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ABSTRAKT

Tato diplomova préca sa zaoberd vyvojom metddy pre stanovenie vol'nych mastnych
kyselin v prirodnych a tavenych syroch. Teoreticka Cast” bola zamerand na moznosti
extrakcie, separacie astanovenia lipidov, charakterizacie mastnych kyselin, rdzne
spOsoby ich stanovenia, vratane stanovenia vol'nych mastnych kyselin.

Hlavnou napliiou experimentalnej Casti je optimalizacia a validacia metody na
stanovenie vol'nych mastnych kyselin vV r6znych matriciach.

Pre extrakciu lipidov zo vzorky bola zvolena zmes dietyléteru a petroléteru podla
CSN EN ISO 1735. Pre separaciu volnych mastnych kyselin boli vysku$ané
a porovnané dve metody: tenkovrstevna chromatografia a extrakcia na pevnej faze.
Pre esterifikaciu bola vybrana metoda podla CSN EN ISO 5509 s pouzitim
metanolového roztoku bortrifluoridu. Na stanovenie metylesterov mastnych kyselin
bola pouzita plynova chromatografia s plamenovo-ioniza¢nou detekciou.

ABSTRACT

This master thesis deals with the development of method for free fatty acids
determination in natural and processed cheese. In the theoretical part the possibilities of
extraction, fractionation and determination of lipid fractions, characterization of fatty
acids and various methods of their determination are described, as well as determination
of free fatty acids.

The main scope of the experimental section is optimization and validation of the
selected method for determination of free fatty acids in various cheese matrices.

For extraction of lipids from the sample the method with the mixture of diethylether
and petrolether according to CSN EN ISO 1735 was selected. Thin-layer
chromatography and solid phase extraction were tested and compared for separation of
free fatty acids. The method according to CSN EN 1SO 5509, using methanol solution
of bortrifluoride, was applied for esterification. Fatty acid methyl esters were
determined by gas chromatography with flame-ionization detection.
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1 UVOD

Tuky tvoria vyznamnu cast nami konzumovanych potravin, teda aj mlie¢nych
vyrobkov ako s syry, analogy tavenych syrov a mnohé dalSie vyrobky. Udeluju
potravinam senzorické vlastnosti, medzi ktoré patri jemna chut’, prijemna vona, vyborné
reologické ainé vlastnosti. Tuky s tiez najbohatSie zlozky potravin z pohladu
energetického obsahu, dodavaju pocit sytosti. St doélezité pre l'udsky organizmus,
funguju ako rozpustadla pre dolezité¢ vitaminy a iné nepoldrne latky. Jednou
z vyznamnych sucasti tuku si mastné Kyseliny. Mastnych kyselin sa v lipidoch
vyskytuje viacero druhov, odliSujucich sa navzajom réoznymi fyzikalnymi vlastnost’ami.
Okrem inych aj mastné kyseliny sa podiel'aji na kone¢nych vlastnostiach potravin ako
st konzistencia ¢i nutricna hodnota.

Cielom tejto prace bolo vybrat a optimalizovat metédu stanovenia volnych
mastnych kyselin Vv réznych syrovych matriciach. Pre separaciu vyextrahovanych
lipidov azisk frakcie volnych mastnych kyselin boli vyskuSané aporovnané dve
metody; tenkovrstevnd chromatografia (TLC) a extrakcia na pevnej faze (SPE). Pre
stanovenie mastnych kyselin bola pouzitd plynova chromatografia s plamenovo-
ionizacnou detekciou (FID).



2 TEORETICKA CAST

Vzhladom k tomu, Ze tato praca je zamerana na problematiku Stanovenia mastnych
kyselin (MK), je tu najprv stru¢ne zmienena charakteristika MK, ich vyskyt a funkcie
Vv potravinach, resp. v mlieku a mlie¢nych vyrobkoch. Hlavna pozornost’ vSak bude
zamerana na podrobny popis moznosti ich analytického stanovenia.

2.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) st najdolezitejSie a z hladiska vyzivy najvyznamnejSou
zlozkou lipidov. Podl'a nazvoslovia pouzivaného v organickej chémii sa za MK
oznacuju karboxylové kyseliny s alifatickym uhl'ovodikovym retazcom. Této definicia
nepokryva cela skalu MK pritomnych v lipidoch. Niektoré MK podla definicie (napr.
kyselina octova) nie su pritomné v prirodnych lipidoch, aj ked’ sa mézu vyskytovat' v
priemyslovych vyrobkoch obsahujucich tuk. Naopak niektoré¢ mastné kyseliny viazané
v lipidoch st cyklické alebo dokonca aromatické zlaceniny.
V potravinach obsahujucich lipidy sa vyskytuju tieto skupiny MK:
nasytené MK
nenasytené MK s jednou dvojnou védzbou (monoénoveé)
nenasytené¢ MK s niekol’kymi dvojnymi vizbami (polyénoveé)
MK s trojitymi védzbami a S roznymi substituentmi (rozvetvené, cyklické, s
kyslikatymi, sirnymi alebo dusikatymi funkénymi skupinami)

0O O O O

Pre mlie¢ne tuky st typické nasytené MK s kratsim retazcom, napr. Kyselina
maslova a skupina kyselin s 6-10 uhlikmi v molekule. Pre porovnanie je uvedeny obsah
MK vybranych syrov a surového mlieka (Tabul'ka 1) [1].

Tabulka 1: Obsah tuku a MK vo 100 g jedlého podielu vybranych syrov (pozn.:
T.vS. = tuk v susine) [2]

Syr Eidam Syr Syr taveny Surové

ZloZenie 30% T. Hermelin l_lizkoenergeticky milieko
v S. 50% T.vS. Lipno,30% T.v S.

Lipidy celkové 16,00 g 22,30 ¢ 11,409 4,109
Nasytené MK 10,35¢ 14,40 g 7,389 2,659
Maslova 0,54 ¢ 0,76 g 0,399 0,149
Kapronova 0,35¢g 0,499 0,259 0,099
Kaprylova 0,22 ¢ 0,319 0,16 9 0,139
Kaprinova 0,50¢g 0,699 0,359 0,06 g
Laurova 0,62 g 0,879 0,449 0,16 g
Myristova 1,76 g 2,459 1,259 0,459
Palmitova 4,74 ¢ 6,59 ¢ 3,379 121g
Stearova 1,629 2,259 1,159 0419




Syr Eidam Syr Syr taveny Svrové

ZloZenie 30% T. Hermelin nizkoenergeticky m);ieko
vV S. 50% T.vS. Lipno,30% T.v S.
Mononenasytené 432 6,01 g 3,08 g 111 g
MK
Myristolejova 0,229 0,319 0,16 g 0,06 g
Palmitolejova 0,359 0,499 0,259 0,099
Olejova 0,199 0,279 0,149 0,05g
Cis-11-
cicosenova 0,19¢ 0,279 0,149 0,05¢g
Polynenasytené
0,46 g 0,659 0,33¢g 0,12 ¢g

MK
Linolova 0,344 0,479 0,249 0,099
Linolenova 0,139 0,189 0,099 0,03¢g

2.1.1 Nasytené mastné kyseliny

Nasytené MK neobsahuju Ziadne dvojné alebo trojité vidzby. VSeobecne
najrozsirenej§imi MK st palmitova a stearova, ktoré sa vyskytuju takmer vo vsetkych
zivoéisnych arastlinnych lipidoch, ato v TAG i fosfolipidoch. Nasytené MK
S neparnym poctom uhlikovych atdbmov st pomerne vzacne a vyskytuju sa zriedkavo
ako stopové zlozky. Vo viacsom mnozstve (hlavne kyselina pentadekanova
a heptadekanova, do 1 %) su pritomné len v lipidoch niektorych mikroorganizmov,
v koznych lipidoch, ale aj v depotnom ¢i mlie¢nom tuku prezivavcov [1].

2.1.2 Nenasytené mastné kyseliny

Obsah nenasytenych MK v prirodnych lipidovych materialoch, napr. v tukoch
aVv olejoch sa pohybuje v sirokom rozmedzi, od viac ako 90 % vsetkych MK (napr.
repkovy olej) po menej nez 10 % (napr. kokosovy tuk). Obsah nenasytenych MK
v tukoch zivocéichov sa pohybuje v daleko mensom rozmedzi medzi 50-70 %.
V rastlinach je v porovnani so zivo¢ichmi omnoho rozmanitejSia pestrost’ v zlozeni
nenasytenych MK [1].

Najbeznejsou nenasytenou MK je kyselina olejova, ktora sa prinajmenSom v malom
mnozstve vyskytuje prakticky vo vSetkych Zivoc¢iSnych arastlinnych lipidoch.
Z polyénovych MK je najbeznejSia linolovd kyselina, ktord je rovnako pritomna
minimalne V stopovych mnozstvach vo vSetkych tukoch. V mlieCnom tuku sa vyskytuja
d’alsie nenasytené MK, napr. palmitoolejova (asi 4 %) a vakcenova (1-5 %) [1].

Prirodné nenasytené MK maju vacsinou konfiguraciu cis. Kyseliny s konfiguraciou
trans sa vyskytuja hlavne v depétnom tuku preziivavcov, kam sa dostavaji z potravy
premenenej mikroorganizmami Vv bachoru, kde vznikaju pri hydrogenacii kyseliny
linoleovej. Podobne maju zvySeny obsah trans-nenasytenych MK tieZ iné cicavce,
Vv ktorych traviacom trakte je listie ¢i trava pred-travend mikroorganizmami (napr.
klokan).




Tieto trans-nenasytené MK prechadzaju ciastone do mlieka. S potravou su
prijimané 'ud’'mi a preto sa vyskytuju aj v 'udskom depdtnom tuku [1].

Kyseliny s konfiguraciou trans vznikaju tiez priemyselnou Katalytickou
hydrogenaciou nenasytenych MK, preto sa vyskytuju v znaénom mnozstve stuzenych
tukov a v tukovych vyrobkoch z nich pripravenych.

Tvoria sa tiez pri zahriati tukov obsahujtcich polyénové MK na teploty nad 240 °C,
napr. pri ich dezodoracii. Celkovy obsah trans-nenasytenych MK u mlieka a masla je
2 az 4 % zo vSetkych MK [1].

2.2 Moznosti stanovenia mastnych Kyselin — pouzité metédy

2.2.1 Vzorkovanie

Nedielnou sti¢astou analyzy je odber a priprava vzorky. Odobrana vzorka by mala
obsahovat’ vSetky sucasti v rovnakom hmotnostnom alebo objemovom pomere ako st
V povodnej matrici. Odobrant vzorku, pokial’ nie je ihned’ spracovana, treba uchovat
vV uzavrete] nadobe pri nizkej teplote, aby nedoSlo ku kontaminacii a neziadicim
zmenam [3,4].

2.2.2 Extrakcia

Nez dojde ku vlastnému stanoveniu MK, je nutné izolovat’ vzorku lipidov (mastnych
kyselin) z matrice potraviny [4,5].

St zname rozne typy izolacie lipidov. Vhodnost metody sa voli podl'a matrice, zo
ktorej st lipidy extrahované. Pri extrakcii je dolezitd teplota, pretoze pri vysSich
teplotach by mohlo dojst’ k enzymatickému $tepeniu [6]. Extrakcia rozpustadlom je
Casto vyuzivana metoda, aj ked ma mnohé nevyhody, a to najmid narocnost na cas
a produkciu velkého mnoZstva organického odpadu. Z tohto dovodu sa uz dnes aplikuji
rozne modernejSie extrakéné techniky. Vol'ba extrakénej metddy hlavne zavisi na
pouzitej matrici, z ktorej extrahujeme [3,6].

2.2.2.1 Extrakcia podla Soxhleta

Jedna sa o kontinudlnu extrakciu, ktord sa pouZiva prevazne k deleniu organickych
latok. Aparatira je zloZena z destilacnej banky, extraktoru a chladic¢a (Obrazok 1). Do
extrak¢nej komory sa vklada papierova extrakénd patréna plnend vzorkou, ktord ma
valcovity tvar a gul'até dno. Varna banka sa naplni vhodnym rozpustadlom, v ktorom je
dobre rozpustnd extrahovand zlozka. Varnd banka je zahrievana k varu rozpustadla
a jeho pary stupaju postrannou trubickou okolo extrakénej Casti extraktoru do chladica.
V chladi¢i rozpustadlo kondenzuje a kvapka na papierovu patronu, v Ktorej je vzorka.

Extrakéna komora je postupne naplnend kondenzujicim rozpustadlom, ktorého
hladina postupne stipa aj v tenkom prepadovom sifone. V. momente dosiahnutia hladiny
rozpustadla v extrak¢nej Casti extraktoru najvyssej Casti prepadového sifonu, pretecie
roztok do destilacnej banky a cely proces sa opakuje. Nakoniec je ziskany roztok jednej
alebo viacerych zloziek v destilatnej banke, zktorej sa po ukoneni extrakcie
rozpustadlo oddestiluje. Potom zostane v banke iba vyextrahovana zlozka, pripadne
zlozky [7].
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Tato metdda sa pouziva k izolacii tukov u potravinarskych vyrobkov alebo k izolacii
éterickych olejov z kvetov a iné [7].

Chladié

Ezktralcéna komora

Extrakéna patrona

Sifonova trubiclka
Para T

Extrakéne rozpust'adlo

Destilacna banka

Obrazok 1: Aparatura na extrakciu podla Soxhleta [7]

2.2.2.2 Extrakcia podla Folche

Metoéda podla Folche je zalozend na extrakcii vzoriek zmesou chloroformu
a metanolu a potom homogenizacii vzorky za studena. Homogenizacia trva minimalne 3
minuaty, ale aj dlhSie v zavislosti na konzistencii vzorky. Nasledne je suspenzia
odfiltrovand alebo centrifugovand, aby doSlo k oddeleni nerozpustenych podielov
vzorky. Extrakt je d’alej premyvany roztokom NaCl, z dévodu dosiahnutia kone¢ného
pomeru zmesi chloroform : metanol : voda a to v pomere 8 : 4 : 3 [8].

Na zéaver je pridany metanol a tym je extrakt nariedeny do poZadovaného objemu
chloroformu a metanolu a to v pomere 2 : 1. Potom dojde k oddestilovaniu rozpustadla
na vakuovej rota¢nej odparke pri teplote neprevysujucej 40 °C. Po oddestilovani sa
produkt zvazi [8]. Metdda sa primarne vyuziva pre stanovenie tuku v matriciach
S vacSim obsahom vody a polarnych lipidov (fosfolipidy, komplexné lipidy) alebo pre
miso a misové vyrobky [6].

2.2.3 Predbezné rozdelenie extraktu

Jedlé tuky aoleje su zlozita zmes triacylglycerolov (TAG) (90-95 %),
diacylglycerolov (DAG) (1-2%), volnych mastnych kyselin (VMK) (=0,5%),
fosfolipidov a d’alsich menej vyznamnych zloziek (Tabulka 2). Niektoré
z komponentov prispievaju k texture a chuti prirodnych tukov a olejov. Vacsina z nich
hra dolezita ulohu v l'udskej vyzive. Pritomnost kysliku, posobenie teploty, Casu
a skladovacich podmienok méze zmenit zlic¢eniny uvedené vyssie [10].



Tabulka 2: Hlavné triedy lipidov v mlieku [36]

Trieda lipidov Zastapenie [hm. %]
TAG 98,3

DAG 0,3

MAG 0,03

VMK 0,1
Fosfolipidy 0,8

Steroly 0,3
Karotenoidy stopy
Vitaminy rozpustné v tukoch stopy
Senzoricky aktivne zli¢eniny stopy

Extrak¢éné produkty ziskané pomocou extrakénych technik su teda zmesi obsahujice
rozne lipidy, ato TAG, VMK, steroly, estery sterolov, fosfolipidy a d’alsie lipidické
zlozky alebo latky podobné lipidom (Tabulka 3).

Pre d’alSiu analyzu je teda potrebné skupinu lipidov odseparovat. K tomuto ucelu
vyuzivame rozne adsorp¢né techniky [9].

V ramci tejto prace boli vyskasané a porovnané dve frakcionaéné metddy:
tenkovrstevna chromatografia (TLC) a extrakcia pevnou fazou (SPE). Podrobnejsie su
popisané v nasledujtcich kapitolach.

Tabulka 3: Hlavné mastné kyseliny v mliecnom tuku [36]

Typické zloZenie

Mastna Trivialne Systematické

kyselina pomenovanie pomenovanie Zastipenie | Zastupenie

[hm. %] [mol. %]

4:0 maslova butanova 3,7 9,6
6:0 kaprénova hexanova 2,4 4,7
8:0 kaprylova oktanova 15 2,3
10:0 kaprinova dekanova 3,2 4,2
12:0 laurova dodekanova 3,6 4,1
14:0 myristova tetradekanova 11,1 11,0
14:1 myristoolejova cis-9-tetradekanova 0,9 0,9
15:0 - pentadekénova 1,2 11
16:0 palmitova hexadecénova 28,3 25,3
16:1 palmitoolejova cis-9-hexadecénova 1,6 1,5
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Typické zloZenie
Mastna Trivialne Systematické . .
kyselina pomenovanie pomenovanie Zastupenie | Zastipenie
[hm.%] [mol.%]

18:0 stearova oktadecénova 11,8 9,5
18:1 olejova cis-9-oktadecénova 18,8 15,4
18:1 vakcenova trans-11-oktadecénova 4.2 3,4

: ) , cis, cis-9,12-
18:2 linolova oktadekadienové 1,4 1,1

: linolova cis, trans-9,11-
18:2¢ (konjugovana) oktadekadienova 11 0.9

: . cis, cis, cis-9,12,15-

18:3 linolenova (alfa) oktadekatrienova 0,9 0,8
- ostatné kyseliny - 44 3,7

2.2.4 Extrakcia na pevnej faze

Kolony pre extrakciu na pevnej faze (Solid Phase Extraction; SPE) boli vynéjdené
v polovici 1970. V roku 1978 Waters podporovali kolonky Sep-Pak, pohodIné jedno
razové kolonky na baze oxidu kremiku (SiO2). O dva roky neskor Williams, McCluer
a tiez Paell zverejnili prvé dokumenty o uplatneni SPE v oblasti lipidov. Prvy z nich sa
zaobera izolaciou gangliosidov z extraktov zvieracieho tkaniva, druhy sa zaoberal
frakénymi metabolitmi kyseliny arachidonovej. Neskor boli principy SPE metody,
izolacie a frakcionacie lipidov V biologickych a potravinarskych matriciach znac¢ne
preskimané Wachobom, Chrisiom, Ebelerom a Schimotom [10].

Univerzéalnost SPE umoziuje, aby bola pouzitd pre velké mnozZstvo ucelov, napr.
ako efektivne Cistenie vzoriek, alebo pre izolaciu zlicenin a odstranenie prebytku
¢inidla. Aj vzorky metylesterov urené pre plynovil chromatografiu (GC), mozu byt
Cistené priechodom cez SPE kolonku, ktorda moéze odstranit’ peroxidy a hydroxidy.
Velké mnozstvo kvantitativnych metdd (GC, HPLC) vyuzivaji vyhod SPE a pouZzivaju
ju ako predpripravny krok [10].

