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ABSTRAKT

Rostlinné oleje predstavuji vyznamnou slozku v kosmetickém primyslu, a to diky
jedinecnému sloZeni, které je bohaté na bioaktivni latky. Vysoky obsah nenasycenych
mastnych kyselin vS§ak tyto oleje ¢ini nachylnymi k oxidaci a dal§im degrada¢nim procestim.
Tato bakaladiska prace se zaméfuje na sledovani oxidacni stability pupalkového oleje
s pfidanymi pfirodnimi antioxidanty, konkrétné s rozmarynovym extraktem a vitaminem E.
V teoretické Casti je popsana problematika oxidaéni stability rostlinnych olejt, zpisoby
jejiho prodlouzeni, metody stanoveni oxidacni stability. Nésledn€ je podrobné&ji popsan
pupalkovy olej, jeho vlastnosti, vyuziti v kosmetice a G¢inky na kiizi. Prakticka cast prace
je zaméfena na experimentalni stanoveni oxida¢ni stability pupalkového oleje. Slozeni
mastnych kyselin bylo uré¢eno pomoci plynové chromatografie. Priibéh oxidace byl sledovan
jodometrickou titraci, kterd umoznila stanovit peroxidové cislo. Pfitomnost primarnich
a sekundéarnich oxidac¢nich produkti byla hodnocena pomoci UV/Vis spektrofotometrie
stanovenim konjugovanych dienti a trienti. Oxidacni stabilita pupalkového oleje byla dale

testovana pomoci pfistroje Rancimat, ktery simuluje zrychlené starnuti oleje.
Klicova slova: pupalkovy olej, antioxidant, oxidac¢ni stabilita, peroxidové ¢islo

ABSTRACT

Vegetable oils are an important ingredient in the cosmetic industry due to their unique
composition, which is rich in bioactive substances. However, the high content of unsaturated
fatty acids makes these oils susceptible to oxidation and other degradation processes. This
bachelor thesis focuses on monitoring the oxidative stability of evening primrose oil with
added natural antioxidants, specifically rosemary extract and vitamin E. The theoretical part
describes the problems of oxidative stability of vegetable oils, methods of its prolongation,
methods of determination of oxidative stability. Subsequently, evening primrose oil, its
properties, use in cosmetics and effects on the skin are described in detail. The practical part
of the work is focused on the experimental determination of the oxidative stability of evening
primrose oil. The fatty acid composition was determined by gas chromatography. The course
of oxidation was monitored by iodometric titration, which allowed to determine the peroxide
value. The presence of primary and secondary oxidation products was evaluated by UV/Vis
spectrophotometry by determining conjugated dienes and trienes. The oxidative stability of
the evening primrose oil was further tested using the Rancimat apparatus, which simulates

accelerated ageing of the oil.



Keywords: evening primrose oil, antioxidant, oxidative stability, peroxide value
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UVOD

Tuky a oleje provazeji lidstvo od nepaméti, at’ uz v oblasti vyzivy, péce o télo nebo
v kuchyni. Dnes jiz vime, Ze jejich zakladni chemické slozeni tvofi estery mastnych kyselin
a glycerolu, to je zasadni pro pochopeni jejich vlastnosti, zejména pii skladovani

a technologickém zpracovani.

Ziskavaji se lisovanim nebo extrakci ze semen ¢i plodil riznych rostlin. Jejich kone¢né
slozeni je ovlivnéno nejen druhem suroviny, ale také podminkami péstovani a zpiisobem
zpracovani. Kromé triacylglycerolii obsahuji i dal$i biologicky aktivni latky, naptiklad
tokoferoly, karotenoidy nebo fytosteroly, které pozitivné ovliviiuyji jak vyzivovou hodnotu,

tak 1 stabilitu oleje. Mnohé z téchto latek zaroven ptsobi jako piirodni antioxidanty.

Jednim z hlavnich problémd je jejich nachylnost k oxidaci. Oxidace je pfirozeny proces,
ktery postupné snizuje kvalitu oleje, zhorSuje jeho senzorické vlastnosti a snizuje nutri¢ni
hodnotu. K oxidaci dochazi zejména plisobenim kysliku, tepla, svétla nebo pfitomnosti
kovovych iontii. Vyznamnou roli zde hraje obsah nenasycenych mastnych kyselin, které jsou
vici oxidaci vyrazng citlivéj$i nez nasycené.

Pro hodnoceni oxida¢ni stability oleji se vyuziva fada analytickych metod. Mezi
tradi¢ni metodu patii stanoveni peroxidového ¢isla. Moderni pfistupy zahrnuji napiiklad
spektrofotometrii nebo metodu urychlené oxidace pomoci pfistroje Rancimat, ktery
umoziuje simulovat starnuti oleje za definovanych podminek a porovnavat jeho stabilitu

v krat$im ¢asovém horizontu.
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I.

TEORETICKA CAST
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1 OXIDACNI STABILITA ROSTLINNYCH OLEJU

Oxidacni stabilita rostlinnych olejii, tedy jejich schopnost odolavat procesim spojenych
s oxidaci, je dulezitym faktorem pro jejich vyuZiti v potravinaistvi, kosmetice i farmacii.
Vyznamnou roli pfitom hraje sloZzeni mastnych kyselin. Nasycené mastné kyseliny jsou vuci
oxidaci velmi odolné, naopak nenasycené jsou nachylnéjsi k tomuto typu degradace. Plati,
ze ¢im vice dvojnych vazeb mastna kyselina obsahuje, tim je nachylnéjsi k oxidaci. Kromé
slozeni ovliviiuji stabilitu také vné&jsi faktory, naptiklad teplota, svétlo, vlhkost a pfitomnost
kysliku. Tyto podminky oxidaci urychluji a zhorSuji kvalitu oleje, coz se projevuje Zluklym
zapachem a zménou barvy [1]. Mezi hlavni pfi¢iny oxidace lipidi patfi autooxidace

(peroxidace), termooxidace a fotooxidace.

1.1 Autooxidace a primarni oxida¢ni produkty

Autooxidace nenasycenych mastnych kyselin probihé prostfednictvim mechanismu volnych
radikalti. Rychlost oxidace zavisi na stupni nenasycenosti mastnych kyselin a zvysSuje se
s rostoucim poc¢tem dvojnych vazeb. Tento mechanismus zahrnuje napadeni kyslikem na
allylové pozici, coz vede k tvorbé hydroperoxidi. Hydroperoxidy jsou primarnimi produkty

oxidace a mohou se dale rozkladat na sekundarni oxidacni produkty. Proces autooxidace

.....

Iniciace: RH——R' +H

Propagace: R+ 0, —> ROO-
ROO*+RH —> ROOH + R

Terminace: R-+R°- — RR
ROO: + ROO* —> ROOR + Oz

ROO'+R' —> ROOR

Obrazek 1 - Mechanismus autooxidace

(zdroj [3])
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V prvni fazi, nazyvané iniciace, jsou lipidy vystaveny iniciatoru, jako je teplo, svétlo
nebo kovové ionty. Tyto faktory zplisobi odtrzeni atomu vodiku z dvojné vazby v molekule
lipidu, tim vznika alkylovy radikal (Re), ktery je nezbytny pro zahajeni oxidacniho procesu.
V nasledujici fazi, propagaci, alkylovy radikal reaguje s molekuldrnim kyslikem (O.), ¢imZz
vznika peroxylovy radikdl (ROQOe¢). Tento peroxylovy radikal dale reaguje s vodikem
z jinych molekul lipida a vytvaii hydroperoxidy (ROOH) a nové alkylové radikaly (Re), to
vede k Sifeni oxidacniho procesu a umoznéni jeho dalSiho prubchu. V posledni fazi,
terminaci, dochazi ke kombinaci volnych radikald, naptiklad dvou alkylovych radikalt (Re)
nebo dvou peroxylovych radikalt (ROOe). V tu chvili se oxida¢ni reakce zastavi a proces

oxidace kon¢i [2].

1.2 Sekundarni oxidacni produkty

Sekundérni oxidacni produkty vznikaji, kdyZ se hydroperoxidy rozkladaji a pteménuji na
slouceniny. Tyto produkty mohou mit vyznamny vliv na chut, vini ¢i celkovou kvalitu
potravin a oleji. Mnoho z téchto sekundéarnich produktii, jako jsou aldehydy (napt. hexanal,
pentanal), maji charakteristicky nepfijemny zdpach a jsou silnymi indikatory pokrocilé
oxidace. V potravinaistvi jsou sekundéarni produkty oxidace ¢asto sledovany jako ukazatele

zhorseni kvality potravin a jejich nutri¢ni hodnoty [4].

1.3 Faktory ovliviiujici oxidac¢ni stabilitu oleje

Mezi hlavni faktory, které ovliviiuji oxidacni stabilitu oleje, patii enviromentalni faktory,
profil mastnych kyselin, rozdéleni do jednotlivych tfid lipidii a pfitomnost minoritnich

slozek [5]. V nasledujicich oddilech budou tyto kategorie podrobnéji rozebrany.

Rychlost oxidace lipidi neni urcena pouze jejich chemickou povahou, ale
1 podminkami prostfedi, kterymi jsou ovlivnény béhem zpracovani a skladovani. Béhem
komer¢niho ziskavani tukti a oleji, kdy probihd extrakce a rafinace, mohou byt lipidy
vystaveny, praveé tém faktorm (vysoka teplota, svétlo atd.), které mohou negativng ovlivnit
oxida¢ni stabilitu. Kromé toho miize byt proces rafinace zodpovédny za zmény v minoritnich
slozkach, které jsou klicové pro stabilitu oleje. Oxidacni zmény mohou nastat i béhem
skladovani oleja, jejich baleni nebo zpracovani potravin, jako je smaZeni ¢i prazeni. VSechny

tyto faktory pfispivaji k degradaci lipida [5].
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Mastné kyseliny a jejich sloZzeni ur€uji rychlost a rozsah oxidace lipidd. Klicovym
faktorem je stupen jejich nenasyceni, ktery l1ze vyjadrit napfiklad indexem methylenovych
mustkd (MBI), tj. primérnym poctem bisallylovych methylenovych pozic. Vyssi hodnota
MBI, typickd pro polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), zvySuje nachylnost lipida
k oxidaci, a to vede k rychlejSimu vzniku oxidac¢nich produktt. Oleje s vysokym obsahem
nenasycenych mastnych kyselin, kterymi jsou nékteré rostlinné oleje nebo oleje pochazejici
z moftskych zdroji (napf. oleje z fas nebo ryb) vykazuji nizsi oxidac¢ni stabilitu. Nenasycené
mastné kyseliny, jakoZto hlavni reaktanty, béhem oxidace podléhaji zménam sloZeni, které

odréazeji miru probihajici oxidace [5].

