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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva stanovenim degradace jedlych olejii s vyuzitim luminiscenéni
spektroskopie, jakozto moderni rychlé a jednoduché metody bez nutnosti pouziti chemic-
kych ¢inidel. Teoreticka Cast prace je orientovana na charakteristiku slozeni jedlych olejt se
zaméfenim na jejich zmény pii tepelné zatézi, jsou zde popsany i metody pro chemické ana-

lyzy stanoveni oxidace lipidi a také popis luminiscencni spektroskopie.

Prakticka Cast prace je zaméfena na naméfeni luminiscencnich spekter vybranych jedlych
olejti a na jejich vyhodnoceni v souvislosti s délkou zahfevu vzorkd. Miru tepelné degradace
vzorki pak dokresluji/dokumentuji zmény peroxidového ¢isla, Cisla kyselosti a obsahu kon-

jugovanych diend, trientl, které byly zjistény béznymi analytickymi postupy.

Kli¢ova slova: rostlinné oleje, luminiscen¢ni spektroskopie, oxidace, peroxidove ¢islo, ¢islo

kyselosti

ABSTRACT

This diploma thesis deals with determination of degradation of edible oils using lumine-
scence spectroscopy as a modern, fast and simple method without the use of chemical rea-
gents. The theoretical part of the thesis is oriented on characteristics of edible oils composi-
tion with focus on their changes in thermal load. There are also described methods for che-
mical analysis of determination of lipid oxidation as well as description of luminescence

spectroscopy.

The practical part is focused on the measurement of luminescence spectra of edible oils and
their evaluation in relation to the lenght of sample heating. The degree of thermal degra-
dation of the samples then illustrates/documents changes in the peroxide value, acid value
and content conjugate diens, triens that were determinated by conventional analytical proce-
dures the performance of additional analyzes for verifying the degradation of selected

samples of edible oils.

Keywords: edible oils, luminescence spectroscopy, oxidation, peroxide value, acid value
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UvVOD

Znalost chemického sloZeni oleji je velmi cenou informaci pro hodnoceni jejich kvality.
Kromé hlavnich slozek, coz jsou triacylglyceroly, obsahuji oleje asi 2—5 % dalSich slouce-
nin, které maji vyrazny vliv na kvalitu. Mezi tyto slouceniny patii naptiklad tokoferoly a
karotenoidy ovlivitujici oxidacni stabilitu olejd, a také chlorofyly, jez jsou zodpovédné za
fotooxidaci oleji. Oxidaci ovlivituje i druh a mnozstvi jednotlivych mastnych kyselin v tri-

acylglycerolu.

Pro stanoveni urovné oxidace lipidl je bézn¢ vyuzivano nékolik analytickych metod. Mezi
tyto metody patii stanoveni peroxidového, thiobarbiturového, p-anisidinového ¢isla a Cisla
kyselosti. Pro uleh¢eni a urychleni analyz je snaha vyuzivat moderni instrumentalni metody,

zejména tedy chromatografické a spektroskopicke.

Luminiscenéni (fluorescencni) spektroskopie je jednou z modernich technik, ktera ma ros-
touci vyznam v oblasti komplexni analyzy potravin. Mezi vyhody této metody patii vyssi
selektivita ve srovnani s jinymi spektroskopickymi metodami, vysoka citlivost na Siroké roz-
mezi potencidlnich analyt,, dal$i vyhodou je vyhnuti se spotfebé Cinidel (rozpoustédel)

a rozsahlym piedapravam vzorkd.

Préce je koncipovana do dvou hlavni celkii — teoretické a praktické ¢asti. V teoretické casti
je popisovana charakteristika jedlych olejii, metody pro stanoveni kvality olejii a princip
luminiscenc¢ni spektroskopie. Prakticka ¢ast prace je zaméfena na naméfeni luminiscenénich
spekter a provedeni doplitkovych analyz pro ovéreni degradace vybranych vzorki jedlych
oleja.

Cilem prace je ovéteni pouzitelnosti metody luminiscenéni spektroskopie pro stanoveni te-

pelné degradace jedlych oleju.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA JEDLYCH OLEJU SE ZAMERENIM NA
JEJICH ZMENY PRI TEPELNE ZATEZI

Oleje dostupné v bézném obchod¢ obsahuji smes organickych molekul. V nejvétsi mife jsou
zastoupeny triacylglyceroly (bézné oznacované také jako triglyceridy), které jsou doprova-
zeny diacylglyceroly (diglyceridy), monoacylglyceroly (monoglyceridy),volnymi mastnymi
kyselinami a dal$imi slozkami. Slouc¢eniny, jez nejsou po hydrolyze rozpustné ve vodném
roztoku alkalickych kovil, se oznacuji jako nezmydelnitelné latky. Mezi zminéné dalsi
sloZky patii fosfolipidy, fytosteroly, tokoly (tokoferoly, tokotrienoly, v€etné vitaminu E).
Chemické a fyzikalni vlastnosti olejii jsou do znacné miry ur¢ovany obsazenymi mastnymi
kyselinami a jejich pozici v molekule triacylglycerolu. Chemicky jsou vSechny oleje estery
glycerolu a mastnych kyselin, nicméné fyzikalni vlastnosti pfirodnich oleji se velmi 1isi,
protoze se jednak méni podily mastnych kyselin a tim 1 struktura triacylglycerolu je pro jed-
notlivé oleje rozdilnd. VSechny triacylglyceroly maji stejnou glycerolovou jednotku, takze
jsou to pravé mastné kyseliny, které ovliviiuji vlastnosti. SloZky mastnych kyselin se lisi
tfemi zptisoby: délkou fetézce, poctem a umisténim dvojnych vazeb, a polohou mastnych
kyselin v glycerolové molekule. Zmény v jednotlivych charakteristikach jsou zodpovédné

za chemické a fyzikalni rozdily ve vlastnostech jedlych oleji [1, 2].

1.1 Triacylglyceroly

Hlavni chemickou slozkou jedlych tukt a olejti jsou tedy triacylglyceroly. Struktura triacyl-
glycerolu v jedlych olejich je ovlivnéna pfitomnosti jiz zminénych mastnych kyselin a bo-
dem piipojeni kazdé mastné kyseliny do glycerolu. Triacylglyceroly s tfemi stejnymi mast-
nymi kyselinami se nazyvaji monotriacylglyceroly. Molekuly obsahujici vice nez jeden typ

mastnych kyselin jsou ozna¢ovany jako smésné triacylglyceroly [1, 3].

Vzorec triacylglycerolu Ize vidét na Obr. 1. VétSina mastnych kyselin, které se pfirozené
vyskytuji v potravindch, ma sudy pocet atomil uhlikii (obvykle méné nez 24) a maji spiSe
rovny, nerozvétveny fetézec. Jedlé oleje obsahuji komplexni smési triacylglycerold, ale né-
které mastné kyseliny mohou pievladat, obvykle jsou to kyselina stearova, palmitova,

laurova, olejova a linolova. Kromé triacyglycerolii obsahuji oleje také diacyglyceroly, mo-

noacylglyceroly, volné mastné kyseliny a dal$i minoritni slozky [3].
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0
CH;—D—llfll—R'
?HQ—DH Iﬁl ‘ |;|:|1
(FH—CJH + 3IR—(C—0H — CH-O—-C—F + 3HaD
CHy— COH ‘ 0

Il
CHy—QO—-C—FR

Glyeerol 3 Mastné kyseliny Triacyglyveerol

Obr. 1 Rovnice vzniku triacylglycerolu [4].

1.2 Mastné Kkyseliny

Oznacenim mastné kyseliny jsou mysleny karboxylové kyseliny s alifatickym uhlovodiko-

vym fetézcem, ktery obsahuje vice nez ¢tyfi atomy uhliku [5].
Mastné kyseliny jsou klasifikovany podle jejich stupné nasycenosti:

e Nasycené mastné kyseliny — mastné kyseliny, ve kterych vSechny atomy uhliku v te-
tézci obsahuji dva atomy vodiku, proto nemaji zadné dvojné vazby. V tucich a ole-
jich jsou nejcastéji kyseliny Ci2.0— Cigo. Nejb€znéjsi je obsah kyseliny palmitove,
kterou obsahuji témét vSechny rostlinné i zZivoc¢isné tuky [1].

e Mononenasycené mastné kyseliny — mastné kyseliny, jez maji jednu dvojnou vazbu
v uhlikovém fetézci. NejvyznamnéjSim zastupcem z této skupiny mastnych kyselin
je kyselina olejova. Jednotlivé mononenasycené mastné kyseliny se od sebe mohou
li$it nejen poctem uhlikti v molekule, ale i polohou dvojné vazby a jejim prostorovym
uspofadanim. Ve vétsing piipadl se jednéd o prostorovou konfiguraci cis. Dal$i moz-
nosti prostorové konfigurace je trans, ale ta je pomérné€ vzacna, miize ovSem vznikat
technologickym zpracovanim potravin. Jednotlivé prostorové konfigurace lze vidét
na Obr. 2. Skutecnost, zdali se jednd o mastnou kyselinu s konfiguraci cis nebo trans,
vyraznym zpusobem ovliviiuje fyzikalni vlastnosti, naptiklad bod tani, mastnych ky-

selin [1, 5].
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Obr. 2 Znazornéni prostorové konfigurace cis a trans [5].

e Polynenasycené mastné kyseliny — mastné kyseliny, které maji dvé nebo vice dvoj-
nych vazeb v uhlovodikovém fetézci. Nékteré z nich se fadi mezi esencialni mastné
kyseliny. NejvyznamnéjSim zastupcem této skupiny je kyselina linolova, jez je zaro-
ven 1 esencialni. Dal§im vyznamnym zastupcem je kyselina linolenova, a-linolenova

[5].

Kazda mastna kyselina ma individudlni bod tani. Bod tani nasycenych mastnych kyselin se
zvysuje s délkou fetézce a snizuje s nenasycenosti mastné kyseliny. Pro danou délku fetézce
mastné kyseliny, bude mit nasycena mastna kyselina vyssi bod tani neZ nenasycena mastna

kyselina se stejnou délkou fetézce [1, 5].

Nenasycené mastné kyseliny jsou chemicky vice aktivni nez nasycené vlivem piitomnosti
dvojnych vazeb. Dvojné vazby jsou predmétem k oxidaci, polymerizaci, hydrogenaci a iso-
meraci. FyzikdIni vlastnosti olejii zavisi na stupni nenasycenosti, délce uhlikového fetézce,
konfiguraci mastné kyseliny a molekularni konfiguraci. Pokud tuky obsahuji vysoky podil
nenasycenych mastnych kyselin, jsou obvykle pfi pokojové teploté v kapalném stavu. V pfi-
padé¢, Ze je podil nenasycenych mastnych kapalin niz$i, pak je tuk v pevném stavu. Toto
vSeobecné tvrzeni ovSem mulZe byt ztizeno frans-isomery, které maji rozdilné teploty tani

oproti cis-isomertim v nenasycenych mastnych kyselinach [1, 5].
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1.3 Neglycerolové slozKky oleji — nezmydelnitelné latky

Primarni slozkou, jak uz bylo feceno, v surovém oleji jsou triacylglyceroly. Olej také obsa-
huje riiznd mnozstvi minoritnich slozek, mnoho z nich vyznamné ovlivitluje chemické a fy-
zikdlIni vlastnosti oleji. Tyto minoritni slozky, také nazyvané jako nezmydelnitelné latky,
zahrnuji fosfolipidy, tokoferoly, steroly, pryskyfice, sacharidy, pesticidy, proteiny, stopoveé
kovy a pigmenty jako je gossypol, karoten a chlorofyl. Nekteré, ale ne vSechny, neglycero-
lové komponenty jsou nezadouci, proto je cilem u vSech jedlych oleji odstranit tyto slozky

s nejmenSim moznym poskozenim slozek Zadoucich [1, 3].

Fosfolipidy, nebo také fosfatidy, jsou emulgatory a brani separaci olejové a vodné faze
v procesu chemické rafinace. Dale plisobi jako katalytické jedy a zkracuji zivotnost povrchil
zatizeni. Fosfolipidy je mozné rozdé€lit do dvou skupin: hydrolyzovatelné a nehydrolyzova-
telné, v zavislosti na G€inku, ktery na né ma voda. Hydrolyzovatelné fosfolipidy (fosfatidyl-
cholin a fosfatidylinositol) mohou byt separovany z olejové faze s vodou. Nehydrolyzova-
telné fosfolipidy (fosfatidova kyselina a lysofosfatova kyselina), vapenaté a draselné soli

téchto kyselin zlstavaji po odslizovani zachycené v olejové fazi [1].

Tokoly, ptirodni antioxidanty, se nachazeji v olejich na rostlinné bazi. Tato skupina zahrnuje
Ctyfi tokoferoly a ¢tyfi tokotrienolové isomery, oznacované jako alfa, beta, gama a delta na
zéklad¢ chromanového kruhu. Tokoferoly maji nasyceny postranni fetézec a tokotrienoly
maji postranni fetézec nenasyceny. Tyto antioxidanty pomahaji udrzovat stabilitu oleji

[1, 5].

Steroly jsou minoritni slozkou vSech piirodnich tuka a oleji, zahrnujici vétSinu nezmydel-
nitelnych latek. Steroly maji vysokou teplotu tani, jsou bezbarvé, tepeln¢ stabilni a relativné
inertni. Mohou byt pfitomny jako volné nebo esterifikované. Vétsina rostlinnych oleji ob-

sahuje 1000-5000 ppm (1-5 g/kg) steroli [1, 2].

