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ANOTACE

Tato bakalarska prace se zabyva rostlinnymi oleji a tuky, ziskdvanim z rostlinnych zdroju,
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ALA — kyselina alfalinolenova

AC — ¢islo kyselosti (acid number)

AV — p—anisodinové ¢islo

DHA - kyselina dokosahexaenova

EFSA — Evropsky ufad pro potraviny a bezpecnost
EPA — kyselina eikosapentova

FDA — Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv USA
FID — plamenové¢ ionizacni detektor

FTIR — infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
GC — plynova chromatografie

HN — hydroxylové ¢islo (hydroxyl number)
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
IN — jodové ¢islo (iodine number)

LDL-C — lipoprotein o nizké hustoté

MDD - depresivni poruchy

MK — mastna kyselina

MS — hmotnostni spektrometrie

-3 MK — polynenasycené mastné kyseliny ®-3
®-6 MK — polynenasycené mastné kyseliny ®-6
PSA — stanoly (stanols)

PSE — steroly (sterols)

PSS — fytosteroli (phytosterols)

PV — peroxidové ¢islo



RP — reverzni faze

SFE — extrakce nadkritickymi tekutinami

SN — ¢islo zmydelnéni (saponification number)
TBA — thiobarbiturové ¢islo

TFA — trans-mastna kyselina

TAG — triacylglyceroly



UvVOD

Rostlinné oleje a tuky hraji dilezitou roli v lidské vyziveé a primyslu. Jsou zdrojem esencidlnich
mastnych kyselin, vitamint, antioxidantli a energie. Vyznacuji se rozmanitym sloZenim, které
ovliviiuje jejich vlastnosti a pouziti v potravinaistvi, kosmetice, farmacii a dalSich oblastech.
Tato prace je zaméfena na sloZeni jednotlivych druhii olejt, jejich zptisob zpracovani a rafinace.
Nejvétsi cast bakalatrské prace je vénovana analyze potravin v laboratofi. Vysvétleny jsou jak
zpusoby izolace lipidl z riznych druhi vzorkd, tak stanoveni celkovych lipidil a frakcionace.
Popsany jsou dnes jiz trochu zastarala tukova cisla a metody stanoveni oxidac¢ni stability jako
jsou testy Rancimat a OSI. Kromé& oxidacni stability jsou charakterizovany i metody urcujici
stupen Zluklosti tukli a mozné instrumentalni varianty. V neposledni fad¢ jsou uvedeny metody
stanoveni doprovodnych latek lipidi a vyvoj instrumentalnich metod k analyze lipidi. Na zavér
je popsan vztah lipida v lidské vyZziv€ a mnohé vyhody konzumace rostlinnych olejt a tukt nad

zivocisSnymi.
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1 Chemické vlastnosti tuki a oleju

Potravinafské tuky a oleje se svou chemickou podstatou fadi mezi lipidy. Lipidy nejsou presné
definovanou skupinou sloucenin, jelikoz kritériem pro zatazeni do této skupiny byva
hydrofébnost, a ne jejich chemické slozeni [1] Potravinaiské tuky jsou piirodni slouceniny

obsahujici esteroveé vazané mastné kyseliny (MK) o vice nez 3 atomech uhliku v molekule [1-3].

vvvvvv

vyobrazena na obrdzku 1. Kromé toho lipidy obsahuji doprovodné latky jako fosfolipidy
a mens$i obsah glykolipidd, sterolli a vitaminli A, D, E a K [4]. Vitamin E mé navic antioxida¢ni
vlastnosti a muze pohlcovat volné radikaly, kter¢ vedou k piedCasnému starnuti

a karcinogenezi [5].

0 CH,—O0—C—R; sn-1

sn-2 R,—C—O0—cCH

Obrazek 1: Struktura TAG [6]

Vétsinou jde o smés triacylglyceroli s malym obsahem mono— a diacylglycerolt.
V potravinai'ské praxi se rozeznavaji pouze primyslové vyznamné slozky jako jsou tuky, oleje
MK, vosky a lecitin. Jde o latky nerozpustné ve vodé a velmi malo rozpustné v alkoholech.

Vlastnosti téchto latek jsou definovany hlavné sloZzenim a obsahem mastnych kyselin [1-3].
Dle chemického slozeni I1ze tuky fadit do 3 skupin:

e homolipidy,

e heterolipidy,

e komplexni lipidy.

Homolipidy jsou slouc¢eniny pouze MK a alkoholi. Nadale se d€li podle struktury vdzaného
alkoholu. Heterolipidy obsahuji kromé MK a alkoholu i jiné kovalentné¢ vazané slouceniny,

napt kyselinu fosforeCnou nebo sacharidy. Do skupiny komplexnich lipidl Ize zatadit jak
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homolipidy, tak heterolipidy, které maji nékteré slozky navazany fyzikalnimi vazbami jako jsou

tteba vodikové mustky [1].

K tukiim lze pfifadit jesté neté¢kavé polarni latky, které se vyskytuji v doprovodu vlastnich
lipidd. Nazyvaji se tim padem doprovodné latky lipidt. Jejich chemicka struktura je zcela
odli$néd od vySe jmenovanych, velmi ¢asto neobsahuji ani MK. Do této skupiny lze zaradit
steroidy, triterpenoidy, karotenoidy, lipofilni vitaminy a dal$i. Obsah doprovodnych latek se
pohybuje okolo 1 %. Tuky mohou také obsahovat malé mnoZstvi lipofilnich vitamint,

uhlovodiki, stopové mnoZstvi fosfolipidil a jinych latek [1].

Tuky a oleje lze d€lit podle bodi tani a tuhnuti na latky tvrdé a kiehké (kakaové maslo), tvrdé

(loje), mazlavé tuhé (palmovy olej, sadlo) a viskozni kapaliny (oleje) [1].
Podle prevladajici MK Ize délit tuky a oleje do skupin [2]:
e s pievazujicim obsahem kyseliny laurové a myristové (palmojadrovy a kokosovy tuk),

e s pievazujicim obsahem kyseliny palmitové, stearové a olejové (tzv. rostlinnd masla

jako napft. kakaové maslo nebo palmovy olej),

e s prevazujicim mnozstvim kyseliny olejové a linolové (slune¢nicové a olivovy olej), do
této skupiny se fadi i technologicky vyznamné potravinaiské oleje s obsahem kyseliny

linolenové do 10 % (bezerukovy fepkovy olej a so6jovy olej),

e s pfevazujicim obsahem kyseliny linolenové (konopny a Inény olej) a specifickymi

mastnymi kyselinami (ricinovy olej).
1.1 Mastné kyseliny

Jedna se o nejdulezitéjsi a vyzivoveé nevyznamnéjsi slozku lipidia. Nékteré MK jsou bézné ve

vSech potravinach, jiné jsou specifické jen pro ur€ité rody nebo celedi [3].
V ptirodé€ vyskytujicich se lipidy lze roz¢lenit do skupin [1]:

e nasycen¢ MK,

e monoenové MK (4. s jednou dvojnou vazbou),

e polyenové MK (tj. s vice dvojnymi vazbami),

e MK s trojnymi vazbami a s rliznymi substituenty.
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Poloha a koncentrace dvojnych, popf. trojnych vazeb MK jsou pak hlavnim nositelem riznych

fyzikélnich vlastnosti smési triacylglyceroli, napt. boda tani [2].
1.2 Nasycené mastné Kkyseliny

BéZnou slozkou ptirodnich lipidi jsou nasycené mastné kyseliny. Jedné se o zpravidla rovné,
nerozvétvené fetézce o sudém poctu uhlikti, v mensi mife o lichém poctu uhliki. Obsah atomi
uhliku se pohybuje mezi 4 az 60. V potravinach se nejCastéji vyskytuje kyselina palmitova

a kyselina stearova [3].
1.3 Nenasycené mastné kyseliny

Mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou se rozliSuji podle poc¢tu atomti uhliku, polohy dvojné
vazby a jeji prostorové konformace. NejvyznamnéjSim zastupcem je pro monoenové MK
kyselina olejova. V ptirodnich lipidech je prokdzana ptitomnost polohovych izomert, zpravidla

cis konfigurace, tj. Z, a mén¢ konfigurace trans, tj. E.

Velmi dilezité misto ve vyzivé maji MK se dvéma dvojnymi vazbami, kterych se vyskytuje
v pfirodnich lipidech daleko méng. Nejvyznamnéj$imi zastupci jsou kyselina linolova
a linolenova. I zde se vyskytuji jak polohové, tak 1 prostorové izomery. U izomera téchto
kyselin se 1ze setkat s délenim dle polohy prvni dvojné vazby od koncové methylové skupiny.
MK s oznacenim -6 maji prvni dvojnou vazbu na 6. uhliku od konce fetézce (napft. kyselina
arachidonovd) a ®-3 majici prvni dvojnou vazbu na 3. uhliku od konce fetézce (napt. kyselina
klupanodonova). Za zminku stoji 1 MK s konjugovanymi dvojnymi vazbami, které se diky této
skutecnosti svou reaktivitou a fyziologickymi u¢inky podstatné odliSuji od MK s izolovanymi

dvojnymi vazbami.

MK s trojnymi vazbami, rozvétvené a cyklické MK maji v potravinaistvi podstatné mensi

dualezitost [3].
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2 Produkce rostlinnych tuku a oleju

Jedlé rostlinné oleje se ziskavaji ze semen, duziny, plodl a semenact nékterych rostlin. Jedlé
rostlinné oleje se pouzivaji pfevazné pii vafeni, ale v malém mnozstvi také v kosmetice,
kapslovych doplncich stravy a pro jiné ucely [6]. Tukovy pramysl zpracovava piedevsim oleje
a tuky rostlinného ptivodu z olejnatych semen. Oleje z oplodi musi byt na rozdil od oleje ze
semen ziskavany specifickymi postupy. Produkce a export oleji a olejnin je silné ovlivnéna
demografickymi, ekonomickymi a socidlnimi aspekty. Okolo 80 % produkce je urceno pro
potravinarsky pramysl, 14 % pro olejaisky primysl a 6 % jako krmivo pro chovnou zvét. Podle
mnozstvi vyrobeného oleje pfedstavuje nejvyznamnéjsi olejninu sdja lustinatd, palma olejna,
fepka olejna, slunecnice ro¢ni, podzemnice olejna, bavinik chlupaty, palma kokosova
a olivovnik evropsky. Na ceském trhu jsou k dostani tuky a oleje jednodruhové nebo

vicedruhové [1,2,7,8].
2.1 Sadjovy olej

Sojovy olej je vyrobeny ze semen s0ji (Glycine max (L.) Merr.). Jedna se druhy nejvice
produkovany olej na svété. Produkce této olejniny je fizena hlavné ¢im dél vyssi poptavkou po
sojovém proteinu, ktery se pouziva jako krmivo pro driibez, skot a prasata. Soja je taky velmi
dominantni zdroj lecitinu, ktery se naddle pouzZivd v potravindiském a farmaceutickém
pramyslu. Surovy so6jovy olej je mozné ziskat extrakei pomoci vhodného rozpoustédla (napf.
n-hexan) a v mensi mife je pouzivano mechanické lisovani. Co se tyce kompozice MK, tak
dominantni zastoupeni mé kyselina linolova (49-57 %), nésledovand kyselinou olejovou
(18-25 %), palmitovou (8-12 %) a linolenovou (3—5 %). Sdjovy olej ma vSeobecné pouziti

v potravinafstvi od oleje do salatu a studené kuchyné az po margariny [7-9].
2.2 Palmojadrovy a palmovy tuk

Jako palmojadrovy tuk se zna¢i tuk vyrobeny =z jader plodi palmy olejové
(Elaeis guineensis Jacq.). Obsah oleje v usuSenych jadrech se pohybuje v rozmezi 44—57 %.
Palmojadrovy tuk obsahuje optimalni pomér nasycenych a nenasycenych MK. Nejvice
zastoupenymi MK jsou kyselina laurova (4145 %), myristova (15-17 %), palmitova (7—10 %)
aolejova (1018 %). Minoritni kyselinou je zde kyselina linolova (2—4 %). Diky velmi nizkému
mnozstvi kyseliny linolové je tento olej relativné stabilni vii¢i oxidacnim procestim. Jedna se

o olej velmi bohaty na karotenoidy, tokoferoly a steroly. Rafinaci tyto latky ztraci [7-9].
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Velké mnozstvi triacylglycerolli palmojadrového tuku ma na druhém misté v glycerolu
nasycenou mastnou kyselinu. Diky tomu Ize tento olej jednoduSe separovat na ¢asti, a to frakce
s vysokym a nizkym stupném tani. Tekutad frakce ziskana z palmojadrového tuku frakcionaci
se nazyva olein. Ta tuha s vysokym bodem tani ziskadna stejnou cestou se nazyva stearin. Tyto
frakce s rozdilnymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi se ziskdvaji hlavné pro riznorodé
pozadavky potravindiského prumyslu. Palmojadrovy stearin byva v kombinaci s kokosovym

olejem pouZivan jako napli nebo poleva cukratskych vyrobki [7-9].

Palmovy tuk se ziskdva z duziny plodi palmy olejové (Elaeis guineensis Jacq.), jeho tekuté
frakcionovana ¢ast se téz nazyva olein a ta tuha stearin. Obsah oleje v plodu je 35-60 %. Jedna
se o nejvice produkovany olej svéta, co se objemu tyce. Palmovy olej mé témét vyvazeny pomér
nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin spolu s jedinecnym stereospecifickym sloZzenim
mastnych kyselin a nutri¢nimi vlastnostmi [10]. Jedna se o nejvice vytézny olej, kdy se na
1 hektar pidy vyprodukuje 4,5 tuny oleje za rok. Kvalita oleje je hodné zavisla na zplisobu
sklizn¢ ve spravné fazi zralosti, co nejmensi manipulaci béhem piepravy a spravném druhu
zpracovani, jelikoZ Spatnym zachazenim se aktivuji pfitomné enzymy lipdzy a dojde
k degradaci lipidid. Nejvice zastoupenou MK je kyselina olejova (3742 %) a linolova
(8-12 %) [7-9].

2.3 Repkovy olej

Repkovy olej je olej vyrobeny ze semen druht fepky olejné (Brassica napus L., Brassica
campestris L., Brassica juncea L. a Brassica tournefortii Gouan). Rozeznava se jesté jeden
druh, a to nizkoerukovy fepkovy olej. Ten se fadi se mezi vyzivoveé nejvhodnéjsi jedlé oleje,
jelikoz vysokému mnozstvi kyseliny erukové bylo pfisuzovano nadmérné usazovani lipidi
v srdci, kosternim svalstvu a nadledvinach zvifat (hlodavci). Repkovy olej nizkoerukovy
vyrobeny ze semen s nizkym obsahem kyseliny erukové vysSlechténych druhti fepky olejné
Brassica napus L., Brassica campestris L. a Brassica juncea L. musi obsahovat nejvice 2 %
hm. erukové kyseliny z celkového obsahu mastnych kyselin. Nejvice zastoupenymi MK jsou

kyselina olejova a linolovd. Obsah mononenasycenych MK piekracuje 62 % a obsah

nasycenych MK je 6 % [7.8].
2.4 Slunecnicovy olej

Slunecnicovy olej je olej vyrabény ze semen slune¢nice (Helianthus annuu L.) Tato rostlina ma

velmi specifické pozadavky (teplota, pH pady, piidni ziviny atd.) pro optimalni rist, a proto je
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péstovana jen v uritych zemépisnych lokalitdich. Obsah oleje ve vysuSenych semenech
se pohybuje okolo 45 %. Nejvyssi podil MK ma kyselina linolova (55-73 %). Kyselina olejova
je zastoupena z 14-34 %, ale byly vyslechtény i odridy s vysokym obsahem kyseliny olejové,
kde je podil kyseliny linolové okolo 5 %. Slunecnicovy olej je kvili velkému zastoupeni

kyseliny linolové oxida¢né nestaly k tepelnému kuchyiiskému pouziti [7-9].

