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ABSTRAKT

Obsahem teoretické ¢asti diplomové prace je zopakovani zakladt tuki a olejii. Znacna cast
se sklada z popisu plynové chromatografie, kterd byla pfi praktické ¢asti vyuzivana jako
analyticka koncovka. Pro néasledné vyuziti plynové chromatografie byla popsana kapitola
derivatizace vzorku. V posledni kapitole byly popsany jednotlivé metody derivatizace
(kysela a Dbazickd), ke kterym byly pfifazeny mechanismy esterifikacnich a

transesterifika¢nich reakci.

V praktické ¢asti byly popsany bazicky katalyzované esterifikace s hydroxidem draselnym
a methanolatem sodnym. Za skupinu kysele katalyzované esterifikace byly popsany
esterifikace s kyselinou sirovou a fluoridem boritym. Jako modelové vzorky byly pouzity
komeréné dostupné oleje — olivovy, fepkovy a slune€nicovy. VSechny vzorky byly po
derivatizaci analyzovany pomoci plynové chromatografie a nasledné¢ zhodnoceny a mezi

sebou porovnany.

Kli¢ova slova: Mastnd kyselina, methyl-ester, plynovd chromatografie, derivatizace,

esterifikace, transesterifikace.

ABSTRACT

The content of the theoretical part of diploma thesis is repetition of basic information of
fats and oils. A large part consists of the description of gas chromatography, which was
used in the practical part like a analytical tip. For subsequent use of gas chromatogramy
has been described chapter derivatization samples. In the last chapter were described the
individual methods of derivatization (acidic and basic) to which the mechanisms of

esterification and transesterification reactions have been assigned.

In the practical part was described basic catalyzed esterification with acid, hydroxide and
sodium methoxide. In the group of the acid catalyzed esterification was described
esterification with sulfuric acid and boron fluoride. As the model samples were used
comercially oils — olive, rapeseed and sunflower oils. All samples were analyzed by gas

chromatography after derivatization and subsequently evaluated and compared.

Keywords: Fatty acid, methyl-ester, gas chromatogramy, derivatization, esterification,

transesterification.
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UvVOD

Tuky a oleje jsou nezbytné pro vstfebavani vitamini v lidském téle. Tvofi fadu
metabolickych funkci a ve srovnani se sacharidy a bilkovinami poskytuji nejvice energie.
Podle ptivodu mizeme tuky rozd€lit na rostlinné oleje a zivocisné tuky (sadlo, liij, maslo).
Zakladni slozkou jsou mastné kyseliny, které jsou z chemického hlediska karboxylové
kyseliny s alifatickym uhlovodikovym fetézcem. Obsahuji nejméné Ctyfi nebo vice atomul
uhlika v fetézci. Mastné kyseliny vyskytujici se v pfirozenych tucich, obvykle obsahuji
sudy pocet atomti uhliku. NejbéznéjSimi nasycenymi mastnymi kyselinami je kyselina
palmitova a stearova, nejbéznéjs$i nenasycené jsou kyselina olejova a linolova. Dulezitou
soucasti z vyzivového hlediska jsou nenasycené mastné kyseliny (hlavné esencialni mastné
kyseliny) obsahujici ve své struktufe dvojnou vazbu. Diky dvojnym vazbam jsou mastné
kyseliny nachylné k oxidaci tzv. zluknuti tukti. Vysledkem tohoto procesu jsou nezadouci
produkty, které poté negativné plisobi na zdravotni stav, maji ovSem i nepiijemny chutovy
projev a vuni. Pokud se olej podrobil zluknuti, miZzeme si tuto skutecnost ovéfit

stanovenim charakteristickych vlastnosti tukii a oleji napt. stanovenim ¢isla kyselosti.

Pro stanoveni obsahu mastnych kyselin v jednotlivych jedlych olejich se vyuzivd mnoho
separa¢nich metod. Jednou z nejcastéji uzivanych je plynova chromatografie. Aby se tato
technika mohla vyuzit, musi byt oleje pfevedeny na tékavé derivaty — methyl-estery.
Neexistuje ovSem jeden jediny postup esterifikace, které by bylo mozné pouzit pro
vSechny typy olejii. Cilem praktické ¢asti diplomové prace je studie vhodnych metod

prevedeni methyl-estera.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ANALYZA TUKOVIN

Tuky povazujeme za jednu zelementarnich zivin pro metabolismus c¢lovéka. Jsou
zékladnimi mediatory mnoha signaliza¢nich cest a plni riznou funkci membrénovych
systémd. V pripadé jakékoliv zmény metabolismu mize dojit k zavaznym
kardiovaskularnim nebo metabolickym onemocnénim. Dalsimi dasledky mohou byt

1 mozkové dysfunkce, zvlasté pokud je ovlivnén metabolismus sfingolipidu. [1]

1.1 Lipidy, mastné kyseliny

V soucasnosti  jsou lipidy pojmem s nejednoznacnou definici. Lipidy mohou byt
definovany jako skupinu pfirozené se vyskytujicich latek obsahujici ve své molekule
vazanou mastnou kyselinu. Jelikoz tato definice nezahrnuje fadu bioaktivnich latek
lipidické povahy, které mizeme nalézt v chemické souvislosti s nimi, je proto lépe je

definovat jako skupinu pfirozené se vyskytujicich latek se vztahem k mastnym kyselinam.

Zakladni slozkou lipidl jsou mastné kyseliny. Jde o karboxylové kyseliny s alifatickym
uhlovodikovym fetézcem. Nejméné obsahuje Ctyfi, ale z pravidla vice atomt uhliku.
V ptirodnich tucich se mastna kyselina sestava z nerozvétveného fetézce se sudym poctem
atoml uhliku. N¢kolik mastnych kyselin ma rozvétvené fetézce, jiné obsahuji kruhoveé
struktury nebo lichy pocet atomii uhliku. Mastné kyseliny se pfirozené nenachézeji ve
volném stavu v ptirod¢, obvykle vSak existuji v kombinaci s glycerolem ve formé

triacylglycerolt (TAG). [2] [3] [4]

1.2 1zolace

Pro profilovani neutrdlnich a polarnich lipidd vyuzivime metody jako extrakce,
superkriticka fluidni extrakce (SFE), tenkovrstva chromatografie (TLC) a plynova
chromatografie spojend s plamenovym ioniza¢nim detektorem GC-FID. Pii vyuZiti
extrakce rozpoustédlem zavisi na vybéru rozpoustédla, které volime podle polarity
pfitomnych lipidd. Pfi polarnich lipidech volime polarni rozpoustédla a pii nepolarnich
vyuZzivame rozpoustédla nepolarni. Extrakci Ize provést pomoci hexanu, petroletheru nebo
diethyletheru, kdy se nasledné rozpoustédlo necha odpafit na vakuové odparce a vysuseny
odparek se vazi do konstantni hmotnosti. Vyhodou nepfitomnosti organickych
v superkritickém stavu (31 °C, 7,3 MPa), tzv. scCO,. Vé&tSina postupli extrakce

rozpoustédlem extrahuje soucasné polarni i nepolarni lipidy. Abychom analyzovali obsah
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polarnich lipidd, je nutné je nejprve oddé€lit od neutralnich. Toho 1ze dosahnout pomoci
TLC. Jakmile jsou polarni lipidy odd€leny od neutrdlnich lipidd, mize byt provedena dalsi
analyza a prezkoumani slozeni. TLC a vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)
mohou byt pouzity k analyze riznych tfid fosfolipidi. Pfi TLC muze byt pouzita mobilni
faze obsahujici napt. fosfatidylcholin (PC). Podobné oddéleni I1ze také dosahnout pouzitim
HPLC, pti které se vyuziva sloupec silikagelu a mobilni faze obsahujici propan-2-ol,

chloroform a vodu. [5], s. 173-190] [6]

1.3 Skupinové reakce — tukova cisla

Mezi charakterizaci typickych vlastnosti tuki a oleji patii pfedev§im stanoveni
tzv. tukovych &isel. Radime zde &islo kyselosti, &islo zmydelnéni, esterové &islo a jodové
Cislo. Déle lze stanovit oxidacni stabilitu tukd a olejl, a to napt. pomoci peroxidového
¢isla. Stanoveni tukovych ¢isel je na provedeni jednoduché, informativni, levné a relativné

rychlé.

1.3.1 Cislo kyselosti

Cislo kyselosti je povazovano jako mira obsahu volnych mastnych kyselin v tuku a je
definovano jako mnozZstvi KOH v miligramech potiebné k neutralizaci volnych mastnych
kyselin v 1 gramu vzorku. Stanoveni je zaloZeno na titraci odmérnym roztokem KOH na
vhodny indikator (fenolftalein nebo thymolftalein). Pfirlistek mnoZstvi volnych mastnych
kyselin ve vzorku oleje nebo tuku naznacuje hydrolyzu TAG. Takova reakce nastava
pusobenim enzymu a je ukazatelem nedostatenych podminek zpracovani a skladovani
jako jsou vysoké teploty nebo relativni vlhkost. Zdrojem enzymt muze byt tkan, ze které
byl olej extrahovan nebo se miZe jednat o kontaminant zjinych bunék, vcetné

mikroorganismu. [3], s. 122] [7] [8]

1.3.2  Cislo zmydelnéni

Hodnota je vyjadienda mnozstvim miligramu KOH poZzadované k neutralizaci volnych
mastnych kyselin a celkové zmydelnéni estert 1 gramu vzorku tuku. Je mirou obsahu
volnych a esterové vazanych mastnych kyselin. Vzorek tuku se neutralizuje a hydrolyzuje
varem pod zpétnym chladi¢em s prebytkem alkoholického roztoku KOH. Prebytek KOH

se poté stanovi zpétnou titraci roztokem HCI. [3][8]
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1.3.3 Esterové Cislo

Hodnotu esterového c¢isla mizeme vyjadfit jako pocet miligrami KOH potfebnych
k hydrolyze esterti mastnych kyselin obsazenych v 1 gramu tuku. Vyjadiuje obsah esterové

vazanych mastnych kyselin ve vzorku. [3]

1.3.4 Jodové cislo

Jodové cCislo stanovuje miru obsahu dvojnych vazeb, tedy miru stupné nenasycenosti
daného tuku. Udava procento halogenu (piepocteno na jod), ktery je navazany na tuk za
danych podminek. Principem stanoveni je adice znamého mnozstvi halogenu na dvojnou
vazbu a zjiSténi nezreagovaného <cCinidla naslednou titraci thiosiranem. Vyuziva

se jodometricka titrace metodou odmérné analyzy. [3] [10]
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2 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je metoda separace, pii niz se rozdéli n€kolik chemickych latek podle
rozdilu v rozdé€lovacich koeficientech. Analyty jsou oddéleny pro néaslednou analyzu mezi
nepohyblivou (stacionarni) fazi, ktera ma obvykle velky povrch, a fazi pohyblivou
(mobilni). V plynové chromatografii je mobilni fidze tzv. nosny plyn, ktery unasi
analyzovanou latku chromatografickou kolonou. Stacionarni faze je umisténa v koloné, jeji
schopnosti je rizné siln¢ zadrzovat slozky analyzované latky podle vlastnosti jednotlivych

analytf. [11], [12][13]

Prvni procesy separace jsme mohli pozorovat v pfirod¢ jiz odedavna, napiiklad pfi
rozdélovani chloroplastovych pigmentd zrostlinnych extraktl. Samotny nazev

chromatografie proto pochézi ze slov chromos — barva a graphein — psani. [12] [14] [15]

vzorek

shér dat
regulace pratoku n?’stfik vzorku i
pfes septum
/ m—L— ﬂaﬁLLJLL
A
tp

chromatogram

\ detektor

\ pec kolony

\ chromatograficka kolona

tlakové lahve s plyny
Obr. 1. Schéma plynové chromatografie, schéma upraveno dle [16]

2.1 Popis procesu

Plynova chromatografie je zvlast¢ vhodna metoda pro slouceniny, které jsou tékavé,
tepelné stabilni s relativni molekulovou hmotnosti mensi nez 1000. Je urcena k separaci

plynnych, kapalnych i pevnych analyt s bodem varu nejvyse okolo 400 °C.

Nosny plyn je veden z tlakovych lahvi do chromatografické kolony pies Cistice kysliku
a uhlovodiku tzv. trapy, regulatory tlaku a pratoku. Pomoci trapt (Obr. 2), které pracuji
jako Cistici patrony, jsou eliminovany necistoty plyn. Vzorek se vstfikuje do proudu

nosného plynu a odpatuje se do plynného stavu vysokou teplotou uvnitf injektoru predtim,
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nezli je veden do kolony. Kolona je umisténa v termostatu. Pohyblivy proud plynu, ktery
se pohybuje stialou rychlosti, separuje slozky analyti v urcitém potfadi. Pro detekci
a kvantifikaci separovanych slozek se pouzivaji rizn¢ vhodné detektory. Pomoci pocitace

je dale signal z detektoru zpracovavan na chromatograficky vystup — chromatogram. [17]

Obr. 2. Trapy pro cisténi plynii

2.2 Mobilni faze

VétSina soucasnych pfistrojii plynové chromatografie pracuje s heliem, jako nosnym
plynem, a to hlavné diky jeho dobré difuzivité¢ a viskozité. Stoji za uvaZeni, zda
v nékterych ptipadech, 1ze pouzit vodik namisto helia, a to hlavné z hlediska efektivity,
bezpec¢nosti a nakladi. Pfi vybéru nosného plynu je nutné zohlednit také Cistotu plynu,
cenu i typ pouzitého detektoru. Vodik je stejné zddanym nosnym plynem, méa podobnou
difuzivitu jako helium. Z hlediska bezpecnosti neni ptili§ vhodny, je hotlavy se vzduchem
a je schopny vytvofit explozivni smés. Pro vSechny plyny obecné plati: se zvySujici se
teplotou viskozita roste. Se zvySujici se teplotou se také zvySuje rozdil v i€innosti mezi
vodikem a heliem. U helia viskozita stoupa zna¢né rychleji neZ u vodiku a vysledkem jsou
1 krat$i Casy analyzy. Dale se pouziva dusik, ktery je kvili své pomalejsi diftizi urcen
v laboratofich spiSe tém, kteii na vysledky analyzy nespéchaji a musi tak pocitat s delsi
dobou separace. Ve skutecnosti vSechny nosné plyny poskytuji podobnou ucinnost
separace, a to za predpokladu, ze jsou odpovidajicim zplsobem upraveny podminky

analyzy. Dal$imi pouzivanymi plyny jsou argon nebo oxid uhli¢ity. [19] [20] [21] [22]
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2.3 Stacionarni faze — kolony

Jednim zrozhodujicich faktori pro dosazeni spravnych analytickych podminek je
chromatograficka kolona, ve které probiha separa¢ni proces. Tato ¢ast je Casto oznacovana
jako srdce chromatografu a mizeme ji povazovat za ustfedni bod chromatografického
systému. Volba typu a rozméra kapiladrni kolony urcuje proveditelnost, kvalitu a dobu

analyzy.

