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ANOTACE

Diplomova prace se zamétuje na analyzu veterinarnich doplnk stravy. V teoretické ¢asti
je zpracovana reserSe dostupné literatury tykajici se dopliikii stravy pro psy, jako jsou vitaminy,
oleje nebo fasy, s dirazem na jejich fyziologické ucinky a vyuziti v dopliicich urcenych pro
zvifata.

Experimentalni ¢ast je vénovana analyze vybranych oleji metodou plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii, jejimz cilem bylo zjistit, zda n¢ktery z testovanych
olejli odpovidé sloZzenim vybranym veterinarnim suplementim. V ramci méfeni byly stanoveny
profily esteri mastnych kyselin a nasledné¢ také tékavé slozky jednotlivych vzorki, aby bylo
mozné porovnat jejich chromatografické zdznamy a urcit podobnosti ¢i rozdily mezi nimi.
Vysledky umoznily urcit olej, ktery svym slozenim nejvice odpovida testovanym suplementiim,
a zéaroven prispély k lepSimu pochopeni slozeni a zpracovani veterindrnich dopliikii stravy

obsahujicich mastné kyseliny a vitaminy.

KLICOVA SLOVA

Dopliikky stravy, veterinarni dopliikky stravy, mastné kyseliny, esterifikace, estery

mastnych kyselin, plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie.

TITLE

Analysis of vegetable and animal oils

ANNOTATION

This thesis focuses on the analysis of veterinary dietary supplements. The theoretical part
reviews the available literature on dietary supplements for dogs, such as vitamins, oils, and
algae, with an emphasis on their physiological effects and use in supplements intended for
animals.

The experimental part is devoted to the analysis of selected oils using gas chromatography
with mass spectrometry, the aim of which was to determine whether any of the tested oils
correspond to the composition of selected veterinary supplements. As part of the measurements,
the profiles of fatty acid esters and subsequently also the volatile components of individual
samples were determined in order to compare their chromatographic records and identify

similarities or differences between them. The results made it possible to identify the oil whose



composition most closely matched the tested supplements and also contributed to a better
understanding of the composition and processing of veterinary dietary supplements containing

fatty acids and vitamins.

KEYWORDS

Dietary supplements, veterinary dietary supplements, fatty acids, esterification, fatty acid

esters, gas chromatography, mass spectrometry.
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UvVoD

Vyziva predstavuje jeden ze zdkladnich faktorti ovliviiyjicich zdravi a celkovy stav
organismu. V poslednich desetiletich se zvySuje zajem o jeji kvalitni sloZzeni a 0 moznosti
cileného ovlivnéni fyziologickych funkci prostfednictvim specifickych Zivin. Dopliiky stravy
se tak staly nedilnou souc¢asti moderniho piistupu k prevenci onemocnéni a podpoie zdravi.

Podobny vyvoj Ize v poslednich letech pozorovat i v oblasti veterinarni vyzivy. Rostouci
zdjem o vyZzivové potieby zvifat a snaha zlepsit jejich celkovou kondici vedou k castéjSimu
vyuzivani doplik stravy i u domacich mazlicka. Tyto ptipravky obsahuji rizné G¢inné slozky
jako vitaminy, mineralni latky, esencialni mastné kyseliny, aminokyseliny ¢i rostlinné extrakty
a jsou urceny k podpoie specifickych funkci organismu, napiiklad imunity, zdravi kiize a srsti,
kloubniho aparatu nebo metabolismu.

S rostoucim z&jmem o tuto oblast se zaroven rozsifuje 1 nabidka produktli na trhu. Vyrobci
reaguji na poptavku po piirozenych a funkénich slozkach a uvadéji na trh stale SirSi spektrum
pripravkl uréenych pro rizné vékové kategorie, plemena ¢i zdravotni stavy zvirat. Veterinarni
doplnky stravy se tak stavaji vyznamnou souc¢asti péce o zdravi zvitat a jejich spravné zatazeni

do krmného rezimu mize pozitivné ovlivnit celkovy stav a vitalitu organismu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Potravinové dopliiky a dopliiky stravy

Potravinové doplitky jsou v dnesni dobé béznou soucasti zivotniho stylu mnoha lidi po
celém svété. Hlavnim diivodem pouziti potravinovych dopliiki a dopliki stravy je skutec¢nost,
ze soucasny zivotni styl (stres, nevhodné Zivotni prostfedi, zpracované potraviny) spolu
s nedostatecnou vyzivou nedokazou zajistit dokonalé zdravi a dostatecny piijem dulezitych
latek nezbytnych pro télo [1].

Mezi potravinové dopliky se fadi takové produkty, které nepatii mezi 1éCiva, ovSem
zajiStuji dostatecny piijem konkrétni latky, ktera v bézné stravé chybi. Doplitkem stravy se
rozumi produkt, ktery je kombinaci vice potravinovych doplika [1].

Dopliiky stravy se rozd€luji na vitaminy (napt. vitamin A, D, E), mineralni latky (napf.
zelezo, zinek), antioxidanty (napf. extrakt z ginko biloby), doplilkky na povzbuzeni (napf.
koenzym Q10), probiotika (produkty mlééného kvaseni), enzymy (napf. travici enzymy,
laktaza), hormony (naptf. melatonin), dopliikky obsahujici mastné kyseliny (napf. omega-3,
omega-6, pupalkovy olej) a dopliky pro sportovce (napt. kreatin, aminokyseliny, proteinové

vyrobky) [1; 2; 3].
1.2 Dopliiky stravy pro zvirata

Stejné jako lidé, tak i1 zvifata, véetné domacich mazlickli, mohou mit prospéch z cileného
dopliiovéani stravy. V nckolika poslednich letech se zdjem o dopliky stravy pro psy
exponencialné zvysil, coz vedlo k rozvoji trhu s potravinovymi doplitkky pravé pro domaci
mazlicky. Tento trend je pohanén narlstajicimi znalostmi o nutri¢nich potfebach zvifat,
zlepSenou veterinarni péci a rostoucim uvédoménim majitelt o tom, jak dileZitou roli hraje
spravna vyziva ve zdravi pst. Zakladem vyzivy je vyvazena strava, dopliikky stravy v§ak mohou
pomoci potiebné Ziviny doplnit [4; 5].

Potravinové doplnky pro psy jsou navrhovany tak, aby bud’ podporovaly celkové zdravi,
resily specifické nutri¢ni nedostatky nebo obecné zlepSovaly kvalitu Zivota zvifete. Veterinarni
1€kati casto doporucuji doplitky stravy pro zlepSeni jiz predepsané 1écby, nebo pomahaji snizit
vyskyt nékterych onemocnéni nebo jim predchézet, jako napiiklad artritidé [4].

Mezi bézné typy doplnkt patii produkty na podporu kloubii (napt. glukosamin
v kombinaci s chondroitinem a methylsulfonylmethanem), imunity (napf. fasy a sinice, oleje,

antioxidanty, multivitaminy a mineraly), srsti a kiize (napf. oleje, biotin), traviciho systému
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(probiotika, pivovarské kvasnice) nebo doplitky na redukci stresu a zlepSeni dusevniho zdravi

(napf. aminokyseliny [6], a-kazozepin [7], CBD oleje [8; 9]) [4; 5; 10; 11].
1.2.1 Dopliiky stravy na podporu kloubi a pohybového aparatu

Ptipravky podporujici obnovu a funkci kloubi obvykle obsahuji tyto tfi slouceniny:
glukosamin, chondroitin a methylsulfonylmethan [4; 5; 10]. Dopliikky stravy s témito
slouceninami napomahaji hojeni kloubni chrupavky a podporuji tvorbu tekutiny, ktera klouby
promazava. Casto se podavaji psim s dysplazii neboli vyvojovou abnormalitou kloubu,
osteoartrézou [12; 13], poSkozenim chrupavky nebo uvolnénymi klouby. OvSem aby se
projevily uc¢inky takovychto doplnkt stravy, je potteba je uzivat dlouhodob¢ [4].

Glukosamin je aminocukr pfirozené se nachazejici v kostech, kostni dfeni, mekkysich
a houbach [14]. Pomaha télu vytvaiet kloubni pojivovou tkan nachazejici se predevsim na
kostech v oblasti kloubu a podporuje tak funkci kloubl a stavbu chrupavky [5; 10; 14].
V dopliicich stravy se vétSinou podava ve formé sulfatu, miize se ovsem vyskytovat i ve formé
hydrochloridu nebo N-acetylglukosaminu [15].

Zdravi kloubli napomahé také chondroitin, cukernd bilkovina nachazejici se v kloubni
chrupavce, kde se podili na pruznosti chrupavky a jeji schopnosti odolat tlaku. V doplncich
stravy se vyskytuje vétSinou ve formé sulfati [5; 16; 17].

Methylsulfonylmethan je sloucenina obsahujici siru, kterd se vyskytuje v rostlinach,
zvitatech a lidech. Casto se pouziva jako doplnék stravy v alternativni medicing, zejména pro
vlastnostem. Methylsulfonylmethan se ¢asto pouziva pro zmirnéni bolesti kloubii, zmirnéni
zanétl a posileni imunity [18; 19].

Doplinky mohou obsahovat dal$i slouCeniny, jako naptiklad hydrolyzovany kolagen,
hyaluronan sodny nebo vitamin C. Tyto produkty se bézné prodéavaji, nejcastéji pod znackou

ALAVIS™ [20; 21].
1.2.2 Vitaminy

Vitaminy jsou jednim z mnoha vyzivovych faktort, které ovliviiuji mimo jiné i vnéjsi
vzhled psa. Vitaminy se déli na vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, K) a vitaminy rozpustné

ve vod¢ (komplex vitaminti B a C) [22; 23]. VétSina vitaminil je pro psy nezbytnd a musi byt

pfijimana v potrave, s vyjimkou vitaminu C, ktery se syntetizuje v jatrech z D-glukozy [22; 24].
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1.2.2.1 Vitamin A

Vitamin A (retinol) byl Gspésné pouzit u pst k peroralni 1é¢bé seborey. Lokalni 1écba
byla pouzita u nékolika koznich onemocnéni a ukdzala se jako prospé$na u pacientli s vyraznym
ucpanim folikul a hyperkeratozou [25; 26; 27; 28]. Seborea neboli seboroickd dermatitida
nebo seboroicky ekzém je kozni onemocnéni charakterizované nadmérnou tvorbou kozniho
mazu, zanétem a tvorbou nazloutlych Supinek, které se projevuje zejména na pokozce hlavy,
hrudniku a zad [29]. Vitamin A také napomaha zlepsSeni klinickych ptiznakl, véetné trovné
svédéni, mnozstvi Supin, alopecie a celkové kvality srsti [27; 28; 30; 31; 32]. Nedostatek tohoto
esencialniho vitaminu mtze vést k celé fad¢ zdravotnich problémd, v¢etné zhorSené¢ho zraku,

oslabené imunitni funkce a reproduk¢nich abnormalit [33].
1.2.2.2 Vitamin D

Suplementace vitaminem D je u psii velmi specifickd, protoZe na rozdil od lidi si ho psi
nedokazou syntetizovat v kiizi ze slune¢niho zareni a musi ho pfijimat vyhradné z potravy. To
ma velky vyznam pro zdravi kosti, metabolismu a imunity Vitamin D hraje diilezitou roli
v regulaci metabolismu vapniku a ve vyvoji a udrzovani zdravi kostry [24; 34; 35].

Vitamin D se u psii poddva pouze v ptesné¢ davkované formé, protoze jeho nedostatek
muze vést k poruchdm kosti a imunity, ale pfedavkovani je toxické (hyperkalcémie, poskozeni
ledvin). Kvalitni komeréni granule nebo konzervy obsahuji vitamin D3 ve formé
cholekalciferolu. Naptiklad AAFCO (Association of American Feed Control Officials)

stanovuje minimalni a maximalni limity vitaminu D v krmivu [24; 36].
1.2.2.3 Vitamin E

Vitamin E patii mezi klicové antioxidanty, které hraji zasadni roli v ochrané bunécnych
membran pted poSkozenim volnymi radikaly. U pst pfispiva k udrZzeni zdravé kiize a lesklé
srsti, podporuje spravnou funkcei imunitniho systému a podili se na ochrané svalové a nervové
tkan¢ [37]. Jeho dostatecny piijem mé prokazatelny vliv na zlepSeni imunitni odpovédi,
zejména u starSich pst, a pisobi i jako podplrny faktor pifi zanétlivych onemocnénich,
napiiklad osteoartroze. Vyznamna je také jeho uloha v reprodukci a ochrané zraku. Nedostatek
vitaminu E se mlze projevit svalovou slabosti, neurologickymi problémy, oslabenou imunitou
¢i koznimi potizemi [24; 28; 38].