Slune¢nicovy olej s vysokym obsahem kyseliny olejové je vyrobeny ze semen s vysokym
obsahem kyseliny olejové kultivovanych druhii semen slunec¢nice, které musi obsahovat
nejméné 75 % hm. kyseliny olejové z celkového mnoZstvi mastnych kyselin. Jedna se tedy

o olej, ktery je velmi vhodny ke smazeni [8].
2.5 Olej z podzemnice olejné

Olej z podzemnice olejné je olej vyrobeny z jader podzemnice olejné druhu
(Arachis hypogaea L.). Obsah oleje se pohybuje okolo 40—-50 %. Nejvice zastoupené MK jsou
kyselina olejové (50-70 %), linolova (14-30 %) a palmitova (7-12 %) [7-9].

2.6 Bavilnikovy olej

Bavlnikovy olej se ziskava ze semen rtiznych kultivovanych druht baviniku (Gossypum spp.).
Hlavnimi importéry jsou Spojené staty americké, Rusko a Cina. Nejvice zastoupenymi MK

jsou kyselina linolova (52 %), olejova (22 %) a palmitova (24 %).

Bavlnikovy olej je ojedinély svym obsahem Zzlutého toxického pigmentu gossypolu, ktery do
oleje prechazi ze semen baviniku chlupatého, kde se vyskytuje ve specialnich pigmentovych
buiikéch. Jedna se o terpenoid vyskytujici se ve 2 enantiomerech, tj. (+) a (-). Toxicky jen pro
vSezravce je (-) -gossypol. Chronické intoxikace je zptisobena dlouhodobym ptijmem malych
davek a projevuje se snizenou chuti k jidlu, poskozenim jater a snizenou srazlivosti krve,
u muzu reverzibilni sterilitou pii ddvce 10 mg za den. JelikoZz se jedné o pigment, je jeho obsah

rafinaci snizen pod 1 ppm [7,8,10].
2.7 Kokosovy olej

Kokosovy olej je vyrdbény z duziny kokosovych ofechii, plodi palmy kokosové
(Cocos nucifera L.). Palmy kokosové jsou péstovany na obou strandch rovniku v mistech
s vysokou vlhkosti vzduchu. Obsah oleje v duziné€ je 34 %. Po usuSeni a rozemleti obsah oleje
vzroste az na 65-68 %. Hlavni podil MK maji kyselina laurova (48 %), myristova (18 %)

a palmitova (9—12 %). Diky vysokému poctu nasycenych mastnych kyselin je velmi oxida¢né
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stabilni a tim pAdem vhodny pro teplou kuchyfiskou Gipravu. Vytvaii v Gstech pfi poziti chladivé
pocity, diky tomu je také pouZzivan jako soucast naplni susenek, cukraiskych vyrobkt a polev.
Kokosovy olej snadno podléha enzymatické hydrolyze v potravinach, které obsahuji vysoké

koncentrace vody [7-9].
2.8 Olivovy olej

Olivovy olej se vyrabi z plodi z olivovniku (Olea europaea sativa Hoff. et Link). Plod
olivovniku obsahuje 38-58 % oleje a az 60 % vody. Je nedilnou soucasti sttedomoiského
stravovani. Nejvice zastoupené MK jsou kyselina olejova (64-86 %), palmitova (7-16 %)
a linolova (4—15 %). Tento olej se zpracovava z co mozna nejcerstvéjSich plodu, jinak by diky

pritomnosti enzymu lipdz mohlo dojit k hydrolyze oleje v plodu [7-9].

V Evropské unii 1ze olivovy olej nalézt hned v 8 kategoriich jako extra panensky olivovy olej,
panensky olivovy olej, lampantovy olivovy olej, rafinovany olivovy olej, slozeny
z rafinovanych olivovych olejii a panenskych, surovy olivovy olej z pokrutin, rafinovany

olivovy olej z pokrutin a olivovy olej z pokrutin [12].

Olivové oleje se fadi do jednotlivych kategorii dle parametrii jakosti, jako jsou mira kyselosti
(stanoveni volnych mastnych kyselin), hodnota peroxidového cisla, obsah mastnych kyselin

a sterolli, ovocnd chut’ nebo organoleptické nedostatky [13].
Do panenskych olivovych olejt se pak tadi oleje [13]:

e Extra panensky olivovy olej jako olej nejvyssi kvality. Tento olej nevykazuje Zadné

organoleptické nedostatky a ma ovocnou chut’. Mira kyselosti se pohybuje pod 0,8 %.

e Panensky olivovy olej, ktery mé urcité minimalni organoleptické nedostatky a mira

kyselosti neptekracuje 2 %.

a vykazuje nedostatky senzorickych vlastnosti. Neni ur¢en k maloobchodnimu prodeji.

Rafinuje se nebo pouziva k primyslovym uceltim.
Dalsi druhy olivového oleje jsou [7,12]:

e Rafinovany olivovy olej ziskdvany po rafinaci defektniho panenského olivového oleje.

Neni uré¢en k maloobchodnimu prodeji. Jeho kyselost dosahuje 0,3 %.
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Olivovy olej rafinovaného a panenského pivodu dohromady je produkt ziskany
michanim rafinovaného s extra panenskym olejem nebo panenskym olejem. Jeho

kyselost dosahuje k 1 %.
Surovy olivovy olej z pokrutin. Pokrutiny jsou zbytkova hmota vznikla lisovanim oliv.

Rafinovany olivovy olej z pokrutin. Vznika smichanim surové olivového olej z pokrutin
proslého rafinaci a panenského olivového oleje. Vysledny olej se nazyvé rafinovanym

olejem z pokrutin. Jeho ¢islo kyselosti ma hodnotu az 1 %.

Olivovy olej z pokrutin. Jeho peroxidové ¢islo dosahuje 15 mEq O»/kg.
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3 Proces zpracovani olejnin

Proces zpracovani olejnin je specificky pro danou zemi, které oleje produkuji. Je nutné tyto
olejniny zpracovavat na misté, protoze kvili jejich biologickym vlastnostem a aktivité
lipolytickych enzymii neni mozno je prevazet. Do zpracovatelskych tovaren tedy ptichéazeji
upravena zemédé€lskou prvovyrobou. Do téchto Uprav se tadi ¢iSténi semen, suSeni

a skladovani [14].
3.1 Cisténi semen pied vlastnim zpracovanim

Radi se sem procesy loupani a mleti semen (mechanické procesy) a klimatizace semen
(fyzikalneé-chemické procesy s plisobenim tepla a pary). Loupani je proces, ktery se neprovadi
pokazdé a u vSech semen. Loupani podstupuji semena podzemnice a slunecnice z divodu
snizeni podilu vosku v oleji, séjové boby kviili ziskavani kvalitni bilkoviny. Repka se zpravidla

neloupa [14].
3.2 Mileti semen

Dochézi k rozruseni bunécnych membran. Tento proces je uskutectiovdn pomoci valcovych
drti¢i a mlecich stolic s horizontalnim, vertikdlnim nebo diagonalnim uspofaddnim ryhovych
valct [15]. Tyto valce se otaceji riiznou rychlosti proti sobé. Vysledkem tohoto procesu je
namleté¢ semeno o velikosti 0,5-2,0 mm. RozméInéni semen pted lisovanim je dilezité pro

snazsi zisk oleje [14].
3.3 Klimatizace

Jedna se o kombinaci biochemickych a fyzikalné-chemickych procest ptisobicich na namleté
semeno. Proces se sklada ze dvou fazi. V prvni fazi se za pouziti piimé syté pary pfi teploté
80—-110 °C docili hydrofilizace bilkovin a polysacharidl pfitomnych v semenu. Dojde ke vzniku
hydrofilnich gelii a k praskani bunécnych stén. Diky ohievu dochézi také ke sniZeni viskozity
oleje, stava se viskoplastickym, obsah vody se zvysi na 12-15 %, dochazi ke koagulaci
bilkovin, koloidnich slizovitych latek a jsou deaktivovany enzymy [15]. V druhé fazi se provadi
suSeni nepfimym ohfevem. Upravuje se koncentrace vody za ucelem zisku optimalnich
mechanickych vlastnosti materialu. Klimatizace negativné ovliviiuje barvu oleje, zvySenou

koncentraci fosfolipidl v oleje, oxidacni stabilitu oleji a dochazi k denaturaci proteinti.

Proces je uskutectiovan v nahtfivacich péanvich, coz jsou vertikdlni zatizeni s 5-7 patry.

V hornich patrech je uskuteciiovana 1. faze klimatizace, tj. zvySovani vlhkosti pfimou parou,
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a ve spodnich patrech je uskute¢iiovano suSeni za stdlého michani. Horizontalni klimatizétory
jsou soustavy 3 vodorovnych klimatizac¢nich vélcii s dvojitym plastém. Posouvani a soucasné
michani materidlu je zajisténo Snekem nebo lopatkovym systémem. Pfima para je v tomto
piipadé davkovéana do 1. a 3. valce. Vodu lze davkovat pouze do 1.véalce. Kazdy valec lze

pfipojit k vakuovému systému [14].
3.4 Ziskavani oleje

Voli se mezi 2 zakladnimi operacemi, tj. lisovanim a extrakci, nebo jejich kombinaci. Jednim
z kritérii rozhodujicich pfi volbé procesu je obsah oleje v dané olejnin€. Hrani¢ni obsah oleje
v semeni je 25-30 %. Pfi vy$§im obsahu oleje se voli cesta lisovani. Pfi niz§im obsahu se voli
extrakce z divodu maximalizace vytézku. V surovych olejich se mimo triacylglyceroli
vyskytuji i dalsi lipidické latky, jejichz obsah nezavisi na technologickém procesu ziskavani
oleje. To jsou monoglyceroly, diacylglyceroly, steroly, tokoferoly a dalsi. Latky, jejichz obsah
v oleji je zavisly na volbé technologického procesu, jsou glycerofosfolipidy a glykolypidy
(soucast bunéénych membran). Na teploté procesu jsou zavislé koncentrace voskl (soucast

lipidt slupek) a fosfolipidt [14,15].
V dnesni dob¢ jsou pouzivany pievazné 3 zplsoby ziskdvani oleje:

e kombinace piedlisovani — dolisovani,
e kombinace ptedlisovani — extrakce,

e technologie pifimé extrakce.

3.4.1 Lisovani

Jedna se o mechanické oddéleni oleje u rostlinnych pletiv za pouziti tlaku. Dojde ke stlaceni
rozemletych semen a olej vytékd vytvofenymi kapilarami. Tento proces je volen pii vysSSim
obsahu oleje (25-30 %). Pouzivaji se pfistroje jako jsou Snekové hydraulické lisy, Snekovice,
ced’dkovy kos$ s kanalky atd. V dnesni dobé se vyhradné pouzivaji kontinudlni Snekové lisy.
Podle pracovniho tlaku se rozliSuji pfedlisy a dolisy. Piedlisy dosahuji tlaku 5—16 MPa a obsah
tuku ve zbytkovych materidll tzv. pokrutinach je 17-19 %. Dolisy dosahuji tlaku az 40 MPa
a obsah tuku v pokrutinach se pohybuje 8-9 % [14,15].
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3.4.2 Extrakce

Extrakce je proces za pouziti organického rozpoustédla (napi. n-hexan pii teploté 45-55 °C).
Pouziva se pro zisk oleji pii niz§im obsahu tuku v suroving. Jde o primarni zpracovani sdjovych
bobt. Material, ze které¢ho se extrahuje musi byt velmi jemné rozmélnén, aby byla dosazena co
nejveétsi plocha extrakce. Extrakci lze provadét piimo a nepfimo. Vznikld smés
vyextrahovaného oleje a organického rozpoustédla se nazyva miscela. Naslednou destilaci
organického rozpoustédla z miscely se ziskad surovy olej. Obdobné 1ze z extrahovaného Srotu

jeste ziskat pomoci zafizeni ,,toaster* cca 1,5 % tuku [15].

3.4.3 Kombinované metody ziskavani
Pro semena se stfednim obsahem oleje je vyhodné kombinovat vice metod dohromady. Bud’
jako dv€ na sebe navazujici lisovani nebo lisovani nasledované extrakci ve vhodném

rozpoustédlem. Zajisti se vysoka vytéZznost a G€innost zvlaste ve velkovyrobe.

Kombinace ptedlisovani a dolisovani je volena, kdyZ je olejnatost ve zbytkovych vyliscich pod
hranici 10 %. U fepky olejné, kde je obsah oleje v semeni 40 %, se timto zptisobem ziska
85-88 % oleje. Kombinace piedlisovani a extrakce je pouzivana, kdyz je olejnatost ve vyliscich
pod 20 %. U tepky se timto zplisobem ziska az 97 % oleje, zbytkovy obsah oleje ve pokrutinach
je 1,5 % [14].

3.5 Rafinace oleje

Jedna se o proces ¢isténi surového oleje, ktery obsahuje fadu nezadoucich latek. Vysledkem je
pak plné rafinovany olej, ktery je smési acylglycerolii s minimélni koncentraci volnych MK
(0,05-0,10 %), fosfolipidli (0—1 ppm P) a barviv. Senzoricky je pln€ neutralni viin¢ i chuti.

Mezi procesy rafinace se fadi hydratace, neutralizace, béleni a deodorace.

Hydratace je proces postupného vstiikovani vody a kyseliny fosforecné (60—80 °C) do oleje.
Dojde k vysrazeni hydrofilnich latek jako jsou bilkoviny. Vedlejsim produktem je hydratacni

kal, ze kterého lze dalsi upravou ziskat krmny a potravinarsky lecitin.

Dalsim procesem je neutralizace, kterd slouzi k odstranéni volnych MK diky hydroxidu
sodném. Dochazi ke vzniku mydlovych vlocek. Vlocky se rozpusti ve vodé za tvorby

mydlového roztoku.
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Béleni slouzi k odstranéni barviv, jako jsou B-karotenoidy, chlorofyly aj. K oleji je pfidano

aktivni uhli za sniZeného tlaku pti 80-90 °C.

Deodorace se provadi za ucelem eliminace pachovych a chutovych slozek. Jedna se o proces
destilace s vodni parou pti 180-200 °C, kdy vodni pary vazou nezadouci latky a odstranuji je

z oleje [14,15].
3.6 Ztuzovani (hydrogenace)

Hydrogenace se provadi za u¢elem zmény fyzikalnich vlastnosti pro potravinaiské ucely jako
je vyroba emulgovanych tukii apod. Jde o proces adice vodiku do dvojnych vazeb a jejich
nasycovani. Cely proces probihd v reaktoru za ptitomnosti Ni jako katalyzatoru a kiemeliny

jako nosice pii 180-200 °C.

