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ABSTRAKT

Cilem prace je navrhnout a ovétit metodiku stanoveni monoacylglycerolii v redlnych sys-
témech. Parcialni acylglyceroly pfipravené ve vysoké Cistoté (99%) adici mastné kyseliny
na glycidol byly pouzity pro pfipravu vzorku peciva, ze kterych byly nasledné extrahovany
ethanolem. Stanoveni bylo provedeno pomoci kapalinové chromatografie na reverzni fazi

isokratickou a gradientovou eluci pomoci UV a ELSD detekce.

Navratnost monoacylglycerolu kyseliny laurové ze vzorka ptipravenych pfti teploté¢ 170 C
¢inila 79,3 % a u vzorkl pripravenych pti 70 C byla zjisténa hodnota 80,7 %. V piipade
monoacylglycerolu kyseliny palmitové ze vzorka podrobenych teploté 170 C byla ,,recove-
ry“ 51,6 % a u teploty 70 C toto bylo 91,1 %. Experimentalné bylo prokazano, ze rozdil
mezi puvodnim a vyextrahovanym mnozstvim monoacylglycerolu lze piicist jejich in-
terakci se slozkami oleje. Ze zjisténych hodnot dale vyplyva, Ze teplota ma vyrazngjsi vliv
na vznik interakci mezi monoacylgylcerolem kyseliny palmitové a olejem nez v ptipadé

monoacylglycerolu kyseliny laurové.

Kli¢ova slova: Monoacylglyceroly, HPLC, extrakce, peCivo



ABSTRACT

This thesis aims to create and test the methodology of monoacylglycerols determination in
real systems. Partial acylglycerols were produced in a high purity (99 %) by addition of
a fatty acid to glycidol and were used for preparation of pastry samples, from which they
were then extracted. The determination was performed by the reversed phase liquid chro-

matography with an isocratic and gradient elution with UV and ELSD detectors.

The recovery of monoacylglyceride of lauric acid from samples prepared at temperature of
170°C was 79.3 % and a found value for samples prepared at the temperature of 70 'C was
80.7 %. In case of monoacylglyceride of palmitic acid the recovery from samples subjected
to the temperature of 170C recovery 51.6 % and for the temperature of 70C it was
91.1 %. Experimentally it has been demonstrated, that the difference between the original
and the extracted amount of monoacylglycerides is caused by their interaction with com-
pounds of oil. Detected values show, that the temperature has stronger impact on creation
of interactions between monoacylglyceride of palmitic acid and oil than in case of monoa-

cylglyceride of lauric acid.

Keywords: Monoacylglyceride, HPLC, extraction, pastry
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UvVOD

Monoacylglyceroly spolu s diacylglyceroly byly prvnimi emulgatory ptidanymi do potra-
vin. Poprvé byly pouzity v margarinu pro plundrové a listové té€sto. Prvni patent tykajici
se monoacylglycerolid je z roku 1938 z USA a popisuje uzite¢nost surfaktanti v emulzich
a margarinech. V roce 1933 byly poprvé pouzity v kola¢ich shorteningy s obsahem mono-

acylglycerolli a nasledné se zaCaly monoacylglyceroly pouzivat i pro peceni chleba

[1, s. 298].

Mono- a diacylglyceroly patii k nejrozsifenéj$im emulgatorim v potravinatstvi. MizZzeme
je nalézt napi. v pekaiskych produktech, margarinech a mrazenych dezertech. Své Siroké

vyuziti nalézaji i v oblasti kosmetiky a farmacie [1, s. 148, 298].

S vyuzitim monoacylglyceroll je spjata i nutnost jejich stanoveni v riiznych systémech, ve
kterych se vyskytuji, at’ uz z diivodt kontroly kvality nebo hygienickych test. Dillezitym
problémem pii jejich stanoveni je jejich izolace ze systémi. Kazdy systém se sklada
z jinych komponent a neni tak mozné urcit univerzalni zpisob izolace. Naopak samotna
analyza nepiedstavuje vyrazny problém, lze pro ni vyuzit napi. kapalinovou, plynovou

nebo gelovou permeacéni chromatografii.

Tato diplomova prace si klade za cil pfipravit monoacylglyceroly o vysoké Cistoté¢ a pomo-
ci nich okalibrovat HPLC systém. Dale vytvofit realny vzorek peciva, ktery bude pfiprave-
né monoacylglyceroly obsahovat a navrhnout zpiisob jejich extrakce a analyzy pomoci

kapalinové chromatografie.
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1 MONOACYLGLYCEROLY

Monoacylglyceroly (MAG) jsou z chemického hlediska parcialni estery glycerolu a mast-
nych kyselin (Obr. 1). MAG tvofi nejpolarnéjsi slozku jednoduchych lipidi a nachazi
se V tucich a olejich rostlinného i Zivo&isného pavodu. Casto jsou v jejich molekule vazany
mastné kyseliny nasycené (palmitova, stearova), ale mohou se vyskytovat i kyseliny nena-
sycené jako je kyselina olejova. Diky své amfipatické struktufe jsou MAG neionickymi
surfaktanty. Komercné vyrobené systémy se sklddaji ze smési mono- a/nebo diestert gly-

cerolu a malého mnozstvi triestert [1, s. 147], [2, s. 884-890], [3], [4].

CH,O0CR CH.OH
| |

HOm-C~H RCOOm-C ~H
CH,OH CH,0H

Obr. 1: Struktura molekuly monoacyglycerolu [3].

1.1 Vlastnosti monoacylglyceroli

Monoacylglyceroly se mohou vyskytovat jako olejovité kapaliny v barvé od svétle slamo-
vé po hné€dou nebo jako voskovité pevné latky krémové bilé barvy. Pevné monoacylglyce-

roly se nachazi ve formé vlocek, prasku nebo malych kulicek [5, s. 40-58].

Podobné¢ jako triacylglyceroly vykazuji monoacylglyceroly vlastnosti polymorfnich latek.
Jsou schopny krystalizovat ve tfech formach a to v o, B” a . Forma a vznikne, pokud do-
jde po roztaveni MAG k jeho rychlému zchlazeni. Ze vSech tfi forem je nejméné stabilni

a postupné piechazi pies " na nejstabilné;jsi formu B [5, s. 40-58], [6, s. 34-35], [7].

Monoacylglyceroly vykazuji nizkou hodnotou HLB (nizs§i nez 5). Diky tomuto jsou huie
rozpustné ve vode a naopak se dobie se rozpoustéji v tucich a olejich. Jako neionogenni

emulgatory jsou schopny stabilizovat emulze typu v/o [5, s. 40-58], [6, s. 34-35], [7].

Emulgator je povrchové aktivni latka, jejiz molekuly se skladaji z ¢asti hydrofobni a z ¢asti
hydrofilni. Na rozhrani fazi se molekuly orientuji tak, Ze hydrofobni ¢ast (fetézce mast-
nych kyselin) sméfuji do hydrofobni faze a hydrofilni ¢asti do faze vodné. Tim vytvori
mezi fazemi orientovany film, ktery usnadiuje dispergaci a stabilizuje disperzi [5, S. 40—

58], [8, s. 157].
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Rozpustnost MAGti je zavisla na délce uhlovodikového fetézce navazaného zbytk mastné
kyseliny. Jelikoz se jednd o nejpolarnéjsi slozky jednoduchych lipidi, jsou dobie rozpustné
V polérnich rozpoustédlech, jako je napf. ethanol. Ve vodé jsou MAG nerozpustné

[1,s. 147], [2, s. 884-890], [9, s. 41-42]

Mezi dalsi vlastnosti MAG patii schopnost tvofit gel s lamelarni strukturou, ktera je po-
dobna dvojvrstvam lipida (Obr. 2). Ke tvorbé gelu dochazi po roztaveni MAG, pfi jejich
zahfivani nad bod tani, ktery je asi 80 C [5, s. 40-58], [6, s. 34-35], [7].

T e

jj j ﬁ jy

Obr. 2: Struktura monoacylglycerolii ve vode [6, s. 34-35].

Velikost vznikajici dvojvrstvy je ovlivnéna Cistotou MAG. S rostoucim obsahem diacyl-
glycerolii dochazi ke sniZzovani jeji tlouStky a pokud jsou pfitomny triacylglyceroly, mize
dojit kjejimu zaniku. K zaniku dojde kvuli schopnosti monoacylglycerolti tvofit
s triacylglyceroly emulze. Pfidavkem ve vod¢ rozpustného tenzidu (zvlasté anionického)

1ze dosahnout zvétseni vzdalenosti dvojvrstev a k jejich stabilizaci [6, s. 34-35].
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2 VYUZITI MONOACYLGLYCEROLU

Monoacylglyceroly jsou klasifikovany jako neionické surfaktanty, z ¢ehoz plyne jejich
vyuziti. Pouzivaji se v fadé primyslovych odvétvi, jako je napiiklad farmacie, kosmeticky

prumysl a pfedevsim potravinaisky prumysl [1, s. 147].

Monoacylglyceroly patii spolu s diacylglyceroly k nejpouzivanéj$im emulgatorim v po-
travinafrstvi, tvofi asi 75 % celkové produkce potravinaiskych emulgatort [10, s. 353-360],

[11, s. 292-293], [2, 5. 884-890].

2.1 Vyuziti monoacylglyceroli v potravinarském primyslu

V potravinaistvi jsou monoacylglyceroly pouzivany pfedevsim v pekaistvi, kde se vyuzi-
vaji pro jejich schopnost posilit glutenové struktury vyrobku a tim prodlouzit jeho Cers-
tvost. Dale se pak vyuzivaji pfi vyrobé margarini, cukrovinek a mlécnych produkti.
V potravindiském primyslu jsou kladeny vysoké naroky na cCistotu MAG. Prestoze jde

0 ptirozené derivaty tukd, je jejich mnozstvi regulovano (viz Tab. 1) [6, s. 33-34].

Tab. 1: Povolené mnozZstvi monoacylglyceroli v potravinach [6, s. 33-34].

Nazev potraviny MnoZstvi monoacylglyceroli
Piskoty, susenky, suchary, obilné vyrobky 5000 mg/kg
Neemulgované tuky a oleje (mimo olivového) 10000 mg/kg
Chléb nezbytné mnozstvi
Kakao nezbytné mnozstvi
MIécna vyziva uréena k vyziveé kojenci 4000 mg/kg

2.1.1 Funkce emulgatori v pekarstvi

V pekatském pramyslu se setkavame s dilezitym problémem. Po upeceni peciva dochazi
k velice rychlému starnuti vyrobku — okoravani a tim ke zhorSeni senzorickych vlastnosti.
Takovy vyrobek se pak stdva neprodejny a dochazi k ekonomickym ztratdm vyrobce. Ztra-
ty se pohybuji v rozmezi asi 8 — 10 % z celkové produkce peciva. Tento problém lze tesit

pridavkem emulgatort, mezi které patii i MAG [10, s. 353-360].
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Mezi jejich schopnosti patii, ze zlepSuji [10, s. 353-360]:
e Hnéteni tésta a jeho pevnost.
e Miru hydratace tésta a sorpci vody.
e Toleranci k delsi dobé odlezeni a fermentace.
e Strukturu stfidy (jasnost, velikost zrn, nadychanost).
e Silu kirky.
e Zivotnost.
e V kombinaci s ptidavkem shorteningti zvy$uji objem tésta.

Emulgatory pouZivané v pekaistvi se obecné déli do dvou skupin: tzv. posilovace tést
a zmékcCovace stiidky. AvSak stejny emulgator mize vykazovat vlastnosti obou skupin

[10, s. 353-360], [12, S. 266-279].

2.1.1.1 Posilovace tést

Pii primyslové vyrobé chleba je predpoklad, Ze se tésto nebude lepit ke kovovym po-
vrchim a bude odolné vic¢i vibracim a mechanickému namdhéani. Pro zaji$téni téchto

vlastnosti se pravé pouzivaji emulgatory, tedy i MAG [10, s. 353-360], [12, s. 266—279].

Pro vysvétleni mechanismu ptisobeni emulgatorii na pevnost tésta existuje vice teorii. Jed-
na z nich tik4, ze molekuly emulgatoru jsou schopny vytvofit kapalné filmy lamelarni
struktury mezi glutenovymi vldkny a Skrobem. Tim zlepSuji schopnost glutenu tvofit film,

ktery udrzuje v té€sté plyn vyprodukovany kvasinkami [10, s. 353-360], [12, s. 266-279].

2.1.1.2 Zmékcovace stridy

Zmékcovace stridky interaguji se sloZkami mouky a pomdhaji tak udrzet sttidu chleba déle
meékkou a brani tak okoravani chleba (Obr. 3). Okoravani je zpisobeno zménami ve frak-
cich Skrobu. Mezi nejbéznéjsi emulgatory pouzivané pro zmeékceni stiidy patii MAG

[10, s. 353-360], [12, 5. 266-279].
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~onrbilkovina - lepek i i

—— amorfni amylosa ) Krystalicky amylopektin w

" helix amylosy P (1 T X
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»a-o komplex amylosy \\ amorfni amylopektin i)Zf—
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Peéeni/ B iﬁ)

Cerstvé pedivo

Obr. 3: Mechanismus peceni a starnuti chleba [13, s. 48]

Monoacylglyceroly maji schopnost tvofit ve vodé nerozpustné komplexy s amylosou. Diky
tomu se C¢ast amylosy, na kterou jsou navazany MAG, neucastni tvorby gelu, ktery nor-
malné skrob tvofi v tésté. Pti chlazeni tak amylosa navazana v komplexech nerekrystalizu-

je anepodili se tak na okoravani chleba [10, s. 353-360].

2.1.1.3 VlIiv monoacylglycerolii na hnéteni tésta

Na hnéteni té€sta ma typ a koncentrace pouzittho MAG vyznamny vliv. Stejné tak ovliviiu-

je i energii potiebnou k hnéteni [2, s. 884-890], [13, s. 145-150].

Pti zvySeni koncentrace MAG dochézi ke zvySeni doby hnéteni. Obecné lze fict, ze delsi
nasyceny fetézec zbytku kyseliny v MAG (napi. C16:0, C18:0, C20:0) ma na dobu hnéteni
mensi vliv, zatim co MAG s nenasycenym fetézcem (napi. C18:2) ma vliv vyrazny

[2, 5. 884-890], [13, s. 145-150].