Rizné tfidy lipidd se 1isi svou oxidacni stabilitou. Volné mastné kyseliny oxiduji
rychleji nez jejich estery glycerolu, coz je pravdépodobné zplsobeno jejich zvySenou
schopnosti tvofit komplexy se stopovymi kovy. Fosfolipidy vykazuji nizsi oxidac¢ni stabilitu
nez triacylglyceroly, a to miZe pfispivat naptiklad ke zhorSeni chuti masa po ohtevu. Niz§i
stabilitu fosfolipidii 1ze pfi¢ist zejména jejich vySSimu obsahu polynenasycenych mastnych
kyselin, které jsou nachyln¢;jsi k oxidaci. V ramci fosfolipidové tiidy se oxidacni stabilita

1i81 v zavislosti na sloZzeni mastnych kyselin a charakteru polarnich skupin [5].

Minoritni slozky v tucich a olejich ovliviiuji jejich oxidacni stabilitu jak pozitivné, tak
negativné. Fosfolipidy naptiklad pasobi synergicky s lipofilnimi antioxidanty, zejména
s vitaminem E, takto se zvySuje celkova antioxidacni ucinnost. Karotenoidy, ZlutoCervené
pigmenty tvofené nenasycenymi tetraterpeny a jejich kyslikatymi derivaty, vykazuji
antioxidacni aktivitu a pfispivaji ke stabilité surovych olejl, ve kterych jsou zachovany i po
rafinaci. Fenolické slouceniny, jako jsou oleuropein, ligstrosid, tyrosol, hydroxytyrosol
a lignany, patii mezi vyznamné pfirodni antioxidanty a jsou hojné zastoupeny naptiklad
v olivovém oleji. Na druhou stranu chlorofyly, které dodavaji rostlinnym produktiim zelenou
barvu, ve tmé funguji jako antioxidanty, avSak pfi vystaveni svétlu se chovaji jako
fotosenzitizéry a katalyzuji fotooxidaci lipid. Oxidac¢ni stabilitu dale ovliviiuji i nelipidové
slozky, naptiklad volné aminokyseliny, peptidy a produkty Maillardovy reakce, které mohou
stabilitu zvySovat, zatimco stopové kovy, nékteré enzymy a hemové slouceniny ptisobi jako
katalyzatory oxidacnich reakci. Kvalitativni a kvantitativni kontrola téchto slozek je proto

nezbytna pro zajisténi stability a kvality vyrobkl zalozenych na lipidech [5].
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2  ZLEPSENI OXIDACNI STABILITY OLEJU

Jak jiz bylo popsano vyse, rostlinné oleje jsou béhem skladovani, manipulace i tepelné
upravy vystaveny riziku oxidace lipidii, coz vede k jejich degradaci. Béhem oxidace lipidi
mohou vznikat vedlejsi produkty, jako jsou reaktivni karbonylové slouceniny, které za
ur¢itych podminek ptispivaji k tvorbé potencialné skodlivych kone¢nych produkti pokrocilé
oxidace lipidi. Tento proces je ovlivnén chemickym slozenim oleje, jako je stupen
nenasyceni mastnych kyselin, pfitomnost antioxidantti nebo stopovych kovi, a také vnéjSimi
faktory, napiiklad teplotou ¢i pfitomnosti kysliku, které oxidaci vyrazn& urychluji [6].
Existuje n€kolik moZznosti, jak 1ze zlepsit/prodlouzit oxidaéni stabilitu olejii. Mezi rizné
postupy se fadi napt. michani olejii, enkapsulace nebo pfidavani antioxidantl, které budou

popsany v nasledujicich kapitolach.

2.1 Michani oleji

Michani rostlinnych olejii je efektivni metodou pro zlepSeni jejich funkénich, nutri¢nich
a oxidacnich vlastnosti. Jednotlivé oleje Casto vykazuji urcité nedostatky, a to naptiklad
nizkou oxidacni stabilitu nebo nevyvazeny profil mastnych kyselin, proto lze jejich
kombinaci vytvofit produkty s lepSimi vlastnostmi. Sezamovy a olivovy olej maji nizky
obsah kyseliny linolenové, zatimco fepkovy a sojovy olej obsahuji vice této esencidlni
mastné kyseliny, ale jsou mén¢ stabilni vii¢i oxidaci. Kombinace riiznych oleja, naptiklad
sezamového s palmovym olejem, pfispiva ke zlepSeni senzorickych vlastnosti a zaroven
zvySuje odolnost vii¢i oxidaci. Michani olejl navic umoziiuje optimalizovat pomér omega- 6
a omega-3 mastnych kyselin, zvysit obsah antioxidantli a sniZit riziko tvorby trans mastnych

kyselin [7].

Tato metoda ptedstavuje rovnéz ekonomicky vyhodnou metodu, jak zlepsit slozeni
mastnych kyselin a obohatit oleje o pfirodni bioaktivni latky. Vhodnou kombinaci oleji 1ze
zlepsit jak nutricni hodnotu, tak i odolnost oleje vici oxidaci. V praxi se tento pfistup
osvédcil jako U¢inny zplsob vyroby kvalitnich a cenové dostupnych produkti

v potravinaiském pramyslu [7].

2.2 Enkapsulace

Enkapsulace rostlinnych oleji je ucinnou strategii, jak zvysit jejich oxidacni stabilitu
a prodlouzit jejich trvanlivost. Tento proces spociva v enkapsulaci oleji do ochranného

materidlu, nejcastéji biopolymerniho plivodu, jako jsou maltodextrin, arabskd guma nebo
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chitosan. Vznikld vrstva chrani olej pfed nepfiznivymi vnéjSimi vlivy, zejména pied
kyslikem, svétlem a vysokymi teplotami, tim zpomaluje nebo zcela brani jeho oxidaci.
Kromé ochrany pied degradaci pifinasi enkapsulace i dal$i vyhody, umoznuje fizené

uvoliovani bioaktivnich latek a usnadiiuje jejich skladovani i davkovani [8].

Mezi nejcastéji pouzivané metody enkapsulace patii suSeni rozpraSovanim
(spray drying), které je velmi vhodné pro teplotné citlivé oleje diky kratkému casu suSeni
a minimalnimu teplotnimu zatizeni. Dal$imi rozSifenymi technikami jsou lyofilizace
(freeze drying) a koacervace, jez umoziuji zachovat vysoky obsah aktivnich slozek
a dosahnout vysoké enkapsulaéni Géinnosti. Uspéch zavisi na spravné volbé obalovych
material 1 optimalizaci technologickych parametrti, jako je teplota, velikost ¢astic nebo
obsah vlhkosti. Nevhodné podminky, naptiklad pfili§ vysoké teploty nebo nespravné
zvolend matrice, mohou vést k poklesu enkapsulacni ti€innosti a ke zvySeni rizika oxidace
oleje. Tento inovativni piistup, vyrazn¢ zlepSuje stabilitu, vlastnosti rostlinnych olejt,

a roz§ifuje jejich vyuziti v potravinarstvi, kosmetice i farmacii [8].

2.3 Antioxidanty

Pouziti antioxidantli patfi mezi nejucinngjsi, a zaroven ekonomicky vyhodné metody
zpomalovani oxidace lipidi. Potravinarsky primysl vyuzivé antioxidanty k prodlouzeni
trvanlivosti produktll a zajisténi jejich kvality. V oblasti zdravotnictvi jsou antioxidanty
cenény pro svij ochranny Gcinek proti oxida¢nimu stresu, ktery je spojovan s rozvojem fady
chronickych onemocnéni. Antioxidanty 1ze definovat jako latky, které i pfi nizké koncentraci
oproti oxidovatelnému substratu vyznamné zpomaluji nebo inhibuji jeho oxidaci.
Mechanismus jejich ucinku spoc¢iva ve schopnosti stabilizovat reaktivni formy kysliku
a zabranit progresi oxidacnich reakci. Do této skupiny patii latky neutralizujici volné
radikaly, zhaseCe singletového kysliku, deaktivatory peroxida a dalSich reaktivnich forem
kysliku, chelata¢ni ¢inidla kovovych iontl, inhibitory sekundarnich oxidacnich produktt
a enzyml podporujicich oxidaci. Podle mechanismu u¢inku se antioxidanty rozdé€luji
na primarni, ty pferusuji oxidacni fetézovou reakci eliminaci volnych radikalt, a sekundarni,
které snizuji rychlost oxidace nepfimymi mechanismy. Sekundarni antioxidanty mohou
pusobit naptiklad chelataci kovovych iontl, které katalyzuji oxidacni reakce. Potlacenim

inicidtorti oxidace nebo regeneraci primarnich antioxidantt [5].

V poslednich letech roste zdjem o piirodni antioxidanty, které predstavuji alternativu

k tém syntetickym. Podle své funkce se déli na primarni a sekundarni. Primarni antioxidanty
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byvaji vétSinou prirodniho piivodu. Patii sem vitaminy C a E, minerélni latky jako selen,
zinek, méd’ nebo mangan a také rostlinné antioxidanty znamé jako fytoantioxidanty. Obecné

plati, ze mineralni antioxidanty jsou kofaktory enzymatickych antioxidanti [9].

Naopak sekundarni antioxidanty jsou zpravidla syntetické. Jejich hlavni tlohou je
zachycovat volné radikdly a prerusit feté¢zové reakce, které by jinak mohli znehodnotit
kosmetické ptipravky. Mezi bézné pouzivané syntetické antioxidanty patii napfiklad BHA

(butylovany hydroxyanisol), BHT (butylovany hydroxytoluen) nebo propylgalat [9].

Ptirodni antioxidanty, at’ uz ve formé ¢istych slouc¢enin nebo smési latek z rostlinnych
extraktli, maji v kosmetice velky potencidl Castecné €i zcela nahradit syntetické latky.
Obvykle se d¢li na polyfenoly a terpeny. Rozdil mezi nimi spociva zejména v jejich moléarni
hmotnosti, rozpustnosti a polarité. Mezi polyfenoly patii napiiklad flavonoidy nebo stilbeny.

Mezi terpeny zatfazujeme karotenoidy, které pisobi jako zhasece singletového kysliku [9].

Aby byly antioxidanty v kosmetice ucinné, musi zlstat chemicky stabilni, nesmi
vstupovat do reakci s jinymi slozkami piipravku a zaroveil by se samy nemély preménovat
na volné radikaly. Pti jejich vybéru je dulezité zohlednit, zda jde o latky rozpustné ve vode,
nebo v tucich, protoze to ovliviiuje jejich vyuziti v riznych typech formulaci. Idedlné by m¢l
byt vybér antioxidantii zalozen na jejich u€inku a stabilite, v praxi ¢asto rozhoduje také jejich

cena, kterd miize mit dopad na kvalitu vysledného produktu [9].

