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rancidity. You can also read about principle of oxidation and products that are produced in this
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Seznam zKratek a znacek

A

ALA

AOCS

AV

C:D

(@]

DHA

EPA

FFA

GC/MS

konc.
kys.
LA
MK

MUFA

p.a.

PUFA

absorbance

kyselina a-linolenova

The American Oil Chemists' Society
p-anisidinové ¢islo (p-anisidine value)
koncentrace

pocet uhliku : pocet dvojnych vazeb
Cislo/a

dokosahexanova kyselina
eikosapentaenova kyselina

faktor

volné mastné kyseliny (free fatty acids)

plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem (gas chromatography/mass
spectroscopy)

koncentrovand/y/é

kyselinaly

kyselina linolova

mastna kyselina

mononenasycena mastna kyselina (monounsaturated fatty acids)
hmotnost

hmotnost vzorku

margarin

pro organickou analyzu rezidui (for organic Residue Analysis)
pro analyzu

polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)
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PV peroxidové Cislo (peroxid value)

Q mnozstvi vzorku v méfeném roztoku ke kterému se vztahuje anisidinové ¢islo
RF reten¢ni faktor
RT retenni ¢as
TBA kyselina thiobarbiturova (thiobarbituric acid)
TV titracni kyselost (titration value)
v jodové Cislo (iodine value)
objem
w obsah tuku
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UvVOoD

Margariny, roztiratelné tuky, nahrazky masla nebo také emulze vody v oleji nejsou
V potravinafstvi zadnou novinkou a V soucasnosti se vyrabi nepfeberné mnozstvi téchto
tukovych pomazanek. Uspdch tohoto produktu je obdivuhodny. Diky své nizké cené
a vlastnostem velmi podobnym maslu, se margariny staly béZnou sou¢asti nemalého poctu
domacnosti, a dokonce iV potravinaiském priamyslu nasly velké vyuziti. Hlavni slozkou
margarinQ jsou pfedevsim oleje a tuky, které proptij¢uji margarinim chut’ a vlastnosti, ale také

jsou zodpovédné za jejich kazeni, které nazyvame zluknuti.

Zluknuti je proces, ktery snizuje vyzivovou hodnotu tukd, proto je fada metod, kterymi lze
sledovat stupeil oxidace tukli. Mezi tyto metody patii zmény titra¢ni kyselosti, peroxidové ¢islo,
p-anisidinové ¢islo, jodové ¢islo a mnoho dalSich. Oxida¢ni zmény tukti mohou vést az
Kk vytvofeni zdravi $kodlivych latek. Z tohoto divodu je cilem prace sledovat zmény parametrti
vzorkl bézn¢ dostupnych v supermarketech béhem skladovani v riznych podminkach.
Z naméfenych dat bude mozné stanovit po jaké dobé mohou byt vzorky margarini

nepozivatelné.

Vsechny tu¢né potraviny obsahuji jisty podil nasycenych mastnych kyselin, které mohou byt
zdravi Skodlivé a jejich obsah by mél byt uveden na obalu produktu. Vzhledem k této
skute¢nosti bychom si méli jejich denni ptijem hlidat. Prace se zabyva tim, zda jsou obsahy
téchto mastnych kyselin uvedenych na obalu pravdivé. Také je zde rozebrano celkové slozeni

mastnych kyselin v jednotlivych vzorcich.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Co jsou to margariny?

Margariny mizeme oznacit jako emulzi vody v oleji. Byly piivodné vymysleny jako nahrazka
masla. U konzumentt jsou oblibené pro své vlastnosti, jako je snadna roztiratelnost i pti nizSich
teplotach a cenova dostupnost. V dnesni dob¢ se vyrabi obrovské mnozstvi margarini v mnoha
ptichutich a také s riiznym obsahem tuku od 20 az do 82 %. Do margarinti se také pridavaji

rizné vitaminy, sil, konzervaéni latky a dalsi viz. kapitola slozeni margaring.

1.2 SloZeni margarini

1.2.1 Tuky aoleje

Margariny se vyrabi piedevSim z tekutych rostlinnych oleji s vysokym obsahem
polynenasycenych tukll. K vyrob¢é se pouziva také malé mnozZstvi pevného tuku, aby se
zabranilo oddélovani kapicek vody od vysledného margarinu, a aby se vytvofila emulze se
spravnou stabilitou a texturou. Nejcastéji se jako zdroj pevného tuku pouzivaji tropické tuky
s vysokym obsahem nasycenych mastnych kyselin nebo ¢aste¢né hydrogenované oleje, které
ale obsahujici nezdravé trans-mastné kyseliny. Tyto zdroje pevného tuku se Vv dne$ni dobé
pouzivaji méné kvili dopadu na lidské zdravi, zptisobuji totiZ kornaténi cév, coZ je usazovani

tuku v cévach a muze vést az k infarktu myokardu [1].

Rostlinné oleje, které miizeme nejcasteji nalézt ve slozeni margarind jsou sojovy, kanolovy
a slune¢nicovy olej. Tyto oleje jsou bohaté na mononenasycené mastné kyseliny a omega-3
a omega-6 polynenasycené mastné kyseliny. Velmi Casto se také pouziva fepkovy olej s nizkym
obsahem kyseliny erukové, obsah kyseliny erukové <2 %. V Evropé se ¢asto pouziva palmovy
olej, laurovy olej a hydrogenované oleje z moiskych ryb, pokud ovSem vyrobek obsahuje

10-20 % oleje z ryb, tak maji tyto vyrobky velky problém se stabilitou a snadnéji se kazi [2].

1.2.2 Vitaminy

Margariny obohacené o vitaminy obsahuji kromé pfirodnich slozek vitaminu E (tokoferoly jako
a, B, v, 6 tokoferol a plastochromanol-8) také urcité mnozstvi vitaminu K asi 0,5-20 mg /100 g,
vitamin A nebo B-karoten a 0,001 mg/100 g vitaminu D3, v zavislosti na typu margarinu. Diky
kyselému mléku pouzitému pii vyrobé nebo barveni laktoflavinem A obsahuje vitaminizovany

margarin ur¢ité mnozstvi vitaminu B a kyseliny askorbové [3].
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1.2.3 Ostatni slozZky margarint
Mezi ostatni slozky margarini mtizeme zatradit vodu, barviva, jedlou stl, emulgatory, aromata,

regulatory kyselosti, konzervanty a stopy mléka a mlé¢nych produktt.

1.3 Lipidy

Lipidy neboli tuky se skladaji ztakzvanych triacylglyceroll, kterych obsahuji az 97 %.
Acylglyceroly ovsem nejsou jedinou slozkou lipidi. Tyto slozky lipidi mtizeme rozdélit na
jednoduché a slozené, pii¢emz do jednoduchych patii acylglyceroly a vosky, zatimco do
slozenych patii fosfolipidy, glykoproteiny a glykolipidy. Dalsi slozkou lipidi jsou isoprenoidy,
které maji jako zékladni strukturu isopren do této skupiny patii terpenoidy a steroidy. Posledni
slozkou lipidt jsou mastné kyseliny [4]. VSechny tyto latky patfici pod lipidy maji spole¢nou
vlastnost, a to velmi dobrou rozpustnost v organickych rozpoustédlech napiiklad diethylether,

benzen, hexan, chloroform ¢i metanol [5].

1.3.1 Glyceroly a vosky
Acylglyceroly jsou latky vznikajici reakei glycerolu a karboxylovych kyselin. Pokud mluvime
o triacylglycerolech, tak na kazdém uhliku ve slou¢eniné je navazana molekula mastné kyseliny

esterifikovana na sn-1, sn-2 a sn-3 polohy glycerolu, coz mizeme vidét na obrazku 1.

O

sn-1 _OJJ_Rl
O

sn-2 —OJJ—RZ
O

sn-3 —OJ-|—R3

Obrazek 1 - Obecny vzorec triacylglycerolu

Jedna mastnd kyselina muze byt esterifikovana do vSech tfi poloh glycerolu napt. jako
u trioleoylglycerolu (trioleinu), kde kyselina olejova je jedinou esterifikovanou mastnou
kyselinou. Obecné nasycené mastné kyseliny a mononenasycené mastné kyseliny (MUFA)
jsou piednostné umistény v sn-1 a sn-3 polohach glycerolu, kdyz polynenasycené (PUFA) jsou

prednostné umistény v sn-2 polohach glycerolu [6].

Vosky jsou estery mastnych alkoholli a mastnych kyselin a na rozdil od acylglycerolti jsou tuhé
jiz pti pokojové teploté. Vosky miizeme nalézt predevsim v olejich pochazejicich z motskych

zivocichu a ve tkanich zivocichl. Vosky jsou ptitomné i olejich pouzivanych v kuchyni. Diky
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svym vyssim teplotdm tani zplsobuji v téchto olejich zdkal a jsou oddélovany pomoci

vymrazovani [4]. Na obrazku ¢islo 2 mizeme vidét strukturu vosku konktrétné cetyl palmitatu.

O

/\/\/\/\/\/\/\)J\O
/\/\/\/\/\/\/\)

Obrazek 2 — chemicka struktura vosku cetyl palmitaru [1]

1.3.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou slozky triacylglyceridt, které se skladaji z fetézce uhlikt. Pfirodni
mastné kyseliny jsou alifatické monokarboxylové kyseliny s pfimym fetézcem se sudym
poctem uhlikt s délkou fetézce od C4 do C24. Nejcastéji jsou mastné kyseliny znamé pod svymi
trivialnimi nazvy jako je maselna, laurova, palmitova, olejova, stearova, linolova a linolenova.
Slozeni mastnych kyselin vétSiny rostlinnych olejii a tuki je relativné jednoduché, obsahuji

vétsinou velky podil kyseliny palmitové, olejové a linolové [4].

Mastné kyseliny mizeme délit do nékolika skupin a kazda skupina ma na lidsky organismus
specifické ucinky, proto je dulezité, jaky podil urcitych mastnych kyselin maji vyrobky, ve
kterych jsou oleje a tuky. Mastné kyseliny jsou v potravinich rozdéleny piedevsim dle
nasycenosti na nasycené¢ a nenasycené. Nasycené MK nemaji dvojné vazby, zatimco
nenasycené ano. Nenasycené MK lze dale dé€lit dle poctu dvojnych vazeb na mononenasycené
(MUFA) a polynenasycené (PUFA). Dle tvaru piislusné dvojné vazby neboli isomeru se déli

MK na konfigurace cis a trans [5, 6].

V tabulce 1 je seznam zdkladnich nasycenych mastnych kyselin, tedy kyselin bez dvojnych

vazeb, které mliiZeme najit v potravinach.

Tabulka 1 - Tabulka zakladnich nasycenych mastnych kyselin [7]

Trivialni nizev = Chemicka struktura Pocet uhliki : pocet dvojnych vazeb (C:D)
kys. kaprinova | CH3(CH2)sCOOH 10:0
Kys. laurova CH3(CH2)10COOH 12:0
kys. myristova | CH3(CH2)12COOH 14:0
Kys. palmova CH3(CH2)14COOH 16:0
Kys. stearova CH3(CH2)16COOH 18:0
Kkys. arachidova CHs3(CH2)1sCOOH 20:0
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V tabulce 2 jsou sepsany zdkladni nenasycené mastné kyseliny, které se bézné vyskytuji
Vv potravinach. Mezi tyto kyseliny patii také esencidlni mastné Kkyseliny, a to kyselina

a-linolenova (ALA) a kyselina linolova, které patii mezi ®-3 a m-6 mastné kyseliny.

Tabulka 2 - Zakladni nenasycené mastné kyseliny [7]

Trivialni nazev Chemicka struktura C:D *(x)
Kys. CH3(CH2)sCH=CH(CH2);COOH 14:1 (9)
myristoolejova
Kys. CH3(CH2)sCH=CH(CH2);COOH 16:1 (9)
palmitoolojeva
kys. sapienova CH3(CH2)sCH=CH(CH2)4COOH 16:1 (6)
kys. olejova CH3(CH2);CH=CH(CH2);COOH 18:1 (9)
kys. linolova CH3(CH2)4CH=CHCH.CH=CH(CH2)7COOH 18:2 (9,12)
kys. a-linolenova = CH3CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH); @ 18:3(9,12,15)

COOH

*uhlik na kterém je dvojna vazba pocitané od karboxylové skupiny

1.3.2.1 Esencialni mastné kyseliny

Témét kazdd mastnd kyselina ma svou dulezitou funkci, ale esencidlni jsou pouze
polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), které lidské télo potiebuje pro své zdravi a neni
schopno si je vyrobit pomoci biosyntézy [8]. Esencialni mastné kyseliny muZzeme rozdélit na
dvé skupiny a to ®-3 a w-6 mastné kyseliny, které se lis§i umisténim dvojné vazby. Zatimco
-3 mastné kyseliny maji dvojnou vazbu na tfetim uhliku od methylového konce -6 mastné

kyseliny maji tuto dvojnou vazbu na Sestém uhliku od methylového konce [9].

Mezi ®-3 mastné kyseliny patfi a-linolenova kyselina (ALA), eikosapentanova kyselina (EPA)
a dokosahexanova kyselina (DHA), pfi¢emz esencidlni je pouze a-linolenova kyselina, EPA
a DHA si je ¢lovek schopen syntetizovat sam. Primérny piijem téchto kyselin je v poslednich

letech nizsi nez by mél byt, coz mize vést k zdravotnim obtizim [9].

Mezi m-6 mastné kyseliny patii linolova kyselina C18:2 (9,12) gamma-linolenova kyselina 18:3
(6,9,12), Dihomo-gamma-linolenova kyselina, C 20:3 (8,11,14) a arachidonova kyselina C 20:4
(5,8,11,14) [9]. Ovsem esencialni z tohoto vy¢tu je pouze linolova kyselina ostatni si je cloveék

také schopen syntetizovat sam, proto je ob¢as nazyvame podminéné¢ esencialni.
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1.4 Legislativa vztahujici se k margarinum
Margariny musi splitovat podminky dané¢ Vyhlaskou ¢. 397/2016 Sb. sepsanou na zéklad¢
nafizeni Evropského parlamentu a Rady EU ¢. 1308/2013.

Ceska legislativa definuje margarin jako jedly tuk &i olej (smés triacylglyceroli), ktera se za
béznych podminek vyskytuje v tuhém nebo tekutém stavu. Do této kategorie patii takové
vyrobky, které maji od 10 % do 90 % tuku (oleje). Ztuzenym tukem se rozumi jedly tuk, ktery
byl ziskan ztuzovanim rostlinnych a Zivocisnych tukt a oleji nebo jejich smési. Pokrmovym
tukem je takovy jedly tuk, ktery prosSel procesem ztuzovani nebo pieesterifikace, nebo
kombinaci téchto procest. Také to mize byt smes ztuzenych a jedlych tukl a oleji, nebo smés
jedlych rostlinnych a zivociSnych oleji a tukl. Roztiratelny tuk je jedly tuk, nebo smeés
ztuzenych ¢i preesterifikovanych tukii spliujici pozadavky stanovené nafizenim o spolecné

organizaci trhti se zeméd¢lskymi produkty [10].