SPE je zalozena na principu kvapalinovej chromatografie, silnej ale reverzibilnej
interakcie medzi analytom a stacionarnou fazou obsiahnutou v SPE kolonkach.
Zluceniny vo vzorke reaguju viac so stacionarnou fazou ako s rozpustadlom, a tym
Zostavaju v stacionarnej fdze, z ktorej st nasledne vymyté vhodne zvolenymi
rozpustadlami [10].

Aj napriek vel'mi Castému pouzitiu, postup SPE, a najmi jej aplikacie na delenie
lipidov, su v dostupnych publikdcidch mnohokrat nedostatocne popisané, vratane
predpripravy vzorky pred analyzou. Aj v pripade, kedy st publikované metody popisané
ako dokladné a reprodukovatelné, su v praxi len tazko uspesne opakovatel'né. Dévody
tykajice sa zvolenia spravnej SPE kolonky, mobilnej faze, objemu vzorku alebo
prietokovej rychlosti nie su Castokrat v publikacidch komentované. Typické interakcie
st napr. nepolarne interakcie medzi C—H vézbami analytu a C—H vézbami v absorbentu
(Van der Waalsove sily) [10].
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Najbeznej$im variantom pre vyskum nepolarnych interakcii st C18 kolonky.
Pre separaciu lipidov sa pouzivaju taktiez koléonky C8 a C2. Oproti tomu polarne
interakcie su typické pre vsetky latky s kyano- (CN) a amino- (NH2) skupinami, dioly
alebo oxidy kremiku. Dalej sa vyskytuji ionomeni¢ové interakcie, ako st u kvartérnych
aminov, benzén-sulféonovych kyselin alebo propyl-sulféonovych kyselin. K tymto
interakciam dochadza vtedy, ked analyty maju negativny alebo pozitivny idénovy
charakter [10].

2.2.4.1 Prevedenie SPE

Metoda SPE sa sklada z piatich krokov, a to z kondicionovania kolonky, davkovania
vzorky, premyvania, susSenia aelucie. Pred-tprava, inak tiez oznacované ako
kondicionovanie kolonky, sa pouziva na pripravu kolonky na reprodukovatelna
interakciu zloziek vzorky s pevnou fdzou. Kolonka je prepldchnutd predpisanym
rozpustadlom z dovodu aktivacie pevnej faze pre interakciu so vzorkou [11].

Pri davkovani vzorky je dolezity predovSetkym vyber pevnej faze, pretoze dochadza
ku Specifickym interakciam latok s pevnou fazou. Ostatné latky obsiahnuté vo vzorke
volné prechadzajii kolonou. Premyvanie kolonky vhodnym rozpastadlom sluzi
k vymytiu zbytkov matrice vzorky z kolénky. Ziadané zlozky vzorky zostévaju
uchytené na pevnej faze [11].

SuSenie sa prevadza v pripadoch, kedy sa premyvaci roztok zdsadne li$i od roztoku
eli¢neho. K vysuseniu sa pouziva prud inertného plynu, najcastejsSie sa jedna o dusik.
Pri premyvani kolonky eli¢nym c¢inidlom dochddza k selektivnej desorpcii zloziek
vzorky z pevnej faze atym kich vymytiu z kolonky. Eluat sa zbiera a upravuje pre
d’al$ie pouzitie (chromatograficka analyza) [11].

2.2.4.2 InStrumentdicia SPE

Na metddu SPE sa pouzivaja bud’ kolonky alebo extrakéné disky. SPE kolonky maju
tvar injekénej strieckacky, bez pohyblivého piestu a su naplnené povrchovo
modifikovanymi sorbentmi o roznej velkosti Castic. Jednotlivé kolonky charakterizuju
typ pevnej faze (Tabulka 4), objem kolonky (0,4 — 15 ml), maximélna prietokova
rychlost, kapacita (1 — 500 mg), minimalny eliény objem (10 ul — 50 ml) a material
kolonky (polypropylén, sklo) [11]. Extrakéné disky sa pouZzivaju ako moderna forma
SPE. Jedna sa o tenké kompozitné membrany z teflénu a prisluSného modifikovaného
sorbentu (az 90 % hm.). Vyhody tychto diskov: nie st obmedzené prietokovou
rychlostou, skoncentrovanie vzorky prebieha vo vel'mi uzkej zone membrany a K elucii
sa pouziva minimalne mnozstvo eli¢neho ¢inidla (rddovo pl). Vd’aka tomu sa nemusi
odparovat’ nadbyto¢né rozpustadla pred chromatografickou analyzou vzorky [11].
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Tabulka 4: Charakterizdcia SPE kolonok [11]

Princip Absorbent Vzorka Elic¢ne ¢inidlo
Nepolarna C18, C8, pesticidy, antibiotika, hexan, dichlérmetan,
extrakcia fenyl, CN kofein, vitamin, PCB acetonitril, alkoholy
Podma | i i, | et
extrakcia CN, OH Yo VI ok 4 ’ v
aflatoxiny voda
Kationova , aminokyseliny kyseliny, roztoky soli
kysly kat ' ’ ’
vymena ysty katex chlorofyl, PCB pufry
A’nlonove bézicky anex organlf:ke kyseh’ny, zésady, roztoky soli,
vymena kofein, sacharin pufry
Extrakcia vo CN/SiOH, PCB z odpadnych olejov, chloroform, aceton,
zmesnom mode NH./C18 tel'né tekutiny ethylacetat, metanol

2.2.4.3 Vyhody a nevvhody SPE

Jednd sa orychlu alacni metddu, vyhodou ktorej je praca s malymi objemami
vzorky, znizena spotreba organickych rozpustadiel a Vv neposlednej rade Tahka
automatizacia [10,11]. Nevyhodou tejto techniky je, Ze pre niektoré Specifické izolacie
nie st doposial’ vhodné SPE koldnky, ale sortiment SPE kolonok sa neustale rozsiruje
[10,11].

2.2.4.4 Aplikacia SPE pre frakciondciu lipidov

Vicsina prac zaoberajucich sa separaciou lipidov na SPE je zaloZena na typu SPE
kolonok so zakladnou molekulou C18 s aminopropylovou skupinou. Prvd zmienka
0 vyuziti techniky SPE pre separaciu lipidickych tried je z roku 1985 od timu vedeného
Kaluznym [40]. Tato Stidia sa zaobera rozdelenim celkového extraktu dvojim
sposobom. Jednoduch$ia metodika vyuziva iba jednu SPE koloénku a deli celkovy
extrakt lipidov na tri frakcie — neutralne lipidy, VMK a fosfolipidy.

Pri pouziti dvoch SPE kolénok moZno dosiahnut’ frakcionaciu vzorky na estery
cholesterolu, triglyceridy, diglyceridy, monogliceridy, cholesterol, volné mastné
kyseliny a fosfolipidy [40].

Metodika navrhnutd Kaluznym je zdkladom pre dalSie Stidie zaoberajiice sa
technikou samotnou alebo jej aplikaciou.

Analyza ciasto¢nych glyceridov (MAG a DAG) je zvycajne prevedena pomocou
kapilarnej GC. Tieto zli€eniny, medziprodukty v biosyntéze TAG, su tieZ ukazovatel'mi
Cerstvosti a technologickej tpravy. Pre ich stanovenie mozno pouzit’ aj HPLC, ale napr.
Cortesi zistil, ze HPLC je vhodna ak ide iba o informaciu o celkovom mnozstve tychto
latok. Pérez-Camino referoval o alternativach pre zistenie DAG s pouzitim réznych
typov SPE kolonok (diol, silikagél, amino-). Zistil, Ze diolova f4dza nesposobila izomériu
pocas extrakcie [34].
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Nasledne spolu s Ruiz-Gutiérrezom Pérez-Camino v rovnaky cas ako Conte
komentuju tito pracu a ostatné data s tym, ze je nutné davat’ vel’ku pozornost’ pri vybere
vhodného sorbentu [34].

Hopia uvadza stanovenie VMK v rastlinnom oleji ako jednoduchu zalezitost
(s vynimkou olivového). Vyuziva SPE a popisuje analyzu lipidickych tried elticii VMK
Vv jedlych olejoch atukoch. Procediury podobné tejto triede lipidov si popisané
Innocenteom aj pri inych kategériach potravinovych produktov s réznym obsahom a
zlozenim, pri ktorych obsah a zlozenie VMK. Obzvlast VMK s kratkym uhlikovym
retazcom ovplyviiuju senzorické charakteristiky cielového produktu [34].

Hopia pouzil SPE k separacii TAG, pre odstranenie ich vel’kého mnozstva, ktoré by
interferovalo v pouziti na HPSEC (high-performance size-exclusion chromatography;
vysokouc¢innd  velkostne-vyluCovacia chromatografia). Pouzit¢ boli kolonky
s modifikovanym silikagélom s NH> skupinou. Ako nepolarne rozpastadlo pouzil 20 ml
roztoku hexan : dietyléter (9:1). Ako polarne rozpustadla pouzil 10 ml roztoku
chloroform : metanol (2:1) a 10 ml roztoku metanol : kyselina octova (98:2) [35].

2.2.5 Chromatografia na tenkej vrstve

Chromatografia na tenkej vrstve (TLC) je chromatograficka technika pouzivana pre
kvantitativhu separaciu roznych neprchavych zmesi. TLC je prevadzana na dosticke zo
skla, plastu alebo hlinikovej folie potiahnutej tenkou vrstvou adsorbentu (zvycCajne
silikagél, Al203, celuldza). Tenka vrstva adsorbentu sa nazyva stacionarna faza [10].

2.2.5.1 Prevedenie TLC

Po nadavkovani vzorky na dosticku a jej vysuSeni sa vlozi dosticka do komory na
vyvijanie. Komora na vyvijanie obsahuje rozpustadlo alebo zmes rozpustadiel (mobilna
faza), ktoré vzlinaju cez adsorbent pomocou kapilarnych sil. Na zéklade rdznej afinity
analytu k rozpustadlu migruja analyty réznou rychlostou pricom dochadza k ich
separacii. Mobilna faza ma odliSné vlastnosti ako stacionarna faza. Silikagél, ako vel'mi
polarny adsorbent, je vyuzivany spolu s heptanom, ¢o je nepoldrna zlicenina. Pre lepSie
vyladenie vlastnosti mobilnej faze sa Casto pouziva zmes rozpustadiel [32].

Po experimente je TLC dosti¢ka vynata z komory na vyvijanie, vysusena a nasledne
prenesena do komory pre vizualizéaciu.

Detekcia chromatografovanych latok sa prevadza bud’ priamo vizualne, ak su
chromatografované latky farebné, alebo sa vyuziva ich fluorescencie pod UV Ziarenim,
¢i sa prevadza postrek detekénym ¢inidlom za vzniku farebnych skvin. Casto sa vyuziva
jednoduché oziarenie UV Ziarenim a naslednym oSetrenim fosforom. Cierne $kvrny
identifikujii separované analyty. DalSie metody s za pouzitia par jodu, ktory sfarbi
analyty na oranZovo; anisaldehydu, ktory vytvara farebné adukty s viacerymi
zluCeninami; kyseliny sirovej, ktord spali vdcSinu organickych zli€enin a zanecha
tmavé miesto na dosticke [24].

Podl'a polohy skvrny latky vo vzorke sa v porovnani so Standardom, pripadne
i rovnakého spravania pri detekcii, uréi kvalita latky. Pre identifikdciu analytov sa
vzdialenost’ urazena analytom podeli totalnou vzdialenost'ou vyvinutého rozptstadla na
dosticke. Mobilnd faza nesmie dosiahnut’ konca stacionarnej faze. Tento pomer sa
nazyva reten¢ny faktor (Rf) (Obrazok 2).
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Vo vSeobecnosti, analyt s nizkym Rf bude mat’ nizku afinitu k rozpustadlu, a teda
vysoku afinitu k adsorbentu, zatial' ¢o analyt s vysokym Rt bude mat’ vysoku afinitu
k rozpustadlu, a teda nizku afinitu k adsorbentu. Rf su pre dany analyt Charakteristické
a menia sa s podmienkami vyvijania (mobilna a stacionarna faza) [30].
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Obrdzok 2: Chromatogram TLC [38]

di ... vzdialenost’ zloziek vzorky od Startu

dm ... vzdialenost’ ¢ela mobilnej faze od Startu

Kvantifikovat’ je mozné jednotlivé analyty priamo na chromatogramu z porovnania
velkosti ¢i intenzity zafarbenia Skvin, pomocou fotodensimetru, alebo sa extrahuju
z chromatogramu a potom stanovia vhodnou metddou.

TLC moéze byt pouZzitd pre monitorovanie priebehu reakcie, identifikaciu zlicenin
Vv zmesi, alebo stanovenie Cistoty latky. V praxi sa pouziva napr. pre analyzu ceramidov
a mastnych kyselin, detekciu pesticidov a insekticidov v jedle a vo vode, analyzu farbiv
vladkien v kriminalistike, stanovenie radio-chemickej Cistoty v radiofarmaceutikach,
pre identifikaciu lie¢ivych rastlin aich zloziek ap. [32]. V dne$nej dobe je TLC len
zriedka pouzivané samostatne, ale obvykle sa kombinuje s d’alsimi metédami [13].

2.2.5.2 Vyhody a nevyhody TLC

K vyhoddm TLC patri hlavne jednoduchost’, presnost, robustnost’ a vel'mi ucinna
deliaca schopnost’ metddy. Ti mozZno eSte zvySit niekol’ko nasobnym vyvijanim
S r6znymi rozpusStadlami.

Nevyhodou su problémy spojené so separaciou komplexnych biologickych vzoriek,
neziaduce oxidacie polynenasytenych lipidov pocas procesu TLC a problémy, ktoré
vznikaju pri prekro¢eni maximalnej davky vzorky [13].

2.2.5.3 Aplikacia TLC pre frakciondciu lipidov

TLC je jednou z najstarSich chromatografickych technik a v. mnoho publikovanych
pracach bola aplikovana k frakcionacii lipidov v réznych biologickych vzorkach
(bune¢né tkaniva, krv, mo¢ apod.), ako uvadza vo svojej prehl'adnej praci Touchstone
[31].
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Mozno najst’ aj aplikacie na mlieko, ktoré uvadza Precht [41] a Fontecha [42], alebo
vSeobecne mlieény tuk v pracach Robinsona [43], Fragu [44] a Cruz-Hernandeza [45].
Dodnes sa tato metoda tesi pomerne vel'kej obl'ube, napr. nedavno Upadhyay a kol. [46]
pouzili TLC k detekcii falSovania mlie¢neho tuku rastlinnymi olejmi.

Vo svojej prehladnej praci Fuchs a kol. [31] zhriiuju doterajSie poznatky aplikacii
TLC v oblasti lipidov. V oblasti lipidov sa TLC v poslednej dobe vyuziva hlavne na
rychlu separaciu lipidickych tried. TLC lipidov je zvy€ajne prevadzand na sorbentoch
na baze silikagélu, ktoré mozu byt impregnované kyselinou boritou ¢i dusi¢nanom
striebornym. Touto metdédou mézu byt VMK T'ahko oddelené od zostatkovych lipidov
a nasledne stanovené pomocou GC; pripadne v kombinacii s MS [29].

Pre podrobnejSiu analyzu sa pouziva impregnacia TLC dosti¢iek AgNOsz. TLC
dosticky impregnované AgNO3s boli pouzité napr. Wilsonom a Samotom k oddeleniu
polynenasytenych MK, ktoré maju velky fyziologicky vyznam. Silikagél 60 TLC
dosticky boli potiahnuté vrstvou AgNOs jednoduchou sprejovou technikou, nasledne
suSené na vzduchu, zahrievané na 100 °C po dobu 30 minut k dosiahnutiu aktivacie.
MK boli po izolacii pomocou stipcovej chromatografie nanesené na naimpregnované
TLC dosticky. Ako mobilna faza bola pouzita zmes toluénu a acetonitrilu (97 : 3, v/v).
Nasledne boli dosticky susené, potom Pahko nasprejované 3% roztokom octanu
mednatého, 8% kyselinou fosfore¢nou a spalené pri teplote 180 °C po dobu 20 minut
pre vizualizdciu. Pomocou tohto postupu mohli byt oddelené diény od triénov
a tetraénov [29].

Ako najlep$ia metoda vyzera byt oddelenie MK s 0-2 dvojnymi vdzbami na jedne;j
TLC dosticke pokrytej i6onmi striebra, resp. MK s 3 a viac dvojnymi vézbami na druhej
dosticke. Vhodné elt¢ne ¢inidlo pre prva dosticku je zmes hexan : dietyléter (9 : 1, v/v)
a pre druht dostic¢ku zmes hexdnu a dietyléteru (2 : 3, v/v). Vo vSeobecnosti je ale toto
oddelenie pomerne naro¢né a neumoziuje dobre reprodukovatel'né vysledky [13].

Scwerthner a Mosser ukazali, ze kvantitativne stanovenie réznych MK je mozné
pomocou inej metody. Metdda je zalozena na extrakcii lipidov zmesou chloroformu,
metanolu a butylhydroxytoluénu (BHT) ako antioxidantu. Celkovy extrakt lipidov bol
nasledne rozdeleny na silikagéle za pouzitia zmesi n-hexan — dietyléter — kyselina
octova—BHT (95:5:1:0,1; viviviv).

Dosticky boli nastriekané rhodominom 6G a jednotlivé zlozky lipidov boli sledované
pod UV svetlom [29].

2.2.6 Esterifikacia mastnych kyselin

Pre stanovenie MK sa najCastejSie pouziva GC, preto musia byt prevedené na
prchavi formu. Medzi najpouzivanejSie derivaty sa radia alkyl derivaty: metyl-, etyl-,
propyl-, isopropyl-, butyl- a/alebo isobutyl- zluceniny, z ktorych v praxi najcastejSie
byvaji prislusné metylestery. Oproti vyssim esterom maji radu vyhod: najvacsia
prchavost zo vSetkych esterov, velkd reakénd rychlost, vysoké vytazky a
Vv neposlednom rade Siroké spektrum zavedenych metylacnych postupov [13].

V pripade poziadavku na kvalitné rozliSenie nenasytenych MK, musi byt v rdmci
derivatizacie neutralizovand poldrna karboxylova skupina. AZ potom je moznd ich
Separacia podla bodu varu, stupfia nenasytenosti, pozicie dvojnych a trojitych vézieb
a dokonca aj cis a trans izomérov [12].
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Esterifik4cia sa prevadza niekol'kymi moznymi sposobmi, ktoré sa daji pouzit' na
Sir§i okruh matric. Ako zakladné derivacné reakcie sa pouziva bazicky alebo kyslo
katalyzovana esterifikacia [14].