Barevné latky v tucich a olejich jsou karoteny, které davaji oleji Zlutou az cervenou barvu,
chlorofyly, které dodédvaji nazelenaly odstin, degradované proteiny a sacharidy, které davaji

nahnédly odstin [1].
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1.4 Vliv teploty na kvalitu oleje

Jeden z faktori, které snizuji kvalitu oleje, je prave teplota. Zahtati oleje na teplotu smazeni
185 °C po dobu az 6 hodin postupné zvysuje tvorbu polarnich lipofilnich aldehydi. Je
znamo, ze opétovné pouziti oleje na smazeni je spojeno s riznymi zdravotnimi problémy.
Vyssi teplota zpiisobuje zvySovani Cisla kyselosti. Vysoké ¢islo kyselosti je zptisobeno vy-
sokym obsahem volnych mastnych kyselin, coz vede ke zluknuti oleji a k tvorbé trans-
mastnych kyselin, které¢ jsou zodpovédné za zvySovani hladiny cholesterolu v krvi, zejména

ovliviiuji pomér lipoproteinti s nizkou a vysokou hustotou [7].

Bylo prokazano, ze zvy$eny obsah volnych mastnych kyselin zptisobuje zménu barvy oleje,
nizky bod zakouteni, nizkou hodnotu jodového cisla, vysokou hodnotu peroxidového ¢isla,

vysokou pénivost a zvySeni viskozity. Toto vSe jsou indikatory nekvalitnich oleja [7].

Béhem smazeni dochdzi v oleji k celé fade reakci, které probihaji soucasné a vzajemné se

doplituji [8].

Jednou z téchto reakci je hydrolyza. Hydrolyza triacyglycerola je zptisobena vodni parou,
ktera se uvoliluje ze smazené potraviny. Hydrolyza je urychlovana pfitomnosti polarnich
latek jako jsou monoacylglyceroly, diacyglyceroly, jez zvySuji pé€nivost oleje. Prub¢h této

reakce Ize vidét na Obr. 3 [8].

CH,—/OOCR CH,—©OH CH,—0OH
| v Ho | + H0 |
CH—OOCR, —-.TH —O0O0CR, + RCOOH — = CH —OH + H1CD':|H
CH,—OOCR, CH,—0DOCR, CH, —OOCR,
CH, —OH
+H. O

—— " CH —OH + R,COOH

Obr. 3 Pritbéh hydrolyzy triacylglycerolu [§].

DalSim typem reakce, probihajici za vyssi teploty, je oxida¢ni reakce. Nenasycené mastné

kyseliny oxiduji i pfi skladovacich teplotach, naproti tomu nasycené mastné kyseliny oxiduji
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jen pii vyssich teplotach (smazeni). B€hem téchto reakci vznikaji primarni produkty oxidace
— hydroperoxidy, které se dale rozkladaji na sekundarni produkty oxidace nebo polymeruji.
Mezi zminéné sekundarni produkty patii aldehydy, uhlovodiky a oxokyseliny [9, 10, 2].

Mrwe

kyslikem a nenasycenymi mastnymi kyselinami, nemaji chut’ nebo viini, ale rychle se roz-
kladaji a tvofi naptiklad zminéné aldehydy, které maji silnou neptijemnou chut’ a viini. Kon-
centrace peroxidil, obvykle vyjadiena jako peroxidové ¢islo, je metfitkem oxidace nebo Zluk-
nuti v jeho ranych fazich. Béhem oxidace lipidii vznika 1 malondialdehyd, minoritni slozka
mastnych kyselin se 3 a vice dvojnymi vazbami, jako vysledek degradace polynenasycenych

mastnych kyselin [1, 11].

Béhem tepelnych uprav miize dochazet 1 k polymera¢nim reakcim. Polymerace doprovazi
isomeracni reakce ptiextrémnim zahtevu a cyklizaci mastnych kyselin. Pti polymeraci vzni-
kaji cyklické 1 linearnich polymery s vazbou mastnych kyselin C-C, kromé téchto polymerii
se vytvareji 1 linedrni polymery s etherovymi C-O-C a peroxidovymi C-O-O-C vazbami.
Vzniklé polymery urychluji pribéh degradace oleje, zvySuji jeho viskozitu a pénivost. Vznik

polymert ovliviiuje druh oleje, teplota zahtevu [2, 12, 13].

Pyrolytické reakce probihaji pii teplotach smazeni pouze ve velmi omezené miie. Jejich vy-
raznéjsi prubéh zacind az pti teplotach nad 200 °C. Béhem této reakce dochazi k dehydrataci
oxidacnich produkti, k jejich reakci s bilkovinami nebo jinymi slozkami potraviny, pii kte-
rych vznikaji vyrazné senzoricky aktivni latky. Do téchto reakci patfi i rozklad glycerolu,

ktery se uvoliiuje hydrolytickymi reakcemi, na akrolein, respektive 2-propenal [12].
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2 PREHLED LABORATORNICH METOD PRO KONTROLU
KVALITY JEDLYCH OLEJU

Ptesna kvantitativni a kvalitativni analyza lipidi v potravinach je diilezita jednak z hlediska
nutri¢niho, k ur€eni, zda potravina spliiuje standardy, a také k ovéfeni, zda vyrobek splituje

vyrobni specifikace [15].

2.1 Analytické metody

Celkovy obsah lipidl v potraving je béZné mozné urcit extrakei organickymi rozpoustédly.
Ptesnost téchto metod zavisi ve velké mife na rozpustnosti lipidit v pouzitém rozpoustédle
a schopnosti oddéleni lipidii z komplext s jinymi makromolekulami. Obsah lipida stano-
veny extrakci jednim rozpoustédlem miiZe byt zcela odliSny od stanoveného obsahu extrakci
s jinym rozpoustédlem rozdilné polarity. Kromé extrakénich metod s pouzitim rozpoustédla
existuji 1 metody mokré extrakce bez rozpoustédla a n¢kolik instrumentalnich metod, které

vyuzivaji chemické vlastnosti lipida [15].

2.2 Stanoveni celkového obsahu lipida

Stanoveni celkového obsahu lipidi zahrnuje sumu vsech latek extrahovatelnych danym roz-
poustédlem nebo smési rozpoustédel za podminek dané metody. Extrakce organickymi li-
pofilnimi rozpoustédly nebo smési rozpoustédel se provadi za uzan¢nich podminek (na-
vazka, Cas, zpusob a doba extrakce, mnozstvi a typ rozpoustédla) nebo kvantitativniho pru-

b&hu extrakce. Nejcastéji pouzivané metody jsou metoda Soxhletova, Grossfeldova nebo

Gerberova [15].

Vytéznost metody je zavisla na podminkéch extrakce, pfedev§im na teploté. Ta by neméla
piekrocit 35 °C. Pfi vysSich teplotach by mohlo dojit k enzymatickému Stépeni (lipolytic-
kymi enzymy). Kvantitativnost extrakce ovliviiuje pouzité rozpoustédlo (petroletherem lze
extrahovat acylglyceroly, nezmydelnitelné latky a mnohé jiné slozky, diethyleterem lze ex-
trahovat pedev§im acylglyceroly, volné mastné kyseliny). Casto se voli i smé&si rozpoustédel
(chloroform:metanol 1:1, dietylether:etanol 1:1). Vzorek oleje/tuku se rozpusti v ptislusném

rozpoustédle a ndsledné se rozpoustédlo odpaii. Tuk se stanovi gravimetricky, denzitome-

tricky nebo fyzikalné-chemickymi metodami jako je napiiklad IR, NMR a podobné [16].
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Jednou z moznosti stanoveni je butyrometrie (Gerberova metoda). V této metod¢ se vzorek
hydrolyzuje pfidanim kyseliny sirové, nasledné se uvolnény tuk po piidavku 1-pentanolu
(amylalkoholu) odstfedi a jeho objem se odec¢te na kalibrované stupnici butyrometru v %

m/m. Tato metoda je nejvhodnéjsi pro maso, smetanu a syry [16].

Dal$i moznosti je denzitometricka (oleometrickd) metoda, u které se po provedeni extrakce

rozpoustédlem 1,2-dichlorbenzenem, stanovi hustota extraktu a nasledné¢ se obsah tukti ode-

¢te z kalibracniho grafu. Tato metoda je vhodna pro olejniny [16].

2.3 Soxhletova metoda

Metoda dle Soxhleta patii mezi polospojité metody extrakce rozpoustédlem a slouzi k urceni
celkového obsahu lipidi. Pii této metode se rozpoustédlo hromadi v extrakéni komote po
dobu 5 — 10 minut a zcela obklopuje vzorek, poté putuje pies sifon zpét do varné baiiky.
Obsah tuku se stanovi jako tibytek hmotnosti vzorku nebo jako hmotnost odstranéného tuku

[15].

2.4 Metoda extrakce za zvySeného tlaku/teploty rozpoustédla

Metody extrakce lipidil, zahrnujici interakce rozpoustédla se vzorkem pii vysokém tlaku/tep-

loté, obsahuji superkritickou fluidni extrakci a zrychlenou extrakci rozpoustédlem [15].

2.4.1 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Tekutina (velmi ¢asto CO») je ptivedena ke specifické kombinaci tlaku a teploty, které
umoznuji dosdhnout superkritického stavu rozpoustédla, vlastnosti nutnych pro selektivni
extrakci tuku z matrice vzorku. Vzorek se tedy vystavi ptisobeni superkritického rozpousted-
la za kontrolovanych podminek casu, teploty a tlaku, coZ umoZzni rozpusténi lipidd ve
vzorku. Rozpusténé lipidy se nasledné oddéli od rozpoustédla vyraznym poklesem tlaku roz-
toku. Vysrazeny tuk se poté susi a je vyhodnocen jako procento tuku na hmotnost vzorku

[15].
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2.5 Stanoveni vlhkosti

Vlhkost (voda) miize kontaminovat olej nékolika zptisoby: kondenzace, zamérné pridani be-
hem zpracovani apod. Zvysujici se vlhkost miize vyvolavat hydrolyzu s vyslednym zvyse-
nim obsahu volnych mastnych kyselin a pachuti. Pfikladem analytické¢ metody k identifiko-
vani a kvantifikovani vlhkosti jsou plotynkova metoda, stanoveni suseni horkovzdusnou su-

sarnou nebo metoda Karl Fischera [1].

2.5.1 Plotynkova metoda (hot — plate)

Je jednou z nejbéznéjsich metod stanoveni vlhkosti v oleji. Pfiblizn€ 10 gramtl reprezenta-
tivniho vzorku se zahiiva v kadince s jemnym michanim na topné desce az do zpénéni a za-
¢atku kouteni. Ubytek hmotnosti vzorku mezi zacatkem a koncem ptedstavuje vlhkost a té-

kavé latky [1].

2.5.2 SuSeni pomoci horkovzdus$né susarny

v

Vysledky této metody jsou piesnéjsi a spolehlivéjsi nez predchozi metoda, nicméné je Ca-
sov¢ narocn€jsi. Pro tuto metodu se odvazi 5 g reprezentativniho vzorku do suché misky
a susi se v susarn¢ po dobu 30 minut pfi teploté 101 + 1 °C. Tento postup se opakuje do

konstantni hmotnosti. Ubytek hmotnosti se vyjadii jako vlhkost a tékavé latky [1].

2.5.3 Metoda Karl Fischera

Slouzi ke stanoveni vlhkosti v Sirokém rozmezi materialii. Tuto odmérnou metodu pro sta-
noveni vlhkosti 1ze provést béZznou vizudlni titraci nebo pomoci metody elektrometrické.
U béZné vizudlni titrace je koncovym bodem zména barvy ze Zluté na hnédou. U elektrome-

tické metody titrace je stanoveni vlhkosti presnéjsi [1].

2.6 Stanoveni bodu tani

Bod tani je obvykle definovan jako bod, ve kterém se materidl méni z pevné latky na kapa-

linu. Cisté slozky maji ostry a dobfe definovany bod tani, ale tuky a oleje jsou komplexy
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skladajici se z vice slozek, které prochdzi postupnym méknutim, pted tim, nez se z néj stane
kapalina. Tento proces tani je dale zkomplikovan i faktem, Ze krystalky tuku mohou existo-
vat v n€kolika polymorfickych modifikacich, v zavislosti na specifickych triacylglycerolech
a teploté/Casu predcisténi vzorku. Rozdilné krystalové formy jsou dostatecné stabilni pro
rozliSeni vyrazného bodu tani; proto je lepsi pouzit nazvy jako rozsah tani nebo interval tani.
Mnoho metod je zaloZeno ke stanoveni bodu tani nebo bodu, ktery je blizky bodu tani, né-

které pfimym pozorovanim a nékteré neptimou a objektivni metodou [1, 15].

2.6.1 Kapilarni bod tani

V této metodé jsou pouzity kapildrni trubicky (vnitini primér 1 milimetr) naplnéné do vysky
10 milimetra roztavenym tukem, na konci jsou utésnény a temperovany po dobu 16 hodin
ze 4 na 10 °C. Po temperovani jsou kapilarni trubi¢ky zahtivany v lazni rychlosti 0,5 °C za
minutu, pficemz ohfev zac¢ind 8 az 10 °C pod ocekdvanym bodem tani, dokud tuk nebude

kompletné Cisty [1, 15].

2.7 Stanoveni bodu tuhnuti

Bod tuhnuti smési mastnych kyselin je bod, ve kterém je dosazeno rovnovahy mezi vznika-
jicim teplem a tepelnymi ztratami, jez se budou liSit v zavislosti na mife krystalizace a stupni
piedchlazeni kapaliny. Hodnoceni téchto vlastnosti tuki a oleji je jedno z nejstarSich

a slouzi pro kontrolni ucely [1].

