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ANOTACE

Bakalarska prace se zaméfuje na tuky a mastné kyseliny v ¢okoladé. Teoreticka cast je
vénovana charakterizaci tukti, mastnych kyselin a jejich rozd¢leni. Také je zde popsana historie,
vyroba a chemické slozeni Cokolady. V posledni kapitole této ¢asti jsou zminény metody
stanoveni tuku a mastnych kyselin. Experimentalni ¢ast obsahuje stanoveni tukd ve vzorcich
¢okolad metodou dle Soxhleta a nasledné stanoveni zastoupeni mastnych kyselin pomoci

metody plynové chromatografie s hmotnostni detekci.

KLICOVA SLOVA

Tuky, mastné kyseliny, Soxhletova extrakce, ¢okolada

TITLE

Fat and fatty acids in chocolate

ANNOTATION

Bachelor thesis focuses on fats and fatty acids in chocolate. The definition of fats, fatty acids
and their division into groups are described in the theoretical part of this thesis. Moreover,
the history, production and composition of chocolate are mentioned. The last chapter of this
section focuses on methods for the determination of fat and fatty acids. The experimental part
consists of the Soxhlet determination of fats and the subsequent determination of fatty acids

using the gas chromatography - mass spectrometry method.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

CBE.......... ekvivalenty kakaového maésla (cocoa butter equivalents)
CBR......... nahrazky kakaového masla (cocoa butter replacers)
CBS.......... nahrazky kakaového masla (cocoa butter substitutes)
HDL ......... lipoprotein s vysokou hustotou (high density lipoprotein)

KOH......... hydroxid draselny

LDL.......... lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)
MUFA...... mononenasycené mastné kyseliny (monounsaturated fatty acids)
PUFA ....... polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)
SFA......... nasycené mastné kyseliny (saturated fatty acids)

WHO........ Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)



Uvod

Cokolada patii mezi jednu znejoblibengjsich sladkosti po celém svété, at uz se jedna
o cokoladu bilou, mlécnou, hotkou c¢i s pfichutémi. Vyroba samotné Cokolddy zacina
pestovanim kakaovnikt a jejich sklizni. K ziskani vysledné tabulky ¢okolady ptedchazi nékolik
dalgich kroki, které budou uvedeny v této bakalaiské praci. Cokolada je zdrojem predeviim
sacharidu a tukd, pficemz tuky pochazeji u kvalitnich ¢okolad z kakaového masla. Pii vyrobé
mén¢ kvalitnich druht ¢okolad jsou Casto pouzivany nahrazky kakaového masla. Prvni ¢ést se

dale vénuje tuklim, mastnym kyselindm a jejich rozd¢€leni.

Cilem prace je stanovit obsah celkového tuku u vzorki cokolad a ze ziskaného tuku zjistit
procentudlni zastoupeni mastnych kyselin v jednotlivych druzich ¢okoldd pomoci metody
GC/MS. Vysledkem experimentalni ¢asti bude zhodnoceni vybranych vzorkd cokolad,

predevsim jejich kvalita na zaklad€ obsahu kakaového masla ¢i jeho nédhrazek.
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1 Teoreticka cast

1.1 Cokolada

V dnesni dobé je cokolada velmi oblibenou pochoutkou po celém svété. Avsak nez se Clovék
do této cukrovinky s chuti zakousne, predchazi tomu velmi zdlouhavy proces. Je vSeobecné
znamo, ze se ¢okolada ziskava z kakaovych bobii, které rostou na kakaovniku. Tento strom
muze dosahovat vysky az 12 metri a jeho plody jsou tzv. lusky, pfi¢emz jeden lusk mize

vyprodukovat az 40 kakaovych bobt viz Obrazek 1 [1].

162. Kakaovnik pravy (Theobroma cacao);
F podélny fez kvétem, f podélny fez
plodem.

Obrazek 1 - Kakaovnik pravy [2]

1.1.1 Historie ¢okolady

Historie kakaovniku saha az do roku 400 naseho letopoctu, kdy zili Mayové. Byli prvni, ktefi
zacali kakaovnik péstovat, avSak neznali, Ze se z kakaovych bobli dd vyrobit cokolada,
a tak zacali velmi jednodusSe. Kakaové boby rozdrtili na prasek, ktery zalili vodou a ptidavali
ruzné ingredience pro lepsi chut’ jako naptiklad pept. Tento napoj nazvali chocoatl a popijeli
ho kvtli jeho povzbuzujicim G¢inkiim. Kolem roku 900 naseho letopoctu nastoupila Aztécka
civilizace, kterd pouZzivala kakaové boby jako platidlo, pro piedstavu za 10 bobt si mohli koupit
kralika. Roku 1502 Krystof Kolumbus cestoval na ostrov Guajana, kde dostal jako darek
kakaové boby, které pozdéji piedstavil ve Spanélsku. Ve Spanélsku si tento napoj kvili hoiké

chuti moc neoblibili. O oblibu tohoto napoje se zaslouzil az Hernan Cortéz, ktery do napoje
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pridal vanilku a cukr. AZ kolem roku 1660 se ndpoj rozsitil po celé Evropé a velmi rychle si
ziskal spoustu ptiznivcl. V té€ dobé si piti horké cokolady mohla dovolit pouze Slechta a vérili,
Zze napoj ma lécivé ucinky. Dostupnost ¢okolady nejen pro Slechtu podpofili tfi dilezité
vynalezy. Prvnim vynalezem byl lis, ktery odd¢lil kakaové maslo z kakaové hmoty. Pomoci
lisu byla ¢okoldada mén¢ tucna, coz bylo moderni spole¢nosti velmi ocenéno. Diky van
Houtenové lisu se tedy mtize od roku 1828 vyrabét cokolada v pevné formé. Dalsim velice
zasadnim pokrokem bylo pfidani suseného mlé¢ka do Cokolady za vzniku Cokolady mlécné,
kterou vytvofil v roce 1875 Svycar Daniel Peter. Roku 1879 dal§i Svycar Rodolphe Lindt
vyrobil pomoci pfistroje tzv. konSe Cokoladu, kterd se v ustech rozpoustéla. K nejvétSimu
rozsitfeni a spotiebé Cokolady dochdzi po druhé svétové valce. V dnesni dobé je Cokolada

a vyrobKy z ni v podstaté soucasti kazdodenniho Zivota vétSiny z nas [1][3][4].

1.1.2 Rozdéleni kakaovniku

Kakaovnik se péstuje v tropickych oblastech a mezi jeho nejznamé;jsi a zdroven nejpestované;si

druhy se fadi tyto tfi varianty kakaovniku (Obrazek 2):

e Forastero —jedna se o nejvice pouzivany druh kakaovniku (cca 90 % svétoveé produkce)
z diivodu jeho nenaro¢nych podminek k péstovani. Jeho semena maji nahnédlou barvu,
tvrdou slupku a typickou trpkou chut. Spolu s druhem criollo se pouziva k vyrobé
cokolady.

e Criollo — tento druh je méné pouzivany z duvodu vysoké kvality semen a s tim
souvisejici jeho vysoka cena. Kakaové boby z kakaovniku Criollo se pouZivaji v téch
nejluxusngjsich cokoladach na svété. Od varianty Forastero se lisi tenkou slupkou
semen, jejich ¢ervenou barvou a hotkou chuti [5].

e Trinitario — tieti varianta kakaovniku na svétovém trhu, ktera vznikla kiizenim varianty

Criollo a Forastero. Péstuje se predevsim v Malajsii [6].

Obrazek 2 - Varianty kakaovniku [7]
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1.1.3 Vyroba ¢okolady

Vyroba cokolady spociva v nékolika krocich, znichz kazdy hraje nepostradatelnou roli
k dosazeni vysledné chuti, barvy a vzhledu vyrobku. At uz se pouzije jakéakoliv varianta

kakaovniku, proces vyroby ¢okolady se neméni.

1.1.3.1 Fermentace a suSeni kakaovych bobii

Proces, ktery slouzi k odstranéni vSech necistot z povrchu bobil a zabranéni jejich kliceni se
nazyva fermentace. Pfi fermentaci se uvolni enzymy, diky nimz dojde ke zmén¢ barvy 1 chuti.
Tato metoda je zalozena na skladovani kakaovych bobt v kosich, bednach nebo na hromadach
a nasledném ptikryti bananovymi slupkami. Po fermentaci pfijde na fadu suSeni na pfimém

slunci [5].

1.1.3.2 Cisténi a tiidéni kakaovych bobu
Kakaové boby se pfi pfepravé mohou poskodit nebo znecistit, proto se Cisti bud’ na vibracnich
sitech nebo v prackach. Odstranuji se hlavné necistoty, kovové predméty nebo ponicené

a nevyhovujici boby [5]. Nemusi se ihned zpracovavat, mohou se v silech skladovat klidné az

1 rok v pytlich, jak je vidét na Obrazku 3 [3].

Obrazek 3 - Skladovani kakaovych bobu [3]

1.1.3.3 PraZeni a drceni kakaovych bobi
Tento krok je velice diilezity k dosazeni vysledné chuti, barvy a viiné ¢okolady. K témto
zménam dopomahaji latky zvané tiisloviny, které se ve vod¢ oxiduji na nerozpustné flobafeny.

Dojde ke sniZeni obsahu tfislovin, coz ma za nasledek zmirnéni trpké chuti. Za zménu barvy
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jsou zodpoveédné melanoidy a tzv. karamelové latky. Dalsi zménou, kterd pti prazeni probiha
je snizeni obsahu vody v kakaovych bobech. Procentualné to je z ptivodnich 6-8 % na 2-3 %.
Vhodna teplota pro prazeni je 125-130 °C. Prazené kakaové boby a vznikla kakaova drt’ je
uvedena na Obrazku 4 a 5 [5]. Takto uprazené kakaové boby se rozdrti, ¢imz se zbavi zbytkt

slupek a drt’ se jeste jednou dikladné procisti [3].

Obrazek 5 - Kakaova drt’ [3]

1.1.3.4 Mleti kakaové drti

Vznikla kakaova drt’ je prepravovéna do tzv. mlynl, kde dochéazi k jejimu mleti. BEhem
nékolikaletého vylepsovani vyroby bylo zjisténo, Ze nejlepsi variantou je vicestupiiové mleti.
Mleti ve vice stupnich zajiStuje ptredev§im spravnou jemnost a kvalitu kakaové hmoty.
V kazdém stupni mleti hraje dalezitou roli jiny mlyn, naptiklad mlyn nozovy, kladivovy,

kulovy nebo zernovovy. Nozovy mlyn je uveden na Obrazku 6.

