Jihogeska univerzita v Ceskych Budgjovicich

Zdravotné socialni fakulta

Stanoveni spektra mastnych kyselin ve vybranych
pokrmovych tucich

bakalarska prace

Autor prace: Jana Razimova
Studijni program:  Specializace ve zdravotnictvi
Studijni obor: Zdravotni laborant (ZLP)

Vedouci prace: doc. Ing. Jif{ Spicka, CSc.

Datum odevzdani prace: 3.5.2013



Abstrakt

Stanoveni spektra mastnych kyselin ve vybranych pokrmovych tucich

Cilem této prace je seznamit se s metodami pro stanoveni spektra mastnych kyselin,
piedevsim s plynovou chromatografii s vyuzitim plamenové¢ ioniza¢niho a hmotnostné

spektrometrického detektoru.

Prvni Cast prace se zabyva rozdélenim lipidt, dale piehledem mastnych kyselin
a jejich vlastnostem. Nastinéno je déleni a vyroba potravinatskych tukd. Dalsi oddil se
vénuje moznostem stanoveni mastnych kyselin v tucich, pficemz nejvétsi diraz je

kladen na plynovou chromatografii.

Druha ¢ast se vénuje praktickému stanoveni mastnych kyselin ve vybranych
pokrmovych tucich (Hera, Stela, Zlatd Hané, Sluna, Perla madslova, Flora, Rama
maslova, Alfa maslova). Byly provedeny tfi méfeni s odstupem 3 mésict. Od kazdého
tuku byly pfi kazdém odbéru odebrany 3 vzorky, takze se celkem pracovalo se 72
vzorky. Vzorky se pfed vlastnim méfenim musely pfipravit z divodu zvySeni jejich
t€kavosti. V tomto piipad¢ se konkrétné provedla esterifikace, pii které se mastné

kyseliny pfevedly na methylestery mastnych kyselin.

Vlastni méteni bylo provedeno plynovym chromatografem s vyuzitim plamenové
ioniza¢niho a hmotnostné spektrometrického detektoru. Pro vyhodnoceni a konecné
zpracovani vzorkd byly pouzity programy MS Workstation 6.9, Microsoft Excel —
Statistické programy a Program Statistica od firmy StatSoft CR, s.r.o.

Ptevladajici mastnou kyselinou ve vSech tucich je kyselina olejova. Dalsi silng
zastoupenou kyselinou ve vSech tucich je kyselina palmitova. Jedinou vyjimku tvoii tuk
Flora, kde ma nejvétsi procentudlni zastoupeni kyselina linolova. Mastné kyseliny
typické pro mlécny tuk (kyselina maselna a kapronova, TFA a kyseliny s lichym
poc¢tem uhliki (C15 a C17)) jsou nejvice zastoupeny v tuku Zlatd Hana. U ostatnich

tukt se tyto MK vyskytuji jen ve velmi malych mnozstvich.



Pfi porovnani jednotlivych odbéra je patrné, ze se od sebe vice ¢i méné odliSuji.
Pti¢ina vzniku rozdilii u jednotlivych odbérii je pravdépodobné v tom, ze vyrobky jsou
tvofeny misenim tuk. Tudiz mize dochazet pii vyrobé k mensim odchylkam

ve slozeni.

Z analyzy hlavnich komponent je patrné, ze se tuk Zlatda Hana od ostatnich tuka
nejvice odliSuje. Pficinou jsou MK typické pro mlécny tuk, které se v tomto tuku
vyskytuji v nejveétsim mnozstvi. Samostatnou skupinu tvoii i tuk Flora, kde je naopak
nejveétsi mnozstvi polynenasycenych MK (kyselina linolova). Tuky Stela a Sluna si jsou
slozenim MK velmi podobné, pievazuji u nich totiz kyselina olejova a palmitova. To
samé plati i o tucich Perla maslovd a Rama maslova, kde se navic ve vétsi mife objevila

i kyselina linolova.
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Abstract

Determination of the fatty acids composition in selected shortenings

The objective of this work is to get acquainted with methods for determination
of fatty acids profile, especially with gas chromatography using the flame ionization

detector and the mass spectrometer.

The first part of the work deals with lipids classification, summary of fatty acids
and their properties. It contains also a draft of edible fats division and their production.
Other section deals with ways of determination of fatty acids in fats and puts the main

emphasis on gas chromatography.

The second part deals with the determination of fatty acids in selected shortening
fats (Hera, Stela, Zlatd Hana, Sluna, Perla maslova, Flora, Rama maslova, Alfa
maslova) in practice. Three measurements were taken at three months intervals. There
were taken three samples from each fat during each sampling, it means 72 samples were
taken in total. Samples had to be adjusted to increase their volatility. In this case
specifically the esterification was made where fatty acids were transformed into fatty

acids methyl esters.

The measurement was made by the flame chromatograph using the flame ionization
detector and the mass spectometer. For final samples evaluation softwares MS
Worsktations 6.9, Microsoft Excel — Statistical programs and software Statistica by Stat

Soft CR, s.r.o. were used.

The prevailing fatty acid in all fats is oleic acid. Another acid widely presented
in all fats is palmitoleic acid. The only exception is fat Flora where linoleic acid has
the biggest percentage. Fatty acids typical for milk fat (butyric and caproic acids, TFA
and acids with odd number of carbon atoms (C15 a C17)) are chiefly presented in fat

Zlata Hana. In other fats these fatty acids are found just in small quantities.



By comparing single samplings it becomes clear that they are more or less different.
The reason of these differences lies probably in fats mixing. That is why during

production some small differences in their composition may occur.

The principal komponent analysis shows that Zlata Hana is the most different fat.
The reason is that this fat contains the most fatty acids typical for milk fat. Another
separate group is represented by fat Flora where the biggest quantity of polyunsaturated
fatty acids (linoleic acid) can be found. Fats Stela and Sluna have very similar fatty
acids compositions, the prevailing fatty acids are oleic acid and palmitoleic acid. That
is also the case of Perla maslova and Rama maslova where even linoleic acid was found

in quite a big quantity.
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Seznam pouzitych zkratek
MK — Mastné Kyseliny

SAFA —nasycené MK (Saturated Fatty Acids)

MUFA — nenasycena MK s jednou dvojnou vazbou (MonoUnsaturated Fatty Acids)
PUFA — nenasycena MK s né€kolika dvojnymi vazbami (PolyUnsaturated Fatty Acids)
TAG — TriAcylGlycerol

LDL — lipoproteiny s nizkou hustotou (Low-Density Lipoproteins)

HDL - lipoproteiny s vysokou hustotou (High-Density Lipoproteins)

TFA — trans-nenasycené MK (Trans Fatty Acid)

GC — plynova chromatografie (Gas Chromatography)

FID — plamenov¢ ionizaéni detektor (Flame lonization Detector)

MS — hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

El — elektronova ionizace (Electron lonization)

Cl — chemicka ionizace (Chemical lonization)

FAME — methylestery mastnych kyselin (Fatty Acid MethylEsters)
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Uvod
Uplatnéni pokrmovych tukti v bézné domacnosti je velmi Siroké ve studené kuchyni
1 pi1 peCeni. Maji vSak vyuziti i v potravindiském pramyslu — v pekarenstvi, pti vyrobé

trvanlivého peciva nebo cukrarenskych V}'frobkﬁ.(30)

Z raznych literarnich zdroji se mizeme docist, jaké mastné kyseliny jsou prospésné
a jaké naopak Skodi. OvSem samotné stanoveni jednotlivych pokrmovych tuki az tak

dostupné neni.

Cilem této prace je tedy seznamit se s metodami stanoveni mastnych kyselin,
konkrétné¢ s plynovou chromatografii. A nasledné, na zdkladé tohoto sezndmeni,

stanovit spektrum mastnych kyselin u vybranych pokrmovych tuk.

V teoretické casti bude zpracovéan piehled déleni lipidli a mastnych kyselin. Déle
vliv jednotlivych mastnych kyselin na lidsky organismus a nastinéni déleni a vyroby
potravinarskych tukd. Dalsi kapitola se bude vénovat moznostem stanoveni mastnych
kyselin, pficemz nejvétsi Cast bude vénovana jiz zminéné plynové chromatografii

S vyuzitim plamenové€ ioniza¢niho a hmotnostné spektrometrického detektoru.

Posledni ¢ast se bude zabyvat praktickym stanovenim spektra mastnych kyselin ve
vybranych pokrmovych tucich pomoci plynové chromatografie s vyuzitim MS-EI

a MS-CI detekce pro identifikaci, a naslednym statistickym zpracovanim vysledki.
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1 Teorie

1.1 Lipidy
Jsou to ptirodni latky, jejichz vyraznou charakterni vlastnosti je hydrofobnost —
schopnost odpuzovat vodu. Chemickym slozenim jde o zna¢né nejednotnou skupinu.
Casto jsou to derivaty (napiiklad estery) mastnych kyselin a hydroxysloucenin (napf-.
glycerol) nebo aminosloucenin (napf. sfingosin). Obecné o nich lze fict, ze se jedna

0 nizkomolekularni slougeniny. %%

Lipidy jsou dulezitou slozkou potravy nejen pro svou vysokou energetickou
hodnotu, ale 1 pro obsah esencidlnich mastnych kyselin a v tucich rozpustnych vitamint.
V téle slouzi tuk jako vydatny zdroj energie, at’ ptimy nebo potencialni, ulozeny do
zasoby v tukové tkani. Ma téz vyznam jako tepelny izolator v podkozni tkani a v okoli
nékterych organti. Dale jsou z lipidi tvofeny i obaly neuronii a cytoplasmatické

fosfolipidové membréany. &89

Podle chemického slozeni muzeme lipidy rozde¢lit do tii hlavnich skupin na
homolipidy, heterolipidy a komplexni lipidy. Ve vSech téchto skupinach jsou pfitomny

mastné kyseliny (M K)_(1,14)

1.1.1 Homolipidy
Homolipidy, neboli jednoduché lipidy, se skladaji z mastnych kyselin, na kterych
jsou esterovou vazbou vazany alkoholy. Podle struktury vazaného alkoholu je délime

na:

a) Tuky, coz jsou estery vySSich mastnych kyselin a glycerolu. Podle poctu
navazanych mastnych kyselin rozezndvame monoacylglyceroly (navdzana jedna mastna
kyselina), diacylglyceroly (navazany dvé mastné kyseliny) a nejéastéji se vyskytujici

triacylglyceroly (navazany tii mastné kyseliny). Z technického hlediska se déli na tuhé
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tuky a kapalné oleje (za pokojové teploty). Jsou dulezitou soucasti potravy i technickou

surovinou.

b) Vosky jsou estery vyssich mastnych kyselin a jednosytnych alkohold. Hlavnim

vyznamem vosk je, ze tvoti hydrofobni vrstvu na povrchu organismﬁ.(l’2’3‘14’25’27)

Obrazek 1: Schéma triacylglycerolu — na glycerolu jsou navazané tti MK.?"