V tabulce 3 mizeme vidét rozdéleni margarini a jinych tukovych vyrobku dle typu tuku nebo
oleje, ktery je pouzit pii vyrobé. Také jsou zde margariny a tukové vyrobky déleny na zakladé
obsahu tuku, coz je pomérné€ dulezité nejen pro zédkaznika, ale také jsou tyto nazvy vyuzivany

niZe v experimentalni ¢asti, kde se méni navazka dle obsahu tuku ve vyrobku.
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Tabulka 3 - Déleni margarinii V zavislosti na obsahu tukii dle narizeni ¢.1308/2013 [1]

Druh tuku

Definice

A. Milécné tuky
Vyrobky ve formé tuhé, tvarné
emulze, pfevazné typu voda v
oleji, ziskané vylu¢né z mléka
a/nebo urcitych mléénych
vyrobki, v nichZ tuk
predstavuje hlavni hodnotovou
slozku. Mohou se vSak pridavat
dalsi latky nezbytné pro jejich
vyrobu, pokud tyto latky nejsou
pouZity za i¢elem uplného nebo
¢asteCného nahrazeni jakékoli
mlécné slozky.

B. Tuky
Vyrobky ve formé tuhé, tvarné
emulze, pfevazné typu voda v
oleji, ziskané z tuhych a/nebo
tekutych rostlinnych a/nebo
Zivo¢isnych tuku vhodnych pro
lidskou spotiebu, s obsahem
mlééného tuku nejvyse 3 % z
celkového obsahu tuku

C. Tuky sloZené z
rostlinnych nebo
Zivo¢iSnych tuku

Vyrobky ve formé tuhé, tvarné
emulze, pirevazné typu voda v
oleji, ziskané z tuhych a/nebo
tekutych rostlinnych a/nebo
Zivo¢isnych tukia vhodnych pro
lidskou spotiebu, s obsahem
mlécného tuku mezi 10 % a 80
% z celkového obsahu tuku.

Obchodni nazev

1. Maslo

2. TEictvrtétuéné
maslo

3. Polotuéné
maslo

4. Mléena
pomazanka X %

1. Margarin
2. Trictvrtétucny
margarin

3. Polotu¢ny
margarin

4. Roztiratelny
tuk X %

1. Smésné tuky
2. Ttictvrtétucné
smésné tuky

3. Polotu¢né
smésné tuky

4. Roztiratelné
smésné tuky X %
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Kategorie vyrobki

Doplitujici popis kategorie s uvedenim obsahu
tuku v % hmotnostnich

Vyrobek s obsahem mlécéného tuku nejméné 80 %,
avSak méné nez 90 %, s obsahem vody nejvyse 16
% a s nejvyssim obsahem tukuprosté mlécéné susiny
do 2 %.

Vyrobek s obsahem mlécéného tuku nejméné 60 %,
avsak nejvyse 62 %.

Vyrobek s obsahem mlééného tuku nejméné 39 %,
avsak nejvyse 41 %.

Vyrobek s timto obsahem mlééného tuku: — méné
nez 39 %, — vice nez 41 %, avsak méné nez 60 %,
— vice nez 62 %, avSak méné nez 80 %.

Vyrobek ziskany z rostlinnych a/nebo zivocisnych
tukt s obsahem tuku nejméné 80 %, avSak méné
nez 90 %.

Vyrobek ziskany z rostlinnych a/nebo zivocisnych
tukti s obsahem tuku nejméné 60 %, avSak nejvyse
62 %.

Vyrobek ziskany z rostlinnych a/nebo zivocisnych
tukt s obsahem tuku nejméné 39 %, avsak nejvyse
41 %.

Vyrobek ziskany z rostlinnych a/nebo zivocisnych
tuku s timto obsahem tuku: — méné nez 39 %, —
vice nez 41 %, avSak méné nez 60 %, — vice nez
62 %, avSak mén¢ nez 80 %.

Vyrobek ziskany ze smési rostlinnych nebo
zivocisnych tukt s obsahem tuku nejméné 80 %,
avSak méné nez 90 %.

Vyrobek ziskany ze smési rostlinnych nebo
zivocisnych tukt s obsahem tuku nejméné 60 %,
avsak nejvyse 62 %.

Vyrobek ziskany ze smési rostlinnych nebo
zivocisnych tukt s obsahem tuku nejméné 39 %,
avSak nejvyse 41 %.

Vyrobek ziskany ze smési rostlinnych nebo
zivocisnych tuku s timto obsahem tuku: — méné
nez 39 %, — vice nez 41 %, avsak mén¢ nez 60 %,
— vice nez 62 %, avsak méné nez 80 %.



Pro lepsi orientaci v problematice déleni margarini na zékladé typu tuku/oleje je pfiloZena

tabulka z vyhlasky ¢. 397/2016 Sb., kde mizeme vycist jaké skupiny margarint se vyrabi.

Tabulka 4 - Zdkladni ¢lenéni jedlych tukii a olejii dle Vyhlasky ¢.397/2016 Sb. [2]

Druh Skupina Podskupina
rostlinny jednodruhovy
vicedruhovy
veptrové sadlo, vepfovy tuk
zivocisny vybérovy hovézi 10, hovézi 14y
tuk nebo olej podle druhu zivocicha
Jedly tuk nebo jedly olej ZtuZeny [V)%ne -
castecne
pokrmovy
roztiratelny

smésny roztiratelny
tekuty emulgovany

1.5 Vyroba margarini
Tradi¢ni vyroba margarinti se sklada z péti hlavnich fazi, které jsou zakresleny na obrazku 3.

Mezi tyto kroky patii pfiprava vodné faze, ptiprava tukové faze, emulgace, krystalizace

a baleni/zrani[11].
Water-soluble I: Oil-solubl
ingredients ? |-so.u e
ingredients
Water heating &= < 7 Oil heating

T v

Preparation of
emulsion

Packing
Crystallization

Obradzek 3 — Schéma hlavnich krokit pii vyrobé margarini [11]
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1.5.1 Vodna faze

Nejprve se piipravi vodna faze, ve které jsou obsazeny latky rozpustné ve vod¢, jako je chlorid
sodny, antioxidanty, regulatory kyselosti, suSen¢ mléko, konzervacni latky a dalsi. Tyto slozky
jsou rozpustény ve vod¢, aby se 1épe smisily s kone¢nym produktem. Vodna faze je zahtata na
60 °C, aby béhem emulgace nedochazelo ke snizeni teploty, ktera miize zpusobit predcasnou

krystalizaci slozek s nejvy$simi teplotami tani [12].

1.5.2 Tukova faze

Tukova faze se sklada z oleji 1 tukd (Caste¢né hydrogenovanych, esterifikovanych,
frakcionovanych nebo jinych) a lipofilnich slozek, jako jsou emulgatory (lecitin,
monoacylglyceroly, polyglycerolestery mastnych kyselin, sorbitan monostearat, sorbitan
tristearat atd.), barviva (p-karoten, urucum, kurkumin nebo extrakty z kurkumy), antioxidanty
a vitaminy (A, D a E). Jeji pfiprava se provadi v samostatné nadrzi za michani a zahtivani nad

bodem tani oleje nebo tuku [12].

1.5.3 Emulgace

Kdyz jsou pripraveny obé¢ faze, dojde k jejich zahtati a tyto slozky jsou smichany v emulgacni
nadrzi. Emulga¢ni nadrz je vybavena dvojitym plastém, ve kterém jsou umistény trubky pro
ptivod horké nebo studené vody, aby bylo mozné regulovat teplotu emulze. Nezbytnosti
emulgacni nadrze jsou také michadla, emulze je michana 10-15 minut. Poté pfed pfenesenim
emulze do chladici jednotky je teplota emulze zvysena 0 2-3 °C nad bod tani dané emulze, aby
se zabranilo tvorbé mikroskopickych krystalii. Zvolena teplota je zvolena dle vyvoje emulze,
aby se zabranilo jakékoli rané krystalizaci. Spravné ptipravena emulze ma v olejové fazi jemné

rozptylené kapicky vody [11].

1.5.4 Krystalizace

Po emulgaci nastava proces krystalizace probihajici v krystalizatoru. Pii krystalizaci dochazi k
tvorbé a zranim krystall, coz je hlavnim a klicovym krokem pfi zpracovani margarind [11].
Krystalizator (Obrazek 3) se sklada z vymeéniku tepla a fizenou teplotou mezi 10-22 °C.
Vymeénik tepla funguje tak, ze béhem provozu je produkt pfiveden do kontaktu s teplym
povrchem vyméniku, ktery je rychle a neptetrzité Skraban, diky tomu se na teply povrch dostava
stale Cerstvy material. Lopatky Skrabek zajiSt'uji kromé Skrabani povrchu i neptetrzité michani

emulze [13].
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Obrazek 4 - Schématicky ndkres krystalizatoru [14]

Snizenim teploty se podporuje tvorba mnoha krystalizacnich zarodku, ze kterych probiha
nasledna krystalizace. Tyto krystaly se nejdiive tvoii na sténach, které jsou ochlazovany
chladicim médiem, pak jsou seSkrabavany a shromaZzdovany mimo krystalizator pomoci
potrubi na odvod hotového produktu na obrazku 4. Pokud je chlazeni pomalé, vytvofi se nékolik
velkych krystalickych jader. Naopak pokud je chlazeni rychlé, vytvoii se nékolik zarodku
malych krystald [11]. VIiv na vysledné vlastnosti jako jsou konzistence a plasticita margarint
ma obsah triacylglycerolti a priubéh krystalizace. Naptiklad nezadouci krystalizaéni chovani,

jako je rast granularnich krystald, ovliviiuje mékkost a roztiratelnost margarinu [15].

Na obrazcich 5 a 6 je votator, ktery se také vyuZziva pfi vyrob& margarini. Votator umoziuje
smichat vodnou a tukovou fazi pted a v priabéhu krystalizace, aby tukové ¢astice byly jemné
dispergované ve vodné fazi a krystalizace 1épe probihala. Na obrazku 7 jsou vnitini Casti

krystalizatoru.

Na obrazku 5 muzete vidét schéma moderniho votatoru, kde a) je vysokotlaka davkovaci

pumpa, kterd vhani smés do naddob s riiznymi teplotami kde probiha fizena krystalizace [8].

23



80-90%

26-27°C

Oil
(23-24°0)

Figure 3. Schematic diagram of a votator plant with pre-
crystallization and recycling (Unilever) a) High-pressure
metering pump; b) C unit; c) Pump; d) A unit; e) B unit

Obrazek 5 - Schéma moderniho votatoru [8]

&

Obrdazek 6 - Obrdzek votdtoru od firmy AxFlow [16] Obrazek 7 - Obrazek vnitini éasti krystalyzdatoru [14]

Pokud teplota krystalizace podléha mnoha vykyviim, miize byt ovlivnéna stabilita emulze. Za
kritick¢ body krystalizace se povazuji nedostateCna krystalizace a nadmérna krystalizace.
Nedostatecna krystalizace mize vést k margarinim s nizkym leskem, malou krémovosti,
hrudkami, nizkou plasticitou a kiehkym vzhledem. Nadmérna krystalizace zplisobuje, ze
margarin ma nadmérny lesk a krémovitost, mastny vzhled, nizkou hustotu a olej z olejové faze

se usazuje ve vEtsi vrstvé na povrchu margarinu [11].

Kdyz krystalizace probiha fizenym zplsobem, tukové krystaly predstavuji B polymorfni

formu, ktera je vhodna pro margariny [12].
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1.5.5 Historie margarinu a po¢atky vyroby

Margariny vynalezl francouzsky chemik Hippolyte Mege Mou-Ries v roce 1869 za ucelem
nahradit maslo a vyfesit jeho nedostatek béhem priimyslové revoluce. Jméno margarine bylo
odvozeno z feckého slova ,,margarites®, coz znamena perla [2]. Pan Mege si nechal vynalez
margarinu patentovat ve Francii a Anglii, ale k velkému vyvoji doslo v Holandsku. Zde prodal
svij vynalez obchodnikiim s maslem Johannesovi a Antonovi Jurgensovi. Ve stejné lokalité
byla ovSem dalsi rodina obchodnikii s maslem Simon a Henry Van den Berghovi, ktefi pozdéji
méli spojit sily s Jurgensovymi a nakonec se stali nejvEétSimi vyrobci margarinu na svete.
Nasledovala vyroba ve vétsing zemi Evropy jako je Rakousko (1873/4), Italie (1874), Némecko
(1874), Norsko (1876) a Dansko (1883), které bylo pozd¢ji nejvetsSim spotiebitelem margarinu
na osobu. Pan Mege pozadal také o patent ve Spojenych statech, ktery byl udélen v roce 1874
[17].

Margariny se vyrabély nejprve ze sadla ¢i hovéziho loje, do kterého byly pfidavany tekuté oleje,
aby se snizila jejich teplota tani [17]. Lij byl zchlazen a ponechan reagovat s umélou zalude¢ni
Stavou, aby dosSlo k cCasteéné krystalizaci tuku. Diky tomuto procesu byl ziskan olein
(polotekuta frakce), ktera byla michana v odstfedéném mléce, dokud neztuhla. Tato tuha smés

byla zfiltrovana, osolena a prodavana jako jedna z prvnich nahrazek masla [2].

Ztuzovani neboli hydrogenace spociva v reakcich nenasycenych tukii s vodikem, ¢imz dochazi
ke zvySeni teploty tani a v nékterych ptipadech ke zvyseni jejich oxidaéni stability [18]. Tento
postup zavedl Wilhelm Normann v roce 1903 a dnes se jiz pfi vyrobé margarinu témét
nepouziva, protoze nékteré cis-konfigurace dvojnych vazeb se pii hydrogenaci mohou zménit
na konfigurace trans, ¢imz vznikaji transmastné kyseliny, které jsou pro lidské t€lo velmi

nezdravé [19].

Preskupeni zvané také interesterifikace zahrnuje vyménu skupin mastnych kyselin mezi
glyceridy nebo v nich, za ucelem vytvoreni novych glyceridovych slozek. Eddy Eckey pietvoril
tuto metodu vhodnou pro vyrobu margarinti zavedenim katalyzator na bazi alkalickych kovii

v roce 1948 [18].

Dal$im velkym vyvojem ve vyrobé margarinu bylo zavedeni votatoru v roce 1936, ktery
umoznoval, aby ptisady (tj. tukova faze, vodna faze a minoritni slozky) byly pfedem smichany
a tukové castecky byly rozdrceny a zchlazeny. To zplsobi, ze vodna faze je jemné
a stejnomérné dispergovana v tukové fazi, ale také to dava vyrobci vétsi stupeit kontroly nad

konecénou strukturou produktu [18].
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1.6 Zakladni charakteristika olejii, tukii a margarini
Margariny jsou emulze vody v tuku, jak uz je zminéno vyse, a proto u nich lze stanovit téméf
stejné parametry jako u oleji, S pfipadnou upravou vzorku. Jednou z nich je izolace tuki

napiiklad extrakci a nasledné provedeni analyz jako u Cistych oleju a tuk.

1.6.1 Stanoveni obsah tuki v potravinach
1.6.1.1 Stanoveni dle Soxhleta
Tato metoda je vhodné predevsim pro potraviny s nizkym obsahem vody, ptfedev§im olejniny

a ruzna semena. Tuto metodu je mozné pouzit pro margariny s vysokym obsahem tuku [20].