2.3.1 Naplnové kolony

Nejcastéjsi rozméry naplnovych chromatografickych kolon jsou od desitek centimetr po
nékolik metra dlouhé, s vnitinim primérem 2—5 mm. Kolony naplnéné sorbenty (adsorp¢ni
mechanismus, GSC — Gas Solid chromatography) oddé€luji slozky v proudu nosného plynu
adsorpci. V tadé védeckych publikaci je uvedeno pro GSC pouziti silikagelu nebo oxidu
hlinit¢ho (alumina). Silikagel a oxid hlinity nabizeji Siroké spektrum povrchovych
vlastnosti. Silikagel je amorfni forma SiO; s velmi porézni strukturou. Povrch je pokryt
hydroxylovymi skupinami, tyto skupiny mohou byt rozdéleny na volné nebo vazané
hydroxylové skupiny. Aktivita oxidu hlinitého je ovlivnéna dvéma hlavnimi faktory, a to
chemickou povahou, ktera zahrnuje pocet hydroxylovych skupin a poté pocet kyselych
mist na povrchu, které zavisi na velikosti poru a jejich rozlozeni. Tyto obalové materialy
jsou vyznacovany vysokou selektivitou, tepelnou stabilitou a odolnosti vicéi riiznym

vnéj$im faktortim. [23] [24] [25]

2.3.2 Kapilarni kolony

Kapilarni kolony jsou vyrobeny ztaveného oxidu kifemicit¢ho potaZzené ochrannym
povlakem z polymeru, poly(imid). Délky kolony se pohybuji v rozmezi od 15-100 metrii
s vnitinim primérem ptiblizné¢ 100-500 pm. Kapilarni kolony maji obsaZeny tfi zakladni

typy staciondrni faze.

Kolona WCOT (Wall Coated Open Tubular)

Kolona je na wvnitini sténé¢ kapilary pokrytd tenkou vrstvou stacionarni faze, na
které dochazi k vlastni separaci vzorku. Sila staciondrni fidze se mize pohybovat

v rozmezi 0,1-0,5 pm, nejcastéji o tloust’ce 0,25 um.
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Kolona SCOT (Support Coated Open Tubular)

Vnitini sténa kapilary je tvofena tenkou vrstvou pevného nosice, na ktery je adsorbovédna
kapalna faze. Uginnost separace kolony SCOT je vice &inna neZ kolony WCOT, diky

vetsi ploSe povrchu staciondrni faze.

Kolona PLOT (ParousLayer Open Tubular)

V této porovité koloné je typickym ptikladem adsorbentu molekuldrni sit’ z oxidu hlinitého

a silikagelu, ktera je pfipojena k vnitini sténé kapilary.

[ kapilarni kolona
B kapalnd stacionarni faze
porézni pevna podpora

0 porézni pevna podpora potazena kapalnou stacionarni fazi

Obr. 3. Typy usporadani kapilarnich kolon, upraveno dle [26]

Délka kolony, typ a sila stacionarni faze jsou povazovany za nejdileZitéj$i parametry
ovliviiyjici nejen pribéh separace, ale viibec i jeji uspokojivou proveditelnost. O néco
mén¢ Casté parametry kolon muze byt vlastnost uziti ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem, teplotni rozsah pouziti anebo substratova specifi¢nost kolony (pesticidy,

1é¢iva, aromaty, chiralita aj.). [26] [27]

V soucasné dob¢ pritahuje pozornost jako staciondrni faze pro kapilarni plynovou
chromatografii oxid grafitu (GO), také nazyvany jako grafitovy oxid. Oxid grafitu je
sloucenina uhliku, kysliku a vodiku. Jedine¢nymi vlastnosti a moznymi aplikacemi je

zkouméano vyuziti nanovlaken GO jako stacionarni faze. [28]

2.4 Injektor

Nasttik vzorkl do plynového chromatografu zavisi na povaze vzorkl. Vzorek se vsttikuje

pfes pryzovou piepazku nazyvanou septum. Vstiikovany objem vzorku by mél byt co
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nejmensi, obecné se pohybuje v rozmezi od 0,5-5,0 pl. Vzorek je vstiikovan do vyhiivané
sklenéné vlozky, liner, kde dojde k odpateni a promichani par vzorku s mobilni fazi. Pro
zavadéni vysoce koncentrovanych vzorkii do kapilarnich kolon jsou pouzivany injektory
s délicem toku nosného plynu, tzv. splitter. Pouzivana technika s délicem toku nadavkuje
jen cast (rozd€lovaci rezim) nebo cely vzorek (rezim bez rozdéleni) do kolony. Rezim bez

rozdé€leni Ize vyuzit pti stopové analyze. [29]

2.5 Kolonovy termostat

Pii plynové chromatografii je vztah mezi chromatografickymi piky a teplotou kolony
zasadni. V mnoha ptipadech se tedy vyplati kolonu néjakym zpiisobem termostatovat.
Zmény teploty zpiisobuji vyznamné retencni posuny. Chromatografické piky zavisi jinak
na teploté kolony pro eluci izotermélni (konstantni teplota kolony béhem analyzy)a jinak
pro teplotn¢ naprogramovanou eluci, gradientovy ohiev. V obou ptipadech je ale kontrola
teploty velice zasadni. DodrZenim teplotnich zavislosti zabranime zménam tvari

a rozliSeni chromatografickych pikli nebo docilime zkraceni doby analyzy. [14] [30]

2.6 Detektory

Detektor je schopen reagovat na pfitomnost analytu a vysilat signal, ktery je poté
zaznamenavan v zavislosti na ¢ase. Mezi jeho Zadouci vlastnosti fadime vysokou citlivost,
selektivitu a stabilitu, kterd je spojend s maximalni rychlosti odezvy, pokud jde o zménu ve
slozeni plynu, ktery opousti chromatografickou kolonu. Vychazejici mobilni faze

se vzorkem z kolony by mél mit nizsi teplotu nez detektor. [14] [31]

2.6.1 Plamenové ionizacni detektor (Flame Ionization Detector, FID)

Je jednim z nejpouzivanéjSich detektori. Je vhodny pro Siroké rozmezi koncentraci, je
citlivy na molekuly vétSiny slouc¢enin obsahujicich uhlik. Hofenim uhlikovych slou¢enin
v plameni vznikaji ionty, diky nimZ nasledné dojde ke zménam elektrické vodivosti. Tyto
zmény jsou poté méfeny. Mnozstvi vzniklych iontl v plameni detektoru je Umérny
mnozstvi pfitomné uhlikové slouCeniny. Ze spodni ¢asti detektoru vstupuje do kolony
nosny plyn, je smichan s vodikovym plynem a volitelnym inertnim plynem, nejcastéji
dusikem v oblasti pod plamenem. Tato smés se pak kombinuje se vzduchem a spali se
tésné nad tryskou vedouci do hotaku. Detektor je opatfen dvéma elektrodami, na které se

vkladad stejnosmérné napéti. V plameni spalovanim uhlovodikd vznikaji elektrony
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a organické kationty, které se shromazd’uji pod vlivem -elektrického pole, elektricka
vodivost a proud je zvySen a vysokofrekvencni komponenty jsou odfiltrovany. FID je
témet univerzalnim detektorem organickych sloucenin, kromé¢ karbonylovych
a karboxylovych skupin. VétSina anorganickych slou¢enin a mnoho plynt, jako je H.O

a COy nejsou detekovany. [14], [31][32] [33]

katoda

kysliko—vodikovy zdroj
.| napajeni
et zapalovaci Paj
civka +

anoda

vzduch vodik

Obr. 4. Plamenové ionizacni detektor FID, upraveno dle [26]

2.6.2 Tepelné vodivostni detektor (katarometr, Thermal Conductivity Detector,

TCD)

Jedna se o detektor nedestruktivni, chemicky nereaguje s rozpusténymi latkami, ale reaguje
na zmeénu tepelné vodivosti Cistého nosného plynu ve srovnani s vodivosti smési
analyzované latky a nosného plynu. Citlivost TCD na rtizné rozpusténé latky je predepsana
tepelnymi vodivostmi rozpusténych latek vzhledem k nosici. VéEtsi citlivost vytvareji latky,
které se v tepelné vodivosti od nosného plynu lisi. To d€ld TCD univerzalni bez zéavislosti
na specifickych chemickych prvcich nebo strukturdch. Detektor ma vysokou citlivost

u plynti s vyssi tepelnou vodivosti (He, H2, CH4). [32] [34]

2.6.3 Detektor elektronového zachytu (Electron Capture Detector, ECD)

Detektor elektronového zachytu je prikladem selektivniho detektoru, je vysoce vyberovy
vici rozpoustédlim s elektronegativnimi funkénimi skupinami, jako jsou halogeny

a nitrosloudeniny. Detektor se sklada z B-zafice, jako je ®*Ni. Pokud do detektoru vstupuji
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molekuly, které obsahuji elektronegativni funk¢ni skupiny, zachycuji nékteré z elektronii
atim dochazi ke snizeni ionizacniho proudu. ECD je pravdépodobné nejcitlivejsi
z detektorti, 1ze ho vyuzit pro stopovou analyzu halogenovanych organickych sloucenin,
jako jsou chlor-organické pesticidy, herbicidy a halogenované uhlovodiky v fad¢é typt

vzorki. [27] [32]
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3 DERIVATIZACE VZORKU PRO PLYNOVOU
CHROMATOGRAFII

Derivatiza¢ni reakce jsou urceny k pfeméné analytu pro plynovou nebo kapalinovou
chromatografii (GC, LC). Jde o reakce, které 1ze definovat jako techniky, které modifiku;ji
funk¢ni skupiny a tim padem i chemické a fyzikalné-chemické vlastnosti analytu. Zvysuji
Sanci na lep$i detekovatelnost ¢i schopnost u¢inngjSiho chromatografického déleni na

koloné.

Proces derivatizace snizuje adsorpci analytu v chromatografickém systému, zvySuje
tékavost vzorku, zlepSuje stabilitu a odezvu detektoru, déleni pikd a poskytuje dobrou
symetrii. Vybér metody derivatizace pro analyzu slouCenin bude zéaviset na analytech,
dostupnych c¢inidlech a typech reakci, které mohou poskytovat pozadované vysledky

v plynové chromatografii.

Pro GC piedstavuji problém slouceniny, které maji tendenci tvofit intermolekuldrni
vodikové vazby a vyrazné ovliviiuji tékavost sloucenin. Jsou to predevSim
slouceniny, které obsahuji funkéni skupiny s aktivnim vodikem; Skupiny thiolova -SH,
hydroxylova -OH, primarni nebo sekundarni aminoskupina -NH a v neposledni tadé

skupina karboxylova -COOH. [35] [36] [37]

3.1 Selektivita

Derivatizace muze byt pouzita pro zlepSeni chromatografického vykonu a tvaru piku.
Vysledny derivat ma poskytnout symetricky pik odpovidajici vychozi slouceniné.
Problematické funkéni skupiny polarnich slou€enin nejsou dobie detekovany, protoZe maji
tendenci adsorbovat do plochy sloupce piku, coz zptsobuje Spatnou nebo Zadnou odezvu.

[36][38]

3.2 Detekovatelnost (Citlivost)

Detekovatelnost je signal vysledku, ktery vychéazi z interakce mezi analytem a detektorem.
Zvyseni detekovatelnosti lze dosahnout bud zvySenim objemu slouceniny, nebo

zavedenim funkcnich skupin, které mtze detektor snadnéji zachytit. [35] [36] [38]
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3.3 Derivatizac¢ni Cinidla

Derivatiza¢ni ¢inidlo je latka, kterd je vyuzita k chemické modifikaci slouc¢eniny za vzniku
nové slouceniny. Aby vychozi sloucenina odpovidala pozadovanym vlastnostem pro

analyzu v GC, musi splnovat nasledujici kritéria:
— pii tvorbé derivatu nesmi dochézet ke strukturnim zménam,
— ¢inidlo nesmi pfispivat ke ztraté vzorku béhem reakce,
— derivat musi byt stabilni i s ohledem na cas,
— derivat musi byt vhodny pro pouzity detektor.

