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ABSTRAKT

Tato préce se zabyva pouzitim tenkovrstvé chromatografie pro frakcionaci lipidl v syrové matrici.

V teoretické Casti je charakterizovdn mlécny tuk, lipidy, mastné kyseliny, moznosti stanoveni
lipidickych latek, tenkovrstva chromatografie a plynova chromatografie.

V experimentalni ¢asti byly optimalizovany podminky pro frakcionaci lipidd pfi pouziti tenkovrstvé
chromatografie, vyhodnoceny vybrané valida¢ni parametry, ovéfeny frakce lipidd ziskané z extrakce
pevnou fazi a stanoveno mnozstvi mastnych kyselin v danych lipidickych frakcich ve vzorku taveného
syra. Pro extrakci lipidi ze vzorki syra byla pouzita metoda podle CSN EN ISO 1735. Frakcionace
lipidii probihala na komeréné dostupnych destickach pro tenkovrstvou chromatografii. Pro esterifikaci
mastnych kyselin byla pouzita metoda podle CSN EN ISO 5509 s pouzitim metanolického roztoku
bortrifluoridu jako katalyzatoru. Vzniklé methylestery mastnych kyselin byly stanoveny pomoci
plynové chromatografie s FID detekci.

ABSTRACT

This bachelors thesis is focused on the use of thin layer chromatography for fractionation of lipids in
the cheese matrix.

Milk fat, lipids, fatty acids, the possibility of determination of lipid compounds, thin-layer
chromatography and gas chromatography are characterized in theoretical part.

In the experimental part the conditions for the fractionation of lipids using thin layer chromatography
were optimized, selected validation parameters were evaluated, lipid fractions obtained from the solid-
phase extraction were verified and fatty acids in lipid fractions in the sample of processed cheese were
quantified. The method according to ISO 1735 was chosen for extraction of lipids from the samples.
Lipids fractionation was performed on commercially available plates for thin-layer chromatography.
The method accrording to ISO 5509 using methanol solution of boron trifluoride as catalyst was
chosen for the esterification of fatty acids. The resulting methyl esters were determined by gas
chromatography with FID detection.
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1 UVOD

Syry jsou mlé¢né vyrobky, kde jsou zakoncentrovany vSechny vyznamné slozky mléka vcetné tukt.
Tuky tvofi vsyrech vyznamny podil, ovliviluji texturu, jsou nositelem chuti a vinég, patii mezi
energeticky nejbohatsi slozky potravin. Dulezitou ¢asti tukd jsou mastné kyseliny, majici velky
vyznam pii senzorickych zménach syrd béhem zrani. V pribéhu zrani dochazi k lipolyze tukti, béhem
které se uvoliiuji volné mastné kyseliny, pfispivajici k syrovému aroma a jsou dilezitymi prekurzory
dalSich aromatickych sloucenin, jako jsou alkany, estery, sekundarni alkoholy, methylketony a
laktony. Tyto latky pak dohromady vytvaii vyslednou chut’ a vini prislusného typu syra.

Cilem této prace bylo optimalizovat podminky tenkovrstvé chromatografie pro frakcionaci lipida
v syrové matrici. Tenkovrstvd chromatografie pfedstavuje stdle rozsifenou, rychlou, nendrocnou a
snadnou metodu pro separaci smesi latek. Prestoze jsou v dnesni dobé znamy metody piesnéjsi, pro
dany uéel je tato metoda dostacuji. Pro extrakei lipidii ze vzorku byla pouzita metoda podle CSN EN
ISO 1735. Frakcionace lipidii byla provedena na komeréné dostupnych deskach pro tenkovrstvou
chromatografii se stacionarni fazi silikagelem. Pro esterifikaci mastnych kyselin byla pouzita metoda
podle CSN EN ISO 5509 s pouzitim methanolického roztoku bortrifluoridu jako katalyzatoru.
Methylestery mastnych kyselin byly stanoveny plynovou chromatografii s FID detekci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Miléko

MIéko je mnohaslozkova smes a soucasné polydisperzni systém tti fazi — emulzni (tukové), koloidni
(bilkovinné) a molekulové (laktosa, mineralni soli). Bilo-krémovy vzhled mléka zptisobuje mléény
tuk, kasein a ¢aste¢né nerozpustny fosfore¢nan véapenaty. Cerstvé mléko je téméf neutralni, hodnota
pH je v rozmezi 6,5 az 6,7. Hlavnimi slozkami mléka jsou voda, mléc¢ny tuk, bilkoviny, mlé¢né soli a
laktosa [1]. Voda je nezbytnou slozkou mléka a nositelem celého systému. Primérny obsah vody je asi
87,5 % [2]. K susiné patii vSechny ostatni slozky mléka, nejvétsi zastoupeni predstavuje tuk, bilkoviny
a laktosa. V nepatrnych mnozstvich jsou zastoupeny dusikaté latky nebilkovinné, organické kyseliny,
enzymy, vitaminy a soli. Mlé¢ny tuk se sklada z triacylglycerold mastnych kyselin. V mléku je
rozptyleny v podobé kulicek, které jsou obklopené lipoproteinovou membranou, a je charakteristicky
vysokym obsahem niz$ich mastnych kyselin. Chemické sloZeni mléka je uvedeno v tabulce ¢. 1 [1,2].

Tabulka ¢. 1: Chemické slozeni syrového mléka [1]

Miléko (100 g) Kravské Kozi Ovci
Energie (kJ) 273 318 457
Voda (g) 87,6 85,9 80,9
Susina (g) 12,4 14,1 19,1
Bilkoviny celkové (g) 3,25 3,71 5,97
Lipidy celkové (g) 3,73 4,52 7,31
Lipidy — kys. linolova (g) 0,09 0,14 0,24
Sacharidy celkové (g) 4,7 5,2 4,9
Popel (g) 0,70 0,74 0,88
Ca (mg) 121,6 158,9 199,5
Fe (mg) 0,07 0,08 0,18
Na (mg) 61 38 50
Mg (mg) 10 13 19
P (mg) 92 129 154
Cl (mg) 118 150 76
K (mg) 144 177 160
Zn (mg) 0,48 0,33 0,59

2.2 Mléény tuk

Mlécny tuk je dispergovan v mlééném séru ve forme tukovych kulic¢ek. Jejich velikost se pohybuje
vrozmezi 0,1 — 15pm a jejich pocet v mléce ¢ini 1,5 — 4 miliardy v 1 ml mléka [2]. Obsah tuku
v mléku se méni v disledku mnoha faktor®, jako typ chovil, diety a faze laktace. Typicky je vSak
vrozmezi 3,5 az 4,7 %. Triacylglyceroly tvoifi 98-99% lipidi v tukovych kulickach a jsou tak
v mlé¢ném tuku identifikovano vice jak 400. Z nich se vSak ve vét§im mnozZstvi vyskytuje pouze asi
13 mastnych kyselin, které maji zastoupeni vice jak 1 %. Ostatni maji zastoupeni méné nez 0,1 %.




[10,22] Dale jsou v tukovych kulickach obsazeny di- a monoacylglyceroly, steroly, volné mastné
kyseliny a lipofilni latky karotenoidy a vitaminy A,D,E a K. Membrana tukovych kuli¢ek je tvotena
fosfolipidy a proteinovymi molekulami, a ty jsou tak stabilizovany. Maly podil tuku je pfitomny
v koloidni disperzi v mlécném séru [2,3].

Mlécny tuk obsahuje pifiblizn€ 60—70 % nasycenych mastnych kyselin, 25-35 % mononenasycenych
mastnych kyselin a méné nez 5% polynenasycenych kyselin. Nejvyssi podil nasycenych mastnych
kyselin tvoti kyseliny palmitova, stearova a myristova a z nenasycenych kyselina olejova [4]. Mlécny
tuk mé& ze vSech pfirozenych tukli nejrozmanitéjsi slozeni. Pro mlécny tuk je typické, ze obsahuje
pomeérné vysoké mnozstvi mastnych kyselin s kratkym fetézcem, na rozdil od jinych olejt a tukt, kde
se obvykle vyskytuji jen ve stopach [2].

2.3 Lipidy

Lipidy patii k vyznamnym slozkam potravin a ve vyzivé C¢lovéka tvoifi jednu z hlavnich zivin
nezbytnou pro zdravi a vyvoj organismu. Jsou zdrojem energie, tvofi biomembrany, jsou prekurzorem
mnoha dalSich sloucenin a jsou transportnim prostfedkem pro vitaminy A, D, E a K. Pfesto
nepiedstavuji jednotné definovanou skupinu sloucenin, protoze hlavnim kritériem zafazeni slou¢enin
do této skupiny byva jejich hydrofobnost a ne chemické vlastnosti. Potize nastavaji se zafazenim
volnych mastnych kyselin, protoze neobsahuji alkoholovy zbytek. Pfesto se vSeobecné povazuji za
lipidy a mély by tvofit jejich samostatnou skupinu [5,6]. Mohou byt extrahovany z tkani a pletiv do
organickych rozpoustédel, jako jsou chloroform, ether, benzen, horky ethanol [23].

Podle chemického slozeni se lipidy tfidi do hlavnich skupin. Rozeznavaji se:

e homolipidy
e heterolipidy
e komplexni lipidy

2.3.1 Homolipidy

Homolipidy jsou slouceniny mastnych kyselin a alkohol. Dé¢li se dale podle struktury vazaného
alkoholu. Tim je v pfirodnich lipidech vétSinou glycerol, méné CcCasto ethery glycerolu, nebo
hemiacetaly vysSich alifatickych alkohold, glykoly, ale také vysS$i jednosytné alifatické alkoholy,
alifatické a alicyklycké terpenoidni slouceniny, jako napt. xanthofyly nebo rizné steroidni slouceniny.
Nejpocetnéjsi skupinou jsou acylglyceroly, tj. mono-, di- a hlavné triacylglyceroly [5,23].
Potravinarsky nejvyznamnéjsi lipidy jsou estery glycerolu. Podle skupenstvi se oznacuji nazvy tuky
s vy$8im obsahem nasycenych mastnych kyselin, nebo oleje kde pfevazuji nenasycené mastné
kyseliny. Triacylglyceroly pfedstavuji nejvétsi cast lipida, 96-98 % [5,9,10]. Acylglyceroly jsou
hlavnimi slozkami reservniho tuku, tvoii az 90 % tukovych zasob zivocCichi i rostlin. Jde o smés esteri
ruznych mastnych kyselin a jsou doprovazeny rozlicnymi hydrofobnimi latkami, jako jsou fosfolipidy,
steroly, karotenoidy, triterpeny a tokoferoly. Zivo¢isné tuky jsou ulozeny v podkozni tkéni a v oblasti
ledvin. Rostlinné tuky jsou uloZeny v semenech a nékterych plodech [23].

