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ABSTRAKT

Cilem této prace je analyzovat vybrané vzorky rostlinnych oleji s pouzitim
spektrofluorimetru. Z jednotlivych olejii budou pfipraveny smési a na zaklad¢ analyzy bude
zkoumano, jaky procentualni podil pfimési se ve smési nachazi a bude mozno urcit, zda jsou
oleje Cisté, nebo jsou fedény jinym olejem. Poté bude na zdkladé métfeni uréena minimalni
hranice pro detekci padélani. Na zavér bude vytvorena laboratorni tloha do pfedmétu

Forenzni védy.

Kli¢ova slova: Spektrofluorimetr, olej, smés, pad¢lani, detekce

ABSTRACT

The aim of this thesis is to analyze selected samples of vegetable oils using a
spectrofluorimeter. Mixtures will be prepared from the individual oils and, based on the
analysis, the percentage of the impurity in the mixture will be examined and it will be
possible to determine whether the oils are pure or diluted with another oil. Then, the
measurement will determine the minimum limit for detecting counterfeiting. Finally, a

laboratory task will be created for the Forensic Science class.

Keywords: Spectrofluorimeter, oil, mixture, counterfeiting, detection
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UvVOD

Tato diplomova prace je zaméfena na fotoluminiscencni analyzu rostlinnych oleji, za
ucelem zjisténi moznych hranic pro detekci padé€lani. V prvni ¢asti prace bude provedena
reSerSe na téma fluorescencni spektroskopie, aby bylo ziejmé, jakym zpiisobem bude méteni
probihat, jaka je aktudlni situace s padélanim olejl, jaké vyzkumy byly provedeny a jaké
vysledky z hlediska padélani byly objeveny. Jelikoz je extra panensky olivovy olej
nakladnéjs$i nez vétSina béznych olejli, bude se prace vénovat pievazné témto olivovym
olejiim a jejich padélani. Poté bude popsan spektrofluorimetr pouzity k ziskani spekter olejt
a jejich smési. Pro tato méfeni bylo vybrano mnozstvi oleji (mandlovy, kokosovy, fepkovy,
slune¢nicovy, ...), které budou méteny jednotlive, bez jakékoli upravy, a to z divodu
potencionalni aplikace — odhalovani padélkii p¥imo ,,v terénu®. Repkovy ¢&i sluneénicovy
olej byl vybran, jelikoz je snadno dostupny a pohybuje se v nizsi cenové hladin€ nez extra
panenské olivové oleje. Dale budou z téchto vzorkd vytvoreny smési, které budou métreny
v mnoha rtiznych koncentracich, aby bylo zcela viditelné, jak se intenzita luminiscence
meétfené¢ho vzorku zvySuje €i snizuje v zavislosti na poméru olivového a jin¢ho oleje. Ze
ziskanych vysledkii bude na zéklad¢ analyzy jednotlivych vzorkti mozné zjistit, zda se jedna
o smés, nebo o jeden Cisty druh oleje. Poté bude analyzovana fada smési o rizné koncentraci,
aby bylo mozné vidét, jak se emisni spektra méni dle sniZujiciho se mnoZzstvi olivového
oleje. Na zaklad¢ analyzy dat, jeZ bude provedena pomoci né€kolika dal§ich méfeni, bude
stanovena hranice, pfi které¢ bude mozné zjistit minimalni koncentraci piimési, jiZ je mozné
zachytit spektrofluorimetrem. Pii této hranici bude mozné zjistit padélani olivového oleje.
Posledni casti diplomové prace bude vytvofeni laboratorni tlohy pro studenty fakulty

Aplikované informatiky univerzity Tomase Bati ve Zlin€ do pfedmétu Forenzni védy.
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I. TEORETICKA CAST
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1 LUMINISCENCE

wLuminiscenci pevnych latek rozumime prebytek elektromagnetického (svételného) zareni,
ktere latka vysila nad zarenim rovnovaznym popsanym Planckovym vyzarovacim zakonem.*
[1] Zdroje elektromagnetického zateni vyzatuji energii po kvantech. Planck pravé na zaklade
kvantové teorie a v souladu se zadkony pravdépodobnosti odvodil svilij vyzatovaci zakon,

ktery konstatuje:

dE, 2mA~>
Eop = —>=fAT) = Czhm @)

Kde

E, znaci hustotu zativého toku dokonale ¢erného télesa

T znaci termodynamickou teplotu zafice

A znaci vinovou délku zafeni

h zna&i Planckovu konstantu kterd ma hodnotu / = (6,6256 + 0,0005).103 J.s.
¢ znaci rychlost svétla ve vakuu

k zna¢i Boltzmannovu konstantu ktera ma hodnotu & = (1,38054 + 0,00018).102* J.K™'. [2]

Samotnd luminiscence se da tedy chapat jako spontdnni zafeni latek v dané spektralni
oblasti. Toto zéafeni mé urcitou dobu doznivéani, ¢imZ je mysleno, Ze trvd i po skonceni
pusobeni budiciho U¢inku. To znamena, ze svételné zafeni neni spojeno pouze s teplotou
latky, podle Wienova posunovaciho zdkona, ale 1 sjinym dé&em, luminiscenci.
Luminiscen¢ni zafeni ma vétsi vinovou délku, tedy niZsi frekvenci, nez budici (excitacni)
zateni a déli se dle zplisobu excitace a dle doby trvani luminiscence po skonceni excitace.[3]

Toto déleni je popsano v nasledujicich podkapitolach.
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1.1 Déleni luminiscence dle zpiisobu excitace

Prvni dé€leni luminiscence je podle zplisobu excitace luminiscencniho zafeni, tedy tim, jak

luminiscenc¢ni zafeni vznika, ¢i jak je buzeno.
Fotoluminiscence

Energie ve formé fotonu je pohlcena (absorbovana) latkou, coz vede k excitaci elektronu do
nekterého z vysSich energetickych stavii. Pfi navratu elektronu do zakladniho stavu se
nadbytecna energie vyzaii opét ve forme fotonu. Emisni zafeni mé vétsi vinovou délku nez
zateni excitacni. Zakladni podminkou pro vznik fotoluminiscence je schopnost molekul
absorbovat ultrafialové nebo viditelné zafeni. Cim vétsi je schopnost absorpce, tim je

fotoluminiscence intenzivnéjsi. [4]

Elektroluminiscence

K excitaci dochazi pii pruchodu elektrického proudu latkou. [3]
Chemiluminiscence

Jedna se o emisi elektromagnetického zéteni, vznikajiciho v prib¢hu chemickych reakci.
Takové zafeni, at’ uz ultrafialové, viditelné ¢i infracervené, je nejcastéji generovano oxidaci
a piipisuje se pienosu oxidacni energie na molekulu. Molekula sama vSak oxidaci nepodléha
a poté ztraci excitacni energii tim, Ze emituje svétlo specifické vinové délky. [5]
Bioluminiscence

Podobnym zplisobem jako u chemiluminiscence doprovazi jisté fyziologické biochemickeé
reakce. Bioluminiscence vznika chemickou reakci v zivych organismech. Cely proces je

vysledkem oxidace luciferinu za pfitomnosti enzymu luciferazy. Jedna se o specidlni ptipad

chemiluminiscence. [6]

Katodoluminiscence

Vznika pii dopadu vysokoenergetického elektronového svazku na stinitko. [3]
Mechanoluminiscence

Pfi mechanoluminiscenci dochazi k excitaci v diisledku mechanického plisobeni na pevnou
latku. Mechanoluminescence, jez je nékdy oznacovéana jako triboluminiscence, je obCas
chapana Spatné. Ve skutecnosti je to z duvodd, Zze se miize jednat o fadu riznych
mechanickych napéti, tieni, aplikovany tlak, naraz. Také je ale mechanoluminiscence citliva

na Cistotu a morfologii vzorku, coZ znamena, Ze je tfeba znat presné sloZeni vzorku. [7]
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Termoluminiscence

Téleso je zchlazeno na nizkou teplotu, poté ozafeno kratkovinnym elektromagnetickym

zafenim a poté pozvoln¢ zahtivano, ¢imz dochazi k emisi luminiscenc¢niho zareni. [3]
Rentegonoluminiscence

Jedna se druh luminiscenc¢niho zéfeni, excitovaného pomoci rentgenového zateni. [3]
Sonoluminiscence

Velmi silna ultrazvukova pole vytvari v kapaliné mraky chaotickych blikajicich bublin,
kterym se tikd "multi-bublinova sonoluminiscence". Sonoluminiscence je tedy buzena

akustickymi nebo ultraakustickymi kmity. [8]

1.2 Luminiscence dle doby trvani po skonceni excitace

Luminiscence se dé€li podle doby trvani na fluorescenci a fosforescenci.