V této bakalatské praci se budu vénovat pouze vlastnostem ptirodnich antioxidanti.

2.3.1 Vitamin E

Vitamin E pfedstavuje jednu z nejvyznamnéjSich skupin antioxidantl rozpustnych v tucich,
které hraji kliCovou roli v ochrané¢ bunck ptfed oxidacnim stresem. Tuto skupinu tvofi
tokoferoly a tokotrienoly, pfi¢emz biologicky nejaktivnéjsi formou je a-tokoferol.
Strukturné se molekula vitaminu E sklada z aromatického kruhu s hydroxylovou skupinou,
kterd podminuje jeho antioxida¢ni vlastnosti, a hydrofobniho isoprenoidniho postranniho
fetézce, ktery umoziiuje jeho integraci do lipidovych membran. Struktura molekuly vitaminu
E je na obrazku 2. Diky témto vlastnostem vitamin E pfispiva ke stabilizaci membranovych
struktur, chrani bunky pfed poSkozenim volnymi radikély a podporuje jejich spravnou funkci

[5].
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CH3

CHg CHsg CHs
CHa

Obrazek 2 - Struktura o-tokoferolu (vitamin E)
(Zdroj [10])

Tokoferoly a tokotrienoly, zndmé jako tokoly, nachazeji uplatnéni nejen v biologickych
systémech, ale také v potravinaistvi, kosmetice a farmacii, kde pfispivaji ke zvySeni oxidacni
stability lipidickych slozek. Tokoly funguji jako primérni antioxidanty, které neutralizuji
peroxylové radikaly a prerusuji fetézové oxidacni reakce, to vede ke vzniku stabilnéjSich

tokoferoxylovych radikala [5].

Tokoferoly se vyskytuji pfirozené hlavné v rostlinnych olejich. Nejvyssi obsah byl
zaznamenan v sojovém oleji a deodorizacnich destilatech vznikajicich pfi rafinaci.
Tokotrienoly se oproti tokoferolim vyznacuji vyS$$i antioxidacni aktivitou. Diky
nenasycenému isoprenoidnimu fetézci se lépe rozptyluji a ukotvuji v lipidovych
membrandch. Najdeme je zejména v palmovém oleji, oleji z ryzovych otrub, pSeni¢nych

kli¢cich a v n¢kterych obilovinach a lusténinach [5].

Diky svym vlastnostem se tokoferoly a tokotrienoly S$iroce vyuzivaji nejen
v potravinafstvi, ale i v kosmetickém a farmaceutickém priimyslu. Uplatiiuji se jako piirodni
antioxidanty, které zpomaluji oxidaci lipidickych slozek, chrani aktivni latky pred degradaci

a ptispivaji k delsi stabilité 1 vyssi kvalité finalnich produkta [5] [11].

2.3.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou lipofilni pigmenty zluté, oranzové a cervené barvy, které se bézné
vyskytuji v zelenych rostlinach, ovoci a zelening. Jedna se o izoprenoidy (tetraterpeny) s 40
uhliky a rGznorodou strukturou vykazujici vyznamné antioxidacni vlastnosti. Tyto latky
plsobi prevazné jako sekundarni antioxidanty tim, Zze zhaseji singletovy kyslik. Mohou se
uplatnit i jako priméarni antioxidanty zachycujici volné radikaly. Singletovy kyslik je totiz
vysoce reaktivni a jeho interakce s lipidy mtize vést k tvorb€ volnych radikali, coz urychluje
oxidaci. V pfitomnosti karotenoidl, naptiklad B-karotenu, dochazi k pfenosu energie ze

singletového kysliku na karotenoid, tim se sniZuje reaktivita kysliku a potlaci se tvorba
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Skodlivych radikali. Tento proces piispiva k ochrané lipidovych slozek pfed peroxidaci
a degradaci. To je klicové pro udrzeni stability bunéénych membran i potravinaiskych

produktt [12].

VSechny barevné druhy ovoce a zeleniny piedstavuji bohaty zdroj karotenoidd. Jejich
vstiebavani je vzhledem k lipofilni povaze zavislé na pifitomnosti tukii ¢i oleji v potrave.
Riizné formy karotenu se obzvlasté vyskytuji v tmavé zelenych a zlutooranzovych listech,
pfi¢emz tmavsi odstiny Casto sv&€d¢i o vySSim obsahu téchto latek. Mezi karotenoidy je
nejhojnéji zastoupeny B-karoten, ktery ma nejvyssi aktivitu provitaminu A. Tento karotenoid
se ve velkém mnozstvi nachézi naptiklad u nékterych odrid dyné, mrkve, ofechtl, plodi
Sipku a také v palmé olejné. Palma olejna je povazovéana za vynikajici zdroj B-karotenu,

protoZze nema rostlinnou bariéru, to umoziuje jeho lepsi vstrebavani [13].

Prestoze maji karotenoidy vyznamny potencidl jako antioxidanty, jejich praktické
vyuziti je omezeno nestabilitou vic¢i faktorim, jako jsou kyslik, teplo, svétlo, pH ¢i
ptitomnost kovti. Naptiklad B-karoten je znamy svou nizkou rozpustnosti ve vétSin€ béznych
rozpoustédel a vysokou reaktivitou, coz komplikuje jeho aplikaci v potravinaistvi. ZlepSeni
stability karotenoidi by mohlo otevfit cestu k jejich SirSimu vyuziti v riznych priimyslovych

odvétvich [12].

2.3.3 Rozmarynovy extrakt

Rozmarynovy extrakt nachédzi Siroké uplatnéni zejména v potravinaistvi diky svym
jedinecnym vlastnostem. Mezi jeho hlavni aktivni slozky patfi kyselina karnosova, karnosol
a kyselina rozmarynova. Kyselina karnosové a karnosol zajistuji vice nez 90 % jeho
antioxidacni aktivity. Tyto latky jsou silnymi inhibitory peroxidace lipidi, u¢inné
vychytavaji peroxidové radikély, a tim chrani lipidy pfed oxidaci. Krom¢ ochrany lipida
vykazuje rozmarynovy extrakt dalSi pfiznivé vlastnosti. Bylo prokazéano, ze snizuje obsah
poléarnich sloucenin a brani polymeraci olejii, diky tomu se nezvysuje jejich viskozita. Pfi
smazeni potravin se rozmarynovy extrakt osvédcil jako prostfedek, ktery nejen zpomaluje
oxidaci, ale také vyznamné snizuje tvorbu akrylamidu. Toxické slouc¢eniny vznikajici reakci
oxida¢nich produktt lipidt pfi vysokych teplotach. Diky témto vlastnostem je rozmarynovy
extrakt cennym piidavkem pfi ochrané kvality a bezpecnosti produktti obsahujicich rostlinné

oleje [14][15].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

2.3.4 Extrakt z kavovych slupek

Kavové slupky, vznikaji pfi suchém zpracovani kavy, jsou bohatym zdrojem bioaktivnich
latek. Tento vedlej$i produkt obsahuje slupku, duzinu, mucilaginézni vrstvu, pergamen
a Casti stiibrné slupky. Kavové slupky jsou bohaté na kofein, tfisloviny a dalsi bioaktivni
slouceniny. Maji vysoky obsah polyfenolt, jako jsou chlorogenové kyseliny, flavonoidy
a dalsi fenolické latky s vyraznymi antioxidacnimi G€inky. Tyto vlastnosti délaji kadvové
slupky cennym materialem pro vyuziti nejen v potravinaiském primyslu a zaroven pomahaji
snizovat ekologicky dopad tohoto odpadu. Piikladem mulze byt enkapsulace extraktu
z kavovych slupek pomoci polyvinylpyrolidonu (PVP), ktera predstavuje efektivni zplisob,
jak zvysit obsah fenolickych sloucenin a zlepsit jejich antioxida¢ni aktivitu. Postup soucasné
umoznuje maskovat nezddouci chut’, zvySovat rozpustnost bioaktivnich latek ve vod¢ a tim

ijejich biologickou dostupnost [16].
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3 METODY STANOVENI OXIDACNI STABILITY

K hodnoceni oxidace lipidli se bézn¢ vyuziva Siroka Skéla analytickych metod. Neexistuje
vSak univerzalni metoda schopna detekovat vSechny typy oxidac¢nich zmén napfi¢ riznymi
systémy. Vybér vhodné metody je proto nezbytny a zavisi na konkrétni aplikaci. Metody 1ze
rozdélit do péti kategorii podle sledovanych parametrii: absorpce kysliku, ubytek vychozich
latek, tvorba volnych radikald, primarnich ¢i sekundarnich oxidacnich produkti. K méfeni

oxidace lipidd se vyuziva fada fyzikalnich, chemickych a instrumentalnich metod [17].

3.1 Méreni absorbce kysliku

Béhem autooxidace tukli a olejii dochazi k absorpci kysliku, to vede ke zvyseni jejich
hmotnosti. Tato zména je ukazatelem miry oxidace. Metoda spociva v zahtivani vzorkl pfi
stanovené teploté bez cirkulace vzduchu a pravidelném véazeni. Zmény hmotnosti reflektu;i
absorpci kysliku. Tato metoda ma i své limity. Casté vazeni znemoziuje sledovani rychlych
kinetickych zmén a pfi niz8ich teplotach je analyza ¢asové naroc¢nd, zejména u vzorkli méné
nachylnych k oxidaci. Proces pravidelného zahtivani a nasledného ochlazovani vzorki miize
vést k nekonzistentnim vysledkim, pokud neni pfesné fizen. Navic vyzaduje vysokou miru
lidské ucasti, a parametry jako velikost vzorku, tvar nddoby nebo teplota mohou vysledky
ovlivnit. Vyhodou této metody je jeji nenarocnost na vybaveni, nizké naklady a moznost

soucasné analyzy velkého mnozstvi vzorkt [18].

3.2 Méreni primarnich oxida¢nich produkti

Pro hodnoceni primarnich oxidac¢nich produktt, existuji rizné metody jako je stanoveni
peroxidového ¢isla, napt. jodometrickou titracni metodou ¢i infracervenou spektroskopii
s Fourierovou transformaci (FTIR), nebo analyza konjugovanych dienti a trienti. Nékteré

z téchto metod budou podrobné&ji rozebrany v nasledujicich kapitolach.

