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ANOTACE

Diplomova prace pojednava o stanoveni mastnych kyselin a izomert mastnych kyselin ve
vzorcich potravinafskych oleji a krevniho séra. Separa¢ni metoda pouzita ke stanoveni byla
plynova chromatografie v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem. Tuky obsahujici mastné
kyseliny byly pted vlastnim stanovenim pievedeny na methylestery za pomoci katalyzatoru
methanolatu sodného. U vzorkl krevniho séra, které pochazely z krve zdravych darct a darci
s riznym stadiem rakoviny slinivky, byly pied esterifikaci tuky z krevniho séra izolovany
proteinovou precipitaci. Naslednou analyzou bylo zjiSténo procentualni zastoupeni
jednotlivych majoritnich i minoritnich mastnych kyselin ve vzorcich a zjisténé vysledky byly

podrobeny statistické analyze.
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GC/MS Determination of Isomeric Fatty Acids in Food and Biological Samples

ANNOTATION

The determination of fatty acid and their isomers in food oils and blood serum samples is
the aim of this diploma thesis. Gas chromatography with mass spectrometry was used for
the separation and detection of fatty acids. The principle of determination is conversion of fatty
acids to methyl esters. In the case of blood serum samples, which were prepared from the blood
of healthy volunteer and volunteer with different stages of pancreatic cancer, protein precipita-
tion was necessary to isolation of fat before esterification. The percentage representation
of individual major and minor fatty acids in the samples were calculated and the results were

statistically analyzed.
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UVOD

Lipidy, spolu se sacharidy a bilkovinami, patii mezi zakladni ziviny, které lidsky organismus
potiebuje ke své spravné kazdodenni ¢innosti. Zakladni soucasti vSech lipidi jsou mastné
kyseliny. Mastné kyseliny maji v organismu mnoho kli¢ovych funkci. Ve vyzivé predstavuji
bohaty zdroje energie. Jsou hlavni slozkou bunéénych membran, jejichz propustnost a pruznost
je dana sloZenim mastnych kyselin membranovych fosfolipidi. Uéastni se tvorby tukové tkané
a transportu energie. Jsou prekurzory mnoha vyznamnych latek a signalnich molekul, jako jsou
je ptijem polynenasycenych mastnych kyselin 3 a w6. Tyto polynenasycené mastné kyseliny
jsou esencialni, télo neni schopno je samo vytvofit, a tak je nezbytné pfijimat je potravou.
Ovliviiyji zénétlivé procesy v téle, krevni srdzlivost, vyvoj bun€k a pomahaji koordinovat
bunécné procesy v téle. Jejich pravidelny a vyvazeny piijem mize byt prevence rtiznych

problému a onemocnéni.

Vsechny bunky lidského téla obsahuji urcité sloZeni lipidid. Bylo zji§téno, Ze toto slozeni
se méni v souvislosti se vznikem a pribéhem nckterych nemoci, jako je napiiklad rakovina,
diabetes, hypertenze ¢i ateroskler6za. Se zménou obsahu lipidi v butikdch se rovnéz méni

obsah nékterych mastnych kyselin, které mohou slouzit jako biomarker daného onemocnéni.

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat metodu pro stanoveni Cis a trans
izomerd a polohovych izomerti mastnych kyselin ve vzorcich rostlinnych oleji a krevniho séra,

piicemz krevni sérum pochézelo od zdravych lidi po pacienty trpici rakovinnym onemocnénim.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Lipidy

Lipidy jsou pestrou skupinou latek, které mohou mit rostlinny nebo zivoc¢isny pivod. Mohou
se vyskytovat ve formé jednoduchych organickych molekul, ale i slozitych molekul
obsahujicich nelipidovou ¢ast. Daji se charakterizovat jako estery nebo jiné derivaty mastnych
kyselin. Vyznacuji se malou rozpustnosti v polarnich organickych rozpoustédlech jako jsou
ether, chloroform nebo aceton a také se relativné malo rozpousti ve vodé (hydrofobicita)
[1-4].

Lipidy ptedstavuji pro lidské télo z hlediska vyzivy nejbohatsi zdroj energie. V travicim traktu
Clovéka se tuky pfeménuji na jednoduché acylglyceroly, jejichz oxidaci ziska organismus
az 38 KJ/g, coz je vice jak dvakrat tolik energie, kolik mize télo ziskat oxidaci stejného
mnozstvi sacharidt (17 KJ/g). Mnozstvi tuku piijaté nad normalni potiebu se pfeméni na
adipocyty (tukové burky), které¢ se ukladaji v n€kterych tkénich a na povrchu nékterych organii.
Tukova tkan v organismu brani ztratdm tepla 1 vody a zaroven slouzi jako rezerva energie,
v oblasti organt slouzi pfedevSim jako ochrana pifed mechanickym poskozenim.
Prostiednictvim tukl télo piijima lipofilni vitaminy A, D, E a K, které jsou nezbytné pro

spravné fungovani organismu [3-7].

Lipidy jsou rovnéZ velmi dilleZitou soucasti bunéénych membran. Membrany vznikaji orientaci
polarnich lipidi do dvojvrstvy. Lipidova dvojvrstva se v butice ucastni udrzovani homeostazy

a brani samovolnému difuzi molekul [8].

Velky vyznam maji lipidy v nervové tkani, ve které se jich vyskytuje pomérné velké mnozstvi.
Prevazuji zde predevsim slozené lipidy a cholesteroly. Lipidy zde vytvati myelinové pochvy,
coz jsou vrstvy na koncich nervovych vlaken, jejichz funkci je jejich elektricka izolace.

Lipidy jsou slozkou stravy, jejiz nedostatek mize v lidském organismu zpisobit problémy jako
napiiklad deficit vitaminl rozpustnych v tucich, na coz se vaZe mnoho dalSich zdravotnich

komplikaci. Naopak nadmérny piijem tuku nese rizika jako je mozné obezita, onemocnéni

srdce, cév a zvysené riziko vzniku nadorovych onemocnéni [3, 4, 6].
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1.1.1 Klasifikace lipida

Lipidy jsou velmi pestra skupina latek. Jejich spolecnym znakem je pievaha velkych
nepolarnich uhlovodikovych struktur v molekule, které¢ dodéavaji lipidim olejovou nebo
voskovou povahu. Lipidy je mozné klasifikovat podle raznych hledisek ¢i kritérii.
Z chemického hlediska lipidy nejcastéji rozdélujeme do dvou skupin na podle toho, jestli je Ize
zmydelnit nebo ne. Zmydelnitelné lipidy predstavuji estery vysSich mastnych kyselin
a alkoholt, nebo jejich derivati. Pisobenim alkalické hydrolyzy se z téchto lipidi uvoliuji
mastné kyseliny. Do této skupiny patii napiiklad triacylgyceroly a slozené lipidy na bazi
glycerolu a sfingosinu. Nezmydelnitelné lipidy jsou slouceniny sestavené ze zbytki isoprenu —

isoprenoidy [3, 4].

Lipidy se také velmi ¢asto rozdéluji podle struktury na jednoduché lipidy, na slozené a na
odvozené véetné jejich prekurzora (Obrazek 1). Jednoduché lipidy jsou estery mastnych kyselin
a alkohold. Do této skupiny patii tuky, které¢ maji ve své molekule trojsytny alkohol glycerol,
ktery tvofi vazbu s estery mastnych kyselin. Dale do této skupiny fadime vosky, jejichz
struktura sestava z estertt mastnych kyselin s jednosytnym ¢i dvojsytnym alkoholem s dlouhym
fetézcem. Slozené neboli polarni lipidy pfedstavuji latky, které kromé mastnych kyselin
a alkoholtl obsahuji i jiné slozky, které jejich molekuldm dodavaji amfifilni charakter. Do této
skupiny patii fosfolipidy, glykolipidy a lipoproteiny. Mezi odvozené lipidy a jejich prekurzory
patfi zejména mastné kyseliny, steroidy, terpeny, karotenoidy, alkoholy, lipofilni vitaminy

a hormony. VSechny tyto zminéné latky hraji vyznamnou roli v metabolismu lipida [5].

Obrazek 1 Klasifikace lipida

ACYLGLYCEROLY
JEDNODUCHE <

VOSKY
FOSFOLIPIDY
LIPIDY SLOZENE GLYKOPROTEINY
LIPOPROTEINY

TERPENY
ODVOZENE <

STEROIDY
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1.1.2 Jednoduché lipidy
Jednoduché lipidy jsou estery mastnych kyselin a alkoholii. Jsou tvotené jen hydrofobni ¢asti.

Radime sem acylgylceroly a vosky.

1.1.2.1 Acylglyceroly

Z chemického hlediska jsou acylglyceroly estery vyssich mastnych kyselin a alkoholu propan-
1,2,3-triolu, trivialnim nazvem glycerolu. Acylglyceroly mohou byt mono-, di- nebo nejéastéji
triacylglyceroly. Glycerol mtze byt substituovan stejnymi, nebo riznymi kyselinovymi zbytky.
Latky spadajici do této kategorie miizeme rovnéZz nazvat jako neutralni lipidy nebo tuky a oleje.
Triacylglyceroly jsou hlavni slozkou Zivoé¢ignych tuki a oleji rostlinného ptivodu. Zivo&isné
tuky obsahuji pfevazné nasycené mastné kyseliny, rostlinné oleje Se skladaji vétSinou z nena-
sycenych kyselin [2-4, 7]. Z jakych sloZek se triacylglycerol sklada a jak vypada jeho molekula
je mozné vidét na Obrazku 2.

Obrazek 2 Slozky triacylglycerolu a molekula triacyglycerolu

T 0
| Il H—C—0—C—R'
—C—OH HO—C—R | 0
| Il
H—C—OH [ —» H—C—0—C—R" + H
| T HO—C—R 20
H—C—OH ‘ ﬁ
Il OO —C—P"
H HO—C—R =Gk
H
glycerol mastné kyseliny triacylglycerol voda

Acylglyceroly jsou hlavnimi sloZzkami zasobniho tuku, tvoii az 90 % celkovych tukovych zasob

zivocichu a rostlin. V organismech maji rezervni, ochrannou a transportni funkci [3, 4].

1.1.2.2 Vosky

Vosky jsou ve vodé nerozpustné tuhé estery mastnych kyselin s jednosytnymi alkoholy
s dlouhym linearnim fetézcem. Castymi alkoholy voskii jsou naptiklad cetearylalkohol (C16),
karnaubylalkohol (C24), cetylakohol (C26) nebo myricylalkohol (C30). Zivo¢isné tuky
obsahuji fetézce se Sestnacti a osmnacti uhliky a rostlinné tuky obsahuji fetézce s dvaceti ¢tyimi

a tficeti uhliky [3, 4].
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Vosky maji ochrannou funkci tim, ze vytvati hydrofobni vrstvu na vnéj$ich ¢astech na kuzi,
srsti, na listech a plodech. Primyslové se vyuzivd predevSsim vceli a karnaubsky vosk.

Vosky se hojné pouzivaji v medicing, pti vyrobé kosmetiky a také v potravinaistvi [2].

1.1.3 SlozZené lipidy

Slozené, nebo také polarni lipidy, obsahuji alkohol, zbytek vyssi mastné kyseliny a dalsi ¢ast,
podle které se déli do skupin na fosfolipidy, lipoproteiny a glykolipidy. Fosfolipidy obsahuji
fosfatovou skupinu, glykolipidy obsahuji molekuly sacharidu, lipoproteiny piedstavuji

komplexy lipidi a proteinu [3, 4, 10].

1.1.3.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy neboli fosfoacylglyceroly ¢i fosfotidaty jsou pocetna skupina latek, které lze
odvodit od kyseliny fosfatidové. Kyselina fosfatidova, jejiz systematicky nazev je 1,2-diacyl-
sn-glycerol-3-fosfore¢na kyselina, je v podstaté zakladnim stavebni jednotkou pro vznik
fosfolipidl a triacyglycerolt. Struktura kyseliny fosfatidové se sklada z molekuly glycerolu,
jehoz prvni a druhy uhlik je substituovan zbytky mastnych kyselin s dlouhym fetézcem.
Hydroxylova skupina glycerolu na tfetim uhliku je esterifikovana kyselinou fosfore¢nou.
Kyselina fosfore¢na muze byt dale esterifikovana latkami cholinem, ethanolaminem, serinem,

inositolem nebo glycerolem ( Obrazek 3).

Reakci vznikaji fosfatidylcholiny, fosfatidylethanolaminy, fosfatidylseriny, fosfatidylinositoly
a fosfatidylglyceroly. Tyto fosfolipidy jsou hlavni sloZkou bunéénych membran Zivocicht.
Podobnou strukturu maji latky zvané sfingomyeliny, jejichz zédkladem je alkohol sfingosin,
jehoz aminoskupina tvofi vazbu s mastnou kyselinou a primarni hydroxyl je esterifikovan
fosforylcholinem. Sfingomyeliny jsou diileZitou ¢asti biomembran mozkovych a nervovych

bunék [2].

Molekuly fosfolipidii Ize rozdélit na hydrofobni a hydrofilni 4st. Cast, na které se nachazi
fosfatova skupina a alkohol je polarni a ma hydrofilni vlastnosti, diky kterym pozitivné
interaguje s vodou. Druhd ¢ast obsahujici fetézce mastnych kyselin je nepolarni a ma vyrazné
hydrofobni u¢inky. Molekuly maji diky této struktuie amfifilni neboli amfipatickou povahu,

ktera jim umoznuje organizovat se do jednovrstvych filmu ¢i lipidovych dvojvrstev [3, 8].
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Obrazek 3 Struktura fosfolipidu a druhy substituentt
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Jednovrstvé tvary vznikaji tak, ze se nepolarni alifatické fetézce orientuji navzajem k sobé
a polarni ¢asti jsou ve vodném prostiedi vtahovany mezi molekuly vody. Pii ptekro€eni urcité
koncentrace tenzidu (povrchové aktivni latka) ve vodném roztoku se fosfolipidy samovolné
shlukuji do jednovrstvych dutych kulovitych ¢éstic neboli micel. Diky amfifilni povaze
fosfolipidli mohou vznikat fosfolipidové dvojvrstvy, které jsou nedilnou soucasti bunéénych
membran. Dvojvrstvy fosfolipidti vznikaji seskupenim hydrofobnich konct, aby doslo
k vytésnéni vody a vznikne dvojvrstva, ve které jsou hydrofilni ¢asti molekul lipida orientovany

k vodnému prostiedi, zatimco hydrofobni ¢asti jsou orientovany dovniti (viz Obrazek 4) [2].

Obrazek 4 Fosfolipidova dvojvrstva ve vodném prostiedi [11]
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1.1.3.2 Glykolipidy

Glykolipidy jsou latky, které vznikaji spojenim lipidové a cukerné slozky. Zakladem molekul
glykolipidi je alkohol, na ktery je navdzan jeden nebo vice zbytkii mastnych kyselin
a monosacharidovy nebo oligosacharidovy zbytek. Sacharidova ¢ast molekuly ma hydrofilni

povahu, zatimco lipidova ¢ast molekuly je hydrofobni [12].

Glykolipidy jsou ptitomny ve vSech tkanich lidského téla a plni rtizné funkce. Nervova tkan
a Seda kiira mozkova je charakteristicka vysokym obsahem glykolipidi. Vyskytuji se také
V bunécnych membranéach, konkrétné¢ na jejich vngjsi strané, smérem do mezibunééného
prostoru. V téchto mistech vytvaii slozité utvary spolecné s povrchovymi sacharidy.
Vyznamnymi zastupci této skupiny latek jsou glycerolglykolipidy, glykosfingolipidy
a gangliosidy.

Zakladem struktury glycerolglykolipidt je molekula alkoholu glycerolu, na jehoz prvni dva
uhliky jsou navdzany zbytky mastnych kyselin a na zbyly tfeti uhlik je navazan sacharid. Tento

druh glykolipidi se nachazi pfedevs§im u bakterii.

Glykosfingolipidy neboli cerebrosidy maji v lidském téle vEtsi zastoupeni a vyznam. Tvoii 1 %
suché hmoty mozku, dale jsou pfitomné v nervové tkani a v malych mnoZzstvich v jatrech,
thymu, ledvinach a plicich. Tyto latky se také podileji na tvorbé specifik krevnich skupin a na
organové a tkanové imunité. Glykosfingolipidy se skladaji z molekuly aminoalkoholu
sfingosinu, na ktery je navazan zbytek mastné kyseliny a jedna jednotka monosacharidu,

nejcastéji glukodza nebo galaktoza.

V Sedé kiife mozkové jsou cerebrosidy doprovazeny slozitymi glykolipidy zvanymi
gangliosidy. Kromé& mozku se vyskytuji 1 v jinych tkanich, vétSinou na povrchu bunék, kde plni
funkci receptori. Gangliosidy se skladaji z ceramidu, sacharidu a z jedné nebo nékolika

sialovych kyselin [2-4].

1.1.3.3 Lipoproteiny

Mezi slozené lipidy fadime lipoproteiny vznikajici spojenim lipidi se specifickymi bilkovinami
nazyvanymi apolipoproteiny. Lipoproteiny vznikaji vzajemnym hydrofobnim plisobenim
nepolarnich oblasti obou slozek. Hlavni vyznam tohoto spojeni spocivd v tom,
7ze bilkovina ¢€ini hydrofobni lipidové struktury dispergovatelné a  stabilni

ve vodném prostiedi [3, 4].
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Lipoproteiny vytvari sférické utvary podobné micelam, jejichz strukturu muzeme rozd¢lit
na jadro a obal (viz. Obrazek 5). Jadro je nepolarni a tvoii ho prevazné komplexy
triacylglycerold, cholesterolu a jeho esterti. Obal ma amfifilni charakter a sestava z jedné vrstvy
fosfolipidd, jejichz hydrofilni konce smétuji dovniti lipoproteinu. V obalu jsou zabudované

¢astice apolipoproteinu a cholesterolu.
Obrazek 5 Lipoproteinova ¢astice [13]

Hydrofobni jadro skladajici se
z &astic triacylglycerolu a .
cholesterolu Castice neesterifikovaného

& cholesterolu

Apolipoproteinové
Castice
Hydrofilni obal

Lipoproteiny jsou v lidském téle soucasti bunéénych membran, cytoplazmy bunék a krevni
plazmy. Plazmové lipoproteiny zajist'uji transport a distribuci lipida prostfednictvim krevni

plazmy a lymfatického systému. Funguji rovnéz jako regulatory metabolismu lipida [3].

Lipoproteiny krevniho séra lze délit podle hustoty Castic a elektroforetické pohyblivosti
(rychlost pohyblivosti iontu v elektrickém poli) [7]. Nejvyznamné&jsimi lipoproteinovymi
¢asticemi v plazmé jsou chylomikra, lipoproteiny o velmi nizké hust;ot¢ (VLDL), lipoproteiny
o nizké hustoté (LDL) a lipoproteiny o vysoké hustot¢ (HDL). Kazdy druh téchto ¢astic ma
specifické funkce a vlastnosti Hlavni funkci chylomikroni je transport tukd z potraviny.
Funguji jako pfenasece triacylglycerold, které jsou piisobenim lipdz rozlozeny na jednodussi
monoacylglyceroly. VLDL ¢astice maji za tkol pienos triacylglyceroli z jaternich bunék
k ostatnim tkanim. LDL c¢astice dodavaji cholesterol okolnim buitkdm. HDL lipoproteiny maji
dilezitou roli v metabolismu cholesterolu a jejich spravné fungovani brani hromadéni

cholesterolu v tkanich [1, 14].
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1.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny tvoii hlavni soucést tukti. Z hlediska struktury Ize mastné kyseliny popsat jako
alifatické monokarboxylové kyseliny s dlouhym, nevétvenym fetézcem, ktery je tvofen ¢tyfmi
az dvaceti Sesti atomy uhliku. Pocet uhlikti v fetézcich kyselin je vétSinou sudy, protoze jsou
syntetizovany z dvou uhlikovych podjednotek. Jejich vlastnosti jsou siln¢ ovlivnény délkou
fetézce a obsahem dvojnych ¢i trojnych vazeb. V organismu se mohou vyskytovat volné nebo
jako slozky komplexnich lipidl, coz rovnéz zalezi na struktufe. Kyseliny, které obsahuji deset
a vice uhlikl se v buiikach vyskytuji vétSinou vazané. Pokud ma kyselina takto dlouhy fetézec
a vyskytuje se v organismu volné, muze naruSovat bunééné struktury svou vysokou povrchovou
aktivitou. Obsahuji hydrofilni i hydrofobni ¢ast, diky ¢emuz maji amfipatickou povahu. Jsou

relativné dobie rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech [2—4].

Mastné kyseliny v lidském organismu zastavaji spoustu klicovych funkci. Jsou souc¢asti struktur
vSech tukl, zc&ehoz vyplyva, Ze se podili na vSech procesech, které byly popsany jiz
v predchozich kapitoldich o jednoduchych a slozenych lipidech. Mastné kyseliny pfijaté
Z potravy jsou bohatym zdrojem energie. Ugastni se tvorby tukové tkané a transportu energie
jako soucasti triacylglycerolti, také jsou obsazené ve struktufe fosfolipidi v bunécnych
membrandch. V membranach se vyskytuji polynenasycené mastné kyseliny, jejichZ slozeni
ovliviiuje aktivitu enzym, které se na n¢ vazou. Mastné kyseliny figuruji jako prekurzory
signalnich molekul a dalSich vyznamnych latek jako jsou naptiklad prostaglandiny, které se

Vv organismu podili na tvorbé hormonti a srazeni krve [15].

Mastné kyseliny lze separovat a identifikovat riznymi analytickymi metodami. V dne$ni dobé
je nejvice uplatiiovana plynova chromatografie, ktera je pro tento druh analyzy dostate¢né
ucinna, selektivni a vysledky jsou reprodukovatelné. Pfed samotnou analyzou je potfeba mastné
kyseliny derivatizovat pievedenim na jejich methylestery. Derivatizaci se snizi bod varu, zvysi
citlivost detekce a kvalita rozliSeni pikl. Jina analyticka metoda vhodna k analyze mastnych

kyselin je naptiklad vysokouc¢inna kapalinova chromatografie [16, 17].

1.2.1 Klasifikace mastnych kyselin

Mastné kyseliny lze klasifikovat n€kolika riznymi zpisoby — podle délky uhlovodikového
fetézce, podle pfitomnosti ndsobné vazby, podle vétveni fetézce nebo podle toho, jestli je télo
dokaze vytvotit samo nebo je potfeba pfijimat potravou.

Déleni mastnych kyselin podle délek fetézce:

e Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (sort chain fatty acids = SCFA) — C2 az C4
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e Mastné kyseliny se stiedné dlouhym fetézcem (medium chain fatty acids = MCFA)
—C6azCl12
e Mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (long chain fatty acids = LCFA) — C14 az C22
e Mastné kyseliny s velmi dlouhy fetézcem (very long chain fatty acids = VLFA)
—C22 avice
Déleni mastnych kyselin podle pfitomnosti dvojné vazby:
e Nasycené = mastné kyseliny obsahuji pouze jednoduché vazby
e Nenasycené = mastné kyseliny obsahuji kromé jednoduchych vazeb i jednu ¢i vice
dvojnych vazeb, vzacné i trojné vazby
D¢leni mastnych kyselin podle vétveni fetézce:
e Linearni — vétSina mastnych kyselin
e Rozvétvené — ojedinélé, napiiklad kyselina isovalerova
Déleni mastnych kyselin podle toho, zda jsou esencialni ¢i nikoliv:
e Esencialni
e Neesencialni
Ostatni mastné kyseliny — obsahuji trojné vazby a rizné substituenty — rozvétvené, cyklické,

s dusikatymi nebo sirnymi skupinami

1.2.2 Nazvoslovi mastnych kyselin

Mastné kyseliny maji trivialni a systematicky nazev. Systematicky nazev je odvozen od nazvu
uhlovodiku, ktery ma stejny pocet uhliki, jako je pocet uhlikl v fetézci konkrétni kyseliny.
Dale se také velmi cCasto nazev kyseliny vyjadiuje ve formé kraceného zépisu,

ktery je podrobnéji popsan nize [2].

Pro konkrétnéjsi specifikaci nazvu mastnych kyselin je nutné znat mechanismus cislovani
atomu uhlikii mastné kyseliny. Cislovani zagina od uhliku obsazeného v karboxylové funkéni
skupiné -COOH, kterému je pfifazeno oznaceni 1. Nasledujici uhlik v fetézci ma ¢islo 2 a ozna-
Cuje se feckym pismenem o, dal$i uhlik je ozna¢ovan ¢islem 3 a oznacuje se B atd. Koncovy
methyl mastné kyseliny obsahuje uhlik, kterému se obecné fika n-uhlik, nebo také w-uhlik.
Pokud mastna kyselina obsahuje jednu ¢i vice dvojnych vazeb, Ize jejich polohu v molekule
vyjadfit dvéma zpusoby. Prvnim zptisobem je pouziti kraceného zapisu v obecném tvaru C N:M
A€ ve kterém N znaéi podet uhlikii, M pocet dvojnych vazeb a exponenty nad feckym pisme-

nem delta znaci polohu dvojné vazby, pocitané od karboxylového uhliku (viz. Obrazek 6)
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Obrazek 6 Zkraceny zapis nazvu mastné kyseliny
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Dale lze vyjadiit polohu dvojné vazby jeji vzdalenosti od o uhliku, ¢isla jsou tedy pocitana od

opacného konce molekuly (viz. Obrazek 7).
Obrazek 7 Molekula mastné kyseliny a znazornéni, kde se nachazi a konec a w konec fetézce
HHEHHEEH R B H BB HQ
H-GCGCC6-CCGG-C-C- -G C-C-CHCOH
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I\/Iethyl 7- ) koneb Karboxylova skupina — a konec

Podle pozice dvojné vazby od ® uhliku 1ze mastné kyseliny rozdélit do tii skupin: ®3 (dvojna
vazba na tetim uhliku od o uhliku), @6 (na Sestém uhliku od ® uhliku) a ®9 (na devatém uhliku

od ® uhliku) [18].