2.1.1.4 Vliv monoacylglyceroli na kvalitu chleba

Monoacylglyceroly jsou schopné ovlivnit kvalitu a objem bochniku chleba. Tato jejich
vlastnost je vSak zavisla na fetézci mastné kyseliny, kterou MAG obsahuje. MAG obsahu-
jici kyselinu s nasycenym fetézcem maji na objem bochniku chleba vyrazny pozitivni vliv.

Naopak, pokud je fetézec kyseliny v MAG nenasyceny, je tento vliv nepodstatny. Celkové
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pusobeni MAG je v8ak ovlivnéno samotnym procesem peceni [2, s. 884-890], [13, s. 145—
150].

Pozitivni vliv MAG na objem bochniku je nejspiSe zpusoben jejich schopnosti chovat
se jako nahrady shorteningti. Toto vede ke zlepSenym manipula¢nim vlastnostem a zlepse-

ni stability plynovych bunék béhem peceni [2, s. 884-890], [13, s. 145-150].

2.1.1.5 VlIiv monoacylglycerolii na pevnost stiidy

Monoacylglyceroly ovliviiuji i pevnost stfidy peciva. Obecné lze fict, Ze typ MAG a jeho
koncentrace miize siln€ ovlivnit pevnost stiidy 1 délku doby, za kterou dojde béhem skla-
dovani k navyseni jeji pevnosti. Monoacylglyceroly piisobi hlavné tak, ze zpomaluji tvrd-
nuti stiidy. To, jak MAG ovlivni po¢atecni pevnost stfidy, zavisi hlavné na povaze MAG
(nasycenost uhlovodikového fetézce, poloha dvojnych vazeb). Na funkci MAG ma ale také
velky vliv samotny vyrobni proces vyrobku a zptsob peceni [2, s. 884-890], [13, s. 145—
150].

U MAG s kratkym a polynenasycenym fetézcem bylo zjisténo, Ze se zvysujici se koncent-
raci se vyznamné zvySuje pevnost stiidy. U MAG s nasycenym fetézcem o délce C14:0
a C22:0 nebyl tento vliv velmi vyrazny, avSak MAG s fetézcem C16:0 a C18:0 snizovaly
tvrdost stiidy velmi vyrazné. Nejvyraznéjsi vliv byl zjistén u 1-monopalmitoylglycerolu
(CAS 542-44-9) (C16:0) [2, s. 884-890], [13, s. 145-150].

2.1.1.6 Tvorba komplexi s amylosou

wrwe

MAG a amylozou. Pii pripravé tésta Skrobova zrna botnaji a amyloza prechazi z pivodné
krystalického stavu do stavu amorfniho. B&€hem peceni toto botnani pokracuje, amorfni
stav amylozy prechazi do roztoku a dochazi ke zméné usporadani amylopektinu z krysta-
lického stavu do gelu. Pfi nasledném chlazeni amyloza opét prechazi do krystalického sta-
vu. Pokud je vSak do tésta pfidan MAG, dojde k vytvofeni komplexu mezi MAG a amylo-
zou a tim se zabrani tvrdnuti chleba. Uspotfadani komplexu je takové, ze kolem hydrofobni

casti MAG se vytvaii krystalicka struktury amylozy (Sroubovice) [6, S. 35].

Vlastnosti vzniklych komplexil jsou zavislé na délce a na nasycenosti/nenasycenosti fetéz-
ce zbytku navazané mastné kyseliny v MAG. Na stabilitu komplexti maji vliv rizné latky.

Chaotropni anionty, napf. thiokyanatan, strukturu komplext destabilizuji. Naopak na jejich
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stabilizaci maji dobry vliv anionty s vysokym Hofmeistrovym cCislem a vépenaté ionty
Vv nizké koncentraci. Oproti tomu vysoké koncentrace vapenatych iontd maji na komplexy
destabilizujici vliv. Dale mohou mit na stabilitu urcity vliv mocovina, glycerol, hotfecnaté

kationty a siranové anionty [50, s. 61-71], [15, s. 95-101].

2.2 Vyuziti monoacylglyceroli v kosmetice

Monoacylglyceroly nachéazeji své uplatnéni i v kosmetickém primyslu. Jsou schopny
ovlivitovat funkce pouzivanych tenzidi a kizi poskytuji rizné benefity. Piiklady jejich

vyuziti jsou v nésledujicich kapitolach.

2.2.1 Monoacylglyceroly jako souc¢ast kosmetickych vehikul

Prvnim ptikladem je pouziti MAG do kosmetickych vehikul. Pokud jsou dispergované
ve vodé a je v systému piitomen surfaktant s vysokou hodnotou HLB, tvoii MAG lamelar-
ni fazi. Za zvySenych teplot dochazi k jejimu botnani a to mé za nasledek schopnost zadr-
zovat v lamelarni fazi velké mnoZstvi vody. Po snizeni teploty se vytvofi lamelarni krysta-
lovy gel, ktery je schopen stabilizovat krémy a lotiony a ma vliv na jejich konzistenci

[16, s. 115-116].

2.2.2 Monoacylglyceroly jako lipofilni emolienty a oklusiva

Déale maji MAG schopnost zlepSovat stav pokozky a zmenSovat jeji odmastovani, které
je zptsobeno pouzivanim Cisticli na bazi surfaktantl, a mohou zlepSovat kompatibilitu
ktize a pouzitych surfaktantd. Nékteré MAG jsou pfirozenou soucasti koznich lipida. Mezi
takové patii napf. monoacylglyceroly kyseliny stearové, palmitové nebo laurové. Pii myti
ktze produktem obsahujicim tyto MAG dochazi k jejich naadsorbovani na ktzi. Pokud se
pouzivaji ve smésich s pénotvornymi surfaktanty, zlepSuji kvalitu pény (velikost bublin,

krémovitost, stabilitu pény) [17, s. 251-252].

Jejich etoxylované derivaty jsou schopny dodavat kiizi lipidy (mira zavisi na délce fetézce
a stupni etoxylace), ptisobi jako antiiritacni a zkliditujici ¢inidla a poskytuji péndm klouza-
vost. Jeden z nejvyuzivanéjsich je PEG-7 glycerylkokoat. Mezi jeho vlastnosti patii snizo-
vani iritace anionickych surfaktantli s miniméalnim vlivem na jejich schopnost pénéni. Po-
kud maji etoxylované derivaty delsi uhlikaty fetézec, poskytuji ktizi hladkost [17, s. 251—
252].
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Dale se mohou monoacylglyceroly pouzivat do mydel a syndetd, kde snizuji iritaci pokoz-

Ky [18, s. 279-280].
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3 ANTIMIKROBNI UCINKY MONOACYLGLYCEROLU

Mastné kyseliny samotné vykazuji antimikrobni G¢inky a stejné je tomu tak i u nékterych
jejich esterti, tedy 1 u MAG. Tyto uc€inky jsou ovlivnény alkoholem, ktery byl pouzit
k esterifikaci mastné kyseliny [19, s. 332-333].

3.1 Vliv alkoholu a mastné kyseliny na antimikrobni u¢inky monoacyl-

glyceroli

Pti pouziti jednofunkcniho alkoholu, jako je napi. methanol, bylo zjisténo, ze vzniklé este-
ry jsou neucinné. Aby mély estery antimikrobni ucinky, je tfeba pouzit alkohol s vice
funk¢nimi skupinami, jako je napf. glycerol. Vzniklé MAG maji volné hydroxylové skupi-
ny, které jsou pro antimikrobni ptisobeni dilezité. Antimikrobni pisobeni MAG je tak vy-

razné&jsi nez pusobeni samotnych kyselin [19, s. 332-333].

Krom¢ alkoholu ma vliv na antimikrobni plsobeni MAG 1 struktura mastné kyseliny.
Mastné kyseliny s kratSim fetézcem maji efekt na grampozitivni bakterie. Nejvétsi antimi-
krobni ucinky z kyselin s nasycenym fetézcem ma kyselina laurova, s nenasycenym Kyse-
lina palmitoolejova a s polynenasycenym fetézcem kyselina linolova. Pozice dvojnych
forma je na rozdil od formy trans aktivni. Na kvasinky ptsobi jen kyseliny s fetézcem ob-
sahujicim 10 az 12 uhlika [19, s. 332-333].

Bylo zjisténo, Ze polymery, jako je napi. Skrob a proteiny, maji na antimikrobni ucinky
MAG neutralizujici u€inky. Dale se v riznych studiich uvadi, Ze vice G€inné jsou MAG

s krat§im fetézcem a vibec nejucinnéjsi je MAG kyseliny laurové [19, s. 332-333],
[20, s. 3488-3495], [21, s. 5507-5515].

Mezi dalsi vlivy ptisobici na antimikrobni vlastnosti MAG patfi teplota, chelata¢ni ¢inidla
nebo pfitomnost kyselin. VSechny tyto vlivy zvySuji antimikrobni u¢inky MAG
[21, s. 5507-5515], [22, s. 63—-74].

3.1.1 Ud&inky na bakterie

Monoacylglyceroly ptisobi jak na bakterie grampozitivni, tak i na bakterie s gramnegativ-
nim typem buné¢né stény [23, s. 359-366], [24, s. 329-331].
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Na grampozitivni bakterie ptisobi pfedevSim MAG obsahujici mastnou kyselinu
S nasycenym fetézcem se stfedni délkou a sudym poctem uhlikovych atomtl. Mezi nejstu-
dovan¢jsi patii MAG kyseliny laurové a kaprinové. Tyto MAG pusobi naptiklad na Strep-
tococcus pneumoniae a Staphylococcus aureus. Dale pisobi MAG napf. proti patogennim

listeriim a na sporulujici mikroorganismy jako je napf. Bacillus cereus [25, s. 12-15].

Gramnegativni bakterie vykazuji vyS$si odolnost vic¢i antimikrobidlnimu ptisobeni MAG.
Dtivodem je odlisna stavba bunécné stény oproti grampozitivnim bakteriim. Bylo zjisténo,
7e na gramnegativni bakterie ptisobi inhibicn¢ MAG kyselin laurové, myristové a palmito-
vé. Na rizné bakterie pusobi vSak rizné. Napf. zatim co na E. coli maji vyrazny vliv,

na Salmonella ssp. je tento vliv mirngjsi [25, s. 12-15].

3.1.2 U¢inky na kvasinky a mikromycety

Antimikrobni u¢inek MAG byl prokézan 1 na kvasinky a mikromycety. Vyrazny inhibi¢ni
vliv byl prokazan u MAG kyseliny kaprinové, ktera ptisobi napi. na kvasinku Candida
albicans a na plisn¢ rodu Penicillium [24, s. 329-331]. Dale bylo ve vyzkumu Bunikové
a spol. (2010) [26, s. 173-179] prokazano, ze aplikace roztoki MAG na povrch Cerstvého

chleba dokéze potlacit rist mikromycet minimaln€ po dobu dvou tydnti.
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4 VYROBA MONOACYLGLYCEROLU

Nejcastéji pouzita metoda pro vyrobu MAG je glycerolyza triacylglycerolll z tukt a oleju.

Mezi dalsi pouzivanou reakci je piiprava 1-monoacylglyceroli z glycidolu.

4.1 Glycerolyza

Pii glycerolyze (Obr. 4) jsou tuky a oleje za teploty 200-250 'C a ptitomnosti alkalického
katalyzatoru NaOH nebo Ca(OH), smichany s ptebytkem glycerolu. Tato smés je udrzo-
vana pii vysoké teploté, nez se radikaly mastnych kyselin z triacylglycerolti ndhodné roz-

déli na volné hydroxylové skupiny glycerolu [1, s. 147], [27, s. 872-873], [28, s. 145-198].

*.' ; '.*
H-C~0~COR H-C—-OH H=C~0~COR
| | —_— |
H-C~-C~COR + 2 H—Cl—Oli 3"-—(;2—0" (1l
H—{:-O—COR H—(I:-OH H-(ll—Oll
H H H

Obr. 4: Vyroba MAG glycerolyzou [27, s. 419-425].

Po dosazeni rovnovahy se reak¢éni smés zchladi a katalyzator se deaktivuje. K deaktivaci
katalyzatoru se Casto pouziva kyselina fosforecna a vznikaji fosfore¢né soli. Ty Ize ze smé-
si odstranit filtraci. Dale se musi odstranit piebytek glycerolu. Cast se po ochlazeni smési
usadi ve spodni vrstvé a miZe tak byt odstranéna dekantaci. Glycerol, ktery zlistane roz-

ptylen ve smési, se odstrani vakuovou destilaci vodni parou [1, s. 147].

Timto procesem vznikne podstatné mnozstvi MAG a dale mensi mnozstvi diacylglyceroli
(DAG), triacylglyceroli s pfestavénou strukturou a volny glycerol. Mnozstvi vznikajicich
MAG lze ovlivnit poméry reaktantli, teplotou, dobou reakce a pouzitym katalyzatorem.
Vétsinou vznikne 50 % MAG, 40 % DAG a 10 % triacylglycerolt. Prevazna ¢ast vznik-
lych MAG (85 %) ma esterifikovany a uhlik glycerolu [1, s. 147].

Mezi vyhody této metody patii [1, s. 147]:
e Moznost vyuzit odpadni tuky.

e Nizsi ekonomicka naro¢nost.
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Nevyhodami této metody jsou [1, s. 147]:
e Neselektivita reakce.

e Vznik smési MAG, DAG, triacylglyceroli a mastnych kyselin — nutnost dalsi pu-

rifikace

e Nutnost vysoké teploty — vznik degradacnich produktii tuki

4.2 Priprava z glycidolu

Principem pfipravy monoacylglycerolii z glycidolu (zjednodusené schéma na Obr. 5)
je nukleofilni adice mastné kyseliny na velmi reaktivni glycidol (oxiranylmethanol,
CAS 566-52-5), pri které dochazi k otevieni epoxidového kruhu glycidolu. Reakce je kata-
lyzovana organickymi bazemi jako jsou napf. aminy nebo amoniové soli, pficemz ami-
noskupiny jsou pro nasledné leh¢i odstranéni katalyzatoru imobilizovany [30, s. 97-107],
[31, s. 351-354], [32, s. 199-209].

e —— OCOR
¢ ;

+ RCOOH Katalyzator - OH
— OH —OH

Obr. 5: Priprava 1-monoacylglyceroli z glycidolu [30, s. 97-107].

