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ANOTACE

Tato préace pfedstavuje abrazivni stripping voltametrii (AbrSV), ur¢enou zejména pro
kvalitativni a kvantitativni analyzu pevnych materiélu, jako jednoduchou, levnou, efektivni a
semikvantitativni screeningovou metodu pro hodnoceni rostlinnych oleji. Vyvinutd metoda
AbrSV je zalozena na elektrochemické oxidaci elektroaktivnich organickych latek ptirozen¢ se
vyskytujici v analyzovanych vzorcich. Kdy vzorky rostlinnych olejii slouZi jako pastové
kapaliny. Elektrochemick4 detekce byla uskute¢néna v mol-1™! octanovém pufru o pH 4,2
s pouzitim square wave voltametrie. Vysledky ukazuji, Ze lze AbrSV pouZzit pfi kontrole

autenticity potravin (elektrochemického otisku prstu) a jako indikétor Cerstvosti.

KLICOVA SLOVA

Uhlikové pastové elektrody, Abrasivni stripping voltametrie, rostlinné oleje, lipofilni vitaminy,

fenolické latky

ANNOTATION

The present study represents an abrasive stripping voltammetry (AbrSV), designed
mainly for the qualitative and quantitative analysis of solid materials, as a simple, low-cost,
efficient and semi quantitative screening electroanalytical method to assess the quality of
various vegetable oils. The developed AbrSV method was based on electrochemical oxidation
of electroactive organic compounds naturally occurring in the investigated samples when
samples vegetable oils served as pasting liquids for preparation of corresponding carbon paste
electrodes. The electrochemical detection was performed in 0.1 mol L™! acetate buffer of pH
4.2 using square wave voltammetry. Obtained results show that the proposed AbrSV could be
applied in the food authenticity control (electrochemical fingerprinting) and also as freshness

indicator.

KEY WORDS

Carbon paste electrode, Abrasive stripping voltammetry, Vegetable oils, Lipophilic vitamins,

Phenolic compounds
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Uvod

Cilem této diplomové prace bylo zjistit moZnosti abrasivni stripping voltametrie
(AbrSV) na uhlikové pastové elektrodé (CPE) pro kvalitativni a semikvantitativni analyzu
rostlinnych oleji, kdy se vyuZivalo monitorovani piitomnych elektrochemicky aktivnich
organickych latek, které slouzily jako biomarkery pravosti ptivodu. Tato prace je rozdélena na
dva hlavni celky, a to védecké resersi a popisu laboratornich experimentt.

V teoretické Casti jsou popsany obecné postupy vyroby rostlinnych olejit a jejich
zékladni vlastnosti, kde je demonstrovdna souvislost mezi typem rostlinného oleje a
koncentracnimi hladinami obsaZenych biomarkert, mezi které patii fenolické latky, steroly,
nekteré lipofilni vitaminy a jejich provitaminy. Déle jsou popsany analytické metody slouzici
k hodnoceni rostlinnych olejii, které se pouZivaji v praxi, a jejich pouZiti je dano legislativou
ve form&€ norem. V posledni fadé jsou zminény nékteré veédecké prace veénované
elektrochemickému stanoveni organickych latek v rostlinnych olejich, kdy je nejvétsi diraz
kladen na vysvétleni podstaty abrazivni voltametrie.

Experimentalni ¢ast se vénuje optimalizaci metody AbrSV na modelovych CPE, kdy
bylo nutné vybrat vhodny uhlikovy materidl a sloZeni detek¢niho média. Spolu s tim bylo
nezbytné optimalizovat pracovni podminky square-wave voltametrie (SWV). Byly pfipravené
CPE o modelovém slozeni elektroaktivnich latek, aby bylo mozné poté identifikovat tyto
biomarkery ve vybranych vzorcich rostlinnych oleju.

Z obdrZenych vysledkl bylo zjiSténo, Ze navrzend AbrSV poskytuje podobné tvary
voltamogramu pro stejny typ rostlinného oleje, a tudiZ by mohla poslouZit jako jednoduchd a
levna screeningova elektroanalytickd metoda pro hodnoceni pravosti a kvality rostlinnych

oleju.

11



TEORETICKA CAST

1. Rostlinné oleje

Rostlinné oleje 1ze definovat jako nepolarni viskdzni kapaliny. SlouZi rostlindm jako
rezervni latky. Skladaji triacylglycerolti (TGC) a volnych mastnych kyselin [1]. Obecné¢ plati,
Ze ¢im vice je dvojnych vazeb v fetézci, tim je olej tekutéjsi. Rostlinné tuky jsou ziskavany
pouze z rostlin [2]. Rostlinné oleje jsou ziskdvané ze semen, plodi nebo jader plodl olejnatych
rostlin [3]. Rostlinné oleje nasli své uplatnéni v potravinéistvi, a proto jejich kvalita podléha
kontrole dané legislativou v normovaném tvaru. Ptiprava rostlinnych oleju, jejich klasifikace
dle ptivodu, obsah biologicky aktivnich latek a piehled standardnich analytickych metod je

popséna nize.

1.1 Ptiprava rostlinnych oleja

Vyroba rostlinnych oleji stoupd spolecné s ristem populace a lepSimi ekonomickymi
podminkami. V poslednich dvou desetiletich je ¢im dél vyuzivangj$i sGjovy a palmovy olej, a
to nejen v potravindfstvi. S rostouci nabidkou vznika i vice kvalitnich oleju [4].

Z rostlinnych oleju jsou vyc¢lenény dvé skupiny, panenské oleje a za studena lisované
oleje. U panenskych oleju se dbd na zachovani charakteru oleje, ktery muZe byt ziskavan pouze
zahfivdnim a mechanicky tedy lisovdnim. Tyto oleje mohou byt CiStény pouze dekantaci,
promytim vodou, filtraci nebo odstfedénim. U oleji lisovanych za studena se zachovdva
charakter oleje stejnym zplisobem, ale neni mozné ho tepeln¢€ upravovat [2].

Vyroba kvalitniho oleje zavisi nejen na Setrné rafinaci, v piipadé rafinovanych oleji,
ale i mnoha jinych faktorech. Kvalitni vstupni suroviny, Setrny zplsob piepravy a skladovani,
to v§e ma vliv kvalitu oleje [4]. Proces vyroby olejil je zobrazen na Obr. 1.

Ptiprava zacina uz pied sklizni, kdy se provadi kontrola rostlin a ptettidi se zkazené
plody ¢i semena. Po sklizeni a pfepravé se surovina zvazi. Jsou z ni odebrany vzorky, u kterych
se hodnoti vlhkost, obsah cizich ¢astic, mira poSkozeni, obsah proteinii a oleje [5]. Jednotlivé

faze ptipravy olejl jsou detailné popsany v néasledujicich podkapitolach.

1.1.1. Mechanické zpracovani

V piipad¢ skladovani je dllezité surovinu uchovéavat Cistou. K ¢isténi se pouZzivaji sita,
aspirdtory nebo cisticky. U semen s dfevnatymi Castmi se v tomto kroku muze provadét
odslupkovéni. Dal$im uZ znaméjSim krokem je naruSeni bunéCnych stén vychozi suroviny.

Tento krok se zna¢né lisi podle plodiny [4]. Cil je spole¢ny, je tfeba rozrusit a upravit bunééné

12



struktury, tak aby daly vzniknout surovému oleji. Jsou pouZivany jak techniky mechanické, tak

chemické. Patii sem lisovani, drceni, extrakce, vafeni a nasledné chlazeni [5].

naruseni ! . . okyseleni a
vy . " I degumming | rafinacce 2
bunécnych stén [ skladovani

Cisténi

filtrace

redukce
fosfolipidl

T

’

-

i dezodorace '
[} )

Obr. 1. Obecné schéma piipravy rostlinnych oleji.

1.1.2. Degumming

Surovy olej obsahuje znacné mnoZzstvi necistot. Nékteré z nich jsou v oleji zaddouci
jako tokoferol a dalsi antioxidanty. Fosfolipidy a fosfor jsou soucdsti bunécnych stén a jsou
také rozpusténé v surovém oleji. Fosfolipidy jsou pro findlni produkt neZadouci, protoze
ovliviiuji barvu, chut,, hydrolytickou a oxida¢ni stabilitu. Navic sniZuji vytéZek pfi rafinaci.
Proto je u nékterych vyrob provadén degumming nebo odslizeni, hydratace [6].

Degumming je proces velmi disledného odstranéni fosfolipidii. Hydrofilni ¢ést
fosfolipidli 1ze odstranit pfiddinim deionizované vody, kterd je hydratuje. Z hydratovanych
fosfolipidii vznikne t€Z8i faze, kterd je odstfedéna. Zatimco hydrofobni fosfolipidy musi byt
napfed okyseleny, aby bylo mozné je oddé¢lit [7]. Kyselina reaguje s kovovymi komplexy
fosfolipidu a preméni je na rozpustné ve vodé. Znamy je téZ degumming pomoci enzymil,
ktery je oblibeny kvili vétsi vytéznosti. Fosfolipidy jsou ddle vyuzivany pro vyrobu

lecitinu [8].

1.1.3. Rafinace

Obecné nejvic zminovanym krokem vyroby olejii je rafinace. Je to proces odstranéni
nezadoucich komplexi latek. Cilem je zvysit trvanlivost a zlepSit organoleptické vlastnosti.
Nez je moZné pfistoupit k rafinaci je tieba olej filtrovat, tim ho zbavit kalu, vldken a necistot

[6]. BohuZel, je pfi rafinaci sniZzeno i mnoZstvi clovéku prospé€$nych lipolytickych bioaktivnich
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latek [9]. ,,Také je potfeba odstranit volné mastné kyseliny konverzi na sodnd mydla. To je

moZzné dvéma zpusoby: alkalickou rafinaci, nebo destilacné v procesu fyzikalni rafinace* [10].

1.1.4. Chemicka rafinace

Alkalicka rafinace je nejvice rozsitfend pro oleje s nizkym obsahem volnym mastnych
kyselin (s6jovy a fepkovy) [6] a prevazné oleje vyrabéné ze semen [7]. ,,Jednd se o neutralizaci
pomoci vodného roztoku hydroxidu sodného za vzniku mydel, kterd ptechazeji do vodné faze*
[10]. Od této metody je pozvolna upousténo kvili vysokym narokiim na ochranu Zivotniho
prostiedi. Jejim vedlejSim produktem jsou takzvané ,soapstock®, smés zmydelnénych
mastnych kyselin, soli, necistot, piipadn¢ fosfolipidii [5]. Vyhoda je pouziti surového oleje

s niz8{ kvalitou a produkce uspokojivého rafinovaného oleje. Také jsou pfi ni 1épe odstranény

stopové prvky [8].

1.1.5. Fyzikalni rafinace

Fyzikdlni rafinace je vhodnd pro oleje s nizkym obsahem fosfolipidii a pro oleje
s vysokym obsahem FFA. Proto je zejména pouZivana pro vyrobu palmového oleje. Fyzikalni
rafinace je nevhodnd pro vyrobu oleje ze semen. OvSem v soucasnosti je zdokonalovan proces
degumming, takZze je umoznéno timto zplisobem rafinovat i oleje slunecnicové a fepkové [8].
,,Hlavnim ukolem fyzikalni rafinace je ziskat komer¢n¢ ptijatelné hodnoty FFA za sou€asného

zachovani minoritnich slozek, jako jsou fytosteroly a tokoferoly [11].

1.1.6. Bé¢leni a dezodorace

Béleni je provadéno pomoci okyselené bélici hlinky, nebo aktivniho uhli
za vakua [12]. Odstrani se tim barviva jako chlorofyly a karoteny, zbylé fosfolipidy a stopové
prvky [8].

Dezodorace je proces destilace s vodni parou za vakua [5], respektive zvysené teploty
(pod 260 °C) a snizeného tlaku [6]. Slouzi k odstranéni volnych mastnych kyselin,
monoglyceridi a produktii rozkladu oleje. Zaroven dezodorace zvySuje mnoZstvi trans
mastnych kyselin. Vznikly olej je schlazen a je zabranéno oxidaci pomoci kyseliny citronové.
Hotovy olej je uskladnén. Podle potieby jednotlivych vyrob je mozné do rafinace vlozit
frakcionaci, pii které jsou odstranény vosky [7]. Také je moZné olej hydrogenovat.
Hydrogenace slouZi k prodlouzeni trvanlivosti a ke zméné€ fyzikdlnich vlastnosti oleje.

