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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na analyzu mastnych kyselin a tokoferola v rostlinnych
olejich pomoci analytické techniky GC-MS. V teoretické Casti jsou charakterizovany tyto
dvé skupiny latek spolu s principy plynové chromatografie, hmotnostni spektrometrie a jejich
spojeni. Rovnéz je vypracovana reSerse tykajici se stanoveni mastnych kyselin a tokoferolu
v olejich. V experimentalni Casti prace bylo provedeno stanoveni mastnych kyselin a tokoferola
v realnych vzorcich rostlinnych oleju. Tyto latky byly stanoveny po jejich prevedeni
na methylestery (mastné kyseliny) a trimethylsilyl derivaty (tokoferoly). K chromatografické

analyze byly pouzity optimalizované podminky.

KLICOVA SLOVA

Mastné kyseliny, tokoferoly, rostlinné oleje, plynovd chromatografie, hmotnostni
spektrometrie

TITLE

Analysis of fatty acids and tocopherols in oils using GC-MS

ANOTATION

This thesis is focused on the analysis of fatty acids and tocopherols in vegetable oils using
the analytical technique GC-MS. These two groups of compounds together with the principles
of gas chromatography, mass spectrometry and their connection are characterized
in the theoretical part. The literary research regarding the determination of fatty acids
and tocopherols in oils is performed, too. In the experimental part of the thesis,
the determination of fatty acids and tocopherols in real samples of vegetable oil was performed.
These compounds were determined after their conversion to methylesters (fatty acids)
and trimethylsilyl derivatives (tocopherols). The optimized conditions were used for

the chromatographic analysis.
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Uvod

Rostlinné oleje jsou dulezitou slozkou potravy. Skladaji se predevs§im
z triacylglycerolt, obsahuji tedy fadu riznych mastnych kyselin, jejichz profil se 1i8i na zakladé
druhu oleje. Mastné kyseliny se d&li na nasycené, mononenasycené a polynenasycené. Clovék
by m¢él pfijimat pfedev§im mononenasycené a polynenasycené mastné kyseliny, které jsou

praveé ve velkém mnozstvi pfitomny ve vétsin€ rostlinnych oleju.

Olivovy olej, ptezdivany také jako tekuté zlato, je vzacnou komoditou. Je vyhledavany
nejen ke konzumaci, ale také ve farmacii, kosmetickém pramyslu a lécitelstvi. Kromé svych
charakteristickych senzorickych vlastnosti ma ptiznivé zdravotni G€inky na lidsky organismus,
coz je spojovano s vysokym obsahem mononenasycenych mastnych kyselin. Uplatiuje
se v prevenci chronickych onemocnéni, pfedev§im kardiovaskularniho onemocnéni. Olivovy
olej je nedilnou soucasti sttedomotské stravy, jeho oblibenost vSak saha daleko za oblast
Stiedomoti. Dle poméru mastnych kyselin lze usuzovat na puvod olivového oleje, protoze
pomér se meéni v zavislosti na zemi puvodu a klimatickych podminkach. Profil mastnych
kyselin 1ze stanovit pomoci riznych analytickych technik, nejcastéji je vSak pouzivana plynova

chromatografie po prfevedeni mastnych kyselin na methylestery.

V rostlinnych olejich je také vyznamny obsah lipofilnich vitaming, pfedevsim
vitaminu E, ktery je znamy pro své antioxidacni ucinky. Vitamin E v olejich, resp. tokoferoly
a tokotrienoly, Ize po zmydelnéni a prevedeni na trimethylsilyl derivaty rovnéz stanovit pomoci
plynové chromatografie. Stanoveni mastnych kyselin a tokoferolti v rostlinnych olejich je cilem
této prace. K experimentu bylo vybrano dvacet olivovych oleji, dale fepkovy, slune¢nicovy,

Inény a kokosovy olej.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1  Lipidy

Lipidy jsou definovany na zakladé rozpustnych vlastnosti, nikoli primarné dle jejich
chemické struktury. Predstavuji velmi raznorodou skupinu latek, jejiz spoleCnou
fyzikalné-chemickou vlastnosti je hydrofobnost neboli nerozpustnost ve vodé a rozpustnost
ve vodnych rozpoustédlech. Za lipidy se povazuji mastné kyseliny a jejich derivaty, které jsou
odvozené biochemicky a funk&n€. V potravinaistvi se rozeznavaji tuky, oleje, mastné kyseliny,

vosky a lecitin, jelikoz tyto slozky maji prumyslovy vyznam [1, 2].

Podle chemického slozeni se lipidy dé€li na homolipidy, heterolipidy a komplexni lipidy.
Homolipidy jsou slou¢eniny mastnych kyselin a alkoholu a dale se déli dle struktury vazaného
alkoholu. Heterolipidy obsahuji jesté dalsi kovalentné vazané slouCeniny, napt. kyselinu
fosforecnou ve fosfolipidech. V komplexnich lipidech se nachazeji homolipidy 1 heterolipidy,

ale také slozky vazané riznymi fyzikalnimi vazbami, napf. vodikovymi.
Podle struktury se lipidy déli do osmi kategorii:

e mastné kyseliny

e glycerolipidy

e glycerofosfolipidy
e sfingolipidy

e steroidni lipidy

e prenoidni lipidy

e sacharolipidy

e polyketidy [1].

1.2 Mastné kyseliny

Dle nazvoslovi organické chemie se mastné kyseliny (MK) oznacuji jako karboxylové
kyseliny s alifatickym uhlovodikovym fetézcem. Tato definice vSak uplné nekoriguje s tim,
jaké MK jsou vazany v lipidech, jelikoz existuji MK, které definici spliiuji a v lipidech vazany
nejsou (kyselina octova), a naopak nékteré MK, které jsou v lipidech vazany tuto definici
nespliiuji (alicyklické a aromatické). Struktura MK se b&€zn€ oznacuje systematickym nazvem
odvozenym od odpovidajiciho uhlovodiku, dale také trividlnim nazvem nebo zkracenymi

zapisy ve forme€ N:M, kde N je pocet uhlikii v molekule a M pocet dvojnych vazeb [1, 3].
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1.2.1 Kilasifikace mastnych kyselin
Mastné kyseliny lze rozdélit podle typu vazby v uhlovodikovém fetézci na nasycené
a nenasycené. Nenasycené mastné kyseliny se dale déli na mononenasycené a polynenasycené

MK [1, 4].

Nasycené mastné kyseliny (SFA) maji veSkeré uhliky spojené jednoduchou vazbou.
Bézné obsahuji 4-38 atom{ uhliku (nejCastéji o sudém poctu), a zpravidla maji linearni,
nerozvétveny Tfetézec. Ve vétsiné lipidd tvofi 10-40 % z celkovych mastnych kyselin.
Nasycené MK si lidsky organismus dokaZe sdm syntetizovat [1, 5]. Nasycené MK vyskytujici

se v lipidech jsou uvedeny v Tab. 1

Tab. 1 Prehled nasycenych mastnych kyselin [1]

pocet pocet
systematicky atom trivialni systematicky atom trivialni
nazev uhliku nazev nazev uhliku nazev
butanova 4 méaselna eikosanovéa 20 arachidonovéa
hexanovéa 6 kapronovéa dokosanovéa 22 behenovéa
oktanova 8 kaprylova tetrakosanové 24 lignocerova
dekanova 10 kaprinova hexakosanova 26 cerotova
dodekanové 12 laurovéa oktakosanovéa 28 montanova
tetradekanova 14 myristova triakontanova 30 melisova
hexadekanovéa 16 palmitova dotriakontanova 32 lakcerova
oktadekanova 18 stearova tetratriakontanova 34 gheddovéa

V lipidech potravin pfevlada obsah kyseliny myristové, palmitové a stearové [1, 3].

Struktura kyseliny palmitové, resp. hexadekanové, je zobrazena na Obr. 1

Obr. 1 Struktura kyseliny palmitove

Nenasycene mastne kyseliny (UFA) obsahuji jednu nebo vice nédsobnych vazeb
- dvojnych nebo trojnych. Dle poltu dvojnych vazeb se nenasycené mastné kyseliny déli

na mononenasycené a polynenasycené [1, 6].

Jako mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) se oznaCuji mastné kyseliny

obsahujici pouze jednu dvojnou vazbu v fetézci. Navzajem se lisi poétem atoml uhliku,
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polohou dvojné vazby a prostorovou konfiguraci [1, 4]. Vybrané mononenasycené mastné

kyseliny jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Pfehled mononenasycenych mastnych kyselin [1]

pocet poloha
systematicky  atomd dvojné
nazev uhliku vazby izomerie trivialni nazev
4 cis obtusilova
decenova 10 _ o
9 cis kaprolejova
4 cis linderova
dodecenova 12 _ _
9 Cis laurolejova
tetradecenova 14 9 cis myristoolejova
cis palmitoolejova
hexadecenova 16 9 _ _
trans palmitoelaidovéa
cis petroselinova
6
trans petroselaidova
oktadecenova 18 _ _
Cis olejova
9
trans elaidova
9 cis gadolejova
eikosenovéa 20 ]
1 Cis gondoova
cis erukova
dokosenové 22 13 _
trans brassidova
tetrakosenova 24 15 cis nervonova
hexakosenovéa 26 17 cis ximenova
triakontenova 30 21 cis limekvova

Mezi nejzastoupenéjSi MUFA v potravinach patfi kyselina olejova, jejiz struktura je

zobrazena na Obr. 2 [1].

Obr. 2: Struktura kyseliny olejové



Jako polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) se ozna€uji mastné kyseliny, které

obsahuji v molekule vice neZ jednu dvojnou vazbu, resp. dvé az Sest [4, 6, 7]. Vybrané

polynenasycené mastné kyseliny jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3: Pfehled polynenasycenych mastnych kyselin [1, 7]

skupina
PUFA

dienové

trienové

tetraenové

pentaenoveé

hexaenové

pocet

atomQ

systematicky nazev uhliku

oktadekadienova
oktadekatrienova
eikosatrienova
oktadekatetraenova
eikosatetraenova
dokosatetraenova
eikosapentaenovéa
dokosapentaenova
dokosahexaenovéa

tetrakosahexaenova

18
18
20
18
20
22
20
22
22
24

poloha
dvojnych
vazeb
9,12
9,12,15
58,11
6,9,12,15
5,8,11,14
7,10,13,16
5,8,11,14,17
7,10,13,16,19
4,7,10,13,16,19
6,9,12,15,18,21

isomerie
cis, Cis

all-cis

all-cis

all-cis

all-cis

all-cis

all-cis

all-cis

all-cis

all-cis

trivialni nazev
linolova (LA)
a-linolenova (ALA)
Meadsova
stearidonovéa
arachidonova (ARA)
adrenova
timnodonova (EPA)
klupadonovéa (DPA)
cervonova (DHA)

nisinova

Z hlediska vyzZivy jsou dUlezité tzv. dienové mastné kyseliny, tedy kyseliny s dvéma

dvojnymi vazbami. V pfirodnich lipidech se jich vyskytuje ve vyznamném mnozstvi pouze

nékolik. Nejvyznamnéjsi z nich je kyselina linolov4, jejiz struktura je zobrazena na Obr. 3.

Z trienovych kyselin je nejvyznamnéjsi kyselina a-linolenova [1].

Obr. 3: Struktura kyseliny linolové

Polynenasycené mastné kyseliny se dale rozdéluji do dvou skupin, 0-6 a w-3. Tento

zapis je odvozeny od polohy prvni dvojné vazby od methylového konce, tzn. MK fady w-6 maji

prvni dvojnou vazbu na 6. uhliku od methylu. Mezi w-6 mastné kyseliny patfi kyselina linolova

a kyselina arachidonova. Mezi w-3 se fadi kyselina a-linolenovd, kyselina eikosapentaenova

a kyselina dokosahexaenova [1, 3, 6, 7].
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1.2.2 Esencialni mastné kyseliny

Esencialni Zivina je latka, kterou si lidsky organismus nedokéze syntetizovat aje tedy
nutné tuto Zivinu pfijimat potravou. Organismus vsech savcd si nedokaze vytvofit mastné
kyseliny s dvojnymi vazbami za devatym uhlikem od karboxylového konce, proto mezi
esencialni MK patfi kyselina linolova (0-6) a a-linolenova (w-3). Esencialni MK pomahaji
pfedchazet ekzému, lupénce, vypadavani vlasl, naruseni imunitnich funkci a neurologickym
dysbalancim. Také maji vliv na zdravi obéhové, rozmnoZovaci a koZzni soustavy, snizit LDL
cholesterol a podporuji rdst a vyvoj plodu. Tyto fyziologické u¢inky maji esencialni MK pouze

v Ccis- konfiguraci, pfi izomeraci se G¢inky ztraci [3, 4, 6].

1.2.3 Trans nenasycené mastné kyseliny

Nenasycené MK mohou mit dvojnou vazbu v konfiguraci cis- (Z) nebo trans- (E).
Konfigurace cis- znamena, Ze vodiky atom0 jsou na stejné strané, u konfigurace trans-je tomu
naopak, vodiky jsou na opacnych strandch molekuly. VétSina nenasycenych MK mé dvojnou
vazbu v cis-konfiguraci, pouze malé procento v konfiguraci trans-. Trans nenasycené MK
(TFA) vznikaji v potravinach pfirozenymi nebo primyslovymi procesy, napf. biohydrogenaci
v bachoru prezvykavcl, pfi klasické hydrogenaci (ztuzovéani oleji pomoci vodiku) nebo
pfi Upravé tuk( za vysokych teplot (smazeni). TFA se proto vyskytuji v mléénych vyrobcich,
mase prezvykavcl aprimyslové zpracovanych potravinach, napf. v margarinech, pecivu,
cukrafskych a ¢okolddovych vyrobcich. Jedné se napfiklad o kyselinu elaidovou, jejiZ struktura
je zobrazena na Obr. 4. Trans MK maji nepfiznivé zdravotni UCinky na lidsky organismus,
jelikoZz zvySuji hladinu LDL cholesterolu v krvi a také zvySuji inzulinovou rezistenci.

Dle nejnovéjSich studii je jejich vliv az desetkrat horsi, nez je vliv SFA [1, 3, 6, 8-10].

1.2.4 Uloha mastnych kyselin ve vyzivé ¢lovéka

Mastné kyseliny jsou jednim z hlavnich energetickych zdroji. Podileji se na Fadé
fyziologickych procesl. Dodavaji buiice energii a plsobi jako substraty pfi syntéze tukd,
lipoproteind, lipopolysacharid( a eikosanoidd. VyZivova doporuceni tvrdi, Ze je zdravé pfijimat
rtzné druhy mastnych kyselin SFA : MUFA :PUFA v poméru 1:1: 1 Pro sportovce a osoby

s pravidelnou fyzickou zatézi mGze byt tento pomér otoceny ve prospéch nasycenych mastnych
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kyselin, tj. 2 : 1 : 1. Obecné lze fici, Ze nasycené MK jsou primarné zdrojem energie, kdezto
nenasycené MK maji svij vyznam ve strukturalni funkci pfi tvorb€é bunéénych membran.
U polynenasycenych MK neni dulezité zajistit pouze jejich dostate¢ny piijem, ale dodrzovat
1 spravny pomér MK fady w-6 a w-3, ktery by mél byt mensinez 5 : 1 (idedln€ 2 : 1 az3 : 1).
Mastné kyseliny fady ®-3 MK totiz snizuji celkovou hladinu triacylglyceroli (TAG)

a cholesterolu, a pomahaji tak v prevenci kardiovaskularniho onemocnéni [4, 5, 11].

Mastné kyseliny znamé pod zkratkou MCT jsou oblibené piredev§im u sportovcu
ve formeé dopliika stravy. MCT podporuji vytrvalostni vykon, Setii glykogen, chrani svalovou
hmotu a podporuji spalovani tukt. Jedna se oMK se stiedné dlouhym fetézcem,
tj. 8 az 12 uhlikt v fetézci, a fadi se mezi né kyselina kaprylova (C8:0), kyselina kaprinova
(C10:0) a kyselina laurova (C12:0). Tyto mastné kyseliny se nachazi predev§im v kokosovém

oleji a CasteCne 1 v oleji palmovém a v mlééném tuku [5].