1.2.2.4 Biotin

Biotin je esencialni vitamin B7, jinak znamy také jako vitamin H, ktery pisobi jako

kofaktor enzymu diilezitych pro metabolismus tukii, bilkovin a sacharidi ve vSech zivych

19



bunkach. Je to vitamin rozpustny ve vodé€, coZz znamend, ze se v buitkdch neuklada a je tedy
tteba ho doplnovat stravou [39; 40; 41]. Je pfirozené¢ obsazen v nékterych potravinach
(organové maso, vejce, ryby atd) a je k dispozici jako dopln€k stravy [42].

Biotin je zakladni zivina pro psy, ktera hraje kli¢ovou roli v jejich celkovém zdravi,
vcetné klize, srsti, polstarkt tlapek, drapi a metabolickych funkci [43]. Biotin se podili na
metabolismu tukdl, sacharidi a bilkovin, které jsou nezbytné pro zdsobovéani organismu energii.
Bilkoviny jsou nezbytné pro obnovu tkani, vyvoj svalii a celkovy rist a vyvoj, véetné¢ udrzeni
zdravé svalové hmoty. Biotin hraje také klicovou roli pii tvorbé glukézy, kterd je pro télo
zdrojem energie. Dopliiky stravy s biotinem mohou byt prospésné také pstim s alopecii, protoze

pomahaji funkci mazovych 714z a mohou zlepsit vzhled jejich srsti [40; 44; 45].
1.2.3 Oleje

Oleje jsou zvifatim podavané predevsim kvili zdravi prospéSnym esencidlnim mastnym
kyselinam (EFA), vitaminim a antioxidantim. Esenciadlni mastné kyseliny byvaji ¢asto
ukazatelem optimalni vyzivy. Tyto ziviny mohou zlepsit kvalitu kiize a srsti, podpofit imunitu
a funkci kloubi, zlepsit traveni, podpofit kardiovaskularni pohodu a zvysit celkovou vitalitu.
Pti jejich nedostatku se klize a srst zacne jevit jako matnd a zanedbana. Mezi dalsi klinické
projevy nedostatku EFA patii Spatny riist, neplodnost, Supinata ktize, slabé kozni cévy, které
snadno praskaji a snizeni hojeni ran [46; 47; 48].

Dvé hlavni skupiny polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) uzivanych ve
veterinarni medicin€ jsou omega-3 (w-3) a omega-6 (w-6) mastné kyseliny. Stejné jako vSechny
mastné kyseliny se ®-3 1 w-6 skladaji z dlouhych fetézch atomii uhliku s karboxylovou skupinou
na konci. Tyto kyseliny se od nasycenych a mononenasycenych mastnych kyselin lisi
pfitomnosti dvou nebo vice dvojnych vazeb mezi uhliky v fetézci mastné kyseliny [49].

Omega mastné kyseliny vytvareji diilezité hormony, které reguluji pratok krve a zané&ty.
-3 se nachazeji predevsim ve studenovodnich rybach, korySich, rostlinnych a ofechovych
olejich a Inéném seminku. ®-3 také pomahd vyvazovat ®-6 mastné kyseliny, které se bézné
vyskytuji ve zpracovanych potravinidch a vétSiné obilovin. Vzhledem k tomu, Ze mnoho
vyrobcll krmiv pro psy pouziva maso ze zvifat krmenych kukufici, kterd ma vysoky obsah
-6, maji jich psi ve stravé Casto nadbytek. Organismus potfebuje ®-6 mastné kyseliny, ale
dnesni strava jich Casto obsahuje pfili§ mnoho a t€lo potiebuje oboji ve spravné rovnovaze [50].

Experimentalni dikazy [28; 51] vypovidaji o tom, Ze specificky pomér ®-3 a ®-6
mastnych kyselin ma ptiznivé protizanétlivé tcinky. Niz8§i pomér w-6/w-3 mastnych kyselin,

idedalné 1:1 az 3:1, je vhodnéjsi pro sniZeni rizika mnoha chronickych onemocnéni. Nadmérné
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mnozstvi ®-6 a velmi vysoky pomér o-6/®-3 podporuji patogenezi mnoha onemocnéni, véetné
kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny a zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni, zatimco
zvysené hladiny -3, tedy niz$i pomér m-6/m-3, maji potlacujici ucinky. OvSem existuje
argument, ze za potencidlni zdravotni pfinosy je zodpovédné spiSe absolutni mnozstvi

pfijimanych ®-3 mastnych kyselin neZ jejich pomér.
1.2.3.1 Omega-3 mastné kyseliny

Omega-3 mastné kyseliny, maji dvojnou vazbu umisténou tfi uhliky od methylového
konce fetézce. ®-3, jsou obsazeny v nékterych potravinach, jako jsou rybi oleje (napi. lososovy,
sardinkovy) nebo v rostlinnych zdrojich (napf. Inéna seminka, chia seminka, konopi). ®-3 jsou
také slozkou nékterych krmiv a doplnkl stravy a mohou pomoci pii 1€cbé psi artritidy
a chronického onemocnéni ledvin [49; 50; 52].

Mezi hlavni -3 kyseliny patii kyselina alfa-linolenovd (ALA, C18:34%1213)
kyselina eikosapentaenova (EPA, (C20:54%%1L1417y 3 kyselina  dokosahexaenova

(DHA, C22:6*7101316.19) [49; 53],

H3C\/\/\/\/\/\/\/\WOH

O

Obrazek 1: Struktura kyseliny alfa-linolenové

AN = =

HsC = X OH
Obrazek 2: Struktura kyseliny eikosapentaenové
OH
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Obrazek 3: Struktura kyseliny dokosahexaenove

Organismus muze vytvaret dvojnou vazbu mezi uhliky pouze za devatym uhlikem od
methylového konce mastné kyseliny [54]. Proto je ALA povazovana za esencialni mastnou
kyselinu a musi tak byt ziskavéana ze stravy [55]. ALA mtiZe byt pfeménéna na EPA a nasledné

na DHA, ale tato pfeména, ke které dochazi predevsim v jatrech, je velmi omezend, uvadi se
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mén¢ nez 15 %. Proto je ziskavani EPA a DHA pfimo z potravin nebo dopliiki stravy jedinym
praktickym zptsobem, jak zvysit hladinu téchto mastnych kyselin v téle [56; 57].

ALA je ptitomna v rostlinnych olejich, jako je Inény, s6jovy a fepkovy olej. DHA a EPA
jsou piitomny v rybach, rybich olejich a olejich z krillu, ale piivodné je syntetizuji mikrofasy
v zakladné motského potravniho fetézce, nikoli ryby. Jakmile se mikrotfasy dostanou na vyssi
uroven potravniho fetézce, ryby ziskavaji ®-3 a hromadi je ve svych tkanich [56].

DHA napomaha spravnému vyvoji mozku a oc¢i Sténat a mize také zlepSit kognitivni
funkce u starSich pst, ktefi se potykaji s kognitivni dysfunkci. Mozek samotny se sklada
z 50 % z tuku a DHA tvoii 10-20 % vsech tukt a vice nez 90 % dlouhych fetézci PUFA
nachdzejicich se v mozku. To vysvétluje, pro¢ se obecné véri, ze DHA ovliviiuje pozornost,

pamét’ a schopnost uceni [57; 58; 59].
1.2.3.2 Omega-6 mastné kyseliny

Omega-6 mastné kyseliny maji dvojnou vazbu, kterd je vzdalena Sest uhliki od
methylového konce mastné kyseliny. Mezi hlavni w-6 mastné kyseliny se fadi kyselina linolova
(LA; C18:22912)  kyselina arachidonovad (AA; C20:42>%1L1%) 3 kyselina gama-linolenova
(GLA; C18:3 46212y [49],

HxC
3 \/\/\/\/\/\/\/\/YOH

O
Obrazek 4: Struktura kyseliny linolové
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Obrazek 5: Struktura kyseliny arachidonové
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Obrazek 6: Struktura kyseliny gama-linolenové

LA hraje u zvifat dileZitou roli pfi tvorbé lipidové bariéry v kizi, kterd zabrafuje

nadmérnému Uniku vody, snadné&ji udrzuje hydrataci, pruznost a celistvost pokozky. Nedostatek

22



LA je neobvykly a projevuje se jako suchd, Supinaté klize, zvySené lindni nebo zhorSenad kvalita
srsti. Mohou se také vyskytnout reprodukéni problémy [60].

AA reguluje proliferaci neboli obnovu epidermis [28; 60; 61], ovSem jeji nadbytek muze
zpusobit zanétlivou reakci [60]. Nadbytek AA vede ke vzniku medidtori eikosanoidi
(tromboxany, leukotrieny a piibuzné metabolity). Tyto latky maji samy o sob¢€ zanétlivé ucinky
a také reguluji produkci dal§ich medidtorti, v€etné¢ zanétlivych cytokini, coz jsou latky
prenasejici informace mezi buiitkami a maji vliv na rist a déleni bun¢k [62]. Konzumace ®-3
mastnych kyselin snizuje mnozstvi AA v bunénych membranach, a tim 1 mnozstvi dostupné
pro produkci eikosanoidt [63].

GLA v organismu metabolizuje na kyselinu dihomo-gama-linolenovou, ta je nasledné
metabolizovana na kyselinu 15-(S)-hydroxy-8,11,13-eikosatrienovou a prostaglandin E1. Tyto
zvySovat hladinu energie u psti, pomaha udrzovat metabolismus na vysoké trovni a spalovat
vice tukll, psi jsou poté aktivnéj$i a méné nachylni k obezité [65]. GLA také snizuje ptiznaky

artritidy [66; 67; 68].
1.2.3.3 Rybi olej

Rybi olej je jednim z nejlepSich doplnkl stravy pro psy z kategorie olejii. Rybi olej
podporuje zdravi srdce psa, podporuje hedvabnou srst, snizuje svédéni a Supinaténi kiize a mize
pomoci zmirnit alergie a bolesti kloubli [69]. Dokonce mize pomoci posilit imunitni systém
a miZe mu pomoci v boji proti rakoviné [50; 52; 70].

Rybi olej je bohaty na ®-3 mastné kyseliny. Stejné jako lidé, ani psi si -3 mastné
kyseliny nedokdzou sami vyrobit a musi je ziskavat ze stravy [11; 50; 52].

Bylo zjisténo, Ze rybi olej sniZuje zranitelnost srdce pii vzniku nepravidelného rytmu,
tzv. fibrilace sini [71]. Rybi olej miiZe navic plsobit jako antikoagulant a zabranovat tvorbé

krevnich sraZenin u pst s onemocnénim srdce [52; 72].
1.2.3.4 Lnény olej

Lnénd seminka, jsou mald seminka s ofechovou chuti, kterda maji pro psy mnoho
zdravotnich vyhod. Lnény olej, ktery se vyrabi z mletych a lisovanych Inénych seminek, ma
podobné zdravotni vlastnosti, jako rybi olej. Tento olej ma vysoky obsah kyseliny
alfa-linolenové (az 60 %). Lnény olej se Casto pouziva jako rostlinna alternativa k rybimu oleji,

hlavné v ptipadech, kdy pes ma alergii nebo nesnasSenlivost na ryby nebo rybi bilkoviny, pes
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nechce rybi olej kviili chuti/zépachu, ¢i kdyz majitel preferuje rostlinny zdroj ®-3 mastnych
kyselin v kombinaci s vegetarianskou dietou [73; 74; 75; 76].

Lnéné seminka také obsahuji lignany, slouceniny nachézejici se v rostlinach, které mohou
Inénych seminek mohou pomoci zmirnit pfiznaky artritidy, snizit krevni tlak, zlepSit funkci

ledvin a udrzovat zdravou klzi a srst u psi [76].
1.2.3.5 Konopny olej a CBD olej

Konopny olej 1 CBD olej jsou dva produkty ze stejného druhu rostliny, Cannabis sativa,
kazdy vSak pochazi z riznych ¢asti rostliny a kazdy z nich ma zcela odlisné vlastnosti [66].

Konopny olej je extrahovany ze semen konopi, ktera neobsahuji kanabidiol (CBD) ani
psychoaktivni tetrahydrokanabinol (THC) [77; 78]. Jedna se tedy o bezpetny, nendvykovy
produkt vhodny pro psy. Olej ziskany z konopnych semen obsahuje az 90 % PUFA a vyznacuje
se velkym mnozstvim dvou esencidlnich mastnych kyselin: kyseliny linolové (pramérné
mnozstvi 56 %) a kyseliny alfa-linolenové (pramérné mnozstvi 16 %) [77; 79]. Pomér
®-6:0-3 v konopném oleji se obvykle pohybuje mezi 2:1 a 3:1, coZ je povazovéano za optimalni
pro zdravy organismus [80; 81]. Konopny olej také obsahuje vysoké mnozstvi metaboliti LA
a ALA, jako je kyselina GLA a kyselina stearidonova (C18:4) [77; 81].