3.2.1 Peroxidové ¢islo — jodometricka titrace

Oxidace lipidi zahrnuje tvorbu hydroperoxidii jako primarnich produktt, které se nasledné
rozkladaji na riizné sekundérni produkty, a to jak netékavé, tak t€kavé. V pocatecnich fazich
oxidace je tvorba hydroperoxidu rychlejsi nez jejich rozklad, coz se v pozdéjsich fazich
obraci. Peroxidové &islo (PC) je tedy indikatorem pocate¢ni faze oxidace, kdy je méfena
koncentrace hydroperoxida. Sleduje-li se vyvoj této koncentrace v Case, lze stanovit, zda

lipidy prochézi fazi ristu nebo rozpadu hydroperoxidi. PC vyjadiuje celkovy obsah
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hydroperoxidi a je bézné¢ pouzivanym ukazatelem kvality tukl a oleji pfi vyrobé
a skladovani. Pro stanoveni PV existuje nékolik metod, mezi nimiz jsou nejvice vyuzivané

jodometricka titrace a infracervena spektroskopie [17].

3.2.2 Rancimat

Metoda Rancimat je jednou z nejcastéji pouzivanych zrychlenych technik pro hodnoceni
oxidacni stability oleji a tukti. Princip této metody spociva v kontinualnim probublavani
proudu suchého vzduchu vzorkem zahfatym na konstantni zvySenou teplotu, to vede
k urychlené oxidaci mastnych kyselin. Vznikajici t€kavé sekundarni oxida¢ni produkty,
zejména nizkomolekularni karboxylové kyseliny, jsou néasledné transportovany proudem
vzduchu do méfici nadoby obsahujici deionizovanou vodu, kde se rozpoustéji a zpisobuji
postupny nartst elektrické vodivosti méficiho roztoku. Princip této metody je uveden na

obrazku 3.
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Obrazek 3 - Princip metody Rancimat
(Zdroj [19])

Klicovym parametrem této metody je indukéni doba, oznacovana také jako index
oxidac¢ni stability. Tento parametr odpovida Casu, ktery uplyne do okamziku prudkého
nartstu vodivosti, ten signalizuje akumulaci oxida¢nich produkti v méficim roztoku. Diky
své jednoduchosti, automatizaci a vysoké reprodukovatelnosti se metoda Rancimat Siroce
vyuziva pii hodnoceni stability potravinarskych olejl a tukii. K vyhodam patii i to, Ze neni
nutné pouzivat organicka rozpoustédla. Tato vlastnost ji odliSuje od jinych metod hodnoceni

oxidacni stability [20].
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3.2.3 Konjugované dieny a trieny

Béhem tvorby hydroperoxidii z nenasycenych mastnych kyselin dochazi k pieskupeni
dvojnych vazeb a naslednému vzniku konjugovanych dient a trienti. Konjugované dieny
vykazuji intenzivni absorpci pii vinové délce kolem 234 nm, zatimco trieny absorbuji pii
268 nm. Tato UV absorpce odpovida tvorbé primarnich oxidacnich produktd v tucich
aolejich a tim umoznuje sledovat oxida¢ni zmény. ZvySend absorpce v téchto vlnovych
délkach obecné odrazi riist primarnich oxidacnich produktii. Metoda je rychla, nevyzaduje
chemické ¢inidlo a postacuje malé mnozstvi vzorku, avSak citlivost a specifita jsou nizsi ve

srovnani s peroxidovym cislem [17].

3.2.4 Komplexy iontl Zeleza

Rozsitena je 1 dalsi chemickd metoda zalozena na oxidaci zeleznatého iontu (Fe**) na
zelezity ion (Fe**) v kyselém prostiedi a nasledné tvorbé komplext zeleza. Tato metoda
stanovuje schopnost lipidovych hydroperoxidi oxidovat zeleznaté ionty na zelezité ionty,
které pak tvoii barevné komplexy s €inidly, jako je thiokyanatan nebo xylenolova oranz.
Naptiklad thiokyanatan Zeleznaty tvoii Cervenofialovy komplex, ktery absorbuje svétlo pii
vlnové délce 500-510 nm. Intenzita absorbance je spektrofotometricky analyzovéana
a odpovida koncentraci hydroperoxidii jako primarnich produkti oxidace [17]. Metoda je
jednoducha a spolehliva, jeji uspeéch zavisi na precizni kontrole experimentalnich podminek,
jako je kalibrace a teplota. Diky své nenarocnosti na vybaveni a schopnosti poskytovat
reprodukovatelné vysledky patii mezi efektivni postupy pro hodnoceni primarnich
oxida¢nich produktl. Soucasné¢ vynikd rychlosti a citlivosti, coz umoziiuje detekci

hydroperoxidi mono a polynenasycenych mastnych kyselin [21].

3.3 Méreni sekundarnich oxida¢nich produktii

K méfeni sekundarnich oxidacnich produktl se pouZzivaji metody jako test p-anisidinu,
stanoveni TBA (thiobarbiturové kyseliny) nebo hodnota TOTOX. Tyto metody slouzi
k detekci aldehydt a dalSich latek vznikajicich pii pokrocilé oxidaci lipidi.

3.3.1 p - Anisidinové ¢islo

Stanoveni p-anisidinového ¢isla (p-AnV) je ukazatelem obsahu aldehydt v oleji, ptedevsim
2,4—dienalii a 2—alkenal, které vznikaji jako sekundéarni oxida¢ni produkty béhem oxidace
lipidi. Aldehydy patii mezi hlavni tékavé latky produkované pii oxidaci lipida a tvori

vyznamnou ¢ast t¢kavych sloucenin odpovédnych za zmény chuti a viin€ oleji béhem jejich
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wewr

ktery se jiz nepouziva kviili karcinogennim vlastnostem benzidinu. Peroxidové ¢islo a p-
anisidinové c¢islo jsou casto kombinovany do tzv. oxida¢ni hodnoty (,,Totox*), ktera
poskytuje komplexni piehled o celkové urovni oxidace oleje. Tato metoda umoziuje
efektivni hodnoceni kvality oleje béhem skladovani, tepelného zpracovani a vyuziti

v potravinafstvi [22].

3.3.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je separa¢ni analytickd metoda urcena k rozd¢leni, identifikaci
a kvantifikaci t€kavych organickych a anorganickych latek ve smési. Princip spociva
v rozdilné distribuci analyzovanych slozek mezi mobilni a stacionarni fazi. Vzorek je do
systému zaveden v plynném nebo zplynéném stavu. Pomoci nosného plynu je transportovan
kolonou, kde dochazi k oddéleni jednotlivych slozek na zaklad¢ jejich fyzikalné-chemickych
vlastnosti, pfedevsim tékavosti a interakce se stacionarni fazi. Vyhodnoceni chromatogramu
probiha pomoci detektoru, ktery zaznamendva piitomnost oddélenych slozek na vystupu
z kolony [23]. Schéma plynové chromatografie je na obrdzku 4. Pomoci plynové
chromatografie lze stanovit aldehydy, ketony, t€kavé uhlovodiky a estery, coz jsou latky,

které vznikaji oxidaci olejl.

Injektor vzorku

/ A

Regulator pritoku

N\

D

N

Detektor

Nosny plyn Termostaty pro kolonu,
injektora detektor

Obrazek 4 - Schéma plynové chromatografie

(Zdroj [24])
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4 PUPALKOVY OLEJ

Pupalka (Oenothera L.) je rostlina patfici do celedi pupalkovitych (Onagraceae).
Rod Oenothera L. zahrnuje ptiblizné 145 druht, které se vyskytuji v mirném a tropickém
podnebném pasu Severni a Jizni Ameriky. Nékteré z téchto druhid se ptizplsobily novym
prostfedim a rozsifily se také do oblasti evropského kontinentu. Nejrozsifenéj§im druhem
rodu Oenothera L. je Oenothera biennis (pupalka dvouleta), kterda je zaroven nejlépe

prozkoumana diky své vyznamné biologické aktivite.

Pupalka dvouletd (obrazek 5) obsahuje fadu biologicky aktivnich latek, které se lisi
v zavislosti na ¢asti rostliny. Nadzemni ¢asti rostliny jsou bohaté na fenolové kyseliny (napf.
kyselina gallova a ellagova) a flavonoidy, jako jsou quercetin a kaempferol v rtiznych
formach. Vodné extrakty z listi obsahuji ellagitanniny, sacharidy jako je glukoza
a galaktéza. Kotfeny pupalky obsahuji steroly (napf. sitosterol), triterpeny (kyselina
maslinova a oleanolova) a xanthony. Semena obsahuji asi 20 % oleje, ziskdvaného lisovanim
za studena. Slozeni oleje je z 98 % z triacylglycerolti, s malym mnozstvi jinych lipida
a nezmydelnitelnych latek (1-2 %). Pupalkovy olej (PO, evening primrose oil) je bohaty na

kyselinu linolovou a gama-linolenovou, které jsou kli¢ové pro jeho piiznivé ucinky [25].

Obrazek 5 - Pupalka dvouleta

(Zdroj [26])
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PO obsahuje také alifatické alkoholy, mastné kyseliny, steroly a polyfenoly. Jak uz bylo
zminéno, mezi jeho hlavni charakteristiky patii vysoky obsah esencialnich nenasycenych
mastnych kyselin, predevsim kyseliny linolové (LA, 70-74 %) a gama-linolenové (GLA, 8—
10 %). GLA se v lidském téle tvofi také jako meziprodukt metabolismu LA a slouZzi jako
prekurzor eikosanoidd, které hraji dilezitou roli ve sprdvném fungovani tkani. Jejich
nachylnost k oxidaci je spojovdna s nezadoucim pachem, ktery snizuje atraktivitu produktu
pro komeréni vyuziti [25]. V tabulce €. 1 je uvedeno procentudlni zastoupeni mastnych

kyselin v PO dle ¢lanku [25].

Tabulka 1 — Obsah hlavnich mastnych kyselin v PO

Mastna kyselina Obsah v PO [%]
linolova 73,88 + 0,09
v-linolenova 9,24 + 0,05
olejova 6,93 + 0,02
palmitova 6,31 +£0,14
stearova 1,88 £ 0,02
eikosenova 0,55+0,01
arachova 0,31 £0,03
behenova 0,10 +0,01

4.1 Vyuziti v kosmetice a péci o plet’

PO si ziskal oblibu v pfirodni kosmetice diky vysokému obsahu kyseliny linolové, ktera
podporuje funkci kozni bariéry a pomaha snizovat transepidermalni ztratu vody (TEWL).
Télo si kyselinu linolovou nedokaze samo vyrobit, je tieba ji ziskdvat zvenci a PO je jejim
bohatym pfirodnim zdrojem. Tato mastna kyselina hraje kli¢ovou roli pfi tvorbé ceramidd,
které jsou kli¢ové pro udrZeni hydratace a pruznosti pokozky. Posilenim kozni bariéry
a zabranénim ztrat€¢ vody se PO osvédCuje zejména u suché, podrazdéné nebo Supinaté
pokozky. Jeho zvlaciujici vlastnosti dale zvySuji hladkost pokozky, coz z néj €ini cennou

slozku hydratacnich ptipravkt [27].