1.2.1 Fluorescence

Navrat elektronu z excitovaného do zakladniho stavu je spinové povoleny a emise fotonu
probiha rychle (cca 10 ns). Zivotnost fluoroforu je dana primérnou dobou mezi navratem do
zakladniho stavu a excitaci. JelikoZ se fluorescence projevuje ve velmi kratkém casovém
horizontu, je nutno ji sledovat pomoci optiky a elektroniky. VétSinou se fluorescence
vyskytuje v aromatickych molekulach. NejcastéjSim fluoroforem je chinin (obsazen v napoji
tonic). [9]
Hlavni charakteristiky fluorescence:

e Intenzita — pocet fotonli prochédzejicich v daném sméru jednotkovou plochou za

jednotku casu.

e Spektralni sloZzeni — spektralni hustota fotonového toku na jednotkovy interval

vlnovych délek nebo frekvenci.
e Polarizace — smér kmitani elektrického vektoru elektromagnetické viny.

e Doba dohasinani — je dana vnitini dobou zivota excitovaného stavu, z néhoz dochazi

k emisi.

e Koherenc¢ni vlastnosti — vztahy mezi fazemi svételnych vin. [10]
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Podle [11], v idedlnim systému pro méfeni fluorescence by mélo byt splnéno nékolik

podminek:

1) Aby byla koncentrace fluorofort ptiblizné linearn€ zavisla na intenzité fluorescence, musi

byt dostatecné nizka.
2) Vsechny signaly z fluorescencnich slozek musi byt navzajem nezavislé.

3) Piispévek signalu od interferujicich druhi musi byt ve srovnani s cilovym signalem

fluoroforu nevyznamny.

Vétsina z podminek je vSak v neporuSenych vzorcich potravin bézné€ porusovana. [11]

1.2.1.1 Fluorescencni anizotropie

Fluorescencni anizotropie €i polarizace méfi, jak snadno se muze fluorofor otacet. Jedna se
o disledek mnoha faktort. Fluorescencni anizotropie zavisi na velikosti fluoroforu nebo na

hydrodynamickém objemu. [12]

1.2.2 Fosforescence

Jedna se o piibuzny jev ku fluorescenci. Hlavnim parametrem fosforescence je délka
vyzafovani. Zatimco u fluorescence dochazi k okamzitému vyzatfeni energie ve formé svétla
bezprostiedné¢ po excitaci, u fosforescence prechdzi molekula do niZe energeticky
polozeného metastabilniho stavu, kde setrvavd po delsi dobu v fddu sekund az hodin.
Zativych prechodem do zakladniho stavu se uvoliiuje zbytkova energie ve formé svétla.
Porovnani fluorescence a fosforescence se da jednoduse ptirovnat k vymrsténi predmétu, jak
je znazornéno na nasledujicich obrazcich 10 a 11. [13] Navrat elektronu z excitovaného do

zakladniho stavu je spinové€ zakazany, a proto je emise fotonu pomala.
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Nestabilni excitovany stav

Deexcitace,
emise zifeni,
fluorescence

Excitace

Zakladni stav

Zakladni stav

Obrazek 1 Schématické vyobrazeni fluorescence [13]

Nestabilni excitovany stav

Nezafivy prechod do
metastabilniho stavua

Excitace
Deexcitace, emise
zareni, fosforescence

Zikladni stav
Zakladni stav

Obrazek 2 Schématické vyobrazeni fosforescence [13]

1.3 Stokesuv zakon

Vlnové délka luminiscencéni emise pii fotoluminiscenci je vétsi nebo rovna vinové délce
excitacniho zafeni.

Dle Jablonského diagramu (obrazek 4) je energie absorpce obvykle vétsi nez energie emise.
Slunecni zateni poskytujici ultrafialové zafeni svitici skrze modry filtr (okno) na nadobu s
chininem. Pozorovatel sledujici nadobu s chininem skrze Zluty filtr (vinna sklenice) tak mtize

vidét svétélkovani v oblasti nadoby (obrazek 3). [14]
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Obrazek 3 Experimentalni schéma pro detekci Stokesova posunu [9]

George Stokes pozoroval tento posun poprvé v roce 1852 a pravé od té doby se mu tika
Stokestiv posun. KdyZz absorpéni €1 emisni spektra fluoroforu maji dvé nebo vice pasem pak
se Stokesiiv posun rovna rozdilu, jenz odd€luje nejintenzivngjs$i pasma téchto dvou spekter.

[15]

1.3.1 Jablonského diagram

Jablonského diagram znazorniuje procesy, které se vyskytuji mezi absorpci a emisi svétla
(viz obrazek 4). Je Casto pouzivan jako vychozi bod pro diskusi o absorpci a emisi svétla.[9]
Slouzi pro lepsi pochopeni procestl, jeZ probihaji od absorpce svétla az po jeho emisi. Do
téchto procesti spadd absorpce fotont, fluorescence, vnitini konverze, mezisystémovy
prechod, fosforescence a také zpozdéna fluorescence. Jablonského diagram (viz obrazek 4)
se sklada z jednotlivych singletovych stavi, jez jsou znadzornény pomoci symbolt S0, S1,
S2. Po absorpci zéteni je fluorofor obvykle excitovan do vyssi vibracni hladiny stavu S1
nebo S2. Tomuto piechodu se fika vnitini konverze a nastava béhem 102 s. Fluorescence
nastava nejcastéji z nejnizsi energetické vibracni hladiny stavu S1. Navrat do zdkladniho
stavu poté nastava na nékterou z vyssich vibrac¢nich hladin zédkladniho stavu S0, ktery béhem
1072 s prechazi na rovnovazny stav. Diky spinové konverzi se mohou excitované molekuly
ve stavu S1 dostat i do prvniho tripletniho stavu T1 (mezisystémova konverze). Emise ze
stavu T1 se oznacuje jako fosforescence. Pfechod ze stavu T1 do rovnovazného stavu je

zakéazany, a proto je o n€kolik fadi pomalejsi nez fluorescence. [16]
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Obrazek 4 Jablonského diagram zndzornujici energetické hladiny a energetické prechody
molekuly [16]

1.4 Vavilav zakon

Dle Vavilova zakona kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku
nezavisi na vlnové délce budiciho zafeni. Z toho vyplyva obecnd vlastnost fluorescence, ze emisni

spektra jsou na vinové délce excitace nezavisla. [17]
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2  LUMINISCENCNI SPEKTROSKOPIE

Luminiscen¢ni  spektroskopie je véda zalozend na vzijemném  plsobeni
elektromagnetického zafeni a zkoumané latky, pii kterém dochazi k vyméné energie,
zabyvajici se vznikem a vlastnostmi spekter. Zkoumana latka zafeni nejen pohlcuje, ale také
vyzafuje, pfi¢emz vyzarena energie ve form¢ (nejCastéji) fotonu se svou frekvenci 1isi od
pohlceného elektromagnetického zatfeni. Spektroskopie je Casto vyuzivana v analytické, ¢i
fyzikélni chemii k identifikaci substanci. Spektroskopii Ize rozdélit mnoha zpiisoby. Jednim
muze naptiklad byt typ interakce vzorku se zafizenim, jinym naptiklad pouzity typ zafeni a

vlnova délka. [18]

2.1 Emisni spektrum

Emisnim spektrem je mySlen vystup méfeni ve tvaru grafické zavislosti intenzity
luminiscence na emisni vinové délce luminiscen¢niho zéfeni. K tomuto spektru dochazi,
kdyz excitacni zdroj budi energii do vzorku a nasledovné emitované luminiscen¢ni zafeni je
rozlozeno ve spektralnim piistroji (spektrofluorimetr). Pomoci detektoru se opticky signal
prevede na elektricky a ten se diky specifickému softwaru a elektronickému obvodu dale

zpracovava, dle aktualniho pozadavku. [19]

2.2 Excita¢ni spektrum

Excitacnim spektrem je mySlena zavislost intenzity na excitacni vinové délce, jez se méfi
pti konstantni emisni vlnové délce. Excitacni spektra se uzivaji v ptipadé, Ze se vzorek
nachdzi v nizsi intenzit€¢ luminiscenéniho zéafeni. Dlvod, pro¢ méfit excitani spektra je
prave proto, ze udava nejvhodnéjsi vinovou délku, respektive energii excitacniho fotonu, pii

niZ emisni spektrum vykazuje maximum. [19]

Excitacni spektrum se da také popsat jako pfedstavitel zmény intenzity fluorescence jako

funkce excitacni vinové délky. [20]
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2.2.1 Excitované stavy

Jedna se o energeticky stav molekuly. Ve chvili, kdy molekula v zdkladnim stavu absorbuje
foton, dojde k vybuzeni tak zvaného valen¢niho elektronu (excitace elektronu). Existuji dva

typy excitovanych stavi:

Singletovy stav je typicky pro fluorescenci. V tomto stavu jsou vSechny spiny sparovany.