Dutlezitou uvahou pii volbé derivatiza¢niho ¢inidla pro vzorky oleji je ohled na slozeni
mastnych kyselin ve vzorcich, které maji byt derivatizovany. Piikladem zohlednéni je
pfitomnost mastnych kyseliny s kratkym fetézcem nebo volné mastné kyseliny.
S polynenasycenymi mastnymi kyselinami musi byt zachdzeno opatrné a nesmi byt
vystavovany agresivnéj§im podminkam, nez je nezbytn¢ nutné. Je tieba si uvédomit, ze
¢inidla, ktera jsou pfi pouziti za optimalnich podminek vyhovujici, mohou byt pro mastné

kyseliny destruktivni. [35] [36] [37] [39] [40]

3.4 Typy derivatiza¢nich reakci

Mastné kyseliny se mohou vyskytovat v pfirozené¢ volném stavu, nejcastéji se vyskytuji
jako estery spojené s glycerolem, cholesterolem nebo alifatickymi alkoholy s dlouhym
fetézcem. Mohou byt izolovany jako Cisté lipidy nebo jako smésny lipidovy extrakt.
Neexistuje jediny postup esterifikace, ktery by mohl byt pouzit ve vSech ptipadech.
Derivatiza¢ni reakce pouzivané pro GC spadaji do tii oblasti obecnych reakci; Alkylace,

jejichz obecnym procesem je esterifikace; dale Acylace a Silylace. [35][37]

3.4.1 Alkylace

Alkylace &asto byva prvnim krokem pro dalsi derivatizaci. Casto byva pouZivana jako
zpiisob ochrany aktivnich vodikii ve vzorku molekuly. OvSem hlavnim pouzitim této
reakce je pfeména organickych kyselin na estery, zejména methyl-estery, které produkuji
hodnotnéjsi chromatogramy v GC nez volné kyseliny. Alkylace je vhodna pro ptipravu
analyzy karboxylovych kyselin, amind, amidd, alkoholu, thiold a sulfonamidd. Jako

katalyzator se doporuCuje anorganickd kyselina, napfiklad kyselina chlorovodikova.
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Ziskané alkyl-estery nabizeji vynikajici stabilitu a v pfipadé potfeby mohou byt izolovany
a skladovény 1 po delsi dobu. [35] [36]

3.4.2 Acylace

Derivatizace acylaci je typ reakce, ve které je acylova skupina zavedena do organické
slouceniny. Jde o reakci, kterd je oblibend pro vyrobu tékavych derivatl vysoce polarnich
a t¢kavych organickych materialti. Slouceniny, které obsahuji aktivni vodiky, mohou byt
acylaci prevedeny na estery, thioestery a amidy. V této reakci se acylacni Cinidla zamétuji
na vysoce polarni, multifunkéni slouCeniny, jako jsou sacharidy a aminokyseliny.
Zietelnou vyhodu poskytuji zavedenim skupin zachycujici elektrony, které zvysuji citlivost
béhem analyzy. Tato ¢inidla jsou dostupnd jako anhydridy kyselin, acylové derivaty nebo
acylhalogenidy. Anhydridy kyselin jsou k dispozici vfad¢ fluorovanych konfiguraci
a pouzivaji se predevSim pii pouziti ECD nebo FID detektori. Fluorované anhydridy

se Casto pouzivaji pii derivatizaci vzorkd pfi potvrzeni zneuzivani drog. [35] [36] [38]

3.4.3 Silylace

Patfi mezi prevladajici derivatizacni metodu. Silylaci zavadime silylové skupiny do
molekuly, obvykle nahrazenim aktivniho vodiku. Nahrazenim dochézi ke sniZeni polarity
slouceniny. Slouceniny obsahujici aktivni atomy vodiku, které lze premeénit silylaci, jsou
kyseliny, alkoholy, thioly, amidy, aminy, ketony a aldehydy. Po silylaci jsou mnohé
hydroxylové a aminoslouceniny uspé$né analyzovany, jinak jsou povazovany za netékavé
nebo nestabilni pii 200-300C. Silylované derivaty jsou méné polarni, t€kavejsi a tepelné
stabiln€jSi, a tim poskytuji uzké a symetrické piky. Mohou také slouzit ke zvySeni
hmotnostnich spektrometrickych vlastnosti derivatt. Volba silylového cinidla je zalozena
na jeho reaktivité a selektivit® ke sloudenind. Cinidla jsou kompatibilni s vétsinou

detekénich systémi, pokud nejsou pouzivany v piebytku. [35] [36][41]
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4 METODY ESTERIFIKACE A TRANSESTERIFIKACE
Z POHLEDU MASTNYCH KYSELIN A OLEJU

Esterifikacim mastnych kyselin a k transesterifikacim oleji se vyskytuje velké mnozstvi

literarnich zdroja primarniho charakteru anebo védeckych shrnuti.

Zéakladnim dokumentem muze byt bran souhrnny text W. W. Christicho [42] o metodach
pfiprav esterti mastnych kyselin v olejich a tucich pro chromatografickou analyzu at’ pro

GC nebo LC uspotadani.

Samotna esterifikace nebo transesterifikace bez pfitomnosti katalyzatoru nebézi anebo
velmi pomalu. Proto se s vyhodou k reakéni smési pfidavaji rzné typy katalyzatord.

Zakladnimi katalyzatory jsou ¢inidla kyselého nebo bazického charakteru.

Jako charakteristick¢ kyselé Ccinidla jsou uvadény roztoky Brenstedovych kyselin
v alkoholu, napft. chlorovodik nebo H2SO4, Lewisovych kyselin, napt. BF; a nebo jinych
jako jsou AICI3, kyselina para-toluensulfonova nebo iontoméni¢ v silné kyselém modu.
Nastinéné mechanismy esterifikace mastné kyseliny a transesterifikace TAG jsou uvedeny

nize v samostatnych kapitolach.

Mezi pouzivané bazické katalyzatory mizeme nalézt roztoky hydroxidd ¢i uhliCitanii
sodného ¢i draselného a alkoholaty, jako ionické zéstupce. Jako neionické baze jsou
udavany latky charakteru organickych bazi, viz Obr. 5. Mechanismus transesterifikace

TAG je popsan v kapitole niZe.

POZOR! Esterifikace volnych mastnych kyselin bazickymi katalyzatory jako jsou
alkoholéty nebo anorganické hydroxidy NEPROBIHA!

TBD DBU DBN

Obr. 5. Zleva: 1,5,7-Triazabicyklo[4.4.0]dek-5-en (TBD), 1,8-Diazabicyklo[5.4.0]undek-7-
en (DBU), 1,5-Diazabicyklo[4.3.0]non-5-en (DBN) [48]

K esterifikacim a k transesterifikacim mastnych kyselin a olejii je na misté uvést nekteré
dal$i obecné informace. Je nutné uvazovat, ze tyto typy reakci jsou zasadné rovnovazné.

Pokud chceme ovlivnit vytéZek nami pozadovanych produktl je potfeba rovnovihu
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vyrazné posunout na pravou stranu reakce, napt. odebiranim vedlejSich produktt (reaktivni
jimace vody, tzv. waterscavengers, 2,2-dimetoxypropan) nebo velkym piebytkem
pouzité¢ho alkoholu. U polynenasycenych oleji je potieba brat v potaz i bo¢né reakce na
dvojnych vazbach pii praci s koncentrovanéjSimi ¢inidly nebo za delSich reakcnich cast.
V dostupnych publikacich je taktéz vyzdvihovéno, aby se volba alkoholu, ktery ma slouzit
jako esterifikacni Clen reakce nevolil pouze methanol, ale napf. pro tuky s kratSimi

kyselinami alkohol s vy$§im poctem uhlikl, tedy az butan-1-ol. Snizi se tak v tomto

4

4.1 Mechanismy esterifika¢nich a transesterifika¢nich reakci

Tato ¢ast je do prace vlozena z diivodu, Ze mohou nastinit, osvétlit slozitost téchto typil
reakci. Také se v liternich zdrojich napf. pro esterifikaci v kyselém prosttedi vyskytuje jen

jedna ze dvou moznosti.

(A) Kysele katalyzovana esterifikace volné kyseliny

Protonaci karbonylové skupiny se docili aktivace karboxylové kyseliny 1 k nukleofilnimu
napadeni alkoholem 2, kdy vzniké tetraedricky intermedidt 3. Pfesunem protonu z jednoho
atomu kysliku na druhy vznikd druhy tetraedricky intermediat 4. Z tetraedrického
intermediatu je vodou odstépen proton, regeneruje se kysely katalyzator. Preskupenim

vazeb dochézi k eliminaci vody a vznika pozadovany ester 5.

A
5 W® » R OH o
T Y : D) H i
y: = ||’/\-? = ,,C\ Rle——= .C-0R! == ¢ +
R rC H R\ O I:I’:‘ R” “OR!
H
1 2 3 4 5

Obr. 6. Mechanismus esterifikace volné kyseliny [44]
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(B) Kysele katalyzovana esterifikace volné kyseliny

Reakce je =zahdjena protonaci hydroxylové skupiny karboxylové kyseliny 1.
Z meziproduktu 2 se odStépi voda za vzniku karbokationu 3. Karbokation je atakovan
volnym elektronovym parem na atomu Kkysliku alkoholem. Vznikly meziprodukt

4 ptechazi na pozadovany ester 5 eliminaci protonu.

.. (0] '/_\ (0]
‘0 RLOH 1| ~ o
[ OH I H

| (== c. ==r%-0 Looh |E ¢
R R R g0~ R OGR!
R1
1 2 3 4 5

Obr. 7. Mechanismus esterifikace volné kyseliny v kyselém prostiedi [46]

Kysele katalyzovana transesterifikace TAG na methyl-estery

Protonace karbonylové skupiny esteru 1 vede ke karbokationu 2, ktery méa dve rezonan¢ni
podoby. Po nukleofilnim ataku alkoholem (metanol) vzniké tetraedricky meziprodukt 3.
U tohoto meziproduktu dojde k ptenosu protonu a nésledn¢ se z meziproduktu 4 eliminuje

glyceridovy zbytek. Béhem eliminace vznika i Zddany methyl-ester 5.

e M H QCH
O: -0/- OH :0:/ [©) (o)
2 ol R R” “ocH
:0‘) 0CH3 3
e /
CH0H  HC  y >

Obr. 8. Transesterifikace TAG na methyl-ester v kyselém prostiedi [46]

Bazicky katalyzovana transesterifikace TAG na methyl-estery

Prvnim krokem je reakce baze B s alkoholem za vzniku alkoxidu a proponovaného

katalyzatoru.

N
RO-H +i ==RO°+EH®  CH,O0H+E == cH,0+ BH®

Obr. 9. Reakce baze B s alkoholem za vzniku alkoxidu [46]

Druhym krokem je jiz samotnd reakce alkoxidu (methanoldtu) s TAG 1. Dochazi
k nukleofilnimu napadeni karbonylové skupiny TAG 1 salkoxidem, pfiemz se

vytvafi tetraedricky meziprodukt 2. Meziprodukt 2 po pteskupeni vazeb odstépuje chtény
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methyl-ester 3 a sam piechazi na glyceridovy anion 4, ktery z proponované baze odebira
proton. Takto se regeneruje baze B a vznikd dialkylglycerid S5, znéhoz se tvofi

alkylester a odpovidajici anion diglyceridu. Podobné reaguji 1 diacyl- a monoacylglyceroly.
[44], [45][46] [47]
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Obr. 10. Vznik dialkylglyceridu [48]
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PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem diplomové prace je vyvoj a oveéfeni vhodného postupu piipravy methyl-esterti
mastnych kyselin obsazenych ve vzorcich oleji a tukli, napt. methoxidem sodnym, za
katalyzy fluoridem boritym. Esterifikace methanolickym hydroxidem draselnym
a kyselinou sirovou jsou metody na Ustavu technologie tuktl, tenzidt a kosmetiky znamy
apouzivané. DalSim krokem je analyza takto pfipravenych esteri mastnych kyselin
pomoci plynové chromatografie na dvou typech chromatografickych kolon

(polarni/nepolarni faze) a porovnani zastoupeni jednotlivych analytl a postupd.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Rostlinné oleje

Metody piiprav methyl-esterti byly testovany na tfech vzorcich jedlych olejii dostupnych

v obchodnich fetézcich v Ceské republice.

Z védeckych publikaci byly ziskany procentudlni zastoupeni mastnych kyselin. Obsahy
jedlych oleju, které byly testovany, jsou uvedeny v 7Tab. 1.

Tab. 1 — Obecné slozeni jedlych olejui [49] [50] [51] [52] [53] [54]

Rostlinny olej )
Mastna kyselina Slunecnicovy Olivovy Repkovy
[%] [%] [%]
Kyselina palmitova C16:0 5-7 9-15 24
Kyselina palmitoolejova C16:1 (9) cis <0,1 0,4-3 0,2-0,6
Kyselina stearova C18:0 5-9 1-2 1-3
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 14-34 47-79 52-66
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 57-79 2-8 9-22
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis <0,1 0,51 4-14

Na zékladé srovnani testovanych oleji z védeckych publikaci 1ze konstatovat, Ze obsahy
nasich vzorka byly shodné.
Olivovy olej

Komer¢ni nazev vzorku: Extra Virgin Olivovy olej

Mnozstvi: 500 ml

Ptivod: Spanélsko

Vyrobce: Gaston, spol. s r.o.

Repkovy olej
Komeré&ni nazev vzorku: Amphora 100% Repkovy olej
Mnozstvi: 1000 ml
Pivod: Némecko

Vyrobce: COP Cargill Oil Packers
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Slunecnicovy olej

Komer¢ni nazev vzorku: Lukana Slunecnicovy olej

MnozZstvi: 1000 ml

Puvod: Ceska republika

Vyrobce: Glencore Grain Czech s.r.o.