Tuk se extrahuje semikontinudlné organickym rozpoustédlem (povétSinou petrolether, n-pentan
nebo n-hexan) v Soxhletové extraktoru, do kterého je vlozena extrakéni patrona s rozmélnénym
vzorkem a pfilito extrakéni rozpoustédlo. Rozpoustédlo se zahteje, odpafi a poté kondenzuje
v chladi¢i nad vzorkem. V této analyze velmi zalezi na pouZzitém rozpoustédle, proto je tieba
vzdy uvést jakym rozpoustédlem byl vzorek extrahovan. Rozpoustédlo postupné kape na
vzorek a dochazi k extrakci tukti. V 15-20 min v intervalech se rozpoustédlo odsava do

zahftivaci bariky a cely proces se opakuje dokud neni vyextrahovan vSechen tuk ze vzorku [15].

Obsah tuku se méfi dle ztraty hmotnosti vzorku nebo hmotnosti odstranéného tuku. Tuk se
extrahuje do vysuSené a zvazZené banky. Po dokonceni extrakce je batika dosusena v suSarné,

aby se odpatil zbytek rozpoustédla, a po zchladnuti zvazena [21].

1.6.1.2 Extrakce smési rozpoustédel

Tato metoda vyzaduje u nékterych vzorka jistou upravu vzorku, kterd musi predchéazet pred
samotnou extrakci. Tato Uprava je nutnd napiiklad u mlécnych vyrobki, mouky a peciva,
protoze z téchto vzorkid se tuk neuvolni pouhou reakci s rozpoustédlem. Tuk je vazan spolu
S proteiny a sacharidy, a tak se nejprve musi pouzit kyseld nebo alkalickd hydrolyza, aby se tuk

mohl uvolnit z vazby a byt extrahovan [22].

Princip této metody spociva v rozpusténi vzorku v rozpoustédle a protiepani, poptipade pouziti
centrifugy, dokud se ze vzorku neuvolni tuk do rozpoustédla. Poté se ob¢ faze nechaji ustalit
a odebere se tukova faze s rozpoustédlem do pfedem vysusené a zvazené nadobky. Extrakce se
provadi opakovang alespoii tiikrat. Tuk s rozpoustédlem se odpaii na odpafovaci aparatuie

a necha vysusit v susarné, poté se zvazi a stanovi jeho obsah [21, 23].

Extrakci 1ze provadét riznymi rozpoustédly stejné jako Soxhletovu metodu, ale nejvice je

pouzivan petrolether nebo chloroform v kombinaci s methanolem ¢i ethanolem. Rozpoustédla
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a konkrétni postup se lisi, dle analyzované potraviny. V piipad¢ margarinl a oleji se pouziva
petrolether s ethanolem, u mléénych vyrobkl je mozné vyuzit i diethylether. Touto metodou

Ize extrahovat zivo¢i$né produkty jako je taveny syr nebo tfeba margariny [21].

1.6.2 Stanoveni tukovych cisel

Stanoveni tukovych ¢isel slouzi k charakterizaci tuku, oleje nebo v ramci této prace predevsim
margarinl. Mezi tukova Cisla patii charakterizujici zakladni vlastnosti acylglycerola patii ¢islo
zmydelnéni, ¢islo kyselosti, peroxidové cCislo, thiobarbiturové c¢islo, p-anisidinové cislo

a jodové ¢islo.

1.6.2.1 Cislo zmydelnéni
Zmydelnéni (saponifikace, Obrazek 7) je proces odbouravani, respektive rozklad neutralniho

tuku na glycerol a sl mastné kyseliny.

—OJJ—Rl —OH K O_JJ—Rl
0 0
—OJJ—RZ + 3KOH — —OH + K’ O_JJ—RZ

—OJ'|—R3 —OH K O_JJ—R

Obrazek 8 — Chemicka reakce zmydelnéni triacylglycerolu

Hodnota zmydelnéni (€islo zmydelnéni) je definovano jako mnoZstvi alkalie nutné k tomu
zmydelnit dané mnozstvi tuku nebo oleje. Vyjadiuje se jako miligramy KOH potiebné ke

zmydelnéni 1 g vzorku [22, 24].

Ke vzorku se ptida prebytek alkoholického hydroxidu draselného a roztok se zahieje, aby se
tuk zmydelnil. Nezreagovany hydroxid draselny se zpétné titruje standardizovanou HCI za
pouziti fenolftaleinu jako indikatoru. Hodnota zmydelnéni je uZite¢na pro stanoveni primeérné

délky fetézce mastnych kyselin oleje nebo tuku [22].

1.6.2.2 Cislo kyselosti
Cislo kyselosti neboli také &islo volnych mastnych kyselin. Kyselost odrazi mnozstvi volnych
mastnych kyselin hydrolyzovanych z triacylglyceroli. Cislo kyselosti je definované jako

mnozstvi KOH v mg potiebné na zneutralizovani 1 g vzorku [24].
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Vzorek se rozpusti v polarnich rozpoustédlech a titruje roztokem hydroxidu draselného za
ptidavku fenolftaleinu jako indikatoru s intervalem ptechodu v mirn¢ alkalické oblasti. Metoda

je vhodna pro tuky, oleje nebo mastné kyseliny [21, 25].

V rafinovanych tucich vysoka Groven kyselosti znamena Spatné upraveny tuk nebo rozklad tuku
po skladovani nebo pouziti. U tukl a olejich je vysoka titra¢ni kyselost nad 0,6 mgKOH/g.
Pokud nékteré vzorky maji vysokou hodnotu kyselosti mize to byt zplisobeno kyselymi
ptisadami (napf. kyselina citronova piidana jako chelator kovil). Kdyz jsou mastné kyseliny
uvolnéné ze vzorku tékavé, muze byt hodnota FFA neboli ¢islo kyselosti ukazatelem

hydrolytického zluknuti [22].

1.6.2.3 Peroxidové Cislo

Peroxidové ¢islo je definovano jako miliekvivalent (mEq) peroxidu na kilogram vzorku.
Princip stanoveni spo¢iva v tom, Ze slouceniny reagujici za podminek testu jsou hydroperoxidy
nebo podobné produkty oxidace lipidi [22]. Hydroperoxidy nenasycenych lipidi uvolni
Vv kyselém prostfedi z jodidu jod, ktery se stanovi titraén¢. Metoda je vhodna pro oxidované
tuky s vyjimkou tukti oxidovanych pii vysoké teploté [21]. Tato hodnota je cennym ukazatelem
rannych fazi oxidace [26]. Hodnoty peroxidovych ¢isel jsou vétSinou pod hranici 10 mEq/kg

a to u margarinti, u oleju lisovanych za studena mize byt tato hranice az 15 mEq/kg.

Hodnota hydroperoxidu se vypocita dle vzorce v experimentalni ¢asti - viz. laboratorni postupy
[22,27]. Jedna se o redoxni titra¢ni stanoveni Z rovnice 2 a 3 mizeme vidét priabéh reakce kde
ROOH" znaci vzorek, respektive peroxid nebo hydroxyperoxid. Déle zde mame jodidovy anion,

ktery je oxidovan na jod, jez reaguje s thiosiranem v rovnici 3, kterym se roztok titruje.

ROOH"+ 21+ 2H*— ROH" + I, +H.0 (2

o+ $2052" — S406% + 2I 3)

Vzorek tuku nebo oleje se rozpusti ve smési koncentrované Kyseliny octové a isooktanu nebo
chloroformu. Po pridani prebytku jodidu draselného, ktery reaguje s peroxidy, se uvolni jod.
Roztok se poté titruje standardizovanym thiosiranem sodnym za pouziti indikéatoru skrobového

mazu.

1.6.2.4 Thiobarbiturové Cislo
Test na kyselinu thiobarbiturovou (TBA) byl zkouman jako indikator oxidativniho Zluknuti.
Test zahrnuje reakce TBA s aldehydy ve vzorku za vzniku chromogenu, ktery pak muze byt

stanoven spektrofotometricky pii 450, 530 nebo 538 nm, vysledky jsou vyjadfeny v mg
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malonaldehydu na kg vzorku. Malonaldehyd, je produkt peroxidace lipidi, je povazovan za

hlavni ptispévatel k tvorbé chromogenu [26].

1.6.2.5 p-anisidinové Cislo

P-anisidinovym cislem se stanovuje mnozstvi a- a B-nenasycenych aldehydta (hlavné 2-
alkenaly a 2,4-dienaly), coz jsou produkty sekundarni oxidace v tucich a olejich [22]. Hodnota
p-anisidinu je empiricky definovéana jako Stonasobek absorbance roztoku vzniklého reakci 1 g
tuku nebo oleje ve 100 ml smési rozpoustédla a p-anisidinu, méfeno pii 350 nm v 10 mm kyveté

za podminek testu [26].

Tento test je zvlasté uziteény pro oleje se nizkou hodnotou peroxidového Cisla (napf. oleje na
smazeni), stanovuje totiz jiné oxidacni produkty nez peroxidové Cislo a pomahd odhalit
skute¢né stadium oxidace oleji. Tento test nahradil benzidinovy test, ktery byl vyvinut pro

stanoveni obsahu aldehydt v oxidovanych tucich [26].

1.6.2.6 Jodové ¢islo

Jodové Cislo vyjadfuje stupent nenasyceni, coz je pocet uhlikovych dvojnych vazeb ve vztahu
k mnozstvi tuku nebo oleje. Existuje nékolik metod, jak lze stanovit jodové &islo. Mezi
nejvyznamnéjs$i metody patii stanoveni dle Hanuse, a stanoveni dle Wijse. Hlavni rozdil mezi
metodami je v rozdilném halogenu, ktery se ke stanoveni pouziva, jinak jsou metody velmi
podobné [21]. V této praci je pouzivana metoda dle Hanuse, kde je pfidavano Hanusovo ¢inidlo
neboli IBr (smés halogentl). Zatimco v ptipad¢ stanoveni dle Wijse se piidava roztok halogenu
(jodtrichlorbromidu). Oba tyto roztoky obsahuji koncentrovanou kyselinu octovou. Postup dle
Wijse muze byt upfednostiiovan pro vysoce nenasycené oleje, protoze reaguje rychleji

s dvojnymi vazbami [22].

Principem této metody je navazani halogenu na dvojné vazby mastnych kyselin.
Nespottebované mnozstvi halogenu se nasledné stanovi titraci. Vzhledem k tomu, Ze existuje
mnoho modifikaci stanoveni jodového Cisla, je tieba vzdy uvést pfesnou pouzitou metodu.

Adici halogeni 1ze urychlit pfidavkem rtutnatych soli jako katalyzatoru [21].

Jodové ¢&islo je definovano jako gramy jodu absorbovany na 100 g vzorku. Cim vyssi
nenasycenost, tim vice jodu je absorbovano a tim je vyssi jodové ¢islo. BéZnou praxi je stanovit
vypocitané jodové Cislo ze sloZzeni mastnych kyselin. Jodové ¢islo se pouziva predevsim ke
sledovani hydrogenace pii rafinaci a jako indikace oxidace lipidd, protoze béhem oxidace

dochazi k poklesu nenasycenosti [22].
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1.6.2.7 Konjugované dieny

Oxidace polynenasycenych mastnych kyselin je doprovazena zvySenou absorpci ultrafialového
zateni. Mastné kyseliny s konjugovanymi vazbami siln¢ absorbuji v oblasti 230 az 375 nm,
nenasycené dieny pii 234 nm a nenasycené trieny pii 268 nm. Tuto metodu je vhodné pouzit
pouze pokud zname slozeni mastnych kyselin ve vzorku, jinak mtze byt velmi neptesnd. Tato
metoda je pouzitelnd pro analyzu peroxidu v rostlinnych olejich obsahujici polynenasycené

mastné kyseliny [28].

1.7 Zluknuti tukd
Zluknuti je proces typicky nepiijemnym zapachem a chuti jedlych tuki a oleji. Tento proces je
zpusoben oxidativni nebo hydrolytickou degradaci tukt, neboli lipolyzou [26]. Kvili t€kavosti

mastnych kyselin s kratkym fetézcem muize hydrolyza zpisobit zapach [22].

Oxidace lipidii (také nazyvana autooxidace) se vyskytuje ve velkém mnoZzstvi tuki a olej,
probihd udrzovanim mechanismu volnych radikald, ktery je popsan v nasledujici kapitole [22].
Tento rozklad miize mit za vysledek mnoho produkti, které jsou toxické. Nékteré z produktt
mohou byt napiiklad aldehydy, hydroperoxidy a epoxidy. Vznik a vyvoj Zluknuti ovliviiuje
mnoho faktord, vcetné stupné nenasycenosti oleje, typu a koncentrace antioxidantd,
prooxidantd a dalsich pfitomnych stopovych kovi. Také zde hraje roli dostupnost kysliku,

plocha povrchu, obsah vlhkosti, teplota a svétlo [26].

Mezi zpusoby méfeni oxidace lipidi se zahrnuje p-anisidinové cislo, méfeni tékavych
organickych sloucenin (napfiklad aldehydl) a méfeni latek reaktivnich s kyselinou
thiobarbiturovou (TBARS). Jiné metody sledujici oxidaci lipidt zahrnujici jodové ¢islo, Cislo
kyselosti, méfeni konjugovanych dienti a trienti, t€kavé karbonylové slouceniny, polarni
slouceniny, uhlovodiky a plyny. Vzhledem k tomu, Ze zluknuti je velmi ménici se proces
zavisly na podminkéach skladovani, doporucuje se pouzit dvé nebo vice metod pro stanoveni

urovné zluknuti [22].

1.7.1 Autooxidace

Autooxidace je proces, ktery vede ke zluknuti tukl a olej, a jak uz je zminéno vyse, vznika
diky nému velké mnozstvi produktli, jez maji vliv na vlastnosti tukii. Tento proces probiha
prostiednictvim mechanismu volnych radikald [4]. Mechanismus ma své tii typické kroky

nazyvajici se iniciace, propagace a terminace [5].

Na obrazku 9 miizete vidét schéma radikalové reakce se vSemi tfemi kroky. Pod pismenem L

si mizeme predstavit uhlovodikovy zbytek, ktery se pozdé€ji méni na uhlovodikovy radikal.
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Iniciace je prvnim krokem tohoto mechanismu, kdy se tvofi volné radikaly, tento krok je
vyvolan svétlem, teplem nebo kovovymi ionty. Vysledkem je alkylovy volny radikal reagujici
s vzdusnym kyslikem. Touto reakci vznikne nestabilni peroxidovy radikal, ktery je schopen
napadnout dal$i vodikovy atom na nenasycené mastné kyselin¢ a vytvofit tak dalsi volny
alkylovy radikal. Tento volny radikal iniciuje dal$i procesy a pokracuje tak fetézova reakce [5].
V této fazi, kdy se tvoii dalsi a dalsi radikaly, se jednd jiz o fazi propagace. Propagace je jediny
krok uréujici rychlost celé autooxidace [6]. Ve fazi propagace mame Sipkou naznacené, Ze tento
proces se opakuje, dokud nedojde k terminaci. V termina¢ni fazi mizeme vidét rizné typy

radikali reagujici za vzniku nereaktivniho produktu.