2.2.6.1 Bazicky katalyzovand esterifikdcia

Bazicky katalyzované reakcie (Obrazok 3) su rychlejsie a prebiehaju za miernejSich
podmienok nez kyslo katalyzované esterifikacie. Dochadza k esterifikacii iba viazanych
mastnych kyselin, preto tieto postupy nie su prili§ vhodné, pokial je vo vzorke vysoké
mnozstvo VMK. Tieto esterifikdcie prebiehaji rychlo v bezvodom metanolu
v pritomnosti roztoku metoxidu sodného a v bezvodom metanolu (c = 0,5 mol-I?Y).
Menej Casto sa vyuziva metoxid draselny, hydroxid sodny a/alebo hydroxid draselny

[9].

//O cl) //O
R-C. + R = RC-R = RC,
OR R OR'

Obrazok 3: Schéma bazicky katalyzovanej transesterifikacie [9]

+ OR

2.2.6.2 Kyslo katalyzovana esterifikdcia

Kyslo katalyzovana esterifikdcia (Obrazok 4) v prebytku bezvodého metanolu
pomocou zahrievania je vhodna i pre stanovenie VMK. Ako katalyzatory sa pouZivaju
HCI, H2SO4, BCls, AICI3 a/alebo BF3. Zahrievanim dochadza k urychleniu esterifikacie.
Obvykle sa vzorka lipidu s ¢inidlom zahrieva zhruba 2 az 4 hodiny pod spdtnym
chladicom. Pritomnost’ vody moze zabranit’ uplnej reakcii (Obrazok 5). Esterifikované
nie st iba voI'né mastné kyseliny, ale aj viazané [33].

V poslednej dobe sa v praxi najcastejSie pouziva ako katalyzator BFz (12 az 14%
roztok v metanolu), aj napriek svojim nevyhodam ako najmé vysoka toxicita a kratka
trvanlivost’ (cca 3 mesiace). Tento postup uvadzaju i platné ISO normy pre stanovenie
MK v tukoch [47, 48].

Moznym ¢inidlom je i 5% bezvody chlorovodik v metanolu, ktory vznika postupnym
prebublanim bezvodého metanolu chlorovodikom. Na rovnakom principe funguje aj
esterifikacia s 1-2% roztokom kyseliny sirovej v metanolu. Reakéna doba je pomerne
dlhsia a vytazky st o nieCo nizsie nez pri katalyze BF3 [33].

+

//O H //0 R'OH //0 HY 0
R-C,. — R-C, , — RC =RC
OH OH, +(|)—R' OR

H

Obrdzok 4: Schéma kyslo katalyzovanej esterifikdcie [9]
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Obrazok 5:Schéma kyslo katalyzovanej transesterifikacie [9]

2.2.7 Plynova chromatografia

Plynovéa chromatografia (GC) je analytickd separatnd metoda, ktord sa vyuZiva
najcCastejSie ku stanoveniu prchavych latok. Jej hlavnou vyhodou je jednoduché a rychle
prevedenie analyzy, u¢inna separdcia latok a pouzitie vel'mi malého mnoZstva vzorky.
Metdda je urcena ku deleniu a stanoveniu pevnych latok, plynov a kvapalin s bodom
varu do 400 °C. Delenie zloziek zmesi prebieha medzi mobilnou a stacionarnou fazou.
Mobilnou fazou je nosny plyn, naj€astejsie sa pouziva dusik, vodik, hélium alebo argon.
Stacionarnou fdzou je pevny sorbent alebo kvapalina nanesena v tenkej vrstve na pevny
nosic.

Principom tejto metddy je nanasanie vzorky do vyhrievaného bloku vstrekovej
komorky (injektor), kde dochadza k odpareniu vzorky, ktora je vo forme par unasana
nosnym plynom do kolony.

V koloéne (Obrazok 6), dochadza k separacii zloziek na zaklade roznej afinity zloziek
so stacionarnou fazou. Takto oddelené zlozky opustaji kolonu asu detegované
pomocou detektoru.

Pre stanovenie MK sa najCastejSie pouziva plamenovo-ionizac¢ny (FID), resp.
hmotnostny (MS) detektor. Signal z detektoru sa d’alej vyhodnocuje najcastejSie
pomocou pocitaca, ktory zaznamenava zavislost intenzity signdlu na Case
(chromatogram). Na zaklade porovnani so Standardmi je mozna identifikacia pikov
zltcenin a ich kvantifikacia v zmesi [15, 17].
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Obrazok 6: Schéma plynového chromatografu

2.3 MoZnosti stanovenia vol’nych mastnych kyselin v potravinovych
matriciach

V pripade stanovenia VMK z komplexnych matric, akymi st potravinarske vyrobky,
je nutné ich oddelit’ od ostatnych frakcii lipidov. K tomu mozno pouzit’ rozne metody.
NajcastejSie st aplikované SPE a TLC v kombinacii s dal§imi technikami [12].
Nevyhodou byva v tychto pripadoch pomerne vel'ka ¢asovd narocnost’ [9]. Zatial’ ¢o
pre separaciu roznych zloziek lipidov z biologickych matric je SPE Siroko vyuZivana uz
dlhsiu dobu, v analyze jedlych tukov a olejov je jej pouzivanie iba zriedkavé [10].

V rastlinnom materiali stanovovali VMK napr. Certik a kol., ktori extrahovali tuk
z rastlinnej matrice metédou podl'a Folche. Delenie takto ziskanych lipidov prebiehalo
metodou TLC.

Mobilnou fazou bol roztok hexan : dietyléter : kyselina octova (80 : 20 : 1 obj.%,
v/v/v). Ziskané VMK boli prevedené na metylestery pomocou metanolu a BFs
a nasledne stanovené GC-FID [22].

Podobné stanovenie VMK z piva na SPE kolonkach popisuji aj Horak a kol. [21].
Rozdiel tvori pouzitie kolonky etylvinylbenzén-divinylbenzén polymér s extrémne
Specifickym povrchom. Ako ela¢ne c¢inidlo bol pouzity chloroform. Prevedenie na
metylestery bolo pomocou derivacnej zmesi metanol a BFz (metanol 14 %, v/v)
s naslednou analyzou metédou GC-FID.

V mlie¢nom tuku je 96 az 98 % z celkového obsahu MK naviazanych na glycerol;
najcastejsie sa jedna o TAG. V mlie¢nych vyrobkoch, teda aj v syroch, sa vyskytuju
MK aj vo forme volne;j.
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Jedna sa o0 malé mnozstva, ktoré aj v nizkych koncentraciach ovplyviuji aromatické
a senzorické vlastnosti zmienenych produktov [18].

Zréznych aplikacii na mlieCne vyrobky mozno uviest napr. pracu De Jonga
akol. [49], ktori publikovali metodu pre stanovenie VMK v mlie¢nych vyrobkoch
S pouzitim aminopropyl SPE kolonok.

Rovnaky princip je aplikovany aj v diplomovej praci Knotka [19] alebo v dizerta¢nej
praci Sipalovej [20], kde boli stanovené VMK v jogurte. Na separaciu VMK bola
pouzitda metéda SPE. Elucia VMK z NH2-koloniek bola realizovana 2% roztokom
kyseliny mravcej v dietyléteru; VMK boli prevedené na metylestery pomocou metoxidu
sodného v metanolu a stanovené metédou GC-FID.

Innocente a kol. publikovali jednoduchi a rychlu metdédu stanovenia VMK s kratkym
retazcom (< C6) v syroch s pouzitim extrakcie vodou [50].

Tuomala a Kallio [23] stanovovali VMK v syru typu emental priamym spojenim
superkritickej fluidnej extrakcie s plynovym chromatografom. Pomocou superkritickej
fluidnej extrakcie oxidom uhli¢itym bola ziskana zo vzorky prchava frakcia s VMK
a d’al8imi prchavymi zluceninami. Tieto frakcie boli potom analyzované na plynovom
chromatografe s FID a MS detekciou. Rychlu a jednoduchti metodu stanovenia VMK
v mlieku popisuju Amer a kol. [24]. Jednd sa o metddu, kedy VMK boli prevedené
etylesterom kyseliny chlormravéej na etylestery a nasledne stanovené na plynovom
chromatografe s MS detekciou. Wijesundera a kol. [18] stanovovali obsah VMK zo
vzorky syrov cedar. Pre sorpciu VMK bolo pouzit¢ SPME vldkno pokryté
polyakrylatom. Tie boli nasledovne stanovené GC-FID.
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3

EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Laboratorne vybavenie a chemikalie

3.1.1 Plyny

o Dusik 5.0 SIAD v tlakovej bombe s redukénym ventilom a kovovou membranou;
o Vodik 5.5 SIAD v tlakovej bombe s redukénym ventilom;
o Vzduch 5.0 SIAD v tlakovej bombe s redukénym ventilom pre kyslik.

3.1.2 Pristroje

O

O O O O O O O O

Plynovy chromatograf TRACE GC (Thermoquest Italia S. p. A., Taliansko)
s plamenovo-ioniza¢nym detektorom, split/splitless injektorom a kapilarnou kolonou
DB-23 0 rozmeroch 60 m x 0,25 mm x 0,25 um.

SPE manifold (SUPELCO VISIPREP™)

Pocita¢ PC, Intel Pentium Procesor

Analytické digitalne vahy HeLAGO, GR-202-EC, Taliansko

Chladnicky

Vodna kupel so stojanmi, Julabo TW2

Digestor

Susiaren, Memmert

Vakuova rota¢na odparka, KIKA WERKE-RVO6-ML, s prislusenstvom

3.1.3 Pracovné pomocky

O O O O 0O O O O ©

Mikropipeta Biohit-Proline (0,5 — 1000 ul)

Bezné laboratérne sklo

SPE kolonky Amino Bag, 10 x 3 ml tubes 500mg, USA
TLC dosticky Silikagel 60, 20 x 20 cm, MERCK, Nemecko
Vyvijacie komory

Hamiltonova striekacka

Parafilm Pechiney PASTIC PACKAGING

N6z, noznice, Spachle

Vialky

3.1.4 Chemikalie

3.1.4.1 Chemikalie pre extrakciu

o

0 O O O

Kyselina chlorovodikova 35 % p. a., Lach-Ner, Cesk4 republika
Etanol 96 % p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Petroléter p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Dietyléter stabil. p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Hexan p. a., Lach-Ner, Ceska republika

23



3.1.4.2 Chemikalie pre esterifikdciu

Chemikalie pre bazicku esterifikaciu

o Isooktan p. a., Lach-Ner, Ceska republika

o Hydroxid draselny p. a., Lach-Ner, Ceska republika
o Metanol p. a., Lach-Ner, Ceska republika

o Hexan p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Chemikalie pre kyslu esterifikaciu s HCI

o Metanol p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Kyselina chlorovodikové 35 % p. a., Lach-Ner, Ceska republika
Heptan p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Bezvody siran sodny, p. a., Lach-Ner, Ceska republika
Methyloranz, p. a., Lach-Ner, Ceska republika

0O O O O

Chemikalie pre kysla esterifikaciu s BF3

Bortrifluorid (14% roztok v metanolu), p. a., SIGMA-ALDRICH, Nemecko
Hydroxid sodny p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Metanol p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Isooktan p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Chlorid sodny, p. a., Lach-Ner, Ceska republika

Bezvody siran sodny, p. a., Lach-Ner, Ceska republika

O O O O O O

3.1.4.3 Chemikalie pre SPE

o Dietyléter stabil. p. a.,Lach-Ner, Ceské republika
Kyselina octova 99 % p. a., Lach-Ner, Ceska republika
Chloroforom p. a., Lach-Ner, Ceské republika
Propanol &isty, LACHEMA, Ceska republika

Hexan p. a., Lach-Ner, Ceské republika

o O O O

3.1.4.4 Chemikalie pre TLC

o Dietyléter stabil. p. a.,Lach-Ner, Ceska republika

o Hexan p. a., Lach-Ner, Ceska republika

o Kiyselina octova 99 % p. a., Lach-Ner, Ceska republika
o Jod

3.1.4.5 Chemikalie pre stanovenie MK

o Standardy jednotlivych MK: kapronova, kaprylova, laurova, myristové, palmitova,
stearova, olejova, linolova, SIGMA-ALDRICH, Nemecko

o Zmesovy Standard metylesterov mastnych kyselin, Supelco™ 37 Component
FAME Mix, SIGMA-ALDRICH, Nemecko
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3.2 Analyzované vzorky

Pre experimentalnu cast’ tejto diplomovej prace boli pouzité a analyzované 3 typy
testovacich vzoriek: slne¢nicovy olej, tvrdy syr holandského typu (Gouda) zakupené
V beznej trznej sieti a modelovy taveny syr vyrobeny na Univerzite Tomase Bati ve
Zlin¢ Standardnym technologickym postupom

Vzorky boli uchované v chladnic¢ke pri teplote do 6 °C. Pred analyzou bola vzorka
Goudy vzdy nastrthand na jemnom strihadle, premieSana a na analytickych vahach
bolo navazené potrebné mnozstvo pre jednotlivé skusky. Taveny syr aolej boli iba
premiesané a pre jednotlivé skusky zvazené na analytickych vahach.

3.3 Pouzité metody

3.3.1 Extrakcia lipidov zo vzorky podla normy CSN EN 1SO 1735

Zo vzorky bol odvazeny 1 g na analytickych vahach s presnost'ou na $tyri desatinné
miesta. Po kvantitativnom prevedeni vzorky do skimavky bolo pridanych 5 ml kyseliny
chlorovodikovej. Tato zmes bola vlozena do vodnej kupele nastavenej na teplotu 80 °C.
Vzorky boli vtejto kupeli ponechané do zmeny farby roztoku na temne fialova
(Obrazok 7), a to priblizne 10 minnt.

Obrazok 7: Zmena farby zmesi (t = 10 minut)

Potom boli skimavky ochladené pod prudom studenej vody. Po ochladeni bolo ku
zmesi pridanych 5 ml etanolu a roztok bol kvantitativne prevedeny do deliaceho lievika.
Do deliaceho lievika boli vzdy pridané extrakéné cinidla; v prvom kroku 8,4 ml
dietyléteru, po mintte trepania eSte 8,4 ml petroléteru. Po minutovom pretrepani sa
nechal roztok odstat’ 30 minut pre oddelenie faz (pri laboratornej teplote cca 22 °C).
Cely proces extrakcie sa opakoval eSte dvakrat s poloviénym mnoZstvom extrakénych
¢inidiel [33].

Horna vrstva (Obrazok 8) sa po jednotlivych 30 minutovych odstatiach odobrala
pipetou do predom zvazenej destilacnej banky (100 ml). Vsetky tri extrakty boli spojené
a rozpustadlo bolo nasledne odparené na vakuovej rotanej odparke pri teplote 40 °C.
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Mnozstvo vyextrahovaného tuku bolo zistené gravimetricky — zvazenim banky
s presnostou na 0,000 1g a od¢itanim vahy prazdnej banky. Tuk bol nasledne
prevedeny do 1 ml hexanu a pouzity na d’alSiu analyzu.

Obrazok 8: Deliaci lievik po extrakcii (vrchnd organicka faza)

3.3.2 Frakcionacia lipidov metédou SPE

SPE kolonky boli pripevnené do zariadenia SPE manifold (Obrazok 9), v ktorom sa
pomocou vodnej vyvevy vytvorilo vakuum. Potom boli NHz-kolonky aktivované
pomocou 3 ml hexanu (Obrazok 10). Prietok hexanu kolonkami sa reguloval oto¢nym
ventilom, priblizne 1-2 kvapky za sekundu. Po premyti kolonok hexanom bola na
kolonku davkovana vzorka. Na prva eluciu bolo pouzitych 7 ml zmesi chloroform :
propanol v pomeru 2:1 (v/v), ana druhu eliciu 7ml 2 % roztok kyseliny octovej
v dietyléteru (v/v). Ziskané frakcie boli zachytdvané do vysusenych a predom
zvazenych destilacnych bank (50 ml) s normalizovanym zabrusom. Nasledne bolo
rozpustadlo odparené na vakuovej rota¢nej odparke. Mnozstvo jednotlivych frakcii bolo
zistené gravimetricky — zvazenim s presnostou na 0,000 1 g a od¢itanim vahy prazdne;j
banky. Koncentrované frakcie boli nasledne kvantitativne prevedené do 1 ml hexanu
a esterifikované (vid’ kap. 3.3.4). Po esterifikacii boli jednotlivé frakcie (davkovanych
1 pul) analyzované na plynovom chromatografe s FID detekciou [19, 20].

Priprava eli¢nych rozpustadiel bola vzdy priamo pred experimentom z dévodu
nutnosti Cerstvych zmesi. Ide o vel'mi prchavé latky a teda skladovanie po dlhsiu dobu
by mohlo viest' k zmene pomerov rozpustadiel (napr. slabo prchava kyselina octova
oproti vel'mi prchavému dietyléteru).
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Obrazok 9: SPE Manifold

EXTRAHOVANY TUK
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Obrdzok 10: Schéma postupu frakcionacie lipidov metédou SPE [37]

3.3.3 Frakcionacia lipidov metédou TLC

Hlinikova TLC dosticka pokryta silikagélom sa najprv nechala aktivovat’ v suSiarni
pri teplote 100 °C po dobu 30 mintt zabalena vo filtranom papieri. Potom sa na

dosti¢ke vyznacil Start, na ktory sa nasledne nanasali vzorky extraktov lipidov pomocou
Hamiltonovej striekacky (davkovanych 20 ul) na rovny usek o dizke 3 cm.
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Takto nanesené vzorky sa nechali na dosti¢ke zaschnut’ cca 5 minit a potom sa
nechali vyvijat’ v komorach (Obrazok 11) na vyvijanie (cca 1,5 hod). Na vyvijanie bola
pouzitd zmes rozpustadiel hexan : dietyléter : kyselina octova v pomere 80 : 20 : 1
(v/viv). Vo chvili, kedy dosiahla zmes ¢ela (cca 1 cm od horného okraja dosky), sa
doska z komory na vyvijanie vytiahla a nechala sa v digestore schnat’ poc¢as 5 mintt
abola dalej vlozena do druhej komory s parami jodu. V druhej komore (Obrazok 12)
doslo po cca 20 minutach K vizualizacii jednotlivych skvin (frakcii lipidov). Vysledok
po vizualizacii je vidiet nizsie (Obrazok 13).

Obrazok 11: Komora pre vyvijanie vzorky

Obrazok 12: Komora pre vizualizaciu vzorky
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Obrazok 13: TLC dosticka po vizualizacii v pardch jodu

Skvrny odpovedajuce jednotlivym frakciam boli oznadené apo odpareni jodu
vyskrabané kovovou Spachtl'ou. Takto vySkrabana vrstva bola kvantitativne prevedena
do destilacnej banky, Vv ktorej bola vzorka nasledne esterifikovana (vid kap. 3.3.4)
a analyzovana (davkovany 1 ul) na plynovom chromatografe s FID detekciou. Vsetka
manipulacia so vzorkou a aj TLC dosti¢kou bola z dovodu vyhnutia sa kontaminacii
tukom prevedena v rukaviciach [33].