6.2 Chemikalie

Cisté pouzité chemikalie a rozpoustédla.

e Methanol koncentrovany p.a.; (IPL, Ing. Petr Lukes, CAS: 67-56-1)

e Hydroxid draselny (PENTA, Ing. Petr Svec, CAS: 1310-58-3)

e Hexan, 99 % p.a.; (VWR Chemicals, CAS: 110-54-3)

e Petrolether p.a.; (Ing. Petr Lukes, CAS: 64752-49-0)

e Kyselina sirova, HoSO4, 96% p.a.; (mikroCHEM, CAS: 7664-93-9)

¢ Fluorid bority, BF3*-MeOH, 20 %; (VWR Chemicals, CAS: 16045-88-8)

e Methoxid sodny/methanolat sodny, 98 % (Alfa Aesar, CAS: 124-41-4)

e NaCl p.a. (Ing. Petr Lukes$, CAS: 7647-14-5)

e Siran sodny (Na2SO4) bezvody Ph. Eur.; (IPL, Ing. Petr Lukes, CAS: 7757-82-6)

Cinidla pfipravovana
e Methanolicky roztok KOH

Priprava IM methanolického KOH

m=c-V-M

l
10,11-56,106 ——

m= LT mol

m = 5,6106 g

Methanolicky roztok H2SO4
Priprava 10% methanolické H>SO4

Cl'V1=C2'V2

mol

0,96 ==V, = 0,1 =2+ 0,025 1

V; =0,00261; 2,6 ml
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Kde:
m — hmotnost navazky [g]

¢ — pozadovana koncentrace KOH

[mol/1]

M — molarni hmotnost KOH [g/mol]

c1 — koncentrace HoSO4 [mol/1]
¢2 — pozadovana koncentrace [mol/1]

V>, —  objem  pfipravovaného

roztoku [1]

V — objem pfipravovaného roztoku [1]

6.3 Pristroje a vybaveni

e Plynovy chromatograf Shimadzu GC — 14A sFID detektorem. Polarni kolona
Agilent Technologies DB-WAX.
Chromatograficka stanice CSW 32.
Popis pouzité metody a nastaveni pristroje behem analyz:
Nastaveni nastfiku — teplota = 225 °C, pritok = 2,5 kg-cm 2, s délice toku, pomér
blize neurcen, oplach septa 0,5 kg-cm 2.
Objem nastiikovaného vzorku a rozpoustédlo — 2 ul; hexan nebo petrolether.
Nastaveni teplotniho profilu termostatu — DB-WAX, GC kapilarni kolona 25 m x
0,2 mm x 0,2 um.
Teplotni profil — pocatek 110 °C po 3 min, ohiev na 220 °C rychlosti 15 *C/min —
konec 10 min pti 220 °C.
Celkovy ¢as analyzy — 20,33 min.
Nastaveni detektoru — FID, teplota = 230 °C, pritok = vodik 0,5 kg:cm 2, vzduch
0,4 kgrem 2.

e Plynovy chromatograt DANI MASTER GC Fast Gas Chromatograph s FID
detektorem. Nepolarni kolona Phenomenex Zebron™ ZB-5MS.
Chromatografickd stanice Clarity.

Popis pouzité metody a nastaveni pristroje behem analyz:

Nastaveni néstfiku — teplota = 230 °C, pritok = 1 ml'min~!, déli¢ toku 1 : 25,

oplach septa 5 ml-min".

Objem nastiikovaného vzorku a rozpoustédlo — 1 pl; hexan nebo petrolether.

Nastaveni teplotniho profilu termostatu — Zebron™ ZB-5MS, GC kapilarni kolona
30 m x 0,25 mm X% 0,5 pm.
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Teplotni profil — poc¢atek 110 °C ohfev na 240 °C rychlosti 5 °C/min — od 240 °C
do 280 °C rychlosti 2 °C/min — konec 20 min pii 280 °C.

Celkovy ¢as analyzy — 66 min.

Nastaveni detektoru — FID, teplota = 300 °C, priitok = dusik 25 ml'min"!, vodik
40 ml'min', vzduch 280 ml'min".

6.4 Metody priprav methyl-estert

V praktické c¢asti diplomové prace byly tii vzorky jedlych oleji (olivovy, tepkovy
a slunecnicovy) pfipravovany riznymi metodami. Pro kazdou metodu byly vedle sebe
z jednoho oleje pfipraveny tii vzorky k analyze na GC. Postupné dochazelo k vyvoji
aovéfeni vhodného postupu piipravy methyl-esteri mastnych kyselin potiebného

k analyze plynové chromatografie.

Jako cinidla bazickd byly vybrany methanolicky KOH a methoxid sodny. Ke kysele

katalyzované esterifikaci byl pouzit roztok BF3 nebo H2SO4 v methanolu.

Jako s vodou nemisitelné rozpoustédlo byl pouzit u néslednych postupii hexan a nebo

petrolether.

6.4.1 Bazicky katalyzovana esterifikace s KOH

Postup: Do 100ml varné banky bylo s pfesnosti 0,001 g navazeno 2 g vzorku oleje.
Kvzorku bylo pfiddino 20 ml methanolu a 1 ml methanolickéholM KOH. Takto
pripravena smés byla ponechana vatit pod zpétnym chladi¢em alespoii 30 minut. Poté byla
banika ochlazena a jeji obsah byl pfeveden do dé€lici nalevky. Baika byla promyta 10 ml
rozpoustédla a roztok byl pfidan do délici nalevky spolu s 20 ml 15% roztoku NaCl. Cely
obsah byl fadné protfepan, vodna faze byla oddélena do druhé delici nalevky a bylo k ni
pfidano dalSich 5 ml rozpustédla. Obsah druhé délici nalevky byl opét protfepan, vodna
a organickd faze byla oddé€lena. Organické extrakty z prvni a druhé délici nalevky byly
spojeny a nakonec protfepany 15 ml 20% roztokem NaCl. Po oddé€leni vodné faze byla
faze organickd vysuSena pies bezvody NaSOs. Poté byly vzorky pfevedeny do Sml

odmérnych banéka pro analyzu dale fedény podle typu pfistroje. [49]

6.4.2 Bazicky katalyzovana esterifikace s CH3ONa a toluenem

Postup: Do 100ml varné banky bylo s ptesnosti 0,001 g navazeno pfiblizn€ 0,5 g vzorku
oleje. K vzorku bylo pfiddno 7,5 ml 1% CH3ONa v metanolu a 1 ml toluenu. Takto

pfipravena smes byla ponechana vafrit pod zpétnym chladi¢em alesponi 15 minut. Poté byla
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baitka ochlazena a jeji obsah byl pfeveden do délici nalevky. Barnka byla promyta 5 ml
hexanu a roztok byl ptidan do délici nalevky spolu s 5 ml 15% roztoku NaCl. Cely obsah
byl fadné protiepan, vodna faze byla oddélena. Bylo pfidano dalSich 5 ml NaCl a opét
protfepano. Po oddéleni vodné faze byla hexanova faze vysusSena pies bezvody Na>SOa.
Poté byly vzorky pfevedeny do 5Sml odmérnych banc¢k a pro analyzu déle fedény podle
typu pfistroje. [50]

6.4.3 Kysele katalyzovana esterifikace s H2SO4

Postup: Do 100ml varné banky bylo s pfesnosti 0,001 g navazeno piiblizn¢ 1 g vzorku
oleje. K vzorku bylo pfiddno 5 ml rozpoustédla a 25 ml 10% H2SOs v methanolu. Takto
pripravend smes byla ponechéana vatit pod zpétnym chladi¢em alespoii 30 minut. Poté byla
barika ochlazena a jeji obsah byl pfeveden do délici nalevky. Baiika byla promyta dalSimi
10 ml rozpoustédla a roztok byl pfidan do dé€lici nalevky. Cely obsah byl fadné protiepan,
vodna faze byla odd€lena od organické. Organicka ¢ast byla zneutralizovana vytfepanim
s nasycenym roztokem NaHCO; tolikrat, dokud se zroztoku neuvoliioval CO;. Pro
kontrolu bylo zkouseno pH roztoku, kter¢ ma byt neutralni. Organicka ¢ast byla poté
oddélena a vysuSena bezvodym Na>SOs. Vzorky byly pfevedeny do Sml odmérnych ban¢k
a pro analyzu déle fedény podle typu pfistroje. [53]

6.4.4 Kysele katalyzovana esterifikace s H2SO4 a toluenem

Postup: Do 100ml varné baniky bylo s pfesnosti 0,001 g navaZeno ptiblizn¢ 1 g vzorku
oleje. K vzorku bylo pfiddno 25 ml 10% H2SO4 v metanolu a 1 ml toluenu. Takto
pfipravena smeés byla ponechana vaftit pod zpétnym chladi¢em alespont 30 minut. Poté byla
banka ochlazena a jeji obsah byl pfeveden do délici nalevky. Baiika byla promyta pfiblizné
10 ml rozpoustédla a roztok byl pfidan do délici ndlevky. Cely obsah byl fadné protiepan,
vodna faze byla odd€lena od organické. Organickd ¢ast byla zneutralizovana vytfepanim
s nasycenym roztokem NaHCO; tolikrat, dokud se zroztoku neuvoliioval CO;. Pro
kontrolu bylo zkouSeno pH roztoku, které ma byt neutradlni. Organickd ¢ast byla poté
oddé€lena a vysusena bezvodym Na>SO4. Vzorky byly ptfevedeny do Sml odmérnych ban¢k
a pro analyzu dale fedény podle typu pfistroje. [55]

6.4.5 Kysele katalyzovana esterifikace s BF3

Postup: Do 100ml varné baniky bylo s piesnosti 0,001 g navazeno piiblizn¢ 1 g vzorku

oleje. K vzorku byly pfidany 4 ml methanolického 1M KOH. Takto pfipravend smeés byla
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ponechana vafit pod zpétnym chladicem alespont 30 minut. Po uplynuté dobé byl ohtev
prerusen a banka lehce ochlazena. Ke smési bylo ptidano 5 ml 20% BF3; v metanolu. Smés
byla poté opét ponechdna vatit piiblizn¢ dal§i 2 minuty. Po ukonceni varu byla baiika
promyta 10 ml rozpoustédla a roztok byl ptelit do délici néalevky spolu se 40 ml 15%
roztoku NaCl. Cely obsah byl tadné¢ protiepan. Organicka c¢ast byla poté oddélena
a vysusena bezvodym Na>SOs. Vzorky byly pfevedeny do 5ml odmérnych ban¢k a pro
analyzu dale fedény podle typu pfistroje. [52]
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem praktické ¢asti prace byla piiprava methyl-esteri riznymi metodami s kyselymi
a bazickymi c¢inidly. Po pievedeni jednotlivych rostlinnych oleji na methyl-estery byly
vzorky pfichystany pro analyzu plynovou chromatografii, a to vhodnym nafedénim.
K méfteni byly vyuzity dva chromatografy s rozliSnym charakterem kolony, a to s nepolarni
a polarni. Pro kazdou metodu byly vedle sebe zjednoho oleje piipraveny tfi vzorky
k analyze na GC. Vysledky jednotlivych metod ptipravy byly zhodnoceny a porovnany

mezi sebou.

Ve vyctu signali byli vybrani tfi zastupci mastnych kyselin s nejvyS$im procentualnim
obsahem ve vzorcich. Piesnéji kyselina palmitova, olejova, linolové a ptipadné linolenova
podle typu oleje.

7.1.1 Bazicky katalyzovana esterifikace s KOH, slune¢nicovy olej

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf DANI MASTER GC s nepolarni kolonou bylo

pouzito fedéni hexanem v poméru 1000 pl hexan : 50 pl vzorek.

Tab. 2 — Hodnoty slunecnicového oleje s KOH pro nepoldrni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] Vyska [%]

Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 58,4 56,6

1 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 32,3 31,9
Kyselina palmitova C16:0 6,7 8,6
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 58,6 54,8

2 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 32,7 32,6
Kyselina palmitova C16:0 6,7 8,9
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 58,9 55,8

3 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 33,3 31,4
Kyselina palmitova C16:0 6,8 8,1

V kazdém ze vzorku slunec¢nicového oleje byly stanoveny jen nejvice zastoupené mastné
kyseliny. Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno

v Tab. 2. Ve vzorcich slunecnicového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny
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linolové. Primérné procentudlni zastoupeni tii analyzovanych vzorku bylo 58,4 %; 58,6 %
a 58,9%. Dale zastoupena byla kyselina olejova a to v mnozstvi 32,3 %; 32,7 % a 33,3 %.
V nejmenS$im mnozstvi byla zastoupena kyselina palmitova v mnozstvi 6,7 %; 6,7 %

a 6,8 %.
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Obr. 11. Chromatogram slunecnicového oleje s KOH pro nepolarni kolonu
Dalsi typy chromatogramu z ostatnich metod jsou ptidany v ptilohéach.

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf Shimadzu GC s polarni kolonou bylo pouzito

fedéni hexanem v poméru 800 pl hexan : 200 pl vzorek.

Tab. 3 — Hodnoty slunecnicového oleje s KOH pro polarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 59,1 57,3
1 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 29,5 30,6
Kyselina palmitova C16:0 6,7 8,3
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 59,7 53,0
2 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 29,5 32,7
Kyselina palmitova C16:0 6,9 9,9
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 59,9 56,3
3 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 30,1 31,2
Kyselina palmitova C16:0 6,1 8,7

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro polarni kolonu je uvedeno v 7Tab. 3. Ve

vzorcich slunecnicového oleje bylo analyzovdno nejvyssi zastoupeni kyseliny linolové
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v mnozstvi 59,1 %; 59,7 % a 59,9 %. Dale zastoupena byla kyselina olejovd a to
v mnozstvi 29,5 %; 29,5 % a 30,1 %. V nejmensim mnozstvi byla zastoupena kyselina

palmitova v mnozstvi 6,7 %; 6,9 % a 6,1 %.

V porovnani z hlediska polarni a nepolarni kolony se zastoupeni jednotlivych mastnych
kyselin nelisilo.

7.1.2 Bazicky katalyzovana esterifikace s KOH, olivovy olej

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf DANI MASTER GC s nepolarni kolonou bylo

pouzito fedéni hexanem v poméru 1000 pl hexan : 25 pl vzorek.