Initiation LH L+ H* A 1)
Branching LOOH —— LO" + HOP i1a)
LOOH + LH —— LOO" + I + H,0 (1b)
2LOOH —— LOO + LOY + H,0 (1c)
Re-initiation LH+R —— L +RH {1d)
where R = LO*, HO", or LOO"
k.
— . I
Propagation r'+0o, <~ 00 (2}
LOO + LH——LOOH+L' (3)
Termination 2LOO" —— |nactive products (4)
LOO" + IL —— Inactive products (5)
[ + ' —= |nactive products ()
Scheme 1.2,

Obrdzek 9 - Mechanismus radikdlové autooxidace tukii [29]

Reaktivita methylenové skupiny se zvySuje s poctem dvojnych vazeb v mastnych kyselinach,
proto se kyselina linolovad oxiduje 10 az 20krat rychleji nez kyselina olejova. Nenasycené
kyseliny s velkym poctem dvojnych vazeb mohou byt nachylnéjsi k oxidaci [4]. Tyto reakce
budou probihat tak dlouho, dokud nedojde k jejich ukonceni reakci dvou radikalti za vzniku
neradikdlového produktu nebo vlivem antioxidantl, jez zachyti poSkozujici radikaly
Vv nereaktivni formé po darovani atomu vodiku peroxidovému radikalu [6]. Ukonceni téchto

radikalovych reakci se nazyva terminace.
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1.7.2 Primarni oxida¢ni zmény

Mezi primarni oxidacni zmény patii zejména tvorba peroxidi a hydroxyperoxidi. Také
rozkladani mastnych kyselin je jednou z primarnich zmén, coz souvisi i1 s Ubytkem dvojnych
vazeb v nich obsazenych. Dalsi zménou muze byt i zvySeni hmotnosti [5]. Metody, které se
vyuzivaji ke stanoveni primarnich produktti oxidace patii peroxidové ¢islo, méfeni indexu
stability, stanoveni konjugovanych diend a jodového ¢isla, popiipadé plynova chromatografie

na stanoveni mastnych kyselin ve vzorku.

1.7.3 Sekundarni oxida¢ni zmény

Sekundarnimi produkty oxidace jsou piedevsim aldehydy, epoxidy a cyklické epoxidy, obecné
ketony a dalsi. Mezi metody, kterymi lze méfit sekundarni oxida¢ni zmény, patii
thiobarbiturové ¢islo, oxiranova hodnota, p-anisidinové ¢islo, a stanoveni karbonylovych,

uhlovodikovych a fluorescenénich produkta [28].

1.8 Schalliiv test pece

Schalltv test pece se vyuziva jako prostiedek k rychlému stanoveni oxidaéni stability. Nyni je
to doporucena praxe AOCS (AOCS metoda Cg 5-97). Oxidacni stabilita je odolnost proti
oxida¢nim zméndm, vzorky s vyS$S§im obsahem nenasycenych mastnych kyselin mohou mit

niz$i hodnoty oxidac¢ni stability [21,22].

Tento test spoc¢iva v umisténi tuku nebo oleje o daném objemu do pece pii teploté vyssi nez je
teplota okoli, ale méné¢ nez 80 °C, doporucuje se 60 °C. Takova teplota je vhodna
k zrychlenému procesu Zluknuti, které je zde stejné jako pii pokojové teploté. Testy by mély
byt provadény v tmavém prostiedi, vzorek by mél byt idedlné Cerstvy a pomér povrchu
k objemu oleje musi byt stejny pro v§echny vzorky. K uréeni indukéni periody, neboli oxidaéni
stability, je nutné spojit Schalliv test s jinymi metodami zjiStovani stupné Zluknuti, napf.
senzorické hodnoceni a peroxidové Cislo. Ke stanoveni rozsahu oxidace by méla byt pouzita
vice jak jedna metoda, doporucuje se méteni jednou metodou primarni produkty oxidace lipida
(napt. hodnota, konjugovanych dient) a jinou metodou se zjist'uje obsah sekundarnich produkti
(napf. p-anisidinové ¢islo a senzorické hodnoceni). Vysledky oxidacni stability stanovené pti

ptiblizné€ 60 °C dobie koreluji s ur¢enim skuteéné doby pouzitelnosti [22].

Dalsi metoda zaloZzend na podobném principu se nazyva stanoveni stability tukli za pouZiti
autooxidace metodou aktivniho kysliku. Tuk zahtivany stalou teplotou je oxidovan proudem
vzduchu a stanovi se doba pottebnd k dosazeni ur¢eného stupné oxidace. V urcitych ¢asovych

intervalech jsou odebirany vzorky ke stanoveni peroxidového ¢isla. Pfi dosazeni peroxidového
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¢isla 75 mEq/kg se dalsi vzorek odebere ptiblizné az za hodinu. Konec testu se stanovi, kdyz je

hodnota peroxidového ¢isla 100 mEq/kg [21]

1.9 Mastné kyseliny pomoci GC

Mastné kyseliny ptfitomné v olejich a tucich zna¢né ovliviiuji jejich fyzikdlni a chemické
vlastnosti. Jednou z mozZnosti, jak zjistit zastoupeni MK ve vzorku tuku, je plynova
chromatografie (GC). Hlavni ¢asti GC je ptivod a regulator pritoku plynu, nastavec pro nastiik

vzorku, termostat, kolona, detektor, elektronika a systém na zpracovani dat (Obrazek 10) [30].
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Obrdazek 10 - Schéma plynového chromatografu [30]

Hlavnim prvkem plynového chromatografu je kolona, jemna trubice s kapalinou potazenou na
vnitinim povrchu. Nosny plyn, helium nebo vodik, prochédzi pies zafizeni pro fizeni tlaku do
injektoru vzorku na vstupu do kolony. Kdyz oddélen¢ slozky ze smési vystupuji z kolony, jsou
detekovany zméfrenim chemické nebo fyzikalni vlastnosti. Mezi nejzndméjsi typy detektori
patii plamenovy ionizaéni detektor, detektor elektronového zachytu a hmotnostni spektrometr

jako detektor. Samoziejmé se vyuzivaji i dalsi detektory, ale ty uz méné [31].

Plynové chromatografie vyuzivd vysokych teplot k odpateni sloucenin, které jsou nasledné

rozd€leny na kolong, ktera obsahuje stacionarni a mobilni fazi [24].

Strukturni informace a selektivita dostupné z hmotnostni spektrometrie (MS) ¢ini z kombinace
MS s GC nejucinngjsi techniku pro analyzu komplexnich smési. lonty produkovany

elektronovou nebo chemickou ionizaci, jsou tfidény dle molekulové hmotnosti (nebo poméru
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hmotnosti k naboji, tedy m/z, poméru). Dilezitou soucasti MS je hmotnostni analyzator. Mezi
nejpouzivanéjsi patii kvadrupdlovy analyzator, analyzator doby letu nebo sektorovy analyzator.
Vysledné hmotnostni spektrum souvisi s molekulovou hmotnosti a strukturou analytu

a umoznuje identifikaci prostfednictvim srovnani s knihovnou téchto spekter [31].

Mastné kyseliny se musi pfeménit na derivaty s niz§im bodem varu, jako jsou napiiklad
alkoholické estery. Mastné Kkyseliny se nejprve zmydelnéni hydroxidem sodnym nebo
hydroxidem draselnym, poté je navdzadna methylova skupina, a to ¢inidlem jako je bortrifluorid
methanol nebo s methanolovymi kyselinami [32]. Poté co je vzorek upraven na methyl estery.
Mohou byt takto upravené vzorky vpraveny do piistroje pomoci injekéni stiikacky. Na koloné
jsou tyto vzorky rozdélovany dle jednotlivych molarnich hmotnosti. Poté jsou detekovany
pomoci detektoru s hmotnostnim spektrometrem. Jednotlivé mastné kyseliny jsou na
chromatogramu zaznamenany jako jednotlivé piky s odlisSnymi elu¢nimi ¢asy. Z ploch pod

pikem je vypocten obsah jednotlivych kyselin ve vzorku [21].

1.10 Pripustné hodnoty tukovych cisel a dalSi parametry

V tabulce 5 a 6 jsou uvedeny maximalni hodnoty tukovych Cisel, které jsou jesté ptipustné pro
rostlinné oleje, tuky a jejich smési dle Vyhlasky ¢. 328/1997 Sh. Dale zde najdeme hodnoty
jodového ¢isla pro konkrétni rostlinné oleje. Z téchto hodnot mizeme vychazet pii méteni
jodového ¢isla margarinli v experimentalni ¢asti, kdy se budou jodova ¢isla margarini ménit

dle obsahu jednotlivych oleja.
Tabulka 5 - Tabulka hodnot pripustnych parametrii pro rostlinné tuky a oleje a jejich smési [33]

Uvedené hodnoty plati obecné pro vSechny rostlinné tuky a oleje a jejich smési

Cislo kyselosti mg KOH/g max. 0,6
Cislo Kyselosti pro oleje lisované za studena takto deklarované mg KOH/g max. 4,0
Cislo peroxidové mEq./kg max. 10,0
Cislo peroxidové pro oleje lisované za studena takto deklarované mEq./kg max. 15,0
Latky t&kavé pii 105 °C % max. 0,2
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Tabulka 6 - Tabulka hodnot piipustnych parametrii pro rostlinné oleje jednodruhové [33]

Hodnoty pro jednotlivé jednodruhové rostlinné tuky a oleje

Repkovy s nizkym | Palmovy | Sluneénicovy Sojovy | Kokosovy | Olivovy

obs. kys. erukové

Cislo zmydelnéni 182-193 190-209 188-194 189-195 | 248-265 | 188-196
Jodové ¢islo 105-126 50-55 118-141 124-139 | 6,3-10,6 80-88
(dle Wijse)

V tabulce 7 a 8 jsou sepsany maximalni ptipustné hodnoty cisel kyselosti a peroxidovych cisel
pro margariny a smeésné emulgované tuky a podobné upravené produkty s podobnym slozenim

pouze s niz§im obsahem tuku.

Tabulka 7 - Tabulka hodnot tukovych cisel pripustnych pro margariny [33]

Obsah tuku % Cislo kyselosti mg Cislo peroxidové
hmotn. KOH/g tukové faze mekv. per. kysl./kg
Margarin 80,0-90,0
Margarin se sniZenym (),bsahem 60,0-62.0
tuku nebo halvarin

i izk¥ max. 2,0 max. 10,0

Margarin s nizkym obsahem 39,0-41.0
tuku
Tuk s bliz§im urcéenim ucelu <39,0>41,0<60,0

pouziti X % >62,0<80,0

Tabulka 8 - Tabulka hodnot tukovych cisel pripustnych pro emulgované tuky [33]

Obsah tuku % Cislo kyselosti mg Cislo peroxidové
hmotn. KOH/g tukové faze mekv. per. kysl./kg
Smésny emulgovany tuk 80,0-90,0
Smésny emulgovany tuk se
sniZzenym obsahem tuku 60,0-62,0
Smésny emulgovany tuk s nizkym 39 0-41.0 max. 2.0 max. 10.0
obsahem tuku s ' ’
Smésny emulgovany tuk s bliz§im :633 8:(?21 (()) B
urcenim ucelu pouziti X % '<80 0’

Pro ucely této bakalatské prace budou brany tyto maximalni hodnoty uvedené v tabulkéach vyse
jako hrani¢ni hodnoty, které kdyz ptesahne vzorek, tak bude povazovan za nevhodny ke

konzumaci, a tudiz zkazeny.

35



2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Vzorky margarini

Seznam margarini s poradim pouZivanym niZe v této praci:

Stella original 80 % tuku (Vz1-80)
Stella cukraiska 82 % tuku (Vz2-82)
Hera 70 % tuku (Vz3-70)

Rama original 75 % tuku (Vz4-75)
Alfa 70 % tuku (Vz5-70)

Olma-Zlata Hana 74 % tuku (Vz6-74)
Flora gold 60 % tuku (Vz7-60)

Flora original 39 % tuku (\Vz8-39)

© N o g M w DN

2.1.1 Stella original s maslovou prichuti 250 g — Vz1-80

Obrdazek 11 - Baleni Stella origindl [34]

Vlastnosti: 80 %, snadné zpracovani, pro vSechny druhy peceni, nova receptura pro snadné

zpracovani, na vSechny druhy peceni s maslovou ptichuti

SloZeni: rostlinné oleje (fepkovy, palmovy), palmovy tuk, pitnd voda, emulgatory:
sluneénicovy lecitin, mono- a diglyceridy mastnych kyselin, susena syrovatka, jedla sul,
Konzervant: sorban draselny, regulator kyselosti: kyselina citronova, pfirodni maslové aroma,

Barvivo: -karoten, vitaminy (vitamin A, vitamin D), Obsah tuku: 80 %
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V tabulce, ktera je uvedena na produktu, mizeme vidét obsah jednotlivych slozek na 100 g

vyrobku.

Tabulka 9 - Tabulka vyzZivovych hodnot na 100 g vyrobku Stella origindl (Vz1-80)

VyZivové hodnoty na 100 g

Energeticka hodnota 2960 kJ/720 kcal
Tuky 809

z toho nasycené mastné kyseliny 28 g

Sacharidy 0,29

z toho cukry 0,1g

Bilkoviny 01g

Sl 0,39

Vitamin A 800 pg (100 %) ?
Vitamin D 3,5 ug (70 %) 2

a... % Denni referencni prijem

2.1.2 Stella cukrarska s maslovou prichuti 250 g — Vz2-82

1901
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A NAPLNE

< NA PECENI

Obrazek 12 - Baleni Stella cukrarskd s mdaslovou prichuti [35]

Vlastnosti: 82 %, pro krémy a naplné, na peceni, na vSechny druhy peceni s maslovou pfichuti,

snadna piiprava a vysoka stabilita krémi a naplni

Slozeni: rostlinny oleje (fepkovy, palmovy, kokosovy v rizném poméru), palmovy tuk, pitna
voda, emulgatory: slunecnicovy lecitin, mono- a diglyceridy mastnych kyselin, Susena
syrovatka, jedla sul, konzervant: sorban draselny, regulator kyselosti: kyselina citronova,
piirodni maslové aroma (z mléka), Barvivo: B-karoten, vitaminy (vitamin A, vitamin D), Obsah
tuku 82 %

V tabulce, ktera je uvedena na produktu, muzeme vidét obsah jednotlivych sloZzek na 100 g

vyrobku.
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Tabulka 10 - Tabulka vyzivovych hodnot na 100 g vyrobku Stella cukrdrska (Vz2-82)

Vyzivové hodnoty na 100 g
Energeticka hodnota 3305 kJ/740 kcal
Tuky 82 ¢
z toho nasycené mastné kyseliny | 32 g
Sacharidy 0,29
z toho cukry 01g
Bilkoviny 01g
Sl 0,449
Vitamin A 800 ng (100 %) *
Vitamin D 3,51g (70 %) *

* % Denni referencni pfijem

2.1.3 Hera Classic 250 g — Vz3-70
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Obrazek 13 - Baleni Hera classic
Vlastnosti: snadné peceni, bez umélych barviv, bez konzervantt

SloZeni: palmovy tuk, rostlinné oleje (fepkovy, slune¢nicovy, v rizném poméru), voda,
emulgator (slune¢nicovy lecitin, mono- a diglyceridy mastnych kyselin), jedla stl (0,2%),

piirodni aroma, Kyselina (kyselina mlé¢na), vitamin (A, D)

V tabulce, ktera je uvedena na produktu, mizeme vidét obsah jednotlivych slozek na 100 g

vyrobku.
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Tabulka 11 - Tabulka vyzivovych hodnot na 100 g vyrobku Hera Classic (Vz3-70)

Vyzivové hodnoty na 100 g
Energeticka hodnota 2590 kJ / 619 kcal
Tuky 709
Z toho nasycené mastné kyseliny 33 g
Sacharidy <0,5¢
z toho cukry <0,5¢
Bilkoviny 0g
Sul 0,20 ¢
Vitamin A 800 pg (100 %*)
Vitamin B 7,5 ug (150 %*)

* % Denni referencni piijem

2.1.4 Rama Classic 400 g — VVz4-75

Obrazek 14 - Baleni Rama Classic

Vlastnosti: vhodné k namazani, vafeni, peCeni, S piirodnim aromatem, 100% slozeni
z ptirodnich zdroju, vhodné pro vegetariany, neobsahuje konzervanty, neobsahuje uméla
aromata, roztiratelny tuk 75 %

SloZeni: palmovy tuk, 30 % fepkovy olej, pitna voda, podmasli (mléko), jedla sal (0,3 %),
emulgator (lecitin (slune¢nicovy)), piirodni aroma, Kyselina (kyselina mlééna), vitaminy (A,

D), Podporuje trvale udrzitelny palmovy ole;j.
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V tabulce, ktera je uvedena na produktu, mizeme vidét obsah jednotlivych slozek na 100 g

vyrobku.