Rafinované oleje maji univerzalni pouziti. Pfinosem je jejich chutovd neutralita [8].
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1.2.  Klasifikace rostlinnych oleja

Vétsinou se rostlinné oleje klasifikuji podle ptirodniho zdroje, z kterého byly
vyrobeny. Proto oleje rozezndvdme na palmové, fepkové, olivové, slunecnicové, dynové, Inéné
atd. Dale se daji rostlinné oleje délit dle jejich technologického zpracovani na rafinované a
nerafinované. V posledni fad¢ se rostlinné oleje d¢€li dle jejich obsaZenych latek ¢i regionu

jejich ptivodu.

1.2.1. Palmovy olej

Palma olejna (Elais guineensis) je rostlinou ptivodem pochdzejici z vychodni Afriky.
V soucasné dobé se jeji Cervené plody vyuzivaji k vyrobé oleje. Hlavni svétovi producenti
tohoto oleje jsou Malajsie, Indonésie, Thajsko, Kolumbie a Nigérie [13]. Vyrabi se dva druhy
oleje. Jeden je palmojadrovy, vyrobeny ze semena a druhy je palmovy olej, ktery se vyrabi
z duzniny (mezokarpu) plodu [14]. Tento olej ma vysoky koufovy bod (okolo 230 °C), coz ho
fadi mezi nejvhodngjsi oleje na smazeni. Frakcionaci surového palmového oleje vznika
pfevazn¢ tekutd frakce olein a pevna frakce stearin. Stearin funguje jako ndhrazka
hydrolyzovanych tuki, vyhodou je sniZzeny obsah trans mastnych kyselin [14].Prvni ¢ésti
vyroby palmového oleje je vyroba surového oleje zobrazend na Obr. 2. Zakladni tikony vyroby
palmového oleje jsou sterilizace, loupani, rozmélnéni, extrakce a Cifeni oleje [15].

Po roztiidéni podle zralosti a poSkozeni jsou plodenstvi vafena nebo sterilizovdna
horkou parou. Ob¢ techniky maji za ucel zastavit ¢innost enzymu zpusobujici autooxidaci a
hydrolyzu. Pomahaji uvoliiovat plody z lat (plodenstvi). Zaroven teplo zplisobuje denaturaci
bilkovin, kterd napoméha vzniku malych trhlinek na buiikdch obsahujicich olej. Obsah volnych
mastnych kyselin je sniZzen na hodnotu mensi nez 4 %. Pokud jsou plodenstvi sterilizovéna,
teplo a zvyseny tlak ptisobi i na pecky, ve kterych se oddé¢li jadro od tvrdého obalu pecky. Toto
oddé€leni vyrazné usnadiiuje nésledné drceni jader [16]. Celd sterilizovand ¢i povarena
plodenstvi jsou piepravena do mléticky, ve které se uvolni plody. Vlaknité zbytky plodenstvi
jsou vyuZzivana jako palivo pro boiler, ktery ohfivd vodu pro piedchozi krok nebo slouZzi
k vyrobé hnojiva [17].

V dals$im kroku dochazi k rozmé€lnéni palmovych plodi. Palmové pecky jsou oddéleny
od duZniny. Tato ¢ast je opét provadéna v prostiedi horké pary [15]. Pecky slouzi pro
zpracovani palmojadrového oleje. Olej s pfimé€si duzniny a vody a je lisovdn napiiklad
na Sroubovych lisech a pfefiltrovdna na vibrac¢nich sitech. Tim se oddéli duznina. Zbyvajici

tekutina obsahujici vodu a olej je z lisu pifevedena do sedimentacnich nadrzi, ve kterych probiha
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Citeni. Vzniknou dvé faze, kal a surovy olej. Kal je odstfedén a obnoveny surovy ole;j,
ktery vznikne odsttedénim je opéct pieveden do sedimentacni nadrze. Z vycCeteného oleje jsou
odstranény necistoty na hodnotu mensi nez 0,018 %. Nakonec je surovy olej vysusSen a

piipraven k pteprave [17].

sterilizace

prijem
plodnic

\'4

zbytky zbytky
vyroba plodnic rozmélnéni plodnic
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Obr. 2. Obecné schéma piipravy palmového oleje.
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Surovy palmovy olej je velmi bohaty na tokoferol a tokotrienol, fytosteroly [14], volné
mastné kyseliny, ubichinon (koenzym Q10) a karoteny. Proto je také zndm jako Cerveny
palmovy olej [13]. Palmovy olej také obsahuje skvalen, ktery je prekurzorem fytosterolt [11].

Palmovy olej ziskany rafinaci (tekutd frakce) obsahuje témét 50 % kyseliny olejové
(a ma relativné nizky obsah UFA. K tomu je pomérné bohaty na B-karoten a vitamin E. Tyto
faktory mu zajist'uji relativné¢ vysokou oxidacni stabilitu v porovndni s ostatnimi oleji [18].
Zaroven obsah FFA ve fyzikdlné rafinovaném oleji zdleZi na vstupni suroving, kterd velmi
ovliviluje nastaveni parametra pii rafinaci, aby byl splnén jejich komercné pfijatelny obsah.
U obsahu tokoferol, fytosterolll a karotenoidli predevsim zavisi na pouZité teploté procesu.
Pti vice jak 212 °C jsou karotenoidy zcela zniceny [11]. Podle prace z roku 2021 se daji zbytky
plodenstvi vyuzivat jako zdroj ¢erveného palmového oleje z pokrutin. Pokrutiny obsahuji okolo

6 % oleje a jsou bohaté na biologicky aktivni latky. Olej je moZné vyuzit jako dopln¢€k stravy i
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k vyrobé rozlicnych potravindiskych produktii. Prozatim byl tento typ oleje vyuZivdn pouze

jako palivo, poptipad¢ jako krmeni pro zvitata [19].

1.2.2.  Repkovy olej

Repkovy olej je vyrdbén ze semen. Piivodni olej obsahuje 40-50 % kyseliny erukové,
coz znamend, Ze neni vhodny ke konzumaci [10]. V soucasné dob¢ jsou vyvinuty kultivary
tepky, rostliny Brassica rapa a Brassica napus, které obsahuji nizké procento (jednotky
procent) kyseliny erukové a zaroven maji velice nizky obsah glukosinolétii. To fepkovy olej
na prelomu tisicileti vyneslo na pozici tietiho nejcastéjStho zdroje jedlého rostlinného oleje.
Tento druh oleje je v anglickém jazyce nazyvén ,,canola oil*. Podle pivodniho kanadského
druhu oleje [20].

.. Repkovy olej obsahuje cca 60 % kyseliny olejové, okolo 10 % kyseliny linolenové a
celkovy obsah nasycenych mastnych kyselin je nejnizsi z béznych oleju na trhu.” [21].
Z mikroZivin obsahuje kolem jednoho procenta sterolil, z nichZ jsou pfevdzné zastoupeny
tokoferoly [22]. Pro degradaci sterolli a tokoferolll byla shleddna dezodorace jako kriticky krok
vyroby. Diky volnym peroxidovym radikdlim miZe sniZit obsah tokoferolti v fepkovém oleji
0 15-20 %. Zaroven pii neutralizaci (tradicni chemicka rafinace) dochdzi k nejvétsim ztratam
fenolickych latek. Hydrofilni fenolické latky odchazi zejména s vodnou ¢asti odpadu [23].

Pro vyrobu fepkového oleje je vyuzivédno tradi¢nich i novych metod. Lisovani snizi
obsah oleje v pokrutindch ptiblizn¢ na 20 % celkového obsahu [4]. Tradi¢ni metoda vyroby
oleje pomoci extrakce rozpoustédlem a chemické rafinace byla popsédna v predchozi kapitole.
Protoze tyto metody zna¢né zatézuji Zivotni prostiedi a vyrobci se snazi dosdhnout lepsich
vlastnosti oleje, jako vEtsi oxidacni stabilita, jsou vyvijeny metody nové.

Mezi tyto metody patii extrakce nadkritickou tekutinou (SFE). Laboratorni studie
zroku 2018 ukazuji na lepSi oxidacni stabilitu fepkového oleje pii extrakci nadkritickou
tekutinou konkrétné¢ oxidem uhli¢itym oproti konvenéni extrakci rozpoustédlem (hexanem).
To souvisi s vétSim mnozstvim oxidacnich latek v oleji, jako jsou fytosteroly a tokoferoly.
Zaroven je zachovdno obdobné sloZeni mastnych kyselin. Celkova kvalita oleje je vysokd a
srovnatelnd s konven¢nimi metodami. Nevyhodou je, Ze SFE nedosahuje tak vysokych vytézki
[12].

Extrakce vodou za pomoci enzymi je metoda s malymi vytézky. V soucasné dob¢ neni

ekonomicky Zivotaschopnd, kvili cené¢ enzymu. Dal$im nevyfeSenym problémem je
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deemulgace a ¢asova ndrocnost procesu. Pokud mé byt tato metoda komercéné vyuZzivana bude
zapotiebi dalsi vyzkum [12].

Mikrovlnna extrakce je jednim z prvnich krokt pfi ziskavani oleje. Mikrovinné zatreni
o frekvenci mezi 300 MHz a 300 GHz zptisobi zahtati suroviny pouze na n¢kolik minut.
Tato metoda zrychluje cely vyrobni proces, sniZuje mnoZstvi pouZitého rozpoustédla a
pfi sprdvném nastaveni Casu pisobeni, teploty a frekvence zvySuje obsah antioxidantl

ve vysledné oleji. Pro moznost komer¢niho vyuZiti je nutné provést dalsi vyzkum [12].

1.2.3.  Slunecnicovy olej

Optimalni podnebi pro péstovani slunec¢nic je mirné az mirné teplé, tedy v teplotnim
rozmezi 20-28 °C. Pro vyrobu oleje se zpracovava zralé semeno, které pii skladovani musi
dosdhnout vlhkosti pod 9,5 %. Tim se zabrdni nezadoucim enzymatickym reakcim [22].
Pivodni slunecnicovy olej obsahuje velké mnozstvi kyseliny linolové okolo 60 %,
dédle kyselinu olejovou a 8-15 % nasycenych mastnych kyselin, pfevazné palmitovou a
stearovou. V soucasné dobé¢ jsou dostupné i oleje s vysokym obsahem kyseliny olejové. V nich
je vice nez 80% kyseliny olejové a mén€ nez 10% kyseliny linolové [24]. Novy kultivar
slunecnic byl ptipraven kvili vyhodam, které kyselina olejovd, jako MUFA (mononenasycené
cholesterolu. Z vyzivového hlediska ov§em neni toto sloZeni optimdln{ kvili Spatnému pomeéru
-3 a ®-6 PUFA (polynenasycené mastné kyseliny) [22]. Tento olej je vhodny k fritovani a je
vyuzivan v prumyslu [24].

Obsah fytosterolll i tokoferolti se ve slunecnicovém oleji pohybuje kolem stifednich
hodnot v porovnani s dal§imi 14 oleji [25]. Pfi vyrobé dochdzi k nejvetsi ztraté fytosterolil
pfi béleni a dezodoraci [23].

Vyroba slune¢nicového oleje je témért totoZnd s vyrobou jinych oleju ziskdvanych ze
semen. Také u n¢j dochdzi k lisovani a nasledné extrakci rozpoustédlem [22]. Stejné tak se

vyviji i nové metody vyroby, které jsou zminény v podkapitole Repkovy olej.

1.2.4. Olivovy olej

,Olivovy olej, mononenasycené mastné kyseliny a celkové stiedomotskd kuchyné

/////

zvyseného krevniho tlaku* [26]. ,,Zastoupeni nasycenych a nenasycenych tukt je v tomto oleji
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15:85. Obsahuje 74 % kyseliny olejové, 11,5 % kyseliny palmitové, 9,5 % kyseliny linolové,
2,5 % kyseliny stearové* [10].