Vyhody metody spocivaji [31, s. 351-354]:

e Mirné reakéni podminky.

e Kratky reak¢ni Cas.

e MozZnost ptipravy MAG z jakékoli kyseliny.

e Vznik ¢istych produktli (stupen konverze vice jak 90 %).
Mezi nevyhody patii [31, s. 351-354]:

e Nutnost odstraiiovani toxického glycidolu.

e Pritomnost chromu v katalyzatoru.
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Nevyhody této metody Ize vSak jednoduse odstranit. Glycidol je mozné na konci reakce
pfeménit na jiz netoxicky glycerol (v prostiedi za pfitomnosti vody se glycidol pfeménuje
na glycerol). Pfitomnost chromu by se mohla zdat diilezitym problémem pro nasledné pou-
7iti pripraveného MAG v potravinafstvi. Avsak chrom se zde nachazi ve form¢ Cr®', jedna
se tedy o biogenni prvek. Déle je odstranovan pii purifikaci produktu a jeho mnoZzstvi

je v reakci tak i v systému do kterého je nasledné MAG pouzit nevyznamné.

4.3 Enzymaticka priprava

Enzymové katalyzovand ptiprava MAG (Obr. 6) ma asi 80 % vytéznost. Reakce probiha
v mikroemulzi bez kosurfaktantu [33, s. 1544-1548].
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Obr. 6. Enzymaticka vyroba MAG [33, s. 1544-1548].

Mikroemulze jako reakéni medium zmenSuje problém s rozpustnosti triacylglycerola
a dalsich lipofilnich slozek. Typ vzniklého MAG zalezi na specifité lipazy, napf. pouzitim
1,3-specifické lipazy dojde k odstépeni mastné kyseliny z glycerolu z polohy 1 a 3 a vzni-
ka tak 2-monoacylglycerol. Vysokou glycerolytickou aktivitu maji napt. lipazy Pseudo-
monas fluorescens a Chrombacterium viscosum. Optimalni teplota reakce je 35 C a doba
3 hodiny [33, s. 1544-1548], [34, s. 808-834].

Vyhody enzymatické pfipravy spocivaji v [33, s. 1544-1548]:
e Jedna se o ekologicky zpusob.
e Mirné reakéni podminky.

Mezi nevyhody patii hlavné [33, s. 1544-1548]:
e Ekonomicka naro¢nost.

e Moznost hydrolyzy (pfi vy$Sim obsahu vody, nezZ je optimum).
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5 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je separa¢ni metoda slouzici ke kvalitativni a kvantitativni analyze. Vzo-
rek (analyt) se nanasi mezi dvé nemisitelné faze: stacionarni (nepohyblivou) a mobilni
(pohyblivou). Mobilni fazi je analyt unasen ptes staciondrni fazi, kterd zachycuje jeho
slozky a zdrzuje je pfi pohybu. Nejvice zdrzovany jsou ty, které maji nejvétsi afinitu

ke stacionarni fazi. Tim dochazi k separaci slozek vzorku [35, s. 10-26].

V kapalinové chromatografii je jako mobilni faze pouzita kapalina, ktera mé i vyrazny vliv
na separaci. Analyzovany vzorek se tedy rozdéluje mezi staciondrni i mobilni fazi. Pii této
metod¢ se mohou vyuZzivat vSechny mozné mechanismy separace (adsorpce, rozdélovani
na zakladé rizné rozpustnosti, iontovd vyména, molekulové sitovy efekt nebo specifické

interakce Vv afinitni chromatografii) [35, s. 10-26].

Kapalinovy chromatograf (Obr. 7) je modularni povahy a sklada se z n€¢kolika zakladnich
¢asti: Cerpadla, sméSovaciho zafizeni, davkovaciho zatizeni a kolony. Kazda tato ¢ast ma

svou specifickou funkci [35, s. 10-26].

gerpadlo  davkovaci

. zafizeni
fizeni sloZeni &
mobilni faze
vzorek
smésovacl
zafizeni
zasobnlky vyhodnocovaci
mobilni faze zatizeni

Obr. 7: Kapalinovy chromatograf — schéma [35, s. 10-26].

5.1 Detektory pouzivané v kapalinové chromatografii

Pouzivané detektory musi byt takové, aby byly selektivni pro analyt a malo citlivé pro mo-

bilni fazi. Mezi pouzivané detektory patii napf. [35, s. 10-26]:
e Fotometricky.

e Refraktometricky.
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e Fluorescencni.
e Hmotnostni.
e Elektrochemické.

PficemZz mezi nejpouzivanéjsi patii fotometricky, refraktometricky a flourescenéni

[35, 5. 10-26].

5.1.1 Fotometricky detektor

Tento detektor patii mezi nejbéznéji uzivané detektory. Je zaloZen na méfeni absorbance
eluatu vychazejiciho z kolony. Aby byl optimalné citlivy, je potfeba zajisténi dostatecné
absorp¢ni drahy kyvety, kterou paprsek prochazi. Fotometrické detektory mohou byt jed-
mMoznost nastaveni vilnové délky monochromatorem. Dale jsou takové, které jsou schopny
méfit pomoci diodového pole (Obr. 8) absorpéni spektrum v urcité oblasti vinovych délek
a ulozit jej. Citlivost fotometrickych detektort je zavisla na velikosti molarniho absorp¢ni-

ho koeficientu métené latky [35, s. 10-26].

fotodiodove
pole

®<D' miizka
zdroj pmlbcna
zafeni kyveta l

Obr. 8: Fotometricky detektor s diodovym polem [35, s. 10-26].

5.1.2 Odparovaci detektor rozptylu svétla

Odpatovaci detektor rozptylu svétla ELSD ( Evaporative Light Scattering Detector) je dal-
Sim detektorem pouzivanym v kapalinové chromatografii. Slouzi k detekci latek neobsahu-
jici ve své molekule chromofor nebo fluorofor. Jeho nespornou vyhodou je jeho univerzal-

nost [36].

Pti vstupu eluentu dojde ve zmlzovaci k jeho zmlZeni inertnim plynem (dusikem). Zmlze-
ny eluent vstoupi do evaporacni komurky, ve které¢ dojde k odpafeni mobilni faze a vytvo-

feni ¢astic méné tékavé rozpusténé latky. Ve zmlzovaci dojde dale ke kondenzaci eluentu
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aten je nasledn¢ odveden odpadnim vyfukem. Proto je zapotiebi vyuzivat mobilni faze
s obsahem tekavych slozek (napf. kyselina octovd, octan amonny). V optické komirce
dojde Kk rozptylu svétla na ¢asteckach rozpusténé latky. Fotodetektor dava nasledné ode-

zvu, ktera je pfimo umérna hmoté rozpusténé latky prochazejici optickym paprskem [36].
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6 MOZNOSTI IZOLACE A ANALYZY MAG OBSAZENYCH V
REALNYCH SYSTEMECH
Analyza samotnych MAG nepfedstavuje vyznamny problém. Mezi pouzivané metody patii

napf. titra¢ni metody, analyza kapalinovou chromatografii na reverzni fazi nebo plynovou

chromatografii.

Vyznamny problém piedstavuje samotnd izolace MAG z redlnych systému. Napft. pro izo-
laci MAG z masa a peciva nelze vyuzit stejné metody. Tyto metody jsou dale popsany.
Dale se pfi izolaci muizeme setkat s tim, ze nékteré slozky systému mohou s MAG interfe-

rovat.

6.1 Stanoveni MAG titra¢ni metodou

Jednou z nejstarSich metod je metoda zaloZena na jodometrické titraci. Vzorky jsou kvanti-
tativné oxidovany piebytkem kyseliny jodist¢ za vzniku formaldehydu a nésledné jsou

podrobeny jodometrické titraci. [37, s. 3758-3766].

Vyhody této metody jsou reprodukovatelnost a relativni presnost, ale mezi jeji nevyhody

patii [37, s. 3758-3766]:
e Pracnost.

e Pritomnost volného glycerolu, ktery, pokud neni vyextrahovan vodou nebo solnym

roztokem, muze zasahovat do reakce.
e Potiebnost velkého mnoZstvi roztokl a toxickych reagent.

e Vyuzitelnost jen pro 1-monoacylglyceroly.

6.2 Stanoveni MAG v potravinach kapalinovou chromatografii

Suman [37, s. 3758-3766] a spol. provedli analyzu MAG ve vzorcich typu margarin

a komplexnich potravinach, jako jsou napf. kolacky.

Sumanova izolace probihala tak, Ze vzorky typu margarin byly po homogenizaci mixérem
rozpustény v butanolu a roztok byl nasledné vlozen do ultrazvukové lazné. Poté byl roztok
zfedén methanolem a prefiltrovan. Pfred samotnou analyzou byl vzorek jesté prefiltrovan

ptes stiikackovy filtr.
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U komplexnich potravin musel nejdiive Suman zajistit tplné oddéleni MAG od skrobové
matrix. To bylo provedeno tak, ze byl vzorek dispergovan v roztoku vody a a-amylasy,
do kterého byl poté piidan enzym papain. Smés byla zahfivana 30 minut ve vodni lazni
0 teploté 60 T a poté dalsich 30 minut pfi teploté 70 C. Nasledné byla smés prefiltrovana,

promyta horkou vodou a pii pokojové teploté vysusena.

Takto pripraveny a vysuSeny vzorek byl podroben soxhletové extrakci diethyl etherem,

odpafen na rota¢ni odparce a znovu rozpustén v methanolu [37, s. 3758-3766].

Suman pro analyzu pouzil kapalinovou chromatografii na reverzni fazi s mobilni fazi
methanolem s prutokem 0,2 ml/min. Pro detekci byla pouzita hmotnostni spektrometrie
s iontovou pasti [37, s. 3758-3766].

6.3 Stanoveni MAG v tucich plynovou chromatografii

Tato metoda pro stanoveni monoacylglycerolti v tucich a jejich derivatech byla vyvinuta
Joint Committee for the Analysis of Fats, Oils, Fatty Products, Related Products and Raw
Materials a je aplikovatelna pro monoacylglyceroly s kyselinami C6-C22 s obsahem vét-
§im jak 1 %. Vysledkem je obsah MAG v g/100g [38, s. 532-532].

Principem metody je acetylace vzorku anhydridem kyseliny octové s naslednou plynovou
chromatografii s pouzitim vnitiniho standardu methyl stear4tu. Injektovany objem vzorku

je 1 ul a pratok plynu (helium) je 3 ml/min [38, s. 532-532].

6.4 lzolace a analyza MAG a mastnych Kkyselin z kyty iberského prasete

Ptiprava vzorkd probehla tak, Zze byly vzorky podkozniho tuku zkyty rozpustény
Vv mikrovlnné troub¢ (3 minuty, 360 W) a nasledné okamzité filtrovany pies filtraéni papir
[39, s. 10953-10961].

Pro izolaci volnych mastnych kyselin a mono- a diacylglycerola, které tvofi polarni frakce
tuku, pouzil Natvaez—Rivas a spol. [39, s. 10953-10961] extrakci na pevné fazi. Extrakéni
kolona byla umisténa do vakua a byla promyta n—hexanem. Po promyti bylo ihned zvySeno
vakuum, aby se zabranilo vyschnuti kolony. Jako standard, ktery byl tak jako vzorek tuku
rozpustén v n-hexanu, byl pouzit 1,3-ditetradecanoylglycerol (CAS 7770-094), ktery se
nasledn¢ spolu se vzorkem aplikoval na kolonu. Rozpoustédlo kolonou proteklo

a zanechalo v ni standart a vzorek.
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Natvaez—Rivas nasledné kolonu promyl smési hexan—methylenu, chlorid—ethylu a etheru
Vv poméru 89:10:1 a byla odebrana prvni frakce. Déle byla kolona promyta smési chloro-
form-methanol v poméru 2:1 a byla odebrana druha frakce. Tato frakce byla odpafena
na rotacni odparce pod snizenym tlakem a zbytek byl smiSen s 200 pl silyla¢niho ¢inidla

a 15 minut ponechan pii pokojové teploté.

Jeden mikrolitr silylované frakce byl nasledn¢ vstfiknut do plynového chromatografu, kte-
ry byl vybaven split\splitless injektorem a plamenov¢ ioniza¢nim detektorem. Byla pouzita
kfemenna kapildra a automaticky injektor. Jako nosny plyn byl pouzit vodik s konstantnim
prutokem 4 ml/min. Teplota injektoru byla 300 'C a délici pomér byl 1:40. Pro kvantifikaci

byla pouzita metoda vnitiniho standardu.

6.5 lzolace a analyza MAG z bramborového ¢ipsu

Neff a spol. [40, s. 785-791] analyzovaly MAG z bramborového Cipsu a jako izola¢ni me-

todu pouzily superkritickou extrakci oxidem uhli¢itym a extrakci hexanem.

Prvnim krokem experimentu byla pfiprava samotného bramborového Cipsu fritovanim

pfi teploté 190 'C po dobu 20 hodin. Béhem fritovani byly odebirany vzorky ¢ipsu.

Jako prvni extrak¢éni metodu pouzil Neff superkritickou extrakci oxidem uhli¢itym. Vzorky
bramborového ¢ipsu byly smichany s ¢inidlem Leco-Dry od firmy Leco Corporation
a byly vlozeny do extrakénich komor obsahujicich ve spodni ¢asti filtr ze sklenénych vla-
ken. Komory byly doplnény ¢inidlem a na vrchni ¢ast komory byl umistén dalsi filtr ze
sklenénych vlaken. Extrakce byla provedena pii tlaku 68,9 MPa, teploté 70 C, prutokem
2 ml/min po dobu 45 minut po pocateéni minutové vydrzi. Dalsi pouzita extrakéni metoda
byla extrakce hexanem. Kdy jednotlivé vzorky byly za teploty 69 ‘C extrahovany hexanem

na Soxhletové aparature.

Vzorky z extrakci byly nasledné vySe uvedenym autorem podrobeny analyze. Pro analyzu
monoacylglyceroli byla pouzita gelova permeacni chromatografie. Ta se skladala ze tii
valct v sérii naplnénych PL—gelem. Jako detektor byl pouzit odpafovaci detektor rozptylu

svétla.

Porovnanim superkritické extrakce a extrakce hexanem Neff zjistil, Ze superkritickd eX-

trakce by mohla extrakci hexanem nahradit. Je pro ni zapotfebi menSiho mnoZstvi vzorku,
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je méné Casove narocna a neni potieba po extrakci odstranovat rozpoustédlo. Superkriticka

vvvvvvvvvv

6.6 lzolace a analyza MAG z moiské houby

Extrakci methanolem vyuzil ve svém experimentu Gil a spol. [41,s. 1264-1270]. Pted
samotnou extrakci byla analyzovana moiska houba nejprve zmrazena. Samotna extrakce

methanolem vsak probihala za pokojové teploty.