1.1.2 Heterolipidy

Obsahuji krom¢& mastnych kyselin a alkoholu jesté dal§i kovalentné vazané

slouceniny. Podle téchto sloucenin se déli do skupin.

a) Fosfolipidy jsou lipidy, které obsahuji esterové vazanou kyselinu fosfore¢nou.

Vyskytuji se u vSech zivocicht a rostlin jako sou¢ast bunéénych membran.

b) Glykolipidy jsou estery vysSich mastnych kyselin, které obsahuji glykosidovou

vazbou navédzané cukry. Podobné jako fosfolipidy byvaji soucasti bunécnych struktur.

c) Sulfolipidy obsahuji vazanou kyselinu sirovou. Také doprovazi fosfolipidy

v bunéényceh strukturach, 2327
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1.1.3 Komplexni lipidy
Jsou to makromolekularni latky, obsahujici lipidovou slozku, na kterou je
vodikovymi miustky, hydrofobnimi interakcemi a jinymi fyzikalnimi vazbami navéazan

polysacharid nebo také protein.

Z lipoproteinli stoji za zminku lipoproteiny krevniho séra, protoze maji velky
vyznam Vv rozvoji chorob krevniho ob¢hu. V jadru jsou tvofeny nepolarnimi
triacylglyceroly a esterifikovanym cholesterolem, zatimco na povrchu nachdzime vice
polarni lipidy (volny cholesterol a fosfolipidy) a bilkoviny. Oznacuji se podle hustoty
nepolarnich lipidi na lipoproteiny s nizkou (LDL) nebo lipoproteiny s vysokou hustotou
(HDL). Ze zdravotniho hlediska je vyznamny HDL, ktery napiiklad ptenasi piebyteény

cholesterol z bun&nych membréan do jater.®)

V praxi se pro zjednoduseni Castéji pouziva déleni na polarni a neutrdlni lipidy.
K polarnim lipidiim jsou fazeny fosfolipidy a také mnohé dalsi heterolipidy. Neutralni
lipidy zahrnuji estery glycerolu, steroly a jejich estery a také volné mastné kyseliny,

ackoli nejsou neutralnf.®

1.2 Mastné kyseliny

Jsou nejvyznamnéjsi slozkou lipidi z hlediska vyzivy. Podle nazvoslovi
pouzivaného v organické chemii se jako mastné kyseliny oznacuji karboxylové kyseliny
s alifatickym uhlovodikovym fetézcem. Struktura MK je typu R-COOH, kde R je

uhlikovy fetézec skladajici se z lichého poétu uhlika.*©
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V piirodé a i v potravinach se vyskytuji v lipidech tyto skupiny MK:

e Nasycené MK (SAFA)
e Nenasycené MK s jednou dvojnou vazbou (monoenové, MUFA)

e Nenasycené MK s nékolika dvojnymi vazbami (polyenové, PUFA)

Dale se muzeme setkat s MK s trojnymi vazbami a s riznymi substituenty
(s kyslikatymi, sirnymi nebo dusikatymi funkénimi skupinami), nebo také
s rozvétvenymi ¢i cyklickymi MK. Tyto MK se ale vyskytuji v lipidech pouze v malych

mnozstvich.

V odborné literatufe se pro strucnost pouzivaji schematické zkratky MK ve formé
C N:M. Kde N je pocet atomu uhliku v molekule a M je pocet dvojnych vazeb (napf.
C 18:2 znamena MK s 18 atomy uhliku a dvéma dvojnymi vazbami — oktadekadienova
kyselina). Pokud je potfeba uvést polohu dvojnych vazeb, Casto se v literatufe uvadi
symbol A*® ¢ ¢ kde pismena udavaji polohy dvojnych vazeb od karboxylového konce.
Vedle systematickych nazvi se pouzivaji i nazvy trividlni, které ptevladaji zvlasté

V bézné praxi.(1’27)

1.2.1 Nasycené MK
Jsou béZnou soucasti piirodnich lipidi. Nejcastéji maji sudy pocet atomilt uhliku
azpravidla rovny, nerozvétveny fetézec, neobsahujici zadnou dvojnou vazbu.
Nejhojn¢j$imi nasycenymi MK ve tkéani Zivocichil i rostlin jsou rovné fetézce s 14, 16
a 18 atomy uhliku. V esterifikované formé¢ se vyskytuje celd fada MK s délkou fetézce
2az 36 atomi uhliku. Nasycené mastné kyseliny jsou chemicky celkem stalé.
Ve struktufe dochdzi ke zménadm aZz po dlouhodobé&j$im zahiivani nebo vystaveni

vysokym teplotém.(l‘A)

K vyznamnym nasycenym MK patii kyselina butanova (maselna), kterou najdeme
ve vyznamném mnozstvi v kravském mléku. Dale kyselina hexadekanova (palmitova),

kterd je povazovana za nejrozSifenéj$i nasycenou MK v piirodé a nachazi se ve
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vyraznych mnozstvich v zivoéisnych i rostlinnych lipidech. Kyselinu oktadekanovou
(stearovou) nachazime opét ve vétsiné zivych tkani. Vyskytuje se ve vétsi koncentraci
V tuku pfezvykavcu (mléény tuk a 1dj) nebo v rostlinnych tucich (kakaové maslo),

a samoziejme v pramysloveé hydrogenovanych tucich.®

Obrazek 2: Schéma kyseliny stearové.?”

o, OH
Wt

Nasycené MK jsou nepostradatelné pro tvorbu steroidnich hormont a zajistuji télu
dodavku cholesterolu. Na druhé strané pii vySsi spotfebé piedstavuji jednu z pficin
mnoha chronickych onemocnéni. ZhorSuji okyslicovani krve a tkani, urychluji proces
starnuti, zvySuji hladinu cholesterolu v krvi a tim i riziko vzniku srde¢né-cévnich
onemocnéni. Nachazeji se v zivo¢iSnych produktech. Nejvice jsou obsazeny v Cerveném
mase, tuénych mléénych produktech, sddle a mésle. Z rostlinnych zdroji je obsahuje

palmovy a kokosovy 0lej.®%®

1.2.2 Nenasycené MK s jednou dvojnou vazbou
Nenasycené MK s jednou dvojnou vazbou (monoenové) se 1i$i od nasycenych MK
tim, Ze obsahuji dvojnou vazbu. Tato vazba vznikd odebranim dvou atomi vodiku
uprostied fetézce od prilehlych atomii uhliku. Délka fetézce monoenovych mastnych
kyselin je nejcast&ji 10 az 30 atomt uhliku. Retézec obsahuje jednu dvojnou vazbu

V poloze cis neboli Z (mnohem mén¢ v poloze trans neboli E). Dvojna vazba mutze byt
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v ruznych pozicich a podle pozice je uvedena ve svém ndzvoslovi ve vztahu
s karboxylovou skupinou. Mnohé monoenové MK maji také opét své trividlni nazvy,

které jsou bézné pouiivény.(1’4‘6)

K vyznamnéjsSim monoenovym MK patii kyselina oktadecenova (olejova), ktera je

v

zdaleka nejhojn€jsi monoenova MK v rostlinnych a Zivocisnych tkanich. Naptiklad

olivovy olej obsahuje az 78 % kyseliny olejové.(z)

Obrazek 3: Schéma kyseliny olejové.(27)

Dal§imi dtlezitymi zdroji monoenovych MK je olivovy olej, dale pak olej
kanolovy (odrda fepky), hroznovy, arasidovy, mandlovy, makadamovy a avokadovy.

Z 7ivogisnych zdrojii pak hovézi 1iij, husi a veprové sadlo.©

Oleje bohaté na monoenové MK jsou povazovany za ideédlni, protoze jejich
pravidelnd konzumace dokonce snizuje hladinu LDL. Kromé toho podléhaji monoenové
MK mén¢ oxida¢nim zméndm neZ polyenové MK. Na celkovém energetickém piijmu

by se mély podilet 10 az 15 %.©®

1.2.2.1 Trans-nenasycené mastné kyseliny (TFA)
Kazda dvojna vazba u nenasycenych MK muze mit dvoji prostorové usporadani,
ato cis- nebo trans-. Podstata spo¢iva v orientaci atomt vodikti vzhledem k ose
dvojnych vazeb. Forma cis- obsahuje oba atomy vodiku na stejné strané dvojné vazby,

oproti tomu forma trans- ma vodikové atomy na riznych stranach.®
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Obrizek 4: Schéma trans-MK a cis-MK.®

§ VYN G A A oo

trans-forma mastné kyseliny

cis-forma mastné kyselina

Tato nepatrnda zména ma za nasledek zna¢nou zménu tvaru molekuly MK.
Nenasycené MK s vazbou trans- maji tvar molekuly podobny nasycenym MK, tedy
fetézec ptimy. To ma velky vyznam v enzymovych reakcich a pfi tvorbé membran, kde

se tyto kyseliny nejvice uplatfluji.(e)

Jsou stabilni vici oxida¢nimu zluknuti, coz jim umoznuje mit dlouhou trvanlivost,
a maji prechodny bod tani mezi nasycenymi a nenasycenymi MK. Z téchto divodi byly
Siroce pouZivdny v potravindifském primyslu. Na zdkladé¢ epidemiologickych
a klinickych diikazii v poslednich letech TFA pravdépodobné zvySuji riziko ischemické
choroby srdec¢ni. VSe nasvédCuje tomu, Ze trans-izomery mastnych kyselin maji
podobné, poptipade jesté horSi ucinky na hladinu cholesterolu v krvi nez nasycené
mastné kyseliny v zZivocisnych tucich. Déle se ukazuje, Ze trans-izomery MK zhorSuji

schopnost tkani reagovat na inzulin a zvysuji riziko diabetu 2. typu.®3?)