4.1.1 Ud&inky na kazi

Jak jiz bylo uvedeno, PO obsahuje vyznamné mnozstvi esencidlnich mastnych kyselin, které
jsou kli¢ové pro zdravi pokozky. Diky nim PO pfispiva k posileni epidermalni bariéry,

w1

obsahuje také bioaktivni slouceniny jako jsou flavonoidy a fenoly, které mu dodavaji

-----

antioxidacni a protizanétlivé vlastnosti. Tato kombinace ucinnych latek pomdha



30 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

neutralizovat volné radikdly a chrani pokozku pfed oxida¢nim stresem a piedcasnym
starnutim. Diky témto vlastnostem se ¢asto vyuziva v kosmetickych ptipraveich zamétenych
na zklidnéni projevil koznich problémd, jako jsou atopickd dermatitida, ekzémy, lupénka

cakné [28].

Atopickd dermatitida (AD) je chronické zanétlivé onemocnéni kiize projevujici se
suchosti, ekzematdznimi lézemi a intenzivnim svédénim. Jeji pfi¢iny jsou multifaktoridlni,
zahrnuji genetické predispozice i vlivy prostfedi. U nékterych jedinct se projevuje snizena
schopnost pfemény mastnych kyselin, to mize vést k oslabeni obranyschopnosti ktize proti
zan&tim. V ramci 1éCby se stale Castéji vyuziva olej z PO, ktery je bohatym zdrojem kyseliny
gama-linolenové. Tato mastna kyselina se v téle pfeméinuje na kyselinu dihomo-gama-
linolenovou (DGLA), zndmou svymi protizanétlivymi U¢inky. Pravidelné pouzivani mtize
pomoci zlepsit stav pokozky tim, ze podporuje hydrataci, regeneraci a tlumi zanétlivé

projevy [29].
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5 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Védecké studie se ¢im dal vice zamé¢fuji na oxidacni stabilitu oleji rostlinného ptvodu.
Zajimava je kombinace PO se slune¢nicovym olejem (SAO). Vzhledem k vysokému obsahu
polynenasycenych mastnych kyselin, zejména kyseliny linolové a gama-linolenové, je PO
velmi nachylny k oxidaci, to mize negativné ovlivnit jeho nutricni hodnotu 1 moZnosti
vyuziti. Jako ucinné feSeni se ukazuje smichani PO s oleji s odliSnym profilem mastnych
kyselin, naptiklad se SAO, ktery je bohaty na mononenasycené mastné kyseliny a obsahuje
pfirodni antioxidanty, jako jsou tokoferoly a fytosteroly. Vysledky experimentélnich studii,
které vyuzivaly 3D modely lidské kiize, ukdzaly, Ze smés PO a SAO méd vyrazny ochranny
ucinek. Kombinace obou oleji u¢inné zmirnila podrazdéni pokozky a snizila fototoxicitu
zpiisobenou UV zifenim. Tento efekt je pfisuzovan predev§im antioxida¢nim
polyfenolovym slou¢enindm a esencidlnim mastnym kyselinam. Lze tedy fict, Ze kombinace
PO a SAO nejen zvySuje oxidacni stabilitu, ale také posiluje ptiznivé ucinky na pokozku,

coz otevird nové moznosti vyuziti PO v dermokosmetickych ptipravcich [30].

Vznik nezddouciho aroma omezuje kvalitu a komercni vyuzitelnost PO. Studie prokazala,
ze oSetfeni PO UV zéafenim v pfitomnosti TiO:2 po dobu 5 minut vyrazné snizilo koncentrace
klicovych t€kavych sloucenin: E-2-decenalu, 1-okten-3-olu a kyseliny hexanové o 50 %,
75,2 % a 61,4 %. Analyza aromatického profilu oleje metodami OAV (hodnota pachové
aktivity) a HCA (hierarchické shlukovani) ukéazala, Ze zmény po oSetieni byly zanedbatelné
a profil zlstal téméf totozny s plvodnim. Fyzikalné-chemické vlastnosti oleje se
kratkodobym UV/TiO: oSetfenim prakticky nezménily, coZ potvrzuje, Ze tato metoda je

vhodna pro deodorizaci PO bez negativniho vlivu na jeho kvalitu [31].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE

Cilem prace bylo stanoveni oxida¢ni stability pupalkového oleje s vyuzitim ptirodnich
antioxidantli pomoci jodometrické titrace. Dil¢imi cili bylo porovnani vysledki s metodou
zrychlené oxidace na pfistroji Rancimat 892 a analyza profilu mastnych kyselin pomoci

plynové chromatografie.
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7 MATERIAL A PRISTROJE

V této kapitole jsou uvedeny seznamy chemikalii a pfistrojového vybaveni, které byly

pouzity v experimentalni ¢asti této bakalarské prace.

7.1 Material

Pupalkovy olej, lisovany za studena, byl doddn spole¢nosti Nobilis Tilia (obrazek 6). Tato
spoleCnost se specializuje na vyrobu pfirodni a bio kosmetiky, kterd je zaloZena na
principech aromaterapie a vyuZziva peclivé vybrané suroviny. Olej byl skladovan ve tmé pfi

laboratorni teploté 21+2°C.

Obrizek 6 — Pupalkovy olej Nobilis Tilia
(Zdroj [32])
7.2 Chemikalie
- Thiosiran sodny (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
- Chloroform (Ing. Petr Lukes§, Uhersky Brod)
- Kyselina octova (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
- Jodid draselny (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
- Dichroman draselny (Ing. Petr Svec —Penta, Praha)

- Skrobovy maz (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice)
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- Hydroxid draselny (Ing. Petr Svec —Penta, Praha)
- n-Hexan (Ing. Petr Svec —Penta, Praha)
- NaCl (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
- Siran sodny (Lach-Ner, s.r.o0., Neratovice)
- Vitamin E (Cosphatec GmbH, Némecko)
- Rozmarynovy extrakt (M+H,Mic¢a a Harasta s.r.0)
- Standard SUPELCO 37 Component FAME Mix (Sigma Aldrich, Némecko)
7.3 Pristroje a pomucky

Analytické vahy

UV/Vis spektrofotometr (PhotoLab 6600 UV-VIS, Némecko)
Rancimat 892 (Metrohm, Svycarsko)

Plynovy chromatograf Shimadzu GC 14A a Shimadzu GC 2010 Pro
s plamenové¢ ionizac¢ni detekci (Shimadzu GmbH, Praha)

Bézné laboratorni sklo

Fialové sklo pro uchovani oleja



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

8 METODIKA

Tato kapitola obsahuje postup praci a metod, které byly pouzity pro charakterizaci PO

a stanoveni jeho oxidac¢ni stability.

8.1 Priprava methylestert pupalkového oleje

Do 100ml varné baiiky bylo navazeno 0,5 g pupalkového oleje s piesnosti na 0,001g. K oleji
bylo nasledné ptidano 20 ml methanolu a 0,5 ml 1M methanolického hydroxidu draselného.
Pro zajisténi rovnomérného varu a k zabranéni tajného varu byly do roztoku ptidany varné
kaminky. Takto pfipravena smés byla refluxovana pod zpétnym chladicem po dobu 30 minut
na topném hnizd€. Po uplynuti reakéni doby byla smés ochlazena na laboratorni teplotu.
Naésledné byla pfevedena do délici nalevky. Bailka byla promyta 10 ml hexanu, ktery byl
pfidan do délici nalevky spolu s 15 ml 20% roztoku NaCl. Cely obsah d¢lici nalevky se
diikladné protfepal. Vodna faze byla oddélena do druhé délici nalevky, do které se ptidalo
5 ml hexanu. Obsah druhé néalevky se opét protiepal a ob¢ faze byly oddéleny. Hexanové
faze z obou délicich nalevek se sloucily a protiepaly s 15 ml 20% roztoku NaCl. Po oddé¢leni
vodné faze byla organicka fdze vysuSena siranem sodnym v Erlenmayerové baiice.

Vysuseny roztok byl ptefiltrovan ptes papirovy filtr do Sml odmérné baiky.

8.2 Plynova chromatografie

Analyza pfipravenych vzorkii methyl-esteri byla provedena pomoci plynového
chromatografu Shimadzu GC-14 (kolona polarni Agilant DB-wax, 30 m x 0,25 mm x 0,25
um, teplota nastiiku 225 °C, teplota detektoru 230 °C, gradientovy ohiev kolony s rychlosti
5 °C/min, pocatecni teplota 165 °C, konec ohfevu 240 °C, s naslednym zdrzenim na této
teplot¢ po dobu 10 min). Druhd analyza methylesteri byla provedena na novém
chromatografu GC-2010 Pro s plamenové ioniza¢nim detektorem (FID) za pouziti kolony
SH-FAME (30 m délka; 0,25 mm vnitini pramér; 0,25 um tloustka filmu). Teplota nésttiku
¢inila 250 °C, teplota detektoru 260 °C, a teplota kolony opét s gradientovym ohievem (ze
165 °C na 240 °C).

Methylestery mastnych kyselin byly identifikovany srovnanim reten¢nich cast
eluénich pikl vzorki s retenénimi ¢asy elu¢nich pika standardu SUPELCO™ 37 Component
FAME Mix. Chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci softwaru Clarity. Kvantifikace byla

zalozena na plochéch chromatografickych piki metodou vnitini normalizace.
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8.3 Stanoveni peroxidového Cisla jodometrickou titraci

Metoda je zaloZena na interakci hydroperoxidii v oleji s jodidem draselnym v kyselém
prostfedi, coz zpusobuje uvolnéni jodu. Uvolnény jod je nésledné¢ kvantifikovan titraci
pomoci thiosiranu sodného (Na2S20s), a to umoziuje stanovit peroxidové ¢islo a posoudit

oxida¢ni degradaci oleje.