Tripletovy stav je typicky pro fosforescenci. Vyznacuje se dvéma neparovymi elektrony,

kde jsou spiny rovnobézné [21]

2.3 Vyuziti spektroskopie v praxi

Nejvetsi vyuziti luminiscenéni spektroskopie je v potravinafstvi, jez je velice rozsahlé.
Nejcastéji se v kombinaci s vicerozmérnymi statistickymi metodami uzivad k hodnoceni
kvality potravin. Metoda luminiscence se pouziva naptiklad u hodnoceni kvality mléka, nebo
mlécnych vyrobk, jelikoz obsahuji aromatické aminokyseliny a nukleové kyseliny. Taktéz
se mize vyuzit pravé pro méfeni oleji a detekci jejich padélani. Méfeni se zaméiuji
pfedevs§im na olivové oleje (konkrétné extra panenské), kde jsou emisni spektra spojena se
sloZzenim samotného oleje a jeho stabilitou. Jednim z dalSich moZnosti vyuZiti je méfeni
oxidace lipidit v masnych vyrobcich, nebo polynenasycenych mastnych kyselin v motskych
rybach. MlzZe se pouzivat také u alkoholickych néapojii jako je pivo, vino, kde se sleduji
zmeény sloZeni béhem skladovani, nebo u ovoce v oblasti dozrdvani a moucnatosti (napiiklad

u jablek). [19]
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3 OLEJE A JEJICH PADELANI

Nasledujici kapitola pojednéava o olejich. Obsahuje zakladni déleni oleji a jejich ¢lenéni na
zaklad¢ oblasti, kde se uzivaji. Jelikoz se olej stal nedilnou soucasti Zivota a vyrabi se Siroka
Skala vselijakych druhtl, po¢inaje od béznych olejli (v potravinaistvi napiiklad slunec¢nicovy)

az po specialni oleje (opunciovy), zacaly se oleje pad¢lat a fedit.

3.1 Oleje

Olej je nepolarni chemicka latka, jez je viskozni kapalinou pii pokojové teploté (18°C —
25°C). Oleje jsou hydrofobni (nemisitelné ve vodg), ¢i lipofilni (misitelné s jinym tukem).
Oleje obsahuji vysoké mnozstvi vodiku a uhliku, coz zpisobuje hotlavost a povrchovou

aktivitu. Vétsina oleju se pti pokojové teploté nachazi v kapalném skupenstvi.

Oleje mohou byt pivodu zZivocisného, rostlinného nebo petrochemického a dale se déli na
t€kavé a net€kavé. Jejich vyuziti je rozsahlé. UZivaji se v potravinaistvi (napt. fepkovy olej),
1€katstvi (rizné mineralni oleje), jako palivo (topné oleje), technice (mazani — motorovy

olej), a také jako surovina pro vyrobu materialt (plasty). [22]

3.1.1 Rostlinné oleje

Oleje a tuky rostlinného piivodu se mohou délit podle nékolika kritérii, jako je naptiklad
konzistence. Vétsina oleju se nachdzi v tekuté podobé (viz obrazek 5), jak jiz bylo zminéno
(naptiklad slune¢nicovy olej). Nekteré oleje se vSak nachazi v pevné podobé, do doby zahitati
(kokosovy tuk). Toto déleni je velmi hrubé, jelikoz zalezi na teploté. VétSina tukl se
rozpousti pii teploté 20°C. Rostlinné oleje se pfevazné uzivaji v potravinaistvi, k ptipravé
pokrmii. (slune¢nicovy, fepkovy, olivovy, mandlovy, ...). ,,Rostlinné oleje jsou hlavnim
zdrojem mastnych kyselin, kterymi jsou prevazné triglyceridy (95 % - 98 %), zbyvajici
slozky (5 % - 2 %) sestavaji z komplexnich smési vedlejSich sloucenin v Siroké Skale

chemickych tfid.*“ [23]

Rostlinné oleje jsou slozité smési nefluorescencnich a fluorescencnich sloucenin. Lze
o¢ekavat molekularni interakce mezi slozkami (pfenos energie, samovolné kaleni). Tyto

interakce mohou zptisobit naruSeni charakteristické fluorescence jednotlivych slozek. [24]
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Obrazek 5 Rostlinny olej [25]
3.1.2  Zivo&isny tuk
V dnesni dobé€ se pouzivaji vétSinou pouze dva zastupci zivoc€isnych tukl. Jedna se o maslo
a veprové sadlo (obrazek 6). Dalsi tuky jako naptiklad hovézi loje se jiz pouzivat prestaly.
Zatimco rostlinné oleje se ziskavaji lisovanim semen rostlin, zivo¢i$ny olej je vysledkem

Skvareni hibetniho a plstniho sadla, anebo v ptipad€ masla stloukanim.

Obrazek 6 Zivoisny tuk [26]

3.1.3 Motorové oleje

Motorovy olej je latka, kterd se sklada ze zédkladovych olejl, jez jsou obohaceny o rtizné
prisady jako jsou naptiklad dispergac¢ni ¢inidla, ¢i Cistici prostiedky. Misi se za pouziti
zakladovych olejii slozenych z ropnych uhlovodiki, polyalfaolefini, nebo jejich smési.
Motorové oleje se pouzivaji jako mazadla pro snizeni tieni a opotiebeni pohyblivych casti

motoru.
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3.2 Padélani oleji

,Oficialni metody k posuzovani autenticity falSovani rostlinnych oleju jsou uvedeny v
obchodnich standardech Mezindrodni rady pro olivovy olej (IOOC — International Olive Oil
Council), ve standardech Codex Alimentarius a v narizeni Komise (EHS) ¢. 2568/91 o
charakteristikach olivového oleje a olivového oleje z pokrutin a o prislusnych metodach

analyzy, ve znéni pozdéjsich narizeni. “ [27]

Vseobecné 1ze hovofit o padélani (falSovani) vSech druhti olej. Tato prace se vSak zabyva
vyhradné padélanim rostlinnych oleji. Rostlinné oleje jsou ¢asto predmétem falSovani.
Druhy rostlinnych oleju se fadi z mnoha hledisek, jako je cena (zavisle na kvalite), pouziti,
puvod a podminky zpracovani. Kuptikladu olivovy olej je povazovan jako vysoce cenény, a
proto bylo pozorovano mnoho piipadl, kde byl olivovy olej padélan jinym rostlinnym
olejem niz$i kvality za extra tfidu. Podle zpravy Evropského parlamentu z roku 2013 patii
olivovy olej mezi 10 nejvic rizikovych potravin z hlediska padélani, upravovani,

nahrazovani. [17]

Pad¢lani olejii vSak zavisi na vice faktorech, jako je sloZeni, hustota, barva a jiné. Kuptikladu
kokosovy olej je znacné drazsi nez palmojadrovy olej. Oba tyto oleje vSak obsahuji okolo
47% laurove kyseliny, a proto se kokosovy olej ¢asto padéla mensi ¢asti palmovym olejem.

[27]

Sweet almond oil
—— Argan cosmetic oil
—— Edible argan oil
rapeseed oil
Cottonseed oil
—— Pears oil
—— Com oil
— Walnut oil
—— Extra virgin olive oil
—— Refined palm oil
Palmist oil
Grape seed oil
Sesam oil
—— Soybean oil
—— Sunflower oil

3000 — |

2000 — !
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1000 —
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Obrazek 7 Emisni spektra vybranych rostlinnych olejii [23]

Na obrazku 7 se nachazi emisni spektra rostlinnych oleji. V prvni oblasti jsou vyobrazeny
produkty oxidace. V oblasti 2, jez se nachéazi piiblizn¢ na vinové délce 525 nm je mozné

vidét vitamin E. Tteti oblast je zaméfena na obsaZeny chlorofyl.
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Pro uvedeni piikladu je vybran vyzkum padé€lani ofechového oleje. Je to z diivodu, ze je
ofechovy olej finanén¢ velmi ndkladny a podobny slunecnicovému oleji, jez je proti
ofechovému oleji zna¢né levnéjsi. K detekci ofechového oleje se pouzivaji rizné analytické
metody, avSak vétSina metod zabyvajicich se ofechovym olejem, je zalozena na plynové
chromatografii a vysoce ucinné kapalinové chromatografii. [28] Z toho diivodu se prace
zabyva vyhradné pad€lanim olivového oleje. Komplexni kontrola kvality panenského
olivového oleje vyzaduje analytické nastroje s urcitou slozitosti. Jedna se o jednoduché
analytické procesy jako je stanoveni UV absorbance az po slozité procesy jako stanoveni
ruznych sloucenin (steroly, alifatické alkoholy, ...). Spektroskopické techniky jsou pro tyto
ucely idedlni. Je to z divodu jednoduchosti, ndkladové efektivnosti a nedestruktivni metody

méfeni. [29]

Pravé padélanim extra panenského olivového oleje se zabyval A. Sayago ve svém vyzkumu
[30], kde se pokousel padélat olivovy olej pomoci oleje z liskovych ofechii. Obrazek 8
ukazuje intenzitu luminiscence na vybranych vlnovych délkach emisniho spektra. Vysledky
vyzkumu vykazuji vyznamné rozdily v oblastech A, C, D, E a G, jelikoZ spektra skutecnych

vzorki byla dostate¢né odliSna.
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Obrazek 8 Olivovy a liskovy olej [30]
VOO - Panensky olivovy olej

VHZO - Panensky liskovy olej

RHZO — Rafinovany liskovy olej
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Ve vyzkumu [31] detekce a kvantifikace olivovych oleji metodou LIF se ukézalo, ze pfi
excitaci laserem s vinovou délkou 473 nm je dosazeno predikce rozsahu koncentrace
falSovani od 2,5 do 50 % s chybovosti mensi nez 2 %. Bylo prokazano, ze padélani extra
panenského olivového oleje araSidovym ¢i fepkovym olejem metodou LIF lze Gspésné
detekovat pfi excitace laserem s vinovou délkou 473 nm vicerozmérnou analyzou. Vzhledem
k faktu, ze pro méfeni neni nutnd zadnd Uprava vzorku, lze pouzit tuto metodu pro

kvantifikaci a detekci pad€lani oleji pomoci pfenosnych spektrofluorimetrti in-situ. [31]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 SPEKTROFLUORIMETR SHIMADZU RF-6000

Pro méfteni oleji v této praci bude pouZit spektrofluorimetr Shimadzu RF-6000, jez je

soucdasti inventare FAI UTB.