Obecné se tedy bod tuhnuti stanovi ochlazenim roztavené¢ho vzorku tuku za stalého michani,
dokud se tuk nezakali. Vzorek se poté nechd v klidu na vzduchu pfi teploté 20 °C, za téchto
podminek dojde ke zvySeni jeho teploty. Nejvyssi dosazena teplota je bod ztuhnuti, coz je
odhad teploty tuhnuti tuku [1].

2.7.1 Stanoveni bodu tuhnuti titra¢né

Pro toto stanoveni se nejprve vzorek musi zmydelnit a nasledné vysusit. Poté se byreta naplni

do objemu 57 mililitri po rysku vysuSenou mastnou kyselinou a ponecha se suspendovat ve
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vzduchové lazni, ktera je obklopena vodni lazni s teplotou o 15 — 20 °C niz$i, nez je oceka-
vany vysledek titru. Vzorek se miché po dobu, kdy teplota stoupa nebo do doby, kdy teplota

zustava konstantni po dobu 30 sekund. Poté se ustane s michanim a koncovy bod je zazna-

menan jako maximalni teplota pro krystalizaci tuku [1].

2.7.2 Stanoveni bodu tuhnuti rychlou titraci

Rychla titrace slouZzi jako kontrola hydrogenace pevné frakce, jez se obvykle provadi stano-
venim rychlého titru, protoze bézna titrace je pro kontrolni ticely ptili§ Casoveé narona. Ana-
Iyza rychlé titrace se provadi ponofenim sklenéného teploméru do tekutého vzorku
oleje/tuku. Otacenim stonku teploméru mezi prsty nasledné dochézi k ochlazeni oleje/tuku

na pokojovou teplotu. Koncovy bod je teplota, kdy se tuk na teploméru zakali [1].

2.8 Stanoveni funk¢nich skupin a charakterizace lipidi

Znalost slozeni tukt a oleju je velmi dilezita v témét kazdé fazi vyrobni technologie. Ana-
lytické metody pro stanovovani slozek tuka a oleju se vyvinuly od chemické separace po
instrumentalni metody. Atraktivita instrumentalnich metod spociva v jejich rychlosti a ptes-

nosti, jejich pouziti vSak obvykle vyzaduje provedeni kalibraci a standardizaci [1].

2.8.1 Cislo zmydelnéni

Cislo zmydelnéni je méfitkem skupiny alkalicky reagujicich skupin v tucich, olejich a je
uzite¢né pro predvidani typu glycerolii ve vzorku. Obsah glycerolii s mastnymi kyselinami
Cislo zmydelnéni spolu se stanovenim jodového &isla jsou uzite¢né screeningové testy pro

kontrolu kvality a pro charakterizaci typu tuki a oleju [1].

Cislo zmydeln&ni tedy udava obsah veskerych mastnych kyselin (volnych i té&ch esterové
vazanych). Stanoveni se provede rozpusSténim vzorku v polarnim rozpoustédle (diethyle-
teru), nasledné se ptitomné lipidy zmydelni za varu alkoholickym roztokem KOH (¢ = 0,5

mol/l) pod zpétnym chladi¢em a poté se piebytek KOH titruje HCI o koncentraci 0,5 mol/l

na indikator fenolftalein [16].
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Cislo zmydelnéni, jinak fe¢eno, je mnozstvi alkalického kovu (v tomto piipadé tedy mg hyd-
roxidu draselného), které je potiebné ke zmydelnéni ur¢itého mnozstvi oleje, protoze

viechny mastné kyseliny ,,vaZou* jednu molekulu hydroxidu draselného. Cislo zmydelnéni

je 1 neptimo méfitkem primérné molekulové hmotnosti triacyglyceroli v oleji [17].

2.8.2 Jodové éislo

Stanoveni jodového Cisla je jednoducha a rychld metoda pro ur¢eni chemickych konstant pro
tuky nebo oleje. Je cennou charakteristikou v analyze tuki a s jeji pomoci lIze zjistit obsah
nenasycenych mastnych kyselin. Jodové Cislo je uzite¢nym nastrojem pro kontrolu procesi

a specifikaci vyrobku [1].

Jodové ¢islo udava % halogenu prepoctené na jod, které se navaze na dvojné vazby za pod-
minek metody a charakterizuje tak stupen nenasycenosti tuku. Vzorek tuku/oleje se rozpusti
v chloroformu a piisobi se na néj roztokem o zndmé koncentraci jodmonobromidu v kyseliné
octové (HanuSova metoda — Brl) nebo jodmonochloridu (Wijsova metoda — CII). Haloge-
nidy se nésledné aduji na nasobné vazby mastnych kyselin ve tm¢ po dobu 60 minut. Ne-
spotfebované mnozstvi halogenidu (vyjadiené jako jod) se stanovi titracné thiosiranem sod-

nym po piidavku KI na indikator Skrobovy maz. Metoda nedava spolehlivé vysledky pro

vzorky oxidovanych, polymerizovanych oleja [16].

Wijsova metoda pouziva 0,2 N roztok kyseliny octové/tetrachloridu jako rozpoustédla. Na-

sleduje reak¢ni doba 1 az 2 hodiny. V dnesni dob¢ se tato metoda jiz moc nevyuziva, kvili

toxicité pouzitych rozpoustédel [17].

2.9 Stanoveni trans-nenasycenych mastnych kyselin

Princip spociva v pfevedeni mastnych kyselin nebo jejich esterii na methylestery. Po rozpus-
téni v organickém rozpoustédle se zméii absorbance v IR oblasti spektra (970 cm™), spojena

s deformacni vibraci C-H vazby na uhliku vdzaném izolovanou trans-dvojnou vazbou [16].
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2.10 Stanoveni konjugovanych mastnych kyselin

Jiz v roce 1933 byl objeven vznik konjugovanych dienti v tucich nebo olejich, které zptiso-
bily vznik piku pii 230-235 nm v UV oblasti. V roce 1960 se méfeni konjugovanych dienti
ukazalo jako uzitec¢na technika pro studium oxidace lipidi. Béhem vzniku hydroperoxidi
z nenasycenych mastnych kyselin, se vytvati konjugované dieny pfesmykem dvojnych va-
zeb. Vysledné konjugované dieny (-CH=CH-CH=CH-) vykazuji intenzivni absorpci pti 234
nm, podobné pak konjugované trieny (-CH=CH-CH=CH-CH=CH-) absorbuji pii 268 nm.
Zvyseni absorpce v UV oblasti teoreticky odrazi tvorbu primarnich produktti oxidace v tu-

cich a olejich [12].

UV detekce konjugovanych dientl je jednoducha, rychla, nevyzaduje Zadna chemicka ¢inidla
a je zapotiebi pouze malé¢ mnozstvi vzorku. Tato metoda vSak ma mensi specifitu a citlivost
nez stanoveni peroxidového ¢isla. Krome toho vysledek miize byt ovlivnén pritomnosti slou-

¢enin absorbujicich ve stejné oblasti, jako jsou karotenoidy [12].

2.11 Stanoveni esencidlnich mastnych Kyselin

Principem tohoto stanoveni je oxidace esencidlnich mastnych kyselin a jejich esterti na pii-
slusné hydroperoxidy enzymem lipoxygenasou. Nasledné se stanovi ubytek kysliku mano-
metricky nebo absorbance konjugovanych hydroperoxidii pti 232 nm, eventualné mnozstvi

Fe** vzniklé oxidaci Fe?* (Fe*" + R-OOH — Fe3" + RO+ OH") [16].

2.12 Peroxidové cislo (PV)

Peroxidové Cislo vyjadiuje mnoZzstvi hydroperoxidii mastnych kyselin, které vznikd béhem
skladovani a zpracovani tukovych slozek. Peroxidy uvolnény jod z KI, v kyselém prostredi,
se stanovi jodometrickou titraci thiosiranem v inertnim prostiedi za nepfistupu svétla. Vy-

sledek se vyjadii jako peroxidové ¢islo v pg aktivniho kysliku na 1 g tuku [16, 18].

Oxidace lipidli zahrnuje kontinudlni tvorbu hydroperoxidl jako primarnich produkti, které
se mohou degradovat na rtizné tékavé i netékavé vedlejsi produkty. Rychlost tvorby hydro-
peroxidil je vétsi v pocateCnich fazich oxidace. Analytické metody pro detekovani hydro-
peroxidil v olejich mohou byt klasifikovany jako stanoveni celkového mnoZstvi hydropero-

xid a mohou byt zaloZené na chromatografické technice, jez poskytuje podrobné informace
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o struktufe a mnozstvi specifickych hydroperoxidi v urcitém vzorku oleje. PV predstavuje
celkovy obsah hydroperoxidi a je jednim z nejbéznéjsich indikatorti kvality oleji v prib&hu
vyroby a skladovani. Nejcastéji se pro stanoveni PV pouzivaji metody jodometricka titrace,
spektrofotometrické méteni komplexu zelezitych iontl a infradervena spektroskopie [12, 18,

19].

Peroxidové Cislo méti koncentraci latek (v miliekvivalentech peroxidu na 1000 gramu

vzorku), které oxiduji jodid draselny na jod [1].

2.13 Thiobarbiturové ¢islo (TBA)

Stanoveni TBA je jednim z nejrozsifen¢jSich stanoveni pro detekci oxidacniho poskozeni
potraviny obsahujici tuk. Pfi této analyze se ponechd malondialdehyd (MA) reagovat s ky-
selinou thiobarbiturovou za vzniku rizového komplexu. Schéma zminéného komplexu lze
vidét na Obr. 5. Tento komplex je nasledné méfen spektrofotometricky pii jeho absorpcnim
maximu 530 — 535 nm. Vysledek je oznacCen jako hodnota TBA a je vyjadien v mg malon-
dialdehydu na kg vzorku, nebo jako mikromoly ekvivalenti malondialdehydu na gram
vzorku. OvSsem musi byt uvedeno, ze alkenaly a alkadienaly mohou také reagovat s ¢inidlem

TBA a produkovat razovou barvu [12, 19].

Thiobarbiturové Cislo se vyjadiuje jako zvySeni absorbance pii 530 nm v 1 cm kyveté, vy-

volané reakci vzorku s ¢inidlem v roztoku obsahujicim 1 mg tuku v 1 ml [12].

OH 0 OH

0 0
HN = 7 " "NH

| - H—E‘.—CH;—E‘.—H -
s S%\N/ OH O \1/&5

HS N OH
H

TBA MA
TBA-MA adduct

Obr. 4 Schéma vzniku barevného komplexu [18§].
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2.14 Anisidinové ¢islo

Anisidinové Cislo je métitkem mnozstvi aldehydt ptitomnych v olejich. Tato metoda je za-
lozena na faktu, ze je pfitomna kyselina octova a p-anisidin reaguje s aldehydovymi slouce-
ninami v oleji, za vzniku Zlutavého reakéniho produktu. Intenzita zbarveni nezavisi pouze
na mnozstvi aldehydické slouceniny, ale také na jejich struktute. Anisidinové ¢islo je mérit-
kem sekundarnich oxida¢nich produktd, a proto je vyuzivan pro hodnoceni kvality surového

oleje a Gi€innosti postupt pii zpracovani, ale neni vhodny pro detekci oxidace [1, 20].

Principem stanoveni je reakce p-anisidinu s 2-alkenaly a s jinymi aldehydy za vzniku barev-
ného (nazloutlého) kondenzaéniho produktu, ktery absorbuje pti 400 nebo 430 nm. Vysledek
se vyjadii jako anisidinové Cislo hodnotou absorbance 1% roztoku tuku/oleje v 10 mm ky-
veté. Tato metoda je citlivéj$i na nenasycené aldehydy, nez na nasycené, protoze barevné

produkty z nenasycenych aldehydl absorbuji silnéji na této vlnové délce [12, 16, 20].

CHSD@NHZ + R-CH=CH—CH=0 —— CHQ‘@*NZCH —CH=CH—R

-H,0

Obr. 5 Princip metody stanoveni p-anisidinového cisla [20].

2.15 Stanoveni pevného podilu oleje - SFC

Mnozstvi pevnych glyceridi lze zmétit pomoci pulzniho NMR. Vzorek se uplné roztavi
a upravi na teplotu méfeni, vlozi se do NMR a je méfeno pii pozadované teploté 60 °C po
30 minutach rovnovazného stavu. Mechanismus této metody vyuziva toho, ze rezonan¢ni

signdly 1ze ziskat pouze z molekul vodiku, které jsou v kapalném stavu [13].

2.16 Index pevného podilu tuku — SFI

Index pevného tuku je empirickym métitkem obsahu pevného tuku pomoci metody dilato-
metrie tuku, oleje. Roztok indikéatoru (1% vodny roztok dichromanu draselného) je odvzdus-
nén, stejné¢ jako vzorek, ktery se zahfeje na 80 °C. Roztok indikatoru (2 ml) se navazi do

zarovky dilatometru. Nasledné je tento indikéator opatrné prekryt vzorky, dokud neptetéka.

Udaje z expanze se zaznamenavaji [17].
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Dilatometrické stanoveni indexu pevnych latek se pouziva pro vyvoj produktt, procesu kon-
troly a specifikace kvality pro tuky a oleje. Je vypocitano ze specifického objemu piiriznych

teplotach a vyuzivajici dilatometrické stupnice v jednotkach mililitry krat 1000 [1].

