VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

OVERENI OPAKOVATELNOSTI METODY STANOVENI
VOLNYCH MASTNYCH KYSELIN

THE REPEATABILITY OF THE METHOD FOR ASSESSMENT OF FREE FATTY ACIDS

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Martin Buldra
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Eva Vitova, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2018



Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK1279/2017

Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii
Student: Martin Buldra

Studijni program: Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Potravinafska chemie

Vedouci prace: Ing. Eva Vitova, Ph.D.

Akademicky rok: 2017/18

Nazev bakalarské prace:

Ovéreni opakovatelnosti metody stanoveni volnych mastnych kyselin

Zadani bakalarské prace:

1. Zpracuijte literarni pfehled dané problematiky:

— pfehled metod vhodnych pro stanoveni MK a volnych MK (izolace z matrice vzorku, derivatizace,
stanoveni)

2. Vyberte jednoduchou metodu vhodnou pro stanoveni volnych MK

3. Ovéfte jeji opakovatelnost aplikaci na vybrané vzorky potravin

Termin odevzdani bakalarské prace: 21.5.2018

Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplari na sekretariat ustavu. Toto
zadani je soucasti bakalarské prace.

Martin Buldra Ing. Eva Vitova, Ph.D. prof. RNDr. lvana Marova, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.
V Brné dne 31.1.2018

dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato prace se zabyva problematikou stanoveni volnych mastnych kyselin
ve slune¢nicovém oleji.

Teoreticka ¢ast se zabyva charakteristikou mastnych kyselin a lipidii obecné. Dale jsou zde
popsany experimentalni metody vhodné ke stanoveni mastnych kyselin s diirazem na plynovou
chromatografii, zakladni metodu jejich stanoveni.

V experimentalni ¢asti byly porovnany dvé metody stanoveni volnych mastnych kyselin:
s/bez predchozi frakcionace, a ovéfena opakovatelnost a reprodukovatelnost vybrané metody
stanoveni pomoci pfimé esterifikace za pouziti BF3 jako katalyzatoru. Vlastni stanoveni
methylestert mastnych kyselin bylo provedeno na plynovém chromatografu s plamenovym
ioniza¢nim detektorem.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the assessment of free fatty acids in sunflower oil.

Theoretical part focuses on the general characteristics of fatty acids and lipids.
The experimental methods suitable for assessment of fatty acids are described, with the
emphasis on gas chromatography, the basic method of their assessment.

In experimental part two methods for free fatty acids assessment: with/without previous
fractionation, were compared and then the repeatability and reproducibility of selected
method — the direct esterification of free fatty acids using BFs as a catalyst, were verified.

The assessment of fatty acids methyl esters was done using gas chromatograph with flame-
ionization detector.
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1 UVOD

Clovék je savec, takZe piijem mastnych Kyselin v podob& mateiského mléka za¢ina ihned
po narozeni. Tyto latky hraji dalezitou roli pro spravny vyvoj a fungovani organismu, a to jak
U novorozencu, tak u dospivajicich a dospé€lych lidi. Mimo matetského mléka, piijima ¢lovék
V potravé mastné kyseliny uz od pocatku veka, kdy postupné zacinal s lovem zvéfe — zdrojem
mastnych kyselin bylo maso, a poté s domestikaci zvéte — mléko, maso, vejce. Pozdéji si lidé
osvojili i vyrobu riznych tukt/oleji.

Dnesni doba nabizi Sirokou Skalu zdroji mastnych kyselin od rybiho masa bohatého
naOmega 3 a 6 mastné kyseliny, az po oleje, syry a dalsi mlé¢né vyrobky. Vzhledem
ke zvySujicimu se zajmu o nutri¢né kvalitni potraviny se lidé zacinaji zajimat i o to, jaké
mnozstvi a zastoupeni mastnych kyselin se v kazdém vyrobku nachazi, ptip. v jaké formé se
zde nachazi. Proto je zadouci mit k dispozici analytické metody, které jednoduse a spolehliveé
stanovi jak mnozZstvi, tak zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin.

Spolehlivost téchto metod se da posoudit pomoci stanoveni jejich opakovatelnosti. To jinymi
slovy znamend, zda pouziti jedné metody k analyze jednoho vzorku za dodrzeni stejného
postupu pii stejnych podminkéach dava stale stejné vysledky. Cilem této prace tedy bylo ovéfit
opakovatelnost/reprodukovatelnost jednoduché metody stanoveni mastnych kyselin, a zvIasté
frakce volnych mastnych kyselin.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Lipidy

Lipidy patfi k vyznamnym slozkdm potravin, pfi¢emz z hlediska vyzivy ¢lovéka tvofi jednu
z hlavnich zivin, velmi dtlezitou pro zdravi a vyvoj organismu. Lipidy se obvykle definuji jako
ptirodni slouceniny, obsahujici vazané mastné kyseliny o vice nez tiech atomech uhliku
v molekule. V potravinach se vSak Casto nachazeji také slouceniny mastnych kyselin, které
vznikly primyslovou ¢innosti nebo jinymi lidskymi aktivitami (napf. estery cukra a cukernych
alkoholii s vy$§imi mastnymi kyselinami), které nejsou povazovany za ptirodni latky, a ptesto
se v praxi fadi mezi lipidy. Dnes se tedy za lipidy povazuji mastné kyseliny a jejich derivaty
odvozené biochemicky a funkéné, véetné netékavych lipofilnich slouc¢enin doprovazejicich
vlastni lipidy, tzv. doprovodné latky lipida (napt. steroidy, karotenoidy, lipofilni vitaminy,
nékterd barviva, antioxidanty a jiné lipofilni slouceniny). Hlavnimi vlastnostmi lipidi je jejich
hydrofobnost a dobré rozpustnost v nepolarnich rozpoustédlech.

V potravinaiské praxi se nazev lipidy pfili§ neuziva. Z technologického hlediska se
rozeznavaji jen tuky, oleje, mastné kyseliny, vosky, ptipadn¢ lecitin [1, 2].

2.2 Rozdéleni lipida
Podle chemického slozeni se lipidy klasifikuji do ¢tyf hlavnich skupin:

Homolipidy

Heterolipidy
Komplexni lipidy
Prekurzory a odvozené lipidy [1, 2].

Homolipidy, nékdy také jednoduché lipidy, jsou estery mastnych kyselin a alkohold, které

se dale déli podle struktury vazaného alkoholu na tuky a vosky.

Tuky jsou estery mastnych kyselin s glycerolem, proto také nesou nazev acylglyceroly.
Nejpocetngjsi skupinu pak tvoii triacylglyceroly (TAG), které maji jen ziidka na vSech
esterovych pozicich stejnou mastnou kyselinu (viz Obrazek 1), tudiz se jedna o smiSené
acylglyceroly. Nejcéastéji jsou TAG tvofeny kombinacemi mastnych kyselin stearové,
palmitové a olejové [1, 3].