1.2.3 Nasycené mastné kyseliny

Mastné kyseliny, které neobsahuji Zadnou dvojnou vazbu se nazyvaji nasycené. Vyznacuji
se obecné vyS§imi body tani nez kyseliny nenasycené. Bod tani se zvySuje s rostouci délkou
fetézce a kleséd s pfibyvajicim poctem dvojnych vazeb. Z toho vyplyva, Ze tuky, v jejichz
obsahu pfevladd mnoZstvi nasycenych mastnych kyselin, maji za pokojové teploty spiSe pevné
skupenstvi. Potraviny obsahujici vét§i mnozstvi nasycenych mastnych kyselin jsou piedev§im
masné produkty, maso, mlééné produkty a mléko, priimysloveé zpracované potraviny, kokosovy
a palmovy olej [15, 19]. Ptehled nasycenych mastnych kyselin podle poctu uhlikii v fetézcich

a jejich systematické a trivialni nazvy jsou v Tabulce 1.
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Tabulka 1 Nasycené mastné kyseliny

Pocet uhliki Fetézce | Trivialni nazev kyselin | Systematicky nazev kyselin
C4 Maselna Butanova
C6 Kapronova Hexanova
C8 Kaprylova Oktanova

C10 Kaprinova Dekanova
C12 Laurova Dodekanova
C14 Myristova Tetradekanova
Cl6 Palmitova Hexadekanova
C18 Stearova Oktadekanova
C20 Arachova Eikosanova
C22 Behenova Dokosanova
C24 Lignocerova Tetrakosanova
C26 Cerotova Hexakosanova

Ze zdravotniho hlediska mlze byt nadmérnd konzumace potravin s vyS§Sim obsahem
nasycenych mastnych kyselin rizikovd. Miize vést k onemocnéni srdce a cév a zvySeni

koncentraci cholesterolu v krvi [15].

1.2.4 Mononenasycené mastné kyseliny (MUFA)

Jak z nazvu vyplyva, mononenasycené mastné kyseliny obsahuji ve svych molekulach praveé
jednu dvojnou vazbu. Patii sem naptiklad kyselina palmitoolejova, olejova nebo erukova
(Tabulka 2) [15]. Podle klasifikace omega lze vyjmenované kyseliny zafadit mezi ®9 mastné
kyseliny. Mastné kyseliny pattici do této skupiny nejsou esencialni, télo je schopné je vytvofit
z kyselin s krat§imi fetézci. Skupenstvi tukll a oleju obsahujici pfevazné mononenasycené

mastné kyseliny je pii pokojové teploté vétsinou tekuté, chlazenim tuhnou [19].

Tabulka 2 Mononenasycené mastné kyseliny

ZKkraceny zapis Poloha a druh Omega Trivialni Systematicky
kyselin dvojné vazby série nazev nazev
C16:1 cis A® ol Palmitoolejova Hexadecenova
c18:1 cis A® ©9 Olejova Oktadecenova
C20:1 cis Al ©9 Gondova Eikosenova
C22:1 cis A1 ©9 Erukova Dokosenové
C24:1 cis A ®9 Nervonova Tetrakosenova
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Z mononenasycenych mastnych kyselin je nejvice rozSifend jiz zminéna kyselina olejova.
Tama vicero pfiznivych G¢inkll na organismus jako je napfiklad protektivni vliv na
kardiovaskularni systém a napomaha regulovat hladinu LDL cholesterolu v Krvi.

v

I ptes priznivéjsi fyziologické ucinky, nez maji nasycené mastné kyseliny, by se potraviny
S vy$$im obsahem mononenasycenych mastnych kyselin mély konzumovat stifidmé. Nejvyssi

obsah mononenasycenych mastnych kyselin maji olivovy, fepkovy, sezamovy, ofechovy olej
[20].

1.2.5 Polynenasycené mastné Kyseliny (PUFA)
Polynenasycené mastné kyseliny oznacované téz zkratkou PUFA (polyunsaturated fatty acids)
obsahuji ve svych molekulach dvé a vice dvojnych vazeb. Triacylglyceroly, obsahujici

prevazné PUFA, se pii pokojové teploté vyskytuji tekuté.

Obecné se PUFA ucastni mnoha biologickych procest, naptiklad ovliviiuji zanétlivé procesy
v téle, krevni srazlivost a vyvoj bun¢k a koordinaci bunécnych procesu. Pii pravidelné
a vyvazené konzumaci prokazatelné snizuji hladiny cholesterolu v krvi, riziko onemocnéni
srdce a riziko mrtvice. Nejvice jich obsahuje slune¢nicovy, svétlicovy, kukuti¢ny, s6jovy olej,

rybi tuk, vlasské ofechy a tofu.

Do skupiny PUFA fadime velmi vyznamné esencidlni mastné kyseliny. Esencidlni mastné
kyseliny jsou slou¢eniny, které je nezbytné pfijimat s potravou, protoze lidské télo neni schopné
je samo vytvofit. Za devaty uhlik v fetézci, pocitany od karboxylového uhliku, neni mozné
v lidském téle vnést dvojnou vazbu, a proto nejsme schopni syntetizovat omega-3 a omega-6

nenasycené mastné kyseliny [3, 20].

Mezi esencialni mastné kyseliny patii kyselina linolova a a-linolenova kyselina. Kyselina
arachidonova je prekurzorem biologicky aktivnich latek eikosanoidi, jejichz hlavni funkci
je zajisténi bunééné signalizace. Kyselina linolova ma prozanétlivé t¢inky, stejné jako jiné o-
6 mastné kyseliny, a zvySuje hladiny n¢kterych lipid v plazmé. Kyselinu a-linolenova snizuje
hladinu cholesterolu a triacylglycerold v téle a snizuje tak riziko kardiovaskularnich
onemocnéni, ma i protizanétlivé ucinky. Kyselina arachidonova neni esencialni, protoze ji Ize
vytvofit z kyseliny linolové. Soucasti stravy by tedy méla byt bud’ kyselina arachidonova, nebo
by méla byt nahrazena linolovou a a-linolenovou kyselinu, ze kterych lze kyselinu
arachidonovou syntetizovat [4, 21]. Pfi dlouhodobé&jsim nedostatku jmenovanych kyselin se
muze projevit vétsi Gnava, nizsi vykonost, vétsi nachylnost k infekcim, poruchy reprodukce

a rizné kozni problémy. Mezi potraviny bohaté na esencidlni mastné kyseliny patii predevsim
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ryby, rostlinné oleje, ofechy (hlavné vlasské), Inéné seminko, listovd zelenina, nékteré
zivocisné tuky [20]. Ptiklady polynenasycenych mastnych kyselin a polohy jejich dvojnych
vazeb jsou vypsany Vv Tabulce 3.

Tabulka 3 Polynenasycené mastné kyseliny

Zkraceny zapis | Poloha a druh | Omega Systematicky Trivialni
kyselin dvojné vazby | série nazev nazev
C18:2 cis A%12 ®6 Oktadekadienova Linolova
C18:3 cis A%1215 ®3 Oktadekatrienova | a-linolenova
C18:3 cis A®912 ©6 Oktadekatrienova | y-linolenova
C20:4 cis A>8/1L14 ©6 Eikosatetraenova | Arachidonova
C22:4 cis A71013.16 ®6 Dokosatetraenova Adrenova

1.2.6 Trans mastné kyseliny (TFA)

U nenasycenych mastnych kyselin existuje cis/trans izomerie, coz je jev, ktery vznika
ptitomnosti dvojnych vazeb v molekule. Kolem dvojné vazby mize dochazet k volné otacivosti
atomu. Tato izomerie zavisi na orientaci atomt kolem osy prochazejici dvojnou vazbou. U trans
izomerie se kazdy zbytek mastné kyseliny nachazi na opa¢né strané dvojné vazby, jako je tomu
napiiklad u kyseliny elaidové. U cis konfigurace se oba zbytky mastné kyseliny nachazeji na
stejné stran¢ dvojné vazby, coZ je piipad kyseliny olejové [20]. Nenasycené mastné kyseliny
S konfiguraci trans maji tvar molekul velmi podobny nasycenym mastnym kyselindm, fetézec
je tedy napiimeny [22]. Mastné kyseliny s cis konfiguraci maji fetézec zahnuty (Obrazek 8).

Obrazek 8 Rozdily ve struktufe Cis a trans nenasycenych mastnych kyselin [22]

O 0 H

HO)\/\/\/\/\/\/\/\/\ HOW

Nasycena kyselina stearova

Kyselina olejova v cis usporadani

o H o} H
/L\/\/\/\/\\/\/\/\/\ )\/\/\/\/\/\/\/\/\
HO HO
H H
Kyselina elaidova - trans Kyselina vakcenova - trans

V prirod¢ prevazuje vyskyt mastnych kyselin, které maji dvojné vazby v pozici Cis. Mastné

kyseliny s dvojnymi vazbami v trans konfiguraci (TFA) se v mensi mife mohou vyskytovat
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napiiklad v molekulach sfingosind, izoprenovych lipida a v nékterych specifickych biologicky
aktivnich slouceninach. TFA jsou také produkty mnoha bakteridlnich pfemén. Pfirozené
se vyskytuji v malém mnozstvi v mléce a mase prezvykavcu [20, 23]. V soucasné dob¢ jsou
jejich nejvétsim zdrojem Castecné hydrogenované rostlinné oleje a potraviny, které je obsahuyji.
TFA totiz vznikaji umeéle jako vedlejsi produkty pii procesu hydrogenace nenasycenych
mastnych kyselin za G¢elem vyroby margarint [20, 23]. Proces hydrogenace a vznik trans

nenasycenych mastnych kyselin je znazornén na Obrazku 9.

Obrazek 9 Hydrogenace nenasycenych mastnych kyselin [20]
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Double bond in the frans configuration
V potravinach obsahujicich margariny se pfevazné vyskytuji trans izomery mastnych kyselin
obsahujicich osmnact atomu uhliku a jednu dvojnou vazbu. V mensim mnozstvi lze v téchto
potravinach nalézt i konjugovanou kyselinu linolovou [23]. Pfiklady nenasycenych mastnych

kyselin a od nich odvozenych trans izomert jsou v Tabulce 4.
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Tabulka 4 Mastné kyseliny a od nich odvozené trans izomery

ZKkraceny Poloha a druh | Omega Trivialni <
zapis kyselin | dvojné vazby | série nazev Systematicky nazev
C16:1 cis A® 0y Palmitoolejova Cis-9-hexadecenova
trans A° 0y Palmitelaidova Trans-9-hexadecenova
cis A 12 | Petroselinova Cis-6-oktadecenova
trans A® 012 | Petroselaidova Trans-6-oktadecenova
181 cis A® ®9 Olejova Cis-9-oktadecenova
trans A° ®9 Elaidova Trans-9-oktadecenova
cis Al o7 Asklepova Cis-11-oktadecenova
trans Al o7 Vakcenova Trans-11-oktadecenova
182 cis A¥1? ®6 Linolova Cis 9,12-oktadekadienova
trans A%12 ®6 Linoelaidova | Trans 9,12-oktadekadienova

[zomerie mastnych kyselin je vyznamna pro prostorové usporadani molekul lipidi v bunéénych
membranach. SloZeni a struktura membran se miize ménit v zavislosti na okolnich podminkach
a slozenim pfijimané stravy. Pro spravnou funkci je nutné udrzovat jejich fyziologickou
fluiditu, kterda souvisi s homeostazou, normalnim rustem a délenim. Fluidita membran ma
klicovou roli naptiklad pfi vazbé latek na membranové receptory, pii interakci mezi butikami
navzajem a pii regulaci aktivity membranovych enzymi, receptorti a kanali. Zmény membra-
nov¢ fluidity byly zjistény jako doprovodny jev u riznych nemoci, jako je naptiklad
hyperlipidemie, hypertenze, diabetes, a Alzheimerova choroba [23, 24]. Mastné kyseliny
s dvojnymi vazbami v cis konfiguraci zaujimaji ve struktufe membran vice prostoru a brani tak
stlacovani molekul fosfolipidii vznikajici tlakem okolnich molekul v membrané, cozZ je Cini
fluidné;si a odolné;si. Naproti tomu konfigurace trans kvili své piimé struktufe poZadovanou
strukturu membran spiSe naruSuje a snizuje tak jejich fluiditu. Mononenasycené
a polynenasycené mastné kyseliny vyskytujici se ve struktuie glycerolti ve fosfolipidovych

membranach by tak mély byt predevsim v konfiguraci cis [24].

Jak tedy vyplyva z predchozich informaci, nadmérna konzumace TFA mize byt Skodliva. Trans
mastné kyseliny mohou zvySovat riziko vzniku metabolickych, kardiovaskularnich,
neurodegenerativnich onemocnéni a diabetu [20, 24]. Maji rovnéz neptiznivy efekt na obsah
krevnich lipoproteinli tim, Ze zvySuji hladinu LDL cholesterolu a snizuji hladinu HDL
cholesterolu. TFA také mohou zhorSovat inzulinovou senzitivitu [24]. Jejich denni pfijem by

mél byt do 1 % z celkového piijmu energie, coz odpovida ptiblizné 2,0 az 2,5 g na den [20].
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1.3 Metody stanoveni mastnych kyselin

V dnes$ni dobé existuje mnoho moznosti stanoveni zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich
rizného typu. V soucasnosti se nejvice vyuzivaji chromatografické metody jako je plynova
[25-30] a kapalinova chromatografie [25, 26, 30-33]. Pro urceni doplitkovych ukazatelt jako
je pocet dvojnych vazeb ¢i zjisténi polohovych izomeri 1ze pouzit spektrofotometrické metody
jako je naptiklad UV-VIS spektrometrie [34, 35] nebo infracervené spektroskopie (IR) [25, 36,
37]. Volné mastné kyseliny v tucich a olejich 1ze stanovit za pouziti nuklearni magnetické

rezonance (NMR) [38, 39].

Mastné kyseliny se v pfirodé obvykle nevyskytuji voln€, vétSinou jsou zakomponované
v triacylglycerolech a fosfolipidech esterovymi vazbami. Prvnim krokem ptipravy vzorku
je vétsinou izolace tuki S naslednym uvolnénim mastnych Kyselin z tuk® hydrolyzou. Casto
je nutné volné mastné kyseliny derivatizovat, aby bylo mozné je separovat nebo detekovat

pomoci chromatografickych metod a riznym typem detekce [40].

1.3.1 Ptiprava vzorku

Prvnim rokem pfipravy vzorku je homogenizace. Homogenizace nam zajiStuje stejnou
distribuci analytu ve vSech jeho ¢astich. U kapalnych vzorkd je homogenizace vcelku
jednoducha, vétsinou staci vzorek zfedit a fadné promichat naptiklad na vibracnim michadle
Vortex. U pevnych vzorki je homogenizace o néco komplikovanéjsi. Vzorek je mozné sekat,
krajet nebo mlit a posléze pouzit naptiklad homogenizitor ULTRA TURRAX, aby doslo
k dostate¢nému zmenseni a dezintegraci vSech ¢astic. Po homogenizaci nasleduje extrakce tuku
ze vzorku. To lze nejjednoduseji provést metodou dvoufazové extrakce z kapaliny do kapaliny
(LLE) za pouZiti nepolarnich organickych rozpoustédel jako je naptiklad hexan, chloroform,
diethylether, petrolether nebo methyl-terc-butylether (MTBE) [40]. Pro extrakci lipida z potra-
vinaiskych vzorkl nebo biologickych tkani se pouziva Folchova nebo Bligh Dyerova metoda,
pii které se vyuziva smés rozpoustédel chloroformu, methanolu a vody [40, 41]. DalSimi
moznymi metodami je Soxhletova extrakce [40, 41], extrakce na pevné fazi (SPE) [40-42],
mikroextrakce na pevné fazi (SPME) [42, 43] nebo extrakce nadkritickou tekutinou (SFE) [40].
Pro extrakci tuku z pevnych vzorkli se pouziva Soxhletova extrakce, jejiz princip spoc¢iva
v mnohonasobné extrakci latky Cistym rozpoustédlem [41]. SPE a jeji zmensena varianta SPME
funguji na principu rozdilné afinity latek k sorbentu umoZiujici zachyceni analytu nebo matrice
vzorku. Pfed nanesenim vzorku na kolonku je tfeba ji aktivovat promytim vhodnym

rozpoustédlem, poté je zaveden vzorek a po promyti nasleduje eluce. Tato metoda pracuje
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s malymi objemy rozpoustédel v porovnani s LLE [41]. Extrakce nadkritickou tekutinou
vyuziva vlastnosti latky, ktera ma pii kritickych podminkach vlastnosti jako kapalina a plyn
zaroven. Jako nadkriticka kapalina se pouziva oxid uhli¢ity, ktery je nepolarni, tudiz je vhodny
pro extrakci polarnich latek vcetné lipida [40]. Pro podpoieni extrakce lze pouzit ultrazvuk.
Ultrazvuk extrakci napomaha tak, ze zpusobuje efekt kavitace, kterym dochézi k rozruSeni

shlukt ¢astic v roztoku [40].

Po izolaci tuku nasleduje hydrolyza, a to bud’ vodou nebo hydroxidem sodnym, ¢imz se tuk
rozlozi na glycerol a mastné kyseliny [40, 41]. Uvolnéné mastné kyseliny je mozné
zakoncentrovat, k ¢emuz mohou slouzit napiiklad SPE kolonky s fazi obsahujici stiibrné ionty.
Stiibrny iont je selektivni ke dvojnym vazbam, protoze vzajemnou interakci dochazi ke vzniku
komplexti iontd stiibra a 7 elektrond ve dvojnych vazbach. Latky obsahujici dvojné vazby jsou
kolonkou tedy velmi dobfe zadrzeny. Sorbent kolonky obsahuje silikagel, na kterém
je navazana stiibrnd faze nebo aniont vyménna faze, na které je navazan stiibrny iont. Tato
kolonka tedy muze slouzit k zakoncentrovani ale i frakcionaci mastnych kyselin podle poctu

dvojnych vazeb [44, 45].

1.3.2 Spektrofotometrické metody
Tyto metody neslouzi k vlastnimu stanoveni jednotlivych mastnych kyselin, ale pouze
ke zji8téni urcitych doplinkovych informaci, jako je naptiklad obsah cis a trans izomert, pocet

dvojnych vazeb nebo stanoveni obsahu volnych mastnych kyselin v tucich ¢i olejich.

1.3.2.1 Spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti

Pouziva se molekulové absorpéni spektrometrie v ultrafialové (UV) oblasti. Ultrafialové zateni
je druh elektromagnetického zafeni v oblasti vlnovych délek od 190 do 380 nm. Principem
metody je absorpce elektromagnetického zafeni atomy a molekulami analytu pii priichodu

paprsku svétla vzorkem [45]

Spektrometrii v UV oblasti se stanovuji konjugovanané dienové a trienové mastné kyseliny.
Mastné kyseliny v zékladnim stavu neobsahuji konjugovany systém dvojnych vazeb a absorbuji
pouze v oblasti pod 200 nm. Avsak pokud jsou oxidovany, dochazi ke vzniku hydroperoxidi
a tim k posunu dvojnych vazeb, pti¢emz jeden z oxidacnich produkti obsahuje konjugované
dvojné vazby a absorbuje UV zafeni v oblasti kolem 230 nm. UV spektrometrii lze urdit

I oxida¢ni produkty oleju ¢i tukd, které jsou ukazatelem miry Zluknuti [34].

Lipidy jsou ze vzorku extrahovany Folchovou metodou. Extrahované lipidy jsou nasledné

regenerovany odpafenim chloroformu pod proudem dusiku. Lipidy jsou poté rozpustény
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ve vhodném rozpoustédle, coz je nejéastéji hexan. Nasledné se zméii absorbance vzorku oproti
Cistému rozpoustédlu. Cim vice dvojnych vazeb mastnd kyselina obsahuje, tim vice
se absorpcni maximum posouva smérem k vys$S§im vinovym délkdm. Obsah konjugovanych

diend a trienu se zjisti pfepo¢tem namétfené hodnoty absorbance [34, 35].

1.3.2.2 Spektrometrie v infracervené oblasti

Infracervena spektroskopie méii absorp¢ni spektra latek v rozsahu vinovych délek od 800 nm
az 0,5 mm, coz odpovida rozsahu vinoétd 12800 az 10 cm™. Infradervenou oblast je mozné
rozdélit do ti oblasti, a to na blizkou (13000-4000 cm'?), stfedni (4000—200 cm™) a vzdalenou
oblast (200-10 cm™). Pro identifikaci a uréovani chemické struktury mé nejvétsi vyznam

stiedni infra¢ervena oblast [45].

IC spektrometrie se pouzivé ke zjisténi obsahu trans mastnych kyselin ve vzorcich tuki a oleji.
Deformace vazby C-H pfitomné u dvojnych vazeb v konfiguraci trans zpusobuje absorpci
v blizké infragervené oblasti vinoétu kolem 976 a 956 cm™ s maximem pii 966 cm™ [25, 36,
37]. Tato metoda je velmi rychla, nedestruktivni a lze ji pouzit v béZném rutinnim provozu.
Stanoveni se provadi tak, ze se triacylglyceroly ve vzorku tuku pifevedou na methylestery mast-
nych kyselin a poté se rozpusti v Sirouhliku. V soucasnosti se k tomuto ucelu nejvice pouziva

IC spektrometrie s Fourierovou transformaci pracujici v reflexnim rezimu [25, 36].

1.3.2.3 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Ve vzorcich tuki a oleji se mohou vyskytovat volné mastné kyseliny (FFA). FFA se uvolnuji
hydrolyzou, ktera mize probihat vlivem vyrobniho procesu, skladovani, obecnou manipulaci
se surovinou nebo samovolnou degradaci v ¢ase [38]. Vys§i obsah volnych mastnych kyselin
v olejich a tucich je ukazatelem horSich organoleptickych, vyzivovych a technologickych
vlastnosti. Zavedenou metodou pro zjiStovani obsahu volnych mastnych kyselin je tzv. ¢islo
kyselosti, které se pocitd jako mnozstvi odmérného roztoku hydroxidu draselného
v miligramech, potiebné k neutralizaci v§ech volnych mastnych kyselin pfitomnych v jednom
gramu vzorku. Cislo kyselosti se tedy stanovuje titraci vzorku standardizovanym ethanolovym
roztokem hydroxidu draselného za pouziti fenolftaleinu jako indikatoru [38, 39, 46]. Ke zjisténi
mnozstvi volnych mastnych ve vzorcich lipidt 1ze rovnéz pouzit techniku nuklearni magnetické
rezonance vodikovych jader (*H-NMR). Piiprava vzorku pro stanoveni je velmi jednoducha,
olej nebo tuk staci rozpustit v deuterovaném chloroformu. Nenasycené mastné kyseliny Ize
kvantifikovat pomoci pikt olefinovych protont v oblasti 5,3 az 5,4 ppm, protont vazanych na
allylové uhliky v oblasti 2,7 az 2,8 ppm a protonti vazanych na allylové uhliky v oblasti 2,0 az

2,1 ppm. Nasycené¢ mastné kyseliny lze urcit pomoci signalu methylenovych protont pfii
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1,2-1,4 ppm [39, 46]. Tento zptisob stanoveni ¢isla kyselosti je rychly, nedestruktivni a pfesny.
Nevyhodou jsou vysoké pofizovaci a provozni ndklady NMR piistroje a také vyssi ceny

pouzivanych deuterovanych rozpoustédel.

1.3.3 Chromatografické metody

V soucasné dobé¢ se pro stanoveni mastnych kyselin v potravinatskych a biologickych vzorcich
nejvice pouzivaji chromatografické metody. Jedna se o analytické separacni metody, jejichz
principem je rozdélovani slozek obsazenych ve vzorku mezi stacionarni a mobilni fazi. Toto
déleni je zaloZeno na rozdilné afinité slozek vzorku ke stacionarni a mobilni fazi [45].
Nejucinnéjsi a nejpouzivangj$i metodou je plynova chromatografie [25-30, 52-54], Casto se
pouziva také vysokoucinna kapalinova chromatografie [25, 26, 31-33], dalSimi moZnostmi je

argentacni chromatografie [44-46] a superkriticka fluidni chromatografie (SFC) [47-51].

1.3.3.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je separacni metodou, ktera se vyuziva k déleni plyni a tékavych
latek, mnoha organokovovych latek nebo pevnych organickych molekul s bodem varu do
400 °C. Mobilni fazi plynové chromatografie je plyn, vyuziva se naptiklad helium, dusik, argon
nebo vodik [45]. V plynové chromatografii se v soucasné dobé pouzivaji piedevsim kapilarni
kolony, které svou vysokou uc¢innosti a rychlosti separace nahradily diive pouzivané napliové
kolony. Kapilarni kolony jsou kiemenné, potazené vrstvou hliniku nebo polyimidu. Maji
primér okolo 0,1 az 0,75 mm a délka mize byt 5 az 150 m. Stacionarni faze je nanesena na
vnitini stran¢ jako tenky film polymeru (open tubular wall-coated) nebo je impregnovana do

porézni vrstvy (porous layer/support coated open tubular) [52-55].

