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ABSTRAKT

Predkladana diplomova prace se zabyva optimalizaci metody stanoveni volnych mastnych
kyselin v redlnych systémech. Konkrétné bylo pracovano se vzorky mléka a smetany, kdy
bylo nutné nejdiive extrahovat mléény tuk z téchto vzorka a ndsledné ptipravit vzorky me-
thylesterd mastnych kyselin. Ty byly poté proméfeny pomoci metody plynové chromato-
grafie a nasledn¢ byla provedena kvalitativni a kvantitativni analyza vysledkt, které byly
zpracovany graficky a jednotlivé vzorky byly mezi sebou srovnany. Z vysledka bylo zjis-
téno, ze pouzitd metoda pfi takto zvolenych parametrech neni ke stanoveni volnych mast-
nych kyselin vhodné a byly navrzeny mozZnosti jeji dal§i optimalizace Klicova slova: ex-
trakce, methylestery mastnych kyselin, plynova chromatografie, optimalizace metody, sta-

noveni mastnych kyselin

ABSTRACT

The present thesis deals with optimization methods for the determination of free fatty acids
in real systems. Specifically, it was worked with samples of milk and cream, it was ne-
cessary first to extract the milk fat from these samples and then prepare samples of fatty
acid methyl esters. These were subsequently measured using the method of gas chromato-
graphy, followed by qualitative and quantitative analysis of the results that have been pro-
cessed graphically and individual samples were compared with each other. From the re-
sults, it was found that the method used is not suitable for the determinativ of free fatty

acids and the possibilities of its further optimization were suggested.

Keywords: fat extraction, fatty acid methyl esters, gas chromatography, method optimi-

zation , determination of fatty acids
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UVOD

Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikovym fetézcem a jsou
stavebnimi kameny tukdi v nasem téle. Obecné existuje v piirodnich tucich vice nez 100
riznych mastnych kyselin. Rozdélit tyto kyseliny mizeme podle rGznych hledisek, a to

zejména podle délky fetézce nebo stupné nasyceni.

Diky velké skale mastnych kyselin, existuje celd fada metod pro jejich stanoveni. Mezi
nejznaméjsi metody se fadi vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, tenkovrstevna a pa-
pirova chromatografie, spektrometrie v ultrafialové a infracervené oblasti a metoda, ktera
je zékladem této diplomové prace a tou je pravé metoda plynové chromatografie. Tato ana-
lytickd, separacni metoda je jednou z nejucinnéjSich a nejpouzivanéjsich technik pro sta-
noveni volnych mastnych kyselin v redlnych systémech. Pro stanoveni je ale nutné provést
derivatizaci, coZ znamena prevést netékavé mastné kyseliny na té€kavé methylestery. Mezi
zakladni derivatizacni reakce se fadi kysele a bazicky katalyzovana esterifikace. Methyles-
tery mastnych kyselin, které byly pfipraveny zasaditou katalyzou, by mély byt tvoieny
pouze vazanymi mastnymi kyselinami, zatimco kysele katalyzovany esterifikace by méla
umoznit piipravu methylesterti jak vazanych, tak i volnych mastnych kyselin. Porovnanim
vysledki bazické a kyselé katalyzy by tedy mélo umoznit stanovit obsah volnych mastnych

kyselin.

Stanoveni volnych mastnych kyselin mlize byt vyuzito pti studiu lipolytickych procesit
v potravinach. Lipolyticka aktivita je zndma u celé fady mikroorganizml, nejen u bakterit,
ale i u plisni a kvasinek, Zakladem lipolytické aktivity je produkce lipolytickych enzymi
(lipaz), které katalyzuji hydrolyzu triacylglycerolli na mastné kyseliny a glycerol. Lipolyza
ovliviiuje vlastnosti potravin, jednak je nezddoucim jevem vedoucim ke znehodnoceni po-
traviny, pfi vyrobé n€kterych potravin (naptiklad syrt) je ale kontrolovana lipolyza naopak
procesem zadanym a poskytuje danym potravindm charakteristické organoleptické vlast-

nosti.

Sledovani lipolytické aktivity mikroorganizmii pifimo v redlnych matricich potravin je
komplikované a v soucasné dob& neni k dispozici univerzalni vhodné testovaci metoda,
kterd by mohla byt béZné pouzivana v potravinaiském primyslu pro hodnoceni kvality
vyrobkl a stupné rozvoje lipolyzy. Takova metoda by mohla byt zaloZena pravé na srov-
nani dvou postupti pfipravy methylesterti s naslednou analyzou vzorkd pomoci plynové

chromatografie.
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Cilem predkladané diplomové préce je pravé oveteni a pfipadna optimalizace metody sta-
noveni volnych mastnych kyselin v potravinach.

Konkrétnimi readlnymi systémy, které byly pro préci zvoleny, je mléko a také smetana, kte-

ré predstavuji velmi vyznamnou ¢ast produktti zivocisného pivodu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MASTNE KYSELINY

Mastné kyseliny (MK) jsou karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodikovym fetézcem.
Ve vétsin€ pripadi maji sudy pocet uhlikli a linearni fetézec. Obvykle se nachazeji v esteri-
fikované formé jako soucast jinych lipidii, méné€ Casto se vyskytuji volné. Molekuly mast-
nych kyselin jsou obvykle vazany v molekuldch zvanych triacylglyceroly (TAG), které
jsou velmi dtlezité z hlediska vyzivy ¢lovéka. V ptirodnich tucich bylo identifikovano vice
nez 100 MK. Mezi velmi rozsitené se jich tadi 40. Obecné jsou MK dobfe rozpustné
zejména ve sttedné polarnich rozpoustédlech a pti vyssich teplotach jsou rozpustné zejmé-
na v alkoholech. Mastné kyseliny miizeme rozd¢lit z riznych hledisek a to zejména podle
délky fetézce nebo podle stupné nasyceni. Podle délky fetézce je mizeme rozdélit na MK
s kratkym fetézcem, které maji mén€ nez 6 atoml uhliku v fetézci, didle MK se stfedné
dlouhym fetézcem, které maji pocet atomt uhliku v fetézci 6-12. DalSim typem jsou MK
s dlouhym fetézcem, které maji pocet atomu uhliku v fetézci 14-20 a nakonec MK s velmi
dlouhym fetézcem, které maji v fetézci vice nez 20 atomt uhliku. Podle stupné nasyceni se
dale d¢€li na nasycené, nenasycené s jednou dvojnou vazbou, nenasycené s vice dvojnymi
vazbami, MK s trojnymi vazbami nebo to mohou byt mastné kyseliny s acyklickym fetéz-

cem nebo polarnimi skupinami [1, s. 88][ 2, s. 67] [3, s. 265 ] [4, s. 1].

1.1 Nasycené mastné kyseliny

Nasycené MK obsahuji z chemického hlediska ve svém fetézci mezi atomy uhliku pouze
jednoduché vazby. Z fyzikélnich vlastnosti je dilezity zejména bod tani mastnych kyselin,
ktery obecné s rostoucim poctem atomu uhliku v fetézci stoupa. Nasycené MK maji vySsi
bod tani ve srovnani s nenasycenymi MK o stejném poctu uhliku. Nasycené MK se taktéz
mohou dale délit podle délky fetézce na nizsi a vy$si MK. Nizsi nasycen¢ MK ve volné
formé nepiijemné zapachaji a pii pokojové teploté jsou v kapalném stavu. Jsou obsazeny
v mlé¢ném tuku a jsou snadno stravitelné. Patfi mezi né zejména kyselina maselna (C4:0),
kdy C4 znaci pocet atomil uhliku v fetézci a 0 je vyjadieni poc¢tu dvojnych vazeb v fetézci.
Dale sem patii kyselina kapronova (C6:0), kaprylova (C8:0) a kaprinova (C10:0). Vyssi
nasycené¢ MK jsou pii pokojové teploté tuhé a jsou bézné v rostlinnych a zivocisnych tu-
cich. Oproti niz§im nasycenym MK jsou hiife stravitelné. Radi se mezi né kyselina laurova
(C12:0), myristova (C14:0), palmitova (C16:0), stearova (C18:0), arachova (C20:0) a be-
henova (C22:0). Nasycené MK jsou zejména zdrojem energie a jsou stabilni vii¢i autooxi-

daci, k té dochazi az za vyssich teplot.
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Tyto kyseliny jsou v potravé doprovazeny cholesterolem. Zejména nasycené MK
s dlouhym fetézcem zvysuji hladinu celkového cholesterolu. Dale tyto kyseliny podporuji
obezitu a vyvoj ateroskler6zy, a proto by se mély pouzivat v omezeném mnozstvi. Nyni
bude uveden stru¢ny prehled nasycenych mastnych kyselin a jejich oznacovani v tabulce €.
1 a dale v textu budou blize charakterizovany jednotlivé mastné kyseliny, patfici mezi na-

sycené [1, s. 88] [5, s. 345] [6, s. 185] [7, s. 215].

Tab. 1. Prehled nasycenych mastnych kyselin a jejich oznacovani

Systematicky
) Trividlni nazev | Schematicka zkratka | Pocet dvojnych vazeb
nazev

butanova maselna Cao -
hexanova kapronova Ce0 -
oktanova kaprylova Cs.o -
dekanova kaprinova Cio0 -
dodekanova laurova Ci2:0 -
tetradekanova myristova Cia0 -
hexadekanova palmitova Cie0 -
oktadekanova stearova Ciso -
eikosanova arachova Ca0:0 -
dokosanova behenova Cxo -

Kyselina maselna

Maselna kyselina, jejiz systematicky nazev je kyselina butanova, se fadi mezi nizsi nasy-
cené MK. Tato kyselina méa 4 atomy uhliku v fetézci a je nejkratsi mastnou kyselinou na-
chazejici se v tucich. Jedna se o olejovitou kapalinu, kterda ma nepiijemny, zatuchly za-
pach. Je snadno rozpustnd ve vod¢, ethanolu nebo diethyletheru. Kyselina maselna se pfi-
rozen¢ vyskytuje v masle, tvrdych syrech, mléce, jogurtech a v dalSich fermentovanych

vyrobcich [4, s. 3][8, s. 439].
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Kyselina kapronova

Systematickym ndzvem kyselina hexanova, ktera ma 6 atomt uhliku v fetézci. Je to bez-
barva, olejovita kapalina s nepfijemnym zédpachem a fadi se mezi niz8i nasycené MK. Pti-
rozené se vyskytuje v zivo€isnych tucich a olejich a zejména je zastoupena v kozim mléce,

kde zptsobuje jeho typickou vini [4, s. 3].

Kyselina kaprylova

Systematicky kyselina oktanova, kterd ma 8 atomil uhliku v fetézci. Tato kyselina se ptiro-
zené vyskytuje v kravském, kozim mléce a také v mléce kokosovych ofechtl. Tato kyselina
se vyznacuje uréitou antimikrobidlni aktivitou, kterda ale nema v mléce a dalSich potravi-
nach vétsi vyznam, jelikoZ je snizovana diky tvorbé komplext s dal§imi Zivinami. Kyselina

kaprylova se vyuziva piedev§im v kosmetickém primyslu [9, s. 106].

Kyselina kaprinova

Kyselina dekanova je jeji systematicka ndzev. Tato kyselina ma 10 atomi uhliku v fetézci.
Obecné je tato kyselina malo rozpustna ve vodé a pouziva se zejména v chemickém prii-

myslu a ve vonavkarstvi [10, s. 4].

Kyselina laurova

Systematicky kyselina dodekanova s 12 atomy uhliku v fetézci. Tato kyselina se fadi mezi
vyssi nasycené MK. Jedné se o bilou, pevnou praskovitou latku se slabym zapachem po
oleji nebo mydlu. Je soucéasti mnoha rostlinnych tukt. Nachazi se zejména v palmojadro-

vém a kokosovém oleji [3, s. 267].

Kyselina myristova

Systematicky kyselina tetradekanové s 14 atomy uhliku v fetézci. Tato kyselina je pfitom-
na predevSim v kokosovém oleji nebo muskatovém ofisku. Pouzivd se v kosmetickém

pramyslu a pro vyrobu mydel [4, s. 3].

Kyselina palmitova

Systematicky nazev je kyselina hexadekanova, kterd ma 16 atomt uhliku v fetézci. Nacha-
zi se zejména v palmovém oleji, jak uz jeji ndzev napovida, ale mize byt také v mase, sy-

rech, masle nebo jinych mléénych vyrobeich. Kyselina palmitovéa se pouzivd zejména pii
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vyrobé mydel a kosmetiky, kde se vyuzivéa jako palmitat sodny, ktery se nejcastéji ziska

zmydelnénim palmového oleje [11, s. 77].

Kyselina stearova

Systematicky oktadekanova kyselina s 18 atomy uhliku v fetézci. Patfi mezi vyss$i nasyce-
né MK. Jednd se o bezbarvou voskovitou pevnou latku, ktera je téméef nerozpustna ve vo-
dé. Kyselina stearova se vyuziva pro vyrobu detergentt, mydel a kosmetiky jako jsou Sam-
pony a produkty na holeni. Kyselina stearova je zastoupena zejména v kakaovém masle a

bambuckém masle [12, s. 1][13, s. 7].

1.2 Nenasycené mastné kyseliny

Nenasycené mastné kyseliny mizeme rozdélit podle poctu dvojnych vazeb na nenasycené
MK s jednou dvojnou vazbou (monoenové, MUFA) a nenasycené MK s vice dvojnymi
vazbami (polyenové, PUFA). Dale mizeme tyto mastné kyseliny rozdélit podle geometric-
ké izomerie a to na cis-konfiguraci, kdy jsou obé ¢asti fetézce umistény ve stejné roviné
prolozené dvojnou vazbou a trans-konfiguraci, kdy jsou ob& Casti fetézce na opacnych
stranach roviny dvojné vazby. Nenasycené MK se nachazeji zejména v rostlinnych tucich a
to zejména fepkovém nebo kokosovém oleji. V zivoc¢isnych tucich jsou zastoupeny méné,
ale vyjimku tvofi rybi tuk, kde je vyssi zastoupeni zejména kyseliny eikosapentaenové
(EPA) a dokosahexaenové (DHA). Mezi nenasycené¢ MK s jednou dvojnou vazbou patii
zejména kyselina olejova (C18:1 A’®), tento zapis znamena, ze kyselina olejova ma jednu
dvojnou vazbu na 9 uhliku v poloze cis. Dale kyselina laurolejova (C12:1 A’*), myristole-
jova (Cl4:1 A’®), palmitolejova (C16:1 A”™™), elaidova (C18:1 A”™™) nebo erukova
(C22:1 A”). Tyto MK jsou zejména zdrojem energie, snizuji hladinu cholesterolu a jsou
odolngjsi viici oxidaci ve srovnani s polyenovymi MK. Stravitelnost monoenovych MK je
dobra, protoze se nachdzeji zejména v cis-konfiguraci. Jsou vhodné pro diety, maji pozi-
tivni vliv na snizeni pravdépodobnosti vyskytu ischemické choroby srdecni. Velmi vy-
znamné z hlediska vyzivy jsou zejména nenasycené MK s vice dvojnymi vazbami, protoze
nékteré z nich jsou esencialni, coZ znamena, ze lidsky organizmus si je neumi sdm vytvofit
a jedinym jejich zdrojem je pravé potrava. S poctem dvojnych vazeb v fetézci klesa bod
tani tukd, roste jejich rozpustnost ve vodé nebo krevni plazmé a roste taktéz jejich nachyl-

nost k oxidaénimu zluknuti.
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Mezi tyto MK patii zejména kyselina linolova (C18:2 A’'*®) g-linolenova (C18:3

A9,12,15all-cis)

b

y-linolenova (C18:3 A%%'%!%) " arachidonova (C20:4 A>S!h14allcsy " ppa

(C20:5 ASSILITalesy 5 DHA (€22:6 A*T1013:161920k¢5 Ni5e budou uvedeny nenasycené

mastné kyseliny v tabulce €. 2 a dale v textu budou tyto mastné kyseliny struéné charakte-

rizovany [1, s. 89] [4, s. 6] [6, s. 185] [14, s. 6].

Tab. 2. Nenasycené mastné kyseliny a jejich oznacovani

e e, ., Pocet
« . Trivialni Schematické
Oznaceni e v . e
Systematicky nazev L « . dvojnych
skupiny nazev oznadeni
vazeb
Acis-tetradecenova myristolejova Ci4:1n5 1
9 . y . . r
A’cis-hexadecenova | palmitolejova Ci6:1n7 1
A’cis-oktadecenova olejova Ci8:119 1
y 9 y . y
Monoenové A’trans-oktadecenova elaidova Ci3:1n9 1
T - -
A" “trans-oktadecenova | vakcenova Ci8:1n7 1
T3 p -
A “cis-dokosenova erukova Crn7 1
Ncis-eikosenova gadolejova C20:1n11 1
oIT .
A cis-, cis- )
) linolova Cig:2n6 2
oktadekadienova
A Pall- cis- _
: o-linolenova Ci8:3m3 3
oktadekatrienova
A Pall- cis- '
Polyenové _ y-linolenova Cis:3n6 3
oktadekatrienova
ASEITIATT o
: EPA C20:5n3 5
eikosapentaenova
AFTIOI6T0, 11—
DHA C22:6n3 6
dokosahexaenova
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Kyselina olejova

Systematicky nazev je oktadecenova kyselina, ktera ma 18 atomu uhliku v fetézci a v po-

loze 9 ma dvojnou vazbu v cis-konfiguraci.