Obrazek 9 Spektrofluorimetr Shimadzu RF-6000

4.1 Zakladni informace o spektrofluorimetru

Spektrofluorimetr Shimadzu RF-6000 je piistroj pro méteni fluorescenéniho zafeni. Pouziva

se hlavné na kvalitativni spektralni analyzu latek.

Hlavni vyuziti:

Farmaceutika — Analyza slozek ve slouc¢eninach, kontrola kvality farmaceutickych
ingredienci ¢i 1é¢ivych ptipravka.
Humanitni védy — Méfeni spektralnich vlastnosti fluorescencnich sond.

Zivotni prostfedi — Hodnoceni nizkoaktivnich kontaminantd v fekach a ptadach.

Chemie — Identifikace mechanismi umélé fotosyntézy, analyza kumarinu v lehké

nafte.
Potravinafstvi — kvantitativni analyza ptisad a obalti, potravin (oleje, mléka, ...).

Elektronika a elektrotechnika — Spektralni vlastnosti fluorescencnich materialt.
Meéfieni kvantové ucinnosti a kvantového vytézku, analyza LED, solarnich ¢lankt a

organickych elektro materiali. [32]
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4.2 Zpisob méreni pomoci spektrofluorimetru

Prace se spektrofluorimetrem probihd pomoci softwaru LabSolutions RF. Pro sprédvné
vysledky se pfed zacatkem méteni provede konfigurace parametri. Prvnim krokem pro
meéfeni je zapnuti spektrofluorimetru a vybrani spravného programu pro méteni. Pro tcely
meéfeni této prace, bude pouzita zakladni analyza — Spectrum.

I

[~ \

E sHIMADZU

LabSolutions RF

Manage

Basic Analysis

Application

g

Help

Obrazek 10 Spusténi spektrofluorimetru

Dal8im krokem je pfipojeni spektrofluorimetru k méficimu programu pomoci kliknuti na

ikonku Connect.

Spectrum [Measurement]
File Edit View Graph Instrument Tools Window Help
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Edit Printform

e 7 v et file name automaticaly jos ¥
Open ||GoTo WL | Ao Zero || Search | [ | | conneet
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Obrazek 11 Ptipojeni spektrofluorimetru k softwaru
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Jakmile je spektrofluorimetr zapnuty a ptipojeny, je pfipraven k praci. Aby bylo mozné zacit

s méfenim, je nutnosti zvolit cestu pro ulozeni vysledki méteni.

Mew Data Set
Filename: '-.EZIE:E:I::.tu:- T omasek diphFile 210409 1 Ea]
Crata Set Mame: Fawl ata
Analyst:

Sample Mame:

Sample 1D:

Option(0];

Comment:

Carcel

Obrazek 12 Volba cesty pro ulozeni dat

Po zvoleni cesty ulozeni dat, zbyva posledni krok. To je nastaveni parametrti pro méteni.

Spectrum Mesurement Parameters X
Measurement  |nstrument  Attachment

Spectrum Type: Emission e

Excitation Emission

Start nm): 360,0
Wavelength (nm): 350.0 End {nm):

Data Interval {nm): ~ 1.0
Scan Speed (nm/min): 6000 A
[ Perform Auto Print
Report File -
= Zut

Obrazek 13 Nastaveni parametrii pro méfeni
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Po spravném nakonfigurovani pfistroje a uvedeni cesty pro ulozeni vysledkli méfeni se
spusti samotné méteni, jehoz vysledkem jsou zavislosti intenzity na emisni vinové délce —
emisni spektra. Na nésledujicim obrazku 14, je mozné vidét vysledek méteni pro rozsah

emisnich vlnovych délek 360 — 630 nm.
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7 = 2000

EEPROM Check - 0K

Hardware Configuration
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800 4000 5000 8000 8300
-

Obrazek 14 Vysledek méteni na vinové délce 360-630 nm
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5 PRIPRAVA A ANALYZA VZORKU

Pro ucel méieni byla vybrana fada olejt, jez byly méfeny nejprve jednotlive, a poté z nich
byly vytvoieny smési o riznych koncentracich. Olivovych oleji bylo vybrano 5, které se

budou nasledn€ misit se sedmi dal§imi oleji.

Emisni spektra byla méfena pfi excitatni vlnové délce 350 nm a pro rozsah emisnich
vlnovych délek 360-690 nm. V oblasti kolem emisni vinové délky 680 nm se nachéazi pik
chlorofylu, ktery je v extra panenském olivovém oleji pfitomen diky lisovani za studena.
Intenzita luminiscence chlorofylu je velmi vysoka a zptsobuje tak zkresleni zbytku spektra.
Proto byla naméfena data rozdélena do dvou spekter — prvni spektrum pro oblast emisnich
vlnovych délek 360-630 nm, druhé spektrum (spektrum chlorofylu) pro oblast emisnich
vlnovych délek 630-690 nm.

5.1 Popis a analyza jednotlivych vzorku

Pro méfeni bylo vybrano nékolik olejl, z nichz pét olejl je olivovych, jako hlavni oleje pro
padélani. Dale bylo vybrano 6 olejii, z nichz 3 jsou k dostani bézné v supermarketech a 3
byly lisovany za studena domaci vyrobou. VsSechny oleje (kromé kupovaného
slune¢nicového, jez je v plastové lahvi) byly skladovany ve sklenéné nddob¢, za pokojové
teploty. Tato kapitola se v€nuje specialné analyze samotnych oleji, aby bylo pozdé&ji mozné

rozlisit ,,Cisty* olej a smés.

5.1.1 Olivovy olej ¢. 1

Prvnim olejem je extra panensky olivovy olej La Espaifiola, ptivodem ze Spanélska. Olej byl

skladovan v originalni zabarvené lahvi.

Obrazek 15 Olivovy olej €. 1
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5.1.2 Olivovy olej ¢. 2
Druhy olej je téz ptiivodem ze Spanélska. Jedna se o extra panensky olivovy olej Ondoliva.
Podobné jako prvni olivovy olej je skladovén v originalni zabarvené lahvi.

SloZeni: Extra panensky olivovy olej: Vybérova jakost olivového oleje ziskan¢ho piimo z

oliv pouze mechanickymi postupy.

Obrazek 16 Olivovy olej €. 2

5.1.3 Olivovy olej & 3

Tteti olivovy olej je piivodem z Recka. Jedna se o extra panensky olivovy olej terra creta
estate. Stejn¢ jako u olivového oleje 2 se uvadi, ze byl olej ziskan ptimo z vybérové jakosti

oliv, za pouziti pouze mechanickych postupt.

Obrazek 17 Olivovy olej €. 3
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5.1.4 Olivovy olej ¢. 4

Ctvrty olivovy olej je od predeslych olivovych oleji zcela odligny. Jedna se o certifikovany
extra panensky olivovy olej huile d'olive pivodem z Francie. Vyznamnym rozdilem je zde

lanyZové aroma, jehoZ se v oleji nachazi 2 %.

Obrazek 18 Olivovy olej ¢. 4

5.1.5 Olivovy olej ¢. 5

Patym olivovym olejem je extra panensky olivovy olej Primadonna Delicato. Olej je opét
vyroben pouze mechanicky zpilisobem. Jedna se o smés olivovych olejii pochézejicich ze

zemi Evropské unie.

Obrazek 19 Olivovy olej €. 5
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5.1.6 Spektrum olivovych oleji

Emisni spektra vSech olivovych olejd, jez se nachazi na obrazku 20, udavaji mnozstvi
informaci o slozkach, které jsou v olejich obsazeny. Bohuzel vSak nelze vidét jednotlivé
piky, a proto budou vSechna méfeni rozd€lena do 2 ¢asti. Prvni ¢ast bude métena v rozsahu
emisnich vinovych délek 360—630 nm pro zisk emisniho spektra jednotlivych slozek oleje a

druha ¢ast bude méfena pfi rozsahu emisnich vinovych délek 630-690 nm pro spektrum

chlorofylu.
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Obrazek 20 Celé spektrum vybranych olivovych oleji

V prvni €asti emisniho spektra na obrazku 21 je mozné vidét produkty oxidace jimz
odpovidaji nejvyssi piky, jez jsou v oblasti vlnovych délek ptiblizné¢ 380-480 nm. Jak je
mozné vidét, olivovy olej €. 4 se velmi 1i$i od ostatnich olejti a jeho piky jsou oproti ostatnim
olejim pon¢kud rozdilné. Je to pravdépodobné dano praveé ptidanou lanyZovou esenci, jez
se v oleji vyskytuje. I pfes tuto skute¢nost lze vidét velkou podobnost s ostatnimi oleji
v oblasti emisnich vlnovych délek ptiblizné¢ 490-550 nm, kde se na 525 nm nachazi pik

odpovidajici vitaminu E. [24]
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Obrazek 21 Spektrum olivovych oleji
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e (Olivovy olej ¢. 4
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Na obréazku 22 se nachazi spektrum chlorofylu olivovych oleji. Jak je mozné vidét, olivovy

olej ¢islo 4 se znatelné 1i8i od ostatnich oleji, coZ je ddno pravdépodobné praveé piebytecnou

slozkou (lanyZové aroma), jak bylo zminéno u ptredeslého spektra (obrazek 21).
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Obrazek 22 Spektrum chlorofylu olivovych olejti
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V nasledujici tabulce 1 se nachazi shrnuti v§ech olivovych olejii uzitych v pritbéhu méfeni,

z diivodu lepsi ptehlednosti.