Pokud je stacionarni fazi pevna latka, pak se jedna o druh GC, pfi které se slozky rozdéluji mezi
systém plyn-pevna latka (GSC). V systému plyn-pevnd latka je separacni mechanismus
adsorpéniho charakteru, kdy o separaci slozek vzorku rozhoduje schopnost adsorbovat se na
povrch stacionarni faze. Jinou moznosti je, zZe stacionarni fazi je kapalina, v tom piipadé
se jednd o chromatografii plyn-kapalina (GLC). Separa¢ni mechanismus je v tomto systému
rozdélovaci a separované latky jsou mezi mobilni a stacionarni fazi rozdéleny podle

rozpustnosti a t€kavosti [46, 55].

Dulezitym parametrem pro separaci latek v systému GC je polarita napln¢ kolony. Pokud
je polarita stacionarni faze a slouceniny podobna, reten¢ni ¢as se prodluzuje, protoze sloucenina
siln€ji interaguje se stacionarni fazi a je tak déle zadrzovana. V disledku toho maji polarni

slouCeniny dlouhé retenc¢ni Casy na polarnich staciondrnich fazich a krat§i retenc¢ni Casy
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na nepolarnich kolonach pfi pouziti stejné teploty. V Tabulce 5 jsou vypsané typy material
pouzivané do GC kolon a jejich polarita. Malo polarni kolony obsahuji latky na bazi
methylpolysiloxani s obsahem fenylovych skupin, jejichz obsah se postupné zvysuje.
Polarnéjsi kolony mohou obsahovat polyethylenglykol nebo kyanopropylfenyl v kombinaci
s methypolysiloxanem [26, 27, 30, 55].

Tabulka 5 Typy materialii stacionarnich fazi pouzivané pro plynovou chromatografii a jejich polarita

Nizka polarita | 100% Dimethyl polysiloxan

(5% Fenyl)-methylpolysiloxan

(35% Fenyl)-metylpolysiloxan

(50% Fenyl)-metylpolysiloxan

(50% Kyanopropylfenyl)-methylpolysiloxan

Polyethylenglykol

(70% Kyanopropylfenyl)-methylpolysiloxan

Vysoka polarita (90% Kyanopropylfenyl)-methylpolysiloxan

Pro separaci mastnych kyselin GC je mozné pouzit prakticky vSechny typy kolon, vybér
konkrétni kolony zaleZi na pozadovaném ucelu separace. Lze pouzit rizné polarni kolony,
napiiklad pro separaci mastnych kyselin pouze podle bodu varu posta¢i nepolarni kolony
obsahujici polymethysiloxanové polymery. Pouzitim téchto kolon postradame informace o cis
a trans izomerech a dvojnych vazbach. Vyhodou vsak je, ze je miZzeme zahtat na vyssi teploty,

az cca 360 °C aniz by dochazelo k degradaci stacionarni faze [25-27, 30, 55, 56].

Naproti tomu pouzitim polarnich kolon na bazi kyanopolysiloxanti ¢i polydimethylsiloxanti 1ze
rozseparovat i mastné kyseliny s rtiznou polohou dvojnych vazeb a jejich cis a trans izomery.
U kolon tohoto typu je nevyhodou, Ze nevydrzi ptili§ vysoké teploty jako v ptipadé nepolarnich
kolon. Lze pouzit teplotni gradient maximalné do 250 °C, coz muze byt problém, pokud
je potieba stanovit i méné tékavé MK. Dalsi nevyhodou je, Ze na kolonu nelze davkovat vodné
roztoky vzorkli, protoze by dochazelo k rozpousténi stacionarni faze, coz by se projevilo

na chromatogramu jako tzv. krvaceni kolony [27, 29, 55].

30



V plynové chromatografii se k detekci pouzivaji zejména plamenové ionizacni detektor (FID),
vodivostni detektor (TCD), detektor elektronového zachytu (ECD) a aktualné velmi pouzivany
hmotnostni spektrometr (MS).

Plamenové ioniza¢ni detektor (FID) detekuje latky obsahujici efektivni atom uhliku, tudiz je
vhodny zejména pro organické slouceniny. Latka se v plamenu oxiduje a vytvaii kationty, které
méni signal méfeného elektrického proudu. Cim vice atomit uhliku molekula obsahuje, tim vice
fragmentl se tvofi a tim citlivéji detektor na danou slouceninu reaguje. FID je velmi citlivy,
malo selektivni a destruktivni. Principem detekce tepelné vodivostniho detektoru (TCD) je
porovnavani vodivosti dvou proudi plynu, z nichz jednim (referen¢nim) prochazi pouze nosny
plyn a druhym prochazi nosny plyn obsahujici eluovanou latku. Timto zptisobem se sleduji
zmény v tepelné vodivosti, které jsou zpisobeny pfitomnosti analytu v proudu plynu. TCD je
univerzalni, nedestruktivni, velmi citlivy na zmény koncentrace ale mé omezenou selektivitu.
Detektor elektronového zachytu (ECD) funguje na principu zmény vodivosti v ionizaéni
komturce vlivem pfitomnosti detekovanych latek v plynu. Ioniza¢ni komirka ECD obsahuje
zdroj radioaktivniho zateni, které ionizuji pfivadény inertni plyn a vytvati tok volnych
elektronti. Pokud je pfitomna sloucenina, kterd obsahuje elektronegativni atomy, jsou jeji
elektrony zachyceny za vzniku zapornych iontd, které snizuji métenou vodivost. Detektor je
selektivni pro slougeniny s atomy s vysokou elektronovou afinitou. Casto se pouZivé pti analyze

chlorovanych sloucenin [54, 57, 58].

Hmotnostni detektor je idealni moznosti, je velmi spolehlivy, univerzalni a citlivy. Jeho
nevyhodou jsou vSak vysoké pofizovaci a provozni naklady. Principem je tvorba fragmentt
a fragmentovych iontt latek, které jsou detekovany a déleny podle jejich poméru hmotnosti
k naboji. Hmotnostni spektrometr se sklada z ioniza¢ni komory, ve které mohou byt latky
ionizovany riznym zpiisobem. NejvyuZivanéj$i moZnosti je elektronové ionizace (EI), jejimz
principem je sraZzeni elektronli s atomy nebo molekulami analytu, vedouci ke tvorbé
pozadovanych iontil a fragmenti. Casto se pouziva i chemicka ionizace (CI), ktera funguje na
témet totoZzném principu. Rozdilem je, Ze se zde vyskytuje reakéni plyn, ktery je ionizovan
elektronovou ionizaci a Castice ionizovaného reakéniho plynu nésledné piedavaji energii
Casticim analytu. lonty a fragmenty vzniklé v ioniza¢ni komote jsou dale soustfed’'ovany fadou
elektrod do komory, ve které se nachazi hmotnostni analyzator. Analyzator rozd€luje ionty
podle hodnot jejich poméru hmotnosti a naboje (M/z). Pro systém GC-MS se pouziva piedevs§im
kvadrupdlovy analyzator a iontova past. V poslednich letech se pro tento ucel stale Castéji

pouziva i analyzator doby letu a rezonan¢ni iontové-cyklotronovy analyzator s Fourierovou
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transformaci. Detektor vzdy skenuje uréité rozmezi hodnot m/z, coz piimo souvisi
se selektivitou detekce. Horni hranice rozsahu skenovani by méla odpovidat molekulové
jednotek vyssi. Pokud je hmotnostni rozsah zvolen Spatné, ma to dopad na kvalitu,
reprodukovatelnost a spolehlivost analyzy a ziskanych dat. Hmotnostni spektrometr 1ze nastavit
tak, ze se monitoruji pouze vybrané ionty v uzkém rozsahu hodnot m/z (SIM), ¢imz lze
dosédhnout vétsi citlivosti a selektivity nez pfi uplném skenovani vSech iontd. GC-MS-SIM
umoziuje selektivni detekci homologickych molekul, izomerti nebo charakteristickych
strukturnich slozek. Vystupem detektoru je hmotnostni spektrum latky, kter¢ je nadsledné mozné

identifikovat za pouziti knihovny hmotnostnich spekter [54, 58].

Pfi analyze mastnych kyselin se nejcastéji pouziva plamenové ionizaéni nebo hmotnostni
detektor. Aby mohly byt mastné kyseliny separovany a detekovany v systému GC, musi byt
nejprve prevedeny na jejich tékavé derivaty. Derivatizaci MK lze provést celkem trojim
zpasobem [25, 26, 28, 30]. Prvni zptsob je esterifikace, kterym se MK pievedou
na methylestery neboli FAME (fatty acid methyl ester).

Prvnim krokem je zmydelnéni tuku hydroxidem sodnym nebo draselnym v inertni atmosfére,
¢imz se tuk rozd¢€li na glycerol a mastnou kyselinu. Druhym krokem je zavedeni methylové
skupiny za pouZiti katalyzatoru fluoridu nebo chloridu boritého v prostfedi methanolu. Mastna
kyselina diky katalyzatoru reaguje s methanolem a vznikaji methylestery, které se extrahuji
do hexanu nebo isooktanu. Druhy krok derivatizace lze provést i s pouZzitim plynného

chlorovodiku, ktery je zavadén do bezvodého methanolu [25-27, 28, 30].

Podstatné jednodussi postup predstavuje transesterifikace triacylglycerolt, pfi které také
vznikaji methylestery mastnych kyselin. Ke vzorku tuku se pfidd methanolat sodny jako
katalyzator a methanol jako reakéni medium. Nésleduje zahtati na 60 °C po dobu deseti
az patnacti minut. Vzniklé methylestery se nechaji vysolit pfidavkem nasyceného roztoku
chloridu sodného a vyttepou se do hexanu [28, 29, 30]. Na Obrazku 10 je schéma reakce

triacylglycerolu a methanolu za vzniku methylestertt mastnych kyselin.
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Obrazek 10 Schéma vzniku methylesterd MK
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Tteti moznosti je silylace. V tomto piipade se do molekul mastnych kyseliny zavadi silanolové
skupiny. Jako derivatiza¢ni ¢inidlo se pouziva napiiklad trimethylsilychlorid, trimethylbromsi-
lan nebo hexamethyldisilazan. Silylaci mastnych kyselin vznikaji jejich silylestery. Tento
zpusob derivatizace se pouziva také pro snizeni meze detekce diky zvétSeni molekuly a tvorby

vétsiho mnozstvi fragmenti [33].

1.3.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je metoda separace latek, kterd je provadéna v kapalné mobilni fazi.
Pribéh separace je takovy, Ze kolonu nejprve opoustéji slozky, které maji vyssi afinitu
k mobilni fazi a pomaleji jsou z kolony vymyvany slozky, které maji vyssi afinitu ke stacionarni
fazi. Mobilni faze mlze byt jednoslozkova i viceslozkova, pouzivaji se organicka rozpoustédla
s pfisadou vody, soli, tlumivych roztoki, bazi a kyselin. Volba mobilni faze zavisi predevsim
na polarité separovanych latek a rezimu separace. Uvnitt chromatografickych kolon se nachazi
adsorbent, coz je médium, které slouzi k uchyceni stacionarni faze. Takovym adsorbentem
muZze byt st€éna kolony, substrat nachazejici se na vnitini stén¢ kolony nebo napiiklad ¢astice
silikagelu [46]. Stacionarni faze kolony muize byt polarni, stfedné polarni nebo nepolarni.
Nepolarnimi stacionarnimi fazemi jsou dlouhé uhlovodikové fetézce navazané na silikagelu,
nejcastéji oktyl (C8) a oktadecyl (C18). Polarni naplni mize byt samotny silikagel nebo ¢astice
oxidu hlinitého. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) e moderni druh kapalinové
chromatografie, ve které se pouzivaji kolony obsahujici malé Castecky, a mobilni faze

je Cerpana pod vysokym tlakem [26, 30, 46].

HPLC se da provadét v rezimu s normalnimi fazemi (NP HPLC) nebo s obracenymi fazemi
(RP HPLC). V rezimu NP HPLC je pouzita stacionarni faze polarni a mobilni faze nepolarni.

Je-li stacionarni faze nepolarni a mobilni faze polarni, méfeni probiha v rezimu RP HPLC [59].
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Pti stanoveni mastnych kyselin se pouziva HPLC s normalnimi i obracenymi fazemi.
Pii RP HPLC se jako mobilni faze 1ze pouziva naptiklad samotny methanol nebo acetonitril,
ale vétsinou se pouziva smeés téchto rozpoustédel spole¢né s vodou [25, 26, 30, 31, 59]. Pii NP
HPLC lze pouzit napiiklad smés diethyletheru a heptanu [30, 59, 60].

Jako detektory se vsoucasné praxi velmi pouzivaji detektor rozptylu svétla (ELSD —
Evaporative Light Scattering detector) [61-64] a korona detektor (CAD — corona-charged
aerosol detector) [63, 64], jejichz spoleénym prvotnim mechanismem je zmlzeni eluatu
inertnim plynem, odpateni mobilni faze a vytvoreni méné t€¢kavych Castecek latky. U ELSD
detektoru dochazi v optické komiirce k rozptylu svétla na Casticich aerosolu pochazejiciho ze
zdroje zafeni. Mira rozptylu svétla je pak pfimo umérnd koncentraci latky prochazejici
optickym paprskem. U Corona detektoru zmlzené ¢astice putuji do kolizni komirky, ve které
je umisténa elektroda, kterou je pfivadéno vysoké napéti. Na této elektrodé vznikd vyboj,
kterym se nosny plny kladné nabiji a svlij ndboj pak pfedava casticim analytu. Takto kladné
nabity aerosol proudi do kolektoru, kterému ptedavaji sviij naboj za vzniku proudu, ktery

se mefi citlivym elektrometrem. Signal je opét pfimo tmérny koncentraci latky [61-64].

Dale l1ze na detekci MK pouzit i refraktometricky detektor (RID) nebo hmotnostni spektrometr
(MS). Princip fungovani RID detektoru je zalozen na méfeni zmén indexu lomu eluované
kapaliny, ktera prochazi méfici celou. Citlivost detektoru je vétsi, ¢im vétsi je rozdil v indexu
lomu mobilni faze a detekovaného analytu [65]. UV-VIS a fluorescenéni detektory je mozné
pouzit pouze tehdy, je-li provedena pied ¢i post kolonova derivatizace. Moznosti derivatizace
mastnych kyselin pro HPLC-UV analyzu je mnoho. Je mozné pouzit naptiklad latku p-brom-
fenacylbromid, kdy reakci s MK v prostiedi acetonu za vyssi teploty vznikaji derivaty p-brom-
fenacylestery. Podobnym mechanismem reaguje napiiklad latka p-bromnaftacylbromid,
pfi¢emZ vznikaji naftacylestery. Estery absorbuji pfi vinové délce okolo 254 nm. Pro UV
i fluorescenéni detekci lze pouzit kumariny, které vzniknou reakci s 4-(brommethyl)-7-
methoxy benzopyronem. Maximum UV absorbance je kolem 280 nm, fluorescence je 325 nm
a okolo 400 nm emise [61, 65]. Na Obrazku 11 jsou chemické vzorce ¢inidel pouzivanych pro

derivatizaci v HPLC.
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Obrazek 11 Cinidla pouzivana pro derivatizaci mastnych kyselin pro kapalinovou chromatografii
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1.3.3.3 Superkriticka fluidni chromatografie

K separaci a kvantifikaci mastnych kyselin 1ze pouzit i superkritickou fluidni chromatografii
(SFC). SFC je separa¢ni metoda, ve které mobilni fazi pfedstavuje kapalina v superkritickém
stavu, coz znamend, ze ma latka vlastnosti kapaliny 1 plynu zéroven. Oproti pouziti klasickych
technik jako je plynova chromatografie nebo kapalinovd chromatografie ma SFC nékteré
vyhody. Pii GC je nutné mastné kyseliny derivatizovat na methylestery kvuli jejich nizké
polarité a tékavosti. Pouzitim LC je sice mozné analyzovat tepelné labilni estery mastnych
kyselin, ale separa¢ni ucinnost pro tento typ sloucenin je relativné nizka, coz znemoziuje
mohou probihat pfi niz8ich teplotach. Také diky nizké viskozit€ mobilni faze je mozné pouzit
vys$si pratoky a dosdhnout tak rychlejsi separace. Vzorek oleje vétSinou staci pouze rozpustit
V n-heptanu a nasledné vpravit do separacniho systému. Vzorek je separovan na volné mastné
kyseliny, cholesteroly, triacylglyceroly, estery cholesterold, vitamin E a skvalen [49].
V soucasné dobé se SFC Casto pouZziva k analytické preparativni frakcionaci polynenasycenych
mastnych kyselin, vétSinou ve formée ethylesterti [52]. Jako mobilni faze se ve vétSiné ptipadi
pouziva oxid uhlicity pti teploté nad 31 °C a tlaku nad 7,39 MPa. Pro separaci mastnych kyselin
1jinych lipidovych latek Ize pouZit rizné druhy chromatografickych kolon, nejvice se pouzivaji
napliiové a kapilarni kolony uréené pro GC. Stacionarni faze mize mit riznou polaritu,
l1ze vyuzit nepolarni C18 1 polarni silikagel. Pti analyze nenasycenych mastnych kyselin je
mozné pouzit stacionarni fazi obsahujici stfibrné ionty [49-51]. Pro detekci se pouziva
naptiklad plamenové ionizac¢ni detektory, ELSD detektor nebo hmotnostni spektrometr [49, 50,
52]. Pro separaci mastnych kyselin byly vyvinuty i systémy dvoudimenziondlni SFC
(SFCxSFC) a SFC v kombinaci skapalinovou chromatografii na obracenych fazich
(SFCxRPLC) [51].

1.3.3.4 Argentacni chromatografie
Argentacni chromatografie je chromatografickd metoda, pii niz se pouziva stacionarni faze

obsahujici stfibrné soli. PouZiva se zejména pro frakcionaci nasycenych a nenasycenych
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mastnych kyselin. Latky s dvojnymi vazbami maji ke stacionarni fazi se stfibrnymi ionty vyssi
afinitu nez latky, které obsahuji pouze jednoduché vazby. Vzijemnou interakci dochazi

ke vzniku komplext iont stiibra a 7 elektronti dojné vazby [44, 45].

Naplni kolony mtize byt aniont vyménna faze s navazanymi stfibrnymi ionty nebo silikagel,
na kterém je zakotvena faze se sttibrnymi ionty. Dfive se k tomuto Gcelu pouzivala tenkovrstva
argentacni chromatografie (TLC-Ag), dnes uz se tato technika pouziva spise pro piipravu
vzorku pted separaci v systému GC. TLC-Ag nahradila argenta¢ni vysokotc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC-Ag), ktera krom¢ separace samotnych mastnych kyselin dokaze
separovat 1 nenasycené triacylglyceroly a jejich smési. V HPLC-Ag se pouzivaji totozné
detektory jako u klasické HPLC. Dtive byl nejvice pouzivan UV spektrofotometricky detektor,
v soucasné dob¢ ho nahrazuji modernéjsi typy, jako je naptiklad ELSD detektor. Stale vice
se pro detekci pouziva také hmotnostni spektrometr (MS) s ionizaci elektrosprejem (ESI) nebo

chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) [48].

1.4 Lipidomika

Lipidomika predstavuje relativné mlady védni obor, ktery se zabyva kvalitativni a kvantitativni
analyzou lipida v biologickych vzorcich. V soucasné dob¢ se rozviji v souvislosti s rychlymi
pokroky v lékafstvi, analytické chemii a informaénich technologiich. Je jednou z podmnoZin
oboru metabolomiky, coz je védni obor zabyvajici se metabolismem v Zivych systémech [65,
66].

Predmétem lipidomiky je analyza lipidomu, coz je soubor veskerych lipida v buiice, tkani nebo
organismu. Bylo zjisténo, Ze slozeni lipidomu se méni v souvislosti se vznikem a pribéhem
nékterych metabolickych nemoci, naptfiklad rakoviny, diabetu, hypertenze, aterosklerozy
¢i obezity. Pritomnost urcitych druht lipidi v bunikach pacienta ndm tedy muze slouzit jako
biomarker onemocnéni. Lipidomika analyzuje lipidy izolované z bunék, tkani nebo télnich
tekutin. Princip analyzy spociva predevSim v identifikaci a stanoveni mnoha riznych druht
lipid, zkouma se jejich struktura, reakce s dalSimi slouceninami a jejich pfemény,
které nastanou v priibéhu choroby. Informace ziskané na zaklad¢ lipidomické analyzy ndm

pomahaji pii objasfiovani vzniku a pribéhu nemoci na molekularni urovni [65, 66].

V minulosti se lipidomicka analyza provadéla za pouziti chromatografie na tenké vrstvé nebo
plynové chromatografie. V dneSni dob¢ je standardem hmotnostni spektrometrie s ionizaci
za atmosférického tlaku, a to bud’ bez separace, nebo ve spojeni se separa¢nimi technikami jako

je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), ultra vysokotcinnd kapalinova
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chromatogarfie (UHPLC) nebo vysokouc¢inna superkriticka kapalinova chromatografie (UHP-
SFC). Ioniza¢ni techniky pouzivané v lipidomické analyze jsou napiiklad ionizace
elektrosprejem (ESI) vhodné pro stfedn¢ polarni az iontové lipidy, chemickéd ionizace
za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI), které jsou

vhodné pro nepolarni lipidy nebo ionizace za pfitomnosti matrice (MALDI) [66-69].

Lipidy jsou rtiznorodou skupinou latek, ktera zahrnuje stovky az tisice druhti. Tyto druhy
se vyrazng¢ odliSuji strukturou, fyzikaln¢ chemickymi vlastnostmi coz miize analyzu a nasledné

vyhodnocovani vysledki znacné komplikovat. Z toho divodu byl zaveden standardizovany

klasifika¢ni systém, ktery dé€li lipidy do osmi kategorii (viz. Obrazek 12).

e mastné kyseliny,
e glycerolipidy,
e glycerofosfolipidy,
e sfingolipidy,
e sterolové lipidy,
e prenolové lipidy,
e sacharolipidy,
e polyketidy.
Obrazek 12 Déleni lipidii podle systému LIPID MAPS [66]
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Jednotlivé kategorie jsou dale ¢lenény a organizovany. Vzhledem ke komplexnosti déleni latek

je tento systém zaveden v online databazi LIPID MAPS [66-69].
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1.4.1 Lipidomicka analyza

Lipidomicka analyza se sklada z nékolika navaznych krokl zahrnujici identifikaci a stanoveni
lipidt prostfednictvim modernich analytickych metod v kombinaci s hmotnostni spektrometrii.
Vysledkem analyzy je lipidomicky profil pacienta, kterym lze odhalit biomarker nemoci.
Pro analyzu je nezbytné nutné piesné dodrzovani pracovnich postupt odbéru vzorku, nakladani
se vzorkem a jeho nésledné upravy. Pokud dojde k pochybeni v jedné z téchto casti, tak je cela
analyza chybna a je nemozné zarucit reprodukovatelné vysledky mezi vzorky [65, 66]. Prvnim
lipidomickou analyzu mtize byt krev, moc¢, krevni plazma, sliny, buné¢na struktura nebo tkan.
V naprosté vétsing piipadi se pouzivaji télni tekutiny. Vzorky je nutné ihned po odbéru zmrazit
na teplotu -80 °C v prostfedi bez piistupu kysliku, kovovych iontd a peroxidi. Ke vzorku lze

ptidat antioxidanty, jako je butylovany hydroxytoluen, ktery brani oxidaci lipidi [70].

Po odbéru vzorku nasleduje jeho homogenizace, extrakce tukti z matrice, ptipadné i zakoncen-
trovani. Metody ptipravy vzorki jsou popsané jiz v kapitole 1.3.1. Pro kvantitativni analyzu

lipidd je nezbytné do vzorku ptidat vhodny vnitini standard jiz pted samotnou extrakci [66].

Pro samotnou analyzu vzorku existuji tfi mozné piistupy — pfima infuzni analyza (tzv. shotgun
lipidomics), separace Vv kapalné fazi kombinovana s MS (obvykle kapalinova chromatografie
V kombinaci s MS detekci (LC-MS)) a desorp¢ni ionizaéni techniky MS, Casto pouzivané pro

MS imaging [66, 67].

Pfi infizni analyze je surovy extrakt vzorku kontinudlné¢ davkovan do hmotnostniho
spektrometru. Podminkou reprodukovatelné analyzy je stabilni signal. Vzorek je do systému
davkovan nejcastéji binarni pumpou s nizkymi objemy prutoku. Vliv interferentd a matrice
vzorku se odstrani jiz béhem ptipravy vzorku, jak je jiZ popsano vyse, nebo béhem MS analyzy
prostiednictvim separace uvnitt iontového zdroje, selektivni ionizaci nebo kombinaci obou
metod. Skenovani mize probihat pfi vysokém rozliseni (HR-MS) i pii nizkém. Vystupem
analyzy jsou v tomto ptipadé¢ pouze MS spektra, pfiCemz druhy lipida jsou identifikovany
molekulovymi ionty. Pro infuzni analyzu se nejcastéji pouziva techniky trojitého kvadrupolu
(QqQ), pro vyssi rozliSeni je mozné pouzit i hybridni kvadrupdl (hmotnostni spektrometr, ktery
kombinuje hmotnostni analyzatory rtizného typu za i¢elem tandemové hmotnostni spektrome-

trie) v kombinaci s analyzatorem doby letu (TOF MS) [66-69].