Obrazek 1: Priklad triacylglycerolu tvoreny (shora) kyselinou palmitovou, olejovou,
a a-linolenovou [4].

V ptipadé voskil se jedna také o estery mastnych kyselin, avSak tyto estery jsou tvoieny
s vyS8imi jednosytnymi alkoholy. RozliSujeme vosky Zivocisné (v€eli vosk, vorvanovina),
rostlinné (kutikularni vosky) a mineralni (montanni vosk) [1].



Heterolipidy, n¢kdy také slozené lipidy, obsahuji kromé mastnych kyselin a alkoholu jesté
dal$i kovalentné vazané slou¢eniny, napf. kyselinu fosfore¢nou (fosfolipidy) nebo D-galaktosu
(glykolipidy):

e Fosfolipidy — dale délené na glycerolfosfolipidy a sfingofosfolipidy
e Glykolipidy
e Ostatni slozené lipidy — sulfolipidy a aminolipidy [1, 2].

V piipadé¢ komplexnich lipidi se setkame z hlediska stavby s kombinaci heterolipidi
a homolipidi. Ty jsou krom¢ kovalentnich vazeb véazany i jinymi druhy vazeb, napf.
vodikovymi miustky nebo hydrofobnimi interakcemi. Do této kategorie spadaji hlavné
lipoproteiny [1, 5].

Do kategorie prekurzorti a odvozenych lipidi spadaji mastné kyseliny, glycerol, steroidy,
uhlovodiky, v tucich rozpustné vitaminy, hormony atd. [1, 2].

2.3 Mastné kyseliny

vvvvvv

vyzivy. Vyskytuji se nejcastéji ve formé esterit v pfirodnich tucich a olejich, ale mohou byt
i ve formé volnych mastnych kyselin. V piirodnich tucich pak maji mastné kyseliny zpravidla
nevétveny fetézec, ktery obsahuje sudy pocet uhlikii. Tento fetézec mize byt nasyceny
(bez dvojnych vazeb) nebo nenasyceny (obsahujici jednu piipadné vice dvojnych vazeb).
Déleni mastnych kyselin podle po¢tu dvojnych vazeb je tedy nasledujici:

Nasycené mastné kyseliny

Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monoenové)

Nenasycené mastné kyseliny s nékolika dvojnymi vazbami (polyenové)

Mastné kyseliny s trojnymi vazbami a s riiznymi substituenty [1].

2.3.1 Nasycené mastné Kyseliny

V angli¢tiné jsou oznaCovany Saturated Fatty Acids (SFA nebo SAFA), v CeStiné se
muzeme setkat i S pojmem saturované mastné kyseliny. Jedna se o béznou slozku pfirodnich
lipidi tvortici vétSinou 10-40 % z celkovych mastnych kyselin. Bézné tyto kyseliny obsahuji
4-38 uhlikd (vétSinou sudy pocet), které tvoti zpravidla linearni a nevétvené fetézce
neobsahujici Zadné dvojné vazby. Mezi nejvyznamnéj$i zastupce nasycenych mastnych kyselin
patii kyselina myristova (14 C), palmitova (16 C) a stearova (18 C) (viz Obrazek 2) [1, 2, 5].

WMO

Obrdzek 2: Nasycené mastné kyseliny, (shora) kyselina myristova, palmitova, stearova
[6-8].



2.3.2 Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou

Protoze obsahuji jedinou dvojnou vazbu, nazyvaji se Monoenové mastné kyseliny,
v angli¢tiné pak Monounsaturated Fatty Acids (MUFA). Tyto kyseliny se li§i navzajem po¢tem
atomt uhlikl a polohou dvojné vazby, ktera navic umoznuje rizné prostorové konfigurace.
Typickym zastupcem této skupiny je kyselina olejova s osmnacti uhliky a dvojnou vazbou
na devatém uhliku (viz Obrazek 3). DalS§im zastupcem této skupiny je kyselina elaidova
[1-3, 5].

Obrazek 3: Kyselina olejova [9].

2.3.3 Nenasycené mastné Kkyseliny s nékolika dvojnymi vazbami

Vzhledem ktomu, ze tyto kyseliny obsahuji vice dvojnych vazeb, mizeme se setkat
s ozna¢enim polyenové mastné kyseliny (respektive také dienové, trienové, tetraenové atd.),
v angli¢tin€ se nazyvaji Polyunsaturated Fatty Acids (PUFA). Nejvyznamnéj$im zastupcem je
linolové kyselina s dvéma dvojnymi vazbami na tietim a patém uhliku. Dal$i mastné kyseliny
patfici do této skupiny jsou napiiklad a-linolenovd kyselina se tfemi dvojnymi vazbami
(viz Obrazek 4) a arachidonova kyselina se ¢tyfmi dvojnymi vazbami [1, 3, 5].

o
OH

Obrdazek 4: a-linolenova kyselina [10].

2.3.4 Mastné kyseliny s trojnymi vazbami a s riznymi substituenty

Do této skupiny patfti celd fada dalSich mastnych kyselin, napt. rozvétvené, cyklické, nebo
S kyslikatymi, sirnymi nebo dusikatymi funkénimi skupinami. Ve srovndni s mastnymi
kyselinami zminénymi vySe jsou tyto mastné kyseliny v potravinafstvi a ve vyZzivé méné
dilezité. Z cyklickych kyselin jsou znamé prostaglandiny (mistni hormony) ptipadné
thromboxany (krevni desticky) [1, 2].

2.3.5 Esencialni a neesencialni mastné kyseliny

Dal8i mozné déleni mastnych kyselin je na esencidlni a neesencialni. Kromé mastnych
kyselin, které¢ ¢lovek piijima v potrave, je on sdm schopen nasycené a nékteré nenasycené
mastné kyseliny syntetizovat. Témto kyselinam se fika neesencialni mastné kyseliny. Jsou vSak
1 mastné kyseliny, které ¢lovék musi pfijimat vyhradné z potravy, protoze neni schopen tyto
kyseliny syntetizovat — proto jsou pro néj esencialni. Jedna se o kyselinu a-linolenovou,
kyselinu linolovou a kyselinu arachidonovou (také znamé pod nazvem Omega 3 a Omega 6
mastné kyseliny). VSechny tfi esencialni kyseliny hraji dilezitou roli ve vyzivé ¢lovéka [1].

2.4 Metody vhodné pro stanoveni mastnych kyselin

Cely proces stanoveni mastnych kyselin ma nékolik dil¢ich krokl: vzorkovani, extrakce,
frakcionace, esterifikace a vlastni stanoveni pomoci chromatografickych metod (samostatna
podkapitola je vénovana plynové chromatografii).
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2.4.1 Vzorkovani

Pfi odbéru vzorku je tieba dbat na to, aby byl stejného slozeni jako je slozeni celého
zkoumaného vyrobku. Vzhledem k homogenité zkoumanych vyrobki (syr, olej) je mozné
uvazovat i stejné slozeni vzorku. Pokud vzorek neni ihned podroben analyze, je nutné
ho uschovat za nizké teploty v uzaviené nadobé [11-13].