Priprava zmesi na vyvijanie hexan : Et2O : AcOH (80 : 20 : 1, v/v/v)

Nadavkujt sa potrebné objemy vzhl'adom ku rozmerom komory. V naSom pripade je
vhodné pouzit’ pomer 40 ml hexanu : 10 ml dietyléteru : 0,5 ml kyseliny octovej. Zmes
musi byt vzdy nova, pripravena pred experimentom. Z dovodu predchadzajicej
adsorbcie réznych objemov rozpustadiel na TLC dosticku nemozno pouzit zmes na
vyvijanie opakovane.

Z dovodu perfektnej tesnosti komory na vyvijanie je mozné si tito zmes pripravit’
vopred.

3.3.4 Esterifikacia mastnych kyselin

3.3.4.1 Bazicka esterifikdcia

Tuk (resp. vyextrahovany tuk) bol kvantitativne prevedeny pomocou 1 ml hexanu
do vialiek s gumovou zatkou. Do vialky bolo d’alej pridanych 5 ml isooktanu a 0,5 ml
metanolického roztoku KOH (¢ = 2 mol-1). Vialky boli potom 8 mintt pretrepavané
anasledne sa nechali 6 minut stat’ pre oddelenie faz. Po uplynulej dobe 6 mintt bol
Z hornej vrstvy odobrany 1 ml k analyze na plynovom chromatografu [47,48].
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Priprava metanolického roztoku KOH (¢ = 2 mol-17?)

Navazka 2,249 KOH sa za mierneho ohrievania rozpusti v 20 ml metanolu.
Pripraveny roztok metanolického KOH je uchovavany v chladni¢ke maximalne po dobu
3 mesiacov, alebo kym sa neza¢nu tvorit’ krystaliky na dne [24].

3.3.4.2 Kysla esterifikdcia s kyselinou chlorovodikovou

Tuk (resp. vyextrahovany tuk) sa kvantitativne prevedie pomocou 1 ml hexanu
do destila¢nej banky (50 ml) apridd sa 7 ml metanolického roztoku chlorovodiku
(c =1 mol-1") a varny kamienok. Na banku sa pripoji reflux a obsah sa vari 10 mintt.

Banka sa ochladi pod teclicou vodou, pridd sa 12,5ml vody. Cely obsah sa
kvantitativne prevedie do oddelovacicho lieviku a pridaju sa 4 ml heptanu. Silne sa
pretrepe (1 min) a necha sa stat’ az do momentu oddelenia dvoch faz. Oddeli sa vrchna
heptanova vrstva; vodna sa dalej extrahuje d’al§imi 4 ml heptanu. Oba heptanové
extrakty sa spoja a premyvaju vzdy 5 ml vody az do uplného odstranenia kyselin, ktoré
sa indikuje metyloranzou (Obrazok 14). Roztok sa vysu$i bezvodym siranom sodnym
a filtruje cez filtratnym papier do 10 ml odmernej banky. Doplni sa heptanom po
rysku [47,48].

Z pripraveného roztoku sa odoberie 1 ml k analyze na plynovom chromatografe.

Priprava metanolického roztoku HCI (c = 1 mol-1')

Objem 0,6 ml HClI (35%) sa prida do 6,4 ml metanolu. Pripraveny roztok
metanolického HC1 mozno uchovavat’ v digestore [33].

Obrazok 14: Zmena farby roztoku postupnym vymytim kyselin (indikator metyloranz)

3.3.4.3 Kysla esterifikdcia s bortrifluoridom

S ohl'adom na jedovatost BF3 je nutné prevadzat' nasledovné tkony v digestore.
Vsetko laboratorne sklo musi byt’ ihned’ po pouziti umyté vodou. SkiSobné vzorka musi
byt sucha a Cista. Preto je vhodné ohriat’ vzorku tesne nad bod topenia [33].

Kysla esterifikacia s bortrifluoridom - TAG

Tuk (resp. vyextrahovany tuk) sa kvantitativne prevedie pomocou 1 ml hexanu
do destila¢nej banky (50 ml) a prida sa 4 ml metanolického roztoku hydroxidu sodného
(c =0,5mol-1"!) a varny kamienok. K destila¢nej banke sa pripoji spitny chladic.

Obsah banky sa vari pod spatnym chladi¢om do vymiznutia kvapocok tuku.
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Kazdych 30 sekind sa jemne kruzi s bankou, aby nedoslo k tvorbe pevného krazku
hydroxidu sodného na stene banky. Tento krok trva priblizne 5 az 10 minut. Potom sa
prida 5 ml metanolického roztoku bortrifluoridu (BFs) cez horny koniec chladica a vari
sa (3 min). Nasledne sa pridajua cez horny koniec chladi¢a 3 ml isooktanu do variacej sa
Zmesl.

V momente pridania sa var zastavi, odstrani sa chladi¢ a ihned’, bez akéhokol'vek
chladenia sa prida 20 ml nasyteného vodného roztoku chloridu sodného (NaCl). Banka
sa uzavrie a poriadne sa pretrepe (15 s).

Prida sa vic¢sie mnozstvo nasytené¢ho roztoku chloridu sodného tak, aby sa hladina
kvapaliny dostala do hrdla banky. Nasledne sa nechaji oddelit’ obe faze (5 min).

Z vrchnej isooktanovej vrstvy sa odoberie 1 az 2 ml a prenest sa do 4 ml vialky.
Prida sa malé mnozstvo bezvodého siranu sodného, aby sa odstranili stopy vlhkosti [47,
48]. Z pripraveného roztoku sa odoberie 1 ml k analyze na plynovom chromatografu.

Priprava metanolického roztoku NaOH (c = 0,5 mol-1?)

Navazka 2g NaOH sa za mierneho ohrievania rozpusti v 100 ml metanolu.
Pripraveny roztok metanolického NaOH je uchovéavany v chladni¢ke maximalne po
dobu 3 mesiacov. Ak ma byt roztok skladovany dlhsiu dobu, mézu sa vytvorit' malé
mnozstvd bielej zrazeniny uhli¢itanu sodného, ktoré nemaju vplyv na pripravu
metylesterov [33].

Kysla esterifikacia s bortrifluoridom - VMK

Tuk (resp. vyextrahovany tuk) sa kvantitativne prevedie pomocou 1 ml hexanu do
destila¢nej banky (50 ml) a prida sa varny kamienok. Cez horny koniec chladica sa
prida 5 ml metanolického roztoku bortrifluoridu (BF3) a vari sa 3 minuty. Nasledne sa
pridaja cez horny koniec chladica 3 ml isooktanu do variacej sa zmesi.

V momente pridania sa var zastavi, odstrani sa chladi¢ a ihned’, bez akéhokol'vek
chladenia sa prida 20 ml nasyteného vodného roztoku chloridu sodného (NaCl). Banka
sa uzavrie a poriadne sa pretrepe (15 s).

Pridé sa vidcsie mnozstvo nasytené¢ho roztoku chloridu sodného tak, aby sa hladina
kvapaliny dostala do hrdla banky. Nasledne sa nechaju oddelit obe faze (5 min).
Z vrchnej isooktanovej vrstvy sa odoberie 1 az 2 ml a prenest sa do 4 ml vialky. Prida
sa malé mnozstvo bezvodého siranu sodného, aby sa odstranili stopy vlhkosti [47, 48].

Z pripraveného roztoku sa odoberie 1 ml k analyze na plynovom chromatografu.

3.4 Podmienky metédy stanovenia metylesterov mastnych kyselin

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

o Autosampler AI/AS 3000

o Kapilarna koléna: DB-23 0 rozmeroch 60 m x 0,25 mm x 0,25 um

o Oven - teplotny program
o 60 °C 10 minut
o Vzostupny gradient 12 °C-min™* do 200 °C s vydrzou 10 mintt
o Vzostupny gradient 5 °C-min’* do 220 °C s vydrzou 15 mintt
o Vzostupny gradient 10 °C-min™* do 240 °C s vydrzou 7 mintt
o Celkova doba analyzy: 60 minat
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o Inlet

o Teplota injektoru: 250 °C

o Splitless time: 5 minut

o Davkovanie: autosampler bez delica toku (splitless) (1 ul)
o Carrier gas

o Prietok dusiku: 0,5 ml-min
o Detektor FID (plamenovo-ioniza¢ny)

o Teplota detektoru: 250 °C

o Prietok vzduchu: 350 ml-min™

o Prietok vodiku: 35 ml-min*

o Make-up dusiku: 30 ml-min?

1

3.5 Identifikacia a kvantifikidcia mastnych kyselin

Mastné kyseliny boli stanovené po prevedeni na metylestery (MEMK) (vid.
kapitola 3.3.4). Identifikacia jednotlivych MEMK v testovanych vzorkach bola
prevedenda na zdklade porovnania retencnych casov identickych S$tandardov.
Semikvantitativne zastipenie vybranych mastnych kyselin je vyjadrené ako plocha
prislusnych pikov na chromatograme.

Kvantifikacia vybranych mastnych kyselin bola prevedena vypoctom ich
koncentracie (cmemk) Z ploch pikov MEMK vo vzorke (Pmemk) @ znamej koncentracie
(cs) a ploch pikov (Ps) Standardov.

Vypocet:
csP -
CMEMK = %SEMK [mg-ml™] [1]
Vypocitané mnozstvo metylesterov mastnych kyselin (cmemk) bolo prepocitané na
obsah MK:

Cyi = UM [ ] ] [2]
Kde:
CMK ... koncentracia MK vo vzorke [mg:ml]
CMEMK ..o koncentracia MEMK vo vzorke [mg-ml?]
Mivi molarna hmotnost’ MK [g-mol™]
Mrvems molarna hmotnost MEMK [g-mol ']

Plati: mg-ml™ =~ mg-g* vzorky

3.6 Statistické spracovanie vysledkov

Data boli spracované a vyhodnotené pomocou programu MS Excel 2013. Kazda
vzorka bola zmerana dvakrat (n = 2). Pre namerané data boli v ramci Statistického
vyhodnotenia pouzité nasledujuce Statistické parametre: aritmeticky priemer,
smerodajnd odchylky (SD) a relativna smerodajna odchylka (RSD).

Zastipenie vybranych mastnych kyselin je vyjadrené semikvantitativne ako plocha
prislusnych pikov na chromatogramu, alebo ako percentualne zastupenie, prip. po
prepocte v mg-g* tuku.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Tato praca je sucastou projektu rieSeného v ramci nasSho ustavu, ktory sa zaobera
problematikou lipidov V prirodnych, resp. tavenych syroch aich zmenami pocas
vyroby, zrenia a skladovania.

Tuk v syroch vyznamne ovplyviiuje textaru, ale je nevyhnutny aj pre vyvoj spravnej
chuti a vone syru. Lipidy v syroch mézu podlichat oxida¢nej a/alebo hydrolyticke;j
degradacii. Oxidacia lipidov v syroch véac¢sinou nebyva prili§ rozsiahla, pravdepodobne
kvoli nizkemu redox potencialu (-250 mV) a pritomnosti prirodzenych antioxidantov
(napr. vitamin E); ich prispevok k flavouru syru je menej dolezity. Na druhu stranu
enzymaticka hydrolyza TAG na mono-/di- acylglyceroly a VMK (lipolyza) je jednym
zo zasadnych procesov prebichajucich poCas zrenia syrov a je povazovana, spolu
S proteolyzou, za hlavnu metabolick cestu pre tvorbu chuti a vone syru [51].

Nasledkom lipolyzy sa uvoliiuju VMK, ktoré jednak priamo prispievaju k syrovému
aroma, zvlast MK s krat§im a strednym C-retazcom (< 12 C), a jednak su dolezitymi
prekurzormi dalSich prchavych aromatickych zlucenin, ako su alkany, estery,
sekundéarne alkoholy, metylketony a laktony. Na druhu stranu pokial’ sa koncentracia
VMK zvysi nad ur¢iti medzu, dojde k vyvoji zatuchnutej chuti [52].

V ramci Stidia zmien tuku pocas zrenia syru sme doposial’ pouzivali stanovenie
celkového obsahu MK. Jedna sa o klasicki metodu, ktord sa pouziva v mnohych
laboratoriach napr. pri kontrole kvality potravin.

Pred samotnym stanovenim je najprv treba izolovat' lipidy/MK z matrice syru.
Navzdory moznostiam pouzitia niektorych modernych metéd (extrakcia pomocou
mikrovin, PSE, SFE, SPME a pod.), sa Vv praxi doposial ¢asto pouZiva klasicka
extrakcia zmesami rozpustadiel [24].

Aj ked’ je v zdsade mozné a Vv niektorych pracach publikované, priame stanovenie
MK [52], stanovenie MK pomocou GC vyzaduje tzv. derivatizaciu pre zvySenie
prchavosti. MK st najéastejsie prevadzané na metylestery [24].

NajfrekventovanejSie vyuZivanou analytickou metddou pre stanovenie MK je GC,
menej ¢asto HPLC (vysokoué¢inna kvapalinova chromatografia), pripadne tieto metody
spojené s MS (hmotnostna detekcia). Medzi d’alSie techniky patria spektrometrické
metody (UV, MIR) a elektromigraéné techniky [24, 52].

Na naSom ustave bola metéda stanovenia MK overena azavedend v ramci
diplomovej prace Pruknerovej [24]. Metdda pouziva extrakciu lipidov zo vzorky
modifikovanou metédou podla Folche (zmes chloroform — metanol), esterifikaciu
S pouzitim metanolového roztoku KOH a stanovenie pomocou GC-FID. Avsak
stanovenim celkového obsahu MK nemoZno dobre postihnut’ zmeny lipidickych frakcii
a vzhladom k vyssie zmienenej dolezitosti VMK v chuti a voni syru nastala potreba
mat’ k dispozicii metdodu schopnu stanovit’ VMK. Publikacii na toto téma nie je mnoho,
zvIast aplikécii na syry, pripadne mliecne vyrobky; pouzivaji sa rézne metody (vid’
kapitola 2.3). Ich podstatou je vd¢sinou separacia jednotlivych lipidovych frakcii, ktoré
je mozno analyzovat oddelene. Pre tento pred-separacny krok mozno vyuzit rdzne
metody. V minulosti sa ¢asto pouzivala TLC, kolénova chromatografia a neskor HPLC.
Dnes je najcastejSie aplikovana SPE [13].
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Cielom tejto prace bolo najst’ optimédlne podmienky a overit’ vybrané valida¢né
parametre metddy vhodné pre stanovenie volnych a viazanych MK zalozené na pouziti
TLC, pripadne SPE. Metdda bola vypracovana tak, aby bola pouziteI'na predovsetkym
pre analyzu réznych typov prirodnych a tavenych syrov, resp. z nich vyextrahované¢ho
tuku. Vseobecne ju v§ak mozno aplikovat’ na akykol'vek typ tuku (oleje).

Prvé experimenty boli pre zjednodusenie prevadzané na vzorkach slnec¢nicového
oleja, neskor bola metdda aplikovana na tuk vyextrahovany zo vzoriek modelovych
tavenych syrov. Pre stanovenie MK vo vSetkych ziskanych frakciach bola pouzita
plynova chromatografia s FID detekciou.

4.1 Extrakcia lipidov zo vzorky

Cielom extrakéného procesu je oddelit’ lipidy od ostatnych komponentov (proteiny,
polysacharidy a iné). Vyber extrakéného procesu zavisi tiez na komplexnosti
potravinovej matrice, napr. v pripade mliecnych vyrobkov mézu byt lipidy pomerne
silne naviazané na proteiny [52].

Klasickd extrakcia rozptstadlom je doteraz Casto pouzivana, i ked” vykazuje radu
nedostatkov: instrumentdlna a ¢asova narocnost, velka spotreba vzorky, mnozstvo
drahych a Castokrat toxickych rozpustadiel (mozna kontaminécia, vznik organického
odpadu), moze dochadzat ku stratdm analytu, méze poskytovat nizSie vytazky
ainé [24]. V idealnom pripade ma byt’ extrakény proces kvantitativny a reprezentativny
s ohladom na sledované zlozky, rychly, jednoduchy, robustny, lacny a umoziujuci
automatizaciu [40].

Zmes lipidov ziskanéd extrakciou obsahuje heterogénnu zmes komponentov rdznej
Struktary a vlastnosti: TAG, VMK, estery sterolov, volné steroly, fosfolipidy,
glyceroglykolipidy, gangliosidy, ceramidy a sfingolipidy a tiez nelipidové latky. Kvoli
tomu je naro¢na ich kompletné izolécia.

Lipidy svojou povahou patria medzi nepoldrne aZ mierne polarne zli€eniny, preto sa
Kich extrakcii pouzivaju nepolarne organické rozpustadla (napr. dietyléter alebo
chloroform), avSak je vhodna ich kombindcia s polarnym rozpustadlom, predovsetkym
kvoli denaturacii proteinov a degradacii vodikovych vazieb medzi lipidmi a proteinmi.
NajcastejSou metddou pouZivanou v pripade biologickych vzoriek je postup navrhnuty
Folchem v roku 1957. Extrakéné ¢inidlo je v tomto pripade chloroform s metanolom
v pomere 2 : 1. [10, 22].

V pripade VMK je situacia este zlozitejsia, ked’ze v mlieku a v mlie¢nych vyrobkoch
existuje rovnovéha medzi VMK v tukovej faze a mlie¢nej plazme. Cim kratii C retazec,
tym vicsi podiel sa nachadza v plazme. Je jasné, ze kompletnd extrakcia VMK je
zloZitd a je treba pocitat’ s niz§imi vytazkami zvlast’ v pripade nizko-uhlikatych MK
[51, 52]. Innocente a kol. dokonca pouzili pre zisk VMK s kratkym retazcom extrakciu
vodou [50].

V nasom pripade bola pre extrakciu lipidov zo vzoriek Syrov pouzitd zmes
dietyléteru a petroléteru. Vizba lipidov na protein sa narusi pridavkom HCI a zahriatim.
Tento postup je prevzaty z normovanej referencnej metddy pre stanovenie obsahu tuku
v syroch [47, 48] a bol vyskt$any v naSich podmienkach v diplomovej praci
Pruknerovej [24].
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4.2 Vyber metody esterifikacie mastnych kyselin

Dal§im krokom tejto prace bol vyber vhodnej metody derivatizacie, resp.
esterifikdcie MK. Boli vysktSané a porovnané tri esterifikatné metddy: bazicka
esterifikacia s metanolickym roztokom KOH, kysla esterifikdcia s metanolickym
roztokom HCI a/alebo bortrifluoridom. Postupy boli prevzaté s prisluSnych noriem
[47, 48].