Kombinace hmotnostni spektrometrie se separa¢nimi metodami predstavuje spolehlivou iden-

tifikaci a kvantifikaci analyzovanych latek. Vystupem analyzy je chromatogram i hmotnostni
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spektrum. Lipidy tak lze identifikovat z reten¢nich ¢asu chromatogramti i z molekulového piku
hmotnostniho spektra. Separacni techniky ndm umoznuji i separaci polohovych izomert lipida.
Nejpouzivangjs$i chromatografickou separa¢ni metodou v lipidomice je HPLC s obracenymi
fazemi (RP HPLC). V tomto piipadé se lipidy d¢€li podle délky uhlikového fetézce a podle poctu
dvojnych vazeb. Retence latek roste s rostoucim po¢tem uhlikd, a naopak s rostoucim poctem
dvojnych vazeb retencni Cas klesa. Také se pouziva HPLC s normalnimi fazemi, kterd oddéluje
lipidy na zaklad¢ jejich polarity. Argentacni chromatografii na normalnich fazich 1ze docilit
piesnéjsi analyzy vcetné zjisténi poctu a polohy dvojnych vazeb mastnych kyselin. V soucasné
dob¢ je oblibenou variantou UHPLC, ktera ma oproti klasické HPLC vyhody jako je kratsi doba
analyzy a tim i vyssi produktivita, zvySeni separacni t€innosti a snizeni nakladii. K analyze se
také velmi vyuziva hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC), ktera lipidy dé€li také podle
polarity [66-69].

MS imaging je vyuZivan méné neZ jiz zminéné techniky. VétSina lipidomickych technik
vyuziva k analyze extrakty biologickych vzorkd, pro MS imaging sta¢i pouzit samotny
neextrahovany vzorek. Vzorek je ionizovan prostfednictvim techniky MALDI,
pii které je ionizovan paprskem laseru, mifici na urCité misto na povrchu. SpiSe nez
k identifikaci a kvantifikaci se MS imaging pouZziva k zobrazeni distribuce lipidi ve tkanich

[66, 67, 71].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

Plynovy chromatograf Agilent 7890A (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

Kvadrupolovy hmotnostni spektrometr s elektronovou ionizaci Agilent 5977A (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)

Chromatografickd kolona TR FAME 60 m x 0,25 mm x 0,25 um (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA)

Chromatograficka kolona SELECT FAME 50 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)

Laminarni box MSC Advantage 2. tiidy (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
Analytické vahy KERN ABT 220 (Kern & Sohn, Albstadt, Némecko)

Analytické vahy Sartorius BP211D (Sartorius AG, Gottingen, Némecko)

Centrifuga Hettich EBA 20 (Hettich, Tuttlingen, Némecko)

Ultrazvukova lazen Sonorex Super RK 52H (Bandelin, Berlin, Némecko)
Ultrazvukova lazen FB Fisherbrand 15061H (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
Vibracéni tiepacka Vortex 1 (IKA, Staufen, Némecko)

Automatické pipety s nastavitelnym objemem (Sartorius AG, Gottingen, Némecko;

Biohit, Helsinki, Finsko)

Mikrostiikacka (Hamilton, Bonaduz, Svycarsko)

Pasteurovy pipety (Thermo Fisher Scientific, Brémy, Némecko)
Topny blok (IKA, Staufen, Némecko)

Jednorazové standardni injekéni stfikatky Injekt 2 ml (B.Braun, Praha, Ceska
republika)
Celulozove filtry na injekéni stfikacky s pory o velikosti 0,22 um (Teknokroma,

Barcelona, Spanélsko)

2.2 Chemikalie

Hexan >99,9 % (Honeywell, Charlotte, USA)
Chlorid sodny (Lach-ner, Neratovice, Ceska republika)

Metanol >99,9 % (Honeywell, Charlotte, USA)
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e Metanolat sodny (Sigma Aldrich, Mnichov, Némecko)

e Smés standardli methylesteri mastnych kyselin 37 Component FAME Mix (Sigma

Aldrich, Mnichov, Némecko) — slozeni smési je v Piloze 1
e Kyselina sirova >96 % (Penta, Praha, Ceska republika)
e Diethylether >99.9 % (Lach-ner, Neratovice, Ceské republika)
e Chloroform >99,9 % (Merck, Darmstadt, Némecko)
e Butanol >99,9 % (Merck, Darmstadt, Némecko)
e Acetonitril >99,9 % (Sigma Aldrich, Mnichov, Némecko)
e Uhli¢itan amonny >99,9 % (Honeywell, Seelze, Nemecko)

e Standardy mastnych kyselin C18:1 (trans A®, trans A®, trans A, cis A®, cis A®, cis Al?)
(Nu-chek Prep, Elysian, USA)

e Standard monoacylglycerolu C19:1 ((Nu-chek Prep, Elysian, USA)
e Standard methylesteru C17:0 (Sigma Aldrich, Mnichov, Némecko)
e Standard C17 methyl 16 (Nu-chek Prep, Elysian, USA)

e Standard C17 metyl 15 (Nu-chek Prep, Elysian, USA)

2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Priprava reakénich roztoki a roztoku standardi

0,25 M methanolicky roztok methanolatu sodného byl ptipraven rozpusténim 0,68 mg pevného
methanolatu sodného v 50 ml odmérné bance doplnéné po rysku methanolem. Roztok
uhli¢itanu amonného o koncentraci 0,025 mol/l byl pfipraven rozpusténim 6 g pevného
uhli¢itanu amonného v 250 ml baice doplnéné po rysku destilovanou vodou. Dale bylo nutné
pfipravit roztoky internich standardi. Pro vzorky krevni plazmy byl pouzit monocylglycerol
kyseliny cis-10-nonadekanové (C19:1 cis A%) rozpusténim 0,3 mg tohoto pevného standardu
v 1 ml smési chloroformu a methanolu (1:1). Vznikl tak roztok interniho standardu s oznacenim
IS-C19:1. Pro vzorky oleju byl jako interni standard pouzit methylester kyseliny heptadekanové
(C17:0) a roztok pridavany do vzorkt byl pfipraven rozpusténim 4 mg pevného standardu

v 1 ml acetonitrilu. Tento roztok vnitiniho standardu mél oznaceni IS-C17:0.
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2.3.2 Priprava methylesteri ze standardi mastnych Kyselin kyselou katalyzou
Standardy, které byly ve formé samotnych mastnych kyselin bylo nutné pfevést na methylestery
metodou kyselé katalyzy. Pouziti metody alkalické esterifikace nebylo mozné, protoze reakci

mastnych kyselin s methanolatem sodnym dochazi k neutralizaci.

Do 10 ml vialky bylo navazeno ptiblizn¢ 20 mg standardu mastné kyseliny, ke kterému bylo
nasledné pridano 35 mg methanolu, 100 pl diethyletheru a 4 ul koncentrované kyseliny sirové,
ktera piisobila jako katalyzator. Smés byla fadn¢ promichéna a poté vlozena na dvé hodiny
do termobloku vyhtatého na 42 °C. Po vychladnuti vialek byl ke vzorku napipetovan 1 ml
nasyceného roztoku chloridu sodného a 2 ml hexanu. Smés byla vytifepana a po oddéleni fazi
byla odebrana vrchni hexanova vrstva. Takto pripraveny methylester standardu MK byl nafedén

hexanem v poméru 1:10 (1 pl methylesteru standardu a 10 pl hexanu) a poté analyzovan.

2.3.3 Priprava vzorki oleji

K analyze bylo vybrano devét vzorki oleji uvedenych v Tabulce 6. Rozsifena tabulka s dal§imi
informacemi je v Ptiloze 2. VSechny oleje byly skladovany na ¢istém, suchém a tmavém mistg.
Kazdy vzorek byl pied pouzitim fadné zhomogenizovan. Mastné kyseliny byly pfevedeny na
methylestery esterifikaci methanolatem sodnym za zvysené teploty. Jako vnitini standard byla

pouzita kyselina heptadekanova (C17:0).

Tabulka 6 Vzorky rostlinnych oleji

Cislo vzorku Druh oleje Charakteristika
s 1 Olej s vitaminem E, ziskané z ploda
01 Rakytnikovy olej rakytniku
02 Lnény olej v bio kvalité Bio olej, lisovany za studena
03 Kokosovy olej v bio kvalité Bio panensky olej, lisovany za studena
04 Repkovy olej v bio kvalité Bio olej, lisovany za studena
05 Olivovy olej z pokrutin Olej ziskany zpracovanim pokrutin a
ptimo z oliv
06 Extra panensky olivovy olei Vybérovy olej ziskany pfimo z oliv, prvni
p Y Yo lisovani za studena
Extra panensky olivovy olej | Vybérovy olej ziskany ptimo z oliv, prvni
o7 : " S
Vv bio kvalité lisovani za studena
08 Slunecnicovy olej Rafinovany jedly olej
09 Olej ze Inicky seté Laboratorné Vyroben}_l olej, qegumovany,
nedeodorizovany

42




2.3.3.1 Esterifikace vzorkii oleji

Do 10 ml vialky se sroubovacim uzavérem bylo navazeno piiblizné 25 mg olejea 1,5ml 0,25 M
methanolického roztoku methanolatu sodného. Vznikla smés byla fadné protiepana a vlozena
na dvacet minut do termobloku vyhtatého na 60 °C. V prib¢hu této reakce bylo s vialkou kratce
tiepano, a to vzdy po uplynuti cca péti minut. Po vychladnuti vialek bylo ke vzorku
napipetovano 400 ul roztoku vnitiniho standardu IS-C17:0, 1 ml nasyceného roztoku chloridu
sodného a 2 ml hexanu a vialkou bylo minutu intenzivné tfepano. Po vytiepani doslo k oddéleni
fazi a odebrani vrchni hexanové vrstvy. Takto pfipraveny vzorek oleje byl nafedén hexanem

v poméru 1:4 (100 pl vzorku, 400 pl hexanu) a poté analyzovan v systému GC-MS.

2.3.4 Piiprava biologickych vzorku

K analyze bylo poskytnuto celkem 48 vzorkd krevniho séra. Vzorky byly rozdéleny do ¢tyt
skupin podle zdravotniho stavu darct. Jedna skupina darcti predstavovala zdravé lidi bez
zdravotnich komplikaci, dalsi skupinou byli lidé, kteti jiz nékdy v minulosti rakovinu prodélali,
jina skupina trpéla ptiznaky onemocnéni, u posledni skupiny byla rakovina jiz diagnostikovéna.
K analyze bylo dvanact vzorki z kazdé skupiny. Studie byla schvalena etickou komisi a vSichni

darci podepsali informovany souhlas.

Vzorky byly co nejdiive po odbéru zmrazeny na teplotu -80 °C a uchovany na temném mist¢.

Pted analyzou bylo nutné je nechat rozmrazit a poté dostate¢né zhomogenizovat.

Prvnim krokem zpracovani vzorkili bylo odstranéni ruSivych latek a necistot, coZ bylo mozZné
provést dvojim zpiisobem, a to za pouziti Folchovy extrakce nebo proteinové precipitace.
Po odstranéni interferenti byly mastné kyseliny ve vzorcich esterifikovany za pouZiti roztoku
methanolatu sodného. Nakonec byly vzorky zakoncentrovany. Jako vnitini standard byl pouZit

monoacylglycerol kyseliny cis-10-nonadekanové (C19:1 cis A).

2.3.4.1 Folchova extrakce

Do 4 ml vialky bylo napipetovano 20 pl vzorku zhomogenizovaného krevniho séra a 20 pl
IS-C19:1. Dale bylo ptidano 2 ml chloroformu, 1 ml methanolu a vznikla smés byla vlozena na
patnact minut do ultrazvukové lazné, ktera méla teplotu 25 °C. Poté bylo piidano 600 pl
250 mM roztoku uhli¢itanu amonného a vialka byla znovu vlozena do vyhraté ultrazvukové
lazn€ na patnact minut. Nasledné prob¢hlo odstfedéni na centrifuze pti 3000 ot/min po dobu
3 minut. Poté byla Pasteurovou pipetou opatrné¢ odebrana byla ¢ird organicka spodni vrstva
obsahujici lipidy. Odebrany podil byl jednoduchym extraktem, ktery mohl byt dale odpaien

pod proudem dusiku a odparek poté rozpustén pridanim 500 pl smési rozpoustédel chloroformu
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a methanolu (1:1) a esterifikovan nebo dale zpracovan za ucelem ziskani dvojnasobného

extraktu.

V piipad¢ dvojnasobného extraktu bylo ke zbytku vzorku pfidano 2 ml chloroformu, vialka
byla vlozena na patnact minut do ultrazvukové 1azn¢ a potom byla tfi minuty odstied’ovana pfi
3000 ot./min. Po vytvofeni rozhrani byla opét odebrana spodni organicka vrstva, ktera byla
pridana k prvnimu extraktu. Extrakt byl odpatfen pod proudem dusiku pii 35 °C a poté byl

odparek rozpustén piidanim 500 pl smési rozpoustédel chloroformu a methanolu v poméru 1:1.

2.3.4.2 Proteinova precipitace

Do 1,5 ml vialky bylo napipetovéano 25 pl zhomogenizovaného krevniho séra a 10 pl vnitiniho
standardu (IS-C19:1). Dale bylo pfidano 250 ul smési rozpoustédel butanolu a methanolu (1:1)
a smés byla fadn¢ promichana. Vialka se smési byla vlozena do ultrazvukové 1azné na patnact
minut a poté do centrifugy, kde byl jeji obsah odstfedovan 5 minut pii 6000 ot./min.
Odstfedénim se na dné vialky usadila srazenina bilkovin a tekutina nad sedimentem byla
odebrana. Supernatant byl piefiltrovan za pouziti injekéni stiikacky s SPE filtrem s pory
o velikosti 0,22 pm a promyt 500 pl smési butanolu a metanolu (1:1). Takto pfipraveny vzorek
byl odpaten pod proudem dusiku do sucha a odparek byl rozpustén ptiddnim 250 pl smési
rozpoustédel chloroformu a methanolu (1:1).

2.3.4.3 Esterifikace

Do vialky bylo napipetovano pfiblizné 100 mg deproteinizovaného, respektive 200 mg
extrahovaného vzorku, a k nému bylo pfidano 1,5 ml methanolického roztoku methanolatu
sodného. Obsah vialky byl fadn€ promichan a poté vloZzen na dvacet minut do termobloku
vyhtatého na 60 °C, pti¢emz v pribéhu reakce bylo s vialkou kratce tfepano vzdy po uplynuti
péti minut. Po vychladnuti byl ke vzorku napipetovan 1 ml nasyceného roztoku chloridu
sodného a 2 ml hexanu a vialkou bylo minutu intenzivné tfepano. Po protiepani doslo
k oddéleni fazi a odebrani horni organické vrstvy. Tato ¢ast byla poté odpatfena pod proudem
dusiku az do sucha a nésledné rozpusténa ve 100 pl hexanu. Takto pfipraveny vzorek byl

analyzovan v systému GC-MS.

2.4 Podminky méreni GC-MS

Podminky méteni v systému GC jsou popsané v Tabulce 7. Hmotnostni spektra byla skenovana
v rozsahu od 50 m/z do 600 m/z, a nastaveni hmotnostniho spektrometru je blize popsané

v Tabulce 8.
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Tabulka 7 Podminky méfeni v systému GC

Kolona TR FAME 60 m x 0,25 mm x 0,25 um
Nosny plyn Helium
Priitok nosného plynu 1,5 ml/min
Teplota nastiiku 250 °C

Pocate¢ni teplota: 80 °C
Gradient: 10 °C/min do 150 °C,

Teplotni program 3 °C/min do 235 °C
Konecna teplota: 235 °C drzeni 20 min
Davkovany objem Oleje 1,5ul
vzorku Krevni plazma 4,0 ul
Oleje 10:1
Splitovaci pomér
Krevni plazma 15:1

Tabulka 8 Podminky MS

lonizace Pozitivni elektronova ionizace
Zapnuti MS (Solvent delay) 7 minut
Frekvence skenovani 5 skenii/s
Teplota El zdroje 250 °C
Teplota kvadrupélu 150 °C
Teplota MSD transfer line 300 °C

2.5 Zpracovani experimentalnich dat

Vysledky GC-MS analyz byly interpretovany v programu Agilent MassHunter (Agilent
Technologies, USA) a nasledné zpracovaly v programu Microsoft Excel a Microsoft Word.
Vysledky vzorkl krevni plazmy byly poté jesté zpracovany ve statistickém programu SIMCA
(Sartorius AG, Némecko).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem experimentalni prace bylo vyvinout a optimalizovat GC-MS metodu na stanoveni Cis
atrans stereoizomeri a polohovych izomeri mastnych kyselin v riznych vzorcich.
Tato metoda byla nasledné pouzita pro stanoveni mastnych kyselin v rostlinnych olejich a ve

vzorcich krevniho séra S riznym staddiem onemocnéni rakovinou slinivky.

Mastné kyseliny obsazené ve vzorcich bylo tfeba pied analyzou pievést na methylestery
(FAME) metodou esterifikace. Esterifikace probihala pouzitim methanolatu sodného za zvy-
Sené teploty. Ze vzorkil krevniho séra bylo nutné pied esterifikaci odstranit rusivé latky
a az potom mohly byt MK pievedeny na FAME. Esterifikace olejii a vzorkd krevniho séra
probihala stejnym zpltsobem. Vzorky krevniho séra byly nasledné pifed analyzou
zakoncentrovany a vzorky olejii byly naopak ziedény. Metoda GC-MS byla vybrana proto,
ze jde o nejvhodnéjsi a nejpouzivanéj$i metodu pro stanoveni mastnych kyselin v riiznych

druzich vzorka.

3.1 Optimalizace metody

Prvnim krokem bylo nalézt vhodné podminky separace pro co nejvétsiho mnozstvi
methylestert mastnych kyselin, spolu scis a trans izomery a polohovymi izomery.
Byla provedena optimalizace pfipravy vzorku, teplotniho programu, priitoku mobilni faze a

vybéru kolony.

Pro ovéfeni reprodukovatelnosti metody a kvantifikaci latek byly pouzity interni standardy.
U vzorku oleji byl jako vnitini standard zvolen methylester kyseliny heptadekanové (C17:0).
Standard C17:0 byl k dispozici v dostatecném mnozstvi, nekoeluoval s piky ostatnich MK a
ve vzorcich oleju se tato mastna kyselina nevyskytovala. Pro vzorky krevniho séra byl jako
interni standard pouzit monoacylglycerol kyseliny nonadekanové s jednou dvojnou vazbou na
desatém uhliku (C19:1). Ke stejnému uGcelu byl vyzkousen standard methylesteru kyseliny
nonadekanové (C19), tuto latku vsak nebylo mozné pouzit jako vnitini standard z dtvodu

koeluce s methylesterem kyseliny oktadekanové se tiemi dvojnymi vazbami (C18:3).

3.1.1 Optimalizace parametri plynového chromatogramu

Nejprve bylo tieba nalézt teplotni program s vhodnym teplotnim gradientem, aby bylo mozné
eluovat jak nizkovrouci (MK s krat§im fetézcem) tak i vysokovrouci methylstery (MK s del§im
fetézcem) mastnych kyselin v pfijatelném case, aniz by spolu latky koeluovaly. Pfi hledani
vhodnych teplotnich podminek byla pouzivana smés standardi 37 Component FAME Mix
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(slozeni smési standardu je v Ptiloze 1) obsahujici 37 nejbéznéjSich methylestri MK. Kolona,
ktera byla pouzita pii hledani optimalniho teplotniho programu byla TR FAME
(60 m x 0,25 mm X 0,25 um), mobilni fazi bylo helium a davkovani bylo provadéno metodou
splitu. Bylo provedeno nékolik pokust s riznymi teplotnimi gradienty. Jako nejvhodnéjsi byl
zvolen teplotni program s gradientem teploty 80-235 °C, ktery trval 28 minut a poté byla
konstantn¢ udrzovana konec¢na teplota dalsich 20 minut. Pfi tomto teplotnim programu nebyly
nckteré piky methylesteri nizkovroucich MK s kratkym fetézcem (C4 a C6) zaznamendny
v detektoru. Eluovaly se jiz spolu s rozpoustédlem na zacatku separace. Z divodu ochrany
detektoru hmotnostniho spektrometru byla ionizace a zaznam z MS spustén az toto
rozpoustédlo opustilo kolonu (tzv. solvent delay, viz Tabulka 8). Jejich signaly tedy nebylo
mozné vyhodnotit, nicméné¢ tyto latky nebyly pro analyzu dilezité, nebot’ se v ptirodé vyskytuji
velice zfidka a ve velmi malych koncentracich. Dulezité bylo rozseparovat a identifikovat
FAME s del$im fetézcem, u kterych se vyskytuji i zminéné cis a trans stereoizomery a polohové
izomery. Ostatni kyseliny byly dostate¢né separovany, aniz by dochazelo ke koeluci. Pti tomto
teplotnim programu a priitoku 1 ml/min bylo rozliSeni pikd R od 0,788 az 10,42. Hiife rozliSené
byly piky, které se eluovaly v ¢asovém rozmezi od dvaceti osmi do tficeti tfi minut. Konkrétné
se jednalo o dvojice pikii C21:0 a C20:2 cis A4, C20:4 cis A>®11143 C20:3 cis AM™14173 C23:0
a C22:2 cis A,

Optimalizovan byl také prutok nosného plynu, kterym bylo helium. Diivodem bylo zrychleni
separace na nejniz§i moznou dobu. Byly vyzkouSeny rizné pratoky od 1,1 ml/min
do 1,5 ml/min. Rozliseni piku latek bylo pii pritoku 1,1 ml/min v rozmezi 0,75-15, pfi pritoku
1,2 ml/min 0,73 —10,9 a pfi prutoku 1,5 ml/min 0,62-10,9. Ackoli se rozliSeni pikt pfi vy$$im
prutoku mirné zhorsilo, byl nakonec vybran pritok 1,5 ml/min. Pfi tomto pritoku se latky

separovaly do tficeti Sesti minut a separace se zkratila o celé tfi minuty.

Na Obrazku 13 je chromatogram smési standardti 37 Component FAME Mix zmé&feny pii vyse
popsanych optimalizovanych podminkéch teplotniho gradientu a priatoku. Smés obsahovala
titicet sedm methylesterti riznych mastnych kyselin, od nizkovroucich s kratkym ftetézcem
po FAME s dlouhym fetézcem, vcetné nekolika Cis a trans izomeru. Pfi separaci byly mezi
prvnimi eluovanymi latkami nasycené FAME s krat§im fetézcem. Jak se teplota kolony
postupné zvySovala, byly eluovany latky s delSimi fetézci podle stoupajiciho poctu uhlika
v molekulach. Potadi eluce FAME s dvojnymi vazbami zdvisela pfedevSim na jejich poctu
a vzdalenosti od karboxylového uhliku v molekule. Cim vzdalengjsi byla dvojnd vazba

od karboxylového uhliku a ¢im vice dvojnych vazeb bylo v molekule obsaZeno, tim pozdé&ji
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byla latka eluovana. Pokud byla ve smési piitomna zaroven trans i cis forma jedné latky,

nejprve byl eluovan jeji trans izomer, signal Cis izomeru nasledoval po ném.

Obrazek 13 Chromatogram 37 Component FAME mix

5E+6 1

C16:0 C20:3cis
A1118,17
Cl18:3¢is
C18:1
is A a%ets | c2z0
cis &' C20:4 cis
c18:2 C20:2 A5E11,14 C22:2
AE6 C18:0 trans 59:17 Cfs Ali,iﬂ CI’E AiS,lB
. C20:5cis
C14:0 cis:2 C20:3 cis| AS81L18,17
00 cLz:0 cisas?  [c20:0 | aBiu c2a:0
' c21:0

3461 Cc18:3cisf .
[ C18:1 A69.12 C23:
c C8:0 trans A° c22:1
5 i 13
k= cis i
H C20:6 cis
= of
< €15:0 C17:0 A8711,14,17,19

2E+6 4

C13:0 C14:1|, C15:1§ ci6:1 C17:1 C20:1 1 C:lll:il.s
C11:0 ! cis A° y cis A} cis A? cis A0 cis A1l cis i

1E+6 A

OE+0 ! ? T y T T
7,5 12,5 17,5 22,5 27,5 32,5
t (min)

Dale byly prométeny standardy cis a trans izomerd s jednou dvojnou vazbou odvozené
od kyseliny stearové (C18:0). Konkrétné se jednalo o kyselinu petroselinovou (C18:1 cis A®),
petroselaidovou (C18:1 trans A®), olejovou (C18:1 cis A%, elaidovou (C18:1 trans A%),
asklepovou (C18:1 cis AY) a vakcenovou (C18:1 trans A'Y). Protoze standardy byly k dispozici
pouze jako samotné mastné kyseliny a alkalickou esterifikaci neni mozné pro samotné kyseliny
pouzit, byla provedena kysela katalyza, kterou byly MK pievedeny na FAME (postup je popsan
v kapitole 2.3.2). Z téchto FAME byla vytvofena smés, ktera byla nasledné analyzovana.
Jako prvni byly eluovany piky trans izomert C18:1, poté nasledovaly cis izomery.
Cim vzdalengjsi byla dvojna vazba od karboxylového uhliku v fetézci, tim pozd&ji byl signal

daného methylesterd eluovan.

Nasledné byly proméfeny vybrané rozvétvené MK, které se obvykle objevuji ve vzorcich
krevni plazmy ¢i krevniho séra. Jednalo se o standardy kyseliny 15-methyl heptadekanové
a 16-methyl heptadekanové. Standardy MK byly opét ptevedeny na FAME za pouziti kyselé
katalyzy. Proméfenim téchto standardi byl zjiStén retencni Cas, ktery byl pozdé€ji pouzit

k identifikaci pikt latek ve vzorcich.