Olivovy olej se vyrabi z duZniny oliv [27]. ZplUsob ziskdvani muzeme vidét
v jednoduchém Obr. 3. Prvnim krokem je extrakce vodou, pfi niZ je ziskan panensky olivovy
olej, pokrutiny a ,,Jampovy‘ olej. ,,Lampovy* olej je nevhodny pro lidskou spotiebu, proto je
ho potieba rafinovat. Po rafinaci byva misen ve vhodném poméru s panenskym olivovym

olejem a tato smeés je vhodna ke konzumaci [28].

olivy
v
paneln.sk\'l — & ::t;zl:lce S pokrutiny
olej

%

\l/ \l/
»lampovy” 2. extrakce extrakce
olej vodou rozpoustedly
\’ \
dvakrat surovy olej
odstFedénV olej z pokrutin

J i}

Obr. 3. Schéma vyroby olivového oleje.

Pokrutiny jsou skladovdny a v dal§im kroku jsou extrahovdny vodou nebo
rozpouStédlem [28]. BéZné se jako rozpousStédlo pouzivd hexan. Novéjsi metoda extrakce
je extrakce ultrazvukem. Témito metodami je pfipravovan surovy olivovy oleji z pokrutin. Ten
je oproti olivovému oleji bohatsi na steroly a polynenasycené mastné kyseliny jako je kyselina
linolovd [29]. OvSem vyS$i obsah této kyseliny sniZuje oxidacni stabilitu oleje [10]. Druha
moznost, jak naloZit s pokrutinami je podruhé je extrahovat vodou. Tim vznika také surovy olej
z pokrutin, ktery je jeSté bohatS$i na bioaktivni latky, ale tento zplisob mad mnohem nizsi
vytéznost. Po extrakci je olej rafinovan [28].

Kontinuélni extrakce vodou pro ziskani panenského olivového oleje zahrnuje nékolik

krok, ve kterych vznikaji odpadni produkty a dochdzi ke ztrdtdm a pfeméné bioaktivnich latek.
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Hlavni bioaktivni ldtky obsazené v olivach jsou fenolové slouceniny [28]. Fenolové slouceniny
jsou podrobnéji rozebrany v kapitole 1.2.

Podle védecké prace z roku 2013 je jejich obsah v samotném panenském olivovém
oleji omezeny. Velmi zdleZi na druhu oliv, podnebi, pocasi a ostatnich vnéjSich faktorech.
Nisledné je nezanedbatelny zplisob vyroby oleje. Pii vyrobé jsou aktivovany enzymatické
procesy, které preménuji bioaktivni latky z plodd na jejich derivéty. V olivovém oleji bylo
stanovovdno 9 biologicky vyznamnych sekundédrnich produkt pomoci HPLC-Orbitrap.
Tyto sekundarni produkty byly hydroxytyrosol, tyrosol, oleacein, oleokantal, oleuropein,
ligstrosid, monoaldehydickd forma oleuropein aglykonu (MFOA), monoaldehydickd forma
ligstrosid aglykonu (MFLA) a kyselina maslinova [30].

Béhem vyroby panenského olivového oleje je dilezitym krokem malaxace. Malaxace
je zptisob mélnéni a miseni plodu ve vyhiivané nadobé¢, pti kterém vznikd olivova pasta [31].
Dochézi pii ni k hydrolyze sekoiridoidl: oleuropeinu a ligstrosidu. Ty mohou byt pfeménény
na aglykony: MFOA a MFLA, nebo na fenoly a jejich derivarty: hydroxytyrosol a tyrosol,
maslinovd) i fenoly jsou ve findlnim oleji obsaZzeny ve vyssi koncentraci, pokud se provadi
malaxace i s peckami. Semena obsahuji enzymy, které jsou dilezité pro preménu téchto
bioaktivnich latek [30]. BohuZel vétSina téchto metabolitii odchdzi spolu s pokrutinami nebo
odpadni vodou. Oba tyto odpadni produkty jsou v soucasnosti zkouméany jako potencidlni zdroj

bioaktivnich latek, kterymi by se dal findlni olej op€t obohatit [31].

1.3.  Biologicky aktivni latky v rostlinnych olejich

jsou vyznamnymi antioxidanty [32]. V nezmydelnitelné sloZce oleje jsou pro vyZivu vyznamné
tokoferoly, fytosteroly, polyfenoly a karotenoidy [33]. Na druhou stranu byvaji pfitomné i jiné
latky, které maji neptiznivy vliv na jeho kvalitu. Jednou z nich je chlorofyl, ktery zpusobuje
fotooxidaci. Proto je tieba potravinu skladovat na tmavych mistech a dbat na dobré odstranéni
chlorofylu pfi béleni [34]. I stopové prvky mohou zplisobovat rychlejsi oxidaci napft.: Co, Ca,
Fe, Ni a zaroveil miiZe olej obsahovat prvky potencidlné toxické napt.: Cd, Hg, As [35].
Nésledujici fadky budou vénovany predevsim antioxidanti a bioaktivnim latkdm s pozitivnim

acinem na ¢lovéka.
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1.3.1. Fenolové slouceniny

Fenolové slouceniny v olejich mizeme rozd¢lit na lipofilni a hydrofilni. Mezi lipofilni
se fadi zejména tokoferoly a tokotrienoly [36]. Nékteré z nich jsou ve spolecnosti znamé
jako antioxidant vitamin E (VE) [37]. Mezi hydrofilni fadime fenolové kyseliny (kyselinu
kavovou a ferulovou), fenoly (hydroxytyrosol a oleuropein), fenolové alkoholy (tyrosol) [38],
sekoiridoidy (oleuropein aglykon), lignany (pinoresinol) a flavonoidy (luteolin) [31].
Kromé vyse zminénych latek olivové oleje taky obsahuji apigenin, kyselinu sinapovou,
p-kumarovou, vanilovou a jeji derivét vanilin [39].

Mezi oleje s vysokym celkovym obsahem fenolickych latek se fadi vysoko i nizko
fenolicky olivovy, sezamovy a fepkovy olej. Kde se hodnota ekvivalentu kyseliny gallové
ve 100 g oleje pohybuje mezi 5-33 mg [25]. Za nimi je dynovy olej s 2,5-5,1 mg/ 100 g
oleje [42]. Naopak kokosovy, séjovy, palmovy a slunecnicovy se fadi mezi oleje s nizkym

obsahem fenolickych litek kolem 1 mg/GAE ve 100 g [25].

1.3.1.1. Tokoferoly a tokotrienoly

Mezi oleje s nejvétsim obsahem tokoferolit (69,4 az 213,3 mg/100 g) patii olej
z pSenicnych klicka, kukufi¢ny, fepkovy a slune¢nicovy. Oproti tomu maji kokosovy a
palmovy jeho obsah nizky (2,9 az 21,3 mg/100 g). Olivové oleje jsou na tom podobné
14,1-20,3 mg/100g oleje. OvSem vSechny tyto oleje obsahuji a-tokoferol. Ten ma nejvétsi
antioxida¢ni kapacitu [25]. Zaroven jsou tokoferoly velmi citlivé a snadno se oxiduji
na tokochinony, které nemaji antioxidacni vlastnosti [28]. Tokotrienoly obsahuji o tfi dvojné
vazby vic neZz tokoferoly, coz muze byt divodem pro jejich lepSi schopnost branit

autooxidaci [40].

1.3.1.2. Oleuropein a hydroxytyrosol

Obsahy téchto dvou vyznamnych antioxidanti se lisi dle typu rostlinného oleje,
kde napftiklad primérny obsah oleuropeinu v olivovych olejich se pohybuje od 0,4 do 0,48 mg
na 100 g [41]. Druhy zminény hydroxytyrosol se vyskytuje ve veétSim mnozZstvi

napt. v dynovych olejich (5-20 mg na 100 g) [42].

1.3.2. Steroly

Steroly jsou triterpeny, které najdeme v lipidovych membrandch rostlin [28].

Jsou jednou z hlavnich sloucenin v nezmydelnéné sloZce surového oleje. Vyskytuji se volné

21



nebo v podobé esterii [33]. Nejcastéjsi z nich jsou kampasterol, sitosterol a stigmasterol [23].
Stanoveni sterolli se vyuZzivd pii kontroldch pravosti oleji a tukti [43]. Jejich prekurzorem
je polynenasyceny triterpen skvalen [44].

Olej s nejvyssim obsahem sterold je olej z pSeni¢nych klicka (1765,0 mg/100 g) a
hned za nim olej z ryZovych otrub. Olej fepkovy ma stfedni obsah steroll a je nasledovan
olejem olivovym. Uplné nejniZi obsah z testovanych olejtt ma olej palmovy (58,7 mg/100 g).
Ze trech vyse zminovanych steroli byl vZdy B-sitosterol v nejvyssi koncentraci u vSech

testovanych oleju [25].

1.3.3.  Lipofilni vitaminy

Kromé vySe uvedenych tokoferolt a tokotrienolli, oznacovanych jako vitamin E,
mohou rostlinné oleje také obsahovat dalsi lipofilni vitaminy jako vitaminy K, D, a A. Vitamin
K je koenzym podilejici se na syntéze fady proteint ucastnicich se sraZzeni krve a kostniho
metabolismu, hraje roli jako kofaktor a ma dal$i zname funkce v organismu [45]. Vitamin K
existuje ve dvou zdkladnich podobéach. Jedna je fylochinon (VK1) a druhd menachinon (VK2).
Ob¢ tyto formy jsou chinony a lisi se pouze v postranni izoprenové jednotce [46]. V rostlindch
vyskytujici se fylochinon je v olejich zastoupen ve dvou izomernich forméach Z a E. Znalost
zastoupeni jednotlivych izomert je dilezitd z hlediska vyzivového a zdravotniho, protoze
pouze E izomer je bioaktivni. Z dostupnych informaci ovSem nebyl obsah izomeril v olejich
stanoven [47].

Nejvyssi obsah celkového fylochinonu je v séjovém a fepkovém oleji v rozmezi
80-350 ug/100 g nebo 100 ml v zavislosti na odridé, zpracovani vzorku, metod¢ a dalSich
okolnostech. V ostatnich olejich (slune¢nicovém, olivovém, sezamovém) je obsah niZsi
nez 100 ug/100 g nebo 100 ml. Konkrétné v panenském olivovém oleji se obsah pohybuje
v rozmezi 50-85 ug/100 g oleje. Jako nejvhodné€jsi metoda pro stanoveni fylochinonu byla
shledana kapalinova chromatografie s post kolonovou derivatizaci a fluorescen¢ni detekci [47].

Vitamin D ma dvé hlavni formy. Jednou je ergokalciferol (VD2), ktery je bézny
vrostlinich a druhou je cholekalciferol (VD3), ktery je zastoupen v ZivociSnych
produktech [48]. Ergokalciferol vznikd v rostlinich ptisobenim UV zafeni na provitamin
ergosterol. NejcCastéji se vyskytuje napiiklad v houbdch, ale také v semenech rostlin [46].

Vitamin A (VA) je oznaeni pro skupinu latek odvozenych od retinolu. Latky

vykazujici aktivitu VA jsou obecné nazyvéany retinoidy. Vzhledem k jejich riznorodosti je

vvvvvv
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karotenoidy [46]. ,,Retinal mlZe byt enzymatickym procesem reverzibilné preménén na retinol
a zaroven je ireverzibiln¢ oxidovén na kyselinu retinovou‘ [46].