2.17 Stanoveni stability lipidi vici autooxidaci

Oxidacni stabilita oleje zavisi jednak na pfitomnosti nenasycenych mastnych kyselin, dale
na obsahu antioxida¢nich latek a také na fyzikalnich a chemickych podminkéch (naptiklad
ptistup kysliku, teplota, osvétleni). Toto stanoveni se vétSinou provadi pro odhad doby skla-

dovatelnosti oleje anebo pro zjisténi G¢innosti antioxidantt [15].

2.17.1 Metoda aktivniho kysliku (AOM)

Tato metoda je bézn¢ pouzivana pro odhadnuti oxidac¢ni stability tuki a oleji. Vyuziva se
pro rutinni kontrolu kvality a jako vyzkumny i vyvijeci néstroj pro nové produkty. AOM
vyuziva teplo a provzdusiiovani k urychleni zhorSeni kvality vzorkt tukt/oleji a zkracuje
tim Cas pottebny k ukonceni této reakce, tedy k uréeni koncového bodu. Stanoveni probiha
umisténim 20 mililitrt vzorku do specialni provzdusnovaci trubky a jejim zahiivanim v ole-
joveé lazni nebo za pouziti fizeného tepelného zdroje (heat block) pii 97,8 £ 0,2 °C s proudem
vzduchu upravenym na rychlost 2,33 mililitra trubky za sekundu. Vzorek je vystaveny pi-
sobeni tepla a proudéni vzduchu, dokud nedosédhne piedurcené¢ho peroxidového cisla, ob-

vykle 20 PV (peroxid value) pro masné tuky a 70 nebo 100 PV pro rostlinné oleje [1].

2.17.2 Schaaluv test

Vzorky olejt se skladuji pti zvySené teploté v otevienych kadinkach v termostatu, v urcitych
intervalech se stanovi stupen oxidace a urci se tzv. indukéni perioda metodou Schaalova
testu pii 60 °C nebo metodou aktivniho kysliku pfi 100 °C. Pro vztah mezi délkou induk¢ni
periody (coz je doba, kterd je potiebna k nastartovani rychlé tvorby peroxidll) uréené Schaa-

lovym testem a dobou skladovani za normalnich podminek plati, Ze 1 den testu je ekviva-

lentni jednomu mésici skladovani [16].
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2.18 Stanoveni frakei lipidi

Pro posouzeni slozeni olejii/tukli je nutno znat pomérné zastoupeni jednotlivych skupin li-
pidi, ptipadné i jednotlivé slozky. Pro tento tcel se pouzivaji chromatografické metody

v plosném uspotadani (TLC, PC), sloupcova chromatografie (CC) nebo LC a GC [16, 21].

Pti sloupcové chromatografii se vzorky rozpusti v benzenu a nanesou na sloupec silikagelu
(silikagel G aktivovany pii 110 °C po dobu 10 hodin). Sloupec se promyje eluotropni fadou
rozpoustédel o rozdilné elué¢ni sile (diethyleter : petrolether 1:99 —25:75 a nakonec absolutni
metanol), pfiCemz se postupné vymyvaji uhlovodiky, skvalen, estery cholesterolu, triacyl-
glyceroly, volné mastné kyseliny a volné steroly, diacyglyceroly, monoacylglyceroly a fos-

folipidy [16, 21].

Z jednotlivych frakci se nasledné po odpateni a vysuSeni gravimetricky stanovi zastoupeni

jednotlivych skupiny lipidi [16].

Pti déleni na tenké vrstvé (TLC), obvykle na bazi silikagelu, impregnované smési chloro-
form : metanol 4:1, se po naneseni vzorku jednotlivé skupiny lipida dé€li eluci petroletherem,
dietyletherem a octovou kyselinou, pfi¢emz vzdjemny pomér slozek eluentu se méni z po-
meéru 70:30:1 na zacatku separace na 30:70:1 na konci separace. Detekce se nasledné provadi

jodem, kyselinou sirovou po zahtati, nebo kyselinou fosfomolybdenovou [16].

2.18.1 Stanoveni celkového obsahu fosfolipidi

Vzorky oleje se mineralizuji na suché nebo mokré cesté. Nasledné se provede spalovani po
piekryti vzorku MgO v porcelanové misce za postupného zvySovani teploty tak, aby se tuk
vazal na MgO, pak se vzorek zuhelnati a ziha pti 550 °C po dobu 4 — 6 hodin. Popel se

rozpusti v koncentrované HCl, obsah fosforu se stanovi jako molybdenova modr a piepocita

na obsah fosfatidylcholinu (lecitinu), jako hlavni slozky fosfolipidi [16].
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3 PRINCIP LUMINISCENCNI SPEKTROSKOPIE

Luminiscen¢ni (fluorescencni) spektroskopie je rychla, citliva a nedestruktivni analyticka
metoda, poskytujici jiz béhem nékolika sekund spektralni signatury, které¢ nasledné¢ mohou
byt pouzity, podobn¢ jako u lidi otisky prstl pro hodnoceni nejen potravinafskych vyrobkt
[22].

Ke vzniku luminiscence je tieba, aby latka nejprve absorbovala energii a jeji atomy nebo
molekuly ptesly na vyssi kvantové elektronové hladiny. Ziskanou energii pak latka opét

muze za pfiznivych okolnosti vyzarit jako luminiscenci [23].

Podle pfi€in, které vyvolavaji luminiscencni zafeni, je mozné luminiscenci rozdélit na foto-

luminiscenci, chemiluminiscenci, termoluminiscenci a elektroluminiscenci [23].

Nekteré latky pii ozatfeni ultrafialovym svétlem nebo pii excitaci jinym druhem energie bud’
samy vydavaji charakteristické¢ zafeni, nebo mohou reagovat s jinymi latkami, s nimiz vy-
tvofi svitivou latku. Podle zbarveni luminiscence, popf. podle povahy luminiscen¢niho spek-
tra svitivé latky, at’ jiz pevné nebo v roztoku, se usuzuje na pritomnost dokazované latky a
podle intenzity zatfeni (zarivého toku) na jeji mnozstvi. Velky pocet organickych latek méni
zbarveni a intenzitu luminiscence podle pH roztoku, oxidacné-redukéniho potencialu. Ta-

kov¢ latky slouzi jako luminiscencni indikatory v odmérné analyze [23, 24].

Jednou z atraktivnich vlastnosti luminiscen¢nich metod je jejich vysoka citlivost. Detekéni
limity, které jsou Casto o jeden az tii fady nizsi, nez s jakymi je mozno se setkat v absorpcni

spektroskopii [25].

3.1 Luminiscence organickych a anorganickych latek

Luminiscenci vykazuje vétSina organickych latek (aromatické uhlovodiky, benzen, naftalen,
antracén, organické barviva a dalsi) stejné tak jako mnozstvi latek anorganickych (iontové
krystaly, polovodice). Jeji plivod je vSak v obou piipadech zdsadné odliSny. V organickych
latkach je nositelem charakteristického luminiscenéniho zafeni molekula. To znamena, ze
luminiscen¢ni zafeni ma v zdsad€ velmi podobné rysy (spektralni slozeni, dobu dohasinani)
jak v roztoku, tak i v krystalickém stavu. Je zndmo, Ze krystaly organickych latek jsou tvo-

feny molekulami, mezi nimiz zprostfedkuji vazbu jen slabé van der Waalsovy sily. Molekuly
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si tedy zachovavaji do zna¢né miry svou individualitu, slabé intermolekularni sily ji modifi-
kuji jen nepatrné. Totéz plati tim spise pro roztok, proto se luminiscencni spektrum organic-

kych latek v pevné fazi a v roztoku nepatrné lisi [26].

Zakladni rysy luminiscence organickych latek lze tedy odvodit z energetické struktury slo-
zitych organickych molekul (tzv. Jablonského diagram — viz Obr. 6). Zakladnim stavem ta-
kové molekuly je singlet So, vyss§imi elektronovymi stavy jsou predevsim vzbuzené singletni
stavy (S1, S2, S3, ...). Vys8i vzbuzené singlety S, S3 velmi rychle nezativé relaxuji do stavu
S1, ptechod S1 — So vede k vyzéateni luminiscen¢niho fotonu. Tento zativy pfechod je spi-
nové dovoleny a tedy rychly (charakteristicky ¢as je v fadu 10 s) a nazyva se fluorescence.
Existuji vSak rovnéz vybuzené tripletni stavy Ti, T2, T3, ... Pfechod T1 — So je doprovazen
také vyzafenim fotonu, je viak spinové zakazan, tudiz je pomalejsi (v fadu 107 s) a nazyva

se fosforescence [24, 26].
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Obr. 6 Jablonského diagram [27].

3.2 Fotoluminiscence — fluorescence, fosforescence

Fluorescence a fosforescence jsou podobné v tom, Ze se excitace dosdhne absorpci fotond.
Naésledek téchto dvou jevi je oznacovan jako fotoluminiscence. Rozdil mezi fluorescenci
a fosforescenci spoc¢iva ve zmén¢ spinu elektronu, pti fluorescenci pii elektronickém ener-
getickém prechodu ke zméné spinu nedochdzi. Kvili tomu jsou excitacni stavy ve flu-
orescenci kratkodobé, fadové <107 s. Naproti tomu, zména spinu elektronu doprovazejici
fosforescenci, Zivotnost excita¢niho stavu je o hodné delsi, Casto je to fadoveé v sekundach
nebo dokonce minutach. V mnoha ptipadech, k fotoluminiscenci, at’ uZ fluorescenci nebo

fosforescenci, dochézi pti vinovych délkach, které jsou delsi nez excitacni stavy [1, 28].
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3.2.1 Chemiluminiscence

Ttetim typem luminiscence je chemiluminiscence, zalozen4 na emisi zafeni z excitovanych
latek, vytvofenych v pribéhu chemické reakce. V nékterych pripadech, jsou excitované
latky produkty reakce mezi analytem a vhodnym ¢inidlem (obvykle silny oxidant jako je
ozon nebo peroxid vodiku). Vysledkem je charakteristické emisni spektrum oxidaénich pro-
duktd analytu nebo reakéniho ¢inidla. V ostatnich piipadech analyt neni pfimo v reakci che-

miluminiscence. Misto toho analyt inhibuje nebo ma katalyticky u¢inek na tyto reakce [25].

3.2.2 Singletové a tripletové excitované stavy

Molekularni elektronické stavy, ve kterych jsou vSechny elektronové spiny parované, se na-
zyvaji singletove stavy, a nedochdzi k rozdé€leni elektronickych energetickych hladin, pokud
je molekula vystavena magnetickému poli. Naproti tomu, zékladni stav pro volné radikaly,
je double stav, protoze jsou ptfitomny dvé mozné orientace pro lichy elektron v magnetickém

poli a kazda dodava mirn¢ odliSnou energii do systému [25, 26].

Pokud jeden z paru elektroni v molekule je excitovany do vyssi energetickych hladin, vy-
tvofi se singletovy nebo tripletovy stav. V excitovaném singletovém stavu je spin propago-
vaného elektronu stale sparovan s elektronem na zdkladnim stavu. V tripletovém stavu se

spiny dvou elektroni stanou neparové a jsou tedy rovnobézné [25, 28].

Vlastnosti molekuly v excitovaném tripletovém stavu se vyrazné lisi od téch, které jsou ex-
citované v singletovém stavu. Dulezitéjsi je prechod singletového na tripletovy, nebo
opacng, jez zahrnuje zménu elektronového stavu, a je podstatné méné pravdépodobny nez
odpovidajici prechod singlet — singlet. V dusledku toho je primérna zivotnost excitovan¢ho
tripletového stavu v rozmezi 10* aZ n&kolik sekund, ve srovnani s primérnou Zivotnosti

10 s excitovaného singletového stavu [25].

3.2.3 Deaktivacni procesy — zhaSeni luminiscence

Excitovand molekula se miiZe vratit na zékladni stav pomoci kombinace né¢kolika mechanic-
kych kroka. Dva z téchto krokt, fluorescence a fosforescence (= zativé procesy), zahrnuji
emisi fotonu zafeni. Ostatni deaktivaéni kroky jsou nezétivé procesy. Zvyhodnéna cesta do

zakladniho stavu je ta, kterd minimalizuje Zivotnost excitovaného stavu. Proto je v pfipadé
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fluorescence deaktivace rychla s ohledem na nezafivé procesy a je pozorovana jako emise

[25, 28].

3.2.4 Typy prechodi ve fluorescenci

Je dulezité tict, Ze fluorescence malo kdy vyplyva z absorpce ultrafialového zateni o vino-
vych délkach kratSich nez 250 nm, protoze takové zéteni, které je dostatecné energetické,
zpusobi deaktivaci excitovanych stavu predisociaci nebo disociaci. Naptiklad zateni pti 200
nm odpovida asi 140 kcal/mol. Mnoho organickych molekul ma alespoini n¢jaké vazby, které
mohou byt pretrzeny energiemi této velikost. V dusledku toho, fluorescence kvili 6* 2 o
piechodu, je pozorovana jen ziidka. Naproti tomu jsou takové emise omezeny na mén¢ ener-
gické 7* = ma n* > n procesy [25].

Empiricky se zjistilo, Ze je fluorescenci mozné bézné€ nalézt ve sloucenindch, ve kterych je

Vv

tova ucinnost je vyssi pro #* = & piechod [25].

3.2.5 Fluorescence a struktura molekuly

v v

aromatické funkéni skupiny s malo energickymi z = z* pfechody. Slou¢eniny, obsahujici
alifatické a alicyklické karbonylové struktury nebo vyssi konjugované dvojné vazby, mohou

také vykazovat fluorescenci, ale jejich pocet je mensi nez pocet aromatickych systému [25].