2.4.2 Extrak¢ni metody

Druhym krokem je extrakce, tj. zplisob izolace mastnych kyselin (lipidt) ze vzorku. Pouzita
extrakéni metoda zavisi na druhu vzorku —pro kazdy vzorek je preferovan jiny zptisob
extrakce. Dale je tfeba zohlednit teplotu, protoze piisobenim vyssich teplot je mozné aktivovat
lipolytické enzymy ve vzorku, které maji vliv na kvantitativni vysledek extrakce [14].

2.4.2.1  Extrakce podle Soxhleta

Soxhletova extrakce se pouziva pro stanoveni celkového obsahu lipidd ve vzorku.
Homogenizovany vzorek se pienese do extrakéni patrony, ktera je utésnéna vatovou zatkou
a nasledn¢ umisténa do Soxhletova extraktoru. Pfes chladi¢ se nalije rozpoustédlo (petrolether)
do predem zvazené destilacni baiiky, a extrahuje se podle druhu potraviny 4 az 5 hodin. Poté se
rozpoustédlo oddestiluje, banka se necha susit do konstantni hmotnosti a po ochlazeni
Vv exsikatoru se zvazi [14].

2.4.2.2  Extrakce podle Folche

Homogenizovany vzorek je v kadince za stalého michéni extrahovan smési rozpoustédel
chloroform/methanol v poméru 2:1 (v/v). Poté se nerozpusténé podily odstrani filtraci nebo
centrifugaci, a cely extrakéni krok se znovu opakuje s poloviénim mnozstvim rozpoustédla.
Ziskané extrakty se smichaji a nelipidické podily se odstrani ptidavkem vody. Poté je vzorek
odstfedén, horni ¢ast se odebere a spodni ¢ast se prosusi bezvodym siranem sodnym a zfiltruje
do pfedem zvazené destilacni banky. Nasleduje odpafeni rozpoustédla na vakuové rotacni
odparce a zvazeni vyextrahovaného tuku [15].

2.42.3  Extrakce smési diethyletheru a petroletheru

Tato normovana extrakce vyuziva smési diethylether/petrolether v poméru 1:1 (V/V).
Do zkumavky se odvazi homogenizovany vzorek, pfidd se k nému kyselina chlorovodikova
a smé&s se nechd zahtivat na vodni 14zni pii 80 °C, aby doslo k rozpusténi netukovych latek.
Nasledné je smés ochlazena pod tekouci vodou a je ethanolem pfevedena do délici nalevky.
DalS8im krokem je ptidavek extrakcnich ¢inidel a poté je smés protiepavana. VZdy po protiepani
se nechd smés odstat do rozdé€leni fazi a horni faze je odebrana do pfedem zvazené destilacni
baiiky. Celkem se provedou tfi extrakce vZdy s poloviénim mnoZstvim rozpoustédla. Extrakty
se poté smichaji a banka je umisténa na vakuovou rotacni odparku. Poslednim krokem je
zvazeni vyextrahovaného tuku [16].

2.4.3 Frakcionace lipidi

Pokud chceme stanovit konkrétné frakci volnych mastnych kyselin, je tfeba pied samotnou
esterifikaci zafadit krok frakcionace lipidii, napf. pomoci metody SPE (Solid-Phase
Extraction). Jednotlivé frakce lipidd, tedy volné mastné kyseliny a smés mono-, di-,
a triacylglycerolii, jsou separovany v SPE kolonce na zékladé rozdilnych interakci s vhodnym
sorbentem (napt. NHz-kolonky). Navic je vyuzivano elucnich sil riznych rozpoustédel. Z prvni
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eluce lze ziskat smés acylglycerolli za pouziti eluéni smési chloroform/propanol v poméru
2:1 (v/v). Druhou eluci lze ziskat volné mastné kyseliny s pouzitim 2% kyseliny octové
v diethyletheru. V obou pfipadech se frakce jimaji do pfedem zvazenych destilacnich banék
s kulatym dnem. Po ukonceni frakcionace je rozpoustédlo odpaieno na vakuové rotacni
odparce, vytézek mize byt zvazen a ihned poté podroben esterifikaci [17].

2.4.4 Esterifikace

Pro vlastni stanoveni mastnych kyselin se nej¢astéji pouziva plynova chromatografie, coz
znamena, ze je nutné je pievést na tékavejsi derivaty; lze pripravit rizné alkylderivaty,
nejéastéji jde ale o methylestery, které maji ze vSech pfibuznych esterti nejvétsi tékavost. Toho
1ze dosahnout nékolika esterifika¢nimi postupy [18, 19].

2441  Kysele katalyzovana esterifikace (transesterifikace)

Metoda kyselé esterifikace (viz Obrazek 5) je vhodnou metodou pro esterifikaci volnych
mastnych kyselin. Probiha v pfebytku bezvodého methanolu za zvysené teploty v ptitomnosti
kyselych katalyzatorti jako jsou naptiklad HCl, H2SOs, BF3z aj. VSechny zminéné kyselé
katalyzatory musi byt také bezvodé, proto se pripravuji tak, ze se v plynném stavu nechaji
probublavat pies bezvody methanol (vznikaji tak vlastné jejich methanolické roztoky).
Pfitomnost vody by znamenala vznik ptivodni kyseliny [18, 19, 20].

o 0 0 0
A H A R'OH A H A
R—C —= R—C == R—C == R—
LU . i,
OH OH5 ,-’O_R. o—R

H
Obrazek 5: Schéma kyselé esterifikace.

Kromé toho, Ze pii kysele katalyzované esterifikaci reaguji volné mastné kyseliny, reaguji
také vazané mastné kyseliny, a to mechanismem kysele katalyzované transesterifikace
(viz Obrazek 6). Jelikoz tato reakce trva o poznani déle, je nutné pro dobry vytézek obsahujici
vyhradné volné mastné kyseliny nechat smés reagovat jen nékolik malo minut [17].

+

i H LP R C|] t HHO H fR
0=C == R—C, ) L R—?—D == R—C ) =—=0=C
0—R fD—R‘ HXDRR_ H 0—R’ 0—R"
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Obrdazek 6: Schéma kysele katalyzované transesterifikace.

24.4.2  Bazicky katalyzovand transesterifikace
Transesterifikace mize probihat i za bazické katalyzy (viz Obrazek 7). Tato reakce probiha
za mirnych podminek v nadbytku bezvodého methanolu v pfitomnosti silné baze, napiiklad

NaOH, KOH, ptipadn€ amonné soli. V praxi se pfipravuji bezvodé methanolické roztoky téchto
soli [18, 19].
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Obrazek 1: Schéma bazicky katalyzované transesterifikace.