1.3  Doprovodné latky lipidu

V potravinach se kromé lipidi nachazeji netékavé lipofilni latky (lipoidy), které
doprovazeji vlastni lipidy, a proto se nazyvaji doprovodné latky lipida. Pfi izolaci lipida
prechézeji z materidlu do lipidové frakce vzhledem ke své nizké polarit€. Mezi doprovodné
latky lipida se fadi vys$si uhlovodiky, vys$si primarni a sekundarni alkoholy, ketony a diketony,

steroidy, lipofilni barviva, lipofilni vitaminy a dalsi lipofilni slou¢eniny [1].
Lipofilni vitaminy

Obecné jsou vitaminy organické nizkomolekularni slouCeniny. Jedna se o exogenni
esencialni biokatalyzatory. Lidsky organismus je ziskava jako exogenni latky potravou, nékteré
z nich prostfednictvim stfevni mikroflory. Jsou nezbytné pro latkovou pfeménu a regulaci
metabolismu Cloveka. Nejsou zdrojem energie, ani stavebnim materidlem, ale byvaji souasti

katalyzatort biochemickych reakci [1].

Vitaminy se d€li podle spole¢nych fyzikéalnich vlastnosti, konkrétne podle rozpustnosti

ve vodé a v tucich, na dvé skupiny:

e vitaminy rozpustné ve vodé (hydrofilni)

e vitaminy rozpustné v tucich (lipofilni)

Hydrofilni vitaminy zahrnuji vitaminy skupiny B a vitamin C. Vitaminy rozpustné
v tucich jsou vitaminy A, D, E a K. Vitaminy rozpustné ve vod¢ maji katalytickou funkeci,

vitaminy rozpustné v tucich maji rizné funkce. Pfebytek hydrofilnich vitamina byva vylu¢ovan
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moci, v organismu tedy nejsou skladovany oproti lipofilnim vitaminim, které byvaji

skladovany prevéazné v jatrech [1, 12].

131 Vitamin E

Vitamin E byl identifikovan v roce 1922 jako specificky vitamin plodnosti. Aktivitu
vitaminu E vykazuje osm zakladnich strukturné pfibuznych derivatl chromanolu (vitageny E),
jejichz spolegnym zéakladem jsou tokol atokotrienol. Ctyfi formy s nasycenym terpenoidnim
postrannim Fetézcem odvozené od tokolu se nazyvaji tokoferoly (z feckého tocos = porod
a pheros = pfinést), Ctyfi formy s nenasycenym fetézcem odvozené od tokotrienolu se nazyvaji
tokotrienoly. Tokoferoly atokotrienoly se dale déli na jednotlivé slouCeniny, které se Ilisi
poCtem a polohou methylovych skupin na chromanolovém kruhu (viz Obr. 5) arovnéz

biologickou aktivitou [1, 2, 13].

tokotrienoly

Obr. 5: Strukturni vzorec tokoferolll a tokotrienolt [14]

Biologickd aktivita vitaminu E souvisi s antioxidacnimi G€inky. Vitamin E
se u eukaryotickych bunék uplatiiuje jako ochrana nenasycenych lipid( pfed poskozenim
volnymi radikaly. Oxidaci lipidQ brani tim, Ze reaguje s volnymi peroxylovymi radikaly a tim
pferusi fetézovou reakci. Za nejacinnéjSi antioxidant se povaZzuje a-tokoferol.
b-tokoferol vykazuje polovi¢ni aktivitu a-tokoferolu, g-tokoferol asi 10% a 5-tokoferol zhruba

3% aktivitu [1, 12].

Vitamin E se vyskytuje predev§im v potravinach rostlinného plvodu, ve vétsim
mnozstvi byvéa pfitomen a-tokotrienol, b-tokotrienol a vSechny ¢tyfi formy tokoferold. Oleje

z obilnych klickl obsahuji vice vitaminu E neZ rostlinné oleje. Panenské oleje jsou rovnéz
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bohat§i na obsah vitaminu E v porovnani s rafinovanymi oleji. V potravinach antioxidacni
aktivita tokoferoli a tokotrienolli zavisi na fadé faktorl, nejvyznamnéji na slozeni
nenasycenych mastnych kyselin. V zivocisnych tucich, kde je hlavni mastnou kyselinou
kyselina olejova, jsou tokoferoly u€inng€jsimi antioxidanty ve srovnani s rostlinnymi oleji, kde

prevazuje kyselina linolova [1].

Pti ptiprave€, zpracovani a skladovani potravin dochazi k destrukci vitaminu E, stejné
jako u ostatnich vitamini rozpustnych v tucich. V nepfitomnosti kysliku a peroxidu jsou
tokoferoly vysoce odolné vici zahtivani do 200 °C. Také jsou stabilni ve slabé kyselém pH.
Pti opatrném zahfivani dochazi k mirnym ztratam tokoferoli (okolo 10 %). K nejvetsim
ztratam dochazi beéhem smazeni, peceni a duseni. Pfi opakovaném zahfivani oleji na smazeni
jsou zniCeny témetr vSechny tokoferoly. Ve zmrazenych potravinach, jsou-li pfitomny

nenasycené mastné kyseliny, obsah tokoferolt postupné klesa [12, 15].

Vitamin E se uplatiiuje pfi prevenci kardiovaskularnich chorob a onkogeneze.
Nedostatek vitaminu E byl pozorovan u predCasné narozenych déti v dusledku nizkého obsahu
podkozniho tuku au patologickych stavii jako je tézka malabsorpce (cysticka fibroza,

chronické onemocnéni jater, intestinalni resekce) [1, 2].

1.4  Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je fyzikalné-chemickd separaCni technika, ktera
je zaloZzena na distribuci latek mezi dvé heterogenni faze. Jedna zteéchto fazi je vzdy
nepohybliva, tzv. stacionarni, a druha je naopak pohybliva, tzv. mobilni. Stacionarni fazi
je nejCaste)i kapalina zakotvena na inertnim nosi¢i, méné ¢asto povrchove aktivni adsorbent.
Mobilni faze je zpravidla inertni plyn. Interakce mezi molekulou plynu a stacionarni fazi

je dana difuzi a ur¢itym druhem intermolekularnich sil — adsorpci, rozpousténim [16, 17].

1.4.1 Instrumentace v plynové chromatografii
Plynovy chromatograf se sklada z n€kolika Casti, které jsou vyobrazeny a popsany

na Obr. 6 [16].
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Obr. 6: Schéma plynového chromatografu [18]

Nosny plyn prochézi regulanim ventilem do chromatografické kolony. V blizkosti
pfivodu plynu je prostor pro zavedeni vzorku - déavkovali systém. Analyzovana smeés
je separovana na koloné a v idedlnim pfipadé jsou slozky oddélené eluovany nosnym plynem
v rliznych CGasovych intervalech. Chromatografickd kolona a nékteré detektory musi byt
termostaticky fizené. Signal z detektoru je zpracovan a zaznamenan ve formé chromatogramu,

coZ je zavislost signélu na elu¢nim ¢ase nebo elu¢nim objemu [19].

Mobilni fazi v plynové chromatografii je tzv. nosny plyn, ktery by mél byt inertni vGci
chromatografické koloné avici analytim ve vzorku. Pro spravnou analytickou préaci
je nezbytné, aby nosny plyn protékal rovnomérné skrz kolonu a detektor, protoZe pritok
ovliviuje jak kvalitativni, tak i kvantitativni analyzu. Jako mobilni faze se vyuZivaji tyto nosné

plyny: helium, dusik, vodik a argon [16, 17, 19].

Ulohou davkovace je rychle areprodukovatelné davkovat do kolony plynny nebo
kapalny vzorek. Je nutné, aby zplynény vzorek byl ihned pfiveden na zacatek kolony. DalSim
dilezitym parametrem je teplota nastfiku, kterd by méla byt o 50 °C vyssi, nez je bod varu
nejvySe vrouci slozky analyzované smési. Vzorky se mohou davkovat injekénimi
mikrostfikackami nebo davkovacimi ventily smoznosti volby davkovaného objemu.
U kapilarnich kolon se vyuziva davkovani s déliCem toku, které je zalozeno na principu
rozdéleni celkového objemu vzorku v ur€itém poméru na dvé Casti, toto davkovani je nazvéno

split [14, 15, 17, 18].

Separace latek probiha v napliové nebo kapilarni chromatografické koloné.
V souCasnosti se vyuzivaji predevSim kapilarni kolony, aplikace napliovych kolon se

dramaticky snizila v poCatcich 80. let minulého stoleti. Kapilarni kolony se zhotovuji

21



z taveného kfemene, ktery je potazen tenkou vrstvou polyamidu. Délka kapilarnich kolon
se pohybuje od 10 do 60 m a vnitini primér od 0,1 do 0,53 mm. Cim je vnitfni prdmér mensi,
tim je vyssi rozlieni a krat$i doba analyzy. Podle zplsobu uloZeni stacionarni faze se rozlisuji
tfi zakladni typy kapilarnich kolon, jejichZz schéma je znazornéno na Obr. 7. Typ WCOT ma
vnitini sténu potaZenou tenkym filmem kapalné stacionédrni faze, zatimco typ PLOT ma
na vnitini sténé porézni vrstvu pevného nosie. Kolona SCOT je variaci typu PLOT, kde

porézni vrstva je pokryta kapalnou stacionarni fazi [20, 21].

kapalnéa stacionarni faze
< porézni pevny nosi¢
porézni pevny nosi¢ pokryt kapalnou stacionarni fazi

Obr. 7: Typy kapilarnich kolon [22]
Nejbéznéji vyuzivané stacionarni faze v plynové chromatografii jsou polysiloxany
a polyethylenglykoly, jejichZz struktura je zobrazena na Obr. 8. Polysiloxany jsou bud 100%
substituovany methylovou skupinou nebo ¢ast methylu je nahrazena jinou funkéni skupinou
napf. fenylovou, ¢imz roste polarita stacionarni faze. Polyethylenglykoly jsou oblibené kvl
své jedineCné selektivité avysoké polarité, jejich nevyhodou vsak je jejich nizka termalni
stabilita [20, 23].

Obr. 8: Struktura polysiloxanu a polyethylenglykolu [21]

Detektor je zafizeni, jehoz Ukolem je detekovat v nosném plynu slozky, které opoustéji
chromatografickou kolonu. Funkci detektoru je pfevedeni analytickych vlastnosti analyzované

latky na hodnoty, které lze registrovat. Vhodnou analytickou vlastnosti latky je jakakoliv
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vlastnost latky, ktera je v presné definovaném vztahu ke kvalité a mnozstvi latky. Psobenim
analytické vlastnosti na detektor, ktery je schopen registrovat tuto vlastnost, vznika signal.
Dle déji probihajici pri detekci lze detektory rozdélit na nedestruktivni a destruktivni.
V nedestruktivnich detektorech analyzovand latka prochazi a chemicky se neméni. Do této
skupiny detektorll patfi napf. tepelné vodivostni detektor (TCD) nebo detektor elektronového
zachytu (ECD). Pfi prichodu latky destruktivnim detektorem se latka nevratné zméni.
Mezi destruktivni detektory patfi napfiklad plamenovy ionizacni detektor (FID) a hmotnostni
spektrometr [16, 17].

1.5 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie (MS) je citliva analyticka technika, ktera slouzi k pfevedeni
atomd a molekul na ionty, rozliseni téchto iontl podle poméru hmotnosti a naboje (m/z)

a nasledné detekci intenzitjednotlivych iontd [24-26].

1.5.1 Instrumentace v hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni spektrometr se sklada z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru
a detektoru. Schéma hmotnostniho spektrometru je zobrazeno na Obr. 9. V iontovém zdroji
dochézi k ionizaci molekul a k urychleni iontli pfed vstupem do analyzatoru. V analyzatoru,
coZ je iontové-optické zafizeni, dochazi k separaci iontll v plynném skupenstvi podle jejich
efektivnich hmotnosti m/z. V detektoru dochazi k detekci a separaci separovanych iontd.
Kazdy hmotnostni spektrometr musi byt také vybaven systémem pro zavadéni vzork(
do iontového zdroje avakuovou aparaturou pro dosaZzeni nizkého pracovniho tlaku

v hmotnostnim analyzatoru [27].

Obr. 9: Schéma hmotnostniho spektrometru [28]

lontovy zdroj je misto, kde dochazi kionizaci vzorku. OdStépenim valencnich
elektronli z molekul vznikaji nevratnym zpdsobem ionty. Zplsob ionizace se voli podle typu

analyzovanych latek a poZadavkl kladenych na analyzu. Jednotlivé zplsoby ionizace se lisi
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tzv. tvrdosti, tedy mnoZzstvim energie, které na molekulu pfi ionizaci pusobi. Pro latky
v plynném stavu se pouziva ionizace elektronova a chemicka. Latky v kapalném médiu 1ze
ionizovat metodami pracujicimi za atmosférického tlaku — elektrosprejem (ESI), termosprejem

(TSI) nebo chemicky (napt. APCI).

Pti elektronové ionizaci (EI) dochazi k ionizaci vzorku narazem elektront. Molekuly
vzorku se vstupni $térbinou zavadi do evakuované ioniza¢ni komurky, kde se dostavaji mezi
anodu a katodu do proudu elektront a dochazi k jejich ionizaci. Vzniklé molekulové ionty maji
charakter radikalkationtu (M'e) azbavuji se piebyteCné wvnitini energie fragmentaci,
t. postupnym rozpadem na kladné ionty a radikaly s nizsi energii. Molekulové a fragmentové
ionty jsou z iontového zdroje vypuzovany vytésinovaci elektrodou a systémem dalsich elektrod
jsou urychlovany a fokusovany na vstupni Stérbinu analyzatoru. V datovych databazich

se standardné uvadéji EI hmotnostni spektra kladnych iontt pfi ionizacni energii 70 eV.

Pii chemické ionizaci (CI) se do iontového zdroje zavadi reakeni plyn, napt. methan,
isobutan, vodik, dusik atd. Nejprve se proudem elektronti ionizuji molekuly reak¢niho plynu.
Vzniklé ionty reak&niho plynu poté pii srazkach ionizuji molekuly analyzované latky. Casto
se také na molekulu latky aduji. Vznikaji jak kladné, tak i zaporné ionty. Chemicka ionizace
probiha pfi nizsi energii nez u EI, jedna se tedy o Setrnéjsi zptsob ionizace. Vysledkem je tedy
mensi fragmentace molekul vzorku, proto CI hmotnostni spektra maji intenzivn&jsi piky

molekulovych iontt, pfipadné iontt molekulovych aduktd [16, 27].

Hmotnostni analyzator je zéakladni casti hmotnostniho spektrometru a slouzi
k rozdéleni iontd s riznymi hmotnostmi. UrCuje typ pfistroje, jeho kvalitu a cenu. Hmotnostni
analyzatory lze rozdélit do riznych typt provoznich rezimu: kontinualni rezim (sektorovy,
kvadrupolovy), pulzni rezim (priletovy) arezim zachyceni iontl (iontova past, iontova
cyklotronova rezonance, orbitrap). V dnesni dobé& patfi mezi nejCastéji vyuzivané hmotnostni

analyzatory kvadrupolovy a orbitalni past [24, 27].

Kvadrupolovy analyzator k separaci iontd vyuziva vysokofrekvencni pole. Sklada
se ze Ctyf ty¢i kruhového prufezu délky 20-30 cm. Na protilehlou dvojici ty¢i je vlozeno kladné
stejnosmérné napéti, na zbyvajici dvojici zdporné stejnosmérné napéti. Urychlené ionty
vstupuji do stfedu osy kvadrupdlu, kde osciluji mezi elektrodami opacné polarity. Pii urcité
hodnot€ radiofrekvence dosdhnou ionty o ur€ité hmotnosti stabilnich oscilaci, zatimco ionty
s odlisSnou hmotnosti osciluji s rostouci amplitudou a jsou zachyceny na tyCich kvadrupolu.