Pti tomto procesu dochéazi k uvolnéni kakaového masla z bun¢k rozdrcenych bobli. Béhem
mleti dochazi k tfeni téchto bobt a vlivem vznikajiciho tepla kakaové maslo taje a vznika vyse

zminovana kakaova hmota [5].
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Obrazek 6 - Nozovy mlyn [3]

1.1.3.5 Lisovani kakaové hmoty

Hmota se vlozi do zatizeni zvany hydraulicky lis, kde se zahieje na teplotu 80-90 °C a po
zpracovani se rozdéli na dvé ¢asti. Prvni ¢asti je kakaové maslo, které se nasledn€ vyuziva pro
vyrobu ¢okolad a cukrovinek zni, dale najde vyuziti v kosmetickém 1 farmaceutickém
pramyslu. Druhou oddé€lenou slozkou je kakaovy kola¢, ktery slouzi k vyrobé kakaového
prasku. V tomto kroku uz zalezi na tom, ktery druh ¢okolady chceme vyrobit. Podle druhu se

ke kakaové hmoté pridavaji rizné slozky (cukr, mléko, vanilka, kakaové maslo) [5].

Nékteré ¢okoladovny nahrazuji kakaové maslo ve svych vyrobcich za mléény tuk, maslo nebo

za ztuzené oleje a ve vysledku jsou vyrobky sice levnéjsi, ale méné kvalitni [8].

1.1.3.6 Valcovani a konSovani

Valcovani ¢okoladové hmoty probiha na strojich zvanych valcovaci stolice (Obrazek 7). Tato
¢okoladova hmota jiz obsahuje vySe uvedené ptisady, které ovliviiuji jeji chut’. Lidské chutové
buiky jsou schopné rozpoznat jen ¢astice o velikosti 20-25 pm, tato skute¢nost ovlivituje fakt,
zda je cokolada chut'ové jemna. Jeji jemnost zavisi i na mnozstvi kakaového masla. Tento krok
je velice dilezity nejen pro zjemnéni ¢okoladové hmoty, ale i kvtli oxida¢nim procesim, které
maji vliv na chut’ a aroma. Konecnym produktem pfi valcovani je sypkd smés, kterd se musi
dale upravovat a probéhne tzv. zuSlechtovani cokoladové hmoty V konSich. Cilem

zuslechtovani je zlepsit chut, aroma a zjemnit strukturu cokoladové hmoty.

Kon$ovani je proces, béhem které¢ho se cokoladova hmota dikladné promichava (Obrazek 8).

Casové tento d&j zabere praméré 24-48 hodin a slouZi zaroveri i k odstranéni tdkavych latek
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(predevsim kyselina octova) vzniklych béhem fermentace i dalSich krokt vyroby. Konse jako

takové vynalezl Rodolphe Lindt, jak je jiz uvedeno v kapitole 1.1.1 [5].
KonSovani ma tfi faze:
e Suché konSovani — tato faze slouzi k nakypieni sypké hmoty, k odstranéni vlhkosti a jiz
zminénych tékavych latek
e Tekuté konsovani — nastava po 612 h suchého konSovani a ptidava se kakaové maslo

e Homogenizace — Vv posledni fazi se pridavaji emulgacni prostiedky, jako je naptiklad

lecitin, ¢imz se snizuje hustota ¢okoladové hmoty [5][9]

Obrazek 8 - Valcovani [3] Obrazek 7 - Konsovani [3]

1.1.3.7 Temperovani a tvarovani
Temperovani probihd v tzv. temperovacich strojich, kde se v prvnim kroku teplota zvysi na

50 °C a ¢okoladova hmota se rozpusti jako na Obrazku 9.

Obrazek 9 - Temperovani [3]
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Ve druhém kroku se zchladi na 26 °C a v kakaovém masle za¢nou krystalizovat stabilni
I nestabilni modifikace. Krystalizace, jinym slovem polymorfizmus je d¢j, pii kterém dochazi
k pfeméné jedné modifikace v druhou. RozliSujeme polymorfii reverzibilni neboli vratnou
airreverzibilni, tedy nevratnou. U krystalizace mastnych kyselin, které se vyskytuji
v kakaovém masle, se jedna o irreverzibilni polymorfii. Tteti krok je dalsi zména teploty a to
na 31-32 °C, pricemz v hmot¢ zlstavaji jen stabilni modifikace kakaového masla a ty nestabilni
roztaji. Mezi stabilni modifikace patii f modifikace a mezi nestabilni fadime [1, P>,

a modifikace [5][9].

Takto upravena ¢okoladova hmota se naléva do forem a riizné se tvaruje jako na Obrazku 10,

nasledné probiha chlazeni, baleni, skladovani a expedice [9].

Obriazek 10 - Tvarovani [3]

1.1.4 Slozeni ¢okolady

Cokolada obsahuje viechny tfi zakladni makroZiviny a to sacharidy, bilkoviny i tuky. Cokolada
obsahuje velké mnozstvi kalorii. Pro pfedstavu, pokud snime za den 100 gram mlécné
¢okolady, pokryje ndm to 63 % sacharida, 43 % tukti a 16 % bilkovin (vztaZeno na doporuceny
denni pfijem kalorii). Tuky, které se nachazi v ¢okolad¢, jsou predevsim z kakaového masla.
Cokolada obsahuje nejvice sacharidi, hlavné disacharidy a polysacharidy. Disacharidy
(sacharosa, laktosa) jsou z mléka, které se ptidava k mlécné a bilé cokoladé. Polysacharidy jsou
z vlakniny kakaa. Bilkoviny, které jsou v kakau, se béhem vyroby ¢okolady ¢astecné odstranti,
a proto se do ¢okolad ptidavaji mlécné bilkoviny. Kazdy druh cokolady obsahuje jiné mnozstvi

tuku, bilkovin i sacharidu, jak je uvedeno v Tabulce 1 [8].
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Tabulka 1 - Typické nutri¢ni hodnoty a sloZeni hoiké, mlé¢né a bilé cokolady [8]

Druh ¢okolady

Parametr Horka Mlécna Bila
Energeticka hodnota
(kJ/100 g) 2180 2 238 2 255
Kakaova suSina (%) 66,0 25,0 0,0
Tukuprosta kakaova 280 25 0.2
suSina (%) ' ' ’
Celkové bilkoviny
(/100 g) 8,1 7,6 6,0
Cukry (g/100 g) 37,4 51,5 59,0
Vlaknina (g/100 g) 10,5 34 0,2
Celkové tuky (g/100 g) 37,7 29,7 32,0
Celkové vitaminy 575 142 262

(mg/100 g)

1.1.5 Kakaové maslo a jeho nahrazky

Kakaové maslo se fadi mezi nejdrazsi rostlinny tuk, ktery pfi teplotdch mensich jak 25 °C je
tuhy, kiehky a pii teploté vice jak 37 °C taje. Kakaové maslo je klicovou ingredienci, jejiz
nasledkem je kiehkd struktura, barva i lesk vysledného produktu. Vysoky podil kakaového
masla ve vyrobku zajiStuje prevenci proti tukovému vykvétu, ktery vznika pifi dlouhodobém
skladovani. Tukovy vykvét je Sedobily povlak na povrchu &okolddy nebo cokoladové

cukrovinky.

Jak je uvedeno v ptedchozim odstavci, mezi nevyhody kakaového masla patii nejen jeho
vysokd cena, ale 1 nedostatek kakaového masla pro trh celého svéta. Proto se vyrobci snazili

najit néco, co bude vlastnostmi velmi podobné kakaovému maslu a zaroven o dost levnéjsi [10].

V cokoladovém a cukraiském primyslu se pouZivaji ekvivalenty kakaového masla pod
zkratkou CBE (cocoa butter equivalents), kam se fadi palmovy olej, maslo shea a illipé. Dale
se pouzivaji nahrazky kakaového masla pod zkratkami CBR (cocoa butter replacers) a CBS
(cocoa butter substitutes). CBR jsou napiiklad oleje jako je palmovy, sdjovy nebo bavinikovy

a mezi CBS tadime laurové tuky a ty slouzi pfedevsim k polévani ¢okoladovych vyrobkt. Pro
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obsah téchto nahrazek je stanoven maximalni obsah podle legislativy Evropské unie, ktera tento

obsah stanovila na 5 % [8].

1.1.6 Druhy ¢okolad

Cesky trh nabizi nespocet ¢okolad s riiznymi pfichutémi a naplnémi. Rozdéluji se podle
procentudlniho zastoupeni dvou zékladnich slozek. Prvni slozkou je celkova kakaova suSina,
ktera zahrnuje veskeré kakaové ¢asti véetné¢ kakaového masla. Druhou slozkou je tukuprosté

kakaova suSina, ta obsahuje kakaové slozky, jejichz soucasti neni tuk.
Cokolady na eském trhu:

e Horka ¢okolada — musi obsahovat minimalné 35 % celkové kakaové susiny z toho
alespoii 18 % kakaového maésla a 14 % tukuprosté kakaové susiny

e MIlééna ¢okolada — obsahuje nejméné 25 % celkové kakaové susiny, 2,5 % tukuprosté
kakaové suSiny a dals$i nepostradatelnou slozkou je mlécnd suSina ziskana naptiklad
Z plnotu¢ného nebo polotuéného mléka, ze smetany nebo masla

e OfriSkova Cokolada — zde je obsah celkové kakaové suSiny minimalné¢ 32 %
a tukuprosta kakaova susina v obsahu 8 % a vice, uz podle nazvu vyplyva, ze dilezitou
slozkou jsou liskové ofechy, které zde musi byt v rozmezi 20-40 %

e Bila ¢okolada — musi spliiovat minimalni obsah kakaového masla 20 %, dale v tomto
druhu najdeme mlé¢nou susinu, kterd by méla byt 14 a vice procent, ¢okoladda obsahuje
i cukr

e Chocolate a la taza — je to ¢okoladovy napoj, ktery obsahuje nejméné 30 % celkové
kakaové susiny, 12 % tukuprosté kakaové susiny a nejvice 18 % mouky nebo Skrobu

e Chocolate familiar a la taza — musi spliiovat Gplné stejna kritéria jako pfedchozi
vyrobek aZ na obsah celkové kakaové suSiny, kterd zde musi byt minimalné 35 %