Dalsim krokem bylo rozdéleni frakce rozpustné v methanolu mezi vodu a dichlormethan.
Dichlormethanova vrstva byla nasledné rozdélena mezi vodny roztok methanolu

a n—hexan, ¢imz byly ziskany dv¢ frakce.

Frakce vodného roztoku methanolu Gill dale podrobil gradientové kolonové chromatogra-
fii na reverzni fazi a bylo ziskano 20 frakci. Kazda ziskana frakce byla dale ¢isténa pomoci
kapalinové chromatografie na reverzni fazi a bylo vyizolovano 5 riznych monoacylglyce-

rolt s unikatni strukturou (Obr. 9).

Pro analyzu pouzil autor metodu bombardovani rychlymi atomy s hmotnostnim spektrome-
trem (FAB-MS). Vzorky byly rozpustény v methanolu a smichany s 3—nitrobenzyl alkoho-

lem.

NI R = /%J{\'/\/\/\/\/\'/Lx

CH;

Obr. 9: MAG vyizolované z morské houby [41, s. 1264-1270].

6.7 lzolace MAG z bochniku chleba a ze sadla

Khurt a spol. [42, s. 261-270] vyuzil k izolaci monoacylglyceroll z chleba a sadla metodu

skladajici se pouze z extrakce rozpoustédlem a krystalizace.
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Lipidy byly odstranény michanim s velkym mnozstvim teplého petroletheru. Vyextraho-
vany tuk byl déle upraven acetonem, ¢imz byly odstranény fosfolipidy. Po odstranéni ace-
tonu rozpustil Khurt tuk v ethyletheru a promyl jej destilovanou vodou. Promyvani bylo
provadéno do doby, nez se prestala tvorit emulze. Nasledovalo vysuseni siranem sodnym a
odstranéni rozpoustédla. Timto byly odstranény slozky s vyssi polaritou nez monoacylgly-

ceroly.

Dals§im autorovym krokem bylo michani s teplym methanolem a nasledna dekantace roz-
poustédla. Nasledn¢ bylo provedeno dals$i michéni s methanolem ve spojeni s centrifugact.
Odstranéni rozpoustédla bylo provedeno pod vakuem. Timto doslo ke zkoncentrovani

vSech MAGuU v methanolové frakci.

V methanolové frakci vSak zustali i dalsi slozky, jako jsou diacylglyceroly, mastné kyseli-
ny atokoferoly. Proto bylo dalsim krokem rozpusténi methanolové frakce v methanolu
a naredéni vodou tak, aby vznikl 70% methanolovy roztok. Monoacylglyceroly zlstaly
V tomto roztoku rozpustény témeért v Cisté forme. Identifikace monoacylglycerolll byla pro-

vedena pomoci saponifikace, infraCervené spektroskopie a protiproudou distribuci.

6.8 Izolace a analyza MAG z biodieslu

Monoacylglyceroly maji spolu s di- a triacylglyceroly vliv na kvalitu biodieslu. Proto

je dalezité umét stanovit jejich obsah [43, s. 576-582].

Bondioli a spol. [43, s. 576-582] provedl analyzu pomoci acetylace vzorku. Acetylaéni
¢inidlo bylo pfipraveno z ethylacetatu, anhydridu kyseliny octové, destilované vody a N—
methylimidazolu. Déle byl pfipraveny vnitini standard tak, ze navazené mnozstvi standar-
du bylo rozpusténo v tetrahydrofuranu. Pfiprava samotného vzorku probéhla tak, ze byl
vzorek smichén se standardem, proudem dusiku bylo odstranéno rozpoustédlo a nakonec

bylo pfidano acetyla¢ni ¢inidlo. Tato smés byla nasledné zahfivana 15 minut pii 80 C.

Purifikace byla provedena pomoci extrakce na pevné fazi (SPE). Tomu piedchazelo od-
stranéni t€kavych frakci dusikem. Netékavé reagenty, jako jsou anhydrid kyseliny octové
a N-methylimidazol, byly odstranény pomoci hexanu. Nasledné byla kondiciovana napli
kolony pro SPE pomoci smési hexanu a diethyl etheru. Po kondiciaci byl na kolonu vlit
vzorek a pomoci smési hexanu a diethyl etheru byla jimana prvni frakce. Nasledné byla

kolona promyta diethyl etherem a byla jimana druha frakce obsahujici acylglyceroly. Po-
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moci vakuové odparky byla z obou frakci po extrakci odstranéna rozpoustédla a bylo pro-

vedeno jejich opétovné rozpusténi v heptanu [43, s. 576-582].

Pro analyzu frakci Bondioli pouzil plynovou chromatografiii s nosnym plynem heliem
a plamenové ionizaénim detektorem a bylo vyuZzito teplotniho gradientu. Na vzniklém

chromatogramu byly zfetelné vidét piky monoacylglyceroli C16:0, C18:0 a C18:1.

6.9 Analyza smési volnych mastnych kyselin a mono-, di- a triacylglyce-

rolu

Tuto analyzu provedl Marcato a spol. [44, s. 83-90] pomoci gradientové kapalinové chro-
matografie s odpafovacim detektorem rozptylu svétla. Prvnim krokem byla pfiprava rozto-
ku vzorku a standardu. Standardni smés alifatickych kyselin byla rozpusténa ve smési
ethyl acetat-chloroform. Vzorek byl pfipraven rozpuSténim komercnich monostearati

V tomtéz rozpoustédle.

Nasledna analyza byla, jak je vySe uvedeno, provedena kapalinovou chromatografii a jako
detektor byl pouzit odpatrovaci detektor rozptylu svétla. Chromatografické podminky byly
nasledujici: prutok 1,3 ml/min, teplota kolony 40 C, teplota detektoru 27 C a tlak nebuli-
zacniho plynu 2 bar. Mobilni faze se skladala z acetonitrilu, methylen chloridu a smési
voda—kyselina octova v poméru 99,9:0,1. Identifikace byla provedena pomoci srovnani
retencnich Casti s korespondujicimi piky standardu. Pro kvantifikaci monoacylglycerolt

byla pouZita metoda vnéjsiho standardu.

6.10 Izolace monoacylglycerolu hexadekatrienové kyseliny z listové ruzi-

ce redkve

Yuko Yoshida a spol. provedl izolaci a identifikaci monoycylglycerolu hexadekatrienové
kyseliny z listové ruzice fedkve. Prvnim krokem izolace byla extrakce vzorka ethylaceta-
tem. Ethylacetatova frakce byla nasledné castecné purifikovana na silikagelové koloné.
Frakce byla rozpusténa v 5% ethylacetatu v toluenu a byla aplikovana na kolonu. Kolona
byla nasledné promyta dal$im mnozstvim stejného rozpoustédla. Slozky naabsorbovany na
kolonu byly nasledné¢ postupné vymyvany roztoky 10, 20, 40 a 80% ethylacetatem

v toluenu a nakonec methanolem [45, s. 1341-1349].
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Frakce vymyta 40% ethylacetatem v toluenu byla rozpusténa v 70% methanolu a byla vne-
sena na Sep—Pak Vac C18 kolonu. Ta byla promyta 70% methanolem a naabsorbované
slozky byly nasledné vymyty 90% a 100% methanolem. Frakce ziskana vymytim 90%
methanolem byla podrobena HPLC analyze se semipreparativni kolonou. Jako mobilni
faze byl pouzit 90% methanol s 0,1% kyselinou octovou. Slozka, kterd generovala pik pfi
vlnové délce 210 nm v Case 14,6 minut byla nasledné purifikovana analytickou HPLC
s mobilni fazi 60% acetonitrilu s 0,1% kyselinou octovou. Jako detektor byl pouzit hmot-
nostni spektrometr s elektronovou ionizaci. Pik monoacylglycerolu kyseliny hexadekatrie-

nové byl identifikovan v reten¢nim ¢ase 17,8 minut [45, s. 1341-1349].

6.11 Izolace monoacylglyceroli z chaluhy Sargassum sagamianum

Hyeun Wook Chang a spol. [46, s. 3589-3592] proved| v ramci svého vyzkumu isolaci
monoacylglyceroli z chaluhy Sargassum sagamianum. Tato chaluha byla nasbirana na

prilivovém pobieznim pase ostrova Jeju, Jizni Korea.

U nasbiranych vzorka byla provedena lyofilizace, macerace a opakovana extrakce metha-
nolem a dichlormethanem. Takto ziskany surovy extrakt byl nasledné rozdélen mezi 15%
vodny roztok methanolu a n—hexan. Methanolova vrstva byla poté oddélena vakuovou
vysokotlakou chromatografii na reverzni fazi s kolonou C18, ktera byla proplachovana

smésmi methanolu a vody

Kombinace frakci, které byly vymyty 20% a 10% vodnym roztokem methanolu byly sepa-
rovany pomoci HPLC na reverzni fazi s mobilni fazi acetonitrilem. Pomoci protonové
NMR analyzy bylo zjisténo, Ze vSechny frakce obsahovaly smés monoacylglycerolii

S fetézcem polynenasycené mastné kyseliny.

Nasledna purifikace byla vysSe uvedenymi autory provedena pomoci HPLC na reverzni
fazi, s mobilni fazi methanolem, a byla odstranéna vétSina bioaktivnich slozek. Produktem
purifikace byl 1-oktadekatetraenoyl glycerol. Toto bylo stanoveno pomoci NMR spektro-

metrie.

6.12 Kvantitativni stanoveni mono— a diacylglycerola v olivovém oleji

Pro analyzu a kvantitativni stanoveni mono— a diacylglycerolii obsazenych v olivovém

oleji pouzili Apostolos Spyros a Photis Dais *'P NMR spektroskopii. Tato metoda je zalo-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

7ena na derativizace labilnich vodika funkénich skupin (napi. -OH, -COOH a —CHO)
slozek olivového oleje 2—chloro—4,4,5,5-tetramethyldioxafosfolanem (reagent 1). Ten
s funk¢nimi skupinami nesoucimi labilni proton reaguje rychle a kvantitativné za mirnych
podminek. Otestovany byly riizné vzorky olivového oleje liSici se regionem a rokem pro-

dukce [47, s. 802-805].

Ptiprava vzorku probcéhla nasledovné. Nejprve byl pfipraven zasobni roztok slozeny
z pyridinu a CDCl; (deuterovany chloroform) v objemovém poméru 1,6:1 obsahujici
Cr(acac)s (chromium acetylacetonat) a cyklohexanol. Déle byly do NMR trubic nadavko-
vany vzorky olivového oleje, do kterych byl poté nadavkovan reagent I a toto bylo v NMR
trubicich ponechéano reagovat 0,5 h v pokojové teploté. Tento roztok byl poté pouzit pro

ziskani *'P NMR spekter.

Spektra byla ziskana pomoci Bruker AMXS500 spektrometru, ktery pracoval pfi frekvenci
202,2 MHz. Teplota sondy byla 25 C. Typické parametry pro spektra kvantitativnich studii
jsou: 90 sitka pulsu 12,5 us; Sifka pasu 10 kHz, zpozdéni signalu 30 s, velikost paméti
16 K.

Takto byl pro kazdou slozku smési ziskan separovany pik. Piiklad typického spektra je na
Obr. 10. Tato pouzita metoda byla zhodnocena jako snadna technika pro kvantifikaci mo-

no— a diacylglyceroli v panenském olivovém oleji.

1.2-0G CH

1-MG
4
' " Ti4z0 | 1476 ’ 6. i 6. Y " Trss.6 | 1452 | r<4.8

Obr. 10: Typické spektrum ziskané **P NMR analyzou olivového oleje [47, s. 802—805].
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6.13 Analyza monoacylglyceroli v kokosovém oleji

Pro tuto analyzu pouzil Fabian M. Dayrit a spol. [48, s. 5765-5769] taktéz jako Apostolos
Spyros [47, s. 802—-805], z jehoz prace vychazel, *'P NMR spektroskopii.

Kokosovy olej 1ze podle zpiisobu ziskavani rozdé€lit na rafinovany, ziskavany extrakei kop-
ry, a panensky, ziskdvany mechanickymi a pfirodnimi procesy. Mezi hlavni slozky oleje
patii triacylglyceroly, tvofici nejvétsi ¢ast hmotnosti oleje, a minoritni slozky jako monoa-
cylglyceroly, diacylglyceroly, steroly a volné mastné kyseliny. Pravé obsah minoritnich
slozek je mimo jiné zavisly na zpusobu ziskdvani oleje a tim Ize rozlisit mezi rafinovanym
a panenskym olejem. Pro analyzu bylo pouzito 16 vzorkli panenského kokosového oleje

a 8 vzork oleje rafinovaného.

Minoritni slozky Ize analyzovat pomoci $Ip NMR spektroskopie, proto musi byt konverto-
vany na dioxafosfolanové derivaty obsahujici fosfor. Vzorky byly rozpustény ve smeési
pyridin/CDCl; v poméru 1,6:1 s obsahem Cr(acac)s v NMR trubici. Dale byl piipraven
interni standard rozpusténim kyseliny benzoové v CDCls. Interni standart byl nasledné
s 2—chloro—4,4,5,5-tetramethyldioxafosfolanem  (fosfitilizujici reagent) nadavkovan
do NMR trubice, a ponechan reagovat [48, s. 5765-5769].

Dalsim krokem byla pfiprava kalibra¢nich standardi. Pro jejich pfipravu byla nejprve pii-
chystana matrix. Rafinovany olej byl promyt hydroxidem sodnym a nasledné procistén
pies silikagel. Poté byla matrix vysuSena a uchovavana pod chloridem vapenatym
v exsikatoru. Jako standardy byly pouzity 1,2—dipalmitin, 1,3—dipalmitin, 1-monolaurin,

2—monolaurin, kyselina laurova a cholesterol.

Analyza byla Dayritem provedena pomoci JEOL Lambda (magnetické pole 9,4 T) pracuji-
ci pti frekvenci 162 MHz. Vysledkem bylo zjisténi, ze v priméru obsahuje panensky ko-
kosovy olej 0 40 % vice 1-monoacylglyceroll nez rafinovany. Obsah, dle zpiisobu ziska-
vani, se v panenském oleji pohyboval od 0,022 % do 0,034 %. Oproti tomu 2—

monoacylglyceroly nebyly ve vzorcich viibec detekovany.
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6.14 Simultanni stanoveni glycerolu mono—, di— a triacylglycerolu
vV methylesterech rostlinnych oleji kapilarni plynovou chromatogra-

fii

Methylestery rostlinnych oleji ziskanych alkalicky katalizovanou transesterifikaci rostlin-
nych olejii methanolem mohou byt kontaminovéany z diivodu nekompletni transesterifikace

mimo jiné i monoacylglyceroly [49, s. 461-468].