Estery mastnych kyselin s monohydroxylovymi alkoholy s dlouhym linearnim alifatickym fetézcem
nebo steroly se oznacuji trividlnim nazvem vosky. Jsou ve vod¢ nerozpustné. V zivociSnych voscich

prevazuji alkoholy se 14 az 18 uhlikovymi atomy, v rostlinnych voscich pak alkoholy s 26 az 30



atomy uhliku. Mastné kyseliny esterové vazané ve voscich jsou vétSinou nasycené a s vysSSim poctem
atomd uhlika [5,23].

2.3.2 Heterolipidy

Heterolipidy obsahuji na rozdil od homolipidi nejen vazané mastné kyseliny a alkoholy, ale také dalsi
slozky, podle kterych se deli na fosfolipidy, glykolipidy a sulfolipidy [5]. Nejvyznamnéjsi skupinou
fosfolipidt jsou glycerofosfolipidy, které obsahuji esterové vazanou kyselinu fosfore¢nou, ve formé
esteru nebo diesteru. Jsou nejhojnéji zastoupenou skupinou polarnich lipidd. Jsou zakladnimi
stavebnimi prvky vSech biomembran a nékteré se ucastni pfenosu vzruchu v nervové tkéni.
Fosfolipidy jsou vkazdé buice, hojn¢ jsou zastoupeny v mozku, v obalech nervovych bungk,
v semenech a vejcich [23]. Dalsi dulezitou skupinou jsou sfingofosfolipidy, které neobsahuji glycerol,
ale N-analogy glycerolu zvané obecné sfingosiny. Mezi vyznamné fosfolipidy patii fosfatidylcholin a
sfingomyelin [5,10].

2.3.3 Komplexni lipidy

Komplexni lipidy jsou makromolekularni latky, jejichz lipidova slozka je na nelipidovy podil vazana
vodikovymi mustky, hydrofobnimi interakcemi a jinymi fyzikalnimi vazbami, ale ¢astecné se mohou
uplatnit kovalentni vazby. Nelipidovym podilem byva nejcastéji protein, ale také polysacharid, jeho
smes s proteinem. Lipoproteiny jsou nejdilezitéjSimi a nejlépe prozkoumanymi komplexnimi lipidy.
Jsou slozeny z bilkovin a lipidi, pficemz lipidy tvoii jadro makromolekuly a hydratované proteiny
jeho obal. Proto se lipoproteiny rozpousteji, nebo alespon disperguji ve vodé a slouzi k transportu
lipidii. Lipidové casti lipoproteinti tvoii predevsim triacylglyceroly, jsou v nich vSak pfitomny i
fosfolipidy (hlavné lecithiny a sfingomyeliny) a volny a esterifikovany cholesterol [5,23].

2.4 Mastné kyseliny

vvvvvv

se jako mastné kyseliny oznacuji karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikovym fetézcem. Tato
definice se vSak Uplné nekryje s mastnymi kyselinami pfitomnymi v lipidech [5]. AZ na vyjimky jsou
tvofeny dlouhym nerozvétvenym fetézcem. V ptirodé bylo nalezeno vice jak 50 riznych mastnych
kyselin. Jsou vesmés tvofeny sudym poctem atomii uhliku a mohou byt nasycené nebo nenasycené
[23]. Mezi nejrozsitenéj$i mastné kyseliny patii 16- a 18- uhlikaté mastné kyseliny, znamé jako
palmitova a stearova kyselina [6].

V ptirodg, a tedy také v potravinach, se vyskytuji v lipidech tyto skupiny mastnych kyselin:

e nasycené mastné kyseliny
e nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monoenové)
e nenasycené mastné kyseliny s né¢kolika dvojnymi vazbami (polyenové)

e mastné kyseliny s trojnymi vazbami a s riznymi substituenty
Podle poctu atomt uhliku (délky fetézce) se rozeznavaji (nasycené i nenasycené):

¢ niz8i mastné kyseliny (C4 a C6)
e mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem (C8—C12)
e mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (C14—C18)
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e mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (C20-C26)
e mastné kyseliny s ultra dlouhym fetézcem (C28—C38) [5]

2.4.1 Nasycené kyseliny

Nasycené mastné kyseliny jsou béznou slozkou ptirodnich lipidi. Bézné obsahuji 4 az 38 atomi
uhlikti, které maji zpravidla line4rni, nerozvétveny fetézec, nejcastéji o sudém poctu uhliku. Ve
vétsing prirodnich lipidi tvofi 10-40 % zcelkovych mastnych kyselin a byvaji tuhé [5,23]. V
potravindch se z nasycenych mastnych kyselin nejcastéji vyskytuji kyseliny palmitova a
stearova [7]. Pfehled nejcastéjSich nasycenych mastnych kyselin je uveden v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 2: Nasycené mastné kyseliny vyskytujici se v lipidech [5]

Mastna kyselina Pocet atomi uhliku Trivialni 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 arachova

2.4.2 Nenasycené kyseliny s jednou dvojnou vazbou

Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (struénéji nazyvané monoenové) se lisi
navzajem poctem atomu uhlikli, polohou dvojné vazby a jeji prostorovou konfiguraci [5]. V tabulce

¢. 3 jsou uvedeny nékteré nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou.

Tabulka ¢. 3: Hlavni monoenové mastné kyseliny vyskytujici se v lipidech [5]

Mastna kyselina Pocet atomt uhliku Trividlni nazev
decenova 10 kaprolejova
dodecenova 12 laurolejova
tetradecenova 14 myristoolejova
hexadecenova 16 palmitoolejova
oktadecenova 18 olejova
dokosenova 22 erukova

2.4.3 Nenasycené Kkyseliny s dvéma a vice dvojnymi vazbami

Mastné kyseliny s dvéma izolovanymi dvojnymi vazbami (dienové) jsou velmi dilezité ve vyzive.
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kyselina linolova. Dvojné vazby jsou vzdy v konfiguraci cis, ¢imz vznika rigidni ohyb v alifatickém

fetézci [5,23]. Zastupci nenasycenych mastnych kyselin s vice dvojnymi vazbami jsou uvedeni

v tabulce ¢. 4.

Tabulka ¢. 4: Dienoveé, trienové a polyenové mastné kyseliny [5]

i . . . i Poloha dvojnych e
Mastna kyselina Pocet atomu uhliku Trivialni nazev
vazeb
oktadekadienova 18 9,12 linolova
oktadekatrienova 18 6,9,12 v-linolenova
eikosatetraenova 20 5,8,11,14 arachidonova

2.5 Mastné kyseliny v syrech

Vseobecné nejbéznéjsi nasycena kyselina je palmitova, kterd se vyskytuje prakticky ve vsech
zivocisnych lipidech. Pro mlécné tuky jsou typické nasycené mastné kyseliny s kratSim fetézcem,
napf. kyselina maselna a skupina kyselin s 610 uhliky v molekule. Kyselina maselna tvoii 4-8 %,
kapronova 1-3 % hmotnosti veskerych mastnych kyselin tuku kravského mléka. Mastné kyseliny se
sttedné dlouhym fetézcem jsou piitomny obvykle jako minoritni slozky. Nejrozsifengjsi nenasycenou

mastnou kyselinou je kyselina olejova. Z polyenovych mastnych kyselin je nejbéznéjsi linolova
kyselina. Zastoupeni mastnych kyselin v syru eidam (50% tvs) je uvedeno v tabulce €. 5 [5,2].

Tabulka ¢. 5: Prehled mastnych kyselin v syru eidam (50% tvs) na 100g jedlého podilu [8]

Nasycené mastné Kyseliny Podil na 100 g (g)

C4:0 1,03

Cc6:0 0,67

C8:0 0,42

C 10:0 0,94

C12:0 1,18

C 14:0 3,33

C 16:0 8,97

C 18:0 3,06
Mononenasycené mastné kyseliny Podil na 100 g (g)

C14:1 0,42

Cl16:1 0,67

C18:1,n-9 6,73

C20:1,n-11 0,36
Polynenasycené mastné kyseliny Podil na 100 g (g)

C 18:2,n-6 0,64

C 18:3,n-3 0,24

2.6

Stanoveni mastnych kyselin a lipidd v syrech

V dnesni dobé€ je znamo velké mnozstvi instrumentalnich metod pro analyzu lipidi. Nize je uveden

vvvvvv

Casti této prace, nejveétsi pozornost je vénovana tenkovrstvé a plynové chromatografii.
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Tenkovrstva chromatografie (TLC) je zalozena na separaci na staciondrni fazi na zékladé riizné
polarity analyzovanych slozek. TLC je pomérné levna a rychla metoda. Rlizné variace mobilni faze
umoznuji separaci i slozit¢ smési. Nevyhodou mulize byt oxidace nenasycenych mastnych kyselin
v ptipad¢ delsi expozice TLC desky na vzdusném kysliku.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je zalozena na separaci na stacionarni fazi, pod
vysokym tlakem s pouzitim riznych rozpoustédel jako mobilni faze. Je dosahovano ucinné separace,
s moznosti propojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii.

Plynova chromatografie (GC) je metoda vyuzivana k separaci tekavych sloucenin. Detekce je ¢asto

uskute¢iiovana hmotnostni spektrometrii.

Mékka ionizacni hmotnostni spektrometrie, typy MALDI (ke zplynéni, degradaci a ionizaci molekul
ve vzorku je pouzit dusikovy laser pii 337 nm) a ESI MS (tzv. elektrosprejova ionizace) umoziuji
analyzu lipidi bez vétSich fragmentaci analytu. Obé metody jsou velmi citlivé a umoznuji piimou
detekci analytu [13,19].

Spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR) je fyzikalné-chemickd metoda vyuzivajici
interakce atomovych jader s magnetickym polem. NMR spektroskopii lze urcit slozeni a strukturu
molekul zkoumané latky i jejich mnozstvi. Témer vSechny lipidy jsou zjistitelné touto metodou
[19,20].