Tabulka 1 Souhrn olivovych oleji

Oznaceni Znacka oleje Zemé puvodu
Olivovy olej ¢. 1 La Espafiola Spanélsko

Olivovy olej €. 2 Ondoliva Spanélsko

Olivovy olej €. 3 Terra creta Recko

Olivovy olej €. 4 Huile d'olive Francie

Olivovy olej €. 5 Primadonna Delicato Zemé Evropské unie

5.1.7 Repkovy olej

Repkovy olej je Brandle vita pivodem z Némecka. Byl skladovan pii pokojové teploté

v origindlni zabarvené lahvi.

Obrazek 23 Repkovy olej
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5.1.8 Hroznovy olej

Hroznovy olej Brandle Vita piivodem z Némecka byl stejné jako fepkovy olej skladovan

v zabarvené lahvi, pfi pokojové teploté. Olej se ziskava ze suSenych hroznovych seminek.

Obrazek 24 Hroznovy olej

5.1.9 Slunecnicovy olej ¢. 1

Slunec¢nicovy olej K-Classic je plivodem z Mad’arka. Byl skladovan pii pokojové teploté

v originalni plastové lahvi.

Obrazek 25 Slunecnicovy olej
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5.1.10 Sluneénicovy olej ,,domaci®, konopny a mandlovy

Slunecnicovy olej domaci vyroby byl zafazen do vyzkumu pro zjisténi, zdali se domaci olej

vyrazné 1i$i od bézného oleje ze supermarketu.

Obrézek 26 Slunecnicovy ,,domdci®,

konopny a mandlovy olej

Vsechny tyto tfi oleje byly vyrobeny v domécim prostiedi. Byly lisovany za studena, pouze
mechanickou formou. Bezprostfedné po vyrobé byly oleje ulozeny do zabarvené lahve, kde
byly skladovany az do méteni. Po celou dobu byly uloZeny pii pokojové teploté, mimo dosah

slune¢niho svétla.

5.1.11 Slunec¢nicovy olej ¢. 2

Pro vice vysledki méteni byl vybran druhy slune¢nicovy olej, a to prave z diivodu jeho ceny.
Slune¢nicovy olej se fadi mezi levnéjsi, a proto by mohlo byt vyhodnéjsi jej uzit jako
prostiedek k padé€lani. Druhym slunenicovym olejem byl zakoupen, je VitaDor

slune¢nicovy olej ptivodem z Mad’arska.

Obrazek 27 Slunecnicovy olej €. 2
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5.1.12 Souhrn spekter oleji pouzitych do smési
Vysledky méfeni:
Po srovnani vsech oleji je mozné vidét, ze se od sebe spektra oleji znacné 1isi. Nejvetsi

podobnosti vSak dosahuji pfedev§im oleje jako jsou slune€nicovy, fepkovy, pifipadné

konopny. Také hroznovy olej je na tom velmi podobné.
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Obrazek 28 Spektrum oleji pouzitych do smési

Co se tyce spektra chlorofylu jednotlivych olejt, je vidét obrovsky rozdil mezi konopnym
olejem a ostatnimi oleji. Je to praveé z toho diivodu, Ze v konopi, jakoZto v zelené rostling, je
obsazeno velké mnozstvi chlorofylu, na rozdil od mandli a hroznt, kde se k vyrobé oleje

pouzivaji plody nebo semena.
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Obrazek 29 Spektrum chlorofylu oleji pouzitych do smési
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5.1.13 Souhrn oleju pouzitych do smési
V nésledujici tabulce 2 se nachazi souhrn vSech oleji, jez byly pouzity pro méfeni.

Tabulka 2 Souhrn oleji pouzitych do smési

Oznaceni Znacka oleje Zemé puvodu
Slunecnicovy olej ,,domaci® | Domaci Ceska republika
Slunecnicovy olej €. 1 K-Classic Mad’arsko
Slunec¢nicovy olej €. 2 VitaDor Mad’arsko
Hroznovy olej Brandle Vita Némecko
Repkovy olej Brandle Vita Némecko
Mandlovy olej Domaci Ceska republika
Konopny olej Domaci Ceska republika

5.1.14 Nejistota méreni

Pro stanoveni nejistoty méteni byly vSechny analyzované oleje a jejich smési zméfeny 5x.

Pro ukazku byl vybran olivovy olej €. 2 jehoz spektra 1ze vidét na obrazcich 30 a 31.
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Obrazek 30 Emisni spektrum olivového oleje €.2 — 5 méteni
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Obrazek 31 Emisni spektrum chlorofylu olivového oleje €. 5 — 5 méteni

Na spektrech vyobrazenych na obrazcich 30 a 31 je vidét olivovy olej, jez byl zméfeny 5x,
aby bylo mozné vidét odchylky mezi jednotlivymi méfenimi. Prvni ¢ast se témét shoduje.
Ve druhé ¢asti (kolem 523 nm) je moZné vidét malou odchylku. Odchylka u chlorofylu
(kolem 677 nm) je nejvétsi. Obdobné vysledky byly ziskany také u dalSich oleji a jejich
smési. Z naméfenych dat byla pro jednotlivé body spektra vypoctena nejistota méteni, ktera
se pohybovala v rozmezi 3—5 %, a to pro vSechny analyzované vzorky. Pro dal$i zpracovani

spekter byla zvolena vyS$si hodnota nejistoty méfeni, tedy 5 %.
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5.2 Popis a analyza smési

Vzhledem k rozsahlosti a vysledkim méfeni jednotlivych oleji, byly do smési vybrany

pouze dva oleje, a to slunecnicovy olej €. 3 a fepkovy olej. Je to také z toho diivodu, Ze jsou

tyto oleje snadno dostupné a také cenové levné€jsi nez ostatni analyzované oleje. VSechny

smési se metily v hmotnostnim procentu, coz je hmotnostni zlomek vyjadieny v procentech.

Hmotnostni zlomek je dan podilem hmotnosti oleje pouzitého jako piimes a hmotnosti celé

smési (olivového oleje a pfimési). Tento podil 1ze vyjadiit rovnici:

my
W = —
mg

w = hmotnostni zlomek latky
ma = hmotnost oleje uzitého pro fedéni (slune¢nicovy, fepkovy)

ms = hmotnost celé smési [33]

Vzorovy vypocet po dosazeni hodnot do rovnice:

)

10

w = = 0,95

Hmotnostni procento je hmotnostni zlomek vyjadieny procentem, naptiklad:

w=0,95*100=95%

2)

Jednotlivé smési byly méteny pii w =0 %, w =15 %, w =10 %, w =20 %, w = 30 %, w =

40 %, w =50 %, w = 60 %, w =70 %, w = 80 %, w =90 %, w = 100 %.



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 42

5.2.1 Smés olivového olej €. 5 a slune¢nicového oleje ¢. 3

25000
e 100% (Slunecnicovy)
9%
20000
'IE —80%
S
o —70%
S 15000
- — 50%
©
= 50%
= —0%
N 10000
o} e 40%
o+
< —_—0
5000 30%
20%
0 10%
O NS OO AN OVWOO NS OO NS VWO N <
ONWODONMSTINOONOANITILONOWOD A N — 5%,
N N N N - I T T T T TETND DN NN WM WM WN O O O
Emisni vinova délka (nm) 0% (Olivovy)

Obrazek 32 Emisni spektrum smési ¢.1

Na obrazku 32 je mozné vidét vysledna spektra méteni smési patého olivového oleje a tietiho
slune¢nicového oleje. Na prvni pohled je mozné vidét pravidelny odstup jednotlivych
spekter, jez ukazuji zvySujici se koncentraci. Cim vétsi mnozstvi sluneénicového oleje se
natedilo, tim vétsi rozestup vznika. Ackoliv nejistota méteni vysla v rozsahu cca 3-5 %,

v grafech zavislosti intenzity na koncentraci byla pouZita nejistota 5 % z divodi viditelnosti

chybovych usecek.
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Obrazek 33 Zavislost intenzity luminiscence na hmotnostnim procentu pro prvni smés
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Obrézek 34 Zavislost intenzity luminiscence na hmotnostnim procentu pro prvni smés 2