Hydrogenace se pouzZiva k preméné cis na trans dvojné vazby, coZz zplsobuje zmény
ve fyzikélnich a chemickych vlastnostech oleje. Dal§im disledkem je, Ze destrukce pfitomnych

omega-3 mastnych kyselin (0-3) [16].

Dojde-li k totalni hydrogenaci a existenci pouze nasycenych MK, vznikaji pln¢€ ztuzené tuky.
Hydrogenace 30-50 % vazeb se nazyva parcialni. Vznikaji pfi ni oleje s vyss$i oxidacni

stabilitou jako jsou fritovaci oleje [15].
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4 Kontaminanty a aditiva

Kontaminanty a aditiva jsou kritickymi problémy, které maji vliv na bezpecnost a kvalitu
rostlinnych olejli a tukd. Kontaminanty, jako jsou tézké kovy, aflatoxiny, pesticidy a estery
kyseliny ftalové, si mohou najit cestu do oleji béhem rtznych fazi vyroby, zpracovani
a skladovéani [5,17-19]. Proto jsou kladeny vysoké naroky na zajiSténi kvality a Cistoty vyrobku

ve vSech fazich procesu [19].

Kontaminanty v jedlych olejich mohou pochéazet i z procesu rafinace a primyslové vyroby
potravinarskych produktl na bazi oleje, coz vyzaduje diikladny monitoring a nastaveni strategie

snizovani obsahu necistot [20,21].

Pfitomnost Skodlivych sloucenin z termooxidacniho stresu podtrhuje dulezitost spravné
manipulace a skladovacich postuptl, k zajisténi bezpecnosti jedlych olejii. Kromé chemickych
kontaminantti je pfi vyrobé jedlych oleji problémem i biologicka kontaminace. Studie ukazaly,
ze patogeny jako Escherichia coli mohou byt pfendseny do rostlinnych tkani prostiednictvim
kontaminované¢ho hnoje nebo zavlazovaci vody, coz vede k potencidlnim rizikim [22].
Zajisténi hygieny a bezpecnosti celého vyrobniho procesu, od péstovani az po zpracovani, je
zdsadni pro prevenci mikrobidlni kontaminace [23]. Pro identifikaci a kvantifikaci
kontaminantii hraje hlavni roli vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) [24].
Pesticidy, bézné pouzivané k ochrané olejnych plodin pied sktidci a chorobami, predstavuji

dalsi vyznamné riziko kontaminace jedlych oleja [16].
4.1 Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou mykotoxiny produkované mikroorganismy druhu Aspergillus, konkrétné
Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus. Aflatoxiny se vyskytuji zejména v oblastech
s horkym a vlhkym klimatem. Mohou kontaminovat vstupni suroviny jedlych oleji [17].
Ocekava se, ze zména klimatu bude mit vliv na vyskyt aflatoxinii v potravinach v Evropé.
Je znamé, Ze aflatoxiny jsou genotoxické a karcinogenni. Expozice prostfednictvim potravin by
méla byt co nejnizsi. Aflatoxiny se mohou vyskytovat v potravinach, jako jsou arasidy,
stromové ofechy, kukufice, ryze, fiky a dalsi suSené potraviny, kofeni, surové rostlinné oleje
a kakaové boby, a to v disledku kontaminace plisnémi pied sklizni a po ni. Pfirozen¢ vznika
n¢kolik typt aflatoxini. Aflatoxin B1, ktery je zobrazen na obrazku 2, je v potravinich

nejcastéjsi a je nejsilnéjsi genotoxické a karcinogenni aflatoxin. [25].
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Obrazek 2: Aflatoxin B1 [26]

4.2 Tézké kovy

Tézké kovy, jako As, Cr¥l, Cd, Pb, Cu, Zn, Ni, Hg a Mn mohou kontaminovat olejnaté rostliny
uz béhem jejich riistu, coz predstavuje vazna zdravotni rizika [5]. Nadmérny expozice Pb mize
poskodit nervy, kosti, krevni ob¢h, endokrinni a imunitni systém. Chronické expozice Cd miiZe
navic vyvolat karcinogenni, teratogenni a mutagenni u€inky. Chronické ucinky Cr spocivaji
v podrazdéni sliznic zaZivaciho traktu, nosu a plic. Arzen zase miiZze zptisobovat riizna kozni

onemocnéni
4.3 3—monochlorpropandiol a glycidylestery

Procesni kontaminanty jsou chemické latky, které se vytvaii béhem zpracovani a rafinace
rostlinnych olejti. Mezi hlavni procesni kontaminanty patii 3-monochlorpropandiol (3-MCPD)
a glycidylestery. Procesni kontaminanty jsou zdvaznym problémem z hlediska bezpecnosti
potravin. Diky regulacim a technologickym inovacim je mozné snizovat jejich pifitomnost

v potravinach a minimalizovat tim zdravotni rizika

Kontaminanty 3-MCPD a ptibuzné estery 3-MCPD jsou to zastupci chlorpropanolii. Vznikaji
jako procesni kontaminanty rafinace kyselych hydrolyz bilkovin, a to hlavné kvili vysokym
teplotdm. Procesni kontaminanty jsou zavaznym problémem z hlediska bezpecnosti potravin.
Nejvyssi obsah estertt 3-MCPD je v rafinovanych rostlinnych olejich ziskanych z oplodi semen.
Z oplodi semen se ziskava napiiklad olivovy nebo palmovy olej. Glycidylestery samy o sobé
Skodlivé nejsou. Problematické zacinaji byt v travicim traktu, kde hydrolyzuji na glycidol, ktery
je genotoxicky a karcinogenni [29]. Nejvétsi ¢ast 3-MCPD vznika pti deodoraci kviili vysokym
teplotdm az 200 °C. Vysoky obsah téchto latek nadale zGstava i ve vyrobceich, které byly
z téchto olejii vyrobeny. Velmi nizky obsah téchto latek maji panenské oleje ze semen jako
repkovy, sojovy aj. Tolerovatelny denni ptijem 3-MCPD je 2,0 pg/kg t€lesné hmotnosti. Pti

vyssich davkach jsou mozné neptiznivé ucinky na ledviny a na muzskou fertilitu [16,28].
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4.4 Ftalaty

Ftalaty neboli estery kyseliny ftalové jsou chemické latky s rozsdhlym primyslovym vyuzitim.
Hlavni vyuziti maji jako zmékcovadla polyvinylchloridu a zlepsuji jeho pruznost. Tyto latky
jsou endokrinni disruptory a mohou mit negativni i¢inky na reproduk¢éni zdravi a vyvoj. Mohou
ovliviiovat syntézu androgent a snizovat plodnost. Ftaldty se mohou uvolfiovat z potravin,
vyrobki a obalovych materiali. Do kontaktu s ftalaty se mtze ¢loveék dostat prostiednictvim
ruznych cest, jako jsou poziti, vdechnuti nebo styk s pokoZzkou. Tato skupina latek je
vSudypfitomnd v Zivotnim prostiedi, protoze se snadno uvoliuji z plasti do vody, potravin,
pudy a vzduchu. V poslednich letech se projevuji obavy ohledn¢ vlivu ftalatii na t¢hotné zeny
a déti. Vyzkumy ukazuji vysoké koncentrace ftalatti v nealkoholickych napojich, mineralnich
vodach, viné, oleji a hotovych jidlech, coz muize byt disledek jejich pfitomnosti
v potravinovém fetézci a nahodného uvoliovani z obali. Nicméné, vliv ftalath na zdravi lidi

zavisi na konkrétnich vlastnostech téchto latek a je stale predmétem diskusi [29,30].
4.5 Akrolein

Akrolein neboli propenal se tfadi do skupiny aldehydil s pfimym fetézcem. Jde o latku,
vznikajici z prehtatych tukti nebo pfimou dehydrataci volného glycerolu. V domacim prostiedi
vznika pfi smazeni nebo fritovani u riznych druht oleji. Propenal ma ostfe drazdivy zapach.

Jedna se o slouceninu s toxickymi ucinky. Je produktem oxidace lipidi [31,32].
4.6 Malondialdehyd

Malondialdehyd (MDA) je aldehyd existujici jako monomer 1 oligomer. Jde o endogenni
produkt vznikajici pfi oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin v potravinaich. MDA
reaguje predev§im s aminoskupinami lysinovych zbytkli bilkovin a zpisobuje zesitovani
bilkovin. MDA mitize vytvaret genotoxické adukty s bilkovinami a s DNA. Je spojovan se
Skodlivymi zménami bilkovin a snizenou vyzivovou hodnotou potravin. Tradicné se pouziva

pii stanoveni hodnot thiobarbiturového ¢isla, coz je métitko zluknuti lipida [30,33].
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4.7 Bisfenol A

Bisfenol A (BPA) je latka pouzivana k vyrobé nékterych plasti a pryskyfic. Vyskytuje
se zejména v polykarbonatovém plastu, ktery se pouziva na vyrobu davkovact vody, obalovych
nadob na potraviny a opakované pouzitelnych lahvi na napoje. Latka se také vyuziva pro vyrobu
ochrannych natéri a oblozeni potravinovych a néapojovych plechovek a nadob. Studie
naznacuji, ze BPA a podobné chemické latky mohou migrovat do potravin a napoju, které tyto
plastové nadoby obsahuji, zvlasté pti vysokych teplotach. Evropska agentura pro bezpecnost
potravin (EFSA) stanovila maximalni pfipustny piijem BPA na 0,2 ng/kg télesné hmotnosti za
den. Potencialni skodlivé i¢inky ma BPA na reprodukéni, vyvojovy a metabolicky systém. Po
absorpci se vétSina BPA metabolizuje ve stfevech a jatrech na neskodnou glukuronidovou
formu. Endokrinni disruptivni u¢inek maji pouze volné molekuly BPA v krvi. ProtoZe kojenci
a deti nemaji stejn€ UCinny metabolismus jako dospéli, pouzivani BPA obsahujicich
kojeneckych lahvi mlzZe ovlivnit jejich vyvoj. Studie ukazuji, ze BPA byl nalezen u vice nez

90 % obyvatel USA [30,34].
4.8 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které chrani potraviny pfed znehodnocenim zplsobenym oxidaci.
Svou pritomnosti prodluzuji Gdrznost potravin. Projevem takové oxidace je zluknuti tuki
a dalsich snadno se oxidujicich slozek potravin. Oxidace tukii v potravinach vyvolava chemické
zmény a negativné ovliviiuje jejich senzorickou, toxikologickou a vyzivovou hodnotu.
Antioxidanty lze rozdé€lit na pfirodni a syntetické. Z pfirodnich jsou jedind povolend aditiva
tokoferoly. V dneSni dobé se vSak zkouma pouziti nékterych rostlinnych extraktl jako
je zazvor, Cesnek, rozmaryn atd. na oxidacni stabilitu olejii [35]. Ze syntetickych pak maji velky
vyznam hlavné fenolové antioxidanty a endioly. Pfikladem endiolového antioxidantu je

kyselina erythorbova a jeji soli [36].

Fenol sam o sobé je jako antioxidant neucinny. Musi dojit k substituci v poloh4ch ortho a para
alkylovymi skupinami, aby byla zvySena reaktivita fenolu s volnymi radikéaly. Takovymi
antioxidanty jsou butylhydroxyanisol (BHA) a butylhydroxytoluen (BHT). Za zminku stoji
jesteé tercidlni butylhydrochinon (TBHQ), ktery je jako jediny difenolem.

BHA je u¢inny pti ochrané tukli s MK s kratSim fetézcem jako je kokosovy nebo palmojadrovy
olej, aroma a barvy silic. Casto se pouziva v obalovych materialech odkud mtize migrovat do

potravin.
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BHT je pon¢kud ucinngjsi jako antioxidant ZivociSnych tukl. Je moZné pouzit jako smés
s BHA. Ob¢ slouceniny se mohou projevovat pachem podobnym fenolim. Synergicky BHA

pusobi s BHT a gallaty. Je u¢inny jako antioxidant i po tepelném zpracovani potraviny.

TBHQ je antioxidant nejleps$i pro tuky uicené na smaZzeni. Kombinaci s chelataénimi ¢inidly

(napf. kyselinou citronovou) zvysSuje svou antioxida¢ni aktivitu specidln¢ u rostlinnych olejt.

Propylgallat je ester kyseliny gallové. V malém mnozstvi se nachazi v potravinach rostlinného
puvodu. Je polarnéjsi nez predchozi antioxidanty a jeho U¢innost je vys$si v bezvodych tucich.
Jde o nestalou slouceninu, a proto neni vhodna pro tuky urcené ke smaZeni. S ionty Zeleza
vytvaifi modroCerné komplexy, a proto je vzdy pouzivano v kombinaci s chelataénimi

¢inidly [36].
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5 Analyza lipidia

Pro analyzu lipidii v potravinach je diilezité mit reprezentativni vzorek, jehoz vlastnosti nebyly
ptred analyzou zménény. U potravin obsahujicich lipidy ve vy$§im mnozZstvi, jako jsou olivovy
olej nebo rostlinny olej, 1ze provést analyzu bez ptipravy vzorku. U jinych potravin je vSak
potieba lipidovou slozku extrahovat a ptecistit. Existuji rizné metody izolace, jako jsou pouziti
rozpoustédel nebo pouhé lisovani jako u semen olejnin. Poté, co jsou lipidy separovany, se
casto rozpusti, filtruji nebo odstied’uji, aby se odstranily cizi latky. Miize probéhnout i suseni,
za Ucelem zbaveni se zbytkové vlhkosti. Jako u kazdého analytického postupu je dilezité, aby
se béhem extrakce nezménily vlastnosti analyzovanych lipidi. Oxidaci lipidi 1ze minimalizovat

pfidanim antioxidanti, plynnym dusikem a zamezeni tepla a svétla [37].

Analyzovany olej by mél pochdzet ze znamé Sarze semen a nema byt kontaminovany
neznamymi oleji. Nekteré faktory slozeni oleje mohou byt ovlivnény procesem deodorizace,
kterd miZe odstranit tokoferoly v riizném mnozstvi. Pokud je potieba ziskat informace

o vytézku oleje, je vhodné pouzit extrakci rozemletych semen rozpoustédlem [38].

Kvalitu olejii 1ze ur€it pomoci riznych analytickych metod. Kazdy olej by mél spliiovat urcité
kvalitativni znaky, jako napfiklad neobsahovat cizi télesa, byt bez Zluklych pachii a chuti.
Existuji specifické limity pro maximalni obsah tékavych latek nebo nerozpustnych cizich latek.
Kromeé toho existuji v rafinovanych a panenskych olejich limity pro pfitomnost nékterych kovt,
jako jsou zelezo a méd’. Pficemz limitni hodnoty kovii u rafinovanych oleji jsou nizsi nez

u olejii lisovanych za studena nebo panenskych olejt [38].
5.1 Izolace lipidii v tuhych vzorcich

Postup izolace so voli podle druhu a vlastnosti vzorku a dale taky podle naslednych testi, zda
se bude jednat pouze o stanoveni celkovych lipidi nebo bude nésledovat jest€¢ nckteré

dodate¢né stanoveni [39]. Extrakce se voli hlavné u stanoveni olejnatosti semen [35].

