21 0,05
heptadekanova 0,08 0,09 nd 0,04 0,10 0,09 nd nd
stearova 1,77 0,55 0,49 1,41 1,25 0,67 0,99 0,25
elaidova 0,24 0,17 nd nd 0,09 nd nd nd
olejova 21,14 2,14 2,36 6,22 8,22 4,61 5,06 0,37
linolelaidova 0,65 nd nd nd nd nd nd nd
linolova 38,30 1,81 2,11 7,24 7,54 1,65 4,38 nd
gama-linolenova nd 0,08 nd 0,14 nd nd nd nd
linoleova 0,78 1,28 0,11 2,30 0,39 0,44 0,13 nd
arachova 0,08 nd nd nd 0,06 nd nd nd
arachidonova nd nd nd nd nd nd 0,11 nd
nervonova ng nd nd nd nd 0,14 nd nd
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Tab.¢ 11. Obsah MK v 1. eluci ziskané metodou SPE v®dudy [meg™ tuku]

(10%

Nazev mastné kyseliny| SPE-TAG1 SPE-TAG2 SPE-TAG3
maselna 451+0,43 | 0,06+0,01 0,08 + 0,01
kaprylova 1,04 +0,19 1,91 + 0,37 1,60 + 0,02
kaprinova 2,62 +0,26 0,05 + 0,01 4,56 + 0,04
undekanova 4,92 +0,79 0,17 + 0,03 0,11 + 0,00
laurova 9,14 + 0,32 0,14 + 0,02 0,11+0,01
myristova 0,58 + 0,01 0,73+0,18 0,66 + 0,04
myristolejova 2,66 + 0,48 nd nd
pentadekanova 0,10 + 0,02 0,08 + 0,02 8,48 + 0,28
palmitova 3,81+0,90 2,01 +0,66 1,27 + 0,48
palmitolejova 5,09 + 0,74 nd 6,74 + 0,27
heptadekanova 0,09 £ 0,03 nd nd
stearova 2,38 £0,01 0,56 + 0,22 0,78 £ 0,31
olejova 6,63 £ 0,82 1,35+0,43 1,27 £ 0,01
linolova 0,07 £ 0,01 nd nd
arachova 0,06 + 0,01 nd nd
heptadecenova 0,05+0,01 nd nd

Tab.¢. 12. Obsah MK v 2. eluci ziskané metodou SPE v®dudy [mgg™ tuku]

(107

Nazev mastné kyseliny SPE-FFAl SPE-FFA2 SPE-FFA3
kaprylova 1,19 + 0,46 0,02 +0,01 nd
kaprinova nd nd 0,02 = 0,00
undekanova 7,5+0,87 0,10+ 0,01 0,06 + 0,01
laurova 0,04 £0,01 0,11 £ 0,03 0,8+0,01
myristova 0,19 + 0,05 0,84 +0,10 0,69 + 0,05
myristolejova nd 0,04 = 0,00 nd
pentadekanova nd 0,10 £ 0,01 0,10+ 0,01
palmitova 0,43+0,17 507 +1,40 507 +1,21
palmitolejova 0,04 £ 0,01 0,82 +0,42 0,26 + 0,03
heptadekanova nd 0,09 £ 0,01 0,07 £ 0,01
stearova 0,13 +£0,05 2,23 +0,64 1,95 +0,3%
olejova 0,42 +0,13 13,10+ 7,17 593+0,41
linolovéa 0,32 +0,04 490+121 0,07 £ 0,00
arachova nd 0,11 +0,04 0,10+£0,1

4.7 Stanoveni opakovatelnosti metody

Opakovatelnost vyjadje €snost shody mezi vysledky nezavislyckireni stejného analytu
provedenych stejnou metodou, stejnym pracovnikearst@jném fistroji, na stejném mist
za stejnych podminek v kratk&fasovém intervalu [26].
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Opakovatelnost metody byla &ena na vzorku syru typu Gouda. Stejny postup byzjpo
na Sesti navazkach téhoz syru, vSechny vzorky pgljrobeny analyze za vySe uvedenych
optimalnich podminek.

Z nantienych dat byl vyp&itan pamér, snmérodatna odchylka (SD) a relativni odchylka
(RSD), ktera je hlavnim ukazatelem opakovatelndstsledky jsou uvedené v Tabuléel3.

Hodnota relativni srodatné odchylky podle dopateni IUPAC by ngla byt do 10 % [27],
coz nebylo spléno u MK. Hodnota relativni sénodatné odchylky se pohybovala v rozmezi
8,41 aZz 40,02 %. Vzhledem k neuspokojivym vysiedlbude muset byt metoda SPE-GC-
FID dale optimalizovana aby ji bylo mozno pouZiped opakovana stanoveni MK.