Meéni-li se postupné stejnosmerné i sttidave napéti, kvadrupol propousti postupné vSechny ionty
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o vzrlstajicim m/z, které se detekuji a registruji. Jeho vyhodou je jednoducha konstrukce,

nedostatkem je nizka rozliSovaci schopnost [27, 29].

Orbitalni past, také nazyvanajako orbitrap, slouzi k zachyceni iont( elektrostatickym
polem, jedna se v podstaté o elektrostatickou iontovou past. Orbitrap se sklada z vnéjsi
a stfedové vietenové elektrody. lonty rotuji kolem a podél stfedové elektrody, jejich vysledna
trajektorie pfipomina rotujici elipsu. lonty indukuji proud, ktery je méfen na vnéjsi elektrodé.

Hmotnostni spektrum je ziskadno Fourierovou transformaci [24, 26, 30, 31].

K detekci iontll se pouziva elektronovy nasobi¢, fotonasobi¢ nebo Faradaydv pohar.
V pfipadé elektronasobice, resp. fotondsobice, kladny iont po dopadu na prvni dynodu uvolni
jeden az dva elektrony, resp. fotony, které jsou urychleny k dal$i dynodé, kde po jejich dopadu
jsou uvolnény dalsi elektrony. Vytvorena kaskada elektrond vytvaFi méfitelny proud na konci
detektoru, ktery je detekovan jako signal. Faradaylv pohar se sklada z detekéni desticky
a elektroméru. PFi ndrazu iontu na desticku se indukuje proud, ktery je méfen

elektromérem [16, 24, 25, 32].

1.6 Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Plynovéa chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) je analyticka
technika slouZici k identifikaci a stanoveni organickych latek v komplexnich matricich.
Plynovy chromatograf rozdéluje slozky smési v Case a hmotnostni spektrometr poskytuje
informace o struktufe jednotlivych slozek [21]. Celkové usporadani této techniky je zobrazeno
na Obr. 10.

Obr. 10: Usporadani GC-MS [21]

Technika GC-MS je limitovana pro analyty, které jsou tékavé, tudiZ tuto techniku nelze

pouZit pro méné tékavé slouceniny bez jejich chemické derivatizace [21, 33].
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Nejpouzivanéjsi ionizacnim zpusobem pro GC-MS je EI, kde vznikaji pozitivn€ nabité
ionty (Me+). VétSina vzniklych iontt ma naboj roven jedné. Ve spojeni s plynovou

chromatografii se nejCastéji vyuziva kvadrupdlového a sektorového hmotnostniho analyzatoru.

Pro spojeni plynového chromatografu ahmotnostniho spektrometru se pouziva
tzv. interface, coz je zafizeni skladajici se z vyhiivané trubice, ktera je vybavena regulatorem
teploty. Jeho funkci je prenédSet eluat z kolony plynového chromatografu do hmotnostniho
spektrometru. To musi byt provedeno tak, aby analyt pfed vstupem do iontového zdroje
nekondenzoval ani se nerozkladal. U kapilarnich kolon je mozné zavedeni konce kolony ptimo
do iontového zdroje, protoze Cerpaci systém hmotnostniho spektrometru za normélnich

podminek dokaze zpracovavat cely objem eluatu vychazejici z kolony [21, 34].

1.7  Analyza mastnych kyselin plynovou chromatografii

Klasické kroky pii stanoveni mastnych kyselin zahrnuji jejich extrakci organickymi
rozpoustédly, dale jejich esterifikaci za vzniku methylesterd (FAMESs) a nasledné separaci
FAMEs pomoci GC. Presné stanoveni profilu MK zavisi na celkové extrakci raznych MK
vazanych na matrici [35]. Stanoveni MK pomoci plynové chromatografie je béznou metodou

pro charakterizaci tukt a oleju [36].

Pti pripravé vzorku je kli€ovym krokem ucinné a selektivni extrakce lipidovych slozek
[11]. Extrakce lipidi se nej&astgji provadi pomoci rozpoustédel. Uginnost extrakce silné zavisi
na polarité rozpoustédla nebo smesi rozpoustédel [37]. Extrakci lze provést Soxhletovou
extrakci, pfi které dochazi k opakované extrakci stale Cistym rozpoustédlem, petroletherem,
diethylerem [35] nebo hexanem [38, 39]. K extrakci podle Folche a podle Blighe a Dyera
se vyuziva  kombinace nepolarnich  apolarnich  rozpousStédel, nejCastéji  smési
chloroform/methanol [35, 40]. Pro extrakci lze také vyuzit méné toxicky dichlormethan
(ve smési s methanolem) [41] nebo také smées hexan/2-propanol [7]. Extrakce tuhou tazi (SPE)
je dalsi moznosti, jak extrahovat lipidickou slozku z matrice. Jednd se o rychlou a pohodlnou
techniku, kterd vyzaduje malé mnozstvi vzorku 1rozpoustédel, zahrnuje extrakei, Cisténi

a obohaceni. Tenkovrstva chromatografie (TLC) se pro extrakci MK uplatiuje ziidka [11, 42].

Alternativou k béznym extrakénim metodam je superkritickd fluidni extrakce (SFE)
oxidem uhli¢itym [38]. Vyhodou této metody je nizka viskozita a vysoka difuzivita CO,, tudiz
toto extrakcni rozpoustédlo pronika efektivnéji do port matrice, coz ma za nasledek zkraceni
doby extrakce z hodin az dna na né€kolik desitek minut. Pro zvySeni vytézku extrakce lze

aplikovat modifikator, napt. ethanol [43].
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Mastné kyseliny nejsou tekavé, proto je nelze analyzovat pfimo. Je tedy nutné
je derivatizovat [36]. Derivatizovat je tieba karboxylovou skupinu nebo v pfipadé
nenasycenych MK dvojnou vazbu. Derivatizace karboxylové skupiny, konkrétné jeji prevedeni
na ester, tzv. esterifikace, je nejvice vyuzivana reakce pii analyze MK. Nejvice vyuzivanymi
derivaty jsou methylestery (FAMESs). Derivatizaci se zvysi odezvovy faktor a také nedochazi

k vazb¢ analytu na sklo ¢i jiné aktivni povrchy [36, 44].

Pro ziskani FAME:s se vyuziva tzv. methylace. K tomu slouzi esterifika¢ni ¢inidla, ktera
prevadi triacylglyceroly a transesterifikacni ¢inidla, kterd pfevadi volné mastné kyseliny. Dle
povahy pouzitého katalyzatoru se Cinidla déli do dvou kategorii, ato: ¢inidla katalyzovana
zasadou a Cinidla katalyzovana kyselinou. Pro bazicky katalyzovanou transesterifikaci se hojne
vyuziva methoxid sodny rozpustény v methanolu, predevsim pro vzorky rafinovanych oleju.
Reakce je rychla aneni potfeba pouzit antioxidanty, jelikoz probiha za laboratorni teploty.
CH30Na v$ak neni vhodny pro vzorky s velkym mnozstvim volnych MK a pro stanoveni MK
s kratkym fetézcem (kyselina maselnad a kapronova v mlééném tuku). Pfed GC analyzou
je doporuCené vzorek promyt roztokem NaCl z divodu mozné interference Cinidla. Pro
bazickou katalyzu lze také vyuzit hydroxid draselny nebo guanidin v methanolu. Kvartérnich

amoniovych soli se vyuziva ziidka.

Pro kyselou katalyzu lze pouzit kyselinu chlorovodikovou, sirovou, acetylchlorid,
trifluorid bority nebo chlorid hlinity v methanolu. Esterifikaci triacylglycerolt a volnych MK
trifluoridem boritym predchazi zmydelnéni TAG methanolickym roztokem KOH. Reakce
je rychla, nicméné je nepouzitelnd pro esterifikaci MK s neobvyklymi funk&nimi skupinami
napf. epoxy-, cyklopropyl-. Navic BF3 je drahy a ma omezenou trvanlivost, zejména pokud
neni uchovavan v chladu. Pro zabranéni oxidace PUFA se derivatizace provadi v prostiredi
butylovaného hydroxytoluenu (BHT), ktery slouzi jako antioxidant. V omezenych piipadech
jako esterifikacni ¢inidlo lze vyuzit velmi toxicky diazomethan. Pro derivatizact MK se téz
vyuziva silylace pomoci silyla¢nich c¢inidel, napt. bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu
(BSTFA). V ptipadé nenasycenych MK Ize derivatizovat nasobné vazby, napt. 4-methyl-1,2. 4-
triazolin-3,5-dionem (MTAD) za ziskani heterocyklickych derivatat MK [11, 45].

Derivaty mastnych kyselin jsou davkovany do plynového chromatografu s nastfikem
zpravidla do 1 ul [46—48] s dé€liCem toku [48—50] nebo v rezimu splitless [46] a nasledné jsou
separovany na kapilarnich kolonach. Separaci MK lze provést na nepolarnich stacionarnich
fazich, nejcCastéji se vyuzivaji dimethylpolysilikonové a fenylpolysilikonové faze, napt. HP-1

[51] nebo HP-5 [52]. Ze stiedné polarnich fazi se vyuzivaji naptiklad DB-23 [7] nebo CP-Sil 88
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[35, 46, 53]. Vysoce polarni faze z polyethylenglykolu (PEG) napt. Innowax [42] se vyuzivaji
pro déleni cis- a trans- izomerd mastnych kyselin [11]. Mobilni fazi byva nejcastéji helium
[35, 46, 48—51], méné¢ Casto dusik [42] a zfidka vodik [53, 54]. Pratoky nosného plynu byvaji
od 0,85 do 1,82 ml/min [35, 54].

Pro detekci mastnych kyselin, resp. jejich derivatd, se nejCastéji vyuziva FID
[7,47, 48, 53]. Jeho detekéni limit pro FAMESs je na urovni ng/ml. Jeho pfednosti je také Siroky
linearni rozsah avelmi vysoka pifesnost. Pro ziskani informaci o chemické struktufe
analyzovanych mastnych kyselin se vyuziva hmotnostni spektrometr [46, 48-51, 54], jehoz
detek¢ni limit je na arovni jednotek ng/ml. Z divodu Sir§iho rozsahu linearity a vys$si presnosti
pii stanoveni mastnych kyselin se vice vyuziva kvadrupdlového analyzatoru nez iontové pasti.
Detektor elektronového zachytu, infraervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
(FT-IR) nebo nuklearni magneticka rezonance (NMR) se pro detekci mastnych kyselin pfilis

nevyuziva [11].

1.7.1 Priklady stanoveni mastnych Kyselin v potravinach

Skupina brazilskych védct [55] porovnavala pripravek urceny k 1é¢bé ran a rostlinné
oleje na zaklad¢ profilu mastnych kyselin. Referencni 1é€ebny piipravek obsahoval kyselinu
kaprylovou, kaprinovou, laurovou, palmitovou, stearovou, olejovou (@-9), linolovou (w-6)
a a-linolenovou (w-3). Védci zjistili, ze testované oleje meély podobné sloZzeni mastnych kyselin
jako 1éCebny pripravek. Nejvice @-9 mél olivovy olej (75,8 %). Bohaty na obsah w-6 (64,1 %)
byl slune¢nicovy olej, zatimco nejvice w-3 (46,5 %) obsahoval olej Inény. Vysledky této studie
mohou podpoftit vyvoj nového produktu vyuzivajiciho rostlinné oleje s vyvazenym slozenim
mastnych kyselin pro alternativni 1écbu ran. V této studii bylo také zjist€no, ze Kkyselinu
ricinolejovou obsahoval pouze ricinovy olej (83,7 %). Yamamoto, Kinoshita a Shibahara [56]
vSak metodou optimalizovanou na stanoveni stopového mnozstvi této kyseliny prokézali, ze
kyselina ricinoolejova se nachéazi ve vsech deseti jimi testovanych rostlinnych olejich. Nejvice

ricinolejové kyseliny obsahoval bavlnikovy olej (2 688 ppm), nejmén¢ olivovy olej (31 ppm).

Panensky arganovy olej se vyrabi predevsim v severozapadnim Maroku z plodi
arganie trnité (Argania spinosa) a predstavuje dulezity zdroj tukd v oblasti Maghrebu. Cilem
studie z roku 2014 [57] bylo plné€ charakterizovat profil mastnych kyselin arganového oleje
a jedenacti dalSich oleju. Pro studium vztahu mezi jednotlivymi oleji byla na ziskana data
aplikovana diskriminacni analyza. Na zakladé podobnosti profild mastnych kyselin byl

arganovy, mandlovy, avokddovy a olivovy a olej zafazen do skupiny MUFA. Arganovy ole]
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byl aletaké podobny olejum spadajicim do skupiny PUFA, tj.oleji sezamovému
a slune¢nicovému s vysokym obsahem kyseliny olejové. Blizky vztah byl také prokazan mezi
liskooftiskovym, grepovym a dyflovym olejem. Lné€ny olej se svym slozenim mastnych kyselin

lisil od vSech testovanych oleja.

Plody z tec¢iku pistaciového (Pistacia vera), neboli pistacie, obsahuji mastné kyseliny,
které jsou prospesné pro lidské zdravi. Na farmaceutické fakulté v Ankare [50] hodnotili obsah
tuku a mastnych kyselin v semenech pistacii ze tfi riznych lokalit. Pistacie byly v nezralém
izralém stavu ave fazi zpracovani. GC-MS analyza neukazala korelaci mezi obsahem
mastnych kyselin a zralosti. Pistacie z iranu mély v&tsi nutriéni hodnotu ne pistacie z Turecka,
jelikoz obsahovaly vice kyseliny linolové (22,24 %). Rozdilné slozeni mastnych kyselin muze
byt zpusobeno podnebim, podminkami skladovani semen, ale také genetickymi faktory

a zpusobem zpracovani.

V poslednich letech se rakytnikovy olej stal popularnim dopliikem stravy. Profesor
Dulf [58] se zabyval slozenim mastnych kyselin oleji ziskanych z rGznych Casti bobuli
Hippophae rhamnoides spp. carpatica, coz je nejbézngji péstovany poddruh rakytniku
feSetlakového v Rumunsku. Obsah mastnych kyselin v oleji ziskaném ze slupky, duzniny
a celych bobuli se zna¢né lisil od obsahu v oleji ze semen. V oleji ze slupky, duzniny a celych
bobuli dominovala kyselina palmitova, olejova a palmitoolejova, kdezto v oleji ze semen
ptevladaly polynenasycené mastné kyseliny, konkrétné linolova a a-linolenova kyselina.
Pozoruhodnou vlastnosti semenného oleje byl nizky obsah kyseliny palmitoolejové,

ato0 0,1-0,5 %.

Metodu GC-MS lze wvyuzit nejenom ke stanoveni obsahu mastnych kyselin
v nejruznéjsich plodinach, ale také k odhaleni falSovani potravin. V oblasti mlékarenstvi
je problém v ovérovani autenti¢nosti syru s chranénym zemépisnym oznacenim. Jedna
se o syry s vysokou kvalitou, a tudiz i cenou, jelikoz pro jejich vyrobu plati nékolik striktnich
pravidel. Napfiklad pro syr Parmigiano Reggiano, Fontina, Comté a Gruyere je zakazano
pouziti mléka od dojnic, které byly krmeny silazovym krmivem. Toto pravidlo vSak neplati pro
syr Grana Padano. Kyselina laktobacilova a dihydrosterkulova jsou mastné kyseliny
s cyklopropanovym kruhem (CPFA). Na italské univerzité pfi jejich vyzkumu [59] zjistili,
ze se tyto kyseliny vyskytovaly v mléce a mlécnych vyrobcich od krav krmenych silazi. Této
informace vyuzili ve své dalsi studii zroku 2016 [60], kde klasifikovali 304 vzorku syru
na zaklad¢ pfitomnosti ¢i nepiitomnosti CPFA. Vzorky syru Grana Padano byly vzdy pozitivni

na piitomnost CPFA, kdezto vzorky syru Parmigiano Reggiano, Fontina, Comté a Gruyere byly
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vzdy negativni. Byla tedy prokazana korelace mezi nepfitomnosti CPFA a pravosti syrt
s chranénym zemépisnym oznacenim. CPFA lze tedy povazovat za spolehlivé markery, kterych

1ze vyuzit k ovéfeni autenti¢nosti syru.