8.3.1 Priprava vzorki pro stanoveni peroxidového ¢isla

V ramci experimentu byl analyzovan pupalkovy olej, ktery byl rozdé€len na nékolik vzorkd,
které byly uchovavany v riznych typech skla (¢iré/fialové) nebo s pridavkem antioxidantu
(AO), a to bud’ rozmarynového extraktu (RE) nebo vitaminu E (Vit E). Vzorky bez AO byly
pfipraveny navazenim 100g oleje do €iré Erlenmayerovy banky se zabrusem, nasledné i do
lahvicky z fialového skla. K dal§im vzorkim PO (100 g) v Erlenmayerové baiice byly
pridany antioxidanty ve dvou koncentracich, které¢ byly doporuceny vyrobcem AO. Takto
pfipravené oleje byly nésledné uloZeny v laboratofi pfi laboratorni teploté a za pfistupu

denniho svétla. Piehled vzorkl a navazek jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka 2 — Prehled pripravenych vzorkii PO

Navazka | Navazka
Vzorek Zkratka vzorku oleje AO
le] g]
Pupalkovy olej — ¢iré sklo 1 PO1 100,73 -
Pupalkovy olej — ¢iré sklo 2 PO2 100,09 -
Pupalkovy olej — fialové sklo PO-FS 100,07 -
Pupalkovy olej + 0,25 % rozmarynovy extrakt PO-RE 0,25% 100,00 0,2607
Pupalkovy olej + 0,5 % rozmarynovy extrakt PO-RE 0,5% 100,40 0,5017
Pupalkovy olej + 0,15 % Vit E PO-VitE 0,15% 100,07 0,1653
Pupalkovy olej + 0,2 % Vit E PO-VitE 0,2% 100,06 0,2273

8.3.2 Priprava nasyceného roztoku jodidu draselného

Na predvazkach bylo odvazeno 12,5 g jodidu draselného (KI) a rozpusténo v 15 ml
destilované vody. Pfipraveny roztok byl uchovavan v tmavé lahvi, kterd slouzi k ochrané
pted svétlem, a pro uplnost byl navic uloZzen ve tmé. Intenzivni zluté zabarveni roztoku

nebylo Zadouci, protoZe signalizuje ¢astecnou oxidaci jodidovych ionti.
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8.3.3 Priprava roztoku thiosiranu sodného

Redénim zasobniho roztoku 0,1M Na»S»0; byl pfipraven roztok o koncentraci 0,01M.
Nedélitelnou pipetou bylo odméfeno 25 ml 0,1M roztoku NazS;03, ktery byl ndsledné
preveden do 250ml odmérné banky a doplnén destilovanou vodou az po rysku. Barka byla

poté uzaviena a dukladné promichéana.

8.3.4 Stanoveni presné koncentrace roztoku Na;S;03

Do Erlenmayerovy baiiky o objemu 100 ml bylo odpipetovano 10 ml 0,01M K>Cr:0O7
a nasledné pridany 2 ml koncentrované HCl a 1 ml ptipravené¢ho roztoku KI. Roztok byl
diikladné promichan, banika byla uzaviena zatkou a ponechdna v temnu po dobu 5 minut.
Poté¢ byla do baiky ptiddna destilovand voda o objemu 20 ml a nékolik kapek (6-10)
Skrobového mazu. VSe bylo titrovano 0,01M roztokem Na>S>O; do odbarveni. Byly

provedeny dvé stanoveni a vypoctena koncentrace dle rovnice 1.

[ml] (1

Kde: a— spotieba 0,01M roztoku Na,S>03 [ml]
b — objem 0,01M K>Cr2O7 pouzity ke stanoveni [ml]

Zasobni roztok thiosiranu sodného byl pfipravovan vzdy cerstvy ve stejnych casovych
intervalech jako bylo provedeno stanoveni peroxidového cisla. Vzdy probéhlo i stanoveni

ptesné koncentrace 0,01M NazS>0s.

8.3.5 Peroxidové ¢islo

Do 250ml Erlenmayerovy baiiky bylo s piesnosti na 0,0001 g navazeno piiblizné 1-1,5 g
vzorku rostlinného oleje. Nasledné bylo pfidano 25 ml smési chloroformu a kyseliny octové
v poméru 1:1 a 1 ml roztoku KI. Baiika byla uzaviena, dikladné¢ promichéna a poté
ponechana na 5 minut v temnu pii pokojové teploté. Poté bylo pfidano 75 ml destilované
vody, 2 ml Skrobového mazu, vSe bylo opét ditkkladné promichéno. Titrace byla provadéna
roztokem 0,01M Na:S20; az do odbarveni indikatoru. Soucasné byla provedena titrace
slepého pokusu. Stanoveni probihalo pravidelné jednou tydné. U prvni sady vzorkd POl
a PO-RE probihalo po dobu 21. tydn. Nasledné¢ se pokracovalo se stanovenim

peroxidového &isla (PC) u druhé sady vzorki, a to u vzorki PO2, PO-FS a PO-Vit E.
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Stanoveni PC druhé sady probihalo z Gasovych divodi po kratsi dobu (9 tydnti). Peroxidové

¢islo bylo vypocteno podle vzorce 2.

1000-M-(a—b)
n

pPC = [uval-g'tuku] 2)

Kde: M — pfesna koncentrace roztoku Na>S»03
a — spotfeba 0,01M NaxS»0s3 pfi vlastnim stanoveni [ml]
b — spotteba 0,01M Na»S,03 pti slepém pokusu [ml]

n —navazka tuku [g]

8.4 Stanoveni konjugovanych dienovych a trienovych mastnych kyselin

UV/Vis spektrofotometrii

UV/Vis spektroskopie je analytickd metoda, kterd vyuzivé interakci elektromagnetického
zateni v ultrafialové a viditelné oblasti se vzorkem. Molekuly ve vzorku absorbuji fotony
charakteristické absorpcni spektrum. Tato technika je Siroce pouzivana pro identifikaci
analyti, kvantifikaci jejich koncentrace a analyzu elektronovych ptfechodii. Mezi typické
aplikace patii naptiklad studium konjugovanych dvojnych vazeb, jako jsou konjugované

dieny a trieny, jejichz absorpéni maxima lezi v UV oblasti spektra [33].

8.4.1 Stanoveni

Vzorky byly pfipravovany do 50ml odmérné banky. Navazka oleje ¢inila vzdy pouze jednu
kapku (cca 0,02 g), kterd byla rozpusténa v n-hexanu doplnénym po rysku v odmérné bance.
Absorp¢ni spektra vzorka byla zmétena pomoci UV/Vis spektrofotometru 6600 Photo Lab.
Mg¢éteni probihalo v kiemennych kyvetach v rozsahu vinovych délek 200400 nm. Hodnoty
absorbance byly odecitany pii vinovych délkach 233, 262, 268 a 274 nm. VInova délka
233 nm je charakteristickd pro absorpci konjugovanych dienti, zatimco vinové délky 262,
268 a 274 nm jsou spojeny s konjugovanymi trieny. Obsah konjugovanych dienti a trienii
byl vypocten dle rovnic 3 a 4.

Obsah konjugovanych diend (CD):

CD = 0,91(a233 - 0,07) [%] (3)

Obsah konjugovanych trient (CT):
CT = 1»316(51268 — 0,5 (aze2 — a274)) [%] 4)
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Kde
a=A,-V/-m
A — absorbance stanovena pro pfislusnou vinovou délku
m — hmotnost navazky [mg]
V — vysledny objem roztoku [ml]

¢ — délka kyvety v cm

8.5 Rancimat

Pro stanoveni oxidacni stability oleji byl pouzit piistroj Rancimat 892 Metrohm. M¢éteni
bylo provedeno v souladu s normou ISO 6886:2016. Toto zafizeni ma osm méficich pozic,
které jsou usporaddny do dvou samostatné nastavitelnych topnych bloka. Teplotu kazdého
bloku je mozné nastavit samostatné, ¢imz je umoznéno provadét méfeni vzorki pii riznych
teplotdch béhem jediného méteni. Pro kazdé méteni bylo do reakéni nadoby navadzeno
pfiblizné 3+0,1 g vzorku, analyza probihala pfi teplotach 90, 100, 110 a 120 °C. Proud
vzduchu prochdzejici reakénimi nddobami byl nastaven na 20 1/h. Té€kavé oxidacni produkty
byly zachytavany v méficich nadobach obsahujicich 50 ml destilované vody, kde byla

nasledné sledovana zména vodivosti.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujici ¢asti budou prezentovany ziskané vysledky ze stanoveni oxidacni stability
pupalkového oleje. Nejdiive ale byla provedena analyza zastoupeni mastnych kyselin

v pupalkovém oleji.

9.1 Plynova chromatografie — zastoupeni mastnych kyselin pupalkového
oleje

Vzorek pupalkového oleje od spole¢nosti Nobilis Tilia byl nejprve preveden na methylestery
mastnych kyselin (FAMEs) a nasledn¢ analyzovan pomoci plynové chromatografie.
K analyze byly vyuzity dva pfistroje — star§i model Shimadzu GC-14 a moderngjsi GC-

2010 Pro, coz umoznilo srovnani vysledkti z obou zatizeni.

Vzorek byl nafedén hexanem, a to v poméru 60:1000 pul pfes septum chromatografu
bylo nastfiknuto 1 pl nafedéného vzorku. Analyza probihala po dobu 20 minut a kazdé
méteni se opakovalo dvakrat. Reten¢ni Casy jednotlivych slozek byly zaznamenany pomoci

softwaru a nasledné& porovnany se standardem SUPELCO™ 37 Component FAME Mix.
Na obrazku 7 a 8 jsou zobrazeny vysledné chromatogramy z analyzy methylestertt PO
z ptistroje CG-14 a GC-2010. Z chromatogramt je zfejmé, ze v pupalkovém oleji je nejvice

zastoupeno pét typt mastnych kyselin, pficemz jedna z MK je zastoupena v nejvétsi mife.

napéti

> 9,150 1

I\
f\l_____ e e e

) 10480 2

Cas [min.]

Obrazek 7 - Chromatogram methylesterii pupalkového oleje (GC-14)
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Obrazek 8 - Chromatogram methylesteru pupalkového oleje (GC-2010 Pro)

Jako prvni byla provedena analyza methylesterti na star§im pfistroji GC-14 (tabulka 3
a obrazek 7). Na zaklad¢ analyzy vzorku pupalkového oleje byla jako hlavni mastna kyselina
uréena kyselina linolova s podilem piiblizn€ 75,2 % z celkového profilu. Vyrazngjsi
zastoupeni vykazovaly také kyselina linolenova (8,2 %) a olejova (8,1 %). Nizsi podil
ptipadal na kyselinu palmitovou (6,4 %) a stearovou (2,1 %). Méfeni bylo pro porovnani

zopakovano na pfistroji Shimadzu GC-2010 Pro.