5.1.1 Soxhletuv extraktor

Jedna se o metodu extrakce typickou pro pevné vzorky. VysuSeny a homogenizovany vzorek
se vlozi do patrony v Soxhletové extraktoru a nechd extrahovat vhodnym lipofilnim
rozpoustédlem (napf. ethyletherem) pod zpétnym chladicem. Rozpoustédlo je pfivedeno k varu.
Pary cCerstvého rozpoustédla, které vznikaji v destilacni bance, prochazeji do chladice, kde
kondenzuji a kapou na vzorek. Tuk se pfevadi z extrakéni patrony do destilacni banky.

Vyextrahované latky zlstavaji v destilaéni baiice a pary rozpoustédla se po kondenzaci
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opakované dostavaji do styku se vzorkem. Tato operace se opakuje do Uplného vyextrahovani
vzorku, coz miize byt i nekolik hodin. Pfi ukonceni extrakce je rozpoustédlo vypusténo
vypustnim kohoutem. Destila¢ni baiika s vyextrahovanym tukem je vloZena na nékolik minut

do suSarny na a po vychladnuti je destila¢ni zbytek v barice se zvazen [40,41].

Metoda Soxhletovy extrakce je velmi kontroverzni. Na jedné strané¢ mé velmi podobné vytézky
jako Folchova metoda (viz 5.1.4). Na druhé strané¢ degraduje termolabilni slozky. Dalsi
nevyhodou je vysokd spotieba rozpoustédel, dlouhd doba extrakce a pouziti toxickych

rozpoustédel. Ekologictéjsi alternativu predstavuje extrakce nadkritickymi

tekutinami (SFE) [42].

5.1.2 [Extrakce nadkritickymi tekutinami

SFE pouziva extrakéni plyn stlaceny nad kritickou teplotu a tlak. Nejvhodnéj$im extrakénim
médiem je COz, ktery ma snadno dosazitelné hodnoty kritické teploty a tlaku. Média v takovém
stavu maji specifické vlastnosti. CO; je netoxicky a v nadkritickém stavu ma polaritu stejnou
jako n-pentan. Tyto skute¢nosti délaji z SFE velmi vhodnou pro extrakci nepolarnich lipida.
V ptipad¢ extrakce polarnich lipidi je mozné k CO pfidat organicky modifikator, naptiklad
ethanol, methanol nebo ethyl-acetat. Ve srovnani s klasickymi metodami extrakce ma SFE

vy$si Gcinnost a vytézky [41,42].

5.1.3 Zarizeni Soxtec

Jedna se o metodu odvozenou od klasické extrakce. Pfi této metod¢ je extrakéni patrona se
vzorkem nejprve ponoifena do vrouciho horkého rozpoustédla a dochazi tak k extrakci vroucim
rozpoustédlem. Po urc€ité dob¢ je patrona se vzorkem zvednuta nad hladinu a vzorek je nasledné
promyvan ¢istym zkondenzovanym rozpoustédlem. Tento krok je prakticky totoZzny s extrakci
v Soxhletové extraktoru. Tato metoda je schvalena organizaci Spojenych stati americkych
Environmental Protection Agency jako standardni metoda. Tato metoda je rychlej$i nez
Soxhletova extrakce. Kontakt vzorku s rozpoustédlem je v prvni fdzi mnohem vétsi a tim padem

dochdzi k rychlejsimu pfenosu hmoty [42].

5.1.4 Metoda podle Folche

Metoda je vhodna pro vzorky biologického plivodu, které maji vysoky obsah bilkovin a vody.
Vzorek je extrahovan a homogenizovan ve smési rozpoustédel chloroformu a methanolu
2/1 (obj./obj.). Smés je vlozena do odtiedivky, doplnéna fyziologickym roztokem a nasledné
ostfedéna po dobu 12 az 15 min. Horni vrstva je odstranéna pomoci vakua. Ke zbyvajici smési

je pfidan siran sodny pro vysuSeni. Obsah centrifugacni zkumavky je pftefiltrovan do
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odmérného vélce a je zaznamenan objem. Dva 10ml podily jsou pifeneseny do piedem
zvazenych hlinikovych misek. Vzorek je suSen na vzduchu a zvazen pro stanoveni mnozstvi

tuku [43].

5.2 Stanoveni celkovych lipidi

v

Pro stanoveni celkového obsahu lipidu existuje hned nékolik metod. Nejcastéjsi je metoda dle
Soxhleta zminéna vySe. Jako nepfimd metoda funguje refraktometricka metoda podle
Liethe [38]. Pro profilovani lipidd je mozné pouzit metodu vysokoucinné kapalinové
chromatografie = (HPLC) s hmostnostné spektrofotometrickym  (MS)  detektorem.
Chromatograficka separace umoziuje rozlisit polarni lipidy i triacylglyceroly ve stejném cyklu.
Metoda vyzaduje jen malou piipravu vzorku [43]. Slozeni mastnych kyselin a TAG se da
stanovit po predchozi derivatizaci také pomoci plynové chromatografie (GC). Vyhodné je

1 pouziti NMR spektrometrie [36].

5.2.1 Butyrometricka metoda dle Gerbera

Jedna se o metodu stanoveni celkovych lipidii u mléka a mlécnych vyrobkii. Do butyrometru
se odpipetuje urcité¢ mnozstvi mléka, do kterého se ptimichd kyselina sirova, ¢imz se rozlozi
bilkoviny, rozpadne se membrana tukovych kulicek a uvolni se tuk. Nésledné se piida
isoamylalkohol. Isoamylalkohol se pouziva k zabranéni zuhelnaténi cukrti kyselinou sirovou,
coz muZze byt problém pii odecitani obsahu tuku. Vzorek se pak odstfedi za horka (5560 °C),
coz zpusobi, ze tekuty tuk stoupa do hrdla butyrometru. Hrdlo je opatieno kalibrovanou stupnici
odstupiiovano a udava % hm. pfitomného mlé¢ného tuku. Fosfolipidy v mléce se touto metodou
nestanovuji, protoZze se nachazeji ve vodné fazi nebo na rozhrani mezi tukovou a vodnou

fazi [35].

5.2.2 Refraktometricka metoda

Jedna se o velmi rychlou a jednoduchou metodu. Hodi se pro rychlé rozbory malych vzorkii.
Jeji pfesnost je relativni, ale dostaCujici pro potraviny s vyssim obsahem tuku. V tfeci misce se
rozetie vzorek olejniny s vyzihanym piskem. Néasledn¢ se pfida bromnaftalen a pokracuje se ve
treni. KaSovita smes je nasledné pies fritu odfiltrovana do zkumavky. Filtrat je nasledné zméeten
v refraktometru. pak zméfen na refraktometru pti 20 °C pro index lomu. Slepym pokusem je
zmeéien index lomu bromnaftalenu. Obsah tuku se urc¢i jako rozdil indexu lomu bromnaftalenu

a bromnaftalenu se vzorkem [38].
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5.2.3 Metoda plynové chromatografie
Zékladni podminkou pro pouziti GC je dostate¢na tékavost analytl a jejich tepelna stabilita.
Vzhledem k této skutec¢nosti je GC omezené pouzitelny pro analyzu lipidi. Lipidy, které nejsou

t€kavé nebo tepelné stabilni, je tfeba derivatizovat a az poté analyzovat.

Derivatizace je pii GC analyze nezbytna. Derivatizace se pouziva zejména pfi analyze MK
s kratkym fetézcem. Poskytuje vyhody, jako je zvySend selektivita. Nejjednodussim
derivatizacnim postupem je tvorba methylesterit MK za pouziti methanolu jako derivatizaéniho
¢inidla a kyselého katalyzatoru. Vniklé methylestery jsou extrahovany do hexanu. Dalsi
postupy vyuzivaji ¢inidla, jako jsou kyselina heptafluorobutyrovd nebo pentafluorobenzoyl.
Nevyhodou deprivatizace je chemickd zména molekul lipidd, coZ je v né€kterych piipadech

analyzy nezadouci.

Pti analyze GC je mobilni fazi inertni nosny plyn (napt. He, H> a N»), ktery slouzi k pfenosu
analytu kolonou, kde dochazi k separaci. Pro analyzu methylestert jsou vhodné kolony DB-23
a SP-2560. V kombinaci s MS detekci se pouziva chemicka nebo elektronova ionizace kvili
vysoké citlivosti a vysokému rozliseni. Metody GC jsou vhodné pro analyzu sterolti, MK

a cis/trans izomeru. [40,41].

5.2.4 Metoda vysoce Gcinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

HPLC-MS je nejcastéji pouZivana analyticka technika pfi analyze lipidi. Kvantifikaci 1ze
provadét pomoci vnitinich standardd. V analyzdch neni mozné mit vnitini standardy
odpovidajici kazdému lipidu, proto se k tomuto ucelu pouzivaji komeréné dostupné smesi
vybranych lipidl. Separace se piednostné provadi v systému s obracenymi fazemi s vyuzitim
stacionarni fize s alkylovymi fetézci (C8, C18 a C30), kterd je vhodnd pro vétsinu lipidovych
tfid. SloZeni mobilni faze je daleZitym faktorem pfii analyze lipidi. PouZivaji se smési H,O
a organickych rozpoustédel jako acetonitril nebo methanol s pfidavkem tékavych pufra,

tj. kyseliny octové, mravenci nebo octanu amonného [40].

5.2.5 'H NMR spektrometrie

'"H NMR spektrometrie se pouziva za Ufelem objasnéni struktury lipidd a kvalitativni
a kvantitativni analyzy. Metoda je to velmi rychla a nedestruktivni. Pro analyzu lipidd je
nezbytné tésné pred analyzou vzorek rozpustit ve vhodném rozpoustédle, napt. v deuterovaném
roztoku methanolu nebo chloroformu. NMR spektrometrie je vhodna hlavné pro kvantitativni

analyzu lipida s jednoduchou matrici. [40,44].

34



5.3 Charakterizace tuku

Tukova ¢isla slouZzi k charakterizaci jakosti a vlastnosti olejii a tukt. Jedna se spi$ o zastaralé
techniky. Dnes se objektivnéji pouzivaji analytické metody jako plynova nebo kapalinova

chromatografie [39].

5.3.1 Cislo kyselosti

Cislo kyselosti (AN) je ukazatelem volnych MK ve vzorcich tuki a olejii [48]. Predstavuje
mnozstvi KOH potiebného k neutralizaci kyselin pfitomnych v 1 g vzorku. Hodnota AN by
hydrolyzu. Tato metoda je pouzitelnd pro vSechny tuky, oleje nebo MK vyjimkou téch, které
obsahuji mineralni kyseliny [32]. Rafinované oleje maji obvykle niz§i AN v dusledku
odstranéni volnych MK b&hem procesu rafinace. Toto ¢islo ma vyznam hlavné u surovych
olejii, které neprosly rafinaci. Jejich pfitomnost mize byt brana jako ukazatel Cistoty oleje.

Udrzovanim nizké hodnoty kyselosti I1ze zlepsit kvalitu a pouzitelnost tukti a oleji [48—51].

Pii stanoveni je vzorek tuku rozpuStén v polarni smési organickych rozpoustédel
(zneutralizovany ethanol a diethylether) a nésledné titrovan ethanolickym roztokem 0,1M
hydroxidu draselné¢ho na indikator fenolftalein do zrtiZovéni nebo thymolftalein do modrého
zbarveni. U vzorku s tmavou barvou, kde by se velmi Spatné¢ odhadoval barevny ptechod

indikatoru, Ize pouzit potenciometrickou titraci [39,52].
AN se vypocte dle rovnice (1).

AN = 56,11 ' CKOH ) VKOH/m (1)

AN — Ccislo kyselosti [mg/g]

cxon — molarni koncentrace KOH [mol/I]
Vkon — spotieba pri titraci vzorku [ml]
m — hmotnost vzorku [g]

Rozdil mezi 2 soubéznymi stanoveni ¢isla kyselosti by nemél presahovat 0,1 % u rafinovaného

tuku a u surovych tukt a MK 1,5 % [39].

5.3.2 Cislo zmydelnéni

Cislo zmydelnéni (SN) je ukazatelem obsahu veskerych MK. Vyjadiuje se jako hmotnost KOH
potfebného k neutralizaci MK (volnych MK i vazanych MK) a hydrolyze jejich estert
v 1 g vzorku [45,46].
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Pti stanoveni se vzorek tuku se prevede zahtatim do kapalného stavu. Filtraci ptes filtra¢ni papir
se zbavi veskerych necistot a zbytkli vlhkosti. Vzorek se zmydelni zndmym mnozstvim
(ptebytkem) KOH v anorganickém rozpoustédle po dobu 30 minut az nékolika hodin.
Po ochlazeni se pfida fenolftaleinovy indikéator a nespotiebovany KOH se titruje kyselinou
chlorovodikovou, dokud se barva nezméni z riZové na bezbarvou. Postup je opakovan pro slepy
pokus, kde je misto vzorku pouzita voda. Slepy vzorek se titruje pro stanoveni obsahu

KOH [46,47].
SN se vypocte podle rovnice (2).

SN =56,11"cye; - (Vslepy = Viier)/m (2)

SN — cislo zmydelnéni [mg/g]

cycr — molarni koncentrace HCI [mol/I]

Vsiepy — objem odmérného roztoku spoti'ebovany na titraci slepého pokusu [ml]
Viier — objem odmérného roztoku spotfebovany na titraci vzorku [ml]

m — hmotnost vzorku [g]

5.3.3 Esterové Cislo

Jedna se o ukazatel obsahu esteroveé vazanych MK v tuku. Je rozdilem mezi ¢islem zmydelnéni
a kyselosti. Vyjadfuje se jako hmotnost KOH v mg pottebného k hydrolyze esteri mastnych
kyselin v 1 g vzorku [50,51].

5.3.4 Jodové &islo

Jodové ¢islo (IN) je ukazatelem miry nenasycenosti oleje [50]. Podle definice je IN vyjadieno
jako mnozstvi jodu v gramech spotiebovaného na 100 grami vzorku [48,52]. Cim vyssi je
hodnota IN, tim vétsi je pocet dvojnych vazeb mezi uhliky [54]. Metoda je vhodna pro vSechny
tuky a oleje. Je vSak nevhodna pro oxidované nebo polymerované oleje. Existuje mnoho druhii
stanoveni IN. Nejvice pouZzivané jsou postupy podle Hanuse, Wijse a Hiibla [39,53]. Postupy
dle Hiibla a HanuSe davaji shodné vysledky. Nejspravnéjsi vysledky dava metoda dle Wijse.

Podle hodnoty IN lze dé¢lit rostlinné oleje na vysychavé, polovysychavé a nevysychavé. Velky
vyznam ma tato hodnota pak u hodnoceni technickych rostlinnych oleji. Vysychavy olej, jako
Inény, makovy nebo konopny olej, maji vysoké jodové ¢islo s hodnotami nad 130 g/100 g
vzorku tuku. Oleje s hodnotami IN mezi 100 az 130 se nazyvaji polovysychavé. Radi se sem
naptiklad slune¢nicovy, kukuii¢ny, bavinikovy a sezamovy olej. Nevysychavé oleje maji

hodnoty IN mensi nez 100 [39].
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Pifi stanoveni je adovana interhalogenova sloufenina na vzorek tuku a titraéné stanoven

v nadbytek ¢inidla.

Metoda dle Wijse — Na roztok vzorku oleje v chloridu uhli¢itém ptisobi roztok chloridu jodného
v kyselin¢ octové. Nezreagovany chlorid jodny se prevede se na jod pomoci jodidu draselného.