Kyselina olejova se pfirozené vyskytuje v riznych rostlinnych a Zivo¢isnych tucich a ole-
jich. Je bezbarva a bez zapachu. Nachazi se zejména v olivovém, slune¢nicovém a fepko-
vém oleji, a proto se doporucuje jejich dostateény ptijem. Je odolnéjsi viic¢i oxidaci ve
srovnani s PUFA mastnymi kyselinami. Sodné soli této kyseliny se pouzivaji jako emul-
gacni slozky do mydel. V menSim mnoZzstvi se tato mastna kyselina pouziva jako pomocna

latka v 1éCivech anebo jako emulgator do aerosolovych ptipravki [1, s. 89] [4, s. 7].

Kyselina erukova

Systematicky kyselina dokosenova, kterd méa 22 atomut uhliku v fetézci a v poloze 13 ma
dvojnou vazbu v cis-konfiguraci. Tato kyselina se nachazi ptfedevS§im v fepkovém oleji a
v hoif¢i¢ném rostlinném oleji. Je povazovana za kardiotoxickou, a proto byla vypéstovana
tzv. bezerukova fepka, kde se nachazi kyselina erukova pouze v minimalnim mnozstvi [15,

s. 3].

1.3 Esencialni mastné kyseliny

Jedné se o kyseliny, které si lidsky organizmus neumi sdm syntetizovat. Tudiz je ¢lovék
miiZe ziskat pouze ze stravy. Zaroven jsou pro organizmus velmi diilezité, protoze ovliviiu-

ji biologické pochody v téle. Mohou byt typu omega-3 MK nebo omega-6 MK [1 s. 96].

Do skupiny omega-6 patii zejména kyselina linolova, y-linolenova nebo arachidonova. Do
druhé skupiny patii kyselina a-linolenova, EPA a DHA. Vyznam esencialnich MK spociva
v tvorb& bunéénych a intracelularnich membran, zlepSuji elasticitu cév a odstraiuji ateri-
osklerotické platy v cévach. Déle ovliviiuji vyvoj spermii a posiluji imunitu. Nedostatek
esencidlnich MK se mlize projevit naptiklad zvySenou propustnosti kiize pro vodu, tvorbou
ekzémil, suchymi vlasy, poruchami rozmnozovani a poruchami pfi menstruacnim cyklu.

Dale je to zvySend nachylnost k infekei, porucha srdecniho rytmu a otoky kloubi [16, s. 9].

Kyselina linolova

Systematicky ndzev je kyselina oktadekadienova, kterd ma v poloze 9 a 12 dvojnou vazbu
a ob¢ jsou v cis-konfiguraci. Vyskytuje se prakticky ve vSech béznych tucich. Vétsi mnoz-

stvi této kyseliny se nachdzi ve slunecnicovém a sdjovém oleji.
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Konjugovana kyselina linolova (CLA) je spole¢ny nazev pro skupinu izomert této kyseli-
ny, kdy dvojné vazby jsou v konjugovaném uspotadani. Vyskyt CLA je pfedev§im v mase

hovézim nebo skopovém a v plnotu¢nych mléénych vyrobcich.

Minimalni mnozstvi CLA se nachazi v olejich a viibec se nevyskytuje v rybach a dribezi.
Konjugovana kyselina linolové je stabilnéjsi nez samotna kyselina linolova. Mezi fyziolo-
gické ucinky CLA se fadi zejména sniZeni obsahu tuku v téle, snizeni obsahu lipidii v krvi,

plsobi proti ziskané cukrovce a mé antikancerogenni u€inky [17, s. 149].

Kyselina a-linolenova

Systematicky kyselina oktadekatrienova, ktera méa 18 atoma uhliku v fetézci a v poloze 3,
12 a 15 ma dvojné vazby a vSechny v cis-konfiguraci. Je pfitomna v menSich mnozstvich
v rostlinnych lipidech. Vyssi koncentrace této kyseliny jsou v fepkovém a sdjovém oleji.
DalSim zdrojem této kyseliny mohou byt ryby nebo tfeba ofechy. Lidsky organizmus si ji

dokaze syntetizovat z kyseliny linolové [17, s. 152] [18, s. 525].

Kyselina arachidonova

Systematicky kyselina eikosatetraenova, kterd ma 20 atomii uhliku v fetézci a v poloze 5,
8, 11 a 14 ma dvojné vazby, vSechny v cis-konfiguraci. V potravé se nachazi v malém
mnozstvi a spolu s béznymi MK tvofi slozku polarnich lipidi. Déle je tato kyselina velmi
diilezitd pro metabolizmus ¢lovéka. Lidsky organizmus si ji dovede syntetizovat s kyseliny

linolové za pfitomnosti biotinu [6, s. 186] [19, s. 530].

1.4 Mastné kyseliny v mléce a mléénych vyrobcich

Mléko a mlécné vyrobky jsou velmi vyznamnou skupinou produktl Zivoc¢isného plivodu.
Mléko, stejné tak jako smetana a dalS$i mlé¢né vyrobky jsou vyznamnym zdrojem proteind,
maji vyznamnou nutriéni hodnotu a v neposledni fad¢ poskytuji hodnotny mlécny tuk.
Tento tuk je velmi dobfe stravitelny vzhledem k zastoupeni mastnych kyselin [20, s. 23].
Konkrétni mastné kyseliny a jejich procentudlni zastoupeni v mléce je uvedeno nize

v tabulce ¢. 3.
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Tab. 3. Zastoupeni mastnych kyselin v mléce [1, s. 98]

Kravské mléko Materské mléko
Mastna kyselina
[% zastoupeni MK] [% zastoupeni MK]
maselna 8,0-11,0 4,0-8.,0
kapronova 1,0-5,0 1,0-4.,0
kaprylova 1,0-3,0 2,0-4.,0
kaprinova 2,0-5,0 2,0-6,0
laurova 3,0-6,0 4,0-9,0
myristova 9,0-14.,0 8,0-14,0
palmitova 20,0-32,0 18,0-35,0
stearova 8,0-14,0 7,0-15,0
arachova 0,0-1,0 0,0-0,1
olejova 17,0-26,0 18,0-28,0
linolova 0,3-2,2 2,0-5.2
linolenova 0,1-0,8 0,1-1,1
arachidonova 0,4-0,6 0,4-1,5




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

2 MOZNOSTI STANOVENI MASTNYCH KYSELIN

V ptirod¢ se vyskytuje celd fada mastnych kyselin a existuje mnoho metod pro jejich sta-
noveni. Mezi tyto metody se fadi kapalinova chromatografie, tenkovrstevna chromatogra-
fie, stanoveni pomoci infraervené spektroskopie a celd skala dalSich moznosti stanoveni
mastnych kyselin. Pro stanoveni volnych mastnych kyselin se pouziva hlavné metoda ply-
nové chromatografie. Aby bylo mozné mastné kyseliny stanovit je nutné je nejdiive izolo-
vat z potravinové matrice, pokud se nevyskytuji samostatné. Déle je nutné ve vétSiné pii-
padl provést jejich derivatizaci, coz znamend pievést netékavé mastné kyseliny na latky

tékavé.

Derivatizace se provadi zejména pii pouziti metody plynové chromatografie. Mastné kyse-
liny se prevadi zejména na t€kavé methylestery. Mezi zakladni derivatizacni reakce se fadi
kysele a bazicky katalyzovana esterifikace. U kysele katalyzované esterifikace jsou volné
mastné kyseliny esterifikovany zahtivanim v ptebytku bezvodého methanolu a za piitom-
nosti kyselého katalyzatoru. Nejcastéji pouzivanym katalyzatorem je fluorid bority. Vznik-
1¢ methylestery se extrahuji do izooktanu nebo hexanu. Tuto metodu esterifikace lze pouzit
jak pro volné mastné kyseliny, tak pro MK vazané v triacylglycerolech. Bazicky katalyzo-
vand esterifikace je zaloZzena na zmydelnéni triacylglyceroli a nasledné esterifikaci vol-
nych mastnych kyselin v bezvodém methanolu za pfitomnosti bazického katalyzatoru.
Nejcastéji se pouziva jako katalyzator roztok methoxidu sodného v bezvodém methanolu.
Tato esterifikace se pouzivad pro MK vazané v triacylglycerolech [21, s. 10] [22, s. 147]
[23, s. 240].

2.1 Plynova chromatografie

Jednou z nejucinnéjsich a nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni mastnych kyselin (me-
thylesterd MK) je plynovéa chromatografie (GC). Jedna se o analytickou separa¢ni metodu,
jejimz principem je rozdéleni slozek obsazenych ve vzorku mezi stacionarni (nepohybli-
vou) a mobilni (pohyblivou) fazi. Toto d€leni je zalozeno na rozdilné afinité slozek
k staciondrni a mobilni fazi. JelikoZ se jedna o plynovou chromatografii, tak mobilni fazi
bude plyn (tzv. nosny plyn). Plynova chromatografie slouzi nejen k déleni plynti, ale obec-
né k déleni vSech teékavych latek, mnoha organokovovych latek nebo pevnych organickych
molekul. Tuto metodu nelze pouZzit pro separaci makromolekul nebo organickych a anor-
ganickych soli. Pfi provadéni této metody nesmi dochazet k rozkladu latek [21, s. 10] [24,
s. 20].
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2.1.1 Stacionarni faze

Stacionarni fazi v plynové chromatografii miize byt pevna latka a pak se jedna o chroma-
tografii plyn-pevna latka (GSC). V tomto ptipadé€ je separa¢ni mechanizmus adsorpéni,
kdy o separaci slozek vzorku rozhoduje schopnost adsorbovat se na povrch stacionarni
faze. Dal$i moznosti je, Ze stacionarni faze je kapalina, pak se jednd o chromatografii plyn-
kapalina (GLC). Separa¢ni mechanizmus je v tomto pfipadé rozdélovaci. Separované latky
jsou mezi mobilni (plyn) a stacionarni (kapalina) fazi rozdéleny podle rozpustnosti a téka-

vosti [21, s. 10] [25, s. 284].

2.1.2 Mobilni faze

Mobilni fazi tvoii nosny film, ktery zajist'uje transport latek kolonou. Sam nesmi prechazet
do stacionarni faze, nesmi se ucastnit separacniho procesu. Volba nosné¢ho plynu je velmi
dilezita, musi se zohlednit fada faktorti a to zejména jeho viskozita, Cistota, ucinnost, reak-
tivita, cena a v neposledni fadé typ pouzivané¢ho detektoru. NejCastéji se pouziva vodik,

dusik, helium a argon [21, s. 10].

2.1.3 Priibéh separace

Vzorek je ddvkovan do proudu plynu a inertni nosny plyn jej nese kolonou. Vzorek mtize
byt nesen kolonou pouze tehdy, preméni-li se ihned na plyn. V koloné se slozky obsazené
ve vzorku déli na zaklad¢ jejich ke stacionarni a mobilni fazi. Déleni v kolon¢ zavisi na
tenzi par, polarité latek a dalSich faktorech. Rozdélené slozky opousti kolonu a pfi vystupu
z kolony jsou indikovany vhodnym detektorem. Poté se vyhodnoti signal z detektoru a
z jeho Casového prubehu se uréi druh a kvantitativni zastoupeni slozek [21, s. 10] [26, s.

12].

2.1.4 Plynovy chromatograf

Metoda plynové chromatografie se provadi na zatfizeni zvaném plynovy chromatograf.
Toto zatizeni se skladd z n¢kolika ¢asti. Jednou z ¢asti jsou tlakové lahve, které jsou zdro-
jem nosného plynu. Poté nésleduje Cistici zatfizeni, které zbavuje nosny plyn nezadoucich
ptimési jinych plynt. Dalsi ¢asti je regulator tlaku a pratoku nosného plynu. Toto zafizeni
zajiSt'uje konstantni pratok nosného plynu pies kolonu a detektor a to bez ohledu na teplo-

tu, rozmery kolony nebo typ nosného plynu.
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Velmi dilezitou ¢asti je davkovaci zatizeni (injektor) pres které vstupuji analyzované latky
do proudu nosného plynu. Davkovani se provadi pomoci specidlni injekéni stiikacky pies
cast zvanou septum, které oddé€luje vnitini ¢ast injektoru od vnéjsiho prosttedi. Mezi inje-
kor a kolonu muize byt jest¢ zarazen déli¢ toku, ktery umoznuje vést pouze ¢ast odpareného

vzorku na kolonu.

Kolona je ¢ast chromatografu, ve které nastdva separace slozek. NejcastéjSimi typy jsou
napliové a kapilarni kolony. Napliové kolony jsou trubice obsahujici adsorbent se zakot-
venou kapalnou fazi. Maji vnitini primér 2-3 mm. Materidl, ze kterého jsou vyrobeny, je
zejména sklo nebo ocel. Jako ndpln¢ adsorbentl se pouziva silikagel nebo oxid hlinity.
Tyto kolony maji vys$si kapacitu nez kolony kapilarni, které vyuzivaji jako nosi¢ své vniti-
ni stény. Maji primér mensi nez 1 mm. Nejcastéji se kapilarni kolony vyrabéji z kfemene a
jsou obaleny polyimidovou vrstvou, ktera dodava materidlu kolony pruznost a tim brani
jejimu zlomeni. V plynové chromatografii je velmi dilezitou proménnou teplota, a pravé
proto je kolona umisténa v termostatu a temperovana na pozadovanou teplotu. Pokud je
teplota kolony v pribéhu celé analyzy konstantni jednd se pak o izotermalni analyzu.
V ptipadé, Ze se teplota kolony béhem analyzy méni podle teplotniho programu, pak se
jednd o teplotni gradient. Na separaci slozek vzorku ma vliv zejména teplota nastiiku, ter-
mostatu kolony a teplota detektoru. Obecné plati, Zze pti vyssi teploté kolony probiha ana-
lyza rychleji, ale zaroven je potieba vyssiho tlaku nosného plynu pro vstup do kolony, aby

byla zachovana linearni rychlost kolony.

Dalsi ¢asti chromatografu je detektor. Jednd o zafizeni, které slouzi k detekci latek, které
jsou ptitomny v nosném plynu. Je velmi dilezité, aby pouzity detektor byl dostate¢né citli-
vy a selektivni pro stanovované slozky. Pouziva se zejména plamenové ioniza¢ni detektor
(FID detektor), kdy plyn z kolony vstupuje do kyslikovodikového plamene, kde dochazi
k ionizaci, tedy vzniku nabitych ¢astic. lonty jsou poté detekovany na polarizovanych elek-
trodach. Tento detektor je velmi citlivy, dokaze detekovat témét vSechny organické latky,
ale neni schopen detekovat vétSinu anorganickych par a plyni. DalS$im typem detektoru je
tepelné vodivostni detektor (TCD detektor), ktery obsahuje zhavené vlakno a to je ochla-
zovano protékajicim nosnym plynem na urcitou teplotu. Prichod latky detektorem zplisobi
zménu tepelné kapacity plynu a zménu tepelné vodivosti zhaveného vlakna a tim také
zménu jeho teploty a elektrického odporu. Jedna se o typ univerzalniho detektoru, ktery se
pouziva zejména pii analyze anorganickych plynti a nizkomolekularnich organickych 1a-

tek. Jeho detekéni limity jsou nizsi ve srovnani s FID detektorem.
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V plynové chromatografii se mohou pouZzivat také dalsi detektory jako je detektor elektro-
nového zachytu, ktery je citlivy zejména na halogeny a slouceniny obsahujici olovo, siru a
kyslik nebo hmotnostné spektrometricky detektor, ktery umoznuje jak detekci slozek, tak
jejich identifikaci na zaklad€ zjisténi hmotnostniho spektra a porovnanim s knihovnou

spekter sloucenin [21, s. 11][27, s. 375].

2.1.5 Pracovni techniky plynové chromatografie

Existuje nekolik pracovnich technik, které se li§i svymi pracovnimi postupy. Jednd se
zejména o elu¢ni, frontalni a vytésitovaci metody. Tou nejbéznéjsi je metoda elucni, pii
které je vzorek davkovan jednorazové do proudu nosného plynu jesté pred vstupem do
kolony. Poté vychdzi slozky z kolony podle toho, jak jsou zadrZzovany stacionarni fazi.
Podle ¢asu, za ktery vyjde slozka z kolony je nasledn¢ identifikovana na chromatogramu,
ktery béhem analyzy vznika a je tvofen sérii pikti. U této metody se mobilni fazi fika
eluent a z kolony pak vychdzi eludt. Frontalni metoda se provadi tak, ze vzorky jsou do
kolony ptivadény kontinudlné. Vytésitovaci metoda pak vyuzivd opét jednorazové davko-
vani vzorku do proudu nosného plynu. U této metody se nachazi vytésnovaci ¢inidlo, které
syti praveé nosny plyn a jednd se o pary latky, které se sorbuji silnéji nez kterdkoliv slozka

obsazena ve vzorku [21, s. 14].

