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Anotace

Bakalafska prace popisuje vyuziti oleji a tukd v potravindiském a chemickém pramyslu
pomoci transesterifikace. Oleje se =ziskavaji vyhradné ze semen rostlin lisovanim
a extrahovanim. Nasledn¢ je ziskany olej rafinovan. V potravindiském pramyslu se
transesterifikace vyuziva pfi ptipraveé strukturniho tuku pro vyrobu margarinii a v chemickém
se ziskéavaji latky, které jsou vyuzivany jako obnovitelny zdroj paliva namisto ropy
(methylestery vysSich mastnych kyselin). Po nésledné epoxidaci mohou byt vyuzity jako
biolubrikanty. Jsou popsany i1 metody pouzivané pro analyzu oleji a produkti vzniklych
transesterifikaci a epoxidaci. Experimentalni ¢ast se zamé&fuje na transesterifikaci a naslednou
epoxidaci vzniklych ester netradi¢nich rostlinnych oleji (hroznovy, mandlovy, merunkovy,
malinovy a mrkvovy). Produkty jsou analyzovany pomoci jodového ¢isla, epoxidového
ekvivalentu, GC-MS a IC spektrometrie. Z vysledkii experimentu vychazi, Ze nejlépe se
epoxiduje malinovy a mrkvovy olej, které obsahuji vice nez 50 % kyseliny linolové oproti

ostatnim olejim.
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Annotation

The bachelor thesis describes the use of oils and fats in food and chemical industry
by transesterification. Oils are taken specifically from seeds of plants, seeds are pressed
and extracted. Subsequently, oil is refined. Transesterification uses for preparation of structural
fat to production of margarines in food industry. Transesterified oils are used as renewable
source of energy instead of crude oil in chemical industry (methylesters of higher fatty acids).
By epoxidation is possible to use these substances as biolubricants. The thesis includes the
methods for analysis of oils and products from transesterification and epoxidation.
Experimental part is focused on transesterification and epoxidation of esters from untraditional
vegetable oils (grapeseed, almond, apricot, raspberry, and carrot oil) The products are analysed
by iodine number, epoxide equvivalent, GC-MS and IR spectroscopy. The results of experiment
show that raspberry and carrot oil are best epoxidized which contain more than 50 % of linoleic

acid in comparison with other oils.
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0 Uvod

Tuky a oleje v lidském zivoté zastupuji velmi diillezitou roli. Setkdvame se s nimi a vyuzivame
je prakticky kazdy den nejen ve vlastni vyzive, ale také v kosmetickém ¢i automobilovém

pramyslu.

Tuky a oleje patii mezi ziviny, které davaji zaklad nasi vyziveé. Jednd se o velmi bohaty zdroj
energie oproti ostatnim Zzivindm, jako jsou sacharidy a bilkoviny. Princip velkého vzniku
energie z téchto zdroji je podminén jejich molekulovou strukturou. Metabolickym
zpracovanim uvedenych molekul vznikaji dal$i molekuly, v kterych jsou obsazeny
makroergické vazby, v kterych je tato energie uchovana. Proto nachézi tuky a oleje vyuziti
ivjinych smérech pro ziskavani energie jinymi zplisoby, a to zejména v petrochemickym

primyslu jako bionafta nebo jako dalsi latky.

Vyznam tukd a olejt ale neptedstavuje pouze zdroj energie pro fungovani lidského organismu,
v lidském téle také slouzi k termoregulaci a ochranné wvnitfnich organt, nachazi se
v membranach kazdé bunky, ¢imz ovliviiuji jejich slozeni, a tim tak pfistup dalSich
molekularnich latek do vnitiniho prostoru builky, a vytvaii nepolarni prosttedi vhodné pro

rozpousténi vitamind a hormoni.

Jak jiz bylo zminéno, tuky a oleje nachazi vyuziti 1 v petrochemickém primyslu, jejichz
pfeménou pomoci transesterifikace za pfitomnosti methanolu a katalyzatoru vznikaji latky
zvané methylestery (ME), které se svymi vlastnostmi podobaji vlastnostem nafty. Nachazi tak
vyuziti jako obnovitelny zdroj energie v podobé bionafty. Pfi spalovani se sice uvoliiuje méné
tepla (36 MJ/litr) nez pti spaleni nafty (38,9 MJ/litr), ¢imz se spotieba paliva zvySuje, na druhou
stranu cetanové Cislo u bionafty dosahuje podobné hodnoty jako u nafty (okolo 40) [1].
Cetanové ¢islo podmiiiuje kvalitu paliva procentualnim zastoupenim hexadekanu, a tim tak jak

snadno se palivo dokaze vznitit [1], [2], [3].
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Lipidy

Mezi lipidy patii slouceniny s vyssi molekulovou hmotnosti nepiesahujici 1500 g/mol [4]. Na
rozdil od sacharidi a bilkovin, jakozto makromolekuldrnich polymernich sloucenin nevytvari
lipidy polymerni fetézce, a tim se tak v tomto aspektu 1isi od sacharid a bilkovin [5]. Vzhledem
k existenci mnoha druhti lipidii nelze jejich chemickou strukturu jednozna¢né definovat. Kvtli
tomu se lipidy d€li do dalSich podskupin. Lipidy jsou latky pievazné hydrofobni povahy,
nerozpustné ve vodé. Naopak jsou tyto latky schopny se rozpoustét v nepolarnich
rozpoustédlech, jako je napi. diethylether ¢i benzin. Existuji i lipidy rozpustné v poldrnich
rozpoustédlech v diisledku pfitomnosti navdzanych hydrofilnich latek, které zvySuji polaritu

lipidd. Jedna se napiiklad o fosfaty (POs*") ¢i glukézu [4].

Lipidy se dé€li na lipidy (i) zmydelnitelné jednoduché, slozené a (ii) nezmydelnitelné. Mezi
jednoduché zmydelnitelné lipidy fadime acylglyceroly a vosky. Acylglyceroly se skladaji
z glycerolu a mastnych kyselin, vosky se skladaji z jednosytného alkoholu a vyssich mastnych
kyselin. Slozené lipidy maji ve svych strukturach obsazeny napiiklad molekuly glukozy
nebo fosfatovou skupinu [4]. Mezi sloZené¢ lipidy patii biochemicky odvozené slouceniny, jako
jsou napiiklad glycerofosfolipidy, sfingolipidy ¢i glykolipidy [5]. Nezmydelnitelné lipidy jsou
oznac¢ovany jako isoprenoidy, jejichZz zadkladni jednotku tvofi 2-methylbuta-1,3-dien. Do
skupiny isoprenoidu patii terpeny a steroly [4]. Specidlni skupinou spadajici do skupiny lipida
jsou polyketidy, které jsou tvofeny hlavnimi jednotkami methylenové a karbonylové
skupiny CH»-CO. Jedna o sekundarni metabolity, které vznikaji pfi katabolismu ¢i anabolismu

tukil v organismu [5].

Obecné¢ Ize tvrdit, Zze veskeré zmydelnitelné lipidy maji jednu spole¢nou slozku, kterou jsou
mastné kyseliny a jeZ jsou hlavni slozkou pfitomnou v tucich a olejich. Tuky a oleje spadaji do
skupiny acylglycerold. Oleje jsou za béznych podminek acylglyceroly v kapalném skupenstvi,
tuky jsou za béznych podminek acylglyceroly v tuhém skupenstvim [4]. Podrobnéji popsany

budou i funkéné odvozené derivaty mastnych kyselin, kterymi jsou estery a epoxidované estery.
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1.2 Tuky a oleje

Vyskyt

Tuky a oleje se vyskytuji v potravinach ve formé triacylglycerolti. Mohou vSak déle obsahovat
1-10 % parcialnich esterii glycerolu (mono a diacylglyceroly), mensi mnozZstvi fosfolipidii a asi
1 % doprovodnych latek (barviva a antioxidanty). V zavislosti na ptivodu tuku a oleje
rozliSujeme Zivocisné a rostlinné tuky [6].

Mezi hlavni zdroje tuku Zivoc¢isného piivodu patii zejména maso a ryby, které jsou ulozeny
v podkozni tukové tkéni, ale mohou se také ukladat do svaloviny ¢i vnitinosti. Dale se tuky
zivocisného ptivodu nachdzi ve vejcich a vyrocich mlékarenského primyslu, jako jsou maslo
a syry vyrobené z zivo¢isného mléka. Mezi hlavni zdroje tuku a oleje rostlinného ptivodu patii
pfevazné semena (tradi€né naptiklad zfepky olejky, slunecnice, podzemnice olejné, sdji

lustinaté ¢i kakaovniku) a méné Casto i ofechy (naptiklad vlasské ¢i kokosové ofechy) [6].

Rostlinny tuk ¢i olej je ziskavan vyhradné ze semen rostlin (40-50 % v susin€) [6,7], ¢i
z duZiny, ackoli v ofesich je zastoupeni tuktl a oleju patrné vyssi (43-71 % v susing) [8]. Ofechy
nejsou tradiéni surovinou pro ziskdvani tukG a oleji, protoze jsou lepSim zdrojem
polynenasycenych mastnych kyselin neZ semena, obsahuji dilezité bilkoviny, mineraly
a vitaminy, které by pfi zpracovani ofechi mohly byt znehodnoceny, a nachazi tak vyuziti jako

plnohodnotnéjsi zdroj Zivin ve vyZzivé ¢lovéka [8].

V semenech se nachazi vyssi zastoupeni lipidi jako zdsobarna energie, nebot’ v semenech
dochazi ke kli¢eni nové rostliny, ¢imz je k tomuto d&ji potteba velké mnoZstvi energie. Ve
velmi malém mnozstvi (0,5 — 2 % v susing) se jinak obecné nachézi rostlinny tuk v kazdé burice
rostliny v intraceluldrni bunééné membrané, kde zastupuje esencidlni roli zajist'ujici
metabolismus celé rostliny. Triacylglyceroly se v rostlindch nevyskytuji samostatné a Casto
jsou vazany k jinym lipidickym 1 nelipidickym slozkam pfitomnych v bunécné sténé ¢i jejim
okoli, coz narusuje vytéznost pii ziskavani oleje béhem zpracovani semen. Muze se jednat

napiiklad o fosfolipidy, glykolipidy, bilkoviny ¢i dokonce $krob [7].