Na obrazcich 33 a 34 je zavislost intenzity luminiscence jednotlivych smési odpovidajici
emisni vlnové délce 442nm a 473nm. Jedna se o graf, ktery znazorfiuje postupnou zmeénu
intenzity v zavislosti na zméné koncentrace oleji. Se zvySujici se koncentraci

slune¢nicového oleje, jak je mozné vidét na obrazku 32, roste intenzita.
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Obrazek 35 Spektrum chlorofylu smési €. 1
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Stejné jak lze pozorovat postupné navySovani intenzity u prvniho spektra, 1ze pozorovat
podobné zmény u obrazku 35 spektra chlorofylu, ale s opacnou tendenci. Je to dano pave
zvysujici se koncentraci slunecnicového oleje, jez nema tak vysokou intenzitu chlorofylu
jako olivové oleje. Pravé z toho ditvodu klesa intenzita pfi snizujici se koncentraci olivového
oleje. Na nasledujicim obrazku 36 je mozné opét pozorovat zavislost intenzity luminiscence
odpovidajici emisni vinové délce 677nm z piedchoziho spektra, na kterém je vidét snizujici

se intenzita chlorofylu na zéklad¢ zvysujici se koncentrace slunecnicového oleje.
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Obrazek 36 Zavislost intenzity luminiscence na hmotnostnim procentu pro chlorofyl prvni
smeési

5.2.2  Olivovy olej &. 5 + Repkovy olej

Na nasledujicim obrdzku 37 se nachazi spektrum vSech koncentraci olivového oleje 5
s fepkovym olejem. Jednotlivé poméry jsou totozné jako pii prvni smési. Na prvni pohled je
opét mozné vidét rozdily intenzity vzniklé disledkem zmény koncentrace oleji. Intenzita
fepkového oleje je stejn€ jako u slunecnicového znatelné vysSsi, a proto lze jednotlivé

koncentrace rozpoznat.
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Obrazek 37 Spektrum smési €. 2

Na nasledujicich obrazcich 38 a 39 je zavislost intenzity luminiscence odpovidajici emisni
vinové délce 436nm a 473nm z piedeslého spektra. Opét je velmi dobte vidét, ze intenzita

stoupd, coz znaci zvySujici se koncentraci fepkového oleje.
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Obrazek 38 Zavislost intenzity na hmotnostnim procentu pro druhou smeés
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Obrazek 39 Zavislost intenzity na hmotnostnim procentu pro druhou smés 2

Na obrazku 40 je opét spektrum chlorofylu, kde je mozné vidét sniZujici se intenzitu
chlorofylu na zékladé zvysujici se koncentrace fepkového oleje, jez obsahuje chlorofylu

znatelné méné, nez obsahuje olej olivovy.
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Obrazek 40 Spektrum chlorofylu smési €. 2
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Poslednim obrazkem u smési olivového a fepkového oleje je opét zavislost intenzity
luminiscence odpovidajici emisni vinové délce 677nm ze spektra chlorofylu (obrazek 40).

Jak je mozné vidét, klesajici intenzita jasn¢€ ukazuje zvysujici se mnozstvi fepkového oleje.
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Obrazek 41 Zavislost intenzity na hmotnostnim procentu pro chlorofyl druhé smési
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5.3 Stanoveni hranice pro detekci padélani sluneénicového oleje

Pro stanoveni hranice pro detekci padélani byla provedena méieni fady smési o riznych
koncentracich. Pro ndzornou ukazku byla vybrana smés patého olivového oleje se tretim
slune¢nicovym olejem. Na nasledujicich obrazcich (40—45) je mozné vidét grafy zavislosti
intenzity na koncentraci pro vybrané vinové délky. Pro zjednoduseni byla data prolozena
pfimkou. Pomoci rovnice ptimky v grafu byly dopo€itany hodnoty koncentrace 1, 2, 3, 4 %.
Byla vypocitana minimalni koncentrace, kdy lze urcit, Ze se jedna o smeés a ne o ,,Cisty* olej,

ato 2 %.

Intenzita na emisni vinové délce 387 nm - detail
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Obrazek 42 Intenzita na emisni vinové délce 387 nm pro smes se slune¢nicovym

olejem vynesena v zavislosti na koncentraci

Na obrazku 42 se nachazi intenzita na emisni vlnové délce 387 nm, jeZ je vrcholkem prvniho
piku znazornujiciho produkty oxidace obsazené v olejich. Na obrazcich 41 a 42 se nachazi

zavislosti intenzit na koncentraci dalSich pikli znazornujicich produkty oxidace.
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Intenzita na emisni vinové délce 440 nm - detail
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Obrazek 43 Intenzita na emisni vinové délce 440 nm pro smes se slune¢nicovym

olejem vynesend v zavislosti na koncentraci

Naésledujici spektrum intenzity na vinové délce 473 nm piedstavuje posledni pik produkti

oxidace.

Intenzita na emisni vinové délce 473 nm - detail
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Obrazek 44 Intenzita na emisni vinové délce 473 nm pro smés se slune¢nicovym

olejem vynesena v zavislosti na koncentraci
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Nasledujici spektrum intenzity na vinové délce 525 nm (obrazek 45) je vrchol piku

znédzornujici obsazny vitamin E
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Obrazek 45 Intenzita na emisni vinové délce 525 nm pro smés se slune¢nicovym

olejem vynesend v zavislosti na koncentraci

Nasledujici spektrum intenzity na vinové délce 677 nm (obrazek 46) je vrchol piku

znazoriujici obsazny chlorofyl.
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Obrazek 46 Intenzita na emisni vinové délce 677 nm pro smes se slune¢nicovym

olejem vynesend v zavislosti na koncentraci
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5.4 Stanoveni hranice pro detekci padélani Frepkového oleje

Stanoveni hranice pro fepkovy olej prob¢hlo stejné jako u slunecnicového oleje. Byla
provedena fada méteni a vypoctl, coZ je mozné videt na obrazcich 47—49. Opét zde byla pro

zjednoduSeni data prolozena ptimkou.
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Obrazek 47 Intenzita na emisni vinové délce 387 nm pro smés s fepkovym

olejem vynesend v zavislosti na koncentraci
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Obrazek 48 Intenzita na emisni vinové délce 440 nm pro smes s fepkovym

olejem vynesena v zavislosti na koncentraci



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 52

4000
y=107,34x + 1058

3500 R2 = 0,9987 3

.o ..------..-----.. ...-......-....

1500 2

1000 @&

Intenzita (count)

500

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Koncentrace fepkového oleje ve smési (% w/w)

® Méfeni Vypocet

Obrazek 49 Intenzita na emisni vinové délce 473 nm pro smés s fepkovym

olejem vynesend v zavislosti na koncentraci

Bylo zjisténo, Ze pro zjiSténi detekce padclani extra panenského olivového oleje, je
nejvhodnéjsi sledovat piky pii vlnovych délkach 387nm, 440nm a 473nm. Na zakladé
meéfeni a vypoctl (obrazky 42—49), byla hranice pro uspésnou detekci pad€lani stanovena na
2 %. Intenzita na emisnich vlnovych délkach vyobrazujici vitamin E (525nm) a chlorofyl
(677nm) byla vynechdna, jelikoz odchylky méteni byly piili§ velké (viz obrazky 45-46) a

padélany olej by tak bylo mozné s jistotou detekovat az pii vysSich koncentracich.



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 53

6 NAVRH LABORATORNI ULOHY

Obsahem nasledujici kapitoly je navrh laboratorni tlohy do Forenznich véd pro studenty
Fakulty aplikované informatiky. Laboratorni uloha ma vice ukold, které na sebe vzajemné

navazuji a student tak ziské zakladni pfehled v oblasti luminiscence.

Jako prvni krok se student seznami se spektrofluorimetrem, aby ziskal zékladni znalosti

o pristroji a um¢l jej dale pouzivat pro zisk emisnich spekter z méieni.

Ve druhé casti si student vybere libovolny vzorek oleje, ktery zméti nékolikrat po sobé

(minimalné pétkrat) a na zakladé nameétenych spekter stanovi nejistotu méteni.

Tteti ukol je volba olejli pro analyzu. Bude pfipravena fada olivovych olejt a dalSich oleji,
které se budou pozdéji misit. Vzhledem k tomu, Ze ma student limitovany ¢as pro zvladnuti
ulohy, vybere si pouze 1 olivovy olej a 3 dalsi oleje. Po zméfeni vSech oleju, si zvoli jeden,

se kterym bude olivovy olej misit.

Na zédklad¢ naméfenych dat student v dal$im kroku zjisti, jakou nejmensi koncentraci
piimési je schopen spektrofluorimetr naméfit. Mnozstvi pokusi, které student vyuzije pro
zjisténi hranice, bude moci déle vyuzit v posledni ¢asti, kde mu bude pfidélena ndhodna

koncentrace smeési.