Do potravniho fetézce se TFA mohou dostavat v podstaté tfemi cestami. Prvni
zpusob je tzv. enzymovou hydrogenaci, kterou zpusobuji bakterie v zazivacim traktu
pfezvykavel (napf. ovci a skotu). Ze zazZivaciho traktu se vstfebavaji stfevni sténou
a nasledné ukladaji do podkozniho a mlé¢ného tuku. V dalsim piipadé¢ mohou vznikat
pfi vysokém zahtfivani oleji (napfiklad pfi prudkém smaZeni pokrmi nad teplotu

220°C). Nejvetsi mnozstvi trans-nenasycenych MK vSak vznikalo pfi vyrobé ztuzenych
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tukii neboli margarinti. V poslednich letech je vSak tento zastaraly zplisob upravy tukt
nahrazen zpusoby novymi, pii kterych TFA nevznikaji (nebo jen v zanedbatelném

mnoistvi).(G)

Podle doporuceni Mezinarodni margarinové asociace by roztiratelné margariny
mely obsahovat nejvySe 1 % TFA a smésné tuky a margariny pro dal§i primyslové

vyuziti nejvyse 5 %.%

1.2.3 Nenasycené MK s nékolika dvojnymi vazbami
MK se dvéma dvojnymi vazbami (dienové) se vyskytuji v tucich jen stopové.
Nejvyznamnéjsi z dienovych MK je (cis, cis)-oktadeka-9,12-diénovakyselina neboli
kyselina linolovd. K vyznamnym nenasycenym MK s vice dvojnymi vazbami
(polyenové MK) se tadi (cis, cis, cis)-oktadeka-9,12,15-trienovakyselina (a-linolenova

kyselina). Opét existuji jak polohové tak prostorové izomery.(2’6’32)

Obrazek 5: Schéma kyseliny linolové a kyseliny a-linolenové.®”

O, OH O OH
N\
\\C/ N C/

Nékteré MK si ¢lovek nedokaZe sam syntetizovat a musi je v dostatetné mife
pfijimat v potravé. Témto kyselinam se fika esenciadlni MK. Tato skupina polyenovych

MK je charakteristickd tim, ze obsahuje na ve svém fetézci dvé dvojné vazby v poloze
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cis na Sestém a tfetim uhliku od methylového konce fetézce. Kyseliny s dvojnou vazbou
v poloze cis na Sestém uhliku se také nazyvaji n-6 kyseliny nebo -6 kyseliny. Kyseliny
s dvojnou vazbou v poloze cis na tfetim uhliku mizeme nalézt 1 pod nazvem n-3

kyseliny nebo -3 kyseliny.®24%)

Obrazek 6: Schéma w-6 kyseliny a -3 kyseliny (Sipka znadi methylovy konec).®)

ANAA
H é M R.COOH

Ptiznivy vliv -6 a ®-3 kyselin na lidsky organismus je rozsahly. Nejvetsi mnozstvi
téchto kyselin se spotiebuje na tvorbu bunéénych a intracelularnich membran, véetné
membran pokozky. Déle maji vyznamnou ulohu pfi rozmnoZovani a pfi vystavbe
nervovych tkani. Jejich dostatena konzumace vede ke snizovani LDL a nepatrné

zvysuje obsah HDL v krevni plazmg.©233%)

Kyselina linolova a linolenova se nachazi zejména v kli¢cich obilovin (pSenice,
kukufice, atd.), v suchych plodech (vlasskych ofesich, mandlich, liskovych ofiscich,
atd.) a ve slunec¢nicovém, fepkovém ¢i sezamovém oleji Dal§im vyznamnym zdrojem
esencidlnich MK jsou moftské ryby. Asi v desetkrat menSim mnozstvi jsou obsaZeny
také v zivo¢isném tuku prezvykavcu. Jejich nedostatek mtize zplsobit poskozeni ktize,

poruchy zraku, ristu, reprodukce a deprese. 2283132

1.2.4 DalSi mastné kyseliny
Ve srovnani s vySe uvedenymi typy MK se tyto MK v potravinafstvi a ve vyzivé

Clovéka uplatiuji podstatné méne.
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1.2.4.1 MK s rozvétvenym Fetézcem
Jde o MK, které maji bo¢ny fetézec, tvofeny vétsSinou jednim uhlikem, jde tedy
0 methylderivaty. Tato methylova skupina byva vazéna nejcastéji na piedposlednim
atomu uhliku. Tyto MK se obvykle oznacuji jako isokyseliny. Kdyz je methylova
skupina vazana na tfetim atomu uhliku od methylového konce, jde o anteisokyseliny.

Vyjimecné je methylova skupina vazéana také uprostied uhlovodikového tetézee.

Obrazek 7: Schéma isokyseliny a anteisokyseliny.(z)

CHz
i
Iso- CH, Anteiso-
1.2.4.2 Cyklické MK

Obvykle jde o alicyklické slouceniny (s uzavienym uhlikovym fetézcem).
Cyklopropanovy, nebo cyklopropenovy kruh je vétSinou vazan uprostied
uhlovodikového fetézce, kdezto cyklopentenovy kruh je zpravidla na konci fetézce.

Ostatni cykly v molekule jsou vzacné. W

Obrazek 8: Schéma cyklické MK.®

1.2.4.3 MK s kyslikatou funkéni skupinou
V piirodé se vyskytuji jen jako méné vyznamné MK. Jde o MK obsahujici
hydroxyskupinu. Z dalsich kyslikatych substituentd se vyskytuje ketoskupina

a epoxidova skupina.(l’z)

Obrazek 9: Schéma MK obsahujici hydroxyskupinu.®

/\/\/\/\/\/\/V'\/\/\l/COOH

OH
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1.3 Vyroba tuki

V dnesni dobé jsou dostupné riizné druhy tuku, které mizeme pouzit ke konzumaci.
V zékladnim déleni mutZeme rozliSovat tuky vyrobené Ccist€¢ z rostlinnych olejt,
Z mlécného tuku a smésné (obsahujici rostlinny 1 mléény tuk). Vyroba jednotlivych

druhu tuka se 1i8i.

1.3.1 Vyroba ztuZenych tuki
Vlastni vyroba ztuzenych tukii neboli margarinti je zaloZena pouze na fyzikéalnich
procesech a zacina u rostlinnych oleji a tukti, které tvoii 25 az 100 % konecného
produktu. Tuky a oleje pouzité ve vyrobcich se ziskavaji zejména z olejnatych semen
bud’ lisovanim nebo extrakci, nebo kombinaci obou zplsobii. Surovy olej se musi
rafinovat, z divodl odstranéni neptfijemnych organoleptickych vlastnosti. Rafinace
neboli ¢isténi surového kapalného oleje 1 tuhého tuku je soubor technologickych

operaci, pti kterém se odstraniuji z oleji netukové slozky.

Dals$imi fazemi tvorby margarinli jsou hydrogenace (ztuZovani), interesterifikace

a frakcionace.

Hydrogenace je preména tekutych tukd v pevné, ptisobenim vodiku za pfitomnosti
katalyzatoru niklu, za urcité teploty a tlaku. Do zacatku 90. let byla rozSifend castecna
katalytickd hydrogenace, v dneSni dobé se kviili vysokému obsahu trans-izomert MK
zacala nahrazovat novégjsi technologii a to interesterifikaci. Nejprve se vyrobi plné
nasyceny tuk (hydrogenace je totalni, vznikly tuk obsahuje pouze nasycené mastné
kyseliny). Tento tuk se smisi s olejem a za pfitomnosti specidlnich katalyzatori dojde
K vyménam mastnych kyselin uvnitt molekul triacylglyceroli i mezi jednotlivymi
molekulami triacylglycerolti. Vysledny tuk pak ma zadouci vlastnosti a pfitom

neobsahuje trans-izomery mastnych kyselin.®"%%3

Cilem frakcionace je oddé¢lit kapalnou frakci od pevnych krystalli podle bodu tani
jednotlivych slozek za dané teploty nebo podle rozpustnosti jednotlivych slozek ve

vhodném organickém rozpoustédle.
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Vyroba margarini na zaver pokracuje tfemi fyzikalnimi procesy: intenzivnim
michanim piedem piipravené smesi tukové a vodni faze vznikne homogenni smés, ktera
se necha krystalizovat na chlazenych valcich a soucasn¢ se mechanicky zpracovava

hnétenim.®®

Margariny byly pivodné koncipovany jako néhrazka masla. Od svého vzniku se
v pribéhu 130 let postupné rozvinuly v samostatnou kategorii jako plnohodnotny
produkt s tadou pirednosti. Tyto vyhody muzeme spatfovat z pohledu funkcnich
i nutri¢nich vlastnosti. Jako ptiklad dobrou roztiratelnost tukii uréenych pro piimou

spotiebu thned po vyjmuti z chladniéky.(16)

1.3.2 Vyroba smésnych tukii
Vyrobky, ve kterych je ¢ast mlééného tuku nahrazena olejem, jsou oznacovany jako
smésné emulgované tuky (pokrmové). Podil mlééného tuku je pozadovan v rozmezi
10 — 80%. Jejich uplatnéni v domdacnosti je velmi Siroké. PouZivaji se ve studené
kuchyni i pii ptripravé tést. Dale se uplatituji v pekarenstvi, pfi vyrob¢ trvanlivého

peciva a cukrarenskych Vyrobkﬁ.(?’o)

Pro vyrobu smésnych emulgovanych tukii se vyuziva bud’ emulga¢niho zptsobu,
kdy je pro ptipravu tukové nasady pouzit bezvody mlécény tuk a vhodny rostlinny olej,

nebo zplsobu zpénovaciho (viz vyroba mésla).(30)

1.3.3 Vyroba masla
Oznaceni maslo mize mit jen vyrobek, ktery obsahuje minimalné 80 % mlé¢ného
tuku. Obsah netukd (mlééné bilkoviny apod.) je obvykle do 2 % a maximalni povoleny
obsah vody do 16 %. Klasické maslo se tedy sklada z emulze mlééné plazmy
v mlé¢ném tuku. Ten je tvoren z 97-98 % homolipidy (estery glycerolu a MK), z 2-3 %
heterolipidy (fosfolipidy, glykolipidy) a ostatnimi latkami rozpustnymi v tucich, tzv.