o Cokolady vyssi jakosti — v piipadé hoiké Eokolady musi byt celkova kakaova susina
alespon 43 % a z toho 26 % kakaového masla, pokud jde o mlécnou ¢okoladu ta musi
spliovat 30 a vice procent celkové kakaové suSiny a 18 % mlécné suSiny, tyto vyrobky
pozname podle oznaceni na obalu slovy ,,extra®, ,,vysoka jakost*

o Cokoladové cukrovinky — typickym piikladem je napiiklad bonboniéra, kde vnitiek
bonbonu tvofi tukova nebo cukrova hmota a povrch tvoii kakaové slozky, ¢okoladda
z celkové hmotnosti musi byt alespon 25 %

o Cokoladova poleva — pozadavky na dokoladovou polevu jsou minimélné 35 % celkové

kakaové susiny a 2,5 % tukuprosté kakaové susiny [11]
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1.2 Tuky

vvvvvv

mezi tfi zdkladni makroziviny spole¢né¢ s bilkovinami a sacharidy. Tuky ve své struktufe
obsahuji glycerol a na ném navazané mastné kyseliny. Tuky jsou dilezitym zdrojem energie.
T¢lo pfijmutim 1 gramu tuku ziskd 9 kilokalorii (kcal), coZ je v porovnani se sacharidy
a bilkovinami vice nez dvojnasobna hodnota. Z tuki télo pfijima vitaminy, které jsou v nich
rozpustné — A, D, E a K. Tuky také slouzi jako ochrana nékterych dulezitych organt. Z hlediska
chemického slozeni jsou tuky estery vysSich mastnych kyselin a alkoholu. Jak vznikd tuk

ukazuje nasledujici Obrazek 11 [12].

@)

—
—

O
O 0O=00

H,C—OH H,C—O

O
A

glycerol mastna kyselina triacylglycerol

Obrazek 11 - Schéma vzniku tuku [13]

Tuky se déli podle ptivodu na rostlinné a zivocisné. Pfi dlouhodobém vysokém piijmu tuku
(nad 35 % z celkového denniho energetického pifijmu) mize dochazet k vyskytu riznych
onemocnéni srdce, cév, obezita a dalsi. Tuky dodévaji potravindm piijemnou a jemnou chut’.
Je dulezité si vybirat potraviny s niz§im obsahem nasycenych mastnych kyselin jako prevence

fady onemocnéni [14].

Tuky jsou nerozpustné ve vodé a rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech (benzin nebo
sirouhlik). Dal§im ¢asto pouzivanym délenim tuk je jejich schopnost zmydelnéni. Jednoduché
a slozené lipidy pfii styku se zdsadou vytvareji soli mastnych kyselin, které se poté pouzivaji
jako mydla. Dalsi skupinou podle Obrazku 12 jsou izoprenoidy, které jsou nezmydelnitelné,

tedy nejsou schopny vytvaiet s vodou mydla [15].
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ACYLGLYCEROLY

/

JEDNODUCHE

‘\_ VOSKY

/ FOSFOLIPIDY
LIPIDY . SLOZENE

. GLYKOLIPIDY

\ LIFOPROTEINY

/ TERPENY
ODVOZENE
(IZOPRENOIDY) \ STEROIDY

Obrazek 12 - Klasifikace lipida [16]

1.2.1 Jednoduché lipidy

K jednoduchym lipidim fadime acylglyceroly a vosky. Acylglyceroly jsou z chemického
hlediska estery vySSich mastnych kyselin a glycerolu, jehoz systematicky nazev je
propan—1,2,3-triol. Acylglyceroly zastavaji v organismu zasobni, ochrannou a transportni
funkci. Dale se rozdéluji na tuky a oleje dle jejich skupenstvi pii pokojové teploté. Tuky jsou
pevné a vétsinou zivoc¢isného pivodu (sadlo, maslo, 1tj). Oleje jsou kapalné a Casto rostlinného
puvodu (olej olivovy, sluneénicovy). K jednoduchym lipidim patii také vosky, jako je vceli
vosk nebo lanolin. Vosk vznika reakci vyssi mastné kyseliny s vy$sim jednosytnym alkoholem
(cetylalkohol, myricylalkohol). Vosky se wvyuzivaji Vkosmetice, lékafstvi nebo

V potravinarstvi. Reakce vzniku vosku je nazorn¢ ukazana na Obrazku 13 [15][17][18].

Jednoduché lipidy - vosky

o) o)
R—CH,—OH + HO—C—R ——» R—CH;—0—C—R + H,0

alkohol karboxylova vosk voda
kyselina

0
/\/\/\/\/\/\/\/\;k/\/\/\/\/\/\/\

cetylpalmitat (cetylester kyseliny palmitové)

Obrazek 13 - Reakce vzniku vosku [19]
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1.2.2 Slozené lipidy

Slozené lipidy obsahuji zbytek vyssi mastné kyseliny, alkohol a dalsi slozku, podle které se
rozd€luji na fosfolipidy, glykolipidy a lipoproteiny. Fosfolipidy navic obsahuji kyselinu
fosforecnou, glykolipidy obsahuji navic sacharid a lipoproteiny jsou komplexy lipid a proteint
[15].

1.2.3 lzoprenoidy

Izoprenoidy se d€li na terpeny a steroidy. Terpeny jsou latky, které obsahuji ve své struktute
izopren (2—methylbuta—1,3—dien). Terpeny jsou soucasti silic, pryskyfic a balzami. Mezi
znamé silice patii citronova, levandulova ¢i matova. Steroidy obsahuji strukturni jednotku
steran. Steroidy se déli na steroly, Zlu¢ové kyseliny a hormony. Steroly se dale déli podle toho,
kde se vyskytuji. Pokud u rostlin, nazyvaji se fytosteroly a u zivoc¢ichi zoosteroly. Mezi
fytosteroly patfi ergosterol, ktery je v houbach a v pekaiském drozdi. Do skupiny zoosteroli
fadime cholesterol, ktery je obsazen v kazdé Zivoc¢isné bunce a je soucasti lipoproteint. Funkce
lipoproteint je transport lipida v Krvi. Existuje vice typu lipoproteint a je dulezité rozeznavat
tzv. ,hodny“ HDL (lipoprotein s vysokou hustotou), ktery ma pozitivni u¢inky na zdravi
a odvadi piebytecné mnozstvi cholesterolu do jater. Druhym typem je tzv. ,zly“ LDL
(lipoprotein s nizkou hustotou), ktery ma negativni ucinky na zdravi a uklada se v cévach

a maze dojit k onemocnéni srdce [15][17][18].

1.3 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny tvofi hlavni ¢ast lipidd. Jsou slozeny ze sudého poc¢tu atomi uhliku a na konci
fetézce se nachazi karboxylova skupina (-COOH). Mastné kyseliny se déli podle toho, jaké
vazby se ve struktufe mezi atomem uhlik-uhlik vyskytuji. Pokud jsou v fetézci vSechny vazby
jednoduché, oznacujeme je jako nasycené mastné kyseliny. V piipadé, ze se v fetézci vyskytuje
jedna dvojna vazba, nazyvaji se mononenasycené mastné kyseliny a pokud jsou v fetézci dvé

nebo vice dvojnych vazeb jsou to polynenasycené mastné kyseliny [15].

1.3.1 Nasycené mastné kyseliny

Podle délky fetézce se d€li na nasycené mastné kyseliny s kratkym fetézcem (C2-C4), se
sttedné dlouhym fetézcem (C8—-C12) a s dlouhym fetézcem (C14—C18). Mezi nasycené mastné
kyseliny SFA (saturated fatty acids) patii naptiklad kyselina maselna, laurova, myristova,

palmitova, stearova. Tuky, které pfevazné obsahuji nasycené mastné kyseliny pti pokojové
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teploté tuhnou. Vyskytuji se v potravinach, jako jsou naptiklad pastiky, maslo, sadlo, oleje
(kokosovy, palmovy). Pfi vysokém piijmu SFA ve stravé se zvySuje riziko onemocnéni srdce,
cév a hrozici cukrovka 2. typu. Hladinu cholesterolu v krvi zvySuje hlavné kyselina laurova,
myristova a palmitova. Podle doporu¢eni WHO (World Health Organization) by tuky nemély
ptesahovat vice nez 30 % znaseho denniho piijmu, optimalnim rozmezim je stanoveno

15-30 %, z toho SFA méné nez 10 % [20][21][22].

1.3.2 Mononenasycené mastné kyseliny

MUFA (monounsaturated fatty acids) obsahuji jednu dvojnou vazbu a nachazi se predevsim
v olejich (olivovy, fepkovy, sezamovy). Nahrazenim nasycenych mastnych kyselin za
mononenasycené muzeme piedejit onemocnénim kardiovaskularniho systému. Mezi

mononenasycené mastné kyseliny patii naptiklad palmitoolejova, olejova, erukova [21].

1.3.3 Polynenasycené mastné Kkyseliny

PUFA (polyunsaturated fatty acids) obsahuji vice nez jednu dvojnou vazbu. Rozdé€luji se podle
polohy posledni dvojné vazby na omega-3 a omega-6 polynenasycené¢ mastné kyseliny.
Nachazeji se ve slunec¢nicovém oleji, rybim tuku, tofu nebo naptiklad v moiskych rybach.

Snizuji hladinu cholesterolu a riziko onemocnéni srdce [20][21].

Mezi nejznaméjsi tiidy PUFA fadime omega-3 a omega-6 mastné kyseliny, které jsou
esencidlni a je nutné je pfijimat ve strav€é. Omega-6 polynenasycené mastné kyseliny jsou sice
esencidlni, ale v dneSni dob¢ trpime nadbytkem z divodu konzumace velkého mnoZstvi
zpracovanych potravin. Najdeme je ve slunec¢nicovém oleji a ve spousté pramysloveé
zpracovanych potravin. Omega-3 maji protizanétlivé u€inky a zdrojem jsou moiskeé ryby. Je to
napiiklad kyselina eikosapentaenova nebo dokosahexaenova. Védci se domnivaji, Ze pomér
omega-6 a omega-3 ve stravé byl poc¢atkem Zivota na nasi planeté cca 1:1 z davodu jejich
stravovani. Jejich strava se skladala ptevazné z toho, co ulovili nebo sebrali. V soucasné dobé
se tento pomér kvili nasim Spatnym stravovacim navykim, pifedev§im konzumaci
zpracovanych potravin, zhorSil na 16:1. Vy$§i mnoZstvi omega-6 je pficinou riznych

civiliza¢nich onemocnéni [23].