Proméfen byl rovnéz vnitini standard, tedy ME kyseliny cis-10-nonadekanové (C19:1 cis A9).

Standard byl ve formé monoacyglycerolu, tudiz byla pouzita alkalicka esterifikace

48



pro pievedeni na methylester. Bylo nutné zjistit, zda tato latka nekoeluje s piky ostatnich MK

a nasledné jeji reten¢ni ¢as pro identifikaci.

Chromatogram na Obrazku 14 obsahuje vyse jmenované proméiené standardy, porovnané se
smési standardit 37 Component FAME Mix. Tabulka s retencnimi Casy a vSech zméfenych

standardu je v Piiloze 3.

Obrazek 14 Chromatogramy standardt C18:1 (trans A°®, cis A, trans A, cis A°, trans A, cis A'), C19:1 (cis cis
A), 16-methyl C17:0 a 15-methyl C17:0 v porovnani se smési standardti 37 Component FAME Mix

5,0E+6
c1s:1 c18:1
transpe €181 cis A°
trans A
4,0E46 - cie1 s -
c17:0 C17:0 trans A’ cis A C1981.2315NS
16-methyl 15-methyl a%
C18:0
c19:1
° 3,0E+6 A cis AL
2
3
g H C18:1
- cis A1
<
2,0E+6
C18:2 C18:3 cis
C17:1cis AW trans A%12 A69.12
1,0E46 4 H
0,0E+0 . J L . J ; ; . ; : ]
21,5 22 22,5 23 235 24 24,5 25 25,5 26
t (min)

Kromé jiz zminéné kolony TR FAME (Thermo Fisher Scientific) byla testovana také kolona
SELECT FAME (Agilent). Tato kolona je na rozdil od TR FAME kratsi o deset metrli, coZ by
mohlo umoznit zrychleni analyzy. Ob¢ tyto kolony jsou uréené pro separaci methylesterti
mastnych kyselin v¢etné jejich cis, trans a polohovych izomera. Pokud by byla pouzZita kolona,
ktera neni specidlné urcena pro separaci FAME, pravdépodobné by nebylo mozZné tyto latky
dostatecné rozdélit. Stacionarni fazi obou zminénych kolon je polarni material na bazi
kyanopropyl-polysiloxanti. Efektivita separace byla opakované porovnavana na smeési CIS

a trans izomerd a polohovych izomeru kyseliny C18:1 pokazdé za pouziti stejnych podminek.

Na Obrazku 15 a 16 jsou chromatogramy smési izomert C18:1 naméfené pii stejnych
podminkach na riznych kolonach. Ackoli byla separace latek za pouziti SELECT FAME
zhruba o minutu rychlej$i, nebylo mozné dostatecné rozseparovat piky polohovych izomera
C18:1 trans A® a C18:1 trans A°. Pro nasledné analyzy byla tedy zvolena kolona TR FAME

u které bylo rozdéleni téchto latek o néco lepsi.
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Obrazek 15 Smés cis a trans izomera C18:1 separace na koloné TR FAME (60 m x 0,25 mm X 0,25 pm)

SE+6 A~
Cc18:1
trans A®°
A4F+6 n
Cc18:1
trans A1l C18:1
C18:1 H cis A°
3E+6 A i A% .
o rans cig1f  ciga
é cis AS cis All
-]
c
=
o
<
2E+6
1E+6 1 U U
OE+0 T T T y T y T T J T T T T T T T T y y y T y y T T |
22,5 23 23,5 24 24,5 25

t (min)

Obrazek 16 Smés cis a trans izomer C18:1 separace na koloné¢ SELECT FAME (50 m x 0.25 mm x 0.25 pm)

6E+6 -
C18:1
trans A°
S5E+6 4
C18:1
trans A1l C_lg::
4F+6 - cis A
C18:1 C18:1
trans A® Cis:1 cis At

o i A6
] cis A
c
5
S 3E+6 A
3
=]
=4

2E+6 1

1E+6 1 U U

OE+0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

21,7 22,2 22,7 23,2 23,7
t (min)
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3.2 Validace metody

Pro zjisténi, zda je optimalizovana metoda vhodna pro zamyslené pouziti analyzy krevniho séra
a rostlinnych oleji byla provedena ¢aste¢na validace, pfi které byla zjisténa opakovatelnost
a mezilehla ptfesnost. Metoda byla validovana z hlediska procentualniho zastoupeni latek

ve smési, ploch piku latek a ploch pika vztazenych ke vnitinimu standardu.

3.2.1 Opakovatelnost a mezilehla presnost

Opakovatelnost metody je vyjadiena tésnosti shody mezi vysledky navzajem nezavislych
meéfeni provedenych za podminek opakovatelnosti (stejna metoda, piistroj, experimentator,
laboratof, material) béhem kratkého ¢asového useku. Mezilehla presnost vyjadiuje shodu mezi
vysledky z vnitrolaboratornich variaci zptisobenych nahodnymi faktory, tedy zménami Vv pru-
béhu nekolika dni, zménou analytika nebo zménou vybaveni. Podminkami mezilehlé piesnosti
jsou stejny postup a misto méfeni, stejné nebo podobné objekty a rozsifeny casovy usek.

U mezilehl¢é pfesnostise vyhodnocuje relativni smérodatna odchylka.

Pro stanoveni opakovatelnosti a mezilehlé piesnosti byla zvolena metoda tfi opakovanych
méteni stejného vzorku po dobu tfi dnd. Jako vzorek bylo pouzito testovaci krevni sérum.
Vzorek byl kazdy den tiikrat pfipraven stejnym zptisobem, za pouziti stejnych chemikalii a byl
méfen na stejném pristroji za stejnych podminek. Jako vnitini standard byl pouzit 1S-C19:1,
ktery byl ke vzorku ptidan pted dalSimi ipravami. Postup ptipravy vzorku je podrobné popsan
v kapitole 2.3.4. Opakovatelnost byla vyhodnocena mirou shody méfeni v jednom dni

a mezilehla pfesnost byla vyhodnocena mirou shody méfeni v rozptylu tfech dni.

Pti vyhodnocovani bylo postupovéno tak, Ze byly zjistény plochy piki identifikovanych FAME
obsazenych ve vzorku. Pro zjisténi mezilehlé preciznosti a opakovatelnosti bylo vybrano
nékolik majoritnich Kyselin s procentudlnim zastoupenim od dvou do dvaceti péti procent
a n¢kolik minoritnich mastnych kyselin s procentudlnim zastoupenim mensim nez dvé

procenta.

Validace byla provedena jednak na samotnych plochach piktit MK, dale na pomérech ploch
jednotlivych piki MK k ploSe piku vnitiniho standardu a na procentudlnim zastoupeni
jednotlivych mastnych kyselin ve vzorku. Ve vSech piipadech byl vyhodnocen primér,
smérodatnd odchylka (SD) a relativni smérodatnad odchylka (RSD) za kazdy den jednotlivé

a pro vSechny dny a opakovani dohromady.
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3.2.2 Opakovatelnost a mezilehla presnost z ploch piki MK

Nejprve byla zhodnocena opakovatelnost ploch pika v ramci jednotlivych dnti. Na nasledujicim
Obrazku 17 jsou zobrazeny priméry ploch pik jednotlivych dnli a chybové usecky
znazoriujici smérodatné odchylky. Priméry ploch jednotlivych dni se mezi sebou vyrazné
lisily a vyssi byly i hodnoty smérodatnych odchylek. RSD se v ramci vSech dnt pro vétsinu
MK pohybovala v rozmezi 0,9 az 6,3 %, jedinou vyjimkou byla relativni smérodatna odchylka
kyseliny linolové (C18:2 cis A%'?), ktera druhy den ¢inila az 10 %.

Obrazek 17 Pramérné plochy pikd majoritnich MK ve vzorku séra a jejich smérodatné odchylky (chybové
usecky) (3 dny, 3 opakovani)

1,4E+8

m Den1
H Den2
1,2E+8 = Den3
1,0E+8
8,0E+7
]
=
[~
o
o
6,0E+7
4,0E+7
2,0E+7
0,0E+0
C16:0 C18:0 C18:1 cis A9 C18:2 cis A9,12 C20:3 cis C20:4 cis C22:6 cis
A8,11,14 A5,8,11,14  A4,7,10,13,16,19

Obrazek 18 zndzornuje relativni smérodatnou odchylku vypocétenou z priméra ploch
jednotlivych MK. Data vychazi z opakovanych méteni provadénych po dobu tii dnu, tedy
celkem z deviti stanoveni. Hodnoty RSD dosahovaly pomérné vysokych hodnot, napiiklad
u kyseliny stearové (C18:0) byla relativni smérodatna odchylka 22,7 %. Tabulka s vypoétenymi
hodnotami RSD, SD a prumért z ploch pikd majoritnich MK je v Pfiloze 4.
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Obrazek 18 RSD vypoctené z ploch pikt majoritnich MK ve vzorku (n=9, 3 dny, 3 opakovani)

25

0 I | | I | I I

C16:0 C18:0 C18:1cisA9  C18:2cisA9,12 C20:3cisA8,11,14  C20:4cis €22:6 cis
A5,811,14  A4,7,10,13,16,19

RSD (%)
s

=
o

(%2}

3.2.3 Opakovatelnost a mezilehla piesnost z ploch piki MK vztazenych k 1S
Mezilehla pfesnost a opakovatelnost z hlediska ploch pikit MK vyS$la pomérné $patné, proto
byly plochy pika vztaZzeny k plocham vnitiniho standardu, ktery piedstavovala latka C19:1 cis

A, jak jiz bylo zminéno v piedchozich kapitolach.

Z Obrazku 19 je na prvni pohled je patrné, ze shoda priméri v ramci dnti vychazi mnohem
lépe, U nekterych MK jsou téméf stejné. Naproti tomu hodnoty SD mély mnohem vétsi rozptyl,
a to pfedevsim v prvnim dni méteni. RSD vypocitané z SD se prvni den pohybovaly v rozmezi
9,8-11,2 %, coz je pomérné hodné. V ostatnich dnech vychazely mnohem nizsi, 0,5 az 4,9 %.
Ackoli byl rozptyl RSD docela velky, i tak vychazela opakovatelnost ptijatelnéji nez v ptipadé
vyhodnoceni ploch piku latek bez prepoctu na IS.
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Obrazek 19 Pramérné plochy piki majoritnich MK vztazené k vnitinimu standardu ve vzorku séra a jejich
smérodatné odchylky (chybové tise¢ky) (3 dny, 3 opakovani)

9
mDenl
8 m Den 2
= Den3
7
6
.
2
] 5
[
)
4
8
o
3
2
1
0 [ [
C16:0 C18:0 C18:1 cis A9 C18:2 cis A9,12 (C20:3 cis A8,11,14 C20:4 cis C22:6 cis

85,8,11,14  74,7,10,13,16,19

Pokud byly plochy pikii pfepoditany na vnitini standard, hodnoty relativnich smérodatnych
odchylek v ramci nékolika dni vychazely znatelné 1épe (viz Obrazek 20). Kromé kyseliny
palmitové (C16:0), jejiz RSD byla 11,46 %, vychazely hodnoty odchylek do deseti procent,
coz bylo ptijatelné a pouzitelné. Tabulka s vypoétenymi hodnotami RSD, SD a primért z ploch
pikli majoritnich MK piepocitanych na IS je v Ptiloze 5.

Obrazek 20 RSD vypoctené z ploch piki majoritnich MK vztazenych k IS (n=9, 3 dny, 3 opakovani)

C16:0 C18:0 C18:1cisA9  C18:2cisA9,12 C20:3cisA8,11,14  C20:4 cis €22:6 cis
45,811,14  A4,7,10,13,16,19
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10

RSD (%)
(2] [}

IS

N
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3.2.4 Opakovatelnost a mezilehla piesnost z procentualniho zastoupeni MK
Opakovatelnost a mezilehla ptfesnost byla vyhodnocena rovnéz z hlediska procentualniho

zastoupeni MK ve vzorku.

Obrazek 21 vyjadiuje pruméry procentudlniho zastoupeni MK v jednotlivych dnech a chybové
usecky predstavuji smérodatnou odchylku od praméru. Priméry z jednotlivych dnt se velmi

dobie shodovaly a odchylky byly velmi malé (RSD 0,3—4,5 %).

Obrazek 21 Pramérné procentualni zastoupeni majoritnich MK ve vzorku séra a jejich smérodatné odchylky
(chybové usecky) (3 dny, 3 opakovani)

30
mDenl
® Den2

25 = Den3

%z celkové plochy
= o
w (=]

=
o

C16:0 C18:0 C18:1cis A9 C18:2cis9,12 C20:3 cis C20:4 cis C22:6cis
08,1114 45,8,11,14 £4,7,10,13,16,19

Na Obrazku 22 jsou vyjadieny relativni smérodatné odchylky vypoctené z priméru
procentudlniho zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin. Z grafu Ize vycist, Ze RSD se v tomto
piipadé pohybuje od dvou do pfiblizné péti procent, coz je velmi uspokojiva hodnota. Tabulka
s vypoctenymi hodnotami RSD, SD a priuméri z procentudlniho zastoupeni ve vzorku

majoritnich MK je v Ptiloze 6.
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Obrazek 22 RSD vypoctené z procentualniho zastoupeni majoritnich MK ve vzorku (n=9, 3 dny, 3 opakovani)

6

2
| I I
0

€16:0 €18:0 C18:1cisA9  C18:2cis9,12 C20:3cisA8,11,14  C20:4cis €22:6 cis
£5,8,11,14  04,7,10,13,16,19

RSD (%)

Z uvedenych dat vyplyva, Ze ackoliv se v pribehu dnti a analyz odchylovaly plochy pika, tak
procentudlni zastoupeni majoritnich MK bylo téméf stejné, coz bylo pro analyzu stéZejni. RSD
vypoctené z ploch pikti dosahuji témét 25 %, avSak po piepoctu k plocham vnitiniho standardu
vychéazi piiblizné kolem deseti procent. RSD Vv ramci jednoho dne i vice dni vypoctené
z procentualniho zastoupeni MK ve vzorku vychazi nejlépe, cca do 5 %. Tyto odchylky jsou
pfijatelné vzhledem K tomu, Ze se jedna o odchylky, které zahrnuji jak zpracovani vzorku,
esterifikaci tak vlastni GC-MS analyzu. Metoda piipravy vzorku, podminky separace a pfistup

procentudlniho zastoupeni je tedy mozné vyuzit k nasledné analyze vzorkd.

Mezilehla pfesnost U minoritnich MK ve vzorku vychdzely velmi podobné a relativni
smérodatné odchylky vypocitané z procentualniho zastoupeni vysly opét nejlépe, v rozmezi
od 3,5 do 14 %. Jedna o vyssi hodnoty nez v ptipadé majoritnich MK, nicméng¢ se jedna o malé
piky a vétsi chyba mohla byt zptisobena i vlastni integraci plochy pikt. Tabulky s vypoctenymi
hodnotami primérti, SD, a RSD minoritnich MK jsou v Ptilohach 7-9 a ptislusné grafy jsou

v Prilohach 10-15.
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3.3 Analyza vzorki oleji
Analyzou vzorkd oleji bylo zjistovano procentudlni zastoupeni CiS a trans izomeru
a polohovych izomerti. Metodu bylo tfeba upravit a optimalizovat, aby bylo mozné latky

spolehlive identifikovat.

3.3.1 Optimalizace pFipravy a separace vzorki oleji

Metoda ptipravy vzorkt oleji byla pievzata z diplomové prace Ing. Michaely Kamenické [73].
Principem pfipravy vzorka bylo pfevedeni obsaZzenych mastnych kyselin na methylestery za
pusobeni methanolatu sodného. Jako wvnitini standard byl pouzit methylester kyseliny
heptadekanové (C17:0). Tato latka byla vybrana, jelikoz byla k dispozici v dostate¢ném
mnozstvi a Cistoté a nekoeluovala s piky ostatnich methylesteri MK. Vnitini standard
byl pfidan do vzorku po provedeni esterifikace, pfed vytiepanim methylesterii do hexanu
(postup je podrobng&ji popsan v kapitole 2.3.3.1). Uéelem pouziti vnitiniho standardu byla

hlavné¢ kontrola reprodukovatelnosti metody.

Optializovany byly nékteré parametry GC. Bylo nutné najit vhodny objem davkovaného vzorku
a splitovaciho poméru tak, aby byly kromé vétSinove zastoupenych mastnych kyselin eluovany
1 piky menSinové zastoupenych MK a daly se spolehlivé identifikovat. Nejprve byl vyzkousen
davkovany objem vzorku 0,5 pl a split 15:1. Pfi tomto nastaveni byly piky minoritnich MK jen
velmi malé a témé&f na urovni Sumu. Nakonec byl pro analyzu vzorkt pouzit split 10:1 a objem

davkovani vzorku 1,5 pl, pfi¢emz pfi téchto podminkach uz byly latky identifikovatelné.

3.3.2 Mastné kyselin v olejich

Mastné kyseliny byly analyzovany ve vzorcich deviti olejt, z toho tfi byly olivové, lisici se
charakteristikou a zemi ptvodu. Zbyvajici Sest vzorki byly oleje rizného druhu — Inény,
fepkovy, kokosovy, slunecnicovy, rakytnikovy a olej ze semene Inicky seté. VSechny informace

o pouzitych olejich jsou v Ptiloze 2.

Methylestery mastnych kyselin byly identifikovany porovnanim reten¢nich ¢ast se standardy
a také porovnanim hmotnostnich spekter se spektry v knithovné NIST. Procentudlni zastoupeni
mastnych kyselin ve vzorcich bylo vypocteno ze sumy ploch piki MK. Na Obrazku 23
je ukazkovy chromatogram rakytnikového oleje, chromatogramy ostatnich oleji jsou

v Prilohéach 16-23.
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Obrazek 23 Chromatogram rakytnikového oleje

1E+7 - C16:0 Cl8:1cis A° C18:2 cis 912
C17:01S el
8E+6 1 C18:1cis A1
6E+6 -
g C18:3 cis A%1215
5
£ C18:0
o
T
4E+6
C18:3 cis A%912
C16:1cis A®
2E+6
€20:0 C20:1cis A1
\ C24:1cis A?
k 1 f / c22:0 3'
UE+0.............“.—.....‘...l...%‘-.
7,5 12,5 17,5 22,5 27,5 32,5
t (min)

Ve viech vzorcich se vyskytovaly ve vétsim mnozstvi kyseliny olejova (C18:1 cis A%), linolova
(C18:2 cis A®!?) a palmitova (C16:0) a s procentualnim zastoupenim od dvou do péti procent
i kyselina stearova (C18:0). Procentudlni zastoupeni jednotlivych MK ve vzorcich oleju

je v Tabulce 9.

Ve vzorku rakytnikového oleje (O1) byla nejzastoupenéjsi kyselina linolova (C18:2 cis A%?)
jejiz obsah ¢&inil 44,6 %. Druhou nejzastoupenéjsi MK byla kyselina olejova (C18:1 cis A%
(26,7 %), olej dale obsahoval ve vy$§im mnozstvi také kyselinu palmitovou (C16:0) (13,3 %),
stearovou (C18:0) (4,9 %) a a-linolenovou (C18:3 cis A%121%) (5,6 %), kterd je esencidlni a patii
do skupiny w3 MK. Obsah ostatnich mastnych kyselin byl niz§i a pohyboval se v fadech
jednotek az desetin procent. Rakytnikovy olej byl bohaty ptfedev§im na 6 a ®9 MK, obsahoval
1 men$i mnozstvi ®3 MK. Na rozdil od ostatnich vzorkd obsahoval rakytnikovy olej i malé

mnozstvi kyseliny nervonové (C24:1 cis A%). Tabulka s retenénimi ¢asy MK je v Piiloze 24.

Ve slozeni vzorku Inéného oleje pievazovala kyselina a-linolenovéa (C18:3 cis A%1215), ktera,
dosahovala az 51,2 % z celkového zastoupeni vSech MK ve vzorku. Vzorek rovnéz obsahoval
vysoké mnozstvi kyseliny olejové (C18:1 cis A®) (21,3 %) a linolové (C18:2 cis A%!?) (15,2 %).
Minoritnimi mastnymi Kkyselinami byla kyselina palmitoolejova (C16:1 cis A% (0,1 %),
cis vakcenova (C18:1 cis A) (1,2 %) a cis-11-ikosanova (C20:1 cis AY) (1,09 %). Lnény olej
byl velmi bohaty na @6 MK. Tabulka s retencnimi ¢asy MK je v Piiloze 25
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Tabulka 9 Procentualni zastoupeni jednotlivych MK ve vzorcich oleju

Vzorek, zastoupeni MK [%]

rakytnikovy| Inény | kokosovy | Fepkovy | olivovy | olivovy | olivovy [sluneénicovy| Initkovy
Mastna kyselina o1 02 03 04 05 06 o7 08 09
C8:0 -* -* 7,4 -* -* -* % % -*
C10:0 -* -* 6,3 -* -* -* % % -*
C11:0 -* <1 39,9 -* -* -* -* =¥ -*
C14:0 -* <0 21,9 -* -* -* -* =¥ -*
C16:0 13,3 6,2| 10,8 48| 134 173 | 12,7 7,5 6,1
C16:1 cis A® 0,8 0,06 -* -* 0,8 2 0,8 0,1 -*
C17:1 cis A 0,03 -* -*| 0,04 0,1 0,1 0,1 -* -*
C18:0 4,9 4,8 4,3 1,8 3,6 2,7 3,6 4,4 3
C18:1 trans A° -* -* -* -* 0,3 * * * *
C18:1 cis A° 26,7 21,3 8| 581 | 66,6 56| 71,8 32,1| 16,5
C18:1 cis At 2,4 1,2 -* 4,3 3,7 45 3,4 1,3 1,2
C18:2 cis A**? 446 | 15,2 14| 20,1 98| 16,1 6,2 53,2 | 18,6
C18:3 cis A®%12 0,2 -* -* -* -* * - -* -*
C18:3 cis A%1215 557 | 51,2 -* 9,1 0,7 0,6 0,7 -*1 30,2
C20:0 0,5 -* -* 0,5 0,6 0,4 0,4 0,2 1,8
C20:1 cis A 0,2 0,1 -* 11 0,3 0,2 0,2 0,1 15,6
C20:2 cis A4 -* -* -* -* -* -* -* *1 1.8
C20:3 cis ALL14.17 -* -* -* -* -* -* -* *111
C22:0 0,5 -* -* 0,2 0,2 0,1| 0,05 08| 03
C22:1 cis A -* -* -* -* -* -* -* *1 3,3
C24:0 -* -* -* -* -* -* -* 0,2 -*
C24:1 cis A® 0,2 -* -* -* -* -* -* -*1 05

*
...nenalezeno

Vzorek kokosového oleje (O3) se od ostatnich olejii odlisoval vysokym obsahem nasycenych

MK. Nejvétsi zastoupeni méla kyselina undekanova (C11:0) (39,9 %), poté nasledovala
kyselina myristova (C14:0) (19,9 %) a kyselina palmitova (C16:0) (10,8 %). Vzorek v menSich

mnoZzstvich obsahoval nasycené MK s krat§im fetézcem, které ptredstavovaly kyseliny
kaprylova (C8:0) (7,4 %) a kaprinova (C10:0) (6,3 %). Z nenasycenych MK obsahoval kyselinu

olejovou (C18:1 cis A% a linolovou (C18:2 cis A%!?), ale v porovnani s ostatnimi oleji se zde

tyto MK vyskytovaly v malém mnozstvi o rozsahu jednotek procent. Kokosovy olej jako jediny

neobsahoval Kkyselinu cis vakcenovou (C18:1 cis A!!). Tabulka sreten¢nimi ¢asy MK

je v Priloze 26.

59




Vzorek Fepkového oleje (04) se vyznacoval vysokym obsahem kyseliny olejové (C18:1 cis A%)
(58,1 %), daldimi zastoupengj§imi MK je kyselina linolova (C18:2 cis A%®!?) (20,1 %)
a a-linolenova (9,1 %). V mensim mnozstvich se zde vyskytovala i kyselina stearova (C18:0),
arachidonova (C20:0), behenova (C22:0) cis-11-ikosanova (C20:1 cis A'Y). Repkovy olej byl
bohaty pfedevsim na obsah ®9 MK a zaroven obsahoval velmi malé mnozstvi nasycenych MK.

Tabulka s reten¢nimi ¢asy MK je v Priloze 27.