S rostoucim mnoZstvim véazanych bilkovin se zvySuje polarita komplexu tuk-bilkovina.
Komplex je tak moZno rozpustit ve vodé, a proto neni mozné pro ziskani tuku z rostlinnych
pletiv vyuzit nepolarni rozpoustédla, bézn€ vyuzivana pii extrakei tukli a oleji. Vazany tuk je
mozno ziskat pouzitim méné polarniho rozpoustédla, naptiklad niZ$i alkoholy, ¢i zahtatim, aby

doslo k rozpadu komplexu [7].
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Chemicka struktura tuki a oleji

Triacylglyceroly

Tuky a oleje se chemicky nazyvaji triacylglyceroly (TAG). Zakladni kostru triacylglycerolt
tvoii glycerol (G) a k nému navdzané 3 mastné kyseliny (MK), které jsou ke glycerolu navazany
skrze alkoholovou skupinu glycerolu a svoji karboxylovou skupinu (Obr. 1). Slozeni
triacylglycerolti je proménlivé a zavislé na druhu a kvantitativnim zastoupeni mastnych kyselin
v molekule. V zavislosti na po¢tu vazanych mastnych kyselin ke glycerolu dale rozeznavame
monoacylglyceroly s jednou vazanou mastnou kyselinou na glycerol a diacylglyceroly s dvéma

vazanymi mastnymi kyselinami.
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A T T T O T R T
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Obrazek 1: Triacylglycerol s obsahem nasycenych a cis nenasycenych mastnych kyselin:

C10:0, C10:0, cis C10:1 [9].

Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou povaZovany za vyssi kyseliny, které tvoii uhlikaté fetézce riznych
délek, jejichz posledni uhlik je zakoncen karboxylovou skupinou. Dle poc¢tu atomi uhliku
v fetézci rozezndvame niZ$i mastné kyseliny (C4 — C6), mastné kyseliny se sttedné dlouhym
fetézcem (C8 — C12), s dlouhym fetézcem (C14 — C18), s velmi dlouhym fetézcem (C20 — C26)
a s ultra dlouhym fetézcem (C28 — C38) [6].

V zavislosti na pfitomnosti dvojnych vazeb mezi uhliky rozezndvame nasycené a nenasycené
mastné kyseliny. Nasycené mastné kyseliny ve svém fetézci neobsahuji zadnou dvojnou vazbu,
zatimco nenasycené mastné kyseliny maji ve svém fetézci obsazenu nejméné jednu dvojnou
vazbu (monoenové mastné kyseliny). V ptipadé, Ze se v uhlikatém fetézci nachazi dvé a vice
dvojnych vazeb, mluvime o tzv. polyenovych mastnych kyselinach. N¢které nenasycené
mastné kyseliny jsou povazovany za esencialni mastné kyseliny, které hraji ve vyzivé ¢loveka
velmi diilezitou roli, nebot” lidsky organismus diky absenci enzymi neni schopen tyto latky

v téle vytvofit, a je tak nutné tyto mastné kyseliny pfijimat pouze ze stravy. Existuji i podminéné
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esencidlni mastné kyseliny, které je lidsky organismus schopen vytvofit, ale pouze

z esencialnich mastnych kyselin.

V ramci nenasycenych mastnych kyselin dale rozezndvame izomery cis a trans nenasycenych
mastnych kyselin. Lisi se prostorovou polohou vodikli vdzanych na uhlicich, mezi nimiz se
nachdzi dvojna vazba. Cis-nenasycené¢ mastné kyseliny obsahuji vodiky umisténé v jedné
roviné mezi dvojnou vazbou, ¢imz tvoii zlomené fetézce, zatimco trans-nenasycené mastné
kyseliny maji vodiky umistény v opacnych rovinach, a vytvari tak rovné fetézce. Ackoli se
jednéd chemicky o totozné latky, rozdilnd konfigurace v poloze vodikli ma vliv na odlisné
fyzikalni vlastnosti a metabolismus v lidském téle. Konfigurace cis se piirozené¢ nachazi
v rostlinnych zdrojich tukl a oleji. Zdrojem trans-MK muze byt kravské mléko, v némz
trans-MK vznikaji anaerobni fermentaci neboli biohydrogenaci v bachoru krav. Obsah trans-
MK muze byt regulovan stravou a zdravim zvifete. I v matefském mléce by evidovana
pritomnost trans-MK, jejichz mnozstvi 1ze redukovat ptijmem rybiho oleje s obsahem omega-
3 a omega-6 mastnych kyselin. Dal§i moznosti vzniku trans izomerl je hydrogenace tukl
a olejii pro vyrobu margarint, kdy se tuky a oleje s obsahem nenasycenych mastnych kyselin
syti vodikem, ¢imz dochazi nejen k zvySovani stupné nasycenosti ale také k presuniim atomu
vodikd, coz potencionalné mtize vést i ke vzniku trans-MK [10]. Trans-MK mohou vznikat i pfi

zahfivani oleje s obsahem nenasycenych mastnych kyselin pfi smaZeni (160-220 °C) [11].

Vzhledem k velkému poctu existujicich mastnych kyselin doslo pro praktické ucely k zavedeni
trividlnich ndzva u obvyklych mastnych kyselin prevladajicich v bézné praxi. Soucasné byly
1 zavedeny zkratky pro zdpis mastnych kyselin ve form& N:M, kde N je pocet atoml uhliku

v molekule a M je pocet dvojnych vazeb [6].

Vlastnosti mastnych kyselin
Na zaklad¢ rozdilnych délek MK, rozdilného stupné nenasycenosti a polohy dvojnych vazeb

mezi uhliky MK se tak odviji i rozdilné vlastnosti MK:

Skupenstvi: Obecné plati, ze s rostouci délkou uhlikaté¢ho fetézce a s tim i1 navySujici se
molekulovou hmotnosti mastné kyseliny roste bod tani a varu, ¢imz naopak klesa jeji t€kavost
[12,13]. Naopak se zvysSujicim se stupném nenasycenosti mastné kyseliny, tedy se zvysujicim
se po¢tem dvojnych vazeb dochazi k poklesu bodu tani [13]. To je naptiklad diivodem, pro€ se

kokosovy tuk, ktery obsahuje pfevazné nasycené mastné kyseliny (zvySujici bod tani), nachazi
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za béznych podminek v tuhém skupenstvi v porovnani s ostatnimi rostlinnymi oleji, které

obsahuji nenasycené mastné kyseliny [12].

Rozpustnost: S rostoucim uhlikatym fetézcem MK dochazi k poklesu jeji polarity, a tim tak
klesd jeji rozpustnost v polarnich rozpoustédlech (napf. voda) a roste jeji rozpustnost

v nepolérnich rozpoustédlech (napt. chloroform) [13].

Kinematickd a dynamicka viskozita: S rostoucim uhlikatym fetézcem MK roste 1 viskozita MK,

naopak se zvysujici se nenasycenosti MK dochézi k poklesu viskozity [14]. Viskozita se dale
snizuje, jestlize jsou v oleji obsazeny trans-MK [10]. Dalsi faktorem, na kterém je zavisla

viskozita MK, je obecné teplota. Se zvysujici se teplotou klesa viskozita MK [14].

Ziskavani tukii a oleja

Uprava semen

Vychozimi rostlinnymi surovinami pro vyrobu tukil a olejl jsou semena, boby, jadra a duzina
plodl. Vzhledem k tomu, Ze sklizené plody, z kterych se nasledné tuky a oleje vyrabi, podléhaji
rychlé zkaze, je potieba tyto suroviny okamzit¢ zpracovat jiz na misté sklizné. Jedna se
prevazné o olivy, avokada, palmové ofechy ¢i kokos, a tak je jejich vyroba podminéna
lokalnimu zpracovani. Semena plodii 1ze uchovévat delSi dobu, a neni tudiz potieba tyto
suroviny okamZité zpracovavat pro vyrobu olejl. [15]

Po sklizni semen a pted jejich ndsledném uskladnéni je potfeba, aby byla semena tadné
prociSténa a odseparovana od nezralych, mechanicky poskozenych, cizich ¢i ptipalenych
semen. SuSenim (pii 60 °C) se redukuji komplikace béhem dalSiho zpracovani [15, 16].
Susenim jsou semena zbavena piebytecné vlhkosti pod stanovenou mez, aby se semena mohla
skladovat (pod 11 % hm. vlhkosti). Diky snizeni vlhkosti, vyttizeni Spatnych semen a vhodnou
upravou teploty skladovani je zabranéno vzniku biochemickych transformaci. Zanedbanim
suSeni a tfidéni semen muizZe dochazet napiiklad k enzymatické Cinnosti lipaz, které jsou
schopny $té€pit TAG za vzniku mastnych kyselin. Diky pribéhu této reakce dochézi ke snizeni

vytéznosti oleje ze semen [15].

Mieti a klimatizace semena

Semena jsou mleta v mlecich stolicich pfi tlacich v fadech MPa, aby ziskavani oleji probihalo
co nejsnadnéji a nejucinngji. Na rozdil od lisovani se mleti 1i§i v tom, Ze semena pomoci mleti
jsou pouze rozstfizena mezi dvéma to¢icimi se valci, kdy jeden vélec se toci rychleji nez druhy,

a tim tak dochézi pouze k naruseni bunécné stény. [15]
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Druhou upravou semene je tzv. klimatizace semena, kterd probihd v nahtivacich panvich.
Principem této upravy je pronikani syté vodni pary o teplot¢ 85—-110 °C do bunééné stény
semene v horni ¢asti nahtivaci panve, ¢imZ dochazi i k nariistu vlhkosti semene (12-15 hm. %).
Latky pfitomné v bunécné sténé, které jsou ve vod¢ rozpustné (hlavné polysacharidy
a bilkoviny), vytvaii hydrofilni gely, ¢imz dochazi k dal§imu naruSeni bunécné stény, a prastup
oleje je tak usnadnén. Nasledné jsou hydratovand semena susena v dolni ¢asti nahiivaci panve
ze stalého michani do dosazeni 4-6 % hm. vlhkosti dle optiméalnich mechanickych vlastnosti

konkrétniho semena. [15]

r

Lisovani
Principem lisovani je mechanické uvolnéni oleje zkapilar rostlinnych pletiv vlivem
pravidelného pusobiciho tlaku v Snekovém lisu, ve kterém dochazi stfidavé ke kompresi
a expanzi (200 MPa). Pii lisovani je usnadnén vytok oleje ze semene nebo je usnadnén pristup
extrakéniho rozpoustédla do semene béhem extrakce. Provadi se pouze v ptipadé, jestlize se
v semenech nachazi alesponn 20-25 % oleje [15,16]. Lisovany olej obsahuje zhruba 1-10 %
necistot, které jsou filtraéné odd¢leny na semikontinudlnich deskovych filtrech [15].