Mastné kyseliny spolu s vitaminy a mineraly obsazenymi v konopném oleji mohou zvysit
lesk a hebkost srsti [77; 78]. Konopna semena se pouZzivaji v kosmetickych piipravcich
a mydlech, protoZe olej miize pronikat do vnitinich vrstev kliZze a podporovat zdravy riist bunck
[82].

CBD olej na rozdil od oleje z konopnych semen obsahuje kanabidiol, jednu z vice nez 60
chemickych latek, které tvoii konopnou rostlinu. Obsah THC v marihuané se obvykle pohybuje
mezi 10 a 15 %, CBD olej vSak musi mit obsah THC 0,3 % nebo méné. CBD neni
a antioxida¢nich vlastnosti [83; 84]. Mimo jiné¢ mize CBD olej pomoci pii 1écbé tady
zdravotnich potizi, v€etné rakoviny. Mezi dal$i zdravotni pfinosy patii snizeni izkosti, poméaha
zvladat zachvaty a epilepsii, zmiriiuje bolest, zvySuje chut’ k jidlu a pomahé pfi nevolnosti

[66; 67; 68].
1.2.3.6 Pupalkovy olej

Pupalkovy olej se ziskava ze semen pupalky dvouleté (Oenothera biennis). Obsahuje

vysoké mnozstvi EFA, které maji klicovou roli ve zdravi klize, srsti a celkovém metabolismu
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pst. Nejvyznamnéjsi slozky oleje jsou kyselina linolova (65-75 %) a kyselina gama-linolenova
(811 %) [85; 86; 87]. Pupalkovy olej také obsahuje mensi mnozstvi kyseliny olejové, vitaminu

E a fytosteroll, které¢ maji antioxidacni a imunomodulac¢ni efekt [85].
1.2.3.7 Olivovy olej

Olivovy olej se psim dava méné Casto nez tieba lososovy nebo Inény, ale i on ma své
davody, pro¢ se pridava do krmiva. Je Casto doporu¢ovan pro alergické psy, ktefi nemohou
uzivat jiny druh olejt, jako naptiklad rybi [88].

Olivovy olej obsahuje pfevazné mononenasycené mastné kyseliny omega-9, hlavné
kyselinu olejovou (C18:1, az 80 %), které jsou prospésné pro kardiovaskularni zdravi [89].
Muze také pomoci zvlh¢it suchou kiizi a podpofit lesklou srst. Olivovy olej je také znamy pro
sv¢ antioxidacni vlastnosti, které mohou podpofit celkové zdravi [90].

Olivovy olej miize mit 1 pfes své benefity negativni disledky pro psy, ktefi uz trpi
zdravotnimi problémy, jako je zanétlivé onemocnéni stiev nebo pankreatitida. Pfidani
olivového oleje do psiho krmiva miize ptisobit jako projimadlo [91].

Mimo jiné se olivovy olej mlize pouZzivat lokalné€ pfimo na srst. Je pro srst prospésny,
zvlhéuje suchou a svédivou pokozku, zlepSuje lesk a zafivost srsti, snizuje tvorbu lupil
a Supinatost, zabrafiuje zacuchavani srsti a pomaha zklidnit podrazdéni pokozky nebo drobna
poranéni. OvSem je dilezité ho pouzivat stiidmeé a spravnym zptisobem. Nanesenim piiliSného
mnozstvi olivového oleje na srst miZze dojit k pfiliSné mastnoté nebo dokonce k podrazdéni

kaze [92].
1.2.3.8 Kokosovy olej

Kokosovy olej se ziskava z bilé duziny kokosového ofechu, ktery roste na kokosové
palmé. Tento olej se extrahuje a déli se na dva druhy: rafinovany kokosovy olej a nerafinovany
kokosovy olej. Rafinovany kokosovy olej ma jemnou chut’ a lze jej pouzivat pifi vysokych
teplotach, naptiklad pfi vafeni. Tento olej se poté zpracovava do piipravki pro pokozku nebo
pro oralni uziti. Nerafinovany kokosovy olej, né¢kdy nazyvany panensky kokosovy olej, je
minimalné zpracovany a zachovava si svou chut. Je nejvhodnéjsi pro doplnéni stravy psu,
zejména pokud je lisovany za studena [93].

Kokosovy olej se z 91 % sklada z triglycerolii nasycenych mastnych kyselin se stfedné
dlouhym fetézcem (MCT), které jsou odolné vii¢i peroxidaci a proto pomalu zluknou. Hlavni
mastnou kyselinou kokosového oleje je kyselina laurova (C12:0, 43-53 %), poté kyselina

myristova (C14:0, 16-21 %) a kyselina palmitova (C16:0, 7,5-10,2 %) [94; 95; 96].
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Kyselina laurova mé antibakteridlni [97] a protiplisiiové [98] ucinky, proto je mozné
kokosovy olej podavat oraln¢ pro redukci zubniho plaku a zépachu z tlamy [74; 94; 99].
Vzhledem k vysokému obsahu MCT se kokosovy olej pouziva ke zlepSeni kognitivnich funkci
a obecn¢ ke zlepseni funkci mozku, zejména u starSich pst [100; 101].

Kokosovy olej 1ze ptidavat ptimo do krmiva, nanaset na pokozku nebo uzivat ve formé
dopliikti stravy [74; 93]. OvSem kviili vysokému obsahu MCT hrozi riziko pfibytku vahy
a vSech zdravotnich problémt, které s ni souviseji, jako kardiovaskuldrni onemocnéni
[102; 103]. Proto se u psii kokosovy olej vyuziva spise k zevnimu pouziti. Casto se pouziva k
hydrataci kiize, zmirnéni zanétd a pro své antibakterialni a protiplisiiové vlastnosti. Je mozné
ho aplikovat i na polstaiky tlapek, pro jejich lepsi hydrataci a redukci Supinaténi
[93; 94; 97; 98]. Vzhledem k ptitomnosti sttedné dlouhych mastnych kyselin mé také repelentni
ucinek a odpuzuje tak naptiklad komary, kliStata nebo blechy [104]. OvSem je nutné dbat na
pouzité mnozstvi. Pfi nadmérném pozitém mnozstvi mize dojit k podrazdéni pokozky nebo

k vyvolani alergické reakce [93].
1.2.4 Dopliiky stravy na bazi ras

Rasy jsou vodni organismy, které Ziji ve sladké nebo moiské vodé. Mohou byt
jednobunééné (mikrofasy nebo fytoplankton) nebo mnohobunééné (makrofasy). Rasy jsou
dilezitym zdrojem bilkovin, esencialnich mastnych kyselin (©-3 a ®-6), vitamind, mineral
a antioxidanti. Maji vysokou nutri¢ni hodnotu a nizky obsah kalorii. Obsahuji velké mnoZzstvi
jodu, zinku a médi a 10krat vice mineral neZ zelenina. Mohou pomoci pfi stfevnich potizich,

koZnich problémech a problémech se Stitnou zlazou [105; 106].
1.2.4.1 Spirulina

Spirulina je modrozelend mikrofasa bohata na bilkoviny a antioxidanty, stimuluje
imunitni systém a ma protizanétlivé u€inky [105]. MzZe obsahovat 6070 % bilkovin, coZ z ni
¢ini bohaty zdroj aminokyselin pro udrZeni svalové hmoty. Obsahuje také zna¢né mnoZstvi
vitamind B (vCetn¢ analogii B12), beta-karotenu (prekurzoru vitaminu A), vitaminu K
aminerall (napft. Zelezo, hot¢ik, jod). Spirulina mimo jiné obsahuje fykocyanin, modry pigment
s antioxida¢nimi a protizanétlivymi vlastnostmi, a kyselinu gama-linolenovou, kterd podporuje
zdravi klize a srsti. Spirulina je také bohatd na chlorofyl, ktery mize napoméhat detoxikaci,
a polysacharidy, které mohou stimulovat imunitni funkce. Je velmi Setrna k zazivacimu traktu,

neobsahuje mnoho vlékniny, takZe je snadno stravitelna a mize podporovat zdravy mikrobiom
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[107; 108; 109]. Kromé& pomoci s metabolismem a problémy se $titnou zlazou pomahaji také
psum s artritidou nebo srde¢nimi chorobami [105].
Obsah GLA a vitamint ve spiruliné pfispiva k lesklejsi srsti a redukci suché, svédivé

ktze. Zaroven ma protizanétlivé ucinky [107].
1.2.4.2 Chlorella

Chorella (Chlorella vulgaris) je zelend sladkovodni mikrofasa, kterd obsahuje velké
mnozstvi chlorofylu, ktery ma ptirozené antibiotické Gcinky a je znamy pro své detoxikacni
schopnosti. Obsahuje asi 50-60 % bilkovin, rizné vitaminy (zejména vitamin A, vitamin C
a vitaminy skupiny B) a mineraly (jako Zelezo a zinek) [105; 107].

Chlorella se Casto pouziva jako detoxikacni prostfedek. Dokdze vazat tézké kovy
a chemikalie ve stfevech, brani jejich vsttebavani a napomaha jejich vylucovani. To mize byt
uzitecné pro psy, ktefi absolvovali 1ékaisky zakrok, ktery zanechava rezidua. M4 také

protizanétlivé ucinky [107; 110].
1.2.4.3 Kelpa

Kelpa je druh hnédé motské fasy bohaty na ziviny. Obsahuje vysoké mnozstvi jodu,
nezbytného pro funkci $titné zlazy, déale vitaminy A, B, C, D, E, K, mineraly jako vapnik,
zelezo, selen, hoic¢ik, zinek, aminokyseliny a antioxidanty (napf. karotenoidy, flavonoidy,
fucoidan) [111; 112].

Jod je pro psy velmi dulezity. Maji velmi aktivni metabolismus §titné Zlazy a potfebuji
jod v dostatecném mnozstvi, mnohem vy$§im nez lidé. V piipadé, Ze nemaji ve stravé dostatek
jodu, mize u zvirat vzniknout syndrom zvany All-Meat-Syndrom, alergie na maso savci,

a v dlouhodobém horizontu mohou dosahnout hypotyredzy, snizené funkci $titné zlazy [105].
1.2.5 Komer¢ni dopliiky stravy pro zvirata

V poslednich letech dopliiky stravy pro psy uz nejsou jenom opatieni pii nemoci, ale
soucasti kazdodenni péce. Nejvétsi podil maji ptipravky na podporu kloubi, kiize a srsti,
nasledované multivitaminy a probiotiky. Stale vice se také pouZzivaji uklidiujici dopliky,
napiiklad s CBD ¢i pfirodnimi adaptogeny (pfirodnimi latkami, které zvySuji odolnost
organismu proti stresovym faktortim, at’ uz fyzickym nebo psychickym) a produkty cilené na
specifické potieby starSich psii, jako je podpora imunity nebo kognitivnich funkci. Z hlediska
forem dominuji mékké zvykaci tablety a tzv. soft chews, coz jsou mékké zvykaci pamlsky
obsahujici konkrétni aktivni latky. Na popularité ziskavaji i prasky misitelné s krmivem.

Vyznamnym trendem je orientace na ptirodni slozeni, tzv. clean-label produkty, tedy doplitky
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bez umélych aditiv, Casto s rostlinnymi vytazky ¢i ®-3 mastnymi kyselinami z moiskych tas

[113; 114; 115].
1.3 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou monokarboxylové kyseliny s hydrofobnim vétSinou
nerozveétvenym alkylovym fetézcem dlouhym od 4 do 24 uhlikt. V Tabulce 1 jsou uvedeny
mastné kyseliny rostlinného 1 zivo¢isného ptvodu [116; 117].

Fyzikalné-chemické vlastnosti MK jsou vyrazné€ ovlivnény délkou uhlikového fetézce
a pritomnosti dvojnych ¢i trojnych vazeb. V organismu se mohou vyskytovat bud’ ve volné
formé, nebo jako soucasti komplexnich lipidl, pficemz jejich forma zéavisi na konkrétni
struktute. Kyseliny s fetézcem dels$im, nez deset uhlikii se obvykle nachézeji vazané v lipidech,
protoze volné formy s dlouhym fetézcem mohou diky své vysoké povrchové aktivité naruSovat
bunécné membrany [117; 118; 119; 120].

MK maji amfipaticky charakter, jejich molekuly obsahuji hydrofilni karboxylovou
skupinu a hydrofobni uhlikovy fetézec, diky cemuz jsou MK se stfedné dlouhym az dlouhym
fetézcem dobie rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech, ale malo rozpustné ve vodé [120].

V lidském téle plni MK tadu nezastupitelnych funkci. Jsou nedilnou soucasti vSech tuki,
a tedy i procest spojenych s metabolismem lipidi. MK piijaté z potravy predstavuji vyznamny
zdroj energie a podileji se na tvorbé tukové tkan€ 1 na transportu energie ve formé
triacylglycerolt. Déle jsou strukturalni soucasti fosfolipidit bunécnych membran, kde zejména
polynenasycené mastné kyseliny ovliviiuji aktivitu enzymi navdzanych na membrany. Kromé
toho pusobi jako prekurzory signdlnich molekul a biologicky aktivnich latek, naptiklad
prostaglandind, které se ti¢astni hormonalni regulace a procest srazeni krve [119].