2.7 Tenkovrstva chromatografie

Princip tenkovrstvé chromatografie (TLC) je znam vice nez sto let, avSak jeji analytické vyuziti
nastalo az vroce 1988 zasluhou E. Stahla. Od té doby se stala jednou znejpouzivanéjsich
chromatografickych metod. Klasicka TLC je jednoducha, lacind metoda, ktera vyzaduje minimalni
instrumentaci, malé mnozstvi vzorku a malo rozpoustédel. Ve svété je Siroce pouzivana pro analyzu
potravin a kontrolu kvality, v medicinské chemii, v oblasti kontroly Zivotniho prostiedi. Je pouzivana
pro separace jednoduchych smési a identifikaci ¢i semikvantitativni vizualni analyzu vzorkd. Moderni
varianta TLC, vysokouc¢inna tenkovrstva chromatografie (HPTLC) vyuziva u¢inné stacionarni faze o
malé a jednotné velikosti ¢astic a prislusnou instrumentaci pro automatické davkovani, vyvijeni a
detekce [11,12]. Pfesnost a spravnost kvantitativniho vyhodnoceni v HPTLC je srovnatelna s GC ¢i
HPLC. V mnoha pfipadech TLC i pfed¢i ostatni chromatografické techniky. Pii pouziti TLC je
vyhodou velké mnozstvi druhii stacionarni a mobilni faze, které mohou byt pouzity k oddéleni slozek
smesi, patiici do riznych skupin latek s rtiznou selektivitou. Dalsi vyhodou je, ze kazda deska je
pouzita pouze jednou a neni tak diivod k obavé z deaktivace adsorbentu pii opakované analyze. TLC
umoziuje separaci surového extraktu bez ptredchoziho ¢isténi a odpada tak slozity postup izolace
frakce, o kterou se zajimame. Na jedné desce muze byt analyzovano vice vzorki najednou [21]. TLC
je uplatiovéna v potravinafstvi pfi stanoveni slozek potravin, napf. stanoveni proteinti (kvalita
proteint), tukii (kvalita a falSovani tuki), cukrd (kvalita napoji), vitaminii a organickych kyselin
(konzervantd) [14].
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2.7.1 Instrumentace TLC

2.7.1.1 Staciondrni faze

Stacionarni faze je umisténa v ploSe, nanesena na vhodné desce. Chromatografie se provadi na tenké
vrstveé (250-2000 pg) nejcastéji silikagelu, mikrocelulosy, polyamidu nebo oxidu hlinitého o vhodném
zrnéni 60—70 pg. Volba stacionarni faze zavisi na charakteru separovanych latek (zda jsou povahy
hydrofilni ¢i hydrofobni). Pokud jsou latky ve vodé rozpustné a maji iontovou povahu, je dilezité, zda
vykazuji bazické ¢i kyselé vlastnosti. Pro lipofilni latky se pouzivaji adsorbenty oxid hlinity, silikagel,
polyamid nebo acetylova celulosa. Pro hydrofilni latky se doporucuji celulosa, ménice ionti,
ktemelina, polyamidy a chemicky vazané reverzni faze. Prilnavost stacionarni faze na desku se
zvySuje ptidavkem pojiva, napf. Skrob nebo bezvody siran vapenaty. Vrstva sorpcniho materidlu se
nanasi ve form¢ kase na sklenénou desku nanaSecim zatizenim. Vrstvy silikagelu se aktivuji susenim
pfi 110 °C a ekvilibruji na vzduchu. Casto se pouZivaji komeréné nalévané vrstvy silikagelu, celulézy,
nebo oxidu hlinitého na hlinikové folii [11,13].

Typy stacionarni faze:
o Silikagel

Je nejrozsitenéjsi stacionarni fazi v TLC. Je pfipravovan sraZzenim roztoku kfemicitanu kyselinou,
nebo hydrolyzou kfemicitych derivati. Je siln¢ polarni, slabé kysely adsorbent s velkym mérnym
povrchem. Zménou pH pii vyrobé je mozné piipravit silikagel s mérnym povrchem 200 az 500 m*g',
objem pord &ini asi 0,75 ml-g” a velikost &astic 5-17 pg [11,24].

e  Oxid hlinity (Alumina)

Oxid hlinity je mén¢ pouzivany nez Silikagel. Hlavnim diivodem je to, Ze je nutné kontrolovat obsah
vody, protoze molekuly vody se ochotné na aluminu sorbuji a konkuruji tak adsorpci polarnich solutd.
Mérny povrch mezi 100 az 250 m*g"', velikost porti 2-9 nm. Pouziva se kysel, bazick4 a neutralni

alumina. Uplatiiuje se pfi separaci bazickych latek [11,24].
e Polyamid
Polyamid je vhodnou stacionarni fazi pro separace fenold a pribuznych latek [11].

e Celulosa[11]

2.7.1.2 Mobilni fize

Vybér mobilni faze ma dulezitou roli pro spravny vysledek separace. Mobilni faze se skladaji vétSinou
ze smési rozpoustédel, nékdy s pridavkem kyselin, bazi nebo tlumivych roztokd. Jejich sloZeni zavisi
na struktufe analyzovanych latek a rovnéz na pouzité stacionarni fazi, napf. pro separaci
polynenasycenych mastnych kyselin pouzil Wilson a Sargent [25] smés toluen-acetonitril (97:3),
Schwertner a Mosser [25] pouzili pii studiu lipidi souvisejicich s nemoci srdce smés hexan-
diethylether-kyselina octova-butylhydroxytoluen (95:5:1:0,1). Pro polarni latky je pouzivana vysoce
polérni mobilni faze, pro méné polarni latky je vhodna maélo polarni mobilni faze [11,24]. Mezi Casto
pouzivané slozky mobilni faze patii hexan, dichlormethan, toluen, diethylether, ethylacetat, aceton,
methanol [11,15].
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2.7.1.3  Vyvijeci nadoba

Jako vyvijeci nddoby se pouzivaji komory nebo nadrze o vhodné velikosti. Nejcastéji pouzivané jsou
sklenéné vyvijeci komory, které jsou dostupné v riznych velikostech, obdélnikové ¢i kruhové [24].

2.7.1.4 TLC desticky

Sorpcni material se nanasi na sklenéné desticky ruéné€ nebo pomoci nanaseciho zafizeni. V dnesni
dob¢ se vyuziva piedevsim komercné dostupnych nalévanych vrstev sorbentu na hlinikové folii
(silufol, lucefol) [13].

2.7.2 Princip TLC

Vzorek se nanese blizko okraje ve form¢ skvrny nebo pasu na oznaceny start. Tento okraj desky se
ponoii do mobilni faze, kterd se nechd vzlinat pory stacionarni faze. Deska je umisténa v komote
sycené mobilni fazi. Mobilni faze unasi analyty, které jsou po riznou dobu zadrZzovany stacionarni
fazi. Hnaci silou pohybu mobilni faze jsou kapilarni sily. Ty jsou vétsi v tizkych mezic¢asticovych
kandlcich, a proto je v nich rychlost mobilni fdze vyssi. Naopak $irsi pory se plni pomaleji a vytvari se
v nich silngjsi vrstva mobilni faze. Pritok mobilni faze tedy neni konstantni a nelze ho kontrolovat. To
zpusobuje $patnou reprodukovatelnost hodnot R;. Dtive, nez dosahne ¢elo mobilni faze konce desky,
ukonci se analyza, deska se vyjme z komory, vysusi se a oznaci se ¢elo mobilni fdze a polohy skvrn.
V nékterych piipadech, kdy latky migruji velmi pomalu, se pouziva i technika pfeteceni mobilni faze.
K detekci skvrn se pouzije bud’ jejich pfirozeného zbarveni, nebo se skvrny zviditelni reakci
s vhodnym ¢inidlem [11].

V prubéhu separace pievlada adsorpéni mechanismus. K diferencované adsorpci dochazi vlivem
interakci mezi povrchem pevné faze a uspotadané v tenké vrstvé a komponentami ve smesi roztoku.
Tyto dvé faze jsou navic v kontaktu s tfeti fazi, tvofenou parami mobilni faze. Adsorpce latek mize
byt vysledkem fyzikalnich sil na mezifazi pevna latka-roztok nebo plyn, nebo chemickych, tj. na
povrchu tenké vrstvy adsorbentu vznikajici chemické vazby [11,13]. Uplatiiuji se i intramolekuldrni
sily, induk¢éni sily, vodikové vazby, zména naboje a kovalentni vazby. Mira interakce mezi analytem
amobilni fazi a analytem se stacionarni fazi urCuje miru rozdé€leni analytu. Pokud analyt interaguje
vice s mobilni fazi, bude se v ni vice zdrzovat a separace bude neucinna. Naopak pokud bude vice

interagovat se sorbentem, separace bude ucinngjsi [24].

Zakladni veliCina, ktera charakterizuje polohu separovanych zén, se nazyva retenCni faktor Rg,
definovany jako pomér vzdalenosti, které urazily slozky vzorku d; a ¢elo mobilni faze d,, (viz
obrazek 1). Hodnota R; je definovana vztahem:

R =4 (1)
f dm
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Obr. 1 Chromatogram TLC [11]

d; ... vzdalenost sloZzek vzorku od startu

d,, ... vzdalenost cela mobilni faze od startu

Hodnota R; se pohybuje v mezich <0, 1>. Pokud je R = 0, latka nemigruje. Pokud je rovno 1, pak
latka neni zadrzovana stacionarni fazi a migruje s ¢elem rozpoustédla. Reprodukovatelnost hodnot R
zavisi na slozeni rozpoustédlové soustavy, druhu adsorbentu, koncentraci separované slozky
a ptitomnosti dalsi latky. Reten¢ni faktor je kvalitativni charakteristikou latky v dané rozpoustédlové
soustavé a za danych podminek. Proto se pii identifikaci latek pomoci hodnot R pouzivaji standardy,
nebo se hodnoty prepocitavaji na hodnoty Ry [11,13]. Hodnota Ry je definovana vztahem:

R, =log = -1
;

2.7.3 Davkovani vzorku a vyvijeni chromatogramu

Vzorky se obvykle nanaseji ve formé pasu pomoci mikrostiikacky, jako jsou ty, které vyrabi
Hamilton. Jsou obvykle pouzivany pro objemy 5 az 10 pl. NanaSeni takto malého vzorku vyzaduje
praxi a je nutné vymyvat stiikacku béhem jednotlivych nanaSeni. Alternativou k mikrostiikackdm jsou
kapilary, jejich vyhodou je jednorazové pouziti a nehrozi tak kontaminace vzorkt. Mnozstvi vzorku
nanesené¢ho na desticku se odviji od typu vzorku a pouzité staciondrni a mobilni faze. NejCastéji se
pohybuje v rozmezi 2 az 10 pl. Po aplikaci vzorku je nutné nechat rozpoustédlo odpatit. Tento krok je
nezbytny k bezchybnému vyvinu TLC desti¢ky [24]. Nejbéznéjsi je vyvijeni vzestupné, kdy je komora
sycena parami rozpouStédel. Obvykle se provadi jednoduché vyvijeni, které slouzi k prvotnimu
odhadnuti pfitomnych latek [19].

Pokud nedojde k dostatecné separaci, je mozné vyuzit vicenasobné vyvijeni. Pfi dvojrozmémém
vyvijeni se postupuje tak, ze po vyvijeni v jednom sméru se deska vysusi, otoci se 0 90° a vyviji se
znovu jinou soustavou rozpoustédel [11,21]. Slouzi ke stanoveni komplexni smési latek, napft. lipidi
z mozkovych mitochondrii, jak uvadi ve své prehledné praci Fuchs a kol. [19]. Dals$i mozZnosti je
kruhové neboli radidlni vyvijeni, kdy se eluent pfivadi do stfedu desky a slozky migruji k jejimu
obvodu. Pii vicenasobném vyvijeni se na danou desku postupné aplikuji rizné mobilni faze. Kdykoliv
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celo nasledujici mobilni faze pfijde do styku se zoénami slozek vzorku, dochazi k jejich
zakoncentrovani. Tim se zony refokusuji a zvysi se ucinnost separace i citlivost detekce. Lze tak
vytvoftit obdobu gradientové eluce u vysokoucinné kapalinové chromatografie [11,19].