Tab. 4 — Hodnoty olivového oleje s KOH pro nepolarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 77,7 76,9
1 Kyselina palmitova C16:0 10,2 11,3
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 6,6 6,9
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 78,1 72,9
2 Kyselina palmitova C16:0 10,3 14,1
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 5,6 6,6
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 78,9 73,3
3 Kyselina palmitova C16:0 10,0 13,9
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 5,6 6,6

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v 7ab. 4. Ve
vzorcich olivového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 77,7 %; 78,1 % a 78,9 %. Dale zastoupena byla kyselina palmitova a to
v mnozstvi 10,2 %; 10,3 % a 10,0 %. V nejmenSim mnoZstvi byla zastoupena kyselina

linolova v mnozstvi 6,6 %; 5,6 % a 5,6 %.

Pro plynovy chromatograf Shimadzu GC s polarni kolonou bylo pouzito fedéni hexanem

v poméru 800 pl hexan : 200 pl vzorek.
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Tab. 5 — Hodnoty olivového oleje s KOH pro polarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 76,6 73,2
1 Kyselina palmitova C16:0 10,6 14,8
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 7.4 7.0
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 79,2 63,7
2 Kyselina palmitova C16:0 10,1 19,9
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 6,3 10,9
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 75,8 69,0
3 Kyselina palmitova C16:0 10,3 16,2
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 7,0 8,8

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v 7ab. 5. Ve
vzorcich olivového oleje bylo analyzovano nejvysSi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 76,6 %; 79,2 % a 75,8 %. Dale zastoupena byla kyselina palmitova a to
v mnozstvi 10,6 %; 10,1 % a 10,3 %. V nejmensim mnozstvi byla zastoupena kyselina

linolova v mnozstvi 7,4 %; 6,3 % a 7,0 %.

V porovnani z hlediska polarni a nepolarni kolony se zastoupeni jednotlivych mastnych
kyselin nelisilo.

7.1.3 Bazicky katalyzovana esterifikace s KOH, fepkovy olej

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf DANI MASTER GC s nepolarni kolonou bylo

pouzito fedéni hexanem v poméru 1000 pl hexan : 25 pl vzorek.

Tab. 6 — Hodnoty repkového oleje s KOH pro nepoldrni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | Vy3ka [%]
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 70,1 70,2
1 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 18,4 19,3
Kyselina o-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 4,6 54
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 71,1 69,6
2 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 19,4 20,5
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 4.4 5,3
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 71,0 70,0
3 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 19,3 20,3
Kyselina o-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 4,5 5,2
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Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v Tab. 6. Ve
vzorcich tepkového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 70,1 %; 71,1 % a 71,0 %. Dale zastoupena byla kyselina linolova v mnozstvi
18,4 %; 19,4 % a 19,3 %. V nejmens$im mnozstvi byla zastoupena kyselina a-linolenova

v mnozstvi 4,6 %; 4,4 % a 4,5 %.

Pro plynovy chromatograf Shimadzu GC s polarni kolonou bylo pouzito fedéni hexanem

v poméru 800 ul hexan : 200 pl vzorek.

Tab. 7 — Hodnoty repkového oleje s KOH pro polarni kolonu

Cislo vzorku | Mastna kyselina Plocha [%] | Vy3ka [%]

Kyselina olejova C18:1 (9) cis 60,4 57,2

1 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 20,2 229
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 8,4 8,7
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 61,5 59,9

2 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 20,1 21,7
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 8,7 8,0
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 62,0 56,5

3 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 20,0 21,9
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 8,6 9,1

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro polarni kolonu je uvedeno v Tab. 7. Ve
vzorcich ftepkového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 60,4 %; 61,5 % a 62,0 %. Dale zastoupena byla kyselina linolovd v mnoZstvi
20,2 %; 20,1 % a 20,0 %. V nejmensim mnozstvi byla zastoupena kyselina a-linolenova

v mnozstvi 8,4 %; 8,7 % a 8,6 %.

V porovnani z hlediska polarni a nepolarni kolony se liSilo mnozstvi kyseliny olejové.
Repkovy olej mé&l procentualni zastoupeni kyseliny olejové pii polarni kolong pfiblizné
0 10 % niz8i. Kyselina a-linolenova byla u fepkového oleje piiblizné o 4 % vyssi. Pii

meéfeni mohlo dojit ke Spatnému déleni na kolong, které mélo vliv na symetrii piku.
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7.1.4 Bazicky katalyzovana esterifikace s CH3ONa a toluenem, slune¢nicovy olej

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf DANI MASTER GC s nepoléarni kolonou bylo

pouzito fedéni hexanem v poméru 950 pl hexan : 50 pl vzorek.

Tab. 8 — Hodnoty slunecnicového oleje s CH3;ONa a toluenem pro nepolarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 57,3 56,6
1 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 29,9 31,5
Kyselina palmitova C16:0 6,1 6,6
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 58,0 56,7
2 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 29,7 31,7
Kyselina palmitova C16:0 6,2 6,7
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 58,9 56,7
3 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 29,9 31,4
Kyselina palmitova C16:0 6,2 6,7

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v Tab. 8. Ve
vzorcich slunecnicového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny linolové
v mnozstvi 57,3 %; 58,0 % a 58,9 %. Dale zastoupena byla kyselina olejova a to
v mnozstvi 29,9 %; 29,7 % a 29,9 %. Neyméné zastoupena byla kyselina palmitova

v mnozstvi 6,1 %; 6,2 % a 6,2 %.

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf Shimadzu GC s polarni kolonou byl vzorek

davkovan v mnozstvi 2 pl bez fedéni.

Tab. 9 — Hodnoty slunecnicového oleje s CH3ONa a toluenem pro polarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | Vy3ka [%]
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 59,1 57,0
1 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 28,7 31,5
Kyselina palmitova C16:0 7,9 7,9
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 59,4 53,7
2 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 31,5 32,8
Kyselina palmitova C16:0 7,1 11,2
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 59,3 54,7
3 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 29,8 31,6
Kyselina palmitova C16:0 7,5 8,9
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Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro polarni kolonu je uvedeno v Tab. 9. Ve
vzorcich slune¢nicového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny linolové
v mnozstvi 59,1 %; 59,4 % a 59,3 %. Dale zastoupena byla kyselina olejovd a to
v mnozstvi 28,7 %; 31,5 % a 29,8 %. Nejméné zastoupena byla kyselina palmitova

v mnozstvi 7,9 %; 7,1 % a 7,5 %.

V porovnani z hlediska polarni a nepoldrni kolony se zastoupeni jednotlivych mastnych
kyselin nelisilo. Procentudlni slozeni se neliSilo ani v porovnani s pfipravou metody za
pouziti KOH.

7.1.5 Bazicky katalyzovana esterifikace s CH3ONa a toluenem, olivovy olej

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf DANI MASTER GC s nepoléarni kolonou bylo

pouzito fedéni hexanem v poméru 950 pl hexan : 50 pl vzorek.

Tab. 10 — Hodnoty olivového oleje s CH;ONa a toluenem pro nepolarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | Vyska [%]
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 78,7 78,4
1 Kyselina palmitova C16:0 7.9 9,0
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 5,8 6,3
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 79,1 78,3
2 Kyselina palmitova C16:0 8,0 9,2
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 59 6,5
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 78,9 78,5
3 Kyselina palmitova C16:0 7,9 8,9
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 59 6,4

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v Tab. 10. Ve
vzorcich olivového oleje bylo analyzovano nejvysSi zastoupeni kyseliny olejové v
mnozstvi 78,7 %; 79,1 % a 78,9 %. Dale zastoupena byla kyselina palmitova a to
v mnozstvi 7,9 %; 8,0 % a 7,9 %. Nejméné zastoupena byla kyselina linolova v mnozstvi

5,8 %; 5,9 % a 5,9 %.

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf Shimadzu GC s polarni kolonou byl vzorek

davkovan v mnozstvi 2 pl bez fedéni.
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Tab. 11 — Hodnoty olivového oleje s CH;ONa a toluenem pro polarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 81,7 69,9
1 Kyselina palmitova C16:0 9.1 16,4
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 8,1 13,0
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 84,6 76,8
2 Kyselina palmitova C16:0 9,4 14,5
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 8,1 13,3
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 80,4 75,6
3 Kyselina palmitova C16:0 9,3 15,6
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 8,1 13,2

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro polarni kolonu je uvedeno v 7ab. 11. Ve

vzorcich olivového oleje bylo analyzovdno nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové

v mnozstvi 81,7 %; 84,6 % a 80,4 %. Dale zastoupena byla kyselina palmitova a to

v mnozstvi 9,1 %; 9,4 % a 9,3 %. Nejmén¢ zastoupend byla zastoupena kyselina linolova

v mnozstvi 8,1 %; 8,1 % a 8,1 %.

V porovnani z hlediska polarni a nepolarni kolony se zastoupeni jednotlivych mastnych

kyselin neliSilo. Procentudlni sloZeni se neliSilo ani v porovnani s ptipravou metody za

pouziti KOH.
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7.1.6 Bazicky katalyzovana esterifikace s CH3ONa a toluenem, Fepkovy olej

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf DANI MASTER GC s nepoléarni kolonou bylo

pouzito fedéni hexanem v poméru 950 pl hexan : 50 pl vzorek.

Tab. 12 — Hodnoty repkového oleje s CH3ONa a toluenem pro nepolarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina olejova C18:1 (9) 64,6 65,4
1 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 17,8 19,1
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 3,6 4.8
Kyselina olejova C18:1 (9) 69,8 69,6
2 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 18,9 20,1
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 45 49
Kyselina olejova C18:1 (9) 66,8 64,6
3 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 17,9 20,3
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 4,1 4,8

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v Tab. 12. Ve
vzorcich ftepkového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 64,6 %; 69,8 % a 66,8 %. Dale zastoupena byla kyselina linolovd v mnoZstvi
17,8 %; 18,9 % a 17,9 %. Nejméné zastoupena byla kyselina a-linolenova v mnozstvi

3,6%:4,5% a4,1 %.

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf Shimadzu GC s polarni kolonou byl vzorek

davkovan v mnozstvi 2 pl bez fedéni.

Tab. 13 — Hodnoty repkoveho oleje s CH3;ONa a toluenem pro polarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | Vy3ka [%]
Kyselina olejova C18:1 (9) 61,5 59,6
1 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 20,6 25,3
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 10,2 9,3
Kyselina olejova C18:1 (9) 60,6 59,6
2 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 20,1 24,8
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 10,1 9,3
Kyselina olejova C18:1 (9) 61,1 59,7
3 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 20,2 24,3
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 10,2 9,3
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Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro polarni kolonu je uvedeno v Tab. 13. Ve
vzorcich tepkového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 61,5 %; 60,6 % a 61,1 %. Dale zastoupena byla kyselina linolova v mnozstvi
20,6 %; 20,1 % a 20,2 %. Nejméné zastoupena byla kyselina a-linolenovd v mnozstvi
10,2 %; 10,1 % a 10,2 %.

V porovnani z hlediska polarni a nepolarni kolony se vyskytly rozdily. Repkovy olej mél
procentudlni zastoupeni kyseliny linolové pii polarni koloné pfiiblizné o3 % vyssi.
Zastoupeni kyseliny olejové bylo o 5 % niz8i. Vys$8i mnoZstvi o 6 % oproti nepolarni
kolon¢ bylo také u kyseliny a-linolenové. Pfi méfeni mohlo dojit ke Spatnému dé€leni na

kolong, které mélo vliv na symetrii piku.

7.1.7 Kysele katalyzovana esterifikace s H2SQO4, nepolarni kolona

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf DANI MASTER GC s nepolarni kolonou bylo

pouzito fedéni hexanem v poméru 950 pl hexan : 50 pl vzorek.

Tab. 14 — Hodnoty slunecnicového oleje s H>SO4pro nepoldrni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 61,9 56,8
1 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 22,9 23,3
Kyselina palmitova C16:0 5,8 10,2
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 58,5 59,8
2 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 25,9 26,7
Kyselina palmitova C16:0 6,8 7,2
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 547 58,7
3 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 24,1 25,9
Kyselina palmitova C16:0 6,4 7,2

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v Tab. 14. Ve
vzorcich slune¢nicového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny linolové
vmnozstvi 61,9 %; 58,5 % a 54,7 %. Dale zastoupena byla kyselina olejova a to
v mnozstvi 22,9 %; 25,9 % a 24,1 %. Nejméné zastoupena byla kyselina palmitova

v mnozstvi 5,8 %; 6,8 % a 6,4 %.

V této metod¢ byly mensi rozdily v zastoupeni kyseliny linolové. Ze vzorku ¢. 1 bylo

pramérné mnozstvi kyseliny linolové 61,9 % oproti vzorku €. 3, s mnozstvim 54,7 %.
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Procentualni slozeni se neliSilo v porovnani s ptfipravou metody za pouziti KOH nebo

CH3ONa.

Tab. 15 — Hodnoty olivového oleje s H:SO4pro nepolarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 69,1 70,7
1 Kyselina palmitova C16:0 8,9 10,1
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 50 6,3
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 70,0 69,9
2 Kyselina palmitova C16:0 10,3 13,1
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 6,4 7,2
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 76,5 73,5
3 Kyselina palmitova C16:0 8,7 12,6
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 7,8 6,9

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v Tab. 15. Ve
vzorcich olivového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 69,1 %; 70,0 % a 76,5 %. Dale zastoupena byla kyselina palmitova a to
v mnozstvi 8,9 %; 10,3 % a 8,7 %. Nejméné zastoupend byla kyselina linolova v mnozstvi

5,0 %; 6,4 % a 7,8 %.