Body zadéni laboratorni tilohy budou vypadat nasledovné:
1. Seznameni se spektrofluorimetrem
2. Stanoveni nejistoty méteni
3. Vybér a analyza rostlinnych olej

4. Zjisténi hranice pro detekci padélani

Podrobné zadani laboratorni tlohy viz Ptiloha P I
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ZAVER

Jako téma bylo vybrano padélani olivovych olejii za pomoci fedéni jinymi, levnéjSimi oleji.
V teoretické Casti diplomové prace byl objasnén pojem luminiscence. Bylo vysvétleno
zakladni dé€leni a dale byly objasnény pojmy jako jsou fluorescence, fosforescence a dalsi
déleni. Poté byly popsany oleje jako takové — jak se déli, z ¢eho se skladaji a jaké oleje se
nejcastéji padélaji. Na zaklad¢ téchto informaci byla provedena reSerSe na téma padélani
rostlinnych olejii. Bylo zjiSténo, Ze nejCasteji padélanym olejem je olivovy olej, a prave proto
byl olivovy olej a jeho smési méfeny v praktické ¢asti diplomové prace. V praktické Casti
bylo nutné v prvnim kroku sezndmeni se se spektrofluorimetrem Shimadzu RF-6000, jez byl
pouzit pro zmétfeni vSech vzorkd. Bylo vysvétleno a ukizéno, jakym zplsobem se
spektrofluorimetr nastavuje, a jak se méfi emisni spektra vzorkd. K méfeni byla vybréna
fada olivovych oleji, jez se zméfily samostatné. Pro stanoveni nejistoty métfeni byly olivové
oleje n¢kolikrat zméteny. Bylo zjisténo, Ze nejistota méfeni je 5 %. Poté byly zméteny dalsi
rostlinné oleje (fepkovy, slune¢nicovy, hroznovy a domaci oleje jako je konopny, mandlovy
a slunecnicovy). Pro padélani olivového oleje byl vybran slune¢nicovy a tfepkovy olej
z diivodu jejich dostupnosti a nizké ceny. Pro stanoveni hranice pro detekci padélani, byla
provedena fada méteni v rznych koncentracich. Bylo zjisténo, ze nejmensi koncentrace, pii
které lze rozlisit smés od ,,Cist¢ho* olivového oleje je 2 %. Na zavér byla vytvoiena
laboratorni uloha pro predmét forenzni védy, ktery je vyu€ovan v ramci oboru BTSM na

Fakulté aplikované informatiky Univerzity Tomase Bati ve Zliné.



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 55

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]PELANT, Ivan a Jan VALENTA. Luminiscen¢ni spektroskopie. Praha: Academia, 2006.
ISBN 80-200-1447-0.

[2] PLANCKUV VYZAROVACI ZAKON [online]. Odbor termomechaniky a techniky
prostiedi, Fakulta strojniho inZenyrstvi, Vysoké uceni technické v Brné€ [cit. 2021-5-25].

Dostupné z: https://eu.fme.vutbr.cz/file/vomm/0202.htm

[3] KONECNY, Martin. Luminiscence [online]. Katedra didaktiky fyziky, Matematicko-
fyzikélni fakulta Univerzity Karlovy v Praze [cit. 2021-5-14]. Dostupné z:
https://vnuf.cz/sbornik/prispevky/pdf/13-14-Konecny M.pdf

[4] ILCIK, Petr. Pouziti luminiscenéni spektrofluorimetrie pro stanoveni riboflavinu. Zlin,

2013. Diplomova prace. Univerzita Tomase Bati - Fakulta technologicka.

[5] Chemiluminiscence [online]. Britanica [cit. 2021-03-18]. Dostupné¢ z:

https://www.britannica.com/science/chemiluminescence

[6] Bioluminiscence [online]. National geographics [cit. 2021-03-18]. Dostupné z:

https://www.nationalgeographic.org/encyclopedia/bioluminescence/

[7] Mechanoluminiscence [online]. Journal of Rare Earths, 2018 [cit. 2021-03-30]. Dostupné
z: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pi1i/S1002072117301072

[8] Sonoluminiscence [online]. ScienceDirect, 2014 [cit. 2021-03-18]. Dostupné z:

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/sonoluminescence

[9] LAKOWICZ, Joseph R. Principles of fluorescence spectroscopy. 3rd ed. New York:
Springer, c2006. ISBN978-0-387-31278-1.

[10] Luminiscence: Fluorescence [online]. [cit. 2021-4-26]. Dostupné z:
http://www 1.If1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/soubory/principy.htm#:~:text=Stokes%C5%
AFv%202%C3%A 1kon%3A,lem%20%C2%B3%20lex)

[11] SIKORSKA, Ewa, Igor KHMELINSKII a Marek SIKORSKI. Analysis of Olive Oils
by Fluorescence Spectroscopy: Methods and Applications. Faculty of Commodity Science,
2012. ISBN 978-953-307-921-9.

[12] GEDDES, Chris D., ed. Reviews in Fluorescence 2016 [online]. Cham: Springer
International Publishing, 2017 [cit. 2021-5-18]. Reviews in Fluorescence. ISBN 978-3-319-
48259-0. Dostupné z: doi:10.1007/978-3-319-48260-6



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 56

[13] Fosforescence [online]. Chemie a svétlo, 2018 [cit. 2021-03-18]. Dostupné z:

https://www.chemieasvetlo.cz/teorie/fosforescence/

[14] Stokestiv zadkon. Physics.mff [online]. [cit. 2021-03-21]. Dostupné¢ z:
https://physics.mff.cuni.cz/kfpp/skripta/kurz fyziky pro DS/display.php/kontinuum/4 6

[15] ALBANI, Jihad René. Principles and applications of fluorescence spectroscopy:
Principles and Applications. c2007. Dostupné z: doi:978-1-4051-3891-8

[16] HANSL, Tomas. Syntéza vychozich latek pro organické chromofory s multi fotonovou
absorpci pro fluorescencni mikroskopii. Pardubice, 2017. Bakalaiska prace. UNIVERZITA
PARDUBICE FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA.

[17] LIPPAY, Josef. VYUZITI FLUORESCENCNICH TECHNIK VE STUDIU
DEPOZICE AEROSOLU. Brno, 2013. Diplomové prace. VYSOKE UCEN{ TECHNICKE
V BRNE.

[18] NAVRATIL, Leos a Jozef ROSINA, et al. Medicinska biofyzika. 1. vydani. Praha :
Grada, 2005. 524 s. ISBN 80-247-1152-4.

[19] JANACOVA, Jana. Stanoveni tepelné degradace vybranych jedlych olejii pomoci
luminiscen¢ni spektroskopie. Zlin, 2017. Diplomova prace. Univerzita Tomase Bati ve

Zling, Fakulta technologicka.

[20] VALEUR, Bernard. Molecular Fluorescence: Principles and Applications. 2002.
Dostupné z: doi:3-527-29919-X

[21] HAJKOVA, Bronislava. Sledovani zmén luminiscenéniho spektra mléka a mlé&ného
tuku béhem zahtevu. Zlin, 2019. Diplomova prace. Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢, Fakulta

technologicka.

[22] CIZKOVA, Helena. Falsovani jedlych tuki a olejt [online]. 7.4.2020 [cit. 2021-03-31].
Dostupné Z: https://www.potravinyinfo.cz/33/falsovani-jedlych-tuku-a-oleju-

uniqueidmRRWSbk196FN{8-jVUh4EtI668NLi3LvUI2jZF133HykukZUzL WmsA/

[23] KONGBONGA, Yvon Gilbert Mbesse, Hassen GHALILA, Marthe Boyomo ONANA,
Youssef MAJDI, Zohra Ben LAKHDAR, Houda MEZLINI a Sylvie SEVESTRE-
GHALILA. Characterization of Vegetable Oils by Fluorescence Spectroscopy. Food and
Nutrition Sciences. 2011, 02(07), 692-699. ISSN 2157-944X. Dostupné¢ z:
doi:10.4236/fns.2011.27095



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 57

[24] SIKORSKA, E., A. ROMANIUK, I. V. KHMELINSKII, R. HERANCE, J. L.
BOURDELANDE, M. SIKORSKI a J. KOZIOL. Characterization of Edible Oils Using

Total Luminescence Spectroscopy. Journal of Fluorescence [online]. 2004, 14(1), 25-35 [cit.

2021-5-24]. ISSN 1053-0509. Dostupné z: doi:10.1023/B:JOFL.0000014656.75245.62

[25] Rostlinny olej [online]. [cit. 2021-03-31]. Dostupné z: http://www.ajv.It//Rostlinn-
883.html

[26] HORAKOVA, Hana. Zivo¢isny tuk [online]. [cit. 2021-03-31]. Dostupné z:
https://www.ulekare.cz/clanek/sadlo-je-opet-zdrave-21577

[27] BRAT, Jifi. Tuky a oleje. Praha: Sdruzeni &eskych spotiebiteld pro Ceskou
technologickou platformu pro potraviny, 2014. Jak pozname kvalitu? ISBN ISBN978-80-
87719-17-6.

[28] GE, Feng, Chaoyin CHEN, Diqiu LIU a Shenglan ZHAO. Rapid Quantitative
Determination of Walnut Oil Adulteration with Sunflower Oil Using Fluorescence
Spectroscopy. Food Analytical Methods [online]. 2014, 7(1), 146-150 [cit. 2021-5-8]. ISSN
1936-9751. Dostupné z: doi:10.1007/s12161-013-9610-z

[29] GUZMAN, Elena, Vincent BEATEN, Juan Antonio FERNANDEZ PIERNA a José A.
GARCIA-MESA. Evaluation of the overall quality of olive oil using
fluorescencespectroscopy. Food chemistry. 2014, (173).