2.7.4 Vyhodnoceni chromatogramu

V ptipadé, Ze jsou separované latky pfirozené zbarvené, jsou na chromatogramu viditelné. Pokud
nejsou, je nutné skvrny vizualizovat. Vyuziva se postiiku ¢inidlem ¢i ponofeni do vhodnych cinidel,
pozorovani v UV zafeni, pfirozené fluorescence, zhaseni fluorescence &i zahtatim. Casté je pouziti
univerzalnich €inidel jako je napf. jod, nebo pary kyseliny sirové, které umoznuji detekci témet vSech
tfid organickych sloucenin [11,21]. Selektivni ¢inidla mohou byt pouzita pro individualni nebo
skupinové identifikace analyti [21]. Je znamo mnoho metod pro latky, které nemohou byt
identifikovany na dennim svétle nebo v UV svétle, napf. metoda pro identifikaci neutralnich
zivoci$nych lipidi podle Sherma [12], kdy jsou pouzita 2 rizna Cinidla (octan meédnaty, kyselina
sirova a zahfivani pii 100°C). Nektera ¢inidla pro zviditelnéni skvrn jsou uvedena v tabulce €. 6
[11,12].

Kvantitativni vyhodnocovani je bud’ pfimé, nebo nepiimé. Pti nepiimé semikvantitativni metod¢ se
skvrna vyskrabe ztenké vrstvy a potom extrahuje vhodnym rozpoustédlem. Koncentrace latky
v extraktu se pak ur¢i jinou instrumentalni metodou, naptiklad plynovou chromatografii. Mezi piimé
metody patii méfeni plochy skvrny (logaritmus plochy skvrny je umérny koncentraci), radiochemické
metody (jde-li o radioaktivné =znaCené latky) a denzitometrie [11]. Pouziti skenovacich
fotodenzitometrii je nejrozsitenéjsi a poskytuje nejpresnéjsi vysledky. Prevadéji intenzitu zabarveni
skvrn na chromatogram s piky, jejichZ plocha je imérna mnozstvi analyt ve skvrnach a porovnava se

se standardy méfenymi za stejnych podminek [11,21].

Tabulka ¢. 6: Neéktera cinidla pouzivand pro zviditelnéni skvim v TLC [11]

Cinidlo Typy litek
pary jodu nespecifické ¢inidlo pro téméf vSechny organické latky
KMnOy/kyselina sirova nespecifické ¢inidlo pro organické latky
kyselina sirova nespecifické ¢inidlo pro nékteré organické latky
fluorescamin primarni a sekundarni aminy, peptidy, sulfoamidy
anisaldehyd cukry
SbCl; nekteré lipidy, steroidy, glykosidy
SbCls terpeny

2.8 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) nese své oznaceni podle skupenstvi mobilni faze, kterou je plyn. Je to
separacni metoda, pii které se odde¢luji, separuji slozky obsazené ve vzorku. Pouziva se pro
kvantitativni 1 kvalitativni analyzu vzorku. GC je vhodna pro analyzu tékavych latek, jez je mozno
pievést do plynného stavu s bodem varu mensim nez cca 400°C. GC je nejrozsitené;si technikou pro
stanoveni profilu mastnych kyselin [13,16,17].
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2.8.1 Princip GC

Vzorek se nanasi mezi dvé vzadjemné nemisitelné faze. Stacionarni faze je nepohybliva, mobilni faze je
pohybliva, nazyva se nosny plyn. Ten unasi analyt kolonou. Aby mohl byt vzorek transportovan, musi
se ihned pfeménit na plyn. Pro separaci se vyuziva rozdéleni koncentrace analytu mezi stacionarni
a mobilni fazi na zaklad¢é adsorpce nebo rozpousténi a je postupné eluovan inertnim nosnym plynem.
Slozky opoustéjici kolonu jsou indikovany detektorem. Signal detektoru se vyhodnocuje a z ¢asového
prubéhu intenzity signalu se urc¢i druh a kvantitativni zastoupeni slozek [11,13,17].

2.8.2 Instrumentace GC

Zatizeni pro plynovou chromatografii se sklada ze zdroje nosného plynu, Cisticiho zafizeni, davkovace
(injektoru), chromatografické kolony umisténé v termostatu, detektoru a vyhodnocovaciho zatizeni
[13,17].

2.8.2.1 Zdroj nosného plynu

Zdrojem nosného plynu je tlakova lahev, obsahujici podle zvoleného zptisobu detekce separovanych
slozek vodik, dusik, helium nebo argon. Lahve jsou plnény maximaln¢ na tlak 20 MPa a jsou
oznadeny nezaménitelnymi barvami podle plynu. Cistota plynu se oznacuje dvojéislim XZ, kde X je
pocet devitek a Z je nasledujici vyznamna ¢islice v procentudlnim udani Cistoty. Dal$im moZznym
zdrojem nosného plynu mize byt generator, pracujici na principu molekulovych sit. Volba nosného
plynu ma vliv na separacni u¢innost v disledku rozdilnych difuznich koeficienti slozek v rtiznych
plynech. Pii volb¢ plynu hraje také roli potieba netoxicity, bezpecnosti prace a nizsi ceny [11,13,17].

2.8.2.2 Cistict zafizeni

Zachycuje vlhkost a necistoty v nosném plynu. Zbavuje nosny plyn nezadoucich stop ostatnich plynt
[17].

2.8.2.3 Regulacni systém

Regulaéni systém zajistuje staly nebo programové se ménici prutok nosného plynu. Rozlisuji se
mechanické a elektronické reguldtory a reguldtory podle konstantniho tlaku nebo konstantniho
pratoku. Elektronickou regulaci lze docilit stanoveného pritoku i pii zménach teploty béhem separace
[11,17].

2.8.2.4 Davkovac (injektor)

Davkovac slouzi k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu a prevedeni do plynného stavu. Provadi
se mikrostiikackou pfes tésnéni uzavirajici vnitini prostor ddvkovace. Objem vzorku, ktery je mozno
ptivést do separacni kolony je velmi maly (0,01-0,1 pl), proto je vétSinou nutno v davkovaci oddélit
definovany podil vzorku mimo kolonu (pomoci déli¢e toku). Pro plynné vzorky se pouzivaji
plynotésné injekeni stfikacky, nebo obtokové davkovaci kohouty riznych konstrukei [17,18].

Davkovani vzorku lze provadét dvojim zplsobem, nad usti kolony a pfimo na kolonu. Prvni zptisob je

vyuzivan pro naplnové kolony, druhy zptisob se uplatiuje u kapilarnich kolon. Davkovani pfimo na
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kolonu se provadi riznymi zptsoby: davkovani ptimo do kolony (on column), pomoci délice toku
(split injection), bez d€lice toku (splitless injection) [13,17].

2.8.2.5 Kolony

V plynové chromatografii se pouzivaji napliiové nebo kapilarni kolony. Népliiové kolony jsou kovové
nebo sklenéné trubice o vnitinim priméru 2—6 mm a délce 1-5 m. Plni se adsorbenty na bazi
silikagelu, aktivniho uhli nebo aluminy. Nosicem kapalné faze pro rozd€lovaci chromatografii je napf.
kfemelina. Jako molekulova sita se pouzivaji hlinitokfemicitany [13,17,18].

Jako zakotvené faze se pouZzivaji netckavé, pfi pouzité teplot€¢ chemicky inertni kapaliny, které se
zakotvuji na povrch inertnich nosici. Pouzivaji se stacionarni faze rizné polarity na bazi siloxand a

polyethylenglykoli, esterti, uhlovodikd, silikonovych olejt a dalsich [13].

Kapilarni kolony jsou sklenéné, kiemenné, plastové (polyamidy, polyestery, teflon) nebo kovové.
Jejich vnitini stény jsou povleCené stacionarni fazi nebo jsou kapilary naplnéné stacionarni fazi
v celém objemu [13]. Kapilarni kolony dosahuji velmi vysokych separacnich ucinnosti nékolika set
tisic pater, pfi celkové délce az 100 m. Jsou vSak zatiziteIné pouze malym mnozstvim davkovaného
vzorku [18]. Konstruuji se také kovové kolony s vnitini kfemennou sténou, nebo kiemenné kapilary
potazené polyimidem. Polyimid dava kiehkému materialu kolony pruznost a chrani ho pied zlomenim
[13,17]. Podle ulozeni stacionarni faze rozliujeme tfi typy kapilarnich kolon:

e  WCOT (kapalna stacionarni faze tvofi tenky film na vnitini sténé kapilary)
e SCOT (kapalna stacionarni faze je zakotvena na povrchu pevného nosice na stén¢ kapilary)
e PLOT (na vnitini stén¢ je tenka vrstva porovitého materialu, napt. alumina) [13,17].

2.8.2.6 Detektory

Detektory jsou zafizeni, ve kterych je fyzikaln¢ chemicka vlastnost analytu prevadéna na méfitelny,
zpravidla elektricky signal. Nosny plyn z kolony protéka detektorem, ktery zaznamenava piitomnost
analytu a vysila signal v zavislosti na case. Detektory umoziuji registraci jednotlivych zoén
separovanych slozek, jejich identifikaci a kvantifikaci [11,13,17]. Idealni detektor pro GC by m¢l mit:
vysokou citlivost, dobrou stabilitu a reprodukovatelnost signalu, nizky Sum, rychlou odezvu, linearni
dynamickou odezvu, teplotni rozsah min. do 400 °C, obdobnou odezvu pro vSechny analyty [13].
Detektory je mozno rozdélit na univerzalni a selektivni [18].

Tepelné vodivostni detektor (TCD) je univerzalni a nedestruktivni detektor, ktery sleduje zménu
tepelné vodivosti nosného plynu vychazejiciho z kolony, vyvolanou pfitomnosti separovanych slozek.
V pritokoveé cele jsou vyhfivané nejcastéji platinové spiralky obtékané nosnym plynem s tepelnou
vodivosti podstatné vy$si nez separované latky. Pfitomnost analytu zméni tepelnou vodivost kolem
spiralky a tim jeji teplotu a elektricky odpor. Nevyhodou je relativné nizka citlivost [13,17,18].

Plamenovy ionizac¢ni detektor (FID) je univerzalni detektor pro organické slouceniny. Je tvofen
hotakem, ve kterém je spalovana smés vodiku a vzduchu a do néhoz je priveden i vystup
z chromatografické kolony. Jedna elektroda (anoda) je kovova cast téla hotdku, druhd (katoda) je
kovova sitka umisténa tésné¢ nad plamenem. Mezi elektrodami je potencialovy spad cca 500 V.
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Molekuly organickych sloucenin poskytuji v plameni radikaly, které prechazi na ionty. Ty zvySuji
elektrickou vodivost plamene a detektorem probiha proud umérny koncentraci [13,17,18].