MK lze rozdélit na nasycené a nenasycené, podle pfitomnosti dvojnych vazeb
na alkylovém fetézci. Nasycenymi mastnymi kyselinami jsou naptiklad kyselina palmitova
nebo stearova. Nenasycené MK obsahuji jednu nebo vice dvojnych vazeb na alkylovém fetézci.
Mezi nenasycené kyseliny patii naptiklad kyselina olejova nebo linolova [116; 117; 118].

Dale lze kyseliny rozdélit podle esenciality. Esencidlni mastné kyseliny jsou pro
organismus nepostradatelné a je nutné je pfijimat v potravé nebo pomoci doplitkkli. Neesencialni
mastné kyseliny je organismus schopny syntetizovat a neni tedy nutné je piijimat ve strave
[55; 116; 117].

Mastné kyseliny se vyskytuji v cis a trans izomerii. VéEtSina nenasycenych mastnych
kyselin se vyskytuje v cis izomerii. Tato konfigurace je dilezita pro prostorové uspotradani

lipidi v bunéénych membranach. Mastné kyseliny v cis konfiguraci zaujimaji vice prostoru
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a ¢ini bunécnou membranu fluidn&j$i. Nenasycené mastné kyseliny v trans konfiguraci

nachazejicich se v potravinach jsou spojovany se zvySenym rizikem kardiovaskularnich chorob

a s cukrovkou (diabetes mellitus) [116; 117].

Tabulka 1: Pfehled mastnych kyselin [116; 117]

Nazev kyseliny 51?1?1?1 dvi?fgch POthjaiZgj Ry Délka tetézce
vazeb
Maselna 4 0 Kratky fetézec
Valerova 5 0
Kapronova 6 0
Kaprylova 8 0 Stfe(fi;izcielguhy
Kaprinova 10 0
Laurova 12 0 Dlouhy fetézec
Myristova 14 0
Palmitova 16 0
Stearova 18 0
Olejova 18 1 9
Linolova 18 2 9,12
Alfa-linolenova 18 3 9,12, 15
Gama-linolenova 18 3 6,9,12
Arachidova 20 0 Velmi dlouhy fetézec
Arachidonova 20 4 5,8,11, 14
Eikosapentaenova 20 5 5,8,11, 14,17
Behenova 22 0
Erukova 22 1 13
Dokosahexaenova 22 6 4,7,10, 13,16, 19
Lignocerova 24 0
Nervonova 24 1 15
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Mastné kyseliny maji Siroké spektrum komerénich vyuziti. Pouzivaji se naptiklad nejen
pfi vyrobé mnoha potravinafskych produktt, ale také v mydlech, cisticich prostfedcich
a kosmetice. Mydla jsou sodné a draselné soli mastnych kyselin. Nékteré produkty pro péci
o plet’ obsahuji mastné kyseliny, které pomahaji udrzovat zdravy vzhled a funkci pokozky

[118].
1.3.1 Stanoveni mastnych Kyselin

Mastné kyseliny se stanovuji nejcasteji pomoci techniky plynové chromatografie (GC)
spojené bud’ s plamenové-ionizaénim detektorem (FID) nebo hmotnostni spektrometrii (MS).
Samotnému stanoveni ovSem musi predchézet iprava vzorkl oleji, derivatizace. Mastné
kyseliny se bézné derivatizuji za vzniku methylestert mastnych kyseliny (FAME) nebo silyl
derivati [121; 122; 123].

1.3.1.1 Esterifikace

Jednim z moznych zplisobu upravy vzorkdl oleji pro analyzu pomoci plynové
chromatografie je esterifikace MK. Tyto esterifikace mohou byt bud’ kysele nebo bazicky
katalyzované [123].

Jako derivatizacni €inidlo se béZné pouziva methanol a jako katalyzator se pouziva
napiiklad kyselina chlorovodikova (HCI), acetylchlorid (CH3COCI), kyselina sirova (H2SO4)
a trifluorid bority (BF3). Tyto reaktanty vstupuji do reakce jako katalyzatory a zaroven vytvari

kyselé prostredi a tim aktivuji karboxylovou skupinu MK [123; 124].
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Obrazek 7: Rovnice kysele katalyzované esterifikace MK

Derivatizace za katalyzy HCIl je jednou z nejbéznéji pouzivanych metod analyzy
mastnych kyselin, a to diky své jednoduchosti. Ke vzorku se ptida roztok methanolu s HCI
a roztok se po urcitou dobu zahtiva. Pfi pouziti tohoto postupu vsak miize byt nutné pred
derivatizaci pfidat druhé rozpoustédlo [125]. Pfi pouziti metody derivatizace za katalyzy
acetylchloridem se acetylchlorid ptfida do methanolického roztoku vzorku a vzorek je zahtivan
pii teploté 95-100 °C po dobu 60 minut. Po derivatizaci se vzorky neutralizuji a FAME se
extrahuji organickym rozpoustédlem pro dalsi GC analyzu [126]. Pfi pouziti metody

derivatizace acetylchloridem je tfeba zvazit nékteré potencialni problémy. Konkrétné tato
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reakce je exotermickéd a nékteré PUFA jsou relativné nestabilni pfi vysokych teplotach, coz
muze vést k nepfesnym vysledkim kvantifikace [127]. Metoda derivatizace katalyzované
pomoci H2SO4 je Siroce pouzivdna pro analyzu mastnych kyselin v biologickych vzorcich,
ovsem protoze H2SO4 je silné oxidacni ¢inidlo, tato metoda se nedoporucuje pro analyzu PUFA.
Derivatiza¢ni metoda katalyzovand BF; se pouziva pro analyzu mastnych kyselin rGznych
biologickych vzorkl. Derivatizace s BF3 se provadi pfidanim smési BF3-methanol a zahtatim
na 80—100 °C po dobu 45-60 minut. Nakonec se FAME extrahuji organickym rozpoustédlem
a analyzuji pomoci GC [120; 123; 124; 128].

Dalsim zptsobem esterifikace MK je derivatizace 0,5-2M methanolickym roztokem
methanolatu sodného (NaOCH3) nebo draselného (KOCH3). Tato derivatizace je rychla,
jednoduché a pouziva se pii ni méné agresivni ¢inidla [124]. Obvykle se ke vzorku ptida 0,5M
NaOCH;3 v bezvodém methanolu a roztok se neché reagovat pfi teploté 45 °C po dobu 5 minut.
Poté se roztok neutralizuje pomoci 15% NaHSO4. Nakonec se FAME extrahuji organickym
rozpoustédlem a analyzuji pomoci GC. Hydroxid draselny (KOH) Ize také pouzit v zakladnich
deriva¢nich metodach. Postup je jednoduchy a reak¢ni doba je kratka. Pii pouziti KOH se ke
vzorku ptida 2M metanolovy KOH a smés se inkubuje pii pokojové teploté nebo se zahieje na
50 °C na n¢kolik minut pro derivatizaci MK. Poté se pfida bisulfat sodny a horni organicka

vrstva se odebere a analyzuje pomoci GC [123; 128].
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Obrazek 8: Rovnice bazicky katalyzované esterifikace MK

Methylestery mastnych kyselin lze pfipravit i s pomoci diazomethanu. Diazometan rychle
reaguje s MK za vzniku FAME. Reakce vSak neni okamZitd, pokud neni pfitomno malé
mnozstvi methanolu jako katalyzatoru. OvSem pii derivatizaci MK pomoci diazomethanu se
doporucuje postupovat v minimalnim potfebném métitku a vzniklé FAME ihned analyzovat.
Diazometan je Zluty toxicky a vybusny plyn a pfi jeho pfipravé i pouzivani je tieba postupovat
s velkou opatrnosti, zejména je tieba se vyvarovat pfistrojim s brouSenymi sklenénymi spoji

a kontaktu se silnym svétlem [124].
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Obrazek 9: Rovnice esterifikace MK diazomethanem

1.3.1.2 Silylace

Dalsim zptisobem derivatizace je vznik silyl derivatd, kdy se aktivni vodik v karboxylové
skupiné MK nahradi silylovou skupinou. Obvykle se pouziva ptebytek silylacniho Cinidla
v bezvodém rozpoustédle a derivatizace Casto probihd za mirného zahtati nebo v inertni
atmosféie v uzavienych nadobach. Tyto silyl derivaty jsou stabilnéj$i pii vysSich teplotach.
Nejcastéji pouzivana silylacni ¢inidla jsou trimethylchlorsilan, hexamethyldisilazan nebo
hexamethyldisiloxan [129; 130; 131].

Silylace MK se bézné¢ neprovadi, protoze silyl derivaty jsou hygroskopické, nachylné na

Cistotu ¢inidel a ¢inidla jsou drazsi a toxictéjsi [132].
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Obrazek 10: Rovnice silylace MK trimethylchlorsilanem
1.4 Silice

Silice jsou pfirodni smési tékavych organickych latek, které se nachazeji v rtiznych
¢astech rostlin, nejcastéji v listech, kvétech, plodech, kiife, kofenech nebo pryskyficich. Jsou
zodpovédné za charakteristickou vini rostlin (napf. mata, levandule, tymian, rozmaryn,
eukalyptus) a maji i vyznamnou biologickou aktivitu (napf. antimikrobialni, repelentni,
antioxidac¢ni Gc¢inky) [133; 134; 135].

Silice nejsou jednotlivé latky, ale komplexni smési desitek az stovek riznych sloucenin.
Nejcastéji obsahuji, terpeny a terpenoidy (napt. limonen, pinen, linalool, menthol, geraniol,
thymol), fenolické slouceniny (napt. eugenol, karvakrol) a aldehydy, ketony, estery, alkoholy
(napf. citronellal, menthon, borneol) Tyto slou€eniny jsou tékavé a lipofilni, takZe se snadno
odpatuji a rozpoustéji v tucich. Rostliny silice produkuji jako sekundarni metabolity, tedy latky,

které nejsou nezbytné pro jejich preziti, ale zvySuji jejich Sance na rust v pfirodé. Jejich
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vlastnostmi mtize byt ochrana proti hmyzu, houbam a bakteriim, ptildkani opylovact diky vini,
omezeni rustu konkurenénich rostlin (allelopatie) nebo snizeni ztrat vody [135].

Vzhledem k viini a ucinkiim, maji silice Siroké vyuziti, napiiklad ve farmaceutickém
a kosmetickém pramyslu (masti, parfémy, aromaterapeutické a masazni oleje), v potravinarstvi
jako ochucovadla ¢i konzervacéni latky nebo v zeméd¢lstvi jako ptirodni pesticidy a repelenty

[133].
1.4.1 Stanoveni silic

Silice se stanovuji pomoci techniky plynové chromatografie spojené bud’ s plamenoveé-
ionizacnim detektorem nebo hmotnostni spektrometrii. Nejdiive je ale potieba silice extrahovat
z matrice vzorku. Mezi nejpouzivanéjsi metody extrakce silic patii mikroextrakce tuhou fazi

(SPME), superkriticka fluidni extrakce (SFE) nebo destilace vodni parou.
1.4.1.1 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi je zalozena na rovnovazné adsorpci analytll z matrice vzorku
na tenkou polymerni vrstvu sorbentu (nejcastéji polydimethylsiloxanu) nanesenou na
kifemenném vlaknu, které je pfipevnéno ke specidlni jehle. Existuji dva typy této extrakce:
piimé SPME (DI-SPME) a headspace SPME (HS-SPME). Pti ptimé SPME je vldkno ponoteno
ptimo do kapalného vzorku. Pii HS-SPME je nejprve vzorek zahiivan, aby doslo k odpaieni
analytu z matrice. Teprve poté je vlakno vlozeno nad vzorek do prostoru naplnéného parami
analytu. Poté, co se latky z matrice navazi na sorbent, je vldkno vloZeno do davkovace
plynového chromatografu, kde se ohifeje a adsorbované latky se teplem desorbuji a nasledné

analyzuji. [136; 137]
1.4.1.2 Superkriticka fluidni extrakce

DalSim zplsobem extrakce silic je superkritickd fluidni extrakce. Jedna se o Uc¢innou
metodu pro izolaci t€kavych sloucenin z komplexnich pfirodnich matric. Extrakce se provadi
tekutinou v nadkritickém stavu, kdy jeji vlastnosti lezi mezi kapalinou a plynem. Tato tekutina
ma hustotu podobnou kapaling, viskozitu podobnou plynu a difazni schopnost mezi kapalinou
a plynem. M4 vyssi difizni schopnost a nizsi viskozitu nez kapalné rozpoustédlo, funguje tedy
mnohem 1épe nez kapalné rozpoustédlo jako extrahujici ¢inidlo a mobilni faze pfi extrakci
a chromatografii. V SFE se jako extrak¢ni ¢inidlo pouziva pievazné oxid uhlic¢ity, kvili jeho
nizké kritické teploté (31 °C) a nizkému kritickému tlaku (7,38 MPa), zanedbatelné toxicite,
nehoflavosti a nizké reaktivité. Analyza probiha tak, ze se vzorek vloZzi do extrakéni cely, kterou

proudi nadkriticka tekutina. Ta protéka skrz material a rozpousti cilené latky. Smés poté
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vstupuje do separacni kolony, kde se tlak snizi a tim ptejde oxid uhli¢ity do plynného stavu

a odd¢li se od extraktu [120; 138; 139; 140].
1.4.1.3 Destilace vodni parou

Destilace vodni parou je metoda, ktera slouzi k oddé€leni t€kavych latek, které nejsou ve
vod¢ rozpustné, ale nejsou stabilni pfi vysoké teploté a pii klasické destilaci by se rozlozily
[141; 142].