Jod se nasledné titruje 0,1M roztokem thiosiranu sodného [43,51].

Metoda dle HanuSe — Na roztok vzorku oleje v chloroformu ptisobi roztok bromidu jodného
v kyseliné octové. Piebytek bromidu jodného se nasledné titruje 0,1M roztokem thiosiranu

sodného. Za stejnych podminek jako u vzorku je proveden i slepy pokus [43].
IN se vypocte podle rovnice (3).

IN =100 - cyq,s,0, * (Vslepy — Viitr) - 0,1269/m 3)

IN — jodové cislo [mg/g]
CNa,s,0, — molarni koncentrace odmérného roztoku Na,S,03 [mol/I]
Vsiepy — objem odmérného roztoku spoti'ebovany na titraci slepého pokusu [ml]

Viier — objem odmérného roztoku spotfebovany na titraci vzorku [ml]
m — hmotnost vzorku [g]

V dnes$ni dobé je IN stile vice nahrazovdno profilovanim slozeni MK. Metoda spociva
v kvantitativnim zmyd€lnénim triacylglyceridii a soucasné transesterifikaci MK na jejich
methylestery. Tyto methylestery jsou nasledné stanoveny plynovou GC s detektorem FID nebo

MS. Tento zptsob poskytuje podrobnéjsi informace a vyzaduje méné chemikalii a ¢asu [51,54].

5.3.5 Hydroxylové ¢islo
Jedna se o métitko obsahu hydroxylovych skupin. Hydroxylové ¢islo (HN) je definovano jako
pocet mg KOH ekvivalentnich obsahu hydroxylovych skupin v 1 g neacetylovaného vzorku [8].

Je definovano jako mnozstvi KOH nutné k neutralizaci kyseliny octové, ktera je vazana
acetylaci acetanhydridu kyseliny octové s 1 g vzorku. V kombinaci s ¢islem kyselosti a ¢islem

zmydelnéni tato analyza popisuje slozeni vzorku, zejména stupen esterifikace [51].

Vzorek je rozpustén v pyridinu, ktery slouZi 1 jako katalyzator. Nasledné je vzorek acetylovan
znamym mnoZzstvim acetanhydridu. Vzorek se zahfivd 1 h na vodni lazni pod zpétnym
chladi¢em a nezreagovany acetanhydrid se necha reagovat vodou. Stanovi se kyselina octova,
ktera neni chemicky vazana na vzorek, titraci KOH na fenolftalein do zriizovéni. Cislo kyselosti
se odecte, a to za ucelem korekce volnych MK ve vzorku. Pro stanoveni mnozstvi ptfidaného

acetanhydridu se pouziva slepy pokus bez vzorku [51].
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HN se vypocte podle rovnic (4) a (5).

HN = C. Z.geotpz— € Zupg 4)

HN — hydroxilové ¢islo [mg/g]
SN.qcetvz— Cislo zmydelnéni acetylovaného vzorku tuku[mg/g]
SN.,, — Cislo zmydelnéni vzorku tuku [mg/g]

HN = (56'11 “Ckon " Veier — Vslep)’r)/m) — AN ()

HN — hydroxilové ¢islo [mg/g]

AN — (islo kyselosti [mg/g]

cxon — molarni koncentrace odmérného roztoku KOH [mol/]]

Vit — objem odmérného roztoku spotfebovany na titraci vzorku [ml]

Vsiepy — objem odmérného roztoku spoti‘ebovany na titraci slepého pokusu [ml]

m — hmotnost vzorku [g]

5.4 Stanoveni oxidaéni stability tuki

Oxidace je vyznamnym faktorem degradace kvality tukl a olejii, kterd vede ke Zluknuti.
Oxidaéni stupent poskytuje dulezit¢ informace o kvalité a stabilit¢ oleje, mize odhalit
nestandardni uchovavani vstupnich olejnatych surovin, nevhodné podminky piepravy
a skladovani oleje. S postupujici oxidaci dochazi k riznym zméndm jako je neptijemnd
charakteristicka chut a zapach. Dale dochdzi ke zménam barvy, viskozity, hustoty
a rozpustnosti. Kromé& toho dochazi ke ztraté esencidlnich mastnych kyselin, degradaci
vitamind a provitaminll. Oxidace proto vyznamné ovliviiuje senzorické vlastnosti, toxicitu
a vyzivovou hodnotu jedlého oleje. Proces oxidace zdvisi na fad¢ faktorti. Nachylnost jedlych
oleji k oxidaci zdvisi na stupni nenasyceni MK, obsahu a druhu antioxidanti, teplote,
ptitomnosti kysliku, vlhkosti, svétla, stopovych kovii a mikroorganismy. Jednim z dilezitych
ukoll pii vyrobé¢ jedlych oleju je kontrolovat tyto faktory po dobu, kdy je mozné ocekévat

neptiznivé zmeény.

Oxidace u jedlych oleji za¢ina dvojnymi vazbami MK triacylglycerolu. Prvnimi produkty jsou
hydroperoxidy, které jsou bez chuti a zapachu, a n¢jak vyznamné nezhorsuji senzorickou
kvalitu. Metody stanoveni primarnich produktii jsou popsany v kapitole 5.5.4. Hydroperoxidy
jsou vsak obecné nestabilni, coz vede k tvorbé sekundarnich oxidacnich produktii, jako jsou
ketony, aldehydy, alkoholy, laktony, uhlovodiky, estery a dalsi. Nékteré z téchto sloucenin maji
velmi vyraznou viini nebo chut’, jejich pfitomnost je tedy velmi rychle zfejma. Pti rozkladu

A4

téchto hydroperoxidi vznikaji ve vysSSich koncentracich slou¢eniny s potencidlni toxicitou.
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Produkty oxidacnich procesti mohou déle reagovat s dal§imi slozkami, jako jsou aminokyseliny
nebo bilkoviny v komplexnich potravindch, coz vede ke zménam textury nebo barvy. Hlavnim
zpusobem vzniku hydroperoxidii jsou autooxidace, fotooxidace, enzymaticka oxidace.

Zpusoby se lisi tvorbou radikald, ale ndsledny mechanismus je shodny.

Chemické posouzeni oxidace je pouze Casti celého procesu. Jde-li o chut’ a zépach, je dilezité
posoudit vychozi latky i produkty oxidace a jeji priib&h. Zlukla chut’ nebo viiné mohou vyrazné
ovlivnit senzorické hodnoceni tuku, az do té¢ miry, Ze je vnimaji jako dva rGzné materidly.

Oxidacni testy jsou empirické metody predpovédi budouciho chovani tukt [50,54,55].

5.4.1 Schaaluv test

Schaaltv test je jednou z prvnich metod stanoveni oxidace lipida. Pfi této metod€ se olej
ponecha v oteviené nddob¢ v termostatu pfti teploté¢ 63 nebo 70 °C po urcitou dobu. Vzorky
se odebiraji k analyze pravideln€ v dennich nebo tydennich intervalech. Analyza se provadi
vyskolenym degustatorem, nebo 1€pe pomoci peroxidového ¢isla. Vysledky peroxidového Cisla
se vnaseji do grafu v zavislosti na Case a vznika typicka IP kiivka. IP neboli induk¢ni perioda
je doba, kterou trva iniciacni faze oxidace. Tato obecnd kiivka je zobrazena v obrazku 3 a je
typicka pro vSechny metody, které méii IP, véetn€ modernéjSich metod Rancimat a metody OSI

(viz nasledujici kapitoly) [56].

+ . ROO" + ROO" ————— ROOR + O,
Induction time %

- > o Termination RO™+ RT ———— R-O-R

/ ROO"+ R® ———— Stable product

R*+ R" ———— R-R (dimers)

RH+ — » R+ L.H |
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Heat Flow
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]
\ &
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'
'
'
ion '
'

R*+OQ,——» ROO"

». ROO'+R-H ————» ROOH +R"

e —— Base line

olysis .
AB —— 1|

Temperature

Obrazek 3: Priklad IP kiivky [57]
5.4.2 Sylveruv test
V Sylverové testu se uplatiiuje jiny ptistup. Vzorek je umistén do uzaviené nadoby pfi teploté
100 °C a neustale protiepavan. Kyslik v prostoru nad olejem se promisi s olejem, a nakonec
dojde k oxidaci oleje. Pii tomto procesu je kyslik spotfebovavan a tlak v nadobé klesa.

Vynesenim grafu poklesu tlaku v zavislosti na ¢ase se ziska typicka IP kiivka [56].
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5.4.3 Metoda aktivniho kysliku

Swiftlv test (znamy také jako metoda aktivniho kysliku) funguje na zédkladé metody aktivniho
kysliku. Metoda se od téch ptedchozich testi 1isi v tom, ze vzduch je vhanén do oleje pii 98 °C.
V urcitych kritickych intervalech jsou odebirany vzorky a je méteno peroxidové ¢islo. Hodnoty

se nasledné vynesou do grafu v zavislosti na Case, ¢imz se opét ziska kiivka IP [56].

5.4.4 Metoda Rancimat

Metoda Rancimat do zna¢né miry navazuje na Swiftlv test Zahrnuje probublavani vzorku
vzduchem pfi zvySené teploté. Tato zkouSka a zkouska OSI jsou do zna¢né miry primyslovymi
standardy pro méfeni IP. Rozdil mezi touto zkouskou a zkouskou Swift spoc¢iva v tom, ze
poskytuje kontinuélni méteni. Pro méfeni PV neni nutné odebirat periodicky vzorky. V zatizeni
Rancimat spole¢nosti Metrohm probubldvd vzduch olej a poté piechdzi do nadoby
s destilovanou vodou. M¢ii se vodivost této vody a vykresluje se graf typicky pro prubéh IP.
Meéteni mohou zkreslovat neoxidované tékavé latky, jako jsou volné MK. Zptisobuji zvySeni
vodivosti, ale je a pozvolné ve srovnani s prudS$im zvySenim oxidacnimi produkty. IP se méfi
z grafu zapisovace tak, ze se po skonceni IP odeCtou te¢ny jak k zékladni linii, tak k prud$imu

sklonu [56].

5.4.5 Index stability oleje

Metoda OSI (Oil Stability Index) je principidlné velmi podobnd metod€ Rancimat. Vzorek tuku
se umisti do nadoby pfistroje a zahtiva na teplotu 100—130 °C. Vzorkem probublava vzduch,
ktery prendsi tékavé latky do nadoby s destilovanou vodou. V této nddobé¢ je neustale mefena
vodivost. Vysledkem méteni je graf s IP kfivkou. Jednim z hlavnich rozdili je pouziti
jednorazového laboratorniho skla a hadi¢ek. Tim odpada jedna z nevyhod metody Rancimat,
ktera spoc¢iva v dukladném umyti pouzitého laboratorniho na¢ini mezi jednotlivymi méfenimi.

Jakékoliv stopy necistot, starého oleje apod. mohou vyrazné ovliviiovat vysledky testu [56].

5.4.6 Metoda absorpce kysliku

Testy OSI a Rancimat méfi zmény vodivosti zpisobené tékavymi iontovymi organickymi
kyselinami, a to automaticky a kontinualné. Metoda adsorpce kysliku zahrnuje zahiivani vzorku
oleje vystaveného vzduchu nebo kysliku, coz ma za nasledek pokles tlaku uvnité reakéni
nadoby. Zména tlaku se méfti elektronicky pomoci tlakovych pievodnikii a kone¢ny bod testu
je dosazen, kdyz tlak uvnitf nadoby vykazuje vyrazny pokles. Vzhledem ke sloZitosti

ptislusnych chemickych procest se doporucuje sledovat postup oxidace tuki a olejli vice nez
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jednou metodou, vcetné alespon jednoho testu pro kazdy z priméarnich a sekundarnich produktt

oxidace lipidt [55].
5.5 Stanoveni stupné Zluklosti tukii

Vysledkem Zzluknuti volnych a vazanych MK je Siroka fada t€kavych a netékavych produkti.
Oxidacni stabilita jedlych oleji vSak nezavisi pouze na podminkéach béhem skladovani, ale také

na historii suroviny a pouzitym zpusobu zpracovani [55].
Uroven oxidace lipidl Ize méfit riznymi zplsoby:

e méfenim spotteby kysliku piijatého olejem/tukem,
e zmény reaktantl,

e mnozstvi primarnich oxida¢nich produktd,

e mnozstvi sekundarnich oxidacnich produktt,

e jinymi metodami.

Mnozstvi kysliku pfijimaného vzorkem lipidi lze posoudit méfenim pfirtistku hmotnosti
vzorku nebo spotfeby kysliku v headspace prostoru. Méfeni zmény reaktantli zahrnuje
pfedevsim stanoveni zmény specifické koncentrace mastnych kyselin. Mastné kyseliny lze
snadno méfit po transesterifikaci na odpovidajici metylestery plynovou chromatografii s FID
nebo s MS detektorem. Primarni oxida¢ni produkty lze vyjadfit pomoci peroxidového cisla
(PV). PV se mlze stanovit jodometrickou titraci, spektrofotometricky reakei s komplexem
zelezitych iontli a infracervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci. Podrobné
informace o struktufe a mnozstvi specifickych hydroperoxidi 1ze ziskat pomoci HPLC.
Alternativné lze stanovit dieny a trieny (vznikajici pii tvorbé hydroperoxidii z nenasycenych
mastnych kyselin) méfenim nartstu absorbance zkouSeného vzorku pifi 233 nm (dieny)

a 268 nm (trieny) [53].

5.5.1 Autooxidace

Autooxidace je samokatalyzovand reakce radikdlového mechanismu. Existuji nékteré faktory,
prooxidanty, jako jsou tézké kovy, které ji urychluji, a jiné faktory, antioxidanty, které ji
zpomaluji. Produkty autoxidace jsou hydroperoxidy. Ma tfi hlavni faze: iniciaci, propagaci
a terminaci. Jakmile se hydroperoxidy vytvofi, mohou se dale rozkladat na aldehydy a ketony.
Pravé tyto produkty rozkladu maji chut’ a viini spojenou s oxidacnim Zluknutim. Prvni faze

.....

oznacuje se jako indukéni perioda. Jakmile se tuk dostane do faze propagace, rozklad probiha
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volny radikal a vznikne tzv. volny triglyceridovy radikal. Obvykle je to jeden z atomt vodiku
na jednom z fetézclti mastnych kyselin, a pokud je pfitomna nenasycend MK, pak je to Casto
jeden z atomi vodiku na methylenové skupiné vedle dvojné vazby. Pii oxidaci oleje
methylenova skupina ztrati atom vodiku a dvojné vazba vedle methylenové skupiny se posune
podél fetézce, coz u vysoce nenasycenych olejti vede ke konjugaci, a tim ke zmén¢ absorp¢niho

spektra [57].