1.8  Analyza tokoferolu plynovou chromatografii
Chemické vlastnosti derivati vitaminu E, jejich strukturalni podobnost a variabilni
koncentrace piinasi fadu analytickych problému. Plynova chromatografie oproti kapalinové

chromatografii vyzaduje pfedbézné zpracovani vzorkl vCetné derivatizace [14].

Pti pripravé vzorku je tfeba dbat na to, Ze relativni mnozstvi tokoferolli ve vzorku
muze byt velmi nizké, proto je Casto zapotiebi analyt zakoncentrovat a pouZzit velmi citlivou
metodu. Dalsim uskalim je nachylnost vitaminu E k degradaci, ktera muze byt zpusobena
vysokou teplotou, UV svétlem nebo oxida¢nimi €inidly. Proto se pii zpracovani vzorky chrani
pred svétlem a béhem zmydelnéni je doporuCeny pridavek antioxidantd, napt. BHT [61, 62],

kyseliny askorbové, pyrogallolu [61, 63] nebo jejich kombinace.

Vzorek musi byt pfed anebo behem zmydelnéni ¢i extrakce rozpustén v organickém
rozpoustédle, které tak poskytne médium, ve kterém jsou analyty volné rozpustné, nejCastéji
v ethanolu, pfipadné v methanolu. Dale také dojde k naruSeni struktur, ke kterym muze byt
vitamin E vazan (membrany, lipoproteiny, tukové kapicky) a odstrani se tak interferenty, které
nejsou rozpustné v organickych rozpoustédlech (bilkoviny, sacharidy). U vzorka obsahujicich
lipidové slozky se pred extrakci vitaminu E vyuzivad zmydelnéni, které se nejCastéji provadi
zahfivanim v ethanolickém nebo methanolickém roztoku KOH. Po zmydelnéni
se nezmydelnitelny podil extrahuje do organického rozpoustédla, nejcastéji hexanu, zatimco
soli MK, glyceroly a dals$i zastavaji v alkalické vodné fazi. Nasledn¢ se extrak¢ni rozpousteédlo
odpaii na pozadovany objem. Vitamin E neni chemicky vazan na sacharidy, bilkoviny nebo
lipidy, proto silné zmydelnéni pro jeho uvolnéni neni nezbytné, jelikoz muze dojit k jeho

destrukeci.

Derivaty tokolu lze extrahovat z kapalnych nebo pevnych matric organickymi
rozpoustédly nebo jejich smésmi. Rozpoustédlo musi U¢inn€ proniknout do matrice, proto
se extrakce provadi silnym tfepanim ¢i vortexovanim. Lze také pouzit ultrazvuk, nesmi byt
vSak prili§ intenzivni, jelikoz vzorky se pak zahfivaji a mtze dojit ke vzniku volnych radikala.
Pro extrakci vitaminu E z matrice se nejcastéji vyuziva metoda extrakce podle Folche nebo
Soxhletova extrakce. Jako extrakéni €inidlo se vyuziva chloroform/methanol (2:1), aceton

¢i diethylether. Déle také hexan samotny nebo v kombinaci s ethanolem, ethylacetatem nebo
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diisopropyletherem (max. 5 %). TLC asloupcovd chromatografie se pouziva k precisténi

vzorku. V né€kterych laboratotich vyuzivaji SFE jako alternativu k béznym extrakcim [14, 64].

Vzhledem k tepelné labilit€ tokoll je nutny krok derivatizace, aby doslo ke zvySeni
jejich stability a zvySeni citlivosti detekce. B&hem derivatizace je kliCové zajistit bezvodé
prostiedi, napt. pridanim pyridinu, jelikoz obsah vody brani chemické pfeméné analytu a mize
vést k hydrolyze derivatizatnich &inidel. Siroce pouZivanou derivatizaéni technikou pro
tokoferoly je silylace, zejména diky jeji jednoduchosti arelativné kratké dobé provedeni.
Aplikace silylacnich €inidel v pyridinu umoziuje ziskat stabilni nepolarni derivaty, které
mohou byt stanoveny s vysokou reprodukovatelnosti. Jako silyla¢ni Cinidla se vyuZzivaji
derivaty trimethylsilyl etheru (TMS), naptf. N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid
(MSTFA) [65, 66], hexamethyldisilazan (HMDS) v kombinaci s trimethylchlorsilanem
(TMCS) [67], bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) nebo N,O-
bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA) [62]. Trimethylsilylace je zvlasté kompatibilni s MS,
protoze zvySuje citlivost metody. DalSim zpusobem derivatizace je alkylace, ktera vyuziva
¢inidel ze skupiny alkylformiatd jako je napiiklad trifluoroethylformiat (TFECF) nebo
heptafluorobutylformiat (HFBCF) [14].

Kvuli lipofilnim vlastnostem tokold je nutna jejich separace na relativné nepolarnich
chromatografickych stacionérnich fazich (5 % fenylovych a 95 % methylovych skupin) napft.
DB-5 [68], DB-5MS [69], HP-5MS [70], CP-Sil 8 CB [61], SPB-5 [67]. Separaci derivatd 1ze
také provést na nepolarni fazi (100 % methylovych skupin), napt. DB-1HT [71], pfipadné
na sttedn¢€ polarni fazi, napt. TR50 (50 % methylovych a 50 % fenylovych skupin) [65].
Chromatograficka separace muze byt provedena izotermaln€ nebo s programovanou teplotou.
Jako nosny plyn se nejCastéji vyuziva helium [65-67, 71], ptipadné dusik [62, 63, 66]. Elu¢ni
potadi sloucenin je urCeno jejich bodem varu. V ptipadé separace na kolon€ s nepolarni fazi
je prvni eluujici formou &-tokoferol, poté se eluuje B-tokoferol, nasledné y-tokoferol a nakonec

a-tokoferol [14].

Pro detekci derivati tokoferolt se nejCastéji vyuziva FID [62, 66, 67] nebo hmotnostni
spektrometr [65, 66, 68, 71, 72]. Co se ty¢e MS, jednoznatn€ nejpouzivanéjsi ionizacni
technikou je EI [65, 69, 72]. U trimethylsilylestert tokoferolu jsou pozorovany podobné
fragmentové ionty kromé molekulového iontu. Charakteristickym rysem je pfitomnost
fragmentového iontu m/z 73 v hmotnostnim spektru, kterd odpovida molekulové hmotnosti
trimethylsilylové skupiny. Diky elektronové ionizaci poskytwi fragmentace ve zdroji

strukturalni informace odpovidajici kvalitativni 1 kvantitativni analyze. Systém GC-MS pro
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analyzu derivatu tokoferolt je nejCastéji vybaven kvadrupolovym analyzatorem [69, 72], dale

iontovou pasti [70] nebo praletovym hmotnostnim analyzatorem [66, 73].

1.8.1 Priklady stanoveni tokoferolu v potravinach

Olivovy olej je dulezitou soucasti sttedomotské stravy. Jeho kvalita a oxidacni stabilita
je spojena s obsahem minoritnich slozek, pfedevsim vitaminu E. Obsah o-tokoferolu,
alifatickych alkoholt, steroli a skvalenu v olivovém oleji analyzovali pomoci GC-FID
na lékarské fakulté v Chorvatsku [67]. Obsah a-tokoferolu v jednom z testovanych oleju byl
2,73 pg/g, vysledky dalsich vzorki nebyly publikovany. Obsah a-tokoferolu analyzovali také
na univerzit¢ v Bari [73]. Vitamin E z olivového oleje izolovali pomoci mikroextrakce tuhou
tazi (SPME) a nésledné€ stanovovali jeho obsah technikou GC-MS. Nejvice a-tokoferolu
(0,20 mg/g) obsahoval extra panensky olivovy olej, zatimco panensky olivovy olej obsahoval
pouze 0,04 mg/g. Dale byla provedena analyza stability vitaminu E ve vzorku extra panenského
olivového oleje, ktery byl vystaven svétlu a teploté 50 °C. Po 15 dnech byl zaznamenan
vyznamny pokles koncentrace a-tokoferolu, ato o 76 %. U vzorkd, které byly skladovany
vtemnu apifi laboratorni teplot€¢, nedoSlo k zddnému vyznamnému ubytku. Tato studie
potvrdila korelaci mezi obsahem a-tokoferolu a podminkami skladovéani. Spravné skladovani
prodluzuje trvanlivost oleje, udrzuje jeho vysokou nutri¢ni hodnotu, zpomaluje autooxidaci
zpusobujici nezadouci pachy a zabrafiuje tvorbé nebezpecnych sloucenin, jako jsou aldehydy

a ketony s kratkym fetézcem.

Olej ziskany z prazenych dynovych semen je jedineCny slozenim mastnych kyselin,
vitamind (zejména vitaminu E), mineralt, fytosterolt, pigmentd, derivatd pyrazinu (aroma)
a fenolickych latek. Veédci ze Slovinska a Italie [68] identifikovali v prazenych dynovych
semenech odrady ,,Slovenska golica” kromé skvalenu, sterold, 6-tokoferolu a y-tokoferolu dvé
doposud neregistrované slouceniny. Interpretaci jejich MS spekter bylo zjisténo, Ze se jedna
0 ,,nové”“ izomery vitaminu E, konkrétné o a-tokomonoenol a y-tokomonoenol s dvojnou
vazbou v postrannim fetézci mezi 11.a 12. uhlikem. Jejich obsah 1obsah dalSich
identifikovanych sloucenin byl stanoven metodou HPLC-MS. Obsah vy-tokoferolu byl
podstatné vys$si (586 ug/g) nez a-tokoferolu (78 ug/g). Obsah novych izomert vitaminu E,
a-tokomonoenolu a y-tokomonoenolu, byl 17,6 ng/ga 118,7 pg/g.

Strom mongongo (Schinziophyton rautanenii) roste na Uzemi Namibie, Angoly,
Jihoafrické republiky, Botswany a Zambie. Ofechy z tohoto stromu jsou dulezitym zdrojem

potravy pro Cast obyvatelstva afrického kontinentu. V publikaci z roku 2018 [ 72] autofi popisuji
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vliv extrakce na obsah tokoferold. Nejvice tokoferolu bylo ziskano Soxhletovou extrakci
(206 mg/100 g), nejméne lisovanim za studena (137 mg/100 g). Nejzastoupenéjsi formou
vitaminu E byl y-tokoferol. Tato forma tokoferolu chrani ofechy a extrahovany olej pred

oxidaci.

Obsah tokoferoll 1ze analyzovat i v matricich, které nejsou bohaté na lipidy. Skupina
veédct z Korejské republiky [66] aplikovala citlivou, pfesnou, rychlou a robustni metodu
GC-TOF-MS na analyzu 14 lipofilnich slozek (tokoferoly, tokotrienoly, steroly
a polykosanoly) ve vzorcich Cerné, Cervené a bilé ryze. Nejvice vitaminu E obsahovala ¢erna
ryze (22,5 pg/g). Nejzastoupenéjsi formou ve vSech kultivarech byl a-tokoferol. Ziskana data
byla podrobena analyze hlavnich komponent (PCA), kde byla prokazana korelace mezi
obsahem vitaminu E a obsahem polykosanolt. Ve vzorcich barevné ryze (Cerné a Cervené) bylo
vice tokoferoli a méné polykosanoll, kdezto u bilé ryze tomu bylo naopak. Polykosanoly
stejn¢ jako tokoferoly snizuji hladinu LDL cholesterolu v krvi azvySuji hladinu HDL
cholesterolu. Oktakosanol, nejhojnéji zastoupeny polykosanol, je pro svij cytoprotektivni

ucinek povazovan za alternativu k aspirinu pro pacienty s podrazdénim zaludku.
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2  Experimentalni ¢ast

2.1 Pristroje a zatizeni

2.1.1 Plynovy chromatograf

Stanoveni mastnych kyselin a tokoferola bylo provedeno na plynovém chromatografu
Agilent Technologies 7890A, ktery byl vybaven hmotnostnim spektrometrem Agilent
Technologies 5977A MSD (vSe Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) s elektronovou

ionizaci a jednoduchym kvadrupélovym analyzatorem.

Pro separaci methylesteri mastnych kyselin byla pouzita kapilarni kolona
TR-FAME se slozenim 70 % kyanopropyl polyfenylen-siloxan (60 m x 0,25 mm x 0,25 pum,
Thermo Scientific, Bellefonte, PA, USA). Pro separaci trimethylsilylestert tokoferolt byla
pouzita kapilarni kolona SLB®-5MS s polysiloxanovou stacionarni fazi s 5 % fenylovych

a 95 % methylovych skupin (30 mx 0,25 mm x 0,5 um, Supelco, Bellefonte, PA, USA).

2.1.2 Dalsi zarizeni
¢ analytické vahy KERN ABT 220-4M (Kern & Sohn, Balingen, Némecko)
¢ ultrazvukova lazeni Bandelin Sonorex RK 52 (Bandelin, Berlin, Némecko)
¢ minitfepacka VORTEX 1 (IKA, Staufen, Némecko)
e odstfedivka NF 400 (Niive, Ankara, Turecko)
e suSarna Memmert UM300 (Memmert, Schwabach, Némecko)
e blokovy termostat IKA 1 (IKA, Staufen, Némecko)
e automatické pipety (Biohit, Helsinky, Finsko)
o stiikadkové filtry, PTFE, primér 25 mm, porovitost 0,45 um (Labicom, Olomouc, CR)

e be&zné laboratorni sklo a pomucky

2.2 Chemikalie a standardni latky

2.2.1 Chemikalie
e helium 5.0 (Linde Gas, Praha, Ceska republika)
e destilovana voda filtrovana (Univerzita Pardubice, Pardubice, CR)
e n-hexan > 98 % (Merck, Darmstadt, Némecko)
e methanol > 99,9 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
e cthanol, 96 % (Lach-Ner, Neratovice, CR)
e hydroxid draselny, p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR)
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e chlorid sodny, p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e methanolat sodny, 95 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
e pyridin > 99,5 % (Penta, Praha, CR)

e BHT > 99 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e BSTFA > 99 % (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

e BSA >98.5 % (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

2.2.2 Standardni latky

Ke stanoveni mastnych kyselin byl pouzit smésny standard Supelco 37 Component
FAME Mix 10 mg/ml (Supelco, Bellefonte, PA, USA), ktery obsahoval 37 methylesterQ téchto
mastnych kyselin: maselna (C4:0), kapronova (C6:0), kaprylova (C8:0), kaprinova (C10:0),
undekanova (C11:0), laurova (C12:0), tridekanova (C13:0), myristova (C14:0), myristoolejova
(C14:1), pentadekanova (C15:0), pentadecenova (C15:1), palmitova (C16:0), palmitoolejova
(C16:1), heptadekanova (C17:0), heptadecenova (C17:1), stearova (C18:0), olejova (C18:1),
elaidova (C18:1), linolova (C18:2), linolelaidova (C18:2), y-linolenova (C18:3), a-linolenova
(C18:3), arachova (C20:0), gadolejova (C20:1), eikosadienova (C20:2), homo-y-linolenova
(C20:3), eikosatrienova (C20:3), arachidonova (C20:4), eikosapentaenova (C20:5),
heneikosanova (C21:0), behenova (C22:0), erukova (C22:1), dokosadienova (C22:2),
cervonova (C22:6), trikosanova (C23:0), lignocerova (C24:0), nervonova (C24:1).