Klasickou metodou pro stanoveni jak monoacylglycerolli tak i di— a triacylglyceroli
je kapilarni plynova chromatografie. Christina Plank a spol. [49, s. 461-468] vyvinula
rychlou a spolehlivou proceduru plynové chromatografie pro simultanni stanoveni mono-,
di— a triacylglycerolu v methylestech rostlinnych olejii. Metoda mtize byt pouzita pro kont-
rolu kvality methylestert v prabéhu produkce, tak i pro kontrolu jejich shody s pozadova-
nymi specifikacemi. Trimethylsilylace volnych hydroxylovych skupin nasledovana plyno-
vou chromatografii s pouzitim kratké kapilarni kolony s tenkym filmem zajist'uje stanoveni

vSech analyti znacné se liSicich v polarit¢ a t¢kavosti naraz.

Cristina Plank pouzila dva vnitini standardy, 1,2,4-butantriol a trikaprin, coz umoziuje
provést spolehlivou kvantifikaci glycerolu, mono—, di— a triacylglycerolti béhem 30 minut.
Kalibrace byla provedena analyzou standardnich roztoka piipravenych rozpusténim stan-
dardu v pyridinu. Pro piipravu vzorkt byly jako interni standardy pfidany do vialek
s methylestery rostlinnych oleji butantriol a trikaprin. Dale byl do standardii a vzorkt pii-
dan N-methyl-n—trimethylsilyltrifluroacetamid a po 15 minutach pii pokojové teploté byly

silylované smési rozpustény v n—heptanu.

Plynovy chromatograf, na kterém prob¢hla analyza, byl vybaven on—column injektorem
a plamenové ioniza¢nim detektorem, pfedkolonou spojenou v sérii s kapilarni kolonou
z kiemenného skla s filmem o tloust'ce 0,1 um. Vzorky byly do kolony injektovany auto-
samplerem. Analyza probihala pod teplotnim gradientem s nosnym plynem vodikem

a plynem pro detektor dusikem.
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7 SHRNUTI TEORETICKE CASTI

Z vyse uvedenych kapitol vyplyva, ze monoacylglyceroly nachazeji své uplatnéni v rtiz-
nych odvétvich primyslu. NejCastéji se vyuzivaji v primyslu potravinaiském
a kosmetickém. V potravinaistvi se pouzivaji hlavné¢ pro jejich schopnost zpomalit starnuti
peciva. Déle patii mezi dulezité emulgatory. Jako emulgatory maji své uplatnéni i pii vy-

rob¢ kosmetiky.

Monoacylglyceroly lze ptipravit riznymi cestami, z nichz kazdd mé své vyhody i1 nevyho-
dy. Mezi tyto patii glycerolyza, reakce s glycidolem, pfi které dochéazi k otevieni epoxido-
vého kruhu a produktem jsou vzdy l1-monoacylglyceroly nebo lze vyuzit enzymatickou

piipravu.

Z sirokého vyuziti MAG plyne duleZitost jejich analyzy v produktech, tedy v realnych sys-
témech. Samotnou analyzu lze provést riznymi chromatografickymi metodami. Izolace
MAG vsak jiz predstavuje vétsi prekazku. Protoze se MAG mohou vyskytovat v riznych
realnych systémech s riznym slozenim latek, které mohou pii analyze s MAG interferovat,
neexistuje univerzalni zptisob jejich izolace. Vzdy je potieba zvazit slozeni systému a jeho
fyzikalni a chemické vlastnosti. Dulezité je zvolit takovy postup, kdy jsou odstranény

vSechny interferujici latky a zaroven nedojde ke ztratam v obsahu MAG.
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8 CILE PRACE

Cilem této diplomové prace je:

Vypracovat literarni reSerSi v oblasti pfipravy MAG a jejich analyzy v redlnych

systémech.

Ptipravit vysoce Cisté MAG vybranych mastnych kyselin.
Provést kalibraci HPLC systému.

Pouzit ptipravené MAG do potravinatského systému.

Provést izolaci MAG, navrhnout postup extrakce a pomoci HPLC stanovit ,,recove-

(19

ry*.

Vysledky kriticky zhodnotit.
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. PRAKTICKA CAST
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9 EXPERIMENTALNI CAST

V ramci experimentalni ¢asti byly pfipraveny monoacylglyceroly kyseliny laurové a pal-
mitové a byla provedena kalibrace kapalinového detektoru. Nasledné byly piipraveny
vzorky s obsahem jednotlivych monoacylglyceroli, které byly poté extrahovany a pomoci

kapalinové chromatografie byl stanoven jejich kone¢ny obsah ve vzorku.

9.1 Seznam pouzitych chemikalii a substancich
e Hydroxid draselny (p. a., Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
e Kyselina borita (p. a., Lach—Ner, s.r.o., Neratovice)
e Xylen—sm¢s izomert (p. a., Penta, Chrudim)
e Ethanol denaturovany 96%
e Chloroform (p. a., Ing. Petr Lukes§, Uhersky Brod)
e Kyselina laurova (Cistota = 98 %, SAFC)
e Kyselina palmitova (Cistota = 98 %, MERCK)
e Glycidol (Cistota = 98 %, Sigma Aldrich, Praha)
e Chromium(III) acetat hydroxid (p. a., Sigma—Aldrich, Praha)
e Destilovana voda
e Fenolftalein 1% roztok v ethanolu
e FEthanolicka roztok 2,7—dichlorfluoresceinu
e Mouka, hladka svétla (Noe, Slovensko)
e Jedl4 sil s jodem (Mammita, Rakousko)
e Cerstvé drozdi (Linco, Némecko)
e Slunecnicovy olej (Vitae d"Oro, Mad’arsko)

e Cukr krystal Korunni (Moravskoslezské cukrovary, Ceska Republika)
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9.2 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Filtra¢ni papir Filpap, modry pruh (Schleicher & Schuell, Némecko)

Chromatografické TLC desky se silikagelem Alugram (Macherey—Nagel GmbH
& co. KG, Némecko)

Magnetické michadlo MM4 s ohifevem (LAVAT, Chotutice)
Termostat (MLW, Laboratotechnik Medingen, Némecko)

Sklenény dvoupléstovy reaktor

Automaticka byreta — Biirette Digital 25 ml (Brand GmbH & co., Némecko)
Automaticka pipeta Nichipet EX 0.5-10 ul (Nichiryo America, USA)
UV lampa (Camag, Svycarsko)

Analytické vahy (Sartorius)

Su$arna — Mora 524 (Mora, Praha)

Vyvijeci TLC komora

Soxhletiv extraktor

Patrona z filtra¢niho papiru

Topné hnizdo LTHS 250 (Brnénska Drutéva, Brno)

250ml varna banka s kulatym dnem

Stiikackovy filtr CMS filterpure Syringe Filters, velikost port 0,22 pym (Chromser-

vis, Praha)

Kapalinovy chromatograf

e Pumpa Waters 600E (Waters, USA)

e Odplynova¢ mobilni faze (Watrex Praha s.r.o, Praha)

e Davkovaci ventil se smyckou 20 pl Rheodyne (Sigma—Aldrich, Praha)
e Analyticka kolona X-select C18 (Waters, USA)

Detektor UV 200 DeltaChrom (Waltrex Praha s.r.o, Praha)
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e Detektor ELSD (Agilent technologies, USA)

e Vakuova odparka (Heidolph, Némecko)
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9.3 Priprava MAG Kkyseliny laurové a palmitové

Prvni ¢asti experimentu byla ptiprava MAG kyseliny laurové a palmitové. Reakce probéh-
la adici prislusné mastné kyselina na glycidol (2,3—epoxy—1-propanol) za ptitomnosti ka-
talyzatoru chromium acetat hydroxidu (CAH). Cistota vzniklych produkti byla orientaéné
ovétena titratné a pomoci tenkovrstvé chromatografie. Piipravené MAG byly v dalsi fazi

experimentu pouzity pro pfipravu vzorki a kalibraci HPLC systému.

9.3.1 Priprava monoacylglycerolu kyseliny laurové

Prvnim krokem ptipravy MAG kyseliny laurové byla ptiprava testovaciho vzorku z5 ¢
kyseliny pro ovéfeni pribéhu reakce. Bylo navazeno (s ptesnosti 0,001 g) potfebné mnoz-
stvi kyseliny laurové a katalyzatoru. Pivodni molarni pomér kyselina:glycidol byl 1:1,2
a obsah katalyzatoru byl 0,4 % hmotnostnich (dle experimentu Janise a spol., 2000, [31]).
Molarni pomér kyselina:glycidol 1 obsah katalyzatoru byl pro dosazeny nizky stupen kon-
verze nasledné zménén na 1:1,5 a na 0,5 % hmotnostnich katalyzatoru, ktery byl pted pou-

Zitim suSen pfi teploté 80 ‘C po dobu 12 h.

Do reaktoru vytemperovaného na 90 C byla vpravena kyselina a po jejim roztaveni byl
nadavkovan katalyzator. Smés se ponechala 30 minut reagovat, aby vznikl komplex mezi
kyselinou a katalyzatorem. Po uplynuti tohoto ¢asu bylo pfidano potfebné mnozstvi glyci-

dolu a reaktor byl uzavien vzduchovym chladicem.

Smés se nechala reagovat a v pritbéhu reakce byly odebirany kovovou 1zickou 3 kapky

do ptedem zvazenych 100ml titraénich banék a titraéné byly stanovovany stupné konverze.

Pro experiment bylo pouzito asi 100 g kyseliny laurové a upravené reakéni pomery. Na-

vazky jsou uvedeny v Tab. 2 a reakce byla provedena vySe uvedenym postupem.

Tab. 2: Navazky reaktantii pro pripravu MAG kyseliny laurové

pro experiment.

Navazka [g]

Kyselina laurova 100,296
Glycidol 55,641 (=cca 50 ml)
Katalyzator 0,801
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9.3.2 Priprava monoacylglycerolu kyseliny palmitové

Stejné jako pii pripravé MAG kyseliny laurové byl nejprve pfipraven testovaci vzorek.
Vzorek byl pripraven z 5 g kyseliny palmitové a byl pouzit katalyzator v koncentraci 0,5 %
hmotnostnich a molarni pomér kyselina:glycidol byl 1:1,5. Reakce byla provedena postu-
pem uvedenym v kapitole 9.3.1. Po ovéfeni, Ze lze timto zpiisobem dosdhnout dostate¢né
vysoké konverze, byl pfipraven vzorek pro nasledny experiment. Navazky jsou uvedeny

Vv nasledujici tabulce (Tab. 3).

Tab. 3: Navdzky reaktantii pro pripravu MAG kyseliny palmito-

vé pro experiment.

Navazka [g]
Kyselina laurova 101,022
Glycidol 43,782 (=cca 2 ml)
Katalyzator 0,771

9.3.3 Purifikace vzniklych MAG

Produkty vzniklé adi¢ni reakce ptisluSné kyseliny na glycidol (MAG kyseliny lauroveé
I plamitové) musely byt v dal§im kroku purifikovany. Purifikace byla provedena nasleduji-

cim postupem.

Nejprve bylo tieba odstranit z reakéni smési katalyzator a to tak, ze horky obsah reaktoru
byl po ukonceni adi¢ni reakce vlit do 150 ml ledového ethanolu. Tim doslo v nékolika mi-
nutach k flokulaci katalyzatoru, ktery byl ndsledné odfiltrovan na pfedem vychlazené

Biichnerové nalevce ptes filtr s modrou paskou.

Po flokulaci a filtraci byl filtrat v kddince vloZen ke krystalizaci do mraznicky. V ptipadé,
ze doslo ke krystalizaci celého obsahu kadinky, bylo pfidano dal§i mnozZstvi ethanolu (asi
50 ml) a kadinka byla umisténa zpét do mraznicky. Takto se postupovalo do doby, nez
doslo v kadince k oddéleni ethanolové faze, ktera obsahovala rezidua glycidolu a kyseliny.
Ta byla piefiltrovana na Biichnerové nélevce pies filtracni papir s modrym pruhem. MAG
zachyceny na filtra¢nim papife byl rozpustén ve 200 ml ethanolu a toto spolu s filtratem

bylo vlozeno do mraznicky k rekrystalizaci. Rekrystalizace byla provedena celkem dva-

krat.
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Po rekrystalizaci byla provedena dalsi filtrace. MAG zachyceny na filtracnim papife byl
prenesen na Petriho misku a ulozen k proschnuti pti pokojové teploté do digestotre. Super-
natant z této filtrace byl nasledné odpatfen na odparce pti 72 C na piiblizné poloviéni
mnozstvi a byl vlozen do mraznic¢ky ke krystalizaci. Po vykrystalizovani byla provedena

filtrace a MAG byl pifidan na Petriho misku, ktera byla diive umisténa v digestofi.

9.3.4 Stanoveni stupné konverze pripravovanych MAG

Pribéh reakce a Cistota ptipravovanych MAG byl sledovan stanovenim stupné konverze.
Tedy titraci odebiranych vzorkll rozpusténych ve zneutralizované smési xylen:ethanol
Vv poméru 1:1 0,1M ethanolickym roztokem KOH na fenolftalein do rizového zbarveni.

Pro stanoveni bylo tfeba nejprve piipravit titraéni ¢inidlo a provést jeho standardizaci.

9.3.4.1 Priprava 0,1M ethanolického KOH

Celkovy objem piipravovaného titra¢niho roztoku byl 1 1. S pfesnosti 0,001 g bylo nava-
zeno 5,610 g KOH. Navazka byla rozpusténa v ethanolu a pfevedena do odmérné banky

0 objemu 1 1, ktera byla nasledné ethanolem doplnéna po rysku.

U takto ptipraveného roztoku byla dale stanovena jeho pfesnd koncentrace. Nejprve byl
do odmérné 25ml banky piipraven 0,1M roztok kyseliny laurové v ethanolu a nasledné
bylo titrovano 5 ml tohoto roztoku pfipravenym ethanolickym roztokem KOH na fenolfta-

lein.