Pted lisovanim hraje dtlezitou roli uprava semen, od které se nasledn¢ odviji i vysledna kvalita
oleje. Pro ziskani cennych latek ptritomnych v oleji se vyuziva lisovani za studena. VysusSena
a oCisténd semena jsou lisovana pti 20 °C, ale vzhledem k nariistu tlaku béhem lisovani dochazi
1k zahtivani oleje, proto je teplota udrzovana pomoci chladiciho systému. Diky této technologii
dochazi ke zvyseni kvality oleje, které jsou bohaté na antioxida¢ni latky. Mezi hlavni vyhody
patii Gispora energii. Hlavni nevyhodou je naopak nizsi vytéZznost, v semenech zlstava jeste asi

7 % oleje. [16]

Extrakce

Principem extrakce je separace oleje od rostlinnych pletiv extrakénim rozpoustédlem, ve
kterém se dokdze rozpustit hlavné olej na rozdil od ostatnich slozek pfitomnych v semenu.
Extrahovat Ize jiz 1 vylisovana semena pro vyssi vytéznost oleje, nebot’ t€innost lisovani nikdy
neni 100 %. Uinnost extrakce je zavisla na rychlosti toku rozpoustddla skrze narusenou
bunéénou sténu. Pouziti konkrétniho vhodného extrakéniho ¢inidla je zavislé na mnoha
faktorech, kterymi jsou vysokd rozpustnost oleje za nizkych teplot, vysoka selektivita,
chemicka inertnost, nizk4 toxicita vici lidem i zivotnimu prostiedi, hoflavost a vybusnost, nizka
viskozita a povrchové napéti, nizka spotieba energie, nemisitelnost s vodou, nizké rozmezi
bodu varu, nizké vyparné teplo. V praxi neexistuje zadné extrak¢ni cinidlo, které by

vyhovovalo v§em zminénym narokiim, av§ak nejcastéji se v praxi vyuziva extrakéni benzin ¢i
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v lepSim ptipadé technicky hexan, jehoz destilaéni rozmezi je uzsi nez destila¢ni rozmezi
extrakéniho benzinu. [15]

Specialnim extrakénim ¢inidlem je superkritickych oxid uhlicity CO», ktery se pfi
superkritickém stavu (304 K, 7,4 MPa) nachdzi soucasné v kapalném a plynnym skupenstvi,
¢imz zvySuje vytéznost oleje. Béhem superkritické fluidni extrakce (SFE) neposkozuje latky
cenné¢ a vyuzivané ve farmaceutickém a kosmetickém primyslu pro své anti-zanétlivé,
antioxidacni a antibakterialni uc¢inky (Obr. 2). Vyhodou této techniky je sniZzena spotieba
energii, zkraceni doby extrakce, redukce pouzivanych latek toxickych vici zivotnimu prostiedi

a lepsi kvalita olejt. [17]

Obrazek 2: Technologie vyroby malinového oleje: lis (A), superkriticky fluidni extraktor (B),
extraktor (C) [17].

Extrakce probihd za atmosférického tlaku a za teploty niz§i, nez je teplota bodu varu
extrakéniho ¢inidla, obvykle v rozmezi 50-55 °C. V dnes$ni dob& se extrakce uskuteciiuje
v protiproudém extraktoru, kdy na jedné strané vstupuje do extraktoru extrakéni Cinidlo, na
druhé¢ stran€ upravena ¢i vylisovana semena. Po extrakci jsou produkty procesu pokrutiny, které
se dale vyuzivaji pro krmné ucely, a miscela o koncentraci oleje minimalné 30 % (extrakcni
rozpoustédlo + olej). Miscela je nejprve zfiltrovana na talifovych semikontinudlnich filtrech

a olej z miscely je nasledné ziskan pomoci destilace za snizeného tlaku ve tfech stupnich. [15]

Rafinace lisovaného a extrahovaného oleje
Tzv. surovy olej je olej, ktery je prvotné ziskan procesem lisovani a extrakce. Béhem procesii
se do oleje dostavaji i jiné latky, které je nasledné potieba oddélit, aby byl ziskan olej o vysokeé

Cistoté s minimalni koncentraci fosfolipidii, volnych mastnych kyselin, barviv a se senzoricky
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neutrdlni chuti a vini. Proto surovy olej podléha rafinaci v né¢kolika procesech v zavislosti na

typu odstranované latky (Obr. 3). [15]

Obrazek 3: Rafinace rostlinného oleje, Farmet, Madarsko [18].

Pomoci hydratace (tzv. odslizeni) jsou z oleje odstraniovany latky hydrofilni povahy. Celkové
tento rafinacni proces slouzi ke snizeni obsahu fosforu v oleji. Odstranovanymi latkami jsou
napiiklad glykolipidy ¢i fosfolipidy, jez jsou piirozenou slozkou bunéénych pletiv semen. Po
jejich separaci jsou nadale vyuZzivany jako emulgatory, jednim z nich je takzvany lecitin. Do
surového oleje se pridava H>O o teploté 60-90 °C ¢i 2-3 % kyselina citronova nebo fosforecna
pro ucinnéjsi rafinaci. Pti kontaktu horké vody s hydrofilnimi latkami dochazi k tzv. koagulaci,
hydrofilni latky se za¢nou k sobé shlukovat a vytvaiet sediment, ktery je pomoci talifové

odstfedivky odstranén. [15]

Alkalicka rafinace slouzi k odstranéni volnych mastnych kyselin pfitomnych v oleji
(0,5 -3 hm. %). Jeji princip spociva v neutralizaci mastnych kyselin pomoci roztoku NaOH
(3—20 hm. %) za vzniku mydel rozpusténych v H>O (mydlovy kal). Neutralizace probiha pti
50-90 °C v zavislosti na koncentraci NaOH. S rostouci koncentraci NaOH klesa teplota, pfi
které neutralizace probiha, aby se zabranilo uvolnéni velkého mnozstvi tepla. Alkalicka
rafinace probiha v nékolika stupnich. V prvnim stupni dochazi k hydrataci oleje pomoci H3POas,
v druhém stupni dochdzi k neutralizaci, ve tfetim stupni dochazi k suSeni na vakuovych

suSicich. [15]

Béleni olejli se vyuZziva pro odstranéni karotenoidnich a feofytinovych barviv na zakladé
adsorpce barviv probihajici na bélici hlince horninového (bentonitového) typu. Lze vyuzit
i aktivni uhli, jestlize barviva jsou té€zce adsorbovatelna. Béleni probihd v kontinualnich
béli¢ich za snizeného tlaku pii 80—95 °C po dobu 25-35 minut, kdy se do proudu oleje davkuje

bélici hlinka, ktera je nasledné odstranéna na semikontinuélnich filtrech. [15]
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Poslednim procesem v ramci rafinace je deodorace oleje k dosazeni neutralni chuté a viné.
Deodorace je zalozena na destilaci s vodni parou pii teploté 180-240 °C. Destiluji se t€kavejsi
latky s vysSimi hodnotami parcialniho tlaku oproti parcidlnimu tlaku oleje. Mezi t¢kavé latky
snizujici senzorickou jakost oleje patii napiiklad aldehydy, ketony, alkoholy ¢i zbytky volnych
mastnych kyselin po alkalické rafinaci. Béhem deodorace soucasné dochazi k naruseni nutri¢ni
a oxidacéni stability vlivem ztraty sterolll a tokoferolii [15]. Vlivem pidni vyzivy semene se
mohou dostat do rafinovanych fritovacich oleji kovy (Zelezo, méd’, mangan) az do koncentraci
40 ppm katalyzujici autooxidacni procesy [7]. Proto se do rafinovanych olejt ptidava napiiklad

kyselina citrénova jako inhibitor zeleza (0,02 — 0,04 hm. %) [15].

Specidlnim typem rafinace je fyzikalni rafinace. Jedné se o destila¢ni postup separace volnych
mastnych kyselin (1,5 hm. %) za analogicky stanovenych podminek, jako probiha deodorace.
Nutnou podminkou pro provedeni fyzikalni rafinace je predchozi hydratace a béleni oleje
s dosazenim nizkého obsahu fosforu (3—5 ppm). Pro dosazeni nizkého obsahu fosforu v oleji se

béhem béleni vyuziva i SiO», ktery je schopen piednostné na sebe véazat fosfolipidy. [15]

1.3 Transesterifikace

Estery mastnych Kkyselin

Estery mastnych kyselin jsou funkéni derivaty, které se skladaji z mastné kyseliny a alkoholu.
V zavislosti na délce uhlikatého fetézce mastné kyseliny, alkoholu a sytosti alkoholu,
rozeznavame nekolik typd esterd mastnych kyselin, od nichz se odviji 1 vyuziti v redlném
zivoté. Mezi znamé estery mastnych kyselin patii nejen acylglyceroly, ale také vosky [4]. Estery
MK mohou vznikat reakci zvanou esterifikace Ci transesterifikace. Mechanismus uvedenych
reakci je odliSny, nebot” do reakce vstupuji odlisné reaktanty, ¢imzZ se tak méni 1 typ pouZitého

katalyzatoru.

Esterifikované a transesterifikované mastné kyseliny nachézi pestré vyuziti. V potravinarském
primyslu slouZi pfi vyrobé margarinli a v kosmetickém primyslu se pouZzivaji jako emulgétory
ve form¢ monoglyceroli nebo diacylglyceroli [6,7,12]. Emulgatory jsou latky obsahujici
polarni i nepolarni ¢ast, ¢imz jsou tak schopny spojit dv€ nemisitelné faze (napf. olej a voda).
V chemickém primyslu se transesterifikace vyuzivd pro pfipravu methylesterii (bionafta),
biologicky odbouratelnych latek. Pro estery vyuzivané jako biopaliva jsou typické estery

skladajici se nejCastéji z mastnych kyselin o délce 16—18 uhlikli a niZ§iho jednosytného
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alkoholu [19]. Transesterifikace se hojné vyuziva pii analyze zastoupeni mastnych kyselin

v tucich a olejich pomoci plynové chromatografie ve form¢ methylesterti [20].

Reaké¢éni mechanismus esterifikace a transesterifikace

U transesterifikace reaguji acylglyceroly (estery) s jednosytnym alkoholem za alkalické ¢i
kyselé katalyze opét za vzniku esteru. U esterifikace reaguje mastnd kyselina s jednosytnym
alkoholem za kysel¢é katalyzy a vznika ester. Pro esterifikaci neni mozna alkalicka katalyza,
nebot’ by doslo k neutralizaci volnych kyselin, a tim tak ke vzniku mydel (soli mastnych

kyselin) a nikoli ke vzniku esteru [19].

Esterifikace mastnych kyselin je nejcastéji katalyzovdna pomoci silné minerdlni kyseliny
(H2S04) [19]. Mechanismem kysele katalyzované esterifikace je vznik nékolika rezonanénich
struktur mastné kyseliny atakované protonem vodiku na karbonylovou skupinu. Diky tomu
vznika kladny néboj na uhliku, ktery je tak schopen na sebe navazat alkoholovou skupinu
z jednosytného alkoholu. Pfesunem protonu vodiku z alkoholové skupiny jednosytného
alkoholu na ptivodni karbonylovou skupinu pfitomnou v mastné kyseliné dochazi k odstépeni

molekuly vody a nasledné 1 protonu vodiku jakoZto katalyzatoru za vzniku esteru (Obr. 4 A).

Transesterifikace acylglycerolli je podminéna bazickou katalyzou nejCastéji pomoci KOH,
ktery jako velmi silnd baze na sebe vaze proton vodiku z alkoholové skupiny jednosytného
alkoholu, diky ¢emuz je jednosytny alkohol schopen atakovat uhlik v ramci karboxylové
skupiny s parcidlnim kladnym nabojem, a dochazi tak ke vzniku meziproduktu, ktery umoziuje
odstépit molekulu mastné kyseliny se soucasné esteroveé navazanym alkylem, ktera piedstavuje
v zévislosti na pouZiti jednosytného alkoholu pfislusny alkylester. Nasledné je proton vodiku
z baze prenesen zpét do ptivodni molekuly jiZ ochuzené o jednu odstépenou mastnou kyselinu

(Obr. 4 B).
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Obrazek 4: A — Mechanismus kysele katalyzované esterifikace (mastna kyselina +
alkohol) [21]. B — Mechanismus alkalicky katalyzované transesterifikace (triacylglycerol
+ alkohol) [22].