Podle védecké prace zroku 2020 se podafilo najit metodu rafinace, pti které je
zachovano 67 % karotenoidt a 70 % vitaminu E. Fakticky je béhem konvencni rafinace zni¢eno
vice nez 98 % karotenoidu [50]. V fecké extra panenském olivovém oleji byl stanoven lutein
v koncentraci 0,35 mg/100 g a B-karoten v koncentraci 0,23 mg/100 g. Tyto latky nebyly
nalezeny v australském extra light olivovém oleji. Také byla vyvracena pfitomnost lykopenu a
kryptoxantinu [51]. Diky vyzivovym problémtim souvisejicim s nedostatkem mikroZivin a
podvyzivou jsou v Indii oleje povinné fortifikovany vitaminem A (retinyl acetitem, retinyl
palmititem a retinyl propiondtem) a obéma formami vitaminu D [52]. Oproti retinolu jsou
retinyl palmitat i retinyl acetdt vice stabilni za zvySenych teplot. Zejména retinyl palmitat,
ktery pii zahiivani na 180 °C po dobu 25 min. ziistane v oleji obsazen z 80 % na rozdil

od acetétu, jehoz obsah poklesne na 56 % [53].
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1.4.  Analyza rostlinnych olejl

Pro analytické hodnoceni rostlinnych olejii je vyuzivano jak klasickych, tak i
instrumentdlnich metod. Krom¢ toho se hodnoti i fyzikdlni a senzorické vlastnosti oleju.
Nésledujici kapitoly obsahuji zdkladni klasifikaci metod pouZivanych v hodnoceni kvality

rostlinnych oleju, kdy je zahrnuta i podstata téchto analytickych postupti.

1.4.1. Fyzikdlné-chemické vlastnosti rostlinnych olejt

Stejné jako je dulezitd informace o rozpustnosti jsou i dalsi fyzikdlni a chemické
veli¢iny dileZité pro spravné rozliSeni, ohodnoceni kvality a analyzu olejii. Prvni z nich je
hustota, kterd méla prozatim vétsi vliv na obchodovéni s oleji, protoZe pfimo souvisi s objemem
a hmotnosti. Hustota je zdvisld na obsahu a sloZeni masnych kyselin i teploté. Na stejnych
veliindch je zdvisld dynamickd i kinetickd viskozita. Také se k zdkladni charakterizaci
rostlinnych oleji vyuzivd méfeni indexu lomu svétla [54].

Bod tani olejti ale i samotnych mastnych kyselin patii mezi hlavni oblasti analyzy oleji
[2]. Bod tani takzvany ,,slip point* je ovlivnén délkou fetézce a druhem krystalizace. Oleje
bohaté na nasycené kyseliny mohou obsahovat vyS$§i mnozstvi triacylglyceroli s vysokym
bodem tani. Proto u nich mtiZe dochazet k vykrystalizovani v prib&hu skladovani [54]. Bod tani
se stanovuje pomoci ISO normy 6321:2002 v oteviené kapilare [2]. U olejl jsou stanovovany i
fyzikalni parametry jako koufovy bod, teplota vzplanuti a hoteni. Také se stanovuje t€kavost
pii 105 °C. Dilatometrické métfeni podilu pevné a kapalné faze pfi riznych teplotach se pouziva
pro urceni vhodnosti tuku pro dalsi zpracovani, napiiklad do margarina [40].

Kromé vysSe uvedenych stanovovanych charakteristik oleji 1ze pouzit jednoduché
testy, které jsou zaloZeny na zméné¢ zbarveni u rafinovanych a bélenych olejii, jmenovité
Lovibond test a test na chlorofylové pigmenty. Jako dal$i test je moZno uvést Halphen test,
jenz se vyuziva na zjisténi ptitomnosti bavinikového oleje. Pomoci specifickych chemickych
reakci se urcuje piitomnost stopovych prvkii a obsah nékterych nerozpustnych latek [5].
V posledni fadé je tieba jesté zminit metodu ozna¢ovanou jako CSN EN ISO 6884, kdy norma
specifikuje metodu stanoveni popela pouZzitelnou pro vSechny zivocisné a rostlinné tuky a oleje

vcetn¢ kyselych oleji [55].

1.4.2. Klasické metody pouzivané v analyze rostlinnych olejt
Mezi zakladni stanoveni se fadi obsah volnych mastnych kyselin vyjadfeny

v procentech kyseliny laurové ¢i olejové. Stanoveni jodového Cisla uddva miru nenasycenosti
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olejii. Metoda dand normou CSN EN ISO 3961 nemiiZe byt pouZita pro rybi oleje. RovnéZ za
studena lisované, surové nebo nerafinované rostlinné oleje stejné¢ jako (C4stecné)
hydrogenované oleje mohou poskytovat rtizné vysledky [56]. Déle se stanovuje ¢islo kyselosti,
kdy se pifepocitivd mnozstvi hydroxidu draselného potiebného k neutralizaci volnych
kyselin [57]. Obdobné se udava ¢islo zmydelnéni, které ur€uje mnozZstvi KOH potiebného na
hydrolyzu triglyceridl [58]. Peroxidové ¢islo pfedstavuje miru oxidace nenasycenych
mastnych kyselin [59]. Obsah aldehydil (zejména a a  nenasycenych aldehydl), které jsou
produkty sekundéarni oxidace lipidl je uddvan para anisidinovym c¢islem, ktery se stanovuje
spektrofotometricky pfi 350 nm [60]. Mé&feni obsahu konjugovanych dieni poméha
k pochopeni poc¢atku autooxidace. Mezi dal$i stanoveni stupné oxidace patii metoda aktivniho
kysliku (AOM), kterd slouzi pro urceni priméarni oxidacni stability oleje. Je vhodna pro oleje,
které neslouzi k dpravé vysokou teplotou, napiiklad pro oleje ur¢ené do salata. Dalsi z téchto
metod je index oxidacni stability (OSI), kterym je urcovéani tercidlni oxidace oleje za vysoké

teploty pomoci méfeni vodivosti [61].

1.4.3. Instrumentdlni metody pouZivané v analyze rostlinnych oleji
Nize jsou popsdny normované metody a postupy piipravy rostlinnych oleju k analyze.
V tomto piipad¢ jsou uvedeny jen ty, které se rutin¢ vyuzivaji. Kromé toho jsou zminény i

n¢které instrumentalni metody prezentované ve védeckych publikacich.

1.4.3.1. Separa¢ni metody

Mezi zdkladni separa¢ni metody v analyze rostlinnych oleji 1ze zatadit i tenkovrstvou
chromatografii (TLC). Za zminku stoji uvést normu oznacovanou jako CSN EN ISO 6800,
ktera slouzi k urceni slozeni mastnych kyselin v triacylglycerolech vazanych v poloze 3 [62].

Celkovy obsah polarnich latek lze stanovit pomoci kolonové chromatografie, ktera
slouzi predev§im k ureni miry oxidace pfi smaZeni. Stanoveni frans-mastnych kyselin
v hydrogenovanych tucich nabyva na vyznamu zv1asté u produkce rostlinnych olejt [63].

Pfi tepelném zpracovani rostlinného oleje, rafinaci vznikaji uhlovodiky nejvice
zastoupené 3,5-stigmastadienem. Diky obsahu 3,5-stigmastadienu se ddji nejen rozlisit oleje
panensky a rafinovany, ale 1 mald pfimés oleje rafinovaného do oleje panenského. K tomu
slouzi normy CSN EN ISO 15788-1 a CSN EN ISO 15788-2, ve ktery jsou stanovovany
stigmastadieny v rostlinnych olejich pomoci kapildrni plynové chromatografie (GC) [64; 65]

Podle normy CSN EN ISO 12966-1 jsou stanovovany volné i vizané mastné kyseliny v olejich
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pomoci plynové chromatografie s kapalnou stacionarni fazi po jejich pfevedeni na methyl
estery. Pro detekci se vyuZivd plamenové ionizacni detektor (FID), popfipadé hmotnostni
detektor [66]. Podle normy CSN EN ISO 12228 -1 se stanovuji jednotlivé a celkové steroly
v olejich, kdy se vyuziva GC s vnitinim standardem. Nejprve je vzorek saponifikovan varem
pod zpétnym chladicem. Nesaponifikovand hmota je rozdélena na koloné s oxidem litnym.
Zachyti se anionty mastnych kyseliny a steroly projdou kolonou. Sterolovy podil je oddélen
pomoci TLC. Produkt je silylovan a detekovan pomoci FID [67].

VysSe popsand GC je upiednostiiovana pro hodnoceni kvality tuk® v rostlinnych
olejich, kdy lze stanovit i izomery mastnych kyselin. Na rozdil vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) dominuje pfi stanoveni organickych latek rozpuSténych v rostlinnych
olejich. VétSina téchto latek podléhaji oxidaci béhem hydrolyzy tukl. Proto se hydrolyza
provadi s pfitomnosti antioxidantu jako je kyselina askorbova ¢i hydrochinon. Po hydrolyzaci
se latky vétSinou vytfepavaji extrakci kapalina-kapalina do organického rozpoustédla,
nejcastéji hexanu v n€kolika krocich, a po odpareni hexanu se analyty rozpoust&ji v mobilni
fazi (acetonitril nebo metanol) pro HPLC.

Podle normy CSN EN ISO 9936 jsou stanovovéany volné alfa-, beta-, gama- a delta-
tokoferoly a tokotrienoly (oznacovdny souhrnné jako tokoly), kdy se vyuZiv4 standardni
spektrofotometrickd analyza [67]. Podle normy CSN EN 12823-1 je stanovovén vitamin A
v potravindch pomoci HPLC s fluorimetrickou nebo UV detekei [69]. Podle normy CSN EN
12823-2 je stanovovan B-karoten v potravindch pomoci HPLC se spektrofotometrickou detekci
metodou vné&j§iho standardu [70]. Dle podle normy CSN EN 12821 jsou stanovovény vitaminy
D2 a D3 v potravindch. Nejprve je vzorek zmydelnén metanolickym roztokem hydroxidu
draselného a extrahovdn vhodnym rozpoustédlem. Je provedena semipreparativni HPLC
na normdlni fazi a nasledné¢ analytickou HPLC na reverzni fazi se spektrofotometrickou
detekci. Pfi detekci vitaminu D2 se jako vnitini standard pouziva vitamin D3 [71].

Podle normy CSN EN 14148 je stanovovan obsah vitaminu K; v potravinich. Je m&fen
redukovany fylochinon, ze kterého je nejprve enzymaticky odstranén tuk a pomoci HPLC
s postkolonovou redukci a fluorimetrickou detekci analyzovan. Metoda je validovdna
pro mléko a mlécné vyrobky, ale existujici laboratorni zkusSenosti ukazuji, Ze je pouzitelna i
pro dal$i typy potravin jako jsou rostlinné oleje [72]. Kromé vySe uvedenych lipofilnich
vitaminti se pomoci HPLC stanovuji fenolické latky ¢i nékteré kontaminanty. Podle normy
CSN EN ISO 15753 je mozné monitorovat obsah aZ 15 druhii polyaromatickych uhlovodiki
(PAH), kdy se pouziva fluorescenc¢ni detekce [73].
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1.4.3.2. Spektralni analytické metody

PrestoZe v analyze rostlinnych oleji pievazuji kolonové separa¢ni metody, nékteré
latky nelze stanovit jinak nezli spektrofotometricky, poptipad¢ elektrochemicky. Mezi tyto
latky fadime mineraly a t&Zké kovy. Podle predbézné normy CSN P ISO/TS 21033+Amd. 1 je
stanovovdna pfitomnost rozpustnych stopovych prvka v olejich pomoci optické emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES). Touto metodou je moZné,
v zavislosti na pouzitém fedicim rozpoustédle, analyzovat vétSinu typu rostlinnych oleji
(surovy, degumovany, rafinovany, béleny, deodorizovany a ztuzeny) a témeét vSechny typy
lecitinti a fosfatidi. Nekteré minerdlni latky jako je méd’, nikl a Zelezo je moZné stanovovat
pomoci atomové absorpcni spektrometrie s elektrotermickym atomizatorem [74].

Déle je mozné spektrofotometricky stanovit nékteré skupiny chemicky podobnych
organickych latek. Kupiikladu norma CSN EN ISO 11702 slouZi k stanoven{ obsahu volnych i
vazanych sterolil v olejich pomoci enzymatické kolorimetrické zkousky. Pti oxidaci enzymem
vznikd peroxid vodiku, ktery v pfitomnosti kataldzy oxiduje metanol na formaldehyd a

v pritomnosti amonnych iontt se tvoii zluty lutidin pti 405 nm [75].