Bazickou transesterifikaci reaguji pouze vazané mastné kyseliny, protoze z volnych
mastnych kyselin v bazickém prostfedi vznikaji anionty, které nejsou kvuli zdpornému naboji
cilem nukleofilniho ataku baze [18, 19].

2.4.5 Stanoveni mastnych Kkyselin pomoci chromatografickych metod

Krom¢ stanoveni mastnych kyselin plynovou chromatografii, které je vénovana vlastni
podkapitola, 1lze provést jejich kvantitativni 1 kvalitativni stanoveni 1 dalSimi
chromatografickymi metodami.

Jednou z moznosti je pouziti kapalinové chromatografie, nejcastéji v podobé vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC — High Performance Liquid Chromatography). Jako
mobilnich fazi se zde pouziva kombinace smési methanolu, vody, dale hexanu, acetonitrilu
apod. Kolony jsou bud’ sklenéné nebo ocelové, obsahuji rizné stacionarni faze, napiiklad jsou
znamy Cg kolony ¢i Silica kolony. Metod detekce je také cela fada, od hmotnostni spektrometrie
(MS — Mass Spectrometry), pies vakuové UV detektory, az po detektory fluorimetrické
[21-24].

Dal$i moznosti je pouziti tenkovrstvé chromatografie (TLC — Thin Layer Chromatography).
Pomoci této metody je mozné urcit napiiklad molekulovou hmotnost, piipadné délku
uhlikatého fetézce ¢i zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin porovnanim s nanesenym
standardem o znamém slozeni. Pro tuto metodu se pouzivaji desticky pokryté silikagelem.
Vzorek je mozno rozpustit napiiklad v etheru a pomoci kapilary jej nanést na predem
pripravenou startovni ¢aru kousek od okraje desticky. Nasledné je desticka vysuSena a umisténa
do chromatografické komory obsahujici elu¢ni ¢inidlo (naptiklad smés butanolu a vody).
Eluc¢ni ¢inidlo se neché vystoupat do urcité vySe od startovni ¢ary, a oznaci se konec. Desticka
je poté vysuSena a postiikana roztokem kyseliny sirové obsahujici dichroman draselny, coz
umozni vybarveni vzorku v podobé¢ skvrn. Zmétenim vzdalenosti jednotlivych skvrn od startu
a vzdalenosti startu a konce 1ze jednoduSe pomérem téchto dvou hodnot urcit tzv. retardacni
faktor, ktery je pro kazdou mastnou kyselinu pii daném méfeni specificky [25, 26].

2.5 Stanoveni mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie

Metoda plynové chromatografie je oblibenou metodou pro stanoveni latek, které Ize snadno
pievést do plynného stavu. Zejména se jednd o tékavé slouceniny, v naSem piipadé
methylestery mastnych kyselin [14, 27, 28].

2.5.1 Princip plynové chromatografie

Plynova chromatografie je separacni analytickd metoda, ktera vyuziva k déleni smési latek
systém s plynnou mobilni (pohyblivou) fazi. Nejcastéji se pouziva eluéni technika vnaseni
vzorku po jednordzovém ndstfiku na kolonu. Jednotlivé slozky vzorku jsou v koloné
separovany na zakladé odlisnych interakci se stacionarni (nepohyblivou) fazi a nasledné
postupné eluovany (vymyvany) nosnym plynem. Nosny plyn musi byt inertni a nesmi jakkoli
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interagovat s mobilni ¢i stacionarni fazi, ani s jednotlivymi slozkami smési. Frakce smési jsou
pak na vystupu z kolony detekovany, a signal, ktery odpovida jejich koncentraci v nosném
plynu, je registrovan jako funkce ¢asu nebo objemu. Nejcastéji se setkdme se dvéma zakladnimi
variantami plynové chromatografie: adsorpcni (plyn-pevnd stacionarni faze), ktera je
pouzitelnd v omezené mife pro plyny a nékteré kapaliny o nizké molekulové hmotnosti;
arozdelovaci, ktera vyuziva jako stacionarni fazi film netékavé kapaliny na povrchu tuhého
nosice s minimalnimi adsorpcnimi vlastnostmi. Separace se provadi bud’ pii konstantni nebo
proménlivé teploté (tzv. izokraticka, resp. gradientova eluce) [27, 29].

Findlnim vystupem z méfeni je chromatogram, kde maji jednotlivé latky ze smési podobu
tzv. chromatografického piku, ktery by v idealnim pfipadé mél mit Gaussovsky tvar
(viz Obrazek 8) [27, 29].
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0,1 A

014
Obrdazek 8: Priklad idealniho priitbéhu chromatografickych pikii [30].

Z chromatogramu je pak mozZné vycist vysledky kvalitativniho 1 kvantitativniho charakteru.

Kvalitativni vysledek ¢ili identifikaci jednotlivych latek ve smési, 1ze ziskat z polohy piku
na vodorovné ose. Jelikoz dochazi k postupnému eluovani jednotlivych frakci, jsou i tyto frakce
postupné zaznamenany detektorem, a pro kazdou z nich je specificky tzv. retencni Cas (tj. Cas
od nastiiku na kolonu po detekci na vystupu kolony). Porovnanim reten¢nich ¢asti nezndmého
vzorku a standardniho vzorku, na ktery je dana metoda kalibrovana, jsme pak schopni urcit
jednotlivé slozky smési.

Kvantitativni vysledek neboli mnozstvi dané frakce ve smési (Casto v podobé¢ koncentrace),
je mozné obdrzet z vyiky piku, respektive vypoétem jeho plochy pomoci integrace. Casto uz je
ale plocha piku automaticky vypocitana systémem. Pfepoctem na navazku vzorku je pak mozné
urcit konkrétni obsah urcité frakce v celém vzorku [14, 29].
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2.5.2 Instrumentace plynové chromatografie

Zatizeni pro plynovou chromatografii se skldda z n€kolika ¢asti. Zpravidla se jedna o zdroj
nosné¢ho plynu (mobilni faze), nastiikového bloku (injektoru), chromatografické kolony
umisténé v termostatu, detektoru a vyhodnocovaciho zatizeni (viz Obrazek 9) [14, 27, 29].

Nastrik
Nosny L Detektor
lyn 4
ply -~ ﬁ
; ' Kolona A
" =\ -
Pratokomér
Elektronika,
zapisovac

I

Obrazek 9: Schéma plynového chromatografu, upraveno [31].

2.5.2.1  Mobilni faze, nosny plyn
Jak bylo zminéno vySe, jako mobilni fdze se pouziva inertni plyn, ktery ma hlavni kol
transportovat slozky vzorku kolonou. Nejéastéji se pouziva vodik, dusik, helium nebo argon
podle zvoleného zptsobu detekce. Zdrojem nosného plynu jsou tlakové lahve nebo generétory
(pracujici napft. na principu molekulovych sit). Vlastni pritok nosného plynu je pak regulovan
mechanickymi nebo elektronickymi regulatory [27, 29].