Z pohledu kinetiky je jednim z faktorQ, na kterém zavisi prab¢h reakce, teplota. Pro esterifikaci
1 transesterifikaci plati, Ze reakce musi probihat za vyssi teploty, nez je pokojova teplota (18-
25 °C) [23,24]. Obecné plati, ze ¢im je dosazeno vyssi teploty (40—65 °C), tim dochazi k nariistu

rychlosti reakce a dochazi k rychlejSimu ustanoveni rovnovahy [23].

Transesterifikace v chemickém prumyslu

Methylestery se nejcastéji pripravuji z rostlinnych olejt, jedlych i nejedlych. ME lze ptipravit
1z jiz vyuzitych olejl a Zivocisnych tuki (Obr 5) [19].

o}
I I

CH,~O—C—R! CH,~OH  CHz;0—C—R!

‘ (u) I

CH—0—C—R? +3CH;0H —» CH—OH + CH4+O—C—R?

KOH
R ?
CH,-O—C-R3 CH,~OH  CHs+0—C—R3

Obrazek 5: Transesterifikace: TAG a MeOH (vlevo), G a ME (vpravo) [25].

Vzniklé methylestery se svymi vlastnostmi velmi podobaji vlastnostem nafty tim, Ze obé& latky
jsou schopny se vznitit za velmi podobnych podminek [1]. Schopnost vzniceni je zavisla na
teploté vzniceni, pii které se za presn¢ definovanych podminek vytvaii nad hladinou hotlavé
kapaliny takové mnozstvi par, Ze jejich smés se vzduchem za¢ne hotet. [3,26] Tim se tedy
rozumi, ze ¢im je teplota vzniceni niZsi, tim ochotnéji je latka schopna se vznitit, hotet a uvolnit
energii, ¢ehoz se v automobilovém priimyslu hodné vyuziva, aby byl motor rychle nastartovan

a zahfan. Methylestery jsou schopny se vznitit za velmi podobnych podminek jako hexadekan,
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od jehoz procentualniho obsahu v palivu je odvozeno cetanové Cislo (tv, (hexadekan) =201 °C
[2], tvz (methylestery mastnych kyselin C16-C18 a C18-nenasycenych) = 173 = 1 °C [27]).

Jedna se tedy o malo tékavé latky, jejichz samovzniceni je podpoieno vysokym tlakem [2].

Bionafta neobsahuje aromatické uhlovodiky s obsahem dusiku a siry, ¢imz se tak redukuji
vypusténé emise do ovzdus$i pfi spalovani paliva ve formé oxidi dusiku a siry, snizuje se

1 produkce CO» [1].

Transesterifikace v potravinarském priamyslu

Esterifikace se v potravinarském primyslu vyuzivala k vyrobé emulgatorti, avSak v dnesni

dobé se s ni jiz ¢asto nesetkame. Oproti esterifikaci se zaCala vice vyuzivat transesterifikace [6].

Princip katalyzované transesterifikace neslouzi pouze k vyrobé alkylesteri vyuzivanych
v chemickém primyslu, ale také ke zméné polohy acylii vdzanych na glycerol v molekule
triacylglycerolu a k vyméné acyli mezi dvéma molekulami triacylglyceroll, ¢imz vznikaji
nové triacylglyceroly s odlisnymi chemicko-fyzikalnimi vlastnostmi [12]. Kombinaci pomoci
transesterifikace triacylglycerolti s obsahem nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin
vznikaji triacylglyceroly, které maji ve svych strukturdch jiz obsazeny nasycené i nenasycené
mastné kyseliny. Transesterifikaci ze dvou riznych TAG riznych chemicko-fyzikalnich
vlastnosti vznika jeden novy TAG, ktery ma stejné vlastnosti. Tato reakce, zvana také jako
esterovd vyména, se vyuziva v potravinaiském primyslu pfi pfipravé strukturniho tuku
obsazeného v tukové nasad¢ margarinu. Ve vysledné rovnovazné smési je rozloZeni acyli
mastnych kyselin v triacylglycerolech nahodilé, a tedy zcela odlisné od sloZeni acyli mastnych

kyselin v plivodnich pfirodnich triacylglycerolech. Jedna se o tzv. randomizaci [6].

Reakce probiha rychle pi 50-160 °C v zavislosti na tom, zdali je reakce katalyzovana alkalicky
¢1 enzymove, aby se zabranilo kondenza¢nim reakcim mezi estery [6,12]. Jako alkalicky
katalyzator se v potravinafstvi nejcastéji pouziva hydroxid sodny nebo methoxid sodny, jako
enzymovy katalyzator se pouziva enzym lipdza, pankreaticka lipaza (EC 3.1.1.3), ktera je
schopna §té€pit triacylglyceroly az na glycerol a mastné kyseliny a je schopna katalyzovat uz pfi

nizkém obsahu rozpusténé vody v oleji [6,28].

Reakci je mozZno fidit snizovanim teploty, aby doslo ke krystalizaci nejvyse tajici slozky, tim
k ustanoveni rovnovahy, a tim tak k ukonceni reakce. TAG v pevném skupenstvi se nemohou

transesterifikace ucastnit [6].
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1.4 Epoxidace

Epoxidy methylesterii nenasycenych mastnych kyselin

Epoxidy jsou slouceniny, jez maji ve své struktuie zabudovany kyslik ve formé oxiranového
kruhu. Jedna se o velmi reaktivni latky, nebot’ oxiranovy kruh svymi chemickymi vazbami svira

nizky uhel mezi atomy [29].

Epoxidy ME se pfipravuji synteticky kysele katalyzovanou radikalovou adici [30,31]. Aby bylo
mozno epoxidy ME pfipravit, je nutné, aby v ME byly obsazeny nenasycené mastné kyseliny.
Peroxid vodiku H>O» je pomoci kyselé katalyzy ,,pfeveden* na rozpustnéjsi peroxokyselinu,
ktera ochotnéji pfenasi kyslik na dvojnou vazbu mezi uhliky v organickém prostiedi. Jako
katalyzator se vyuziva kyselina mravenéi HCOOH (octovd CH3COOH). ME reaguji
s peroxokyselinou podle uvedeného schématu (Obr. 6) [30]. Jako produkty vznikaji epoxidy
riznych kombinaci, tj. s odliSnou polohou a poctem oxiranového kruhu ¢i geometrické cis
a trans izomery (Obr. 7). S rostoucim poctem oxiranovych kruhti a dvojnych vazeb v poloze cis

roste bod varu epoxidu [32].
Hylly & HIAHI —— HCOOOM + B0
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CHy {CHyhr '-_-_‘- [CH)n — C O H) CHy — (CHajn — HC — CH == {CH2 1N =" = 0"y + HOOOH

L:I Iil
Obrazek 6: Mechanismus epoxidace ME pomoci kyseliny permravenci [31,33].

Nevyhodou pouziti kyseliny permravenci (¢i peroctové) je jeji termickd nestabilita. Pokud se
v pritbéhu reakce i po ukonceni epoxidace, ktera probiha pii 60 °C, nachazi v prostfedi nadbytek
nezreagované karboxylové kyseliny, mize dojit k otevieni oxiranového kruhu, a tim tak
k zaniku epoxidii (Obr. 8). Pro zabranéni rozpadu se nadbytek kyselin neutralizuje pomoci slabé

zasady po ukonceni epoxidace (napt. pomoci Na>xCO3), a dochdzi tak k zastaveni reakce [30].
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Obrazek 7: ME C18:3 a jeho mozné izomery epoxidii v zavislosti na poctu a poloze

oxiranovych kruhii; A— 1 oxiranovy kruh, B— 2 oxiranové kruhy, C— 3 oxiranové kruhy [32].
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Obrazek 8: Otevreni oxiranového kruhu pri nadbytku kyseliny [30].

Epoxidace v chemickém primyslu

Preménou rostlinnych oleji a zivoc¢isnych tukii na methylestery a jejich naslednou upravou na
epoxidy nebo piimou epoxidaci rostlinnych olejli a Zivo€isnych tuki vznikaji latky s pfiznivymi
vlastnostmi, které nachazi vyuziti jako zmékcovadla, stabilizatory, prekurzory ¢i meziprodukty
pii vyrobé polymeri [30,31]. Epoxidy se mohou také vyuzivat jako slozky maziv, natérovych
hmot nebo geli [30]. Pomoci maziv dochazi ke snizeni opotiebeni a tfeni mezi sty¢nymi
plochami. Sou¢asné¢ mohou plisobit jako tésnici a chladici prostiedky a brani proti vzniku

koroze [31].

Mezi nejvétsi vyhody téchto aplikaci je zejména nizka toxicita a biodegrabilita surovin jakoZto
jedlych tukli a olejli v porovnani s ropou, ktera primérné slouzila jako zdroj pro vyrobu epoxidii.
Dalsi vyhodou je soucasné fakt, ze rostlinné oleje a tuky patii mezi obnovitelné zdroje oproti

ropé€ [30,31].

Na ptipravu epoxidl se preferuji ME, které maji nizsi viskozitu oproti TAG. V technologickeé
praxi lze smés v reaktoru béhem epoxidace 1épe michat [31]. DalSim diivodem pro piipravu

epoxidi z ME je glycerol, ktery vznikd jako vedlejsi produkt béhem transesterifikace
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a zastupuje nenahraditelnou roli naptiklad v kosmetickém nebo farmaceutickém pramyslu.
Dulezitym faktorem pro pfipravu epoxidii je nenasycenost neboli hodnota jodového cisla
methylesterti. Na epoxidaci se uptednostiiuji ME s jodovym c¢islem vy$sim nez 120 g [/100 g
oleje dle normy EN 14214, nebot’ tyto ME maji nizkou oxidac¢ni stabilitu a nemohou byt tak
vyuzity jako palivo [32].

Mezi hlavni rozdily epoxida ptipravenych z TAG a ME patii jejich zavislost viskozity na
teploté. U epoxidi ptipravenych z TAG je kinematicka viskozita siln€ zavisla na teploté. Se
zvysujici se teplotou prudce klesd viskozita. U epoxidl ptipravenych z ME se viskozita pii

zménach teploty méné neméni [31].

Epoxidy mohou déle reagovat kromé s organickymi kyselinami i s vodou ¢i peroxidem vodiku

za vzniku alkoholt, ¢imz tak dochézi k otevieni oxiranového kruhu (Obr. 9) [32].
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Obrazek 9: Hydratace epoxidu methylesteru C18:1 za vzniku dvojsytného alkoholu [34].