V této metod¢ byly mens$i rozdily v zastoupeni kyseliny olejové. Ze vzorku ¢. 1 bylo
primé&mé mnozstvi kyseliny olejové 69,1 % oproti vzorku €. 3, s mnoZstvim 76,5 %.
Procentualni sloZeni se neliSilo v porovnani s pfipravou metody za pouziti KOH nebo

CH3ONa.
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Tab. 16 — Hodnoty repkového oleje s H2SO4 pro nepoldarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]

Kyselina olejova C18:1 (9) cis 68,5 69,4

1 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 16,7 18,4
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 5,0 6,4
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 67,6 69,1

2 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 17,5 19,1
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 5,0 71
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 68,9 69,3

3 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 16,4 18,7
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 5.1 6,8

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v Tab. 16. Ve
vzorcich ftepkového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 68,5 %; 67,6 % a 68,9 %. Dale zastoupena byla kyselina linolovd v mnozstvi
16,7 %; 17,5 % a 16,4 %. Nejméné zastoupena byla kyselina a-linolenova v mnozstvi

5,0 %; 5,0 % a 5,1 %.

Procentualni sloZeni se neliSilo v porovnani s pfipravou metody za pouziti KOH nebo

CH3ONa.

7.1.8 Kysele katalyzovana esterifikace s H2SO4 a toluenem, polarni kolona

Piedchozi zplisob ptipravy vzorku pro polarni kolonu nebyl zcela vhodny. Signaly ziskané
z piistroje byly velmi nizké a pfili§ se neliSily od Sumu. Pravdépodobny diivodem byla
nedostatend transesterifikace vzorku vlivem jiné polarity oleje, esterifikacniho ¢inidla
a methanolu. Proto jsme pii dal$i ptipravé ptidavali do reakéni smési malé mnoZstvi
toluenu pro zvySeni misitelnosti. Je zvlaStni a nedokdZeme si zcela vysvétlit, Ze podobné
bez toluenu zpracovany vzorek analyzovany na pfistroji s polarni kolonou se podafilo

analyzovat.
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Obr. 12. Chromatogram slunecnicového oleje s H:SO4 pro poldrni kolonu (nizké signaly)

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf Shimadzu GC s polarni kolonou byl vzorek

davkovan v mnozstvi 2 pl bez fedéni.

Tab. 17 — Hodnoty slunecnicového oleje s H2SO4 a toluenem pro poldrni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]

Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 76,6 74,1

1 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 13,6 13,2
Kyselina palmitova C16:0 8,6 10,0
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 74,9 75,1

2 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 16,3 14,9
Kyselina palmitova C16:0 8,3 9,5
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 71,9 75,7

3 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 15,3 14,9
Kyselina palmitova C16:0 8,4 9,1

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro polarni kolonu je uvedeno v Tab. 17. Ve
vzorcich slune¢nicového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny linolové
v mnozstvi 76,6 %; 74,9 % a 71,9 %. Dale zastoupena byla kyselina olejova a to
v mnozstvi 13,6 %; 16,3 % a 15,3 %. Nejméné zastoupena byla kyselina palmitova

v mnozstvi 8,6 %; 8,3 % a 8.4 %.
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Procentudlni slozeni mélo mirné rozdily v pfipadé kyseliny palmitové. Procentudlni
mnozstvi bylo pfiblizn€ o polovinu mensi v porovnani s ostatnimi metodami i v porovnani

s pouzitim nepoléarni kolony.

Tab. 18 — Hodnoty olivového oleje s H>SO4 a toluenem pro polarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 72,2 75,5
1 Kyselina palmitova C16:0 14,8 15,1
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 10,7 10,3
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 70,2 75,0
2 Kyselina palmitova C16:0 18,9 14,9
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 10,9 10,1
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 74,5 75,4
3 Kyselina palmitova C16:0 14,6 15,0
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 10,9 10,6

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro polarni kolonu je uvedeno v Tab. 18. Ve
vzorcich olivového oleje bylo analyzovdno nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 72,2 %; 70,2 % a 74,5 %. Dale zastoupena byla kyselina palmitova a to
vmnozstvi 14,8 %; 18,9 % a 14,6 %. Neyméné zastoupend byla kyselina linolova

v mnozstvi 10,7 %; 10,9 % a 10,9 %.

Procentualni sloZeni se pfilis neliSilo v porovnani s ptipravou metody za pouziti KOH nebo

CH3ONa.

Tab. 19 — Hodnoty Fepkového oleje s H2SO4 a toluenem pro polarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | Vy$ka [%]

Kyselina olejova C18:1 (9) 67,7 72,6

1 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 22,0 24,5
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 10,3 7,9
Kyselina olejova C18:1 (9) 64,3 69,2

2 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 23,1 22,7
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 9,8 8,1
Kyselina olejova C18:1 (9) 67,8 70,2

3 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 20,8 23,7
Kyselina o-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 8,9 8,3
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Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro polarni kolonu je uvedeno v Tab. 19. Ve
vzorcich ftepkového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 67,7 %; 64,3 % a 67,8 %. Dale zastoupena byla kyselina linolova v mnozstvi
22,0 %; 23,1 % a 20,8 %. Nejméné zastoupena byla kyselina a-linolenovd v mnozstvi

10,3 %; 9,8 % a 8,9 %.

Procentualni slozeni se neliSilo v porovnani s ptipravou metody za pouziti KOH nebo
CH3ONa.

7.1.9 Kysele katalyzovana esterifikace s BF3, slunecnicovy olej

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf DANI MASTER GC s nepolarni kolonou bylo

pouzito fedéni hexanem v poméru 800 pl hexan : 200 ul vzorek.

Tab. 20 — Hodnoty slunecnicového oleje s BF’3 pro nepoldrni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 56,6 54,9
1 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 29,3 32,3
Kyselina palmitova C16:0 6,2 6,9
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 56,8 54,2
2 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 29,6 33,2
Kyselina palmitova C16:0 6,1 6,8
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 57,1 54,6
3 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 29,5 33,1
Kyselina palmitova C16:0 6,2 6,9

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v 7ab. 20. Ve
vzorcich slune€nicového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny linolové
v mnozstvi 56,6 %; 56,8 % a 57,1 %. Dale zastoupena byla kyselina olejovd a to
v mnozstvi 29,3 %; 29,6 % a 29,5 %. Nejméné zastoupena byla kyselina palmitova

v mnozstvi 6,2 %; 6,1 % a 6,2 %.

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf Shimadzu GC s polarni kolonou byl vzorek

davkovan v mnozstvi 2 pl bez fedéni.
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Tab. 21 — Hodnoty slunecnicového oleje s BF '3 pro poldrni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 56,9 56,0
1 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 33,3 33,0
Kyselina palmitova C16:0 6,6 7.4
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 54,2 61,8
2 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 32,3 34,6
Kyselina palmitova C16:0 6,5 6,9
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 55,9 59,8
3 Kyselina olejova C18:1 (9) cis 33,4 32,3
Kyselina palmitova C16:0 6,4 7,2

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro polarni kolonu je uvedeno v Tab. 21. Ve
vzorcich slunecnicového oleje bylo analyzovdno nejvyssi zastoupeni kyseliny linolové
v mnozstvi 56,9 %; 54,2 % a 55,9 %. Dale zastoupena byla kyselina olejova a to
v mnozstvi 33,3 %; 32,3 % a 33,4 %. Nejméné zastoupena byla kyselina palmitova

v mnozstvi 6,6 %; 6,5 % a 6,4 %.

V porovnani z hlediska polarni a nepolarni kolony se zastoupeni jednotlivych mastnych
kyselin neliSilo. Procentudlni sloZeni se neliSilo ani v porovnani s pfipravou metody za

pouziti KOH, CH3ONa ani s esterifikaci za pouziti H>SOs.

7.1.10 Kysele katalyzovana esterifikace s BF3, olivovy olej

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf DANI MASTER GC s nepolarni kolonou bylo

pouzito fedéni hexanem v poméru 950 pl hexan : 50 pl vzorek.
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Tab. 22 — Hodnoty olivového oleje s BF3 pro nepoldrni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]

Kyselina olejova C18:1 (9) cis 71,6 70,4

1 Kyselina palmitova C16:0 8,4 9,4
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 7,2 8,6
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 73,8 73,1

2 Kyselina palmitova C16:0 8,6 9,1
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 7,3 8,6
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 72,3 72,4

3 Kyselina palmitova C16:0 8,9 9,3
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 7.1 8,7

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v Tab. 22. Ve
vzorcich olivového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 71,6 %; 73,8 % a 72,3 %. Dale zastoupena byla kyselina palmitova a to
v mnozstvi 8,4 %; 8,6 % a 8,9 %. Nejméné zastoupend byla kyselina linolovad v mnozstvi

7,2 %; 7,3 % a7,1 %.

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf Shimadzu GC s polarni kolonou byl vzorek

davkovan v mnozstvi 2 pl bez fedéni.

Tab. 23 — Hodnoty olivového oleje s BF3 pro polarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 76,9 68,7
1 Kyselina palmitova C16:0 8,6 13,3
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 6,8 11,2
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 76,2 67,7
2 Kyselina palmitova C16:0 8,2 16,1
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 8,1 12,6
Kyselina olejova C18:1 (9) cis 78,4 66,9
3 Kyselina palmitova C16:0 9.1 12,8
Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 74 11,6

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro polarni kolonu je uvedeno v Tab. 23. Ve
vzorcich olivového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové

v mnozstvi 76,9 %; 76,2 % a 78,4 %. Déle zastoupena byla kyselina palmitova a to
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v mnozstvi 8,6 %; 8,2 % a 9,1 %. Nejmén¢ zastoupend byla zastoupena kyselina linolova

v mnozstvi 6,8 %; 8,1 % a 7,4 %.

V porovnani z hlediska polarni a nepolarni kolony se liSilo mnozstvi kyseliny olejové.
Repkovy olej mél procentudlni zastoupeni kyseliny olejové pfi polarni koloné piiblizné
04 % vyssi.

7.1.11 Kysele katalyzovana esterifikace s BF3, Fepkovy olej

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf DANI MASTER GC s nepolarni kolonou bylo

pouzito fedéni hexanem v poméru 950 pl hexan : 50 pl vzorek.

Tab. 24 — Hodnoty repkoveho oleje s BF's pro nepolarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | Vy3ka [%]
Kyselina olejova C18:1 (9) 66,1 66,6
1 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 17,9 19,4
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 4,1 4,9
Kyselina olejova C18:1 (9) 66,4 66,8
2 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 17,9 19,2
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 4,1 4,9
Kyselina olejova C18:1 (9) 66,7 67,2
3 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 18,2 19,4
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 4,2 5,0

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro nepolarni kolonu je uvedeno v Tab. 24. Ve
vzorcich ftepkového oleje bylo analyzovdno nejvysSi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 66,1 %; 66,4 % a 66,7 %. Dale zastoupena byla kyselina linolova v mnozstvi
17,9 %; 17,9 % a 18,2 %. Nejméné zastoupena byla kyselina a-linolenova v mnozstvi

4,1 %; 4,1 % a 4,2 %.

Pro tuto metodu pro plynovy chromatograf Shimadzu GC s polarni kolonou byl vzorek

davkovan v mnozstvi 2 pl bez fedéni.
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Tab. 25 — Hodnoty fepkového oleje s BF3 pro polarni kolonu

Cislo vzorku Mastna kyselina Plocha [%] | VySka [%]

Kyselina olejova C18:1 (9) 62,6 63,6

1 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 21,2 21,6
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 9,9 8,1
Kyselina olejova C18:1 (9) 61,6 56,9

2 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 20,2 24 1
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 9,9 9,6
Kyselina olejova C18:1 (9) 63,9 66,4

3 Kyselina linolova C18:2 (9,12) all-cis 22,2 23,3
Kyselina a-linolenova C18:3 (9,12,15) all-cis 12,2 8,6

Jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin pro polarni kolonu je uvedeno v 7ab. 25. Ve
vzorcich ftepkového oleje bylo analyzovano nejvyssi zastoupeni kyseliny olejové
v mnozstvi 62,6 %; 61,6 % a 63,9 %. Dale zastoupena byla kyselina linolovd v mnozstvi
21,2 %; 20,2 % a 22,2 %. Nejméné zastoupena byla kyselina a-linolenovd v mnozstvi

9,9 %; 9,9 % a 12,2 %.

V porovnani z hlediska polarni a nepolarni kolony se liSilo mnoZstvi kyseliny olejové.
Z vysledkit nepolarni kolony mél fepkovy olej procentudlni zastoupeni kyseliny
olejové piiblizné€ o 5 % vyssi. VyS§i mnoZstvi o 4 % u polarni kolony bylo také u kyseliny
linolové a kyseliny a-linolenové. Pfi méfeni mohlo dojit ke Spatnému déleni na koloné,

které mélo vliv na symetrii piku.