Tabulka 3 — Identifikace a kvantifikace mastnych kyselin v PO

GC-14 GC-2010
Identifikovana MK R P
Rt (min) Zastou(l))enl MK Rt (min) Zastou(l))enl MK

(%) (%)

Palmitova 9,15 6.4 5,665 6,65

Stearova 10,48 2,1 8,175 2,05

Olejova 10,63 8,1 8,435 7,15
Linolova 11,00 75,2 9,055 75,30

gama-Linolenova 11,23 8.2 9,465 8,95

Mg¢fteni na pfistroji Shimadzu GC-2010 Pro (tabulka 3, obrazek 8) ukazalo, ze pupalkovy
olej tvofi pfedevsim kyselina linolova (75,3 %), nasledovand gama-linolenovou (8,95 %)
a kyselinou palmitovou (6,65 %). Kyseliny olejova (7,15 %) a stearova (2,05 %) byly
zaznamenany v niz§im zastoupeni. Naméfené hodnoty byly nasledn€ porovnany s literarnimi
udaji uvedenymi ve studii Christie’s (1999), kterd popisuje zastoupeni mastnych kyselin

v pupalkovém oleji [39]. Piehled téchto udajii je shrnut v tabulce 4.
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Tabulka 4 - Zastoupeni hlavnich MK v PO dle literatury [39]

Mastna kyselina Zastoupeni [%]
palmitova (16:0) 6,44
stearova (18:0) 1,81
olejova (18:1) 9,76
linolova (18:2) 71,2
gama-linolenova (18:3) 8,72

Naméiené hodnoty z obou chromatografi Shimadzu GC-14 a GC-2010 Pro (obrazek 9) jsou

si velmi blizké, zejména u linolové (75,2 % / 75,3 %) a gama-linolenové kyseliny (8,2 % /

8,95 %), které tvoti hlavni podil mastnych kyselin. Ve srovnani s literaturou viz tabulka 4

(71,2 % linolova, 8,72 % gama-linolenova) jsou hodnoty témér totozné. U olejové kyseliny

byly namétené hodnoty nizsi (8,1 % / 7,15 %) oproti literarni hodnoté (9,76 %). Palmitova

a stearova kyselina se liSily pouze nepatrné. Rozdily mezi stanovenim MK jsou vuci

literatufe minimalni a odpovidaji béZzné variabilité pfirodnich olejt.

mastna kyselina

gama-
Linolenova

Linolova

Olejova

Stearova

Palmitova

B 395

8,2

753

75,2
B 715
8,1
B 205
2,1
B 565
6,4
0 10 20 30 40 50 60 70 80

relativni zastoupeni MK (%)
m GC-2010 GC-14

Obrazek 9 — Srovnani zastoupeni MK stanovené pomoci dvou pristrojii
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9.2 Analyza vysledkii stanoveni peroxidového ¢isla

Jako prvni bylo peroxidové ¢islo sledovano u sady vzorkl PO s rozmarynovym extraktem
(PO-RE) s koncentracemi 0,25 % a 0,5 %, zaroven byl testovan PO bez ptidavku AO v ¢irém
skle (PO1). Peroxidové ¢islo PO1 a PO-RE bylo opakované méteno po dobu piiblizné
5 mésici. Vzorky se uchovavaly na svétle pti laboratorni teploté v ¢irych Erlenmayerovych
bankach. Vsechny vzorky byly pravidelné jodometricky titrovany tiikrat vedle sebe.
Vysledky jsou uvedeny jako primérmé hodnoty peroxidového <¢isla a doplnény

o smérodatnou odchylku.

Z obrazku 10 je patrné, Ze u &istého PO1 byl narust PC pozorovén po celou dobu skladovani,
to odpovida skutecnosti, ze oleje pfi vystaveni svétla a pokojové teploté oxiduji. Do 8. tydne
nebyly pozorovany vyrazné zmény PC mezi PO1 a PO s rozmarynovym extraktem, zmény
mezi vzorky nastaly od 8. tydne, od této faze zacina byt rozdil mezi jednotlivymi vzorky
zieteIngjsi. Nejvyrazngjsi zvyseni PC u PO1 nastalo od 20. tydne, kde byly rozdily mezi PO
a PO-RE nejvétsi.

90

peroxidové Cislo [pval-g™ tuku]

0 3 6 9 12 15 18 21
Cas (tydny)

—e—PO PO-RE0,25% -—@—PO-REOQ,5%

Obrazek 10 — Srovnani peroxidového cisla PO a PO s rozmarynovym extraktem v pribéhu 21 tydnii

U vzorkti PO s ptidavkem RE (0,25 % a 0,5 %) mizeme vidét mezi 2. a 8. tydnem spise
prooxidaéni u€inek rozmarynového extraktu. Zména nastava od 9. tydne, kdy se RE zac¢ina
chovat jako antioxidant. Vyrazné&jsi odchylka v métfeni byla zaznamendna v 19. tydnu, kdy

PC PO-RE 0,25 % doséhlo hodnoty 57,04 pval-g tuku. Tento vykyv mohl byt zpiisoben
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chybou v méfeni. Z vysledki nelze usoudit, zda byla jedna ze zvolenych koncentraci RE
Gginngjsi, jelikoz PC se v prabéhu tydnd pfili§ nelisilo. Celkové tedy vypliva, Ze
rozmarynovy extrakt mél uréity ochranny efekt, ktery se zacal projevovat az po delsi dobé
skladovani oleje. Jeho ucinek nebyl okamzity ani zcela dostatecny pro plnou ochranu oleje,

ale pfesto zpomalil oxidaci ve srovnani se vzorkem pupalkového oleje bez antioxidantu.

V dalsi ¢asti experimentu byla sledovana oxidac¢ni stabilita druhé sady vzorki, kde byl
srovnan ucinek barvy sklenéného obalu na oxidaci PO, a to u vzorkil v ¢irém (PO2)
a fialovém skle (PO-FS), a v pfitomnosti jiné¢ho antioxidantu — vitaminu E v koncentraci
0,15 % (PO-Vit E 0,15 %) a v koncentraci 0,2 % (PO-Vit E 0,2 %). Vysledky ze stanoveni

PC v pribéhu 9 tydni jsou zobrazeny na obrazku 11.

90
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45
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peroxidové Cislo [pval-g™" tuku]

15

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cas (tyden)
PO —@=PO-VitEO0,15% —@=PO-VitE0,2% PO-FS

Obrazek 10 - Peroxidové cislo PO, PO s Vit E a PO ve fialové skle v pritbehu 9 tydnii

Z vysledkt je patrné, ze vSechny vzorky béhem 9 tydnli postupné oxidovaly, peroxidova
&isla se u viech vzorki postupné zvySovala. Nejvyssi hodnoty PC byly naméieny u vzorku
s vitaminem E v koncentraci 0,2 %, tato skutecnost je trochu ptekvapiva, protoze by se dalo
ocCekavat, Ze vys$si koncentrace antioxidantu poskytne lepsi ochranu. Nejvétsi rozdil se zacal
projevovat od 6. tydne. Pravé ¢isty PO (PO2) a PO-Vit E 0,1 % vykazovaly po vétSinu asu
niz&i hodnoty PC nez PO-Vit E 0,2 %.

Cvwr

skla (PO-FS). Jeho peroxidové Cislo rostlo mnohem pomaleji nez u ostatnich vzork, tim se
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potvrdilo, ze svétlo vyznamné urychluje oxidaci oleje. Z toho vypliva, Zze samotné podminky
skladovani maji zdsadni vliv na ochranu oleju pied oxidaci, mozna dokonce jesté vétsi nez
pridani antioxidantd. Vl1iv volby barvy skla pro skladovani oleje je zobrazen na obrazku 12.
Vzorek uchovany v tmavé (fialové) lahvi vykazoval nejmensi narist PC dokonce napfi¢

vSemi vzorky.
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Obrazek 11 — Peroxidové cislo PO v ¢irém a fialovém skle v pritbéhu 9 tydnii

Z vysledki vyplyva, 7e rozmarynovy extrakt zpomaluje rist PC (oxidaci oleje) 1épe nez
vitamin E, to potvrzuje iclanek [38], ktery se zabyval porovnanim RE, tokoferoli
a tokotrienolii v PO a jejich indukéni periodou. Podobné vysledky uvadi studie [34], ktera
hodnotila antioxida¢ni uc¢innost RE oproti syntetickym antioxidantim pomoci Rancimat
a Schaalova testu. Prokézala, Zze RE zvySuje antioxidacni kapacitu, obsah fenold, snizuje
peroxidové Cislo a zpomaluje degradaci ve vétsi mife nez syntetické antioxidanty.

Srovnéni u¢inku antioxidantl na oxidacni stabilitu PO v pritbéhu 9 tydni je zobrazeno
na obrazku 13, kde miizeme pozorovat prooxidacni G€inek vit E. Zaroven lze vidét, ze vyssi
koncentrace tohoto antioxidantu mé vyssi prooxidacni u¢inek. Nejvetsi rozdil v ucinnosti
antioxidantd miizeme zaznamenat od 6. tydne, kdy PC PO-Vit E 0,2 % dosahlo hodnoty
52,14 pval-g! tuku v porovnani s 32,64 pval-g!' tuku u PO-0,5 % RE, rozdil je témé&i 20

val-g™! tuku. Proto byl jako G¢inné;jsi antioxidant vyhodnocen RE.
hval-g
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Prooxidacni ucinek Vit E byl potvrzen ve studii [35], ktera sice byla provedena na sdjovém
oleji, ale vzhledem k podobnému profilu nenasycenych mastnych kyselin Ize jeji zavéry
povazovat za relevantni i pro PO. Studie ukézala, Ze ptidavek a-tokoferolu urychluje nastup

oxidace a snizuje oxidacni stabilitu oleje.
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Obrazek 12 - Vyvoj peroxidového Cisla ve vzorcich s antioxidanty v priibéhu casu

9.3 Stanoveni konjugovanych dient a trient

V ramci sledovani oxidacnich zmén PO byla méfena absorbance pii vinovych délkach
charakteristickych pro konjugované dieny a trieny. Vysledky byly pouzity k odhadu miry
primarni oxidace, ktera je Gizce spojena prave s témito slouceninami. Pro kazdy vzorek byly
ziskany tfi spektra, ze kterych se poté odecetly hodnoty absorbance pro odpovidajici vinovou
délku. Nasledné byly tyto hodnoty pfepocitany na relativni absorbance, které slouzily jako
podklad pro vypocet obsahu konjugovanych dienti a trienti, dle rovnic 3 a 4. Hodnoty z 3.

tydne byly odlehl¢, pravdépodobné kvili chybé méfeni, proto nebyly do grafli zohlednény.