Postup destilace vodni parou je podobny jako u klasické destilace. Latka, ktera se ma
destilovat, se umisti do varné baiiky. V oddélené nadob¢ se vyviji vodni para, ktera se pak vede
do banky s destilovanou smési. Jelikoz celkovy tlak nad dvéma vzijemné nemisitelnymi
kapalinami je souctem jejich parcidlnich tlakd, pti zahfivani tento soucet tlakti dosdhne diive
rovnovahy s okolnim tlakem vzduchu, a proto je teplota varu smési nizsi nez teploty varu
jednotlivych Cistych slozek. Smés par se poté vede do chladice, kde se ochlazuje a zkapalni.

Ziskany destilat se po kondenzaci odd¢li [142; 143; 144].
1.5 Plynova chromatografie

Jednou z nejpouzivanéjSich analytickych technik pro stanoveni MK je plynova
chromatografie. Tato metoda je urCena k separaci a stanoveni smési plynii. Smés plynd se
rozd€luje mezi dvé faze, mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou). Jako mobilni faze
se vyuziva inertni plyn, napf. dusik, helium, argon nebo vodik. Tento plyn slouzi pouze jako

nosny, se vzorkem nijak nereaguje [145; 146].

Injektor vzorku

Regulator tlaku
\ Termostat Zuﬁ
—
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IDetektor
R
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Lahev s plynem

Obrazek 11: Schéma plynového chromatografu [147]
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Separace probiha nasledovné. Vzorek je nastiiknut pres septum do vyhtivaného prostoru,
ktery je vyhtivan na teplotu o ptiblizné 50 °C vyssi, nez je teplota varu vzorku. Zde se vzorek
odpaii a vplynné fazi je undSen nosnym plynem do kolony, kterd je umisténa
v termostatovaném prostoru, diky cemuz lze regulovat teplotu plynu pomoci predem
nastavené¢ho teplotniho gradientu. Slozky vzorku se sorbuji na povrch stacionarni faze
a nasledné desorbuji stale proudicim tokem nosného plynu. Nosny plyn unasi smés az na konec
kolony a poté na detektor, ktery monitoruje sloZzeni proudu plynu, ktery vystupuje z kolony
a nese separované slozky [146; 148].

V soucasnosti se v plynové chromatografii pouzivaji pievazné kapilarni kolony, které
diky své vysoké Uc¢innosti a rychlosti separace témét zcela nahradily diive béZzné napliiové
kolony. Kapilarni kolony jsou vyrabény z kiemenného skla, jehoZ povrch je zpevnén ochrannou
vrstvou polyimidu, aby byla kolona ohebnd a lépe se s ni manipulovalo. Jejich primér se
obvykle pohybuje v rozmezi 0,1-0,75 mm a délky dosahuji az nékolik desitek metrii [ 148; 149].

Na vnitini stén¢ kapilarni kolony je nanesena stacionarni faze ve formé tenké vrstvy
polymeru. Podle zptisobu jeji aplikace se rozliSuji dva zakladni typy kolon: open tubular
wall-coated (WCOT), kdy je stacionarni faze tvofena tenkou vrstvou kapaliny nanesenou piimo
na sténu kolony a porous layer/support-coated open tubular (PLOT/SCOT), kdy je stacionarni
faze impregnovana do porézni vrstvy nesouci materidl na vnitini strané¢ kolony. Pokud je
stacionarni faze pevna latka, jedna se o systém plyn-pevnd latka (GSC). Separace je zaloZena
na adsorpcnim mechanismu, pfi némz se jednotlivé slozky vzorku li$i schopnosti adsorbovat se
na povrchu staciondrni faze. Pokud je stacionarni fazi kapalina, je to systém plyn-kapalina
a jedna se o absorp¢ni mechanismus (GLC). V tomto systému probihd separace na zaklad¢
t€kavosti a rozdilné rozpustnosti analytli ve stacionarni a mobilni fazi [148; 149].

Jednim z kli¢ovych faktort ovlivitujicich separaci latek v plynové chromatografii je
polarita stacionarni faze. Reten¢ni chovani analyt je do zna¢né miry urCovano vztahovou
podobnosti polarity mezi analyzovanou slouc¢eninou a stacionarni fazi. Pokud maji ob¢ slozky
podobnou polaritu, dochéazi k silnéjsi interakci analytu se stacionarni fazi, coz vede k del§im
retenénim ¢asim. Naopak, pokud je polarita odlisnd, sloucenina se se staciondrni fazi méné
vaze a kolonou prochazi rychleji. Typ stacionarni faze je tedy volen s ohledem na polaritu
analyzovanych latek. Malo polarni staciondrni faze jsou vétSinou zalozeny na
methylpolysiloxanech, do jejichZ struktury se pro zvySeni polarity pfidava urcité mnoZzstvi
fenylovych skupin. Polarn€jsi stacionarni faze mohou obsahovat napfiklad kyselinu
nitrotereftalovou vazanou polyethylenglykolem nebo kyanopropylfenylové skupiny
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v kombinaci s methylpolysiloxanem. Kyanopropylové kolony se pouzivaji pro analyzu FAME,
jelikoz umoznuji ptesné rozliSeni podle délky fetézce, poctu dvojnych vazeb, véetné separace
cis/trans izomert a polohovych izomert dvojnych vazeb [128; 150; 151].

Detektory  pouzivané v plynové chromatografii  jsou plamenové-ionizacni,
tepelné-vodivostni, termo-ionizacni, detektor elektronového zachytu a hmotnostni detektor.

Velmi casto pouzivanym detektorem ve spojeni s GC je plamenové-ionizacni detektor.
FID je citlivy a ma Siroky dynamicky rozsah, diky ¢emuz je vhodny pro detekci Siroké Skaly
organickych sloucenin. Princip fungovani detektoru spo¢iva ve spaleni a néasledné ionizaci
eludtu z kolony plamenem vodik-vzduch. Nad plamenem je umistén plamenovy ionizacni
detektor s kolektorovou elektrodou. lonty a elektrony vznikajici béhem spalovani jsou
ptitahovany ke kolektorové elektrodé pusobenim elektrického proudu. Po dosazeni kolektorové

elektrody vytvareji proud imérny koncentraci zionizované organické latky [152].

L detektor
kolektor =
ionty =
f plamen

}__ l— tryska

kolona

Obrazek 12: Schéma plamenové-ionizacniho detektoru [152]

1.5.1 Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) je v dneSni dobé
naprosto standardni zdleZitosti. Vyhodou spojeni GC/MS je moznost v jedné analyze zaroven

separovat, identifikovat a kvantifikovat slozitou smés latek [153].
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1.5.1.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr umoziiuje analyzu sloucenin v riznych vzorcich, jako je krev,
tkan€, potraviny, zemina aj. pfevedenim molekul na ionty, rozliSeni téchto iontti podle poméru
hmotnosti ku néboji (m/z) a naslednému zaznamu intenzit jednotlivych ionta [154].

Hmotnostni spektrometr se sklddd ze ti¥i ¢asti: ziontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru a detektoru. Cely systém je umistén ve vakuové komote, kterd zajist'uje, aby ionty

mohly volné prochazet ptistrojem bez nezddoucich interakci s molekulami vzduchu [154].

vzorek Iontovvl_é_’Hmotnostnl

- . Detektorr— DATA
zdroj | : |analyzator

(vakuum)é vakuum

Obrézek 13: Schéma hmotnostniho spektrometru [154]

v

Vzorek vstupuje do iontového zdroje, ke dochéazi k jeho ionizaci. Nejcastéjsi ionizacni
technikou ve spojeni s CG je elektronova ionizace (EI) nebo chemicka ionizace (CI) [153].

EI patfi mezi tvrdé ioniza¢ni techniky a probihd za vysokého vakua. Béhem procesu
ionizace ziskdva molekula zna¢né mnoZstvi vnitini energie, coz vede k fragmentaci
molekulového iontu na mens$i ¢asti. Princip spocivd v tom, Ze Zhavené vlakno (obvykle
z wolframu nebo rhenia) funguje jako katoda a emituje elektrony, které pfitahovany smérem
k anodé€. V reakénim prostoru dochazi ke srazkdm mezi témito elektrony a molekulami
plynného vzorku, ¢imZ vzniké radikalovy kationt (M*-). Tento iont byva zpravidla nestabilni
a dale se rozpadd na mensi fragmentové ionty, které nesou informace o struktufe plivodni
molekuly. Tyto fragmenty jsou pomoci vytésnovaci elektrody vypuzeny z iontového zdroje do
hmotnostniho analyzatoru. Vyhodou pouziti EI je moZnost pfimého porovnani namétenych
spekter s knihovnou referencnich spekter latek, coZ umoziuje jednoznac¢nou identifikaci latek

pfi pouziti urychlovaciho napéti 70 eV [154; 155].
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Obrazek 14: Schéma elektronové ionizace [155]

CI je mekka ionizacni technika velmi podobna ptredchozi EI. Rozdil je v tom, Ze do
reak¢niho prostoru je vhanén reakéni plyn, vétSinou methan, ktery je ionizovan jako prvni.
Ionizovany reakéni plyn néasledné pomoci ion-molekularnich reakci ionizuje molekuly analytu
[155].

katoda

w proud
e
R4
)

Qo e
©
>0 .
2 g hmotnostni
2 & analyzator
‘EE v

vstup anoda reakéni
vzorku (g) plyn

Obrazek 15: Schéma chemické ionizace [155]

Ionizovany vzorek dale proudi do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou ionty latky déleny
podle jejich poméru hmotnosti ku ndboji (m/z) za vysokého vakua. Jako hmotnostni analyzator
se vyuziva kvadrupolovy analyzétor (popiipadé trojity kvadrupol), iontova past nebo analyzator
doby letu. Je mozné také pouzit orbitrap nebo cyklotronovou rezonanci s Fourierovou
transformaci (FTICR) [154; 156].

Kvadrupolovy analyzator se sklada ze Ctyf kovovych ty¢i ze stejného materidlu

kruhového prifezu a jsou dlouhé 20-30 cm. Na dvé protilehlé tyce je vlozeno kladné
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stejnosmérné napéti, na zbyvajici dvé napéti zdporné. Zaroven je na vSechny tyce
superponovano vysokofrekvencni stfidavé napéti. Iont pfivedeny do analyzatoru zacne
oscilovat a diky kombinaci stfidavého a stejnosmérného napéti je prichod umoznén pouze
iontim se stabilnimi oscilacemi. Kvadrupo6l je velmi jednoduchy a relativné levny hmotnostni

analyzator vhodny pro spojeni se separacnimi technikami [154; 156].

Fokusovany iont

Detektor

Cy Odklonény iont
Kvadrupol

Stérbina

Zdr? 2

Obrazek 16: Schéma kvadrupdlového analyzatoru [147]

Ionty po rozd€leni v hmotnostnim analyzatoru dopadaji na detektor, pokud neni
detektorem samotny hmotnostni analyzator, jako je orbitrap nebo FTICR. NejbéZnéjSim
detektorem v MS je elektronovy néasobi€, coz je systém dynod, ktery funguje jako elektronovy
multiplikator sekundarnich elektroni. Kazdd dynoda nasobi pocet elektronid, coz vede

k zesileni signalu az o osm fada [153].