Tabulka 12 - Tabulka vyZivovych hodnot na 100 g vyrobku Rama Classsic (Vz4-75)

Vyzivové hodnoty na 100 g
Energie 2781 kJ / 664 kcal
Tuky 759
z toho nasycené mastné kyseliny 30 g
Sacharidy <0,5¢
z toho cukry <0,5¢
Bilkoviny <0,59
Sul 0.3¢g
Vitamin A 800 ug (100 %*)
Vitamin D 7.5 ng (150 %*)

*  Denni referencni piijem

2.1.5 Alfaoptima 250 g — Vz5-70

Obrazek 15 - Baleni Alfa optima

Vlastnosti: bez konzervantti, umélych barviv, sladidel a glutamatu, rostlinného puvodu
s jemnou maslovou pfichuti, poctiva receptura 70 % tuku, idealni na pomazanky a na vateni,

rostlinny roztiratelny tuk 70 %, s vitaminy A, D, E

Slozeni: rostlinné oleje (fepkovy, palmovy, kokosovy), pitnd voda, emulgatory: mono- a
diglyceridy mastnych kyselin, slunec¢nicovy lecitin, jedla stl (0,2%), reguldtor kyselosti:
kyselina citronova, maslové aroma, barvivo: karoteny, vitaminy A, D, E, MuzZe obsahovat stopy

mléka.
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V tabulce, ktera je uvedena na produkty, mizeme vidét obsah jednotlivych slozek na 100 g

vyrobku.

Tabulka 13 - Tabulka vyZivovych hodnot na 100 g vyrobku Alfa optima (Vz5-70)

Vyzivové hodnoty na 100 g
Energeticka hodnota 2590 kJ/630 kcal
Tuky 709
z toho nasycené mastné kyseliny 20 g
Sacharidy 0g
z toho cukry 0g
Bilkoviny O0g
Sul 0,20 ¢
Vitamin A 800 pg (100 %*)
Vitamin D 3,5 ng (70 %*)
Vitamin E 20 mg (166 %*)

* % Denni referen¢ni hodnoty ptijmu

2.1.6 Olma - Zlata Hana k namazani 250 g — \VVz6-74

Obrazek 16 - Baleni ZLatd Hand mdslova

Vlastnosti: prosté skvéla, lahodna a lehce roztiratelna, zdroj omega-3 mastnych kyselin,

vitaminy A, E, D, Vyrobeno tradi¢nim maslaiskym postupem, Original od roku 1993

Slozeni: palmovy, fepkovy, kokosovy a bambucky olej, odtu¢néné mléko, mlécny zékys, stl,

emulgator E471, barvivo beta-karoten, vitaminy A, D
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V tabulce, ktera je uvedena na produkty,mizeme vidét obsah jednotlivych slozek na 100 g
vyrobku.

Tabulka 14 - Tabulka vyZivovych hodnot na 100 g vyrobku Olma — Zlatd Hana k namazani (V26-74)

Vyzivové hodnoty na 100 g

Energie 2762 kJ/ 659 kcal
Tuky 74 ¢
z toho nasycené MK 309

z toho mononenasycené MK | 34 g
z toho polynenasycené MK | 10 ¢

Sacharidy 0,89
z toho cukry 0,89
Bilkoviny 0,69
Sul 0,39
-3 mastné kyseliny 2,29
vitamin A 640 pg
vitamin D 4,0 ug
vitamin E 9,6 mg

2.1.7 Floragold 400 g - Vz7-60

Obrdzek 17 - Baleni Flora gold

Vlastnosti: bohata rostlinna chut’, s pfirozenym obsahem omega 3&6 MK, bez konzervanti

SloZeni: rostlinné oleje (slunecnicovy (43 %), Inény (7 %), fepkovy (2 %)), voda, palmovy tuk,
jedla sul (0,2 %), emulgator (slunecnicovy lecitin, mono- a diglyceridy MK), aroma, vitamin
(A, D)
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V tabulce, ktera je uvedena na produktu, mizeme vidét obsah jednotlivych slozek na 100 g

vyrobku.

Tabulka 15 - Tabulka vyZivovych hodnot na 100 g vyrobku Flora gold (Vz7-60)

Vyzivové hodnoty na 100 g

Energie 2219 kJ / 538 kcal
Tuky; 60 g

z toho MK nasycené 129

z toho MK mononenasycené | 17 g

z toho MK polynenasycené | 30 ¢

Sacharidy <0,5¢

z toho cukry <0,5¢
Bilkoviny <0,59

Sul 0,29

Vitamin A 800 ug (100 %*)
Vitamin D 7,5 nug (150 %*)
Vitamin E 24 mg (200 %*)
Omega 3 (ALA) 350

Omega 6 (LA) 26 ¢

* % Denni referen¢ni ptijem

2.1.8 Flora original 400 g — VVz8-39

. OR\G\WN AN
T OMEG A 534

Obrazek 18 - Baleni Flora original

Vlastnosti: 100 % rostlinna, S pfirozenym obsahem omega 3 & 6 MK, slune¢nicovy olej, Inény

olej, fepkovy olej
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Slozeni: voda, rostlinné oleje (fepkovy (24 %), slune¢nicovy (7 %), Inény (3 %)), palmovy tuk,
jedla sul (0,5 %), emulgator (mono- a diglyceridy mastnych kyselin, slune¢nicovy lecitin),

regulator kyselosti (kyselina citronova), pfirodni aroma, vitamin (A, D), barvivo (karoteny)

V tabulce, ktera je uvedena na produktu, mizeme vidét obsah jednotlivych slozek na 100 g

vyrobku.

Tabulka 16 - Tabulka vyzivovych hodnot na 100 g vyrobku Flora original (Vz8-39)

VyzZivové hodnoty na 100 g

Energie 1442 kJ / 398 kcal
Tuky 399

z toho MK nasycené 740

z toho MK mononenasycené 209

z toho MK polynasycené 12 g

Sacharidy <0,5¢

z toho cukry <0,5¢
Bilkoviny <0,59

Sil 0549

Vitamin A 800 pg (100 %*)
Vitamin D 7,5 ng (150 %*)
Vitamin E 10 mg (83 %*)
Omega 3 (ALA) 30

Omega 6 (LA) 8940

*  *06 Denni referen¢ni pfijem

2.2 Priprava vzorki na skladovani

Vzorky byly pied uskladnénim rozdéleny do malych plastovych kelimka s vickem, aby
skladovani co nejvice odpovidalo skladovani v béZném obalu. Celkem bylo méfeni provadéno
V péti Casovych intervalech a analyzovano bylo 8 vzorkii. Vzorek byl rozdélen do 8 kelimkd,
v kazdém kelimku bylo zhruba 25 g produktu, nékdy i vice. Polovina kelimki byla uchovavana
v chladnic¢ce, zbytek pii pokojové teploté. Vzorky skladované pii pokojové teploté byly

umistény do krabice, aby se napodobilo skladovani v nepriihledném obalu.
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2.3 Pomiicky a zarizeni

V analyzach byly pouzivany tyto pomucky a zatizeni:

e Analytické vahy — AD instruments LTD

e Centrifuga — Sorvall ST4 Plus Centrifuge Series (Thermo Fischer scientific)
e SuSarna— APEX AX 120 CARBOLITE

e Magnetické michadlo — IKA Color Squid white

e Automaticky titrator — Titrette BRAND

e Automaticka pipeta — Biohit

e Vortex mixér

o Spektrofotometr — Genesys 50 UV-VIS Thermo Scient (Fischer Scientific, CZ)
e Lednice — Electrolux

e Datalogger pro méfeni teploty a vlhkosti DT-171 (CEM Instruments, India)
e Tiepacka — Heidolph PROMAX 1020

e Plynovy chromatograf —Agilent 7890A (Agilent Technologies, USA)

e Hmotnostni detektor — Agilent 5977A elektronova ionizace a kvadrupdlovy analyzator
(Agilent Technologies, USA)
e Termoblok — IKA 1 (IKA, Staufen, Némecko)
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2.4 Tabulka analyz

Tabulka 17 - Potiebné chemikdlie a pomiicky u jednotlivych analyz

Analyza Chemikalie Pomiicky
Petrolether p.a. (Lachner) | Analytické vahy, centrifuga, exsikator,
Obsah tuku Etylalkohol denaturovany vortex mixer, automaticka pipeta,

Titracni kyselost

Peroxidové ¢islo

P-anisidinové
Cislo

Jodové Cislo

GC mastné
kyseliny

benzinem
0,1M KOH

1% fenolftalein
Denaturovany etanol

Diethylether p.a. (Lachner)

Kys. stavelova

Konc. kyselina octova p.a.

(Lachner)

Isooktan o. r. a. (J.T.Baker)

Nasyceny roztok jodidu
draselného p.a.

0,01 M thiosiran sodny p.
Skrobovy maz
Dichroman draselny

2 M kys. sirova

Pevny p-anisidin
rekrystalizovany

Konc. kys. octova p.a.
(Lachner)

a.

Isooktan o. r. a. (J.T.Baker)

Siran sodny p.a.

Hanus$ovo ¢inidlo

Chloroform stabilizovany 1 %

ethanolem p.a. (Penta)
Skrobovy maz

Nasyceny roztok jodidu
draselného p.a. (Lachner)
Methanolat sodny, 95 %
(Sigma-Aldrich)
Chlorid sodny p. a.
(Lachner)

Helium 4.6 (Linde Gas)
n-hexan >98 % (Merck)
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odpatovaci aparatura, suSarna

analytické vahy, automaticky titrator,
magnetické michadlo

analytické vahy, automaticky titrator,
magnetické michadlo, digestot

analytické vahy, spektrometr,
automaticka pipeta, centrifuga, digestoft

analytické vahy, automaticky titrator,
magnetické michadlo, automaticka
pipeta, digestof

Plynovy chromatograf, hmotnostni
detektor, termoblok 1KA 1



2.5 Laboratorni postupy
2.5.1 Obsah tuku

Nejprve byla pfipravena prazdna nadobka na jimani tuku (banka s kulatym ¢i rovnym dnem
a s n¢kolika varnymi kaminky). Baiika byla vysusSena v susarné po dobu 30 minut nastavené na
105 °C a ponechana zchladnout v exsikatoru a nakonec zvazena. Hmotnost nadobky na jimani

tuku spolu s varnymi kaminky se zaznamena s piesnosti na 4 desetinnd mista.

Do 50 ml centrifuga¢ni zkumavky bylo v piipadé emulze jedlych tukti navazeno 4 az 6 g
vzorku, Vv pfipad¢ roztiratelnych tukt bylo navazeno 1 g az 2 g vzorku. K dilu vzorku
v centrifugac¢ni zkumavce bylo piidano 20 ml extrakéniho rozpoustédla (petroletheru). Obsah
uzaviené centrifugacni zkumavky byl promichan vortex mixerém, dokud se vSechny tukové
¢asti vzorku nerozpustily. Zkumavka byla odstied’ovana na 5000 otacek/min tak dlouho, dokud

nebyla ziskéana Cird extrakéni faze rozpoustédla.

S pouzitim automatické pipety byly do pfislusné nadobky na jimani tuku kvantitativné pteveden

takovy podil faze extrak¢éniho rozpoustédla, pti kterych nedochazelo také k odtazeni vodné faze.

Druha extrakce byla provadéna ptidavkem dalSiho podilu extrakéniho rozpoustédla do
centrifugaéni zkumavky s ptvodnim vzorkem. V prubéhu pfidavani rozpoustédla byla
oplachnuta a proplachnuta $pic¢ka pipety. Centrifuga¢ni zkumavka byla michana vortexem

a nasledovalo odstred’ovani tak, jak bylo jiz uvedeno.

Stejnym postupem byla provedena i tieti extrakce. K pfedchozim extraktim v nadobce na
jimani tuku byla ptidana tieti faze extrakéniho rozpoustédla s tukem. Extrakéni rozpoustédlo

bylo z nadobky na jimani tuku odstranéno odpatenim na odpafovaci aparatufe.

Nadobka na jimani tuku s vyextrahovanym tukem byla vlozena na dobu 30 minut do susarny

regulované na 105 °C. Pak byla ponechana zchladnout v exsikatoru a zvazena [23].

Tabulka 18 - Pocet extrakci a objem extrakéniho rozpoustédla pro riizné vzorky [23]

Extrakéni rozpoustédlo [ml]

Oddélovani odstfed’ovanim

zkuSebni vzorek Pocet provedenych extrakei

1 2 3
maslo, emulze jedlych oleji 20 10 10
roztiratelné tuky 20 20 20
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Obsah tuku ve vzorku, w, v hmotnostnich procentech, se vypocte podle nasledujici rovnice:
w =" 5 100 (4)

m1 je hmotnost nadobky na jimani tuku a vyextrahovanych latek [g], m2 hmotnost pfipravené

nadobky na jimani tuku [g] a m hmotnost vzorku [g]

2.5.2 Titraéni kyselost

Do titra¢ni banky byly navazeny 2 g vzorku margarinu (tuku) s piesnosti na 0,0001 g. Bylo
ptidano 50 ml neutralizované smési etanol a diethylether (1:1). Smés v titrani baice byla
zahtata na elektrickém vafici k varu a promichana do rozpusténi vzorku. Byly pfidany 3 kapky
fenolftaleinu. Za horka bylo titrovano 0,1 M odmérnym roztokem hydroxidu draselného do

rizovofialového zbarveni stalého nejméné 15 s [25].
Standardizace 0,1 M NaOH:

S ptesnosti na ¢tyfi desetinnd mista bylo navazeno diferen¢né vypocitané mnozstvi dihydratu
kyseliny stavelové pro 2 titrace, navazka byla kvantitativné pievedena do titraéni banky
a zfedéna pfimérenym mnozstvim destilované vody. Bylo pfidano nékolik kapek indikatoru
(fenolftalein) a titrovano odmérnym roztokem 0,1 M KOH do prvniho stalého rtuzového

zbarveni.

Ze spotieby odmeérného roztoku hydroxidu draselného na titraci vzorku byla vypoétena kyselost

jako mnozstvi KOH v mg na gram tuku.

Cislo kyselosti:

Cislo kyselosti, vyjadfené jako hmotnostni podil, se vypoéita podle vzorce:

56,1-c-V

TV = (®)
C je presna koncentrace pouzitého standardniho odmérného roztoku hydroxidu draselného
[mol/l], V je objem pouzitého standardniho odmérného roztoku hydroxidu draselného [ml] am

je hmotnost vzorku [g]

2.5.3 Peroxidové ¢islo

Do zabrusové Erlenmeyerovy banky bylo navazeno 2—-3 g vzorku margarinu (tuku) s piesnosti
na 0,0001 g. Rozpusténo v 50 ml smési kyseliny octové a isooktanu (20 ml isooktanu a 30 ml
konc. kyseliny octové) a po ptidavku 1 ml nasyceného roztoku jodidu draselného promichano.