2.1.6 Vyhodnoceni metody plynové chromatografie

Po provedeni plynové chromatografie ziskaime chromatogram, ze které¢ho lze vyhodnotit
retencni parametry nebo plochy a vysky pikt. Pii vyhodnoceni je mozno provést jak kvali-
tativni, tak kvantitativni analyzu. U kvalitativni analyzy je pro identifikaci ptislusné latky
velmi dilezité umisténi maxima piku, které lze vyjadfit retenénimi daty. Mezi retencni data
miizeme zafadit retencni Cas, coz je celkovy cas, ktery stravi ptislusna latka v separacni
kolon¢. Identifikace na zakladé retencniho Casu se provadi tak, ze se porovna retencni ¢as
neznamé latky s retenénim Casem standardu. U kvantitativni analyzy existuje n¢kolik pra-
covnich technik a to zejména metoda absolutni kalibrace, kde se urcuje absolutni mnoZzstvi
latky na zéklad¢ kalibra¢nich zavislosti. U této metody se sestroji kalibra¢ni pfimka, ktera
udava zavislost plochy piku na koncentraci. Pfi provadéni této pracovni techniky je velmi
kriticky objem nastiiku. Dal$i je metoda vnitini normalizace, kde se urCuje obsah latek ve
smésich a mnozstvi latky se vyjadfuje jako relativni podil z celku. Mlze byt pouzita i me-
toda vnitiniho standardu, kdy se vnitini standard ptidava ke vzorku. Tento standard musi

splnit fadu pozadavki, zejména nesmi byt pfitomen v ptivodnim vzorku, s Zaddnou slozkou
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vzorku nesmi reagovat, musi byt oddélen od vSech slozek, které se nachazi ve vzorku. Vy-
hodou této techniky je, Ze nemusi byt zndmy piesny objem nastiiku vzorku a taktéz jsou
zde eliminovany vlivy pracovniho prostiedi. Metoda standardniho ptidavku je dalsi pouzi-
vanou pracovni technikou, kdy sem ke vzorku pfidava zndmé mnozstvi stanovované latky

[21,s. 15] [28, s. 221].

2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinné kapalinovéa chromatografie (HPLC-High Performance Liquid Chromatogra-
phy) je analytickd separacni metoda, kterd ma kolonové uspotfadani. Tato metoda je zalo-
Zena na separaci analytd (délené latky ve vzorku) na zdkladé jejich rozdilné distribuce me-
zi staciondrni a mobilni fazi. BEhem separace se uplatiiuje fada interakci a to zejména in-
terakce analyt-mobilni faze, mobilni faze-staciondrni faze a sorpce analytll na staciondrni
fazi. Separacni princip mize byt adsorpcni, kdy je vyuzivana rozdilnd adsorpce latek ve
vzorku na povrch stacionarni (pevné) faze. Déle to miize byt rozd&lovaci separacni princip,
ktery vyuziva rozdilnou rozpustnost latek ve vzorku mezi dvéma nemisitelnymi kapalina-
mi. Dale mtze byt kapalinova chromatografie s normalnimi fadzemi, kdy je stacionarni faze
polarni a mobilni faze nepolarni, nebo mtze byt kapalinova chromatografie s obracenymi
(reverznimi) fazemi, kde je stacionarni faze nepolarni a mobilni faze je polarni. V soucasné
dobé se v praxi mnohem castéji vyuziva prave ta s obracenymi fazemi. Pouziti této metody
mé fadu vyhod a to zejména vysokou rychlost, citlivost, dobrou rozliSovaci schopnost.
Jako kazda metoda i tato ma své nevyhody a tou je zejména cena a mala kapacita. Kapali-
nova chromatografie je vhodna pro stanoveni tepeln¢ nestalych a netékavych sloucenin,

jelikoz neni nutné prevadét vzorky na plyn [21, s. 25] [29, s. 8] [30, s. 960].

2.2.1 Stacionarni faze

Stacionarni faze je vlastné napln kolony, pfes kterou protéka mobilni faze nesouci délené
latky. Jak jiz bylo uvedeno vySe, kapalinovd chromatografie mize mit jak nepolarni, tak
polarni stacionarni fazi, zalezi na tom, zda se jednd o chromatografii s normalni nebo obra-
cenou fazi. Nepolarni stacionarni fazi je nejcastéji silikagel, ktery je chemicky modifiko-
vany nepolarnimi skupinami, jako je C8 (oktyl) nebo C18 (oktadecyl). Polarni néplni je
zejména klasicky silikagel nebo oxid hlinity [21, s. 25].
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2.2.2 Mobilni faze

Mobilni fazi v kapalinové chromatografii je kapalina. SloZzeni mobilni fdze ma velky vliv
na ucinnost kolony, dobu analyzy nebo na citlivost. U chromatografie s normalnimi faze-
mi mize byt mobilni fazi nepolarni rozpoustédlo, jako je pentan, hexan, benzen, chloro-
form, aceton, acetonitril nebo jejich smés. U chromatografie s obracenymi fazemi to miize
byt methanol, ethanol, propanol, tetrahydrofuran, voda, diethylether, dioxan, acetonitril a

mnohé dalsi [21, s. 25].

2.2.3 Priibéh separace

Béhem separace je analyt, ktery obsahuje délené slozky, nesen kolonou inertni mobilni
fazi. Vzorky, které maji vyssi afinitu ke stacionarni fazi, budou vymyvany z kolony poma-
leji a jejich retencni Casy budou delsi. Kolonu opoustéji nejdiive slozky vzorkt, které maji
nejvyssi afinitu k mobilni fazi a jejich retencni casy budou tudiz nejkratsi. Na zaklad¢ této

afinity probiha dé€leni slozek obsazenych ve vzorku [31, s. 4] [32, s. 203].

2.2.4 Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf se skladd z n€kolika casti. Jednou znich jsou zasobniky
s mobilni fazi, jedna se zpravidla o sklenéné lahve s ptivodni kapilarou a jsou ve vétSing
ptipadl opatieny filtracni fritou, kterd odstrafiuje mechanické necistoty. Dalsi ¢asti je od-
plynova¢ mobilni faze, ktery je dilezity pro odstranéni rozpusténych plynt. Dilezitou sou-
Casti je vysokotlaké Cerpadlo, které umoziiuje mobilni fazi prichod ptes kolonu, protoze
kolony v HPLC jsou naplnény mikroc¢asticemi a ty kladou mobilni fazi velky odpor, tudiz
musi byt tato faze pod velkym tlakem, aby prosla kolonou. Dulezitymi pozadavky na kva-
litni Cerpadlo je zejména staly pritok, chemicka inertnost materidlli a v neposledni fadé
automatické vypnuti ¢erpadla pii prekrodeni nastaveného tlakového limitu. Cerpadla jsou
dvojiho druhu, u izokratickych Cerpadel je slozeni mobilni fdze konstantni a u Cerpadel
gradientovych je mozné slozeni mobilni faze naprogramovat. Injektor slouzi jako davko-
vaci zafizeni a néstfikovy objem se fidi rozméry kolony, které¢ jsou dalsi ¢asti kapalinového

chromatografu.

Dulezitou soucasti je detektor. Idedlné by mél detekovat vSechny latky, mel by mit vyso-
kou citlivost, nizky Sum, byt necitlivy ke zméndm tlaku, pritoku a teploté. V kapalinové
chromatografii se pouziva fotometricky/spektrofotometricky detektor, ktery je zaloZzen na

principu absorpce zéfeni v oblasti vinovych délek 190 az 800 nm. Podminkou vsak je, Ze
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detekované latky musi absorbovat zafeni pouzité vinové délky. Tyto detektory mohou mit
bud’ fixni nebo proménnou vinovou délku nebo to mohou byt detektory se sou¢asnym za-
znamem spektra v redlném case tzv. diode—array detektory. DalSim detektorem, ktery se
pouziva v kapalinové chromatografii, je diferencialni refraktometricky detektor, ktery lze
pouzit pro jakykoliv typ latky, avSak je malo citlivy. Tento detektor zaznamenava rozdil
indexti lomu mezi ¢istym elu¢nim ¢inidlem a vytokem z kolony. Posledni ¢asti je vyhod-
nocovaci zafizeni, které umozni ziskat kapalinovy chromatogram a provede se kvalitativni

a kvantitativni analyza, tak jako u plynové chromatografie [21, s. 25].

2.3 Tenkovrstevna chromatografie

Jedna se o separacni metodu v plosném uspofadani. Principem metody je ze mobilni faze
unasi délené latky vzorku, které se rozdilné zpozd'uji diky interakci se stacionarni fazi,
¢imz dojde k déleni téchto latek ve vzorku. U této metody jsou obecné dva separacni prin-
cipy, a to rozdélovaci princip, kdy stacionarni i mobilni fazi je kapalina. Druhym princi-
pem je adsorpéni, kdy stacionarni fazi je tuhy adsorbent, a ten mize byt bud’ anorganicky
sorbent jako je tieba silikagel, nebo to mize byt organicky adsorbent jako tfeba mikrokrys-

talicka celuldza. V tomto piipadé je mobilni fazi kapalina.

Samotna analyza probih4a na chromatografické desti¢ce, kde se vyznaci linie startu a cela
(rozpoustédla). Béhem analyzy jsou roztoky vzorkl naneseny na vyznaceny start mikropi-
petou. Deska se poté vlozi do vyvijeci komory, kterd obsahuje vyvijeci roztok, ktery ma
tékavy charakter. Po ukonceni se deska vyjme z komory a neché se vysusit. Poté se prove-
de detekce a to tak Ze se deska bud’ ponofi, nebo se provede postiik desky vhodnym ¢ini-
dlem. Podle povahy latky se pouzije vhodné detekéni Cinidlo (fluorescein) a po zaschnuti
detekéniho ¢inidla se deska pozoruje pod UV zatenim pti vhodné vinové délce. Naslednym
krokem je vyhodnoceni chromatogramu (desticky). Kvalitativni vyhodnoceni se provadi na
zaklad€ vypoctu tzv. retencniho faktoru. Retencni faktor je pomér vzdalenosti stiedu skvr-
ny i-té¢ho analytu od startu ke vzdalenosti ¢ela mobilni faze od startu. Analyty nasledné
identifikujeme porovnanim skvrn analyt se standardy na témze chromatogramu nebo po-
rovnanim retencnich faktori s publikovanymi hodnotami. Kvantitativni vyhodnoceni
chromatogramu lze provést pomoci fotodenzitometru nebo Ilze analyty extrahovat
z chromatogramu a stanovit je vhodnou metodou v roztoku. Tato metoda se pouZziva pie-

devsim pro ovéfeni Cistoty latek nebo tfeba pti analyze 1€civ [33, s. 315] [34, s. 63].
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2.4 Papirova chromatografie

Stejné jako u tenkovrstevné chromatografie se jednd o analytickou separa¢ni metodu
v plosném uspotadani. Stacionarni fazi je chromatograficky papir, ktery je nasycen kapali-
nou a mobilni fazi je v tomto pfipad€ kapalina, nejcastéji se jedna o organicka rozpoustédla
nebo jejich smési. Pti vlastnim provedeni dochazi k tomu, Ze mobilni faze vzlina pory pa-
piru stacionarni faze a pii tom unasi latky vzorku, které rozdiln¢ interaguji s mobilni a sta-
cionarni fazi, ¢imz dochazi k separaci téchto latek. Nasledny postup a vyhodnoceni se pro-
vadi stejné jako u tenkovrstevné chromatografie. Tato metoda se nejcastéji pouziva ke sta-

noveni aminokyselin a peptidt [35, s. 111] [36, s. 28].

2.5 Spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti

Jednéd o molekulovou absorp¢ni spektrometrii v ultrafialové (UV) a viditelné (VIS) oblasti.
Podstatou této spektrometrie je absorpce UV a VIS zéfeni molekulami analytu pii priicho-
du svétla vzorkem. Schopnost absorpce je dana zejména strukturou dané molekuly a pii-
tomnosti chromoforu v molekule. Chromofor je seskupeni atomii v molekule, kterd zptso-
buje absorpci v UV a VIS oblasti. Typicky chromofor je karbonyl, azo skupina, aromaticka
jadra nebo konjugované dieny. Ultrafialové zareni je zafeni v oblasti vlnovych délek 190-
380 nm. Viditeln¢ zatfeni je v oblasti vinovych délek 380-780 nm. Molekuly latek, které
absorbuji zatfeni ve VIS oblasti, se projevuji jako barevné. Absorpci v UV oblasti se latky
nejevi jako barevné. Obecné je nutné pii vlastnim spektrofotometrickém méfeni vybrat
takovou vlnovou délku, ktera je analyzovanou latkou pohlcovana nejvice. Behem samotné
analyzy se prométi absorpcni spektrum, které udava zavislost schopnosti absorbovat zaieni

raznych vinovych délek, které jsou metreny.

Zatizeni, které se pouziva pii spektrometrii, se nazyva absorp¢ni spektrofotometr. Spektro-
fotometry miizeme rozdélit na jednopaprskové, kdy pouze jeden svazek prochazi jak méte-
nym vzorkem, tak vzorkem srovndvacim a déale dvoupaprskové kdy jeden svazek svétla
prochdzi srovnavacim a druhy svazek méfenym vzorkem. Zdrojem svétla je v tomto piipa-
dé vhodna zarovka anebo vybojka halogenova pro VIS oblast a vodikova pro UV oblast.
Existuje fada zasad, které musi byt pfi vlastnim méfeni dodrZzovany, je to zejména méieni
ve vhodné kyveté. Material dané kyvety nesmi absorbovat v oblasti vinovych délek, ve
které se méti dana latka. Pro UV oblast je vhodna kiemennd kyveta a pro VIS oblast skle-
nénd nebo plastova kyveta. Tato kyveta musi byt ¢ird, zvenku suchd a uvnitt nesmi ziistat

bublinky vzduchu, dale musi byt dostatecné¢ naplnéna a musi se béhem vymény vzorka
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vyplachnout nejdiive destilovanou vodou a poté malym mnozstvi méteného vzorku. Dile-
zity je vybér vhodného rozpoustédla, ktery taktéz nesmi absorbovat v oblasti méfeni a me-
fené vzorky musi byt ve formé roztokli. Spektrometrie v UV oblasti se pouziva ke stano-
veni konjugovanych dienovych a trienovych mastnych kyselin. Vzorek se rozpousti ve
vhodném rozpoustédle, nejcastéji hexanu a zméii se absorbance proti Cistému rozpouste-
dlu. Obsah konjugovanych dienti a trient se ziskd pfepoctem naméfené hodnoty absorban-
ce. Déle se tato metoda aplikuje pii stanoveni barvenych latek, bilkovin, nékterych vitami-
ni, nukleovych kyselin, fenolickych latek, aromatickych uhlovodikii, heterocyklickych
sloucenin a slouzi k charakterizaci latek neznamych [21, s. 77] [37, s. 389] [38, s. 63].

2.6 Spektrometrie v infracervené oblasti

Jedna se o jednu z nejdilezitéjSich technik, kterd se zabyvd méteni optickych vlastnosti
materiald pti riznych vlnovych délkach. Zareni IR ma vétsi vinové délky ale nizsi energii
ve srovnani s UV a VIS zafenim a tudiz nedochézi k excitaci elektroni do vyssich stavi.
VInové délka IR zafeni se pohybuje v rozmezi 0,78 a 1000 pm. Infracervenou oblast mi-
zeme rozdélit do tii skupin a to na blizkou IR oblast, kde je vinova délka 0,78-2,5 um, dale
sttedni IR oblast o vlnové délce 2,5-50 um a vzdalenou IR oblast, kde je vinova délka 50-
1000 pm.

Podstatou infracervené spektrometrie (IR) je, ze infracervené zateni je absorbovano mole-
kulami latek ve vzorku pfi prichodu svétla timto vzorkem. Vychazi se z toho, Ze miize byt
absorbovana pouze energie, kterd odpovida vibracim a rotacim uvnitf molekuly. Vibrace
miizeme rozdélit na deformacni, kdy se méni uhel vazby a na valen¢ni, kdy dochazi ke
zméné délky vazby Vystupem z méfeni je infracervené spektrum, které je slozitéjsi ve
srovnani s UV spektrem. Spektrum je grafické vyobrazeni, které udava zavislost transmi-
tance nebo absorbance na vlnové délce dopadajiciho zéafeni. Toto spektrum je zpravidla
pasové, pricemz jednotlivé pasy odpovidaji vibracnim ptechodiim. Dale se IR spektrum
déli na oblast skupinovych vibraci a na oblast otisku prstu, které umoznuji identifikovat
konkrétni latku. Jenom nékteré latky poskytuji signal v IR spektru a mohou to byt latky
jejichz molekuly obsahuji polarni vazby, molekuly slozené z rtiznych atomt a nebo orga-

nické a anorganické slouceniny.