Tab.¢. 13. Vysledky opakovatelnosti metody SPE na uZedudy

volné mastné kyselin
Nazev mastné kyseliny pitmér SD RSD
[mg-g™ tuku] [mg-g™ tuku] [%]

kaprylova 0,025 0,004 15,59
undekanova 0,062 0,009 14,73
laurova 0,071 0,009 12,88
myristova 0,479 0,079 16,39
pentadekanova 0,050 0,019 40,02
palmitova 3,420 0,448 13,09
palmitolejova 0,050 0,008 15,91
heptadekanova 0,069 0,006 8,41
stearova 1,816 0,330 18,18
olejova 4,281 0,482 11,26
linolovéa 3,029 0,571 18,86
arachova 0,051 0,009 16,86

4.8 Aplikace na vybrané vzorky

Na zavr byl optimalizovany postup (SPE-GC-FID) pouzit gtanoveni obsahu volnych MK
syni typu Gouda a tavenych syrovych andldgtejnych jako byly pouzity ip optimalizaci
metody).

Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tabuicé4. a 15.

Porovnani volnych mastnych kyselin identifikovanyelobou typech syru je vyobrazeno
v grafuc. 3. a 4.
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Tab.¢. 14. Obsah MK v jednotlivych frakcich vzorku agaldaveného syra [mg™ tuku]

Nazev mastné

. SPE-TAG | SPE-FFA
kyseliny

kaprylova 0,04 + 0,03 nd
kaprinova 0,03+0,01 0,02 +0,00
undekanova 0,05+0,01 0,05=+0,03
laurova 0,09 +0,01 0,05=+0,00
myristova 0,49+0,19 0,27 +0,13
pentadekanova 0,04 £ 0,01 nd
palmitova 207126 1,04+0,75
palmitolejova 0,10 £0,00 0,25+ 0,07
heptadekanova 0,07 £ 0,04 nd
stearova 0,98+0,60 0,46 +0,29
olejova 4,18+288 2,46+0,99
linolova 4,53 + 3,84 nd
gama-linolenova 0,11 £ 0,04 nd
linolenova 1,79+0,72 nd

39



Tab.¢. 15. Obsah MK v jednotlivych frakcich vzorku symu Gouda [meg™ tuku]

Nazev mastné

kyseliny SPE-TAG1 SPE-TAG2 SPE-TAG3 SPE-FFAl SPE-H2 SPE-FFA3
méselna 4,51+0,43 0,06 + 0,01 0,08 + 0,01 nd nd nd
kaprylova 1,04 + 0,19 1,91 + 0,37 1,60 + 0,02 1,19 + 0,46 0,02 +0,01 nd
kaprinova 2,62 +0,26 0,05+0,01 4,56 + 0,04 nd nd 0,02 + 0,00
undekanova 4,92 +0,79 0,17+ 0,03 0,11 + 0,00 7,5+ 0,87 0,10+ 0,01 0,06 £ 0,01
laurova 9,14 + 0,32 0,14 + 0,02 0,11+0,01 0,04 +0,01 0,11 + 0,03 #0801
myristova 0,58 + 0,01 0,73+0,18 0,66 + 0,04 G:Xm05 0,84 £ 0,10 0,69 + 0,05
myristolejova 2,66 + 0,48 nd nd nd 0,04 + 0,00 nd
pentadekanova 0,10 £ 0,02 0,08 + 0,02 8,48 + 0,24 nd 0,10+ 0,01 0,10+ 0,01
palmitova 3,81+0,90 2,01 +0,66 1,27 +0,48 ;4817 5,07+ 1,40 507+1,21
palmitolejova 5,09 + 0,24 nd 6,74 + 0,27 0,04 £ 0,01 0,82 +0,42 0,26 + 0,03
heptadekanova 0,09 + 0,03 nd nd nd 0,09+0,0 D001
stearova 2,38 +0,01 0,56 + 0,22 0,78 £ 0,31 0,035 2,23 +0,64 1,95 +0,35
olejova 6,63 £ 0,82 1,35+0,43 1,27 £ 0,01 0,42 13 13,10 £ 7,17 593+0,41
linolova 0,07+0,01 nd nd 0,32 +0,04 490+1,21 0,07 = 0,00
arachova 0,06 £ 0,01 nd nd nd 0,11 +0,04 0,10+ 0,1
heptadecenova 0,05 +0,01 nd nd nd nd nd
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Graf ¢. 3. Porovnani mnozstvi ziskanych MK v 1. eluci 3BRalogu taveného syra a syru typu Gouda (SPEAITR(3)
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Graf ¢. 4. Porovnani mnozstvi ziskanych MK v 2. eluci 3BRalogu taveného syra a syru typu Gouda (SPE-BA3)
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo vybrat, optimalizovat validovat metodu vhodnou
pro stanoveni volnych mastnych kyselin v syrové ritiat Jako modelové matrice byly
pouzity dva typy vzork taveny syrovy analog gigavkem rybizového oleje &ipmdni syr
typu Gouda, experiment&@wvyrobené na UniverzitTomase Bati ve Zlin