Baiika byla uzaviena a ponechana v temnu. Po 20 minutach bylo do banky pfidano 100 ml
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vody. Vzorek byl titrovan 0,01 M odmérnym roztokem thiosiranu sodného do zlutého zbarveni.
Po pfidani 5 ml skrobového mazu byla smés dotitrovana do odbarveni stalého alespon

30 sekund. Slepy pokus byl proveden stejnym postupem, ale bez vzorku margarinu [27].
Standardizace 0,01 M NazS20s:

S presnosti na ¢tyfi desetinna mista bylo navazeno diferen¢né vypocitané mnozstvi dichromanu
draselného. Navéazka byla kvantitativné pfevedena do titracni banky a ziedéna pfiméfenym
mnozstvim destilované vody. Opatrné¢ bylo pfilito 3-5 ml 2M kyseliny sirové a asi 1 g tuhého
jodidu draselného. Po chvili byl roztok titrovan do zlutohnédého roztoku odmérnym roztokem
0,01 M thiosiranu sodného do slabé nazloutlého odstinu. Poté bylo pfidano 5 ml Skrobového
mazu (roztok zmodral) a dotitrovan do odbarveni indikéatoru (do slabé modrozeleného odstinu

vzniklé chromité soli) [27].

Vzorec pro vypocet peroxidového ¢isla v mmol/kg:

1000 -(V-Vg)-c
- m

PV (6)

V je spotfeba odmérného roztoku thiosiranu sodného pii vlastnim stanoveni [ml], Vo je spotieba

odmérného roztoku thiosiranu sodného pii slepém pokusu [ml] c vyjadiuje koncentraci

odmeérného roztoku thiosiranu sodného [mol/I]a m je hmotnost vzorku [g].

2.5.4 p-anisidinové ¢islo

Margariny byly pted stanovenim ohfaty ve vodni lazni, aby doslo ke zkapalnéni vzorku, do
kterého byl na vysuSeni ptidan siran sodny (asi 2 g Na2SO4 do 10 g margarinu) olejova faze
byla po vysuseni odebrana pipetou. P-anisidinovy roztok: 0,125 g p-anisidinu bylo rozpusténo
v koncentrované kyseliné octové v 50 ml odmérné bance a ponechano v temnu. Roztok vzorku
tuku: 4 g tuku byly rozpustény v isooktanu a odmérna 25 ml banka byla dopInéna po rysku. Do
zkumavky bylo napipetovano 5 ml roztoku vzorku a pfidan 1 ml konc. kyseliny octové =
nereaktivni ¢inidlo. Do dal§i zkumavky bylo napipetovano 5 ml roztoku vzorku a pfidan 1 ml
p-anisidinového roztoku = reaktivni ¢inidlo. Do zkumavky bylo napipetovano 5 ml isooktanu
a pfidan 1 ml p-anisidinového roztoku = blank. VSechny zkumavky byly zazitkovany,

promichany a ponechany 10 minut v temnu. Byla zméfena absorbance pii 350 nm [36].
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Vypocet byl proveden dle vzorce (7):

_100QV
- m

AV

- (1,2(A1 — A2 — A0)) ©)

V je objem, ve kterém byl vzorek rozpustén (25 ml), m je hmotnost vzorku [g], Q pfedstavuje
mnozstvi vzorku v méfeném roztoku, ke kterému se vztahuje anisidinové ¢islo (Q=0 absorbance
nereaktivniho ¢inidla 0,01 g/ml), Al je absorbance reaktivniho ¢inidla, AO je absorbance
nereaktivniho ¢inidla, A2 je absorbance blanku, 1,2 je faktor pro ziedéni ¢inidla s 1 ml reagentu

nebo koncentrované kyseliny octové,

2.5.5 Jodové ¢islo

Do Erlenmeyerovi baiiky bylo navazeno 0,2 az 0,3 g vzorku margarinu s piesnosti na 0,0001 g,
poté bylo pifidano 12,5 ml HanuSova ¢inidla a 5 ml chloroformu a obsah byl michan do
rozpusténi vzorku. Bailka byla ponechéna 30 minut v temnu. Nasledné bylo do baiiky ptidano
8 ml KI a 25 ml destilované vody a titrovano 0,1 M roztokem thiosiranu sodného do ¢erveného
zbarveni, dale byl ptidan skrobovy maz a obsah baiiky zménil barvu na tmaveé modrou. Obsah
banky byl titrovan do odbarveni. Kazdy vzorek byl titrovan alesponn dvakrat a stejnym

zpusobem byl proveden i slepy pokus jen bez vzorku [37].

Vypocet byl proveden dle vzorce:

_ (Vo-V)f0,112,69
- m

v

(8)

V, je spotieba odmérného roztoku thiosiranu sodného pii slepém pokusu [ml], V je spotieba
odmérného roztoku thiosiranu sodného [ml], f je faktor pro roztok thiosiranu sodného a m je
navazka vzorku margarinu [g]

2.5.6 Stanoveni mastnych kyselin pomoci GC/MS

Stanoveni obsahu mastnych kyselin bylo provedeno pomoci metody plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii. Postup byl pfevzat z bakalarské prace Be. Simony PeSkové a mirné

upraven [38]. Stanoveni bylo provedeno z jiz vyextrahovaného tuku ziskaného v kapitole 2.4.1.

Bylo navaZzeno cca 25 mg tuku do vialky a pfidano 1,5 ml 0,25 M methanolického roztoku
methanolatu sodného. Vialka byla po uzavieni protfepana a vlozena do termobloku na 20 minut
vytemperovaného na 60 °C. Po vychladnuti vialek byl ke vzorku napipetovan 1 ml nasyceného
roztoku chloridu sodného a 2 ml hexanu. Po protifepani doslo k oddéleni dvou fazi a vrchni
hexanova vrstva byla odebrana pro GC/MS analyzu (chromatografické podminky jsou uvedeny

v Tabulce). Kazdy vzorek byl dvakrat prométen.
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Tabulka 19 - Chromatografické podminky pro analyzu MK

GC kolona

TRACE™ TR-FAME (60 m x 0,25 mm x 0,5 pm)
(Thermo Scientific, Waltham, USA)

Mobilni faze a jeji pritok
Objem nastriku
Splitovaci pomér

Teplota nastriku

Teplotni program

Teplota MSD Transfer line

Podminky MS s EI ionizaci

Helium, 1 ml/min

0,5 ul

50

250 °C

70 °C 3 min, gradient 10 °C/min na 160 °C, 160 °C
2 min, 5 °C/min na 200 °C, 200 °C 1 min, 2 °C/min
na 240 °C, 240 °C 1 min,

300 °C

Ionizace: pozitivni elektronové ionizace, 70 eV
Teplota MS zdroje: 300 °C

Teplota MS kvadrupolu: 150 °C

Skenovaci rozsah: 40-500 m/z

Izolaéni sitka: 0.1 m/z

Rychlost skenovani: 6 skenii/min

Solvent delay: 7 min

Obecny vypocet relativniho procentualniho zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich, kde Aije

plocha piku dané mastné kyseliny, ) Ai je soucet vSech pikli a RF je odezvovy faktor. Odezvové

faktory pro jednotlivé mastné kyseliny jsou v ptiloze VIII.

rel.% = RF - 2. 100 (9)

YA
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem této prace bylo stanovit uroven zluknuti vybranych vzorkli margarinii a zjistit, jak
ovlivituji podminky skladovani proces zluknuti po dobu 70 dnt. Byly vybrany dvé teploty
skladovani. Jedna ¢ast vzorkl byla skladovana standardné pfi teplotach chladnicky a v temnu.
Druhé c¢ast byla ponechana pii teploté laboratofe. Tato teplota mé¢la simulovat ponechani
margarinu na kuchyniské lince. Jelikoz i margariny jsou chranény ptfed svétlem obalem, byla
druha &ast vzorku umisténa do papirové krabice. Uroven Zluknuti byla zji§tovana z ménici se
titracni kyselosti, peroxidového ¢isla méteného pravidelné, a také jodového ¢isla zmétreného na
zacatku a na konci experimentu. Dale byl stanoven celkovy obsah tuku a slozeni mastnych

kyselin z tukového extraktu.

3.1 Vybér vzorki

Pii vybéru vzorku k testovani bylo dbano na to, aby v mém seznamu byly zastoupeny
margariny, které se nejvice prodavaji, ale také abych méla vice vzorka s podobnym obsahem

tuku, a bylo mozné vidét z vysledku piipadny vliv slozeni na kazeni margarint.
Margariny nad 80 % tuku

1) Stella original s maslovou piichuti 80 % tuku (v praci znaceno jako: Vz1-80)

2) Stella cukratska s maslovou piichuti 82 % tuku (v praci znaceno jako: Vz2-82)

Vétsi vybér margarinti s obsahem tuku nad 80 % neni dostupny v béznych supermarketech,

protoze se tyto margariny pouzivaji predevSim v potravinarském primyslu.
Rostlinny roztiratelny tuk

1) Hera classic 70 % tuku (v praci zna¢eno jako: Vz3-70)

2) Rama original 75 % tuku (v praci znaceno jako: Vz4-75)

3) Alfa optima 70 % tuku (v praci zna¢eno jako: Vz5-70)

4) Olma — Zlata Hana k namazani 74 % tuku (v praci znaceno jako: Vz6-74)
5) Flora gold 60 % tuku (v praci znaceno jako: Vz7-60)

Rostlinny roztiratelny tuk se snizenym obsahem tuku
1) Flora original 39 % tuku (v praci znaceno jako: Vz8-39)

Tento vzorek byl vybran pro srovnani, zda se bude diky sniZenému obsahu tuku kazit stejné

wewvr
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3.2 Vliv skladovani na vlastnosti margarini

Cely experiment trval 10 tydnt (70 dni), béhem kterych byly vzorky opakované méfeny
a kontrolovany. Celkem probéhlo 5 méfeni, nejprve 2 méfeni v intervalu 14 dnt, a poté
2 méfeni po 21 dnech, kde byla métena titracni kyselost a peroxidové ¢islo. Jodové ¢islo bylo
stanoveno na zacatku experimentu a také na jeho konci, aby bylo mozné porovnat mnozstvi
dvojnych vazeb a zda dochazi k jejich tbytku v disledku zluknuti tukti. Vzorky byly rozdéleny
do plastovych kelimkd, tak aby kazdy vzorek byl na kazdé méteni ve vlastnim kelimku.
Polovina byla uloZena do chladni¢ky a zbytek ponechan pii laboratorni teploté za neptistupu

svétla.

Na obrazku 19 a 20 jsou vzorky po 70 dnech skladovani. Pii porovnani téchto vzorku je na
prvni pohled patrné, které vzorky byly jak skladovany. Vzorky skladované v laboratofi pousti

tuk z tukové faze a maji mnohem tmavsi barvu, také zapach téchto vzorkid jiz neni velmi

pfijemny, vzorky skladované v lednici maji neutrani zépach.

Obrdazek 20 — Vzorky 5-8 pii poslednim méreni skladované v lednici

Vzorky byly pied jednotlivymi analyzami vzdy homogenizovany. Kazdy vzorek byl pied
analyzou potradné promichan kopisti, aby doslo k homogenizaci veskerych ¢asti. Na obrazku

21 a 22 je vzorek VVz5-70, neboli Alfa skladovan pii pokojové teploté.
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Obrdazek 21 —Vzorek Vz5-70 pied promichdanim Obrazek 22 —\'zorek Vz5-70 pripraven k navdzZeni

3.3 Stanoveni obsahu tuki

Na zacatku experimentu byl stanoven celkovy obsah tuku v jednotlivych vzorcich pomoci
postupu V kapitole 2.5.1. Zvolené extrakéni ¢inidlo bylo petrolether. Kazdé stanoveni bylo
provedeno jednou z divodu ovéfeni obsahu tuku vyrobcem a ze ziskaného tuku byl zjistén
obsah mastnych kyselin (viz kapitola 3.8). Rozdily mezi deklarovanym a zjiSténym obsahem
tuku ve vzorku jsou graficky zndzornény na obrazku 21 a tabulka vysledki v ptiloze I. Procenta
na obrazku 21 vyjadiuji rozdil mezi vyrobcem deklarovanym mnozstvim a nameéfenou
hodnotou. Nejvétsi rozdil byl zaznamenan u vzorku Vz8-39, kde tento rozdil piesahuje 4 %.
Naopak nejmensi rozdil byl u vzorkti Vz1-80 a Vz4-70. U Vz7-60 byl naméfen mensi obsah

tuku, neZ je udavan vyrobcem.

® Obsah tuku uveden na obale mObsah tuku naméien v laboratori

0,43% 0.50 %

0,70% 2,35%
1.24% 0,44%
-1,23%
| I 4,10%

Vz1-80 Vz2-82 Vz3-70 Vz4-75 Vz5-70 Vz6-74 Vz7-60 Vz8-39
Vzorky

Obsah tuku [%)]
g 3 8

th
[=]

4

[=]

3

=]

Obrazek 23 - Obsah tuku ve vzorcich margarind stanoveny extrakci a uvedeny na obale
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3.4 Slozeni MK ve vzorcich

SloZeni mastnych kyselin bylo stanovovano za ucelem ovéieni sloZzeni vzorka, konkrétné jaké
mastné kyseliny vzorky obsahuji a obsah nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin viz.
ptiloha VII, VIII a IX. Extrakt tuku ziskany béhem méteni obsahu tuku v margarinech byl
upraven na methylestery pomoci methanolatu sodného, chloridu sodného a hexanu. Takto
upravené vzorky byly proméfeny na plynovém chromatografu s hmotnostnim detektorem.
Vysledkem méfeni byl zaznam zvany chromatogram (obrazek 24), kde jsou zobrazeny
jednotlivé piky neboli konkrétni mastné kyseliny. Z obsahu ploch pod piky byly vypocteny
obsahy jednotlivych mastnych kyselin dle rovnice 9 v kapitole 2.5.6 Stanoveni mastnych

kyselin pomoci GC/MS v této rovnici se pocitd i s odezvovymi faktory, které lze nalézt

v piiloze VIIIL.
4,E+07 A
OlejoVa
4,E+07 ci18:1
Palmitova
g C1l6 Linolova
3,E+07 182
83,E+O7 g Linolenova
c C18:3
B2,E+07 - o
c Kaprinova é;%chldova
S oo
C10 Palmitolejov
+ -
|eE7 C16:1
A L a
1,E+07 1 Kaprylova Calurova Eikosanova
. . C20:1
Myristova
5,E406 - \ o
0,E+00 -

12 14 16 18 20 22 2

. . 4 26 28 30 32 34
retention time [min]

Obrazek 24 — Chromatogram methylesteru mastnych kyselin ve vzorku Vz6-74

V tucich byly nalezeny rtizné mastné kyseliny od C6:0 az C20:1 tedy od kapronové az po
eikosanovou. Mastné kyseliny byly rozdéleny do 2 skupin, a to na majoritni mastné kyseliny
(obrazek 25) a minoritni mastné kyseliny (obrazek 26) dle podilu ve vzorcich. Druhy
majoritnich mastnych kyselin reprezentuji hlavni sloZku margarint, tedy pouZité oleje. Z tohoto
udaje lze ovéfit, zda je sloZeni na vyrobku pravdivé. Mezi majoritni mastné kyseliny patfi
takové kyseliny, jejichZ obsah ve vzorku je vice nez 10 %, naopak minoritni mastné kyseliny

jsou takové, jez maji své zastoupeni pod 10 %.