Mnoho nesubstituovanych aromatickych uhlovodikt fluoreskuji v roztoku. Kvantova ucin-
nost se obvykle zvySuje s poctem kruhil a jejich stupném kondenzace. Nicméné jednoduché
heterocykly jako je naptiklad pyridin, furan a pyrrol fluorescenci nevykazuji. Na druhou
stranu, struktury s kondenzovanymi kruhy obvykle fluoreskuji [25].

3.3 Emisni a excitacni spektra

Monochromatory slouZzi v této spektroskopii ke zjisténi spektralniho slozeni luminiscen-
¢niho zateni, ale také mohou byt pouzity k vybéru vhodné budici vinové délky z excitacniho

svételného zdroje. Podle toho se hovoii o emisnich a excitacnich spektrech [26].
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Excitac¢ni zdroj dodava budici energii do testovaného vzorku, emitované luminiscenéni za-
feni je rozkladano ve spektralnim piistroji, detektor prevadi opticky signal na signal elek-
tricky, ktery je dale zpracovavan elektronickymi obvody a méficim softwarem. Vystup ve
tvaru grafické zavislosti intenzity luminiscence /jum na vinové délce Aem luminiscenéniho za-

feni se nazyva emisni spektrum [26, 29].

Spontanni luminiscenéni zafeni vystupuje ze vzorku v podstaté do vSech sméri. K optic-
kému sbéru emitovaného zareni se pouzivaji rizné experimentalni geometrie. Nejjednodussi
z nich je tzv. uspotadani na priichod, kdy optické osy excitacniho a luminiscen¢niho svazku

splyvaji a luminiscence je detekovana z protilehlé strany vzorku [26].

BéZnéji pouzivané je uspotfadani na odraz, kde je luminiscence sbirana ze stejného mista, na
které je Cockou soustfedéno excitacni zaieni. To je na vzorek nasmérovano pomoci malého
totaln€ reflektujiciho hranolku, pfiCemz samotny excitacni zdroj je umistén ve sméru kol-
mém na optickou osu sbérné¢ho systému. Jedna a tataz ¢ocka fokusuje excitacni zafeni na
vzorek a zarovei sbira luminiscenéni zafeni v Sirokém prostorovém tthlu daném numerickou

aperturou ¢oc¢ky. Takto vytvofeny rovnobézny svazek luminiscencnich paprskii je druhou

c¢ockou fokusovan na vstupni Stérbinu spektralniho ptistroje [24, 26].

Pro vstup do monochromatoru je zapotiebi luminiscenci znovu soustiedit. K tomu slouzi
systém dvou parabolickych zrcadel. Jako detektor na vystupni §térbiné monochromatoru je
znazornén fotondsobi€ a vystupni signal z fotondsobice se zpracovava synchronnim detek-

torem [26, 30].

Excitacnim spektrem fotoluminiscence se rozumi graf zavislosti intenzity fotoluminiscence

na energii fotonu excita¢niho zaieni [26].

Diivodem pro studium excitacnich spekter je nizkd intenzita luminiscen¢niho zareni. Promé-
feni excitaéniho spektra d4 v tomto smyslu jasny navod, jak zvolit nejvhodnéjsi excitacni
vlnovou délku — to je takova vilnova délka, respektive energie excitaéniho fotonu, pii niz

excitacni spektrum vykazuje maximum [26].

3.4 Vyuziti luminiscenéni spektroskopie v potravinarstvi

Luminiscenéni spektroskopii, v kombinaci s vicerozmérnymi statistickymi metodami, lze

vyuzit pro hodnoceni kvality potravin. Ve vétSin€ vyzkumti se ziskané luminiscencni signaly
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pridéli konkrétnim fluoroforim (molekula schopna luminiscence), po upevnéni excitacni

nebo emisni vinové délky [31].

Metodu luminiscence je mozné pouzit v ptipadé mléka a mléénych vyrobki. Tyto vyrobky
obsahuji n¢kolik fluorofort, které predstavuji tedy nejdilezitejsi oblast fluorescenéni (lumi-
niscencéni) spektroskopie. Zahrnuji aromatické aminokyseliny a nukleové kyseliny (AAA +
NA) - tryptofan, tyrosyn a fenylalanin v proteinech, vitaminy A a B, nikotinamid adenin
dinukleotid (NADH). Byly provedeny studie, které se zamétily naptiklad na potencial lumi-
niscencni spektroskopie rozlisit mléko syrove, pasterované, homogenizované. Pficemz apli-
kace téchto oSetieni zpusobi specifické zmény ve tvaru fluorescencniho spektra. V dalSim
vyzkumu se zaméftili na vliv pfidani vapniku, fosforecnantl a citratti o riznych koncentracich
na molekularni strukturu odstfedéného mléka. Ptidavek fosfore¢nanti vyvola molekularni
zménu, ktera je odliSna od zmény vyvolané vapnikem a citraty. Déle v tomto vyzkumu mo-
nitorovali vyvoj Maillardovy reakce neenzymatického hnédnuti pomoci luminiscence. V po-
dobné studii, je zminéna spektroskopie pouzita pro identifikaci péti typu tepelného oSetteni
— pasterace, vysoka pasterace, pitimy UHT zahiev, neptimy UHT zahtev a sterilace [31, 32,
33, 34].

Dalsi moznym vyuzitim je hodnoceni masa a masnych vyrobku se zaméfenim na flu-
orescenci kolagenu, tukové tkané¢ a bilkovin. Jak je znamo, kolagen v pojivové tkani je du-
lezitym ukazatelem kvality masa, jelikoz ovliviiuje kiehkost a texturu. Existuje v riznych
genetickych formach, ptitomnost Ctyi téchto forem byla nalezena ve svalech. Dulezitym flu-
oroforem v mase je také elastin, ktery predstavuje velmi podobné vlastnosti fluorescence
jako kolagen. Tukova tkan obsahuje fluorescencni molekuly, jez jsou ovSem specifické
pouze pro tuky. Také se zjistilo, Ze vitaminy rozpustné v tucich — vitaminy A, D a K vykazuji
fluorescenci v oblasti emisnich vinovych délek 387-480 nm po excitaci pti 308—-340 nm.
Ziskand fluorescencni spektra riznych druhii mas jsou ve vzajemné vztahu s biochemickymi
a senzorickymi vlastnostmi. Oxidace lipidil je jednim z limitujicich faktort kvality a pfija-
telnosti masa a masnych vyrobki. Oxidaci lze stanovit riiznymi metodami, napiiklad stano-
venim pomoci kyseliny 2-thiobarbiturové, senzorickou analyzou nebo pomoci plynové chro-
matografie s hmotnosti spektrometrii. Pficemz byla nalezena dobrd korelace mezi flu-

orescencnimi spektry a stanovenim thiobarbiturového ¢isla [35, 36, 37, 38].

Mofské ryby obsahuji vysoké mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin, které pti skla-

dovani a/nebo pfi zpracovani degraduji, coz mize vést ke vzniku primarnich a sekundarnich
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oxida¢nich produktl, ¢imz se tvoti fluorescenéni latky a zaroven dochazi ke ztraté esencial-
nich zivin. Vysledky ze studie Olsen a spol. (2006) ukazuji zvySeni intenzity fluorescence
se zvysujici se dobou skladovani ryb. Védci dospéli i1 k zavéru, ze stanoveni spekter aroma-
tickych aminokyselin a nukleovych kyselin (AAA + NA), by mohlo slouzit k rozliSeni, zda
se jedna o Cerstvé ryby ¢i nikoliv [39, 40,41].

Zmény, které se dé&ji ve vejcich v pribéhu skladovéni, jsou cetné, slozité a maji vliv na
funkéni vlastnosti vajecného zloutku 1 bilku. Tyto zmény zahrnuji fidnuti bilku, zvySeni pH,
oslabeni Zloutkové membrany, zvyseni obsahu vody. Cerstvé vejce vykazuje silngjsi inten-
zitu fluorescence neZz vejce starsi, protoze intenzitu ovlivituje mnozstvi porfyrinu na povrchu

skotapky [42].

V oblasti jedlych olejii, je metoda luminiscencni spektroskopie nejcastéji zamétena na hod-
noceni olivovych olejti, respektive na falSovani olivového oleje extra panenského, ovSem je
mozné nalézt 1 studie zaméfené na dalsi typy olejii. Emisni spektra olivovych oleja jsou
spojena s jeho sloZenim a stabilitou. Panenskeé olivové oleje jsou pomérné stabilni vici oxi-

daci, protoze obsahuji fenolické slouceniny a vitamin E, jez pusobi jako antioxidanty [43].

Potencial fluorescencni spektroskopie je i v sledovani kvality obilovin a vyrobkt z nich. Po-
moci této metody lze rozliSovat mezi riznymi obilnymi moukami (ryzova, kukufi¢na apod.),

ale také je mozné odlisit mouky z raznych odriid pSenice [44].

Luminiscen¢ni spektroskopie, se v kombinaci s vicerozmérnymi statistickymi analyzami,
ukazala jako slibny zptsob screeningu pro odhad kvalitativnich parametrii ve vzorcich

fepného cukru [45].

Pomoci zminéné metody je mozné sledovat napiiklad i1 fyziologicky stav celych rostlin nebo
jejich plodii. Fluorescence chlorofylu je povazovéna za G¢inny prvek pro monitorovani
jablek béhem zrani a také pro posuzovani moucnatosti jablek, jelikoz je mezi t€émito dvéma
parametry (luminiscence a moucnatost) dobrd korelace. V jiné studii pouzivali metodu flu-

orescence pro odhad anthokyant a celkového obsahu flavonoidl v ovoci [46, 47, 48].

U vina mezi fluoreskujici molekuly patii fenolové kyseliny, stilbeny, anthokyany, flavanoly
a taniny. Povaha a mnozstvi téchto molekul se u jednotlivych odrtd li§i. Na fenolické slou-
¢eniny ma vliv jak zpracovani tak i starnuti vina. Kromé& zminénych molekul vino obsahuje
dalsi slou€eniny, které mohou fluoreskovat, naptiklad proteiny. V tomto piipad¢ slouzi flu-
orescence k identifikaci vin podle odriidy. Fluorescenéni spektroskopie umoziuje také sle-

dovat zmény chemického sloZeni piva béhem skladovani [49, 50].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem prace bylo ovéfeni pouzitelnosti metody luminiscenéni spektroskopie pro stanoveni

tepelné degradace jedlych oleju.

Teoreticka ¢ast byla zamétena na:

- Charakteristiku jedlych oleji, se zaméfenim na jejich zmény pfi tepelném zahievu
- Ptrehled metod pro kontrolu kvality jedlych oleja

- Popis luminiscen¢ni spektroskopie

Prakticka cast byla zaméfena na pouziti luminiscencni spektroskopie pro staveni tepelni de-

gradace vybranych jedlych oleji. To zahrnovalo:

- Sledovani rozdilnych luminiscenénich charakteristik vzorki olejt

- Pozorovani vlivu délky zdhfevu vzorku na luminiscenci

- Nasledné stanoveni chemickych analyz — stanoveni peroxidového cisla, volnych
mastnych kyselin, konjugovanych diend a triena

- Porovnani nalezenych trendti luminiscence vzorkl s délkou jejich zdhfevu
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5 MATERIAL A PRISTROJE

5.1 Material a chemikalie

VoW

Vzorky oleji — z bézné€ dostupnych trznich siti:

- Slunecnicovy olej ARO, Némecko

- Repkovy olej ARO, Polsko

- Olivovy olej z pokrutin Polsko

- Olivovy olej extra panensky Ballester, Spanélsko
- Palmovy olej Frakcionovany, Italie

Etanol > 99,9% (Lach-Ner s.ro., Neratovice)

Diethylether > 99,7% (Lach-Ner s.ro., Neratovice)

Jodid draselny > 99,0% (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
Thiosiran sodny (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

Hydroxid sodny > 99,0% (Lach-Ner s.ro., Neratovice)
Chloroform > 99,1% (Ing. Petr Lukes§, Uhersky Brod)

Kyselina octova 100,0% (Ing. Petr LukesS, Uhersky Brod)
Indikatory — fenolftalein, Skrobovy maz (LACHEMA, a.s., Brno)

Isooktan (2,2,4 — trimethylpentan) - (Lach-Ner s.ro., Neratovice)

5.2 Pouzité pristroje, nadoby

- Elektronické analytické vahy

- UV spektrofotometr Shimadzu 1240

- PC -1 Photon Counting 001 Steady-State Spectrofluorometer

- Vyhodnoceni pomoci softwaru VINCI — Multidimensional Fluorescence Spectros-

copy

- Bé&Zné laboratorni sklo a pomticky
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6 METODIKA

6.1 Priprava vzorku vybranych oleji

Testované oleje byly zakoupeny v bézné trzni siti. Bylo testovano pét druhti olejt, a to olej

slune¢nicovy, fepkovy, palmovy, olivovy z pokrutin a olivovy olej extra panensky.

Jednotlivé oleje byly vystaveny teploté 160 °C £ 5 °C ve fritovaci nddob¢. Nasledné bylo
odebirano 100 ml vzorku, pficemz byl nejdiive odebran vzorek, ktery nebyl vystaven tepel-
nému zahtevu, poté vzorek, ktery praveé dosahl stanovené teploty. Nasledné byl vzorek ode-
biran kazdych 30 minut zdhfevu po dobu 5 hodin. Z jednoho druhu oleje bylo tedy ziskéno
12 vzorkd, jez byly oznaceny ¢isly 0 az 5 (0 — nezahtivany vzorek, 0,1 — vzorek po dosazeni
teploty 160 °C £ 5 °C, 0,5 — vzorek zahiivany ptl hodiny, 5 — vzorek zahtivany po dobu 5
hodin).