Epoxidace v potravinarském primyslu

Epoxidy patii mezi Skodlivé latky, které se mohou dostat do lidského metabolismu. Epoxidy
jakozto latky o vysoké reaktivité mohou reagovat s molekulou DNA, atim tak poskodit
geneticky kod. Reakei epoxidu s lipidy dochazi k jejich oxidaci a vzniku peroxidi, které hraji

dulezitou roli v karcinogenezi [29].

Pii kontaktu epoxidu s molekuldrnim kyslikem mtiZze dojit ke vzniku reaktivnich forem kysliku
ve formé superoxidového anion-radikalu (¢O;") ¢i hydroxylového radikalu (¢ OH) naruSujici
bunécné struktury [29]. Reaktivni formy kysliku mohou byt dale enzymaticky katalyzovany az
na peroxid vodiku, ktery je schopen reagovat s nenasycenymi mastnymi kyselinami za vzniku

peroxokyselin, které se izomericky méni na epoxidy (Obr. 10) [35].
Proto epoxidace v potravinaiském priimyslu nenachéazi uplatnéni.
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Obrazek 10: Vznik epoxidu z nenasycené mastné kyseliny v lidskéem metabolismu, enzymaticky

katalyzovano [35].
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1.5 Analytické metody

Analyza tuku a oleji

Tukova ¢isla

Cislo kyselosti (CK) vyjadfuje obsah volnych mastnych kyselin piitomnych v esterech. Udava
se jako mnozstvi hydroxidu draselného (KOH) v miligramech potfebného na neutralizaci
veskerych volnych mastnych kyselin v 1 gramu oleje. Cislo kyselosti se stanovi a vypo&ita na
zaklade spotfeby 0,1 M NaOH pfi zrizovéni fenolftaleinu, ktery se prepocita na mnozstvi KOH.
Cislo zmydelnéni (CZ) vyjadfuje obsah veskerych mastnych kyselin piitomnych v tucich
¢i olejich (volnych a esterové vazanych). Udava se jako mnozstvi hydroxidu draselného KOH
v miligramech potfebného na neutralizaci veskerych mastnych kyselin v 1 gramu oleje.
Rozpustény tuk ¢i olej je pii varu pod zpétnym chladi¢em zahtivan po dobu 1,5 hodiny spole¢né
se zndmym mnozstvim ethanolického roztoku KOH, aby doslo k rozpadu esterové vazanych
mastnych kyselin v TAG a k reakci MK s KOH za vzniku mydel. Nezreagované mnozstvi KOH
je jesté za horka titrovano pomoci HCl do odbarveni riZového zbarveni fenolftaleinu a ¢islo

zmydelnéni je spocitdno na zéklad¢ spotifeby HCI.

Esterové &islo (EC) vyjadiuje obsah esterové vazanych mastnych kyselin v TAG, a tim i &istotu
oleje v porovnani s ¢islem zmydelnéni. Udava se jako mnozstvi hydroxidu draselného KOH
v miligramech potfebného na neutralizaci vazanych mastnych kyselin v 1 gramu oleje.

Z rozdilu hodnot ¢isla zmydelnéni a ¢isla kyselosti se zisk4 hodnota esterového ¢isla.

Peroxidové &islo (PC) vyjadiuje obsah vazaného kysliku ve formé hydroperoxidt (Obr. 11),
které vznikaji v prvni fazi zluknuti tuki a oleji. Udava se jako mnozstvi kysliku (O)
v milimolech na 1 kilogram oleje. Pfitomnost kysliku se zjist'uje pomoci nepiimé jodometrické
titrace. Cast znamého mnozstvi jodidu draselného KI se za omezeného pfistupu svétla
a vzduchu oxiduje na jod I vlivem pfitomnosti hydroperoxidl v tucich a olejich v prostiedi
kyseliny octové. Vylouceny I» je nasledné titrovan pomoci thiosiranu sodného Na>S>0;3 do
odbarveni modrofialového zbarveni Skrobového mazu [36]. Peroxidové cCislo se vypocita

z rozdilu spotieb Na»S»03 na slepy vzorek a titraci vzorku.

Obrézek 11: 13-hydroperoxylinolové kyselina [37].
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Jodové Cislo

Jodové ¢&islo (JC) charakterizuje stupeii nenasycenosti neboli obsah dvojnych vazeb v tucich
a olejich (methylesterech). Vyjadiuje se jako mnozstvi halogenu potfebného na adici veskerych
dvojnych vazeb mezi uhliky ve 100 gramech tuku ¢i oleje. Obecné plati, ze ¢im je jodové Cislo
vy$si, tim je vyssi 1 stupen nenasycenosti tuku ¢i oleje [36].

Jodové Ccislo lze stavit dle HanuSovy (IBr) ¢i Wijsovovy metody (ICl) pomoci zpétné
jodometrické titrace, kdy zname mmnozstvi jodidu draselného reaguje s nezreagovanym
bromidem jodnym (chloridem jodnym) za vylouceni jodu, ktery je titrovan pomoci thiosiranu
sodného do odbarveni modrofialového zbarveni Skrobového mazu (Obr. 12) [36]. Jodové ¢islo

se vypocita z rozdilu spotieb Na>S>03 na slepy vzorek a titraci vzorku (1).

—CH=CH—- + IBr - —CHBr— CHI —
IBr + KI — I, + KBr
I, + 25,02~ > 21~ + S,02~
Obrazek 12: Princip Hanusovy metody pro stanoveni jodového cisla [36].

It [1,/100 g] = 100- Cngy 5,05 (Vi— V2)-0,1269

(1)

Mnavizka
kde V| je spotieba Na>S>03 na slepy pokus [ml], V2 je spotieba Na>S>O3 pii titraci vzorku [ml],

c(Na2S,03) je koncentrace thiosiranu sodného [mol-1"'] a m(navazka) je navazka vzorku [g].

V ramci analyzy tukd a oleji se méti n€kolik dalSich dulezitych charakteristik, kterymi je
napiiklad hydroxylové ¢islo udavajici obsah parcidlnich esterti glycerolu v tucich a olejich (ve
formé mono a diacylglycerolu) ¢i p-anisidinové a thiobarbiturové ¢islo udévajici obsah

aldehydu v tucich a olejich jakozto sekundéarni produkty oxidace lipidt [36].
Analyza epoxidi

Epoxidovy ekvivalent

Epoxidovy ekvivalent (EE) udéava, kolik kysliku je na epoxidované mnozstvi slouceniny
navazano ve form¢ oxiranu. Vyjadiuje se jako mnozstvi kysliku (O) v molech vztazené
na 1 kilogram vzorku.

Vzorek je nejdiive rozpustén v chloroformu. Déle se ke stanoveni vyuzivaji kvartérni amonné
soli (napf. tetraecthylamoniumbromid ¢i hexadecyltrimethylamoniumbromid) a kyselina
chloristd HC104. K rozpusténému vzorku se ptida kvartérni amonna stl a titruje se pomoci
HClO4 na krystalovou violet z fialového do svétle modrého az tyrkysového zbarveni.

Ptidavkem HCIO4 ke smési se z kvartérni amonné soli generuje kyselina bromovodikova HBr,
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ktera je schopna oteviit oxiranovy kruh (Obr. 14) [38]. Ze spotieby a koncentrace HC1O4 Ize

stanovit epoxidovy ekvivalent (2).

EE [mol 0/kg] = LHClos Heios o

Mnavazka
(C,HsN)*Br~ + HCIO, — (C,H<N)*ClO; + HBr

R
\

CH
~_ + HBr - —CHOH — CHBr —

(o]

_

CH
/
R

Obrézek 13: Princip stanoveni epoxidového ekvivalentu [38].

Analyza methylesteri a epoxidi pomoci plynové chromatografie

Princip

Zatizeni, na kterém probiha analyza methylesterti a epoxidii se nazyva plynovy chromatograf
skladajici se z davkovace, vysokotlaké plynové bomby, kolony umisténé v termostatu
a detektoru (Obr. 15). Plynova chromatografie soucasné piedstavuje jedinou analytickou
separa¢ni metodu, kterd umoziuje identifikovat jednotlivé izomery epoxidii a zéiroven
identifikovat jednotlivé izomery ve smési methylesterti a epoxidil v jedné analyze. Vyhodou
plynové chromatografie je, Ze se jedna o jednoduchou, vysoce citlivou a zautomatizovanou
metodu s vysokou piesnosti a reprodukovatelnosti. Pomoci plynové chromatografie 1ze 1épe
korigovat pribéh epoxidace identifikaci produkti a meziproduktt [32].

Diévkovaci
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Obrazek 14: Schéma plynového chromatografu [39].

Plynové chromatografie umoziuje analyzu organickych vzorkl v plynném, kapalném i pevném
skupenstvi, kdy vzorky v pevném skupenstvi musi byt jesté pfed analyzou rozpustény ve
vhodném rozpoustédle. Principem plynové chromatografie je pritok mobilni faze s obsahem
analyzovaného vzorku skrze kolonu, ve které se nachazi stacionarni faze (kapalna — silikagel)
[40]. Kapalné a pevné vzorky musi byt zplynény jest€¢ pied tim, nez se s nosnym plynem

dostanou do kolony. Mezi davkovacem a vstupem do kolony dochézi ke zplynéni vzorku pfi
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Mobilni fazi je inertni plyn (helium) uloZeny v tlakové lahvi o vysoké cistoté 99,995 —
99,9995 % s minimalnim obsahem vody a kysliku [32,40,41]. Plyn nikterak neinteraguje se
vzorkem ani stacionarni fazi.

Na zaklad¢ rozdilné afinity slozek vzorku vici stacionarni fazi dochazi k separaci slozek
v koloné umisténé v termostatu, zajiSt'ujici stabilni teplotu. Latky afinitnéj$i ke stacionarni fazi
jsou v kolon¢ zadrzovany déle nez latky, které se stacionarni fazi interaguji velmi malo. Tyto
vlastnosti jsou charakterizovany pomoci distribu¢ni konstanty K¢, ktera popisuje koncentracni
rovnovahu konkrétni latky mezi stacionarni a mobilni fazi fizenou termodynamicky.
Distribuéni konstanta se vyjadiuje jako podil [As)/[Am] [41]. Cas, za ktery latka projde celou
kolonou, se nazyva retencni Cas, pro kazdou latku je specificky a jeho znalost se vyuziva pii
kvalitativni analyze. Béhem separace dochdzi ke zméndm teploty (tzv. teplotni gradient), aby
z kolony mohly byt uvolnény latky s vy$§im bodem varu, afinitnéjsi ke stacionarni fazi. Diky

teplotnimu gradientu se tak krati reten¢ni ¢as [40].

Po prichodu slozek vzorku kolonou dochéazi ke kvantitativni analyze jednotlivych slozek
pomoci detektoru. Zakladem vSech detektord je detekce signalu, ktery je pfimo umérny
koncentraci. Pti kvantitativni analyze methylesterii a epoxidi se jako detektor vyuziva
hmotnostni spektrometr s elektronovou ionizaci v elektromagnetickém poli s kvadrupdlovym
filtrem [32,42]. Principem hmotnostniho spektrometru je ionizace jednotlivych slozek vzorku
ve vakuu. Mira ionizace je zavisla na mnozstvi jednotlivych slozek. V zéavislosti na poméru
(m/z) je zaznamendna piisluSnd odezva signalu. (m) predstavuje hmotnost iontu

a (z) ptedstavuje naboj iontu [42].