Pre prvé experimenty bola pouzitd bazickd esterifikacia, ktora bola vybrata
a optimalizovana v diplomovej praci Pruknerovej [24]. Problém je, ze bazicky
katalyzovana transesterifikicia neposobi na VMK, aj ked je zaujimavé, ze na
chromatogramu boli i vo frakcii VMK zdanlivé piky. Zrejme sa mohlo jednat’ o stopy
TAG, prip. vzniknuté artefakty alebo necistoty z pouzitych rozpustadiel. V pripade GC
metylesterov urcité ¢inidla, napr. metanolicky roztok BFs, mozu poskytovat’ nahodné
piky na chromatogramu (v pripade methanolického BF3 Vv oblasti kyselin Czo-Cz2).
Nasledkom toho nové pripravky ¢inidla arozptastadla by mali byt kontrolované
pripravou metylesterov Cistej kyseliny olejovej a jej chromatografiou. Ak sa objavia
cudzie piky, ¢inidlo by malo byt’ vyradené [33].

Vzhl'adom k tomu, Ze jedna z frakcii, zndSho pohladu t4 najddlezitejSia, bola
tvorena VMK, bolo nutné pre =zisk metylesterov pouzit kyslo katalyzovanu
esterifikaciu, ktora je sice dlhSia anérocnejSia na prevedenie, ale umozZiuje
I esterifikaciu VMK [20]. Bola vyskt$ana metoda s bortrifluoridom a alternativna
metoda s HCI. Bazicka esterifikacia je rychla, jednoducha a Setrna vzhladom k malym
objemom rozpustadiel s ktorymi sa lahko pracuje (vid kapitola 3.1.4.2). Kysla
esterifikacia je dlhSia a vyZaduje bezvodé prostredie. Je nevyhnutné vyuzivat’ vysoko
kvalitné derivatizacné €inidla s nizkym obsahom vlhkosti, ked’ze pritomnost’ vody brani
uplnej derivatizacnej reakcii. Okrem toho esterifikdcia s metanolickym roztokom BF3
vyzaduje pracu v digestore, pretoze ide o toxicku a karcinogénnu zmes.

Porovnanie troch esterifikacnych metéd bolo prevedené stanovenim celkového
obsahu MK (bez frakcionacie). Bolo navazené priblizne rovnaké mnozstvo (40 mg)
slne¢nicového oleja. Jednotlivé esterifikacie boli prevedené podl'a postupu (vid’ kapitola
3.3.4). Nasledne boli vzorky analyzované na GC. Z vyslednych chromatogramov boli
od¢itané plochy pikov vybranych MK. Namerané data boli graficky spracované
(Graf 1). Pre lepsiu viditeI'nost rozdielov bol pouzity logaritmus plochy pikov.

Ako uZ bolo zmienené, pre nasSe Ucely bolo nevyhnutné pouzivat’ kyslu esterifikaciu,
hoci bazicka esterifikacia vykazuje pomerne vysoké vytazky, v naSom pripade je
eventualne pouzitelna iba pre frakciu TAG. Zhladiska vytazku najicinnejSia
esterifikacia je s pouzitim BF3, naopak najhorSie dopadla kysla esterifikacia s HCI,
ktora mala vzdy o rad niz$iu vytaznost. Zmes BFs-metanol je obzvlast vhodna pre
pripravu metylesterov karboxylovych kyselin a esterov (s Cs az Cz4 diZkou retazca).
Ked’ sa ¢inidlo so vzorkou zohrejii v uzatvorenej vialke na kratku dobu, tak sa analyt
skombinuje s bezvodym metanolom v pritomnosti kyslého katalyzatoru BFs. V tejto
reakcii sa analyt a alkohol spoja za ubytku vody [54].
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Graf 1: Porovnanie ucinnosti troch testovanych esterifikacnych metod

Po zhodnoteni metdd z hladiska ziskané¢ho vytazku, dostupnosti a bezpecnosti
chemikalii, jednoduchosti arychlosti prevedenia bola nakoniec vybrana v praxi
najpouzivanejSia metéoda s BF3, aj napriek jej nevyhoddm ako st vysoka toxicita
a obmedzena trvanlivost’ metanolického roztoku BFs.

Pri esterifikacii frakcie VMK je naviac mozné pouzit' jednoduchsi postup bez
predoslého zmydelnenia (vid’ kapitola 3.3.4.3), ¢im mozno este skratit’ dobu analyzy.

Pocas jednotlivych experimentov bola vzdy overovand vytaznost esterifikacie
spatnym prepocitanim na navdzku vzorky. Vychadzala pomerne nizka, ¢o bolo
pravdepodobne spdsobené radou problémov, ktoré moézu nastat’ pri priprave esterov,
ako napr. nekompletnd konverzia tuku na MEMK, rozklad polynenasytenych MK,
zmena zlozenia MK (tvorba polohovych a geometrickych izomérov), strata vysoko
prchavych  nizkouhlikatych MK  alebo  nekompletna  extrakcia ~MEMK
po esterifikacii [33].

Preto bude tato esterifikacna metoda d’alej optimalizovana za u¢elom minimalizacie
mnozstva vzorky a pouzitych reagencii, skratenia doby analyzy a predovSetkym zisku
maximalneho vytazku. InSpirovali sme sa postupom mikro-esterifikicie s BF3
uvedenym v katalogu firmy Sigma Aldrich [56], ktory pracuje s navazkou 10 mg
vzorky (Co je idedlne pre nase potreby, zisk z jednotlivych frakcii je maly). Esterifikacia
prebieha v5ml vialke za pouzitia 2 ml metanolického roztoku BFz (10% w/w)
a zahriatim. Cely proces trva cca 10 az 15 minut [33].

4.3 Skladovanie extraktov

Ak je potrebné extrakty lipidov/MK uchovavat’ dlhSiu dobu, je potrebné brat’
v ivahu pripadné zmeny zlozenia vzorky. MAG a DAG mézu podliehat izomérii,
nenasytené MK autooxidécii. Nemali by byt uskladnené v suchom stave, oxida¢na
degradacia je v roztoku pomalSia. NajlepSie je extrakt ihned’ (eSte pred skladovanim)
podrobit’ derivatizacii.

Derivatizované extrakty lipidov by mali byt analyzované ¢o najskor. Ak je nutné,
moze byt heptanovy/hexanovy (ak MK obsahuja 20 alebo viac atobmov, mal by byt
hexan nahradeny heptanom) roztok metylesterov uchovavany pod inertnym plynom
v chladni¢ke najlepsie pri teplote -20 °C alebo aj nizse;j.
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Pre dalSie skladovanie sa odporuca chranit metylestery pred autooxidaciou
pridavkom antioxidantu v takej koncentracii, aby pri nasledujucej analyze nerusila,
napr. roztok 0,05 g-1" BHT (2,6-di-terc-butyl-4-metylfenol) [33].

Metylestery obsahujlice metylester kyseliny maslovej mézu byt uskladnené
v zatavenych ampulkach a je nutné zachovat’ opatrnost, aby nedochédzalo ku stratdm
pocas plnenia a uzatvarania ampuliek.

Metylestery bez rozpustadla maju byt ihned’ analyzované. Ak je to nutné, mozu sa
24 hodin uchovavat’ v chladnicke, alebo dlhSiu dobu vo vakuu v zatavenej skimavke
v mraznicke [33].

Vsetky extrakty boli uchovavané v chladnicke pri teplote cca 4 °C max. do druhého
dna; do GC injektoru bolo autosamplerom davkovanych vzdy 1 ul extraktu.

Z vyssie zmienenych dovodov boli v nasom pripade vSetky extrakty spracované
najneskor do druhého dna.

4.4  Frakcionacia lipidov — optimalizacia experimentalnych podmienok

Hlavnou napliiou prace bolo vybrat’ vhodnt frakciona¢nti metédu. Pre frakcionaciu
extraktu lipidov zo vzoriek boli v ramci tejto prace vyskusané a porovnané dve metody:
TLC a SPE. Postup TLC bol prevzaty z prace Touchstona [31] a Certika a kol. [22];
postup SPE bol prevzaty z prace De Jonga [49] a Sipalovej [20]. Obe tieto metddy boli
vV nasom laboratoriu po prvy krat vyskasané v diplomovej praci Hornakovej [13]. Boli
optimalizované niektoré parametre a metddy boli aplikované na frakcionaciu lipidov
v modelovych vzorkach tavenych syrov a prirodnych syroch typu Gouda. Zaroven bolo
prevedené predbezné porovnanie oboch metdd.

4.4.1 Frakcionicia lipidov metédou tenkovrstevnej chromatografie

TLC je sice stard, ale doposial’ casto pouzivana metoda, v rade pripadov bola pouzita
1 na frakciondciu lipidov, o com sved¢i mnoZstvo vysSie zmienenych publikécii (vid’
kapitola 2.2.5.3).

V rdmci tejto prace boli optimalizované vybrané parametre TLC: typ stacionarnej
faze, doba a sposob vyvijania, mnoZstvo davkovanej vzorky a zloZenie zmesi
rozpustadiel na vyvijanie. Parametre boli optimalizované za G¢elom dosiahnutia ¢o
najlepSej separacie a viditeI'nosti jednotlivych Skvfn.

Vybrané parametre boli najprv testované na vzorke slnecnicového oleja (odpada
zdihavy krok extrakcie tuku) a na zaver boli overené na vzorkach taveného syra (resp.
znich vyextrahovaného tuku). VSetky experimenty boli prevedené nasledujucim
schematickym postupom.

Z komeréne vyrabanych TLC dosti¢iek bol vystrihnuty obdiznik o rozmeroch cca
15%x20 cm, skuto¢néd drdha pre vyvijanie bola cca 18 cm. Po aktivacii TLC doSticky
(100 °C, 30 mintut) bola na Start nanesena vzorka oleja (resp. vyextrahovaného tuku) na
dizku 3 cm (mnozstvo bolo optimalizované) rozpustena v 1 ml hexanu. Vyvijanie
prebiehalo so zmesou rozpustadiel (hexan : dietyléter : kyselina octova, 80:20:1,
vIVIV) priblizne 90 minat (bolo optimalizované). Vizualizacia prebichala v komore
s parami jodu priblizne 15 minat do objavenia Zltych $kvin. Skvrny (frakcie lipidov)
boli oznacené ceruzkou, po vyprchani jodu vyskrabané a samostatne analyzované.
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Vseobecné elucne schéma lipidickych frakcii na TLC bolo ziskané aplikaciou vzorky
oleja je znazornené nizsie (Obrazok 15).

Identifikacia skvin sa bezne prevadza pomocou retencnych faktorov Rf a porovnanim
so Standardmi [16], ¢o v naSom pripade nebolo nutné, pretoze frakcie boli I'ahko
identifikovatel'né vizualne podl'a polohy a poradia na chromatogramu na zéklade prace
Kaluzného (Obrazok 15) [40]. Pre nase ucely bola tato identifikacia dostacujica.

TLC

estery cholesterolu | ——

e[ ]

FFA |
cholesterol | ————1
DAG )
MAG)| —

fosfolipidy| ——

Obrazok 15: TLC lipidickych frakcii [40]

4.4.1.1 Volba separacného systému

V pripade TLC je pre ovplyvnenie rozliSenia najdolezitejSia selektivita systému,
ktora je dana volbou stacionarnej a mobilnej faze. Uéinnost nemozno ovplyvnit
zmenou rychlosti toku mobilnej faze, a preto vyber mobilnej faze a stacionarnej faze
rozhoduje o kvalite rozdelenia latok na chromatogramu [13]. Vrstva stacionarnej faze sa
voli podl'a povahy separovanych latok, ¢im sa taktieZ ur¢i mechanizmus separécie. Je
vhodné zvolit’ taky adsorbent, ktory neviaze jednotlivé zlozky delenej zmesi ani prili§
pevne, ani prili§ slabo. V prvom pripade zmes zostava na Starte, V druhom pripade zmes
latok bez rozdelenia putuje s rozptistadlom az na koniec. Na zéklade prace Certika
akol. [22] boli vybrané komer¢ne dostupné TLC dosticky so silikagélom ako
staciondrnou fazou.

Taktiez zloZenie zmesi na vyvijanie bolo prevzaté z prace Certika a kol. [22], bola
pouzitd zmes hexan : dietyléter : kyselina octova v pomeru 80 : 20 : 1 (v/v/v). Podla

Touchstone [31] je tdto mobilna faza vhodna pre nas ucel, zarucuje dobri separaciu
TAG, DAG, MAG a zisk frakcie VMK.

4.4.1.2 Doba vyvijania TLC

Vyvijanie chromatogramu trva cca 80 minut, nez dosiahne mobilna faza cela [13].
Pre lepSiu separdciu zloziek boli vyskusané rézne doby vyvijania. Na tri dosky bolo
nanesenych 15 pul roztoku tuku v hexanu vzdy dvakrat (c = 370 mg-ml™?). Pre tento el
bol pouzity tuk vyextrahovany z taveného syru.
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Vzorky boli vyvijané po dobu 80, 90 a 100 minut. Vysledok po vizualizacii v parach
jodu je vidiet nizsie (Obrazok 16).

Ako uZ bolo zmienené, ucinnost separacie nemozno ovplyvnit zmenou rychlosti
toku mobilnej faze [14] a dlhsia doba vyvijania teda nemala pozadovany ucinok, Skvrny
boli rozdelené prakticky rovnako (Obrazok 16). Ako optimalna doba vyvijania TLC
dosticky bola zvolena 80 minut predovsetkym z hl'adiska kratSej doby celej analyzy.
Separicia jednotlivych frakcii je uspokojiva.

Obrdazok 16: Chromatogram TLC, doba vyvijania 80 minut (viavo), 90 minut
(v strede), 100 minut (vpravo)

4.4.1.3 Mnoistvo (objem) davkovanej vzorky

Pre uspesné prevedenie TLC je potrebné uréit mnozstvo vzorky, ktoré bude
nanesené. NajCastejSie sa pohybuje v rozmedzi 2 az 10 pl a zavisi samozrejme taktieZ
na koncentracii. Pri davkovani prili§ vysokej koncentracie vzorky mobilna faza nebude
schopna analyt rozpustit’ a zhorsi sa separacia skvin [14].

Pre zistenie optimalneho mnozstva vzorky davkovanej na TLC dosti¢ku bol pouzity
slne¢nicovy olej. Pre tento ucel bol vytvoreny roztok oleja v hexanu (¢ = 365,7 mg'ml?).
Tato koncentracia bola zvolend zamerne, aby priblizne odpovedala koncentricii
extraktu zo syra. Boli davkované $tyri rézne objemy: 5, 10, 20 a 30 pul roztoku oleja.
Vysledok po vizualizacii v parach jodu je vidiet nizZSie (Obrazok 17).

Pri vyhodnocovani boli brané v uvahu velkost, tvar a intenzita sfarbenia skvin. Ako
optimalne bolo zvolené mnozstvo davkovanej vzorky 20 pl.

U mnozstva 5 a 10 ul su skvrny malé a tazko detekovatel'né, naviac davkovanie
takto malého objemu je vel'mi zlozité, kvoli nutnosti rovhomerného rozprestretia vzorky
na cela dizku. Pri mnozstve 30 pl st $kvrny prili§ rozpité.
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Obrazok 17: Chromatogramy TLC, objem davkovanej vzorky zlava: 5,10, 20 a 30 ul

4.41.4 Koncentrdacia (hmotnost’) naddavkovanej vzorky

Pre naSe ucely bolo déleZité zistit minimalnu hmotnost’ vzorky, ktort mozno
nadavkovat. Na TLC dosticku boli vzorky dévkované postupne so znizujucou sa
koncentraciou. Z vyextrahovaného tuku v hexanu (c =370 mg'ml?t) boli riedenim
ziskané a nadavkované koncentracie 185; 92; 46; 23; 12 a6 mg'ml™. Po vizualizacii
Vv parach jodu bola ur¢ena medzna koncentracia vzorky, pri ktorej je eSte detekovatelna.
ViditeI'na je zniZujuca sa intenzita sfarbenia a zmensujtca sa velkost’ Skvin s klesajucou
frakcie stale este dobre rozpoznatelné, je 23 mg'ml?, o je prepoéitané na hmotnost
347 pg lipidov. Pri nizsich koncentraciach uz nie je mozna identifikécia.

Podrla naSich vysledkov je teda minimalne mnoZstvo lipidov ddvkovanych na TLC
cca 330 pg, ¢o je v sulade s pracou Certika a kol. [22]. Naopak Kaluznému [40] sa
podarilo dosiahnut’ zrete'ného rozdelenia pri ddvkovanom mnozstve 0,5 pg lipidov.

Obrazok 18: Chromatogramy TLC so znizujucou sa koncentraciou davkovanej
vzorky (zlava: 185; 92; 46; 23; 12 a 6 mg mi™)
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4.4.2 Frakcionacia lipidov metédou extrakcie na pevnej faze

Tato separa¢na metdda je oproti TLC pomerne nova, prvé SPE kolonky sa objavili
vroku 1979, ale Kk najvia¢siemu rozmachu doslo az koncom 90. rokov minulého
storo¢ia. Vdaka vyvoju novych sorbentov doslo ku spresneniu, vécsej specifite,
zvysSeniu vytaznosti a zlepSeniu opakovatelnosti metddy. V on-line prevedeni su
vhodné pre plne automatizované metody [28].

Zatial' ¢o pre frakcionaciu lipidov z rdéznych biologickych vzoriek (tkaniva,
mikrobidlne kultiry) je SPE pouzivané uz pomerne dlht dobu, jej aplikacia na vzorky
jedlych tukov a olejov je menej ¢asta [10].

Nevyhnutnym krokom je aktivacia kolonky, ktord pripravi sorbent na efektivnu
interakciu s cielenym analytom. Prevadza sa prietokom vhodného rozpustadla
(najlepsie tym, v ktorom je davkovana rozpustena vzorka alebo analyt), v mnozstve
odpovedajucemu cca objemu kolonky. V priebehu celého procesu potom uZz nemoze
dojst’ k vyschnutiu naplne, ked’ze suchy sorbent negativne ovplyvni ziaduce interakcie
sorbent-analyt [10]. Lipidické vzorky je vhodné aplikovat na SPE kolonku
V nepolarnom rozpustadle, Kaluzny [40] odporaca < 0,5 ml, ¢o mdze byt vyhodnejsie
z hl'adiska doby analyzy a bude este optimalizované [31].

Vsetky experimenty boli prevadzané nasledujicim schematickym postupom:

SPE kolonka bola aktivovand 3 ml hexanu, ndsledne bol automatickou pipetou
aplikovany olej (resp. vyextrahovany tuk) rozpusteny v 1 ml hexanu.

Kolénka bola preplachnutd dvoma typmi zmesovych rozpustadiel. Prva a druha
elicia zmesou chloroform : propanol v pomeru 2 : 1, tretia a Stvrta elucia 2 % roztokom
kyseliny octovej v dietyléteru. Podl'a predpokladu bola z prvej frakcie eluovana zmes
0 zlozeni mono-, di- atriacylglycerolov, z tretej elucie zmes obsahujiica iba volné
mastné kyseliny. Druhd a Stvrtd elucia boli prevedené pre kontrolu; po dosiahnuti
optimalneho mnozstva rozpustadiel by nemali obsahovat’ ziadne analyty. Celkovo boli
teda zachytavané 4 frakcie oznacené:

TAG

kontrolna TAG
VMK

kontrolna VMK

Tento proces trva cely s pripravou eli¢nych ¢inidiel cca hodinu.