1.4.3.3. Elektroanalytické metody

Jak bylo patrné z pfedchozich kapitol, je elektrochemické stanoveni potravin spisSe
okrajovym oborem. V soucasnosti se, ale dostava do poptedi napiiklad v senzorické analyze,
kde jsou vyuZivany elektronické nosy a jazyky. Elektroanalytické metody jsou zaloZeny
na zmén¢ potencidlu elektrodové dvojvrstvy (metody bez prutoku elektrického proudu),
elektrochemickych reakci pritomnych elektroaktivnich latek nebo interakcich s povrchem
elektrody (metody za priichodu elektrického proudu).

Stanovenf ¢isla kyselosti a peroxidového &isla rostlinnych a ZivociSnych tukt a olejt
Ize provadét potenciometricky [57; 76]. Déle se u rostlinnych olejii stanovuje obsah vody podle
normy CSN EN ISO 8534 pomoci metody Karla-Fischera. Tato metoda mé dvé varianty. Prvni
z nich je moZnost provadét méteni volumetricky, titraci vzorku. Druhd z nich je coulometricka,
kdy se z roztoku jodidu draselného generuje jod. Tato varianta se pouZiva pro vzorky s nizkym
obsahem vody [77].

Elektroaktivni organické latky piitomné v jedlych olejich se pfevazné stanovuji
voltametricky na rtiznych pracovnich elektrodach a v organickych rozpoustédlech, ve smésich
voda-organika nebo ve vodnych roztocich s vysokym obsahem surfaktantu. NiZe jsou vypsany

jednotlivé voltametrické ptistupy pouZivané v analyze rostlinnych olejii [78; 79; 80; 81; 82].
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1.4.3.3.1. Elektrochemické chovani vybranych ldtek

Mezi tyto techniky patii cyklickd voltametrie (CV), jenZ mé svoje nenahraditelné
misto pfi studiu elektrochemického chovani organickych sloucenin obsazenych v rostlinnych
olejich. Pomoci CV je tedy mozné zjistit mechanismy elektrodovych reakci a urcit jejich
kinetiku. Pii CV all-trans-retinolu (vitamin Al; VA1) odhalila, Ze VA1 poskytuje oxidacni pik
pti 0,708 V. Jedna se o ptechod dvou elektronil stejné jako v ptipad¢ B-karotenu. Tento oxidacni
proces je zcela ireverzibilni, nebot’ dochdzi k hydroxylaci dvojnych vazeb v konjugovaném
systému. Ostatni karotenoidy vétSinou prochdzi dvéma jednoelektronovymi oxidacnimi
procesy, kdy jsou piky mezi 0,5 a 1,0 V. Dochdzi u nich i k redukénim procesiim, které nemaji
tak velky vyznam v elektroanalyze [46].

Elektronové ptfechody retinyl acetatu a retinyl palmititu (syntetické analogy VA1)
jsou si strukturné velmi podobné. Na redukci se podili necelyma dvéma elektrony, v ptipadé
oxidace se jednd o ptechod jednoho elektronu. Viditelnym rozdilem je, Ze retinyl acetiat ma
vzdy vétsi intenzitu piku, tudiZ dosahuje vyssSich proudd. Tento rozdil je dan jinymi difuznimi
koeficienty [83].

Cholekalciferol se ptirozené¢ v rostlinnych olejich nevyskytuje, ale mize byt ptfidan
umgéle (fortifikace). Kvili jeho velmi nizkému obsahu je prakticky nemoZné jej voltametricky
monitorovat. VD3 podléha anodické oxidaci na uhlikovych elektrodédch pfi potencidlech od 1
do 1,2 V v zavilosti na pouzitém organickém rozpoustédle a obsahu vody [84].

Pti CV tokoferolli dochéazi k ptfechodu dvou elektronti a jednoho protonu v cyklu,
jak je vidét na Obr. 4. Reakce je reversibilni pouze v organickcych rozpoustédlech bez
pfitomnosti vody. Pfi pfitomnosti i1 stopového mnozstvi vody dochézi k jeji nukleofilni adici a
odtrzeni protnu za vzniku piislusSného tokochinonu, jenzZ je reverzibilné elektroaktivni, jak je
zfejmé z Obr. 5 [85].

Elektrochemické chovani fylochinonu (vitamin Ki) je stejné s chovanim redoxniho
paru chinon/hydrochinon. Fylochinon tedy nemizZe byt oxidovan, protoZe se jiz vyskytuje
v oxidované formé¢. Je nutné ho nejprve redukovat za Gcasti dvou protont a jednoho elektronu.
Adsorbovany fylochinon na elektrodé ze skleného uhliku (GCE) poskytuje dva reversibilni piky
(pfi —0,325 V a 0,006 V) v octanovém pufru o pH 4,5 pii rychlosti skenovéani 50 mV-s~! [86].
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Obr. 5. Elektrochemické chovani a-tokoferolu v CH3CN s pfitomnosti vody [85].

Oleuropein, fenolicka latka typicka pro olivovy olej, poskytuje v 0,1 M H.SO4 na GCE
pokryté vrstvou vicesmeénnych nanotrubic (MWCNTs) anodicky 1 katodicky pik. Anodicky pik
se pohybuje v rozmezi 5,3-6,3 mV a katodicky pik v rozmezi 4,5-5,3 V v zavislosti na rychlosti
skenovani [86]. Hydroxytyrosol se oxiduje pii potencidlech kolem OV ve 0,1 mol-1™!
fosfatovém pufru o pH 7 na uhlikové tisténé elektrod¢ na rozdil od tyrosolu, ktery se oxiduje

pii 0,6 V [42].

1.4.3.3.2. Abrazivni stripping voltametrie

Tato diplomov4d priace je zcela vénovdna moZnostem abrazivni voltametrie
v hodnoceni kvality riiznych rostlinnych olejii. Z tohoto diivodu nejsou jiné voltametrické
metody, at’ uz piimé ¢i stripping, zahrnuty. Obecné plati, Ze abrazivni stripovaci voltametrie
(AbrSV) predstavuje jedinecnou elektroanalytickou techniku wurfenou piedevsSim
pro kvalitativni a ¢4stecné kvantitativni analyzu pevnych materidli, kdy se pevny analyt
vyskytuje na povrchu nebo uvniti elektrodového materidlu [88]. AbrSV vyuZivajici pulzni
voltametrické techniky byla mnohokrét pouZzita jako elektrochemickd metoda otisku prstu [89].

Z.vyse uvedené definice vyplyva, Ze voltametrickd méfeni na uhlikové pastové elektrodé (CPE)
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modifikované vzorkem lze povaZovat za specidlni typ AbrSV. Proto existuje ptileZitost pouZit
AbrSV na CPE pfipravenych z riznych druhtli rostlinnych olejl, jakoZto vhodny analyticky
nastroj k identifikaci jejich ptivodu.

Za béznych teplot 1ze rostlinné oleje povazovat za kapalné lipidy, jejiz hlavni sloZkou
jsou obvykle TGC bohaté na kyselinu linolovou. Tyto oleje obvykle obsahuji rozpusSténé
elektroaktivni latky, jako je smés tokoferold a tokotrienol [90], karotenoidy [91], fenolové
slouceniny (oleuropein, hydroxytyrosol a tyrosol) a fylochinon [80]. Krom¢ toho je 1ze obohatit
syntetickymi analogy vitaminu A, konkrétné all-trans-retinyl acetitem a all-trans-retinyl
palmititem. Lze predpokladat, Ze tyto latky by mohly slouZit jako biologické markery
pfi analytickém hodnocent rostlinny oleju.

V roce 2005 byla zvetfejnéna védeckd prace zamétend na stanoveni rostlinnych olejt
pomoci CPE. Spanéliti elektrochemici se viak nepokusili identifikovat elektrochemické ltky
pfitomné v téchto vzorcich, které jsou zodpovédné za typické Siroké voltametrické signély.
BohuZel objevili pouze spole¢né rysy pro riizné typy panenskych olivovych oleju [78].

V této diplomové prici byly jako pastové kapaliny ndhodné vybrany razné typy
komeréné dostupnych rostlinnych olejt, jako jsou olivové, fepkové, Inéné, dynové, chia
a slunecnicové oleje. Krom¢ toho byly analyzovany CPE pfipravené z minerdlniho oleje
a lipofilnich vitaminii pfirozené¢ se vyskytujicich v rostlinnych olejich. Kriticky hodnoceny
a diskutovdny jsou mozZnosti pouZziti AbrSV pfi identifikaci druhti rostlinnych oleji

a semikvantitativni stanoveni pfitomnych lipofilnich vitamint.

1.4.3.3.3. Elektronické jazyky, nosy a ultra-mikro senzory

Vyroba elektronickych nost a jazykl zaznamenala v posledni dob¢ velky rozvoj, a to
zejména pro zintenzivnéni poZadavkl po kvalitnich potravindch [92]. ,,Elektronické nosy a
jazyky jsou ve své podstaté souborem elektrickych a chemickych senzort, které individudlné
mefi rizné vlastnosti (vodivost, proud, odpor, apod.) t€kavych sloucenin a vysledky poté
spolecné zpracuje matematickymi a statistickymi metodami‘ [78].

Elektronické nosy slouzi pfedevSim k urceni zemé&pisného ptivodu oleje, odhaleni
falSovani a zhorSovani kvality zpisobené vnéjSimi podminkami. Elektronické nosy i jazyky
maji zédklad v béZnych analytickych metodach jako je plynova chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Také jsou pouziviny polovodicové snimace, piezoelektrické snimace [92] a
elektrochemické snimace, konkrétné CPE, voltametrickd meéreni, konduktometricka

méteni atp [92]. Ptikladem miiZe byt potenciometrickd analyza, pfi které se pomoci systému
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dvanicti membranovych senzort v pevné fazi vyrobenych z polykrystalického a
chalkogenidového skla detekuje druh oleje nebo jednotlivé oleje ve smési [94].

Pro odhaleni syntetickych antioxidantl v olejich ¢i pro stanoveni izomera tokoferolu
v oleji byly vyvinuty metody spocivaji v méfeni pomoci ultra-mikro senzort. Jednd se o mikro-

disk z uhlikového vlakna v roztoku benzen/ethanol s 0,1 M H2SO4 [95; 96]
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EXPERIMENTALNI CAST

2. Abrazivni stripping voltametrie jedlych rostlinnych oleji
Experimentdlni ¢4st obsahuje seznam pouZitych chemikdlii, popis pftistrojového
vybaveni, piehled parametri elektrochemickych technik, laboratorni piipravu CPE a
pracovnich elektrolyti, seznam pouzitych vzorkl rostlinnych oleji a pouZitou statistickou
analyzu. Zde je dualezité zminit, Ze experimentdlni ¢ast obsahuje pouze optimélni podminky
ziskané v ramci optimalizace. Krom¢ rostlinnych oleji byla vyzkousena AbrSV i pfi analyze

rybiho tuku a veprového sadla.

2.1.  Chemikdlie a reagencie

V této préci byly porovnavany ¢tyfi druhy uhlikovych praska: prasek ze skelného
uhliku Sigradur G s rozméry uhlikovych ¢astic 5-20 pm od spole¢nosti HTW Hochtemperatur-
Werkstoffe GmbH (Thierhaupten, Némecko), MWCNTs o Sifce 10-30 nm a délce 5-15 pm se
specifickym povrchem 40-300 ng‘l z Shenzhen Nanotech Port Co., Ltd., (Shenzen, Cina),
spektroskopicky grafitovy praSek RW-B z SGL Carbon (Wiesbaden, Némecko) a krystalicky
grafit CR-2 o velikosti ¢astic kolem 2 um z Maziva Tyn, spol. s.r.o., (Tyn nad Vltavou, Cesko).