5.5.2 Fotooxidace

Fotooxidace je reakce mezi svétlem aktivovanym singletovym kyslikem a nenasycenymi MK
snaslednou tvorbou hydroperoxidii. Reakce mulze nastat za pritomnosti svétla
a fotosenzibilizatoru. Tato reakce se li§i mechanismem od autoxidace a nevykazuje inhibi¢ni
periodu. Ve svém normalnim stavu, tj. dva nesparované elektrony v magnetickém poli, neni
kyslik pfili§ reaktivni. Musi tedy dojit k jeho tvorbé jeho reaktivnéjSiho stavu reakci
tripletového kysliku se svétlem v pritomnosti senzibilizatoru, jako jsou ionty tézkych kovi
(napt. zelezo, méd’), chlorofyl, riboflavin, myoglobin, erytrosin nebo methylenovd modr.
Produktem je vysoce reaktivni singletovy kyslik, ktery ma vSechny elektrony sparované a nema
zadny magneticky moment. Nasledné reaguje singletovy kyslik s dvojnymi vazbami v MK.
Tento typ oxidace se od autoooxidace lisi hned v n¢kolika ohledech. Nejedna se o radikalovy
mechanismus. Produkty jsou sice podobné, ale ve své sktruktufe nejsou identické. Tato oxidace

je rychlejsi, coz souvisi s poctem dvojnych vazeb [58]. Existuji dva typy fotooxidace.

Pii fotooxidace typu I dochazi k excitaci senzitizéru pomoci svétla. Nasledné se vytvari

intermediat, ktery reaguje s tripletovym kyslikem, ¢imz vznikaji produkty oxidace.

Fotooxidace typu II je zaloZena na pfimé reakci se singletovym kyslikem, ktery se vytvaii pfi
interakci senzitizéru s normalnim tripletovym kyslikem a v pfitomnosti viditelného
a ultrafialového svétla. Singletovy kyslik se nasledné mize vazat na dvojné vazby

v molekulach nenasycenych MK [57].

5.5.3 Enzymaticka oxidace

Enzymatickd oxidace je v principu stejnd jako autooxidace. LiSi se pfitomnosti enzymu
lipoxygenaza, ktery je vysoce specificky pro substrat a reakci. Lipoxygenaza jsou globuliny
s molekulovou hmotnosti mezi 0,6—1-10° Da, obsahujici jeden atom Zeleza v molekule. Ta
muze katalyzovat oxidativni zmény v semenech. Lipoxygenazy prvniho typu je mozné najit

v mnoha piirodnich zdrojich, jako jsou rajcata nebo brambory, které maji jako nejlepsi substrat
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kyselinu linolovou. Kyselina linolovd se oxiduje na hydroperoxidy. Tyto hydroperoxidy
podléhaji fragmentaci na slouceniny s kratkym fetézcem (hexanal, 2—nonenal, ...), z nichz

nékteré maji velmi vyrazny a charakteristicky zapach.

Lipoxygenazy druhého typu je mozné najit v angreStu, sOji nebo luSténinach. Tento typ
katalyzuje oxidaci acylglycerolt, ale miize dochazet k oxidaci i dalSich rostlinnych slozek jako
jsou karotenoidy. V tomto piipadé¢ hydroxyperoxidy podléhaji enzymaticky katalyzovanym

reakcim za vzniku smési produktl oxida¢niho rozkladu, jako jsou aldehydy.

Enzymatickd oxidace miZe byt problematicka jak pro trvanlivost olej, tak pro zpracovatele
olejii a tukdi. To znamena, Ze Cast oleje v semeni je oxidovana jesté¢ pred jeho extrakci. Pfi
extrakci oleje se s nim také extrahuji hydroperoxidy a jejich rozkladné produkty. VétSina
komer¢nich oleji a tukG prochazi rafinaci, kterd odstrafiuje oxidacni produkty vzniklé
katalyzou lipoxygenazy. Jen velmi malo olejl a tukii se pouziva bez rafinace. Mezi hlavni patii
kakaové maslo nebo olivovy olej, 1 kdyZ se na trhu objevuje stale vice panenskych specidlnich

olejt, jako panensky fepkovy olej a panensky kokosovy olej.

Rafinace oleje se sklada z tfi hlavnich fazi — neutralizaci volnych MK, bélenim k odstranéni
pigmentli a deodoraci chutovych a pachovych latek. Oxida¢ni produkty jsou vétSinou
eliminovany pii fazi béleni absorpci na aktivni uhli. Zbytek a témét vSechny tékavé produkty
rozkladu oxidace se odstrani béhem deodorizace. Novéjsi proces fyzikalni rafinace odstraiiuje
1 oxida¢ni produkty. Rafinace muze také odstranit i n¢které piirodni antioxidanty, jako jsou
tokoferoly a tokotrienoly. Témét 38 % z nich bylo odstranéno pfi rafinaci a vyznamné mnozstvi
bylo mozné ziskat z deodorizacniho destilatu. Enzymaticka oxidace je spiSe problémem pro
zpracovatele oleje, kteti se musi téchto vedlejSich produktl zbavit nez pro vyrobce potravin,

kteti obecné pouzivaji rafinovany olej [57,58,60].

5.5.4 Primarni oxida¢ni produkty

5.5.4.1 Metoda s hexakyanoZeleznatanem

Jako alternativni metodu urceni PV je mozné pouzit stanoveni lipidovych hydroperoxida
hexakyanozeleznatanem. Tato metoda je zaloZzena na principu redukce hydroperoxidi
Zeleznatymi ionty Fe?', které jsou oxidovany na Fe**. Ionty Fe*" jsou nasledné pfevedeny na

thiokyanatan Zelezity.

Hydroperoxidy reaguji s chloridem Zeleznatym v pfitomnosti thiokyanatu amonného za vzniku
thiokyanatu Zelezitého Cervené barvy. Tato barva je pak spektrofotometricky prométena pfi

500 nm. Intenzita absorbance je pfimo umérna koncetraci hydroperoxidi ve vzorku. Tato
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metoda se v poslednich letech stala oblibenéjsi zvlast¢ u méfeni oxidace v emulznich

systémech [58].

Priib¢h stanoveni je popsan pomoci rovnic (6), (7) a (8).

ROOH + Fe?t — RO+ Fe3* (6)
RO + Fe2t + H*— ROH + Fe3* (7)
Fe3™ + 5SCN~— Fe(SCN)Z’ (8)

5.5.4.2 Peroxidové ¢islo

Stanoveni peroxidové Cislo (PV) je metoda sledujici primarni produkty oxidace. Je to jedna
z nejbéznéjsich metod méteni Zluknuti tukd. Jde o ukazatel milivalentniho obsahu kysliku na
1 kilogram tuku nebo oleje. Metoda je rychla a aplikovatelna na vSechny tuky a oleje. Jedna se
o vysoce empirickou metodu, nicméné vysledky mohou byt ovlivnény strukturou a reaktivitou
hydroperoxidii stejn¢ jako reakéni teplotou a casem. Test je zalozen na redukci
hydroperoxidovych skupin jodidem. Koncentrace pfitomnych peroxidii je imérna mnozstvi
uvolnéného jodu. Uvolnény jod je stanoven titraci vzorku standardizovanym roztokem

thiosiranu sodného do odbarveni indikdtoru, kterym je Skrobovy maz [59,61].

Prabéh stanoveni je popsan rovnicemi (9) a (10). Hodnota PV se vypocte podle (11).

ROOH+2H™* + 2KI-I, + 2ROH+K,0 9
I, + 2Na,;S,03 —» Na,S,0, + 2Nal (10)
PV =100- CNa,S,05 ° Viier — Vslepy/m) (11)

PV — peroxidové ¢islo [mmol (1/2 0,).kg™?]
CNa,s,0, — Molarni koncentrace odmérného roztoku Na,S,03 [mol/I]

Vit — objem odmérného roztoku spotfebovany na titraci vzorku [ml]
Vsiepy — objem odmérného roztoku spoti'ebovany na titraci slepého pokusu [ml]

m — hmotnost vzorku [g]

Povolena hodnota peroxidového ¢isla u Cerstveé rafinovanych tuki a oleji by se méla pohybovat

mezi hodnotami 1-3 mmol 1/2 O; na 1 kg vzorku [58].

5.5.5 Sekundarni produkty oxidace
Jednou z nejcastéjSich metod je reakce s 2,4-dinitrofenylhydrazinem (2,4-DNPH), nasledovana
stanovenim 2,4-dinitrofenylhydrazonti pomoci HPLC s UV. N¢které z téchto sloucenin, jako je

4-hydroxy-2E-nonenal (4-HNE), maji toxikologicky vyznam, protoze jsou reaktivni
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s biomolekulami, jako jsou bilkoviny a enzymy, a inhibuji syntézu DNA, RNA a proteinil. Tato
metoda poskytuje spolehlivé vysledky pro hodnoceni tvorby toxikologicky vyznamnych latek
v jedlych olejich. Je vSak naro¢nd na manipulaci a vyhodnoceni chromatogramu muze byt
obtizné¢ kvili velkému mnozstvi detekovanych sloucenin. Pfestoze vzniklé hydrazony jsou
stabilni a netékavé, je manipulace se slouc¢eninami zdlouhava. Celkové je tato metoda vhodna

pro hodnoceni kvality tukt [55].

Analyza s plynovym chromatografem (GC) je casto pouZivana k urceni sekundarnich
oxidac¢nich produktl a slozeni t€kavych sloucenin uvolnovanych z oleje. Tato analyza muze
poskytnout informace o celkovém obsahu tékavych sloucenin nebo jednotlivych slou¢eninach
zodpovédnych za oxidacni proces. Mezi klicové slouceniny pro hodnoceni oxida¢ni degradace
patii hexanal, ktery se pouZziva piedevsim pro oleje bohaté na m-6mastné kyseliny, a propanal,
ktery slouzi jako spolehlivy indikator pro oleje s vysokym obsahem ®-3 MK. Dalsi typické
reakéni produkty oxidacnich procest v potravinach zahrnuji aldehydy, jako jsou pentenal,

2,4-heptadienal a 2,4-dekadienal [55].

v

Existuje nékolik metod pro stanoveni té¢kavych slou¢enin pomoci GC, ale nejoblibenéjsi je
dynamicka headspace analyza, (zndma také jako ,,purge and trap*). Pfi této metod¢€ se vzorek
umisti do vyhtivané a uzaviené nadobky, ktera se proplachne vodou a inertnim plynem, aby se
odstranily mozné interferenty. T¢kavé latky se pak koncentruji na vhodné zvoleném sorbentu,
naptiklad na tenaxu nebo dfevéném uhli, ktery se nasledné zahteje, aby se analyt desorboval.
Tato GC analyza a stanoveni té¢kavych slou€enin je dilezita pii posuzovani kvality jedlych oleji

a dalSich potravin [55].

5.5.5.1 p-anisidinové islo
Ukazatelem sekundarnich produktl oxidace oleji a tukll je p-anisidinové ¢islo (AV). Testem

se stanovuje mnozstvi aldehydua (pfedevsim 2-alkenti a 2,4-alkedieni) v tucich.

Aldehydy ptitomné v olejich reaguji s p-anisidovym cCinidlem v kyselém prostiedi za vzniku
zlutych produktd, které maji své absorpéni maximum pii 350 nm. Hodnota AV je definovana
jako 100nasobek namétené absorbance vzorku v 1cm kyveté pti 350 nm z reakce 1 gramu tuku

nebo oleje ve 100 ml roztoku obsahujicich ¢inidla 1 vzorek [58].

Vysoka mira tvorby hydroperoxidii nemusi vzdy znamenat vysokou miru tvorby sekundarnich
oxidacnich produkti [63]. Navic v urCitych vzorcich oleje, jako je olivovy a fepkovy ole;j,
zacina tvorba sekundarnich oxida¢nich produktl témét soucasné s tvorbou hydroperoxidi a v

jinych, jako je slunecnicovy olej, za¢ina rozklad hydroperoxidi, kdyz koncentrace primarnich
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sloucenin zacind byt znatelnd. Podobné je stanoveni AV uzite¢né pro hodnoceni kvality
produktd, jako jsou oleje na smazeni, které maji Casto nizké hodnoty PV. Lepsi obraz

o celkovém stavu kvality oleje poskytuje celkova hodnota oxidace TOTOX [62,63].
Hodnota TOTOX se vypocte podle rovnice (12).

TOTOX = 2- (PV) + AV (12)

TOTOX — celkova hodnota oxidace
PV — peroxidové Cislo
AV — p-anisidinové ¢islo

5.5.5.2 Thiobarbiturové ¢islo
Thiobarbiturové ¢islo (TBA) je jedno z nejpouzivanéjsich zjisténi lipidové peroxidace. Test je
zalozen na stanoveni malonaldehydu, ktery je povazovan za velmi dulezity produkt oxidace

lipidi v potravinach a biologickych systémech [58].

Malonaldehyd reaguje s kyselinou thiobarbiturovou ve stechiometrickém poméru 1 ku 2.
Reakce probihd pii zédhfevu v kyselém prostiedi za vzniku rizové barevného komplexu
Schiffovy baze. Intenzita zbarveni je mefena spektrofotometricky ve viditelné oblasti (540 nm)

nebo pomoci fluorescence (excitacni vinova délka - 515 nm, emisni v.d. - 553 nm) [64].

Hodnota absorbance pfimo souvisi s koncentraci malonaldehydu v piivodnim vzorku. Vysledky
je ukazatelem pmol malonaldehydu ptfitomného v 1 g tuku. Potraviny s TBA nad 1-2 pmol

malonaldehydu ekv. na 1 g tuku budou mit pravdépodobné zluklou ptichut’ [46].

Obsah reaktivnich latek je velmi maly, fadoveé 10-2000 pg/kg. Proto by se méla pouzit kritéria
ptesnosti, ktera jsou obvykla u stopové analyzy. Oxidované zluklé tuky a oleje jsou navic velmi
komplikované smési mnoha relativné nestabilnich oxidacnich produktl, které se riznym
zpusobem rozkladaji zahtivanim nebo mohou do reakce zasahovat. Hodnoty opakovatelnosti
stanovené na zaklad¢ statistické analyzy vysledk ukazuji, ze stanoveni hodnoty TBA Ize
provadét s prijatelnou mirou piesnosti. Stanoveni hodnoty TBA muze byt ovlivnéno
hydroperoxidy, kyslikem, antioxidanty a stopovymi kovy. Peclivym dodrzovanim postupu
a pouzivanim chemikalii vysoké Cistoty lze vétSinu téchto vlivli vyloucit nebo udrzet na stejné

urovni a ziskat dostatecné opakovatelné vysledky [65].
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5.6 Stanoveni konjugovanych dienovych a trienovych mastnych kyselin UV

spektrometrii

Oxidace polynenasycenych MK je doprovdzeno zvySenim absorbance v oblasti ultrafialového
zafeni. Absorp¢ni maximum oxidovanych produkti lipidi je pti 233 nm s druhotnym maximem
trienti v rozmezi 260—-280 nm. Pfitomnost konjugovanych dienti je zptisobena posunem dvojné
vazby po ataku volnych radikalti na vodiky methylenovych skupin, které¢ oddéluji dvojné vazby
ve slouceninach. Toto stanoveni je citlivéjsi ve vzorcich, kde je vice pfitomny linoleat
obsahujici pravé konjugované dvojné vazby. Aby se predeslo interferencim s latkami
absorbujicimi pfi stejné vlnové délce (napt. karotenoidy), lze hydroperoxidy pievést

na konjugované chromofory a nasledné¢ zméfit jejich absorbanci [53,58].

5.7 Stanoveni frans-nenasycenych mastnych Kkyselin infracervenou

spektrometrii

Tato metoda je vhodna pro pfirodni, rafinované i hydrogenované tuky a oleje. Jeji pouziti je
vhodné i u mastnych kyselin a jejich methylesteri. V pfitomnosti derivati s konjugovanymi

dvojnymi vazbami, oxidovanych kyselin a jinych davd metoda méné vyhovujici vysledky.