doprovodnymi latkami lipidl (lipofilni vitaminy, komplexni lipidy a steroidy vcetné
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cholesterolu). Pro mlé¢né tuky jsou typické nasycené MK s kratkym a stifedné dlouhym
fetézcem (napf. maselna kyselina), MK s lichym poc¢tem uhlikli, rozvétvené

a TEA (293040)

Maslo lze wvyrobit tfemi moznymi zpusoby, a to zpénovacim zpisobem,
koncentracnim zptisobem a emulgacnim zpiisobem. Principem zpénovaciho zptsobu je
nahromadéni tukovych kulicek pfi Slehdni smetany, oddéleni vzniklého méselného zrna
od uvolnéné mlééné plazmy (podmasli) a jeho spojeni a uprava hnétenim. Koncentrac¢ni
zpusob spociva v piipravé vysokotuéné smetany talitovou odstfedivkou a nasledném
obraceni fazi mechanickym zpracovanim pii chlazeni a fizené krystalizaci tuku
Vv chladi¢ich se stiranym filmem. Tteti zplsob zahrnuje emulgaci mlécné plazmy

Vv ¢istém mlécném tuku. Podobné je tomu u vyroby margarinﬁ.(SO)

1.4 Stanoveni MK

Stanovenim mastnych kyselin, obsazenych v riznych olejich a tucich, mizeme
zjistit kvalitu a zdravotni nezavadnost potravin. Pro tato stanoveni existuje fada metod.
Velké procento zastoupeni maji chromatografické metody. K nejpouzivanéjSim patii
plynova chromatografie (GC) s vyuzitim plamenové ionizacniho detektoru. Dalsi
moznosti pro stanoveni MK je propojeni GC s hmotnostni spektrometrii (GC-MS),

zejmeéna ve spojeni s chemickou ionizaci, pfipadné dalSich specifickych technik.

V posledni dobé se zna¢né vyuzivd i1 vysoce ucinna kapalinova chromatografie
(HPLC — high performance liquid chromatography). Ve vysokou¢inné kapalinové
chromatografii je mobilni fazi kapalina, na rozdil od GC, kde je to plyn. Mezi mobilni
a stacionarni fazi se analyt rozdéluje béhem separace. Cas, jaky stravi v kazdé fazi,
zavisi na afinité¢ analytu ke kazdé z nich. Protoze je moZno pracovat za laboratorni
teploty bez nutnosti pfevadet vzorek na plyn, je kapalinova chromatografie vhodna i pro

separaci tepeln¢ netékavych a stalych latek jako jsou celé molekuly lipidi (napf.
TAG).1422243234)
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Podrobna analyza slozeni MK je velmi naro¢na, proto se pouzivaji i specialngjsi
metody, které nejsou tak Casté. Pro urceni spektralnich vlastnosti MK u jedlych olejt se
muize pouzit 'H NMR spektroskopie (nukledrni magnetickd rezonance) 1 NIR
spektroskopie (spektroskopie v blizké infracervené oblasti). Vysledky jsou srovnatelné

S hodnotami métenymi plynovou chromatograﬁi.(14’35’36)

1.5 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je analytickd separacni metoda, ktera v systému
chromatografickych metod zaujima vyznamné misto. Rychly rozvoj GC a jeji rozsiteni
plyne ze skute¢nosti, ze jde o metodu jednoduchou, citlivou a vyznacujici se velkou

v s r (7,10
S€paracni UCH’InOStl.( )

Chromatograficka separace vyuzivd déleni slozek mezi dvéma heterogennimi
fazemi. Prvni faze je nepohybliva, neboli staciondrni, mize mit riznou formu. Druhd
faze je pohybliva neboli mobilni a je tvofena nosnym plynem. Stacionarni faze je
tvofena bud tuhym adsorbentem, napf. aktivni uhli, silikagel, (adsorp¢éni plynova
chromatografie, GSC) nebo kapalinou, coz je zakotvena faze nanesena na pevném

nosici (rozdélovaci plynova chromatografie, GLC).(5’8’9)

Pokud chceme, aby byl vzorek analyzovan metodou GC, musi byt vSechny slozky
vzorku pievedeny do plynného stavu definovanym zptisobem. V praxi to znamena, ze
GC je vhodnéa ptfedevsim pro organické latky s teplotou varu do 400°C. Pokud chceme
stanovit touto metodou vzorek, ktery nema tyto vlastnosti, musi se provést

derivatizace.®
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1.5.1 Derivatizace v plynové chromatografii
Jedna se o zavedeni urcitych atomu ¢i funkénich skupin do molekuly analyzované
latky a tim jeji prevedeni na latku s odliSnymi vlastnostmi. Zménou chemické struktury

muzeme docilit zvyseni citlivosti a selektivity a tedy usnadnéni identifikace fady latek.

Analyzované latky se pisobenim rtiznych ¢inidel pfevedou chemickou reakci na
derivaty, tj. na latky nové, s odliSnymi chemickymi a fyzikdlné-chemickymi
vlastnostmi. Hlavnim dtvodem vedouci k derivatizaci v plynové chromatografii je
zvySeni tékavosti analyzovanych latek. Velmi mnoho organickych latek neni totiz
mozno chromatografovat v plynné fazi, protoze je nelze prevést do plynného stavu,
anebo se pfi pokusu o zplynéni rozklddaji. DalSim divodem mize byt zamezeni
nezadouci sorpce, coz se vyuziva tam, kde pfitomna funkéni skupina vytvaii silné

interakce se stacionarni fazi.

V plynové chromatografii mastnych kyselin je nejobvyklejsi derivatiza¢ni reakci
esterifikace. Estery patii k latkdm s dobrymi chromatografickymi vlastnostmi (jsou
tékavejsi nez jim odpovidajici kyseliny, netvofi vodikové mustky, nedimerizuji ani
nedisociuji). Nejvice tékavé a nejcastéji pfipravované jsou methylestery mastnych
kyselin (FAME).@%®

Mezi nejzakladnéjsi typy derivatizaci pii stanoveni mastnych kyselin patii kysele

nebo zasadité katalyzované esterifikace.

1.5.1.1 Kysele katalyzovana esterifikace
Volné mastné kyseliny se esterifikuji zahtfivanim v pfebytku bezvodého methanolu
Vv pfitomnosti kyselého katalyzatoru. Aby reakce probéhla spravné, musi byt vzorek
zbaven vody. NejbéZzngjSim cinidlem je 5 % bezvoda kyselina chlorovodikova
v methanolu. Dale se vzorek lipidd s ¢inidlem zahfiva zhruba 2 hodiny pod zpétnym

chladi¢em.

Nepolarni lipidy (jako napiiklad estery triacylglycerolii) se jen velmi tézko

rozpoustéji v metanolovych rozpoustédlech, pokud nepfidadme dalsi ¢inidlo. K tomu se
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vyuzivalo dfive benzenu, ktery je vSak velmi toxicky. Jako vhodnégjsi Cinidlo se dnes

pouziva toluen nebo tetrahydrofuran.

Timto zpiisobem jsou vzniklé methylestery MK extrahovany do organickych
rozpoustédel (hexanu nebo heptanu). Oddélend uhlovodikova vrstva je dale vysuSovana

bezvodym siranem sodn}'/m.(z’24)

1.5.1.2 Zasadité katalyzovana esterifikace
Pii pouziti zasadité esterifikace probiha esterifikace lipidi velmi rychle. Lipidy jsou
esterifikovany v bezvodém methanolu se zasaditym katalyzatorem. Nejb&zné&j$im
¢inidlem je roztok hydroxidu draselného v bezvodém methanolu (0,5 mol/l). Vzorky
s ¢inidlem jsou opét zahfivany na teplotu pies 50°C. Methylestery MK jsou opét jako
U kyselé esterifikace extrahovany do hexanu ¢i heptanu. Vznikla vrchni vrstva je opét

vysousena za pomoci bezvodého siranu sodného.

Jestlize jsou ve vzorku obsazeny polarni lipidy, pfida se opét dalsi rozpoustédlo,

jako napiiklad toluen nebo tetrahydrofuran.®>%

1.5.2 Pristrojové vybaveni

Separace probihd na plynovém chromatogramu. Jeho zdkladni €asti jsou zdroj
aregulace nosného plynu, davkovaci systém (injektor), kolona, detekéni zafizeni,

termostaty a vyhodnocujici systém.m
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Obrazek 11: Schéma piistrojového vybavena GC. (10)

Injektor vzarku

/ A

Regulator pritoku —~‘
\ Zapisovac (pocitag)
><
Kolona \
Detektor
Nosny plyn Termostaty pro kolonu,

injektor a detektor

1.5.2.1 Nosny plyn
Mobilni fazi je v plynové chromatografii minén nosny plyn. Nosny plyn
transportuje slozky rozdélované smési analytickou kolonou a pfitom se sdm neucastni
separa¢niho procesu. Jako nosné plyny se pouzivaji dusik, vodik, helium a argon.
Faktory ovliviiujici vybér nosného plynu jsou: viskozita, u¢innost, Cistota, reaktivita,
typ pouzivaného detektoru a cena plynu. Dilezité je, aby mél nosny plyn vysokou
Cistotu a neobsahoval kyslik a vodu. Jako zasobnik nosného plynu se pouzivaji tlakové

1ahve.®10

1.5.2.2 Regulatory tlaku a pritoku
Jednd se o elektronické regulacni zafizeni, slouZici k ovladani pritoku a tlaku
nosného plynu. Regulator pritoku zajiStuje staly pratok plynu kolonou a detektorem
bez ohledu na typ nosného plynu, rozméry kolony a teplotu. Tlak je potom proménnou
veli¢inou a nastavi se automaticky podle viskozity plynu, délky kolony a vnitiniho

praméru kolony tak, aby priitok kolonou byl konstantni.%

1.5.2.3 Davkovaci zatizeni
Dévkovacim zafizenim vstupuje analyzovana latka do plynového chromatografu.
Analyzovana latka se nejcastéji vstiikne pomoci specialni injek¢ni stiikaCky ptes

septum, které je ze zvlastni pryZe odolné vysokym teplotdm. Septum odd¢luje vnitini
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prostor injektoru od vnéjsiho prostoru. Teplota v injektoru musi byt vyssi oproti teploté

varu nejmén¢ tékavé slozky vzorku.®19

1.5.2.4 Kolony
V GC se pouzivaji dva typy kolon: népliové a kapilarni. Pii stanoveni MK se

vyuzivaji pfedevsim kolony kapildrni.