Dalsim krokom bolo odparenie eli¢nych &inidiel, o bolo v pripade prvej a druhej
elucie zlozité. Elucne Cinidlo obsahuje chloroform a propanol, ktoré maju tendenciu
vzlinat. Aj tak trvalo odparenie jednej frakcie 15 mintt. U frakcie z tretej a Stvrtej
elucie, kde bolo elu¢nym c¢inidlom 2 % roztok kyseliny octovej v dietyléteru, trvalo
odparenie vel'mi kratku dobu (5 min). Obe cielené frakcie (TAG a VMK) boli po
odpareni esterifikované a analyzované na GC.

Z hladiska Casovej narocnosti je SPE metoda trochu rychlejSia, aj ked prietok
kolénky bol nastaveny tak, aby dochadzalo k pomalému prekvapkavaniu.
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4.4.2.1 Optimalizacia podmienok SPE

Parametre boli optimalizované za ucelom zisku maximalneho vytazku. Hlavné
optimalizované parametre: vyber vhodnej SPE kolonky, resp. mnozstvo a typ sorbentu,
mnozstvo vzorky, ktoré moéze byt aplikované bez straty vytaznosti, zloZzenia, mnozstvo
a rychlost’ prietoku zmesi rozpustadiel na premyvanie a elliciu, ktoré moézu byt
aplikované bez straty analytov.

Vybrané parametre boli testované jednak pomocou standardov MK, potom na vzorke
slne¢nicového oleja (odpada zdihavy krok extrakcie tuku) a na zaver boli overené
na vzorkach taveného syra (resp. z nich vyextrahovaného tuku).

Vysledky boli najprv kontrolované jednoduchym vysuSenim a zvazenim frakcii,
zachytavanych po aplikacii vzorky na SPE kolonku. Takto ziskané vysledky sice neboli
prili§ presné; bolo pomerne tazké odparit’ frakcie skuto¢ne do sucha, avSak poskytlo
nam to prvé velmi cenné informdacie o uspeSnosti metddy a naznacCilo d’al$i smer
optimalizacie postupu.

Stubezne s optimalizaciou SPE prebiehalo testovanie a optimalizacia TLC (vid’
kapitola 4.4.1) a vyber metody vhodnej pre esterifikaciu (vid’ kapitola 4.2). Vysledky
potom boli vyjadrované po esterifikacii pomocou ploch pikov. ZloZenie jednotlivych
frakcii bolo kontrolované pomocou TLC.

Vyber vhodnej SPE kolonky
Vyber zahrnuje:

e typ sorbentu — zavisi na fyzikalne chemickych vlastnostiach analytu
e mnozstvo sorbentu — zavisi na mnozstve/koncentracii analytu
e velkost’ SPE kolonky — zavisi na objemu aplikovanej vzorky

Najdolezitejsim krokom je vyber vhodného sorbentu. NajéastejSie sa ako pevna faza
vyuziva silikagél (silica) ¢i oxid hlinity (alumina) alebo reverznd faza C18; silikagél
potom mdze byt réznym spoésobom modifikovany, napr. vhodnou polarnou funkénou
skupinou: -CN, -NHo>, -diol a iné [28].

Hennion v svojej praci uvadza jednoduché delenie sorbentov:

e reverzna faza
e normalna faza
e ionomeniCova faza
e adsorp¢na faza [28].
Podstatou SPE su silné, ale reverzibilné interakcie medzi analytom a sorbentom.
Typické interakcie su:
e nepoldrne medzi C-H vidzbou analytu a C-H vidzbou sorbentu (Van der
Waalsove sily)
e polarne interakcie zahrnuju vodikové vidzby, m-m interakcie, dipol-dipdl
interakcie a dipdl-indukovany dipdl interakcie [10].
Silné interakcie su dobré pre retenciu analytu, ale horSie sa prekonavaji pri
spiatocnej elucii [28].
Pri izolacii frakeii lipidov sa v publikacidch najcastejSie pouzivaji sorbenty Si, -NHz,
-NH4*, -diol a C18 [10].
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Pre nas tcel boli na zaklade Kaluzného [40], de Jonga [49] a odporucenia vyrobcu
vybrané kolonky obsahujice ako sorbent silikagél modifikovany amino skupinou
(aminopropyl SPE kolénky). Tento sorbent ma na povrchu silikagélu naviazana
alifaticka aminopropylov skupinu (Obrazok 19). Sorbent moéze posobit’ bud’ ako
normdlna poldrna faza, alebo ako slaby anionomeni¢. Pokial je kondicionovany
nepolarnym rozptstadlom (napr. hexan, ako je tomu v naSom pripade), viaze pomocou
vodikovych vizieb vSetky molekuly obsahujuce funkéné skupiny -OH, -NH. ¢i -SH. Vo
vodnom prostredi pri pH 7, 8 a nizS8om funguje ako slaby anionomenic [54].

N\ |
Si—0— Sll — (CHalsNH;

Si—OH

Obrazok 19: Struktiira aminopropyl(NHa)silanu, kovalentne spojenym s povrchom
silikagélu [54]

Polarne lipidy, ako st VMK a fosfolipidy, pripadne aj lipidy obsahujuce polarnu
skupinu (MAG aDAG), pravdepodobne interaguji s aminopropylovou skupinou
silnejSie prostrednictvom vodikovych vidzieb [40]. Na NH2 kolonkach sa teda
zachytavaju predovsetkym VMK a fosfolipidy, nepolarne zluceniny (acylglyceroly)
prechadzaju kolonkou. Podla niektorych autorov [49] vSak tieto faze nie st pre
adsorpciu fosfolipidov dostato¢ne selektivne a mozno predpokladat’ ich nedostato¢né
vytazky; pre ich eliminaciu bola vzorka lipidov podla odporuc¢enia Kaluzného [40]
rozpustena v hexanu miesto v chloroformu (fosfolipidy maju nizku rozpustnost
v hexanu).

Podla naSho predpokladu sa teda na zvolenych NH: kolonkach zachytavali
predovsetkym VMK.

Co sa tyka vhodnych rozmerov, pre mensie objemy vzoriek s na trhu dostupné
kolonky velkosti 1, 3 a 6 ml s 50 az 2000 mg sorbentu. V naSom pripade bola
davkovana vzorka rozpustena v 1 ml hexanu — vyrobca odporuca pouzitie kolonky 3 ml
alebo 6 ml, pricom 6 ml kolénka by mala mierne urychlit' extrakciu [54]. Vyssia
hmotnost’ sorbentu umozni extrakciu vac¢Sieho mnozstva analytu, ale na druhu stranu je
k jeho elucii potrebné vacsie mnozstvo rozpustadla. Naviac sa zvySuje navazka syra pre
zisk potrebného mnozstva tuku [28]. Po uvazeni vSetkych tychto faktorov,
s prihliadnutim k praci de Jonga [49] a predpokladanej koncentracii lipidov v syroch
bola pre nase ucely zvolena SPE kolonka o objemu 3 ml s 500 mg sorbentu.

pH vzorky

Rozpustadla pouzivané vrdmci SPE maju Siroky rozsah pH. Faze zalozené na
silikagélu maji obvykle stabilné pH v rozmedzi 2 az 7,5. Pri pH mimo toto rozmedzie,
modifikované faze mozu byt hydrolyzované a odstiepené od povrchu silikagélu,
pripadne sa mdze rozpustit’ samotny silikagél.
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Na druhu stranu sorbent je v kontakte s rozpustadlom iba pocas vel'mi kratkej doby,
¢o v zasade umoznuje jej pouzitie pri akomkol'vek pH [54].

Maximéalna sorp¢na kapacita SPE kolénky

Principom SPE je zadrzanie cieleného analytu na koldnke, rozpustadlo vychadzajuce
Z kolénky analyt neobsahuje. Po aplikacii urcitého mnozstva vzorky vsak dochéadza
k tzv. prieniku, kedy rozptstadlo vytekajice z kolonky analyt obsahuje. Idealnym
stavom z hladiska maximdalneho vytazku je samozrejme 100% zachyt; mnoZstvo
vzorky/analytu teda nesmie presahovat’ maximalnu sorpénu kapacitu koloénky, na druhti
stranu vSak musi byt’ dostatocne vel'ké, aby bola sorpcna kapacita kolonky maximalne
vyuzita [54]. Je preto dblezité zistit’ optimalne mnozstvo vzorky, ktoré mozno aplikovat’
na dany typ SPE kolonky.

Maximalna sorpcna kapacita/prienik sa najCastejSie meria monitorovanim
rozpustadla na vystupu z kolonky, kedy sa postupne zvysSuje mnozstvo aplikovanej
vzorky/analytu. Hned’ ako ddjde k prieniku, je dosiahnutd maximalna sorpcné kapacita
[28, 54].

Pre zjednodusenie bola najprv sorpéna kapacita testovana na vybranych Standardoch
MK, vysledky su uvedené nizsie (Tabulka 5).

Tabulka 5: Postup testovania sorpcnej kapacity kolonky (Standardy MK)

Standardy Hmotnost’ frakcie [mg]
Navazka MK [mg] TAG VMK
16,1 0 18
30,7 0 32,7
35,9 0 36,3
37,4 0 38,2
44,7 prienik 5 43,1

Ten isty postup bol aplikovany na vzorky slne¢nicového oleja (Tabul’ka 6). Vysledky
st vyjadrené ako hmotnost’ prislusnych frakcii bud’ po vysuseni a zvazeni alebo po
esterifikacii vypoctom pomocou ploch pikov.

Cistota frakcii bola kontrolovana pomocou TLC (vid’ kapitola 4.4.1).

Mnozstvo analytu by nemalo byt vicsie ako 5 % hmotnosti sorbentu v kolonke [54].
Pri pouziti kolonky s 500 mg sorbentu mozno oc¢akavat’ kapacitu cca 25 mg analytu.

V pripade Standardov MK bol proces jednoduchy a vysledky dobre preukazatelné.
Bola vzdy aplikovand zmes troch vybranych MK po 5 — 15 mg (celkovo aplikované
mnozstvo cca v rozsahu 15 az 45 mg). Ako je vidiet (Tabulka 5) pri 45 mg doslo
k prieniku. Mozno teda predbezne usudzovat, ze maximalna sorpéna kapacita nasho
typu kolonky je cca 35-40 mg VMK.

V pripade slnec¢nicového oleja bola situacia zlozitejSia, vzhl'adom k pritomnosti
ostatnych frakcii, predovSetkym prevazujticich TAG.
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Kaluzny [40] uvadza ako maximalne mnozstvo lipidov, ktoré mozno davkovat’ na
tento typ kolonky, 10 mg. Na kolonku bolo postupne davkované mnozstvo oleja cca
Vv rozsahu 5 az 45 mg. Ako je vidiet' (Tabul’ka 6) aj v nasom pripade k prieniku (VMK
vo frakcii TAG) doslo uz pri aplikacii cca 10 mg oleja, ¢o je ale vyrazne menSie
mnozstvo nez bolo mozné ocakavat’ z vysledkov ziskanych pri aplikacii samotnych
Standardov VMK. Dokonca, ako vyplyva z kontroly frakcii pomocou TLC (Tabulka 6),
aj pri aplikacii 5 mg sa vo frakcii TAG nachadzali stopy VMK.

Vzhl'adom k nejednoznacnosti ziskanych vysledkov pre definitivne urcenie
maximalnej kapacity kolonky budu este prevedené d’alSie overujice experimenty.

Tabulka 6: Postup testovania sorpcnej kapacity kolonky (olej)

. Kontrola pomocou
Hmotnost’ frakcie Kontrola pomocou GC [ng]
[ma] TLC
Navazka
tuku[mg] | TAG VMK | VMKvo | TAGvo | VMKvo | TAG vo
[frakcia | [frakcia frakecii frakecii frakecii frakcii
1] 3] TAG VMK TAG VMK
46,29 42 4 2,6 ns ns ns ns
11,2 9,4 3 ano ano ns ns
10,8 16,1 3,4 ns ns ns ns
10,3 7,2 6,8 ns ns ns ns
10 prienik o* 0,2** ns ns 11,7 84,3
10,1 10,8 11 ano ano ns ns
52 4,7 0,4 ano ano ns ns

* - kontrola na GC so ziskom 0,68 mg, t/. vytaznost' 7,6 %,
** _ kontrola na GC so ziskom 0,081 mg, tj. vytaznost 40,7 %.

ns — nebolo stanovené

Optimalizacia objemu rozpustadiel

Pri klasickom prevedeni SPE st potrebné dva rézne typy zmesovych rozpustadiel
(vid’ kapitola 2.2.4.1). Prvé (k premyvaniu) sluzi k vymytiu zbytkov matrice vzorky
a odstraneniu pripadne interferujucich zloziek; druha (elic¢na) k selektivnej desorpcii
cielenych analytov [11]. Zlozenie oboch zmesi bolo zvolené na zaklade prace
Kaluzného [40] a de Jonga [49].

Ako uz bolo zmienené, podl'a nasho predpokladu sa na zvolenych NH2 kolonkach
zachytavaju predovSetkym VMK, nepolarne zluceniny (acylglyceroly) prechadzaju
kolonkou. Ako prva (k vymyvaniu) bola aplikovand zmes chloroform : propanol (2 : 1,
v/v) (zmes A) — zisk nepolarnych lipidov; ako elu¢né ¢inidlo mozno pouzit’ 2% roztok
kyseliny octovej (v naSom pripade), pripadne mravencej [10, 19, 20] v dietyléteru (zmes
B) — zisk nasorbovanych VMK.
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Mnozstvo zmesi rozpustadiel A 1 B bolo optimalizované pre dosiahnutie
maximalneho vytazku; vybrané vysledky v postupe optimalizacie si uvedené nizSie
(Tabul’ka 7, Tabul'ka 8 a Tabulka 9).

Optimalizacia rozpust’adla pre prvu eliciu (zmes A) (TAG)

Zo vSeobecného principu SPE vyplyva, Ze prva elucia obvykle slizi k vymytiu
zbytkov matrice vzorky a odstraneniu pripadne interferujucich zloziek [11]; v naSom
pripade vsak je i takto ziskana frakcia dolezitd, ked’ze podla predpokladu obsahuje
MAG, DAG a TAG. Mnozstvo zmesi A musi byt dostatocné, aby odplavilo vsetky
TAG a iné. Pre zisk maximélneho vytazku by nemali zostdvat' ako kontaminanty vo
frakcii VMK, na druht stranu je ziadice minimalizovat’ objemy rozpustadiel.

Vzhl'adom k tomu, Ze v citovanych pracach st objemy rozpustadiel pouzitych pre
prva eliaciu rozne (v rozsahu 4 az 10 ml) [19, 20, 49], bol pre zaciatok zvoleny na
zaklade prace Hornakovej [39] objem zmesi A 5 ml. Postup optimalizacie objemu zmesi
je znazorneny nizsie (Tabulka 7).

Tabulka 7: Optimalizdcia objemu rozpustadla pre prvu eliciu (zmes A)

Frakcia Kontrolna frakcia
Experiment Navé[ir:](;]tu <4 Rozpustadlo | Vytazok | Rozpustadlo | Zbytok
[mi] [mg] [mi] [mg]
1 46,29 5 42,4 5 0
2 20,1 5 17,6 5 0
3 10,1 5 10,8 5 0
4 5,2 5 4,7 5 0
5 10,8 7 9,1 3 0
6 11,2 7 9,4 2 0
7 10,3 7 7,2 3 0
8 10 7 9,0* 2 0

* - kontrola na GC — zisk 0,7 mg, tj vytaznost 7,6 %

Pri experimentoch ¢. 3 a 4 bolo prevedené kontrolné TLC, z ktorého vyplynula
kontaminacia TAG vo VMK frakcii. V ramci zamedzenia kontaminacie bol zvySeny
objem zmesi A na 7 ml. | ked’ tedria hovori, Ze je dostacujici objem rozpustadla zhruba
odpovedajuci objemu kolonky [56], ¢o je v naSom pripade 3 ml, pre dostatocné
odplavenie frakcii TAG sa ukézalo nevyhnutné pouzit 7 ml zmesi A.

Pri experimente ¢. 8 bola skontrolovana vytaznost metdédou GC a analyzou pikov
(vid’ kapitola 3.5). Pri gravimetrickej metode bol zisk TAG 9,0 mg, avsak po GC
analyze 0,7 mg; Co je vytaznost esterifikacie priblizne 7,6 %.
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Optimalizacia rozpust’adla pre druhu eliciu (zmes B) (VMK)

Mnozstvo zmesi B musi byt’ dostato¢né, aby eluovalo vsetky nasorbované VMK, ale
nie zbyto¢ne velké. MenSie mnozstvo rozpustadla Setri zivotné prostredie, vedie ku
zisku viac koncentrovaného extraktu a skracuje dobu analyzy. Na druhu stranu hrozi, ze
analyt nebude desorbovany tplne, ¢o vedie ku zniZeniu vytazku [41].

Podobne ako u testovania sorp¢nej kapacity kolonky, mnozstvo zmesi B bolo najskor
optimalizované na zmesi Standardov MK z dévodu jednoduchsej pripravy (odpada krok
extrakcie). Tiez bolo tymto krokom vylucené pouzitie zlozitej matrice, ktora by mohla
upchat SPE kolonku, zmenit jej separacné vlastnosti (Specificky povrch, afinita
k analytu — vid’ kapitola 4.4.2.1 - ) a/alebo zmenit jej prietokova rychlost. Postup
optimalizacie objemu rozpustadla pre druht eluciu na Standardoch MK je znazorneny
nizsie (Tabulka 8).

Taktiez v tomto pripade sa v citovanych pracach objemy pouzitych rozpustadiel lisia
(v rozsahu 2 az 8 ml) [19, 20, 49]. Na zéaklade prace Hornakovej [39] sa zaCina
optimalizacia zmesi B na objeme 10 ml.

Objem rozpustadla bol postupne znizovany; na navazku priblizne 35 az 45 mg
Standardov bol dostacujtci objem zmesi B 7 ml. V kontrolnej frakcii sa neobjavili stopy
MK. Pre kontrolnt frakciu boli pouzité vzdy 3 ml rovnakého rozptstadla.