1.3.4 Mastné kyseliny v ¢okoladé
Cokolada obsahuje spoustu piisad a mezi nejdrazsi se fadi kakaové maslo, které je zaroveii

nositelem mastnych kyselin. Obsah vazanych mastnych kyselin zavisi na podminkéch, ve
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kterych se kakaové boby péstuji. Celkovy obsah vazanych mastnych kyselin ma vliv na

vlastnosti kone¢ného produktu, ptedevsim na chut’, strukturu, hustotu i tani [24].

V kakaovém masle se mastné kyseliny vyskytuji jako soucast triacylglyceroli. Mastnych
kyselin existuje cela fada, avSak v kakaovém maésle se vyskytuji nejvice kyselina stearova,

palmitova, olejova a v mensi mife kyselina linolova a dalsi, jak je uvedeno v Tabulce 2 [9].

Tabulka 2 - Slozeni mastnych kyselin v kakaovém masle (vyjadieno v procentech) [25]

Mastna kyselina Pocet atomu uhliku a dvojnych vazeb Kakaové maslo
Laurova 12 —
Myristova 14 0,1
Palmitova 16 23-30
Palmitoolejova 16:1 A® 0,1-0,4
Stearova 18 30-36
Olejova 18:1 A 33-36
Linolova 18:2 A%1? 1-4
Linolenova 18:3 A%1215 0-0,5
Arachidova 20 0,2-1,0

Obecny zapis mastnych kyselin:

N:M AABC
N pocet uhlikll
M. pocet dvojnych vazeb

AB,C..... polohy dvojnych vazeb

Mastné kyseliny se vyskytuji ve struktufe triacylglyceroli, coz znamend, Ze na molekulu
glycerolu jsou navazany tfi mastné kyseliny. V kakaovém masle se v triacylglycerolech
nachazeji na poloze cCislo 2 (uprostied) nenasycené mastné kyseliny (olejova, linolova
kyselina). V poloze 1 a 3 jsou navazany nasycené mastné Kyseliny (stearova, palmitova

kyselina) [5].

e POS - 1(3) palmitoyl-3(1) stearoyl-2-oleoglycerol
e SOS - 1(3)-distearoyl-2-oleoylglycerol
e POP - 1,3-dipalmitoyl-2-oleoylglycerol [26]
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1.4 Metody pro stanoveni celkového tuku v potravinach

Analyza potravin je nezbytnou souc¢asti vSech potravinaiskych podnik, ktera slouzi ke kontrole
vyrobkd, jejich celkovému slozeni a zaroven kontroluje pfitomnost nezaddoucich latek. Pro
kazdy druh potravin a pro kazdy element v dané potraving existuje podle norem piesn¢ urcena
metoda stanoveni. Existuji dvé metody, kterymi Ize dokézat, zda se tuk ve vzorku vyskytuje ¢i
nikoliv. Prvni z nich je za pomoci obycejného papiru, ktery se piilozi nad pfedem zahiaty
vzorek. Pokud se na papife objevi mastna skvrna, kterd pretrvava po zahtati nad plamenem
I v ptipad¢ styku s vodou, je dikazem obsahu tuku ve vzorku. Druhou metodou je zahiati
vzorku na vysokou teplotu, pfesnéji na 200 “C a pokud je citit Stiplavy zapach, jedna se o tuk
[27].

1.4.1 Metoda podle Soxhleta

Principem metody je odpatfovani rozpoustédla pii jeho teploté varu a v kondenzatoru se méni
na kapalinu, ktera stéka do extraktoru. V extraktoru se nachazi patrona se vzorkem a ve chvili,
kdy rozpoustédlo vyplni prostor, pfepaddva do banky a nese s sebou vyextrahované lipidy. Tato
metoda je vhodna pro izolaci tuku z vétSiny potravin, podminkou je vyssi procento tuku (nad
cca 10 %) a nizky obsah vody. Vzorek je nutné nejdiive rozdrtit nebo rozemlit a poté ho
S pfesnosti na miligramy navazit do extrakéni patrony v pfesném mnozstvi 10 gramii. Patrona
se vzorkem se utésni vatou a vlozi do extraktoru, po pfipojeni banky se zabrusem a chladi¢em
vznikne laboratorni aparatura, v tomto ptipadé nese nazev Soxhletiv extraktor (viz Obrazek
14). Do extraktoru se nalije 150 ml rozpoustédla, nejcastéji se pouziva n-hexan, petrolether
nebo diethylether. Extrakce probiha ptiblizné 4 hodiny za ptedpokladu, Zze rozpoustédlo mirné
vie. V pfipad€ potieby se extrakce prerusi, vzorek se rozetie s moifskym piskem a provedeme
dalsi extrakci. Ke konci extrakce se rozpoustédlo oddestiluje, baiika se vlozi do susarny a po
ochlazeni se zvazi. Vyhodou této metody je ziskani Cistého vyextrahovaného tuku bez nutnosti
filtrace. Nevyhodou je velkéd spotieba rozpoustédla, nasledné mozné zneciSténi Zivotniho
prostfedi extrak¢nim odpadem a c¢asova narocnost. Soxhletova metoda patii mezi
nejpouzivanéjsi extrakéni metody pro stanoveni tuku, a proto byly sestrojeny automatizované

extraktory [28][29][30].
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banka s vhodnym rozpoustédlem

Obrazek 14 - Soxhletiv extraktor [31]

1.4.2 Metoda podle Grossfelda

Principem této metody je smichdni vzorku s kyselinou chlorovodikovou, kterda slouzi
Kk hydrolyze vzorku a nasleduje smichani s vodou. Tato smés se zahieje, ptida se kongocerven,
dokud smés nezmodra a piebytek kyseliny chlorovodikové se neutralizuje hydroxidem sodnym.
Roztok se zfiltruje, promyje vodou a filtr se susi az 8 hodin v susarné. Po ususeni se vzorek

vlozi do patrony a dale se postupuje jako u metody podle Soxhleta [30].

1.4.3 Metoda podle Folche

Metoda je zaloZena na extrakci smési chloroformu a methanolu. Na rozdil od metody podle
Soxhleta je tato metoda vhodna pro vzorky S vysokym obsahem vody, jako je naptiklad maso
a masné vyrobky. K vhodné upravenému vzorku se pfida smés rozpoustédel chloroformu
a methanolu v poméru 2:1, vse se zfiltruje a promyva se toutéz smési. K ziskanému filtratu se
piida destilovana voda a roztok se dikladné protiepe. Vlozenim roztoku do centrifugy se oddéli
horni a dolni faze. V dalSich krocich se pouziva pouze spodni faze, ktera se promyje smési
chloroformu, methanolu a vody. Zavére¢nym krokem je oddestilovani rozpoustédla ve vakuové
rota¢ni odparce a nasledné se banka vlozi do susarny. Vysledny vzorek je pfipraven ke

zvazeni [27].

1.4.4 Metoda podle Rose-Gottlieba

Metoda je vhodnd pfedev§sim pro mlécné vyrobky jako napiiklad syrovatka, neslazené
kondenzované mléko nebo tieba podmasli. Princip spociva v rozpusténi bilkovin v amoniaku,

nasledném vyextrahovani tuku rozpoustédlem a zvazeni [30].
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1.4.5 Metoda podle Schmid-Bondzynski-Ratzlaff

Na rozdil od pfedchozi metody se pro hydrolyzu pouziva kyselina chlorovodikova, jinak princip
je v podstaté stejny. Dal§im rozdilem je jeji pouziti, v tomto ptipadé je tato metoda pouzitelna

pro zivo¢i$né materialy a syry [30].

1.4.6 Metoda podle Gerbera

K tomuto stanoveni tuku je zapottebi butyrometr. Metoda se pouziva hlavné pro stanoveni tuku
v mléce, ale mize se vyuzit i pro smetanu nebo syry. Do butyrometru se pomoci pipety prida
kyselina sirova, mléko a amylalkohol. Butyrometr se uzavie zatkou a n¢kolikrat se prottepe do
uplného rozpusténi bilkovin. Obsah butyrometru se dobie promicha a vlozi do odstiedivky pii
1100 + 100 otacek/min., butyrometr je jesté po odstredéni zahtivan na 65 °C. Po odecteni dilki
stupnice na butyrometru se ziskaji hmotnostni procenta tuku. Pro piesnéjsi vysledky je vhodné

pouzit i metodu podle Réseho a Gottlieba [27].

1.4.7 Denzitometricka metoda

Metoda se pouziva pro semena olejnin, které se rozdrti spolu s rozpoustédlem, v tomto ptipadé
1,2—dichlorbenzen. Miseni probiha v oleometru a nasledné se smés zfiltruje a filtrat se zvazi.
Je nutné vytvoreni kalibra¢ni kiivky, ze které se provadi odecteni obsahu tuku, avSak pro

kazdou olejninu je nutno vytvofit jinou kalibra¢ni kiivku [27].

1.4.8 Metody pro stanoveni celkového tuku v ¢okoladé
Podle normy CSN 56 0576 Ize pouZit pro stanoveni celkového tuku ve vzorcich okolad metodu
nekolikanasobné extrakce za studena petroletherem ¢i metodu podle Rose-Gottlieba, avSak

teplota pfi odpafovani rozpoustédla nesmi piekrocit hranici 60 °C [32].

Mezi dalsi pouzitelné metody patii extrakce podle Soxhleta. Mezi metody, které jsou Setrnéjsi
k Zivotnimu prostfedi a ¢asové méné narocné patii metoda mikrovinné extrakce a extrakce
superkritickou tekutinou. Metody byly vyvinuty pro laboratofe, které stanovuji obsah tuku
v Cokoladach na kazdodenni bazi [33]. V experimentalni ¢asti byla pouzita Soxhletova metoda

z divodu predchozi zkuSenosti z laboratofi v ramci studia.
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1.5 Stanoveni tukovych cisel

Tukova cisla slouzi ke zjisténi obsahu funkcnich skupin v tucich a olejich, tedy k charakterizaci
jejich vlastnosti. V dnesni dob¢€ jsou méné¢ vyuzivana z divodu dokonalejSich a ptfesnéjsSich

metod, mezi nejpouzivangjsi patii chromatografie [27].

r wr

1.5.1 Stanoveni ¢isla kyselosti

Cislo kyselosti udava obsah volnych mastnych kyselin v tuku a zaroveti slouzi k uréeni kvality
pfisad, které se pouzivaji pii vyrob¢ jedlych tukt.. Napiiklad pfi pouziti nahnilych oliv bude
¢islo kyselosti olivového oleje vyssi nez pii pouziti kvalitnich zralych oliv. Také plati, ze ¢im
Ptipustné hodnoty ¢isla kyselosti jsou pfesné dany, a to napiiklad pro saddlo max. 1,3, pro
olivovy olej panensky max. 6,6 a pro rostlinné oleje rafinované max. 0,6 [34]. Postup spociva
v navazeni vzorku do banky, dale se rozpusti v nepolarnim rozpoustédle (ethanol
a diethylether) a nasledné¢ se ztitruje hydroxidem draselnym v ptitomnosti vhodného indikatoru
(fenolftalein nebo thymolftalein). Obsah volnych mastnych kyselin se rovnd mnozstvi
spotfebovaného hydroxidu sodného, ktery byl pouzit na neutralizaci 1 gramu vzorku [27]. Cislo
kyselosti se vypocitd vyndsobenim molarni hmotnosti hydroxidu draselného (56,11 g/mol),

jeho latkovou koncentraci a objemem vydéleno hmotnosti vzorku, viz rovnice (1) [34].