Pro extrakci lipid ze vzorku sy byla zvolena metoda dIESN 0107, pro esterifikaci
mastnych kyselin byla pouzita metoda pod®N EN ISO 5509 s pouzitim metanolového
roztoku hydroxidu draselného. Na stanoveni metkstiesmastnych kyselin byla pouZzita
plynova chromatografie s FID detekci.

Na zaklad provedené literarni reSerSe byly pro frakciona@xtrahovanych lipitl a zisk
frakce volnych mastnych kyselin vyzkouSeny a poéwwn d¥ metody: chromatografie
na tenké vrst (TLC) a extrakce na pevné fazi (SPE). Po porovit#hito dvou metod byla
jako vhodrjSi vybrana metoda SPE, protoZe je jednodussi,lejiha poskytuje vysSi
vytézky ziskanych mastnych kyselin.

Cely proces SPE-GC-FID byl néasleédroptimalizovan, pedevSim z hlediska mnozstvi
davkovaného vzorku.

Byly aplikovany kolonky obsahujici silikagel modiivany aminoskupinami, pro jejich
aktivaci byl pouzit hexan. Pro analyzu byly jimadye frakce: prvni byla eluovana ssi
chloroformu a propanolu v pairu 2 : 1 a obsahovala $81mono-, di- a triacylglycerdl
Slozeni této frakce bylo ¢¥eno pomoci tenkovrstvé chromatografie. Druhymcreilon
¢inidlem byl 2 % roztok kyseliny octové v diethyleti, v této frakci byly obsazeny volné
mastné kyseliny. V ramci validace bylaétena opakovatelnost metody. Ostatni valida
parametry budou gasovych dvodi stanoveny v navazujicich pracich.

Metoda SPE-GC-FID byla na z&vaplikovana na vzorky modelovych tavenychiaqanich
syn.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BHT
DAG
FFA
FID
GC
HPLC

MAG
MeMK
MK
M
MS
PCB
SPE
TAG
TLC

butylhydroxytoluen

diacylglyceroly

volné mastné kyseliny (Free Fatty Acids)

plameno¥ ionizaini detektor (Flame lonization Detector)
plynova chromatografie (Gas Chromatography)
vysokodinna kapalinova chromatografie (High
Chromatography)

monoacylglyceroly

methylestery mastnych kyselin

mastné kyseliny

molarni hmotnost

hmotnostni spekrometrie

polychlorované bifenyly

extrakce na pevneé fazi (Solid Fase Extraction)
triacylglyceroly

tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chronggitphy)

Performance quid
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8 PRILOHY

Priloha 1
Priloha 2
Priloha 3
Priloha 4
Priloha 5
Priloha 6
Priloha 7

Chromatogram standanshethylester mastnych kyselin

Chromatogram methylestenastnych kyselitaveného analogu
Chromatogram methylesterolnych mastnych kyselitaveného analogu
Chromatogram methylestanono-, di- a triacylglyceréltaveného analogu
Chromatogram methylestenastnych kyselisyru Gouda

Chromatogram methylesterlnych mastnych kyseligyru Gouda
Chromatogram methylestemono-, di- a triacylglycerdél syru Gouda
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Chromatogram methylestemastnych kyselitaveného analogu
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Priloha 3 Chromatogram methylesterolnych mastnych kyseliaveného analogu
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Ptiloha 4 Chromatogram methylestemono-, di- a triacylglyceraltaveného analogu
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Chromatogram methylesiemastnych kyseligyru Gouda
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Chromatogram methylesterolnych mastnych kyselayru Gouda

Priloha 6
1000 g—
8004
0.0
Volt g
[mVolt) E :
E, %
4004 - H
£
E, £
. g 4=
-~ g % g & 2
A : B = %
20,04 E g E 5 2 8 =
EOE | T E |5
=z E E" E 2
-
0.0 T T T T I ]
28 4 ( truize) 366

120 a0z



Ptiloha 7
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