Zatizeni, které se pouziva pfi této metodé, je IR spektrometr, ktery musi mit zdroj svétla,
mérnou a srovnavaci kyvetu, déale zatizeni pro selekci vlnové délky a v neposledni fadé

detektor zafizeni. V dnesni dob¢ se velmi Casto pouziva spektrometr s Fourierovou trans-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

formaci (FTIR). Vzorek pro méfeni mize byt jak kapalny, tak pevny nebo plynny. Dulezité
je zvolit pro méfeni vhodnou kyvetu a v pripad¢ kapalnych vzorkd vhodné rozpoustédlo.
Typickym provedenim ptipravy vzorki je, Ze se vzorek homogenizuje s bromidem drasel-
nym a z takto pfipraveného homogenizatu se slisuje tableta, ktera je nasledn¢ proméfena na
spektrometru. U kapalnych vzorkd je nejlep$i métit v kyveté, kterd ma okénka s bromidem
draselnym. Tato metoda se pouziva ke stanoveni trans mastnych kyselin a to tak Ze se
nejdiive triacylglyceroly pfevedou na methylestery MK a rozpustni se v sirouhliku. Poté se

promé&ii IR spektrum.

Dale se tato metoda pouziva ve strukturni analyze, kde slouzi k identifikaci latek a déle
v kosmetice, medicin€, ve farmacii k hodnoceni 1éCiv, potravinafstvi pro stanoveni cukrii, v
kriminalistice pro analyzu drog, identifikaci pachateli a mnoha dal§ich odvétvi jako je

studium sit'ovani nebo urceni stupné¢ degradace polymerti [21, s. 84] [39, s. 5].
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3 LIPOLYTICKA AKTIVITA MIKROORGANIZMU

Lipolyticka aktivita je znama u celé fady mikroorganizml, nejen u bakterii, ale i u plisni a
kvasinek. Zakladem lipolytické aktivity je produkce lipolytickych enzymu (lipaz), které
katalyzuji hydrolyzu triacylglycerolti na mastné kyseliny a glycerol.

Enzymy jsou biochemicky aktivni bilkovinné makromolekuly, které lze najit v Zivych sys-
témech. Tyto makromolekuly se skladaji ze dvou cCasti a to z bilkovinné ¢asti, kterd se
oznacuje apoenzym a ¢asti nebilkovinngé, kterd je oznacovana jako kofaktor. Kofaktorem
mohou byt kationty kovii, které se oznacuji jako prostetickd skupina nebo organické mole-
kuly, které jsou nazyvany koenzymy. Koenzymy jsou vazany slabou vazbou s apoenzymy
a snadno mohou byt oddisociovany. Na druhou stranu prostetickd skupina je vazana velmi

pevnou kovalentni vazbou na apoenzym.

Funkci enzymt je enzymova katalyza a pravé ta umoziuje prubéh veskerych biochemic-
kych déji v buiice, enzymy tak zabezpe€uji cely bunéény metabolizmus. Pribch téchto
chemickych reakci vyzaduje velké mnozstvi energie a pravé enzymy tuto aktivacni energii
snizuji. Enzymy maji ve své molekule tzv. aktivni mista, ktera jsou odpovédna za jejich
katalytickou funkci. Latky, na jejichz pfeméné se enzymy podili, se oznacuji jako substra-
ty. Aktivni mista jsou schopna specificky vazat substrat za vzniku komplexu enzym-
substrat. Toto seskupeni ale trva pouze kratkou dobu a komplex se rozpada na plivodni
enzym a novy produkt. Kromé aktivniho mista mohou mit nékteré enzymy na povrchu své
molekuly i misto alosterické. Jedna se o vazebné misto, které slouzi k vazbé regula¢ni mo-
lekuly, ktera vyvold konformaéni zménu v aktivnim misté enzymu, ¢imz se méni afinita
enzymu k substratu. Vazba takovych regula¢nich molekul (tzv. alosterickych efektort)
miiZze mit jak aktivacni, tak inhibi¢ni uc¢inek.

Enzymy vykazuji jak reakcni, tak substratovou specifitu. Reakéni specifita vyjadiuje, ze
kazdy enzym katalyzuje pouze jednu z moznych piemén substratu. Specifita substratova
zase vyjadfuje schopnost enzymu katalyzovat reakce jen urcitého substratu. Aktivita en-
zymu je ovlivnéna fadou faktorl a to zejména koncentraci substratu, fyzikalnimi a chemic-
kymi vlastnostmi prostfedi nebo mnozstvim enzymu a mnohymi dal§imi faktory. Mezi
fyzikalné-chemické vlastnosti se fadi zejména teplota a pH. Pokud se bude teplota zvyso-
vat, rychlost reakce se zvysi , ale na druhou stranu je tu nebezpeci denaturace bilkovinné
Casti enzymu. Denaturace je proces, pii kterém dojde ke strukturni zméné molekuly

z vysoce uspofaddaného stavu do stavu neuspotfadaného. Dulezitym faktorem je i pH pro-
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sttedi, protoze fada enzymu pracuje pouze v urcité oblasti pH. Dale to mize byt vliv akti-
vatord, jelikoz fada enzymu je produkovana v neaktivni formé a musi byt nejdiive aktivo-
véana v reakénim prostiedi. V neposledni fad€ je to vliv inhibitord, které tlumi aktivitu en-
zymu. Inhibitory mohou pisobit nevratné nebo mohou enzym pouze docasné¢ zablokovat,
pak se jednd o reverzibilni (vratnou) inhibici. Tu mizeme déle rozd¢lit na nekompetitivni,
kdy inhibitor ovlivni aktivni centrum, ale i tak se mlze substrat navazat, pribch reakce se
vsak zpomaluje. Déle je to kompetitivni inhibice, kdy substrat s inhibitorem soutézi o va-

zebné misto v aktivnim centru.

Enzymy lze rozdélit do n€kolika skupin. Jednou z nich jsou oxidoreduktazy, které kataly-
zuji oxida¢né-redukéni reakce prenosem vodikovych atomt a jsou dilezité pro proces dy-
chani a fotosyntézu. Patfi, jsem zejména dehydrogenazy, oxidazy, peroxidazy nebo katala-
za. Déle jsou to transferazy, které katalyzuji prenos skupin atomi mezi rdznymi skupinami
a fadi se mezi n¢ aminotranferazy nebo tieba acyltranferdzy. Transferdzy se Ui€astni fady
biosyntetickych déji. Hydroldzy jsou dalsi skupinou, ktera katalyzuje hydrolytické Stépeni,
jsou to zejména esterazy, peptidazy nebo amylazy. Lyazy jsou enzymy katalyzujici nehyd-
rolytické Sté€peni vazeb, jsou to tieba aldoldzy nebo dekarboxylazy. 1zomerdzy katalyzuji
vnitromolekulové pfesuny atomil a skupin a posledni skupinou jsou ligazy, které katalyzuji

vznik energeticky narocnych vazeb [42, s. 45] [43, s. 432] [44, s. 444].

Jak jiz bylo feceno enzymy, které se podili na lipolytické aktivité, jsou tzv. lipolytické en-

zZymy.
3.1 Lipolytické enzymy

Lipolytické enzymy jsou fazeny mezi karboxylesterazy a katalyzuji hydrolyzu triacylgly-
ceroll na glycerol a mastné kyseliny. Nékteré lipolytické enzymy jsou pomérné malo spe-

cifické a za vhodnych podminek mohou katalyzovat i jiné reakce, naptiklad syntézu estera.

Obecné se déli lipolytické enzymy do tii skupin. Prvni skupina zahrnuje lipolytické enzy-
my nespecifické. Enzymy, které patii do této skupiny, kompletné hydrolyzuji triacylglyce-
roly na MK a glycerol. Druhou skupinou jsou enzymy, které uvoliiuji mastné kyseliny
z vnéjSich pozic triacylglycerolu. Tteti skupina zahrnuje enzymy, které preferuji nckteré
mastné kyseliny. U lipolytickych enzymi se tedy vyskytuje dvoji specifita, a to polohové a

substratova.
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Lipolytické enzymy maji velmi Siroké vyuziti. Pouzivaji se pii syntéze tady latek a
v ruznych biotechnologickych aplikacich. Vyuzivaji se v riznych odvétvich primyslu, v
kosmetice i farmacii. Lipazy funguji v mirnéjSich reakénich podminkach a maji lepsi sub-
stratovou specifitu ve srovnani s chemickymi katalyzatory. V posledni dobé se vyuzivaji
pfedevS§im enzymy produkované psychotrofnimi a psychrofilnimi mikroorganizmy a to
zejména v odvétvi potravinaiského primyslu. Tyto enzymy dokazi efektivné fungovat i za
niz§ich teplot, coZ je vhodné pti aplikacich, kde je zddouci piisobeni ve studené vodé. Pou-
zivaji se 1 pii syntéze n€kterych chemikalii, coZ dovoluje technologiim rozvijet nové proce-

sy, které jsou blize procestim, které probihaji v ptirodé.

Aktivita lipolytickych enzymti vSak mtze byt i nezddouci, tyka se to pfedevSim oblasti
potravin. Mlé¢ny tuk je rozkladan mikrobidlni lipazou. Pii tomto rozkladu vznikaji volné
mastné kyseliny a to zejména kyselina kaprylova, kaprinovd, kapronovd nebo kyselina
maselna. Takto uvolnéné volné mastné kyseliny jsou vychozimi latkami pro vznik methyl-
ketond. VySe zminéné produkty lipolyzy mohou mit nezadouci vliv na organoleptické

vlastnosti potravin[45, s. 430] [46, s. 1] [47, s. 3] [48, s. 813].
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4 MIKROORGANIZMY S LIPOLYTICKOU AKTIVITOU

Mikroorganizmy vyznacujici se lipolytickou aktivitou mohou byt jak bakterie, tak plisné a
kvasinky. Mezi kvasinky produkujici lipolytické enzymy se fadi rod Yarrowia, dale rod
Saccharomyces Reess, rod Candida Berkhout a dalsi. Mezi plisn€ s lipolytickou aktivitou
se fadi rod Aspergillus, rod Mucor, rod Penicillium, rod Rhizopus a mezi bakterie se fadi

zejména rod Pseudomonas, rod Streptomyces nebo rod Bacillus.

4.1 Bakterie s lipolytickou aktivitou

Bakterie patii mezi prokaryotické organizmy, které nemaji morfologicky diferencované
jadro. Velikost bakterialnich bun¢k je rliznoroda a zavisi na staii bunky, kultiva¢nich pod-
minkach, ale 1 druhti bakterie. Na rtst bakterii ma vliv fada faktort, a to tfeba pH prostiedi,
teplota nebo ptitomnost kysliku. Optimalni pH pro riist vétSiny bakterii je v okoli neutral-
niho bodu a optimalni teplota je 25°C — 37 °C. Existuji vSak i bakterie, které rostou pfi
nizkych nebo extrémné vysokych teplotach. Bakterie miizeme rozdé€lit na grampozitivni a
gramnegativni a to podle typu bunééné stény bakterialni buiiky. Buné¢éna sténa u grampo-
zitivnich bakterii je tvofena silnou vrstvou peptidoglykanu a jsou zde navazany teikoové
bunécné stény ma vliv na celou fadu vlastnosti mikrobidlnich buné¢k, ptedevSim pak na

jejich citlivost k antimikrobnim 14tkdm a neptiznivym faktorim prostiedi.

Lipolytickou aktivitou jsou zndmy bakteridlni rody Bacillus, Pseudomonas nebo Strepto-
myces. Lipazy produkované témito bakteriemi mohou byt intracelularni, ale vétSinou se
jednd o enzymy extracelularni, tedy enzymy produkované z bunék do vnéjSiho prostiedi.

Obvykle jsou tyto lipazy stabilni v oblasti pH 4-8 a v rozmezi teplot 27°C—80°C [49, s. 17
]

Dale budou v textu uvedeny konkrétni bakterie, které¢ maji lipolytickou aktivitu.

4.1.1 Rod Bacillus

Rod Bacillus patii mezi sporulujici grampozitivni ty¢inky. Optimalni teplota rustu téchto
bakterii je 30°C - 45°C. Jak jiz bylo zminéno, jsou sporulujici, a diky vytvafenym sporam
jsou velmi odolné vii¢i vliviim vnéjsiho prostfedi. Endospory bacilii jsou velmi odolné viici
sanitacnim prostfedkiim a odolavaji tepelnym oSetienim béhem vyroby potravin, jako je

pasterace, suseni nebo tfeba mrazeni. VétSina druhti projevuje proteolytickou a amylolitic-
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kou aktivitu a fada z nich produkuje antibiotika. Bacily maji taktéz velmi dobré enzymové
vybaveni, a tudiz mohou zpusobit rozklad rozmanitého organického materialu. Lipolytic-
kou aktivitu vykazuje zejména Bacillus subtilis, Bacillus pumilus nebo tieba Bacillus alca-
lophilus. Nejrozsitenéj$i z nich je Bacillus subtilis, ktery tvoii nepravidelné shluky ty¢inek.

Tato bakterie ¢asto kontaminuji potraviny. Optimalni teplota rtstu je 30°C [50, s. 233].

4.1.2 Rod Pseudomonas

Jedné se o mirné zakfivené nebo rovné gramnegativni tycky. Jsou pohyblivé pomoci jed-
noho nebo vice polarnich bi¢ikl, jenom nepatrné mnozstvi druhd téchto bakterii je nepo-
hyblivych. Pseudomonady jsou Siroce rozsifeny v piirod¢, a to zejména v pid¢€, na rostli-
nach, v povrchovych vodach nebo ovoci a zelenin€. Nékteré druhy jsou patogenni jak pro
Clovéka, tak zvifata nebo rostliny. Zdrojem uhliku a energie jsou pro tyto bakterie rtizné
organické slouceniny. Nékteré druhy tvoii fenazinova barviva riznych odstinil a ty na-
sledné uvoliuji do prostiedi, coz zplsobuje nezaddouci zbarveni potravin, které mohou
pseudomonady kontaminovat. Dale mohou zptsobovat kazeni masa, dokonce 1 pfi chladi-
renskych teplotach béhem skladovéni. Jejich vyznamnou vlastnosti je lipolyticka aktivita,
kterou se vyznacuji zejména druhy Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, P. cepacia
nebo P. putida. Pseudomonas aeruginosa se hojné vyskytuje zejména ve vodé a pidé. Je
zndma pro schopnost vyvolat u oslabenych jedincii onemocnéni a taky je rezistentni vici
antibiotikiim. Roste pouze za pfitomnosti kysliku pfi teplotnim optimu 37°C. Tato bakterie
produkuje celou skalu toxickych proteint, které mohou zplsobit poskozeni tkani a dale
produkuje pigmenty, zejména zlutozeleny fluorescentni pyoverdin nebo modrozeleny pyo-
cyanin. Je ptivodcem hnisani ran a spalenin u ¢lovéka a kontaminuje i potraviny jako je
mléko, zelenina nebo masné vyrobky. Pseudomonas fluorescens vytvari tyCinky, které jsou
rovné nebo mirn¢ zaktivené. Kolonie této bakterie maji nazelenalou barvu, optimalni tep-
lota rtistu je 20°C-25°C. Vyskytuje se zejména ve vod¢, pude, mase a mlécnych vyrobcich.
Pti nizkych teplotach zptisobuje rozklad tukii a bilkovin, ¢imz dochazi ke Zluknuti masa

[50, s. 117].

4.1.3 Rod Streptomyces

Rod Streptomyces tvoti dlouhd vétvena vldkna a kulaté az elipsoidni spory. Jedna se o
grampozitivni bakterie, které se nachdzi predevSim v provzdusnénych pitidach a pomoci
spor se rozmist'uji do dalSich ekosystémul. Jsou velmi rozsiteny diky jejich ristové nena-

ro¢nosti, nepotiebuji ristové faktory ani vitaminy. Jsou velmi vyznamnymi producent an-
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tibiotik, produkuji zhruba 70 % prakticky vyuzivanych antibiotik. Prvnim vyprodukova-
nym antibiotikem byl streptomycin, ktery se zacal pouZzivat k 1écbé tuberkulozy. Tyto bak-
terie jsou schopny degradovat slozité zivoc¢isné a rostlinné zbytky vcetné aromatickych
latek, polysacharidii a proteind. Vyznacuji se také lipolytickou aktivitou, kromé lipaz pro-
dukuji také pektindzy, protedzy nebo tfeba amyldzy. Lipolytickou aktivitu projevuje

zejména Streptomyces cinnamomeus [50, s. 210].