Pro méfeni byly pouZity tyto pufry a roztoky: Britton-Robinson pufr pfipraveny z 99%
kyseliny borité z Chemapol (Praha Cesko), 84% kyseliny fosfore¢né a 99,8% kyseliny octové
z Penty (Praha, Cesko). Na piipravu amonného pufru byl pouZit chlorid amonny a vodny roztok
amoniaku z Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Cesko). Na piipravu pracovnich roztok byly pouZity
dihydrogenfosfore¢nan sodny, hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, 65% kyselina dusi¢na,
99,8% octan sodny, 35% kyselina chlorovodikova, 96% kyselina sirova, hydroxid sodny rovnéz
od spolecnosti Lach-Ner, s.r.o. Parafinovy olej byl zakoupen od spolecnosti Merck KGaA
(Darmstadt, Némécko). VSechny tyto roztoky byly piipraveny z deionizované vody
s minimalnim elektrickym odporem 18,2 Q piipravené pomoci systému Milli-Q® z Merck
Millipore (Burlington, USA). Jako standardni latky byly vyuZity cholekaciferol, (£)-a-
tokoferol; P-karoten; all-trans-retinyl palmitdt, all-frans-retinyl acetit a fylochinon, vse

od spole¢nosti Merck KGaA.

2.2.  Vzorky rostlinnych oleji a Zivo¢iSnych tuki
Razné druhy oleji od rtiznych vyrobct byly pouzity jako vzorky pro stanoveni

bioaktivnich latek. VSechny oleje pochdzely z béznych Ceskych obchodl, kdy byly ndhodné
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vybréany extra panensky olivovy olej Terra di Bari D.O.P. od Olearia Sweet s.r.l. (Andria, Itélie),
extra panensky olivovy olej distribuovan spolecnosti Acess Bussiness Group (Venlo,
Nizozemi), extra panensky olivovy olej odriidy Picual od Lozano Cervenka (Stfedokluky,
Cesko), portugalsky extra panensky olivovy olej Gourmet od Oliveira da Serra (Ferreira
do Alentejo, Portugalsko), smés rafinovaného olivového oleje (80%) a panenského olivového
oleje La Espariola Classic od vyrobce Aceites del Sur.Coosur SA. (Jaén, Spanélsko).

Jako ostatni jedlé jednodruhové rostlinné oleje a zivocisSné tuky byly vybrany pro
analyzu nasledujici: fepkovy olej Lukana od Glencore Agriculture Czech s.r.o. (Usti nad
Labem, Cesk4 republika), fepkovy olej Manka na vaient, za studena lisovany slune¢nicovy olej
Slunka, za studena lisovany dynovy olej Dynka od vyrobce Fabio product, spol. s.r.o., (Ji¢in,
Cesko), dynovy olej Kiirbiskernsl od Manfred Prattes (P6lfing-Brunn, Rakousko), Chia olej
od distributora ACE Trade CZ, spol. s.r.o., ((Jsti nad Orlici Cesko), za studena lisovany,
nefiltrovany Inény olej od Romana Blasko (Vamberk, Cesko), rybi olej Jecoris aselli oleum
od Fagron a.s., (Olomouc, Ceska republika), selské Skvafené veptfové sadlo od Otto

Schachinger Ges.m.b.H. (Enzersdorf, Rakousko).

2.3.  Pristrojové vybaveni

Veskera voltametrickd méfeni byla provadéna v bézném tiielektrodové usporadani
sklddajici se z CPE (pracovni), Ag/AgCl/3,0 moll”' KCI (referenéni) a platinovy drat
(pomocné elektrody). Elektrodové Teflonové pouzdro o priméru 3 mm pochézelo z pracoviste
Katedry analytické chemie, Univerzity Pardubice. Referencni elektroda pochédzela od firmy
Metrohm Cesk4 republika, s.r.o. (Praha, Cesko), pomocnd elektroda od firmy ED s.r.o.
(Turnov, Cesko). Tyto elektrody byly piipojeny k potenciostatu/galvanostatu Autolab
PGSTAT 128N od vySe uvedené firmy Metrohm, ktery byl ovladan prostiednictvim softwaru
NOVA 1.11. Elektricky odpor elektrody byl méfen na multimetru HC-3500T od Hung Chang
Co. Ltd. (Soul, Jizni Korea). Pro méteni pH byl pouzit pH-metr od spole¢nosti InoLab, s.r.o.

(Kladno, Cesko).

2.4.  Piiprava uhlikové pastové elektrody (CPE)

Pro ptipravu byl vybran krystalicky grafit CR-2 o praméru ¢astic 2 um, ktery byl misen
s olejem, tak aby vysledny obsah oleje byl 20 % (w/w). Tento pomér nebyl optimalizovan,
protoZe se pouzil doporuceny pomér z odpovidajici literatury [97; 98]. Pasta byla

homogenizovdna v tfeci misce po dobu 15-20 min a vznikla uhlikova pasta se naplnila do
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dutiny elektrodového pouzdra o priméru 3 mm. Méfeni probihala nejdéle tii dny po piipraveé
elektrody, aby CPE poskytovala reprodukovatelné vysledky meéteni. Pfestoze vétSina
biologicky aktivnich latek jsou uvniti uhlikové pasty chranény pied vzdusnym kyslikem, stejné
byly rad¢ji skladovany v chladnic¢ce pii 8 °C. Béhem méieni se CPE musely vytemperovat na

laboratorni teplotu a povrch byl vZdy renovovén o vlh¢eny filtracni papir.

2.5.  Ptiprava pracovnich roztokt

Na pfipravu zdsobniho roztoku Britton-Robinsonova pufru bylo pouzito 2,472 g
kyseliny borité, 2,2 ml kyseliny octové a 3 ml kyseliny fosforecné do 1000ml odmérné bariky.
K z4sobnimu roztoku byl pfiddvan 0,2 mol-1~! hydroxid sodny aZ do poZadovaného pH 2. Na
pfipravu amonného pufru o pH 9,9 byla pouzita 250 ml odmérnd bailka. Navazeno bylo 34 g
chloridu amonného a 42 ml vodny roztok amoniaku o koncentraci 10 mol-1"!. Na pifpravu
fosfatového pufru byly pouzita 100ml odmérnd banka, do které bylo pipetovdano 50 ml
0,2 mol-1™! dihydrogenfosfore¢nanu sodného a doplnéno vodou. Nésledné byl ptiddvan roztok
0,2 mol-1"! hydrogenfosfore¢nanu sodného do poZadovaného pH 7. Na piipravu octanového
pufru bylo navazeno 10 g octanu sodného a doplnéno 300 ml vody nésledné byl ptidan
0,2 mol-1"! hydroxid sodny do pozadovaného pH 4,2. Dile byly pouZity vodné roztoky silnych
anorganickych kyselin, jmenovité 0,1 mol-1=! HCI, 0,1 mol-1=! HNO3, a 0,05 mol-1~! H2SOs.

2.6.  Pracovni podminky abrazivni stripping voltametrie

Stanoveni probihalo pomoci square wave voltametrie (SWV) v 10 ml octanového
pufru o pH 4,2. Optimalni podminky pro potencidlovou rampu SWYV jsou potencidlové rozpéti
-0,4V az 1,6 V, potencidl depozice (Euep) pii —0,4 V, krokovém pftirGstku (Esep) 5 mV,
amplitud€ (Eampr) 25 mV, frekvenci (f) 40 Hz a Casu depozice (f4ep) 30 s. Bylo nastaveno 5 s pro
ustdleni podminek tzv. equlibration time (feq). VSechna méteni probihala za laboratorni teploty.

Vzorky rostlinnych oleji byly skladovéany v chladniéce pii 8 °C.

2.7.  Statistickd analyza
Me¢éteni vzorkl bylo provedeno minimdlné v péti opakovanich (N =5) pro ovéteni
opakovatelnosti vysledku. Presnost téchto opakovanych méfeni byla prezentovdna jako

relativni smérodatnd odchylka (RSD). JelikoZz se neprovadéla kvantitativni analyza, Zadna

vvvvvv
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3. Vysledky a diskuse

Kvalitativni analyza ndhodn¢ vybranych rostlinnych oleji pomoci AbrSV nemohla byt
provedena bez nutnosti sloZité optimalizace, kdy byl diraz kladen na pocet a tvar anodickych
pikt, tak aby se dali jednotlivé vzorky od sebe rozpoznat. Optimalizace spoc¢ivala v nalezeni
vhodného typu uhlikového materidlu, sloZeni detekéniho média a parametry SWV. Veskeré

zmeény v experimentech 1ze nalézt v legend¢ u ptislusnych obrazkl

3.1. Volba uhlikového materialu

Prvni krok pro vyrobu CPE je spravny vybér uhlikového materidlu. Pro tento ucel byly
vybrany ¢tyfi druhy uhliku od nejobycejnéjsiho grafitového prasku CR-2, ptes prasek ze
skelného uhliku (Sigradur G), MWNTs, aZ k spektroskopickému grafitovému praSku RW-B.
Z kazdého typu uhlikového materidlu byla pfipravena odpovidajici CPE s obsahem 20 % extra
panenského olivového oleje, tudiz se CPE liSily pouze typem uhliku. Jak jiz bylo zminéno
v Gvodu, pro dobré rozliSeni druhu oleje (tzv. otisku palce oleje) je potfeba mit co nejvyssi
pocet piki, které se vyrazné nepiekryvaji. V Obr. 6 jsou zndzornény piislusné voltamogramy

CPE.
16 -

0

04 00 04 08 12
E/V vs. Ag/AgCl

Obr. 6. AbrSV olivového oleje od distributora Acess Bussines Goup CPE s riznym
typem uhlikového prasku, Signatur G (¢erveny), MWNTs (modry), krystalicky CR-2 (Cerny)
a RW-B (zeleny voltamogram), pfi Eqep = —0,4 V, Estep =5 mV, Eampr =25 mV, f=40Hz a

tdep = 30 s v octanovém pufru o pH 4,2.
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U prasku typu Sigradur G (19 Q) je vysoky a ostry pouze jediny pik a ostatni jsou
Spatné rozliSitelné, coz neni Zaddouci, pokud chceme stanovovat vice latek najednou. Elektroda
se spektroskopickym grafitovym praskem RW-B (10,2 Q) poskytovala signdly pouze dvou
rozliSenych pikid. Voltamogram ndleZici elektrodé s MWNTs (5,1 Q) sice zobrazuje Ctyfi piky,
ale tfi z nich jsou slabé€ rozliSitelné. Na voltametrickém zdznamu CPE z krystalického grafitu
CR-2 (5,3 Q) je sice posledni pik na konci potencidlového okna, ale ostatni piky jsou lépe
rozliSeny neZ u MWCNTSs. Vzhledem ke spotiebé materidlu je grafit CR-2 ekonomicky

vyhodna varianta. Z téchto diivodi byl zvolen za optimalni pravé krystalicky grafit CR-2.

3.2.  Volba detekéniho média

Intenzita a tvar piku zdvisi na povaze elektrolytu, ve kterém je elektroda ponofena.
Jednou z dulezitych vlastnosti je pH. Pro volbu vhodného detekéniho média byly nejprve
vybrany tfi roztoky o raznych pH: octanovy pufr o pH 4,2, fosfatovy pufr o pH 7 a amonny
pufr o pH 9,9. Nasledné probéhla analyza v 10 ml kazdého z pufrii pomoci CPE (7,2 Q), kterd
obsahovala modelové slozeni 1 % (w/w) fylochinonu, 1 % (w/w) a-tokoferolu, 1 % (w/w)

cholekalciferolu a 17 % (w/w) parafinového oleje (viz. Obr. 7).
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E /' V vs. Ag/AgCI
Obr. 7. AbrSV na modelové CPE s 1 % (w/w) fylochinonu, 1 % (w/w) a-tokoferolu a
1 % (w/w) cholekalciferolu v octanovém pufru o pH 4,2 (¢erveny), amonném pufru o pH 9,9
(zeleny) a fosfatovém pufru o pH 7 (modry voltamogram) pti Egep = —0,4 V, Esep =5 mV,
Eampt =25 mV, f=10 Hz a tgep = 30 s.
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Ziskané anodické piky byly nejlépe rozliSitelné v octanovém pufru. Tuto skutec¢nost
potvrzuji udaje v literatute, ve které byly signdly optimdlni pii niZSim pH [78]. Proto bylo
pfistoupeno k dal§imu méfeni v roztocich kyselin a pufriim s nizZ§im pH. Témito roztoky byly
0,1 mol-1"! Britton-Robinsontiv pufr o pH 2, 0,05 mol-1™! H,SO4, 0,1 mol-1"! HNO3 a
0,1 mol-1=! HCI, vie o pH cca. 1.