Z nami provedenych pokusii chceme vyvodit nékolik praktickych poznamek pro dalsi praci
v této oblasti. Je vhodné pro leps$i prib¢h derivatizace k reakénim smésim, pro jakoukoliv
metodu pfidavat mensi mnozstvi mirné polarniho rozpoustédla, které zajisti dostate¢né
promiseni reaktanti, napf. toluen nebo xylen. Dale je vhodné&jsi i podle doporuceni
z literatury vyuzivat bezvodd, suSena rozpousStédla, napf. methanol. U metody
s methanolickym KOH je bezvodé prostiedi problematicky ukol, nebot’ hydroxid se v ¢isté
alkoholnim prostfedi rozpousti velmi problematicky. Dal$im vylepSenim mize byt
pfiddvanim cCinidla odebirajici vznikajici vodu z esterifikaci volnych kyselin,
napft. molekulové sito. Poslednim vylepSenim ¢i poznamkou muize byt zavedeni reakénich

podminek vedenych pod inertni atmosférou dusiku nebo argonu.
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Vysledky a jejich vzajemné porovnavani se nemusi jevit jako zcela spravné. Je to
zptisobeno ptfedevSim pouzitim typl chromatografickych kolon, které nejsou primarné
urceny jako kolony k analyze methyl-esteri mastnych kyselin. U kolony ZB-5ms
nedochazi 1 pfes Upravu chromatografické metody k dokonalému rozdéleni nenasycenych
kyselin, olejové, linolové a linolenové. Podle jejich vzajemného poméru si mohou
navzajem uméle navySovat nebo snizovat relativni procenta obsahu kyselin ve vzorku mezi
sebou navzajem. Tomuto problému by se dalo zabranit pouzitim specifictéjSich kolon.
Jako ptiklady miizeme uvést kolony napi. Phenomenex® Zebron ZB-23 vhodnou pro
rybi olej a omega-3 mastné kyseliny (stacionarni fdze — kyanopropyl : methylpolysiloxan,
50:50), Phenomenex® Zebron ZB-88 doporuéenou pro hydrogenované oleje
a olej olivovy (kyanopropyl : arylpolysiloxan, 88:12) anebo specialni kolonu
Phenomenex® Zebron ZB-FAME (100 % faze kyanopropylové) uréenou k analyze hlavné
methyl-esterd mastnych kyselin. Podle katalogli obdobné kolony nabizeji i jini vyrobci,
jako Supelco, Restek nebo Agilent.
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ZAVER

Prvni ¢ast diplomové prace byla vénovana zékladni charakteristice oleju a tukli. Veskera
stanoveni v této diplomové praci byla provadéna pomoci plynové chromatografie. Vzorky
analyzovany pomoci této metody musi byt pievedeny, a to derivatizaci, kterd byla popsana

v dalsi kapitole. Metody esterifikace a transesterifikace z dalsi ¢asti prace byly provadény

v praktické Casti.

Cilem praktické Casti bylo provést analyzu jedlych oleji (slunecnicovy, olivovy, fepkovy)
pomoci bazicky a kysele katalyzovanych esterifikaci. Zakladni metoda bazicky
katalyzované esterifikace s KOH, ktera byva vyuzivana jako laboratorni navod, poskytuje
rychle zpracovany vzorek pro nasledné pouziti plynové chromatografie. Metoda poskytuje
dobré rozliSeni pikil ve vysledném chromatogramu, ve kterém byly porovnavany tii nejvice
procentudlné se vyskytujici mastné kyseliny ve vzorcich oleji. Méné vyuzivany bazicky
katalyzator je methoxid sodny v methanolu. Spolu s KOH patii mezi stabilni katalyzatory a
pfi méfeni na polarni a nepolarni koloné se u slunecnicového a olivového oleje nevyskytly
zna¢né rozdily v obsahu mastnych kyselin. U fepkového oleje se v porovnéni s kolonami

vyskytly malé rozdily, které ovSsem mohly byt zptisobeny Spatnym délenim na koloné.

Z kysele katalyzovanych metod byla provadéna esterifikace s methanolickou H>SOs. Pii
pfevedeni vzorku pomoci této metody bylo zjiSténo, ze neni pfili§ vhodnd pro polarni
kolonu. Signaly z vysledného chromatogramu poskytovaly velmi nizké az zadné piky. Lze
polemizovat o tom, zda Slo o nedostatecnou transesterifikaci vzorku, kdyz se jiny vzorek
zpracovan bez toluenu na polarni kolon¢ analyzovat podafilo. Proto je lepsi pro jakoukoliv
metodu pfiddvat malé mnoZstvi mirn€ polarniho rozpoustédla napft. toluenu, které zvysi
misitelnost. Zastupcem kyselych ¢inidel byl otestovan i1 BF3. Jednd se o nestabilni
katalyzator a je potfeba ho pouzit jako Cerstvé piipraveny roztok. V této metodé se

vyskytly mensi rozdily v obsahu mastnych kyselin u olivového a fepkového oleje.

Ve vysledku vSechny zkoumané metody poskytuji stanovitelny obsah mastnych kyselin,
ktery se shoduje v obecném slozeni (viz Tab. 1). Vzajemné porovnavani mezi vysledky
ovSem nemusi byt rozhodujici. Pii pouziti kolony ZB-5ms nedochdzi k dokonalému
rozdéleni nenasycenych kyselin, a proto neni uplné vhodnd k analyze methyl-esterii
mastnych kyselin. Podle vzajemného poméru kyselin si mohou procenta obsahu kyselin

4

problému mohli pfedchézet.
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Pti pfevadeéni atypickych olejii na methyl-estery se jednotlivé zastoupeni mastnych kyselin
muze lisit, a to z dvodu rozdilného plivodu a zptsobu jejich ziskévani. Tyto oleje také

obsahuji navic minoritni latky, které mohou piipravu a néslednou analyzu GC ovlivnit.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

[7]

ED. BY FRANK D. GUNSTONE. Vegetable oils in food technology composition,
properties and uses. 2nd ed. Oxford [etc.]: Wiley-Blackwell, 2011. ISBN
9781444339925.

Fatty acid: Chemical compoud. Encyclopaedia Britannica [online].
Encyclopaedia Britannica, 2018, zafi 27, 2016 [cit. 2018-04-24].
Dostupné z: https://www.britannica.com/science/fatty-acid.

DAVIDEK, Jiii a Jan VELISEK. Analyza potravin. 2.vyd. Praha: VSCHT, 1992,
s. 122,

KASPARKOVA, Véra. Chemie a technologie tuku 11, Zlin. Uebni text.
GUIHENEUF, Freddy, Matthias SCHMID a Dagmar B. STENGEL. Lipids and

Fatty Acids in Algae: Extraction, Fractionation into Lipid Classes, and Analysis
by Gas Chromatography Coupled with Flame Ionization Detector (GC-FID).
STENGEL, Dagmar B. a Solene CONNAN, ed. Natural Products From Marine
Algae[online]. New York, NY: Springer New York, 2015, s. 173-190 [cit. 2018-
03-21]. Methods in Molecular Biology. DOI: 10.1007/978-1-4939-2684-8 11.

Extraction and analysis of polar lipids. AARHUS UNIVERZITY: Department of
Engineering [online]. Navitas, Inge Lehmanns Gade 10, 8000 Aarhus C: Aarhus
University, 2018, 25.01.2018 [cit. 2018-03-21]. Dostupné  z:
http://eng.au.dk/en/research/laboratory-facilities/lipid-biotechnology-and-

engineering-laboratory/.

Gas Chromatography. Chemistry: LibreTexts [online]. United States: MindTouch,
2017 [cit. 2017-11-30]. Dostupné Z:
https://chem.libretexts.org/Textbook Maps/General Chemistry Textbook Maps/
Map%3A_ChemPRIME (Moore et al.)/14lonic_Equilibria_in Aqueous_Solutio
ns/14.09%3A_Titration Curves/Foods%3A Acid Value and the Quality of Fa
ts_and Oils.


https://www.britannica.com/science/fatty-acid
http://eng.au.dk/en/research/laboratory-facilities/lipid-biotechnology-and-engineering-laboratory/
http://eng.au.dk/en/research/laboratory-facilities/lipid-biotechnology-and-engineering-laboratory/
https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/General_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_ChemPRIME_(Moore_et_al.)/14Ionic_Equilibria_in_Aqueous_Solutions/14.09%3A_Titration_Curves/Foods%3A_Acid_Value_and_the_Quality_of_Fats_and_Oils
https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/General_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_ChemPRIME_(Moore_et_al.)/14Ionic_Equilibria_in_Aqueous_Solutions/14.09%3A_Titration_Curves/Foods%3A_Acid_Value_and_the_Quality_of_Fats_and_Oils
https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/General_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_ChemPRIME_(Moore_et_al.)/14Ionic_Equilibria_in_Aqueous_Solutions/14.09%3A_Titration_Curves/Foods%3A_Acid_Value_and_the_Quality_of_Fats_and_Oils
https://chem.libretexts.org/Textbook_Maps/General_Chemistry_Textbook_Maps/Map%3A_ChemPRIME_(Moore_et_al.)/14Ionic_Equilibria_in_Aqueous_Solutions/14.09%3A_Titration_Curves/Foods%3A_Acid_Value_and_the_Quality_of_Fats_and_Oils

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

[8] VINKLEROVA, Katetina. Netradicni oleje s antimikrobnimi tic¢inky [online].
Univerzita Tomdase Bati ve Zling, 2015 [cit. 2018-05-03]. Dostupné z:
http://digilib.k.utb.cz/handle/10563/33086. Diplomova prace. Univerzita Tomase
Bati ve Zling¢, Fakulta technologickd. Vedouci prace Doc. Ing. Véra

Kasparkova, CSc.

[9] RIEMAN, III, William. Determination of Saponification Number of Fats and Oils
Elimination of the Blank. Industrial & Engineering Chemistry Analytical
Edition [online]. 1943, 15(5), 325-326 [cit. 2018-04-29]. DOL:
10.1021/1560117a010.

[I0]GLUSHENKOVA, A. I. a A. L. MARKMAN. The iodine number and the
unsaturation number of fats. Chemistry of Natural Compounds [online].

1970, 6(6), 685-688 [cit. 2018-03-28]. DOI: 10.1007/BF00565331.

[[1JOSORNO, Oscar, Leonardo CASTELLANOS, Freddy A. a Catalina
ARVALOFERRO. Gas Chromathography as a Tool in Quorum Sensing Studies.
SALIH, Bekir, ed. Gas Chromatography - Biochemicals, Narcotics and Essential
Oils [online]. InTech, 2012 [cit. 2017-11-28]. DOI: 10.5772/32833. ISBN 978-
953-51-0295-3.

[12]MIKES, Otakar. Laboratorni chromatografické metody. Praha: SNTL -
Nakladatelstvi technické literatury, 1980.

[13]ZIMA, Tomas. Laboratorni diagnostika. 3., dopl. a pteprac. vyd. Praha: Galén,
c2013. ISBN 978-80-7492-062-2.

[14]PURNELL, Howard. Plynovd chromatografie. Praha: SNTL - nakladatelstvi
technicke literatury, 1966, 463, s., 1 1. obr. piil... Rada chemické literatury.

[15]KAS, Jan, Milan KODICEK a Olga VALENTOVA. Laboratorni techniky
biochemie. Praha: Vysoka Skola chemicko-technologicka, 2005. ISBN 80-7080-
586-2.

[16]Schéma plynového chromatografu [online]. [cit. 2018-05-14]. Dostupné z:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/81/SchemaGC.png.

[17]Gas chromatography: Module 3: Introduction to Gas Chromatography and Its
Parts. Lab-training.com: Experience beyond books [online]. New Delhi: Arbro

Pharmaceuticals Pvt. Ltd. (Analytical Division), 2017 [cit. 2017-11-28]. Dostupné
z: http://lab-training.com/landing/gc-module-3/.


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/81/SchemaGC.png
http://lab-training.com/landing/gc-module-3/

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

[18] Trapy pro cisténi plynd. Labicom: Agilent Technologies [online]. Olomouc:
LABICOM, 2018 [cit. 2018-05-16]. Dostupné Z:
https://www.labicom.cz/produkty/spotrebni-material/plynova-chromatografie-

prislusenstvi/trapy-pro-cisteni-plynu.

[19] Carrier Gases in Capillary GC. Agilent: Trusted Answers [online]. United States:
Agilent Technologies, 2017 [cit. 2017-11-28]. Dostupné z:
https://www.agilent.com/cs/library/eseminars/public/Carrier%20Gases%20in%20
Capillary%20GC%?20Analysis_021511.pdf.

[20]Carrier Gases for GC. Pure Chromatography [online]. United States: Restek
Corporation, 2017 [cit. 2017-11-28]. Dostupné zZ:
http://www.restek.com/Technical-Resources/Technical-

Library/Editorial/editorial A017.

[21]Plynovd chromatografie. Technické plyny Ceska republika: The Linde
group [online]. Praha 9: Linde Gas, 2016 [cit. 2017-11-28]. Dostupné z:
http://www.linde-
gas.cz/internet.lg.1g.cze/cs/images/PlynovaChromatogr 4 6 200979 15729.pdf?
v=2.0.]

[22]Plynovéa chromatografie. Vodik jako alternativa helia v plynové chromatografii:
The Linde group [online]. Praha 9: Linde Gas, 2016 [cit. 2018-02-27]. Dostupné
zZ: http://www.linde-
gas.cz/internet.lg.1g.cze/cs/images/Aplikacni_list vodik jako alternativa helia v

GC-web79 117459.pdf

[23]Gas chromatography: Module 7: Types of Stationary Phases. Lab-training.com:
Experience beyond books [online]. New Delhi: Arbro Pharmaceuticals Pvt. Ltd.
(Analytical Division), 2017 [cit. 2017-11-27]. Dostupné z: http://lab-

training.com/landing/gc-module-7/.

[24] BAIULESCU, George. a V. A. ILIE. Stationary phases in gas chromatography.
New York: Pergamon Press, 1975. ISBN:978-0-08-018075-5.