Vzorky byly uchovavany ve sklenénych lahvickach ulozenych v lednici do provedeni stano-

veni. Pfed kazdym stanovenim byly temperovany na teplotu prostiedi.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

6.2 Meéreni luminiscen¢nich spekter vzorki oleju

Me¢éteni luminiscenénich spekter probéhlo pomoci ptistroje PC — 1 Photon Counting 001 Ste-
ady-State Spectrofluorometer (viz Obr. 7). K vyhodnoceni byl pouzit software VINCI —

Multidimensional Fluorescence Spectroscopy.

Budicim zdrojem zde byla vysokotlaka xenonova vybojka (45 mW). Rozsah monochroma-
torl umisténych v ptistroje byl 200 nm az 1200 nm a jako detektor byl pouzit fotondsobic.
Schéma ptistroje 1ze vidét na Obr. 8. Vybojka doda energii pottebnou pro excitaci, vybuzeni
vzorku. Paprsek z vybojky putuje ptes excitaéni monochromator, ktery vymezi excitacni vl-
novou délku, dopadéa na 1cm kyvetu se vzorkem, odkud dal pokracuje v ithlu 90° na emisni
monochromator, ktery vymezi emisni vinovou délku, a dopada na detektor, v tomto piipadé
tedy fotonasobi¢. Jako referencni paprsek slouzi dalsi paprsek z vybojky. Namétené vy-

sledky jsou uvedeny v kapitole 7 — vysledky a diskuze.

Obr. 7 Pristroj PC-1 Photon -counting 001 Steady-State Spectrofluorimeter [51].
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Obr. 8 Schéma pristroje PC-1 Photon Counting 001 Steady-State Spectrofluori-
meter [51].
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6.3 Stanoveni peroxidového Cisla

Peroxidové ¢islo bylo stanoveno jodometrickou titraci. Princip spoc¢iva v reakci peroxidd,
hydroperoxidi ptitomnych v olejich s jodidem draselnym a nasledné titraci uvolnéného jodu
thiosiranem sodnym (viz kapitola 2.12). Béhem reakce se uvolni ekvivalentni mnozstvi jodu,

které je nasledné titrovano thiosiranem sodnym na indikator skrobovy maz za vzniku jodidu.

Hodnota PV se vypocita podle vzorce:

V.T.1000
V= ———
m

Kde:
PV peroxidové ¢islo [mEq O2/kg]
\% spotfeba odmérného roztoku [ml]
T presna koncentrace odmérného roztoku [0,01 mol/1]
m navazka vzorku [g] [52]

Samotny postup stanoveni spoc¢ival v navazeni 5 g vzorku oleje na analytickych vahach do
Erlenmeyerovy banky. Ke vzorku se nasledné ptidalo 10 ml chloroformu pro rozpusténi
vzorku, smés se promichala. Poté bylo k této smési ptidano 15 ml kyseliny octové a 1 ml
jodidu draselného, ktery byl Cerstvé ptipraven. Baiika se uzaviela zatkou a podobu 1 minuty
byla michéna. Nasledn¢ se uzaviena batka umistila do temna na dobu 5 minut. Po uplynuti
doby bylo ptidano 75 ml destilované vody a 5 ml indikdtoru skrobového mazu. Nyni méla
smés tmaveé modrou az ¢ernou barvu. Celd smés se nakonec titrovala thiosiranem sodnym
o koncentraci 0,01 mol/l za neustalého michani az do odbarveni. Nasledné se odecetla spo-

tteba odmérného roztoku.
Za vysledek se povazuje aritmeticky primér ze dvou provedenych stanoveni pro kazdy vzo-
rek. Vysledky byly zpracovany do grafll a jsou uvedeny v kapitole ¢islo 7 - vysledky a dis-

kuze.
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6.4 Stanoveni Cisla kyselosti

Princip této metody spociva v rozpusténi vzorkl ve smési rozpoustédel a ptitomné volné
mastné kyseliny se poté titruji roztokem hydroxidu draselného. Byla pouzita vizualni titrace.
Do titra¢ni banky bylo navazeno 10 g s pfesnosti 0,01 g vzorku oleje. Nasledné bylo ptidano
50 ml smési diethyletheru a ethanolu. Smés se promichala lehkym protfepanim a nasledné
se ptidal indikator fenolftalein. Poté se tato smés titrovala odmérnym roztokem KOH o kon-

centraci 0,1 mol/l do rizového zbarveni, které vydrzelo 10 sekund.

Obsah volnych mastnych kyselin se vypocte dle:

M 100 V.c.M

V1000 m = 1o.m
Kde:
V spotfeba odmérného roztoku [ml]
c koncentrace odmérného roztoku hydroxidu draselného [0,5 mol/I]
m hmotnost vzorku [g]
M molarni hmotnost kyseliny olejové [282 g/mol] [52]

Za vysledek se povazuje aritmeticky primér ze dvou stanoveni provedenych pro kazdy vzo-
rek. Vysledky byly zpracovany do grafii a jsou uvedeny v kapitole Cislo 7 - vysledky a dis-

kuze.

6.5 Stanoveni konjugovanych dienii a trieni

V dalsi ¢asti experimentu byla provedena spektrofotometrickd analyza v UV oblasti. Tato
analyza mize poskytovat informace o jakosti oleje, stavu jeho zachovalosti a zménach zpt-
sobenych technologickymi procesy. Pro toto stanoveni byl pouZit pfistroj UV spektrofoto-

metr 1240 Shimadzu.
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Absorbce pti vinovych délkach specifikovanych v této metod¢ je dana ptitomnosti konjugo-
vanych dienl a trientl. Tyto absorpce lze vyjadiit jako specifické extinkce Ef 2 (tedy ex-
tinkce vyvolana 1% roztokem oleje v predepsaném rozpoustédle pfi tloustce vrstvy 1 cm).

Extinkce znamena zeslabeni zafeni pii pruchodu prostiedim [52].

Vzorek oleje se tedy rozpusti v pozadovaném rozpoustédle a poté se urci extinkce roztoku
pti uréitych vinovych délkach proti Cistému rozpoustédlu. Z vysledki zjisténych pii spek-
trofotometrickém méteni se vypoctou specifické extinkce. Nasledné se vypocte specificka
absorbance pii 232 nm a 268 nm v isooktanu nebo pfi 232 nm a 270 nm v cyklohexanu pro

koncentraci 1 g/100 ml a v 10 mm kyveté.

Jako rozpoustédlo byl pro toto stanoveni pouzit isooktan. Zminéné rozpoustédlo bylo pou-
zito 1 jako referencni roztok pro srovnani. Pro toto stanoveni byly vybrany vinové délky 232

nm a 272 nm.

Specifické extinkce pro kazdou vinovou délku se vypocte dle vzorce:

E
4= ()
Kde:
K specificka extinkce pii vinové délce A
E, extinkce méfend pti vinové délce A
c koncentrace roztoku [g/100ml]

S tloustka kyvety [cm] [52]
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Méreni luminiscen¢nich spekter

7.1.1 Urceni excitaéni vinové délky

Pro méteni emise luminiscence je nutné najit idealni podminky pro méfeni intenzity lumi-
niscence, tedy je nutné znat excitaéni vinovou délku daného vzorku. Tuto vinovou délku je
mozné zjistit z 3D mapy, jeZ zobrazuje celkovou luminiscen¢ni charakteristiku vzorku. Na
ose x lezi emisni vlnova délka (v jednotkdch nm), na ose y je intenzita (v jednotkach counts
— tzn. Pocet svételnych kvant) a na ose z excitacni vlnova délka (v jednotkach nm). Pro zjis-
téni vhodné excitacni vinové délky se odecte vinova délka na ose z, ptikteré dosahuje vzorek

nejvyssi intenzity na ose X.

Vzorek byl proméfen pii rozmezi emisnich vinovych délek 350 — 650 nm a pii rozmezi

excitacnich vinovych délek 330 — 430 nm.
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Obr. 9 3D mapa repkového oleje — vzorek 0

Na zéklad€ vyhodnoceni byla z 3D mapy, viz Obr. 9, odectena excitacni vinova délka, tedy

ta vlnova délka, pfi které je intenzita emise nejvyssi, tomto piipadé tedy 355 nm (v grafu
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vyznaceno Sipkou). Pfi vybrané excitacni vinové délce se vzorek méti dal. 3D mapy ostat-
nich oleji jsou uvedeny v ptiloze P I, P II. Excita¢ni vlnovéa délka 355 nm byla vybrana

z divodu maximalni emise svétla pro vSechny testované vzorky olejt.

7.1.2 Luminiscen¢ni spektra testovanych oleji

Slunecnicovy olej ——Zdroj

250000

200000 /\ =05

150000 +—

100000 -

50000 - ~
\ t=3.5

O T T T . t:4
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Emisni vlnova délka [nm]

Intenzita [count]

Obr. 10 Graf zavislosti intenzity luminiscence na emisni vinové délce

Na Obr. 10 Ize vidét graf luminiscence vzorkl slune¢nicového oleje naméiené pii excitacni
vlnové délce 355 nm. Jednotlivé kiivky odpovidaji spektriim vzorkt s rozdilnou dobou za-
hievu, kde t=0 odpovida vzorku, jez byl odebran v okamziku, kdy doséhl pozadované teploty
zahtevu, a t=5 je vzorek s nejvyssi dobou zahfevu — 5 hodin. Spektrum oznacené jako Zdroj,
pfedstavuje vzorek, ktery nebyl vystaven tepelnému zahiivani. Stejné znaceni je pouzito u

vSech luminiscencni spekter testovanych olejt.

Je zde jeden vyrazny pik (viz Obr. 10), ktery se nachdzi v rozmezi emisni vinové délky 360
az 500 nm, s maximem pii 420 nm. Dale je zde pfitomen mensi pik v rozmezi 500 az 540
nm, s maximem pii 525 nm. Taky je mozné zde nalézt jesté dalsi pik, ktery je vyrazné mensi,
nachazi se v rozmezi emisnich vlnovych délek 690 az 725 nm, s maximem pii 710 nm. Pro-
toze maximum v oblasti kolem 710 m je zastinéno piky s vyssi intenzitou, byl tento pik vy-

nesen samostatné do grafu, viz Obr. 11. Z Obr. 10 je patrné, ze intenzita luminiscence klesala
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s rostouci dobou zahtevu, tedy zdrojovy vzorek vykazuje nejvétsi intenzitu zateni, jeho hod-
noty dosahuji az k 230 000 countii a nejmensi intenzitu vykazuje vzorek, ktery byl vystaven
tepelné zatézi po dobu 5-ti hodin. Hodnoty tohoto vzorku dosahuji pouze k 95 000 countt.
Z Obr. 12, ktery zobrazuje zavislost intenzity luminiscence piku pii 420 nm na dob¢ degra-
dace, je patrné, Ze intenzita piku klesa téméf linearné s Gasem (korelaéni koeficient R? =
0,9931), vyjma zdrojového vzorku. Na Obr. 13, jez zobrazuje intenzitu luminiscence piku
na 525 nm na Case, je také patrny klesajici trend, zde korelaéni koeficient ¢ini R? = 0,9430.
Podobné je tomu 1 na Obr. 14, kde je zobrazena zavislost intenzity pro pik pfi 710 nm, 1 zde

je zieymy pokles intenzity avSak nelinearni.

Slune¢nicovy olej — Zdroj
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— t=1
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Obr. 11 Graf zavislosti intenzity luminiscence na emisni vinové délce (priblizeni

oblasti kolem 710 nm)
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Obr. 12 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace - pik na 420 nm
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Obr. 13 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace - pik na 525 nm
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Obr. 14 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace — pik na 710 nm
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Obr. 15 Graf zavislosti intenzity luminiscence na emisni vinové délce



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

Na Obr. 15 je zobrazen graf luminiscence pro vzorky fepkového oleje namétené také pri
excitacni vlnové délce 355 nm. Podobné jako u slunecnicového oleje je zde jeden vyrazny
pik v rozmezi emisnich vinovych délek 360 nm az 500 nm, s maximem pti 420 nm. Dalsi
pik, ktery je mensi Ize nalézt pti 520 nm. I v tomto piipad¢ plati, ze s rostouci dobou zdhievu
klesa intenzita emise vzorkl. Nejvyssi intenzitu vykazuje opét zdrojovy vzorek, jehoz hod-
ti hodin, jehoz hodnoty dosahuji pouze k 200 000 countii. Na grafu uvedeném nize, Obr. 16,
jez zobrazuje zavislost intenzity luminiscence piku na 420 nm na Case degradace, lze vidét,
7e pokles intenzity piku p¥i 420 nm neni linearni, korelaéni koeficient je pouze R* = 0,9323,
ale v ptipad¢ nasledujiciho grafu (Obr. 17), ktery zobrazuje zavislost intenzity luminiscence
piku na 525 nm na ¢ase degradace, je pokles intenzity linearni (R? = 0,9959), tudiz v tomto

ptipadé je tu jista korelace mezi dobou degradace a poklesem intenzity luminiscence.
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Obr. 16 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace - pik na 420 nm
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Obr. 17 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace - pik na 525 nm
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Obr. 18 Graf zavislosti intenzity luminiscence na emisni vinové délce