Pfed vstupem do hmotnostniho spektrometru prochazi analyt membrénou, kde dochazi
k separaci od nosného plynu, ktery uvniti hmotnostniho spektrometru zvysSuje tlak. Néasledné
dochdzi k ionizaci analytu ve vakuu. Analyt je atakovan proudem elektront, jejichZ tok je
urychlen pomoci elektromagnetického pole pro dosaZzeni pozadované kinetické energie. Pii
praletu elektronu kolem molekuly analytu dochézi k pteneseni kinetické energie z leticiho
elektronu na valen¢ni elektron, ktery je nasledné schopen se vytrhnout z elektronového obalu,

¢imz dochazi ke vzniku iontu s kladnym nabojem [42].

Ionizované molekuly jsou pomoci elektromagnetického pole déle urychleny k hmotnostnimu
analyzatoru. lonty prolétaji pres kvadrupdlovy filtr skladajici se ze 4 elektrod. V prvnim cyklu

jsou 2 elektrody umisténé vertikalné kladné nabité, 2 elektrody umisténé horizontalné jsou
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zaporn€ nabité. V prvnim cyklu se ionty pohybuji v horizontalni roving, béhem druhého cyklu
se polarizace elektrod obraci a ionty se pohybuji ve vertikalni rovin€. Cykly se stfidaji, ¢imz je
umoznén pohyb iontl v 3D prostoru. Trajektorie ionti je vinovou funkci, jejiz frekvence
a amplituda je zavisla pravé na velikosti ndboje a hmotnosti. Méfenim téchto charakteristik
pomoci skenovani dochézi ptepoétem ke vzniku kone¢né hodnoty signdlu zaznamenané

detektorem [42].

Pro vyhodnoceni analyzy se pouziva vnitini standard (ME C17:0, v pfipadé smési EPO a ME),
latka chemicko-fyzikadln¢ podobnd ostatnim slozkam analyzovaného vzorku, kterd se
v samotném vzorku pfirozené¢ nenachdzi [32]. Tato latka se piridava ke kazdému
analyzovanému vzorku ve zndmém mnozstvi a 0 zndmém reten¢nim ¢ase. Porovnanim signélu
ptisluSicimu vnitfnimu standardu s ostatnimi zaznamenanymi signaly lze stanovit procentudlni

zastoupeni jednotlivych identifikovanych slozek.
Analyza methylesteri a epoxidii pomoci infrac¢ervené spektrometrie

Princip

Vzorek je vystaven elektromagnetickému zatfeni o vlnovych délkach 0,25 — 2,5 mm (4000 —
400 cm ') odpovidajici stiedni oblasti infraderveného spektra. S rostouci vinovou délkou klesa
energie elektromagnetického zatfeni. V zdvislosti na struktufe molekuly dochazi k rozdilné
absorpci pifi vystaveni proti zéafeni v uvedeném intervalu vlnovych délek. Energie
elektromagnetického zafeni je schopna svou absorpci do molekuly vyvolat zmény v rotacnich
a vibracnich stavech vazeb mezi jednotlivymi atomy. Vysledkem je absorpcni pas udavajici
zavislost absorbance na vlnoctu (1/A). V zavislosti na tom, pii jakych vlnoctech dochazi
k vyrazné absorpci (v absorpénim spektru se ukéze jako pik), lze identifikovat vazby mezi

konkrétnimi atomy a definovat tak ptesnou strukturu molekuly.

Methylestery nasycenych mastnych kyselin ve svych strukturach obsahuji vazby C-C, C-H, C-
O a C=0. Methylestery nenasycenych mastnych kyselin maji navic krom¢ uvedenych vazeb ve
svych strukturach obsazenou vazbu C=C, kterou Ize dale v absorpcnim spektru rozlisit v rdmci
konfigurace cis a trans [50]. Pii vzniku epoxidii dochazi k tvorbé oxiranového kruhu, a tim tak
ke vzniku vazeb C-(O)-C a zéaniku vazeb C=C. Epoxidace se v absorpnim pasu projevi
zanikem piku identifikujici vazbu C=C a vznikem nového piku identifikujici oxiranovy kruh,
nebot’ je taktéZ schopen absorbovat infracervené zareni konkrétni vinové délky, a tim se také

projevuje v absorpcnim spektru [32].
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2  Experimentalni ¢ast

Prvotnim cilem experimentu je pripravit methylestery a epoxidované methylestery
z netradi¢nich rostlinnych oleji. DalSim cilem je chromatograficky stanovit zastoupeni
mastnych kyselin v pouzivanych olejich, miru transesterifikace a epoxidace olejii a porovnat
analyzované charakteristiky jednotlivych esterd i epoxidd. Slozeni matrice jednotlivych

rostlinnych olejii je uvedeno v Tabulce 1.
2.1 Chemikalie a zarizeni

500 ml rostlinnych a za studena lisovanych oleji zjader plodin, PharmaFit Czech s.r.o0.,
Renovality (5 x 100 ml — hroznovy, malinovy, mandlovy, merunkovy, mrkvovy)

methanol (Merck KGaA, Némecko, min. 99,99 %)

hydroxid draselny (PENTA s.r.0., Ceské republika, min. 84,5 %)
kyselina fosforecnd (Merck KGaA, Némecko, 85 %)

peroxid vodiku (PENTA s.r.0., Ceské republika, 29-32 %)
kyselina mravenéi (PENTA s.r.0., Ceska republika, min. 85 %)
uhli¢itan sodny (Lach-Ner s.r.0., Ceska republika, min. 99,8 %)

Plynovy chromatograf Agilent 7890B/5977A Series GC/MSD (Agilent Technologies,
Waldbronn, Némecko)

Infraderveny spektrometr Nicolet iS50 FT-IR (Nicolet, Praha, Ceska republika)

Tabulka 1: Chemické slozeni olejii [43] a jodova cisla pouzitych rostlinnych oleju.

Druh oleje JC [g12/100 g] SloZeni

hroznovy 128-150 [44] olej ze seminek vinné révy,

vitamin E, vitamin B, mineraly

malinovy 158,5 [45] olej ze seminek ostruziniku maliniku, vitamin E
mandlovy 95-105 [46] olej z mandlovych semen
kaprinové/ kaprylové triglyceridy
meruiikovy 95-110 [44] olej ze semen merunky
mrkvovy 137-138 [47]* olej ze semen mrkve, alpha-pinene,

beta-pinene, oxid, karyoflyen, limonen,

geraniol, methyl eugenol

*udaj je bran Cisté jako orientacni vzhledem k vérohodnosti zdroje
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Obrazek 15: Reaktor pro transesterifikaci a epoxidaci s napojenym termostatem (vievo)

a michadlem s volbou nastaveni otacek (nahore)
2.2 Priprava epoxidu

Transesterifikace rostlinnych oleji

Jako prvni byla provedena transesterifikace rostlinnych oleji. Byly pfipraveny roztoky z 1-
1,2 hm. % KOH, ktery byl rozpuStén v MeOH vi¢i navézce oleji v pfiblizném molarnim
poméru 1:5 (olej:MeOH). Pfiblizn¢ 90 g rostlinného oleje bylo smichano v reaktoru
s methanolickym roztokem KOH a smés se nasledné reagovala za michani pii 60 °C po dobu
1,5 hodiny v reaktoru.

Po uplynuti ¢asu byl nezreagovany KOH neutralizovan pomoci kyseliny fosforecné H3PO4
a nezreagovany MeOH byl odstranén v odsavaci bance za varu a snizeného tlaku b&hem
souCasné¢ho michani (2-3 kPa, 60 °C). Smés byla ptevedena do d¢lici nalevky, kde doslo
k rozdéleni fazi na dolni glycerolovou (GL) a horni methylesterovou (ME). Vrchni faze se

smési methylesterti byla odpipetovana a déle analyzovéana na plynovém chromatografu [32].

Epoxidace methylesteru

Cca 80 g methylesterti bylo smichano s cca 7-10 g kyseliny mraven¢i HCOOH (dle piesné
navazky ME). Takto pfipravena smés se nechala michat pfi 300 RPM po dobu 3 hodin pfi
60 °C. Do reaktoru se za stalého michani po kapkach ptidavalo 60-80 g H>O, po dobu zhruba

1 hodiny, aby nedochézelo k rozkladu H,O; vlivem uvoliiovani tepla béhem jeho rozpousténi.
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Po ukonceni epoxidace byla smés prevedena do délici ndlevky, kde doslo k oddé€leni vodné
a esterové faze. Spodni vodnd faze se nechala odpustit a k esterové fazi byl pfidan roztok
NaxCO3, smés byla vytiepana a nasledné se faze nechaly odstat. Opét doslo k oddéleni vodné
a esterové faze. Spodni vodna faze byla opét vypusténa. Zistatek v délici nalevce byl pieveden
do odsavaci banky, kde po pridani methanolu byl za varu a snizeného tlaku odstranén zbytek
H>O (2-3 kPa, 60 °C). Nasledné byla smés epoxidovanych methylesterii analyzovana na
plynovém chromatografu [32].

2.3 Analyza

Jodové Cislo

Po pripravé methylestert a epoxidi bylo stanoveno jodové ¢islo. Porovnanim hodnot jodovych
¢isel pfed a po epoxidaci byla stanovena ucinnost epoxidace (3). Podle teoretického
pfedpokladu jodového Cisla pfisluSnych rostlinnych oleji byly pfipraveny navazky
methylesterti (Tab. 2). Kcca 0,11 — 0,18 g methylestert a k cca 0,5 — 1 g epoxidovanych
methylesterti bylo do titra¢ni baiky pfidano 5 ml chloroformu a 12,5 ml HanuSova ¢inidla
(0,1 M IBr) a smés se nechala reagovat po dobu 30 minut ve tm¢. Nasledné bylo k smési pfidano
7,5ml 10 % KI, 25 ml H2O a 3 ml Skrobového mazu a vylouceny nezreagovany jod byl titrovan
0,1 M Na>S203 do odbarveni Skrobového mazu.

]Cpfed _]Cpo

pred

ucinnost epoxidace = -100 3)

kde JCpred je jodové &islo smési methylesterti pied epoxidaci [g 1o/100 g] a JCpo je jodové &islo

smési methylesterti po epoxidaci [g [/100 g].