Ke stanoveni tokoferoli byly pouzity nasledujici standardni latky tokoferoli:
(£)-a-tokoferol >96 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Né&mecko), rac-fB-tokoferol, roztok
v hexanu, 50 mg/ml (Supelco, Bellefonte, PA, USA), (+)-y-tokoferol > 96 % (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko), (+)-8-tokoferol > 90 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko).

2.3 Vzorky

V této praci bylo analyzovano 25 vzorkt oleju (viz Tab. 4), z ¢ehoz 20 vzorkl byly
olivové oleje a 5 vzorka byly oleje rizného druhu. Profil mastnych kyselin byl stanoven
ve vS§ech 25 vzorcich. Pro stanoveni obsahu tokoferold bylo vybrano celkem 10 vzorkt
— 5 olivovych oleju z rozdilnych zemi ptivodu (vzorky €. 7, 8, 11, 12 a 13) a 5 oleji rizného

druhu (vzorky €. 21-25).
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Tab. 4: Seznam vzorku oleju

¢. druh oleje znacka zemé puvodu popis

1 olivovy FONT OLIVA Spanglsko extra panensky

2 olivovy Sol&Mare Spanglsko extra panensky

3 olivovy La Espafiola Spanglsko extra panensky

4 olivovy Seville Premium Spanglsko extra panensky

5 olivovy Kaufland Spanglsko extra panensky, BIO

6 olivovy Primadonna Spanélsko extra panensky, BIO

7 olivovy Ondoliva Spanglsko extra panensky

8 olivovy Terra Creta Recko extra panensky

9 olivovy neznama Recko blize nespecifikovany
10 olivovy Kamarko Recko extra panensky

11 olivovy Isnardi Italie extra panensky

12 olivovy neznama Chorvatsko blize nespecifikovany
13 olivovy Alnatura Tunisko extra panensky

14 olivovy Terra Delyssa Tunisko extra panensky

15 olivovy Due De Coeur Recko + Spanglsko extra panensky

16 olivovy Monini smés ze zemi EU extra panensky

17 olivovy Kaiser Franz Josef smés ze zemi EU extra panensky

18 olivovy Colavita smés ze zemi EU extra panensky

19 olivovy Costa d*Oro smés (EU i mimo EU) | extra panensky
20 olivovy Giana Spanglsko (baleno) z pokrutin, rafinovany
21 fepkovy VitaD’or neuvedeno lisovany za studena, BIO
22 fepkovy COOP Premium neuvedeno blize nespecifikovany
23 | sluneénicovy | VitaDor neuvedeno rafinovany
24 Inény VitaD’or mimo EU lisovany za studena, BIO
25 kokosovy | Vitasia Thai Sri Lanka panensky, BIO
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2.4  Pracovni postupy

2.4.1 Chromatograficka analyza methylesteri mastnych kyselin

Analyza smési standardu

Komerén¢ dostupny smesny standard (10 mg/ml) byl analyzovéan 10x ziedény. Z ploch
jednotlivych methylesterti byl pro kazdy z nich vypocitan odezvovy faktor:

XA my

RF =2—.*
A, Ym

kde }; A — suma vS8ech ploch pikd v chromatogramu, A; - plocha piku daného methylesteru, m;
— deklarovana hmotnost daného methylesteru (2 — 6 %), >. m — suma vSech deklarovanych

hmotnosti (100 %).

Odezvovy faktor byl pouzit k vypoctu relativniho procentualniho zastoupeni mastnych

kyselin ve vzorcich:

rel.%=RF-Z—f4-1OO

Piiprava 0.25M methanolického roztoku methanolatu sodného

1,35 ¢ methanolatu sodného bylo rozpuSténo v methanolu. Tento roztok byl

kvantitativné preveden do 100ml odmérné baiiky, ktera poté byla doplnéna po rysku.

Piiprava nasyceného roztoku NaCl

36 g chloridu sodného bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody.

Piiprava derivatu

Do vialky bylo navazeno 20 mg oleje anasledné napipetovano 1,5ml 025 M
methanolického roztoku methanolatu sodného. Vialka byla uzaviena, protfepana a nasledné
ponechana v susarné pii 65 °C po dobu 10 minut. Po vytemperovani na laboratorni teplotu byl
pfidan 1 ml nasyceného roztoku chloridu sodného a 2 ml hexanu. Smeés byla opét dukladné
protiepana. Po oddéleni dvou fazi byla horni hexanovéa vrstva odpipetovana a prefiltrovana pres
stiikaCkovy filtr do vialky pro GC-MS analyzu. Z kazdého vzorku byly ptipraveny dva derivaty

a kazdy z nich byl dvakrat analyzovan.

Chromatografické podminky

Pred vlastni analyzou vzorki byla provedena optimalizace metody. Optimalni

podminky chromatografické analyzy methylesterti jsou uvedeny v Tab. 5.
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Tab. 5: Podminky chromatografické analyzy methylesteri mastnych kyselin

kolona

TR-FAME (60 m x 0,25 mm * 0,25 pm)

mobilni faze a jeji prutok

helium, 1,2 ml/min

objem nastiiku a splitovaci | 1 ul, 10:1
pomér
teplota nastriku 250 °C
narust [°C/min]: | teplota [°C]: | zdrzeni [min]:
0 70 3.5
teplotni program 90 160 2
5 200 1
2.5 230 2

podminky MS s EI ionizaci

skenovaci rozsah: m/z 50 — 500

EIL 70 eV

gain faktor: 15,00

izola¢ni Sitka: m/z 0,1

frekvence skenovani: 10,9 skend/s
teplota pfevodniku GC-MS: 235 °C
teplota EI zdroje: 230 °C

teplota kvadrupdlu: 150 °C

2.4.2 Chromatograficka analyza tokoferola

Piiprava zasobnich roztoku standardud a kalibra¢ni fady

Pro kvantitativni stanoveni tokoferold v olejich bylo pouzito metody kalibra¢ni pfimky,
jejiz rozsah byl 5— 100 pg/ml. Zasobni roztoky o-tokoferolu a d-tokoferolu o koncentraci
10 mg/ml byly pfipraveny navazenim 100 mg piislusného standardu do 10ml odmérné bariky,
rozpusténim v hexanu a doplnénim odmérné bainky po rysku. Zasobni roztok y-tokoferolu
o koncentraci 10 mg/ml byl pfipraven rozpusténim 25 mg standardu ve 2,5 ml hexanu a zasobni

roztok B-tokoferolu o koncentraci 500 ug/ml byl pfipraven napipetovanim 100 ul standardniho

roztoku (50 mg/ml) do 10ml odmérné bariky a doplnénim baiky po rysku.
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Ze zasobnich roztoka byl pfipraven smésny pracovni roztok o koncentraci 100 ug/ml,
ktery byl zaroven nejvy$sim bodem kalibracni fady. Postupnym fedéni tohoto pracovniho

roztoku bylo pfipraveno dalsich 5 roztoku kalibra¢ni fady.

Derivatizace smési standardd

1 ml roztoku kazdého bodu kalibra¢ni fady byl pfeveden do tmavé vialky o objemu
1,5 ml anasledné¢ bylo pifidano 50 pl pyridinu a 50 pl derivatiza¢niho cinidla BSTFA.
Derivatiza¢ni smés byla ponechana v susarné pii 60 °C po dobu 30 minut. Kazdy bod kalibra¢ni

fady byl dvakrat derivatizovan a kazdy derivat byl dvakrat analyzovan.

Piiprava 2M ethanolického roztoku KOH s 1 % BHT

22,44 ¢ hydroxidu draselného a2 g BHT bylo rozpusténo v ethanolu s pomoci
ultrazvukové lazn€. Vznikly roztok byl kvantitativné preveden do 200ml odmémé bartiky

a doplnén po rysku.

Piiprava vzorku

Do plastové zkumavky o objemu 15 ml byly napipetovany 2 ml oleje, které dale byly
smiseny s 10 ml 2M ethanolického roztoku KOH s 1% BHT (zmydeliiovaci roztok).
Zkumavka byla vortexovana 1 minutu a nasledn€ ponechana v susarné pii 50 °C 60 minut.
Béhem procesu zmydelnéni byla smés protiepana kazdych 15 minut. K roztoku po zmydelnéni
bylo pfidano 5 ml destilované filtrované vody a 5 ml hexanu. Vznikla smé&s byla vortexovana
po dobu 3 minut a nasledn€ odstfedéna (3 000 ot./min, 5 minut). Horni hexanova vrstva byla
odebrana do vialky a ke zbytku bylo pfidano 5 ml hexanu. Cely proces byl jest¢ dvakrat
opakovan. Jednotlivé hexanové podily byly smiseny a odpateny do sucha v atmosfére dusiku
pi1 40 °C. Odpateny extrakt byl rozpustén v 1 ml hexanu a derivatizovan stejnym postupem
jako kalibracni fada standardt. Derivat byl prefiltrovan pres stfikackovy filtr a analyzovan
pomoci GC-MS. Z kazdého vzorku byly pfipraveny dva derivaty a kazdy z nich byl dvakrat

analyzovan.

Chromatografické podminky

Podminky chromatografické analyzy trimethylsilyl (TMS) derivata tokoferolt jsou

souhrnn¢ uvedeny v Tab. 6.
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Tab. 6: Podminky chromatografické analyzy trimethylsilyl derivati tokoferolt

kolona

SLB®-5MS (30 mx 0,25 mm x 0,5 pum)

mobilni faze a jeji prutok

helium; 1 ml/min

objem nastiiku a splitovaci | 1 ul, 1:1
pomér
teplota nastriku 250 °C
narust [°C/min]: | teplota [°C]: | zdrzeni [min]:
teplotni program 0 200 0
20 290 30

podminky MS s EI ionizaci

skenovaci rozsah: m/z 50 — 550

EIL 70 eV

gain faktor: 15,00

izola¢ni Sitka: m/z 0,1

frekvence skenovani: 10,9 skend/s
teplota ptfevodniku GC-MS: 300 °C
teplota EI zdroje: 300 °C

teplota kvadrupdlu: 150 °C
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3  Vysledky a diskuze

3.1 Chromatograficka analyza mastnych kyselin

Plynova chromatografie je nejCastéji vyuzivanou technikou pro presné a spolehlivé
stanoveni mastnych kyselin. Kli€ovym krokem stanoveni je pfevedeni mastnych kyselin
na methylestery. Plamenoveé-ionizacni detektor ve spojeni s plynovou chromatografii je jiz
po mnoho let bézn€ vyuzivanym detektorem pro detekci methylesteri mastnych kyselin. Jeho
nevyhodou vSak je nedostatek informaci o struktufe analyzované latky. Proto je znacné
vyhodné&jsi vyuzit hmotnostniho spektrometru, ktery kromé reten¢nich ¢ast nabizi hmotnostni
spektra, kterd po spravné interpretaci slouzi k identifikaci mastnych kyselin ve vzorku. V této
praci byly nejprve optimalizovany chromatografické podminky, které nasledné byly aplikovany

na 25 vzorka oleju.

3.1.1 Optimalizace chromatografické metody

Optimalizace GC-MS metody pro stanoveni mastnych kyselin byla provedena
s desetkrat zfedénou standardni smési Supelco 37 Component FAME Mix, ktera obsahovala
37 methylesteri mastnych kyselin o délce fetézce od 4 do 24 uhliki s riznym stupném
nenasycenosti. Byl optimalizovan teplotni program separace, prutok mobilni faze a splitovaci

pomgér.

Pti optimalizaci teplotniho programu separace byl nejprve zvolen teplotni program
(gradient €. 1) dle M. Hodese [74], ktery se ve své diplomové praci rovnéz vénoval analyze
methylesterd mastnych kyselin pomoci techniky GC-MS. Aplikaci tohoto gradientu vSak
nebyla zajisténa Uplna separace vSech methylesterd. Porovnanim ziskanych hmotnostnich
spekter analyzovanych latek s knihovnou spekter NIST (National Institute of Standards and
Technology) bylo zjisténo, ze prvni eluovanou latkou byl methylester kyseliny undekanové,
tudiz chybély piky kyseliny maselné, kapronové, kaprylové a kaprinové. Z tohoto diivodu byl
zvolen teplotni program s poc¢atecni teplotou 70 °C (gradient €. 2). Pti aplikaci tohoto gradientu
bylo dostate¢né separovano vSech 37 methylesterd. Pro urychleni separace byl nakonec jesté
vyzkouS$en teplotni program (gradient €. 3) se ¢tyfmi kroky. Tento program se z hlediska doby
analyzy jevil nejlépe, a proto byl zvolen pro analyzu standardt i vzorki. Hodnoty pro jednotlivé

gradienty jsou uvedeny v Tab. 7, jejich grafické znazornéni je v piiloze.
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Tab. 7: Teplotni gradienty pfi optimalizaci teplotniho programu

nardst [°C/min] teplota [°C] zdrzeni [min]
0 160 0
gradient €. 1 4 235 2
50 250 8,5
0 70 5
gradient €. 2 15 160 0
3 240 0
0 70 35
gradient €. 3 % 10 ?
5 200 1
2,5 230 2

Porovnani vlivu jednotlivych teplotnich gradientd na separaci methylester(

je zobrazeno na Obr. 11.

Obr. 11: Separace methylesterd pfi optimalizaci teplotniho programu

Chromatografické podminky - kolona TR-FAME (60m x 0,25mm x 0,25ym), mobilnifaze: helium pritok:
12 m/min, néstiik: 1yl, splitovaci pomér: 5:1pro 1 a 3 chromatogram, 10:1 pro 2 chromatogram, teplota
néstiriku: 250 °C teplotni program: gradient ¢ 1 (160- 250 °C), gradient & 2 (70- 240°C), gradient & 3 (70-
230°0), teplota El zdroje: 230 °C teplotaprevodniku GC-MS: 235 °C teplota kvadrupdlu: 150 °C

Popsana optimalizace pritoku mobilni faze a davkovani probihala pfi teplotnim

gradientu €. 3. Postupné byly aplikovany tyto hodnoty pritoku mobilni faze: 1,0 ml/min,

1,2 ml/min a 1,4 ml/min. Jiz pfi pratoku 1,0 ml/min byly piky rozdéleny uspokojivé, a to
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za zhruba 26,5 min. P¥i aplikaci prdtoku 1,2 ml/min se piky rozdélily za 26 min a pfi navyseni
pritoku na 1,4 ml/minjiz za 25 min. Z toho plyne, Ze ¢im vyssi pritok, tim krat$i doba analyzy.
Proto z hlediska zkraceni doby analyzy se jako nejlepsi jevil prGtok 1,4 ml/min. PFi
prostudovani manualu vsak bylo zjisténo, Ze prdtoky helia vys$si nez 1,3 ml/min nejsou vhodné
pro pouzitou kolonu, proto byl zvolen pritok 1,2 ml/min. Porovnani vlivu priitoku na separaci

je zobrazeno na Obr. 12.

Obr. 12: Separace methylester( pfi optimalizaci pritoku

Chromatografické podminky - kolona TR-FAME (60m x 0,25mm x 0,25um), mobilnifaze: helium pritok:
1,0ml/min, 1,2 m/min, 1,4 mi/min, néstfik:1 ul, splitovaci pomér: 5:1, teplota néstfiku: 250 °C teplotni
program:70- 235 °C teplota El zdroje: 230 °C teplotaprevodniku GC-MS: 235 °C, teplota kvadrupdlu: 150 °C

Pro optimalizaci davkovani byly také vyzkouseny dva rlizné splitovaci poméry,
konkrétné 10:1 a 5:1. Bylo také vyzkous$eno davkovani v rezimu splitless. U vSech experimentt
byl nastfikovan objem 1 [il. Pfi srovnani chromatogrami (Obr. 13) je patrné, Ze sniZzenim
splitovaciho poméru dochazi ke zvétseni pikd. U davkovani v rezimu splitless doslo k pretizeni
kolony a detektoru, tudiz i k deformaci pikd. Pro realné vzorky byl rovnéz nejprve aplikovan
splitovaci pomér 10:1. Pfi tomto davkovani byly piky dostate¢né rozdéleny. Néasledné byl
pouZit splitovaci pomér 5:1, toto davkovani vSak nebylo vhodné, jelikoz piky byly ,,useknuté®.
Jako nejvhodnéjsi proto bylo zvoleno déavkovani se splitovacim pomérem 10:1, které bylo

aplikovano pro separaci standardni smési methylesterd a vzorkd.