Mezi majoritni mastné kyseliny patii: kyselina palmitova, olejova a linolova (obrazek 25). Tyto
mastné kyseliny se daly ocekéavat vzhledem k tomu, Ze vzorky maji ve slozeni nejvice
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zastoupen fepkovy, palmovy a slunecnicovy olej. VSechny vzorky obsahuji pomérné¢ velké
mnozstvi kyseliny linolové, ktera je esencialni, pokud se tedy jedna o kyselinu a-linolovou.

Tato kyselina je prosp&$nd pro lidsky organismus na rozdil od nasycené kyseliny palmitové.

50

45 mVz1-80 mVz2-82
40 BVz3-70 ©Vz4-75
35 BVz5-70 mVz6-74
= 30
g EVz7-60 mVz8-39
§ 25
C
20

15

10

Palmitova Olejova Linolova

mastna kyselina

Obrazek 25 - Zastoupeni majoritnich mastnych kyselin ve vzorcich

Minoritni mastné kyseliny obsazené ve vzorcich lze nalézt na obrazku 26. Nejvétsi podil ve

sloZeni vzorkli mé kyselina linolenova, laurova, stearova a myristova.

Kyselina linolenova je m-6 mastna kyselina a je pro nds organismus esencialni. Vzorek Vz8-39
neboli Flora original ma nejvétsi obsah této kyseliny. Pfi Srovnani s 0Statnimi vzorky ma obsah
této latky témér dvojnasobny, tato hodnota souhlasi i s informaci, ktera je uvedena na obale
vyrobku. Kyselina laurova je sloZzkou palmového oleje, ktery patii mezi nejpouzivanéjsi oleje
pro vyrobu margarinil, z toho diivodu je ve vzorcich tak vysoky obsah v porovnani s ostatnimi
minoritnimi kyselinami. Nejvétsi obsah této kyseliny ma vzorek Vz3-70, druhy nejvétsi obsah

ma vzorek Vz5-70.

Mezi mastnymi kyselinami byla nalezena kyselina heptadecylova, kterd ma 17 uhliki. Lichy
pocet uhlikl se u ptirodnich mastnych kyselin vyskytuje velmi malo. Kyselinu heptadecylovou
je mozné nalézt v mléce prezvykavci, tedy kravském mléce, ale vyskytuje se zde pouze ve
velmi nizkych koncentracich [39]. Lze tedy pfedpokladat, Ze tato kyselina byla vyrobena uméle,

vzhledem k tomu Ze vzorek Vz7-60 neobsahuje zadné slozky z mléka ptezvykavcu.
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Obrazek 26 — Zastoupeni minoritnich mastnych kyselin ve vzorcich

Dale byly mastné kyseliny rozdéleny na nenasycené (obrazek 27) a nasycené (obrazek 28)

a tyto naméfené obsahy byly porovnavéany s hodnotami uvedenymi na obalech produkti.

Obsahy nenasycenych mastnych kyselin ovliviiuji jodové ¢&islo. Cim vétsi je mnoZstvi
nenasycenych mastnych kyselin, tim vétsi je jodové ¢islo. Toto srovnani sedi v u vSech vzorkl
mimo vzorek Vz7-74, kdy je obsah nenasycenych mastnych kyselin naméteny v laboratofi

vyrazné mensi neZ obsah uvedeny na obalu.

55,00 m Stanoveni GC/MS fJ’daj na obalu

50,00

45,00
40,00
35,00
30,00 I I
25,00

Vz1-80 Vz2-82 Vz3-70 Vz4-75 Vz5-70 Vz6-74 Vz7-60 Vz8-39
Vzorky

Obsah nenasycenych MK [g]

Obradzek 27 — Obsah nenasycenych MK ve vzorcich
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Na obrazku 28 je obsah nasycenych mastnych kyselin ve vzorcich, a to jak uvedeny na obalu,
tak naméteny V laboratofi za i€elem ovéteni pravdivost obsahu téchto latek. U vzorkt Vz3-70,
Vz5-70, Vz7-60 a Vz8-39 byl obsah nasycenych mastnych kyselin namétenych v laboratofi
vEtsi nez obsah uddvany vyrobcei na obalu, coZz mize byt nebezpecné, vzhledem k tomu, Ze
zvyseny ptijem téchto latek miize vést ke zdravotnim problémim. Vzorek Vz7-60 mél zjistény
obsah nasycenych mastnych kyselin dokonce vice nez dvojndsobny v porovnani s udajem na
obale. Také u n¢j nesedi udaje z obrazku 27 tedy obsah nenasycenych mastnych kyselin. Tento

vzorek vychazi z analyz s ohledem na mastné kyseliny nejhiife.

40 m Stanoveni GC/MS m Udaj na obalu
35
E 30
o2
25
=
g 20
W
=
= 15
=
2 10
Q
5
0
Vz1-80 Vz2-82 Vz3-70 Vz4-75 Vz5-7 Vz6-74 Vz7-60 Vz8-39
Vzorky

Obrazek 28 — Obsah nasycenych MK ve vzorcich

3.4.1 Teplota a vihkost béhem skladovani vzorku

Ke kazdé sadé vzorku (chladnicka a laboratorni teplota) byl umistén zaznamnik teploty
a vlhkosti (tzv. datalogger), aby se mohl piesnéji porovnat rozdil teplot skladovani. Teplota
i vlhkost byla zaznamenavana kazdou hodinu. Zpracované zaznamy pro chladni¢ku jsou na

obrazku 29 a 30 a pro vzorky ulozené v laboratofi na obrazku 31 a 32.
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Obrazek 29 - Zavislost teploty na case skladovani v chladnicce
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Obrazek 30 - Zavislost vihkosti na case skladovani v chladnicce

Teplota v chladnicce kolisala mezi 1-12 °C a vlhkost mezi 15-55 %. Kolisani bylo zptisobeno
principem fungovani kompresorové chladnicky. Pti kratkodobém zapnuti kompresoru dochazi
ke chlazeni, tedy sniZeni teploty, a soucasné ke kondenzaci vlhkosti. Tento vykyv byl

pozorovan asi 5x za den. Priimérna teplota byla 6,5 °C a vlhkost 35,3 %.

Teplota v laboratofi byla vyrazné vyssi nez teplota v chladnic¢ce. Z obrazku 31 mizeme vidét,
jak se ménila teplota v laboratofi nejen v zavislosti na datu, ale také na denni dobé&. Nejvice je
tento rozdil patrny 27.-37. den méfeni, kdy jsou velmi vyrazné rozdily mezi dnem a noci.

Primérna teplota v laboratofi byla 24,42 °C.
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Obrazek 31 - Zavislost teploty v laboratori na case

Na obrazku 32 muzeme vidét zavislost relativni vlhkosti na ¢ase, kde si mizeme vSimnout

velmi podobné kiivky jako je tomu na obrazku 31.
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Obrazek 32 - Zavislost vihkosti v laboratori na case
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3.4.2 Stanoveni titra¢ni kyselosti

V pribéhu 70 dni byla stanovovana titracni Kkyselost vzork skladovanych v lednici
a Vv laboratofi. Pfi stanoveni titra¢ni kyselosti byly vzorky rozpustény ve smési diethyletheru
a etanolu a poté byly titrovany 0,1M roztokem KOH. Na obrazcich 33 a 34 je zavislost titra¢ni

kyselosti na délce skladovani a typu vzorku

Titra¢ni kyselost je obsah volnych mastnych kyselin ve vzorku, Je to jedna z nejpouzivanéjSich
metod, ktera se pouziva pro urCeni staii vzorku. Margariny s vysSim obsahem tuku maji 1 vyssi

¢islo kyselosti, s vyjimkou vz3-70 a Vz5-70.

Pii skladovani v chladnicce (obrazek 33) dosahovaly vzorky nejvyssi titraéni Kyselosti asi 28.
den, kromé vzorku Vz6-74, jehoz kyselost byla nejvyssi na pocatku experimentu. Dokonce
protnula ¢ervenou caru, ktera zna¢i maximalni pfipustnou hodnotu kyselosti pro margariny a to
2 mgKOH/g. Tento vzorek Vz6-74 (Zlata Hana k namazani) obsahoval mlécny zakys a
odtu¢néné mléko. Celkoveé tento vzorek svym sloZzenim nejvice pfipomina maslo, proto byla
jeho titracni kyselost nejvyssi. Odlisné chovani od ostatnich vzorkd mél jesté vzorek Vz7-60
(Flora gold), jehoz nejvyssi titracni kyselost byla jiz 14. den méfeni. Poté kyselost klesala a na

konci méfeni mirn¢ stoupla.

2,5
20 hersesssssssssssbssssssssssssssetsessommeso s oo e e oo e s s et e st e
—o—V71-80 V2-82
V23-70 Vz4-75
L5 —e—-VZ5-70  ——Vz6-74 1
——Vz7-60  —e—Viz8-39 - 1
1,0

Titracni kyselost [mgKOH/g|

0 10 20 30, 40 50 60 70
Cas [dny]

Obrdzek 33 - Graf zavislosti titracni kyselosti vzorky v chladnicce

S ohledem na kyselosti ostatnich vzorki se zména titra¢nich kyselosti projevila velmi podobné.
Klesani titra¢ni kyselosti po 28. dnu je pravdépodobné zpiisobeno rozkladem volnych mastnych
kyselin na jiné produkty, které jiz nelze stanovit touto analyzou. Pro lepsi posouzeni chovani

jednotlivych vzorki v ¢ase by bylo zapotiebi del§i méfent.
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Obrazek 34 - Zavislost titracni kyselosti na typu vzorku a délce skladovani v laboratori

Zavislost titracni kyselosti na Case pfi skladovani v laboratofi je zobrazena na obrazku 34.
| v tomto ptipadé vzorek Vz6-74 neboli, Zlata Hana k namazani, ma vyrazné vyssi hodnoty
titracni kyselosti nez ostatni vzorky. OvSem pfi skladovani pti laboratorni teploté si miizeme
povsimnout nartstu kyselosti na mnohem vys$si hodnotu, coz muize byt zpisobeno rozpadem
triacylglyceroli a uvoliovanim vétsiho mnozstvi volnych mastnych kyselin. I pfi tomto
skladovani tento vzorek piekrocil preruSovanou linku, neboli maximalni hodnotu titra¢ni
kyselosti stanovenou pro margariny. Ostatni vzorky mtizeme rozd¢lit do dvou skupin, kdy Vz2-
82 a Vz4-75 maji nejvyssi hodnotu jiz po 14 dnech, zatimco ostatni vzorky maji maximum
titratni kyselosti az po 28 dnech. Vzorky skladované pii pokojové teploté dosahuji
maximalnich titranich kyselosti v krat§im cCase, a také jsou tyto kyselosti vyssi, nez je tomu

u vzorki skladovanych v chladnicce.

3.4.3 Stanoveni peroxidového ¢isla
Peroxidové ¢islo je ukazatel stadia oxidace lipidi a udava obsah hydroxyperoxida, neboli
primarnich produktd oxidace. Peroxidové ¢islo bylo stanoveno jodometricky a v prubéhu 70

dni se stanovovalo celkem Skrat.

Na obrazcich 35 a 36 jsou zavislosti peroxidovych ¢isel na ¢ase pii skladovani v chladniéce
a Vv laboratoti. Vzorky Vz7-60 a Vz8-39 maji jiz na zacatku vyssi hodnoty peroxidového cisla

nez ostatni vzorky. To mlZe byt zpisobeno niz§im obsahem tuku.

Piekvapivé je, ze u vzorku s niz§im obsahem tuku (tedy vzorky Vz7-60 a Vz8-39) se

peroxidové ¢islo zvySuje mnohem rychleji, nez je tomu u vice tu¢nych vzorka. U téchto vzork

62



byly také naméfeno nejvyssi peroxidové ¢islo, mnohdy dvakrat vyssi nez u ostatnich vzorkd,

a to jak pfti skladovani v chladnicce (obrazek 35) tak v laboratoti (obrazek 36).

Vzorek Vz8-39 dokonce dosahuje po 70 dnech hodnoty vyssi, neZ je 10 mEqQ./kg a jiz nespliiuje
maximalni pfipustnou hodnotu (obrazek 35), ktera je na obrazcich oznacCena Cervenou
teCkovanou c¢arou. U vétSiny vzorkt, vyjma vzorku Vz4-75, dochazi po 49. dnu skladovani

K narastu peroxidovych &isel.
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Obrazek 35 - Graf zavislosti PV na typu vzorku a délce skladovani v chladnicce

Z obrazku 36 neboli zavislosti peroxidového ¢isla na Case pti skladovani v laboratofi mizeme
na prvni pohled vyvodit, Ze se hodnota peroxidového ¢isla zvySovala mnohem rychleji, nez
tomu bylo pii skladovani v lednici. Peroxidové ¢islo je po 10 tydnech skladovani v laboratofi
vy$$i nez pii skladovani v lednici. Zajimavé je Ze vzorky, které maji vyssi obsah tuku, kromé
Vz5-70, maji i po 70 dnech skladovani pti pokojové teploté peroxidové ¢islo pod
hranici a vydrZzeli tedy test bez zkaZeni. I na obrazku 36 miZeme vidét mirné rostouci

peroxidova cCisla vSech vzorki po 49. dnu, az na vzorek Vz8-39 ktery mirné klesa.
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Obrazek 36 - Graf zavislosti PV na typu vzorku a délce skladovani v laboratori

3.4.4 Stanoveni p-anisidinového ¢isla

P-anisidinové ¢islo je metoda pro stanoveni oxida¢nich produkti, a to predevsim aldehydu.
Hodnoty ziskané z této metody by byly vhodné pro srovnani s peroxidovym ¢islem, poptipadé
titracni kyselosti. Bylo by zajimavé, jakou rychlosti roste p-anisidinové ¢islo v porovnani

s peroxidovym Cislem.

P-anisidinové ¢islo bylo stanoveno pouze pfi prvnim meéfeni, a to z diivodu velmi rozdilnych
vysledki, které byly vypocitany dle rovnice 7. KdyzZ se podivame do tabulky ¢islo 20, tak lze
vycist, ze vychazi i zaporné vysledky. To mohlo byt zplisobeno nedostatenym vysuSenim
pomoci siranu sodného. Pokud totiz vzorek obsahuje vodu, metoda mize byt velmi nepiesna.
Tato metoda by potiebovala vice optimalizace, to bohuzel z ¢asovych diivodi nebylo mozné.
Vzorek mél mit absorpéni maximum pii 350 nm, jenomze kvili velmi odliSnym barvam
jednotlivych vzorkl bylo absorpéni maximum kazdého vzorku trochu jiné, coz se ukazalo jako
velmi problematické. Vysledky zkuSebniho méfeni p-anisidinového ¢isla naleznete v tabulce

¢islo 20.
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Tabulka 20 - Hodnoty p-anisidinového cisla 28.3.2022

A0 Al Al+ A2 | my[g] Q VIml] | AVi | AV: AV

[o/ml]
Vz1-80 | 0,793 | 0,761 | 0,881 | 0,072 | 4,1243 | 0,16497 25 -12,48 | 1,92 | -5,28
Vz4-75 | 0,865 | 1,008 | 0,994 | 0,068 @ 4,0769 | 0,16308 25 9 7,32 | 8,16

Vz8-39 | 0,699 1,133 | 1,103 | 0,061 @ 4,0494 | 0,16198 25 44,76 | 41,16 42,96

3.45 Vysledky stanoveni jodového cCisla

Jodové Cislo je metoda, pomoci niz se zjistuje pocet dvojnych vazeb ve vzorcich. Jak se tuky
kazi, tak se v nenasycenych mastnych kyselinach rozpadaji dvojné vazby, a tak roste jodové
¢islo. Jodové ¢islo bylo mé&feno pouze dvakrat, a to na zacatku experimentu a na jeho konci.
Jodové ¢islo bylo stanoveno metodou dle Hanuse jodometricky, a tedy HanuSovym ¢inidlem
IBr.