2.5.2.2  Injektory

Pomoci injektoru je mozné davkovat vzorek na zacatek kolony, prevést ho do plynného stavu
a poté vnést do proudu nosného plynu. Davkovani probih4 bud’ ruéné€ nebo automaticky, a to
pomoci mikrostiikacky nebo davkovaciho ventilu. Vzorek mize byt davkovan bud’ nad usti
kolony umisténé na konci injektoru (zpravidla u napliovych kolon), nebo pfimo na kolonu
(ptedevsim v piipad¢ kapilarnich kolon). V ramci davkovani ptimo na kolonu existuje nékolik
provedeni V zavislosti na pozadavcich analyzy: davkovani s délicem toku (Split injector)
pro vzorky s velkym mnozstvim analyzovanych slozek (pfedevSsim kvalitativni zastoupeni
slozek), bez délice toku (Splitless injector) pro analyzu zifedénych vzorkt (hlavné kvantitativni
stanoveni), pfimo do kapilarni kolony (On column injector) pro vzorky rozkladajici se tésné
nad bodem varu, nebo s programové zvySovanou teplotou vypatrovani vzorku [27].

25.2.3  Staciondrni faze, kolony

V koloné dochézi k vlastnimu rozdéleni vzorku na jednotlivé frakce. V praxi rozeznavame
pro plynovou chromatografii dva druhy kolon — naplnové a kapilarni.

Naplnové kolony se vyrabi z kovu (hlinik, méd’, nikl nebo nerezova ocel), nebo ze skla.
Vnitini primér téchto kolon je 2—6 mm a jejich délka je 1-5 m. Naplni téchto kolon jsou rtizné
druhy adsorbentil na bazi silikagelii a aktivniho uhli, ptipadné molekulova sita.

Kapilarni kolony jsou sklenéné, kiemenné, plastové nebo kovové kapiléry. Jejich vnitini
pramér je 100-700 um a jejich délka se pohybuje v rozmezi 15-100 m. Stacionarni faze je
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V tomto piipad¢ nanesena na vnitini strané kapilary, ptfipadné je kapildra stacionarni fazi
naplnéna v celém objemu. Kvuli zpevnéni se kiemenné kapilary vyrabi s polyimidovym
potahem. Podle charakteru stacionarni faze nanaSené na vnitini sténu kapilary se rozliSuji
kolony s kapalnou stacionarni fazi WCOT (Wall-Coated Open Tubular), kolony s kapalnou
stacionarni fazi zakotvenou na vnitini sténé kapilary pomoci nosice SCOT (Support-Coated
Open Tubular), a kolony s vrstvou pevného aktivniho sorbentu PLOT (Porous-Layer Open
Tubular) [27, 32].

25.2.4  Termostat kolon

Termostatem je udrzovana konstantni teplota kolony pfipadné injektoru a jeho Cinnosti je
tvofen program pro gradientovou eluci. Pozadavkem je teplotni stabilita uvniti termostatu
amoznost presné regulace teploty. Pravé kvili pfesné regulaci teploty se pouziva hlavné
vzduchovy termostat [14, 33].

2.5.25  Detektory

Detektory slouzi k zaznamenéni zmény sloZeni protékajici mobilni faze, pfic¢emz tuto zménu
prevadi na elektricky métitelné veli¢iny. Detektor reaguje bud’ na koncentraci nebo na mnozstvi
slozky vstupujici do detektoru (koncentracné, resp. hmotnostné zavislé detektory). Zakladni
vlastnosti detektorti jsou citlivost, odezva, rychlost odezvy, Sum produkovaného signalu,
nejmensi detekovatelna koncentrace, efektivni objem a linearni dynamicky rozsah odezvy
(odezva zavisla na koncentraci) [27].

V plynové chromatografii se vyuziva Siroké s$kaly detektord: tepelné vodivostni
(TCD — Thermal Conductivity Detector), plamenovy ioniza¢ni (FID — Flame lonization
Detector), plamenovy termoioniza¢ni (AFID, TID — Alkali Flame lonization Detector,
Thermionic lonization Detector), plamenovy fotometricky detektor (FPD — Flame Photometric
Detector) a detektor elektronového zachytu (ECD — Electron Capture Detector) [27, 29, 32].

Pro ucely stanoveni MK byl pouzity plynovy chromatograf s plamenovym ioniza¢nim
detektorem (GC-FID — Gas Chromatography with Flame lonization Detector).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1Pouzité laboratorni vybaveni a chemikalie

3.1.1 Laboratorni pristroje

Viahy analytické GR-202-EC, HELAGQO, Italie

Vodni lazen se stojany, Julabo TW 2, Némecko

Topné hnizdo 100 ml, BRNENSKA DRUTEVA v.d., Ceska republika
Plynovy chromatograf TRACE GC 2000, (ThermoQuest Italia S. p. A, Italie)
s plameno-ioniza¢nim detektorem, split/splitless injektorem a s kapilarni kolonou
DB 23 o rozmérech 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm

PC-pracovni stanice, POWER PROFIT

Digestot

Vakuova rotaéni odparka, KIKA®-WERKE, Némecko

Lednice a mrazak ERB nerez, Elektrolux, Svédsko

SusSarna, Memmert

Supelco Visiprep™ SPE Manifold, SIGMA-ALDRICH, Némecko

SampliQ Silica Amino (NHz) SPE kolonky, Agilent Technologies, USA

3.1.2 Laboratorni pomicky

Bézné laboratorni sklo

Automaticka mikropipeta 100—1 000 pl, labopette®, Némecko
Automaticka mikropipeta 100—1 000 pl, sartorius, Némecko
Automaticka mikropipeta 10—100 ul, BIOHIT, Finsko

Vialky

Noze, Spachtle, struhadlo

Parafilm, PECHIENY PLASTIC PACKAGING

3.1.3 Chemikalie pro kyselou esterifikaci

Bortrifluorid methanolicky roztok 10 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko
Isooktan p. a., SIGMA-ALDRICH, Némecko

Chlorid sodny p. a., PENTA, Ceska republika

Destilovana voda, FCH VUT

Siran sodny bezvody p. a., Lach:ner, Ceska republika

Methanol p. a., Lach:ner, Ceska republika

Hydroxid sodny p. a., PENTA, Ceské republika

3.1.4 Chemikalie pro frakcionaci lipidi

Hexan p. a., Lach:ner, Ceské republika

Chloroform p. a., PENTA, Ceska republika
Diethylether p. a., PENTA, Ceska republika

Propanol p. a., PENTA, Ceska republika

Kyselina octova 99 % p. a., PENTA, Ceska republika

17



3.1.5 Chemikalie pro stanoveni mastnych kyselin

e Hexan p. a., Lach:ner, Ceska republika
e Smeésny standard metylestert mastnych kyselin, Supelco™ 37 Component FAME
Mix, SIGMA-ALDRICH, Némecko

3.1.6 Plyny pro plynovy chromatograf

e Vodik 5.5, SIAD v tlakové bombé s redukénim ventilem
e Vzduch 5.0, SIAD v tlakové bombé¢ s reduk¢nim ventilem
e Dusik 5.0, SIAD v tlakové bombé¢ s redukénim ventilem

3.2 Analyzované vzorky

Pro ovéfeni opakovatelnosti/reprodukovatelnosti byl jako testovaci vzorek pouzit
slunecnicovy olej zakoupeny v bézné obchodni siti. Vzorek byl uchovavan v chladnic¢ce
pfi teploté 5 °C.