Byly analyzovany tii vzorky olivového oleje, které¢ se od sebe liSily mechanismem vyroby
a kvalitou. Konkrétné Slo o olivovy olej z pokrutin (OS5), panensky olivovy olej lisovany
za studena (O6) a panensky olivovy olej lisovany za studena v bio kvalité (O7). Procentualni
obsah n¢kterych mastnych kyselin se lisil o jednotky, vyjime¢né az o desitky procent. VSechny
oleje se vyznacovaly vysokym obsahem kyseliny olejové (C18:1 cis A®), jejiz obsah se ve
vzorcich pomérné dost odliSoval. Nejvice této MK bylo obsazeno v panenském oleji bio kvality
(71,8 %), o néco méné bylo v olivovém oleji z pokrutin (66,6 %) a nejméné bylo v panenském
olivovém oleji (56 %). V mensim mnozstvi nasledovala kyselina palmitova (C16:0) (12,7—
17,3 %), linolova (C18:2 cis A>'?) (6,2-16,1 %) a cis-vakcenova (C18:1 cis Al?) (3,4-4,5 %).
Olivovy olej byl velmi chudy na kyselinu o-linolenovou (C18:3 cis A%!?%%) jeji procentualni
zastoupeni se ve vSech vzorcich pohybovalo kolem 0,7 %. Olivovy olej z pokrutin obsahoval
krom¢ MK vyskytujicich se i v Ostatnich vzorcich kyselinu elaidovou (0,3 %), ktera je trans
izomerem kyseliny oktadekanové (C18:0). Konzumace trans mastnych kyselin miZze mit
negativni dopady na lidské zdravi, jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2.6. Vyskyt trans MK
souvisi s technologii vyroby olivového oleje. Pokud je olej pti vyrobé rafinovan, ptichézi tim o
¢ast vitaminl a 0 dalSi vyznamné latky. Pfi rafinaci navic mohou vznikat nezadouci trans
mastné kyseliny. Z vyzivového hlediska je tedy vhodné&jsi si za pfiplatit za kvalitnéjsi olivovy
olej lisovany za studena, protoZe tato technologie vyroby je znacné Setrn&j$i a Skodlivé latky

pfi ni nevznikaji. Tabulky s retenénimi ¢asy MK jsou v Piiloze 28, 29, 30.

V porovnani s ostatnimi vzorky obsahoval sluneénicovy olej (O8) nejvyssi procentualni
zastoupeni kyseliny linolové (C18:2 cis A%!?), které dosahovalo az 53,2 %. Druhou majoritni
MK byla kyselina olejova (C18:1 cis A% s32,1 %. Méné zastoupenymi kyselinami byly
nasycené¢ MK jako napftiklad kyselina palmitova (C16:0) (7,5 %) a stearova (C18:0) (4,4 %).
Ostatni mastné kyseliny se ve slunecnicovém oleji nachdzi ve velmi malém mnozZstvi, jejich
procentudlni zastoupeni je kolem jednoho procenta a méné. Ve slunenicovém oleji se jako

V jediném vzorku objevila kyselina lignocerova (C24:0) jejiz obsah byl 0,2 %. Slune¢nicovy
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olej je tedy vyznamnym zdrojem predevSim w6 a ®9 MK. Tabulka s reten¢nimi casy MK je

v Priloze 31.

Ve vzorku oleje ziskany ze semen Ini¢ky seté (O9) bylo zjisténo celkem tfinact mastnych
kyselin, z nichz vétsina byly polynenasycené. Nejvétsi zastoupeni méla kyselina a-linolenova
(C18:3 cis A¥1215) jejiz obsah byl 30,2 %. Dalsimi majoritnimi kyselinami byla linolové (C18:2
cis A%'?) (18,6 %), olejova (C18:1 cis A%) (16,5 %) a cis-11-ikosanova (C20:1 cis A™)
(15,64 %). Mén¢ zastoupené byly nasycené MK jako napiiklad kyselina palmitova (C16:0)
a stearova (C18:0) jejichz obsah se pohyboval vrozmezi jednotek procent. Tabulka

s reten¢nimi ¢asy MK je v Ptiloze 32.

3.3.3 Nasycené a nenasycené mastné kKyselin v olejich

Vzorky olejii lze navzajem porovnat z pomeéru procentudlniho zastoupeni nasycenych

a nenasycenych MK (viz Obrazek 24).

Obrazek 24 Pomér nasycenych a nenasycenych MK ve vzorcich oleji
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Z obrazku je patrné, Ze vétSina analyzovanych vzorkt obsahovala pievazné nenasycené MK az
na kokosovy olej, ve kterém nasycené MK pievazovaly az o 90 % nad nenasycenymi. Z toho
divodu tedy neni mozné doporucit kokosovy olej ke kazdodenni konzumaci, protoZze nasycené
mastné kyseliny maji negativni 0¢inky na organismus, které mohou vést ke mnoha
onemocnénim, jak je jiz zminéno v kapitole 1.2.3. Vyhodou kokosového oleje je lepsi oxidacni

stabilita, zplisobena pravé obsahem nasycenych MK, diky ¢emuz tomu nezlukne tak snadno
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jako oleje obsahujici vyS$§i mnozstvi nenasycenych MK. Ackoli bylo slozeni ostatnich MK
z vyzivového hlediska mnohem lepsi, vysoky obsah nenasycenych MK snizuje oxidacni
stabilitu oleje. Tyto oleje by proto mély byt skladovan v chladu, temnu a nejlépe bez ptistupu

kysliku, aby nedochazelo k oxidaci nenasycenych MK a tim k rychlé degradaci.

Pokud bychom chtéli vzorky oleji porovnat z hlediska vhodnosti pro smazeni, nejlepsi slozeni
ma kokosovy olej. Jak jiz bylo zminéno vyse, kokosovy olej mé diky svému slozeni, ve kterém
prevazuji nasycené MK vysokou oxida¢ni stabilitu. Nasycené MK pii zahfati na vysokou
teplotu okolo 200 °C nepodléhaji tak snadno degrada¢nim procesum jako nenasycené MK.
Nenasycené MK pfi zahtati na vyssi teploty casto podléhaji oxidaci, hydrolyze ¢i polymeraci,
pii kterych se vytvaii mnozstvi zdravi skodlivych latek [74]. Nevyhodou kokosového oleje je
jeho charakteristické vyrazné kokosové aroma a chut, coz mize byt v mnoho ptipadech
nezadouci. Dal$im vhodnym olejem ke smazeni je slunecnicovy olej se zvySenym obsahem

kyseliny olejové, ktery by mél byt stabilni do teploty kolem 180 °C [75].

3.3.4 ®3, 6 a ®9 mastné kyselin v olejich
Mastné kyseliny Ize mezi sebou porovnat i hlediska obsahu nenasycenych mastnych kyselin,

patficich do riznych tzv. omega skupin (Obrazek 25).

Obrazek 25 Pomér 03, 06 a ®9 MK ve vzorcich oleju
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Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2.5, nejvétsi piinos pozitivni fyziologické ti€inky pro ¢lovéka
maji hlavné 3 MK. Ve vzorcich oleji byl nejvétSim zdrojem o3 MK kyselina a-linolenova
(C18:3 cis A%'215), patiici rovnéz do esencidlnich MK, které je tieba pfijimat potravou.
Z obrazku je patrné, ze nejvétsi podil @3 MK obsahoval vzorek Inéného oleje lisovaného
za studena (51, 2 %). Vyssi mnozstvi se vyskytovalo rovnéz ve vzorcich Inickového (31,3 %),
fepkového (9,1 %) a rakytnikového oleje (5,6 %). V ostatnich olejich mély w3 MK jen velmi
malé zastoupeni, obsah se fadové pohyboval v desetinach procent. Hlavnim zdrojem w6 MK
v olejich byla kyselina linolova (C18:2 cis A%?), ktera rovnéz patii mezi esencidlni MK
a kyselina vy-linolenovd (C18:3 cis A®%1?).  Mensi mnozstvi ©6 MK
se vyskytovalo ve vzorku kokosového oleje a olivovych olejich, v ostatnich vzorcich byl obsah

®6 MK pomérné vysoky, dosahoval 15 az 51 % z celkového zastoupeni.

®3 a 6 MK by mély byt konzumovéany v poméru 1:1 az 1:4 [ 76, 77]. Ve vzorku rakytnikového
oleje je tento pomér 1:8, ve Inéném oleji 3,4:1, v fepkovém oleji 1:2,2 a ve IniCkovém oleji
1,5:1. Doporu¢enému poméru nejlépe vyhovuje fepkovy a Inickovy olej. Pravidelna konzumace
téchto olejii obsahujici ®3 a w6 ve spradvném poméru tedy muize byt z vyzivového hlediska

prospésna.

®9 MK se vyskytovaly v kazdém vzorku a pievazovaly u vzorki olivovych oleju a fepkovém
oleji. Hlavnim zdrojem byla kyselina olejova (C18:1 cis A®%). A¢koli ®9 MK nejsou esencidlni,

maji protizanétlivé G¢inky a mohou slouzit napfiklad jako prevence rakoviny [78].
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3.4 Analyza vzorki krevniho séra

DalSimi vzorky, které byly analyzovany a u kterych bylo diilezité zjistit procentudlni zastoupeni
mastnych kyselin, pfedev§im jejich cis a trans stereoizomerti a polohovych izomert, byly
krevni séra. Vzorky krevniho séra pochazely od zdravych lidi po pacienty trpici rakovinnym
onemocnénim. Metodu stanoveni MK v krevnim séru bylo tfeba optimalizovat z hlediska

postupu piipravy vzorkl a davkovani do systému GC.

3.4.1 Optimalizace p¥ipravy a davkovani vzorka krevniho séra

Krevni sérum obsahuje krom¢ lipida také anorganické soli, plazmatické proteiny, glukozu
a dalsi latky. Tyto latky by mohly rusit stanoveni, protoze by mohly zptisobovat vyssi Sum nebo
zkreslovat signdl piki FAME. Interferenty bylo nutné ze vzorkii eliminovat jeSté pred
esterifikaci. K tomuto G¢elu 1ze pouzit Folchovu extrakci nebo proteinovou precipitaci. Metoda
ptipravy vzorkl Folchovu extrakci byla pievzata z publikace J. Folcha [79] a metoda proteinové

precipitace krevniho séra byla ptevzata z publikace J. Blancharda [80].

Principem Folchovy extrakce je oddéleni lipidi od ostatnich slozek matrice za pouZiti
methanolu a chloroformu. Smés téchto dvou rozpoustédel ma velky rozsah polarit, a tak je
mozné ze vzorku extrahovat téméf vSechny lipidy. Folchova extrakce mtize byt jednoducha, pfi
které vznikne podil z prvni extrakce, nebo dvojita, pti které se smicha podil z prvni a druhé
extrakce dohromady (postup je kapitole 2.3.4.1). Proteinova precipitace je proces, jehoz
principem je odstranéni proteind z matrice vzorku pouzitim smési butanolu a methanolu.
Piisobenim reakéni smeési dojde ke vzniku srazeniny proteind a odebere se pouze Cira tekutina,
ktera je dale zpracovana (postup je v kapitole 2.3.4.2). Ob¢ tyto metody byly porovnany

Z hlediska ¢asové naro¢nosti, spotieby ¢inidel a velikosti Sumu.

Pro ucely optimalizace byly k pfipraveny tfi vzorky proteinovou precipitaci, dalsi tii vzorky
byly pfipravené jednoduchou Folchovou extrakci a jeden dvojnasobnou Folchovou extrakei.
U téchto vzorki byla nasledné provedena esterifikace, ¢cimz byly MK ve vzorku pfevedeny na
methylestery (postup viz kapitola 2.3.4.3), které byly nasledn¢ analyzovany. Z chromatogrami
v Ptiloze 33 je patrné, ze vzorky pfipravené proteinovou precipitaci a Folchovou extrakci
poskytuji prakticky stejny pocet piki, stejnou odezvu i stejn€ velky Sum. Jako optimalni zptisob
ptfipravy byla zvolena proteinova precipitace z divodu mensi ¢asové narocnosti a mensi

spotieby chemikalii.

Pro separaci vzorkli krevniho séra bylo potfeba nalézt i vhodny objem davkovaného vzorku

a splitovaci pomér. Nejprve byla vyzkouSena separace pii splitu 15:1 a davkovaném objemu
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vzorku 0,5 ul. Pfi téchto podminkach byly piky latek velmi malé a identifikovat bylo mozné
pouze nékolik majoritnich kyselin. Z toho divodu bylo vyzkouseno nékolik rdznych nastaveni,
a nakonec byl vybran splitovaci pomér 1:1 a ddvkovany objem 4 pl. Pfi téchto podminkéach
bylo mozné identifikovat a integrovat jak stopové mastné kyseliny, tak mastné kyseliny

S nejvetsim zastoupenim.

3.4.2 Obsah mastnych kyselin ve vzorcich krevniho séra

K analyze bylo poskytnuto celkem 48 vzorkil krevni plazmy od pacienti a dobrovolnikt.
Vzorky byly rozdéleny do ¢tyt skupin podle zdravotniho stavu darcd. Jedna skupina darctu
predstavovala zdravé lidi bez zdravotnich komplikaci (zdravi), dalsi skupinou byli lidé, kteti
jizn€kdy v minulosti prodélali rakovinu slinivky bti$ni (nemocni), dalsi skupina trpéla pfiznaky
onemocnéni (s priznaky) a u posledni skupiny byla rakovina jiz diagnostikovana (nemoc
prodélali). K dispozici bylo dvanact vzorkli z kazdé skupiny. Rozdé€leni vzorka a jejich

oznaceni je v Tabulce 10. Plazma byla skladovana pfi teploté -80 °C az do zpracovani a analyzy

vzork.
Tabulka 10 Rozdéleni vzorkl krevniho séra podle zdravotniho stavu darct
;oo ;oo Dareci, ktefi rakovinu Dareci s piiznak
Zdravi darci Nemocni darci ’ el P . Y
prodélali onemocnéni
Zeny Muzi Zeny Muzi Zeny Muzi bez informaci o pohlavi

PA 2 | PA_10 | PCO_993 | PCO 881 | PCO 527 | PCO_525 | PCO 175 | PCO_1057
PA 14 | PA 45 | PCO_935 | PCO 926 | PCO 530 | PCO 526 | PCO_327 | PCO_1065
PA 41 | PA_54 | PCO_951 | PCO 982 | PCO 535 | PCO 528 | PCO 342 | PCO_1069
PA 110 | PA_83 | PCO 879 | PCO 908 | PCO 21 | PCO 538 | PCO 576 | PCO_1088
PA 119 | PA_124 | PCO 861 | PCO 866 | PCO_715 | PCO 273 | PCO_859 | PCO_1089
PA 158 | PA_132 | PCO_971 | PCO 918 | PCO_920 | PCO 476 | PCO 894 | PCO_1090

Zpracovani a analyza vzorkl probihala po dobu ¢tyt dnti a kazdy den bylo dbano na to, aby
bylo vybrano nahodné dvanact vzorkt z riznych skupin. Zpracovani vzorki spocivalo ve dvou
krocich. Prvnim krokem bylo izolace lipidl ze vzorku proteinovou precipitaci a druhym krokem
byla esterifikace, pfi které byly MK obsaZzené ve vzorcich pfevedeny na methylestery
pusobenim methanoléatu sodného za vyssi teploty. Postup piipravy vzorki je podrobné popsan
v kapitole 2.3.4. Takto piipravené vzorky byly nasledné analyzovany v systému GC-MS pfii
podminkach popsanych v Tabulce 7 a 8. FAME byly identifikovany porovnanim reten¢nich

Casu se standardy a porovnanim hmotnostnich spekter se spektry v knihovné NIST. Nékolik
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FAME bylo identifikovano pouze na zékladé¢ shody spekter se spektry v knihovné NIST,
pricemz pravdépodobnost shody téchto spekter byla vyssi nez 70 %.

Na Obrazku 26 je na ukazku chromatogram krevniho séra vzorku PCO 993, ktery pochazel od
darce s rakovinou slinivky. Tabulka s reten¢nimi ¢asy, plochami piki, zptisobem identifikace
latek a jejich procentualnim zastoupenim a je v Ptiloze 34. V krevni plazmé se vykytovaly
ruzné MK, od nasycenych az po polynenasycené. Ve vSech vzorcich byly majoritnimi MK
kyselina olejova (C18:1 cis A®), linolova (C18:2 cis A%'?), palmitova (C16:0) a stearova
(C18:0). Z trans izomert byla v krevni plazmé pfitomna kyselina elaidova (C18:1 trans A%).
Vyskytovaly se zde i rozvétvené MK jako byla kyselina 14-methyl pentadekanova, 14-methyl
hexadekanova a 16-methyl heptadekanova. V malém mnozstvi byly v krevni plazmé ptitomny

rizné polynenasycené MK odvozené od kyseliny arachidonové (C20:0) a behenové (C22:0).

Obrazek 26 Chromatogram vzorku PCO 993
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3.4.3 PCA analyza dat MK v krevnim séru

Data ziskand analyzou vzorki krevniho séra, tedy procentualni zastoupeni MK v jednotlivych
vzorcich, byla statisticky zpracovana metodami multivariacni statistické analyzy. Cilem bylo
prozkoumat strukturu dat, zda jsou u nékterych skupin pacienti odchylky v zastoupeni
mastnych kyselin a zda je mozné tyto odchylky pouzit k rozliSeni vzorkli podle zdravotniho

stavu darct. Soubor dat obsahoval informace o nazvu vzorku, skupiné, pohlavi a procentualnim
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zastoupeni MK. Jesté pfed vypoctem zastoupeni MK byly doplnény prazdné buiiky v matrici
dat plochami piku, ktery odpovidal 60 % nejmensiho piku v souboru dat.

Prvnim krokem analyzy dat bylo vyuziti metody analyzy hlavnich komponent (PCA) bez
vlozeni informace o rozdéleni do skupin (Obrazek 27). PCA transformuje ptivodni namétené
proménné do novych nekorelovanych proménnych tzv. hlavnich komponent. Kdyby byly
rozdily v zastoupeni MK ve skupindch velmi rozdilné, jednotlivé skupiny by se rozd¢lily do
klastrti (skupiny bodti podle zdravotniho stavu). Zadny takovy trend bohuZel nebyl patrny

a barevné oznacené skupiny jsou v PCA pomérné nahodné rozmistény.

Obrazek 27 Analyza hlavnich komponent (PCA) bez informace o rozdéleni do skupin

Percent_Area_oprava.M1 (PCA-X) L
Colored according to Obs ID (state) =

m
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P(Cjo Fd 908 e, 50 oCo a76 PCO 538
PA 2
@ PCO 861 o @PATPC0993 @ erc091s  © e@prcos
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oo CO-2 PA-41 P0528 O PAT3Z@® Sratis
® “lorco 21 @PA 54
pco 576 @ @PA 118 PCO 951 @
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) hco 1065 @ PCO342  peo g6 @ @ PCO 982 @ PCO 1089
1 [ ]
oo @rcog7g OPCOS3S
ncth . PCO 525 O
PCO 894 @ PCO 926
2
@ PCO 935

3.4.4 OPLS analyza dat MK v krevnim séru

Nasledné byly zkoumany rozdily mezi dvéma skupinami pomoci statistického model OPLS-
DA, tj. ortogonalni diskrimina¢ni analyza nejmensich ¢tvercl. Tato metoda jiz s informaci
0 pfislusnosti vzorkd ke skupindm vyuzivd. Technika OPLS je pouZivana pro popis
kvantitativniho vztahu mezi hodnotami X (chromatograficka data) a Y (kvantitativni hodnoty,
napf. koncentrace metabolitl). OPLS je mozné pouzit i pro diskriminacni analyzu (OPSL-DA),

kde matice Y je nahrazena udaji o tiid¢ (napi. zdrava vs. nemocna populace) [81].

Tento statisticky model (Obrazek 28) mél vzorky krevniho séra délit na vzorky od zdravych
(zelené body) a nemocnych pacientli (Cervené body) podle slozeni MK ve vzorcich. Z obrazku

je na prvni pohled patrné, ze vzorky byly pomérné dobie rozliSeny. Nicméné nékteré vzorky
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byly blizko nulové ose a jeden vzorek zdravého pacienta spadal do zony vzorki nemocnych

pacienti.

Obrazek 28 Rozdé¢leni vzorkd zdravych (zelené body) a nemocnch darcii (Cervené body) za pouziti statistického
modelu OPLS-DA

Percent_Area_oprava.M2 (OPLS-DA), N vs T L I
Scaled proportionally to R2X mr
Colored according to Obs ID (state)
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R2X[1] = 0,123 R2x[xside Comp. 1] = 0,243  Ellipse: Hotelling's T2 (95%)

Byl vytvoren i korela¢ni diagram, tzv. S-plot, ktery slouzil ke zjisténi vzajemného vztahu mezi
dvéma proménnymi. V tomto piipad¢ byl porovnavan obsah jednotlivych MK ve vzorcich od
zdravych a nemocnych pacientll (Obrazek 29). S-plot byl vytvofen tak, aby odhalil odchylky

obsahu MK vzorkli nemocnych jedincii od vzorkl zdravych jedinct.

Obrazek 29 Korela¢ni diagram vzorkl zdravych a nemocnych darci

Percent_Area_oprava.M2 (OPLS-DA), Nvs T
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68



MK, které se svym obsahem neodchylovaly jsou na stfedu os. Cim dal jsou body MK od stiedu,
tim vice se jejich obsah ve vzorcich lisi. Diagram vykazuje extrémy v nizSich i vysSich
hodnotach. Vzorky nemocnych darcii se od zdravych lisily zvysenym obsahem kyseliny
laurové (C12:0), pentadecylové (C15:0), dokosahexaenové (C22:6 cis A*7101316.19)
a dokosapentaenové (C22:5 cis A*7101316) 3 snizenym obsahem predevsim cis-8,11,14,17-
Ikosatetraenova (C20:4 cis A1) Latky, které maji zvySeny obsah se oznacuji jako up-

regulované, 1atky s niz§im obsahem se oznacuji jako down-regulované.

Nicmén¢ pohled do zakladni matrice dat odhalil, ze u fady vzorkd nebyly kyseliny laurova
(C12:0), behenova (C22:0) a cis-8,11,14,17-Ikosatetraecnova (C20:4 cis A%11417) nalezeny.
Pocet chybé&jicich dat byl 30, 20 respektive 18 vzorkii. Tato chybéjici data mohou zptisobovat
chybu statistickych modeld. U ostatnich vzorki byl obsah téchto kyselin vétSinou maximalné
na trovni desetin procent. Z tohoto diivodu byly tyto tii MK z dal$ich statistickych modela
vylouceny. Z takto upravenych dat byl opét vytvofen OPLS-DA diagram (Obrazek 30),

ve kterém byly vzorky zdravych a nemocnych rozdéleny mnohem Iépe.

Obrazek 30 Rozdéleni vzorkl zdravych (zelené body) a nemocnych darct (Servené body) za pouZiti statistického
modelu OPLS-DA bez C12:0, C22:0 a C20:4 A%111417

Percent_Area_oprava.M5 (OPLS-DA), N vs T, no €12:0; €22:0; C20:4 cis8,11,14,17
Scaled proportionally to R2X
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Korela¢ni diagram (Obrazek 31) opét ukazuje na vysSi obsah kyseliny pentadecylové,
dokosapentaenové, dokosahexaenové a na nizsi obsah kyseliny a-linolenové (C18:3 cis A%!215)

a elaidové (C18:1 trans A).
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Obrazek 31 Korelaéni diagram vzorkll zdravych a nemocnych darcti bez C12:0, C22:0 a C20:4 A31L14.17

Percent_Area_oprava.M5 (OPLS-DA), N vs T, no C12:0; €22:0; C20:4 cis8,11,14,17
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Nasledné bylo zjistovano, zda se najdou rozdily obsahu MK i mezi vzorky nemocnych pacientt

a darct, ktefi rakovinu slinivky jiz prodé€lali. Obrazku 32 je OPLS-DA model vytvofeny pro

vzorky patiicich do téchto dvou skupin, pficemz Cervené body zna¢i vzorky nemocnych

pacientti a zluté body vzorky darct, ktefi rakovinu prodélali. Z dat byly opét vynechany

kyseliny laurova, behenova a cis-8,11,14,17-Ikosatetracnova. Ackoli vzorky nebyly tak dobte

rozdéleny jako v pfipadé nemocnych a zdravych, i tak je zde patrny urcity rozdil mezi obsahem

MK a zdravotnim stavem.

Obrazek 32 Rozdéleni vzorkli od nemocnych darct (Cervené body) a téch, ktefi rakovinu prodélali (Zluté body)
za pouziti statistického modelu OPLS-DA bez C12:0, C22:0 a C20:4 A31114.17

Percent_Area oprava.Mé (OPLS-DA), T vs L, no C12:0; C22:0; C20:4 cis8,11,14,17
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Pro tyto vzorky byl sestaven korelacni diagram (Obrazek 33), ktery ukazuje, ze piezivsi darci
maji oproti nemocnym vyrazné up-regulovanou kyselinu palmitoolejovou (C16:1 cis A
a elaidovou a down-regulovanou kyselinu dokosahexaenovou a 14-methyl pentadekanovou
(C15:0 14-methyl).

Obrazek 33 Korelaéni diagram vzorkt nemocnych a darct, ktefi rakovinu prodélali bez C12:0, C22:0 a C20:4
Cig AB1L14.17

Percent_Area_oprava.Mé (OPLS-DA), T vs L, no C12:0; C22:0; C20:4 cis8,11,14,17
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3.4.5 Krabicové grafy pro MK v krevnim séru

Pro nékolik down-regulovanych a up-regulovanych MK byly vytvofeny krabicové grafy (box-
plot), diky kterym bylo mozné porovnat jejich obsahy u jednotlivych skupin vzorkd. Krabicové
grafy byly vytvofeny z procentudlniho zastoupeni zastoupeni danych MK napfti¢ v§emi vzorky.
Hlavni komponentou diagramu je stfedni ,krabicova™ cast. Tato ¢ast diagramu je shora
ohranic¢ena 3. kvartilem, zespodu 1. kvartilem a mezi nimi se nachazi linie vymezujici median.
Kiizek predstavuje prumér z hodnot. Kazda tecka reprezentuje jeden vzorek, z ¢ehoz je patrné,

jak jsou jednotliva data distribuovana.