1.5.2.4.1 Napliové kolony
Naplnové kolony jsou tvofeny trubici vyrobenou ze skla ¢i nerezové oceli a plnény
granulovanym materidlem (napf. adsorbentem nebo nosiCem pokrytym kapalnou
staciondrni fazi.) Jako nosi¢ zde slouzi kiemelina o priméru ¢astic 0,1-0,15 mm. Vnitini

primér kolon je 2-4 mm a délka max. 4 m.

1.5.2.4.2 Kapilarni kolony
Kapilarni kolony jsou oteviené kapilary, kde vnitini stény kapilary funguji jako
nosi¢e. Vnitini stény kapilary jsou potazeny kapalnou stacionarni fazi. Kolony se
vyrabéji z taveného kiemene, kde je povrch potazeny vrstvickou polyimidu, ktery dava
koloné¢ pruznost. Primér kolon byva nejcastéji 0,2-0,75 mm a délka 50 m. Existuji

ruzné typy téchto kolon, pfi€emZ nejvice pouzivanou je kolona WCOT.

WCOT (wallcoated open tubular) je kolona s tenkym filmem kapalné stacionarni
faze, ktery je pfimo nanesen na vnitini stén¢ kolony. Tloustka kapalného filmu byva

v rozmezi 0,01 do 5 um, vnitini primér kolony se pohybuje od 100 um do 1 mm.

SCOT (support coated open tubular) na nosic¢i, ktery je zachyceny na vnitinich

sténach kapilary, je zakotvena kapalina. TlouStka néplné je 1-5 pm.

PLOT (porouslayer open tubular) je kolona, kde se na vnitini sténé kapilary nachézi

porovita vrstva o tloust'ce kolem 10 pm,#81020.2437)

Jako adsorbenty je mozno pouzit aktivni uhli, silikagel, uhlikové saze, molekulova
sita a syntetické makromolekularni sorbenty. Vice pouZzivanou variantou jsou kapalné
staciondrni faze. Kapalné stacionarni faze musi dobte rozpoustét separované latky, maji

mit nizkou t€kavost, musi byt teplotné stalé a nesmi reagovat s analyzovanymi latkami.
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Aby se zabranilo Uniku kapalné stacionarni faze z kolony, zakotvuji se tyto kapaliny na

nosi¢ chemickymi vazbami.®"

1.5.2.5 Detektory
Ukolem detektoru je, aby pii prichodu samotného nosného plynu a pii priichodu
nosné¢ho plynu obsahujici zkoumany vzorek, poskytl rozdilné signaly na vystupu
Z kolony chromatografu. Teplota detektoru musi byt opét vyssi nez teplota kolony, aby
nedoslo ke kondenzaci nosného plynu. Zakladem Uspésné detekce je spravné rozdéleni
analyzované latky na koloné. Od detektoru se vyzaduje rychla odezva, stabilita

zakladniho signalu a vysoka citlivost.®?

Mezi nejpouzivangj$i detektory v plynové chromatografii patii Plamenové
ioniza¢ni detektor (FID) a Hmotnostné spektrometricky detektor (MS). Dale muze byt
pouzit Tepelné vodivostni detektor (TCD, katarometr) nebo Detektor elektronového

zachytu (ECD).(5’10’24'37)

1.5.2.5.1 Plamenové ioniza¢ni detektor
Pomoci plamenové ionizaéniho detektoru (Flame lonization Detector) urcujeme
mnozstvi (kvantitu) jednotlivych latek ve vzorku, proto slouzi pro kvantitativni analyzu.
Plyn z chromatografické kolony je zavadén ocelovou tryskou do kysliko-vodikového
plamene hotéku, kde probihaji chemioniza¢ni reakce vedouci ke vzniku nabitych castic.
Na $picce mikrohotdku pak dochazi ke spaleni této smési na ionty, které se detekuji na

polarizovanych elektrodach.

FID poskytuje odezvu téméf na vSechny organické latky, pro uhlovodiky je odezva
umérna poctu uhlikovych atomd v molekule. Pouziti FID pfi stanovovani MK pomoci
GC je vyhodné, protoze pro vSsechny MK poskytuje pomérné stejnou odezvu bez ohledu

na délku fetézce, takZe neni tfeba kalibrovat vSechny kyseliny.

Nastaveni prutoku vodiku a vzduchu je velmi dilezité a musi byt provedeno
I sohledem na nosny plyn. Odchylky od optimalniho poméru maji za nasledek
nestabilni plamen a velky Sum. Jednotlivé konstruk¢ni typy FID se od sebe 1i8i zejména

tvarem a umisténim elektrod, které se umistuji napi. jako dvé destiCky rovnobézné

30



s plamenem nebo jednou z elektrod je elektricky odizolovana kovova tryska
horaku. 81029

Obrazek 12: Schéma plamenové ioniza¢niho detektoru. 1 — téleso detektoru, 2 —
plaminek, 3 — elektrody, 4 — vystup spalin, 5 — tryska hotaku, 6 — viko detektoru.®”
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1.5.2.5.2 Hmotnostné spektrometricky detektor

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikdlné-chemickd metoda, kterd urcuje
hmotnosti atomil, molekul a jejich ¢asti po jejich pfevedeni na kladné nebo zaporné
ionty. Tato metoda ma, pii vhodné interpretaci vysledkii méteni, velmi dobrou
vypovidajici schopnost o struktufe stanovovanych latek. Hlavnim vyuzitim je
pfedevSim stopovéa analyza organickych latek s dirazem na zjiSténi jejich struktury.
Spojeni hmotnostniho spektrometru se separacnimi metodami (zejména GC) tedy
umoziuje kromé obvyklé registrace zon latek vychazejicich z kolony provést i jejich

identifikaci na zdkladé zaznamenaného hmotnostniho spektra.(s’ 11.12)

Bézny hmotnostni spektrometr se sklada z ionizovaného zdroje, hmotnostniho
analyzatoru, detektoru se zesilovatem a zdznamovym =zafizenim a z vakuového

systému.(37)
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Obrazek 13: Schéma hmotnostné spektrometrického detektoru. Y
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MS dava veskeré, informace tykajici se pouze ¢astic nesoucich naboj. K prevedeni
analyzované latky do ionizovaného stavu slouzi iontovy zdroj. V prostoru iontového
zdroje dochazi k vétsin€ fragmentacnich reakci, které vedou k destrukci vazeb
vzniklého iontu. Naprosto nezbytnym piedpokladem analyzy je tedy ionizace
analyzované latky. Ionizacni techniky se podle mnozstvi dodané energie déli na tzv.
mekké, jejichz energeticky piebytek dodany molekule je maly a pravdépodobnost
fragmentace nizka, a tvrdé, pii nichz nadbytek vnitini energie postacuje k rozsahle;jsi

fragmentaci primarn& vzniklého iontu.® %12

Elektronova ionizace (EI) je ptikladem tvrdé ioniza¢ni techniky v plynné fazi. Jde
0 nejbéznéjsi a nejlépe propracovany zplsob ionizace, bézné pouzivany u kombinace
GC-MS. Energetickym procesem vedoucim k tvorbé iontt je interakce molekul
analyzované latky M s proudem urychlenych elektront. Pro zdroj elektronil se pouziva
elektricky zZhavené rheniové nebo wolframové vldkno (katoda). Mnozstvi emitovanych
elektronti urCuje velikost Zhaviciho proudu. Proud elektrond je sméfovan smérem
k anod¢. Potencialovy proud mezi zhavenou katodou a anodou urcuje energii elektronu,
prichazejicich do kontaktu s ionizovanou latkou. Za standard se povazuje energie 70eV.
Vzniklé ionty jsou z ioniza¢niho prostoru vytlaCovany elektrostatickymi repelery
(pomocnymi elektrodami) udrzovanymi na vhodném potencialu. Proud iontd je dale
urychlovan a smérovan z iontového zdroje soustavou akceleracnich a fokusa¢nich

elektrod.®
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Obrazek 14: Schéma iontového zdroje s ionizaci narazem elektronti. 1 — piivod

vzorku, 2 — vytlatovaci elektroda, 3 — anoda, 4 — zhavena katoda, 5 — urychlovaci

a fokusacni elektrody, 6 — snizeny tlak.®”

&

)

Chemicka ionizace (CI) je prikladem bézné pouzivané mékké ionizacni techniky
z plynné faze. Spolu s EI je béZné€ pouZivana u kombinace GC-MS. Primarnim zdrojem
je opét proud urychlenych elektroni, jejich energie je vSak pfenaSena zprostfedkované
pres reakéni médium. Reakéni médium je v ioniza¢ni komurce pod pomérné velkym
tlakem (50-100 Pa). Diky vyS$imu tlaku se zvySuje pravdépodobnost
mezimolekuldrnich a meziiontovych interakci. BéZnym reakénim médiem je methan
nebo amoniak. Ve specialnich ptipadech lze pouzit i kapalné reakéni médium jako je
acetonitril nebo methanol. Jeho vyuziti se ukéazalo naptiklad pfi chemické ionizaci pro
uréeni polohy dvojnych vazeb v methylesterech mastnych kyselin. Konstrukce

iontového zdroje je skoro totozna s konstrukci zdroje El. (11133839

Hmotnostni analyzator umoziuje rozliS§it smés iontd o riznych m/z (pomér
hmotnosti ku naboji) v prostoru nebo ¢ase. Pro stanoveni MK se vyuziva kvadrupdlovy
analyzator nebo iontovad past. Kvadrupolovy detektor je slozen ze Ctyf tyci
hyperbolického nebo kruhového prifezu, které jsou piipojeny ke zdrojim
stejnosmérného a stfidavého napéti. lonty, které vlétnou do prostoru mezi tyce, se
dostanou do stfidavého elektrického pole, kde zaénou oscilovat. Zménou vkladanych
napéti je mozné nechat projit filtrem postupné ionty v celém rozsahu m/z. lontova past
umoziuje ucinkem elektrického pole uzaviit ionty v ohrani¢eném prostoru. Ty jsou

nuceny se uvniti pohybovat po uzavienych kruhovych drahach. S rostoucim napétim se
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lonty s rostoucim m/z dostavaji na nestabilni trajektorie a opoustéji prostor iontové pasti
smérem do detektoru. @8V