Systém dynod

o e ol
NV

Obrazek 17: Schéma elektronového nasobice [147]

—>Vystupni signal
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1

Pristroje, zarizeni a pomiicky

Analytické vahy HR-120 (ADInstruments, Dunedin, Novy Zéland)
Aurosampler COMBI PAL (CTC Analytics AG, Zwingen, Svycarsko)
Plynovy chromatograf GC-2010 s hmotnostnim spektrometrem MS-QP2010 Plus

(Shimadzu, Kjoéto, Japonsko)

Plynovy chromatograf GC-2010 s plamenové-ionizaénim detektorem (Shimadzu,

Kjoto, Japonsko)

Termoblok Evaterm (Labicom, Olomouc, Ceska republika)
Automatické pipety 100—1000 pl, 1-5 ml a 1-10 ml
Mikrostiikacka 10 ul

Kéadinky riznych velikostni

Nalevka

Odmérné baitky 100 ml a 500 ml

Odmérné valce 50 ml a 100 ml

Vialky 20 ml, 50 ml a 100 ml pro uchovani vzorkt a extrakti
Vialky 2 ml pro analyzu GC-MS, vicka se septem

Vialky 20 ml pro analyzu HS-SPME GC-MS, vicka se septem

Chemikalie

Hexan > 99,9 % (Honeywell, Charlotte, USA)

Methanolat sodny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Chlorid sodny (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika)

Methanol > 99,0 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Standard uhlovodikli C8 — C40 (CPAchem, Stara Zagora, Bulharsko)

Analyzované oleje a veterinarni dopliiky stravy

Lososovy olej (Fitmin, Zamberk, Ceska republika)

Lnény olej (Olmiihle Lehen GmbH, Gutenbergstr, Némecko)
Sezamovy olej (Olmiihle Lehen GmbH, Gutenbergstr, Némecko)
Repkovy olej (Kaufland, Neckarsulm, Némecko)

Olivovy olej (Le Tre Colonne, Giovinazzo, Italie)
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. Sluneénicovy olej (Fabio, Ji¢in, Ceské republika)

. Oftechovy olej z vlasskych ofecht (McEnnedy, Allemagne, Némecko)
. Pistaciovy olej (Lidl, Neckarsulm, Némecko)

. Hroznovy olej (JCCoimbra, Setubal, Portugalsko)

o Konopny olej (AnimALL, Ostrava, Ceska republika)

o Pupalkovy olej (Dr. Max Pharma s.r.0., Praha, Ceské republika)

. Krillovy olej (Amix Nutrition, Manchester, UK)

. Veterinarni dopliky stravy — vzorek 1, 2 (viz Tabulka 2)

Tabulka 2: Analyzované veterinarni dopliiky stravy

Veterinarni
dopln¢k Urceni Deklarované slozeni Deklarované ucinky
stravy

Kyselina linolova,
gama-linolenova, triglycerid
Vzorek 1 Psi kyseliny arachidové, kyselina
olejova, palmitova, stearova,

vitaminy A, D3, E

Podpora riistu, zbarveni a
sily srsti,
zvySena odolnost proti
nemocem

Pomoc pii potizich s ktizi a

Psia Olej z pupalky dvouleté, srsti zpiisobenych
Vzorek 2 Kotk krillovy olej, vitamin A, BS5, hormonalni nebo
0Cky zinek, biotin metabolickou nerovnovahou,

pomaha pfi alergiich

2.4 Analyza profilu mastnych kyselin

2.4.1 Derivatizace vzorki oleju a veterinarnich dopliiki stravy

Ke vzorku o navéazce 100 mg oleje bylo ptidano 12 ml 0,25M methanolického roztoku
methanoladtu sodného. Se vzorkem bylo tfepano po dobu 1 minuty, poté byl vlozen do
termobloku, kde byl temperovan na 60 °C po dobu 20 minut a kazdych 5 minut bylo se vzorkem
ttepano. Po vychladnuti bylo ke vzorku ptidano 8 ml nasyceného vodného roztoku NaCl a 8§ ml
hexanu. Po protfepani a oddéleni fazi byla horni organickd vrstva odebrana do 2ml vialky
opatiené vickem se septem pro analyzu pomoci GC/MS. Spole¢né se vzorky byla analyzovana

homologické fada alkant za totoznych separa¢nich podminek.
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2.4.2 GC/MS podminky separace

Pro analyzu FAME byla pouzita chromatografickd kolona Zebron ZB-5HT Inferno

(Phenomenex, Kalifornie, USA), jejiZz stacionarni faze obsahovala 5% fenyl- a 95 %

dimethylpolysiloxanu. Podminky pro GC/MS analyzu jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Podminky pro GC/MS analyzu extraktii s obsahem FAME

Podminky separace pro GC
Kolona ZB-5HT Inferno 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm
Nosny plyn Helium
Lineérni rychlost nosného plynu 30 cm/s
Teplota nastriku 250 °C

Teplotni program

70 °C, 7 °C/min do 320 °C

Davkovany objem

1wl

Splitovaci pomér

1:10

Hmotnostni spektrometr

Ionizace Elektronové ionizace (70 eV)
Frekvence skenovani 2000 skent za sekundu
Teplota iontového zdroje 250 °C
Teplota interface 280 °C
Rozsah skenti (m/z) 33-500

2.5 Analyza profilu tékavych latek

2.5.1 Extrakce tékavych latek

Pro analyzu t€kavych latek vzorka bylo navazeno vzdy 100 mg daného oleje ¢i dopliku

stravy do 20ml vialky opatfené vickem se septem pro HS-SPME analyzu. Extrakce probihala

na Sedém vldkné se sorbentem divinylbenzen/Carboxen-polydimethylsiloxan (Supelco,
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Bellefonte, USA). Doba inkubace vzorku byla 20 minut za teploty 170 °C. Extrakce t€kavych

latek probihala za teploty 170 °C po dobu 60 minut.

2.5.2 GC/MS podminky separace

Pro analyzu profilu tékavych latek byla pouzita chromatograficka kolona Zebron

ZB-5HT Inferno. Podminky separace pro GC/MS analyzu jsou popsany v Tabulce 4.

Tabulka 4: Podminky pro GC/MS analyzu tékavych latek

Podminky separace pro GC

Kolona ZB-5HT Inferno 30 m x 0,25 mm X 0,25 mm
Nosny plyn Helium
Linearni rychlost nosného plynu 30 cm/s
Teplota nasttiku 250 °C

Teplotni program

35 °C (3 min), 2 °C/min do 250 °C, 250 °C
(5 minut)

Splitovaci pomér

1:10

Hmotnostni spektrometr

Ionizace Elektronové ionizace (70 eV)
Frekvence skenovani 2000 skent za sekundu
Teplota iontového zdroje 200 °C
Teplota interface 200 °C
Rozsah skenti (m/z) 33-500

2.6 Zpracovani experimentalnich dat

Vysledné chromatogramy namétené pomoci GC/MS byly zpracovany pomoci softwaru
GCMS Postrun Analysis (Shimadzu, Kjoto, Japonsko) a poté vyhodnoceny pomoci knihoven
hmotnostnich spekter (NIST 14 a FFNSC2) a porovnanim naméfenych retencnich indexi
a retentnich indexti =z literarnich zdroji  databaze NIST WebBook Chemie

(https://webbook.nist.gov/chemistry/).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Ukolem diplomové prace bylo analyzovat profil mastnych kyselin s cilem uréit, na jakém
olejovém zakladu jsou jednotlivé suplementy postaveny.

Soucasti porovnavani vzorkti suplementii s jednotlivymi oleji bylo také méfeni profila
tékavych sloucenin. Tato méfeni ovSem neslouzila k identifikaci jednotlivych t€kavych slozek,
ale jako porovnavaci metoda, zda namétend data u olejii budou odpovidat profilu té¢kavych latek

nékterého doplitku stravy, tzn. jako piipadna podpora vyhodnoceni profilti mastnych kyselin.
3.1 Analyza profili MK

3.1.1 Optimalizace analyzy profili mastnych kyselin

Postup derivatizace byl pfevzat z diplomové prace Ing. Michaely Merclové [157] a na
zaklad¢ naméfenych dat modifikovan. Byla pfipravena fada 4 vzorkl slunecnicového oleje
s riznym mnozstvim piidavka ¢inidel (viz Tabulka 5) s cilem dosahnout vyssi intenzity piki a
ucinngjsi derivatizace. Ke 100 mg vzorku oleje byl pfiddn methanolicky roztok 0,25M
methanolatu sodného. Se vzorkem bylo tfepano po dobu 1 minuty, poté byl vloZen do
termobloku, kde byl temperovan na 60 °C po dobu 20 minut a kazdych 5 minut bylo se vzorkem
tiepano. Po vychladnuti byl ke vzorku pfidan nasyceny vodny roztok NaCl a hexan. Po
protiepani a oddéleni fazi byla horni organicka faze odebrana k analyze pomoci GC/FID.

Podminky pro analyzu v syst¢ému GC/FID jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 5: Ptehled ptiddvaného mnoZstvi ¢inidel

Cislo pokusu Methanolat sodny [ml] NaCl [ml] Hexan [ml]
1 6 4 8
2 12 4 8
3 12 8 8
4 12 8 12
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Tabulka 6: GC/FID podminky separace

Kolona HP-5MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm
Nosny plyn Helium
Linearni rychlost nosného plynu 30 cm/s
Teplota nasttiku 250 °C
70 °C (3 min), 10 °C/min do 160 °C,
Teplotni program 5 °C/min do 200 °C,
2 °C/min do 250 °C
Déavkovany objem I
Splitovaci pomér 1:100
Teplota detektoru 300 °C

Po porovnani intenzit pikti mastnych kyseliny pfi riznych pomérech pfidavanych ¢inidel
methanolatu sodného, NaCl a hexanu bylo zjisténo, ze intenzita piku methylesteri MK se
zvySuje s priddvanym mnozstvim derivatizacnich c¢inidel. Proto bylo pro derivatizaci zvoleno
dvojnasobné mnozstvi methanolatu sodného i chloridu sodného nez v ptivodnim postupu.
Mnozstvi hexanu zlstalo nezménéno, jelikoz pii jeho navyseni dochézelo ke ziedéni vzorku,

a tedy i ke snizovani intenzity piki.
3.1.2 Analyza profili mastnych kyselin v olejich a dopliicich stravy

Methylestery mastnych kyselin byly analyzovany pomoci GC/MS a identifikovany na
zaklad¢ reten¢nich indexil a knihoven spekter. Retenéni indexy FAME byly vypocitany pomoci
retenénich charakteristik homologické tfady alkani analyzovanych za stejnych separa¢nich
podminek. Jednotlivé FAME oleji i vzorki doplnkl stravy jsou uvedené v Tabulce 7
a 8. Vzorce a nazvy MK jsou vypsany v Tabulce 9. Procentudlni zastoupeni FAME
v jednotlivych extraktech bylo vypocitano z celkového mnozstvi FAME identifikovanych
v chromatogramu dané¢ho oleje. Chromatogramy profili MK oleji jsou uvedeny

v Ptiilohach 1-12.
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Tabulka 7: Obsah FAME v jednotlivych olejich a dopliicich stravy — 1. ¢ast (“n.d.“ — nebyl detekovan)

FAME RI Lososovy Lnény Sezamovy Repkovy Olivovy Slunecnicovy Oftechovy
C8:0 1124 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C10:0 1325 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C12:0 1525 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C14:1% 1714 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C14:0 1726 | 2,62 +0,02 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C16:4269:12,15 1890 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C16:326%12 1896 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C16:1%° 1908 | 3,15+0,06 n.d. n.d. n.d. 1,28 £ 0,00 n.d. n.d.
C16:0 1930 | 11,79+ 0,09 11,88 £0,01 13,15+0,25 5,99 + 0,06 17,98 £ 0,13 13,33 £0,36 13,21 £0,02
C18:3269.12 2083 | 0,10+ 0,04 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C18:4469,12,15 2090 | 0,88 +0,19 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C18:24912 2098 | 15,43 +0,31 23,52 +0,02 38,98 +£ 0,09 23,62 + 0,33 13,25+ 0,05 45,84 + 0,40 44,14 £ 0,25
C18:1%° 2104 | 36,09 + 0,87 55,44 £ 0,04 37,92 £ 0,40 62,64 £ 0,46 59,48 £0,11 28,70 £ 0,12 32,67 +0,04
C18:121 2110 | 3,44+0,13 n.d. 1,45+ 0,07 3,81 +0,03 3,52+0,10 2,48 £ 0,10 n.d.
C18:34%12.15 2120 n.d. n.d. n.d. 0,80 + 0,04 n.d. n.d. 3,77 £ 0,05
C18:0 2128 | 3,47+0,02 7,50+ 0,01 7,46 +£0,18 1,51 £ 0,03 3,35+ 0,06 7,07 +£0,02 5,36 +£ 0,09
C20:58381LI417 1 9975 1 3,07+ 0,03 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C20:4281L1417 1 9991 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C20:2A1L14 2301 | 1,78+0,16 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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FAME RI Lososovy Lnény Sezamovy Repkovy Olivovy Slunec¢nicovy Ofechovy

C20:1AM 2305 | 6,05+0,04 0,29 + 0,01 0,26 £ 0,01 0,98 £ 0,01 3,35+ 0,06 0,45+ 0,01 0,53 +0,01

C20:0 2330 | 0,46+0,03 0,42 + 0,000 0,70 £ 0,01 0,44 £ 0,14 0,51 +0,00 0,62 £ 0,01 0,29 + 0,03
C22:624 7101316191 9462 | 5,88 0,00 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C22:58710.13:1619 1 2475 | 1,69+ 0,01 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C22:1213 2505 | 3,94 +0,01 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C22:0 2531 | 0,16 +0,02 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,17 +£0,02 n.d.
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Tabulka 8: Obsah FAME v jednotlivych olejich a dopliicich stravy — 2. ¢ast (“n.d.“ — nebyl detekovan)