9.3.4.2 Priprava smési xylen:ethanol (1:1)

Do kéadinky o objemu 1 1 bylo odméfeno odmérnym valcem 500 ml xylenu a 500 ml etha-
nolu. Do smési byly ptidany 3 kapky fenolftaleinu a byla provedena titrace ethanolickym
0,1M KOH do rizového zbarveni. Zneutralizovany roztok byl nasledné pieveden do 11

odmérné banky.

9.3.5 Orienta¢ni stanoveni Cistoty produkti

Pro orientacni ovéfeni Cistoty vzniklych produkti byla provedena TLC analyza. Prvnim

krokem byla ptfiprava chromatografickych desek
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9.3.5.1 Priiprava chromatografické desky

Do 100ml odmérné banky byl pfipraven 5% vodny roztok kyseliny borité (navazka
4,999 g). Chromatografické desky se vlozily do Petriho misky a pfipraveny roztok kyseli-
ny borité byl na n¢ vylit. Desky se nechaly sytit minimaln€ 5 minut a nasledné byly vyjmu-
ty a po okapani byly vlozeny na dobu 1 hodiny do susarny s teplotou 90 ‘C. Béhem doby,
kdy byly chromatografické desky v susarn¢, byla ptipravena vyvijeci lazen pro TLC analy-

ZU.

9.3.5.2 Priprava vyvijeci lazné pro TLC

Vyvijeci lazen se skladala z chloroformu, methanolu a kyseliny octové v objemovych di-
lech 95, 4,5 a 0,5, celkovy objem byl 10 ml. Lazen byla pfipravena v délici nalevce, kde
byla dobfe promichédna a nasledné vlita do vyvijeci komory, ktera se zaviela a nechala sytit

parami. Po nasyceni vyvijeci komory byla provedena samotnd TLC analyza.

9.3.5.3 TLC analyza

Vzorky MAG a jednotlivych kyselin pro analyzu byly piipraveny tak, ze v mnozstvi 0,1 g

byly rozpustény ve 2 ml chloroformu.

Na chromatografické desky byly mikropipetou naneseny 2 pl vzorkit MAG a kyseliny. Pro
kazdou kyselinu a ptislusny MAG byla pouzitd samostatnd deska. Po odpateni chlorofor-
mu byly desky vlozeny do vyvijeci komory a poté, co vyvijeci soustava dosahla 1 cm pod
okraj desek, byly desky vyjmuty a bylo ozna¢eno ¢elo. Po oschnuti desek byla provedena
detekce ethanolickym roztokem 2,7—dichlorfluoresceinu. Po jeho zaschnuti se desky pozo-

rovaly pod UV lampou pfii vinové délce 236 nm a tuzkou byly zakresleny polohy skvrn.

9.4 Kalibrace kapalinového chromatografu

Dalsim krokem prace byla kalibrace kapalinového chromatografu. V experimentu byla
pouzita kapalinova chromatografie na reverzni fazi s kolonou C18 (viz kapitola 9.2) a mo-
bilni fazi sloZzenou z acetonitrilu, vody a kyseliny octové. Pouzitymi detektory byl UV de-
tektor a ELSD detektor, ktery byl vSak k dispozici aZ béhem méfeni diplomové prace. Ka-
librace byla provedena pomoci ptipravenych vzorki MAG o vysoké Cistoté, ze kterych

byly ptipraveny kalibra¢ni roztoky.
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9.4.1 Priprava kalibraénich roztokii pro kalibraci UV detektoru

Kalibra¢ni vzorky byly pfipraveny pro MAG kyseliny laurové tak, ze byl nejprve v 25ml
baiice pfipraven rozpusténim navazeného mnozstvi v mobilni fazi (kapitola 9.4.3) roztok
o koncentraci 5% (w/w). Zn¢j byly dale fedénim ptipraveny roztoky do Sml banék.
Z diivodu Spatné rozpustnosti byl poté pouzit jako rozpoustédlo ethanol. Kalibracni rozto-
ky pro MAG kyseliny palmitové byly pfipraveny jako pro MAG kyseliny laurové jen s tim
rozdilem, Ze byl jako rozpoustédlo pouzit ethanol. Koncentrace kalibracnich roztoki pro

oba MAG byla 1, 2, 3,4 a5 % (w/w).

9.4.2 Priprava kalibrac¢nich roztoki pro kalibraci ELSD detektoru

Pro kalibraci ELSD detektoru byly piipraveny roztoky MAG kyseliny laurové a palmitové
podobnym zptisobem jako pro kalibraci UV detektoru. Vzhledem k vyssi citlivosti ELSD
detektoru nez ma detektor UV byla vSak koncentrace kalibracnich roztoka fddové mensi

a to: 0,001, 0,003, 0,004, 0,005, 0,006 a 0,007 % (w/w).

9.4.3 Priprava mobilni faze

Mobilni fazi pro chromatografii byla smés acetonitril, voda a kyselina octova v poméru
90:10:0,1. Tato mobilni faze byla ptipravena do lahve odméfenim 900 ml acetonitrilu,
100 ml vody a 1 ml kyseliny octové. Poté, co byla mobilni faze ptipravena, bylo pfistou-

peno k samotné kalibraci kapalinového chromatografu.

9.4.4 Provedeni kalibrace

Prvnim krokem kalibrace bylo nezbytné nastaveni chromatografickych podminek analyzy.
UV detektor byl nastaven na vinovou délku 205 nm, pro ELSD detektor byla nastavena
evaporizacni a nebulizaéni teplota na 40 C a pritok dusiku na 1,5 I/min. Chromatograficky
systém byl proplachnut mobilni fazi a na pocitaci spustén software Clarity. Pied nadavko-
vanim roztokd do kolony byly roztoky nejprve piefiltrovany ptes stiikackovy filtr. Pomoci
stiikacky byly roztoky davkovany do néstfikového ventilu o objemu 20 pl, poté byl ventil
piepnut do davkovaci polohy, ¢imz se spustila analyza. Kazdy kalibra¢ni roztok byl analy-
zovan dvakrat a byly zaznamenany plochy pikii. Pomoci naméfenych hodnot byla sestave-

na kalibra¢ni pfimka (regresni pfimka grafické zavislosti plochy pikti na koncentraci roz-
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toku). Dal$im krokem experimentu byla ptiprava realnych vzorka peciva, které obsahovaly

MAG (popis ptipravy je uveden kapitole 9.3.).

9.5 Priprava realnych vzorki peciva pro HPLC analyzu

Ptipravované realné vzorky peciva obsahovaly asi 0,5 % (w/w) MAG. Potfebné mnozstvi
surovin bylo navazeno s piesnosti 0,001g (Tab. 4) a sypké suroviny (i MAG) byly smicha-
ny a homogenizovany. Z drozdi a ¢asti sachar6zy byla vytvorena suspenze, kterd byla smi-
chana spolu s ostatnimi kapalnymi surovinami a s homogenizovanymi sypkymi ingredien-
cemi. Hnétenim bylo piipraveno hladké, pruzné a nelepivé tésto. To bylo pii 30 T pone-
chano 20 minut kynout. Poté bylo tésto rozd€leno na 19 ¢asti (vzorki) o stejné hmotnosti
(4,500 g), které byly za stejnych podminek nechény opét kynout. Nasledné byly vzorky

upeceny pii teploté 170 C po dobu 20 minut, coZ jsou bézné podminky pii vyrob¢ peciva.

Tab. 4: Slozeni redalnych vzorkii.

Hmotnost
Surovina
[a]
mouka 50,000
sl 0,900
drozdi 2,000
olej 2,000
voda 35,000
sacharoza 2,500
MAG 0,462

Navazky MAG:
e MAG kyseliny palmitové: m = 0,4625 g

e MAG kyseliny laurové: m = 0,4626 g.
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Obdobnym zptisobem byla nasledné¢ ptipravena dalsi sada vzorka, pfipravovanych pfti tep-
lot¢ 70 'C. Pro tyto byla pouzita stejna receptura, jen s poloviénim mnozstvim surovin.
Vzniklé tésto, pfipravené stejnym zpusobem, bylo rozdéleno na 9 ¢asti o stejné hmotnosti.

Teplota pro peéeni vzorki byla 70 C a ¢as peceni byl 30 minut.
Navazky MAG pro vzorky pecené pii 70 C:

e MAG kyseliny palmitové: m = 0,2320 g

e MAG kyseliny laurové: m = 0,2314 g.

Takto ptipravené vzorky mohly byt dale podrobeny extrakci a nasledné analyze.

9.6 Extrakce MAG ze vzorku

Extrakci vzorkt (pfipravenych v kapitole 9.5) byly zpét ziskdvany MAG pouzité pro jejich
pripravu. Pfed provedenim samotné extrakce pro néslednou analyzu bylo nejprve tieba

zjistit bezpe¢ny pocet extrakenich cyklu.

9.6.1 Stanoveni poctu cykli pro extrakei

Pro zajisténi toho, Ze se vyextrahuje veSkeré mozné mnozstvi MAG ze vzorku, bylo tfeba
stanovit bezpecny pocet extrakénich cykli. Vzorek byl extrahovan dle zpiisobu popsaného
Vv nésledujici kapitole (9.6.2) a po 5., 10., 15. a 18. cyklu byl odebiran extrakt. Tento byl
analyzovan pomoci HPLC systému. Ze ziskanych chromatografii bylo nasledné urceno,
kdy jiz nedochazi k nartstu plochy piislusného piku, a tim ke zvySovani, respektive zméné
mnozstvi vyextrahovanych MAG. Po tomto stanoveni byla jiz provedena samotnd extrakce

pro naslednou analyzu kapalinovou chromatografii.

9.6.2 Extrakce vzorka

Pro extrakci byl pouzit Soxhletiv extraktor a jako rozpoustédlo ethanol, ve kterém
se MAG obsazené ve vzorcich dobie rozpousteji. Experimentalné bylo zjisténo, ze pro
naslednou analyzu staci pouzit jeden kus vzorku pro detekci ELSD detektorem a tfi kusy
pro UV detektor toto je tfeba podrobit 20 extrakénim cyklim. Hmotnost kazdého vzorku
byla pfi jejich ptipravé 4,500 g.

Vzorek byl rozmélnén noZzem na malé ¢asti a byl vlozen do pfedem zvazené extrakcni pat-

rony. Tato byla poté opét zvazena a nasledné vlozena do Soxhletova extraktoru. Soxhletiiv
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extraktor byl spojen s 250 ml varnou baiikou a do tohoto systému bylo pfesné napipetova-
no 130 ml ethanolu. Soxhletiv extraktor se vzorkem byl zahfivan na topném hnizdé¢ a po
probéhnuti 20 cykli byla extrakce ukoncena. Takto vyextrahované vzorky byly podrobeny
HPLC analyze.

9.7 Analyza vzorki

Analyza vyextrahovanych vzorkli byla provedena pomoci HPLC na reverzni fazi
s analytickou kolonou X-select (Waters) C18. Nejprve byl pro analyzu vzorka s obsahem
MAG kyseliny laurové pouzit UV detektor. V okamziku, kdy byl k dispozici, byl vzhle-

dem k radové vyssi citlivosti pro vSechny vzorky pouzit ELSD detektor.

9.7.1 HPLC analyza pomoci UV detektoru

Jak je jiz uvedeno vysSe, nejprve byl pro analyzu vzorka s obsahem MAG kyseliny laurové
pouzit UV detektor. Po extrakci byly vzorky k analyze pfipraveny dvojim zpisobem. Prv-
nim bylo jejich odpafeni na vakuové odparce témét do sucha a ndsledné rozpusténi
v ethanolu v 5ml barce. Takto pfipravené vzorky byly podrobeny analyze. Pro zlepSeni
vysledkt pifi HPLC separaci odstranénim balastnich tukovitych podilt byla poté ptiprava
vzorkd provedena druhym zptisobem. Mnozstvi o objemu 10 ml bylo v dé€lici nalevce vy-
tiepano s n—hexanem, v poméru vzorek: n—hexan 1:2. Po oddé¢leni fazi byla spodni faze
odpusténa a nasledné byla stejnym zplisobem jesté dvakrat vytiepana. Po poslednim vytie-
pani byla spodni faze pfepusténa do Sml odmérné barky, kterd byla doplnéna ethanolem.
Takto ptipraveny vzorek byl podroben analyze HPLC s UV detektorem. Mobilni faze pro

analyzu byla pfipravena jiZ pfi kalibraci systému.
Chromatografické podminky byly nasledujici:
o Izokraticka eluce.
e Pratok mobilni faze: 1 ml/min.
¢ Slozeni mobilni faze: acetonitril:voda:kyselina octova (90:10:0,1).
e Nastiik 20 pl.

Na pocitaci byl spustén fidici software Clarity a byla spusSténa funkce pro sbér dat

z UV detektoru. Chromatograficky systém byl proplachnut mobilni fazi a nasledné byl
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do nastiikového ventilu pomoci stiikacky nadavkovan vzorek, ktery byl nejdtive piefiltro-

van pomoci stiikackového filtru.

9.7.2 HPLC analyza pomoci ELSD detektoru

Pro dalsi analyzu byl pouzit ELSD detektor, ktery byl k dispozici az v pribéhu méfeni
diplomové prace. Tento byl pouzit jak pro analyzu vzorkt s obsahem MAG kyseliny lau-
rové tak 1 s MAG kyseliny palmitové. Vzorky pro analyzu byly 5 x fedény, aby byla jejich
koncentrace v rozmezi kalibrace. Pro vysokou citlivost nemusely byt vzorky, kromé filtra-
ce pres stiikackovy filtr, jinak upravovany. Detektor byl nastaven dle doporuceni vyrobce,
které bylo experimentalné ovéreno. Nastaveni bylo nasledujici: evaporizacni a nebulizacni
teplota 40 C a prutok dusiku 1,5 I/min. Podminky pro analyzu jsou v kapitolach 9.7.2.1
a9.7.2.2,

9.7.2.1 HPLC analyza pomoci ELSD detektoru —Vvzorky s MAG kyseliny laurové

Tato analyza byla provedena stejnym zpusobem jako pomoci UV detektoru. V software
Clarity byl spustén sbér dat z ELSD detektoru. Chromatografické podminky zistaly stejné,
jako je uvedeno v kapitole 9.7.1. Ze ziskaného chromatogramu byly zaznamenany plochy
piku pro MAG kyseliny laurové, ze kterych byla pak pomoci kalibra¢ni rovnice vypoctena
koncentrace MAG ve vzorku a nasledn¢ procentualni navratnost mnozstvi pouzitétho MAG
do vzorkl (toto vystihuje v analytické praxi pouzivané slovo ,recovery“, které bude
V tomto smyslu dale pouzivano v nasledném textu). Kazdy vzorek, ktery byl pfipravovany
pii teploté 170 C, byl analyzovan dvakrat a celkové bylo analyzovano osm vzorkd. Vzorek

ptipravovany pfi teploté 70 ‘C byl analyzovan ttikrat.