Obrazek 15: Schéma kvadrupolového analyzatoru. ©)
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detektor

iontovy zdroj

Detektor poté poskytuje analogovy signal, ktery je umérny poctu dopadajicich
iontl. Signdl z detektoru je po digitalizaci pfeveden do pocitace a programovym
vybavenim zpracovan do formy hmotnostnich spekter. Kromé sbéru dat v redlném case
a jejich zpracovani zajiStuje pocitac dalsi fidici a kontrolni funkce souvisejici s chodem

pfistroje.(s'g'll)

Hmotnostni spektrometr pracuje za velmi nizkych tlakli. Kli¢ovou soucasti zatizeni
je 1 vykonny, vétSinou dvoustuptiovy vakuovy Cerpaci systém, ktery umoziuje drzet

nizky tlak za vSech provoznich podminek.(g’n)

1.5.2.6 Termostat
Zajistuje dostateCnou teplotu injektoru, kolony a detektoru, aby byl vzorek stale
V plynném stavu. Teplota kolony se miize programoveé ménit. S rostouci teplotou kolony
roste rychlost analyzy, ale kles4 kvalita separace. V dneSni dobé se pouZzivaji zvlaste
teplovzdusné termostaty. Vzduch je po zahtati vyhtivacimi télisky vhanén ventilatorem

do prostoru. Rozsah dnesnich termostatti je pfiblizné v rozmezi -70°C az 450°C. 52137
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1.5.3 Chromatogramy a hmotnostni spektra
Ptrednosti techniky GC/MS je spojeni vysoké separacni schopnosti plynové
chromatografie s identifikacnimi moznostmi hmotnostni spektrometrie. Z toho tedy
vyplyvé, ze ziskavdme dva druhy zaznamt, a to chromatogram, ktery nds zhruba
informuje o poctu slozek pfitomnych ve vzorku, a hmotnostni spektra jednotlivych pikii,

z nichz usuzujeme na kvalitu slozek.®"

Chromatogram je tedy graficky zdznam zavislosti napétové odezvy detektoru na
Case. Ze ziskanych chromatogrami lze vyhodnotit retencni parametry jednotlivych

signali, plochy a vysky piki atd. Ukézku chromatogramu znazorfiuje obrazek 16.2%

Obrazek 16: Priklad chromatogramu.
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Hmotnostni spektrum umoziuje urcit spektrum analyzované latky. Je to zaznam
iontl vzniklych z analyzované slouceniny uspofadany podle vzristajiciho poméru m/z,
vyneseny proti absolutnimu ¢i relativnimu zastoupeni jednotlivych iontd. Osa
y pfedstavuje odezvu detektoru, kterd je imérnd intenzité¢ iontového proudu a na ose
X je vynesena hodnota m/z. Piky ve spektru jsou zobrazeny v ¢arové (centroidové)

forme. 581
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2 Cil prace a predpokladané hypotézy

Hlavnim cilem této prace je sezndmeni Se S metodou plynové chromatografie
s vyuzitim MS-CI a MS-EI detekce pro identifikaci. Poté, na zaklad¢ tohoto seznameni,
stanoveni touto metodou slozeni MK u vybranych pokrmovych tukdi a zpracovani

ziskanych vysledku.

Ptedpoklddame, Zze vybrané pokrmové tuky budou obsahovat alespont malé
mnozstvi mlééného tuku. Déle predpokladame, ze se jednotlivé odbéry nebudou lisit

procentudlnim zastoupenim jednotlivych MK.

36



3 Material a metoda

3.1 Material

Bylo vybrano 8 typi pokrmovych tukti. Zaméfila jsem se predevsim na tuky, které
predstavuji nahrazku pravého masla. Mizeme tedy u nich predpokladat vyskyt jak

mlééného tak rostlinného tuku.

Byly provedeny 3 méfeni, pii kterych se od kazdého tuku odebraly vzdy tii vzorky.
Prvni méfeni (A) bylo provedeno 26.6., druhé (B) 26.9. a tieti (C) 19.12.2012. Tuky pro

vSechny tfi méteni byly zakoupeny v obchodnim fetézci Tesco.

3.1.1 Jednotlivé tuky

3.1.1.1 Alfa maslova
Roztiratelny margarin se snizenym obsahem tuku 60 %. Slozeni: rostlinné oleje
a tuky, jedla sul (0,2 %), voda, suSena syrovatka, emulgatory (s6jovy lecitin, mono
a diglyceridy MK), konzervant (sorbat draselny), reguldtor kyselosti (kyselina
citronova), maslové aroma, barvivo beta-karoten, vitaminy A, E, D. 100 g maslové alfy
obsahuje 60 g tuku, z toho nasycené MK 21g, mononenasycené MK 27 g
a polynenasycené MK 12 g.

Vyrobeno v Litvé, distributor pro CR KAKA.

3.1.1.2 Flora
Rostlinny roztiratelny pomazankovy tuk se snizenym obsahem tuku (48 %).
Slozeni: voda, rostlinné oleje a tuky, emulgator (mono a diglyseridy MK, slune¢nicovy
lecitin), jedla siil (0,3 %), reguléator kyselosti (kyselina citronova), aromata, vitaminy A,
E, D, barvivo beta-karoten. 100 g Flory obsahuje 48 g tuku, z toho nasycené MK 9 g,

mononenasycené 13 g, polynenasycené 25 g a transizomery < 0,5 g.
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Vyrobeno v EU, distributor UNILEVER CR, spol. s 1. o.

3.1.1.3 Hera
Roztiratelny rostlinny tuk (75 %) na peceni. SloZeni: rostlinné oleje a tuky, voda,
emulgator (slunec¢nicovy lecitin, mono a diglyceridy MK), jedla sil (0,2 %), suSena
syrovatka, regulator kyselosti (kyselina citronova), barvivo (beta-karoten), aroma,
vitaminy A, D. 100 g Hery obsahuje 75g tuku, z toho nasycené MK 32 g a transizomery
MK <0,5g.

Tuk se vyrabi v EU, distributor pro CR UNILEVER CR, spol. s r. o.

3.1.1.4 Perla maslova
Margarin s nizkym obsahem tuku (39 %) s ptfidavkem maésla. Vhodny pro studenou
kuchyni. Slozeni: voda, rostlinné oleje a tuky, modifikovany Skrob (tapioka), maslo
(0,5 %), emulgator (mono a diglyceridy MK, slune¢nicovy lecitin, polyglycerol-
polyricin-okat), jedla sul (0,3 %), suSené podmasli, konzervant (sorbat draselny),
regulator kyselosti (kyselina citronova), vitaminy E, A, D, aroma, barvivo beta-karoten.

100g tuku obsahuje 39 g tuku, z toho nasycené MK 12 g a transizomery < 0,5 g.
Vyrobeno v EU, distributor pro CR UNILEVER CR, spol. s r. o.

3.1.1.5 Rama maslova
Margarin se snizenym obsahem tuku 60 %. Slozeni: rostlinné oleje (39,5 %) a tuky,
voda, suSené podmasli, emulgator (mono a diglyceridy MK, slunenicovy lecitin), jedla
stal (0,2 %), konzervant (sorbat draselny), regulator kyselosti (kyselina citronova),
aroma, barvivo, vitaminy A, D, E. 100 g Maslové ramy obsahuje 60 g tuku, z toho
nasycen¢é MK 18 g, mononenasycenné¢ 28 g, polynenasycené 14g a transizomery

<050¢.

Vyrobeno v EU, distributor pro CR UNILEVER CR, spol. s . o.
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3.1.1.6 Sluna

Rostlinny margarin na peceni, tuk 80 %. Slozeni: rostlinné oleje a tuky (80 %),
voda, emulgatory (s6jovy lecitin, E 471), jedla sal (0,3 %), konzervant (E 202),

regulator kyselosti (E 330), méslové aroma, barvivo beta-karoten, vitaminy A, D3.
Vyrobeno v EU, distributor pro CR KAKA.

3.1.1.7 Stela
Jedly roztiratelny tuk na peceni (80 %). Slozeni: rostlinné oleje a tuky (80 %),
voda, emulgatory (sojovy lecitin, E 471), jedla sul (0,3 %), konzervant (E 202),

regulator kyselosti (E 330), méslové aroma, barvivo beta-karoten, vitaminy A, D.
Vyrobeno v EU, distributor pro CR KAKA.

3.1.1.8 Zlata Hana
Roztiratelny smésny tuk, obsah tuku 73 % z toho 85 % rostlinny a 15 % mlécny.
Slozeni: rostlinny tuk, mléény tuk, smetanovy zakys, emulgatory E 471, barvivo beta-
karoten. 100 g tuku obsahuje 74 g tuku, z toho nasycené MK 38 g, nenasycené¢ MK
36 g, transizomery MK 1 ga ®-3 MK 1 g.

Vyrobeno v Olomouci (OLMA).

3.2 Pristrojové vybaveni

Pro stanoveni MK byl pouzit plynovy chromatograf typu 3800 firmy Varian
Techtron (USA) s detektorem FID, hmotnostni spektrometr typ 4000 firmy Varian
Techtron, standardy od firmy Supelco a dalsi bézné laboratorni vybaveni. Parametry

plynového chromatografu obsahuje tabulka 1.
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Tabulka 1: Parametry plynového chromatografu.

Parametr

Hodnota

Kolona — délka/pramér
— teplota

SelectFAME (firma Farian) -50 m/0,25 mm
S teplotnim gradientem:
55°C po dobu 5 min
170°C s nartstem teploty 40°C/min
196°C s nartstem teploty 2°C/min

210°C s narustem 10°C/min po dobu 8 min

Detektor — teplota

FID - 250°C

Injektor — teplota
— nastiik

— split

250°C
1ul
10

Nosny plyn — pritok

Helium - 1,8 ml/min

3.3 Priprava vzorku

3.3.1 Chemikalie

e Petrolether p.a.

e Bezvody siran sodny

e Hydroxid draselny rozpustény v methanolu (2 mol/l)

e Kyselina chlorovodikova v methanolu (1 mol/l)

3.3.2 Pracovni postup pri pripravé vzorki pred zavedenim do GC
Od kazdého vybraného pokrmového tuku byly odebriny 3 vzorky do predem
popsanych lahvicek. Hmotnost vzorki se odvijela od procentniho obsahu tuku —

¢im méné % tuku pokrmovy tuk obsahoval, tim mél vzorek vétsi hmotnost. Napiiklad
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u vyrobku Hera, ktery obsahuje 75 % tuku, bylo odvazelo 5 mg. Pro odvazeni vzorku

byly pouzity analytické vahy.