4.2 Plisné s lipolytickou aktivitou

Plisn¢ jsou vlaknité mikroorganizmy s eukaryotickym typem buriky a pravym jadrem. Jed-
nd se vlastné o mikroskopické houby. Patii k velmi roz§itenym zivotnim formam, které
rostou zejména v prostiedi se zvysenou vlhkosti., ale jsou rozsifeny ubikvitné¢ po celém
svéte. Rostou zejména v prostiedi s kyselym pH a optimdlni teplotou rastu 20°C — 30 °C.
Ke svému Zivotu potiebuji kyslik, tudiz se fadi mezi aecrobni mikroorganizmy. Mohou kon-
taminovat témét jakykoliv substrat, diky jejich dobrému enzymovému vybaveni. V piirodé
se Ucastni fady rozkladnych ¢innosti jako saprofytické organizmy, mnohé plisné jsou ale
parazitické nebo patogenni, a mohou infikovat Zivo€isné i rostlinné organizmy. Mnoho
druht plisni je vyuzivano zamérné v urcitych primyslovych odvétvich, jako je potravinai-
stvi pro vyrobu syrii, v chemickém pramyslu k syntéze organickych kyselin nebo tfeba
v prumyslu farmaceutickém pro produkci antibiotik. Mezi plisné vykazujici lipolytickou

aktivitu se fadi rod Mucor, Aspergillus, Rhizopus, Rhizomucor nebo Penicillium [49, s. 61].

4.2.1 Rod Mucor

Plisné rodu Mucor vytvati bélavy porost s hnédymi sporangii kulovitého tvaru na masle,
chlebu, ovoci nebo mase. Mohou zpiisobit onemocnéni jak u ¢loveka, tak i u Zivocicha.
Mezi plisné s lipolytickou aktivitou se fadi zejména Mucor javanicus nebo Mucor miehei

[51,s. 151].

4.2.2 Rod Aspergillus

Plisn¢ rodu Aspergillus patii k nejhojnéji se vyskytujicim plisnim. Mohou zptsobit u zvirat
1 lidi zavazna onemocnéni a vyskytuji se zejména v plid¢, potravinach nebo ve vzduchu.
Nejcastejsimi patogeny jsou Aspergillus flavus a A. fumigatus, jelikoz jimi vyprodukované
toxiny jsou karcinogenni. Mezi druhy s lipolytickou aktivitou se fadi Aspergillus niger, A.
oryzae, A. terreus, A. nidulans a také Aspergillus carneus. Mezi nejrozsitenéj$i patii

Aspergillus niger, tento druh vytvaii ¢erné kolonie, které rostou velmi rychle a jsou hrubé
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zrnité. Optimalni teplota ristu je 35°C-37 °C. Tato pliseit ma velmi bohaté enzymatické

vybaveni a je Siroce rozsitfena v prostfedi [52, s. 2] [53, s. 80].

4.2.3 Rod Rhizopus

Jedné se o saprofytické houby, které se vyskytuji zejména na ovoci, zelenin€ a obecné na
rostlinném materialu. Nékteré druhy jsou patogeni a mohou byt plivodci az fatalnich one-
mocnéni, mohou také produkovat mykotoxiny. Mykotoxiny jsou toxické sekundérni meta-
bolity, které produkuje pravé mnoho plisni a mohou byt kontaminantou fady potravin a
krmiv. Plisné rodu Rhizopus se pouzivaji pro primyslovou produkci kyseliny fumarové a
pti vyrobé nékterych 1ékli. RozmnoZzuji se ve vétsin€ ptipadi nepohlavnimi vytrusy, které
se oznacuji jako sporangiospory. Jedna o termofilni druhy, které mohou rist pfi teploté az
50 °C. Mezi druhy s lipolytickou aktivitou se fadi zejména R. oryzea, R. delemar, R. nive-
us, R. chinensis nebo R. arrhizus. Mezi rozsitené druhy patii Rhizopus oryzea, ktery tvoti

bil¢ kolonie, které postupné prechazi do cernosedé barvy [54, s. 284] [55, s. 1169].

4.2.4 Rod Rhizomucor

Jedna se o houbu vldknitého tvaru, ktera se vyskytuje zejména na hnijicim ovoci a zeleni-
né. Tato plisent byva izolovana z organického materidlu, ale ve velmi malé mife byva pa-
vodcem infekci u ¢lovéka. Lipolytickou aktivitou se vyznacuje druh R. variabilis, R. pusil-

lus a R. miehei[56, s. 472].

4.2.5 Rod Penicillium

Jedna se o velmi rozsifeny rod plisni vlaknitého tvaru, které se vyskytuji ve vzduchu, pidé
a riznych potravinach. Vyuzivaji se pii vyrobé syrti a zejména pro produkci antibiotik.
Mezi druhy s lipolytickou aktivitou se fadi druh P. roqueforti, ktery vytvaii kolonie
s hladkym, modravé zelenym povrchem paprskovitého vzhledu. Jedna se o plisen, ktera
neni naro¢nd na kyslik, roste i uvniti syrt v kyselém prosttedi. Hojné produkuje lipolytické
enzymy a pouziva se pro zrani syri s plisni v tésté. Dalsim druhem je P. camembertii, kte-
ry tvoii vlockovité kolonie, které svou vini piipominaji bramborové slupky. Barevné jsou
nejdiive bilé a ndsledné prechdzi barva do Sedozelené. Je typickou soucasti syrt s plisni na
povrchu. Dale P. caseicolum, tvoti kolonie vatovitého vzhledu se stdlym smetanovym od-
stinem, kdy spodni ¢ast kolonie je barvy Zlutobilé. Byva soucést porostu u syrii s plisni na
povrchu. Penicillium nalgiovensis vytvati kolonie barvy bilé, které prechazi do zlutozele-

né. Obecné tyto plisné produkuji vetsi mnozstvi lipasy [57, s. 11].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

4.3 Kvasinky s lipolytickou aktivitou

Kvasinky jsou eukaryotické heterotrofni organizmy a fadi se mezi houby. Jejich nazev je
odvozen od schopnosti zkvasovat monosacharidy a disacharidy na oxid uhli¢ity a etanol.
Vétsina kvasinek je fakultativné anaerobni a pro riist a mnoZeni je nezbytna pfitomnost
kysliku a zivin. Optimalni teploty rastu jsou u vétSiny kvasinek 0°C—48°C. Kvasinky vyu-
zivaji jako zdroj uhliku a energie pfedev§im monosacharidy, disacharidy, dale to mize byt
tteba glycerol, etanol nebo metanol. Jedna se o mikroorganizmy, které jsou vyuzivany pii
kvasnych vyrobach, tedy mikroorganizmy, které jsou velmi vyuzivané v prumyslovych
odvétvich. Jsou nezastupitelné v fad¢ primysld, jako je farmacie, potravindisky primysl
nebo oblast mediciny. Jsou to organizmy, které se pouzivaji pro vyrobu alkoholickych na-
pojit a kynutého peciva po tisice let. V dnesni dob¢ jsou vyuzivany i v fad¢ dalSich aplika-
ci, jako je vyroba vitaminli nebo organickych kyselin. Na druhou stranu ale existuji i kva-
sinky patogenni, které mohou vyvolat onemocnéni zejména u oslabeného jedince. Tato
onemocnéni jsou obvykle Spatné 1é¢itelnd. Mezi kvasinky s lipolytickou aktivitou se fadi
zejména rod Yarrowia, rod Saccharomyces, Rhodotorula a rod Candida. VétSina lipaz,
které jsou produkovany kvasinkami, jsou monomerni glykoproteiny a nevykazuji toleranci
k vysokym teplotdm, protoze vétSina z nich denaturuje pfi teploté 60°C a dale jsou tyto
enzymy stabilni pouze ve velmi uzkém rozsahu hodnot pH na rozdil od bakterialnich lipaz

[49, 5. 45].

4.3.1 Rod Yarrowia

Rod Yarrowia ma jediného zastupce a to Yarrowia lipolytica. Jedné se o dimorfni houbu,
kterd neni povazovana za patogenni mikroorganizmus. Tato kvasinka byla izolovana
z mléénych vyrobkl, potravin a odpadnich vod. Jejich lipazy jsou extracelularni i intrace-
lularni. Produkce lipaz je ovlivnéna zejména zdrojem uhliku a dusiku. K vyznamné podpo-
fe produkce lipolytickych enzymii vede zejména piitomnost kyseliny olejova, kyseliny
linolenové nebo tfeba olivového oleje. Dale bylo zjisténo, ze glukdza pisobi naopak inhi-
bi¢né na produkei téchto enzymu. Pro technologické operace, které vyuzivaji enzymy pro-
dukované témito mikroorganizmy, je diilezité uchovat tyto enzymy do doby, nez jich bude
potteba, a velmi dobrou formou pro dlouhodobé skladovani je forma lyofilizatu [58, s.

131].
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4.3.2 Rod Rhodotorula

Kvasinky z tohoto rodu jsou houbové jednobunééné mikroorganizmy. Byly izolovany
z moci, stolice nebo mlékarenskych produkti. Mezi druhy s lipolytickou aktivitou patii R.
glutinis, R. minuta nebo R. graminis. Byla sledovana produkce lipdz druhem Rhodotorula
glutinis, a byla zjisténa nevyssi produkce v médiu, ktery obsahoval olivovy olej. Naopak
bylo pozorovano, Ze v ptitomnosti palmového a slune¢nicového oleje tato aktivita vyrazné

klesala [59, s. 171].

4.3.3 Rod Candida
Tento rod se vyznacuje znacnou rozmanitosti tvaru bunék. Tyto kvasinky produkuji lipazy,
které se vyuzivaji zejména pro biokatalycké ucely. Mezi producenty lipolytickych enzymu

patii C. antarctica a také C. rugosa [60, s. 406].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 POUZITY MATERIAL

5.1 Mléko a smetana

V praktické casti diplomové prace byly stanovovany mastné kyseliny v mléce a smetané.
Konkrétné bylo pouzito UHT (ultra-high temperature processing) trvanlivé plnotu¢né mlé-
ko Pragolaktos s obsahem tuku 3,5 %. Dale bylo pracovano s ¢erstvym mlékem, které bylo
ziskdno piimo ze zemédélského druzstva, a dalSim vzorkem byla smetana Kunin

s obsahem tuku 31 %.

5.2 Volné mastné kyseliny

Do vzorkli mléka a smetany byly pfidavany nékteré vybrané volné mastné kyseliny, a to

konkrétné:

e Myristova kyselina (FLUKA)

e Olejova kyselina (SIGMA-ALDRICH)

e Stearova kyselina (SIGMA-ALDRICH)

e Palmitova kyselina (MERCK)

e Kaprylova kyselina (SIGMA-ALDRICH)

5.3 Pouzité chemické latky

e Siran sodny (FLUKA)

e Chlorid sodny (PENTA)

e Kyselina sirova (PETR LUKES)
e Metylalkohol (PENTA)

e Dietylether (PENTA)

e Petrolether (PENTA)

e Amoniak vodny roztok (PENTA)
e n-HEXAN (PENTA)

e Hydroxid draselny (MIKROCHEM)
e Heptan (SIGMA-ALDRICH)

e Etanol (PENTA)

e Dichlormetan (PENTA)
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5.4 Pristroje a vybaveni
Digitalni vahy Kern®", Némecko
Topna hnizda (Brnénska Drutéva)
SuSarna ULM 400 memmert

Laboratorni sklo (pipety, délici nalevky, chladice, kadinky, varné baiky, odmérné banky,
zkumavky)

Mikropipeta PhysioCare concept eppendorf research plus
Vakuova odparka Heidolph
Plynovy chromatograf Shimadzu GC-14A vybaveny FID detektorem

Mikrosttikacka Hamilton Sul

5.5 Priprava vzorkii mléka a jejich extrakce

Bylo pracovéno s trvanlivym mlékem Pragolaktos a dale také s mlékem Cerstvym.

5.5.1 Trvanlivé mléko s pridavkem volnych mastnych kyselin

Bylo pfipraveno celkem 6 vzorkl trvanlivého plnotuéného mléka s obsahem tuku 3,5 %.
Do téchto vzorkl byly pfidany volné mastné kyseliny o tfech riznych koncentracich. Byl
ptipraven vzorek o koncentraci kazdé z ptidavanych kyselin 0,1 g/, dale vzorek o koncent-
raci 0,25 g/l a vzorek o koncentraci 0,5 g/l. Vzorky byly ptipraveny tak, Ze do kadinky byly
navazeny volné mastné kyseliny a to konkrétné kyselina myristova, palmitova, stearova,
olejova a kaprylova. V prvnich dvou kadinkach byla koncentrace kazdé volné mastné ky-
seliny 0,1 g/l, coz odpovida navazce 2 mg kazdé mastné kyseliny. Jedna z kédinek byla
pfipravena pro uskladnéni v lednici a ta druhd na uskladnéni pfi laboratorni teploté.
V dalsich dvou kadinkéch byla koncentrace kazdé volné mastné kyseliny 0,25 g/l, coz od-
povida navazce Smg kazdé mastné kyseliny. Opét byla pfipravena jedna pro uskladnéni
v lednici a druha byla ponechéana pti laboratorni teploté. V poslednich dvou kédinkéch byla
koncentrace volnych mastnych kyselin 0,5 g/l, coz odpovida navazce 10 mg kazdé mastné
kyseliny, pfi¢emz byl opét jeden vzorek ptipraven pro uskladnéni v lednici a druhy pro
uskladnéni pfi laboratorni teploté. Takto pfipravené navazky byly rozpustény v 0,5 ml eta-

nolu. Nasledné bylo k rozpusténym mastnych kyselindm do kazdé kadinky ptidano 20 ml
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mléka a byly uskladnény tfi vzorky do lednice a tfi vzorky byly ponechany pfi laboratorni

teploté.

5.5.2 Priprava smési pro extrakci mlé¢ného tuku

Byla pfipravena smés dichlormetanu a etanolu v poméru 2:1. Celkem bylo ptipraveno 300
ml smési, takze bylo napipetovano 200 ml dichlormetanu a 100 ml etanolu a smés byla

promichéna.

5.5.3 Extrakce mlééného tuku z trvanlivého mléka (I. varianta)

Bylo odvéazeno 15 g z ptedptipravenych vzorki trvanlivého mléka a k nim bylo pfidano 24
ml pfipravené smési. Celé mnozstvi bylo ptevedeno do délici nalevky, dikladné protiepa-
no a bylo vyckano do oddéleni vrstev. K odd¢leni vrstev nedoslo ani u jednoho z Sesti pfi-

pravenych vzorkd. Skute¢né navazky vzorkl jsou uvedeny nize, v tabulce 4.

Tab. 4. Navazky vzorkii pro extrakci mlécného tuku

Vzorky lednice Vzorky laboratorni teplota

Koncentrace

mastnych kyselin

[¢/1]

Skuteéna navazka

[g]

Koncentrace

mastnych kyselin

[¢/1]

Skuteéna navazka

[g]

0,10 15,020 0,10 15,020
0,25 15,021 0,25 15,019
0,50 15,020 0,50 15,019

Vyse uvedenym postupem nebylo dosazeno extrakce tuku ze vzorkii mléka. Postup byl
nasledné¢ modifikovan, jednak byla upravovana extrakéni smés rozpoustédel a jeji pridava-
né mnozstvi, dale byl sledovan i vliv teploty extrahovaného vzorku. Poté byl postup zkou-
Sen 1 s Cerstvym mlékem, které nebylo na rozdil od UHT mléka standardizovano. Ani po
riznych tpravach postupu a nahrazeni UHT mléka Cerstvym mlékem nebylo dosaZzeno
uspokojivého vysledku pii extrakci mlééného tuku. Proto byl vyhledén jiny postup extrak-

ce za pouziti jinych rozpoustédel.
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5.5.4 Priprava vzorki mléka pro extrakci tuku novou metodou (II. varianta)

Pro dal$i metodu extrakce tuku byly pfipraveny vzorky jak z UHT mléka, tak i z mléka,
které neni standardizovano. Byly pfipraveny vzorky mléka bez ptidavku MK a vzorky

s pfidanymi volnymi mastnymi kyselinami, podobn¢ jako pro prvni metodu extrakce.

5.5.5 Extrakce mlééného tuku (IL. varianta)

Tato metoda extrakce byla provedena podle normy CSN 570534, EN ISO 1211 (2002):
Mléko — Stanoveni obsahu tuku — Vazkova metoda. Bylo pracovano s vySe uvedenymi
tfemi vzorky mléka. VSechny vzorky byly zahiaty na 38+1 °C a poté preneseny do délicich
nalevek a bylo k nim pfiddno 2 ml amoniaku, 10 ml etanolu a 25 ml dietyletheru. Nasledn¢
byla smés promichana pod dobu 1 minuty a poté bylo pfidano 25 ml petroletheru a diklad-
né promichano po dobu 1,5 minuty. Nésledné byla smés ponechana 30 minut pfi laborator-
ni teploté do oddéleni vrstev. Po uplynuti doby doslo k oddéleni vrstev a zakalena cast byla
odpusténa do kadinky a Cird ¢ast do banky varné. Zakalena ¢ast byla opét pfevedena do
délici nalevky a bylo k ni pfidano 5 ml etanolu, 15 ml dietyletheru a smés byla dikladné
promichana. Nésledné bylo pfidano 15 ml petroletheru a smés byla tiepana po dobu 1,5
minut a ponechana sedimentovat na dobu 30 minut. Opét doslo k oddéleni vrstev. Po uply-
nuti této doby byla zakalend ¢ast odpusténa opét do kadinky a ¢ird ¢ast byla pfidana do
varné banky k prvnimu podilu. Zakalena ¢ast byla poté opét prevedena do délici nalevky a
bylo ptidano 15 ml dietyletheru a dikladné promichdno a nasledné bylo pfiddno 15 ml
petroletheru a opét protfepano 1,5 minuty a ponechano sedimentovat 30 minut. Po uplynuti
této doby opét doslo k oddéleni vrstev a zakalend Cast jiz byla vylita a ¢ird ¢ast byla ptida-
na k prvnim dvéma podilim do varné baiky a vSechny tyto podily byly odpafeny na od-

parce, a tim byl ziskdn extrahovany tuk.