9.7.2.2 HAPLC analyza pomoci ELSD detektoru —vzorky s MAG kyseliny palmitové

Analyza vzorkl s obsahem MAG kyseliny palmitové pomoci ELSD detektoru byla nejprve
provedena stejnym zpisobem, jako analyza vzorkii s MAG kyseliny laurové. Nasledné
vSak byly zménény chromatografické podminky. Pro zlepSeni separace pikii byla pouzita

gradientova eluce dle Marcata [44]. SloZeni mobilni faze je v nasledujici tabulce (Tab. 5).
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Tab. 5: Slozeni mobilni faze pro gradientovou eluci.

Cas | voda:kyselina octova o
. acetonitril [%0]
[min] (99,9:0,1) [%]
0 15 85
4 0 100
12 15 85
20 15 85

Postup analyzy byl nasledn¢ stejny jako u analyzy vzorki s obsahem MAG kyseliny lauro-
vé. Stejné jako u MAG kyseliny laurové byly zaznamenavany plochy pika a nasledné vy-

poctend koncentrace MAG a ,,recovery*.

9.8 Stanoveni ibytku MAG v diisledku peceni

Pro zjisténi k jakému ubytku mnozstvi MAG muize béhem peceni dojit, byl do predem vy-
suSenych a zvazenych kadinek navaZzen MAG kyseliny laurové (m=0,5495 g) a kyseliny
palmitové (m=0,5380 g). Poté bylo toto vlozeno do trouby a po dobu 20 minut byly podro-
beny teploté 170 C. Po uplynuti této doby byly kadinky vlozeny do exsikatoru a po vy-
chladnuti byly zvazeny. Z rozdilu hmotnosti bylo stanoveno odpafené mnozstvi monoacyl-

glycerold.

9.9 Stanoveni interakce monoacylglyceroli s pouzitym olejem

Roztoky MAG a oleje v ethanolu byly pfipraveny v poméru olej:MAG, jaky je v receptuie
readlného vzorku (kapitola 9.5), tedy 4:1. Navazky MAG jsou uvedeny v Tab. 6. Pro kazdy
MAG byly ptipraveny dva takové roztoky. Jeden byl pro simulaci procesu peceni zahiivan
20 minut pii teploté 170°C. Poté byly vhodnym fedénim vSechny roztoky upraveny tak,
aby koncentrace MAG odpovidala kalibraci. Tyto roztoky byly nasledn¢ podrobeny HPLC
analyze a bylo zjiSténo ,recovery“. Stejnym zplsobem byl analyzovan roztok oleje

v ethanolu.
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Tab. 6: Koncentrace roztokii pro ovéreni interakce MAG—olej.

MAG kyseliny laurové MAG kyseliny palmitové
Zahiivany | Nezahfivany | Zahiivany | Nezahiivany
roztok roztok roztok roztok
navazka [g] 0,2909 0,2105 0,2877 0,3532
koncentrace
[mg/ml] 0,05 0,04 0,05 0,06

9.10 Zpracovani vysledku

Pro zpracovani ziskanych dat byly pouzity vypocty pro aritmeticky pramér (1), skute¢nou

koncentraci roztoku (2), stupen konverze (3), koncentraci latky z kalibra¢ni pfimky (4),

,recovery (5) dle nésledujicich vztahi:

e Aritmeticky primér (1):

X = % Zin:l %
kde:
X  —aritmeticky pramér;
n — pocet méfeni;
X;  —hodnota méfeni.

Skutecna koncentrace roztoku (2):

C= \é 01
a
kde:
¢  —koncentrace roztoku [mol/l];
V  —pipetovany objem pro stanoveni [ml];
a

— pramérna hodnota spotieby pii stanoveni [ml].

1)

)
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e Stanoveni stupné konverze (3):

%C:M. 00 3
1000-m- p 3
KONV =100—%C

Kde:

%C — hmotnostni procenta kyseliny vztazené na navazku mastné kyseliny do reakce

a  —spotieba 0,1M ethanolického roztoku KOH [ml]

Cwoy — Piesna koncentrace ethanolického roztoku KOH [mol/l]

M, —molarni hmotnost mastné kyseliny [g/mol]

m  — skute¢na navazka vzorku MAG pro titraci [g]

p — pomér skute¢né navazky kyseliny do reakce k celkové hmotnosti vSech reaktantd
KONV - stupen konverze [%]

e Koncentrace latky z kalibra¢ni ptimky y=k-x+q (4):

=t (4)
Kde:
X  —koncentrace latky [mg/ml]
y  —plocha piku [mV- s]
k,q — parametry kalibra¢ni piimky
e _Recovery“ (5):
Re = 2100 )
nl
Kde:
Re  —,recovery” [%]
n,  — koncentrace analytu [mg/ml]

n;  —teoreticka koncentrace vzorku [mg/ml]
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10 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo navrhnout metodiku stanoveni navratnosti MAG pouzitych
v realnych systémech. Prvnim krokem prace byla ptiprava vysoce Cistych MAG kyseliny
laurové a palmitové adici mastné kyseliny na glycidol. Ve druhé fazi pak byly pfipraveny
modelové vzorky peciva. Ty byly nasledné extrahovany a pomoci HPLC analyzy bylo sta-

noveno ,,recovery* MAG.

10.1 Priprava MAG kyselin laurové a palmitové

Monoacylglyceroly kyselin laurové a palmitové byly pfipraveny dle postupu v experimen-
talni ¢asti v kapitole 9.3. Béhem piipravy MAG kyseliny laurové bylo zjisténo, ze nebylo
dosazeno oc¢ekdvaného stupné konverze. Z Tab. 7 v kapitole 10.2.1 plyne, Ze hodnota kon-
verze dosahla hodnoty jen 78,0 %. Z tohoto diivodu byly upraveny reakéni poméry kyseli-
na:glycidol na 1:1,5. Taktéz byl zvySen obsah katalyzatoru na 0,5 % hm. Kvuli podezieni,
ze katalyzator absorboval vlhkost, kterd snizuje jeho funk¢nost a tim i snizuje konverzi
reakce, byl katalyzator vysusen Vv susarné pti 80 C po dobu 12 hodin. Po téchto Gpravach
byl zaznamenan vyrazny narist konverze a tyto parametry byly dale pouzity pro ptipravu
MAG. Zjisténé stupn¢ konverze, jak pted Gipravou parametrt tak i po ni, pro ob¢ kyseliny

jsou uvedeny v kapitole 10.2.1.

10.2 Stanoveni stupné konverze a TLC analyza produktii

Béhem piipravy MAG a po jejich purifikaci byl stanovovan stupent konverze. Po purifikaci
byla taktéz provedena TLC analyza pro orientacni ovéieni Cistoty produkti. Zajmem bylo
dosdhnout co nejvyssiho stupné konverze, jelikoz pii dosazeni teoretické konverze 100 %
by odpadl problém s odstranénim nezreagovaného glycidolu a mastné kyseliny.

V produktu by zlistala pouze rezidua chromitého katalyzatoru.

Jak je jiz uvedeno v experimentalni ¢asti (kapitola 9.3.4), stupenn konverze byl stanoven
titraci odebranych vzorkl ethanolickym 0,1M roztokem KOH na fenolftalein. Pied vlastni

titraci byla provedena standardizace pfipraveného titracniho ¢inidla.

Standardizace byla provedena titraci 0,1M roztoku kyseliny laurové na fenolftalein. Stano-

veni bylo provedeno 3x vedle sebe. Ze spotieb titracniho ¢inidla byl vypocitan aritmeticky



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

prumér (1) a z n&j nasledné byla vypoctena koncentrace (2). Koncentrace titracniho rozto-

ku byla stanovena na 0,0814 mol/I.

10.2.1 Stanoveni stupné konverze

Stupeint konverze (3) byl stanovovan jak pii ovéfovani prabéhu reakce (testovani vzorky),
tak i1 pfi pfipravé vzorki do experimentu. Kazdé stanoveni bylo provedeno s ohledem na
zachovani poméra v reakéni smési dvakrat vedle sebe a vysledna hodnota byla aritmetic-
kym primérem stanoveni (1). Zjisténé hodnoty pied provedenou purifikaci jsou uvedeny

v tabulkach (Tab. 7-11).

V Tab. 7 jsou zaznamenany hodnoty konverze pied tipravou reakénich poméra a pred od-
stranénim vlhkosti z katalyzatoru. Lze z ni vycCist, Ze po 60 minutach trvani reakce byla
konverze jen 66,3 %. Po dalSich 60 minutich, tedy celkem 120 minutdch, trvani reakce
bylo dosazeno konverze pouze 78,0 %. VySe téchto hodnot byla pro potieby této prace
nedostacujici, protoZe bylo tfeba piipravit MAG o vysoké Cistoté, které by bylo mozné

vyuzit 1 jako kalibra¢ni standardy. Proto bylo ptistoupeno k Gprave reakénich parametra.

Tab. 7: Stupné konverze pro testovaci vzorek MAG kyseliny laurové (kyselina:glycidol =

1:1,2).
t = 60 minut t = 90 minut t =120 minut
navazka | spoti‘eba navazka | spotieba navazka | spotieba
prosta- |titraéniho| stupen | prosta- |titraéniho| stupei | prosta- |titraéniho| stupen
noveni ¢inidla | konverze| noveni ¢inidla | konverze| noveni ¢inidla | konverze
[9] [mI] [%0] [9] [mi] [%0] [9] [mi] [%0]
0,030 0,38 67,8 0,036 0,35 75,3 0,034 0,38 74,6
0,031 0,43 64,7 0,036 0,36 74,6 0,041 0,3 81,4
primér 66,3 primér 75,0 primér 78,0

V Tab. 8 lze vidét vyrazny nartst hodnot konverze po tpravé reakénich poméri z ptivod-
nich (molarni pomér kyselina:glycidol byl 1:1,2, obsah katalyzatoru byl 0,4 % hmotnost-
nich). Jiz po 30 minutach trvani reakce byla konverze 97,5 %, coz je vyrazné vyssi hodno-
ta, neZ jaké bylo dosaZeno po 120 minutach reakce s prvotné pouzitymi poméry (78,0 %).
Po 90 minutach dosahla konverze hodnoty 98,4 %. Tento nartst hodnot svédéi o tom, ze
timto postupem lze dosdhnout vysoké konverze a takto upravené reakéni poméry byly dale

pouzity pro piipravu MAG pro experiment.
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Tab. 8: Stupné konverze pro testovaci vzorek MAG kyseliny laurové (kyselina:glycidol =
1:1,5).
t = 30 minut t = 60 minut t =90 minut
navazka | spoti‘eba navazka | spotieba navazka | spoti‘eba
pro sta- |titraéniho| stupen | prosta- |titra¢niho| stupen | prosta- |titraéniho| stupen
noveni ¢inidla | konverze| noveni ¢inidla | konverze| noveni ¢inidla | konverze
[a] [ml] [%0] [a] [mi] [%0] [a] [mi] [%0]
0,065 0,06 97,7 0,073 0,06 98,0 0,073 0,05 98,3
0,068 0,07 97,4 0,072 0,04 98,6 0,065 0,04 98,4
primér 97,5 primér 98,3 primér 98,4

Tab. 9 uvadi hodnoty konverze pfii pfipravé MAG kyseliny laurové, ktery byl nasledné

pouzit pro experiment. Pro reakci bylo pouzito 100 g kyseliny palmitové. Dosazena kon-

verze (98,6 %) byla o néco vySs$i nez ve stejném cCase pii pripravé testovaciho vzorku

(98,4 %).

Tab. 9: Stupné konverze pro MAG kyseliny laurové pro experiment.

t = 30 minut t = 60 minut t =90 minut
navaZzka | spoti‘eba navazka | spoti‘eba navazka | spoti‘eba
pro sta- |titra¢niho| stupeii | prosta- |titra¢niho| stupenn | prosta- |titra¢niho| stupen
noveni ¢inidla | konverze| noveni ¢inidla | konverze| noveni ¢inidla | konverze
[9] [mi] [%0] 9] [ml] [%0] 9] [ml] [%0]
0,097 0,07 98,2 0,074 0,05 98,3 0,127 0,07 98,6
0,130 0,06 98,8 0,108 0,05 98,8 0,103 0,06 98,5
primér 98,5 priamér 98,6 pramér 98,6

Jak je uvedeno v kapitole 9.3.2, byly pro piipravu MAG kyseliny palmitové pouzity jiz

upravené reakéni poméry. Opét byl nejprve piipraven testovaci vzorek pro ovéreni pribé-

hu reakce. V Tab. 10 je vidét vySe dosazené konverze 97,3 %. Tato byla uspokojiva

a mohlo se pfistoupit k ptipravé MAG pro experiment.

Tab. 10: Stupné konverze pro testovaci vzorek MAG kyseliny palmitové.

t =30 minut t =60 minut t =90 minut

navazka | spotieba navazka | spotieba navazka | spotieba

prosta- |titraéniho| stupen | prosta- |titraéniho| stupei | prosta- |titraéniho| stupen

noveni ¢inidla | konverze| noveni ¢inidla | konverze| noveni ¢inidla | konverze
[9] [mI] [%0] [9] [mi] [%0] [9] [mi] [%0]
0,073 0,20 91,7 0,072 0,09 96,2 0,071 0,07 97,0
0,073 0,18 92,6 0,074 0,06 97,6 0,075 0,06 97,6

pramér 92,2 priumér 96,9 priumeér 97,3
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Pro ptipravu MAG kyseliny palmitové pro experiment bylo stejné jako u MAG kyseliny
laurové pouzito 100 g kyseliny. B&hem reakce byly stanovovany stupné konverze
(Tab. 11). Vysledny stupenn konverze po 120 minutach reakce dosahl hodnoty 98,9 %. Tato
hodnota konverze znaci, ze MAG kyseliny palmitové byl pfipraven ve vysoké Cistoté, jeli-

koz v reak¢éni smési zistalo jen asi 1 % nezreagovaného glycidolu a kyseliny palmitové,

tj. 0,5 % kazdého reaktantu vzhledem k ekvimolarité reakce.