FAME RI Pistaciovy Hroznovy Konopny Krillovy Pupalkovy Vzorek 1 Vzorek 2
C8:0 1124 n.d. n.d. n.d. n.d. 4,35+0,11 n.d. 5,19+ 0,04
C10:0 1325 n.d. n.d. n.d. n.d. 2,64 + 0,04 n.d. 2,32 +0,01
C12:0 1525 n.d. n.d. n.d. 0,22 £ 0,00 n.d. n.d. n.d.
Cl14:1%° 1714 n.d. n.d. n.d. 0,18+ 0,01 n.d. n.d. n.d.
C14:0 1726 n.d. n.d. n.d. 7,60 + 0,23 n.d. n.d. 1,56+ 0,01
C16:446912.15 1890 n.d. n.d. n.d. 1,52 £ 0,01 n.d. n.d. 0,50 £ 0,01
C16:326912 1896 n.d. n.d. n.d. 0,60 + 0,01 n.d. n.d. n.d.
C16:1% 1908 | 2,39+0,01 n.d. n.d. 7,90 + 0,06 n.d. n.d. 1,35+ 0,01
C16:0 1930 | 16,54 +0,13 9,64+ 0,07 9,66 £ 0,11 16,37 £ 0,34 9,07+0,10 8,75+ 0,11 11,10+ 0,17
C18:3469.12 2083 n.d. 0,42+ 0,01 6,06 + 0,04 0,49 + 0,01 11,53+0,10 | 11,51 +0,07 8,34+ 0,09
C18:446%1215 1 2090 n.d. n.d. 2,44 £ 0,01 4,76 + 0,11 n.d. n.d. 0,67 £ 0,06
C18:24912 2098 | 30,98+0,86 | 54,52+0,27 | 47,89 +0,08 3,47 +0,01 58,21 +0,26 | 66,59 +0,63 | 45,83 +0,33
C18:1%° 2104 | 40,06 +0,52 | 29,01 +0,27 | 29,59+0,13 9,26 £0,11 9,67 £0,07 9,26 + 0,35 9,61 £0,05
C18:141 2110 | 6,30+ 0,17 1,46 +£0,04 n.d. 8,05+0,07 0,88 £ 0,04 0,58 £0,28 1,08 £ 0,01
C18:34%1215 2120 | 0,45+0,00 n.d. 0,25 £ 0,07 0,59 £ 0,01 n.d. n.d. n.d.
C18:0 2128 | 2,22+0,02 4,02 + 0,06 2,52 +£0,03 2,80 + 0,06 2,78 £0,11 2,68 £0,14 2,97 +£0,02
C20:54581LI417 | 9975 n.d. n.d. n.d. 17,81 £ 0,09 n.d. n.d. 3,17+ 0,02
C20:42811L1417 1 9291 n.d. n.d. n.d. 1,60 + 0,05 n.d. n.d. n.d.
C20:2 41114 2301 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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FAME RI Pistaciovy Hroznovy Konopny Krillovy Pupalkovy Vzorek 1 Vzorek 2
C20:141 2305 | 0,62=+0,01 0,16 £0,11 0,34 £ 0,01 1,77 £ 0,02 0,44 £ 0,02 n.d. n.d.
C20:0 2330 | 0,29+0,00 0,25+ 0,01 0,95+ 0,01 0,16 £0,01 0,45 +0,01 0,56 £ 0,06 0,57 +0,07
C22:684T10.13.16.19 1 9462 n.d. n.d. n.d. 10,33 £ 0,23 n.d. n.d. 3,09 £ 0,06
C22:5A710.13,16.19 1 9475 n.d. n.d. n.d. 1,76 £ 0,17 n.d. n.d. 2,74+ 0,13
C22:1413 2505 n.d. n.d. n.d. 2,66 0,13 n.d. n.d. n.d.
C22:0 2531 n.d. n.d. n.d. 0,14 £ 0,04 n.d. n.d. n.d.

49




Tabulka 9: Vzorce a nazvy MK

Vzorec Nézev kyseliny
C8:0 Kyselina kaprylova
C10:0 Kyselina kaprinova
C12:0 Kyselina laurova
C14:1% Kyselina myristoleova
C14:0 Kyselina myristova
C16:426912.15 Kyselina 6,9,12,15-hexadekateraenova
C16:346912 Kyselina 3,9,12-hexadekatrienova
C16:1%° Kyselina palmitoolejova
C16:0 Kyselina palmitova
C18:3465.12 Kyselina gama-linolenova
C18:446%:12.15 Kyselina stearidonova
C18:24%12 Kyselina linolova
C18:1%° Kyselina olejova
C18:141 Kyselina 11-oktadekaenova
C18:34%12.15 Kyselina alfa-linolenova
C18:0 Kyselina stearova
C20:5458.11.14.17 Kyselina 5,8,11,14,17-eikosapentaenova
C20:428:11,14.17 Kyselina 8,11,14,17-eikosatetraenova
C20:2 21114 Kyselina 11,14-eikosadienova
C20:1A1 Kyselina 11-eikosaenova
C20:0 Kyselina arachidova

C22.6A4,7,10,13,16,19

Kyselina 4,7,10,13,16,19-dokosahexaenova

C22.5A7,10,l3,16,19

Kyselina 7,10,13,16,19-dokosapentaenova

C22:148

Kyselina erukova

C22:0

Kyselina behenova
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3.1.2.1 Analyza profili MK ve vzorku 1

Meétenim bylo zjisténo, ze vzorek 1 obsahuje kyselinu palmitovou, gama-linolenovou,
linolovou, olejovou, kyselinu stearovou a kyselinu arachidovou. V Tabulce 2 je popséan
deklarovany obsah MK vyrobcem. Analyza prokdzala, ze tyto kyseliny se skute¢né vyskytuji
ve vzorku dopliiku stravy (viz Pfiloha 13).

Jak jiz bylo zminéno, vzorek 1 obsahoval kyselinu gama-linolenovou. Z ptedchozich
analyz olejl bylo zjisténo, ze tuto kyselinu obsahuji ve vétsim mnozstvi pouze dva oleje, a to
konopny a pupalkovy olej. Slozeni téchto dvou olejii vii¢i vzorku 1 bylo tedy porovnano
(viz Tabulka 10). Chromatogramy porovnavajici oba oleje se vzorkem 1 jsou uvedeny

v Ptilohach 14-16.

Tabulka 10: Porovnani obsahu FAME v dopliiku stravy 1 s pupalkovym a konopnym olejem
(“n.d.” — nebyl detekovan)

FAME Vzorek 1 [%] Pupalkovy olej [%] Konopny olej [%]
C8:0 n.d. 4,35+0,11 n.d.
C10:0 n.d. 2,64 £ 0,04 n.d.
C16:0 875+ 0,11 9,07 +0,10 9,66+ 0,11
Ci8:3 11,51 0,07 11,53 40,10 6,06 = 0,04

Ciga nd. nd. 2.44+0,01
Cl8.2 66.59 + 0,63 5821+ 0.26 47.89 + 0,08
Cl8:1 9.26 + 0,35 9.67 £ 0,07 29,59 + 0,13
Cl18:1 0,58 + 0,28 0,88 + 0,04 nd.
)83 n.d. n.d. 0,25+ 0,07
C18:0 2,68+ 0,14 2,78 40,11 2,52 40,03
€201 n.d. 0,44 + 0,02 0,34 +0,01
C20:0 0,56 + 0,06 0.45 + 0,01 0.95 + 0,01
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Bylo zjisténo, Ze sloZzenim a poméry MK vzorku 1 nejvice odpovida pupalkovy ole;j.
Odchylkou pupalkového oleje od vzorku 1 byl obsah kyseliny kaprylové a kaprinové. Tyto
kyseliny maji pfiznivé antibakteridlni a antifungalni ucinky, proto je jejich pfitomnost
v pupalkovém oleji ku prospéchu [158; 159]. Z porovnani vzorku 1 s konopnym olejem je
patrné, ze obsah jednotlivych mastnych kyselin sice odpovida kvalitativné, ovSem pomér
jednotlivych kyselin je odlisny. Konopny olej obsahuje méné kyseliny gama-linolenové,
a naopak vice kyseliny olejové.

Pupalkovy olej byl tedy zvolen jako nahrada vzorku 1 a byl podévan jako doplnék stravy

pro porovnani, zda bude mit stejny t€inek jako samotny vzorek 1 (viz kapitola 3.3).
3.1.2.2 Analyza profili MK ve vzorku 2

Doplngk stravy 2 byl zderivatizovan a vzniklé FAME byly analyzovany pomoci GC/MS.
Chromatogram s vyznacenymi FAME je uveden v Pfiloze 17. Analyza prokazala, Ze vzorek je
slozen ptevazné z pupalkového oleje, jelikoz chromatogram naméteného suplementu je velmi
podobny pravé pupalkovému oleji, obsahuje kyselinu kaprylovou a kaprinovou, které se
vyskytuji pouze v pupalkovém oleji. Doplnck stravy obsahuje i kyseliny EPA a DHA, které¢
v pupalkovém oleji obsazeny nejsou. Je tedy pravdépodobné, Ze tento suplement obsahuje
ptevazné pupalkovy olej s drobnym pifidavkem krillového oleje, jak deklaruje vyrobce. Podle
vyrobce vzorek 2 obsahuje i vitamin A, stejn€ jako vzorek 1. Tento suplement je tedy vhodnou

alternativou k doplitku stravy 1 (viz Pfiloha 18-20).
3.2 Analyza tékavych latek oleju

3.2.1 Porovnani vlaiken pro HS-SPME GC/MS

Pro analyzu tékavych slozek oleji pomoci HS-SPME bylo tfeba vybrat vhodny typ
vlakna. Porovnavdno bylo cervené vlakno se sorbentem Carboxen-polydimethylsiloxan
(Supelco, Bellefonte, USA) a Sedé¢ vlakno se sorbentem divinylbenzen/Carboxen-
polydimethylsiloxan (Supelco, Bellefonte, USA).

Byl pfipraven smésny vzorek obsahujici 2 g lososového, Inéného, sezamového,
fepkového, olivového, slunecnicového, ofechového a pistaciového oleje. Pro extrakci na
Cerveném 1 Sedém vldkné bylo vzdy piipraveno pét vzorkl s navazkou 100 mg smésného
vzorku a pét vzorkd s navazkou 250 mg smésného vzorku. Tyto vzorky byly inkubovany
20 minut za teploty extrakce. Extrakce vzorkl probihala za teploty 90, 120, 140, 170 a 200 °C
po dobu 60 minut. Navazky a teploty extrakce jsou piehlednéji popsany v Tabulce 11. Pro
separaci byla zvolena kolona Zebron ZB-5HT inferno. Podminky separace pro GC/MS jsou
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popsany v Tabulce 12. Teplota nésttiku pro extrakci pii 90 a 120 °C byla 200 °C a pro extrakci
pii 140, 170 a 200 °C byla 250 °C.

Tabulka 11: Navazky a teploty extrakce smésné¢ho vzorku

NI Sn[lrisglieho et Teplota extrakce [°C] Teplota nésttiku [°C]
90
200
120
100 140
170 250
200
90
200
120
250 140
170 250
200
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Tabulka 12: Podminky pro HS-SPME GC/MS analyzu

Podminky separace pro GC

Kolona ZB-5HT inferno 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm
Nosny plyn Helium
Linearni rychlost nosného 30 cmys
plynu
lerskofin] jpraseEm 35 °C (3 min), 2 °C/min do 250 °C, 250 °C
(5 minut)
Splitovaci pomér 1:10
Hmotnostni spektrometr
Ionizace Elektronova ionizace (70 eV)
Frekvence skenovani 2000 skeni za sekundu
Teplota iontového zdroje 200 °C
Teplota interface 200 °C
Rozsah skenti (m/z) 33-500

Z naméfenych chromatograml pro jednotliva vldkna bylo zjisté€no, ze se zvySujici se
teplotou extrakce roste intenzita a pocet pikl, tedy i GCinnost extrakce. Nejvyssi intenzity
a poctu piki bylo dosazeno pii teplotach extrakce 170 a 200 °C pomoci obou vlaken
(viz Ptiloha 21-22).