MgoH CkoH VKOH [mg/g] (1)

Myz

Cislo kyselosti =

1.5.2 Stanoveni ¢isla zmydelnéni

Toto stanoveni poskytuje obsah vSech mastnych kyselin ve vzorku, a to jak vazanych, tak
i volnych mastnych kyselin [27]. Princip spociva ve vafeni vzorku pod zpétnym chladicem za
pfitomnosti hydroxidu draselného. Piebytek hydroxidu draselného se titruje kyselinou
chlorovodikovou (V2). Soucasné se provede slepy pokus stejnym postupem bez piitomnosti
vzorku (V1) [35]. Jako u predchoziho Cisla kyselosti se vysledek vyjadii jako mnozstvi
hydroxidu draselného spotfebovaného na neutralizaci 1 gramu vzorku [27]. Pod textem je
uvedena rovnice (2) pro vypocet ¢isla zmydelnéni, kde za Mkon dosadime molarni hmotnost
hydroxidu draselného 56,11 g/mol, chci je latkova koncentrace pouzité kyseliny
chlorovodikové, my; je hmotnost vzorku, V1 je spotfebovany objem kyseliny chlorovodikové

pfi titraci slepého pokusu a V2 pfi titraci vzorku [34].

Mgon-cucr(V1—Vz) [mg/g] @)

Cislo zmydelnéni =
Myz
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1.5.3 Stanoveni hydroxylového cisla

Hydroxylovym ¢islem se stanovi obsah volnych hydroxylovych skupin. Ke vzorku se ptida
acetanhydrid a vznikly acetylovany tuk se odd¢li extrakci hexanem. Nasleduje promyti
organické faze vodou, ktera se ztitruje hydroxidem draselnym za pouziti indikatoru fenolftalein
[35]. Slepy pokus je proveden stejnym zpusobem, avSak bez vzorku. Hydroxylové ¢islo
vyjadifujeme jako obsah kyseliny octové, ktera reaguje s hydroxylovymi skupinami v 1 gramu
vzorku tuku a je shodna s po¢tem mg hydroxidu draselného [35]. Do rovnice (3) pro vypocet
hydroxylového ¢isla se za Vi dosadi pocet ml spotfebovaného KOH pii slepém pokusu, za V>
spotieba pfi titraci vzorku, dale se za ckon dosadi jeho latkovou koncentraci, Mkon molarni

hmotnost a za my, hmotnost vzorku [34].

(Vi=V2) ckonMKoH [mg/g] 3)

Myz

hydroxylové ¢islo =

1.5.4 Stanoveni esterového ¢isla
Esterové ¢islo vyjadifuje obsah esterové vdzanych mastnych kyselin. Esterové ¢islo se vypocita
zrozdilu ¢isla zmydelnéni a &isla kyselosti. Vysledek je vyjadfen jako pocet miligramil

hydroxidu draselného, ktery byl potfeba na zmydelnéni estert v 1 g tuku [34][35].

1.5.5 Stanoveni jodového Cisla

Jodovym c¢islem se stanovi obsah dvojnych vazeb, zarovenl tedy mnoZstvi nenasycenych
mastnych kyselin. Principem této metody je navazani halogenu na dvojnou vazbu a jeho
piebytek se stanovi titraéné thiosiranem sodnym [27]. Jodové ¢islo Ize stanovit nékolika
metodami, z nichz nejznaméjsi je metoda podle Hanuse, ve které se pouziva jako ¢inidlo
jodmonobromid. Dalsi ¢asto pouzivanou metodou je podle Wijse s ¢inidlem jodtrichlorid.
Postup podle Wijse je nasledovny, navazka vzorku se pfevede do baiiky se zdbrusem. Pfida se
chlorid uhlidity, roztok halogenu a roztok se nechéd hodinu stat v temnu. Po uplynuti doby se
pfida jodid draselny, voda a roztok se titruje thiosiranem sodnym za pfitomnosti roztoku
Skrobového mazu jako indikatoru. Stejny postup je proveden u slepého pokusu bez vzorku.
Vysledek se vyjadii jako mnozstvi halogenu v procentech, které je schopno se navazat na dany
tuk [30]. Pro vysledek doplnime do nize uvedené rovnice (4) objem spotifebovaného thiosiranu
sodného pro slepy vzorek za V1 a pro spotiebu pii stanoveni vzorku za V» (objemy dosazujeme

v ml). Déle objemy vynasobime latkovou koncentraci thiosiranu sodného (cyg,s,0,), molarni

hmotnosti halogenu (M, ), stechiometrickym pomérem a vydélené hmotnosti vzorku [34].
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jodové &islo = (Vl_VZ)'CNZZSZ%'MIZ'Ft [%] (4)
1.5.6 Stanoveni peroxidového ¢isla

Principem této metody je reakce, kdy je jodid draselny zoxidovan pomoci peroxidi nebo
hydroxyperoxidi, které se nachazi ve vzorku. Oxidace probiha v kyselém prostiedi a po ptidani
indikatoru Skrobovy maz se vylouci jod, ktery se stanovi titraén¢ za pomoci thiosiranu
draselného. Peroxidové ¢islo se vyjadiuje pomoci jednotky [mmol (Y2 Oz) / kg], slovy
vyjaditeno v milimolech aktivniho kysliku na 1 kilogram vzorku. Do rovnice (5) dosadime za

V1 mnozstvi spotfebovaného thiosiranu sodného na vzorek a za V> pii slepém pokusu (ml),

¢ je latkova koncentrace thiosiranu sodného a my; je hmotnost vzorku [36].

(V1—Vp)-c-1000 [

mol (;1 02) /kg] (5)

peroxidové Cislo =

VZ

1.6 Stanoveni mastnych kyselin

1.6.1 Pouzitelné metody

1.6.1.1 Plynova chromatografie

Metodou plynové chromatografie mizeme stanovit smési slozené z kapalnych, plynnych
1 pevnych latek, avSak musi mit bod varu do 400 °C. Princip spoc¢iva v rozdéleni vSech elementt
latky mezi pohyblivou (znaéeno i jako mobilni) a nepohyblivou (stacionarni) fazi [37]. Mobilni
fazi je nosny plyn (vodik, helium), ktery musi byt inertni, tedy nesmi reagovat se vzorkem. Pro
stacionarni fazi plati, Ze pokud mame polarni latku, musime zvolit polarni stacionarni fazi. Pro
nepolarni latku se zvoli nepoldrni staciondrni faze. Pouzivad se dimethylpolysiloxan nebo
polyethylenglygol [38]. Prvotnim krokem je vstiiknuti vzorku do nastiikové komory za pomoci
injekéni stiikacky. Plynovéa chromatografie je nazyvana z divodu odpateni vzorku po nastiiku
a naslednym délenim mezi dvé faze jiz ve formé plynu. Nezbytnou soucésti plynového
chromatografu (Obrazek 15) je detektor, diky kterému ziskdme chromatogram, coz je graf,

ktery udava zavislost odezvu detektoru na ¢ase [37].
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Obrazek 15 - Plynovy chromatograf [37]
Na Obrazku 15 je znazornéno Cislem 1 (tlakova ldhev s nosnym plynem), 2,3 (regulatory tlaku
a pratoku), 4 (injektor), 5 (detektor), 6 (termostat), 7 (kolona), 8 (zesilovac), 9 (zapisovac) a 10

(integrator).

1.6.1.2 Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Metodu plynové chromatografie S hmotnosti spektrometrii lze v literatufe najit také pod
zkratkou GC/MS (odvozeno z anglického nazvu Gas Chromatography-Mass Spectrometry).
Metoda slouzi ke kvantitativnimu i kvalitativnimu stanoveni slozek ve smési. V praxi se
vyuziva k detekci drog, ve forenzni chemii, pro stanoveni kvality potravin nebo pro identifikaci
latek ve vodé a ptudé€. Postup spociva v ptipravé vzorku, jeho vstiiknuti do chromatografu, kde
se slozky oddé¢li a ptechazi do hmotnostniho spektrometru v prostoru vakua. Latky ptechazi do
ioniza¢ni komory, kde se prevedou na ionty. lonty jsou rozdéleny podle poméru hmotnosti
a naboji (m/z) za pomoci elektrického nebo magnetického pole. Tyto ionty jsou pomoci
detektoru zachyceny v podobé¢ signalu a nasledné vyhodnoceny pocitaCem. Dnes uz existuji
databaze s velkym mnoZstvim standardi, které usnadni identifikaci slozek smési, coz patii mezi

vyhody této metody [38].

1.7 Uprava mastnych kyselin pro stanoveni

Pied samotnym stanovenim je zapotiebi mastné kyseliny pfevést na methylestery, se kterymi
Ize dale pracovat. Mastné kyseliny se urcuji podle vyslednych retenénich ¢ast a ploch pikti na
chromatogramu [30]. Postup je nasledovny, ke vzorku tuku s obsahem mastnych kyselin se
pfida fluorid bority, methanol a smés se zahtiva 1 hodinu pfti teplot¢ 90-110 °C. Nasledna
extrakce methylesterti se provadi za pomoci pfidaného hexanu a po oddéleni fazi, které trva
nekolik desitek minut, se miize rovnou vstfikovat horni odd€lena faze do plynového
chromatografu. Stanoveni mastnych kyselin probiha v plynovém chromatografu za ptitomnosti

plamenové ionizac¢niho detektoru, kapilarni kolony a s pouzitim standardti mastnych kyselin.
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Z chromatogramu se odecte procentudlni zastoupeni pfitomnych mastnych kyselin ve vzorku

[39].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Stanoveni celkového tuku podle Soxhleta

Stanoveni celkového tuku bylo provedeno metodou podle Soxhleta podle postupt z predmétu

Laboratof analyzy potravin [36].