Timto postupem byl ze vzorki extrahovan mlény tuk. Nésledné byly stejnym zptisobem
extrakce ptipraveny vzorky o vétsi navazce (40 g), aby bylo ziskano dostate¢né mnoZzstvi
mlécéného tuku pro pripravu methylesterii. Z ptivodni navazky vzorku bylo extrakei ziskano

ptiblizné 3 hm. % tuku.

5.6 Priprava methylesterti mastnych kyselin

Jelikoz se v praktické €asti této diplomové prace stanovuji volné mastné kyseliny pomoci
metody plynové chromatografie, je nezbytné prevést neté¢kavé mastné kyseliny na tékavé

derivaty a to jsou pravé methylestery mastnych kyselin. Piiprava methylesterti byla prova-
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déna podle normy ES ISO 12966-2: 2012: Rostlinné a Zivoc¢isné tuky a oleje — Plynova
chromatografie methylesterti mastnych kyselin — Cést 2: P¥iprava methylesterti mastnych
kyselin.

5.6.1 Roztoky pro pripravu methylesteri

Pro pfipravu methylesterii mastnych kyselin byly pfipraveny nize uvedené roztoky.
Nejdiive byl pfipraven metanolicky roztok hydroxidu draselného o koncentraci 1 M do 5

ml odmérné barnky.
e Vypocet navazky hydroxidu draselného (KOH)
m=CM-V
m=1mol/l - 56,1g/mol - 0,005!

m = 0,2805 g KOH

Kde:

M............ molarni hmotnost KOH [g/mol]
Vi celkovy objem [1]

Coverrinn koncentrace [mol/1]

Konkrétné bylo navazeno 0,280 g KOH a to bylo rozpusténo v metanolu a pfevedeno do 5

ml odmérné baiiky a doplnéno metanolem po rysku.

Dale byl ptipraven 20% roztok chloridu sodného (NaCl) do 200 ml odmérné barnky.

e Vypocet navazky NaCl

W = Mslozky
Mcelkova hmotnost
m
02=-""
2009
m =40 g NaCl

Bylo navazeno 40,0 g NaCl, rozpusténo v destilované vod¢ a prevedeno do 200 ml odmér-

né baiiky a doplnéno vodou po rysku.
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5.6.2 Zasadité katalyzovana esterifikace tuku

Do 100 ml varné banky bylo navazeno 0,770 g extrahovaného tuku z trvanlivého mléka a
k tomuto vzorku bylo pfiddno 7,7 ml metanolu a 0,2 ml 1M metanolického roztoku KOH,
byly ptidany varné kaminky a smés byla ponechéana vaftit pod zpétnym chladi¢em alespon
30 minut. Po uplynuti této doby byl obsah banky zchlazen a ptenesen do délici ndlevky a
baiika byla promyta 3,9 ml hexanu a roztok byl pfiddn do délici nalevky spolu se 7,7 ml
20% roztoku NaCl. Tento obsah byl diikladné protfepan a ponechan odstat do odd¢leni
fazi. Vodna faze byla oddélena do dalsi délicky a bylo pfiddno 1,9 ml hexanu. Obsah druhé
délici nalevky byl protfepan a vodna a hexanova faze byly oddéleny. Extrakty hexanu
z prvni a druhé délicky byly spojeny a promyty 5,8 ml 20% roztoku NaCl. Po oddéleni
vodné faze byla hexanova faze vysuSena pies bezvody siran sodny. Vzorky byly po esteri-
fikaci prevedeny do 5 ml odmérnych ban¢k a byly pfipraveny pro stanoveni mastnych ky-

selin pomoci plynové chromatografie.

5.6.3 Kysele katalyzovana esterifikace tuku

Do 100 ml odmérné baniky bylo navazeno 0,296 g extrahovaného tuku a bylo k nému pfi-
déno 8,8 ml metanolu a 0,15 ml koncentrované kyseliny sirové. Poté byly do smési ptidany
varné kaminky a smés byla zahtivana pod zpétnym chladi¢em po dobu nejméné 45 minut,
kdy nebyl ve varné baice jiz pozorovan nerozvafeny tuk. Po uplynuti této doby byl obsah
baiiky zchlazen, pienesen do délicky a baiika byla promyta 3,9 ml hexanu a roztok byl pfi-
déan do délici nalevky spolu se 7,7 ml 20% roztoku NaCl. Cely obsah byl fadné protfepan a
ponechéan odstat do odde€leni vrstev. Nasledné byla vodna faze oddé€lena do druhé délici
nalevky a bylo k ni ptidano 1,9 ml hexanu, obsah byl protifepan a ponechan odstat do odde¢-
leni vrstev. Poté byly hexanové extrakty z prvni a druhé délicky spojeny a promyty 5,8 ml
20% roztoku NaCl. Po oddéleni vodné faze byla faze hexanova piefiltrovana pres bezvody
siran sodny do 5 ml odmérné baiiky. Timto postupem byl ptipraven vzorek pro stanoveni

mastnych kyselin pomoci metody plynové chromatografie.

Takto vyrobené methylestery byly pfipraveny pro analyzu pomoci metody plynové chro-

matografie. Postup této metody a jeji vyhodnoceni bude uvedeno v kapitole 7.
Obsah tuku v mléce je pomérné nizky. Pro ziskdni dostatecného mnozstvi tuku pro ptipra-
vu methylestert je tfeba pracovat s pomérné velkymi navazkami mléka, které pti pouzité

metodé¢ extrakce vyzaduji vysokou spotiebu rozpoustédel.
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Proto bylo déle pracovdno v praktické casti této diplomové prace se smetanou Kunin
s obsahem tuku 31 %. Bylo to zejména z dlivodu ekonomického, jelikoZ spotieba rozpous-

tédel by pfi vétSim poctu vzorkd mléka byla velka.

5.7 Priprava vzorkii smetany a jejich extrakce

Bylo pracovano se smetanou Kunin s obsahem tuku 31 %. Nejdiive byl pfipraven zkusebni
vzorek, aby na ném bylo otestovano, zda se béhem extrakce dle II. varianty budou délit
vrstvy. Takze bylo do kadinky navazeno 10 g vzorku smetany a byla provedena extrakce
mlécného tuku (II. varianta) jejiz postup je uveden vySe. Bylo zjisténo, Ze timto postupem

extrakce funguje, lze ziskat mlécny tuk i ze vzorkl smetany.

Po zkuSebnim vzorku bylo nachystano 6 riznych vzorka smetany, které budou déle popsa-

ny. VSechny vzorky byly pfipraveny ve dvou opakovanich.

5.7.1 Vzorek smetany ¢. 1

Byl vytvoten vzorek bez ptidavku mastnych kyselin, tak Ze bylo do kédinky odvazeno 10,5
g smetany. Poté byla provedena extrakce tuku, jejiz postup byl popsan v podkapitole 6.5.7.
Extrakci byly ziskdny pfiblizn¢€ 2 g extrahovaného tuku a nasledné byly pfipraveny methy-
lestery mastnych kyselin, kdy postup jejich vyroby bude uveden dale v textu.

Nejdtive byla provedena zasadité katalyzovana esterifikace tuku a to tak ze bylo do 100 ml
varné banky navazeno 1,007 g extrahovaného tuku a k tomuto vzorku bylo pfiddno 10 ml
metanolu a 0,25 ml 1M metanolického roztoku KOH, byly pfidany varné kaminky a smés
byla ponechana vatit pod zpétnym chladi¢em alespont 30 minut. Po uplynuti této doby byl
obsah bailky zchlazen a pienesen do délici nalevky a baiika byla promyta 5 ml hexanu a
roztok byl ptfidan do délici nalevky spolu s 10 ml 20% roztoku NaCl. Tento obsah byl di-
kladné protiepan a ponechdn odstat do oddéleni fazi. Vodna faze byla oddélena do dalsi
délicky a bylo ptidano 2,5 ml hexanu. Obsah druhé d¢lici ndlevky byl protiepan a vodna a
hexanova faze byly oddéleny. Extrakty hexanu z prvni a druhé délicky byly spojeny a
promyty 7,5 ml 20% roztoku NaCl. Po odd¢leni vodné faze byla hexanova faze vysuSena
ptes bezvody siran sodny. Vzorky byly po esterifikaci pfevedeny do 5 ml odmérnych ba-

nék a byly pfipraveny pro stanoveni mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie.

Dale byla provedena kysele katalyzovana esterifikace tuku tak, ze do 100 ml odmérné ban-
ky bylo navdzeno 0,502 g extrahovaného tuku a bylo k nému ptiddno 15 ml metanolu a

0,25 ml koncentrované kyseliny sirové. Poté byly do smési pfidany varné kaminky a smés
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byla zahtivana pod zpétnym chladicem po dobu nejméné 45 minut. Po uplynuti této doby
bylo pokra¢ovano v postupu stejng, jako je to uvedeno u bazicky katalyzované esterifikace

tuku.

5.7.2 Vzorek smetany ¢. 2

Dalsi vzorek byl ptipraven tak, Zze byly do kadinky navazeny volné mastné kyseliny, a to
konkrétné kyselina myristova, palmitova, stearova, olejova a kaprylova, vSechny o navazce
10 mg, coz odpovida koncentraci 0,5 g/l kazdé této mastné kyseliny. Poté bylo toto mnoz-
stvi rozpusténo v 0,5 ml etanolu a bylo ptidano 20 ml smetany. Z takto pfipraveného vzor-
ku bylo odvazeno 10 g pro extrakci tuku, ktera byla provedena podle postupu, ktery je
uveden v podkapitole 6.5.7. Byly vyextrahovany pfiblizné 2 g tuku a toto mnozstvi bylo
pouzito pfi ptipravé methylestert, ktera byla provedena ptesné podle postupu uvedeného u
vzorku smetany €. 1. Konkrétni navazka pro zasadité¢ katalyzovanou esterifikaci tuku byla
1,002 g extrahovaného tuku a navazka tuku pro kysele katalyzovanou esterifikaci byla

0,501 g.

5.7.3 Vzorek smetany ¢. 3

Vzorek smetany €. 3 byl ptipraven tak, Ze bylo navdzeno 10 g smetany do kadinky a byla
provedena extrakce vzorku podle postupu, ktery je uveden v podkapitole 6.5.7. Byly ziska-
ny ptiblizné¢ 2 g extrahovaného tuku a toto mnozstvi bylo pouzito pro ptipravu methyleste-
ru, které byly pfipraveny piesné podle postupu uvedeného u vzorku smetany €. 1. Po ex-
trakci byly do extrahovaného tuku pfidany mastné kyseliny a to konkrétné kyselina myris-
tova, palmitova, olejova, stearova a kaprylova, vS§echno o navazce 10 mg. Navazka extra-
hovaného tuku pro zésadité katalyzovanou esterifikaci byla 1,017 g a navazka pro kysele

katalyzovanou esterifikaci byla 0,522 g extrahovaného tuku.

5.7.4 Vzorek smetany ¢. 4

Dalsi vzorek smetany byl ptipraven tak, Ze do kadinky byly navaZeny volné mastné kyseli-
ny, a to kyselina myristova, palmitova, stearova, olejova a kaprylova, vSechny o hmotnosti
50 mg, coz odpovidd vysledné koncentraci 2,5 g/l kazdé této volné mastné kyseliny ve
vzorku. Poté byly tyto navazky rozpustény v 0,5 ml etanolu a bylo ptfidano 20 ml smetany.
Z takto ptipraveného vzorku smetany bylo odvazeno 10 g pro extrakci tuku, jejiz postup je
uveden v podkapitole 6.5.7. Timto postupem byly ziskany ptiblizné 2 g extrahovaného
tuku, ktery byl pouzit pii pripravé methylesterti, kdy postup jejich vyroby je popsan u
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vzorku smetany €. 1. Navazka extrahované¢ho tuku pro zasadité katalyzovanou esterifikace

byla 1,017 g a pro kysele katalyzovanou esterifikaci 0,515 g extrahovaného tuku.

5.7.5 Vzorek smetany ¢. 5

Vzorek smetany €. 5 byl pfipraven navazenim 50 mg kyseliny kaprinové coz odpovida
vysledné koncentraci ve vzorku 2,5 g/l. Toto mnozstvi bylo rozpusténo v 0,5 ml etanolu a
poté bylo pfidano 20 ml smetany a z takto pfipravené¢ho vzorku bylo nasledné odvéazeno 10
g pro extrakci, ktery byla provedena podle postupu, ktery je uveden v podkapitole 6.5.7.
Byly ziskany 2 g extrahovaného tuku, ktery byl pouzit pii vyrobé methylestert, kdy vyroba
je popsana u vzorku smetany ¢. 1. Konkrétné¢ bylo navazeno na zasadité katalyzovanou
esterifikaci 1,032 g tuku a na kysele katalyzovanou esterifikaci 0,530 g extrahovaného tu-

ku.

5.7.6 Vzorek smetany ¢. 6

Posledni vzorek smetany byl pfipraven navazeni 50 mg monoacylglycerolu (MAG) kyseli-
ny kaprinové, coz odpovidd vysledné koncentraci ve vzorku 2,5 g/l. Tato navazka byla
nasledné rozpusténa v 0,5 ml etanolu a bylo pfiddno 20 ml smetany. Dale bylo odvazeno
10 g vzorku pro extrakcei, kdy jeji postup je popsén v podkapitole 6.5.7. Byly ziskdny 2 g
extrahovaného tuku pro ptipravu methylesterti, ktera byla provedena podle postupu, ktery
je uveden u vzorku smetany €. 1. Navazka extrahovaného tuku pro zésadité katalyzovanou
esterifikaci byla 1,024 g a pro kysele katalyzovanou esterifikaci 0,525 g extrahovaného
tuku.

Bylo zjisténo, Ze ze vzorku smetany o hmotnosti 10 g lze extrakci ziskat pfiblizné 2 g ex-
trahovaného tuku, coz odpovida 20% smetané. Smetana, kterd byla pii extrakci pouzita ma
na etiketé uvedeno, ze je 31%. Tudiz pti pouziti této metody extrakce nebylo ziskano tako-
vé mnozstvi tuku, které by mélo ve smetané byt, coz by mohlo byt predmétem dalsi prace,
kdy by bylo mozno pozménit podminky pouzité metody, nebo by se zvolila dal§i mozna
metoda extrakce. V tomto ptipadé byla metoda ponechéna, jelikoZ mnozstvi extrahovaného

tuku bylo dostatecné pro piipravu methylestera.

Vsechny pfipravené methylestery jak u mléka, tak u smetany byly nasledné¢ analyzovany
pomoci metody plynové chromatografie. Celd metodika a vyhodnoceni vysledkt provede-

né metody budou uvedeny v nasledujici kapitole.
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6 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Jedna se o analytickou separacni metodu, kterd byla pouzita pro analyzu pfipravenych me-

thylesterd mlécného tuku mléka a smetany.

6.1 Parametry analyzy vzorku plynovou chromatografii

Pro analyzu byl pouzit plynovy chromatograf Shimadzu GC-14A s plamenové-ionizaénim
detektorem (FID, Flame lonization Detector). Pfi analyze byla pouzita kolona DB-wax,

30m x 0,25 mm x 0,25 um. K vyhodnoceni slouzil software CSW-32.