Vzorek se nejprve pievede na methylestery mastnych kyselin. Nésledné se tyto estery
spektrometricky proméfi pii 970 cm™'. Pfi této vlnové délce dochazi k deformaénim vibracim

vazby uhlik-vodik na uhliku s izolovanou trans-dvojnou vazbou.

Obsah slozek s témito vazbami se vyjadiuje procentem methylesteru elaidové kyseliny

v celkovém mnozstvi methylesterti [39].
5.8 Stanoveni doprovodnych latek lipida

Doprovodné latky lipidi se oznac€uji jako nezmydelnitelné latky. Jedna se o latky nerozpustné

ve vodé a rozpustné v lipidovych rozpoustédlech po zmydelnéni vzorku.

Stanoveni celkového obsahu je mozné pomoci dvou metod extrakce. Petroletherovd metoda
se pouziva pii predpoklddaném niz$im obsahu nezmydelnitelnych latek a diethyletherova
metoda pfi vyS$Sim obsahu. Petroletherova a diethyletherova metoda se vyznamné 1isi vysledky.
Ob¢ metody prvotné zmydelnuji vzorek tuku varem s 1M ethanolickym roztokem KOH po
dobu 1 hodiny. Nasledné je extrahovdna nezmydelnéné lipofilni latky petroletherem nebo

diethyletherem. Rozpoustédlo je odpateno a odparek zvazen [39].
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5.8.1 Chromatografické separace

Chromatografie je uU¢innou metodou pro separaci a analyzu smeési molekul. Pfi
chromatografické analyze se smés molekul prochazi kolonou obsahujici matrici. Molekuly
s riznou afinitou k matrici jsou oddéleny, pficemZz molekuly s vyssi afinitou se pohybuji

pomaleji. NejCasteji se pro separaci pouziva HPLC [37].

Tenkovrstva chromatografie je metodou, ktera se pouZzivala zejména ke separaci a stanoveni

koncentrace riznych lipidovych skupin v potravinach. Dnes je tato metoda jiz zastarala [37].

5.8.2 Tokoferoly a tokotrienoly

Tokoferoly a tokotrienoly jsou diilezité bioaktivni slozky rostlinnych olejii. Jedna se o vitamin
E odvozeny od chromanolové struktury. Primarnim prekurzorem vitaminu E je o-tokoferol.
Mezi nejsilngj$i antioxidanty se fadi 6- a y-tokoferoly. Ve vétSin€ rostlinnych olejt se tokoly
vyskytuji pouze v nizkém mnozstvi, vyssi obsah je v palmovém oleji, kukufi¢éném oleji a oleji

z ryzovych otrub.

Obsah tokoll v oleji je dilezité méfit jak z hlediska nutriéni kvality, tak z hlediska oxidacni
stability. Kromé¢ toho se obsah tokoferoli mize pouzit jako identifikacni znak oleje. Stanoveni
tokoferoll a tokotrienoll se provadi pomoci HPLC. Kalibra¢ni kiivky jsou sestaveny pro kazdy
tokoferol ze standardt a kalibra¢ni faktory pro tokotrienoly jsou povazovany za ekvivalentni
s odpovidajicimi tokoferoly. K oddé¢leni tokolovych pikli se nejcastéji pouzivaji HPLC
v systému s normalnimi fazemi, kde je mozné rozlisit i B-tokoferol a y-tokoferol. Metody HPLC
v systému s obracenymi fazemi toho jsou schopny jen v uréitymi kolonami jako je kolona
pentafluorofenylovou fazi. Mezi béznymi a modifikovanymi oleji jsou patrné jen malé rozdily

v rozmezi sloZeni s vyjimkou obsahu a-tokoferoli [38].

5.8.3 Stanoveni steroli

Stanoveni sterolll je velmi dalezité pfi identifikaci plivodu oleje a tukl. Kazdy olej ma
charakteristickou urcitou smés nékolika fytosteroli. Mezi fytosteroly je fazen i1 cholesterol.
Ptirozené se vyskytuje v mnoha olejich. Jeho obsah je vSak velmi nizky, takze ve vyzivoveé
bilanci nemé prakticky vyznam. Velkou roli pii falSovani oleje ma pomér sitosterolu a smési
kampesterolu se stigmasterolem. Pfitomnost fepkového oleje je indikovan vysSim podilem

brasikasterolu a piitomnost zivocisného tuku zase vyssim podilem cholesterolu [38,66].

Velmi cCastd instrumentalni metoda pro stanoveni sterolit je GC. Vyuzitim vysokoteplotnich
kapilarnich kolon, jako napt. fenylmetylsilica, je mozné dosdhnout vysoké citlivosti a dobrého

rozliSeni pifi analyze. GC analyzy jsou cCasto spojeny s plamenové ionizacni detekci pro
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sledovani analytl ve vystupu z kolony, nebo s MS pro identifikaci a kvantifikaci struktury.
Mén¢ casto se pouzivaji detektory elektronového zachytu nebo tepelné vodivostni

detektory [38].

Klasickou metodou je vazkové stanoveni celkovych sterolti v lipidech digitoninovou metodou.
Metoda je pouzitelna pro tuky a oleje, je vhodné vychazet z nezmydelnitelného podilu. Lipidy
jsou zmydelnény takovym zplisobem, aby doslo i k zmydelnéni ptitomnych ester sterolu.
Volné steroly jsou vysrazeny digitoninem. Vzniklé digitonidy jsou preciStény a nasledné
vazkové stanoveny. Pfi stanoveni se navazenému mnozstvi vzorku piidd roztok KOH
a 95% ethanolu. Navazka se voli podle predpokladaného procentualniho mnozstvi sterolu ve
vzorku tuku. Vzorek se ponechd zmydelnovat pod zpétnym chladi¢em 1520 minut. K reakéni
smési se nasledné pfidd voda, trojnadsobek objemu vody 95% ethanolu a smés se zahieje na
50 °C. Poté se piida roztok 1% ethanolického roztoku digitoninu. Celd smés se ponecha stat
pies noc. Vylou€ené krystaly se zfiltruji ptes zvazeny sklenény kelimek a promyji jednou
vodou, n€kolikrat ethanolem a trochou diethyletheru. Kelimek s krystalkami se necha susit do
konstantni hmotnosti pii 105 °C a nésledné zvazit. 1 g navazenych digitonidl je ekvivalentni

0,25 g steroli [39].

5.8.4 Fosfolipidy

Fosfolipidy jsou dalezitymi minoritnimi slozkami surovych olejl, které¢ jsou v razné mite
odstranovany béhem zpracovani oleje. Fosfolipidy v surovych sdjovych olejich maji maly vliv
na zménu ve sloZzeni mastnych kyselin ve srovnéni s tradi¢ni kontrolou. Pfikladem je mnozstvi
fosfatidylcholinu a kyseliny fosfatidové, ktery byl vyssi v surovém fepkové oleje nez v bézném
fepkové oleje. U typu s6ji, vyslechténého, aby byl odolny vici herbicidiim na bazi glyfosatu,
nebyly zaznamendny Zadné rozdily v mnozstvi fosfolipidl oproti béznému surovému so6jovému

oleji [38].

Pro kvantifikaci fosfolipidi je nejvhodnéjsi *'P NMR. Nevyhodou je potfeba smési
rozpoustédel pro ziskani vysoce rozliSenych pikti. Pouzivaji se detergenty, jako je cholat sodny,
SDS a Triton X-100, a soli jako je EDTA nebo CDTA. Optimalni systém rozpoustédel, teplota,
koncentrace lipidi, pH a koncentrace chelatti ovlivituji chemicky posun fosfolipida. Tato
metoda umoznuje identifikaci a kvantifikaci fosfolipidii. Pro dosazeni kvantitativnich vysledki

NMR je dulezité dodrzet chemickou inertnost rozpoustédla [40].
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5.9 Instrumentalni metody pfi analyze a autentizaci tuki

Instrumentélni metody poskytuji velmi podrobné informace o slozeni a kvalité. Infracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) spojena s chemometrii je Siroce pouzivana
technika pro autentifikacni analyzu tukti a olejii v potravindiskych produktech [67]. FTIR
spektroskopie s charakteristickym spektrem v oblasti otiskli prstl umoznuje rozliSeni
a charakterizaci rznych olejli, coZ z ni d¢la cennou metodu pro hodnoceni pravosti rostlinnych
olejii. Plynova chromatografie se Siroce pouziva pro rozliSeni oleji bohatych na -3 MK [68].
Tato technika s dalSimi metodami, jako infracervena absorpce, nuklearni magneticka rezonance
a hmotnostni spektrometrie, byla kliCova ve studiich klasifikace, profilovani a ovétovani
rostlinnych oleju. Identifikace a kvantifikace tékavych sloucenin v olejich semen, jako jsou ty
extrahované z riznych odrid maéku, byla provedena pomoci mikroextrakce tuhou fazi
vyuzivajici specifické typy vlaken pro zvysSeni citlivosti a selektivity [69]. Stanoveni polyfenola
v olivovych olejich bylo zjisténo pomoci raznych analytickych technik, jako GC, HPLC
a kapilarni elektroforézy [70]. Tyto metody nabizeji pohled na obsah antioxidantt v rostlinnych
olejich, coz ptispiva k jejich nutri¢ni hodnoté a stabilité. Pro detekcei aflatoxintl v rostlinnych
potravinovych dopliicich a kosmetickych olejich byla vyvinuta rychla metoda pomoci HPLC
pro zajisténi bezpec€nosti a kvality rostlinnych oleji [71]. Pouzitim pokrocilych analytickych
metod, jako je Ramanova spektroskopie a chemometrie, 1ze kvantitativné posoudit falSovani
panenskych olivovych olejti a v oleji z liskovych ofiskt [ 72]. Profily triacylglyceroli jsou cilem
pro detekei falSovacich latek v rostlinnych olejich [73]. Tyto metody poskytuji rychlé a presné
vysledky, které jsou nezbytné pro detekci potencidlnich ptimési v rostlinnych olejich. Kromé
toho aplikace FTIR kombinovand s chemometrii byla ndpomocna pii analyze falSovani
oleju [74]. Tyto techniky nabizeji rychlé a spolehlivé vysledky, které jsou nezbytné pro udrzeni

kvality a integrity rostlinnych oleji v riznych aplikacich.
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6 Tuky v lidské vyzivé
6.1 Nutri¢ni hodnoty a vyZiva

Tuky se spole¢né s bilkovinami a sacharidy fadi do skupiny makronutrientti. Jsou hlavnimi
zdroji energie pro lidsky organismus [5,75]. Denni pfijem tuki stravou je vétsi nez 100 mg/den.
Doporuceny denni piijem tukl je 30 % ze vSech zivin. V zapadnim svété tvori tuky v lidskeé
stravé piiblizné 40 % energetického piijmu [[4]]. Energetickd hodnota po oxidaci je 9 kcal na
1 g tuku. V nasem organismu maji tuky nezastupitelnou roli nejen jako zdsobarna energie, ale
ijako soucast bunénych membran, a substrat pro syntézu zlucovych kyselin [75]. Za
normalnich okolnosti je travici systém schopen stravit a vstiebat TAG s vice nez 95% Uc¢innosti.
Ztraty ve stolici nad 5 % tuku v potravé ukazuji na patologicky stav malabsorpce [4].
Vstiebatelnost TAG ovliviiuje také délka fetézce, poCet dvojnych vazeb, stereospecifita

jednotlivych MK v molekule. [16,76].
6.2 Zdravotni rizika

Zdravotni rizika jsou spjata hlavné s piijmem nasycenych tukl a cholesterolu. Vliv na hladinu
cholesterolu byl pfisuzovan hlavné konzumaci ZivociSnych tukt. Nasycené tuky pfispivaji
k ukladéani tukidi v cévach, coz vede k ateroskleréze a ptipadnému infarktu [58]. Problém
vysokého obsahu nasycenych tukti ve stravé se v minulosti fesil nahrazovanim zivocisnych tuk
¢astecn¢ hydrogenovanymi rostlinnymi oleji. Vedlejsim produktem hydrogenace jsou
trans-mastné kyseliny (TFA). V potravinach TFA pochazi nejen z primyslového ztuzovani
oleju ale 1 z zivoc¢isnych produktii. Ve srovnani s nehydrogenovanymi oleji jsou tuky obsahujici
primyslové vyrabéné TFA pevné a skladovatelné pti pokojové teploté, maji také technické
vyhody pfi zpracovani potravin a delsi trvanlivost. TFA muze tvofit az 60 % tukd v nékterych
prumyslove zpracovanych potravinach. TFA jsou spojovany se zvySenym rizikem ischemické
choroby srde¢ni, aterosklerdzy, mrtvice, cukrovky druhého typu a rakoviny, pokud jsou
konzumovany ve velkém mnozstvi. Doporuceny denni piijem TFA by nem¢l prekraCovat 2 g.
Mnoho potravin obsahuje az 0,5 g TFA. Nadmérny piijem TFA ve stravé zvySuje hladinu
Skodlivych lipoproteint o nizké hustot¢ (LDL-C). V mléénych a masnych vyrobcich se TFA

vyskytuji pfirozeng, a proto je obtizné vytadit je z jidelnicku [76-78].
6.3 Biologicka cesta tuku v téle

Tuky ptijaté stravou do se z 90 % skladaji z frakce TAG. Velké mnoZstvi mastnych kyselin se
znich uvoliuje Stépenim TAG lingvalni lipazou v tustech a zalude¢nimi lipazami [4].
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Zbyvajici TAG jsou téméf tplné hydrolyzovany v proximalnim tenkém stfeveé (ve dvanactniku)
sn-1,3 stereospecifickou pankreatickou lipazou na 2 volné MK a 2-monoaclyglycerol. Takto je
uvolnéno 50-70 % MK pfijatych stravou [78,79]. Ob¢ tyto slouceniny jsou dale smichany se
zluovymi kyselinami za vzniku smiSenych micel s fosfolipidy. Az 95 % téchto MK je
absorbovano epitelidlnimi bunikami v tenkém stfevé. Tyto MK jsou nadale resyntetizovany
a reesterifikovany prevladajici cestou 2-monoacylglycerolu za vzniku nového TAG v distalnim
tenkém stfevé. Plazmatické TAG jsou naplnény cholesterolem, apoproteiny a fosfolipidy, coz
vede k vzniku chylomikroni, které jsou absorbovany krevnim a lymfatickym systémem. Zbylé
MK se dostavaji az do tlustého stfeva, kde jsou metabolizovany pfitomnou stfevni

mikroflorou [80].
6.4 omega-3 a omega-6 mastné kyseliny

Omega-3 polynenasycené mastné kyseliny jsou mastné kyseliny, jejichz chemicka struktura ma
dvojnou vazbu na tietim atomu od koncové methylové skupiny. Jsou nezbytnou soucasti
biotransformace lipidil u savei. Pfiblizné 50-60 % hmotnosti mozku tvoii lipidy, z nichz 35 %
tvoii ®-3. V lidském mozku jsou nejdulezitéjsi tfi hlavni typy -3 MK, kterymi jsou kyselina
dokosahexaenova (DHA), kyselina a-linolenova (ALA) a kyselina eikosapentaenova (EPA).
DHA tvoii pfiblizn€ 40 % vSech mastnych kyselin v mozku, zejména v Sedé hmot¢, zatimco
EPA tvofi méné nez 1 %. Pfitomnost DHA je nejvétsi béhem pozdnich fazich t€hotenstvi
a prvnich 18 mésicti zivota. DHA je soucasti novorozenecké vyzivy kvili podilu na vyvoji
zraku a kognitivnimu riistu. Omega-3 MK podporuji kognici, zachovani neuroni a ochranuji
pfed neurodegeneraci. RovnéZz zmirnuji apoptézu mozku nékterymi mechanismy, napf.
sniZzenim reakci na reaktivni formy kysliku, které maji antiapoptoticky t¢inek, nebo zvySenim
regulace exprese antiapoptotickych proteinti a snizenim exprese apoptotickych proteini, coz

vede ke zpomaleni reakce apoptozy [81].