2.1.1 Pristroje a zarizeni
— Aparatura pro Soxhletovu extrakci
— Extrakéni patrony
— Obvazova vata
— Destilaéni banky
— Sklenéné kulicky
— SuSarna
— Exsikator
— Analytické vahy (vyrobce KERN)
— Kadinka (200 ml)

2.1.2 Chemikalie

— Petrolether

2.1.3 Vzorky

Pro stanoveni celkového tuku bylo pouzito 6 cokolad, které byly zakoupeny v nékolika

obchodnich fetézcich. Pro stanoveni byla vybrana jak hotka, tak 1 mlécnéd a bild Cokolada.

Vzorky ¢okolad a jejich charakteristika je uvedena v Tabulce 3. Slozeni vzorkl ¢okolad je

uvedeno v Priloze A.
Tabulka 3 - Charakteristika pouzitych vzorka

Cislo vzorku Nazev produktu

Milk chocolate Fin Carré
J. D. Gross Arriba 85 % cacao
Milka white chocolate
Cooking Chocolate Fin Carré
J. D. Gross Raspberry 70 % cacao

o o1 W N

J. D. Gross Amazonas 60 % cacao
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2.1.4 Pracovni postup

Na analytickych vahach bylo navazeno 5 g vzorku (s piesnosti na 4 desetinnd mista)
a kvantitativné vpraven do extrak¢éni patrony, v niz byl ve spodni ¢asti kousek vaty. Nad vzorek
byl opét vlozen kousek vaty. Patrona byla vlozena do Soxhletova extraktoru, ktery byl nasazen
na predem zvéazenou a vysusSenou destilac¢ni baniku s dvéma sklenénymi kulickami. Horni ¢ésti
bylo do extraktoru nalito 150 ml petroletheru a nasledné byl ptipojen zpétny chladi¢. Aparatura
pro Soxhletovu extrakci byla zpo¢atku nastavena na 100% vykon topné desky a po cca 15
minutdch byl snizen na 40% vykon. Po skonceni extrakce (3 hodiny) bylo vypousténo
rozpoustédlo vypustnim kohoutem do pfedem pripravené nadoby. Destilacni banka
s vyextrahovanym tukem byla vlozena na 15 minut do suSarny pii teploté¢ 105 °C. Po
vychladnuti v exsikdtoru byla baiika zvaZena na analytickych vahach a nasledné byl vypocitan

obsah tuku.

2.2 Stanoveni obsahu mastnych kyselin ve vzorku

Stanoveni obsahu mastnych kyselin bylo provedeno pomoci metody plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii. Postup byl pouzit z diplomové prace Bc. Michaely Kamenické

[40].

2.2.1 Pristroje a zarizeni
— Plynovy chromatograf Agilent 7890A (Agilent Technologies, USA)

— Hmotnostni detektor Agilent 5977A — elektronova ionizace a kvadrupolovy analyzator
(Agilent Technologies, USA)
— Termoblok IKA 1 (IKA Dry Block Heater 1) (IKA, Staufen, Némecko)

2.2.2 Chemikalie
— Methanolat sodny, 95 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
—  Chlorid sodny, p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR)
— Helium 5.0 (Linde Gas, Praha, CR)

— n-hexan >98 % (Merck, Darmstadtm Némecko)

2.2.3 Vzorky

Pro stanoveni obsahu mastnych kyselin byly pouzity vyextrahované tuky ze vzorka ¢okolad
(kapitola 2.1.3).
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2.2.4 Pracovni postup

Po navézeni cca 25 mg tuku do vialky bylo pfidano 1,5 ml 0,25 M methanolického roztoku
methanolatu sodného. Vialka byla po uzavieni protiepana a vlozena do termobloku na 20 minut
vytemperovaného na 60 °C. Po vychladnuti vialek byl ke vzorku napipetovan 1 ml nasycené¢ho
roztoku chloridu sodného a 2 ml hexanu. Po protiepani doslo k oddéleni dvou fazi a vrchni
hexanova vrstva byla odpipetovana pies sttikackovy filtr do vialky pro GC/MS analyzu

(chromatografické podminky jsou uvedeny v Tabulce 4). Kazdy vzorek byl dvakrat promé&ien.

Tabulka 4 - Chromatografické podminky

Kolona SLB®-5ms (30 m x 0,25 mm X 0,5 um)
Mobilni faze a jeji prutok Helium, 1 ml/min

Objevm nastiiku a splitovaci I ul, 10

pomer

Teplota nasttiku 250 °C

70 °C 3 min, gradient 90 °C/min na 160 °C, 160 °C 2 min,
3 °C/min na 250 °C, 250 °C 5 min

Teplota MSD Transfer line 300 °C

Teplotni program

Ionizace: pozitivni elektronova ionizace, 70 eV
Teplota MS zdroje: 300 °C
Teplota MS kvadrupolu: 150 °C
Podminky MS s EI ionizaci Skenovaci rozsah: 40-500 m/z
Izolaéni Sitka: 0.1 m/z
Rychlost skenovani: 6 skenti/min
Solvent delay: 3 min
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3 Vysledky a diskuze

Cilem experimentalni prace bylo stanoveni celkového tuku v riznych typech cokolad
a porovnani s deklarovanymi hodnotami na obale. Dalsim cilem bylo zjiSténi zastoupeni
pfitomnych mastnych kyselin v jiz vyextrahovaném tuku z ¢okolad. VSechna méfeni byla
provedena na 6 vzorcich ¢okolad. Vysledky byly zpracovany formou tabulek a chromatogrami,

Z nichz kazdy vzorek byl prométfen dvakrat.

3.1 Stanoveni celkového tuku

Obsah celkového tuku byl stanoven metodou podle Soxhleta, jejiz principem je extrakce tuku
nepolarnim rozpoustédlem, které se zahfeje na svou teplotu varu. Rozpoustédlo postupné
kondenzuje v chladici, zkapava na vzorek umistény v papirové patron¢ a extrahuje latky tukové
povahy. Kdyz rozpoustédlo naplni prostor s patronou, pfepadava a nese s sebou do destila¢ni
banky i tuky. Tento proces se n¢kolikrat za dobu extrakce opakuje. Extrakce trva ptiblizné 3
hodiny a po této dobé se zacne odpoustét rozpoustédlo. Vyextrahovany tuk v destila¢ni baiice

se vlozi do susarny, exsikatoru a zvazi. Podrobny postup uveden v kapitole 2.1.4.

Obecny vypocet obsahu celkového tuku (%), kde mz je hmotnost destilaéni barnky
s vyextrahovanym tukem, m; je hmotnost prazdné destila¢ni baniky a my; je hmotnost vzorku je

dan vztahem (6):

x =12T1.100 (6)

Myz

Kazdy vzorek byl podroben analyze dvakrat a ziskané vysledky stanoveni jsou uvedeny

v Tabulce 5.

Tabulka 5 - Obsah celkového tuku ve vzorcich

Obsah celkového tuku (%)

Vzorek 1. méfeni 2. méreni Priamér udaj na obalu zjistény rozdil
1 21,34 22,20 21,77 29,7 -7,93
2 37,38 43,30 40,34 46,8 -6,46
3 35,35 37,22 36,29 35,0 +1,29
4 24,97 25,35 25,16 28,0 -2,84
5 36,42 37,06 36,74 39,3 -2,56
6 41,13 40,16 40,65 41,0 -0,35
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Rozsah obsahu celkového tuku ve vzorcich cokoldd byl velice Siroky, cca 21-40 %. Primérny
obsah celkového tuku u vSech vzorkt v porovnani s obalem vysel nizsi az na vzorek ¢. 3 (Milka
white chocolate). Z praméra hodnot vyplyva, Ze stanoveni a hodnota na obale se nejvice
shoduje u vzorku 6 (J. D. Gross Amazonas 60 % cacao). Naopak nejvyssi rozdil
(-7,93 %) byl stanoven u vzorku ¢. 1 (Milk chocolate Fin Carré). Nejvyssi primérny obsah
celkového tuku ze vSech vzorku (40,65 %) byl stanoven u vzorku 6 (J. D. Gross Amazonas
60 % cacao). Nejnizsi obsah celkového tuku, pouze 21,77 %, byl stanoven u vzorku ¢. 1 (Milk

chocolate Fin Carré).

3.2 Stanoveni obsahu mastnych kyselin

Principem stanoveni zastoupeni mastnych kyselin v triacylglycerolech je pifevedeni mastnych
kyselin z tuku na tékavé methylestery. Toto pfevedeni bylo provedeno pomoci methanolického
roztoku methanolatu sodného za zvySené teploty. Néasledovalo ptidani roztoku chloridu
sodného, hexanu a po odd¢leni dvou fazi byla horni hexanova vrstva pouzita pro GC/MS
analyzu (pfesny postup v kapitole 2.2.4). Vysledné piky danych methylestera byly
identifikovany na zaklad¢ reten¢nich Casti a porovnanim s databazi spekter (NIST Mass

Spectrometry Data Center). Ukazkovy chromatogram pro vzorek ¢€.1 je uveden na Obrazku 16.