Detektor elektronového zachytu (ECD) je zastupcem selektivniho detektoru. VyuZziva schopnosti
eluovanych latek vytvofit negativni ion zachycenim nizkoenergetického elektronu. Analyt prochazi
kolem B-zafice, ktery emituje rychlé elektrony. Ty zplsobuji ionizaci nosného plynu a dochazi k emisi
elektronil o nizké energii. Pohyblivost téchto novych ¢astic je nizsi, proto se srazi s rovnéz pritomnymi
kladnymi c¢ésticemi a eliminuji se. Tim se snizuje ioniza¢ni proud. Detektor je velmi citlivy na
halogenované slouceniny, dale také na slouceniny obsahujici fosfor, kyslik, siru, olovo,
nitroslouceniny a areny [11,13,17,18].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie a laboratorni vybaveni

3.1.1

Chemikalie

Diethylether p.a., Lach-Ner, Neratovice
Petrolether p.a., Lach-Ner, Neratovice

Hexan p.a., Lach-Ner, Neratovice

Ethylalkohol 96 %, Lach-Ner, Neratovice
Hydroxid draselny p.a., Lach-Ner, Neratovice
Isooktan p.a., Lach-Ner, Neratovice

Kyselina chlorovodikova p.a., PENTA, Chrudim

Kyselina octova
BF; (14 % roztok v metanolu), p. a., SIGMA-ALDRICH, Némecko

Smésny standard methylestert mastnych kyselin — FAME mix 37, SIGMA-ALDRICH,
Némecko
Jod

Plyny

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

Pristroje

Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest S.p.A., Itdlie) s plamenove ionizacnim
detektorem, split/splitless injektorem a kapilarni kolonou DB-23 s vystupem na PC
Pocitac¢ PC, Intel Pentium Procesor

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

Vakuova rotacni odparka

Chladnicka s mraznickou

Susarna
Pomiicky

TLC desticky Silikagel 60, 20 x 20 cm, MERCK, Némecko
Vyvijeci komora

Mikrostiikacka Hamilton 100 pl

BeéZné laboratorni sklo

Mikropipety BIOHIT 1000, 200, 100 pl
Vialky s kaucuk-teflonovymi septy a Sroubovacimi uzavéry, plastové Eppendorfovy

mikrozkumavky
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3.2 Analyzované vzorky

Jako testovaci vzorky byly pouzity: slune¢nicovy olej zakoupeny v bézné trzni siti a modelovy taveny
syr vyrobeny na Univerzit¢ TomaSe Bati ve Zlin¢ standardnim technologickym postupem. Vzorky
byly uchovavany v chladnicce pfi teploté do 6 °C. Pro analyzu bylo potfebné mnozstvi oleje navazeno
s presnosti na Ctyfi desetinnd mista a rozpusténo v 1 ml hexanu. Taveny syr byl promichdn a pomoci
Spachtle bylo odebrano a navazeno mnoZzstvi potfebné k extrakci lipidd s pfesnosti na Ctyfi desetinna

mista.

3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Extrakce lipidi podle CSN EN ISO 1735

K pfipravenému vzorku bylo ptidano 5 ml HCl. Smés se nechala zahfivat ve vodni lazni pti 80 °C az
do uplného rozpusténi syru (cca 15 min), nasledné byla smés ochlazena tekouci vodou. Poté bylo
pridano 5 ml ethanolu a smés byla kvantitativné pfevedena do délici nalevky. Ke smési bylo postupné
pridano 8,4 ml diethyletheru a 8,4 ml petroletheru a po kazdém piidavku byla smés mirn¢ promichana
a tfepana po dobu 1 min. Smés se nechala 30 min odstat pro odd¢leni fazi (pii laboratorni teploté cca
22 °C) — prvni extrakce. Po této dobé byla horni faze pfesunuta do pfedem zvazené banky. Nasledné
byla provedena druha a tfeti extrakce, vzdy s ptidavkem 4,2 ml diethyletheru a 4,2 ml petroletheru a
odstanim smési po dobu 30 min do oddéleni fazi. VSechny tii extrakty byly spojeny a rozpoustédlo
bylo odpateno na vakuové rotacni odparce pfi teploté¢ do 40 °C. Mnozstvi vyextrahovaného tuku bylo
zjisténo gravimetricky — zvazenim na analytickych vahach s piesnosti na 0,000 1 g a odectenim vahy
Cisté extrakéni banky [27].

3.3.2 Frakcionace lipidi pomoci TLC

Pti veskeré praci, pii které bylo pracovano s TLC deskami, byly pouZzity ochranné rukavice, z divodu
omezeni kontaminace desky MK z povrchu ktize.

3.3.2.1 Aktivace TLC desky

TLC deska byla aktivovana v susarné pti 100 °C po dobu 30 minut. Zabalena byla ve filtraCnim

papiru.

3.3.2.2 Naneseni vzorku na TLC desku

Vzorek byl nanasen na TLC desku pomoci mikrostiikacky Hamilton 100 pl. Na desce byl vyznacen
obycejnou tuzkou rovny tsek o délce 3 cm (start). Na né&j bylo rovnhomérné naneseno vhodné mnozstvi

vzorku. Deska byla ponechana, dokud skvrna nezaschla.

3.3.2.3 Vyvijeni TLC desky

Vyvijeni probihalo ve sklenéné komote se smési rozpoustédel (hexan : diethylether : kyselina octova
80 : 20 : 1 v/v/v), ve které byla postavena TLC desticka s nanesenym vzorkem tak, aby vzorek byl nad
hladinou rozpoustédel. Vyvijeci smés byla pfipravena tak, ze potfebné mnozstvi rozpoustédel bylo
odméfeno odmérnym valcem, ptipadné pipetou a smichano v kadince. Tato smés byla nasledné pielita

do vyvijeci komory. Pfi kazdém novém vyvijeni byla pfipravena nova smes, z diivodu znacné
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tékavosti diethyletheru. Vyvijeci komora je vidét na obrazku ¢. 2. Po dosazeni Cela (cca 1,5 hod.) byla
deska vyjmuta, ponechédna v digestofi oschnout a pfemisténa do komory pro vizualizaci.

3.3.2.4 Vizualizace

Vizualizace probihala ve sklenéné komote s parami jodu. TLC deska byla do této komory umisténa po
dobu 15 minut. Komora s parami jodu je zobrazena na obrazku ¢. 3.

Obr. 3 Komora s parami jodu (vizualizace chromatogramu)
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3.3.2.5 VySkrabdni separované zony

Ptislusné zony (frakce lipidit) byly oznaceny tuzkou a vySkrabany pomoci Spachtle. Takto vyskrabany
silikagel obsahujici jednotlivé frakce byl pokud mozno kvantitativné preveden do destilacnich banék
(50 ml) [25,28]. Jednotlivé frakce byly nasledné esterifikovany a analyzovany na GC.

3.3.3 Priprava methylesteri mastnych Kkyselin

3.3.3.1 Metoda podle CSN EN ISO 5509 vyutivajici bortrifluorid jako katalyzdtor

y oqe v qe

baiiky. Pfidaji se 4 ml methanolického roztoku hydroxidu sodného (c = 0,5 mol.I") a varny kaminek.
K barnce se ptipoji zpétny chladi¢. Obsah banky se vafi pod zpétnym chladicem do vymizeni kapicek
tuku, kazdych 30 s se krouzi jemné bankou, aby nedosSlo k tvorbé pevného krouzku hydroxidu
sodného na sténé banky. Trva to obvykle 5 — 10 minut, potom se ptida 5 ml methanolického roztoku
bortrifluoridu ptes horni konec chladice a vaii se 3 minuty. Do vrouci smési se pfidaji se 3 ml
isooktanu pfes horni konec chladice. Pferusi se zahtivani, odstrani se chladi¢ a ihned, bez jakéhokoli
chlazeni, se piida 20 ml nasyceného roztoku chloridu sodného. Banka se uzavie a pofadné protiepe asi
15 s. Prida se vétsi mnozstvi nasyceného roztoku chloridu sodného tak, aby se hladina kapaliny
dostala do hrdla baiiky. Nechaji se oddélit dveé faze; 1 — 2 ml horni isooktanové vrstvy se pienese do 4
ml vialky a ptida se malé mnozstvi bezvodého siranu sodného, aby se odstranily stopy vlhkosti. Takto
pripraveny extrakt se davkuje do plynového chromatografu [29,30]. Pro stanoveni VMK zmydelnéni
hydroxidem sodnym neni nutné a je mozné frakci ptimo esterifikovat reakei s bortrifluoridem. Dalsi
postup je stejny [29,30].

Veskeré extrakty byly uschovany v lednici pfi cca 4 °C max. do druhého dne, do GC injektoru byl
autosamplerem davkovan vzdy 1 ul extraktu. Methanolicky roztok hydroxidu sodného je nutné rovnéz
uchovavat v lednici pfi cca 4 °C (ptiprava viz vypocet 1, rovnice 3).

Vypocet 1: mnozstvi NaOH, pottebné k piipravé methanolického roztoku NaOH, s cilovou

koncentraci 0,5 mol.l"

m=c-V-M, 3)
Kde:
m......... hmotnost NaOH [g]
Covvrnnnnnn cilova koncentrace NaOH [mol-1"]
V.o objem methanolu [1]
M,......... molarni hmotnost NaOH [g:mol™']
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3.34

3.3.5

Podminky stanoveni mastnych kyselin metodou GC-FID

Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest S.p.A., Italie)

Plamenové ioniza¢ni detektor (FID), 250 °C, priitok vodiku 35 ml.min™, pritok vzduchu 350
ml.min"', make-up dusiku 30 ml.min™'

Dévkovani: autosampler bez délic¢e toku (1 pl), ventil uzavien po dobu 5 min

Teplota injektoru: 250 °C

Nosny plyn: dusik s priutokem 0,5 ml.min-1

Kapilarni kolona: DB-23 o rozmérech 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm

Teplotnim program: 60 °C, 10 min, vzestupny gradient 12 °C/min do 200 °C s vydrzi 10 min,
vzestupny gradient 5 °C/min do 220 °C s vydrzi 15 min, vzestupny gradient 10 °C/min do
240 °C s vydrzi 7 min

Celkova doba analyzy: 60 minut

Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin

Mastné kyseliny byly stanoveny po pfevedeni na methylestery (MeMK) (viz kap. 3.3.3). Identifikace

jednotlivych MEMK v testovanych frakcich byla provedena na zékladé srovnani retencnich Castu

identickych standardti. Semikvantitativni zastoupeni vybranych mastnych kyselin je vyjadfeno jako

plocha pfislusnych pikli na chromatogramu.

3.3.6

Statistické zpracovani vysledki

Data byla zpracovana a vyhodnocena pomoci programu MS Excel 2010. Pro naméfend data bylo v

ramci statistického vyhodnoceni pouzito nasledujicich statistickych parametri: aritmeticky prameér,
smeérodatna odchylka (SD) a relativni smérodatna odchylka (RSD).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace je soucasti projektu feSeného v ramci naseho ustavu, ktery se zabyva problematikou lipidii
v ptirodnich, resp. tavenych syrech a jejich zménami béhem vyroby, zrani a skladovani.