3.3 Pouzité metody a experimentalni postupy

3.3.1 Frakcionace lipidii metodou SPE

Postup frakcionace je schematicky uveden na Obrazku 10. SPE kolonky byly zasunuty
do oto¢nych ventili umisténych v horni ¢asti zatizeni SPE Manifold (viz Obrazek 11),
ve kterém bylo pomoci vodni vyvévy vytvoieno vakuum. Nejprve bylo nutné aktivovat kolonky
3 ml hexanu, pficemz v priabéhu celého procesu nesméla napln kolonky vyschnout. Pritok
hexanu i eluénich rozpoustédel bylo mozné kontrolovat pomoci oto¢ného ventilu (rychlost
ptiblizn¢ jedna az dvé kapky za sekundu). Po promyti hexanem byl na kolonku nadavkovan
vzorek (bud’ davkovano 100 pul oleje pfimo na kolonku, nebo bylo téchto 100 ul nejprve
rozpusténo v 1 ml hexanu a az poté davkovano).

Na prvni eluci, tedy pro zisk MAG, DAG a TAG (dale pro zjednoduseni oznacovana jako
frakce TAG), bylo pouzito 7 ml elu¢ni smési chloroform/propanol 2:1 (v/v). Na druhou eluci,
tedy pro zisk VMK, bylo pouzito 7 ml 2% roztoku kyseliny octové v diethyletheru. Ob¢ frakce
byly zvlast’ zachyceny do pfedem zvazenych a vysuSenych 50ml destila¢nich ban¢k s kulatym
dnem. Rozpoustédlo bylo poté odpatreno na vakuové rotacni odparce a jednotlivé frakce mohly
byt stanoveny gravimetricky. IThned po zvaZeni byly tyto frakce podrobeny esterifikaci. Elu¢ni
¢inidla bylo nutné ptipravovat t€sn¢ pred zah4jenim frakcionace, kviili jejich vysoké t€kavosti
(mohlo by dojit ke zméné poméru rozpoustédel, pripadné ke zméné koncentrace eluéniho
roztoku).
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Obrdazek 10: Pritbéh frakcionace vzorku.
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Obrdzek 11: Zarizeni SPE Manifold s NH2-kolonkami.

3.3.2 Kiysela esterifikace s bortrifluoridem jako katalyzatorem (TAG)

Destilacni bainka se 100 pl oleje ¢i s frakci TAG byla umisténa do topného hnizda, byly
piidany 4 ml methanolického roztoku NaOH (c = 0,5 mol-dm™) a varny kaminek. Batika byla
osazena zpétnym chladi¢em a byl zapocat ohfev. Obsah banky byl vaten, dokud nevymizely
kapicky tuku (5-10 minut). Kazdych 30 sekund bylo zapotiebi krouzivymi pohyby promichat
obsah baiiky, aby nedochézelo ke sraZzeni NaOH na jejich sténéch.

Po rozpusténi veskerého tuku bylo pifes zpétny chladi¢ pipetovano 5 ml methanolického
roztoku bortrifluoridu. Pfesné¢ po 3 minutach byly ptes chladi¢ pipetovany 3 ml isooktanu,
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destilacni banka byla vyjmuta z topného hnizda a var byl zastaven. Ihned bylo do smési ptidano
20 ml nasyceného vodného roztoku NaCl, baiikka byla uzaviena a protiepana. Poté byla
doplnéna roztokem NaCl az po hrdlo baiiky, aby bylo zfeteln¢ vidét rozhrani dvou fazi. Banka
se nechala 5 minut odstat k fadnému rozd¢€leni fazi.

Z horni isooktanové vrstvy byly odpipetovany 2 ml do 4ml vialky. Na prosuseni vzorku bylo
do vialky pfiddno malé mnozstvi bezvodého siranu sodného, a z takto upraveného roztoku byl
odebran 1 ml vzorku do vialky k analyze na plynovém chromatografu.

Piiprava methanolického roztoku NaOH (c = 0,5 mol-dm-?)
Do odmérné banky (100 ml) byly navazeny 2 g NaOH, které byly posléze rozpustény
za mirného ohfevu na vodni lazni ve 100 ml methanolu. Takto pfipraveny roztok je mozné
skladovat v chladni¢ce maximaln¢ tii mésice.

3.3.3 Kiysela esterifikace s bortrifluoridem jako katalyzatorem (VMK)

Postup pii esterifikaci VMK se li§i pouze v tom, Ze se zde vynechava prvni krok — piidavek
methanolického roztoku NaOH. Do banky obsahujici olej nebo frakci VMK byly tedy rovnou
pipetovany 4 ml methanolického roztoku bortrifluoridu a smés byla ptfivedena k varu.
Po 3 minutach byly pfidany 3 ml isooktanu, batnika byla vyjmuta z topného hnizda a var byl
ukoncen.

Stejné jako v pfedchozim piipadé bylo zde pfidano 20 ml nasyceného vodného roztoku
NaCl, a smés byla protfepana. Dale byla banka doplnéna roztokem NaCl az po hrdlo
a ponechana stat k rozdéleni fazi. Hned na to byla odebréna horni vrstva, ta byla prosuSena
bezvodym siranem sodnym a 1 ml upraveného vzorku byl opét pieveden do vialky k analyze
na plynovém chromatografu.

Vzhledem K toxicité bortrifluoridu bylo nezbytné cely proces provadét v digestofi, navic
vSechno sklo muselo byt po jeho pouziti co nejrychleji umyto vodou.

3.4Podminky stanoveni methylesterti mastnych kyselin

Plynovy chromatograf TRACE GC (ThermoQuest Italia S. p. A)
Autosampler AI/AS 3000
Kapilarni kolona DB 23 o rozmérech 60 m x 0,25 mm x 0,25 um
Oven-teplotni program:
o 60 °C 10 minut
o Vzestupny gradient 12 °C-min~* do 200 °C s vydrzi 10 minut
o Vzestupny gradient 5 °C-min~t do 220 °C s vydrzi 15 minut
o Vzestupny gradient 10 °C-min~t do 240 °C s vydrzi 7 minut
e Vstup:
o Teplota injektoru: 250 °C
o Doba bezdé¢licového davkovani: 5 minut
o Davkovani: autosampler bez délic¢e toku (splitless) 1 pl
e Nosny plyn:
o Pritok dusiku: 0,5 ml-min?
e Plameno-ioniza¢ni detektor (FID):
o Teplota detektoru: 250 °C
o Priitok vzduchu: 350 ml-min~t
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o Priitok vodiku: 35 ml-mint
o Make-up dusiku: 30 ml-min!