Median procentualniho zastoupeni kyseliny up-regulované kyseliny dokosahexaenové (C22:6
cis A*710131619) g6 41 zdravych a nemocnych lisil 0 0,8 %, nicméné pokud se pozorné podivame
na rozptyl vzorkl zdravych a nemocnych, z obrazku je zfejmé, ze n€kolik vzorkd nemocnych

obsahovalo podobné procentualni zastoupeni této MK jako zdravi (Obrazek 34).
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Obrazek 34 Krabicovy graf kyseliny dokosahexaenové (C22:6 cis A%710.1316.19)
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Obdobna situace nastala i u up-regulované kyseliny dokosapentaenové (C22:5 cis A*7101316)
jak je patrné z Obrazku 35. Median procentualniho zastoupeni této MK je u nemocnych jedinct
vy$$i nez u zdravych jedinct, ale rozptyl zastoupeni ve vzorcich je opét pomérné velky,
na nékolika mistech ptesahujici horni 1 dolni kvartil. To znamen4, ze ackoliv nékolik vzork
ma procentudlni zastoupeni této vyrazné MK vyssi nez zdravi jedinci, i tak se najdou vzorky

pacientt, u nichz je obsah této MK v normalu. Rozdil mediand procentualniho zastoupeni této

MK ve zminénych skupinach vzorkd byl 0,2 %.

Obrézek 35 Krabicovy graf kyseliny dokosapentaenové (C22:5 cis A*7:10.13.16)
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Mezi vyrazné down-regulovanymi pii porovnani zdravych a nemocnych byla MK kyselina
o-linolenova (C18:3 cis A%121%), Z obrazku je na prvni pohled patrny pomémé velky rozdil
distribuce jednotlivych skupin vzorkt, nicméné rozdil mediant a priméru napiic¢ skupinami se
pohyboval v fadech desetin procent (Obrazek 36). Rozdil mediant vypocteny z procentualniho

zastoupeni této mastné kyseliny u zdravych a nemocnych byl ptiblizné 0,1 %.

Obrézek 36 Krabicovy graf kyseliny a-linolenové (C18:3 cis A%1215)
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Dalsi down-regulovanou MK byla kyselina elaidova (C18:1 trans A%). Jak jiz vypovida
z Obrazku, jeji obsah se ve vSech vzorcich se pohyboval kolem 0,1 %. U vzorki nemocnych
jedincti bylo procentualni zastoupeni kyseliny elaidové velmi malé, blizici se nule. U zdravych
jedinct byl median zastoupeni této MK jenom o 0,05% vyssi. Z obrazku je rovnéZ patrny velky
rozptyl vzorkd darct, ktefi nemoc jiz prodélali a spolu stim i to, Zze obsah této MK se

u nékterych vzorku z této skupiny pohyboval az kolem 0,5 %.
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Obrazek 37 Krabicovy graf kyseliny elaidové (C18:1 trans A®)
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Pii porovnani vzorkli nemocnych a darch, kteti nemoc jiz diive prodé€lali byla jednou
z vyraznéji up-regulovanych MK Kkyselina palmitoolejova (C16:1 cis A®). Rozdil mediani
procentudlniho zastoupeni této MK u nemocnych a piezivsich byl pomémé velky, az 1,17 %.

(viz Obrazek 38).

Obrazek 38 Krabicovy graf kyseliny palmitoolejové (C16:1 cis A%)
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Ve vzorcich piezivSich darct oproti nemocnym byla down-regulovana i rozvétvena MK
kyselina 14-methyl pentadekanova (C15:0 14-methyl). Zastoupeni této kyseliny bylo ve vSech
vzorcich velmi nizké, pohybovalo se kolem 0,01 az 0,1 % (Obrazek 39). Rozdil mediant
a prumeéru z procentudlniho zastoupeni této MK ve vzorcich nemocnych dérct a darci, kteti

rakovinu jiz prodélali byl kolem 0,012 %.
Obrazek 39 Krabicovy graf kyseliny 14-methyl pentadekanové (C15:0 14-methyl)
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Z uvedenych informaci vyplyva, Ze pfi porovnani skupin vzorki zdravych a nemocnych mayji
nemocni oproti zdravym lidem ve sloZeni krevni plazmy nékolik MK up-regulovanych a n¢ko-
lik down-regulovanych. Mezi vyrazné up-regulované patiila kyseliny dokosahexaenové
a dokosapentaenové, mezi down-regulované patfila kyselina alfa linolenova a kyselina elai-
dova. Nejmarkantnéjsi rozdil byl v procentualnim zastoupeni kyseliny dokosahexaenové, rozdil
mediant procentualniho zastoupeni zdravych a nemocnych ¢inil 0,8 %. RovnéZ pfi porovnani
vzorki nemocnych a pteziv§ich byly vyznamnéjsi rozdily v procentudlnim zastoupeni
nékterych MK. Vzorky krevniho séra ptezivSich oproti nemocnym obsahovaly vice kyseliny
palmitoolejové a mén¢ kyseliny 14-methyl pentadekanové. Rozdil mediani procentualniho

zastoupeni kyseliny palmitoolejové byl az 1,17.%.

Na zédklad¢ téchto poznatki 1ze vyslovit hypotézu, Ze by se mohlo sloZeni krevniho séra liSit na
zéklad¢ zdravotniho stavu darci. Pro potvrzeni konkrétni hypotézy by bylo potieba provést

dalsi experimenty na mnohem vét§im mnoZzstvim vzorkd.
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4 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a optimalizovat GC-MS metodu pro stanoveni
izomernich mastnych kyselin, metoda byla rovnéz castecné validovana. Optimalizovana

a validovana metoda byla nasledné¢ aplikovana na vybrané vzorky rostlinnych oleji a vzorky

krevniho séra.

Optimalizace metody probihala v nékolika krocich. Nejprve bylo nutné zjistit optimalni
parametry GC systému, aby bylo mozné separovat vétsSi mnozstvi mastnych kyselin
S dostate¢nym rozliSenim signall a v pfijatelné Case. Pfi optimalizaci téchto parametrti byla
pouzita kolona TR FAME, nosnym plynem bylo helium a davkovani bylo provadéno metodou
splitu. Pro zji$téni idealnich podminek separace byla proméfovana smés standardd cis a trans
izomert C18:1 a smés standardii 37 methylesterd MK, ktera obsahovala i mnozstvi cis a trans
izomert nenasycenych MK. Byla provedena optimalizace teplotniho gradientu GC, pii které
byl jako nejvhodnéjsi vybran teplotni program s gradientem teploty od 80 do 235 °C a celkovym

¢asem separace 36 min pii pritoku 1,5 ml/min.

Byla tedy provedena caste¢na validace, pfi které byla zjiSténa opakovatelnost a mezilehla
pfesnost metody. Validace zahrnovala zpracovani vzorku, esterifikaci tak vlastni GC-MS
analyzu. Validaci bylo zji§téno, ze opakovatelnost i mezilehla pfesnost metody vychazi nejlépe,
pokud jsou vypocteny z procentudlniho zastoupeni MK ve vzorcich. RSD v ramci jednoho dne
i vice dni vypoctené z procentualniho zastoupeni majoritnich MK ve vzorku vychazela cca do
5 %, u minoritnich MK do cca 14 %. Tyto odchylky byly pfijatelné z hlediska slozitosti ptipravy

vzorkll a nasledné analyzy.

Pro analyzu bylo vybrdno devét vzorkd rostlinnych olejli (rakytnikovy, Inény, kokosovy,
slune¢nicovy, fepkovy, Inickovy a tfi druhy olivovych olejli) a ¢tyficet osm vzorkl krevnich
sér, rozdélenych do Ctyt skupin, podle zdravotniho stavu déarch (zdravi, s ptiznaky, nemocni,
nemoc pordé€lali). MK obsazené ve vzorcich byly pfevedeny na methylestery esterifikaci,

za pusobeni methanolatu sodného pfi zvysené teplote.

Lipidy krevniho séra bylo nutné jesté pred samotnou esterifikaci izolovat ze vzorku, pficemz
zpiisob zpracovani vzorkil byl rovnéz optimalizovan. Lipidy je moZné ze vzorku extrahovat
Folchovou metodou ¢i proteinovou precipitaci. Porovnanim obou téchto metod byla nakonec

zvolena proteinova precipitace z ditvodu niZsi spotfeby chemikalii a mens$i ¢asové naro€nosti.

Dale bylo tfeba optimalizovat davkovani vzorkl, aby bylo moZné piky latek integrovat

a spolehlivé identifikovat. Pro vzorky oleji byl idedlni objem davkovaného vzorku 1,5 pl
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a splitovaci pomér 10:1, pro vzorky krevniho séra byla optimalni kombinace davkovani 4 ul

a splitu 15:1.

Vzorky oleji mély riizné slozeni. Ve vzorku rakytnikového a slune¢nicového oleje prevazovala
kyselina linolova, ve vzorku Inéného oleje a-linolenova, v kokosovém oleji undekanova a ve
vzorcich olivovych olejii a fepkového oleje pievazovala kyselina olejova. V olejich se obecné
vyskytovaly nasycené MK s kratkym i dlouhym fetézcem a nenasycené mastné Kyseliny v
konformaci cis. Trans izomery nebyly pfitomny az na malé mnozstvi kyseliny elaidové ve
vzorku oleje vyrobeného z pokrutin. VétSina analyzovanych vzorkii obsahovala prevazné
nenasycené MK az na kokosovy olej, ve kterém nasycené MK pievazuji az o 90 % nad
nenasycenymi. Kokosovy olej je diky svému slozeni, velmi vhodny pro smazeni, protoze
s nadbytkem nasycenych MK ma vysokou oxidacni stabilitu. Ke smaZeni je rovnéz vhodny

slune¢nicovy olej se zvySenym obsahem kyseliny olejové.

®3 a w6 MK by mély byt konzumovany v poméru 1:1 az 1:4 [76, 77]. Doporu¢enému pomeéru
nejlépe vyhovoval fepkovy a Ini¢kovy olej. Pravidelna konzumace téchto oleji obsahujici 3
a o6 ve spravném poméru tedy muize byt z vyzivového hlediska prospésna. ®9 MK se
vyskytovaly v kazdém vzorku. Ackoli ®9 MK nejsou esencidlni, maji pozitivni G€inky na

organismus, které mohou slouZit jako prevence rtiznych zdravotnich problémii.

Analyzou vzorkd krevniho séra bylo zjisténo, Ze ve sloZzeni mély vétSinové zastoupeni kyselina
olejova, linolov4, palmitova a stearova Z trans izomert byla v krevni plazmé pfitomna kyselina
elaidova. Vyskytovaly se zde i rozvétvené MK jako byla kyselina 14-methyl pentadekanova,
14-methyl hexadekanova a 16-methyl heptadekanova.

Statistickou analyzou dat vzorki krevniho séra bylo zjisténo, ze pii porovnani skupin vzorkd
zdravych a nemocnych maji nemocni oproti zdravym lidem vySSi obsah kyseliny
dokosahexaenové a dokosapentaenové a niz$i obsah kyseliny a-linolenové a elaidové.
Nejvyznaméjsi rozdil byl v obsahu kyseliny dokosahexaenové, rozdil medidnt a pramért
procentualniho zastoupeni zdravych a nemocnych byl ptiblizné 0,8 %. Vzorky krevniho séra
piezivsich oproti nemocnym mély ve sloZzeni vyssi obsah kyseliny palmitoolejovoé a nizsi
obsah Kkyseliny 14-methyl pentadekanovoé. Rozdil mediani procentualniho zastoupeni

kyseliny palmitoolejove byl az 1,17.%.

Z uvedenych infromaci vyplyva, ze by se hypoteticky mohlo slozeni krevni plazmy liSit na
zaklade¢ zdravotniho stavu darct obsahem nékterych MK. Pro potvrzeni konkrétni hypotézy by

bylo potieba provést dalsi experimenty na mnohem vét§im mnozstvim vzorki.
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Ptiloha 1 Slozeni 37 Component FAME mix a koncentrace jednotlivych methylestert

. . Koncentrace
Methylester mastné Kyseliny Vzorec [ul/ml]
Maiselna C4:0 400
Kapronova C6:0 400
Kaprylova C8:0 400
Kaprinova C10:0 400
Undekanova C11:0 200
Laurova C12:0 400
Tridecylova C13:.0 200
Myristova C14:0 400
Myristoolejova Cl4:1 200
Pentadecylova C15:0 200
Cis-10 pentadecylova C15:1 cis A% 200
Palmitova C16:0 600
Palmitoolejova C16:1 cis A® 200
Heptadecylova C17:0 200
Cis-10 heptadecylova C17:1 cis A 200
Stearova C18:0 400
Elaidova C18:1 trans A° 200
Olejova C18:1 cis A° 400
Linoelaidova C18:2 trans A%*? 200
Linolova C18:2 cis A%1? 200
y-Linolenova C18:3 cis A®912 200
a-Linolenova C18:3 cis A%1?15 200
Arachidonova C20:0 400
Cis-11-Ikosanova C20:1 cis At 200
Heneikosanova C21:0 200
Cis-11,14-Tkosadienova C20:2 cis AM14 200
Cis-8,11,14-Ikosatrienova C20:3 cis A®1L14 200
Cis-5,8,11,14-Ikosatetraenova C20:4 cis A>®1114 200
Cis-11,14,17-Ikosatrienova C20:3 cis AML1417 200
Behenova C22:0 400
Erukova C22:1 cis A® 200
Cis-5,8,11,14,17- Eikosapentaenové C20:5 cis A>&11.1417 200
Trikosanova C23:.0 400
Cis-13,16-dokosadienova C22:2 cis A316 400
Lignocerova C24:0 400
Nervonova C24:1 cis A°® 400
Cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenova C22:6 cis A*710.13.16.19 400




Ptiloha 2 Vzorky oleji, jejich vyrobei, zemé piivodu a data expirace

L Druh oleje Charakteristika Vyrobce Zoeme Da_tum
vzorku pivodu expirace
Rakytnikovy Olej s vitaminem E, Jifi Panticek — Topvet Ceska
o1 ytnikovy ziskané z plodi pVet, 4 1 12.10.2013
olej . Vodova 40, Brno republika
rakytniku
Lnény olej Bio olej, lisovany za P. Brindle GmbH,
02 Voo e Robert Bosch 10, Némecko |  6/2020
o kvaiite Empfingen, Némecko
Kokosovy olej Bio panensky olej Massimoti s.r.l., Via
03 OSOVY 07¢) | B0 panensky ocl. | pgtior Anton Mayr 17, | Italie | 12.6.2021
v bio kvalite lisovany za studena (1
Terlano, Italie
Repkovy olej | Bio olej, lisovany za Olmiihle Lehen GmbH,
04 provy o VJ ), y Gutenbergstrasse 16, Némecko 8.1.2021
Vv bio kvalité studena y
Lehen, Némecko
., Olej ziskany .
o5 | Olivovyolejz | ovénim pokruti | S1anasp.2.0.0, Nowa | 500 0 | 5035919
pokrutin . ) 23, Piaseczno, Polsko
n a pfimo z oliv
Extra Vybérovy olej
06 panensky | Ziskany pfimo zoliv, |- CHO Company Sfax, | i | 282019
AR prvni lisovani za Mahdia Road, Tunisko
olivovy olej
studena
a?c(g:k’ Zisk\; z]?er;i\goozleé“v Mercaoleo S.L., Ctra. de |
o7 panens<y y primo 2OV, 1 cordoba, Antequera, | Spanélsko | 13.7.2020
olivovy olej prvni lisovani za Spanclsko
Vv bio kvalité studena P
Slunecnicovy Tesco PLC, Welwyn
08 olei y Rafinovany jedly olej | Garden, Hertfordshire, | Mad’arsko | 16.7.2021
] Anglie
Olei ze Inick L:(];)];);it,oglls. Slovenska technicka
09 J eRY vy Y ,J’ univerzita, Bratislava, | Slovensko | Neuvedeno
seté degumovany,
. , Slovensko
nedeodorizovany
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Priloha 3 Poradi pikd, retencni ¢asy a odezvové faktory proméfenych standardd MK

Poradi Retenéni Odezvovy
. Vzorec 9 .
piku ¢as [min] faktor

1 C8:0 8,09 1,58
2 C10:0 10,11 1,28
3 C11:0 11,30 1,19
4 C12:0 12,60 1,11
5 C13:0 14,05 1,07
6 C14:0 15,63 0,98
7 Cl4:1 16,56 1,06
8 C15:.0 17,36 0,98
9 C15:1 cis A0 18,36 1,01
10 C16:0 19,18 0,93
11 C16:1 cis A° 20,01 1,00
12 C17:0 21,08 0,92
13 C17:1 cis AY° 21,95 0,96
14 C17:0 16-methyl 22,01 -
15 C17:0 15-methyl 22,49 -
16 C18:0 23,03 0,87
17 C18:1 trans A® 23,39 -
18 C18:1 trans A° 23,47 0,90
19 C18:1 trans A! 23,577 -
20 C18:1 cis A® 23,68 -
21 C18:1 cis A® 23,76 0,87
22 C18:1 cis A™ 23,94 -
23 C18:2 trans A%*? 24,31 0,97
24 C18:2 cis A*12 25,03 0,94
25 C19:1 cis A0 25,76 -
26 C18:3 cis A512 25,87 0,98
27 C18:3 cis A%1215 26,58 1,00
28 C20:0 26,95 0,82
29 C20:1 cis A™ 27,71 0,88
30 C21:0 28,87 0,88
31 C20:2 cis A1 28,99 0,84
32 C20:3 cis A®1L14 29,83 0,94
33 C20:4 cis AS811.14 30,39 0,93
34 C20:3 cis A4 30,52 0,86
35 C22:0 30,76 0,77
36 C22:1 cis A®® 31,53 0,84
37 C20:5 cis A>8111417 31,94 0,90
38 C23:0 32,59 1,61
39 C22:2 cis A1316 32,80 1,47
40 C24:0 34,40 0,64
41 C24:1cisA°® 35,17 1,41
42 C22:6 cis A*+710.1316,19 36,32 1,76
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Ptiloha 4 Plochy piki, praimérné plochy pikd, SD a RSD majoritnich MK v testovacim vzorku pfi opakovaném méteni

Plocha piki
. . 1 cic A9 9 ric A912 -Q ~ic A81L14 -/ (i A5811,14 C22:6 cis
C16:0 C18:0 C18:1cisA C18:2 cis A* C20:3 cis A®+ C20:4 cis A>°*% A47.1013,1619
Den 1-1 83577773 35950 527 80 976 042 101 650 530 9 006 308 38846 721 8509 734
Den 1-2 81 119 760 34 362 079 78 336 948 99 493 941 8 690 534 37720 646 8347 313
Den 1-3 90101414 38 375 108 86 004 031 109 120 588 9688 375 41 746 084 9319478
Primér 84 932 982 36 229 238 81 772 340 103421686 9128406 39437817 8725508
SD 4 641 656 2 020980 3895075 5051814 510002 2076796 520764
RSD [%] 55 5,6 4,8 4,9 5,6 53 6,0
Den 2-1 77 430 961 27 575 457 60 470 530 89 476 496 7 687 813 33717 799 7 687 813
Den 2-2 70 890 905 24 981 668 58 020 486 77 606 958 7061 423 30 952 402 7075 147
Den 2-3 75733435 25916 677 54 768 297 73393 093 6 876 206 29 837 398 7127028
Pramér 74685100 26157934 57753104 80158849 7208481 31502533 7296663
SD 3393720 1313617 2860504 8339849 425319 1997839 339738
RSD [%] 4,5 5,0 5,0 10,4 5,9 6,3 4,7
Den 3-1 | 101 654 964 43 520 264 94 403 313 118 960 311 11 589 140 46 370 643 11 421 893
Den 3-2 | 102557 401 43 332 742 96 591 196 120 317 715 10 850 784 45 445 834 10 744 866
Den 3-3 | 104991 288 46 519 963 95 356 552 121 153 081 10 829 750 44 969 705 10 781 895
Pramér 103067884 44457656 95450354 120143702 11089891 45595394 10982885
SD 1725749 1788470 1096953 1106693 432490 712343 380643
RSD [%] 1,7 4,0 11 0,9 3,9 1,6 3,5
Vyhodnoceni ze vSech dnti (n=9)
Primér 87 561 989 35614 943 78 325 266 101 241 413 9142 259 38 845 248 9001 685
SD 12 804 087 8078018 16 711 557 18 069 903 1726 810 6 296 001 1 650 326
RSD [%] 14,6 22,7 21,3 17,9 18,9 16,2 18,3
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Piiloha 5 Poméry ploch pik majoritnich MK vztazené na plochu IS, jejich praméry, SD a RSD vypoctené z pti opakovaném méfeni v testovacim vzorku

Plocha pikii vztaZzena na plochu IS

C16:0 C18:0 C18:1 cis A? CI8:2cis A2 C20:3cis AML  C20:4 cis ASE1114 N it
Den 1-1 5,734 2,466 5,555 6,974 0,618 2,665 0,584
Den 1-2 5,708 2418 5,512 7,001 0,612 2,654 0,587
Den 1-3 6,837 2912 6,526 8,280 0,735 3,168 0,707
Primer 6,093 2599 5,864 7,418 0,655 2,829 0,626
SD 0,644 0,272 0,573 0,746 0,070 0,203 0,070
RSD [%] 10,6 10,5 9,8 10,1 10,6 10,4 11,2
Den 2-1 6,574 2341 5,134 7,597 0,653 2.863 0,653
Den 2-2 6,502 2323 5,395 7,216 0,657 2878 0,658
Den 2-3 7,156 2449 5,175 6,935 0,650 2,819 0,673
Primér 6,774 2371 5,235 7,249 0,653 2,853 0,661
SD 0,331 0,068 0,140 0,332 0,003 0,030 0,011
RSD [%] 4,9 29 27 46 0,5 11 16
Den 3-1 5,190 2222 4,820 6,074 0,502 2.368 0,583
Den 3-2 5,501 2324 5,181 6,453 0,582 2438 0,576
Den 3-3 5,547 2458 5,038 6,401 0,572 2376 0,570
Primér 5,413 2335 5,013 6,309 0,582 2304 0,576
SD 0,194 0,118 0,182 0,206 0,010 0,038 0,007
RSD [%] 36 5,1 36 33 17 16 12
Vyhodnoceni ze vSech dnti (n=9)
Pramer 6,09 243 5.37 6,99 0,63 2,69 0,62
SD 0.7 0,2 0,49 0,67 0,05 0,27 0,05
RSD[%]| 115 8,1 9.2 95 8 10 83
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Piiloha 6 Procentualniho zastoupeni majoritnich MK v testovacim vzorku, jejich praméry, SD a RSD vypoétené z pii opakovaném méieni

Procentualni zastoupeni

C16:0 C18:0 C18:1 cis A° Clg:2cis A2 C20:3cisA®  Coodcisasens  CHEOCS
Den 1-1 20,37 876 19,74 24,78 2,20 9,47 2,07
Den 1-2 20,36 8,62 19,66 24,97 2,18 9,47 2,00
Den 1-3 20,55 875 19,62 24,89 221 9,52 213
Pramer 20,72 8,40 18,92 24,35 221 9,36 217
SD 0,11 0,08 0,06 0,09 0,01 0,03 0,03
RSD [%] 05 0,9 03 04 07 03 12
Den 2-1 20,80 7,05 17,86 24,04 217 9.33 217
Den 2-2 21,06 7,82 18,28 24,45 2,23 9,65 223
Den 2-3 21,51 777 17,87 23,95 224 9,41 223
Promer 21,12 7,85 18,00 24,15 221 9,46 221
SD 0,36 0,09 0,24 0,27 0,04 0,17 0,04
RSD [%] 17 11 13 11 17 18 17
Den 3-1 20,46 876 19,00 23,94 233 9.33 230
Den 3-2 20,56 8,69 19,36 24,12 217 9,11 2,15
Den 3-3 20,84 851 18,93 24,05 2,15 8,03 214
Pramer 20,62 8,65 19,10 24,04 2,22 9,12 2,20
SD 0,20 0,13 0,23 0,09 0,10 0,20 0,09
RSD [%] 1,0 15 12 0.4 45 22 4,0
Vyhodnoceni ze v§ech dnti (n=9)

Pramer 20,72 8,40 18,92 24,35 221 9,36 217
SD 0,38 0,43 0,75 0,42 0,05 0,22 0,07
RSD [%] 18 5.1 4 2 25 24 33
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Ptiloha 7 Hodnoty primért, SD a RSD vypoctené z ploch pikli minoritnich MK v testovacim vzorku pfi opakovaném méreni