Tuk vsyrech vyznamné ovliviiuje texturu, ale je nezbytny i pro vyvoj spravné chuti a viné.
Nasledkem lipolyzy béhem zrani syrti se uvoliluji VMK, které jednak ptimo pfispivaji k syrovému
aroma a jednak jsou dilezitymi prekurzory dalSich aromatickych sloucenin, jako jsou alkany, estery,
sekundarni alkoholy, methylketony a laktony [31, 32].

Na naSem ustavu byla metoda stanoveni MK ovéfena a zavedena v ramci diplomové prace Pruknerové
[26]. Metoda pouziva extrakci lipidi ze vzorkii modifikovanou metodou podle Folche (smési
chloroform - methanol), esterifikaci s pouzitim methanolového roztoku KOH a stanoveni pomoci GC-
FID [26]. Vzhledem k vySe zminéné dulezitosti VMK vchuti a vini syri bude tato metoda
modifikovana za ticelem moZnosti stanoveni VMK. Publikaci na toto téma je mdalo, zvlasté aplikaci na
syry piip. mlééné vyrobky; pouzivaji se rizné metody, jejich podstatou je vétSinou separace
jednotlivych lipidovych frakei, které je potom mozné analyzovat oddélen¢. Pro tento predseparacni
krok lze vyuzit rizné¢ metody, diive se Casto pouzivala TLC, kolonova chromatografie nebo pozdéji
HPLC, dnes je nejcastéji aplikovana extrakce pevnou fazi (SPE) [33].

Cilem této prace bylo nalézt optimalni podminky a ovétit vybrané valida¢ni parametry metody vhodné
pro stanoveni VMK s vyuzitim rozdéleni frakci pomoci TLC. Metoda byla vypracovana tak, aby byla
pouzitelnd ptfedevSim pro analyzu riznych typt pfirodnich a tavenych syr, resp. znich
vyextrahovaného tuku, lze ji vSak aplikovat obecné na jakykoli typ tuku (oleje).

Prvni experimenty byly pro zjednoduSeni provadény na vzorcich slunecnicového oleje (odpada
zdlouhavy krok extrakce), pozdé€ji byla metoda aplikovana na tuk vyextrahovany ze vzorkl
modelovych tavenych syri. Pro extrakci lipidt ze vzorkid syri byla pouzita smés diethyletheru a
petroletheru dle pfislusné normy [27]. Pro frakcionaci lipida byla pouzita TLC, jejiz optimalizace je
hlavni néplni této prace. Pro esterifikaci MK ze ziskanych frakci byla pouzita normovana metoda
vyuzivajici metanolicky roztok bortrifluoridu [29,30]. Pro stanoveni MK ve vsech ziskanych frakcich
byla pouzita plynova chromatografie s FID detekci.

4.1 Slozeni mlééného tuku

Vzhledem k tématu této prace, ktera je zaméiena na lipidickou slozku syrii, v tabulce €. 7 je uveden

ptehled lipidickych frakei mlééného tuku a jejich procentudlni zastoupeni. Jak jiz bylo zminéno, TAG

vvvvvv

vvvvvv

Casti prace byly tedy pro zjednoduseni po frakcionaci brany v uvahu frakce VMK, TAG (jsou
zastoupeny v nejveétsi mife) a mono- a diacylglyceroly (jako vazané MK). Vzhledem k miniméalnimu

mnozstvi byly ostatni frakce zanedbany.
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Tabulka ¢. 7: Podil lipidickych slozek v mléku [34]

Tiida lipidd MnozZstvi [%]
Triacylglyceroly 98,3
Diacylglyceroly 0,3

Monoacylglyceroly 0,03
Volné MK 0,1
Fosfolipidy 0,8

Steroly 0,3
Karotenoidy stopy
Vitaminy rozp. v tucich stopy
Aromatické latky stopy

4.2 Frakcionace lipidi pomoci TLC

Hlavni naplni prace bylo ovétit moznost pouziti TLC pro frakcionaci lipidi ziskanych ze vzorkl
modelovych tavenych syrii. TLC je sice stara, ale dosud ¢asto pouzivana metoda, v fad€ ptipadi byla
pouzita i na frakcionaci lipidd, o ¢emz svédci napt. prace Fuchs a kol. [19] a Touchstone [25].

Postup TLC byl ptevzat z praci Touchstone [25] a Certika a kol. [28] a v nasi laboratofi poprvé
vyzkousSen v diplomové praci Hornakové [33]. Metoda zde byla vyzkousena na frakcionaci lipida v
modelovych vzorcich tavenych syrt a ptirodnich syrii typu Gouda. Zaroven bylo provedeno piedbézné
porovnani s metodou SPE.

V ramci této navazujici prace byly optimalizovany vybrané parametry TLC a ovéfeny vybrané
valida¢ni parametry, celd metoda TLC-GC-FID pak byla aplikovana na vzorek taveného syra.

Veskeré experimenty byly provedeny nasledujicim schematickym postupem:

Z komer¢né vyrabénych TLC desticek byl vystfizen obdélnik o rozmérech 10 x 20 cm, skute¢na
vyvijeci drdha byla cca 18 cm. Po aktivaci TLC desky (100 °C 30 min.) byl na start nanesen vzorek
oleje (resp. vyextrahovaného tuku), (prouzek o délce 3 cm) rozpustény v hexanu (mnozstvi bylo
optimalizovano). Vyvijeni probihalo se smési rozpoustédel (hexan : dietylether : kyselina octovéa 80 :
20 : 1 v/v/v) cca 1,5 hod (bylo optimalizovéano). Vizualizace probihala v komote s parami jodu cca po
dobu 15 minut do objeveni zlutych skvrn. Skvrny (frakce lipid) byly oznaceny tuzkou, po vymizeni
jodu vyskrabany a samostatné analyzovany.

Obecné elucni schéma lipidickych frakei na TLC bylo ziskano aplikaci vzorku oleje a je znazornéno
na obrazku ¢. 8.

Identifikace skvrn se béZné provadi pomoci retencnich faktord Rf a srovnanim se standardy [11,13],
coz v nasem piipadé nebylo nutné, protoze frakce byly snadno identifikovany vizualné podle polohy a
poradi na chromatogramu na zaklad¢ prace Kaluzného (viz obrazek ¢. 4) [35]. Pro naSe tcely byla tato
identifikace dostacujici.
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Obr. 4 Elucni schéma lipidickych frakci na TLC; schematicky (vievo) [33,35], skutecné (vpravo)

4.3 Optimalizace experimentalnich podminek

Tato prace je pfedevSim zaméfena na optimalizaci podminek TLC, pficemz byly optimalizovany
nasledujici parametry: typ stacionarni faze, doba a zpiisob vyvijeni, mnozstvi davkovaného vzorku a
slozeni vyvijeci smési rozpoustédel. Parametry byly optimalizovany za i¢elem dosazeni co nejlepsi
separace a viditelnosti jednotlivych skvrn.

4.3.1 Volba separacniho systému

vvvvvv

stacionarni a mobilni faze. Uinnost nelze ovlivnit zm&nou rychlosti toku mobilni fize, vybér mobilni
a stacionarni faze proto rozhoduje o kvalité rozdeleni latek na chromatogramu [11, 17]. Vrstva
stacionarni faze se voli podle povahy separovanych latek, ¢imz se také uruje mechanismus separace.
Je vhodné zvolit takovy adsorbent, ktery nevaze jednotlivé slozky délené smési ani piili§ pevné, ani
pfili§ malo. V prvnim pfipadé¢ smés zlstava na startu, v druhém piipadé smés latek bez rozdéleni
postupuje s rozpoustédlem. Na zakladé prace Certika a kol. [28] byly vybrany komerén& dostupné
TLC desticky se silikagelem jako stacionarni fazi. Také sloZeni vyvijeci smési bylo pievzato z prace
Certika a kol. [28], byla pouzita sm&s hexan : diethylether : kyselina octova v poméru 80 : 20 : 1
(v/v/v). Také podle Touchstone [25] je tato mobilni faze vhodna pro nas ucel, zarucuje dobrou
separaci TAG, DAG a MAG a zisk frakce VMK.

4.3.2 Doba vyvijeni

Vyvijeni chromatogramu trva cca 1,5 hod., nez dosahne mobilni faze Cela [33]. Pro lepsi separaci
slozek byly vyzkouseny rizné doby vyvijeni. Na tfi desky bylo naneseno 15 pl roztoku tuku v hexanu
vzdy dvakrat, koncentrace roztoku byla 370 mg-ml”. Pro tento Gidel byl pouzit tuk vyextrahovany z
taven¢ho syru. Desky byly vyvijeny po dobu 1:20, 1:30 a 1:40 hodiny. Vysledek po vizualizaci
v parach jodu je vidét na obrazku ¢. 5.
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Obr. 5 Chromatogramy TLC, doba vyvijeni 1:20 (vlevo), 1:30 (uprostred), 1:40 hod. (vpravo)

Jak jiz bylo zminéno, ucinnost separace nelze ovlivnit zménou rychlosti toku mobilni faze [11, 17] a
delsi doba vyvijeni tedy neméla pozadovany ucinek, skvrny byly rozdéleny prakticky stejné (viz
obrazek ¢. 5). Jako optimalni doba vyvijeni TLC desky byla zvolena doba 1:20 hodiny, pfedev§im
z hlediska krat$i doby analyzy. Vysledna separace jednotlivych frakci za téchto podminek je
uspokojiva.

4.3.3 Mnozstvi (objem) nadavkovaného vzorku

Pro uspésné provedeni TLC je potieba urcit mnozstvi vzorku, jez bude naneseno. Nejcastéji se
pohybuje v rozmezi 2 az 10 pl a zavisi také na koncentraci. Pii davkovani ptili§ vysoké koncentrace

vzorku nebude mobilni faze schopna analyty rozpustit a zhorsi se separace skvrn [24].