Na obrazek 37 je sloupcovy graf jodového ¢isla na pocatku méteni a na konci méfenti, a to jak
pro vzorky skladované v chladnicce, tak pro vzorky skladované pti pokojové teploté. VSechny
hodnoty jodovych c¢isel béhem skladovani poklesly, coz znadi, ze se rozpadly nékteré dvojné

vazby v nenasycenych mastnych kyselinach.

Vysledky mizeme v ramci jodového ¢isla rozdélit do dvou skupin. Do prvni skupiny patii
vzorky, jejichz jodové ¢islo se béhem skladovani v laboratofi snizilo vice nez u vzorku
skladovanych v lednici. Mezi tyto vzorky patti Vz1-80, Vz2-82, Vz5-70 a Vz6-74. Tento
vysledek se predpokladal, protoze vzorky ponechané pii pokojové teploté by se mély rychleji
kazit, a tudiz by se dvojné vazby mély rychleji rozrusovat. U ostatnich vzorkti dopadlo méfeni
opacng, tedy vzorky skladované v chladni¢ce mély mensi jodové €islo nez vzorky skladované
pfi laboratorni teploté. Tento vysledek je pomérné piekvapivy. Nejvétsi rozdily jodovych cisel
jsou u Vz5-70. Rozdily jodovych ¢isel miizeme vidét napsané v procentech nad jednotlivymi
sloupecky. Procenta nize nad sloupcem vyjadiuji rozdil mezi jodovym ¢islem naméfenym pro
vzorky v chladnic¢ce viéi poc¢atku méfeni. Procenta vySe nad sloupcem vyjadiuji rozdil mezi

jodovym ¢islem pro vzorky skladované pii pokojové teploté vici poc¢atku méfeni.
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Obrdazek 37 - Jodova cisla vzorkii na zacdtku a na konci experimentu
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4 ZAVER

Cilem experimentalni prace bylo stanovit stupenn oxidace vybranych vzorki emulgovanych
tukt po 70 dnech experimentu, a urcit, jaky vliv maji podminky skladovani na proces Zluknuti.
Proces zluknuti byl sledovan pomoci peroxidového ¢isla, titraéni kyselosti a jodového cisla.

Také byl zjistén obsah tuku a zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vzorcich.

U vzorki byl stanovovan obsah tuku a poté z extraktu bylo zjistovano slozeni mastnych
kyselin. Tyto udaje byly poté srovnavany s tdaji uvadénymi vyrobcem. Stanoveni obsahu tuku
bylo provadéno pouze jako ovéfeni obsahu tuku a vysledky potvrdily, Ze obsah uvadény na
obalech je spravny. Z analyzy mastnych kyselin bylo zjiSténo, Ze mezi majoritni mastné
kyseliny v testovanych margarinech patii kyselina palmitova, olejova a linolova. Toto zjisténi
nam potvrzuje slozeni vzork, jejichz hlavni slozkou je palmovy, fepkovy a slunec¢nicovy olej.
Z minoritnich mastnych kyselin, mély nejvétsi obsah ve vzorcich kyselina linolenova, laurova,
stearova a myristova. Pomérné neobvykla byla pfitomnost kyseliny heptadecylové. U mastnych
kyselin byl také podstatny celkovy obsah nasycenych mastnych kyselin. Nejmensi obsah
nasycenych mastnych kyselin mély vzorky c¢islo Vz4-75, Vz5-70, Vz6-74 tedy Rama original,

Alfa a Zlata Hana k namazani.

Dale se u vzorkli méfila titracni kyselost a peroxidové Cislo, na tato stanoveni mély velky vliv
zmény béhem skladovani. Titraéni kyselost byla u téméf v§ech vzorkt po celou dobu méteni
pod 2 mg KOH/g, kromé vzorkuVz6-74 (Zlatd Hand k namazéni) ktery mé¢l vysokou titracni
Kyselost po celou dobu experimentu. Titra¢ni kyselost byla vyrazné vyssi u vzorku, které byly
skladovany v laboratofi. Nejprve srostouci délkou skladovani rostla i kyselost, dokud

nedosahla svého maxima 14. nebo 28. dne, poté kyselost poklesla a dale se jiz neménila.

Peroxidové ¢islo bylo u vzorkl skladovanych pii pokojové teplot€ mnohem vyssi nez u vzork
skladovanych v chladni¢ce. Vzorky Vz7-60 a Vz8-39 tedy Flora gold a Flora original mély
velmi vysoka peroxidova c¢isla pti obou typech skladovani. Tato Cisla byla téméf dvojnasobna
ve srovnani s ostatnimi vzorky. Z toho je mozné vyvodit, Ze margariny s niz§im obsahem tuku
se kazi rychleji. Z naméfenych hodnot titraénich kyselosti a peroxidovych ¢isel vyplyva, ze
vzorky s vysokym obsahem tuku tedy Vz1-80, Vz2-82, VVz3-70, Vz4-75 a VVz6-74 neboli Stella
original, Stella cukrafska, Hera original, Rama classic a Zlatd Hana k namazani. je mozné

skladovat 70 dni pti pokojové teplote, aniz by to mélo vyznamny vliv na jejich vlastnosti.

Jodové Cislo pokleslo na konci experimentu u obou typi skladovani. Dvojné vazby

Vv nenasycenych mastnych kyselinach totiz procesem oxidace lipidii degraduji. U vzorka
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skladovanych pii pokojové teploté byl rozdil od vzorki skladovanych v lednici pouze v

vvvvvvv

zluknuti. Bylo zji§téno, Ze vzorky skladované pii pokojové teploté se kazi mnohem rychleji nez

vzorky skladované v chladnicce.
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Priloha | — Tabulka hodnot ke stanoveni obsahu tuku

my — hmotnost nadobky na tuk pred extrakci, m, — hmotnost nadoby na tuk po extrakci

Vzorek ' m,, [g] my[g] @ my[g] =W [%)]
Vz1-80 = 5,6409 103,6289 99,0968 80,3436
Vz2-82 | 4,5094 @ 69,4261 65,7099 82,4101
Vz3-70  1,9984 81,3782 | 79,9620 70,8667
Vz4-75 | 4,3070 61,2346 | 57,9818 75,5236
Vz5-70 | 1,9244 88,1738 | 86,8208 70,3076
Vz6-74 | 4,9556 @ 77,5446 73,7912 75,7406
Vz7-60 | 2,0022 77,8300 | 76,6434 59,2648
Vz8-39 | 2,0830 73,4548 | 72,6091 40,6001

Priloha | - Tabulka hodnot titracnich kyselosti vzorkii skladovanych v lednici

Vzorek | Zaéatek méreni | 14 dni | 28 dni | 49 dni | 70 dni

TV [mgKOH/g]
Vz1-80 0,3509 0,6726 0,7731 0,5541 | 0,6008
Vz2-82 0,6971  0,8432  0,9281 10,5179 | 0,4923
Vz3-70 0,0419  0,4357 | 0,4250 10,2021 | 0,2329
Vz4-75 0,4139  0,6333  0,6572 0,3214 | 0,2338
Vz5-70 0,1519 = 0,2999 @ 0,5417 0,1175  0,2198
Vz6-74 2,2860 @ 2,2922  2,0688 11,3410 1,3398
Vz7-60 0,1487 A 0,4294 | 0,1984 10,1031 | 0,1884
Vz8-39 0,0887 @ 0,3892 0,3708 0,1085 | 0,2276

Priloha Wl - Tabulka hodnot titracnich kyselosti vzorkii skladovanych v laboratori

Vzorek | Zaéatek méreni | 14 dni | 28 dni | 49 dni | 70 dni

TV [mgKOH/g]
Vz1-80 0,3509 0,6761 0,7070 0,6484 | 0,4197
Vz2-82 0,6971  1,2568 0,8630 0,5605 0,5135
Vz3-70 0,0419  0,3257 | 1,0140 10,3097 | 0,1769
Vz4-75 0,4139  0,6183  0,3786 0,4041 | 0,2597
Vz5-70 0,1519 @ 0,2603 | 0,7647 0,3479 | 0,2355
Vz6-74 2,2860  2,5974 | 2,9193 11,6232 | 2,4202
Vz7-60 0,1487 @ 0,3248  0,3603 0,2466 0,2826
Vz8-39 0,0887 @ 0,3490 10,3840 0,3211  0,1482
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Pitloha \V - Tabulka hodnot peroxidovych isel vzorkii skladovanych v lednici

Vzorek | Zac¢atek méifeni 14 dnt 28 dni 49 dntd | 70 dnu
PV [mekv. per. kysl./kg]

Vz1-80 2,1365 2,0610 2,4675 1,0864 2,5001
Vz2-82 1,3739 0,9731 2,5183 11,6004 @ 3,1038
Vz3-70 2,2268  1,2823 | 3,2370  2,8378  5,4178
Vz4-75 1,7252  0,6967 3,8511 4,4964 2,5204
Vz5-70 2,0682  3,0668 2,7195 3,0009  6,1583
Vz6-74 1,4883 0,7066 3,9117 1,4863 4,3715
Vz7-60 4,6075 | 7,4870 | 5,8353  5,6479 @ 8,3373
Vz8-39 5,4007 7,6635  6,7817 11,6383 14,6169

Priloha V - Tabulka hodnot peroxidovych cisel vzorku skladovanych v laboratori

Vzorek | Zacatek méfeni 14 dna | 28 dnt 49 dnu | 70 dni
PV [mekv. per. kysl./kg]

Vz1-80 2,1365 5,0684 3,0733 | 4,1518  6,5266
Vz2-82 1,3739 | 4,7617 5,0881 | 4,9723 5,5294
Vz3-70 2,2268  9,1551 3,0658 | 5,9830 @ 5,7298
Vz4-75 1,7252  7,0033 | 3,6941 3,2110 6,0971
Vz5-70 2,0682 7,6045 3,5426 | 5,2003  8,1888
Vz6-74 1,4883  4,4458 | 1,9369  2,9969  4,0092
Vz7-60 4,6075 | 8,9200 10,0316 15,4352 26,9071
Vz8-39 5,4007 14,7201 13,3768 | 15,5192 | 14,3267

Priloha V| — Jodova cisla vzorkii na pocatku a konci experimentu (0 a 70 dnii)

Vzorek | Poéatek méreni

Lednice 70 dnu

Laborator 70 dnu

v
Vz1-80
Vz2-82
Vz3-70
Vz4-75
Vz5-70
Vz6-74
Vz7-60
Vz8-39

59,9849
60,9685
47,6790
61,1789
62,2270
60,6816
74,0459
43,9986

[g 12/100 g vzorku]

59,2074
59,9157
45,6807
59,1038
59,4224
59,3293
70,7268
41,8171

75

58,7173
59,9849
47,4774
60,4500
53,4447
58,4028
73,0942
42,4362



Pitloha VI - Tabulka hodnot mastnych kyselin z extraktu tuku

Vz1-80 | Vz2-82 | Vz3-70 | Vz4-75 | Vz5-70 | Vz6-74 | Vz7-60 | Vz8-39
obsah tuku [%] 80,34 = 8241 | 7087 7552 70,31 7574 59,26 | 40,60
nasycené MK [%] 35,79 39,03 52,17 26,07 35,53 37,90 42,09 20,48
nenasycené MK [%] 59,06 56,78 46,60 68,58 61,26 58,60 53,14 75,07
obsah nasyc. [g] 2 2875 32,17 3697 | 19,69 2498 2870 24,94 831
obsah nenasyc. [g] @ 47,45 46,79 33,03 51,80 43,07 44,38 31,49 30,48
obsah nasyc. [g] ° 28,00 32,00 33,00 30,00 20,00 30,00 12,00 7,00
obsah nenasyc. [g] 52,00 50,00 37,00 45,00 50,00 44,00 47,00 32,00
2 obsah naméteny pomoci GC/MS; ® obsah uvedeny na obalu
Priloha VI — Tabulka retencni casit a odezvovych faktorii pri analyze MK
Cislo piku = Methyl ester Vzorec Retenéni Odezvovy
kyseliny kyseliny | ¢as [min] faktor RF

1 | kapronova C6:0 10,64 2,41

2 | kaprylova C8:0 13,29 1,69

3 | kaprinova C10:0 15,93 1,43

4 | laurova C12:0 18,54 1,22

5 | myristova C14:0 21,31 1,1

6  palmitoolejova Cl6:1 24,95 1

7 | palmitova C16:0 24,25 1,01

8 | heptadecylova C17:.0 25,8 0,87

9 | stearova C18:0 27,44 0,85

10 | olejova Ci18:1 28,28 0,89

11 | linolova C18:2 29,31 0,98

12 ' linolenova C18:3 30,77 1,17

13 | arachidova C20:0 30,99 0,71

14 | eikosanova C20:1 31,79 0,71

15 | behenova C22:.0 34,91 0,64
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Priloha |X - Tabulka obsahii jednotlivych mastnych kyselin u vzorkii margarinit v [%]

Trividlni nazev C:D | Vz1-80 | Vz2-82 | Vz3-70 | Vz4-75 | Vz5-70 | Vz6-74 | Vz7-60 | Vz8-39

kapronova C6:0 - 0,02 0,04 0,00 0,04 0,06 0,23 -
kaprylova C8:0 0,02 0,27 0,98 0,21 0,67 0,99 1,39 0,23
kaprinova C10:0 0,02 0,24 0,76 0,17 0,57 0,76 0,40 0,19
laurova C12:0 0,20 3,33 9,82 2,52 8,11 5,97 4,89 2,69
myristova C14:0 0,90 1,72 3,49 1,05 2,93 2,80 1,75 0,95
palmitova C16:0 | 30,02 29,90 33,84 19,45 20,51 23,52 26,49 13,53

palmitoolejova Ci16:1 0,23 0,17 0,12 0,16 0,15 0,17 0,20 0,15
heptadecylova C17:0 0,11 0,08 0,05 0,07 0,06 0,07 0,58 0,06

Stearova C18:0 3,97 3,10 3,03 2,21 2,25 3,31 6,11 2,35
olejova C18:1 | 38,66 39,19 27,32 47,46 42,21 40,03 38,63 41,89
linolova C18:2 | 14,57 13,05 18,52 15,43 13,64 13,58 13,88 23,65
linolenova C18:3 5,09 4,00 0,59 5,09 4,82 4,42 0,29 8,92
arachidova C20:0 0,56 0,37 0,14 0,39 0,39 0,42 0,27 0,47
eikosanova C20:1 0,51 0,37 0,06 0,44 0,44 0,39 0,14 0,46
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