7 0Obr. 8. je patrné zvysSeni zdkladni linie a piekryv pikil pfi pouZiti roztoka kyseliny
sirové a kyseliny chlorovodikové. Britton-Robinsontv pufr (BRB) poskytuje sice oddélené
piky 1 nizsi zakladnf{ linii neZ kyseliny, ale nebyl zde patrny pik v oblasti 1,3 V. Vyhovujici se
zda byt octanovy pufr, nebo kyselina dusi¢na. Pti dalSich méfenich bylo zjisténo, Ze modelova
CPE poskytuje v kyselin¢ dusi¢né dostatecné reprodukovatelné vysledky. Kviili oxidativnim

vlastnostem kyseliny dusi¢né byl detekéni médium upfednostnén octanovy pufr o pH 4,2.
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Obr. 8. AbrSV na CPE s ptimési 1 % (w/w) fylochinonu, 1 % (w/w) a-tokoferolu a 1 % (w/w)
cholekalciferolu. Voltamogramy byly pofizeny v octanovém pufru o pH 4,2 (Cerveny),
0,1 mol-1"! BRB o pH 2 (zeleny), 0,05 mol1~! H,SO4 (Serny), 0,1 mol-1=! HCI (Zluty) a
0,1 mol-I"! HNO;3 (modry voltamogram). Za podminek Egep = —0,4 V, Esiep = 5 mV, Eympl =
25mV, f=10Hz a taep = 30 s.

3.3.  Optimalizace parametra pro detekci fylochinonu

Jak jiz bylo zminéno v kapitole /.4.3.3.1. Elektrochemické chovdni vybranych ldtek,

fylochinon se bézné vyskytuje ve své oxidované formé. Pro jeho detekci spolu s ostatnimi

37



latkami je tfeba ho nejprve redukovat. K tomu se vyuZiva zdporny depozi¢ni potencidl po
urcitou dobu. Bylo pfedpoklddédno, Ze tento potencial nebude mit vliv na ostatni latky, které uz
se v redukované formé& vyskytuji.

Pro toto méteni byla ptipravena CPE (4,3 Q) s obsahem 2 % (w/w) fylochinonu, 18 %
(w/w) parafinového oleje. Obr. 9A. ukazuje, jak byl postupné aplikovan depozi¢ni potencidl
-0,2,-0,3,-0,4, -0,5 a—-0,6 V. Pfed kaZzdym mé&fenim byl obnoven povrch elektrody. Na stejné
elektrodé byl optimalizovén ¢as depozice, a to v intervalech 30, 60, 120, 240 a 300 s, jak je
vidét v Obr. 9B.

vvvvv
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depozi¢ni potencidl —0,4 V a depozi¢ni Cas 30 s.
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Obr. 9. AbrSV na CPE s 2 % (w/w) fylochinonu v octanovém pufru o pH 4,2 za podminek:
Eaep = -0,2 V (fialovy), -0,3 V (Cerveny), -0,4 V (zZluty), -0,5 V (modry) a -0,6 V (zeleny
voltamogram), Esep =5 mV, Eampl = 25 mV, f= 10 Hz a t4ep = 60 s (A). AbrSV na CPE s 2 %
(w/w) fylochinonu v octanovém pufru o pH 4,2 za podminek t4ep = 30 s (zeleny); faep = 60 s
(Zluty); taep = 120 s (Sedy); taep = 240 s (Cerveny) a tgep = 300 s (modry voltamogram), kde
blank znaci preruSovand ¢ara (hold CPE) pti Egep = -0,4 V, Estep =5 mV, Eampr =25 mV a
f=10Hz (B).
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3.4. Optimalizace parametrii square-wave voltametrie

Aby ziskané anodické piky obsazenych latek v rostlinnych olejich byly co nejvice
rozliSitelné, je zapotiebi nalézt optimdlni nastaveni parametri zvolené elektrochemické
techniky, vnaSem pifipadé SWV. Za konstantniho potencidlového kroku 5 mV byly
optimalizovédna amplituda a frekvence. Pro urceni vhodné amplitudy byla pouzita jiz pfipravena
elektroda (7,2 Q) s obsahem 1 % (w/w) fylochinonu, 1 % (w/w) a-tokoferolu, 1 % (w/w)
cholekalciferolu a 17 % (w/w) parafinového oleje. Jak je vidét na Obr. 10, se zvySujici se
amplitudou se zvySuje i signdl pro cholekalciferol (anodicky pik pii 1,2 V). Z tohoto divodu
byla zvolena amplituda 25 mV.
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Obr. 10. Voltamogramy ziskané béhem optimalizace amplitudy na CPE o slozeni 1 % (w/w)
fylochinonu, 1 % (w/w) a-tokoferolu, 1 % (w/w) cholekalciferolu a 17 % (w/w) parafinového
oleje v 0,1 mol-I™! HNO; pfi Eampl = 10 (Zluty), 30 (zeleny), 50 (modry), 700 (Serny) a
100 mV (Cerveny zdznam), taep = 30 s, Eqep = —0,4 V, Estep =5 mV and f= 10 Hz.

Pti hledani vyhovujici frekvence byla pouzita CPE (12,1 Q) s 2 % cholekalciferolu
(w/w) a 18 % (w/w) parafinového oleje. Signdl byl méfen pfi 2, 4, 6, 8, 10, 15, 18, 25, 40, 60,
80 a 100 Hz. Zaznam je zobrazen na Obr. 11. Pfi vySssi frekvenci maji piky vyssi proudovou
odezvu, a tim jsou lépe rozliSitelné. Frekvence 10 Hz se zdala dostacujici, ale pro méteni
redlnych vzorki se pozdéji osvédcila frekvence 40 Hz. Z tohoto diivodu byly nékteré elektrody

meéteny pii frekvenci 10 Hz a nékteré pti 40 Hz.
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Obr. 11. Voltamogramy piislusici CPE o slozeni 2 % (w/w) cholekalciferolu a 18 % (w/w)
parafinového oleje v 0,1 mol 1~ HNO; pii Eampt =25 mV, tgep =30 s, Edep = —-0,4 V,
Egep =5 mV, f=2 (fialovy), 6 (zeleny), 10 (Zluty), 25 (¢erveny) a 60 Hz (modry zdznam).

3.5.  Presnost abrazivni stripping voltametrie

Presnost 1ze definovat jako shodu opakovanych méfeni pii stejnych pracovnich
podminkach a obecné se vyjadiuje jako RSD (%). Opakovatelnost obvykle zavisi na mnoha
pfitomnych analytii. Pfedpokldda se, Ze homogenita zavisi na tvaru uhlikovych ¢astic a na
samotné piiprave.

V ramci téchto méteni bylo dulezité zjistit, zda je mozné provadet opakované analyzy
na jednom povrchu CPE, nebo se bude muset po kazdém méteni povrch CPE obnovovat. Pro
ovéfeni reprodukovatelnosti byla pfipravena elektroda s 20 % (w/w) extra panenského
olivového oleje homogenizovaného s krystalickym grafitem CR-2 (5,3 Q). Porovnani
ptislusnych voltamogramii je zobrazeno na Obr. 12.

Jak je vidét na Obr. 12A zédkladni linie spolecné s anodickymi piky se s kazdou dalsi
analyzou zvySovala. Diivodem bude pravdépodobné¢ nahromadéni analytu na povrchu elektrody
bchem opakovanych analyz. Na zédklad€ tohoto zjisténi je zfejmé, Ze kazdd analyza se bude

muset provadét vZdy na novém povrchu, kdy byla zjisténa mnohem vétsi shoda pii opakovaném
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méfeni (viz. Obr. 12B). Pro vypocet piesnosti byly pouZity vySky piku pii 0,18 V, kdy byla

spoctena 12,4% RSD, z ¢ehoz vyplyva, Zze AbrSV neni pfili§ vhodna pro kvantitativni analyzu.
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Obr. 12. Pét opakovanych voltamogrami potfizenych na stejném (A) a obnovovaném povrchu
CPE (B) ptipravené z 20% (w/w) extra panenského olivového oleje v octanovém pufru o pH

4,2 pf‘l Edep = _0,4 V, Estep = 5 mV, Eamp] = 25 mV,f: 40 HZ a tdep = 30 S.

3.6.  Abrazivni stripping voltametrie jednotlivych vitamini

Jednim z cilii této diplomové price bylo odhalit sloZeni rostlinnych oleji, tedy
identifikovat piitomné elektroaktivni latky. Z tohoto divodu byla pfipravena série CPE
obsahujici vzdy 2 % (w/w) B-karoten, a-tokoferol, cholekalciferol nebo fylochinon a 18 %
(w/w) parafinového oleje. BohuZel je nutné konstatovat, Ze dalsi eventudlni elektroaktivni latky
(biomarkery autenticity oleji) nebyly bohuzel studovany. Mezi tyto latky patii oleuropein a
hydroxytyrosol, tyrosol, B-stigmasterol, skvalen, atd.

Modelové CPE s obsazenymi vitaminy byly postupné prométovany v rezimu CV, jak
je vidét na Obr. 13. Byly uréeny hodnoty potencidlii piki (Ep) studovanych vitamint, jmenovité
oxidacni pik pfi 0,05 V a redukéni pik pii —0,5 V fylochinonu, oxida¢ni pik pii 0,40 V (v 2.
cyklu oxida¢ni pik pii 0,13 V) a jeden redukéni pik pii —0,3 V a-tokoferolu a oxidacni pik
cholekalciferolu pii 1,3V.

Pro uplnost byly pfipraveny i elektrody s retinyl palmitidtem (7,0 €2), retinyl acetatem
(6,0 Q) a B-karotenem (13,6 Q) vSechny o obsahu 2 % (w/w) stanovované latky a 18 % (w/w)

parafinového oleje, jelikoz jejich vyskyt v olejich nebyl ptfedpokladan, protoZe zakoupené oleje
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nebyly fortifikovany témito ldtkami. Retinyl acetdt poskytoval oxidacni pik pii 0,95 V a retinyl
palmitat pfi 1,18 V. V ptipadé B-karotenu pro potencidlovy rozsah od —0.4 do 1,6 V nebyl

pozorovan zadny vyznamny anodicky pik.
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< Obr. 13. Opakujici se CV (3 cykly) na CPE
3 250 - s fylochinonem (A), o-tokoferolem (B) a
B cholekalciferolem (C) méfend v octanovém

50 - pufru o pH 42 pifi Egp = 2,5 mV a

v=20mV-s.
-150

07-03 01 05 08 13 17
E/V vs. Ag/AgCl

Néasledné byla pripravena CPE o ohmickém odporu 7,2 Q s obsahem 1 % (w/w)
fylochinonu, 1 % (w/w) a. — tokoferolu, 1 % (w/w) cholekalciferolu a 17 % (w/w) parafinového
oleje, kterd byla zméfena pti optimdlnich podminkéach. PtisluSny voltamogram za optimélnich
podminek SWYV je zobrazen na Obr. 14, kdy je vidét, Ze fylochinon poskytuje signal pii 0,16
V, a-tokoferol pii 0,48 V a cholekalciferol pii 1,19 V. Piky se vzdjemné neptekryvaji, a proto

je mozné tyto vitaminy stanovit vedle sebe, coZ plati pouze u modelovych systému. Rostlinné
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oleje vétSinou obsahuji vSechny formy vitaminu E a dalsi fenolické latky, jejichZ piky budou

zcela jist€ prekryvat piky vySe uvedenych latek.
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Obr. 14. Voltamogram nélezici CPE s obsahem 1 % (w/w) fylochinonu, 1 % (w/w)
a-tokoferolu, 1 % (w/w) cholekalciferolu a 17 % (w/w) parafinového oleje v octanovém pufru

3.7.  Semikvantitativni analyza a-tokoferolu

Z literatury je zndmo, ze vitamin E, zejména a-tokoferol a y-tokoferol piedstavuji
hlavni elektroaktivni sloZku, kterd je v oleji vysoce obsazena. Napiiklad pIné rafinované
fepkové oleje obsahuji porad az 80 mg na 100 g oleje, piestoze rafinace miZe zpUsobit ztraty
az70 % VE [99]. Lze tedy pifedpoklddat minimélni obsah 0,1 % (w/w) VE dokonce
i u rafinovaného oleje.