Na grafu luminiscence olivového oleje z pokrutin (viz Obr. 18) podobné jako na ptedchozich

grafech, je jeden vyrazny pik, ktery ma maximum pii 440 az 450 nm. V rozmezi 500 nm az
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530 nm lze vidét dalsi mensi pik. Opét Ize tvrdit, Ze s rostouci dobou zahtevu klesa intenzita
luminiscence vzorkl. Tedy nejvyssi intenzitu vykazuje vzorek zdrojovy, ktery v maximu
dosahuje hodnoty 136 000 counti a vzorek zahtivany 5 hodin dosahuje 29 000 countt. Dale
lze v grafu pozorovat posun maxima (vrcholu) hlavniho piku, ktery u zdrojového vzorku je
pfi440 nm a u posledniho vzorku se toto maximum posunulo na 450 nm. Z Obr. 19 je patrné,
ze pokles intenzity piku pti 440 nm neni uplné linearni, vzhledem ke korelacnimu koefi-
cientu, jez ¢ini R? = 0,9479. Obr. 20 zobrazuje zavislost poklesu intenzity luminiscence pro
pik na 520 nm, jehoz korela¢ni koeficient je R? = 0,9718, ani v tomto piipadé se nejednd o

linearni zavislost.
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Obr. 19 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace — pik na 440 nm
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Obr. 20 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace - pik na 520 nm
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Obr. 21 Graf zavislosti intenzity luminiscence na emisni vinové délce
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Z Obr. 21 je patrné, ze u olivového oleje extra panenského, jako u jediného z testovanych
vzorkl, intenzita luminiscence naopak rostla s rostouci dobou zéhievu. Z toho lze vyvodit,
ze zde zédhtevem (vlivem oxidace), vznikalo mnoho sloucenin, jez jsou schopny luminisko-
vat. V tomto pripadé nejvyssi hodnoty dosahuje vzorek, ktery byl zahiivan nejdelSi
rek 32 000 countd. U zdrojového vzorku lze v rozmezi 360 nm az 510 nm rozlisit tfi piky,
které se postupné spojuji do jednoho velkého, coz Ize pozorovat u vzorkli s dobou zéhievu
2 hodiny a vySe. Pik kolem 385 nm pravdépodobné nalezi kyselin€ gallove, kterd patii mezi
fenolické slouceniny, tudiz piisobi jako antioxidant. (Tena et al., 2009) [53]. V tomto piipad¢
do jisté miry chrani olej pted oxidaci, ale jak Ize pozorovat s rostouci dobou zahievu pik

zvysuje svou intenzitu. Dochézi tedy k degradaci této kyseliny.

V nasledujicich grafech Obr. 22, 23, 24, 25 je zobrazena zavislost intenzity luminiscence na
case degradace pro piky pii 385, 440, 470, 525 nm. Z téchto grafi je patrné, Ze intenzita
s Casem narusta pro piky 385, 440, 470 nm, ale intenzita piku pii 525 nm klesa. OvSem ani
v jednom ptipadé nelze mluvit o linearnim nartstu nebo poklesu, hodnoty korelacnich koe-

ficientl jsou pftili§ nizké.
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Obr. 22 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace - pik na 385 nm
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Obr. 23 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace - pik na 440 nm
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Obr. 24 Zavislost intenzity luminiscence na case — pik na 470 nm
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Obr. 25 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace — pik na 525 nm
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Obr. 26 Graf zavislosti intenzity luminiscence na emisni vinové délce
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U vzorkl palmového oleje, obdobné jako v ptedchozich ptipadech, viz Obr. 26, intenzita
luminiscence klesa s rostouci dobou zahtevu. Nejvyssi hodnota, u zdrojového vzorku, dosa-
hodin. Je zde pritomen jeden vyrazny pik s vrcholem pti 435 nm a dal$i mensi pik, ktery ma
vrchol pfi 520 nm. Z Obr. 27, znazornujici zavislost intenzity luminiscence na Case pro pik
na 435 nm, Ize usoudit, ze intenzita luminiscence piku klesa, ovSem ne linearné, hodnota
korela¢niho koeficientu je nizka. Podobné¢ je tomu i na nasledujicim grafu, Obr. 28, ktery
naleZi piku pf1 520 nm, ani v tomto ptipadé se tedy nejedna o linearni pokles intenzity. AvSak

1ze vidét klesajici trend poklesu sledované intenzity luminiscence.
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Obr. 27 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace — pik na 435 nm
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Obr. 28 Zavislost intenzity luminiscence na case degradace — pik na 520 nm

Ze studie Kongbonga et al. (2011) Ize vyvodit, Ze piky v oblasti 400 az 500 nm odpovidaji

vzniklym oxidacnim produktiim [54].

Existenci piku v oblasti kolem 525 nm zptsobuje vitamin E. Pokud by zde byly ptitomny
1 piky v rozmezi 650 nm az 700 nm poukazovalo by to na pfitomnost chlorofyli, zahrnujici
chlorofyl a, b a feofytiny a, b (Diaz et al., 2003). Jina studie uvadi rozsah vlnovych délek
pro chlorofylova barviva 570-700 nm (Poulli et al., 2009) [55].

Piky kolem 300 nm az 350 nm by znacily pfitomnost fenolickych slouc¢enin ve vzorcich,

naptiklad kyseliny gallové apod. (Sikorska et al., 2005) [22].

Podle studie Poulli et al., 2009 obsahoval olivovy olej extra panensky v oblasti 350-500 nm
tfi piky po zéhtevu (30 minut pfi teploté 150-190 °C). Déle byl ptitomen pik v oblasti 315—
350 nm, jez se snizoval po zédhfevu 30 minut pfi teploté 100 °C a 150 °C a upln€ vymizel pii
190 °C. Olivovy olej z pokrutin v oblasti 350-500 nm vykazoval dva piky také po zdhfevu
30 minut pii 100, 150 a 190 °C. Slune¢nicovy olej ukazoval pik luminiscence v oblasti
340-500 nm, nicméné ten se snizoval pfi zdhfevu na 150 a 190 °C. Piky v oblasti kolem

400-450 nm nariistaly po zahievu 8 hodin pfi teploté 190 °C [55].

Ve vyzkumu, ktery provedl Guimet et al. 2005, vykazoval panensky olivovy olej 2 malé

piky pti 445 a 475 nm, jeden intenzivni pik na 525 nm a dalsi pik pfi 681 nm [56].
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Podle studie Kyriakidise a Skarkalise piky pii 445 a 475 nm odpovidaji produktiim oxidace
a pik pfi 525 nm je odvozeny od vitaminu E, pik pfi 681 nm je pfisuzovan chlorofylim.
Velmi mald intenzita pikt pii 445 a 475 nm u panenského olivového oleje byla zpiisobena
pritomnosti velkého obsahu mononenasycenych mastnych a fenolickych antioxidantti, které
jim poskytuji vétsi stabilitu proti oxidaci. VSechny rafinované oleje zobrazovaly pouze jeden
intenzivni $iroky pik na pfiblizné 400-560 nm, jez je zpisoben vyS$im stupném oxidace

oleji v diisledku vysokého obsahu polynenasycenych mastnych kyselin [57].

Na zakladé zjisténych informaci Ize usoudit, ze byly u vSech testovanych vzorkl pfitomny
produkty oxidace (400 az 500 nm), liSila se pouze jejich emisni vinova délka a intenzita
emise. Intenzita piku odpovidajici oxida¢nim produktim, s rostouci dobou zahievu klesala,
s vyjimkou olivového oleje extra panenského, u kterého naopak intenzita téchto piki
vzrostla. Dale u vSech vzorki olejii byl zaznamenan pik odpovidajici vitaminu E, jehoZ in-
tenzita také klesala s dobou zahtevu, opét s vyjimkou u olivového oleje extra panenského,
kdy se intenzita zminéného piku zvySovala do doby zdhfevu 1 hodiny a aZ poté zacala také
klesat. U vzorku slune¢nicového oleje byl pfitomen 1 pik odpovidajici chlorofylim. Pik ko-
lem 385 nm, jez byl ptitomen u olivového oleje extra panenského, je zplisoben piitomnosti

kyseliny gallové. (Tena et al., 2009) [53].

Mrw e

selin a vy$§imi procenty jejich oxida¢nich produkta [58].
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7.2 Stanoveni peroxidového Cisla

Peroxidové Cislo je méfitkem obsahu primarnich produktt oxidace tukt a olejti. Té€mito pro-
dukty jsou peroxidy a hydroperoxidy, které snizuji jak senzorickou, tak i nutricni hodnotu.
Hydroperoxidy nasledn¢ degraduji za vznikii aldehydt a ketond. Peroxidové Cislo urcuje
mnozstvi kysliku, ktery je schopny oxidovat jodid na jod za podminek metody a vyjadiuje
se v miliekvivalentech aktivniho kysliku na kg oleje. Cim je hodnota tohoto &isla vyssi, tim

vic se snizuje oxidaéni stabilita vzorku [52, 59].

Podle natizeni EU 299/2013 je stanovena maximalni hodnota peroxidového ¢isla pro extra
panensky olivovy olej <20 mEq O»/ kg, pro olivovy olej z pokrutin je tato hodnota < 15
mEq O/ kg. Ve vyhlasce Ministerstva zemédélstvi ¢. 90/2000 je uvedena hodnota PV, ktera
plati obecné pro vSechny tuky a oleje, tato hodnota ¢ini maximaln¢€ 10,0 mEq O2/kg a hod-

nota pro oleje lisované za studena ¢ini maximalné 15,0 mEq Ox/kg [52].

Za zvySovanim peroxidového ¢isla stoji oxidace, autooxidace a fotooxidace.

7.2.1 Slunecnicovy olej
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Obr. 29 Vliv doby zahievu na hodnotu PV — slunecnicovy olej
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Pro porovnani vysledku byla vybrana studie, jez publikoval Modupe O. Dawodu a spol.
V této studii je uvedena hodnota PV pro slune¢nicovy olej pii teploté 25 °C 2,30 + 0,02 mEq
O2/kg a pri teploté 150 °C doséhlo peroxidové ¢islo hodnoty 3,20 + 0,02 mEq Ox/kg [7].

Hodnota peroxidového ¢isla u testovaného vzorku slunecnicového oleje (viz Obr. 29), ktery
nebyl zahtivan (0), byla 2,94 mEq O./kg a u nasledujiciho vzorku (0,1), jez byl odebran
v okamziku dosazeni teploty 160 °C + 5 °C, byla tato hodnota 14,73 mEq O»/kg. Peroxidové
¢islo doséhlo svého maxima u vzorku, ktery byl zahiivan po dobu 3 hodin, nasledné tato

hodnota poklesla. Hodnoty PV testovanych vzorkt spliuji zminénou vyhlasku jenom v pii-

1 1,5 2 25 3 35 4 45 5

Doba zahtevu [hod]

padé nezahtivaného vzorku.

7.2.2  Repkovy olej
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Obr. 30 Vliv doby zahievu na hodnotu PV — fepkovy olej

Na Obr. 30 Ize pozorovat nartist PV vzorkt fepkového oleje se zvySujici se dobou zahievu.
Dle jiz zminéné vyhlasky Ministerstva zemédélstvi splituje fepkovy olej hodnotu <10 mEq
0O2/kg pouze u prvnich dvou vzorkt, u vzorku bez zahtevu (0) — 1,19 mEq Ox/kg a u vzorku
(0,1), jez pravé dosahl teploty zdhfevu 160 °C + 5 °C — 8,64 mEq O/kg.
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7.2.3 Olivovy olej z pokrutin
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Obr. 31 Vliv doby zahievu na hodnotu PV — olivovy olej z pokrutin

Natizeni 299/2013 udavéa hodnotu peroxidového cCisla pro olivovy olej-olej z pokrutin na
<15 mEq O/kg. Hodnoty vzorkt (viz Obr. 31) pro tento typ oleje zaCinaji, pro nezahiivany
vzorek (0), na hodnoté 1,99 mEq O»/kg a opét s dobou zdhfevu tato hodnota roste az do
hodnoty 5,17 mEq Ox/kg pro tepelnou zatéz 5 hodin. Zadna hodnota peroxidového &isla

nepiesahla hodnotu danou Nafizenim Komise 299/2013.
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7.2.4 Olivovy olej extra panensky
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Obr. 32 Vliv doby zahievu na hodnotu PV — olivovy olej extra panensky

Ta sama studie (Modupe O. Dawodu a spol.) uvadi peroxidové Cislo i1 pro olivovy olej.
Udava hodnotu pti 25 °C 5,20 + 0,02 mEq O2/kg a pii teploté 150 °C 5,72 mEq O2/kg. Hod-
noty dané Nafizenim Komise 299/2013 ¢ini pro extra panensky olivovy olej <20 mEq O./kg.