Pomér o-6 MK ku ©-3MK je ve stravé zdpadniho svéta 15:1 az 16,7:1. Optimalni pomér ®-6
k -3 MK je mezi 1:1 a 4:1, v zavislosti na onemocnéni. Vyvazeny pomér téchto kyselin mtize
snizit potrebu 1éka a je dilezity pro prevenci a 1ébu chronickych onemocnéni. Omega-6
a omega-3 MK jsou vychozimi slou¢eninami pro produkci eikosanoidii. Eikosanoidy z -6 MK
maji opacné vlastnosti nez eikosanoidy z EPA. ZvySeni pifijmu ®-6 EPA v potravé méni
fyziologicky stav na protromboticky, prokonstrikéni a prozanétlivy. Mnoho chronickych
onemocnéni, jako jsou srdecni choroby, diabetes, rakovina, obezita, autoimunitni choroby,

artritida, astma a deprese, souvisi se zvySenou produkci zdnétlivych latek. Tyto latky se zvySuji
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pfi vysSim piijmu -6 MK a snizuji se pfi vys$Sim pfijmu -3 MK (jako jsou ALA, EPA, DHA).
Je proto nezbytné snizit piijem -6 a zvysit piijem ®-3 MK. Rovnovaha mezi -6 a ®-3 MK je
klicova pro celkové zdravi a spravny vyvoj, a proto by méla byt pii vyzivovych doporuc¢enich
zohlednéna. Krom¢ toho je rovnovdha ®-6 a ®-3 mastnych kyselin velmi dilezita
pro homeostazu a normalni vyvoj. Zakladni strava pfi vyvazeném poméru -6 MK ku o-3 MK
snizuje davku 1€kl. Proto je tfeba pii tvorbé vyzivovych doporuceni brat v tivahu pfimétené
mnozstvi ®-6 a ®-3 mastnych kyselin v poméru ptiblizné¢ 1-2:1 odpovidajicim doporu¢enému
pfiméfenému piijmu a tyto dvé tfidy omega MK by mély byt na etiketach potravin rozliSovany,
protoze jsou metabolicky a funkéné odlisné [82]. Doplitky obsahujici ®-3 > 60 % v davkovém
rozmezi 200 az 2200 mg -3 MK v pievaze nad DHA byly G¢inné proti primarni depresi [83].
Vyznamny klinicky pfinos mé -3 MK pii podpiirné 1é¢bé depresivnich poruch. Na kone¢nou
klinickou u¢innost me¢lo vliv pouziti pfedev§im EPA v ramci ptipravku, nikoliv DHA.
Vyznamnou klinickou u¢innost mélo pouziti -3 MK spiSe jako dopliikova 1écba nez samotné

monoterapii depresivnich poruch [84].

Piijjem ®-3 MK zlepSuje uceni, pamétové schopnosti, kognitivni pohodu a pritok krve
v mozku. Lécba -3 mastnymi kyselinami je prospésna, dobfe snaSend a velmi malo rizikova.
Osamélejsi lidé, starsi lidé a lidé s nizsi spotiebou zdravych potravin obsahujicich ®-3 MK
mohou mit z konzumace potravinovych doplikd s obsahem ®-3 MK prospéch. Nejvyssi
koncentrace DHA a EPA maji ryby. Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) doporuduje
konzumovat 3 g o-3 MK denn¢, pficemz dopliky stravy dodavaji az 2 g denn¢. Piedchozi
vyzkum zjistil, ze konzumace DHA zpusobuje vyrazny pokles srde¢ni frekvence, coz by mohlo
pomoci snizit riziko srde¢nich ptihod. FDA tvrdi, Ze na etiketach potravin by mélo byt uvedeno,
ze konzumace ®-3 MK v potravinadch nebo dietnich vyrobcich miize snizit riziko vysokého
krevniho tlaku a korondrnich onemocnéni. Doporucuji také, aby dospéli pfijimali maximalné

3 g -3 MK denng, pti¢emz doplnky stravy by nemély dodéavat vice nez 2 g [81].

Dtikazy naznacuji, ze obvykly nedostatek ®-3 MK ve stravé, zejména béhem perinatalniho
vyvoje, muze predstavovat rizikovy faktor depresivnich poruch (MDD). Dospivajici a dospéli
pacienti s MDD vykazuji ve srovnani se zdravymi vyznamny deficit ®-3 MK v krvi.
Prospektivni diikazy dale naznacuji, ze vyssi hladina -3 MK v perifernim krevnim ob&hu
chrani pfed pocatecnim rozvojem MDD. Nedostatek ®-3 MK ve stravé je upravitelnym
rizikovym faktorem MDD. Proto mize byt k maximalni ochrané pfed pocatecnim rozvojem
MDD potiebna vcasna detekce a 1écba nedostatku -3 MK. Suplementace rybim tukem

zabranuje nebo oddaluje vznik psychozy u mladych lidi [84].
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6.5 Zanéty

Zangt je soucasti fady akutnich a chronickych lidskych nemoci. Je charakteristicky produkci
zanétlivych slozek, jako jsou cytokiny a eikosanoidy odvozen¢ od kyseliny arachidonové a dalsi
®-3 MK s dlouhym fetézcem snizuji produkci zanétlivych mediatort, jako jsou eikosanoidy,
cytokiny a reaktivni formy kysliku. Pasobi jak pfimo, tak i nepfimo. Piimym uc€inkem je
nahrazovani kyseliny arachidonové jako substratu eikosanoidi a inhibice jejiho metabolismu.
Nepitimo ®-3 MK snizuji expresi zanétlivych gent prostiednictvim ucinkd na aktivaci
mediatori zvanych resolviny. Mohou mit terapeutické vyuziti u riznych zanétlivych stavii.
Terapeuticky potencial byl prokézan u nékterych onemocnéni, jako je revmatoidni artritida, ale
dikazy o jejich ucinnosti u jinych onemocnéni, jako jsou zanétlivé onemocnéni stiev a astma,
jsou omezené. Prekurzor ®-3 MK, kyselina a—linolenova, zfejmé& nema4 pti dosazitelném piijmu
stejné protizanétlivé ucinky. Protizanétliva ucinnost -3 MK se miize zlepsit, pokud se snizi

pfijem o-6 MK, zejména kyseliny arachidonové [85].
6.6 Kardiovaskularni onemocnéni

Soucasti rostlinnych oleji a tukl jsou fytosteroly (PSS). Do této skupiny se tadi rostlinné
steroly (PSE) a stanoly (PSA). Jednd se o slouceniny podobné cholesterolu pfirozené se
vyskytujici v riiznych potravindch, coZ usnadiiuje jejich zafazeni do stravy. Zdrojem PSS jsou
rostlinné oleje, margariny na bazi rostlinnych oleji, semena, ofechy, obilné produkty, zelenina,
lusténiny a ovoce vedle riznych forem potravin a doplitkt stravy s pfidavkem rostlinnych PSE
a PSA. Primérny pfijem PSS z pfirozenych zdrojii se pohybuje mezi 200400 mg/den pfi
béZzném typu stravovani [86], ale u osob dodrzujicich veganskou nebo vegetaridnskou stravu
muze byt az 600 mg/den. VysSiho pfijmu lze dosdhnout konzumaci potravin obohacenych
o PSS, jako jsou pomazanky, margariny, mléko, jogurty a jogurtové napoje, které obvykle
obsahuji 0,75 az 2 g PSS na porci. Studie prokéazaly zavislost mezi davkou a u€inkem, pfic¢emz
pii piijmu PSS az 3 g denné dochazi ke sniZeni hladiny LDL-C o 612 % [66]. Vyssi pfijem
PSS byl spojen s nizsi hladinou celkového cholesterolu a niz§im LDL-C, zejména u muzi
a u osob se zvySenym rizikem ischemické choroby srde¢ni. Denni ptijem 2 g PSS miize vést
k primérnému snizeni hladiny LDL-C o 10 %, coz by potencialné mohlo snizit celkové riziko
ischemické choroby srde¢ni ptiblizn€ o 9 % [86,87]. Pti piijmu do 3 g PSS denné jsou rostlinné

PSE i PSA stejné G¢inné pii snizovani LDL-C. O ptijmu PSS nad 4 g denné je vSak k dispozici
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jen omezené mnozstvi Udaju, takZe je obtizné zjistit, zda jsou PSS u€inné. Neni viak jasné, zda
se ucinnost PSA na snizovani cholesterolti 1isi pii vysSich davkach ve srovnani se PSE.
Vzhledem k piesvéd¢ivym diikazim o jejich ucincich byly PSS mezi prvnimi latkami, které

obdrZely povoleni o zdravotni tvrzeni regulaénimi organy, jako jsou EFSA a FDA.

Mezi Gc¢innosti volnych a esterifikovanych PSS neexistuje zadny rozdil. Volba dietnich PSS
nebo jejich zdrojii nema na jejich u¢innost vyznamny vliv. Ve srovndni s vicenasobnym dennim
pfijmem se pifijem PSS jednou denné, zejména rano s lehkou snidani, zda byt optimalni pro
snizeni LDL-C. Pro optimalizaci ucinki potravin a doplilka stravy s pfidavkem PSS na
snizovani LDL-C je také dulezité slozeni konzumovaného jidla, zejména obsah tuku. Pfijem
jidla a sloZeni jidla, tj. obsah tuku v jidle, jsou kritickymi faktory pro optimalni u¢innost
u potravinach a doplicich stravy s pfidanym PSS. Konzumace alespon 2 g/den PSS ve formé
obohacenych potravin nebo potravinovych doplitka jako dalsi dopln€k ke zdravé vyziveé patii

mezi doporucené dietni zasahy k 1é¢bé dyslipidemie [66,87,88].

Rostlinné PSE Caste¢né brani vstiebavani cholesterolu z potravy. Spravné rozpusténé rostlinné
PSE mohou byt zdravi prospésné pro srdce, pokud jsou konzumovany v pirimétenych davkach
z riznych zdrojii, v€etné ptirodnich a jako soucast zdravé stravy a Zivotniho stylu. Zatazeni
rostlinnych PSE do zdravé stravy by méla byt podporovana pro vSechny osoby a konzumace
rostlinnych PSE v obohacenych potravinadch a doplicich stravy by méla byt konzultovana
s Iékatem. Krom¢ svych vlastnosti snizujicich cholesterol maji rostlinné steroly dalsi slibné
ucinky, vetné protirakovinnych, protizanétlivych, antiaterogennich a antioxida¢nich aktivit.
Rostlinné PSE maji i negativni U¢inky, jako je snizovani hladiny karotenoidd u dospélych
jedinct. Tento faktor lze napravit zvySenym piijmem potravy bohaté na karotenoidy. Denni
piijem rostlinnych PSE pro prevenci chronickych onemocnéni by se mél pohybovat mezi 0,8-1,0 g

u dospélého jedince [66,87,88].
6.7 Stievni mirkobiom

Manipulace se stravou ovliviiuje slozeni sttevni mikrobioty. Obvykly piijem tukii obménuje
druhy bakterii a jejich metabolity v riznych zemépisnych lokalitich a etnickych skupindch.
Tyto rozdily jsou patrné v rGznych zemépisnych lokalitach, pficemZz u méstské populace
prevazuji urcité bakterie, jako jsou bakterie rodu Bacteriodes, Fyfaecalibacterium
a Ruminococcus, diky nadmérnému piijmu prumyslové zpracovanych potravin. Naproti tomu

venkovské populace maji diky rostlinné stravé rozmanitéjsi bakteridlni druhy. Nevyvazené

bakterialni slozeni, znamé jako stfevni dysbidza, je spojeno se stravou s vysokym obsahem
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tukli. Zejména strava s vysokym obsahem Zivoc¢iSnych tukt indukuje riist patogennich bakterii
a podobn¢ bakteridlni profily se vyskytuji u obéznich dospélych a pacientli s chronickym
onemocnénim, jako je diabetes 2. typu, poruchy zazivani a kardiovaskularni choroby. Naopak
strava s vysokym obsahem rostlinnych tukli zvySuje pocet prospésnych bakterii. K dysbidze
vSak muze vést i nadmérnd konzumace palmového oleje, ktery obsahuje nasycené mastné
kyseliny s dlouhym fetézcem. Dietni intervence vyuzivajici rizné stupné nasyceni mastnymi
kyselinami ukazaly, ze strava s vysokym obsahem nasycenych mastnych kyselin snizuje
bakterialni diverzitu, zatimco strava s vysokym obsahem mononenasycenych mastnych kyselin
ji zvySuje. Strava s vysokym obsahem polynenasycenych mastnych kyselin vSak vykazuje
velké rozdily v bakterialni diverzité. Celkove tato zjisténi naznacuji, ze tuky ve straveé maji vliv

na slozeni sttevni mikroflory [10].
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ZAVER
Tato bakalarska prace se zamétuje na vlastnosti a analyzu rostlinnych oleji, s diirazem na jejich
chemické sloZeni, nutriéni hodnotu a metody analyzy. Hlavnim cilem bylo porozumét riznym

typim mastnych kyselin obsazenych v rostlinnych olejich, jejich zdravotnim pfinostim

a riziklim, a zhodnotit rizné analytické metody pouzivané k hodnoceni kvality olejt.

Resersni prace poukazuje na to, Ze rostlinné oleje bohaté na polynenasycené a mononenasycené
mastné kyseliny maji prokazatelné zdravotni pfinosy, naptiklad snizeni hladiny cholesterolu
v krvi. Naopak, nasycené mastné kyseliny a trans-mastné kyseliny jsou spojovany se zvySenym

rizikem kardiovaskularnich nemoci.

Analytické metody, jako plynova chromatografie, vysokou¢inna kapalinova chromatografie
a infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci, se ukazaly byt kli€ovymi nastroji pro
piesnou analyzu slozeni oleju a tukd. Tyto metody umoziuji identifikaci a kvantifikaci
jednotlivych mastnych kyselin a nahrazuji tak metody, jako je stanoveni peroxidového Cisla

a dalSich ukazateld kvality tukt a oleju.

Prace zdlraziuje pfitomnost antioxidantii v rostlinnych olejich, které ptispivaji k jejich stabilité
a prodluzuji trvanlivost zpomalenim oxidace. Kontaminanty, jako jsou aflatoxiny a tézké kovy,
piedstavuji vyznamné riziko pro bezpecnost potravin, coz podtrhuje nutnost dikladného

testovani a regulace jejich obsahu.

Zéaveérem lze konstatovat, Ze rostlinné oleje maji vyznamné zdravotni piinosy, pokud jsou
spravné zpracovany. Pokracujici inovace v oblasti analytickych metod jsou klicové pro

kontrolu jejich kvality a bezpecnosti.
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