[25]JFARAMAWY, S., A.Y. EL-NAGGAR, A.M. EL-FADLY, S.M. EL-SABAGH a
A.A. IBRAHIM. Silica, alumina and aluminosilicates as solid stationary phases in

gas chromatography. Arabian Journal of Chemistry [online]. 2016, 9, S765-S775
[cit. 2017-11-27]. DOI: 10.1016/j.arabjc.2011.08.015.


https://www.labicom.cz/produkty/spotrebni-material/plynova-chromatografie-prislusenstvi/trapy-pro-cisteni-plynu
https://www.labicom.cz/produkty/spotrebni-material/plynova-chromatografie-prislusenstvi/trapy-pro-cisteni-plynu
https://www.agilent.com/cs/library/eseminars/public/Carrier%20Gases%20in%20Capillary%20GC%20Analysis_021511.pdf
https://www.agilent.com/cs/library/eseminars/public/Carrier%20Gases%20in%20Capillary%20GC%20Analysis_021511.pdf
http://www.restek.com/Technical-Resources/Technical-Library/Editorial/editorial_A017
http://www.restek.com/Technical-Resources/Technical-Library/Editorial/editorial_A017
http://www.linde-gas.cz/internet.lg.lg.cze/cs/images/PlynovaChromatogr_4_6_200979_15729.pdf?v=2.0
http://www.linde-gas.cz/internet.lg.lg.cze/cs/images/PlynovaChromatogr_4_6_200979_15729.pdf?v=2.0
http://www.linde-gas.cz/internet.lg.lg.cze/cs/images/PlynovaChromatogr_4_6_200979_15729.pdf?v=2.0
http://www.linde-gas.cz/internet.lg.lg.cze/cs/images/Aplikacni_list_vodik_jako_alternativa_helia_v_GC-web79_117459.pdf
http://www.linde-gas.cz/internet.lg.lg.cze/cs/images/Aplikacni_list_vodik_jako_alternativa_helia_v_GC-web79_117459.pdf
http://www.linde-gas.cz/internet.lg.lg.cze/cs/images/Aplikacni_list_vodik_jako_alternativa_helia_v_GC-web79_117459.pdf
http://lab-training.com/landing/gc-module-7/
http://lab-training.com/landing/gc-module-7/

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

[26] Gas Chromatography. Chemistry: LibreTexts [online]. United States: MindTouch,
2017 [cit. 2017-11-30]. Dostupné Z: ht
ps://chem.libretexts.org/Textbook Maps/Analytical Chemistry Textbook Maps/
Map%3A_Analytical Chemistry 2.0 (Harvey)/12_ Chromatographic_and Electr
ophoretic Methods/12.4%3A_Gas_Chromatography.

[27]Gas chromatography: Module 6: Types of Gas Chromatography Columns. Lab-
training.com:  Experience beyond books [online]. New Delhi: Arbro
Pharmaceuticals Pvt. Ltd. (Analytical Division), 2017 [cit. 2017-11-28]. Dostupné
z: http://lab-training.com/landing/gc-module-6/.

[28]FENG, Yu, Chuan-Gang HU, Mei-Ling QI, Ruo-Nong FU a Liang-Ti QU.
Separation performance of graphene oxide as stationary phase for capillary gas
chromatogramy. Chinese Chemical Letters [online]. 2015, 26(1), 47-49 [cit. 2018-
05-03]. DOI: 10.1016/j.cclet.2014.10.001.

[29]Gas chromatography: Module 5: Types of Gas Chromatography Injectors. Lab-
training.com:  Experience beyond books [online]. New Delhi: Arbro
Pharmaceuticals Pvt. Ltd. (Analytical Division), 2017 [cit. 2017-11-27]. Dostupné
z: http://lab-training.com/landing/gc-module-5/.

[30]Gas Chromatography Ovens. LCGC Chromatographyonline.com: Solutions for
separation Scientists [online]. UBM, 2017 [cit. 2017-11-28]. Dostupné z:

http://www.chromatographyonline.com/gas-chromatography-ovens.

[31]Gas chromatography: Module 8: Types of Gas Detectors. Lab-training.com:
Experience beyond books [online]. New Delhi: Arbro Pharmaceuticals Pvt. Ltd.
(Analytical Division), 2017 [cit. 2017-11-28]. Dostupné z: http://lab-

training.com/landing/gc-module-8/.

[32]VON MUHLEN, Carin, Weeraya KHUMMUENG, Claudia ALCARAZ ZINI,
Elina BASTOS CARAMAO a Philip J. MARRIOTT. Detector technologies for
comprehensive two-dimensional gas chromatography. Journal of Separation
Science [online]. 2006, 29(12),  1909-1921  [cit.  2017-11-30]. DOLI:
10.1002/3ss¢.200500443.

[33] The Flame lonization Detector. LCGC Chromatographyonline.com: Solutions for
separation Scientists [online]. UBM, 2017 [cit. 2017-11-29]. Dostupné z:

http://www.chromatographyonline.com/flame-ionization-detector.


http://lab-training.com/landing/gc-module-6/
http://lab-training.com/landing/gc-module-5/
http://www.chromatographyonline.com/gas-chromatography-ovens
http://lab-training.com/landing/gc-module-8/
http://lab-training.com/landing/gc-module-8/
http://www.chromatographyonline.com/flame-ionization-detector

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

[34]The Thermal Conductivity Detector. LCGC Chromatographyonline.com:
Solutions for separation Scientists [online]. UBM, 2017 [cit. 2017-11-28].
Dostupné z: http://www.chromatographyonline.com/thermal-conductivity-

detector.

[35]ORATA, Francis. Derivatization Reactions and Reagents for Gas
Chromatography  Analysis. ALI MOHD, Mustafa, ed. Advanced Gas
Chromatography — Progress in Agricultural, Biomedical and Industrial
Applications [online]. InTech, 2012, 2012-03-21 [cit. 2018-03-18]. DOL:
10.5772/33098.

[36]MICHEL Frank. Derivatization of polar compounds for GC, [online], 2010, [cit.
2018-03-19]. Sigma-Aldrich®. Dostupné VA
https://pdfs.semanticscholar.org/presentation/cOfc/ded4.

[37]CHRISTIE, W.W. MRS Lipid Anylysis Unit. Preparation of ester derivates of
acids for chromatographic analysis. 2006, vol. 43, issue 3. Dostupné z:

http://lipidlibrary.aocs.org/Analysis/content.cfm?ItemNumber=40374.

[38]Derivatization Reagents For Selective Response and Detection in Complex
Matrices, [online]. 2011, [cit. 2018-04-19]. Sigma-Aldrich®. Dostupné z:
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-

aldrich/migrationresource4/Derivatization%20Rgts%20brochure.pdf.

[39]CARVALHO, Ana P. a F. Xavier MALCATA. Preparation of Fatty Acid Methyl
Esters for Gas-Chromatographic Analysis of Marine Lipids: Insight Studies.
Journal of Agricultural and Food Chemistry[online]. 2005, 53(13), 5049-5059
[cit. 2018-03-19]. DOI: 10.1021/;f048788i.

[40]ICHIHARA, Ken'ichi a Yumeto FUKUBAYASHI. Preparationoffatty acid
methylestersforgas-liquidchromatography. Journalof  Lipid  Research [online].
2010, 51(3), 635-640 [cit. 2018-03-19]. DOI: 10.1194/j1r.D001065.

[41]Silylation Derivatization Reagent. SIGMA-ALDRICH [online]. Némecko: Merck
KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates., 2018 [cit. 2018-05-17].
Dostupné z: https://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/analytical-

reagents/derivatization-reagents/silylation.html.


http://www.chromatographyonline.com/thermal-conductivity-detector
http://www.chromatographyonline.com/thermal-conductivity-detector
https://pdfs.semanticscholar.org/presentation/c0fc/ded4b93ae94d7987b12d8c59d5c669bf85ed.pdf
http://lipidlibrary.aocs.org/Analysis/content.cfm?ItemNumber=40374
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/migrationresource4/Derivatization%20Rgts%20brochure.pdf
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/migrationresource4/Derivatization%20Rgts%20brochure.pdf
https://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/analytical-reagents/derivatization-reagents/silylation.html
https://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/analytical-reagents/derivatization-reagents/silylation.html

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 64

[42]CHRISTIE, W. W. (1993) Preparation of Ester Derivatives of Fatty Acids for
Chromatographic Analysis. Advances in Lipid Methodology, 2, 69-111. [cit.
2018-04-15] Dostupné Z:
http://lipidlibrary.aocs.org/Analysis/content.cfm?ItemNumber=40374.

[43]MCMURRY, John. Organickd chemie. V Brné¢: VUTIUM, 2007. Pieklady
vysokoskolskych uc¢ebnic. ISBN 978-80-214-3291-8.

[44][EDITED BY] R.E. KIRK AND D.F. OTHMER. Encyclopedia of chemical
technology. 4th ed. New York: Wiley, 1994. ISBN 9780471526773.

[45]DEMIRBAS, Ayhan. Comparison of transesterification methods for production of
biodiesel from vegetable oils and fats. Energy  Conversion  and
Management [online]. 2008, 49(1), 125-130  [cit. 2018-05-17]. DOL
10.1016/j.enconman.2007.05.002.

[46]FUKUDA, Hideki Akihiko KONDO a Hideo NODA. Biodiesel fuel production
by transesterification of oils. Journal of Bioscience and Bioengineering [online].
2001, 92(5), 405-416 [cit. 2018-05-17]. Dostupné Z:
http://sphinxsai.com/2014/vol6pt4/5/(2568-2576)Jul-Augl4.pdf.

[47JWESTON, T. R., J. D. DERNER, C. M. MURRIETA, D. C. RULE a B. W.
HESS. Comparison of Catalysts for Direct Transesterification of Fatty Acids in
Freeze-Dried Forage Samples. Crop Science [online]. 2008, 48(4), 1636- |[cit.
2018-05-17]. DOI: 10.2135/cropsci2007.07.0376sc.

[48]SCHUCHARDT, Ulf, Ricardo SERCHELI a Rogério Matheus VARGAS.
Transesterification of vegetable oils: a review. Journal of the Brazilian Chemical
Society [online]. 1998,9(3), - [cit. 2018-05-17]. DOI 10.1590/S0103-
50531998000300002.

[49]POIANA, Marco a Antonio MINCIONE. Fatty acids evolution and composition
of olive oils extracted from different olive cultivars grown in Calabrian
area. Grasas y Aceites [online]. 2004, 55(3), - [cit. 2018-05-17]. DOL:
10.3989/gya.2004.v55.i3.190.


http://lipidlibrary.aocs.org/Analysis/content.cfm?ItemNumber=40374
http://sphinxsai.com/2014/vol6pt4/5/(2568-2576)Jul-Aug14.pdf

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

[50]ZARROUK, Wissem, Bechir BACCOURI, Wael TAAMALLI, Ahmed TRIGUI,
Douja DAOUD a Mokhtar ZARROUK. Oil fatty acid composition of eighteen
Mediterranean olive varieties cultivated under the arid conditions of Boughrara
(southern Tunisia). Grasas y Aceites [online]. 2009, 60(5), 500-508 [cit. 2018-05-
17]. DOI: 10.3989/gya.021109. ISSN 1988-4214.

[S1]JZIMMERMAN, D. C. a G. N. FICK. Fatty acid composition of sunflower
(Helianthus annuus L.) oil as influenced by seed position. Journal of the
American Oil Chemists Society [online]. 1973, 50(8), 273-275 [cit. 2018-05-17].
DOI: 10.1007/BF02641352.

[52]ORSAVOVA, Jana, Ladislava MISURCOVA, Jarmila AMBROZOVA, Robert
VICHA a Jiri MLCEK. Fatty Acids Composition of Vegetable Oils and Its
Contribution to Dietary Energy Intake and Dependence of Cardiovascular
Mortality on Dietary Intake of Fatty Acids. International Journal of Molecular
Sciences[online]. 2015, 16(12), 12871-12890  [cit. 2018-05-20]. DOL:
10.3390/ijms160612871.

[53]BAUER, B., KOSTIK V., GJORGJESKA B. (2015) Fatty acid composition of
seed oil obtained from different canola varieties. Farmaceutski glasnik, 71 (1). 1-
7. [cit. 2018-05-11]. Dostupné z: http://eprints.ugd.edu.mk/12760/1/FG%201-
2015%20-%20Znanstveni%20rad.pdf.

[54]SAKHNO, L. O. Variability in the fatty acid composition of rapeseed oil:
Classical breeding and biotechnology. Cytology and  Genetics [online].
2010, 44(6), 389-397 [cit. 2018-05-21]. DOI: 10.3103/S0095452710060101.

[55]Methanolic H>SO4 (10% v/v), [online]. 1997, [cit. 2018-05-17]. Supelco, Sigma-
Aldrich®. Dostupné Z: https://www.sigma-
aldrich.com/Graphics/Supelco/objects/4800/4786.pdf


https://www.sigma-aldrich.com/Graphics/Supelco/objects/4800/4786.pdf
https://www.sigma-aldrich.com/Graphics/Supelco/objects/4800/4786.pdf

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

66

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BF; Fluorid bority.

DBN 1,5-Diazabicyklo[4.3.0]non-5-en
DBU 1,8-Diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en
ECD Detektor elektronového zachytu.
FID Plamenové ionizaéni detektor.

GC Plynova chromatografie.

GC-FID Plynova chromatografie spojend s plamenovym ioniza¢nim detektorem.

GO Oxid grafitu.

GSC Adsorpéni chromatografie.

H2S04 Kyselina sirova.

HCI Kyselina chlorovodikova.

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie.

CH30ONa Methoxid sodny.

KOH Hydroxid draselny.
LC Kapalinové chromatografie.
NaCl Chlorid sodny.

NaHCO:s Hydrogenuhlic¢itan sodny.

PC Fosfatidylcholin

PLOT ParousLayer Open Tubular.

SCOT Support Coated Open Tubular.
Si02 Oxid kiemicity.

TAG Triacylglyceroly.

TBD 1,5,7-Triazabicyklo[4.4.0]dek-5-en

TCD Tepelné vodivostni detektor.
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TLC Tenkovrstva chromatografie.

WCOT Wall Coated Open Tubular.
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Priloha ¢. 1 — Chromatogram slunecnicového oleje s KOH pro poldrni kolonu
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Priloha ¢. 2 — Chromatogram olivového oleje s CH;ONa pro nepolarni kolonu
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Priloha ¢. 3 — Chromatogram repkového oleje s H>SOy pro nepolarni kolonu
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