1,0E+07 - Mvristova Palmitova Olejova Stearova
FAME—VZ1 c-¥4 c16 c18:1 c18
9,0E+06 - i
Linolova
8.0E+06 - c18:2 \\
7,0E+06 - Kaprinové
c10 . A
| Myristolejova
g 6.0E+06 '. C14:1
s Kapronova I'. \
S 5.0E+06 | 5 'n Laurové \
2 someos |\ et o2\ o
® \\ \ ':P:?g?‘l‘lltole]o_lva Arachidova
\ . \
3,0E+06 1 \ \ || Heptadecylova c20
Vo \ Pentadekanova | ||c17
2,0E+06 - I \ Jers \
Tridekanova \\
1,0E+06 - I 013\ l l
A A IL A
0,0E+00 = e At —
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
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Obriazek 16 - GC/MS separace methylesterit mastnych kyselin ziskanych ze vzorku 1

Retenc¢ni Casy jednotlivych esteri mastnych kyselin jsou uvedeny v Tabulce 6. Procentualni
zastoupeni mastnych kyselin bylo vypocitdno na zaklad€ ploch piki. Relativni procentualni
zastoupeni bylo vypoéteno pomoci ploch piki a odezvovych faktorti (RF, Tabulka 6), které
byly pievzaty z diplomové prace Michaely Kamenické [40].
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Tabulka 6 - Charakteristika methylestertt mastnych kyselin [40]

Cislo piku = Ester kyseliny Vzorec Reten¢ni ¢as [min] = Odezvovy faktor RF

1 Kapronova C6:0 4,73 2,41
2 Kaprylova C8:0 6,07 1,69
3 Kaprinova C10:0 8,09 1,43
4 Laurova C12:.0 11,62 1,22
5 Tridekanova C13:0 14,02 1,09
6 Myristoolejova Cl4:1 16,37 1,10
7 Myristova C14:0 16,69 1,10
8 Pentadekanova C15:0 19,56 0,99
9 Palmitoolejova Cil6:1 21,92 1,00
10 Palmitova C16:0 22,63 1,01
11 Heptadecylova C17:0 25,49 0,87
12 Linolova C18:2 27,52 0,98
13 Olejova Ci18:1 27,82 0,89
14 Stearova C18:0 28,57 0,85
15 Arachidova C20:0 34,05 0,71

Obecny vypocet procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin (%), kde Ai je plocha piku dané¢ho
methylesteru mastné kyseliny a ) Ai je soucet ploch vsech pikti methylestert [40]:
A .
X = Z_Al 100 (7)
Obecny vypocet relativniho procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich, kde Aj
je plocha piku dané mastné kyseliny, > Ai je soucet vSech pikti a RF je odezvovy faktor [40]:

Aj

rel.% = RF - A

- 100 (8)

V Tabulce 7 je uvedeno pruimérné zastoupeni mastnych kyselin s odezvovym faktorem.
Vysledky méfeni pro kazdy vzorek, jak s procentudlnim, tak s relativnim procentualnim

zastoupenim mastnych kyselin jsou uvedeny v Tabulkach 8-13 v Piiloze B.
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Tabulka 7 - Praimérné zastoupeni mastnych kyselin s odezvovym faktorem

Vzorek 1 | Vzorek 2 | Vzorek 3 | Vzorek4 | VVzorek5 | Vzorek 6

Kapronova 0,54 0,04 0,45 0,05 0,05 0,04
Kaprylova 0,29 0,01 0,26 0,01 0,01 0,01
Kaprinova 0,82 0,00 0,66 0,02 0,04 0,01
Laurova 0,98 0,01 0,75 0,03 0,05 0,02
Tridekanova 0,03 = = S . -
Myristoolejova 0,18 - 0,18 0,01 0,01 -
Myristova 2,84 0,11 2,21 0,20 0,24 0,14
Pentadekanova 0,26 0,03 - 0,04 0,04 0,03
Palmitoolejova 0,54 0,13 0,45 0,26 0,23 0,26
Palmitova 30,33 26,43 28,35 27,12 26,15 28,56
Heptadecylova 0,26 0,23 - - 0,23 0,21
Linolova 3,02 3,00 2,99 2,87 2,72 2,97
Olejova 25,76 28,87 27,52 28,92 28,73 28,40
Stearova 26,63 31,14 27,88 30,53 31,46 29,71
Arachidova 0,68 0,82 0,80 0,88 0,85 0,80

Z Tabulky 7 a Obrazku 17, 18 vyplyva, ze nejvyssi relativni procentualni zastoupeni mastnych
kyselin v ¢okoladach méla kyselina palmitova, olejova a stearova bez ohledu na druhu
¢okolady. VSechny tyto tii mastné kyseliny patii v kakaovém masle mezi majoritni (viz Tabulka
2). Obsah kyseliny palmitové byl ve vzorcich v rozmezi 26,15-30,33 %, obsah kyseliny olejové
25,76-28,92 % a obsah kyseliny stearové v rozmezi 26,63-31,46 %. Lze tedy predpokladat, ze
ve vSech analyzovanych vzorcich bylo jako zaklad pouzito kakaové maslo. U vzorku ¢. 1 (Milk
chocolate Fin Carré) a ¢.3 (Milka white chocolate) byl zjiStén vySsi obsah kyseliny laurové
(0,75-0,98 %), myristové (2,21-2,84 %) a dalSich nasycenych mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (Obrazek 18), které se bézn¢ v kakaovém masle prakticky nevyskytuji (v mnozstvi do
0,1 %). Vyskyt téchto mastnych kyselin by mohl odpovidat pouziti nejen kakaového masla, ale
I mlééného tuku (viz Pfiloha A). U vzorku ¢. 1 (Milk chocolate Fin Carré) a ¢. 3 (Milka white
chocolate) byl stanoven nejvyssi obsah vétsiny minoritnich mastnych kyselin ve srovnani
s ostatnimi vzorky. U vzorku €. 5 (J. D. Gross Raspberry 70 % cacao) bylo sice také stanoveno
vys$si procento kyseliny myristové (0,24 %), avSak na obale je uvedeno, ze kousky malin
obsahuji palmovy tuk, ze kterého pravdépodobné pochéazi. Obecné lze fict, ze z analyzovanych

wevr

které obsahuji 1 dle obalu kakaové maslo a jedna se o hotké Cokolady. U cokolad (Milk
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chocolate Fin Carré, Milka white chocolate) bylo pouzito kakaové maslo i mlécny tuk, Cemuz

Vv

odpovida vyssi obsah kyseliny laurové, myristové a dalSich minoritnich mastnych kyselin.
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Obrizek 17 - Grafické znazornéni obsahu mastnych kyselin ve vzorcich
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Obrazek 18 - Grafické znazornéni obsahu majoritnich mastnych kyselin ve vzorcich
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4 Zavér

V teoretické ¢asti se bakalatska prace vénuje cokolade, jeji historii a popisu vyroby. Mimo jiné
je v této Casti charakterizovan tuk z pohledu mastnych kyselin, které jsou dale rozdéleny na
zaklad¢ vyskytu dvojnych vazeb v fetézci. Déle jsou definovany metody pro stanoveni

celkového tuku a jeho vlastnosti.

Cilem experimentalni ¢asti bylo stanovit celkovy tuk ve vzorcich ¢okolad, pficemz byla pouzita
metoda podle Soxhleta. Obsah celkového tuku byl stanoven u vétsiny vzorkt niz$i, nez uvadi
vyrobce na obalech. Pii porovnani obsahu celkového tuku ve vzorcich ¢okolad bylo zjisténo,
7e nejvice tuku obsahuji hoiké ¢okolady znacky J. D. Gross (36,74-40,65 %). Naopak nejméné
tuku bylo stanoveno u Milk chocolate Fin Carré (21,77 %).

DalSim cilem bylo zjistit pomoci metody GC/MS procentudlni zastoupeni mastnych kyselin ve
vybranych vzorcich ¢okoldd. Z celkovych 15 mastnych kyselin ve vzorcich ¢okolad bylo
zjisténo, Ze nejvyssi procentudlni zastoupeni vykazuje mastnd kyselina palmitova, stearova
a olejova. Lze tedy fict, Ze viechny druhy ¢okolad obsahuji kakaové maslo. Cokolada Milk
chocolate Fin Carré a Milka white chocolate obsahuji kakaové maslo i mlécny tuk, ¢emuz
odpovida vyssi obsah kyseliny laurové (0,75-0,98 %), myristové (2,21-2,84 %) a dalSich
minoritnich mastnych kyselin. Zavérem mohu konstatovat, ze ¢okolady obsahujici pouze
kakaové maslo jsou cenové drazsi, avsak kvalitngjsi. Cokolady znacky J. D. Gross a Cooking

Chocolate Fin Carré tedy miizeme povazovat z téchto vzorkl za nejkvalitnéjsi.
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6 Prilohy

Ptiloha A — Slozeni vzorka ¢okolad pouzitych v experimentalni Casti .......cccvvvvveeiiveeiiivennnnnn.

Ptiloha B — Vysledky méteni metody GC/MS
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Ptiloha A — SloZeni vzorki ¢okolad pouzitych v experimentalni casti
Vzorek 1 - Milk chocolate Fin Carré

Slozeni: Cukr, kakaové maslo, 13 % suSené odstfedéné mléko, kakaova hmota, susena sladka

syrovatka, mlé¢ny tuk, liskoofiSkova pasta, emulgator: slunenicovy lecitin, pfirodni aroma.
Vzorek 2 - J. D. Gross Arriba 85 % cacao

Slozeni: Kakaova hmota, kakaovy prasek se snizenym obsahem tuku, kakaové maslo, cukr,

emulgator: lecitiny (obsahuji so6ju); vanilkovy extrakt.
Vzorek 3 - Milka white chocolate

Slozeni: Cukr, kakaové maslo, susené odstfedéné mléko, Susend syrovatka (mléko), mlécny

tuk, emulgator (s6jovy lecitin), pfirodni aroma.
Vzorek 4 - Cooking Chocolate Fin Carré

SloZeni: Cukr, kakaovd hmota, kakaové maslo, emulgator: slunecnicovy lecitin, pfirodni

vanilkové aroma.
Vzorek 5 - J. D. Gross Raspberry 70 % cacao

SloZeni: Kakaova hmota, cukr, kakaové maslo, glukézo-fruktézovy sirup, ryzovd mouka,
0,5 % malinova dfen zkoncentratu, emulgator: lecitiny (obsahuji soju); palmovy tuk
(v kouscich malin), pfirodni aroma, ryZovy skrob, zahustovadlo: pektiny; kyselina citronova,

extrakt z vanilky, $t'dva z koncentratu ¢erné mrkve.
Vzorek 6 - J. D. Gross Amazonas 60 % cacao

SloZeni: Kakaova hmota, cukr, kakaové maslo, emulgétor: lecitiny (obsahuji soju).
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Ptiloha B — Vysledky méteni metody GC/MS

Tabulka 8 - Vysledky méfeni pro vzorek 1

méreni 1 méreni 2 méreni 1 méreni 2 primér s RF
Mastna kyselina Pik RT Plocha Plocha % % % %