3.5Identifikace mastnych kyselin

Mastné kyseliny v oleji byly stanoveny jako methylestery (MEMK) pomoci plynové
chromatografie. Identifikace MEMK byla provedena na zakladé srovnani retencnich Casi
identickych standardi. Potfebné parametry standardd byly pievzaty z prace Kovala [34] a jsou
uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Prehled standardii pro identifikaci MEMK.

Mastna kyselina

(trivialni nazvy) Ret. ¢as (min)
Ce6:0 kapronova 5,74
C8:.0 kaprylova 6,87
C10:0 kaprinova 8,01
C11.0 undekanova 8,64
C12:0 laurova 9,37
C13:.0 tridekanova 10,20
C14:0 myristova 11,19
Cl4:1 myristoolejova 11,67
C15:0 pentadekanova 12,35
Ci15:1 pentadecenova 12,92
C16:0 palmitova 13,72
Cle6:1 palmitoolejova 14,19
C17:0 heptadekanova 15,25
Cil7:1 heptadecenové 15,79
C18:0 stearova 16,99
C18:1 olejova 17,47
C18:2 linolova 18,46
C18:3n6 gama-linolenova 19,21
C18:3n3 linolenova 20,02
C20:0 arachova 21,56
C20:1 eicosenova 22,30
C20:2 eicosadienova 23,93
C21:0 heneicosanova 24,80
C20:3n6 eicosatrienova 6 25,02
C20:3n3 eicosatrienova 3 25,99
C20:4 arachidonova 26,47
C20:5aC22:0 behenova 28,96
C22:1 erukova 30,16
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Tabulka 1 — pokracovani.

Mastna kyselina

(trivialni nazvy) Ret. ¢as (min)
C22:2 docosadienova 32,90
C23:.0 trikosanova 34,29
C24:0 lignocerova 41,21
C24:1 nervonova 43,29
C22:6 docosahexaenova 43,79

Statistické vyhodnoceni vysledkii

Vsechna data byla zpracovéna a vyhodnocena pomoci programu Microsoft Excel 2016.
Kazdé méteni bylo provedeno ttikrat, resp. pétkrat (n = 3 resp. n = 5), zvlast pro VMK a TAG.

Zastoupeni MK je vyjadfeno semikvantitativné¢ jako plocha piku na chromatogramu
a opakovatelnost/reprodukovatelnost je vyjadiena formou relativni smérodatné odchylky
(RSD).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci naseho ustavu se zabyvame problematikou syri nejriznéjsich typa a lipida v nich
obsazenych. K této problematice byla vyvinuta analyticka metoda pro stanoveni mastnych
kyselin. Mastné kyseliny se v syrech nachéazeji jednak ve formé vazané (mono-, di-
a triacylglycerolli) a jednak ve formé volné. Vzhledem k tomu, Ze volné MK hraji vyznamnou
roli v chuti/aroma syrt, pokouSime se jiz zavedenou metodu rozsifit o moznost stanoveni
i volnych MK. Kompletni proces optimalizace a validace metody je popsan v praci Kovala [34],
cilem této bakalaiské prace bylo ovétit opakovatelnost/reprodukovatelnost, predevsim metody
stanoveni VMK.

Opakovatelnost metody vyjadiuje tésnost shody mezi vysledky nezavislych méteni
ziskanych pouzitim téze zkuSebni metody na identickém materialu, v téZe laboratofi, tymz
pracovnikem za pouziti tychz ptistroji v kratkém casovém rozmezi [35].

Reprodukovatelnost také vyjadiuje tésnost shody mezi vysledky, ale za odliSnych podminek:
jednotliva méteni jsou provedena s riznymi méficimi pfistroji, riznymi pracovniky, v riznych
laboratoftich, po ¢asovém intervalu dostatecné dlouhém ve srovnani s délkou trvani jednotlivého
méfeni, za riznych obvyklych podminek provozu uzivanych ptistroja [35].

Vzhledem k tomu, ze opakovatelnost extrakce tuku ze vzorku syru jiz byla ovétena v praci
Kovala [34], dosazené RSD byly cca do 12 %, pro zjednodusSeni byl v ramci této prace pouzit
vzorek slune¢nicového oleje, ¢imz odpada zdlouhavy proces extrakce. Pro esterifikaci MK byla
pouzita kysela esterifikace s BF3 jako katalyzatorem, vzniklé MEMK byly stanoveny plynovou
chromatografii s FID detekci. Pfesny postup a podminky stanoveni jsou uvedeny v kap. 3.3.

4.1 Moznosti stanoveni volnych mastnych kyselin

Jak jiz bylo zminéno, pro stanoveni VMK se v praxi pouzZiva pifedbézna frakcionace, kdy se
VMK oddé€li od ostatnich lipidickych frakci; v ramci naSich experimentli bylo testovano pouziti
metody SPE (viz kapitola 2.4.3).

Vzhledem k tomu, Ze pouZziti SPE ma své nevyhody: niZsi vytéZznost, vysoka cena SPE
kolonek aj., byla zaroven testovana moZznost ptimé esterifikace VMK. Tato metoda je zaloZena
na ptredpokladu, ze VMK jsou esterifikovany podstatné rychleji, neZ jsou ostatni lipidy
transesterifikovany. Funguje vSak spolehlivé pouze za idedlnich podminek, je tedy nezbytné
dodrZovat konstantni veSkeré parametry metody. Pro stanoveni VMK neni nutné predchozi
zmydelnéni s NaOH a estery se mohou pfipravit ptimo reakci s BF3 (viz kapitola 3.3.3) [12].

4.2 Porovnani reprodukovatelnosti metod

V prvnim experimentu byla porovnana reprodukovatelnost obou vySe zminénych
metod — s/bez piedchozi frakcionace metodou SPE. Uspofadani experimentu je uvedeno na
Obrézku 12.
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Obrazek 12: Usporadani experimentu — schéma analyzy vzorku, SPE — frakcionace lipidii
metodou SPE; TAG — frakce acylglycerolii, VMK — frakce volnych mastnych kyselin.

Tabulka 2: Reprodukovatelnost metod s/bez predchozi frakcionace metodou SPE pro

TAG — frakce

detekovano.

vybrané mastné kyseliny.