Chromatogramy stejnych teplot i navazek vzorkli extrahovanych pomoci ¢erveného
a Sedého vlakna byly vici sobé porovnany. Z nazorného chromatogramu smésného oleje
extrahovaného za teploty 170 °C (viz Ptiloha 23) je patrné, Ze uc¢innéjsi a vhodnéjsi extrakce
probihala pomoci Sedého vldkna. Jako idealngjsi navazka pro extrakci na Sedém vlakné

a naslednou analyzu byla zvolena navdzka 100 mg (viz Ptiloha 24).
3.2.2 Optimalizace extrak¢nich podminek pro HS-SPME GC/MS

Pro optimalizaci extrak¢nich podminek na Sedém vlakné byl pouzit navrh experimentu
pomoci programu Statistika. Byla vytvofena sada dvanacti vzorkll extrahovanych v rozsahu
teplot 90-200 °C a ¢astt 30-90 minut. Navazovéano bylo vzdy 100 mg smésného vzorku.

Podrobny popis extrakénich podminek je popsan v Tabulce 13. Podminky separace pro GC/MS
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jsou popsany v Tabulce 4 s vyjimkou teploty nastiiku. Teplota néstfiku pro extrakci pii 90 °C
byla 200 °C a pro extrakci pti 145 a 200 °C byla 250 °C. Jako nezavislé proménné byla zvolena
teplota a Cas, jako zavislou proménnou byl zvolen pocet pikti, jejichz naméiené hodnoty jsou
uvedeny v Tabulce 13. Naméfena data byla vyhodnocena metodou odezvové plochy. Byl
vytvofen model zavislosti naméfenych dat na extrakénich parametrech, jehoz grafické
zobrazeni je na Obrazku 18. Analyzou ANOVA byly ziskdny regresni koeficienty funkce
popisujici uvedenou grafickou zavislost a také p- a F-hodnoty urcujici statistickou vyznamnost

jednotlivych parametra (viz Tabulka 14).

Tabulka 13: Pocty piki pti danych extrakénich podminkach

Teplota [°C] Cas [min] Naméfeny podet pikii MOdel;(I)Iéelir;?kﬂglovany

30 44 52

90 60 50 51
90 70 61
30 337 326
60 335 329
60 307 329

145
60 327 329
60 330 329
90 307 329
30 312 315

200 60 298 308
90 325 312
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Il > 300
I < 280
[ ]<180

Obrazek 18: 3D prolozeny model zavislosti poctu pikill na teploté a ¢asu extrakce

Tabulka 14: Faktorova analyza ANOVA (1 — teplota, 2 — ¢as)

ao -1005,3429 76,80296 - -

aj 16,1157 0,98262 393,2138 0,000001
an -0,0471 0,00321 214,9165 0,000006
a -0,3977 1,48756 0,0536 0,824638
an 0,0061 0,01080 0,3202 0,592028
an -0,0020 0,00481 0,1677 0,696394
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Hodnota parametru p pro teplotu je nizs$i nez 0,05 a hodnota parametru F je vysoka.
Teplota je tedy statisticky vyznamny parametr. Cas extrakce statisticky vyznamny neni, a to ani
v kombinaci s teplotou. Hodnota parametru R? je 0,99056. Model tedy vysvétluje 99,056 %
veskeré variability v naméfenych datech, tedy v naméfeném poctu pikii. Upravend hodnota R?
je 0,98269. Tento parametr udava prediktivni silu modelu. Vzhledem k jeho vysoké hodnoté

ma model silnou prediktivni schopnost a je pouzitelny pro nova, nevidéna data.

Tabulka 15: Kritické hodnoty pro extrakci podle poctu pika

Faktor Minimalni hodnota Kritické hodnoty Maximalni hodnota
Teplota 90,00000 169,8002 200,0000
Doba 30,00000 59,9058 90,0000

Z vysledki statistické analyzy (viz Tabulka 15) byla zvolena optimalni teplota extrakce
170 °C a doba extrakce 60 min.

3.2.3 Analyza profili tékavych latek

Tekavé latky oleji byly extrahovany a analyzovany pomoci GC/MS. Tato analyza neslouZila
k identifikaci latek, nybrz k porovnani jednotlivych oleji doplikim stravy. Vuci
vzorkim 1 a 2 byl porovnavan pupalkovy a konopny olej, jelikoz tyto dva oleje obsahovaly
vy$$i  mnozstvi kyseliny gama-linolenové nez ostatni oleje. Z chromatogramii

(viz Ptiloha 25-28) je patrné, Ze profilu t€kavych latek vzorkl vice odpovida pupalkovy ole;j.
3.3 Pozorovani ucinkii veterinarnich dopliki stravy

Suplement oznaceny jako vzorek 1 byl podavan ttileté fené rasy Australského silky teriéra
jménem Lhagalore Milky Way z divodu jeho pfiznivého vedlej§iho Gc¢inku, a to zmény
pigmentace ¢umaku, konkrétné jeho ztmavnuti. Vzdy byla poddvana jedna kapsle denné.
Suplement byl podavan dlouhodobé po dobu roku a ptl s vysazenim v prosinci roku 2024,
pficemz po jeho vysazeni doSlo ke ztraté¢ pigmentu a zesvétlani cumaku (viz Obréazek 19).
V poloving srpna roku 2025 byl tento suplement opét podavan a to do 28. 9. 2025
(viz Obrazek 20), kdy byl vysazen a po tydnu byl nahrazen pupalkovym olejem ve formé kapsli.
V Case po preruseni suplementace vzorkem 1 a pred zacatkem podavani pupalkového oleje
nedoslo k vyraznym zméndm pigmentace cumaku. Pupalkovy olej byl podavan po dobu dvou
tydnd. V 13. den podavani pupalkového oleje zacal cumak feny blednout a opét ztracet pigment

(viz Obrazek 23). Pupalkovy olej byl tedy nahrazen suplementem oznacenym jako vzorek 2 ve
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form¢ kapsli. Po dvou dnech ¢umdk opét ztmavnul a od t¢ doby nezménil pigmentaci
(viz Obrazek 24). Vzhledem k tomu, zZe této fené byly jiz diive podavané riizné oleje (lososovy,
olivovy, Inény), ale zadny z nich neobsahoval kyselinu gama-linolenovou, je pravdépodobné,
ze tato kyselina mize mit vliv na zménu pigmentace. OvSem vzhledem k niz$i u¢innosti
samotného pupalkového oleje, bude ke zméné pigmentace potieba jesté dalsi sloucenina, a to
napt. z fady vitamind. Konkrétné¢ v analyzovanych dopliicich stravy je deklarovany pridavek
vitaminu A. Pupalkovy olej obsahoval pouze vitamin E jako antioxidant, aby zabranil
znehodnoceni (oxidaci) oleje.

Je tedy pravdépodobné, zZe, aby se dosahlo stejného ucinku zmény pigmentace, musi
suplement obsahovat bud’ kombinaci GLA s vitaminem A nebo samotny vitamin A. OvS§em pro
potvrzeni této hypotézy by byly zapotiebi hloubkové krevni testy. Pro potvrzeni pfitomnosti
a metabolismu Uc¢innych latek GLA by bylo zapotiebi stanovit plazmaticky profil mastnych
kyselin a obsah vitaminu A a jeho metabolitd uréit stanovenim retinoidii v krevni plazmé¢, coz
uz neni predmétem diplomové prace. Zaroven se také mize jednat o individualni reakci feny

na vitamin A nebo na kombinaci vitaminu A s GLA.

Obrazek 19: Lhagalore Milky Way v dorosteneckém véku se svétlym cumakem
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Obrazek 20: Lhagalore Milky Way 28. 9. 2025; den pteruseni suplementace vzorkem 1

Obrazek 21: Lhagalore Milky Way po tydenni suplementaci pupalkovym olejem
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Obrazek 23: Lhagalore Milky Way 14. den suplementace pupalkovym olejem; cumak
postupné ztraci pigment
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jako vzorek 2
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ZAVER

Cilem této diplomové prace byla analyza profild mastnych kyselin vybranych olejt
a veterinarnich dopliikti stravy ve formé FAME pomoci metody GC/MS. V ramci
experimentalni ¢asti byly zkoumany dva dopliiky stravy. Analyzou bylo zjisténo, Ze oba vzorky
obsahuji kyselinu gama-linolenovou, ktera byla mezi analyzovanymi oleji identifikovana ve
vétsim mnozstvi pouze v konopném a pupalkovém oleji. Porovnanim profili mastnych kyselin
téchto oleju s profily vzorki 1 a 2 bylo urceno, ze oba doplitkky odpovidaji profilu pupalkového
oleje.

Tento zaver byl dale potvrzen analyzou tékavych latek olejii a doplnkl stravy pomoci
HS-SPME GC/MS, ktera rovnéz prokazala shodu pupalkového oleje a doplikd stravy. Na
zaklad¢ téchto vysledkl lze konstatovat, ze pupalkovy olej tvofi hlavni slozku obou
hodnocenych veterinarnich dopliiki stravy.

Zaveéry analytické Casti byly nasledné testovany pozorovanim ucinkii doplitki na fené
Lhagalore Milky Way. Po pferuseni suplementace vzorkem 1 a nasledném podévani samotného
pupalkového oleje byla zaznamenana zména pigmentace ¢umaku, kdy 13. den suplementace
pupalkovym olejem doslo k zesvétleni pigmentu. Po nahrazeni pupalkového oleje doplikem 2
doslo béhem dvou dnti k opétovnému ztmavnuti cumaku.

Vzhledem k tomu, Ze oba dopliiky stravy obsahovaly vitamin A, zatim co pupalkovy olej
pouze vitamin E, 1ze pfedpokladat, ze pravé vitamin A, pfipadné jeho synergické pisobeni
s kyselinou gama-linolenovou, mé pozitivni vliv na pigmentaci cumaku.

Vysledky prace tak ukazuji, Ze oba hodnocené veterinarni dopliiky stravy jsou zaloZeny

na pupalkovém oleji, jehoZ uc¢innost miize byt dale posilena piidavkem vitaminu A.
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Ptiloha 1: Chromatogram extraktu FAME z lososového oleje
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Ptiloha 2: Chromatogram extraktu FAME ze Inéného oleje
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Ptiloha 3: Chromatogram extraktu FAME ze sezamového oleje
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Ptiloha 4: Chromatogram extraktu FAME z fepkového oleje
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Ptiloha 5: Chromatogram extraktu FAME z olivového oleje
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Ptiloha 6: Chromatogram extraktu FAME ze slunecnicového oleje
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Ptiloha 7: Chromatogram extraktu FAME z ofechového oleje
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Ptiloha 9: Chromatogram extraktu FAME z hroznového oleje
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4,00E+06 - C18:2002
I'e
3,50E+06 -
3,00E+06 -
2,50E+06 -
=
Eo C18:48891215)  C18:12°
i)
< 2,00E+06 Y
©
g
<
© 1,50€+06 -
Cl16:0 1536512
l C18:30912.15
1,00E+06 -
C18:0 C20:1611
€200
5,00E+05 - l l
0,00E+00 ~—N . M
20,5 21,5 22,5 23,5 24,5 25,5 26,5

88

cas [min]



Priloha 11:
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Ptiloha 13: Chromatogram profilu MK vzorku 1
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Ptiloha 15: Ptiblizeny chromatogram porovnani profilit MK vzorku 1 a pupalkového oleje
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Ptiloha 16: Chromatogram porovnani profild MK vzorku 1 a konopného oleje
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Ptiloha 17: Chromatogram profilt MK vzorku 2
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Ptiloha 19: Ptiblizeny chromatogram porovnani profilt MK vzorku 2 a pupalkového oleje
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Ptiloha 20: Chromatogram porovnani profili MK vzorku 1 a 2
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Ptiloha 21: Chromatogram tékavych slozek smésného oleje po extrakci za teploty 170 °C (€erna
kiivka) a 200 °C (rtizova kiivka) pomoci ¢erveného vldkna

(x1,000,000)

Ptiloha 22: Chromatogram tékavych slozek smésného oleje po extrakei za teploty 170 °C (Cerna
kiivka) a 200 °C (rtzova kiivka) pomoci Sedého vlakna

(x1,000,000)
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Ptiloha 23: Chromatogram tekavych slozek smésného oleje po extrakci za teploty 170 °C
pomoci ¢erveného (Cerna kiivka) a Sedého (rizova kiivka) vlakna

(x1,000,000)
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Ptiloha 24: Chromatogram tékavych sloZek: porovnani extrakce navazky 100 (Cerna kiivka) a
250 mg (rtzova ktivka) smeésného oleje pti teploté extrakce 170 °C pomoci sedého vlakna

(x1,000,000;
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Ptiloha 25: Porovnani chromatogramt t€kavych latek vzorku 1 (¢erna kiivka) a pupalkového
oleje (rtizova kiivka)
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Ptiloha 26: Porovnani chromatogramt tékavych latek vzorku 1 (€ernd kiivka) a konopného
oleje (rzova ktivka)
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Ptiloha 27: Porovnani chromatogramti tékavych latek vzorku 2 (¢ernd kiivka) a pupalkového
oleje (rtizova kiivka)
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Ptiloha 28: Porovnani chromatogramt tékavych latek vzorku 2 (Cerné kiivka) a konopného
oleje (rGzova kiivka)
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