Pro zjisténi optimalniho mnozstvi vzorku davkovaného na TLC desku byl pouzit slunecnicovy olej.
Pro tento u&el byl vytvofen roztok oleje v hexanu o koncentraci 365 mg-ml". Tato koncentrace byla
zvolena zdmérné€, aby pfiblizné odpovidala koncentraci extraktl ze syri. Byla davkovéna Ctyfi rlizna
mnozstvi: 5, 10, 20 a 30 pl roztoku oleje. Vysledek po vizualizaci v parach jodu je na obrazku €. 6. Pti
vyhodnoceni byly brany v uvahu velikost, tvar a intenzita zbarveni skvrn. Jako optimalni bylo zvoleno
mnozstvi davkovaného vzorku 20 pl. U mnozstvi 5 a 10 pl jsou skvrny malé a Spatné detekovatelné,
navic davkovani takto malého mnozstvi je obtizné, vzhledem k tomu, aby byla davka rovnomeérné
nanesena do souvislého pruhu. Pfi mnozstvi 30 pl jsou skvrny prilis rozpité.
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Obr. 6 Chromatogramy TLC, mnozstvi davkovaného vzorku zleva 5, 10, 20, 30 ul vzorku

4.3.4 Koncentrace nadavkovaného vzorku

Na TLC desku byly davkovany postupné se snizujici koncentrace vzorku. Byl pouzit tuk
vyextrahovany ze syru rozpustény v hexanu o koncentraci 370 mg:ml”. Postupnym fedénim byly
ziskané davkované koncentrace 185; 93; 46; 23; 12 a 6 mg'ml™, tomu odpovida davkované mnoZstvi
lipidu 2,78; 1,39; 0,69 mg; 347; 185 a 93 pg. Po vizualizaci v parach jodu byla ur¢ena minimalni
koncentrace vzorku, ktera je jest¢ dobfe detekovatelnd. Na obrazku €. 7 je patrna snizujici se intenzita
zbarveni a zmenSujici se velikost skvrn s klesajici koncentraci zleva doprava. Nejnizsi davkovatelné
mnozstvi vzorku je 347 pg. Pfi nizSich hmotnostech jiz nejsou nekteré frakce viditelné. Mnozstvi
347 ug je zaroven optimalni, z divodu dobré detekovatelnosti a malého rozpijeni skvrn. Podle naSich
vysledk je tedy minimalni mnozstvi lipidu davkovatelného na TLC cca 300 pg, coz je v souladu
s praci Certika a kol. [28]. Naopak Kaluznému [35] se podatilo dosdhnout zfetelného rozdé€leni jeste

pri davkovaném mnozstvi 0,5 pg lipida.
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Obr. 7 Chromatogramy TLC, hmotnost davkovaného vzorku zleva 2,776; 1,388, 0,694, 0,347, 0,185 a 0,093 mg

4.3.5 Vysledné optimalni podminky TLC

Zde jsou shrnuty do piehledné tabulky experimentalng zjisténé optimalni podminky pro vyvijeni TLC
(tabulka €. 8).

Tabulka ¢. 8: Vysledné optimalni podminky TLC

stacionarni faze silikagel
hexan : diethylether : kyselina
mobilni faze octova v poméru 80 : 20 : 1
(v/viv)
davkovany objem 20 pl
mnozstvi vzorku cca 300 pg
doba vyvijeni 1:20 hodiny
detekce pary jodu

4.4 Zhodnoceni pouZitelnosti TLC metody pro frakcionaci lipida

Hlavni vyhodou TLC je bezesporu nenaro¢nost na instrumentaci a chemikalie, kdy se pouZzivaji bézné
dostupna rozpoustédla a laboratorni vybaveni, TLC desky jsou dnes také bé€zné komercné dostupné.
Vyhodou je moznost soucasné separace vetSiho mnozstvi vzorkii za nizkou cenu, s minimalnim
vybavenim a zaSkolenim obsluhy. Vzorek zpravidla neni nutno tak dikladné &istit, coz vedle uspory
prace, Casu a materialnich nakladti znamena i mensi riziko ztrat pti Cisténi [11, 17]. Z naseho hlediska
mezi dal§i vyhody patfi okamzitd a snadna identifikace separovanych zon (lipidickych frakei) po
vizualizaci v parach jodu, na zakladé porovnani schromatogramem z prace Kaluzného [35] viz

obrazek ¢. 4. Mezi hlavni nevyhody TLC patfi subjektivni vyhodnoceni vysledku, problematicka
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ukladani elektronickych dat [11, 17]. Z naseho pohledu 1ze k nevyhodam zatadit nutnost jisté praxe pfi
nanaseni vzorku a vySkrabavani separovanych frakci z TLC desky. Pfi nanaseni je dulezité nanést
vzorek do souvislého a nejlépe rovnomerné silného pruhu, aby se pii vyvijeni skvrna nerozpijela do
stran. Tento ukon je naro¢ny, vzhledem k davkovani velmi malého mnozstvi (20 pl) mikrostiikackou a
vyzaduje zru¢nost a citlivost. Pii vySkrabavani skvrn $pachtli dochazi k praskani vrstvicky silikagelu a
odlétavani malych kousickl, coz komplikuje kvantitativni prevedeni vzorku do destilacni banky a
souvisi s vySe zminénou problematickou kvantifikaci.

4.5 Ovéreni sloZeni frakci vzorku oleje

TLC je jednou z metod, kterd se v praxi pouziva pro overovani Cistoty latek ve vyzkumu a vyvoji
[11, 17]. Vzhledem k problematické reprodukovatelnosti a nepfesné kvantifikaci [11, 17], hlavni
zamyslené pouziti TLC vrédmci naSeho vyzkumu spocivd v ovéfeni slozeni lipidickych frakci
ziskanych po SPE extrakci, kterd probihala soucasné v ramci bakalatské prace Stavinohové [37]. Za
timto ucelem byly na TLC desku nanaseny lipidové frakce ziskané metodou SPE a rozdéleny za
optimalizovanych podminek.

Jako standard pro porovnani vzdalenosti migrace jednotlivych zon byl pouzit vzorek slune¢nicového
oleje. Frakce po SPE extrakci byly odpafeny do sucha, rozpuStény v 100 pl hexanu a naneseny
v mnozstvi 20 ul na desku. Po vyvijeni byly zvizualizovany v parach jodu. Na obrazku ¢. 8 jsou na
ukazku uvedeny TLC desky s mirn¢ kontaminovanymi frakcemi VMK, TAG a vzorkem tuku
(standard). Na desce nalezici frakci VMK je vidét zona VMK, ale také zona odpovidajici TAG (sice
mala, ale zietelna), které by v této frakci nemély byt pritomny. Stejné tak ve frakci TAG jsou vidét
vSechny zony a jsou tak pritomny vSechny lipidické slozky véetné VMK, které by v této frakci rovnéz
nemély byt. S maximalnim vyuzitim optimalizované metody TLC bude docisténi SPE frakci
vénovana pozornost v dalSich navazujicich experimentech.

Obr. 8 Chromatogram TLC, lipidické frakce po SPE extrakci, zleva VMK, TAG, vzorek oleje
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4.6 Ovéreni vybranych valida¢nich parametri

Pro zjisténi kvality a funkénosti metody je nezbytné ji validovat. Validace je definovana napft. jako
proces, pii kterém se urcuje vhodnost pouziti daného systému pro ziskani relevantnich dat. Za zakladni
validacni parametry jsou povazovany opakovatelnost, linearita, meze detekce a meze stanovitelnosti
[36]. Z asovych ditvodii byla ovéfena pouze opakovatelnost metody, ostatni parametry budou

ovefeny v ramci navazujici diplomové prace.

4.6.1 Opakovatelnost méreni

Opakovatelnost je typ presnosti vztahujici se k méfenim provedenym za opakovatelnych podminek;
charakterizuje metodu a preciznost jejtho provedeni v laboratofi. Analyzy se provadéji vsechny
najednou, na témze zafizeni s touz obsluhou [36].

Pro ovéteni opakovatelnosti TLC-GC-FID metody byl na TLC desku nanesen ¢tytikrat vzorek oleje o
koncentraci 365 mg-ml™. Po vyvijeni a vizualizaci v parach jodu, byly ze viech vzorkd vyskrabany
frakce VMK a TAG. Ty byly esterifikovany metodou vyuzivajici bortrifluorid jako katalyzator
[29,30]. Methylestery mastnych kyselin byly nasledn¢ analyzovany na GC, opakovatelnost byla
vyhodnocena na zadklad¢é ploch piki vybranych MK. Z naméfenych dat byl vypocitan pramér (x),
smérodatnd odchylka (SD) a relativni smérodatnd odchylka (RSD), ktera je hlavnim ukazatelem
opakovatelnosti mefeni. Vysledek je uveden v tabulce ¢. 9 a 10.

Tabulka ¢. 9: Opakovatelnost méreni u vybranych MK z frakce TAG

Frakce TAG
plocha piku (mV-s)

¢islo méteni | kaprylova [ myristova | palmitova | olejova [linolova

1 156375 100297 | 2359314 | 6632966 | 5120634
2. 164605 102688 | 2627513 | 8487605| 7176831
3. 152937 126538 [ 2145049 6372674| 5103839
4. 167672 108605| 2750317 | 8358882 | 6606456
X (mV-s) 160397 109532 | 2470548 | 7463032| 6001940
SD (mV:s) 5968 10274 235176 965685| 912290
RSD (%) 3,72 9,38 9,52 12,94 15,20

Hodnota relativni smérodatné odchylky podle doporuceni IUPACU by méla byt do 10 % [36]. Ve
frakci TAG bylo identifikovano celkem 11 MK, vybrané jsou uvedeny v tabulce ¢. 9. RSD se
pohybuje v rozmezi 3,7 az 15,2 %.
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Tabulka ¢. 10: Opakovatelnost méreni u vybranych MK z frakce VMK

Frakce VMK
plocha piku (mV-s)

¢islo méfeni | kapronova | kaprylova | palmitova
1. 103932 162124 145199
2. 96523 158512 77564
3. 94096 160738 62330
4. 98034 160307 51679
X (mV's) 08146 160420 84193
SD (mV-s) 3624 1290 36403
RSD (%) 3,69 0,80 43,24

Ve frakci VMK bylo detekovano méné MK (celkem 4). RSD (tabulka ¢. 10) se pohybuji mezi 0,8 a
43,3 %.

[11, 17]. Vzhledem k tomu, ze nemame vhodné vybaveni, bylo provedeno pouze nepiimé
semikvantitativni vyhodnoceni vySkrabanim skvrn, coz mize do vysledkli vnaset dalsi nepfesnosti. To
jsou ziejmé hlavni divody zjisténé horsi opakovatelnosti v ptipadé nékterych MK. Vyssi RSD byly
zjistény hlavné u MK s vy$$im poctem uhlikd (palmitova, olejova, linolova).