Kapronova C6:0 1 4,73 2343 801,4 2343 801,4 0,218 0,226 0,22 0,54
Kaprylova C8:0 2 6,07 1819439,9 1819439,9 0,169 0,176 0,17 0,29
Kaprinova C10:0 3 8,1 6932 072,2 5139 978,7 0,645 0,496 0,57 0,82
Laurova C12:0 4 11,64 9902 845,9 6 999 032,6 0,922 0,676 0,80 0,98
Tridekanova C13:0 5 14,02 311 110,1 311 110,1 0,029 0,030 0,03 0,03
Myristoolejova Cl4:1 6 16,38 1719 338,0 1719 338,0 0,160 0,166 0,16 0,18
Myristova C14:0 7 16,72 31 318 089,5 23121 443,9 2,915 2,232 2,57 2,84
Pentadekanova C15:0 8 19,58 3180 857,8 2 463 136,3 0,296 0,238 0,27 0,26
Palmitoolejova Cl6:1 9 21,94 5740 439,7 5740 439,7 0,534 0,554 0,54 0,54
Palmitova C16:0 10 22,66 316 932 342,6 316 932 342,6 29,496 30,593 30,04 30,33
Heptadecylova C17:0 11 25,51 3427 290,9 2998 833,9 0,319 0,289 0,30 0,26
Linolova C18:2 12 27,54 33 856 117,5 31195973,5 3,151 3,011 3,08 3,02
Olejova C18:1 13 27,82 305 436 814,6 305 436 814,6 28,426 29,483 28,95 25,76
Stearova C18:0 14 28,58 341 533 487,8 319 701 800,7 31,786 30,860 31,32 26,63
Arachidova C20:0 15 34,07 10 038 711,4 10 035017,1 0,934 0,969 0,95 0,68




Tabulka 9 - Vysledky méfeni pro vzorek 2

méreni 1 méreni 2 méreni 1 méreni 2 pramér s RF
Mastna kyselina Pik RT Plocha Plocha % % % %

Kapronova C6:0 1 4,73 145342,46 141477,98 0,015 0,015 0,01 0,04
Kaprylova C8:0 2 6,07 40030,59 42915,87 0,004 0,004 0,00 0,01
Kaprinova C10:0 3 8,1 22109,71 14800,01 0,002 0,002 0,00 0,00
Laurova C12:0 4 11,64 46977,93 36048,05 0,005 0,004 0,00 0,01
Tridekanova C13:0 5 14,02 - - - - - -
Myristoolejova Cl4:1 6 16,38 - - - - - -
Myristova C14:0 7 16,72 1058653,64 877869 0,110 0,092 0,10 0,11
Pentadekanova C15:0 8 19,58 300643,35 279918,93 0,031 0,029 0,03 0,03
Palmitoolejova C16:1 9 21,94 161344,38 2295488,38 0,017 0,240 0,13 0,13
Palmitova C16:0 10 22,66 250567976,9 250567976,9 26,119 26,223 26,17 26,43
Heptadecylova C17:0 11 25,51 2530524,31 2458639,72 0,264 0,257 0,26 0,23
Linolova C18:2 12 27,54 28225721,41 30355983,2 2,942 3,177 3,06 3,00
Olejova C18:1 13 27,82 311547891,1 309644611,5 32,475 32,405 32,44 28,87
Stearova C18:0 14 28,58 354230317,3 347305176,8 36,924 36,347 36,64 31,14
Arachidova C20:0 15 34,07 10471391,46 11510695,19 1,092 1,205 1,15 0,82
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Tabulka 10 - Vysledky méfeni pro vzorek 3

méreni 1 méreni 2 méreni 1 méreni 2 pramér s RF
Mastna kyselina Pik RT Plocha Plocha % % % %
Kapronova C6:0 1 4,73 1687 750,5 1710 962,5 0,185 0,187 0,19 0,45
Kaprylova C8:0 2 6,07 1393 249,3 1402 693,8 0,153 0,153 0,15 0,26
Kaprinova C10:0 3 8,1 4239 122,5 4164 279,9 0,464 0,455 0,46 0,66
Laurova C12:0 4 11,64 5648 729,3 55193210 0,619 0,603 0,61 0,75
Tridekanova C13:0 5 14,02 - - - - - -
Myristoolejova Cl14:1 6 16,38 1507 315,0 1507 315,0 0,165 0,165 0,16 0,18
Myristova C14:0 7 16,72 18 568 376,0 18 201 808,2 2,033 1,990 2,01 2,21
Pentadekanova C15:0 8 19,58 - - - - - -
Palmitoolejova C16:1 9 21,94 4 073 880,6 4132 284,9 0,446 0,452 0,45 0,45
Palmitova C16:0 10 22,66 255 929 591,4 257 177 645,6 28,026 28,115 28,07 28,35
Heptadecylova C17:0 11 25,51 - - - - - -
Linolova C18:2 12 27,54 27661 914,1 28 171 996,4 3,029 3,080 3,05 2,99
Olejova C18:1 13 27,82 282 569 434,5 282 569 434,5 30,943 30,891 30,92 27,52
Stearova C18:0 14 28,58 299 789 925,6 299 789 925,6 32,829 32,773 32,80 27,88
Arachidova C20:0 15 34,07 10 113 802,2 10 385 215,4 1,108 1,135 1,12 0,80
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Tabulka 11 - Vysledky méfeni pro vzorek 4

méreni 1 méreni 2 méreni 1 méreni 2 pramér s RF

Mastna kyselina Pik RT Plocha Plocha % % % %
Kapronova C6:0 1 4,73 224 167,4 224 167,4 0,021 0,020 0,02 0,05
Kaprylova C8:0 2 6,07 59 669,3 59 669,3 0,005 0,005 0,01 0,01
Kaprinova C10:0 3 8,1 193 044,5 179 216,0 0,018 0,016 0,02 0,02
Laurova C12:0 4 11,64 279 808,0 262 693,5 0,026 0,024 0,02 0,03

Tridekanova C13:0 5 14,02 - - - - - -
Myristoolejova Cl4:1 6 16,38 59 261,7 59 261,7 0,005 0,005 0,01 0,01
Myristova C14:0 7 16,72 2035 138,6 2 057 275,3 0,186 0,186 0,19 0,20
Pentadekanova C15:0 8 19,58 444 137,1 423 989,3 0,041 0,038 0,04 0,04
Palmitoolejova C16:1 9 21,94 2 838 243,0 2 823108,1 0,260 0,255 0,26 0,26
Palmitova C16:0 10 22,66 291 621 977,7 299 165 940,8 26,679 27,032 26,86 27,12

Heptadecylova C17:0 11 25,51 - - - - - -
Linolova C18:2 12 27,54 32979 477,1 31 544 636,6 3,017 2,850 2,93 2,87
Olejova C18:1 13 27,82 355 718 848,8 359 071 686,9 32,543 32,445 32,49 28,92
Stearova C18:0 14 28,58 393 001 105,7 397 160 965,3 35,953 35,886 35,92 30,53
Arachidova C20:0 15 34,07 13630 700,9 13 689 485,7 1,247 1,237 1,24 0,88
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Tabulka 12 - Vysledky méfeni pro vzorek 5

méreni 1 méreni 2 méreni 1 méreni 2 pramér s RF

Mastna kyselina Pik RT Plocha Plocha % % % %
Kapronova C6:0 1 4,73 217 591,9 214 868,7 0,021 0,021 0,02 0,05
Kaprylova C8:0 2 6,07 94 988,9 86 426,2 0,009 0,008 0,01 0,01
Kaprinova C10:0 3 8,1 275 090,0 297 304,2 0,027 0,029 0,03 0,04
Laurova C12:0 4 11,64 345 691,0 429 113,9 0,034 0,041 0,04 0,05

Tridekanova C13:0 5 14,02 - - - - - -
Mpyristoolejova Cl4:1 6 16,38 109 290,5 89 183,5 0,011 0,009 0,01 0,01
Myristova C14:0 7 16,72 2 253 214,7 22208720 0,220 0,215 0,22 0,24
Pentadekanova C15:0 8 19,58 408 317,8 394 062,7 0,040 0,038 0,04 0,04
Palmitoolejova C16:1 9 21,94 2 349 303,7 2339 092,4 0,230 0,226 0,23 0,23
Palmitova C16:0 10 22,66 265 310 842,0 267 105 307,2 25,957 25,829 25,89 26,15
Heptadecylova C17:0 11 25,51 2690 185,8 2690 185,8 0,263 0,260 0,26 0,23
Linolova C18:2 12 27,54 283707111 286714514 2,776 2,773 2,77 2,72
Olejova C18:1 13 27,82 329 504 028,5 334 206 096,4 32,237 32,318 32,28 28,73
Stearova C18:0 14 28,58 377 996 886,6 383 051 864,5 36,981 37,041 37,01 31,46
Arachidova C20:0 15 34,07 12 200 084,0 12 329 153,3 1,194 1,192 1,19 0,85
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Tabulka 13 - Vysledky méfeni pro vzorek 6

méreni 1 méreni 2 méreni 1 méreni 2 pramér s RF

Mastna kyselina Pik RT Plocha Plocha % % % %
Kapronova C6:0 1 4,73 177 842,4 168 278,6 0,018 0,016 0,02 0,04
Kaprylova C8:0 2 6,07 32 357,2 32 357,2 0,003 0,003 0,00 0,01
Kaprinova C10:0 3 8,1 64 107,9 64 236,9 0,006 0,006 0,01 0,01
Laurova C12:0 4 11,64 120 890,3 159 387,1 0,012 0,016 0,01 0,02

Tridekanova C13:0 5 14,02 - - - - - -

Myristoolejova Cl4:1 6 16,38 - - - - - -
Myristova C14:0 7 16,72 1234 667,2 1429 010,5 0,123 0,139 0,13 0,14
Pentadekanova C15:0 8 19,58 272 883,4 334 745,3 0,027 0,033 0,03 0,03
Palmitoolejova C16:1 9 21,94 2524 4815 2791 219,3 0,251 0,272 0,26 0,26
Palmitova C16:0 10 22,66 287 237 470,8 287 237 470,8 28,552 28,010 28,28 28,56
Heptadecylova C17:0 11 25,51 2 399 682,1 2 399 682,1 0,239 0,234 0,24 0,21
Linolova C18:2 12 27,54 29929 281,9 31593 438,7 2,975 3,081 3,03 2,97
Olejova C18:1 13 27,82 320 057 708,2 328 230 018,1 31,814 32,008 31,91 28,40
Stearova C18:0 14 28,58 350 544 552,8 359 485 778,6 34,844 35,055 34,95 29,71
Arachidova C20:0 15 34,07 11 431 5445 11 552 042,3 1,136 1,127 1,13 0,80
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