Tabulka 8: Optimalizdcia objemu rozpustadla pre druhu eluciu (zmes B) —
Standardy MK

. Frakcia Kontrolna frakcia
Standard MK
Rozpust’adlo Vytazok Rozpuistadlo Zbytok
[mg]
[mi] [mg] [mi] [mg]
447 10 43,1 3 0
30,7 10 32,7 3 0
16,1 10 18 3 0
37,4 8 38,2 3 0
35,9 7 opt 36,3 3 0
opt — optimum

Vysledok bol overeny aplikaciou na komplexnu matricu tuku (postup optimalizacie
Tabulka 9). Z dovodu komplexnosti matrice bola pdvodna navazka zmen$ena na 20 mg
a objem rozpustadla zvyseny na 8 ml a postupne znizovany. Pri elucii 6 ml zmesi B (pri
pokuse €. 3 a 4) uz bol v kontrolnej frakcii vazenim zisteny zbytok VMK, ¢o znamena
ze VMK zrejme neboli eluované kompletne. Teéria SPE opét’ uvadza, ze pre eluciu by
malo byt dostacujlice malé mnoZzstvo rozpustadla (typicky 200 ul az 2 ml v zavislosti
na vel’kosti kolonky) [56], v naSom pripade sa ukazalo nevyhnutné pouzit’ minimalne 7
ml zmesi B.
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Tabulka 9: Optimalizacia objemu rozpustadla pre druhu eliiciu (zmes B) - tuk

Frakcia Kontrolna frakcia
Navazka tuku

[mg] Rozpustadlo | VytaZok | Rozpistadlo | Zbytok | Zbytok na GC

[mi] [mg] [mi] [mg] [ng
20,1 8 2,4 2 0 ns
10,1 7 1,1 2 0 ns
10,8 6 3,4 2 1,2 ns
10,3 6 6,8 2 2 ns
11,2 7 opt 3 2 0 ns
10,0 7 opt 0,2* 2 0 27,36
52 7 opt 0,4 2 0 ns

* - kontrola na GC so ziskom 0,081 mg, tj. vytaznost 40,7 %
ns — nebolo stanovené; opt — optimum

Kontrolna GC analyza zdanlivo prazdnych (gravimetria) bank kontrolnych frakeii
vSak ukazala pritomnost VMK i pri pouziti 7 ml zmesi B (27,36 ug — pokus ¢. 6).

Pre definitivne potvrdenie optimalneho mnozstva zmesi B budi esSte prevedené
dal$ie experimenty.

Pri Siestom merani s navazkou 10,0 mg tuku bola opét’ s pouzitim GC skontrolovana
vytaznost’ (40,7 %).

Prietokova rychlost’

Prietok kolonkou je zaisteny pomocou vyvevy a mal by byt pokial mozno pomaly.
Rychlost’ prietoku ovplyviiuje retenciu analytov; prili§ vysoka rychlost moze viest’ k
nereprodukovatelnym vysledkom, na druhu stranu rychlost’ prietoku ovplyvituje dobu
trvania celej analyzy. Vytazok analytu je najvy$si, pokial rozpuStadlo zostane
Vv kontakte so sorbentom minimélne 20 az 60 s. Doporucena rychlost’ prietoku vzorky
a/alebo rozpustadiel je cca 1 ml-min™, nemala by presiahnut 5 ml'min™. Idealne je
obycajné odkvapkavanie [54]. Vzhl'adom k tomu, Ze na$ pristroj neumoziuje presné
nastavenie prietokovej rychlosti, nebolo mozné ju optimalizovat’ a bola nastavend ¢o
najpomalsie, cca 1 az 2 kvapky-s™.

4.4.2.2 Vytainost’ SPE extrakcie

Vytaznost’ SPE extrakcie bola overena zvazenim jednotlivych frakcii, prip. spitnym
prepoctom z ploch pikov po esterifikécii. V pripade aplikacie samotnych Standardov
VMK bola celkom uspokojiva (> 90 %), v pripade aplikovanych olejov vsak vychadzala
velmi nizka (< 40 %), ¢o pravdepodobne nie je problém SPE, ale suvisi s vysSie
zmienenymi problémami pri esterifikacii [33], ktoré buda rieSené v ramci dalSich
experimentov. Z hladiska kvantifikacie analytov je dobré mat vytaznost pri SPE
minimalne 70 % [28, 31].
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4.4.2.3 Opakovatel’né pouZitie SPE kolonky

Pouzitie SPE kolonky je v zasade jednorazové. Vzhl'adom k tomu, ze ich cena je
pomerne vysokd, bola testovana moznost ich opakovaného pouzitia. Niektori autori
a dokonca aj vyrobca uvadzaju, ze NH2 kolonky mozu byt opakovane pouzité 4 az
okrat [10, 54].

Za tymto ucelom bolo na kolonku opakovane aplikované 10 az 15 mg vzorky oleja
(celkovo 5x) a prebehol cely proces preplachovania a elicie (za pouzitia
optimalizovanych parametrov).

Vzdy bola zachytavana frakcia VMK (Tabul’ka 10) a po jej esterifikacii S pouzitim
BFs — VMK (vid’ kapitola 3.3.4.3) bol sledovany vytazok. Medzi jednotlivymi
vzorkami bola kolonka preplachnuta 3 ml hexanu.

Z pléch pikov, koncentracie Standardov a ich ploch boli dopocitané koncentracie
jednotlivych analytov (vid’® kapitola 3.5). Vypocitané data boli graficky spracované
(Graf 2 a Graf 3).

Tabulka 10: Opakovatelné pouzitie SPE kolonky

vzorka Celkova Hmotnost’ Vytaznost’ Relativna
hmotnost’ [mg] VMK [mg] esterifikacie [%] ucinnost’ [%)]
VMK1 13,2 1,2 0,8 1
VMK2 14,9 1,0 0,7 0,9
VMK3 10,1 0,6 0,4 0,5
VMK4 14,1 0,8 0,4 0,5
VMKS5 13,9 0,7 0,3 0,4
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Graf 2: Opakovatelné pouzitie SPE kolonky
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Graf 3: Relativny pokles sorpcnej kapacity kolonky

Ako je vidiet (Graf 2) dochadzalo k postupnému znizovaniu sorpénej kapacity
koldonky, za tychto podmienok by bolo mozné opakované pouzitie kolonky maximalne
dvakrat bez vyznamného zniZenia vytaznosti.

Hennion [28] odporu¢a medzi jednotlivymi vzorkami regenerovat kolonku 2 ml
HNOs (¢ = 1 mol-1?) a 30 ml deionizovanej vody. Kolénka by potom mala byt
pouzitel'na az 35 sorpénych cyklov bez zretelného poklesu sorpénej kapacity [28].

Ini autori [10] odporacaju medzi jednotlivymi vzorkami regenerovat kolonku
preplachnutim 100% etylacetatom. Bude vyskusané v d’al§ich experimentoch.

4.4.2.4 Overenie zloZenia frakcii pomocou TLC

V mnohych vyssie citovanych pracach [31, 49] sa pri frakcionacii lipidov pouziva
kombinacia oboch testovanych metéd, SPE 1 TLC. Bud’ je SPE aplikovana pre pred-
Cistenie extraktu nasledne pouZzitého na TLC; pre naSe ucely bol aplikovany variant na
zaklade prace Kaluzného [40], kedy sa zlozenie jednotlivych frakcii ziskanych SPE
overuje pomocou TLC. Kaluzny [40] odportca jednotlivé frakcie vysusit' do sucha a
spétne ich rozpustit’ v 200 pl hexanu.

Vzhladom k tomu, Ze bolo problematické odparit’ SPE frakcie do sucha, spociatku
dochadzalo k problému s davkovanim na TLC. Vzhladom k nizkej koncentracii
aplikovanej vzorky Skvrny neboli viditelné. Podla vysledkov optimalizacie (vid’
kapitola 4.4.1.4) je minimalna hmotnost’ lipidu, ktori je mozné aplikovat’ na TLC, 300
ug. Pomerne dlha doba (az 60 minut) bola potrebna k odpareniu jednotlivych frakcii.

Vysusené frakcie po SPE boli spitne rozpustené v 100 pl hexanu, nanesené
v mnozstve 20 ul na TLC dosticku a bol aplikovany vysSie zmieneny postup (vid’
kapitola 4.4.1). Kontrola Ccistoty frakcii bola prevedena vizudlne porovnanim so
Standardom (tj. TLC vzorky oleja).

Obrazok 20 reprezentuje ukazku uvedenych vysledkov TLC frakcii VMK, TAG a
pre porovnanie vzorky tuku. V oboch frakciach je vidite'na pritomnost’ ,,neistot* (zona
TAG vo frakcii VMK a/alebo naopak). Pokial’ sa vo frakcii TAG nachadzaju VMK, je
mozné, ze dochadza k prieniku a znizuje sa vytazok VMK.
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Pokial' sa vo frakcii VMK nachadzaji TAG, stvisi to s optimadlnym mnozstvom
zmesi A, je pravdepodobné nedostatocné vyplavenie TAG a znizuje sa vytazok TAG.

Tato kontrola bola prevedena v rdmci rady experimentov a prakticky vzdy boli
najdené tieto neziaduce Skvrny. Po overeni na GC bolo sice zistené, ze sa jedna
0 stopové koncentracie; docisteniu frakcii bude venovana pozornost’ este v d’alSich
experimentoch.

estery cholesterolu

TAG

VMK
cholesterol
DAG
MAG

Obrazok 20: Chromatogram TLC, lipidickeé frakcie po SPE extrakcii, zlava: VMK,
TAG, vzorka oleja — identifikacia ploch (vid kapitola 4.4.1)

4.4.3 Porovnanie metod TLC a SPE
Metddy TLC a SPE je moZné porovnat’ na zaklade rdznych parametrov.

4.43.1 Vytainost separacnych technik

Vytaznost’ priamo po separacii je mozné stanovit’ iba pri SPE. Gravimetricky sa zisti
rozdiel medzi navazkou a frakciami. Aj ked’ tento spdsob nie je prili§ presny, pri nasich
experimentoch sa podarilo udrzat’ vytaznost’ SPE pri cca 90 %. Merat’ vytaznost’ pri
TLC je omnoho naro¢nejsie. Bolo by nutné odseparovat’ kvantitativne analyt/jednotlivé
frakcie zo silikagélu rozpustadlom, ktoré by bolo nasledne potrebné odparit. Do
merania by sa zanaSala vyznamna chyba a namerané data by boli vel'mi nepresné.
Vytaznost mozno vyjadrit’ iba po celej analyze, teda aj po esterifikacii, pocas ktorej
dochadza k najviacs$im stratdm, ¢i uz z dévodu nedostatoéného prevedenia reakcie,
pritomnosti vody ap. (vid’ kapitola 3.3.4.3).

4.43.2 Jednoduchost’ prevedenia

SPE i TLC maju ur€ité kroky, ktoré nie st 'ahké na prevedenie. Pri SPE je zlozita
uprava prietoku vzorky koldnkou a nastavenie spravneho vakua. Je tiez nutné sledovat’
kedy rozpustadlo dosiahne vrch sorbentu, aby nedoslo k jeho vyschnutiu.
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Vsetky tieto ukony nie st az tak ndrocné a po kratkej praxi su automaticky
zvladnutelné.

TLC je naopak zlozitejSia metoda. Po aktivacii TLC dosticky je nutné aplikovat
vzorku na predom vyznaceny pas (v nasom pripade 3 cm). Ked'Ze sa davkuje vel'mi
malé mnozstvo analytu (v naSom pripade 20 pul) je nutné pracovat’ ve'mi opatrne a aj
operator so skusenostami moze spravit' chybu. Nielenze je vzdialenost’ dlhsia ako pri
klasickom TLC (aplikacia bodky), ale aj rovnomerné rozprestretic ma vplyv na samotnu
separdciu (moznost’ uniku vzorky do krajov TLC dosticky). Navyse TLC dosticka
vel'mi rychlo vsakuje vzorku, a preto je nutné pracovat’ rychlo a presne. Idealny variant
je moznost pouZitia automatického davkovata vzorky, ktory nie je na UCHPBT
vzhl'adom k velkej financnej narocnosti k dispozicii.

Dalsie staZzenie prichadza pri vyskrabavani vzorky z TLC dosti¢ky, kedy dochadza
K najvacsim stratam neopatrnym a nezruénym zachadzanim. Najlep$im spdsobom je
zosSkrabat’ adsorbent pomocou malej Spachtlicky po malych kuaskoch, ktoré vzdy po
chvilke odsypavame do banky. Je nutné mat’ urCit prax a vediet’ ako sa sprava silikagél
pri separacii od hlinikovej platnicky a nasledne prepravit tuto vzorku do vhodnej
nadoby (destilaéna banka pre esterifikaciu).

Z toho vyplyva, ze TLC je naro¢nejSia metdda pre operacie spojené so zru¢nost’ami
obsluhujiceho personalu, ¢i uz ide 0 davkovanie vzorky alebo separaciu analytu zo
silikagélu.

4.4.3.3 Rychlost’ prevedenia

Z hladiska Casovej narocnosti je SPE metoda rychlejSia. Cela analyza pripravenej
vzorky/vyextrahovaného tuku trva priblizne 1 hodinu spolu s esterifikaciou.

Naproti tomu analyza metédou TLC je zdihava a ma velké asové straty ako
napriklad:
e aktivacia TLC dosticky — 30 minut
e vyvijanie v komore — 90 mintt
e vizualizacia — 20 mintt
Nasledne potrebné vyskrabanie frakcii (vid’ kapitola 2.2.5.1) a esterifikacia zaberie
d’alsi Cas. Spolu trva analyza jednej vzorky takmer 3 hodiny od aktivacie TLC dosticky,
cez davkovanie vzorky, vyvijanie v komore, vizualiziciu, vySkrabanie frakcii
a esterifikaciu.

V tomto momente by sa mohlo zdat, Ze vyuzitie TLC je neefektivne, av§ak pomer
jedna hodina pre SPE a tri hodiny pre TLC st prave pre jednu vzorku. Teda ak mame
viac vzoriek, napr. Styri, tak pri TLC je mozné analyzovat' vSetky vzorky naraz
v rovnakej komore na vyvijanie a aj pri vizualizécii. Celkova analyza teda trva priblizne
3 hodiny, ked’ze pri esterifikacii je mozné robit’ viac tkonov na raz (predpoklad
vacsieho mnozstva laboratorneho skla). Naopak pri SPE je moZno separovat’ na nasom
pristroji maximalne 2 vzorky naraz, o vytvara problémy pri suSeni frakcii (nutnost’
vysusit’ frakcie pred esterifikaciou, aby neobsahoval rozpustadlo — vid kapitola 4.4.2),
ktoré sa vykonava tiez na pristroji SPE Manifold (Obrazok 9). Z toho vyplyva, Ze je
mozné bud’ separovat’ alebo susit’, o vytvara ¢asové straty.

Konecny Cas potrebny pre analyzu Styroch vzoriek je teda pri SPE nakoniec rovnaky
ako pri TLC.
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Zaverom je, Ze pri analyze jednej unikatnej vzorky je vhodnejsie pouzit SPE. Pri
analyze Styroch a viac vzoriek je vyhodnejSie pouzit TLC, z dévodu komfortnejsej
prace (odpada nutnost’ obsluhovat’ viacero zariadeni naraz).

Pre sktiseného operatora je mozné tieto Casy samozrejme skratit’ (nutnost’ operovat’
viacero pristrojov naraz, tvorba ¢asového planu).

4.4.3.4 MoZnost’ uchovania extraktu
Pri oboch metddach je mozné uchovat’ extrakt pre d’alSie spracovanie.

Pri SPE je mozné uchovat frakcie v uzavretych (parafilm) bankach po r6znu dobu.
Vyextrahované TAG a MK sa po vysuSeni nenachadzaju v ziadnom rozpustadle a
nedochédza k ich zmenam (hydrolyza, izomeracia). M6ze dochadzat’ jedine ku oxidécii,
ktora je mozno zamedzit’ pridavkom inertného plynu/neprieduSnym utesnenim.

V pripade TLC je to vSak mozné iba na 24 hodin. NajlepsSie je vSak spracovat’
vyskrabant frakciu okamzite, pretoze za¢ne dochadzat k pevnej adsorpcii analytu
a/alebo vilhkosti na silikagél, ktora usti k nizkym vytazkom pri esterifikacii z dovodu
nemoznosti odseparovania od silikagélu. Navyse sa tvoria zrazeniny, ktoré nie je mozné
rozmieSat’ a je nutné celt zmes filtrovat’ [33].

V spolupraci so Stavinohovou [37], ktora pracuje na bakalarskej praci zaoberajuce;
sa konkrétne SPE sa zistilo, Ze po esterifikacii je mozné skladovat’ vzorky v chladnicke
minimélne 3 dni. Nezalezi ¢i ide o extrakty z esterifikacie po SPE alebo po TLC,
pretoze obidve formy su rovnako uskladnené — sklenend vialka s plynotesnym septom
vhodné pre GC analyzu.

AvsSak pri oboch metddach je vhodné frakcie spracovat’ o najrychlejsie. Nasledna
esterifikacia je o to jednoduchsia (nedochadza k tvorbe vloCiek, ktoré je nutné
separovat’ — Ubytok vytazku).

Po zvéazeni vSetkych zmienenych vyhod/nevyhod, a zvlast" prihliadnutim k lep3ej
moznosti kvantifikdcie MK, bola nakoniec zvolend metéda pouzivajaca SPE. Taktiez
podl'a Kaluzného [40] je SPE jednoducha, rychla, Setri material, ¢as i rozpustadla; je
ekonomickejSia neZ ostatné skor pouzivané techniky (TLC), poskytuje vysoké vytazky
a cistotu lipidickych frakcii. Tato metdoda bude validovand a aplikovana na analyzy
syrov v ramci d’al§ich nadvazujucich préc.

Hlavné vyuzitie TLC bude spocivat v jej nadvédznosti na SPE, a teda v overeni
zloZenia lipidickych frakeii.

4.4.4 Stanovenie celkového obsahu mastnych kyselin vo vzorkach

Pocas niektorych vysSie zmienenych experimentov bol pre Uplnost merany aj
celkovy obsah MK v analyzovanych vzorkéach. K tomuto ti¢elu bola aplikovana klasicka
metdda stanovenia (bez frakcionacie). Presny postup bol prevzaty z diplomovej prace
Pruknerovej [24].

4.5 Vybrané validacné parametre

Pre zistenie kvality a funkcnosti metddy je nevyhnutné ju validovat. Validacia je
definovand napr. ako proces, pri ktorom sa urcuje vhodnost’ pouzitia daného systému
pre ziskanie relevantnych dat. Za zakladné validacné parametre si povaZované
opakovatel'nost’, linearita, limity detekcie a limity stanovitelnosti [26, 55].
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Z casovych dovodov bola overena iba opakovatelnost’ metddy, ostatné parametre
budu overené v ramci d’alSich experimentov.

45.1 Opakovatelnost’ metédy SPE-GC-FID

Opakovatelnost’ je typ presnosti vztahujuci sa k meraniam prevadzanym za
opakovatel'nych podmienok; charakterizuyje metodu a preciznost’ jej prevedenia
V laboratériu. Analyzy sa prevadzaju vsetky naraz, na rovnakom zariadeni s tou istou
obsluhou [26, 55].