Nejdiive byl zapnut plynovy chromatograf GC 14A Schimadzu a na jeho displeji byly na-

staveny podminky analyzy:

o Teplota nasttiku (INJ) 225 °C;
o teplota detektoru (DET) 230 °C;
o teplota kolony (COL), kde byl programovan gradient:
= COL INIT TEMP 110;
= COL INIT TIME 3,0;
= (COL PROG RATE 15;
= COL FINAL TEMP 220;
= COL FINAL TIME 10.
o Zmackne se start;
o zapne se HEATER;
o zapne se detektor (FID ON);
o tlak plynt (plyny byly pustény v nasledujicim potadi):
= dusik jako nosny plyn, ktery uréuje priitok kolonou 2,5 kg/cm?;
= dusik pro oplachovéni 0,5 kg/cm?;
=  vzduch 0,3 - 0,5 kg/cmz;
= vodik 0,5 kg/cm”.
o Zapali se plamen FID detektoru.
o Pro analyzu byl pouzit nastiikovy objem 2pul, ktery byl davkovan mikrostfi-
kackou.
o Byl spustén pocitac a oteviena ikona CSW software.

o Nasledné byla spusténa ikona Schimadzu GC14.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

o Byla oteviena »Metoda® (FILE — OPEN METHOD)
CSW32 laboratofe TUKY II. met.

o Byla spusténa ikona ,,Waiting* ktera umoziuje monitorovani zdkladni linie.

o Po kliknuti na ikonku vialky se stfikackou bylo zobrazeno dialogové okno,
kde byly vypInény informace o analyzovaném vzorku.

o V pfipadé¢ ze byla zdkladni linie dostatecné stabilni, bylo mozno zahajit
vlastni analyzu.

o Do injektoru byly pfes septum mikrostiikackou postupné davkovany 2 pl
standardu a nasledné byl davkovan stejny objem jednotlivych analyzova-
nych vzorkd.

o Vlastni analyza byla spusténa na ovladacim panelu plynového chromatogra-
fu tak, Zze byl zmacknut start ihned po ndstfiku vzorku a ihned poté bylo
kliknuto na ikonku ,,RUN*,

o Poté byly zaznamenany hodnoty retenc¢nich €asti a plochy chromatografic-
kych pikl ve standardu a v analyzovanych vzorcich.

o Pred tim nez se nasttikuje dalsi vzorek, bylo nutno nejdiive vyckat na vy-
chlazeni pfistroje na pocatecni teplotu analyzy (na panelu pfistroje svitila
kontrolka READY)

o Bylo nutné mezi jednotlivymi nastfiky proplachovat stfikacku hexanem a

nastfikovanym vzorkem.

6.2 Kvalitativni vyhodnoceni metody plynové chromatografie

Postupné byly na plynovém chromatografu prométeny vSechny ptipravené vzorky methy-
lestert ziskané z riznych vzork mléka a smetany. Methylestery mastnych kyselin, které
byly ptipraveny zéasaditou katalyzou, by mély byt tvofeny pouze vdzanymi mastnymi kyse-
linami, zatimco kysele katalyzovana esterifikace by méla umoznit pfipravu methylestert
jak vazanych, tak i volnych mastnych kyselin. Porovnani vysledkl bazické a kyselé kataly-
zy by tedy mélo umoznit stanovit obsah volnych mastnych kyselin. V prvni fazi prace byla
provedena kvalitativni analyza vzorku s cilem zjistit, jaké mastné kyseliny jsou ve vzorku
obsazeny a jaké je jejich procentualni zastoupeni. Bylo sledovédno, zda se takto ziskané

profily MK 1i8i u vzorkt ziskanych bazickou a kyselou katalyzou.
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Kvalitativni analyza byla provedena tak, Zze jednotlivé mastné kyseliny ve vzorcich byly
srovnany s analyzou referen¢niho standardu SUPELCO™ 37 Component FAME Mix,
ktera byla provedena za stejnych podminek. Methylestery mastnych kyselin byly identifi-
kovany tak, Ze reten¢ni Casy pikt standardu byly srovnany s reten¢nimi Casy pikd pfipra-

venych vzork.

Nejdiive byly na plynovém chromatografu prométfeny methylestery samotného vzorku
mléka, ktery byl ptipraven bazickou a kyselou katalyzou. Kazdy ze vzorku byl prométen
minimalné tfikrat a hodnoty byly nasledné primérovany. Ziskané hodnoty ploch piki (pro-
centudlni zastoupeni) jednotlivych mastnych kyselin z obou katalyz byly nasledn¢ porov-

nany a toto srovnani bylo uvedeno nize na obrazku 1.
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Obr. 1. Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vzorcich mléka, které byly pfiprave-

ny esterifikaci za kyselé a bazické katalyzy

Na obrazku 1. jsou graficky zndzornény jednotlivé procentualni plochy, které odpovidaji
konkrétnim mastnym kyselinam. Ve vzorcich bylo identifikovdno 14 rtznych mastnych
kyselin. Nejvyssi zastoupeni méla kyselina palmitova, jejiz obsah v obou vzorcich byl vys-
$i nez 30 %. Toto zjisténi odpovidd hodnotdm uvadénym v literature. Kyselina palmitova
je nejcastéjsi kyselinou v mlééném tuku a jeji obsah se pohybuje v rozmezi 23,6 - 31,4 %
[61]. Vysoké zastoupeni bylo zjisténo i u kyseliny olejové, stearové a myristové, coZ je

opét ve shod¢ s odbornou literaturou. Obsah kyseliny olejové v mlécném tuku se pohybuje
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v rozmezi 14,9 - 22 %, primérny obsah kyseliny myristové je 11,1 %, obsah kyseliny stea-

rové se pohybuje kolem 10 % [62].

Jak je z obrazku patrné nebyl identifikovan zZadny zietelny rozdil mezi vzorky ptipraveny-
mi kyselou a zasaditou katalyzou. Jak bazickd, tak kyseld katalyza ukazuji téméf stejné
hodnoty zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin. Obsah volnych mastnych kyselin
v mlééném tuku je velice nizky a byva uvadén fadové v desetinach procent. U vzorkt mlé-
ka, ve kterych nedoslo k degradaci tukové slozky (napiiklad ¢innosti mikrobialnich enzy-
mil), by tedy mél byt obsah volnych mastnych kyselin zanedbatelny. Z toho plyne, Ze by
nemél byt zjiStén rozdilny vysledek u bazicky a kysele katalyzované esterifikace. Tento
ptedpoklad potvrzuji i vysledky ziskané v této praci. Profil MK vzork® mléka je pro bazic-

ky 1 kysele ptipravené vzorky témet shodny.

Stejné srovnani bylo provedeno u vzorka tuku ziskan¢ho ze smetany. Opét se jednalo o
vzorky mlééného tuku, ze kterych byly pfipraveny methylestery mastnych kyselin pomoci

dvou metod, tedy za kyselé a zasadité katalyzy.

Kazdy ze vzorkl byl proméfen minimalné tiikrat a vysledné hodnoty byly zprimérovany.

Vysledky z obou katalyz byly ndsledné porovnany na obrazku 2.
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Obr. 2. Zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve vzorcich smetany, které byly ziskany

kyselou a bazickou esterifikaci

Na obréazku 2. jsou graficky zaznamenany procentualni plochy piki odpovidajici konkrét-
nim mastnym kyselindm, které jsou obsazeny ve vzorku samotné smetany. Stejné jako u
vzorkll mléka bylo zjiSténo nejvEtsi zastoupeni u kyseliny palmitové, dale byly ve vétSim
mnozstvi ve vzorcich pfitomny kyseliny myristova, stearova a olejova. Na rozdil od vzorkl
mléka, vSak u smetany nebyly pfi analyze detekovany kyseliny heptadekanova a heptade-
cenova. Jejich zastoupeni ve vzorcich mléka vSak bylo velice malé a vytéznost extrakce

tuku byla u smetany niz$i nez u vzorki mléka.

U vzorkt extrahovanych ze smetany stejné jako tomu bylo v ptipadé vzorkl z mléka nelze
identifikovat vyrazné rozdily mezi vysledky z bazické a kyselé¢ katalyzy. Profily MK u

vzorkl ziskanych bazickou a kyselou esterifikaci jsou témét shodné.

Bylo provedeno srovnani vysledka kvalitativni analyzy vzorkdi smetany a mléka a bylo
zjiSténo, ze ziskané profily MK vzorkil se vyraznéji nelii, at’ uz byly methylestery kyselin
ptipraveny bazickou ¢i kyselou katalyzou. Obsah volnych mastnych kyselin v mlécném
tuku je vSak velice nizky. Proto byly v dal$i fazi prace pfipraveny vzorky smetany, do kte-

rych byly pfidavany volné mastné kyseliny.

Na plynovém chromatografu byly tedy dale proméieny piipravené vzorky methylesteri
s ptidavkem volnych mastnych kyselin, a to konkrétné kyseliny palmitové, stearové, olejo-

vé, myristové, laurové a kaprylové. Do jednoho vzorku byly ptfidany vSechny mastné kyse-
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liny o hmotnosti 10 mg a do druhého vzorku vSechny o hmotnosti 50 mg jak jiz bylo uve-
deno vySe u piipravy vzorkl smetany. Z obou vzorkl byly pfipraveny methylestery jak
bazickou, tak kyselou katalyzou. VSechny vzorky byly nasledné prométeny na plynovém
chromatografu, kdy kazdy byl opét nastfiknut minimalné tiikrat a z hodnot byl udélan
pramér. Naméfené vysledky byly nasledné graficky srovnany s vysledky ze samotné sme-
tany, a to pro zasadité katalyzované vzorky na obrazku 3 a pro kysele katalyzované vzorky

na obrazku 4.
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Obr. 3. Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich smetany bez ptidavku MK a smetany

s ptidavkem volnych MK (bazicka katalyza)

Na obrazku 3. je graficky zndzornéno srovnani zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin a
to u vzork methylesterii samotné smetany bez piidavku volnych mastnych kyselin a u
vzorkil kam byly zdmérné pridany volné mastné kyseliny (kaprylova, myristova, olejova,
stearova, laurova a palmitovd) a to do jednoho vzorku byly pfidany vSechny o hmotnosti
10 mg a do druhého vSechny o hmotnosti 50 mg. VSechny tyto jmenované vzorky methy-

lesterti byly pripraveny zasadité katalyzovanou esterifikaci.

Z takto vytvofené¢ho grafického srovnani nejsou viditelné velké rozdily v procentualnim
zastoupeni mastnych kyselin mezi vzorky samotné smetany a vzorky s ptidavkem volnych
mastnych kyselin. Zastoupeni jednotlivych kyselin se mezi vzorky li§i maximalné v jed-
notkach procent. Bazicka katalyza by méla umoznit vznik methylesterti pouze z vazanych
kyselin, zastoupeni MK, které¢ byly ve volné formé do vzorkt pfidany, by se tedy nemélo
na vysledném zastoupeni téchto kyselin projevit. Lze fici, ze tento pfedpoklad byl analyzou

potvrzen.
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Stejnym zptsobem byly analyzovany i vzorky ziskané kyselou katalyzou.

35,00
30,00
25,00
20,00
Plocha [%]
15,00 B Smetana samotna
10,00 B Smetanas 10 mg
5,00 - — MK
Smetanas 50 mg
0,00 - MK
L L L L L L LR LR
@Qo Q&o Q\ < 5 \§° ; éo o\é’\o \@(\o (é&o o\‘?J\o \@Qo d?}\o & ’z}o o\é’\o \(\o\o
2 A% e RN AR N
%’bQ N N \\&\‘7 ,@b ° ,2}6‘\ ,@b ,@b S
QY IRAIRG
Mastné kyseliny

Obr. 4. Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich smetany bez ptidavku MK a smetany

s ptidavkem volnych MK (kyselé katalyza)

Na obrazku 4. je graficky zndzornéno srovnani profilu mastnych kyselin ve vzorku samot-
né smetany a ve vzorcich smetany s ptidavkem volnych mastnych kyselin, kdy do jednoho
vzorku byly ptfidany vSechny mastné kyseliny o hmotnosti 10 mg a do druhého o hmotnosti

50 mg.

Kysele katalyzovana esterifikace by méla vést k prevedeni vdzanych i1 volnych MK na pfi-
slusné methylestery. Pokud by tomu tak bylo, mél by se ptidavek MK projevit zvySenim
procentudlniho zastoupeni téchto mastnych kyselin. Zaroven by zastoupeni téchto kyselin
mélo byt vyssi u vzorkl, do kterych byly kyseliny ptfidany ve vyssi koncentraci. Tento
predpoklad vSak ziskanymi vysledky nebyl potvrzen. Ptikladem lze uvést vysledky pro
kyselinu palmitovou, kterd je ve vsech vzorcich nejvice zastoupena. Tato kyselina byla
pridana do jednoho ze vzorkii o hmotnosti 50 mg ale tento pridavek se podle vysledki vii-
bec neprojevil. Ve vzorku smetany bez pridavku této kyseliny bylo dokonce jeji zastoupeni
vyssi. Stejné je tomu v ptipadé kyseliny olejové a stearové, které byly taktéz ptidany do
vzorku, ale tento pridavek se nijak neprojevil.

V dalsim kroku bylo zji§tovano, zda neni pfi¢inou zjisténych vysledkii proces extrakce
tuku. Byl tedy pfipraven vzorek smetany, do kterého byly volné mastné kyseliny (palmito-
va, stearova, olejova, myristova a kaprylova) ptidany az po extrakci a to vSechny o hmot-
nosti 10 mg. Z tohoto vzorku byly pfipraveny methylestery jak zdsadité tak kysele kataly-

zovanou esterifikaci a pravé ty byly ndsledné¢ proméfeny na chromatografu. Kazdy ze
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vzorkl byl nastfiknut minimalné tfikrat a vysledky byly nasledné primérovany. Poté byly
vysledky srovnany se vzorkem smetany, kam byly ptfidany volné mastné kyseliny ptred
extrakci, taktéz vSechny o hmotnosti 10 mg. Toto srovnani by mélo ukazat, zda je né&jaky
rozdil pokud se do vzorkl ptfidavaji volné mastné kyseliny pfed nebo po extrakci. Toto
srovnani je uvedeno pro bazicky katalyzované vzorky na obrazku 5 a pro kysele katalyzo-

vané vzorky na obrazku 6.
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Obr. 5. Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich smetany s piidavkem volnych MK pied a

po extrakci (bazicka katalyza)

Na obrazku 5 je graficky znazornéno srovnani zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin
pro vzorky smetany, kdy k jednomu vzorku byly pfidany mastné kyseliny pted extrakci a

ke druhému vzorku po extrakci. Tyto vzorky byly pfipraveny zasadité katalyzovanou este-
rifikaci.

Z obrazku nejsou patrné vyznamné rozdily mezi ptidavkem mastnych kyselin ptfed a po
extrakci. Nejvétsi rozdil je patrny u nejvice zastoupené mastné kyseliny a tou je kyselina
palmitova. U kyseliny palmitové, stearové a olejové je videt ze zastoupeni mastnych kyse-
lin je vys$si u vzorku, kam byly mastné kyseliny pfidany pred extrakei. V pripad¢ kyseliny
kaprylové a laurové je tomu ale naopak. Piestoze zjisténé rozdily jsou malé, naznacuji
zev extrahovaném vzorku mize byt nizsi obsah kyselin s krat§im fetézcem, a Ze mize do-
chazet k ur€itym ztratdm téchto kyselin béhem piipravy vzorku extrakci. Je vSak tfeba opét

pfipomenout, Ze se jedna o vzorky ziskané bazickou katalyzou, na kterou by ptidavek vol-
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nych MK nemél mit vliv. Vliv pfidavku volnych MK by se ale mél vyraznéji projevit pii

kysel¢é katalyze, pro kterou jsou vysledky uvedeny nize.
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Obr. 6. Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich smetany s piidavkem volnych MK pied a

po extrakci (kysela katalyza)

Na obrazku 6. jsou graficky znazornény plochy pikti konkrétnich mastnych kyselin pro
vzorky smetany. K jednomu ze vzorkl byly pfidany mastné kyseliny pied extrakci a ke
druhému vzorku byly pfidany az po extrakci. Z téchto vzorkl byly nasledné piipraveny
methylestery kysele katalyzovanou esterifikaci. Z grafu nejsou patrné u vétSiny mastnych
kyselin vyrazné rozdily mezi ptidavkem mastnych kyselin pfed a po extrakci. Nejveétsi
rozdil je pozorovan u kyseliny palmitové. U kyseliny palmitové, olejové a stearové je vyssi
zastoupeni mastnych kyselin ve vzorku, kam byly pfidany volné mastné kyseliny pied ex-
trakci, ale v pfipad¢ kyseliny kaprylové a laurové je tomu naopak, coz bylo prokézano i u
zasadité katalyzovanych vzorkt. Lze tedy fici, Ze vysledky pii kyselé katalyze jsou obdob-
né, jako pfti katalyze zasadité. Behem extrakce pravdépodobné dochazi i u kyselé katalyzy

k ur€itym ztratdm obsahu mastnych kyselin s kratkym fetézcem.

Nakonec byly jesté srovnany vysledky vzorkli methylestert, které byly pfipraveny zasadité
a kysele katalyzovanou esterifikaci a to konkrétn€¢ pro vzorek smetany kam byly pfidany
mastné kyseliny vSechny o hmotnosti 10 mg a tento pfidavek byl pied extrakci. Srovnani

téchto vysledkl je uvedeno na obrazku 7.
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Obr. 7. Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich smetany s piidavkem volnych MK pied

extrakci (bazicka a kysela katalyza)

Na obrazku 7. jsou graficky srovnany profily mastnych kyselin ve vzorku smetany, kam
byly pfidany volné mastné kyseliny (palmitova, laurova, myristova, stearova, olejova a
kaprylova) ptfed extrakci a vS§echny o hmotnosti 10 mg. Z tohoto vzorku byly pfipraveny
methylestery jak zasadité, tak kysele katalyzovanou esterifikaci. Jak je v grafu vidét, tak
stejn€ jako tomu bylo v pfipadé samotné smetany, nejsou zde patrné zadné vyrazné rozdily
mezi bazickou a kyselou katalyzou. A to pfesto, ze pti kyselé katalyze by mélo byt zastou-
peni pfidanych MK vyssi, vzhledem k tomu, Ze by mély byt esterifikovany volné MK.
Mirné vyssi zastoupeni maji ptidané MK s krat§im fetézcem (k. laurova, kaprylova), ale
stejny trend je vidét i u ostatnich MK s kratkym fetézcem, které do smetany pridany neby-
ly.