Dale byl ke kazdému vzorku pifidan pipetou 1 ml petroletheru a Spicku 1zicky
bezvodého siranu sodného. Po fadném protiepani bylo do kazdé lahvicky ptidano

200 plroztoku hydroxidu draselného rozpusténého v methanolu o koncentraci 2 mol/I.

Nasledné byly opét diikladné uzaviené lahvicky vlozeny do vodni lazné se 60°C,

kde se tfepaly 2 min. Poté byly lahvicky vyjmuty z 1azné€ a ponechany vychladnout.

Dale bylo do kazdé lahvi¢ky ptidano 400 pl roztoku kyseliny chlorovodikové
v methanolu o koncentraci 1 mol/l, ¢imz doslo k neutralizaci hydroxidu draselného.

Dale byly jesté pridany 2 ml petroletheru pro nafedéni smési.

Nakonec bylo z horni vrstvy odebrano pipetou 1,5 ml do lahvicek, které byly poté
dikladn¢ uzaviené¢ vickem. Takto ptipravené lahvicky se vlozily do autosampleru

ptistroje k analyze.

3.4 Vyhodnoceni a zpracovani vzorku

Kvantifikace zastoupeni MK v tucich byla urcena z poméru ploch piki jednotlivych
methylestert MK k celkové ploSe jejich pik. Korekce na odezvu plamenovée

ioniza¢niho detektoru byla provedena pomoci kvantitativnich standardi.

Identifikace jednotlivych methylesteri kyselin byla provedena pomoci
kvalitativnich standardi firmy Supelco (USA) a hmotnostné spektrometrického
detektoru v rezimu chemické ionizace. Jako reakéni médium pfi chemické ionizaci byl

vyuZzit acetonitril.

Pro vyhodnoceni vzorkli byl pouzit program MS Workstation 6.9. Pro nasledné
zpracovani vzorki byly pouzity programy Microsoft Excel — Statistické programy

a Program Statistica od firmy StatSoft CR, s.r.o.
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3.4.1 Analyza hlavnich komponent

Analyza hlavnich komponent (PCA, principal komponent analysis) patii
k nejjednodus§im vicerozmérnym metoddam. Resi problém, jak redukovat podet
proménnych, jez popisuji urcitou skupinu proménnych, tim, Ze se sestroji mensi pocet
novych proménnych, hlavnich komponent, které jsou vzijemné nezavislé. Hlavni

komponenty vznikaji jako linedrni kombinace pivodnich proménnych.

Hlavni komponenty se uspofadavaji podle toho, kolik variability piivodni mnoziny
proménnych objasiiuji. Prvni hlavni komponenta objasiiuje nejveétsi ¢ast této variability.
Zkoumanim hodnot novych proménnych (hlavnich komponent) misto ptvodnich

hodnot ndm tedy umozituje snadnéji porozumeét posuzovanym datim.“
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Vybér mastnych kyselin

Vzhledem k velkym relativnim smérodatnym odchylkdm ve vysledcich u kyselin
(tabulka 2), které jsou v tucich obsazeny v malém mnozstvi, byly vybrany z kone¢nych
vysledkii pouze kyseliny s obsahem nad 0,5 %. Vyjimkou byly kyseliny typické pro
mlécny tuk — kyselina maselna a kapronova, TFA a kyseliny s lichym poctem uhlika
(C15 a C17)). Relativni smérodatna odchylka vybranych MK je tedy pod 5 %. Prehled
vybranych MK ke statistickému zpracovani zahrnuje tabulka 3. Obsahy kyselin
typickych pro mléény tuk byly secteny dohromady. Mnozstvi vylou¢enych vysledkt

tvofi asi 1 %.

Tabulka 2: Relativni smérodatné odchylky v zavislosti na primérném obsahu MK.

Primérny obsah MK [%0] Relativni smérodatna odchylka [%0]
0,06 17,08
0,12 16,04
0,29 7,23
0,40 4,51
0,55 3,71
0,70 3,25
0,10 2,38
1,94 1,29
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Tabulka 3: Prehled vybranych MK.

Pracovni zkratka Mastna kyselina

MK typické pro mlécny tuk:
kyselina maselna, kapronova,

Cx trans MK a kyseliny s lichym
poctem uhliki (C 15:0, C 17:0)

Cc8:0 Kyselina kaprylova

C10:0 Kyselina kaprinova

C12:0 Kyselina laurova

C14:.0 Kyselina kristova

C 16:0 Kyselina palmitova

C 18:0 Kyselina stearova

C 18:1n9cis Kyselina olejova

C 18:1n7cis Kyselina vakcinova

C 18:2n6cis,cis Kyselina linolova

C 18:3n3cis Kyselina linolenova

C 20:0 Kyselina arachova

C 20:1n9cis Kyselina gadolejova

4.2 Spektrum vybranych MK u jednotlivych tuku

4.2.1 Alfa maslova

V tuku Alfa mé nejvétSi procento zastoupeni kyselina olejova a to 38,02 az
40,22 %. Ponékud mensi zastoupeni maji kyselina palmitova (17,86-19,03 %), linolova
(12,51-12,92 %) a laurova (9,75-10,31 %). Procentualni zastoupeni ostatnich MK je
mensi nez 5 %. MK typické pro mlécny tuk se v tomto tuku vyskytuji jen v nepatrném
mnozstvi (0,17-0,25 %). Primérny obsah vybranych MK v tuku Alfa je znazornén

v grafu 1.

44



Graf 1: Primérny obsah MK v tuku Alfa maslova [%].
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4.2.2 Flora
Ptevazujici MK v tuku Flora je kyselina linolova s 36,74-45,72 %. Dal$imi vysoce
zastoupenymi MK jsou kyselina olejova (21,80-24,29 %), palmitova (12,78-15,69 %)
a linolenova (9,02-12,08 %). Ostatni MK jsou zastoupeny pod 4 %. MK typické pro
mlécny tuk se vtomto tuku téméf nevyskytuji (0,06-0,12 %). Pramérny obsah

vybranych MK v tuku Flora je znazornén v grafu 2.
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Graf 2: Primérny obsah MK v tuku Flora [%].
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4.2.3 Hera
Nejvetsi procentudlni zastoupeni v tuku Hera maji kyseliny olejovd (33,50-
34,92 %) a palmitova (27,27-27,89 %). V mensim mnozstvi jsou zastoupeny kyselina
linolova (11,19-11,61 %) a laurova (10,09-10,62 %). Ostatni MK jsou zastoupeny pod
4 %. MK typické pro mlécny tuk se v tomto tuku vyskytuji jen v nepatrném mnozstvi

(0,0,09-0,27 %). Primérny obsah vybranych MK v tuku Hera je znazornén v grafu 3.
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Graf 3: Primérny obsah MK v tuku Hera[%)].
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4.2.4 Perla maslova
V tuku Perla maslova je prevazujici MK kyselina olejova. Pomérné stejné
zastoupeni maji kyseliny palmitova (15,44-16,64 %) a linolova (15,03-16,22 %).
Ostatni MK jsou zastoupeny pod 6 %. MK typické pro mléény tuk se v tomto tuku
vyskytuji jen v nepatrném mnozstvi (0,10-0,15 %). Primérny obsah vybranych MK

Vv tuku Perla maslova je znazornén v grafu 4.
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Graf 4: Primérny obsah MK v tuku Perla maslova [%)].
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4.2.5 Rama maslova
Nejvétsi procentudlni zastoupeni v tuku Rama maslova ma kyselina olejova (40,06-
41,36 %). Pomérn¢ stejné zastoupeni maji kyseliny palmitova (18,02-18,96 %)
a linolova (17,72-18,94 %). Ostatni MK jsou zastoupeny pod 6 %. MK typické pro
mlécny tuk se zde vyskytuji jen v nepatrném mnozstvi. Primérny obsah vybranych MK

v tuku Rama maslova je znazornén v grafu 5.
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Graf 5: Primérny obsah MK v tuku Rama maslova [%)].
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4.2.6 Sluna

Vysoké procento zastoupeni maji v tuku Sluna kyselina olejova (39,69-41,12 %)
a palmitova (33,50-36,06 %). Pomérné¢ méné je zastoupena kyselina linolova (11,75-
12,37 %). Kyseliny kaprylova a kaprinova se v tuku nevyskytuji viibec. Ostatni MK
jsou zastoupeny pod 4 %. MK typické pro mlécny tuk se v tomto tuku vyskytuji jen
v opravdu malém mnozstvi (0,09-0,24 %). Pramérny obsah vybranych MK v tuku Sluna

je znazornén v grafu 6.
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Graf 6: Primérny obsah MK v tuku Sluna[%].
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4.2.7 Stela
Pievazujicimi MK v tuku Stela jsou kyseliny olejova (39,01-40,36 %) a palmitova
(33,90-35,16 %). Pomérné¢ méné je zastoupena kyselina linolova (12,02-12,54 %).
Kyseliny kaprylovd a kaprinovd se v tuku nevyskytuji vibec. Ostatni MK jsou
zastoupeny pod 4 %. MK typické pro mléény tuk se v tomto tuku vyskytuji jen
Vv nepatrném mnozstvi (0,15-0,23 %). Praimérny obsah vybranych MK v tuku Stela je

znazornén v grafu 7.
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Graf 7: Primérny obsah MK v tuku Stela [%].
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4.2.8 Zlata Hana
Pievladajicimi MK v tuku Zlatd Hana jsou kyseliny olejova (35,60-37,74 %)
a palmitova (27,35-30,55 %). Dale obsahuje kyselinu linolovou (8,93-9,46 %),
stearovou (5,71-7,82 %) a laurovou (5,10-5,63 %). Ostatni MK jsou zastoupeny pod
4 %. Jako jediny ma tento tuk vyznamné procento MK charakteristickych pro mlécny
tuk (0,92-1,59 %). Primérny obsah vybranych MK v tuku Zlata Hana je znazornén
v grafu 8.
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Graf 8: Primérny obsah MK v tuku Zlata Hana [%)].
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Celkové miZeme fici, Ze ve vSech tucich pfevlada kyselina olejova. Dalsi silné
zastoupenou kyselinou ve vSech tucich je kyselina palmitova. Jedinou vyjimku tvoii tuk
Flora, kde ma nejvétsi procentualni zastoupeni kyselina linolovd. Pokud se zamétime
na MK typické pro mléény tuk, jako jsou kyselina maselna a kapronova, trans-kyseliny
a MK s lichym poctem uhlikti (C15 a C17), tak jsou nejvice zastoupeny v tuku Zlata
Hana. U ostatnich tuki se tyto MK vyskytuji jen ve velmi malych mnozstvich. Toto
zji$téni miZeme brat jako velmi pozoruhodné, kdyz piihlédneme k faktu, Ze jiz v ndzvu
tfi vyrobki se objevuje pridomek ,,maslova“. S pravym maslem (z mlécného tuku) tedy

tyto vyrobky nemaji prakticky nic spolec¢ného.