Metoda je opakovatel'na pokial u vsetkych vysledkov merani, preveden¢ho za
podmienok opakovatel'nosti, nepresiahne relativna smerodajna odchylka (RSD) hodnotu
10 % [26, 55].

Opakovatelnost’ bola overena zo série troch merani, ktoré¢ boli realizované
Vv priebehu jedného dna. Boli analyzované tri vzorky s podobnou navazkou (priblizne
15 mg) slnecnicového oleja. Jednotlivé analyzy boli prevedené za optimalnych
podmienok metdédy SPE-GC-FID.

Z vyslednych chromatogramov boli od¢itané plochy pikov. Namerané¢ data boli
graficky spracované zvlast pre VMK (Graf 4) a zvlast pre TAG (Graf 5). Pre lepsiu
viditeI'nost’ podobnosti merani bol pouzity logaritmus plochy pikov.
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Graf 4: Opakovatelnost metody SPE-GC-FID (frakcia VMK)
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Graf 5: Opakovatelnost metody SPE-GC-FID (frakcia TAG)
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Tabulka 11 zobrazuje prehladne spracované data vybranych MK po esterifikacii
frakcie VMK. Hodnoty RSD musia byt’ pod hranicou 10 %, aby bolo mozné potvrdit’
opakovatel'nost’ metddy [26, 55]. Vidime, Ze vSetky MK okrem kapronovej (10,21 %) a
linolovej (12,04 %) tato podmienku spiiaju.

Tabulka 11: Opakovatelnost’ metody SPE-GC-FID — koncentracia vybranych MK

(frakcia VMK)

Mastna kyselina | VMK1 | VMK2 | VMK3 | X [mg-17!] | SD [mg-I''] | RSD [%]
Kapronova 1,34 1,57 1,72 1,55 0,16 10,21
Kaprylova 1,49 1,48 1,45 1,47 0,02 1,32
Laurova 0,63 0,58 0,54 0,59 0,04 6,01
Myristova 0,98 0,97 1,01 0,99 0,02 1,68
Palmitova 2,11 2,08 2,15 2,11 0,03 1,25
Stearova 0,95 0,78 0,96 0,90 0,08 8,99
Olejova 0,93 0,88 0,92 0,91 0,02 2,57
Linolova 0,23 0,19 0,25 0,23 0,03 12,04

Tabulka 12 zobrazuje prehladne spracované data vybranych MK po esterifikacii
frakcie TAG. Hodnoty RSD musia byt’ pod hranicou 10 %, aby bolo mozné potvrdit’
opakovatel'nost’ metody [26, 55]. Vsetky MK okrem kapronovej (26,97 %) a linolovej
(20,64 %) tato podmienku spiiiajd.
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Tabulka 12: Opakovatelnost metody SPE-GC-FID — koncentracia vybranych MK
(frakcia TAG)

Mastna Kyselina | VMK1 | VMK2 | VMK3 | X [mg 1] | SD [mg-I'] | RSD [%]
Kapronova 2,45 4,14 4,93 3,84 1,04 26,97
Kaprylova 14,37 | 15,98 | 13,98 14,78 0,87 5,86
Laurova 23,31 | 22,12 | 22,86 22,76 0,49 2,16
Myristova 45,21 | 41,98 | 44,48 43,89 1,38 3,15
Palmitova 59,01 | 53,14 | 58,30 56,82 2,62 4,60
Stearova 17,28 | 1497 | 17,03 16,43 1,03 6,30
Olejova 21,08 | 18,94 | 21,33 20,45 1,07 5,23
Linolova 3,22 2,71 441 3,45 0,71 20,64

Obe frakcie teda vykazuju podobny charakter. MK kapronova a linolova neposkytuju
dobre opakovatel'né vysledky. Kapronova kyselina obsahuje 6 uhlikov a ide teda 0 MK
S krat§im ret'azcom, ktoré st podl'a teorie (vid’ kapitola 3.5) vysoko prchavé a moze teda
dojst’ k ich tniku. Prislusna norma [33] uvadza, ze esterifikacia s BF3 je vhodna pre MK
s Cg az C24. Kapronova kyselina je mimo toto rozmedzie. Kyselina linolova je sice
v uvedenom rozmedzi a nie je natol'’ko prchava, avSak obsahuje 2 dvojné vizby, ktoré
mozu podliehat’ oxidécii, v§eobecne nenasytené MK vykazuji horSiu opakovatel'nost’.

Mozno povedat, Zze metdda vykazuje pomerne dobrii opakovatelnost’ pre vicSinu
MK, avsak opakovateI'nost bude eSte overena, s predpokladom, ze dojde k jej
zlepSeniu, po optimalizacii vybraného typu esterifikacie (vid’ kapitola 4.2).

4.5.2 Opakovatelnost’ metédy TLC-GC-FID
Pre zaujimavost’ bola skontrolovana i opakovatel'nost metody TLC-GC-FID.
Opakovatelnost’ bola overena zo série Styroch merani, ktoré boli realizované
Vv priebehu jedného dna. Na TLC dosticku bola nanesena Styrikrat vzorka oleja
(c = 365,7 mg-ml™). Analyza bola prevedena za optiméalnych podmienok metody TLC-
GC-FID. U vybranych VMK bola vyhodnotend opakovatel'nost’ merania.

Z nameranych dat bol vypocitany priemer (x), smerodajna odchylka (SD) a relativna
smerodajna odchylka (RSD), ktora je hlavnym ukazovatel'om opakovatel'nosti merania.
Vysledky st uvedené nizsie (Tabul'ka 13 a Tabul'ka 14).
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Tabulka 13: Opakovatelnost metody TLC-GC-FID — koncentrdcie vybranych MK
(frakcia TAG)

Koncentracia [pg-mli?]

Cislo merania Kaprylova | Myristova | Palmitova Olejova | Linolova
1. 1,80 0,78 11,93 21,36 18,06
2. 1,90 0,80 13,29 27,34 25,31
< 1,76 0,98 10,85 20,53 18,00
4. 1,93 0,84 13,91 26,92 23,30
X [mV's] 1,85 0,85 12,50 24,04 21,16
SD [mV's] 0,07 0,08 1,19 3,11 3,22
RSD [%0] 3,72 9,38 9,52 12,94 15,20

Ako je vidiet' (Tabul'ka 13) u kyseliny olejovej a linolovej je hodnota RSD vyssia
nez 10 %.

Tabulka 14: Opakovatelnost metédy TLC-GC-FID — plochy pikov vybranych MK
(frakcia VMK)

Koncentracia [pg'ml?]

Cislo merania Kaprylova Myristova Palmitova Palmitova*
1. 1,20 1,26 0,73 -

2. 1,11 1,23 0,39 0,39

2l 1,09 1,25 0,32 0,32

4, 1,13 1,25 0,26 0,26

X [mV-s] 1,13 1,25 0,43 0,32
SD [mV's] 0,04 0,01 0,18 0,05
RSD [%0] 3,69 0,80 43,24 16,63

Vo frakcii VMK (Tabulka 14) potom neposkytuje dobre opakovatel'né vysledky
kyselina palmitova. Po uprave dat a vyradeni zjavne nespravnej hodnoty pre kyselinu
palmitova z prvého merania (145199) (Tabulka 14) sa zmenila hodnota RSD na
16,63 %, Co je stale nad hodnotou 10 %.

Taktiez v tomto pripade metéda nevykazuje uspokojivii opakovatelnost, zvIast
Vv pripade viacuhlikatych MK.
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4.6 Analyza vzorky taveného syru

Ako uz bolo zmienené, po zvazeni vsetkych vyhod/nevyhod bola pre frakcionaciu
lipidov ziskanych z matrice syru zvolena metdda pouzivajica SPE. Na zaver tejto prace
bol optimalizovany postup SPE-GC-FID pouzity pre stanovenie obsahu volnych MK vo
vzorke modelového taveného syru.

4.6.1 Identifikacia a kvantifikacia mastnych kyselin

Identifikacia MK vo vzorke bola prevedend na zdklade zrovnania retencnych casov
s retenénymi Casmi Standardov, kvantifikacia bola prevedena zrovnanim ploch pikov so
Standardmi o znamej koncentracii.

V nasledujucej tabulke (Tabulka 15) su uvedené Standardy sich koncentraciou,
plochou piku aretenénym c¢asom potrebnymi k identifikacii a kvantifikacii MK
obsiahnutych vo vzorke.

Tabulka 15: Tabulka standardov pouzitych pre identifikaciu a kvantifikaciu MK vo
vzorke taveného syra.

Siilii:) Mastn4 kyselina Retée:sény Kon[cr:;t.:lr':;tlc_ilaju (cs) Plocl[lrz:] {)/11;1 (Ps)
1 maslova 13,39 0,04 367958
2 kapronova 18,28 0,04 2825843
3 kaprylova 21,68 0,04 3466573
4 kaprinova 24,15 0,04 3824882
S undekanova 25,26 0,02 2083691
6 laurova 26,39 0,04 4363197
7 tridekanova 27,59 0,02 2160471
8 myristova 28,99 0,04 5142349
9 myristoolejova 29,72 0,02 2165183
10 pentadekanova 30,61 0,02 2198462
11 pentadecenova 31,55 0,02 2002343
12 palmitova 32,63 0,06 11862097
13 palmitoolejova 33,35 0,02 2204918
14 heptadekanova 34,61 0,02 1951607
15 heptadecenova 35,41 0,02 1855260
16 stearova 36,79 0,04 6146507
17 elaidova 37,20 0,02 2123704
18 olejova 37,56 0,04 12419087
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Siili;) Mastna kyselina Retée::sény Kon[cr:;t.l;slc_ilz]l (cs) PloclE::1 {)/11;1 (Ps)
19 linolelaidova 38,04 0,02 1732572
20 linolova 38,86 0,02 5671779
21 gama-linolenova 39,69 0,04 1789686
22 linolenova 40,60 0,02 1986463
23 arachova 42,02 0,02 3477495
24 eicosenova 43,03 0,02 2041954
25 eicosadienova 44 97 0,02 1641102
26 heneicosanova 45,38 0,02 1676667
27 eicosatrienova 6 46,24 0,04 1632369
28 arachidonova 47,10 0,02 1269034
29 eicosatrienova 3 47,58 0,02 1405360
30 eicosapentaenova 49 54 0,02 3310808
31 behenova 50,04 0,02 1303750
32 erukova 51,03 0,02 1683480
33 docosadienova 53,00 0,02 1489194
34 trikosanova 53,26 0,04 1614542
35 lignocerova 56,70 0,02 3029313
36 docosahexaenova 57,97 0,02 1501724
37 nervonova 58,31 0,02 867969

4.6.2 Zastipenie vol'nych a viazanych MK vo vzorke taveného syru

Analyza vzorky bola prevedend za optimalizovanych podmienok SPE-GC-FID.
Vyextrahovany tuk zo syra bol naneseny na SPE kolonku v mnoZzstve 10 ug. Po
separacii, frakcie VMK a dohromady frakcie MAG, DAG a TAG (viazané MK) boli
esterifikované. Frakcia fosfolipidov a cholesterolu bola zanedbana. Po prevedeni VMK
na metylestery prebehla analyza frakcii metddou GC. Data (Tabulka 16 a Tabul'ka 17)
zobrazuju percentualne zastipenie identifikovanych MK v oboch frakciach. Zo dvoch
paralelnych stanoveni bola vyjadrend relativna smerodajna odchylka.

Celkovo bolo vo vzorke identifikovanych 20 MK, 7 vo frakcii volnych a 20 vo
frakcii viazanych MK. V prilohe ¢. 1 a2 su ukazky chromatogramov metylesterov
mastnych kyselin vo frakcii VMK a frakcii TAG, mono- a diacylglycerolov.

Vysledky st v stlade s doterajSimi znalostami o zlozeni mlie¢neho tuku [36],
z hladiska kvantitativneho st vo vzorke taveného syru najviac zastipené MK myristova
a palmitovd, znenasytenych olejova alinolova, skratS§im retazcom kapronova,
kaprylova a kaprinova.
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Tabulka 16: Zastupenie MK vo vzorke taveného syru (frakcia TAG)

Vzorkal | Vzorka 2
MK Zastapenie [%6] X [%] SD [%] RSD [%0]
kapronova 3,45 4,78 4,04 1,36 7,93
kaprylova 2,91 3,41 3,13 0,93 7,00
kaprinova 5,51 7,54 6,40 1,89 6,95
undekanova 0,13 0,17 0,15 0,01 1,08
laurova 5,27 7,01 6,04 1,11 4,34
tridekanova 0,32 0,23 0,28 0,56 46,87
myristova 12,41 16,04 14,01 1,11 1,87
myristoolejova 0,23 0,30 0,26 0,02 1,46
pentadekanova 1,12 1,44 1,26 0,07 1,23
cis-10-pentadecenova 0,21 0,30 0,25 0,10 9,12
palmitova 26,39 31,46 28,63 6,44 531
palmitoolejova 1,08 1,37 1,21 0,00 0,03
heptadekanova 0,36 0,46 0,40 0,01 0,58
cis-10-heptadecenova 0,13 0,19 0,15 0,07 11,32
stearova 5,72 6,67 6,14 1,89 7,27
elaidova 0,81 1,09 0,93 0,23 5,72
olejova 18,69 15,05 17,08 28,52 39,40
linolelaidova 0,17 0,16 0,17 0,16 23,48
linolova 14,94 2,19 9,31 55,44 140,47
linolenova 0,15 0,16 0,16 0,09 13,12
Tabulka 17: Zastupenie MK vo vzorke taveného syru (frakcia VMK)
Vzorka 1 Vzorka 2
MK Zastupenie [%0] X [%0] SD [%0] RSD [%]
kapronova 5,57 9,25 6,59 3,25 39,25
kaprylova 5,87 15,97 8,67 0,43 3,91
laurova 2,88 5,63 3,64 1,15 25,19
myristova 7,41 13,63 9,13 3,49 30,44
palmitova 30,32 34,12 31,37 27,71 70,28
stearova 8,83 7,45 8,45 9,61 90,52
olejova 39,12 13,96 32,14 54,35 134,52
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5 ZAVER

Hlavnym cielom tejto diplomovej prace bolo vybrat, optimalizovat' a validovat
metodu vhodnl pre stanovenie volnych mastnych kyselin v syrovej matrici. Ako
modelové matrice pre testovanie a optimalizaciu parametrov metdédy boli pouzité
slnecnicovy olej, tvrdy syr holandského typu a modelovy taveny Syr vyrobeny na
Univerzité TomaSe Bati ve Zlin¢.

Pre extrakciu lipidov zo vzoriek syrov bola pouzita zmes dietyléteru a petroléteru
podla CSN EN ISO 1735. Pre esterifikaciu mastnych kyselin boli vyskusané
a porovnané tri metody: bazicka esterifikdcia s metanolickym roztokom KOH, kysla
esterifikacia s metanolickym roztokom HCI1 a/alebo bortrifluoridom. Postupy boli
prevzaté s prislusnych noriem. Na zaklade zhodnotenia metdd z hladiska vytazku,
dostupnosti a bezpecnosti chemikalii, jednoduchosti a rychlosti prevedenia bola vybrana
metdda podl'a CSN EN ISO 5509 s pouzitim metanolického roztoku bortrifluoridu.

Na zaklade prevedenej literarnej reSerSe boli pre frakcionaciu vyextrahovanych
lipidov a zisk frakcie vol'nych mastnych kyselin vyskuSané a porovnané dve metody:
chromatografia na tenkej vrstve a extrakcia na pevnej faze. Po porovnani tychto dvoch
metdd bola ako vyhodnejSia vybrand metoda SPE, pretoze je jednoduchsia, rychlejsia
a poskytuje vyssie vytazky ziskanych mastnych kyselin.

Na stanovenie metylesterov mastnych kyselin v ziskanych frakcidch bola pouzita
plynova chromatografia s plamenovo-ioniza¢nou detekciou. Cely proces SPE-GC-FID
bol nasledne optimalizovany, predovSetkym z hladiska mnozstva davkovanej vzorky
a elu¢nych cinidiel, za ucelom zisku maximalneho vytazku.

Pre frakcionaciu lipidov v syroch boli vybrané kolonky obsahujice silikagél
modifikovany aminoskupinami. Pre ich aktivaciu bol pouzity hexan. Pre analyzu boli
zachytavané dve frakcie: prva (doplnkova) bola eluovand zmesou A (chloroform :
propanol, 2 : 1) a obsahovala zmes mono-, di- a triglycerolov (viazané MK), a pre nase
ucely zasadna druha frakcia volnych MK, eluovana zmesou B (2 % roztok kyseliny
octovej v dietyléteru). Zlozenie ziskanych frakcii bolo overené pomocou tenkovrstevne;j
chromatografie.

V ramci validacie bola overend opakovatelnost metdody, RSD sa pohybovali
V rozsahu 1,25 az 26,97 %.

Metoda SPE-GC-FID bola na zaver aplikovana na vzorky modelového taveného
syru. Celkovo bolo vo vzorke identifikovanych 20 MK, z hl'adiska kvantitativneho boli
najviac zastipené myristova a palmitova, z nenasytenych olejova a linolova, s krat§im
ret'azcom kapronova, kaprylova a kaprinova.

V nadvézujicich experimentoch budu overené dalSie validaéné parametre
optimalizované SPE-GC-FID metody a jej pouzite'nost’ bude potvrdena aplikaciou na
SirSie  spektrum rdéznych typov prirodnych atavenych syrov. Optimalizovana
a validovand metoda bude pouzivana v kombinécii s metdédou TLC v ramci Stadie
sledujucej voI'né mastné kyseliny v syroch.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

MAG
DAG
TAG
MK
VMK
MEMK
GC
HPLC

MS

TLC
SPE
PSE

SFE
SPME
FID
MIR

monoacylglyceroly

diacylglyceroly

triacylglyceroly

mastné kyseliny

vol'né mastné kyseliny

metylestery mastnych kyselin

plynova chromatografia (gas chromatography)

vysoko-ucinna kvapalinova chromatografia (high-performance liquid
chromatography)

hmotnostna spektroskopia (mass spectroscopy)
tenkovrstevna chromatografia (thin-layer chromatography)
extrakcia na tuhej faze (solid-phase extraction)

extrakcia rozpustadlom za znizeného tlaku (pressurized solvent
extraction)

superkriticka fluidna extrakcia (supercritical fluid extraction)
mikroextrakcia na pevnej faze (solid-phase microextraction)
plamenovo-ioniza¢ny detektor (flame-ionization detector)

infracervend spektroskopia strednej oblasti (mid infrared)
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8 PRILOHY

Priloha 1: Ukdzka chromatogramu metylesterov mastnych kyselin vo vzorke
taveného syru (frakcia TAG): vzorka ¢. 1 (hore) a vzorka ¢. 2 (dole)
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Priloha 2: Ukdzka chromatogramu metylesterov mastnych kyselin vo vzorke
taveného syru (frakcia VMK): vzorka ¢. 1 (hore) a vzorka ¢. 2 (dole)
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