[30] SAYAGO, A., M. T. MORALES a R. APARICIO. Detection of hazelnut oil in virgin
olive oil by a spectrofluorimetric method. European Food Research and Technology
[online]. 2004, 218(5), 480-483 [cit. 2021-5-8]. ISSN 1438-2377. Dostupné z:
doi:10.1007/s00217-004-0874-9

[31] MU, Taotao, Siying CHEN, Yinchao ZHANG, He CHEN, Pan GUO a Fandong
MENG. Portable Detection and Quantification of Olive Oil Adulteration by 473-nm Laser-
Induced Fluorescence. Food Analytical Methods. 2016, 9(1), 275-279. ISSN 1936-9751.
Dostupné z: doi:10.1007/s12161-015-0199-2

[32] Spektrofluorimetr Shimadzu-6000. Shimadzu [online]. [cit. 2021-03-31]. Dostupné z:
https://www.shimadzu.eu/rf-6000

[33] KAJZAR, AleS. Hmotnostni zlomek. Chemicke-vypocty [online]. [cit. 2021-5-15].
Dostupné z: https://chemicke-vypocty.czZHmotnostni-zlomek.html



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 58

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Schématické vyobrazeni fluorescence [13].......cccvveeiiiiieiiiieniiiieeie e, 15
Obrazek 2 Schématické vyobrazeni fosforescence [13]......ccceeviiieriieiiienieeiiieieeieecie e 15
Obrazek 3 Experimentalni schéma pro detekci Stokesova posunu [9].......cccveeevieeeiieennnenn. 16
Obrazek 4 Jablonského diagram znazoriujici energetické hladiny a energetické prechody
10000 (510 2 1 ) SRR 17
Obrazek 5 ROStHNNY O1€] [25]...uiiiuiieiieiieeiieeie ettt ettt et e esaaeenaeens 21
ODBIAZeK 6 ZIVOGIENY TUK [26] ..o 21
Obrazek 7 Emisni spektra vybranych rostlinnych olejii [23] ...ccoovviieiieniiiiiiieeiieeieeies 22
Obrazek 8 Olivovy a lisKoVy 01€] [307]...ccueriiriiiiiiiiieieteteeeeeee e 23
Obrazek 9 Spektrofluorimetr Shimadzu RF-6000 ............c.coooeiiiiiniieiiienieeieeeeeieeeie e 26
Obrézek 10 Spusténi spektrofluOrImMeEtrU........c.eevuiiiiieiieiii e 27
Obrazek 11 Ptipojeni spektrofluorimetru k SOftwaru ..........ccceeevieviieiiieniiieiiiiceeecie e 27
Obrazek 12 Volba cesty pro ulozZeni dat............ccoeieriiiiniiniininiicceeeece e 28
Obrazek 13 Nastaveni parametrti Pro METENT .....c.eeevieruieeiiieiieeieeriee et ereeereesieeereeseneeaeens 28
Obrazek 14 Vysledek méteni na vinové délce 360—630 M ....c..ooveeeveiiriinieenienicneeienne 29
ODbrazek 15 OLVOVY Ol€] €. 1 .ieiiieiiieiieiiieiiecee ettt ettt e e e ssaeensaens 30
ODbrazek 16 OLIVOVY 01€] €. 2 .ottt 31
ODbrazek 17 OLiVOVY 01€] €. 3 ..ottt e 31
ODbrazek 18 OLIVOVY 01€] €. 4 ..ottt 32
ODbrazek 19 OliVOVY O1€] €. 5 ettt 32
Obrézek 20 Celé spektrum vybranych olivovych olejli.........ccoociiviiiiiiiniiniieiccceieee 33
Obrazek 21 Spektrum olivOVyCh Ol€JTl ......eeeiiiieiiieeiieceeeeeee e 34
Obrazek 22 Spektrum chlorofylu olivovych olejll........coeviiriiiiiiiniiiicee 34
ODBTAZEK 23 REPKOVY O1€] ..ot 35
ODbrazek 24 HIOZNOVY Ol€] c..eouiiiiiiiiiiiiieieeiierit ettt 36
Obrazek 25 STUNEENICOVY Ol€] ..eeuviiiiiiieiiie ettt e e e eeeeees 36
Obrézek 26 Slunenicovy ,,dOmMACI™, ........cciiiiiiiiiiiie et 37
Obrazek 27 STuneCnicoVy 0l€] €. 2 .oouiiiiiiiieiieeieeeee et e e 37
Obrézek 28 Spektrum oleji pouZitych do SMEST .......oevvieeiiiiiiiiiiiecee e 38
Obrazek 29 Spektrum chlorofylu olejli pouzitych do SmEsi......cceevvviierciieeriieeiieeieeee, 38
Obrazek 30 Emisni spektrum olivového oleje €.2 —5 méfeni........coceevevieviiiiniencencnnene 39
Obrazek 31 Emisni spektrum chlorofylu olivového oleje €. 5 — 5 méfeni .........cocevneeennee. 40
Obrézek 32 Emisni spektrum SmeEST €. 1...ccouiiiiiiiiiiiiiiieiiieie et 42

Obrazek 33 Zavislost intenzity luminiscence na hmotnostnim procentu pro prvni smes ...42



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky 59

Obrazek 34 Zavislost intenzity luminiscence na hmotnostnim procentu pro prvni smés 2 43

Obrazek 35 Spektrum chlorofylu SmeEsi €. 1....oooviiieiiiiiiiieciee e 43
Obrazek 36 Zavislost intenzity luminiscence na hmotnostnim procentu pro chlorofyl prvni
SITIEST 1.utteutteeute et te ettt et e et e bt e et e e bt e et e e bt e e a bt e bt e e et e e bt e ea bt e bt e et e e bt e eabeeebeeeabe e bt e enbeesheeeateenbeeenne 44
Obréazek 37 Spektrum SMEST €. 2 ....ocovieriieiiieeiieiee et etee et estee e ieeereeseaeebeesaaeenseessseenseens 45
Obrazek 38 Zavislost intenzity na hmotnostnim procentu pro druhou smés....................... 45
Obrazek 39 Zavislost intenzity na hmotnostnim procentu pro druhou smeés 2.................... 46
Obrazek 40 Spektrum chlorofylu SMEST €. 2...uiiiviiieiiiieiiieeeeee e e 46
Obrazek 41 Zavislost intenzity na hmotnostnim procentu pro chlorofyl druhé smési........ 47
Obrazek 42 Intenzita na emisni vinové délce 387 nm pro smés se slune¢nicovym............ 48
Obrazek 43 Intenzita na emisni vinové délce 440 nm pro smés se slune¢nicovym............ 49
Obrazek 44 Intenzita na emisni vinové délce 473 nm pro smés se slune¢nicovym............ 49
Obrazek 45 Intenzita na emisni vinové délce 525 nm pro smés se slune¢nicovym............ 50
Obrazek 46 Intenzita na emisni vinové délce 677 nm pro smés se slune¢nicovym............ 50
Obrazek 47 Intenzita na emisni vinové délce 387 nm pro smes s fepkovym...................... 51
Obrézek 48 Intenzita na emisni vinové délce 440 nm pro smes s fepkovym..........c...c....... 51

Obrazek 49 Intenzita na emisni vinové délce 473 nm pro smes s fepkovym...................... 52



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky

60

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Souhrn olivovych oleji

Tabulka 2 Souhrn olejti pouzitych

QO SITIEST e



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky

61

SEZNAM PRILOH

Ptiloha P I: Navrh laboratorni tllohy do pfedmétu forenzni védy
Ptiloha P II: Emisni spektrum oleji do smési

Ptiloha P III: Emisni spektrum chlorofylu oleji do smési
Ptiloha P IV: Emisni spektrum olivovych oleji

Ptiloha P V: Emisni spektrum chlorofylu olivovych oleja
Ptiloha P VI: Spektrum smési €. 1

Ptiloha P VII: Spektrum chlorofylu smési €. 1

Ptiloha P VIII: Spektrum smési €. 2

Ptiloha P IX: Spektrum chlorofylu smési €. 2



PRILOHA P I: NAVRH LABORATORNI ULOHY DO PREDMETU
FORENZNIi VEDY

Pi{jmenti: Jméno: Skupina:

Detekce padélani rostlinnych oleju Datum:

Zvolené rostlinné oleje:

Zadani laboratorni ulohy pro detekci padé€lani rostlinnych oleja:
1. Sezndmeni se spektrofluorimetrem
a. Zapnéte a nastavte spektrofluorimetr
1. meéite pii vinové délce 360—630 nm

ii. meéfte pii vinové délce 630—690 nm

2. Negjistota méteni
a. Minimalné 5x zméite vzorky

b. Stanovte nejistotu méfeni

3. Volba a analyza rostlinnych oleji
a. Vytvofte emisni spektra vybranych oleju (1 olivovy, 3 rizné)
b. Pfipravte smési o riznych koncentracich
c. Vytvofte emisni spektra pfipravenych smési

d. Vyberte spektrum nejpodobnéjsi olivovému oleji

4. Zjistéte, jakou nejmensi koncentraci ciziho oleje 1ze detekovat
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PRILOHA P IV: EMISNI SPEKTRUM OLIVOVYCH OLEJU

8000

7000

2

s Olivovy olgj €. 1
s Ol ivovy olej €. 2
s Ol ivovy olej €. 3
s Olivovy olej €. 4

(3uno2) eiizusaiu

s Olivovy olej €. 5

=

1000

+Z9
919
809
009
65
85
945
895
095
55

9Es
8¢5
0cs
il A=
05
961
88v
08v
civ
ot
95+

ort
cEr
v
91¥
80F
oor
<6E
8¢
9L€
89¢
09¢

Emisni vinova délka (nm)



PRILOHA P V: EMISNi SPEKTRUM CHLOROFYLU OLIVOVYCH
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