Tabulka 2: Navazky oleju podle predpokladaného jodového cisla [48]

JC [12/100 g oleje] 100 150 200

navazka oleje [g] 0,15 0,1 0,075

Vliv beta-karoteni na stanoveni jodového ¢isla

Bylo ovéteno, zdali beta-karoteny ovliviiuji stanoveni jodového ¢isla. Byly pfipraveny navazky
rafinovaného slune¢nicového oleje o jodovém cisle 125,15 g I/100 g oleje, do kterych bylo
pfiddno znamé mnoZstvi beta-karotenu o koncentracich 0; 0,02; 0,1; 0,5 a 1 hm. %. Jodové
¢islo bylo stanoveno stejnym zptsobem jako jodova Cisla methylesterii a epoxidl pro vzorky
olejii s koncentraci betakarotenu 0,02 a 0,1 hm. %, jejichz zbarveni bylo srovnatelné

s dostupnymi kosmetickymi oleji v obchodé (Obr. 17).
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Obrazek 16: Chemicky vzorec beta-karotenu s obsahem dvojnych vazeb (cervené zvyraznéno),

které je I, schopno adovat (spodni vzorec)

Obrazek 17: Rafinovany slunecnicovy olej s obsahem beta-karotenu o koncentracich: 0; 0,02;

0,1, 0,5; 1 hm.% v porovnani s volne dostupnym obarvenym olejem [49].

Plynova chromatografie — Methylestery a epoxidy

Smési methylesterti a epoxidii byly analyzovany na plynovém chromatografu s hmotnostnim
spektrometrem [32]. Z kazdé smé&si methylestert a epoxidll bylo odebrano 0,25 g vzorku, ktera
se nechala rozpustit ve 3 g acetonitrilu. Ke kazdé smési bylo pfidano 0,05 g vnitiniho standardu
(VS, ME C17:0) o zndmém retencnim Case. Po provedeni analyzy bylo z prvni smési stanoveno
a identifikovano hmotnostni zastoupeni methylesterti. V druhé smési bylo stanoveno
a identifikovano zastoupeni vzniklych epoxidii a neepoxidovanych methylestert. Zastoupeni
jednotlivych methylestert a epoxidl bylo stanoveno porovnanim hodnot signalt jednotlivych

slozek viici signalu vnitiniho standardu (4) a (5). Dale byla stanovena t¢innost epoxidace (6).

Area
IME/EPO ME = % 4)
Zastoupeni ME/EPO [hm.%] = ME/EPOME 10\ (5)

21 ME/EPO ME
kde Imerro ME je intenzita signalu methylesteru/epoxidovaného methylesteru vici vnitinimu

standardu [bezrozmérné Cislo], Areame /mpo me Je detekovany signal pfisluSici
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methylesteru/epoxidovanému methylesteru [bezrozmérné Cislo] a Areavs je detekovany signal

[bezrozmérné Cislo].

vy , Ipteq —1
ucinnost epoxidace = prle—po- 100 (6)
pred

kde Ipreq je intenzita signdlu methylesteru po epoxidaci [bezrozmérné Cislo] a I, je intenzita

signalu methylesteru pted epoxidaci.

Epoxidovy ekvivalent

Po ptipravé epoxidl byl stanoven epoxidovy ekvivalent. Bylo navazeno 0,3 g epoxidu, které
byly nasledn¢ rozpustény v 25 ml chloroformu. Ke smési byl nasledné piidan 1 g amonné soli
hexadecyltrimethylamoniumbromid a 3 kapky indikatoru krystalové violeti a roztok byl
titrovan pomoci 0,1 M HCIlO4 z fialového do svétle modrého az tyrkysového zbarveni. Ze

spotteby HCIO4 byl vypocitan epoxidovy ekvivalent (2).

Infracervena spektrometrie

Methylestery a epoxidy z jednotlivych oleji byly zméfeny na infracerveném spektrometru. Pti
méteni kazdého vzorku bylo na pracovni plochu naneseno nékolik kapek vzdy po dikladném
ocisténi pracovni plochy ethanolem. Po méfeni byly z absorpéniho spektra vyhodnoceny

jednotlivé piky pro rtizné vinocty identifikujici charakteristické skupiny a meziatomarni vazby.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Jodové cislo

Byla stanovena a porovnana jodova c¢isla methylesterti (pfed epoxidaci) s predpokladanymi
jodovymi Cisly nalezenymi v odborné literatufe (Tab. 3). V zavislosti na odliSném
kvantitativnim zastoupenim mastnych kyselin v olejich vlivem existence rtiznych odrud plodi
mohou mit stejné druhy oleje odlisné jodova Cisla. Proto 1ze nalézt v odborné literatufe hodnoty
jodovych ¢isel uvedenych v ptislusnych intervalech. Experimentalné stanovena jodova Cisla se

nachdzela v rozmezi predpoklddanych jodovych &isel, kromé mrkvového oleje.

Podle ziskanych hodnot jodovych ¢isel analyzovanych vzorkli se nachéazelo nejvice
nenasycenych mastnych kyselin v malinovém oleji. Naopak nejméné nenasycenych mastnych

kyselin se nachazelo v mandlovém oleji.

Vliv beta-karotenii na stanoveni jodového ¢isla

Stanoveni jodového ¢isla vzorkll se zndmym piidanym mnoZstvim beta-karotenu potvrdilo, ze
I> je schopen adovat dvojné vazby mezi uhliky beta-karotenu (Obr. 16). S rostoucim obsahem
beta-karotenu se zvySovalo i jodové ¢islo obarveného oleje. Ale vzhledem k velmi nizkému
obsahu beta-karotenti v kosmetickych olejich do 0,1 hm. % (vii¢i porovnani v Obr. 17) dochazi
k ovlivnéni stanoveni jodového &isla pouze do 0,5 %. Tuto zménu Ize vSak ptisuzovat i chybé¢,
ktera mohla byt zplisobena béhem provedeni méteni lidskou ¢innosti. Beta-karoteny maji tim

padem zanedbatelny vliv na stanoveni jodového ¢isla pfi nizkych koncentracich (do 0,1 hm. %).

Tabulka 3: Experimentdlnée stanovena jodova cisla pripravenych methylesteru pred a po
epoxidaci

JC [g 12/100 g ME]

Druh ME z odborné literatury experimentalné stanovené

pred epoxidaci po epoxidaci
mandlovy 95-105 98,5 25,5
merunkovy 95-110 105,9 23,9
malinovy 158,5 147,2 36,6
mrkvovy 137-138 123,9 32,8
hroznovy 128-150 142,7 29,6
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3.2 Plynova chromatografie

Po provedeni analyz bylo stanoveno kvalitativni a kvantitativni zastoupeni vzniklych
methylesterti a epoxidll v transesterifikovanych a nasledn¢ epoxidovanych rostlinnych olejich

(Obrazek 18 a 19).

Razné stereoizomery cis a trans methylesteri nenasycenych mastnych kyselin C18:1, C18:2
a C18:3 nebyly pfi vyhodnocovéani rozliSeny a jejich celkové mnozstvi bylo brano jako soucet
stereoizomert od kazdého piislusného methylesteru. Methylestery s obsahem nizSim nez 1 %
jsou v grafu zahrnuty jako ,,Ostatni®, mezi nimizZ se nachazi methylestery mastnych kyselin

Cle:1, C20:0, C20:1, C22:0 a C24:0.

Nalezené epoxidy methylesteri nenasycenych mastnych kyselin jsou v grafech oznaceny pod
zkratkou CN:M (X)-EPO, kde pismeno N znacéi pocet uhlikli, pismeno M znamena pocet
dvojnych vazeb a (X)-EPO oznacuje pocet epoxidovanych dvojnych vazeb v uhlikatém fetézci,
kdy X muze nabyvat hodnot 1-3. Identifikované izomery epoxidi odliSujici se polohou
oxiranového kruhu ¢i cis trans stereoizomery epoxidi nebyly pii vyhodnocovani rozliseny

a jejich celkové mnozstvi bylo brano jako soucet izomerii od kazdého ptislusSného epoxidu.

Methylestery

Béhem analyzy methylesterd pfipravenych z hroznového oleje nebyly identifikovany zadné
methylestery, a tim padem ani Zadné epoxidy. Po pfipravé methylesteri z hroznového oleje
pravdépodobné doslo k hydrolyze a vzniku vyS$Sich mastnych kyselin, které plynova
chromatografie nedokézala identifikovat, nebot’ vyssi mastné kyseliny maji vys$si bod varu
(360 °C, C18:1) oproti methylesterim vysSich mastnych kyselin (300 °C). Z infracerveného
spektra nelze rozlisit, zdali k hydrolyze skute¢né doslo. Spektra pro methylestery vysSich
mastnych kyselin a spektra pro vy$§i mastné kyseliny jsou velmi podobna. IC spektrum navic
nepotvrdilo pfitomnost vody, kterd by hydrolyzu zptsobila. Dlivodem k neuspé$né analyze
pomoci GC muze byt tedy hydrolyza nebo Spatna ptiprava vzorkd. Vzhledem k neznalosti
kvalitativniho a kvantitativniho sloZzeni methylesteri a epoxidii z hroznového oleje nebyl
hroznovy olej pro nésledujici porovnani zafazen do finalniho vyhodnoceni. Namétené hodnoty
jodového cisla methylesterti z hroznového oleje pred a po epoxidaci, hodnoty epoxidového

ekvivalentu a IC spektrum jsou vsak v tabulkach uvedeny pro orientaéni porovnani.

Ziskana data byla porovnéana s daty nalezenymi v odborné literature (Obr. 18) [51,52,53,54].
Dle ocekavani methylestery pfipravené 2z malinového, merunikového, mandlového

a mrkvového oleje obsahovaly stejné mastné kyseliny. Procentudlni zastoupeni pievazné
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kyseliny olejové (C18:1) a linolové (C18:2) se vSak zna¢né liSilo co do porovnani vici odborné
literatufe a co do porovnéni mezi jednotlivymi analyzovanymi vzorky. Velmi podobné slozeni

k sobé mély methylestery z oleji mandle-meruiika a malina-mrkev.

Oleje se vyrabi ze semen plodin riznych odrid. SloZeni semen jedné plodiny je tak odlisné
v zavislosti nejen na vlastnostech pidy, ale 1 na klimatickych a enviromentalnich podminkach
[52]. Dtlezitou roli na vyslednou kvalitu oleje ma i genotyp rostliny a extrak¢éni techniky [17].
Proto ziskané hodnoty nelze jednoznacné porovnat s hodnotami odborné literatury vzhledem
k neznalosti konkrétniho ptivodu a odrtudy olejt, které byly v experimentu pouzity. MiZzeme si
vSak vSimnout, jak velky vliv ma typ odridy na celkové slozeni mastnych kyselin v oleji.
Piikladem toho mlZe byt naptiklad malinovy olej s vysokym obsahem C18:3 (29,1 %), zatimco
konkrétni vzorek malinového oleje obsahoval pouze 9,3 % C18:3. Dalsim piikladem muze byt
mrkvovy olej s vysokym obsahem C18:1 (82,2 %) a nizkym obsahem C18:2 (13,2 %), zatimco
konkrétni vzorek mrkvového oleje obsahoval 36,8 % C18:1 a 51,6 % C18:2.