4.3 Rozdily mezi jednotlivymi odbéry

Jak je uvedeno vyse, jednotlivé odbéry se méné ¢i vice od sebe odlisuji. Dokazuje
to i jednofaktorova analyza rozptylu, pfi které se hodnotily statistické rozdily u MK pro

kazdy tuk. Tabulka 4 ukazuje, u kterych MK se hodnoty vyznamné lisi na hladiné
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pravdépodobnosti mensi nez 0,05 (oznaceny hvézdickou). V tabulce 5 jsou pro piiklad
zobrazeny konkrétni hodnoty Analyzy rozptylu kyseliny olejové u jednotlivych tuk.
Pti¢ina vzniku rozdili u jednotlivych méteni je pravdépodobné v tom, Ze vyrobky jsou
tvofeny miSenim tukl. Tudiz mtze dochdzet pti vyrobé k men$im odchylkdm ve

sloZeni.

Tabulka 4: Analyza rozptylu MK u jednotlivych tukd (hvézdi¢ka znaci, Ze se

hodnoty u této MK vyznamné 1i8i na hladiné pravdépodobnosti mensi nez 0,05).

Tuk Mastna kyselina
Alfamaslova | C8:0* | C12:0* | C16:0* | C18:1n9cis* | C18:2n6cis,cis* C20:0
Flora C8:0* | C12:0* | C16:0* | C18:1n9cis* | C18:2n6cis,cis* C20:0
Hera C8:0* | C12:0* | C16:0 | C18:1n9cis* | C18:2n6cis,cis C20:0
Perla maslova | C8:0* | C12:0 | C16:0* | C18:1n9cis* | C18:2n6cis,cis* C20:0
Rama maslova | C8:0* | C12:0* | C16:0* | C18:1n9cis* | C18:2n6cis,cis* | C20:0
Sluna C8:.0 | C12:0* | C16:0* | C18:1n9cis* | C18:2n6cis,cis* | C20:0*
Stela C8:0 | C12:0* | C16:0* | C18:1n9cis* | C18:2n6cis,cis* C20:0
Zlata Hana C8:0* | C12:0 | C16:0* | C18:1n9cis* | C18:2n6cis,cis™ C20:0

Tabulka 5: Analyza rozptylu kyseliny olejové u jednotlivych tuku.

i Hladina
pravdépodobnosti
Alfa maslova | 0,0000766
Flora 0,0000004
Hera 0,0019910
Perla maslova | 0,0008554
Rama maslova | 0,0044780
Sluna 0,0027348
Stela 0,0000550
Zlata Hana 0,0001016
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4.4 Aplikace analyzy hlavnich komponent

Tato analyza vyhleda faktory, které jsou né¢jakym zpiisobem spolecné pro vSechny
vzorky. Sutinovy graf (graf 9) znazornuje, z kolika procent faktory popisuji variabilitu
systému. V ptipad¢ této analyzy jsou dulezité prvni tfi faktory. Soucet procent téchto tii
faktorii dava pres 85 %, coz je V literatufe bézné¢ povazovano za dostatecné pro dalsi

zpracovani dat. Prvni faktor je tedy tvoten 37, 39 %, druhy 28,98 % a tieti 21,39 %.

Graf 9: Vlastni ¢isla korela¢ni matice (tzv. sutinovy graf).
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Grafy 10, 11 a 12 znazornuji podil jednotlivych ptivodnich proménnych (mastnych
kyselin) a novych proménnych (faktori). V grafu 10 jsou promitnuty piivodni promeénné
(mastné kyseliny) do faktorové roviny tvofené hlavnimi Faktory 1 a 2. V grafu 11 jsou
promitnuty ptivodni proménné do faktorové roviny tvofené hlavnimi Faktory 1 a 3.

A v grafu 10 jsou promitnuty ptivodni proménné do faktorové roviny tvorené hlavnimi

Faktory 2 a 3.
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Graf 10: Projekce proménych do faktorové roviny (Faktor 1 proti Faktoru 2).
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Graf 11: Projekce proménych do faktorové roviny (Faktor 1 proti Faktoru 3).
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Graf 12: Projekce proménych do faktorové roviny (Faktor 2 proti Faktoru 3).
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Z grafu 13 vyplyva, Ze skupiny ptipadi (tedy vzorki) jsou rozdéleny podle faktort
1 a 2 a zastoupenych kyselin. V jednotlivych skupinach piipadi jsou vzorky jen malo
od sebe odlisné. Ve skupiné A nachazime vzorky Zlaté Hané, Alfy a Hery. Skupina B

predstavuje vzorky ztuku Flora. Ve skupiné¢ C jsou zahrnuty vzorky tukli Rama

maslova, Perla maslova, Sluna a Stela.
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Graf 13: Projekce piipadi do faktorové roviny (Faktor 1 proti Faktoru 2).
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V grafu 14 jsou skupiny piipadd déleny podle faktorii 1 a 3. Skupina D ptedstavuje
tuk Zlatd Hand. Skupina E tuky Sluna a Stela. Ve skupiné F se nachézeji vzorky tuki
Hera, Perla maslova, Alfa méslova a Rama maslova. Ve skupiné G je samostatny tuk

Flora.
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Graf 14: Projekce pripadu do faktorové roviny (Faktor 1 proti Faktoru 3).
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V grafu 15 jsou skupiny pfipadt déleny podle faktorti 2 a 3. Skupina H piedstavuje
vzorky tukt Sluna a Stela. Skupina | Zlatou Hanou. Ve skupiné J se nachazeji vzorky
tuk®i Perla méslova a Rama maslova. A ve skupiné¢ K vzorky tukdi Hera, Flora a Alfa

maslova.
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Graf 15: Projekce ptipadu do faktorové roviny (Faktor 2 proti Faktoru 3).
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Po provedeni analyzy hlavnich komponent mizeme konstatovat, ze Se nejvice
odliSuje tuk Zlatd Hand, kde nachazime nejvétsi mnozstvi MK typickych pro mlécny
tuk, ¢imZ se rozumi kyselina maselna a kapronova, TFA a kyseliny s lichym poctem
uhlik (C15 a C17). Déle potom tuk Flora, kde je naopak nejveétsi mnozstvi
polynenasycenych MK (kyselina linolova). Na vyrobu tohoto tuku byl pravdépodobné
pouzit fepkovy ¢i slunecnicovy olej, protoze oba tyto oleje maji velky obsah pravé
kyseliny linolové."Y Dale mizeme Fict, Ze tuky Stela a Sluna jsou si slozenim MK velmi
podobné, ptevazuji u nich kyselina olejova a palmitova. To samé plati i o tucich Perla

maslova a Rama maslova, kde se navic ve vétsi mife objevuje i kyselina linolova.
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S Zavér

Cilem této prace bylo seznameni se s metodou plynové chromatografie s pouzitim
plamenové ionizacniho a hmotnostné spektrometrického detektoru. Diky tomuto
seznameni bylo provedeno stanoveni mastnych kyselin v osmi pokrmovych tucich. Od

kazdého pokrmového tuku byly provedeny tfi odbéry v ¢asovém odstupu tii mésicii.

Ptevladajici mastnou kyselinou ve vSech tucich byla kyselina olejova. Dalsi silné
zastoupenou kyselinou ve vSech tucich byla kyselina palmitova. Jedinou vyjimku tvofil
tuk Flora, kde méla nejvétsi procentualni zastoupeni kyselina linolova. Kyseliny typické
pro mléény tuk (Kyselina maselna a kapronova, TFA a kyseliny s lichym poctem uhlikt
(C15 a C17)) byly nejvice zastoupeny v tuku Zlata Hana. U ostatnich tuka se tyto MK

vyskytuji jen v malych mnozZstvich.

Pti porovnani jednotlivych odbért bylo patrné, ze se od sebe vice ¢i méné odlisuji.
Ptfi¢ina vzniku rozdild u jednotlivych méfeni je pravdépodobné v tom, Ze vyrobky jsou
tvofeny miSenim tukd. Tudiz mze dochazet pti vyrobé k mensim odchylkam ve

slozeni.

Z analyzy hlavnich komponent bylo ziejmé, Ze se tuk Zlatd Hana od ostatnich tuki
nejvice odliSuje. Pri¢inou byly MK typické pro mlé€ny tuk, které se v tomto vyrobku
vyskytuji v nejvétsim mnozstvi. Samostatnou skupinu tvofil i tuk Flora, kde bylo
naopak nejvétsi mnoZstvi polynenasycenych MK (kyselina linolovd). Tuky Stela
a Sluna si byly slozenim MK velmi podobné, pfevazuji u nich totiz kyseliny olejova
a palmitova. To samé plati i o tucich Perla maslova a Rama maslova, kde se navic ve
vétsi mife objevila 1 kyselina linolova. Ov§em paradoxné, jak by se dalo soudit z ndzvu

vyrobkl, se MK typické pro mlécny tuk v téchto vyrobcich prakticky nevyskytuji.

Predpokladanou hypotézu, zda se ve vybranych pokrmovych tucich objevi alespon
malé mnozstvi mléného tuku, mizeme potvrdit pouze z Casti. Zosmi vyrobku
pouze jeden (tuk Zlatda Hana) obsahoval MK typické pro mléény tuk nad 1 %.
V ostatnich ptipadech se objevil jen v minimalnim mnozstvi. Pfedpokladanou hypotézu,
ze se jednotlivé odbéry nebudou lisit procentualnim obsahem MK, nemizeme potvrdit.

Jak uz bylo feceno, pficina je pravdépodobné ve vyrobé téchto pokrmovych tuki.
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