V této Casti studie byly pfipraveny Ctyii CPE s riznymi koncentracemi a-tokoferolu:
0,5, 1,0, 2,5 a5 % (w/w) jenz m&ly ohmické odpory 14,7, 14,2, 10,4 a 13,5 Q. Obr. 15 ukazuje
anodické voltamogramy zaznamenané na modelovych CPE, které se 1i$i obsahem a-tokoferolu
(w/w).

Vyska anodického piku rostla (1,*) se zvySujicim se obsahem a-tokoferolu (w/w),
kdy byla dosaZena linedrni zavislost popsana rovnici linedrni regrese /,* = —0,6691 + 8,8263

(ww) s R*=0,9978 pro koncentraéni rozsah od 0,5 do 2,5% (w/w) o-tokoferolu.
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Kvili relativné vysoké RSD kolem 10 % lze ptedpovédét limit kvantifikace (LOQ) a limit
detekce (LOD) 0,45 % a 0,15 % (w/w) a-tokoferolu.
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Obr. 15. Voltamogramy semikvantitativniho stanoveni a-tokoferolu nalezici CPE s obsahem
0,5 %, 1 %,2,5% a5 % (w/w) a-tokoferolu a 19,5 %, 19 %, 17,5 % a 15 % (w/w)
parafinového oleje, 80 % grafitového prasku CR-2 analyzovaném v octanovém pufru o

pH 4,2 béhem AbI‘SV pfl Edep = ‘0,4 V, Estep = 5 mV, Eamp] = 25 mV,f= 2 HZ a tdep = 30 S.

Pokud se nahradi vySka piku za plochu (A,") 1ze ziskat linedrni rozsah az k 5 % (w/w)
a-tokoferolu, ktery Ize charakterizovat rovnici regrese Ap®*=0,2873 + 1,5967 (w/w)
s R? = 0,9578. Z velikosti hodnot LOD a LOQ je mozné usoudit, Ze AbrS by mohla poslouZit i
jako semikvantitativni elektroanalytickd metoda pro sledovani celkového obsahu vitaminu E
vyjadieného jako hmotnostni ekvivalent a-tokoferolu ve vzorcich rostlinnych oleji,
které neprosly rafinaci. Nicméné¢ je nutné pfipomenout, Ze kvantitativni analyza pomoci AbrSV

nebyla usttednim tématem této diplomové prace.

3.8.  Kvalitativni analyza olivovych oleji

Tak aby se ovéfila spolehlivost vyvinuté metody AbrSV bylo prométeno pét rtiznych
vzorkil olivovych olejl, kdy se predpokladal stejny tvar voltamogramu (otisk prstu). CPE vzdy
obsahovaly stejny podil vybraného oleje (20 % w/w), kdy vSechny vykazovaly ohmicky odpor
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maximalné do 8 Q. Na Obr. 16. jsou ukdzany tyto voltamogramy, kde je vidét, Ze vSechny

olivové oleje si jsou podobné mnoZstvim, velikosti i rozloZenim oxidacnich piku.
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Obr. 16. Voltamogramy olivovych oleji

nalezici CPE s Terra di Bari D.O.P.

16 1
; (modry), Picual (Cerny), Gourmet (Cerveny),
12 1 E
< Acess Bussiness Group (zeleny) a
8 -
= B La Espaiola Classic  (zluty  zdznam)
4 - A C
] v octanovém pufru 0 pH 4,2
0

04 02 00 02 04 06 08 10 12 DPfiEap=-04V, Egep=5 mV, Eampl = 25
E/V vs. Ag/AgCl mV, f=40 Hz a taep = 30 s.

Na zédkladé hodnot potencidlli jednotlivych pikl (Ep), které je mozné porovnat s
pfipravenymi standardy a s hodnotami uvedenymi v pfedchozi kapitole. Vzorky olivovych
olejii poskytovaly maximdlné pét rozliSitelnych pika s relativné nizkymi proudy. Lze tedy
predpokladat, Ze olivové oleje jsou bohaté na mnozstvi elektroaktivnich latek o nizké
koncentraci. Dle primérného obsahu biologicky aktivni latek v olivovych olejich je mozné
pfedpoklddat a pravdépodobné i pfifadit jednotlivé anodické piky k piisluSnym oxida¢nim
reakcim, a to pik A pro hydroxytyrosol, piky B a C pro tokoferoly, pik D pro karotenoidy a pik
E pro tyrosol.
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3.9.  Analyza rostlinnych olejl

Jak je zjevné z predchozi kapitoly oleje stejného rostlinného piivodu maji podobné
voltamogramy. Kromé olivovych oleji byly analyzovdny i dva oleje dynové Dynka a
Kiirbiskerndl, slune¢nicovy Slunka, fepkovy Manka, Inény olej a chia olej. VSechny elektrody
byly namichdny ve stejném pomeéru jako v piipadé olivovych oleji a nemély ohmicky odpor

Vy$si nez 16 Q.
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Obr. 17. Voltamogramy rostlinnych oleju pfislusici CPE piipravenych ze slune¢nicového

(modry), fepkového (Zluty), Inéného (Cerny), dynového Kiirbiskerndl (Cerveny) a Dynka

(zeleny) a chia oleje (fialovy zdznam) v octanovém pufru o pH 4,2 pti Eqep = 0,4 V,

Estep = 5 mV, Eamp] = 25 mV,f= 40 HZ a tdep = 30 S.
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Anodické piky u dynovych oleju (zelené a ¢ervené voltamogramy na Obr. 17) se daji
pfiradit oxidacim fenolickym latek (Ep, = 0,17 a 0,4 V). U oleje Kiirbiskerndl 1ze pfedpokladat
vyS$§i obsah tyrosolu (Ep = 0,96 V). U Inéného oleje (Cerny) a chia oleje (fialovy voltamogram)
je vidét vyssi podil tokoferoli a tokotrienolli, u kterych se da ptedpokladat stejné
elektrochemické chovani. Naopak u fepkového oleje (Zluty voltamogram) je vice raznych pika

patficich zfejmé taktéz tokoferoliim a tokotrienoltim, ale o niZsi koncentraci.

3.10. Analyza Zivoc¢iSnych tukt

Jako doplnék k rostlinnym olejlim byly analyzovany dva Zivocisné tuky v ocekdvani
vySSiho zastoupeni vitaminu D3. Byla pfipravena elektroda s 20 % (w/w) veprového sadla o
R =6,8 Q. Bylo provedeno patniact méfeni, z niZz vysledky nebyly reprodukovatelné ziejmé
z divodu obsahu vody, kdy obsah nesmi piesahovat 0,5 % (w/w). Na Obr. 18 jsou uvedeny

zaznamy AbrSV veprového sadla (12 a 14 opakovani).
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Obr. 18. Voltamogramy veptového sadla ptislusici CPE v octanovém pufru o pH 4,2 pfi

Edep = _0,4 V, Estep = 5 l'IlV, Edmpl = 25 l'IlV,f: 40 HZ a tdep = 30 S.

Stejnym zpusobem byla pfipravena elektroda s 20 % (w/w) rybiho oleje o R =5,3 Q
(viz. Obr. 19). Pro oba vzorky nebyly nalezeny dalSi oxidacni piky nad hodnotou potencidlu
1,2 V. TudiZ obsah cholekalciferolu nebyl potvrzen a spiSe se ukazuje, Ze tyto Zivo€iSné tuky

jsou bohaté na vitamin E.
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Obr. 19. Voltamogramy rybiho oleje nalezici CPE v octanovém pufru o pH 4,2 pii
Edep = —0,4 V, Estep = 5 l'IlV, Edmp] = 25 l'IlV,f: 40 HZ a tdep = 30 S.

3.11. Kvalitativni analyza nezndmych vzorka

Pro ovéfeni spravnosti kvalitativni analyzy pomoci vyvinuté metody AbrSV, byly
ndhodné vybrani tfi zastupci jiZ analyzovanych rostlinnych oleja. CPE poskytovaly ohmicky
odpor 7,0 Q pro vzorek 1, 7,2 Q pro vzorek 2 a 5,0 Q pro vzorek 3. Pfislusné voltamogramy
jsou zobrazeny na Obr. 20, kde vlevo jsou vzorky a vpravo standardy.

Po porovnani téchto zdznamu se dalo usoudit, Ze vzorek jedna patii dynovému oleji
Dynka, vzorek 2 fepkovému oleji Manka a vzorek 3 olivovému oleji od distributora Acess

Bussiness Group.
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Obr. 20. Voltamogramy jiz analyzovanych rostlinnych oleju piislusici CPE pfipravenych z
dynového (zeleny), olivového (Cerveny) a fepkového (Zluty), v octanovém pufru o pH 4,2 pfi
Eaep=—-0,4V, Eqep =5 mV, Eampt =25 mV, f=40 Hz a t4ep = 30 s. Voltamogramy standardti

jsou zobrazeny ptferuSovanou Carou.

3.12. Tepelna stabilita rostlinnych oleji

V zédsadé je mozné predpokladat, Ze vyvinuty postup pro analyzu pomoci AbrSV by
mohl slouzit k jednoduché a levné kontrole kvality oleji pomoci sledovani koncentrace
elektroaktivnich organickych latek (biomarkerti) po stanovenou dobu. Tato teorie byla ovéfena
jednoduchym experimentem, ve kterém byl fepkovy olej Lukana zahtivan na 150 °C a vZdy po
peti minutach byl odebran vzorek. Ten byl schlazen a z néj se vyrobila odpovidajici CPE.
Jednalo se o elektrody s nezahiivanym olejem a s olejem zahiivanym na 5, 10, 15 a 20 min.
Odpory téchto CPE se pohybovaly v rozmezi ohmickych odport 4,2-10 Q.

Na Obr. 21 byl pozorovan typicky pokles anodického proudu pfi 0,215 V. Tento jev
pravdépodobné odpovida degradaci tokoferoli a doprovodnych fenolickych sloucenin, které
jsou zpusobeny hlavné oxidaci atmosférickym kyslikem [100] a jejich reakci s volnymi
radikdly [101;102]. Pro srovnani literatura uvadi, Ze asi 7 % y-tokoferolu a 12 % a-tokoferolu

ubylo (degradovalo), kdyZ byl rafinovany fepkovy olej zahfivan na 180 °C po dobu 15 minut.
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Po 8 hodinach pii stejné teploté poklesl obsah obou izomeri tokoferoll o 29 %, respektive o
30 % [103]. Ztoho se da vyvodit zavér, Ze se d4 AbrSV pouZzit pfi studiu degradace
bioaktivnich latek a jako vhodnd screeningové elektrochemicka metoda pro hodnoceni kvality

rostlinnych oleji béhem skladovani.
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Obr. 21. Voltamogramy fepkového oleje ziskané na CPE po zahiivani oleje na 150 °C po
dobu 0, 5, 10, 15 a 20 min. v octanovém pufru o pH 4,2 pfi Edep = -0,4 V, Esep =5 mV,
Eamp] = 25 mV,f= 40 HZ a tdep = 30 S.
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4. Zaveér

Ziskané vysledky naznacuji, Ze by bylo mozné vyvinout jednoduchou, levnou, ti¢innou
a semikvantitativni screeningovou elektroanalytickou metodu pro hodnoceni kvality
rostlinnych oleji pomoci abrasivni stripping voltametrie na uhlikové pastové elektrodé, kterd
byla piipravena z levného grafitového prasku a analyzovaného vzorku rostlinného oleje.

Byly zkoumany vSechny zdkladni experimentdlni podminky vcetné vybéru uhlikového
materidlu nebo parametrii square wave voltametrie. K voltametrické detekci elektroaktivnich
organickych latek obsazenych v oleji dochazi pii rozdilnych potencidlech. Kazdy rostlinny olej
poskytuje charakteristicky tvar voltametrického zdznamu s riznym poctem pikd o razné
velikosti, tzv. ,.elektrochemicky otisk palce*. Ziskané laboratorni vysledky naznacuji, Ze by
abrazivni square wave voltametrie mohla slouzit k rutinnim laboratornim kontroldm pravosti a

také jako indikator Cerstvosti.
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