Obr. 13: Separace methylester( pfi optimalizaci davkovani

Chromatografické podminky - kolona TR-FAME (60m x 0,25mm x 0,25um), mobilnifaze: helium pritok:
1.2 mi/min, nastfik:1 ul, splitovaci pomér: 10:1, 5:1, splitless, teplota néstfiku: 250 °C teplotni program:
70- 235 °C teplota El zdroje: 230 °C teplotaprevodniku GC-VS: 235 °C teplota kvadrupdlu: 150 °C

Nejlépe se methylestery rozdélovaly pfi nasledujicich podminkéach. Separace probihala
na kolong TR-FAME (60 m x 0,25 mm x 0,25 |im), mobilni fazi bylo helium s prdtokem
1.2 ml/min. Teplota nastfiku byla nastavena na 250 °C, davkovan byl 1 |il ve splitovacim
poméru 10:1. Teplotni program se pohyboval od 70 do 230 °C, pficemZ celkova doba analyzy
byla 27 min. Nastavené teploty hmotnostniho detektoru byly nastaveny pro El zdroj na 230 °C,
pro pfevodnik GC-MS na 235 °C a pro kvadrupdl na 150 °C. Byly sledovény piky v rozsahu
m/z 50 - 500. P¥i pouziti téchto podminek dochazi k separaci methylesterd mastnych kyselin,
tak jak je uvedeno na nasledujicim Obr. 14, kdy prvni separovanou latkou byl methylester
kyseliny maselné (pik € 1), dale néasleduji zbyvajici methylestery mastnych kyselin. Pik
rozpoustédla (hexanu) neni v chromatogramu zobrazen, jelikoZ byla vyuZita funkce solvent
delay (4,5 min), kterd chrani vladkno (katodu) pfed ucinky vysokych koncentraci par

rozpousStédla v iontovém zdroji.



Obr. 14: Separace methylester(l pfi pouziti optimalizovanych podminek

Chromatografické podminky: kolona TR-FAME (60m x 0,25mm x 0,25um), mobilni faze: helium, priitok:
12 mi/min, néstrik:1ul, splitovaci pomér: 10:1, teplota néstiiku: 250 °C,  teplotni  program:
70- 230 °C, teplota El zdroje: 230 °C teplotapfevodniku GC-MS: 235 °C teplota kvadrupdlu: 150 °C

Kyseliny: méselna (1), kapronova (2), kaprylova (3), kaprinova (4), undekanova (5), laurova (6), tridekanova (7),
myristova (8), myristoolejova (9), pentadekanova (10), pentadecenova (11), palmitova (12), palmitoolejova (13),
heptadekanova (14), heptadecenova (15), stearova (16), elaidova (17), olejova (18), linolelaidova (19),
linolova (20), y-linolenova (21), a-linolenova (22), arachova (23), gadolejova (24), heneikosanova (25),
eikosadienova (26), homo-y-linolenova (27), eikosatrienova (28), arachidonova (29), behenova (30), erukova (31),
eikosapentaenova (32), trikosanova (33), dokosadienova (34), lignocerova (35), nervonova (36), cervonova (37).
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3.1.2 Chromatografické charakteristiky methylesteriu mastnych kyselin

Pro jednotlivé methylestery byly stanoveny meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti
(LOQ). Tyto meze jsou zavislé na citlivosti metody, tj. na strmosti kalibracni zavislosti,
a predevs§im na chybé méfeni. Chyba méfeni miize byt reprezentovana smérodatnou odchylkou
nebo Sumem, coz je Casova fluktuace méfeného signalu v nepfitomnosti analytu [75]. Mez
detekce je takova koncentrace analytu, ktera zpusobi zménu méfeného signalu v rozsahu

trojnasobku vysky Sumu zakladni linie (hy):

Mez stanovitelnosti je takova koncentrace analytu, ktera zpusobi zménu méfeného

signalu v rozsahu desetinasobku vysky Sumu:
LOQ = 10" h

Déle byl také stanoven odezvovy faktor (RF), coz je pomérna hodnota mezi signalem
produkovanym analytem a mnozstvim analytu, ktery produkuje signal. Odezvovy faktor byl
pouzit k vypoctu relativniho procentualniho zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku. Vzorec

pro vypocet tohoto faktoru je uveden v kapitole 2.4.1.

Seznam analyzovanych methylestert pfislu§né mastné kyseliny spolu s reten¢nim
Casem (tr), sumarnim vzorcem, molekulovou hmotnosti methylesteru (Mrame), odezvovym
faktorem (RF), mezi detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) jsou uvedeny v Tab. 8. Posledni
pik, tj. methylester kyseliny cervonové, eluoval v retenénim ¢ase 26,80 min, doba analyzy tedy
byla do 27 minut. Hodnoty odezvového faktoru byly kolem 1, vyjimkou je vSak methylester
kyseliny maselné, kterému nalezi odezvovy faktor roven 4,67. To je také patrné
z chromatogramu Obr. 14, kde pik tohoto methylesteru je podstatné nizsi. Mez detekce byla
nejvyS$si pro kyselinu méselnou, a to 1,13 pg/ml, coz souvisi s hodnotou odezvového faktoru.
Pro ostatni methylestery byly hodnoty mezi detekce nizsi, pohybovaly se od 0,25
do 0,63 pg/ml.
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Tab. 8: Charakteristiky methylesteri mastnych kyselin ve standardni smési

¢, piku [nt?n] vzorec nazev Mrame RF [;,I:g(/)nll)l] [;,I:g(/)rgl]

1 5,02 C4:0 maselna 102 4,67 1,13 3,75
2 6,31 C6:0 kapronova 130 2,41 0,63 2,10
3 7.56 C8:0 kaprylova 158 1,69 0,37 1,23
4 8,64 C10:0 kaprinova 186 1,43 0,28 0,95
5 9,20 C11:0 undekanova 200 1,24 0,26 0,88
6 9.83 C12:0 laurova 214 1,22 0,27 0,89
7 10,57 C13:0 tridekanova 228 1,09 0,25 0,82
8 11,41 C14:0 myristova 242 1,10 0,27 0,90
9 11,96 Cl4:1 myristoolejova 240 1,10 0,28 0,92
10 12,37 C15:0 pentadekanova 256 0,99 0,25 0,85
11 12,98 Cl15:1 pentadecenova 254 1,06 0,27 0,91
12 13,42 C16:0 palmitova 270 1,01 0,30 0,99
13 13,94 Cl6:1 palmitoolejova 268 1,00 0,27 0,91
14 14,54 C17:0 heptadekanova 284 0,87 0,25 0,83
15 15,09 Cl17:1 heptadecenova 282 0,96 0,28 0,95
16 15,75 C18:0 stearova 298 0,85 0,29 0,96
17 16,05 C18:1 claidova 296 0,91 0,30 0,99
18 16,26 C18:1 olejova 296 0,89 0,29 0,98
19 16,62 C18:2 linolelaidova 294 1,04 0,34 1,14
20 17,15 C18:2 linolova 294 0,98 0,33 1,10
21 17,77 C18:3 y-linolenova 292 1,07 0,37 1,22
22 18,28 C18:3 o-linolenova 292 1,17 0,40 1,35
23 18,51 C20:0 arachova 326 0,71 0,30 1,00
24 19,11 C20:1 gadolejova 324 0,82 0,33 1,09
25 20,02 C21:0 heneikosanova 340 0,77 0,31 1,02
26 20,15 C20:2 cikosadienova 322 0,88 0,37 1,24
27 20,85 C20:3 | homo-y-linolenova 320 1,07 0,42 1,42
28 21,33 C20:3 cikosatrienova 320 1,15 0,42 1,41
29 21,43 C20:4 arachidonova 318 0,95 0,39 1,30
30 21,61 C22:0 behenova 354 0,64 0,33 1,11
31 22 30 C22:1 crukova 352 0,81 0,38 1,25
32 22.69 C20:5 | eikosapentacnova 316 1,00 0,43 1,43
33 23,26 C23:0 trikosanova 368 0,69 0,35 1,15
34 23,45 C22:2 dokosadienova 350 0,75 0,42 1,39
35 24 97 C24:0 lignocerova 382 0,66 0,39 1,31
36 25,72 C24:1 nervonova 380 0,84 0,48 1,59
37 26,80 C22:6 cervonova 342 1,34 0,63 2,11
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3.1.3 Obsah mastnych kyselin ve vzorcich

Mastné kyseliny byly analyzovany ve 25 vzorcich olejl, z ¢ehoZ dvacet byly olivové
oleje z rliznych zemi plvodu. Zbyvajicich pét vzorkl byly oleje rlizného druhu, konkrétné
dva Fepkové, jeden slunecnicovy, jeden Inény ajeden kokosovy olej. Mastné kyseliny v olejich
bylo nutné prevést na methylestery. Postup pfipravy derivatl je popsan v kapitole 2.4.1. Vzorky
byly analyzovany za stejnych chromatografickych podminek jako smés standardd.
Methylestery byly identifikovany na zakladé porovnani retenénich ¢ast a dale také porovnanim
hmotnostnich spekter s knihovnou spekter NIST. Relativni procentualni zastoupeni mastnych
kyselin ve vzorcich bylo vypoc&itano pomoci pfislusnych odezvovych faktord. Chromatogramy
véech vzork(l olivového oleje byly v podstaté identické, typicky chromatogram olivového oleje
(vzorek €. 3) je zobrazen na Obr. 15. Chromatogramy fepkového, slunecnicového, Inéného

a kokosového oleje jsou uvedeny v pfiloze.

Obr. 15: Typicky chromatogram olivového oleje

Chromatografické podminky: kolona TR-FAME (60m x 0,25mm x 0,25um), mobilni faze: helium, pritok:
12 mi/min, néstrik:1ul, splitovaci pomér: 10:1, teplota néstiiku: 250 °C,  teplotni  program:
70- 230 °C, teplota El zdroje: 230 °C teplotapfevodniku GC-MS: 235 °C teplota kvadrupdlu: 150 °C

Kyseliny: palmitova (12), palmitoolejova (13), heptadekanova (14), heptadecenova (15), stearova (16),
olejova (18), linolovéa (20), a-linolenova (22), arachova (23), gadolejova (24).
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Ve vzorcich olivového oleje bylo nalezeno prlimérné 10 rlznych mastnych kyselin.
Ve vzorku & 1 plivodem ze Spanélska bylo obsazeno celkem 17 mastnych kyselin, coz
pfedstavovalo maximum. Sest z nich v3ak bylo pod mezi stanovitelnosti, tudiz bylo stanoveno

pouze jedenact mastnych kyselin (Obr. 16).

m olejova
palmitovéa
linolovéa
stearova
palmitoolejovéa
a-linolenova

m arachova

m gadolejovéa

m heptadecenova

m heptadekanova

m behenova

Obr. 16: Profil mastnych kyselin v olivovém oleji

Nejzastoupengjsi mastnou kyselinou ve vzorcich olivového oleje byla kyselina olejova
v rozmezi 46,50-65,81 %, coZ je mononenasycena mastna kyselina. Vibec nejvyssi obsah
kyseliny olejové mél extra panensky olivovy olej plivodem z Recka (vzorek &. 8), naopak
nejmensi obsah mél olej z Tuniska (vzorek ¢. 14). Oleje, v nichZ je pfitomna kyselina olejova,
jsou oxidacné vice stabilni nez oleje obsahujici vy3§i mnoZstvi polynenasycenych mastnych
kyselin. Druhou nejzastoupenégjsi kyselinou byla kyselina palmitova (12,80-19,53 %), coZ je
naopak nasycend mastnd kyselina. Z polynenasycenych mastnych kyselin vétSinu tvofila
kyselina linolovéa (6,44-20,09 %), zatimco obsah kyseliny a-linolenové se pohyboval pouze
od 0,92 do 1,65 %. DalSimi vyznamné zastoupenymi Kkyselinami byly nasycenad kyselina
stearova (2,22-5,04%) a mononenasycend kyselina palmitoolejovd (0,73-3,80%). Obsah
ostatnich mastnych kyselin, tj. heptadekanové, heptadecenové, elaidové, arachové, gadoolejové
a behenové byl zpravidla pod 1%. Vysledky analyzy se shoduji svysledky uvedenymi
v odborné literatufe [76-78],
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V Tab. 9 je uveden obsah vybranych mastnych kyselin ve dvaceti vzorcich olivového
oleje spolu s relativni smérodatnou odchylkou (RSD), ktera byla vypoctena ze 4 analyz. Tyto
kyseliny byly vybrany na zaklad¢ toho, Ze se jednalo o Sest nejzastoupen€jSich mastnych

kyselin v olivovém oleji.

Tab. 9: Obsah majoritnich mastnych kyselin ve vzorcich olivového oleje

olejova palmitova linolova stearova | palmitoolejova | a—linolenova
vzorek |obsah | RSD |obsah [ RSD |obsah | RSD |obsah | RSD | obsah | RSD |obsah | RSD
¢ [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] [%] | [%] | [%]
1 53,491 0,13 | 13,86 | 1,91 | 13,79 035 | 448 | 433 | 2,86 | 2,60 | 1,58 | 0,79
2 63,89 | 1,30 | 13,47 0,85 | 7,79 | 7,00 | 3,19 [ 2,93 | 095 | 540 | 1,13 | 6,87
3 54411 0,44 | 17,06 | 0,66 | 14,15 0,01 | 2,47 | 3,87 | 2,15 | 3,81 | 1,17 | 2,55
4 62,78 | 1,41 | 1540 | 2,53 | 6,44 | 3,07 | 3,38 | 4,77 | 1.61 | 6,23 | 1,11 | 6,58
5 54491 0,89 | 18,10 | 0,65 12,79 0,54 | 2,93 | 3,99 | 2,00 | 4,70 | 1,11 | 4,77
6 62,08 0,31 | 14,80 | 1,12 | 8,34 | 1,83 | 3,03 | 4,04 | 1,17 | 2,08 | 1,21 | 2,43
7 61,08 | 0,63 | 15,63 | 1,67 | 7,72 | 0,93 | 3,79 | 1,36 | 1,50 | 3,66 | 1,09 | 1,47
8 65,81 0,14 | 15,06 | 1,99 | 991 | 1,57 | 5,04 | 2,82 | 1,76 | 3,82 | 1,44 | 3,30
9 52,741 0,92 | 15,71 | 1,94 | 17,63 | 0,67 | 2,80 | 4,54 | 1,30 | 8,61 | 1,24 | 4,29
10 5971 0,15 | 15,07 | 146 | 7,53 | 0,87 | 441 | 1,77 | 1,73 | 0,20 | 1,50 | 2,28
11 ]63,03] 0,28 | 1336 1,69 | 9,79 | 0,18 | 2,32 | 1,22 | 0,73 | 0,37 | 1,23 | 0,27
12 |57,06 | 1,39 | 1345 0,51 | 16,07 | 3,96 | 2.28 | 2,69 | 1,17 | 459 | 1,11 | 1,74
13 |4738] 2,13 | 1690 2,46 | 16,89 | 3,04 | 464 | 1,10 | 3,80 | 2,80 | 1,65 | 2,30
14 46,50 | 0,27 | 19,53 | 0,01 |20,09| 0,05 | 2,22 | 1,93 | 3,21 1,19 | 1,11 | 2,05
15 61,72 0,54 | 1325 1,39 | 12,12] 0,02 | 2,26 | 468 | 0,81 | 2,54 | 0,92 | 2,52
16 |58,66| 1,61 | 1684 2,79 | 10,44 | 3,63 | 2,40 | 3,02 | 1,75 | 4.76 | 1,08 | 4,77
17 |64,13] 0,11 | 1280 0,07 | 6,84 | 0,56 | 3,07 | 2.45 | 2,55 | 2,00 | 1,04 | 0,99
18 5998 | 1,16 | 13,78 | 2,30 | 10,18 | 2,93 | 3,26 | 1,53 | 2,00 | 3,08 | 1,26 | 3,28
19 |5432] 1,24 | 16,07 | 1,36 | 14,25| 1,13 | 3,01 | 3,65 | 2,55 | 7.34 | 1,21 | 4,31
20 5836 0,75 | 1322 2,13 | 1188 1,97 | 3,63 | 0,52 | 141 | 0,47 | 1,22 | 0,73

Zastoupeni mastnych kyselin v olivovém oleji se méni v zavislosti na zralosti oliv,
zemepisné Sifce a klimatickych podminkach, z toho Ize usuzovat na ptivod olivového oleje.
Olivové oleje z Italie, Spanélska a Recka mély vyssi obsah kyseliny olejové a niz§i obsah
palmitové alinolové kyseliny. U olivovych oleji z Tuniska tomu bylo naopak, obsahovaly
méné kyseliny olejové a vice kyseliny palmitové a stearové nez oleje z vySe uvedenych zemi,
coz odpovida poznatkim z literatury [77]. Ve vzorku €. 20 byla stanovena kyselina elaidova,
coz je trans mastna kyselina, kterd ma negativni zdravotni u€inky. Jak uvadi vyrobce, jedna
se o olivovy olej z pokrutin, ktery je smési rafinovaného oleje z pokrutin a panenského

olivového oleje. Trans mastné kyseliny se v olejich pfirozen€ nevyskytuji, vznikaji az pfi jejich
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rafinaci. Stanoveny obsah kyseliny elaidové byl 0,43 %, coz 00,03 % prekracuje limit
stanoveny legislativou pro tento druh olivového oleje. V dalSich vzorcich nebyla kyselina
elaidova identifikovana, coZ je pravdépodobné zapFi¢inéno tim, Ze se vétSinou jednalo o extra
panenské oleje. Tento druh olivového oleje je ziskan z prvniho lisovani oliv za studena, tudiz

se nerafinuje [76].