Plochy piki
C15:0 C15:014 C16:014  Ci7:lcis C18:1 trans C20:1 cis C20:2cis  C20:3cis  C20:3cis C20:4 cis
: methyl methyl Al0 A9 AlL AlL14 A5 8,11 A5/ 11,14 AB111417
Den1-1 | 720066 178498 405330 592 350 326 078 873044 926 307 692 165 675 704 434 191
Den1-2 | 714989 181919 417803 594 637 276 167 779 308 896 527 678 191 657 187 434 519
Den1-3 | 796917 203470 485103 673 458 295 545 916 931 1014 799 785 364 733086 510 558
Pramér | 743991 187962 436 079 620 148 299 263 856 428 945 878 718 573 688 659 459 756
SD 45906 13539 42912 46 182 25162 70 300 61517 58 263 39573 43 996
RSD [%] 6,2 7,2 9,8 74 8,4 8,2 6,5 8,1 5,7 9,6
Den2-1 | 812259 229029 420010 498 161 234 705 758 740 952 966 680 619 648 133 400 532
Den2-2 | 787188 208842 389512 453 135 237092 752 747 896 573 640 145 576 140 425 189
Den2-3 | 785661 208487 390563 472 916 211 522 691 790 880 626 566 441 581 210 397 090
Pramér | 795036 215453 400 028 474 737 227773 734 426 910 055 629 068 601 828 407 604
SD 14935 11759 17 312 22 568 14124 37 045 38008 57 889 40 182 15 326
RSD [%] 1,9 55 43 4,8 6,2 5,0 4,2 9,2 6,7 3,8
Den3-1 | 935091 279125 613 372 785772 430 570 1 345 665 1425915 915 233 942 557 711724
Den 3-2 | 959600 246 260 611812 770 611 377 754 1298 608 1461049 1045250 1042906 633 256
Den 3-3 | 978492 293679 634 125 767 126 406 585 1319 744 1420 937 987 718 977 740 666 336
Primér | 957728 273022 619 770 774503 404 970 1321339 1435 967 982 734 987 734 670 439
SD 21761 24292 12 457 9913 26 445 23569 21 864 65 152 50916 39 395
RSD [%] | Den3 2,3 8,9 2,0 1,3 6,5 18 15 6,6 5,2
Hodnoty vypoc¢tené ze vSech dnu (n=9)
Pramér | 832251 225479 485292 623130 310669 970731 1097300 776792 759407 512599
SD 100228 40510 104834 132434 79646 271393 257262 167650 179393 124315
RSD [%] 12,0 18,0 21,6 21,3 25,6 28,0 23,4 21,6 23,6 24,3
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Priloha 8 Hodnoty primérti, SD a RSD vypoctené z ploch pikti minortinich MK vztazené na IS pfi opakovaném méfeni

Plochy pikii vztazené na plochu IS

. C15:014 C16:014 Ci17:1cis Ci18:1trans (C20:1cis C20:2 cis C20:3 cis C20:3 cis C20:4 cis
0150 methyl methyl AlO A9 All All’14 AS, 8,11 AS, 11,14 A8,11,14,17
Den 1-1 0,049 0,012 0,028 0,041 0,022 0,060 0,064 0,047 0,046 0,030
Den 1-2 0,050 0,013 0,029 0,042 0,019 0,055 0,063 0,048 0,046 0,031
Den 1-3 0,060 0,015 0,037 0,051 0,022 0,070 0,077 0,060 0,056 0,039
Pramér 0,0534 0,0135 0,0313 0,0445 0,0214 0,0614 0,0679 0,0516 0,0494 0,0330
SD 0,0061 0,0017 0,0048 0,0057 0,0017 0,0075 0,0079 0,0069 0,0054 0,0050
RSD [%] 11,5 12,6 15,3 12,9 8,0 12,2 11,6 13,4 10,9 15,0
Den 2-1 0,069 0,019 0,036 0,042 0,020 0,064 0,081 0,058 0,055 0,034
Den 2-2 0,073 0,019 0,036 0,042 0,022 0,070 0,083 0,060 0,054 0,040
Den 2-3 0,074 0,020 0,037 0,045 0,020 0,065 0,083 0,054 0,055 0,038
Pramér 0,0721 0,0195 0,0363 0,0430 0,0207 0,0666 0,0825 0,0569 0,0545 0,0370
SD 0,0028 0,0002 0,0006 0,0014 0,0012 0,0030 0,0014 0,0031 0,0008 0,0028
RSD [%] 3,9 0,8 1,7 3,3 5,8 4,5 1,7 5,4 1,5 7,6
Den 3-1 0,048 0,014 0,031 0,040 0,022 0,069 0,073 0,047 0,048 0,036
Den 3-2 0,051 0,013 0,033 0,041 0,020 0,070 0,078 0,056 0,056 0,034
Den 3-3 0,052 0,016 0,034 0,041 0,021 0,070 0,075 0,052 0,052 0,035
Primér 0,0503 0,0143 0,0325 0,0407 0,0212 0,0694 0,0754 0,0517 0,0519 0,0352
SD 0,0022 0,0012 0,0011 0,0006 0,0009 0,0006 0,0028 0,0047 0,0039 0,0012
RSD [%] 4.4 8,1 3,4 1,5 4,2 0,8 3,7 9,1 75 3,4
Hodnoty vypoétené ze vSech dnti (n=9)
Primér 0,059 0,016 0,033 0,043 0,021 0,066 0,075 0,053 0,052 0,035
SD 0,011 0,003 0,003 0,003 0,001 0,005 0,008 0,005 0,004 0,003
RSD [%] 18,5 19,1 10 8,0 5,6 8,1 10,1 9,7 7,7 9,6




Ptiloha 9 Hodnoty prumeért, SD a RSD vypoctené z procentualniho zastoupeni minoritnich MK v testovacim vzorku pfi opakovaném méfeni

Procentudlni zastoupeni

C15:0 C15:014 C16:014 Ci7:1cis C18:1 C20:1 cis C20:2 cis C20:3cis  C20:3cis C20:4 cis
: methy| methyl Al0 trans A° AlL AlL14 A5/ 8,11 A5 11,14 ABI1114.17
Den 1-1 0,186 0,046 0,099 0,144 0,079 0,213 0,226 0,169 0,165 0,126
Den 1-2 0,189 0,046 0,105 0,149 0,067 0,196 0,225 0,170 0,165 0,136
Den 1-3 0,182 0,046 0,111 0,154 0,067 0,209 0,231 0,179 0,167 0,136
Pramér 0,205 0,052 0,117 0,147 0,070 0,217 0,255 0,190 0,181 0,134
SD [%] 0,034 0,011 0,017 0,006 0,005 0,026 0,047 0,027 0,026 0,003
RSD [%] 16,5 20,4 14,3 4,4 7,3 12,2 18,4 14,3 14,2 2,6
Den 2-1 0,244 0,064 0,136 0,162 0,076 0,247 0,310 0,221 0,211 0,130
Den 2-2 0,206 0,061 0,127 0,147 0,077 0,245 0,291 0,208 0,187 0,138
Den 2-3 0,205 0,061 0,127 0,154 0,069 0,225 0,286 0,184 0,189 0,129
Pramér 0,200 0,059 0,126 0,154 0,077 0,247 0,288 0,192 0,189 0,144
SD [%] 0,010 0,003 0,002 0,005 0,009 0,023 0,003 0,014 0,001 0,018
RSD [%] 5,0 4,5 15 3,6 11,6 9,4 1,0 7,2 0,7 12,4
Den 3-1 0,188 0,056 0,123 0,158 0,087 0,271 0,287 0,184 0,190 0,163
Den 3-1 0,192 0,049 0,123 0,154 0,082 0,260 0,293 0,210 0,209 0,167
Den 3-2 0,196 0,059 0,127 0,154 0,081 0,264 0,284 0,198 0,196 0,153
Primér 0,196 0,054 0,123 0,155 0,080 0,254 0,283 0,200 0,197 0,154
SD [%] 0,003 0,005 0,004 0,001 0,003 0,015 0,011 0,009 0,011 0,012
RSD [%] 1,6 8,7 3,0 0,5 3,9 59 4,0 4,6 58 8,1
Hodnoty vypoctené ze vSech dnu (n=9)
Pramér 0,20 0,05 0,12 0,15 0,08 0,24 0,27 0,19 0,19 0,14
SD 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02
RSD [%0] 9,5 13,8 10,2 35 9,2 11,4 12,2 9,7 9,5 10,8

95




Plocha

1,6E+6

Ptiloha 10 Priméry a SD vypoc¢tené z ploch piki minoritnich MK ve vzorku (3 dny, 3 opakovani)

mDenl
H Den2

= Den3

1,4E+6

1,2E+6

1,0E+6

8,0E+5

6,0E45

4,0E+5

2,0E+5

0,0E+0

RSD (%)

C15:0 C15:014 (C16:014 Cl17:1cis C18:1trans C20:1cis C20:2cis C20:3cis C20:3cis C20:4cis
methyl methyl Al0 A9 A1l A11,14 A5, 8,11 A5, 11,14 A8,11,14,17

Piiloha 11 RSD vypoctené z ploch piki minoritnich MK ve vzorku (n=9, 3 dny, 3 opakovani)

iy

C15:0 C15:0 14 C16:0 14 Cl17:1cis C18:1trans C20:1cis C20:2 cis C€20:3 cis A5,C20:3 cis A5, C20:4 cis
methyl methyl A10 A9 A11 011,14 8,11 11,14  A8,11,14,17

30

25

2

o

1

(%]

1

o

(%]

0
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Priloha 12 Priméry a SD vypoctené z ploch piki minoritnich MK piepocitanych k IS (3 dny, 3 opakovani)
0,09
mDenl

0,08 m Den 2

» Den3
0,07

Plocha/plocha,
2 = 2
g & R

o
o
w

=]
o
(=]

0,01

C15:0 C15:014 C16:014 Cl7:1cis Cl8:1trans C20:1cis C20:2cis C20:3cis C20:3cis C20:4cis
methyl methyl A10 A9 A1l 711,14 A5, 8,11 A5,11,14 A8,11,14,17

Piiloha 13 RSD vypoctené z ploch pikli minoritnich MK pfepocitanych K IS (n=9, 3 dny, 3 opakovani)

25

20

1:H|I|I||I[

C15:0 C15:014 Cl6:014 (C17:1cis C18:1trans C20:1cis C20:2 cis C20:3 cis A5,C20:3 cis A5, C20:4 cis
methyl methyl A10 A9 A1l A11,14 8,11 11,14  A8,11,14,17

(%]
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Ptiloha 14 Priméry a SD vypoctené z procentualniho zastoupeni minoritnich MK (3 dny, 3 opakovani)

0,35
mDenl
m Den 2
0,3
mDen3

0,25
0,2

0,15

% 2z celkové plochy

0,1

0,05

C15:.0 C15:014 C16:014 C17:1cis C18:1trans C20:1cis C20:2cis C20:3cis A5,C20:3cis AS, C20:4cis
methyl methyl A10 A9 Al1 Al11,14 8,11 11,14  A8,11,14,17

Ptiloha 15 RSD vypoétené z procentualniho zastoupeni pikdt minoritnich MK ve vzorku (n=9, 3 dny, 3
opakovani)

1IN

C15:0 C15:014 C16:014 Cl17:1cis Cl8:1trans C20:1cis C20:2cis (C20:3 cis A5,C20:3 cis A5, C20:4 cis
methyl methyl A10 A9 A1l A11,14 8,11 11,14  A8,11,14,17

16

14

12

1

RSD (%)
o [} o

~

LS}
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Ptiloha 16 Chromatogram Inéného oleje

1,E+7 A C18:1cis A® C18:3 cis A%12.15
C17:01S
C18:2¢is A %12
&«
8,846 1 C16:0
6,E+6 -
Q
g C18:0
[i+]
o
5
-g C18:1cis A1
4,E+6 C16:1cis A°
2,E+6 - / C20:1cis A
0,E+0 i T r \ B\JL—_JL A e T
7.5 12,5 17,5 22,5 27,5 32,5
t (min)
Pfiloha 17 Chromatogram kokosového oleje
1E+7 1C8:0 c11:0 C14:0 Cle6:0
C17:01S
C10:0
8E+6
C18:1cis A®
6E+6 A
Q
o
c
[i+]
-
c
=
=
< C18:0
AE+6
2E+6 A
C18:2cis A 912
OE+0 L—L LLLM[ r
7.5 12,5 17,5 22,5 27,5 32,5
t (min)
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Ptiloha 18 Chromatogram fepkového oleje

1E+7

C18:2cis A%12

C17:018
C18:1cis A®
8E+6 4
C18:1cis A™
C18:3 cis AS1215
6E+6 4
(1]
(=]
c
o C17:1cis AY
c
=
£
< AE+6
+6 .
Cl6:0 €20:0
C20:1cis A1
2E+6 4
C18:0 czlz:o
OE+0 - r ' i l+ - JLTL—— A
7,5 12,5 17,5 22,5 27,5 32,5
t (min)
Piiloha 19 Chromatogram olivového oleje z pokrutin
1E+7 + C16:0 C18:2cis A 912
C17:01s
8E+6 1 C18:1cis A1
[18:1cis A
. 9
6E+6 - Cl8:1trans A
Q
[%)
c
m
o
5
-g C17:1cis A /
4E+6 A C18:3 cis A%12.15
c18:0
Cl6:1cis &°
C20:0
IE46 A C20:1cis AlL
C22:0
i l
S I U B\ LW | A
7,5 12,5 17,5 22,5 27,5 32,5
t (min)
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Ptiloha 20 Chromatogram panenského olivového oleje

1E+7 1 c16:0 c17:01s | C18icisa?
-—
\ / «— C18:2 cis A%12
8E+6
C18:1cis A1
6E+6 C17:1cis A'°
(1]
(¥}
c
[i-]
-]
c
=
'e?; Cl16:1cis A® / C18:3 cis A%12.15
4E+6
€20:0
C20:1cis ALY
\ C18:0
2E46 1 c22:0
\ |
OF+0 T — L T k Rt Lr .ll-.' iy
75 12,5 17,5 22,5 27,5 32,5
t (min)
Ptiloha 21 Chromatogram panenského olivového oleje v bio kvalité
1E+7 4 C16:0 C17:01S | C18:1cis A°
8E+6 -
C18:1cis A1
6E+6 -
(1]
£ C17:1cis A1
8 ' C18:2 cis A>12
s
=
<T
AE+6 -
Cl6:1cis A® C18:3 cis A%12.15
C18:0 .
C20:1cis A1Y
2E+6 A C20:0
C22:0
0E+0 r . \ 'l L—‘—.— r—rl b L
7.5 12,5 17,5 22,5 27,5 32,5
t (min)
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Piiloha 22 Chromatogram sluneénicového oleje

_ 1 cis A?
1E+7 C18:1cis A C18:2 cis A%12
c17:01s /
Cl6:0
8E+6 -+
C18:1cis A™
6E+6 4
(1]
(=]
c
(2]
-
c
2 .
E C16:1 cis A° c18:0
4E+6 A
2E+6 1 C20:0 (C20:1cis A1
C24:0
C22:0 \
0E+0 'L‘-lk-—
7,5 12,5 17,5 22,5 27,5 32,5
t (min)
Ptiloha 23 Chromatogram oleje ze Inic¢ky seté
1E+7 - C18:1cis &? C18:2cis A 12
T < — .3 eic A 9,12,15
«—]— C18:3 cis A 1%
C17:01S &— C20:1cis A
SE+6 - C16:0 C18:1cis AL
C20:0
6E+6 C22:0
3
£ C22:1cis AV
T C20:3 cis A1LI4fT7
=
e}
< .
AE+6 A C20:2 cis A1
C18:0
J, C24:1cis A®
2E+6 A l
OE+0 —r L,.._,_.b_L
7,5 12,5 17,5 325
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Piiloha 24 Tabulka reten¢nich ¢ast a procentualniho zastoupeni MK rakytnikového oleje (O1)

v s Retencni ¢as , Procenta
Poradi piku MK [min] Plocha piku zastoupent [%6]
1 C16:0 19,26 47 395 448 13,3
2 C16:1 cis A° 20,08 2992 774 0,8
3 C18:0 23,11 17 518 999 49
4 C18:1 cis A® 23,87 94 820 854 26,7
5 C18:1 cis At 24,01 8 487 525 2,4
6 C18:2 cis A%*? 25,18 158 462 549 44,6
7 C18:3 cis A%%12 26,07 857 003 0,2
8 C18:3 cis A%1215 26,63 19 785 143 5,6
9 C20:0 27,01 1773764 0,5
10 C20:1 cis At 27,77 787 209 0,2
11 C22:0 30,81 1821 046 0,5
12 C24:1 cis A® 35,17 592 899 0,2

Ptiloha 25 Tabulka retenénich ¢ast a procentualniho zastoupeni MK Inéného oleje (02)

. s Retencni ¢as , Procenta
Poradi piku MK [min] Plocha piku zastoupeni [%]
1 C16:0 19,23 25 370 257 6,2
2 C16:1 cis A° 20,07 237 918 0,1
3 C18:0 23,09 19 845571 48
4 C18:1 cis A® 23,84 87 200 756 21,3
5 C18:1 cis At 23,99 4762 758 1,2
6 C18:2 cis A%*? 25,10 62 245 805 15,2
7 c18:3 cis A%1215 26,71 209 861 007 51,2
8 C20:1 cis At 27,76 419 136 0,1

Piiloha 26 Tabulka reten¢nich ¢ast a procentualniho zastoupeni MK kokosového oleje (O3)

v oz Retencni ¢as , Procenta
Poradi piku MK [min] Plocha piku zastoupeni [%]
1 C8:0 8,13 24 191 197 7,4
2 C10:0 10,16 20 451 864 6,3
3 C11:0 12,68 130 258 914 39,9
4 C14:0 15,71 71502 179 21,9
5 C16:0 19,25 35417 108 10,8
6 C18:0 23,09 14 197 497 43
7 C18:1 cis A® 23,83 26 105 340 8,0
8 C18:2 cis A%12 25,09 4 445 360 14
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Piiloha 27 Tabulka reten¢nich ¢ast a procentualniho zastoupeni MK fepkového oleje (04)

v s Retencni ¢as , Procenta
Poradi piku MK [min] Plocha piku zastoupeni [%6]
1 C16:0 19,24 11 920 403 4.8
2 C17:1 cis A 21,95 87 195 0,04
3 C18:0 23,11 4 385 207 1,8
4 C18:1 cis A® 23,90 143 106 852 58,1
5 C18:1 cis At 24,02 10 582 975 43
6 C18:2 cis A%*? 25,11 49 568 816 20,1
7 C18:3 cis A®%12 26,63 22 456 436 9,1
8 C20:0 27,01 1268 392 0,5
9 C20:1 cis At 27,76 2 666 354 11
10 C22:0 30,81 371952 0,2

Ptiloha 28 Tabulka reten¢nich ¢asl a procentualniho zastoupeni MK olivového oleje z pokrutin (O5)

v 3o Retencni ¢as , Procenta
Poradi piku MK [min] Plocha piku zastoupeni [%]
1 C16:0 19,26 51 709 709 13,4
2 C16:1 cis A® 20,08 3173 350 0,8
3 C17:1 cis A0 21,94 256 897 0,1
4 C18:0 23,13 13 808 601 3,6
5 C18:1 trans A° 23,57 1029178 0,3
6 C18:1 cis A® 23,96 256 684 712 66,6
7 C18:1 cis A 24,04 14 078 816 3,7
8 C18:2 cis A%1? 25,11 37 688 307 9,8
9 C18:3 cis A%1215 26,64 2724 401 0,7
10 C20:0 27,00 2178571 0,6
11 C20:1 cis A 27,76 1284 486 0,3
12 C22:0 30,82 639 208 0,2
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Piiloha 29 Tabulka reten¢nich ¢ast a procentudlniho zastoupeni MK panenského olivového oleje (O6)

v s Retencni ¢as , Procenta
Por‘adi piku MK [min] Plocha piku zastoupeni [%6]
1 C16:0 19,26 56 126 067 17,3
2 C16:1 cis A° 20,07 6 613 058 2,0
3 C17:1 cis A 21,94 288 268 0,1
4 C18:0 23,12 8613179 2,7
5 C18:1 cis A® 23,92 181 919 993 56,0
6 C18:1 cis At 24,03 14 517 294 45
7 C18:2 cis A%1? 25,12 52 369 461 16,1
8 C18:3 cis A%1215 26,64 2 045 825 0,6
9 C20:0 27,01 1302 038 0,4
10 C20:1 cis At 27,77 595 931 0,2
11 C22:0 30,81 185 967 0,1

Pfiloha 30 Tabulka reten¢nich ¢ast a procentualniho zastoupeni MK panenského olivového oleje v bio kvalité

(O7)
v s Retenéni ¢as , Procenta
Poradi piku MK [min] Plocha piku e —o
1 C16:0 19,25 38 901 257 12,7
2 C16:1 cis A® 20,07 2 313 697 0,8
3 C17:1 cis A 21,94 440 972 0,1
4 C18:0 23,12 11 098 995 3,6
5 C18:1 cis A® 23,94 220574 410 71,8
6 C18:1 cis At 24,03 10 536 309 34
7 C18:2 cis A%*? 25,10 19 107 753 6,2
8 C18:3 cis A%1215 26,64 2 115063 0,7
9 C20:0 27,01 1230701 0,4
10 C20:1 cis Al 27,77 707 458 0,2
11 C22:0 30,82 152 455 0,05
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Piiloha 31 Tabulka reten¢nich ¢asti a procentualniho zastoupeni MK sluneénicového oleje (O8)

v s Retencni ¢as , Procenta
Por‘adi piku MK [min] Plocha piku e
1 C16:0 19,24 28 867 848 75
2 C16:1 cis A° 20,09 328 632 0,1
3 C18:0 23,12 16 741 194 4.4
4 C18:1 cis A® 23,89 122 978 852 32,1
5 C18:1 cis At 24,02 4979 100 1,3
6 C18:2 cis A%*? 25,20 203 658 744 53,2
7 C20:0 27,01 933 646 0,2
8 C20:1 cis At 27,77 571900 0,1
9 C22:0 30,81 3142993 0,8
10 C24:0 34,44 718 920 0,2

Ptiloha 32 Tabulka reten¢nich ¢ast a procentualniho zastoupeni MK oleje Inicky seté (O9)

A T Reteéni ¢as , Procenta
Poradi piku MK [min] Plocha piku st O]
1 C16:0 19,24 25 150 540 6,14
2 C18:0 23,11 12 120 487 2,96
3 C18:1 cis A° 23,86 67 691 037 16,52
4 C18:1 cis Al 24,01 4818 293 1,18
5 C18:2 cis A2 25,13 76 067 139 18,56
6 c18:3 cis A%1215 26,69 123 671 402 30,18
7 C20:0 27,01 7 306 954 1,78
8 C20:1 cis Al 27,80 64 068 799 15,64
9 C20:2 cis AL 29,05 7 325 451 1,79
10 Zfﬂﬁf's 30,57 4511 286 1,10
11 C22:0 30,82 1398 510 0,34
12 C22:1 cis AR 31,58 13 425 018 3,28
13 C24:1 cis A? 35,22 2 208 860 0,54
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Piiloha 33 Chromatogramy krevniho séra upravené Folchovou extrakci (A) a proteinovovou precipitaci (B)
2E+7 A l I “ \L
1E+7 A T rererrr—
@
g2 25 27 29 31
© ’
E ; g
] 8E+6 A 1 )
=] I /
< ! ’
!
1 P
4E+6 A ! S
I i
) I,
! #
10 15 20 25 30 35
t (min)
2E+7 A ‘ I I “ \k
1E+7 A
9 (T e TP Tt
= 25 27 29 31
i 1 ’
S 8E+6 A 1
8 i
< ! d
] ///
r‘ i
AE+6 - ! %
] P
I s
] e
,
4
0840 Mt L «l-l . — ‘L.
10 15 20 25 30 35
t (min)
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Ptiloha 34 Potadi piku, retencni ¢asy a procentualni zastoupeni MK ve vzorku krevniho séra s ozna¢enim

PCO 993
Poradi Zpiisob Retencni cas , Procenta
piku RERIEE ider?tifikace [min] POER LU zastoupeni
1 C12:0 a 12,66 253 155 0,1
2 C14:.0 a 15,67 7 064 854 0,9
3 C15:0 a 17,41 2 430 599 0,3
4 C15:0 14 methyl b 18,34 595 743 0,1
5 C16:0 a 19,32 169 387 903 21,0
6 C16:1 cis A°® a 20,07 13 401 212 1,7
7 C16:0 14 methyl b 20,59 1403 257 0,2
8 C17:.0 a 21,14 4761 157 0,6
9 C17:1 cis A% a 21,93 1472 047 0,2
10 C17:0 16 methyl a 22,15 590 973 0,1
11 C18:0 a 23,18 123526 290 15,3
12 C18:1 trans A° a 23,56 544 881 0,1
13 C18:1 cis A° a 23,93 161 242 937 20,0
14 C18:1 cis At a 24,03 17 464 819 2,2
15 C18:2 cis A%*? a 25,19 157 525 183 19,5
16 C19:1 cis A a 25,81 20 468 475 2,5
17 C18:3 vy cis A®%12 a 25,93 2 640 227 0,3
18 C18:3 a cis A%1215 a 26,63 3563 224 0,4
19 C20:0 a 27,00 1586 134 0,2
20 C20:1 cis At! a 27,76 2723497 0,3
20 C20:2 cis AtH4 a 29,05 2 362 450 0,3
21 C20:3 cis A>& 1 b 29,22 1 668 967 0,2
22 C20:3 cis A> 1114 b 29,56 1 024 006 0,1
23 C20:3 cis A®1L14 a 29,88 16 766 647 2,1
24 C20:4 cis A>81L14 a 30,45 53490 921 6,6
25 C22:.0 a 30,80 672 236 0,1
26 C20:4 cis A®111417 b 31,40 624 687 0,1
27 C20:5 cis AS81L14.17 a 31,98 7 807 511 1,0
28 C22:4 cis A71013.16 b 34,38 2101513 0,3
29 C22:5 cis A*710.13.16 b 34,82 1102 867 0,1
30 C22:5 cis A7101316.19 b 35,89 5982 036 0,7
31 C22:6 cis A*710.13.16.19 a 36,37 20 136 146 2,5

a...identifikovano podle reten¢niho ¢asu standardu a podle porovnani se spektry v knihovné NIST.

b...identifikovano pouze za pouziti knihovny spekter NIST, pravdépodobnost shody byla vyssi nez 70%.
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