Na Obr. 32 lze pozorovat hodnoty testovanych vzorkil olivového oleje extra panenského,
zacinajici na hodnoté PV 6,66 mEq Ox/kg pro nezahiivany vzorek (0), tato hodnota dale
roste s dobou zéhtevu aZ do hodnoty, pro 5 hodin zahfivany vzorek - 35,89 mEq Ox/kg. Jiz
od doby zahtevu 2 hodin ptfesahuje hodnota peroxidového ¢isla hodnotu danou Natizenim

Komise 299/2013.
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7.2.5 Palmovy olej
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Obr. 33 Vliv doby zahievu na hodnotu PV — palmovy olej

Hodnoty PV pro palmovy olej uvedené ve studii Modupe O. Dawodu ¢ini pfi teploté 25 °C
1,80 = 0,05 mEq O2/kg a pii teploté 150 °C je tato hodnota 2,10 + 0,02 mEq O/kg. Testo-
vany vzorek palmového oleje, ktery nebyl vystaven tepelné zatézi (0), ma prumérnou hod-
notu peroxidového ¢isla 0,74 mEq Ox/kg. Po dosaZeni teploty zahfevu 160 + 5 °C je tato
hodnota 1,58 mEq O2/kg (vzorek 0,1) a nasledn€ PV s rostouci dobou zéhifevu stoupé az do
3 hodiny zahievu (viz Obr. 33), kde hodnota peroxidového ¢isla dosdhla maxima, tedy 17,34
mEq O/kg, poté zase klesa. Pokles je zptsoben rozkladem primarnich produktt oxidace —

hydroperoxidi.
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Obr. 34 Vliv doby zahievu na hodnotu PV — porovnani vsech vzorkii

Pti srovnani vSech vzorkt oleju, jak lze vidét i na Obr. 34, je patrné, ze nejvySsi hodnotu
peroxidového Cisla mé olivovy olej extra panensky (OO), a to jiz v prvnim vzorku, tedy ve
vzorku, ktery nebyl podroben tepelné zatézi, tato hodnota roste s rostouci dobou zéhtevu.
Tudiz se potvrdilo, Ze olivovy olej extra panensky ma vyuziti ve studené kuchyni, nikoliv
pro tepelnou tpravu potravin. Naopak nejmensi hodnotu mél olivovy olej z pokrutin (OPO).
Déle mtizeme vidét, Ze podobné chovani jako palmovy olej (PO) vykazoval i slune¢nicovy
olej (SO), ve smyslu, Ze PV doséahlo ur¢it¢tho maxima a po dosazeni této hodnoty zase kle-

salo.

7.3 Stanoveni Cisla kyselosti — volnych mastnych kyselin

Cislo kyselosti udava, kolik mg KOH je tfeba na neutralizaci volnych mastnych kyselin,
které se nachazeji v 1 g tuku. Je dileZitym ukazatelem stavu lipidi, jeZ pfimo ovliviiuji kva-
litu olejii. Volné mastné kyseliny vznikaji hydrolyzou a zvysuji riziko oxidace olejii. Cim

vvvvv

jici trend pti zahfevu oleje.
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V piiloze ¢. 8, vyhlasky Ministerstva zeméd¢lstvi €. 328/1997, kterd byla zruSena a nahra-
zena vyhlaskou €. 397/2016, je uvedena maximalni hodnota ¢isla kyselosti 0,6 mg KOH/ g

a maximalni hodnota ¢isla kyselosti pro oleje lisované za studena 4,0 mg KOH/ g.
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7.3.1 Slunecnicovy olej
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Obr. 35 Vliv doby zdhievu na hodnotu CK — slunecnicovy olej

Z Obr. 35 je patrné, Ze hodnota Cisla kyselosti u nezahtivaného vzorku (0) €ini (po zaokrouh-
leni) 0,06 mg KOH/ g, tato hodnota rostla aZ k hodnoté 0,17 mg KOH/g, coz je maximalni
dosazena hodnota u vzorku slune¢nicového oleje. Hodnota ¢isla kyselosti mirné vzrostla

s rostouci dobou zahtevu. AvSak nepfekrocila maximalni hodnotu danou vyhlaskou.
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7.3.2  Repkovy olej
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Obr. 36 Vliv doby zdhievu na hodnotu CK — fepkovy olej

Stejné tak jako slunecnicovy olej i fepkovy olej splituje hodnotu uvedenou ve vyhlasce. Ma-
ximalni hodnota u vzorku fepkového oleje byla 0,36 mg KOH/g a nejmensi hodnota, ktera
byla naméfena opét u nezahiivané¢ho vzorku (0), ¢ini 0,28 mg KOH/g. Také 1ze na Obr. 36

pozorovat rostouci trend Cisla kyselosti.

7.3.3 Olivovy olej z pokrutin
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Obr. 37 Vliv doby zihievu na hodnotu CK — olivovy olej z pokrutin
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Maximalni dosazena hodnota ¢isla kyselosti u vzorku olivového oleje z pokrutin byla 0, 34
mg KOH/g a to u vzorku, jez byl zahtivan po dobu 3 hodin (viz Obr. 37). Hodnota mirné

rostla s dobou zahtevu, ale ne n¢jak razantné. Avsak opét splituje hodnotu danou vyhlaskou.

7.3.4 Olivovy olej extra panensky
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Obr. 38 Vliv doby zdhievu na hodnotu CK — olivovy olej extra panensky

Cislo kyselosti dané toutéz vyhlagkou pro oleje lisované za studena je maximalné 0,4 mg
KOH/g. Testovany vzorek olivového oleje extra panenského (viz Obr. 38) tuto hodnotu ne-
splituje ani u vzorku, ktery nebyl tepelné zatéZovan (0). Hodnoty se pohybuji v rozmezi od

0,53 mg KOH/g u vzorku 0 az 6,73 mg KOH/g u vzorku 5.
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7.3.5 Palmovy olej
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Obr. 39 Vliv doby zdhievu na hodnotu CK — palmovy olej

Jak je patrné z Obr. 39, hodnoty cisla kyselosti pro palmovy olej s rostouci dobou zédhfevu
mirn¢ roste. Hodnoty zac¢inaji na 0,14 mg KOH/g a maximalni dosazena hodnota ¢ini 0,32
mg KOH/g. I u tohoto vzorku lze pozorovat rostouci trend zavislosti doby zahievu na CK.

Vzorek splituje hodnotu 0,4 mg KOH/g, ktera je podminéna vyhlaSkou.
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Obr. 40 Vliv doby zdhievu na hodnotu CK — srovndni vSech olejii

Z Obr. 40, kde Ize vidét porovnani vSechno vzorkt oleju a jejich Cisla kyselosti, je patrné,
ze nejvyssi hodnotu ¢isla kyselosti mél olivovy olej extra panensky (OO), nasledné fepkovy
olej (RO), olivovy olej z pokrutin (OPO), poté palmovy olej (PO) a nakonec slune¢nicovy
olej (SO).

7.4 Spektrofotometrické stanoveni

Konjugované vazby dient a triend, jejichz piitomnost lze zjistit pomoci spektrofotometric-
kého stanoveni, vznikaji vlivem fixace kysliku v linolové a linolenové kyselin€ za vzniku
hydroperoxidu [52, 60].

Provadéci Natizeni Komise (EU) €. 299/2013, kterym se méni natizeni (EHS) €. 2568/91 o
charakteristikach olivového oleje a olivového oleje z pokrutin a o pfislusSnych metodach ana-

1yzy, stanovuje hodnotu pro olivovy olej extra panensky pro K32 < 2,50 a hodnotu Kz79 <

0,22 a pro olivovy olej-olej z pokrutin je uréena pouze hodnota Ka70< 1,70 [52].
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7.4.1 Slunecnicovy olej
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Obr. 41 Vyvoj hodnoty K pri 232 a 272 nm pro vzorek slunecnicového oleje

Z Obr. 41 je patrné, vSechny vzorky slune¢nicového oleje, kromé vzorku, ktery nebyl vysta-
ven tepelnému zahievu, presahovaly hodnotu K»70 1,70 danou Natizenim Komise. Vzorek

s oznacenim 0 — bez zahievu dosahl hodnoty 1,69, ostatni hodnoty byly rozmezi 2,86 — 3,06.
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7.4.2 Repkovy olej
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Obr. 42 Vyvoj hodnoty K pri 232 a 272 nm pro vzorek repkového oleje

Hodnoty K»7, fepkového oleje se pohybovaly v rozmezi 0,29 — 0,45, tady spliiuji maxima

dané Natizenim Komise. Na Obr. 42 Ize vidét, Ze tyto hodnoty rostou s dobou zahtivani.

7.4.3 Olivovy olej z pokrutin
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Obr. 43 Vyvoj hodnoty K pri 232 a 272 nm pro vzorek olivového oleje z pokrutin
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Jak lze z vySe uvedeného grafu (Obr. 43) vyCist, i tento olej, pro ktery je stanovena piimo

hodnota K70 1,70, tuto podminku spliiuje. Hodnoty se pohybovaly v rozmezi 0,38 az 0,49.

7.4.4 Olivovy olej extra panensky
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Obr. 44 Vyvoj hodnoty K pri 232 a 272 nm pro vzorek olivového oleje extra pa-

nenského

Hodnoty pro olivovy olej extra panensky jsou stanoveny na K3, < 2,50 a hodnotu Ko7 <
0,22. Hodnoty pro vzorky tohoto oleje (viz Obr. 44) se pro K232 nm pohybuji v rozmezi od
0,03 az 0,07, v tomto piipad€ splituji danou podminku. Pro K272 nm se pohybuji v rozmezi
0,12 az 0,25, tudiz podminéné hodnoté 0,22 odpovidaji pouze prvni tti vzorky — vzorek 0
(bez zahtevu), 0,1 (vzorek, ktery praveé dosdhl zahievu na pozadovanou teplotu) a 0,5 (vzo-

rek ktery byl zahtivan ptl hodiny).
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7.4.5 Palmovy olej
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Obr. 45 Vyvoj hodnoty K pri 232 a 272 nm pro vzorek palmového oleje

Hodnoty palmového oleje (viz Obr. 45) se pohybovaly v rozmezi hodnot 0,05 — 0,10 pro
K232, pro K272 je toto rozmezi 0,30 — 0,45. Ani v tomto pfipad¢ vzorky oleje nepiekrocily

hodnotu 1,70 danou Nafizenim Komise.
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ZAVER

Cilem prace bylo ovéteni pouzitelnosti luminiscencni spektroskopie pro stanoveni tepelné
degradace jedlych olejii. Vybranymi vzorky byl olej slune¢nicovy, fepkovy, olivovy olej
extra panensky, olivovy olej z pokrutin a palmovy olej. Jako dopliitkové metody pro stano-

veni miry oxidace vzorkil byly vybrany — stanoveni peroxidového ¢isla, ¢isla kyselosti a sta-

noveni konjugovanych dientl a triend.

Dtivodem pro testovani metody luminiscen¢ni spektroskopie je jeji relativni rychlost, vysoka
citlivost a jednoduchost provedeni bez nutnosti pouZziti chemickych ¢inidel. Coz jsou vy-

hody, pro které je tato metoda dnes stale vice testovana v fadé prumyslovych aplikaci.

Z grafll luminiscencnich spekter jednotlivych testovanych olejii 1ze zaznamenat velmi vy-
raznou korelaci mezi intenzitou luminiscence pfi excitacni vinové délce 355 nm a délkou
tepelné zatéZe testovaného vzorku. U slune¢nicového a fepkového oleje se jednalo o pokles
intenzity pfi emisni vinové délce 420 nm, u olivového oleje z pokrutin je pokles pti vinové
délce 440 nm a u palmového oleje pti 435 nm. Tento pokles je ptisuzovan vzniku degradac-
nich produktti oxidace. Naopak u olivového oleje extra panenského byl v této oblasti vino-

vych délek zaznamenan nartist intenzity emitovaného svétla.

U vsech vzorki byl ptitomen vyrazny pik piedstavujici miru vzniklych oxida¢nich produkti,
dale zde byl zaznamenan 1 maly pik odpovidajici vitaminu E. U slune¢nicového oleje byl
nameéfen 1 pik pro chlorofyl. Nejvyssi mira korelace s délkou tepelné zatéze byla zazname-
nana u fepkového oleje pro pik 525 nm, u kterého hodnota korelaéniho koeficientu R? &ini
0,9959 a u sluneénicového oleje pro pik 420 nm ¢&ini hodnota R?0,9932.

Z namé&ienych hodnot peroxidového Cisla je patrny nartist u olivového oleje extra panen-
olivovy olej z pokrutin, avSak tyto hodnoty se s ¢asem také zvySuji. Podobny trend lze po-
zorovat i u stanoveni ¢isla kyselosti. Namétena data potvrzuji velmi dobrou tepelnou stabi-
litu u oleji olivového oleje z pokrutin, fepkového, palmového i slunenicového oleje. Nao-
pak olivovy olej extra panensky vykazuje pomérné vysokou oxidaci vlivem zahievu, tedy

nizkou stabilitu vii¢i tepelnému zahfevu.

Z méteni provedenych v této studii, ale i1 z dostupnych publikovanych studii je zfejmé, Ze
popis a vysvétleni konkrétnich chemickych zmén, ke kterym v olejich pfi tepelném stresu

dochazi, je velmi slozité. Nicméné€ i bez ptesné znalosti téchto pochodll Ize z dosazenych
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vysledkl konstatovat, ze metoda luminiscencni spektroskopie vykazuje velmi dobrou kore-
laci s dobou tepelné zatéze a bylo by mozné pouzit tuto metodu pro sledovani kvality tepeln¢

degradovanych olejt.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

NMR Nuklearni magnetické rezonance
NIR  Near-infrared spectroscopy — spektroskopie v blizké infra¢ervené oblasti
PV Peroxid value — peroxidové ¢islo
MA  Malondialdehyd

TBA  Thiobarbiturové ¢islo

UV Ultrafialova oblast

UHT  Ultra-high temperature

ml Mililitr

mol/l  Jednotka koncentrace — moly na litr
CK Cislo kyselosti

K Specificka extinkce

hod  Hodina

nm Nanometr
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SEZNAM PRILOH

Ptiloha PI: 3D mapy luminiscence extra panenského olivového oleje, palmového oleje

Ptiloha PII: 3D mapy luminiscence olivového oleje z pokrutin, sluneénicového oleje



PRILOHA P I: 3D MAPY LUMINESCENCE
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PRILOHA P II: 3D MAPY LUMINESCENCE
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