Pro zajimavost byla také provedena diskrimina¢ni analyza dvaceti vzorkl olivovych
olejii pomoci softwaru STATISTICA 12. Diskriminacni analyza je jednou z klasifikacnich
metod vicerozmérné statistické analyzy. Klasifikaéni metody jsou postupy, pomoci kterych
sejeden objekt zafadi do jedné existujici tfidy. Postup klasifikace je zaloZen na urcitych
predpokladech o vlastnostech klasifikovanych objektld. Diskriminacni analyza zkouma
zavislosti mezi skupinou nezévisle proménnych najedné strané ajednou zavisle proménnou na
strané druhé. Tato klasifikaéni metoda byla v této praci vyuzita jako nastroj pro ovéreni
hypotézy, ze zemépisny pdvod ma vliv na sloZzeni mastnych kyselin. Vzorky byly rozdéleny
do péti tfid: Spanélsko, Recko, Italie + Chorvatsko, Tunisko azemé EU. Jako nezavisle
proménnd byl vybran procentuélni obsah osmi mastnych kyselin: olejové, palmitové, linolové,
stearové, palmitoolejové, a-linolenové, arachové agadolejové. Grafické znazornéni

diskriminacéni analyzy je zobrazeno na Obr. 17.
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Obr. 17: Diskrimina¢ni analyza olivovych olejli

Zemépisny ptivod olivovych olejli: 1- Sparélsko, 2- Sparglsko, 3- Spanélsko, 4- Spanélsko, 5- Spanélsko,
6- Sparélsko, 7- Spanélskg, 8- Recko, 9- Recko, 10- Recko, 11 - Itdlie, 12- Chorvatsko, 13- Tunisko,
14- Tunisko, 15- Recko +Spanélsko, 16- zeme EU, 17- zeme EU, 18- zemeé EU, 19- zeme EU i mimo EU,

20- Spanélsko (baleno)
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Jak je patrné z vySe uvedeného obrazku, jednotlivé vzorky vytvofily shluky na zakladé
zemépisného plvodu. Olivové oleje ze Spanélska a ze zemi EU jsou Elenové jedné skupiny,
na zdkladé toho lze usuzovat, Ze majoritni Cast smésnych olejd tvofi Spanélské oleje.
Vzorek ¢. 19 je dle udaji na obale tvofen smési oleji ze zemi EU i mimo EU, coZ potvrzuje
i diskriminacni analyza, pravdépodobné se jednd o smés olivového oleje ze Spanélska
a olivového oleje z Tuniska, Italie nebo Chorvatska. Na obalu vzorku €. 20 je uvedena
informace, Ze olivovy olej je balen ve Spanélsku, zemé& pidvodu vsak nebyla uvedena.
Na zakladé diskriminaéni analyzy lze vSak pfedpokladat, Ze se jedna o Spanélsky olivovy olej.
Olivové oleje tfidy Recko rovnéZz vytvofily shluk. Bod reprezentujici vzorek & 15 je v3ak
odlehlejsi od ostatnich tfi, dle vyrobce se jednd o smés Ffeckého a Spanélského oleje, coz opét
potvrzuji vysledky diskrimina¢ni analyzy. Olivovy olej plivodem z Chorvatska (vzorek €. 12)
byl sloZzenim mastnych kyselin nejvice podobny olivovému oleji z Italie (vzorek €. 11). Velmi
vyznamné se odliSovaly olivové oleje z Tuniska, coz mlze byt zapfi¢inéno pomérné nizkym
obsahem kyseliny olejové oproti ostatnim vzorkim. Aplikaci diskriminaéni analyzy na ziskana
data bylo prokazéano, Ze vybrané nezavisle proménne, tj. procentudlni obsah mastnych kyselin,

maji vliv na rozdéleni olivovych olejl do tfid dle zemépisného plivodu.

V préaci bylo také analyzovano pét olejd rlizného druhu, které se bézné vyuZivaji v ¢eské
kuchyni. Konkrétné se jednalo o dva fepkové oleje, jeden bézné kvality a druhy v BIO kvalité,
jeden slunegnicovy, jeden Inény ajeden kokosovy olej. Ugelem analyzy bylo porovnani profil(

mastnych kyselin.

Zastoupeni mastnych kyselin v fepkovém oleji (vzorek €. 21) je zobrazeno na Obr. 18.
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Obr. 18: Profil mastnych kyselin v fepkovém oleji
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Oba vzorky repkového oleje obsahovaly, stejné jako olivovy olej, nejvice kyseliny
olejové (47,93 a49,27%) a kyseliny linolové (21,39 a 20,64%). Treti nejzastoupené;jsi vSak
byla kyselina a4inolenova, znama také jako co-3 esencidlni mastnd kyselina, sobsahem
13,65 a 12,13 %. Za kyseliny svyznamnym zastoupenim lIze také povazovat kyselinu
palmitovou (6,16 a 6,15 %), stearovou (2,22 a 2,26 %) a gadolejovou (1,32 a 1,44 %). Repkovy
olej je vyhodny z nutriéniho hlediska pro svij nizky obsah nasycenych mastnych kyselin (pod
10%). Nadmérny pfijem nasycenych mastnych kyselin totiZz pfispiva kriziku srde¢niho
onemocnéni. Olej, ktery se ziskava ze semen fepky olejné, je také upfednostiiovan kvli
vyvazenému poméru co-6 a co-3 mastnych kyselin (2:1) [77], Repkovy olej jako jediny
z analyzovanych vzorkd obsahoval kyselinu erukovou, kterda ma stejné jako trans mastné
kyseliny nepfiznivy vliv na zdravi c¢lovéka. Norma Codex Alimentarius stanovuje,
Ze nizkoerukovy tepkovy olej nesmi obsahovat vice nez 2 % kyseliny erukové z veSkerého
mnoZstvi obsaZzenych mastnych kyselin [79], U vzorku €. 22 byla jeji hodnota stanovena

na 0,09 %, u vzorku €. 21 bylo mnoZstvi kyseliny erukové pod mezi stanovitelnosti.

Obr. 19 ukazuje celkové zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku slune€nicového oleje.

slune&nicovy olej

Obr. 19: Profil mastnych kyselin ve slunecnicovém oleji

Ve sluneCnicovém oleji byla pfednostné zastoupena kyselina linolova (47,27 %).
Kyselina olejova, kterd u olivového a fepkového oleje dominuje, byla az druhou majoritni
mastnou kyselinou (s obsahem 30,83 %). V praxi se vyrabi nékolik typd slune¢nicového oleje,
s vysokym obsahem kyseliny linolové a s vysokym nebo stfednim obsahem kyseliny olejové.

Prostudovanim odborné literatury bylo zjisténo, Ze tento vzorek spliiuje parametry
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slune¢nicového oleje se stfednim obsahem kyseliny olejové. Ve vétsim mnoZstvi byly v tomto
oleji pfitomny také nasycené mastné kyseliny, konkrétné kyselina palmitova (7,99 %)

a stearové (5,03 %).

Profil mastnych kyselin Inéného oleje je zndzornén na Obr. 20.

Inény olej

Obr. 20: Profil mastnych kyselin ve Inéném oleji

Lnény olej vyrobeny lisovdnim za studend se vyznacoval vysokym obsahem
polynenasycenych mastnych kyselin (70,35 %), a to zejména kyseliny a-linolenové, ktera
tvofila vice nez polovinu vSech mastnych kyselin (52,90 %). Nicméné vysoky obsah této zdravi
prospésné kyseliny zplsobuje sniZzenou oxidacéni stabilitu oleje. Olej by proto mél byt
skladovén v chladu, temnu a nejlépe bez pfistupu kysliku. Dal3i obsaZzenou polynenasycenou
mastnou kyselinou je kyselina linolovd (17,40%). Lnény olej obsahoval také
mononenasycenou kyselinu olejovou (19,35%) anasycené mastné kyseliny, kyselinu

palmitovou (7,32 %) a stearovou (5,58 %).

Obsah mastnych kyselin v kokosovém oleji je graficky zobrazen na Obr. 21.



kokosovy olej

Obr. 21: Profil mastnych kyselin v kokosovém oleji

Panensky kokosovy olej se vyznacoval vysokym obsahem nasycenych mastnych
kyselin s krat§im fetézcem (C6:0 az C 16:0), ¢imZ se odliSuje od vSech ostatnich analyzovanych
vzorkl. Vzorek obsahoval 30,44% kyseliny laurové, coz je méné, nez uvadi literatura
[55, 77, 79], Déle byla hojné zastoupena kyselina myristova (21,65 %) a palmitové (13,62 %),
coz jsou naopak vysSi obsahy, nez je uvedeno v literatufe [55, 79], Diky vysokému obsahu
nasycenych mastnych kyselin je kokosovy olej oxidativné velmi stabilni. Nicméné nelze ho
doporucit ke kazdodenni konzumaci pravé z dlivodu vysokého obsahu nasycenych mastnych
kyselin, jejichZ negativni GCinky byly zminény u fepkového oleje [77], Kromé nasycenych
mastnych kyselin vzorek obsahoval mononenasycenou kyselinu olejovou (12,82 %). Tento olej
byl vyroben lisovadnim za studend na Sri Lafice, nicméné hlavnimi producenty kokosového oleje
jsou Filipiny, Indonésie a Indie. V téchto zemich se kokosovy olej vyuZiva nejen pro kulindmi

Upravu, ale také ve velké mife v oleochemickém prdmyslu.



3.2 Chromatograficka analyza tokoferol(

Tokoferoly lze stanovit kromé kapalinové chromatografie také plynovou
chromatografii, ¢imZz se zabyva pravé tato prace. Pfed separaci pomoci GC je vSak nutné
tokoferoly prevést na trimethylsilyl derivaty. Pro detekci TMS derivatd tokoferoll
je vyhodngjsi vyuZzit hmotnostniho spektrometru neZli plamenové-ionizaniho detektoru,
protoze kromé retencnich ¢asl se ziskaji také hmotnostni spektra, ktera vypovidaji o chemické
struktufe. Stanoveni tokoferold v olejich pomoci GC-MS je cilem této prace. Nejprve byl
optimalizovan vytézek derivatiza€ni reakce a nasledné byly optimalni podminky pouzity pro
derivatizaci tokoferoll ve vzorcich. Tokoferoly byly z ¢asovych dlivod( stanoveny pouze

v deseti vzorcich.

3.2.1 Optimalizace derivatizace

Vytézek derivatizatni reakce Ize ovlivnit sprdvnym vybérem derivatizacniho Cinidla
a podminek derivatizace. Proto byla pro pfipravu derivatd vyzkousena dvé silylaéni Cinidla,
kterd byla dostupna na pracovisti, konkrétné ¢inidla BSA aBSTFA. Pro obé pouzita Cinidla
byla sledovéana vytéznost reakce pfi rliznych teplotach (50, 60 a 70 °C) a dobéch reakce (15, 30
a 45 minut). Mnozstvi derivatizacniho Cinidla a pyridinu zlstavalo stejné. Vytéznost reakce
byla objektivné vyhodnocena pomoci ploch pikl jednotlivych tokoferold. Ze ziskanych ploch
bylo zjiSténo, ze pro 8-tokoferol byl nejvysSi vytézek derivatizacni reakce pfi pouziti
derivatizacniho Cinidla BSTFA, pfi teploté 60 °C a pfi dobé derivatizace trvajici 30 min, jak je
ilustrovano na Obr. 22. Ostatni tokoferoly na tom byly podobné, proto byly tyto podminky

pouzity pro derivatizaci standardd a vzork(.

BSA BSTFA
3,0E+06
2,5E+06
A 2,0E+06
|,5E+06
-c
g |,0E+06
" 5,0E+05
0,0E+00
60 °C 70 °C 50 °C 60 °C 70 °C

30 min 45 min 115 min i 30 min 45 min

Obr. 22: Srovnani derivatizacnich Cinidel a podminek derivatizace pro 5-tokoferol
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3.2.2 Chromatografické podminky pro analyzu tokoferol(

Nejlépe se trimethylsilyl derivaty separovaly pfi nasledujicich podminkach. Separace
probihala na koloné SLB®-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,5 |im), mobilni fazi bylo helium
s pritokem 1ml/min. Teplota néstfiku byla nastavena na 250 °C, davkovan byl 1|il
ve splitovacim poméru 1:1. Teplotni program zac¢inal na teploté 200 °C s narlistem 20 °C/min
na konecnou teplotu 290 °C, kterd byla drZzena 30 minut. Celkové doba analyzy byla 34,5 min.
Nastavené teploty hmotnostniho detektoru byly nastaveny pro EI zdroj na 300 °C,
pro pfevodnik GC-MS na 300 °C a pro kvadrupdl na 150 °C. Byly sledovény piky v rozsahu
m/z 50 - 550. Pfi pouziti téchto podminek dochazi k separaci trimethylsilyl derivatd tokoferol
tak, jak je uvedeno na Obr. 23, kdy prvni eluovanou latkou byl 5-tokoferol (1), nésleduje
b-tokoferol (2), g-tokoferol (3) a a-tokoferol (4). Stejné jako u separace methylesterd mastnych

kyselin byla vyuzita funkce solvent delay (2,5 min).

Obr. 23: Separace trimethylsilyl derivat( tokoferolli

Chromatografické podminky: kolona SLB®-5MS (30 m x 0,25 mm x 05 um), mobilnifaze: helium priitok:
1 ml/min, néstifik:1 ul, splitovaci pomér: 1:1, teplota néstriku: 250 °C teplotni program: 200- 290 °C teplota
El zdroje: 300 °C teplotaprevodniku GC-MS: 300 °C teplota kvadrupdlu: 150 °C

Piky: S-tokoferol (1), b-tokoferol (2), g-tokoferol (3), a-tokoferol (4).

