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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
Aktivita 2340/1-2

STUDIJNI MATERIAL PRO PRAKTICKA CVICENI
ZAKLADNI PRINCIPY POUZITE METODY

Stanoveni mastnych kyselin metodou GC

Urceno pro vyuku 4. roéniku magisterského studijniho programu piedmétu Chemie potravin
MLECNY TUK
Mléko savct obsahuje tuk v riznych koncentracich (tabulka ¢. 1). Hlavni funkci mé jako
zdroj energie, zdroj esencialnich mastnych kyselin, podili se na tvorbé aroma a rheologickych

vlastnostech mléénych vyrobkl napf. smetany, masla, plnotu¢ného suseného mléka a syri
(MacGibbon a Taylor, 20006).

Tabulka ¢. 1 Obsah tuku v mléce ruznych druhi savcii (Christie, 1995)

druh tuk (g.1)
krava 33-47
buvol 47
ovce 40 - 99
koza 41 —45
¢loveék 38
kun 19
prase 68
slon 85-190
kralik 183
delfin 62 - 330

Mlécny tuk je slozen pievazné z triacylglyceroli (98 %). Dale jsou zastoupeny fosfolipidy,
cholesterol, volné mastné kyseliny, mono- a diacylglyceroly. Ve stopovych mnozstvich se
v ném vyskytuji také beta karoteny, vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E a K) a slozky majici
vliv na aroma. Procentualni zastoupeni je uvedeno v tabulce ¢. 2 (Taylor a MacGibbon,
2003a).

Tabulky ¢. 2 Slozeni mlécného tuku (Taylor a MacGibbon, 2003a)

lipidy obsah (hm%)
triacylglyceroly 98,3
diacylglyceroly 0,3
monoacylglyceroly 0,03
volné mastné kyseliny 0,1
fosfolipidy 0,8
steroly 0,3
karoteinoidy stopy
vitaminy rozpustné v tucich stopy
slozky ovliviiujici aroma stopy

(C4 — C12; aldehydy; laktony; methylketony)
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Obrazek ¢. 1 a 2 Struktura triacylglycerolu a zdroj mastnych kyselin v mlééném tuku (Taylor
a MacGibbon, 2003a)

MASTNE KYSELINY

(Velisek, 2003). Tuk kravského mléka obsahuje velké mnozstvi mastnych kyselin. Nicmén¢,
mnoho znich je zastoupeno ve velmi malych koncentracich. Pouze cca 15-16 MK je
zastoupeno > 1 %.

Na zaklad¢ vyuziti chromatografickych a spektrofotometrickych metod bylo identifikovano
ptiblizné 400 mastnych kyselin (MacGibbon a Taylor, 2006). Hlavni mastné kyseliny jsou
uvedeny v tabulce €. 3.

Tabulka ¢ 3 Mastné kyseliny (hm%) v mléce (' Taylor a MacGibbon, (2003b), *Christie, (1995))

trivialni nazev krava' buvol’  ovee’ koza®
maselna (4:0) butanovéa 3,7 3,6 4,0 2,6
kapronova (6:0) hexanova 2,4 1,6 2,8 2.9
kaprylova (8:0) oktanova 1,5 1,1 2,7 2,7
kaprinova (10:0) dekanovéa 3,2 1,9 9,0 8,4
laurova (12:0) dodekanova 3,6 2,0 5,4 3,3
myristova (14:0) tetradekanova 11,1 8,7 11,8 10,3
myristoolejova (14:1; cis) tetradecenova 0,9

- (15:0) pentadekanova 1,2
palmitova (16:0) hexadekanova 28,3 30,4 25,4 24,6
palmitoolejova (16:1; cis) hexadecenova 1,6 3.4 3,4 2,2
stearova (18:0) oktadekanova 11,8 10,1 9,0 12,5
olejova (18:1; cis) oktadecenova 18,8 28,7 20,0 28,5
vakcenova (18:1; trans) oktadecenova 4,2
linolova (18:2; cis, cis) oktadekadienova 1,4 2,5 2,1 2,2
CLA (18:2c¢) oktadekadienova 1,1
linolenova (18:3; cis, cis, cis)  oktadekatrienova 0,9 2,5 1,4 -
minoritni kyseliny 4,4 - - -

CLA — konjugovana kyselina linolova
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Slozeni tuku a mastnych kyselin je ovlivnéno celou fadou rGznych faktorti napt. vyzivou,
stadiem laktace, ro¢nim obdobim, zpisobem chovu, individualitou zvifete, typem krmeni,
zdravotnim stavem, v€kem zvifete, intervaly mezi dojenimi atd. (Taylor a MacGibbon,
2003b; Fox a McSweeney, 1998).