Z namétenych vysledkl se nepodafilo prokazat, Ze zasadita katalyza esterifikuje vazané
mastné kyseliny a kysela katalyza esterifikuje jak volné, tak vdzané mastné kyseliny, jeli-
koz u obou katalyz se namétené hodnoty témet viibec nelisily, tedy nedoslo ke zvySeni
zastoupeni pridanych MK pfi kysel¢é katalyze.

Z tohoto diivodu byla ptipravena nova série vzorki. Kdy do jednoho vzorku smetany byla
pfiddna volnd mastna kyselina, a to konkrétné kyselina kaprinova o hmotnosti 50 mg.
Z tohoto vzorku byly néasledné pfipraveny methylestery zasaditou a bazickou katalyzou.
Do dalsiho vzorku smetany byl pfidin monoacylglycerol kyseliny kaprinové a z tohoto

vzorku byly taktéz nasledné ptipraveny methylestery jak zasadité, tak kysele katalyzova-
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nou esterifikaci. Kyselina kaprinova predstavovala ptidavek volné MK, monoacylglycerol
této kyseliny predstavoval ptidavek vazané formy kyseliny kaprinové.

Takto ptipravené vzorky byly proméfeny na plynovém chromatografu, kazdy minimalné
ttikrat a vysledky byly nasledné primérovany. Nasledné bylo graficky srovnano procentu-
alni zastoupeni kyseliny kaprinové v samotné smetan¢ kam nebyla ptiddna, se vzorkem
smetany, kam byla zamérné ptidana tato kyselina o hmotnosti 50 mg a vzorkem smetany
kam byl ptidan monoacylglycerol kyseliny kaprinové o hmotnosti 50 mg, kde je tato kyse-

lina ve vazané formé a to jak pro bazicky, tak kysele katalyzované vzorky.
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Obr. 8. Zastoupeni kyseliny kaprinové ve vzorcich s pfidavkem této kyseliny ve volné a

vazané formé (kyseld a bazicka katalyza)

Na obrazku 8. je graficky znazornéno srovnani zésadité a kyselé katalyzy tii vzorkli smeta-
ny. Prvni dva sloupce grafu se tykaji samotné smetany, kam nebyla pfidana zddna mastna
kyselina. Dal$i dva sloupce znazornuji vysledky ziskané pro smetanu s pridavkem MAG a
nakonec jsou v grafu znazornény vysledky ziskané pro smetanu s piidavkem volné kyseli-

ny kaprinové.

Zasadita katalyza by méla esterifikovat vazané mastné kyseliny a kysela katalyza by méla
esterifikovat jak volné, tak vazané mastné kyseliny. Pokud se srovna vzorek samotné sme-
tany se vzorkem, kam byla pfiddna volna mastna kyselina kaprinova, tak je vidét ze kysela
katalyza opravdu rozezna tento ptidavek, jelikoz se zvysila procentudlni plocha u kyselé

katalyzy vzorku s pfidavkem volné mastné kyseliny kaprinové oproti vzorku samotné sme-
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tany. Pfi bazické katalyze se ale ptidavek volné kyseliny neprojevil a jeji zastoupeni bylo

stejné jako ve vzorku samotné smetany.

Pokud se srovna vzorek samotné smetany se vzorkem, kam byl pfiddn monoacylglycerol
kyseliny kaprinové, ktera je zde ve vazané formé, tak je vidét Ze zésadita i kysela katalyza
zaznamenala pridavek této kyseliny, jelikoz doSlo ke zvySeni procentudlni plochy u obou

katalyz oproti vzorku samotné smetany.

Timto experimentem bylo tedy potvrzeno, Ze existuji rozdily mezi kyselou a bazickou ka-
talyzou a Ze tyto metody mohou esterifikovat mastné kyseliny v rizné formé rozdilné. Je
ale tfeba poznamenat, Ze rozdily ve zjiSténych hodnotach jsou velice malé. Navic patii
kyselina kaprinova mezi MK s krat$im uhlikovym fetézcem a z piedchozich analyz se zda,
ze pti kyselé katalyze jsou kyseliny s kratSim fetézcem esterifikovany lépe nez pti bazické
katalyze. Vysledek miize byt ovlivnén i pfipravou vzorkl. Bylo by tedy tieba vysledky
ziskané v této Casti podrobnéji zkoumat a ovéfit, nez by z nich bylo mozné vyvodit jasny
ZAver.

Proto byla v dalsi ¢asti provedena i kvantitativni analyza vzorkt. Vzhledem ke znacnému
poctu typtt MK ptitomnych ve vzorcich byla zvolena pro tuto analyzu pouze jedna z mast-
nych kyselin, které byly do vzork pfidavany. Jednalo se o kyselinu palmitovou, ktera byla

vybréna i proto, ze je ve vSech vzorcich pfitomna v nejvétSim mnozstvi

6.3 Kvantitativni vyhodnoceni metody plynové chromatografie

Pro kvantitativni vyhodnoceni byla zvolena konkrétni mastna kyselina, a to kyselina palmi-
tova, jelikoz na zédkladé vysledkii z kvalitativni analyzy je patrné, Ze je zastoupena ve
vSech vzorcich nejvice. Nejdiive byla pfipravena samotnd kyselina palmitova ve formé
methylesteru a to kysele katalyzovanou esterifikaci. Takto pfipraveny vzorek byl proméien
na plynovém chromatografu a bylo zjisténo, Ze tento vzorek je Cisty, jelikoz byl vidét pou-

ze pik kyseliny palmitové.

Nasledné byly ptipraveny vzorky methylestert kyseliny palmitové pro sestaveni kalibracni
ptimky. Koncentrace roztoki byly 100%, 50 %, 25 %, 12,5 % a 6,25 %. Postup ptipravy je
popsan v metodické Casti prace.

Takto ptipravené vzorky byly nastfiknuty a proméfeny na plynovém chromatografu a byly
zjiStény hodnoty plochy pika kyseliny palmitové (mV/s) v takto pfipravenych vzorcich.

Nasledné byla vytvotena kalibracni piimka zavislosti plochy pikd na koncentraci roztoku,
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z které byla ziskana rovnice piimky. Z kalibracni zavislosti byly nasledné vypocteny kon-
centrace kyseliny palmitové ve vzorcich samotné smetany, smetany kam byly pfidany vol-
né mastné kyseliny o hmotnosti 10 mg pied a po extrakci, dale vzorku smetany kam byly
pfidany mastné kyseliny o hmotnosti 50 mg, vzorku smetany s ptidanou kyselinou kapri-
novou a vzorku smetany s piridavkem monoacylglycerolu kyseliny kaprinové a vSechny

tyto vzorky se ziskanou koncentraci kyseliny palmitové byly nédsledné srovnany na obraz-
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Obr. 9. Koncentrace kyseliny palmitové v testovanych vzorcich smetany (kysela a bazicka

katalyza)

Na obrazku 9. jsou uvedeny ptfesné koncentrace kyseliny palmitové ve vSech ptipravenych

vzorcich smetany.

Pokud by za danych podminek metody platilo, ze bazicka katalyza umoziuje esterifikaci
vazané formy kyseliny a kysela katalyza esterifikuje navic i formu vazanou, byly by vy-

sledky nésledujici:

e Ve vzorku samotné smetany je obsah volné kyseliny palmitové nizky. Vysledky
ziskané bazickou a kyselou katalyzou by tedy mély byt shodné nebo velmi podob-
né. Ze ziskanych vysledki vsak nelze tento predpoklad potvrdit. Pti kyselé katalyze
byla zjiSténa vyrazné nizsi koncentrace k. palmitové.

e Obecné u vsech vzorkli by méla byt zjisténa vyssi koncentrace kyseliny palmitové
u vzorkl pfipravenych za kyselé katalyzy nez pti katalyze bazické. Zjisténé vysled-

ky jsou vSak pfesné opacné.
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e Ve vzorcich s ptidavkem volné kyseliny palmitové, by méla byt koncentrace této
kyseliny vyssi u kysele katalyzovanych vzorkll ve srovnani se vzorkem samotné
smetany. Koncentrace kyseliny palmitové v kysele katalyzovanych vzorcich by mé-
la byt vyssi u vzorkl s vétsim ptridavkem této kyseliny (S 50) oproti vzorku s niz-
$im ptidavkem (S 10). Ve vzorcich vSak byla zjiSténa stejna nebo niz$i koncentra-
ce.

e U bazické katalyzy by se zjisténd koncentrace kyseliny palmitové neméla ménit po
ptidavku této kyseliny ve volné formé. V nékterych vzorcich je ale zjisténa koncen-

trace vyssi.

6.4 Shrnuti vysledku

Nejdtive bylo pracovano se standardizovanym UHT mlékem a mlékem cerstvym. Prvnim
krokem byla extrakce mlééného tuku, ale plivodné navrzeny postup nebyl pro tento ucel
vhodny, proto bylo vyzkouseno vice moznosti extrakce. Nakonec byla nalezena metoda
extrakce, pii které doslo k oddéleni vrstev, a byl ze vzorku mléka ziskan extrahovany tuk.
Bylo ale zjisténo, ze mnozstvi extrahovaného tuku z mléka je velmi malé a spotieba pouzi-
tych rozpoustédel pii druhé metod¢ extrakce by byla znac¢nd, coz by bylo velmi finan¢né
nékladné. Z tohoto diivodu byl vytvofen pouze jeden vzorek mléka a nasledné bylo v této

diplomové préci pracovano se smetanou.

Bylo pfipraveno Sest riznych variant vzorkll smetany, ty byly néasledné extrahovany a
z extrahovaného tuku byly pfipraveny methylestery mastnych kyselin a to jak kyselou, tak
zasaditou katalyzou. Takto piipravené vzorky methylestert jak smetany, tak mléka byly
nasledné proméfeny na plynovém chromatografu a byla provedena kvalitativni a kvantita-

tivni analyza.

U kvalitativni analyzy byly srovnany profily mastnych kyselin u rtiznych vzorkl pfiprave-
nych kyselou a zasaditou katalyzou. Kysela katalyza by méla esterifikovat volné a vazané
mastné kyseliny a zasadita katalyza by méla esterifikovat pouze mastné kyseliny vazané.
Veskeré naméfené hodnoty byly zpracovany graficky, ale ani v jednom ptipadé nebyly
zjiStény vyrazné zmény mezi profily MK u kyselé a bazické katalyzy. Kvalitativni analy-
zou se vSak podafilo stanovit zastoupeni MK v mlééném tuku a toto zastoupeni je ve shodé

s dostupnymi literdrnimi zdroji.
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U kvantitativni analyzy byla vytvofena kalibra¢ni pfimka kyseliny palmitové a na jejim
zakladé byla zjisténa pfesna koncentrace kyseliny palmitové ve vzorcich smetany. Vysled-
ky této analyzy jsou uvedeny v ptedchozi kapitole a Ize je shrnout konstatovanim, Ze ne-
odpovidaji ptredpokladu, ze by touto metodou za téchto podminek a postupu ptipravy vzor-
ka, bylo mozné stanovit obsah volnych mastnych kyselin ve vzorku nebo zménu obsahu

téchto kyselin po jejich ptidavku.

6.4.1 Doporuceni pro optimalizaci metodiky

Cely postup stanoveni volnych mastnych kyselin ve vzorcich mléka a smetany je pomérné
komplikovany a zahrnuje samotnou pfipravu vzorku, tedy extrakci mlééného tuku, dale
ptipravu methylesterti pomoci kysele a bazicky katalyzované esterifikace, a nakonec vlast-
ni analyzu vzorki plynovou chromatografii. Kazdy z vySe uvedenych dil¢ich krokt mtze
mit zasadni vliv na kone¢ny vysledek analyzy a mél by byt tudiz dale studovan a optimali-

zovan.

Predmétem dalsi prace by mohlo byt vice se zaméfit na metodu pouzité extrakce, kterd sice
umoznila ziskdni mlééného tuku ze vzorku, ale bylo zjisténo, ze ze vzorku smetany o
hmotnosti 10 g byly ziskany pouze 2 g extrahovaného mlé¢ného tuku, coz odpovida pouze
20% smetané, pricemz v této diplomové prace bylo pracovano se smetanou 31%. Coz
znamena, ze nebylo vyextrahovano dostate¢né mnozstvi tuku a n€které slozky ptitomné ve
smetan¢ tak mohly byt ztraceny nebo je jejich zastoupeni mohlo zménit. Byla by moZnost
nastavit nové parametry této pouzité extrakce, dale zkouset vytvoftit vice vzorki a testovat
zda ma na extrakci vliv stafi smetany, zpusob jejiho skladovani nebo zvolit dal§i metody

extrakce.

Dale by bylo mozno vyzkouset dal$si metody piipravy methylestert. Jednou z metod by
mohla byt ,,general method* podle normy ES ISO 12966-2:2012 pro piipravu methyleste-
ri mastnych kyselin. Dale by mohla byt pouzita metoda s fluoridem boritym nebo by se
daly pozménit parametry metody, ktera byla pouzita v této diplomové praci. U jednotli-
vych metod by mélo byt dikladné provéteno, zda skutecné dokazi ,,0dlisit™ volné mastné

kyseliny od vazanych forem.

Dale by mohla byt pfedmétem dalsi studie samotna analyza pomoci plynové chromatogra-
fie, kdy by se daly pozménit samotné parametry této analyzy, nebo by se dal pouzit plyno-
vy chromatograf s ddvkova¢em vzorku, aby byla minimalizovana lidska chyba béhem na-

stiiku.
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Pro stanoveni lipolytické aktivity mikroorganizmii by pak bylo zajimavé pfipravit kulti-
vaéni médium o presné definovaném slozeni acylglycerolli a mastnych kyselin. Bylo by
vSak nutné vyftesit, jakym zptisobem by byl tuk do média zapracovan. Médium obsahujici
definované tuky o zndmém mnozstvi by umoznilo i blizsi popis lipolytickych déjii. Dalo by
se napfiklad zjistit, v jakych polohach nebo jaké mastné kyseliny dany mikroorganizmus

$tépi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 67

ZAVER

Diplomova prace obsahuje teoretickou ¢ast, kterd se zabyva zejména obecnymi charakte-
ristikami mastnych kyselin, jejich fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi a jejich rozdéle-
nim podle rtiznych hledisek. Déle jsou zde popsany konkrétni metody pro stanoveni mast-
nych kyselin a to zejména stézejni metoda této prace a tou je plynova chromatografie. Dal-
$1 kapitolu tvofti lipolyticka aktivita mikroorganizmii, a to zejména produkce lipolytickych

enzymt a jejich role v produkci mastnych kyselin.

Prakticka ¢ast této diplomové prace se zabyva konkrétnim stanovenim volnych mastnych
kyselin ve vzorcich samotného mléka a vzorcich samotné smetany, smetany kam byly pfi-
dany volné mastné kyseliny, a to konkrétné kyselina laurova, myristova, palmitova, stearo-
va, olejova a kaprylova, dale vzorky smetany s ptidavkem kyseliny kaprinové a vzorek
smetany s ptidavkem monoacylglycerolu kyseliny kaprinové. Je zde popsana konkrétni
ptiprava vzorki jak mléka, tak smetany. Déle jsou zde postupy extrakce mlécného tuku,
ptipravy methylesterti a samotna metodika metody plynové chromatografie a jeji veskeré
parametry. Dalsi kapitolou je kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni metody plynové

chromatografie.

Pti zavére¢ném vyhodnoceni vysledka bylo zjisténo, Ze pouzitd metoda stanoveni volnych
mastnych kyselin v redlnych systémech v takovém provedeni a s postupy, které byly pouzi-
ty pfi praci na této diplomové praci, neni pro urc¢ené t€ely vhodna. Nésledn¢ je v praktické
¢asti shrnuti veskerych vysledki a jsou zde diskutovany moznosti dal§iho testovani a prace

na optimalizaci této metody.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DHA Kyselina dokosahexaenova
EPA Kyselina eikosapentaenova
PUFA Polynenasycena mastna kyselina
CLA Konjugovana kyselina linolova
FID  Plamenové-ionizacni detektor
HPLC Vysokoucinné kapalinova chromatografie
GC  Plynova chromatografie

IR Infracervena spektrometrie

UV  Ultrafialova spektrometrie

KOH Hydroxid draselny

MK  Mastné kyselina

TAG Triacylglycerol
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