Kalibraéni zavislosti, meze detekce a stanovitelnosti

Jednotlivé kalibrani roztoky byly po derivatizaci proméfeny dle vySe uvedenych

podminek. Pro jednotlivé tokoferoly byly pfFipraveny Sestibodové kalibrani zavislosti
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v rozsahu 5 — 100 ug/ml. Kalibra¢ni zavislost a-tokoferolu byla vytvotena z péti kalibra¢nich
bodu, resp. v rozsahu 15 — 100 pg/ml, jelikoz kalibra¢ni bod o koncentraci 5 pg/ml byl pod
mezi stanovitelnosti. Z kalibraCnich zavislosti byly ziskany rovnice regrese. Kalibra¢ni
zavislosti jednotlivych tokoferold jsou uvedeny v piiloze. Dale byly stanoveny meze detekce
a stanovitelnosti stejné jako meze mastnych kyselin, a to jako koncentrace odpovidajici
trojnasobku, resp. desetinasobku Sumu zékladni linie. Rovnice regrese pro jednotlivé tokoferoly
spole¢né s koeficientem determinace (R?), mezemi detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ)jsou

uvedeny v Tab. 10.

Tab. 10: Rovnice regrese s koeficientem determinace, meze detekce a stanovitelnosti tokoferolu

latka rovnice regrese R? [;g(/)lil)l] [;‘g(/)lgl]
a-tokoferol y=1,64-10"x — 8,60-107 0,9823 2,28 7,61
p-tokoferol y=2,20-10"x - 7,73-107 0,9938 1,50 5,00
v-tokoferol y=1,8810"x — 6,50-107 0,9941 1,27 4,23
o-tokoferol y=1,6510"x —5,14-107 0,9916 1,17 3,90

Nejvyssi mez detekce mél a-tokoferol (2,28 pg/ml), coz odpovida vyse uvedenému
chromatogramu, jelikoz tento izomer mél nejnizsi pik. Naopak nejniz8§i mez detekce mél

d-tokoferol, ato 1,17 pg/ml.

3.2.3 Obsah tokoferolu ve vzorcich

Pred vlastnim stanovenim bylo tfeba extrahovat tokoferoly z matrice vzorku. Postup
extrakce byl inspirovan diplomovou praci Z. Forstové [80], ktera se zabyvala analyzou
lipofilnich vitamini pomoci HPLC. Pro optimalizaci extrakce byl vybran vzorek fepkového
oleje (vzorek €. 21), ktery pfi prvotni analyze obsahoval a-tokoferol 1 y-tokoferol. Extrakci
predchazelo zmydelnéni pomoci ethanolického roztoku hydroxidu draselného.
Byl optimalizovan vliv poctu krokl na ucinnost reakce. Ta byla sledovana pfi jednonasobné,
dvojnéasobné, trojnasobné, Ctyinasobné a petinasobné extrakci do hexanu. Porovnanim ploch
piku analytt v extraktech bylo zjisténo, ze pii Ctyfnasobné extrakci se jiz prakticky nezvétSuje
plocha pikt, proto byla pro analyzu vzorki zvolena trojnasobna extrakce. Tokoferoly v extraktu
byly pfevedeny na trimethylsilyl derivaty a analyzovany za stejnych podminek jako smeés

standardd. Postup zmydelnéni, extrakce a derivatizace vzorku je popsan v kapitole 2.4.2.
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Pro stanoveni tokoferolli ve vzorcich bylo z ¢asovych ddvodl vybrano celkem deset
vzorkd oleji. Konkrétné se jednalo o pét olivovych olejd, dva fepkové, jeden slunecnicovy,
jeden Inény ajeden kokosovy olej. Olivové oleje byly vybrany tak, aby se liSily zemi plvodu.
VSechny olivové oleje kromé oleje z Chorvatska byly extra panenské. Trimethylsilyl derivaty
tokoferoll byly identifikovany na zékladé porovnani retencnich Casd a dale také porovnanim
hmotnostnich spekter s knihovnou spekter NIST. Na ukazkovém chromatogramu fepkového
oleje (vzorek €. 21), ktery je zobrazen na Obr. 24, je oznaten TMS derivat
Y-tokoferolu (3) a TMS derivat a-tokoferolu (4). Jistou nesrovnalosti bylo, Ze pik X byl
dle knihovny identifikovén jako vitamin E s 33% pravdépodobnosti. Nejednalo se viak o0 TMS
derivat, proto nelze tuto latku kvantifikovat, to mlze mit za nasledek zkresleni vysledného

obsahu.

Obr. 24: Chromatogram fepkového oleje - analyza tokoferold

Chromatografické podminky: kolona SLB®-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,5 um), mobilnifaze: helium priitok:
L mi/min, néstifik:1 ul, splitovaci pomér: 1:1, teplota nastfiku: 250 °C teplotni program: 200 - 290 °C teplota
El zdroje: 300 °C teplotaprevodniku GC-MS: 300 °C teplota kvadrupolu: 150 °C

Piky: g-tokoferal (3), a-tokoferol (4), vitamin E (X).

Analyzované oleje obsahovaly pouze a-tokoferol a Y-tokoferol, jejich obsah byl
vypocitan z pfisludnych rovnic regrese. Ziskané hodnoty byly v |ig/ml, tyto koncentrace byly
za Ucelem porovnani vysledkd s odbornou literaturou prepocitany na hodnoty v |ig/g. Ziskané
koncentrace jsou uvedeny v Tab. 11 spolu se smérodatnou odchylkou (RSD), ktera byla

vypoctena ze 4 analyz.
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Tab. 11: Obsah tokoferola ve vzorcich oleju

vzovrek druh oleje Zoemé a-tokoferol y-tokoferol

¢ puvodu | ¢ug/g] | RSD[%] | c[ng/g] | RSD [%]
7 olivovy Spanglsko 18,20 3,13 — —

8 olivovy Recko 14,18 5,38 - -
11 olivovy Ttalie 17,97 3,81 _ _
12 olivovy Chorvatsko 6,87 9,99 — —
13 olivovy Tunisko 38,50 4,79 — —
21 | tepkovy (BIO) — 11,58 1,94 6,01 10,14
22 fepkovy — — — 13,29 5,01
23 slune¢nicovy — 25,42 7,12 - -
24 Inény _ _ _ 6,89 7,50
25 kokosovy — — — — —

Ve vzorcich olivového oleje analyzovanych vtéto praci se vyskytoval pouze
a-tokoferol, ktery dle odborné literatury predstavuje 95 % celkového obsahu tokoferolu [77].
Zbylych 5% tvori PB-tokoferol a y-tokoferol, nicméné ani jeden z nich nebyl ve vzorcich
identifikovan. Nejvice o-tokoferolu ze vSech oleji obsahoval olivovy olej z Tuniska
(38,50 ug/g). Naproti tomu nejméné a-tokoferolu obsahoval olivovy olej z Chorvatska.
U tohoto vzorku neni specifikovan jeho druh, jelikoz byl zakoupen v obalu bez etikety
u mistnich obyvatel. Nizky obsah a-tokoferolu (6,87 pg/g) u tohoto vzorku mize naznacovat,
Ze se jedna o rafinovany olivovy olej. Rafinaci totiz olej ptichazi o ¢ast vitamint a dalsi cenné
latky. Pfi porovnani s literaturou [73] se analyzované vzorky olivového oleje se svym obsahem
a-tokoferolu blizi spiSe panenskym olivovym olejum. Extra panenské olivové oleje by mély
obsahovat stovky mikrogrami a-tokoferolu na gram oleje. Nicméné dalsi literatura [77] také
uvadi, ze obsah tokoferoli v olivovém oleji je velmi variabilni, obsah se mize pohybovat

od 5 do 300 pg/g, coz koresponduje s vysledky této prace.

V repkovém oleji BIO (vzorek €. 21) byl stanoven a-tokoferol i y-tokoferol. Obsah
a-tokoferolu (11,58 ug/g) a y-tokoferolu (6,01 ug/g) je ale mnohem mens§i, nez uvadi literatura
[79]. Zajimavosti je, ze v fepkovém oleji bézné kvality (vzorek ¢. 22) byl stanoven pouze obsah
y-tokoferolu, ato 13,29 pg/g, coz je vice nez viepkovém oleji v BIO kvalité. Vzorek
slunecnicového oleje obsahoval 25,42 ug/g a-tokoferolu, coz je také mén¢, nez je uvedeno
v odborné literatute [79]. Slunecnicovy olej by mél obsahovat velké mnozstvi a-tokoferolu, coz

zajiStuje jeho odolnost vuci fotooxidaci, a mensi mnozstvi y-tokoferolu, ktery vSak
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v analyzovaném vzorku nebyl stanoven. Lnény olej obsahoval pouze y-tokoferol (6,89 ng/g),
ktery dle literatury [81] tvofi 96-98 % celkového obsahu tokoferolu. Obsah tokoferolti
ve Inéném oleji je ovlivnén klimatickymi podminkami. Lnéné seminko, celé¢ nebo drcené,
se vyuziva v pekafstvi pro zvySeni nutricni hodnoty vyrobku. V kokosovém oleji nebyl
identifikovan zadny tokoferol. Tento vysledek je v souladu s literaturou [77], kterd uvadi,
ze kokosovy olej obsahuje stopova mnozstvi tokold, resp. tokoferolt. Zaroven vSak piipousti,
ze jejich pfitomnost a mnozstvi se mohou velmi lisit. Podle jiné literatury vSak kokosovy tuk

muze obsahovat az 17 pg/g a-tokoferolu, 11 pg/g B-tokoferolu a 14 pg/g y-tokoferolu [79].
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4  Zavér
Cilem této prace bylo stanovit mastné kyseliny a tokoferoly v rostlinnych olejich
pomoci metody plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Celkem bylo analyzovano

25 vzorkd. Prace se zaméfuje predevsim na analyzu olivovych oleju, ale byly analyzovany

i oleje jiného druhu.

Pii stanoveni mastnych kyselin byly nejprve optimalizovany chromatografické
podminky, konkrétné byl optimalizovan teplotni program, pratok mobilni faze a splitovaci
pomer. Mastné kyseliny bylo nutné pirevést na methylestery, které byly identifikovany
na zakladé porovnani retencnich Cast a dale také porovnanim ziskanych spekter s knihovnou.
Mastné kyseliny byly kvantifikovany pomoci odezvovych faktord. Olivovy olej byl bohaty
na obsah mononenasycenych mastnych kyselin, konkrétné na kyselinu olejovou
(46,5 — 065,8%). Viepkovém oleji byla rovnéz nejzastoupené€j§i kyselina olejova
(v priméru 48,6 %), od olivového oleje se vsak odliSoval poméme vysokym obsahem kyseliny
o-linolenové (12,1 — 13,7 %). Slunecnicovy a Inény olej se vyznaCovaly vysokym obsahem
polynenasycenych mastnych kyselin, ve slune¢nicovém oleji byla dominantni w-6 mastna
kyselina, kyselina linolova (47,3 %), zatimco ve Inéném oleji to byla @-3 mastna kyselina,
kyselina o-linolenova (52,9 %). Kokosovy olej se od ostatnich vzorkd odliSoval vysokym
obsahem nasycenych mastnych kyselin, ato konkrétné¢ kyselinou laurovou (30,4 %),
myristovou (21,7 %) a palmitovou (13,6 %). Na vzorky olivovych oleji byla aplikovana
diskrimina¢ni analyza, ktera potvrdila hypotézu, ze dle pomérného zastoupeni mastnych
kyselin l1ze usuzovat na zemé&pisny puvod olivového oleje. Napiiklad pomoci diskriminacni

analyzy bylo zji§téno, Ze olivovy olej z pokrutin je ptivodem ze Spanélska.

Pii stanoveni tokoferoli byly nejprve optimalizovany podminky derivatizace
na trimethylsilyl derivaty. Dale byla optimalizovana metoda extrakce tokoferold z matrice.
V deseti vzorcich oleju byly stanoveny pouze o-tokoferol a y-tokoferol. V olivovém oleji byl
stanoven pouze a-tokoferol, nejvice ho obsahoval olivovy olej z Tuniska (38,50 ug/g), nejméne
olivovy olej z Chorvatska (6,87 pug/g). Repkovy olej v BIO kvalité obsahoval a-tokoferol
(11,58 ng/g) a y-tokoferol (6,01 pg/g), zatimco fepkovy olej bézné kvality obsahoval pouze
y-tokoferol (13,29 pg/g). Slune¢nicovy olej obsahoval a-tokoferol (25,42 pg/g), naopak Inény
olej y-tokoferol (6,89 pg/g). V kokosovém oleji nebyl stanoven zadny tokoferol.

Vysledky obsahu mastnych kyselin se shoduji s literaturou, avSak stanoveny obsah

tokoferoll je v této praci mnohem mensi, nez uvadi literatura.
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Priloha Il: Chromatogram fepkového oleje

Chromatografické podminky: kolona TR-FAME (60m x 0,25mm x 0,25 jx1), mobilni faze: helium, pritok:
12 m/min, néstiik:1xl, splitovaci pomér: 10:1, teplota nastfiku: 250 °C,  teplotni  program:
70- 230 °C teplota El zdroje: 230 °C teplotaprevodniku GC-VS: 235 °C teplota kvadrupdlu: 150 °C
Kyseliny: myristova (8), pentadekanova (10), palmitova (12), palmitoolejova (13), heptadekanova (14),
heptadecenova (15), stearova (16), olejova (18), linolova (20), a-linolenova (22), arachova (23), gadolejova (24),
eikosadienova (26), behenova (30), erukova (31), lignocerova ().
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Pfiloha Ill: Chromatogram slunecnicového oleje

Chromatografické podminky: kolona TR-FAME (60m x 0,25mm x 0,25 jxv), mobilni faze: helium, priitok:
12 m/min, néstiik:1xl, splitovaci pomér: 10:1, teplota nastfiku: 250 °C,  teplotni  program:
70- 230 °C, teplota El zdroje: 230 °C teplotaprevodniku GC-MS: 235 °C teplota kvadrupdlu: 150 °C
Kyseliny: myristova (8), pentadekanova (10), palmitova (12), palmitoolejova (13), heptadekanova (14),
heptadecenové (15), stearova (16), olejova (18), linolova (20), a-linolenova (22), arachova (23), gadolejové (24),
behenové (30), lignocerova ().
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Pfiloha IV: Chromatogram Inéného oleje

70- 230 °C, teplota El zdroje: 230 °C teplotaprevodniku GC-MS: 235 °C teplota kvadrupdlu: 150 °C

Kyseliny: laurova (6), myristova (8), pentadekanova (10), palmitovd (12), palmitoolejovd (13),
heptadekanova (14), heptadecenova (15), stearova (16), olejova (18), linolova (20), a-linolenova (22),
arachova (23), gadolejova (24), arachidonova (29), lignocerovéa (35).
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Priloha V: Chromatogram kokosového oleje

Chromatografické podminky: kolona TR-FAME (60m x 0,25mm x 0,25 jxv), mobilni faze: helium pritok:
12 mi/min, néstrik:1xl, splitovaci pomér: 10:1, teplota néstriku: 250 °C, teplotni program:
70- 230 °C, teplota El zdroje: 230 °C teplotapfevodniku GC-MS: 235 °C teplota kvadrupdlu: 150 °C

Kyseliny: kapronovd (2), kaprylova (3), kaprinova (4), undekanova (5), laurova (6), tridekanova (7),
myristova (8), pentadekanova (10), palmitova (12), heptadekanové (14), stearova (16), olejova (18), linolova (20),
a-linolenovéa (22), arachové (23), gadolejova (24), behenové (30), lignocerova (35).
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Priloha VI: Kalibracni zavislost a-tokoferolu
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Priloha VIII: Kalibracni zavislost y-tokoferolu
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