4.7 Analyza vzorku taveného syru

Na zavér byl optimalizovany postup (TLC-GC-FID) pouzit pro stanoveni obsahu volnych a vazanych
MK ve vzorku modelového taveného syra (totozny jako byl pouzit pfi optimalizaci metody). Veskery
vyextrahovany tuk ze syra (cca 0,3 g) byl rozpus$tén v 1 ml hexanu a nanesen na TLC desku
v mnozstvi 20 pl. Po vyvijeni a vizualizaci byla z desek vyskrabana frakce VMK a dohromady frakce
TAG, mono- a diacylglyceroli (tj. vazané MK). Frakce fosfolipidl a cholesterolu byla zanedbana. Po
esterifikaci MK byly analyzovany na GC. MK byly identifikovany srovndnim retencnich cast se
standardy (parametry standardd viz tabulka 11), zastoupeni a mnozstvi MK je vyjadfeno jako plocha
piki, ze dvou paralelnich stanoveni byla vyjadiena RSD (tabulka ¢. 12 a 13). Tabulka ¢. 14 a 15
zobrazuje procentudlni zastoupeni MK. V piiloze ¢. 1 a 2 jsou ukazky chromatogramti methylesterti

mastnych kyselin ve frakci VMK a frakci TAG, mono- a diacylglycerolt.
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Tabulka ¢. 11: Standardy MEMK pouZzité pro identifikaci

MK Symbol Retenc¢ni ¢as (min)
maselna C4:0 13,39
kapronova C6:0 18,28
kaprylova C8:0 21,68
kaprinova C10:0 24,15
undekanova CI11:0 25,26
laurova C12:0 26,39
tridekanova C13:0 27,59
myristova C14:0 28,99
myristolejova C14:1 n9c 29,72
pentadekanova C15:0 30,61
cis-10-pentadecenova C15:1 31,55
palmitova C16:0 32,63
palmitolejova C16:1 n9%¢ 33,35
heptadekanova C17:0 34,61
cis-10-heptadecenova Cl17:1 35,41
stearova C18:0 36,79
elaidova C18:1 n9t 37,20
olejova C18:1 n9¢ 37,56
linolelaidova C18:2n6t 38,04
linolova C18:2n6¢ 38,86
v-linolenova C18:3n6 39,69
linolenova C18:3n3 40,60
arachova C20:0 42,02
cis-11-eicosenova C20:1 43,03
cis-11,14-eicosadienova C20:2 44,97
heneicosanova C21:0 45,38
cis-8,11,14-eicosatrienova C20:3n6 46,24
arachidonova C20:4n6 47,10
cis-11,14,17-eicosatrienova C20:3n3 47,58
cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenova C20:5n3 49,54
behenova C22:0 50,04
erukova C22:1n9 51,03
cis-13,16-docosadienova C22:2 53,00
tricosanova C23:0 53,26
lignocerova C24:0 56,70

cis-4,7,10,13,16,19-

docosahexaenova C22:6n3 57,97
nervonova C24:1 58,31
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Tabulka ¢. 12: Zastoupeni MK ve vzorku taveného syra (frakce mono-, di- a TAG)

Mono-, di-, triacylglyceroly

vzorek 1 | vzorek 2
MEMK plocha piku (mV-s) X SD RSD
kapronova 1394882 | 1525582 | 1460232 | 115826 7,93
kaprylova 1177438 | 1087907 | 1132673 | 79342 7,00
kaprinova 2225324 | 2407052 | 2316188 | 161047 6,95
undekanova 52682 53326 53004 571 1,08
laurova 2130130 | 2237074 | 2183602 | 94774 4,34
tridekanova 128542 74775 | 101658,5 | 47648 46,87
myristova 5013512 | 5120303 | 5066908 | 94638 1,87
myristoolejova | 93578 95137 94357,5 1382 1,46
pentadekanova | 452000 | 458297 | 455148,5| 5580 1,23
pent‘;lj;g'mé 85948 | 95270 | 90609 | 8261 | 9,12
palmitova 10666330 | 10045690 | 10356010 | 550011 5,31
palmitoolejova | 438334 | 438161 | 4382475 153 0,03
heptadekanova | 145084 | 146040 | 145562 847 0,58
hep;lj;(;ové 52202 | 59326 | 55764 | 6313 | 1132
stearova 2312792 | 2130486 | 2221639 | 161560 7,27
elaidova 325847 | 347599 | 336723 19277 5,72
olejova 7551173 | 4804685 | 6177929 | 2433938 | 39,40
linolelaidova 67896 52010 59953 14078 23,48
linolova 6037865 | 698872 | 3368369 | 4731416 | 140,47
linolenova 60810 52430 56620 7426 13,12
Tabulka ¢. 13: Zastoupeni MK ve vzorku taveného syra (frakce VMK)
Volné mastné kyseliny
vzorek 1 ‘ vzorek 2
MEMK plocha piku (mV-s) |x SD RSD
kapronova 145337 92640 | 118988,5 46700 39,25
kaprylova 152991 159885 156438 6109 391
laurova 75058 56375 65716,5 16557 25,19
myristova 193087 136488 | 164787,5 50158 30,44
palmitova 790502 | 341617| 566059,5| 397802 70,28
stearova 230284 74580 152432 | 137985 90,52
olejova 1019993 139774 | 579883,5| 780050| 134,52




Tabulka ¢. 14: Procentudlni zastoupeni MK ve vzorku taveného syra (frakce mono-, di- a TAG)

Mono-, di-, triacylglyceroly
vzorek 1 vzorek 2
MK procentualni zastoupeni (%)
kapronova 3,45 4,78
kaprylova 291 3,41
kaprinova 5,51 7,54
undekanova 0,13 0,17
laurova 5,27 7,01
tridekanova 0,32 0,23
myristova 12,41 16,04
myristoolejova 0,23 0,30
pentadekanova 1,12 1,44
pentcalge::gnové 0,21 0,30
palmitova 26,39 31,46
palmitoolejova 1,08 1,37
heptadekanova 0,36 0,46
cis-10-
heptadecenova 0,13 0,19
stearova 5,72 6,67
elaidova 0,81 1,09
olejova 18,69 15,05
linolelaidova 0,17 0,16
linolova 14,94 2,19
linolenova 0,15 0,16

Tabulka ¢. 15: Procentualni zastoupeni MK ve vzorku taveného syra (frakce VMK)

Volné mastné kyseliny
vzorek 1 ‘ vzorek 2
MK procentualni zastoupeni (%)

kapronova 5,57 9,25
kaprylova 5,87 15,97

laurova 2,88 5,63
myristova 7,41 13,63
palmitova 30,32 34,12

stearova 8,83 7,45

olejova 39,12 13,96

Vysledky jsou v souladu s poznatky o sloZzeni mlé¢ného tuku [5,2], z hlediska kvantitativniho jsou ve
vzorku taveného syra nejvice zastoupeny MK myristova a palmitova, z nenasycenych olejova a

linolova, s krat§im fetézcem kapronova, kaprylova a kaprinova.
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5 ZAVER

Tato prace se zabyva pouzitim tenkovrstvé chromatografie pro frakcionaci lipidii v syrové matrici.
Byly pouzity vzorky oleje a taveného syru. V praci jsou vysledky optimalizace podminek tenkovrstvé
chromatografie pro frakcionaci lipidt, vysledky ovéfovani lipidickych frakei ziskanych metodou
extrakce pevnou fazi a na zaver byla provedena analyza vzorku taveného syra a vyhodnocen obsah
mastnych kyselin v jednotlivych frakcich.

Pro extrakci lipidti ze vzorku taveného syra byla pouzita extrakce podle CSN EN ISO 1735, smési
diethylether a petrolether. Separace lipidickych slozek byla provedena na komercéné dostupnych TLC
deskéch se silikagelem. Pro esterifikaci mastnych kyselin byla pouZita metoda podle CSN EN ISO
5509 s pouzitim methanolického roztoku bortrifluoridu jako katalyzatoru. Vzniklé methylestery
mastnych kyselin byly stanoveny pomoci plynové chromatografie s FID detekci.

Optimalizace podminek TLC byla provedena za ucelem rychlého a snadného ovéteni slozeni frakci
lipidi, ziskanych metodou SPE, kterd je dulezitd pii sledovani VMK v syrech. Pfi volbé separa¢niho
systému byla na zakladé publikovanych praci zvolena TLC deska se silikagelem a smés rozpoustédel
hexan : diethylether : kyselina octova (80 : 20 : 1 v/v/v), které poskytovaly dobré vysledky. Podle
literatury neni mozné del§im vyvijenim TLC desky docilit lepSiho rozdéleni separovanych latek. Tento
fakt byl experimentaln¢ potvrzen. Jako nejvhodnéjsi davkovany objem vzorku byl uréen 20 pl. Tento
objem nanaseného vzorku zajiStuje dobré rozdéleni frakci, snadnou vizualni identifikaci a malé
rozpijeni skvrn. Optimalni mnozstvi vzorku davkovaného na TLC je cca 300 pg, kdy jsou skvrny opét
dobie detekovatelné pti minimalnim rozpijeni skvrn. Toto mnoZzstvi je zaroven minimalni, které je
nutné davkovat na TLC.

Vramci ovéfeni validacnich parametri byla urena opakovatelnost métfeni, kterd charakterizuje
preciznost provedeni. Ve frakci TAG bylo identifikovano celkem 11 MK, ztoho byla u péti
vyhodnocena opakovatelnost méfeni. Hodnota RSD se pohybovala v rozmezi 3,7 az 15,2 %. Ve frakci
VMK byly identifikovany celkem ¢tyfi MK. Hodnota RSD se pohybovala v rozmezi 0,8 az 43,3 %.
Vzhledem kabsenci vhodného vybaveni bylo provedeno pouze nepfimé semikvantitativni
vyhodnoceni vyskrabanim skvrn. To je zfejmé hlavni diivod zjisténé horsi opakovatelnosti v ptipadé
nekterych MK, zejména téch s vys$$§im poctem atomtl uhliku.

Pti analyze vzorku taveného syra bylo ve frakci TAG identifikovano celkem 20 mastnych kyselin.
Nejvice zastoupené byly nasycené kyseliny myristova a palmitova, z nenasycenych kyselina olejova.
Ve frakci VMK bylo identifikovano celkem 7 mastnych kyselin. V nejvétSim zastoupeni byla
nasycena Kkyselina palmitova a nenasycena kyselina olejovd. Metoda TLC se osvédcila jako
jednoducha, rychla a levna metoda pro rozde€leni frakci lipidi a zarovent vhodny dopln€k pro déleni
frakci metodou extrakce pevnou fazi. V navazujicich experimentech budou ovéteny dalsi validacni
parametry optimalizované TLC-GC-FID metody a jeji pouzitelnost bude potvrzena aplikaci na §irsi
spektrum raznych typd pfirodnich a tavenych syrt. Optimalizovand a validovand metoda bude
pouzivana v kombinaci s metodou extrakce pevnou fazi v rdmci studie sledujici volné mastné kyseliny

v syrech.
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7 SEZNAM ZKRATEK

DAG
ESIMS
GC
HPLC

MAG
MALDI
MEMK
MK
NMR
SPE
TAG
TLC
VMK

42

diacylglyceroly

hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
plynova chromatografie (Gas Chromatography)
vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

monoacylglyceroly

hmotnostni spektrometrie s laserovou ionizaci
methylestery mastnych kyselin

mastné kyseliny

spektroskopie nuklearni magnetické rezonance

extrakce pevnou fazi (Solid Phase Extraction)
triacylglyceroly

tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography)
volné mastné kyseliny



8 PRILOHY

Ptiloha 1 Ukazka chromatogramu methylesteri mastnych kyselin ve vzorku taveného syra
(frakce TAG)

Ptiloha 2 Ukazka chromatogramu methylesteri mastnych kyselin ve vzorku taveného syra
(frakce VMK)
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Priloha 1: Ukdzka chromatogramu methylesterii mastnych kyselin ve vzorku taveného syra (frakce TAG)
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Priloha 2: Ukdzka chromatogramu methylesterit mastnych kyselin ve vzorku taveného syra (frakce VMK)
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