Mandlovy olej Malinovy olej
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Obrazek 18: Zastoupeni jednotlivych methylesteru pripravenych z netradicnich rostlinnych

olejut a jejich porovnani s odbornou literaturou

Epoxidy
Po epoxidaci methylesterii byly identifikovany vzniklé epoxidy (Obr. 19). Nebyla nalezena

souvislost, kterd by potvrzovala, Ze by né&které methylestery byly ptednostné epoxidovéany.
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Epoxidy od jednotlivych methylesterii vznikaji v pfiblizn¢ stejném poméru jako je pomér
zastoupenych methylesterti v piivodni smési pied epoxidaci. Pfikladem muze byt epoxidace
methylesterti pfipravenych z malinového oleje. Pomérové zastoupeni methylesterd C18:1
aC18:2 ve smési je 1:1,7. Po epoxidaci vznikly epoxidy od methylesterd C18:1 a C18:2
v poméru 1:1,6. Déle bylo zjisténo, Ze ¢im vice druhli nenasycenych methylesteri se ve smési
nachazi, tim i ndsledné vice vznika druht epoxidii. Pfikladem je opét malinovy olej s nejvyssim
obsahem mastné kyseliny C18:3 (9,3 %), z kterého bylo ptfipraveno nejvice druhil epoxidi. Pro

ucely ptipravy raznych druhti epoxidi se tak jako nejlepsi ukézal malinovy a merunikovy ole;j.
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Obrazek 19: Zastoupeni epoxidii vzniklych z jednotlivych olejii

3.3 Utinnost epoxidace

Byla stanovena ucinnost epoxidace pomoci plynové chromatografie, jodometrické titrace
a pomoci stanoveni epoxidového ekvivalentu (Tab. 6). Hodnoty ucinnosti epoxidace jsou

odlisné vzhledem k odlisSnym pouzitym analytickym metodam.

Pomoci plynové chromatografie se sleduje tbytek methylestert, které se premeénily v epoxidy.
Plynova chromatografie je schopna identifikovat kazdy vznikly epoxid z methylesteri. Do

epoxidi se zahrnuje kazda molekula, kterd ve své struktufe obsahuje nejméné jeden oxiranovy
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kruh (nehledé na poctu zbyvajicich nezreagovanych dvojnych vazeb). Tim se tak G¢innost

epoxidace zvysuje, protoZe se vztahuje na kazdou molekulu epoxidu.

Rozdil stanovenych jodovych ¢isel pred a po epoxidaci pomoci jodometricka titrace umoziuje
sledovat ubytek dvojnych vazeb ve vzorku. Pomoci této metody lze pouze zjistit, zdali
v prubehu reakce doslo k ubytku dvojnych vazeb, ale ne na jaké produkty (epoxidy, alkoholy,
...). Tato metoda mtze byt i zatizena chybou v disledku opozdéného postiehnuti barevné zmény
indikatoru pfi bodu ekvivalence. Navic, doprovodné latky pfitomné v oleji jakozto barviva ¢i
antioxidanty s obsahem dvojnych vazeb mezi uhliky (napf. beta-karoten) mohou nepatrné

ovlivnit stanoveni do 0,5 % pfti koncentracich do 0,1 hm. %.

Duivod rozdilnych ucinnosti epoxidace spoc¢iva v pozorovani jinych zmén pted a po epoxidaci.
Ob¢ tyto metody nejsou schopny identifikovat vedlejsi produkty vzniklé v pribéhu epoxidace,
napf.: polymery epoxidll a vicesytné alkoholy (Obr. 8 a 9). Proto jsou stanovené ucinnosti

epoxidace stale pouze orientacni.

Stanovenim epoxidového ekvivalentu lze zjistit, kolik kysliku ve form¢ oxiranu bylo v pribéhu
epoxidace doopravdy navézano (Tab. 5). Touto metodou nelze stanovit skute¢nou ucinnost

epoxidace, ale je schopna rozlisit, v jaké mife k epoxidaci ve smési epoxidi skute¢né doslo.

Mnozstvi vzniklych epoxidi je zavislé na nenasycenosti ME. S rostouci nenasycenosti
methylesterli roste i mnozstvi vzniklych epoxidii. Pomoci chromatografické analyzy se
nejucinnéji epoxidovaly methylestery pfipravené z mrkvového oleje, naopak nejhlie se
epoxidovaly methylestery z mandlového oleje. Tuto skutecnost potvrdila i1 analyza
epoxidového ekvivalentu, avSak podle analyzy epoxidového ekvivalentu se nejucinngji
epoxidovaly ME z malinového oleje. Vzhledem k nejvy$$imu obsahu mastné kyseliny C18:3
v malinovém oleji 1ze usuzovat, ze diky vys$Simu poctu dvojnych vazeb se soucasné spotiebuje

vice kysliku na epoxidaci.

Z analyzy bylo zjiSténo, ze nejvice kysliku bylo navdzdno na methylestery pfipravené
z malinového (a hroznového) oleje, nejméné pak na methylestery pifipravené¢ z mandlového

oleje.
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Tabulka 4:Ucinnost epoxidace methylesterii (plynovda chromatografie, jodové cislo)

Utinnost epoxidace [%]

Epoxidy pfipravené z oleje Plynova chromatografie Jodové Cislo
mandlovy 82,5 74,1
merunkovy 86,9 77,4
malinovy 93,5 75,1
mrkvovy 94 73,5
hroznovy - 79,3

Tabulka 5: Epoxidové ekvivalenty pripravenych epoxidu

Druh epoxidi Epoxidovy ekvivalent [mol oxiranu/kg]
mandlovy 2,54
merunkovy 2,85
malinovy 3.4
mrkvovy 3,17
hroznovy 3,36

3.4 Infradervena spektrometrie

Naméfena IC spektra vzorkil methylesterti a epoxidii se shodovala s IC spektry uvedenymi

v odborné literatufe a tvar mezi jednotlivymi vzorky byl pfiblizné stejny (Obr. 20) [32].

Z absorp¢niho pasu byla vyhodnocena ptitomnost karbonylové skupiny odpovidajici vino¢tu
1740 cm™!, dale piitomnost vody a alkoholové skupiny odpovidajici vlnoétu 1640 cm™' pro
H,0 a 3417 cm™! pro OH skupinu (pro tento vinocet nelze mezi sebou rozligit alkohol a vodu).
Dale byla vyhodnocena piitomnost dvojnych vazeb odpovidajici vino¢tu 3010 cm™' pro
viechny dvojné vazby [32]. Vlnocet 720 cm™' odpovidd dvojnym vazbam v poloze cis [50].
Byla také sledovéna pfitomnost oxiranového kruhu odpovidajici vinoétu 820 cm™! [32].

Ve vzorku methylestert pfipravenych z malinového oleje byla identifikovana pravdépodobna
pfitomnost vody nebo methanolu, ktery po ptipravé ME nemusel byt dostate¢né odsan. Dalsi

divodem mitize byt Spatné provedena analyza, kterd byla v diisledku nedostatku ¢asu provedena

pouze jednou.

V IC spektru methylesterii 1ze dale pozorovat piitomnost dvojnych vazeb C=C-H odpovidajici
piku 3005 cm ™! a ptitomnost dvojnych vazeb v poloze cis odpovidajici piku 716 cm™! [50]. Po
epoxidaci dochazi k ubytku dvojnych vazeb, jejichz zanikem vznikaji oxiranové kruhy
pozorovatelné v IC spektru epoxidii a soudasné se tim padem vyrazné snizuji piky identifikujici

dvojné vazby. Ubytek dvojnych vazeb potvrdila i analyza jodového ¢&isla pred a po epoxidaci.
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Obréazek 20: IC spektrum methylesterii a epoxidii
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4 7.avér

V teoretické ¢asti bakalaiské prace byly popsany zékladni charakteristiky tukl a olejli véetné
jejich ziskavani. Bylo komplexné pfedstaveno a porovnano zpracovani rostlinnych oleji
pomoci transesterifikace, kterd se pouziva v potravinarském primyslu pro piipravu margarina
a v chemickém primyslu pro pfipravu bionafty. Prace byla dale zaméfena na epoxidaci
transesterifikovanych oleji, diky které mohou byt produkty epoxidace vyuzity jako

biolubrikanty, a dale byla v praci popsana analyza produktti (methylestery + jejich epoxidy).

V experimentalni ¢asti byly transesterifikovany a nasledné epoxidovany netradi¢ni oleje
slouzici ke kosmetickym ucelim — konkrétné mandlovy, merunikovy, malinovy, mrkvovy
a hroznovy. Cilovymi pfipravenymi produkty byly rizné methylestery v zavislosti na
zastoupeni mastnych kyselin v olejich a jejich epoxidy. Produkty byly analyzovany pomoci
plynové chromatografie, jodového &isla a epoxidového ekvivalentu. Plynova chromatografie
umoznila stanovit ptivodni zastoupeni mastnych kyselin v olejich a vzniklé epoxidy, jodové
¢islo celkovou nenasycenost vSech methylester z jednotlivych olejii a epoxidovy ekvivalent

mnozstvi vazaného kysliku ve formé¢ oxiranu ve smési epoxidovanych methylestert.

Z vysledkii analyzy bylo zjisténo, Ze procentudlni zastoupeni mastnych kyselin v riiznych
olejich je odlisné a porovnanim vysledki s odbornou literaturou bylo zjisténo, ze olej ziskany
ze stejné plodiny miiZe mit rozdilné procentudlni zastoupeni mastnych kyselin v zavislosti na
jeji odriidé (bylo oc¢ekavano). Nejvetsi rozdily v zastoupeni mastnych kyselin byly pozorovany
u kyseliny olejové (C18:1) a kyseliny linolové (C18:2). Podobny obsah mastnych kyselin mély
k sobé oleje mandle-merunika a malina-mrkev. Methylestery a jejich epoxidy z hroznového
oleje se nepodatilo analyzovat v disledku pravdépodobné hydrolyzy methylesterti pro jejich
pfipravé.

Mira epoxidace je zavisld na nenasycenosti mastnych kyselin. S rostouci nenasycenosti roste
1 mira epoxidace. Pomoci plynové chromatografie i stanoveni epoxidového ekvivalentu bylo
zjisténo, ze nejuinnéji se epoxidovaly methylestery pfipravené z malinového a mrkvového
oleje. Tyto oleje mély nejvyssi hodnoty jodovych ¢isel (dvojné vazby C=C-H identifikovany
pomoci infracervend spektrometrie potvrdila) a soucasné€ i plynova chromatografie potvrdila

pfiblizné dvojnasobny obsah kyseliny C18:2 oproti mandlovému a meruiikovému oleji.

Beta-karoteny nemaji vliv na stanoveni jodového ¢isla pfti jejich obsahu v olejich o koncentraci

do 0,1 hm. %.
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Ptiloha 2: Chromatogramy €POXIAU.........ccceeecuiieriiiieiiieerrieerreeeteeereeeeeeesreeesnaeesaeeeseseeenenas
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Ptiloha 1: Chromatogramy methylestert mastnych kyselin

Mandlovy olej
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Malinovy olej
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Ptiloha 2: Chromatogramy epoxidii

Poznamka: Cisla uvedena v zavorce uvadi pocty oxiranovych skupin.

Mandlovy olej Malinovy olej
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