Tabulka €. 4 Zastoupeni mastnych kyselin u syru (Hauff a Vetter, 2009)

Mozzarella Camembert kozi smetanovy syr

2.100g" % g.100g" % 2.100g" %
4:0 3,6 18,3 2,8 9,3 1,1 4,6
6:0 2,2 9,2 2,1 7,0 2,1 9,5
8:0 1,2 5,2 1,3 4,2 2,4 10,8
10:0 2,9 12,4 3,2 10,8 8,3 36,8
12:0 3,5 14,6 4,0 13,3 4.8 21,0
14:0 9,5 39,9 11,6 38,7 9,3 41,3
15:0 1,2 4,9 1,2 4,1 0,91 4,0
16:0 23,8 100 30,0 100 22,6 100
17:0 0,57 2.4 0,68 2,3 0,63 2,8
18:0 8,7 36,6 9,6 32,0 7,4 32,7
18:1n-9tr 2,1 8,6 1,9 6,3 1,5 6,6
18:1n-9 16,5 69,3 16,3 54,4 14,9 65,9
18:2n-6 1,6 6,6 1,7 5,7 2,0 8,8
20:0 0,15 0,6 0,16 0,5 0,35 1,6
suma vSech MK 77,4 86,7 78,4

STANOVENI MASTNYCH KYSELIN

Nejpouzivanéjsi metodou pro stanoveni mastnych kyselin je metoda plynové chromatografie.
Pred stanovenim, musi byt mastné kyseliny pfeménény na své methylestery pomoci rtiznych
metod derivatizace. Existuji dva zakladni mechanismy (Wrolstad et al., 2000-2005):

a) hydrolyza mastnych kyselin s ndaslednou methylaci — zahrnuje saponifikaci (alkalicka
hydrolyza), pti které dochazi k rozstépeni esterovych vazeb mezi mastnou kyselinou a
alkoholem (glycerolem) béhem zahtivani vzorku s naslednou methylaci za ptitomnosti kyselé
katalyzy v metanolu.

b) primd transesterifikace — vramci jednoho kroku zahrnuje alkalickou nebo kyselou
katalyzu.

Chromatografie

Jedna se o kvantitativni i1 kvalitativni separacni metodu, pii které se odd€luji — separuji slozky
obsazené ve vzorku. Vzorek se vnasi mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze: staciondrni
(nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) (Klouda, 2003).

Plynova chromatografie

Vzorek se davkuje do proudu plynu, ktery jej unasi kolonou. Aby vzorek mohl byt
transportovan, musi se ihned pfeménit na plyn. V kolon¢ se slozky separuji na zakladé riizné
schopnosti poutat se na stacionarni fazi. Slozky opoustéjici kolonu indikuje detektor. Signal



a2 i
2 i ¥ -. ﬁ-. -_._ : . ?:
Ky e 1 i £ -
evrops 1 £
aociding i - 3 i'\." 7

BAIMISTERSTYD SHOLSTV, OF okl sasni . o
fond v R EVAOPSKA UNIE MLADESE A TELOVFCHWT | e henbumeesachopesst Feran®

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
z detektoru se vyhodnocuje a z ¢asového prubéhu intenzity signalu se urci druh a kvantitativni
zastoupeni slozek (Klouda, 2003).
Vyuziti je u latek, které jsou tepeln¢ stalé, maji relativni molekulovou hmotnost mensi nez
1000. Metoda je pouzitelna k separaci plynil, vétSiny nedisociovatelnych kapalin a pevnych
organickych molekul mnoha organokovovych latek (Klouda, 2003).

Slozeni plynového chromatografu je uvedeno na obrazku ¢. 3.

e zdroj nosného plynu — tlakova lahev, pouzivany jsou vodik, dusik, helium, argon;
Cistici zafizeni — zachycuje vlhkost a necistoty;
regulacni systém — staly nebo programoveé ménici pratok nosného plynu;
davkova¢ — zavedeni vzorku do nosného plynu;
kolona — umisténa stacionarni faze. Kolony mohou byt napliové a kapilarni;
detektor — detekce latek v nosném plynu. Napf. ioniza¢ni detektory - plamenové-
ioniza¢ni detektor, detektor elektronového zachytu; tepelné-vodivostni detektor;
princip plamenové-ionizacniho detektoru
Molekuly plynu se ionizuji v kyslikovodikovém plemeni a vedou ioniza¢ni proud mezi elektrodami.
Nosny plyn se pfed vstupem do hofdku misi s vodikem, vzduch je pfivadén z vnéjSku. Pfitomnost
slozky zvysi ionizaci a elektricky proud se zvétsi. Detektor je velmi citlivy. Detekéni limity jsou
v pikogramech analytu. Jako nosny plyn se nejlépe hodi dusik.

e vyhodnocovaci zafizeni — pocitac;
e termostat — zajisténi dostatecné teploty (Klouda, 2003)
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Obrazek ¢. 3 Schema plynového chromatografu (Klouda, 2003)
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Obrazek ¢. 4 Chromatogram (Klouda, 2003)
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inert — latka, ktera se nezachycuje na kolon¢ a pohybuje se kolonou stejnou rychlosti jako nosny plyn.
h — vyska piku

Y —sitka piku v zdkladné

Y., - sitka piku v poloviné vysky

A — plocha piku

tz — retenéni Cas (urcita doba stravena molekulou v kolon¢)

ty — mrtvy retencni ¢as (molekula v mobilni fazi)

t'z — redukovany retenéni ¢as (molekula v stacionarni fazi)

Validace metody

Kazda metoda musi spliiovat urcitd kritéria. Mezi valida¢ni parametry patii: presnost,
opakovatelnost, reprodukovatelnost, stfedni presnost, spravnost metody, selektivita, citlivost,
linearita, mez detekce, mez stanovitelnosti, rozsah, rozliSeni a slepy pokus (Ptirucka
k programu Effi Validation 3.0).
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