TAG VMK
MK SPE TAG SPE VMK
RSD [%)]

laurova 11,6 19,4 18,3 | nd
myristova 17,8 20,6 13,1 25,4
pentadekanova 19,1 16,9 |nd nd
palmitova 45 10,3 11,1 10,6
palmitoolejova 3,9 18,1 |nd nd
heptadekanova 11,2 10,3 |nd nd
stearova 3,4 9,6 12,6 18,8
olejova 1,4 3,5 11,9 4.6
linolovéa 1,1 3,3 25,3 9,9
linolenova 51 49 nd 11,3
arachova 1,3 59| nd nd

acylglyceroli; VMK — frakce volnych mastnych kyselin; nd — nebylo

Reprodukovatelnost byla ovéfena sérii 3 experimentt (u obou metod) téhoz vzorku oleje,
realizovanych ¢tyfmi osobami v prubéhu nékolika dnt. Vysledky RSD (ploch pikit)
jednotlivych vybranych MK jsou uvedeny v Tabulce 2. Hodnoty RSD ziskanych frakci se
pohybovaly v rozsahu:

e Metoda s predchozi frakcionaci SPE — TAG 1,1-19,1 %; VMK 11,1-25,3 %,
e Metoda bez piedchozi frakcionace SPE — TAG 3,3-20,6 %; VMK 4,6-25,4 %.
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Metoda je povazovana za dostateéné¢ presnou, pokud RSD nepiesahnou 10 % [35].
Z vysledku je patrné, ze metoda vykazuje vyssi presnost pro stanoveni TAG nez pro VMK.
VMK se v tucich i syrech nachéazeji v nizkych koncentracich (< 1 %) a jejich detekce je tedy

vvvvvv

Co se tyka porovnani SPE/bez SPE, z Tabulky 2 nejsou patrné vyznamné rozdily,
reprodukovatelnost obou metod je srovnatelna. Metoda piimé esterifikace je vSak jednoduché
arychla a pro rutinni vyuziti vhodné;jsi.

4.30véreni opakovatelnosti metody stanoveni volnych mastnych kyselin

Hlavnim cilem této prace bylo ovétit opakovatelnost metody stanoveni VMK. Na zakladé¢
provedenych experimentl byla vybrana metoda s pfimou esterifikaci VMK ptedevsim pro svou
jednoduchost.

Opakovatelnost této metody byla ovéfena sérii 5 experimenti téhoz vzorku oleje,
realizovanych jednou osobou v jednom dni. Vysledky RSD jednotlivych vybranych MK jsou
uvedeny v Tabulce 3. Hodnoty RSD se pro vybrané MK v tomto pfipadé pohybovaly od 2,9 %
do 16,4 %.

V Ptiloze 1 je na ukdzku uveden chromatogram MK identifikovanych ve slune¢nicovém
oleji, primérné zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin je vyobrazeno na Grafu la
a Grafu 1b. Kvili velkym rozdilim ve velikosti plochy piku a dobré Citelnosti byla data
rozdélena do dvou skupin. Slunecnicovy olej patii do skupiny olejii s pfevahou PUFA, je
charakterizovan vysokym obsahem kyseliny linolové, z nasycenych masnych kyselin obsahuje
predevsim kyselinu palmitovou a sStearovou, z ostatnich nenasycenych kyselinu olejovou.
Ostatni MK jsou zastoupeny minoritné.

Tabulka 3: Opakovatelnost metody pro vybrané mastné kyseliny.

VMK RSD [%]
kapronova 2,9
kaprylova 13,3
kaprinova 59
laurova 16,4
myristova 10,3
myristoolejova 15,6
pentadekanova 14,5
palmitova 12,5
palmitoolejova 8,8
heptadekanova 9,8
stearova 10,4
olejova 6,7
linolova 49
arachova 4.6
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Graf la: Zndzornéni priomérného zastoupeni vybranych mastnych kyselin
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Graf 1b: Zndzorneni primeérného zastoupeni vybranych mastnych kyselin
ve slunecnicovém oleji.
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit opakovatelnost metody stanoveni volnych mastnych
kyselin ve vzorku slune¢nicového oleje. Mastné kyseliny byly esterifikovany za pouziti BF3
jako katalyzatoru, vlastni stanoveni methylesteri mastnych kyselin bylo provedeno
na plynovém chromatografu s plamenovym ioniza¢nim detektorem.

Nejprve byly porovnany dvé metody: s/bez ptedchozi frakcionace pomoci extrakce na pevné
fazi — SPE.

V soucasnosti je metoda SPE za timto G¢elem ¢asto pouzivana, je jednoducha a poskytuje
vysoce Cisté lipidické frakce. Ma vSak 1 své nevyhody — nutnost pouziti rozpoustédel, pomérné
vysoka cena SPE kolonek, ¢asova naro¢nost, horsi reprodukovatelnost.

Ptima esterifikace volnych mastnych kyselin je oproti tomu jednoducha, rychld, poskytuje
vys$si vytéZzky mastnych kyselin.

Vzhledem k tomu, Ze mezi zatazenim kroku frakcionace metodou SPE a ptimou esterifikaci
nebyly patrné vyznamné rozdily v reprodukovatelnosti (RSD byla pro stanoveni bez SPE
4,6-254% a pro stanoveni s SPE 11,1-25,3%), byla Kk finalnimu stanoveni diky své
jednoduchosti a mensi ¢asové narocnosti zvolena metoda ptimé esterifikace. Na zavér byla
ovéfena jeji opakovatelnost (RSD pro vybrané mastné kyseliny 2,9-16,4 %). Z vysledku je
patrné, Ze zvolend metoda je velmi naro¢na na piesné provedeni, zvlasté pii stanoveni nizkych
koncentraci volnych mastnych kyselin — vyzaduje zru¢nost, peclivost a ptesnou kontrolu vSech
parametri. Za téchto podminek 1ze dosdahnout pfijatelné opakovatelnosti, pro rutinni vyuziti
V praxi je zdsadni vyhodou jeji jednoduchost a rychlost.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
DAG diacylglyceroly

FID plamenovy ionizacni detektor
GC plynovy chromatograf

LOD limit detekce (limit of detection)
MAG monoacylglyceroly

ME methylestery

MEMK  methylestery mastnych kyselin

MK mastné kyseliny

MUFA mono-nenasycené mastné kyseliny

PUFA poly-nenasycené mastné kyseliny

RSD relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)
SAFA nasycené mastné kyseliny

SPE extrakce na pevné fazi

TAG triacylglyceroly

VMK volné mastné kyseliny
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8 SEZNAM PRILOH

Ptilohal Ukézka chromatogramu MK identifikovanych ve slunecnicovém oleji.
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9 PRILOHY
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Priloha 1: Ukazka chromatogramu identifikovanych MK ve slunecnicovém oleji.

Identifikace pikii — mastné  kyseliny: 1 — kapronova, 2 — kaprylovd, 3 — kaprinovd,
4 — laurova, 5 — myristova, 6 — myristoolejova, 7 — pentadekanova, 8 — palmitova,
9 — palmitoolejova, 10 — heptadekanova, 11 — stearova, 12 — olejova, 13 — linolova.
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