Obsah konjugovanych dientt v prvni sadé¢ vzorki (PO a PO-RE) vykazoval b&hem
skladovani v prvnich tydnech kolisavy pribeh (obrazek 14). V dalSich tydnech, zejména
mezi 4.—19., byly u vzork PO-RE zaznamenany konstantni hodnoty CD s mirnymi vykyvy.
Nejvyraznéjsi zména v obsahu CD je pozorovéana od 19. tydne, kde je viditelny vyrazny
nartst CD, pfedevsim u €istého PO. Zde se za¢ina projevovat antioxidacni €¢inek RE. Coz

je v souladu i s daty ze stanoveni peroxidového ¢isla.
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Obrazek 13 - Obsah konjugovanych dienit PO a PO s rozmarynovym extraktem

Ze sledovani zmén obsahu CT (obrazek 15) je az do 19. tydne jasné viditelny kolisavy
prabéh. V 19. tydnu bylo zaznamenano zvyseni, coz mlize naznacovat nastup pokrocile;jsi
faze oxidace, nicméné nebyl pozorovan vyrazny rozdil v mnozstvi konjugovanych trient

u vzorkl s antioxidantem a u Cistého pupalkového oleje.
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Obrazek 14 - Obsah konjugovanych trienit PO a PO s rozmarynovym extraktem
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Prbéh obsahu CD v PO-Vit E zejména s koncentraci 0,2 % (obrazek 16), prokazal nejvyssi
obsah dieni po celou dobu experimentu. Mlze to souviset s omezenou ucinnosti o-
tokoferolu, jehoz antioxida¢ni aktivita zdvisi nejen na koncentraci, ale i na vnéjSich
faktorech. Mohlo dojit k vycerpani jeho antioxidacni vlastnosti, a tim ke ztrat€ schopnosti

zpomalit oxidaci. Tyto vysledky koreluji i s vysledky ze stanoveni PC, kde pravé tento

[ RA4

[ RA4

Vysledky opét ukazuji, ze jako nejucinnéjsi se z dlouhodobého hlediska jevi uchovavat PO
v tmavé lahvi. Dal$i moznosti je pridat k vitaminu E antioxidant se synergickym tu¢inkem
napf. vitamin C. Ze studie [36] vypliva, Ze vit. C pomaha regenerovat oxidovany vit. E a tim

prodlouzit jeho antioxida¢ni ucinek.

1,0
0,8 o ————2
0,6 ——
<
o
O
04 \/
0,2
0,0
1 2 4 5 6 7 8 9
Cas (tyden)
PO —@—PO-Vit E0,15 % —@—PO-VitEO0,2% PO-FS

Obrazek 15 - Obsah konjugovanych dienit PO, PO s vitaminem E a PO ve fialovém skle

Obrazek 17 ukazuje, ze vzorek PO, co se tyka obsahu CT, je celkem stabilni, dokonce mél
nejnizsi obsah CT mezi tydny 4—6, poté hodnoty CT vzrostly. Obsah CT u vzorkti PO-Vit E
(0,151 0,2 %) byl znacné variabilni, bez jednozna¢ného trendu. Ovsem od 8. tydne obsah
CT klesl, kde se mohl projevit mozny antioxida¢ni G¢inek vitaminu E. PO v 1ahvi z fialového
skla vykazoval od 4. do 7. tydne opacny trend nez PO v ¢irém skle, poté se obsah CT v tomto

vzorku opét snizil.
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Obrazek 16 - Obsah konjugovanych trienit PO, PO s vitaminem E a PO ve fialovém skle

Porovnani CD ve vzorcich s antioxidanty (RE vs. Vit E) ukazalo rozdily v obsahu CD
(obrazek 18). Jedny z nejvyssich hodnot byly zaznamenany u vzorku PO s pfidavkem vit. E
v koncentraci 0,2 %, a podobné hodnoty se objevily také u koncentrace 0,15 %. Tento
vysledek naznacuje, Ze vitamin E nemusi byt vhodnym antioxidantem pro stabilizaci PO.
Naopak vzorky s RE mély celkové nizs§i obsah CD, coz svéd¢i o jeho vyssi Géinnosti,

zejména v pocatecnich fazich oxidace.
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Obrazek 17 — Srovnani obsahu konjugovanych dienti u vzorkii s antioxidantem

Vv

Z obréazku 19 Ize vidét opacny trend, vzorky PO s vit. E vykazovaly vyssi podil CD, ale nizsi
obsah CT ve srovnani s PO-RE.
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Obrazek 18 - Srovnani obsahu konjugovanych trienti u vzorkii s antioxidantem
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9.4 Vysledky stanoveni oxida¢ni stability pristrojem Rancimat

Oxidacni stabilita vzorku pupalkového oleje byla hodnocena pomoci piistroje Rancimat 8§92.
Testovani probihalo opakované, avSak z technickych divodi bylo mozné uspésné
vyhodnotit pouze méteni pii teplotach 90, 100, 110 a 120 °C. Z ¢asovych ditvodd nebyly
proméfeny vzorky s antioxidanty. Obrazek 20 piedstavuje piiklad zavislosti zmény
vodivosti na case pii teplot¢ 120 °C, kde zelené¢ je kiivka vodivosti, modra je jeji druha

derivace a Cerven¢ je vyznacena doba vzniku oxidac¢nich produktti jako indukéni perioda.

pS/cm

120

100

40

20

Obrazek 19 - Zaznam pribéhu méreni a vyhodnoceni pri teploté 120 °C

Vysledky jednotlivych indukénich €ast, jejich priimér a smérodatné odchylky jsou uvedeny

v tabulce 5.
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Tabulka 5 -Indukcnich casy pri riiznych teplotdach

Indukéni doba Prumér + Smérodatna

o
Teplota [°C] [hod] odchylka

13,06
14,49
15,26
16,21
8,19
7,73
7,98
7,65
3,70
3,74
3,75
3,89
1,31
1,35
1,49
1,64

90 14,76 £ 1,33

100 7,89 £ 0,25

110 3,79 £0,08

120 1,45+0,15

Z obrazku 21 je patrné, Ze s rostouci teplotou se indukéni ¢as vyrazné zkracuje. Pti 90 °C se
oxidaéni produkty zacaly tvofit v priméru po 14,76 hodinéch, to odpovida vyssi oxidacni
stabilit¢ za nizSich podminek. Pfi zvySeni teploty o 10 °C na teplotu 100 °C byla tato doba
pfiblizné polovi¢ni — primérné 7,89 hodin. Pfi 110 °C indukéni doba dale klesla na 3,79
Takto kratk4 indukéni doba pravdépodobné souvisi s tim, ze pii vysSich teplotach potiebu;i
molekuly mnohem méné energie pro zahdjeni oxidac¢nich reakci nez pii teplotach nizkych.
Vsechny procesy proto budou pomalejsi pii teplotach pod 100 °C, tak jak bylo prokazéano ve
studii [37].
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Obrazek 20 — Zavislost indukcni doby na teploté

Pro objektivnéjsi zhodnoceni bylo provedeno také srovnani s literarnimi daty uvedenymi ve
studii [37]. Podle téchto tidaji pupalkovy olej vykazuje pfi teploté 100 °C indukéni dobu
7,20 hodiny, pii 110 °C 3,65 hodiny a pii 120 °C 1,85 hodiny. Porovnani s vlastnimi
vysledky (tab. 5) ukazuje, ze pii teplot€¢ 110 °C byl indukéni ¢as 3,79 hodiny srovnatelny
s publikovanymi udaji (3,65 hodiny). Také pfti teploté 120 °C byl rozdil minimalni, kdy jsme
naméfili 1,45 hodiny oproti 1,85 hodiné ve studii. Vyrazn€jsi odchylku Ize pozorovat
u teploty 100 °C, kde naSe induk¢éni doba €inila 7,89 hodiny, tedy pfiblizné o 3 hodiny vice

nez uvadeéné literarni hodnoty (4,94 hodiny).
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ZAVER

Tato bakalaiska prace se zaméfila na hodnoceni oxidacéni stability pupalkového oleje a vliv
pfirodnich antioxidantli na jeho prodlouzeni. Cilem bylo ovéfit, zda piidavek antioxidantu
(rozmarynového extraktu nebo vitaminu E) zlepSuje odolnost oleje vici oxidaci. Analyza
profilu mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie potvrdila, Ze nejvétsi zastoupeni
tvotila kyselina linolova (C18:2), ktera predstavovala ptiblizn€ 75 % celkového obsahu. Tato
hodnota je v souladu s literarnimi 0daji a potvrzuje, Ze pupalkovy olej je bohatym zdrojem

polynenasycenych mastnych kyselin, které jsou nachylné k oxidaci.

Oxidacni stabilita byla sledovana prostfednictvim nékolika metod. Jodometricka titrace
ukazala, ze nejvyssi peroxidové Cislo mél vzorek pupalkového oleje s pridavkem 0,2 %
vitaminu E. Naopak vzorek s rozmarynovym extraktem vykazoval relativné nizké hodnoty
peroxidového ¢isla, avSak nejnizsi hodnoty mél po celou dobu sledovani vzorek ulozeny

v 1ahvi z fialového skla.

Sledovani obsahu konjugovanych dienti a trienti ukazalo, ze vzorky s rozmarynovym
extraktem mély niz$i obsah dienti, zatimco vzorky s vitaminem E vykazovaly vys$si hodnoty,
u vzorku ulozeného v tmavé lahvi. Co se ty¢e konjugovanych trientl, situace byla opacna,
vzorkem s vitaminem E m¢l niz§i hodnoty nez vzorek s rozmarynovym extraktem. Test
zrychlené oxidac¢ni stability na pfistroji Rancimat potvrdil, Ze se zvySujici se teplotou klesa
Cas, kdy zacina oxidace.

Na zaklad¢ téchto vysledku Ize fict, Ze rozmarynovy extrakt mél v rdmci sledovaného
obdobi ptfiznivéjsi vliv na oxidacni stabilitu pupalkového oleje nez vitamin E. Nelze to vSak
tvrdit s jistotou, protoze PO s vitaminem E byl sledovan pouze po dobu 9 tydnti, zatimco PO
s rozmarynovym extraktem po dobu 21 tydnt. Delsi sledovani by tak mohlo pfinést odlisné
vysledky nebo naznacit jiny trend. Nejlepsi stabilitu po celou dobu vykazal olej uchovavany
v tmavé lahvi z fialového skla, to potvrzuje, Ze volba vhodného obalu hraje klicovou roli pfi
ochrané olejii pfed oxidaci, v n€kterych pfipadech i vyznamnéjsi nez ptidavek antioxidantt.
Do budoucna by bylo vhodné provést delsi sledovani, zaméfit se na rizné koncentrace
antioxidantl 1 jejich mozné kombinace a dale zkoumat vliv skladovacich podminek na

stabilitu olejt.
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