Tab. 11: Stupné konverze pro MAG kyseliny palmitové pro experiment.

t = 30 minut t = 60 minut t =90 minut
navazka | spotieba navazka | spotieba navazka | spotieba
prosta- |titraéniho| stupen | prosta- |titraéniho| stupei | prosta- |titraéniho| stupen
noveni ¢inidla | konverze| noveni ¢inidla | konverze| noveni ¢inidla | konverze
[9] [mI] [%0] [9] [mi] [%0] [9] [mi] [%0]
0,121 0,40 90,1 0,103 0,04 98,8 0,081 0,03 98,9
0,106 0,40 88,7 0,103 0,04 98,8 0,131 0,05 98,9
primér 89,4 primér 98,8 primér 98,9

Po provedené purifikaci za Gcelem odstranéni nezreagovanych reaktanti a katalyzatoru
(viz. kapitola 9.3.3) byl u obou piipravenych MAG stanoven kone¢ny stupeii konverze
(Tab. 12). Predpokladem bylo, ze dojde jeste¢ k mirnému nartistu hodnot, tedy Cistoty. Je
ziejmé, ze u MAG kyseliny laurové doslo k nardstu na hodnotu 98,9 % a u MAG kyseliny
palmitové na hodnotu 99,4 %. Takto ¢isté MAG bylo nasledné mozné pouzit jako kalib-
racni standardy pfi HPLC analyze. Dosazené hodnoty vypovidaji o vyhodnosti pouZiti
adi¢ni reakce mastné kyseliny na glycidol. Reakéni podminky této reakce jsou relativné
mirné a béhem reakce nedochazi ke vzniku vedlejSich produkti, které by pfipravované
MAG vyznamné zneCistily. Jediné necistoty, kter¢ MAG pfipravené¢ pomoci této reakce
obsahuji, jsou rezidua glycidolu, mastnych kyselin a katalyzatoru. Téchto se vSak lze
uspeésné zbavit procesem purifikace a Ize tak ziskat MAG o vysoké Cistoté na tirovni analy-

tického standardu.
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Tab. 12: Stupné konverze MAG po purifikaci.

MAG Kyseliny laurové MAG Kyseliny palmitové
spoti‘eba tit- spoti‘eba tit-
navazka pro | raéniho ¢inidla | stupei kon- | navazka pro | ra¢niho ¢inidla | stupei kon-
stanoveni [g] [ml] verze [%] | stanoveni [g] [ml] verze [%]
1. 0,073 0,03 98,9 0,075 0,02 99,6
0,073 0,03 98,9 0,076 0,01 99,2
primér 98,9 primér 99,4

10.2.2 Vysledky TLC analyzy

Pro orienta¢ni stanoveni Cistoty ptipravenych MAG, byla provedena TLC analyza (kapito-
la 9.3.5). Na desky byly vzdy naneseny vzorky zleva v potadi: kyselina, kyselina, MAG
a kyselina. Ze zakreslenych poloh skvrn na chromatografickych deskach na Obr. 11 Ize
vidét, ze ptipravené MAG (na desce vzdy 3. zleva) neobsahuji detekovatelné nezreagované

zbytky piislusnych kyselin, coz bylo potvrzeno i pomoci HPLC.

p

Obr. 11: Chromatografické desky TLC analyzy MAG kyseliny

laurove a MAG kyseliny palmitové (vyvijeci soustava—

chloroform/voda/kyselina octova: 95/4,5/0,5).

10.3 Kalibrace kapalinového chromatografu

Po tspésné pripravé Cistych vzorki MAG bylo pfistoupeno ke kalibraci HPLC systému.
Pro analyzu byly pouzity detektory UV a ELSD. Vysledkem kalibraci byly grafické zavis-
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losti ploch pikii na koncentraci kalibracnich roztoki, kterymi byla prolozena regresni
piimka. Tato pfimka byla pouzita jako kalibracni pfimka a jeji rovnice byla pouzita k na-
slednym vypoctim. Grafické zavislosti byly vytvofeny v pocitatovém programu Microsoft
Excel 2003. Nejprve byla provedena kalibrace UV detektoru, detektor ELSD byl kalibro-

van v nasledujicim kroku.

10.3.1 Kalibrace UV detektoru

Nejprve byla provedena kalibrace pro MAG kyseliny laurové. Jako rozpoustédlo pro pfi-
pravu kalibra¢nich standarda byla pouzita mobilni faze. Zde vSak dochazelo k problémim
S rozpustnosti (s rostouci koncentraci MAG v roztoku rozpustnost klesala) coz dokumentu-
je nelinearni prabéh naméienych hodnot (Obr. 12). Hodnota korelacniho koeficientu pro-
lozené regresni piimky byla 0,82. Rovnéz tato hodnota potvrzuje, Ze vznikla zévislost neni

linearni a je tedy nevhodné proloZit vzniklou zavislost pfimkou.
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Obr. 12: Kalibracni primka pri pouziti mobilni faze jako rozpoustédla
MAG kyseliny laurové.
Nasledné pouziti ethanolu jako rozpoustédla odstranilo problémy s rozpustnosti a vznikla
zavislost byla linearni (Obr. 13). Stejné tak byl ethanol pouzit pro rozpusténi MAG kyseli-

ny palmitové. Vznikla zavislost je na Obr. 14.
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Obr. 13: Kalibracni primka pri pouziti ethanolu jako rozpoustédla MAG

kyseliny laurové — UV detektor.
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Obr. 14: Kalibracni primka pro MAG kyseliny palmitové — UV detektor.

Vysledkem kalibrace UV detektoru jsou tedy kalibracni ptimky pro MAG kyseliny laurove

a palmitové, vzniklé prolozenim regresnich pfimek grafickymi zavislostmi plochy pika

na koncentraci kalibra¢nich roztokl. Rovnice kalibracnich pfimek a jejich korela¢ni fakto-

ry jsou nasledujici:
e MAG kyseliny laurové
o y=143,19711x + 228,10962

e R?=0,9966
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e MAG kyseliny palmitové
e y=126,2057X + 49,48736
e R?=0,9974

Vysoké hodnoty korelacnich koeficientl regresnich piimek svéd¢i o vynikajici shodé mezi

naméfenymi a vypoc¢tenymi hodnotami.

10.3.2 Kalibrace ELSD detektoru

Jak bylo fe¢eno, vysledkem kalibrace ELSD detektoru byla kalibra¢ni piimka a jeji rovni-
ce. Ta byla ziskdna vytvofenim zéavislosti plochy pikd ziskanych z chromatogramu
(Obr. 15) na koncentraci standardu. Na Obr. 15 je patrné, ze jednotlivé piky maji stejny
reten¢ni ¢as (4,7 minut). Z toho vyplyva, Ze analyza vykazovala dobrou reprodukovatel-

nost.
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Obr. 15: Chromatogram standardit MAG kyseliny laurové, chromatografické podminky:
isokraticka eluce, mobilni faze: acetonitril:voda:kyselina octova (90:10.0,1), priitok mo-

bilni faze: 1ml/min, nastrik 20 ul, nastaveni ELSD detektoru viz kapitola 9.7.2.
Vzniklé grafické zévislosti ploch piki na koncentraci roztokt a jimi proloZené regresni

pfimky, tedy kalibraéni pfimky jsou zndzornény pro MAG kyseliny laurové na Obr. 16
a pro MAG kyseliny palmitové na Obr. 17.
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Obr. 16: Kalibracni primka pro MAG kyseliny laurové — ELSD detektor.

700

plocha piku [mV- s]

0 0,01 0,02 0,02 0,04 0,05 0,06 0,07
koncentrace [mg/ml]

Obr. 17: Kalibracni primka pro MAG kyseliny palmitové — ELSD detektor.
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Rovnice kalibra¢nich piimek a jejich korelacni faktory jsou nésledujici:
e MAG kyseliny laurové
e y=13893,16993x —40,23131
e R’=0,99
e MAG kyseliny palmitové
e y=8494,53108x —21,23203
e R*=0,99

Hodnoty korelac¢nich koeficientli kalibra¢nich piimek (0,99) opét vypovidaji o vysoké
presnosti provedeného méteni a shod¢ hodnot naméfenych a vypocétenych. Dale vypovidaji
o linearnim prubéhu vzniklych kalibra¢nich pfimek a o jejich vhodnosti pro vypocty
Vv nasledujicich ¢astech experimentu.

Po provedeni kalibrace systému bylo pfistoupeno k extrakci ptipravenych vzorkl peciva

(kapitola 9.5). Nejdiive musel byt stanoven pocet cykli pro bezpe¢nou extrakci MAG ze

vzorkd.
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10.4 Stanoveni poctu cykli pro extrakci

Stanoveni poc¢tu cykli extrakce bylo provedeno postupem popsanym v kapitole 9.6.1.
Z nize uvedeného chromatogramu (Obr. 18) a ze zaznamenanych hodnot vyplyva, ze mezi
velikosti plochy piku po 15. a 18. cyklu neni vyznamny rozdil. Plochy pikti vypoctené in-
tegratorem systému nabyvaly hodnot pro pik po 15. cyklu 717,97 mV's a pro pik po
18. cyklu 720, 81 mV-s. Koncentrace ethanolem vyextrahovaného MAG po 15. cyklu byla
0,09 mg/ml a po 18. cyklu 0,09 mg/ml. Z téchto zjisténych hodnot vyplyva, ze pro extrakci
je bezpecné pouzit 20 cykld, které zaruci vyextrahovani maximalniho mozného mnozstvi
MAG. Dalsi zvySovani poctu cykli by bylo ¢asové narocné bez vyznamného efektu v po-

dobé¢ nardstu mnozstvi vyextrahovaného mnozstvi MAG.

g

T
0,1 10,2 10,3 10,4 10,5 10,6 10,7
tas [min.]

Obr. 18: Zavislost velikosti pikii v jednotlivych cyklech na retencnim casu. Chromatogra-
fické podminky: isokraticka eluce, mobilni faze: acetonitril:voda:kyselina octova

(90:10:0,1), pritok mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul.

10.5 Analyza vzorki a stanoveni ,,recovery*

Po provedené extrakci ethanolem byly vzorky podrobeny analyze. Nejprve byl pouzit UV
detektor, pomoci kterého byla provedena jen analyza vzorka s obsahem MAG kyseliny
laurové. Poté co byl k dispozici, byl UV detektor nahrazen detektorem ELSD, kterym byly
analyzovany jak vzorky s obsahem MAG kyseliny laurové tak i ty, pro jejichz ptipravu byl
pouzit MAG kyseliny palmitové.
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10.5.1 Analyza vzorku pomoci UV detektoru

Vzorky s obsahem MAG kyseliny laurové pro UV detekci byly piipraveny k analyze dvo-
jim zpusobem. Hlavni rozdil mezi témito dvéma zpisoby je vytfepani do n—hexanu
Vv ptipad¢ druhého zptsobu. Tento postup byl zvolen proto, Ze bylo tfeba odd¢€lit polarni

a nepolarni podily, jak je vidét na chromatogramu na Obr. 19.
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Obr. 19: Chromatogram MAG kyseliny laurové ziskany pri prvnim zpiisobu pripravy vzorkii —
bez vytrepavani, chromatografické podminky: isokraticka eluce, mobilni faze: acetonit-
ril:voda:kyselina octova (90:10:0,1), prutok mobilni faze: 1ml/min, ndstiik 20 ul.
Vytiepanim do n—hexanu se vzorek zbavil ¢asti nepolarnich latek. Byl eliminovan pik ¢is-
lo1l sretenénim ¢asem 9,5 minut, ktery patrné odpovidal nepolarnim acylglycerolim

Z oleje. Déle doslo k lepsi separaci pika 2 a 3. Tato separace je zaznamendna na chromato-

gramu na Obr. 20.
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Obr. 20: Chromatogram ziskany druhym zpiisobem pripravy — vytiepani do n—hexanu,
chromatografické podminky: isokratickad eluce, mobilni fize: acetonitril:voda:kyselina

octova (90:10:0,1), prutok mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul.
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Timto zptisobem byl ziskdn pik MAG kyseliny laurové (3), z jehoz vysky bylo mozné vy-
pocitat koncentraci analytu a nasledné ,,recovery®. Od analyzy na UV detektoru vSak bylo
nakonec upusténo ihned, jak byl k dispozici ELSD detektor. Hlavni vyhodou pouziti toho-
to detektoru je jeho citlivost. Diky ni neni tfeba vyextrahované vzorky podrobovat dal$im

upravam, ¢imz se zabrani moznym ztratdm pii manipulaci.

10.5.2 Analyza vzorki pomoci ELSD detektoru a stanoveni ,,recovery*

ELSD detektorem byly analyzovany vzorky pfipravované pii teplot¢ 70 C i 170 C
s obsahem MAG kyseliny laurové i palmitové. Teplota 70 C byla zvolena pro ovéieni, zda
pfi zahfevu na teplotu peceni 170 C nedochazi k dekompozici vzorku MAG, resp. interak-
cim se slozkami systému dusledkem zahfivani. Analyza vzorkd s obsahem MAG kyseliny
laurové se od analyzy vzorkil s obsahem kyseliny palmitové liSila tim, Zze pro analyzu
vzorkli s MAG kyseliny laurové byla pouzita isokraticka eluce a pro MAG kyselina palmi-

tové bylo nutno pouzit eluci gradientovou.

10.5.3 Analyza realnych vzorki s MAG Kkyseliny laurové a stanoveni ,,recovery*
Pro analyzu bylo pouzito 8 vzorku o stejné hmotnosti pfipravovanych pii teploté 170C,
Ktera se bézné vyuziva pii vyrobé peciva, a kazdy byl analyzovan dvakrat. Na ziskanych

chromatogramech, vzorovy je uveden na Obr. 21, Ize vidét dva piky.
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Obr. 21: Priklad chromatogramu vzorku s obsahem MAG kyseliny laurové, chromatogra-
fické podminky: isokratickad eluce, mobilni faze: acetonitril:voda:kyselina octova
(90:10:0,1), pritok mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola
9.7.2.
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Pik ¢islo 2 v reten¢nim Case 4,9 minut patii MAG kyseliny laurové. Pro ovéifeni a identifi-
kaci piku ¢islo 1 s retencnim casem 2,6 minut, o kterém se predpokladalo, ze patii polar-
nim frakcim mouky, byla mouka podrobena extrakci a nasledné analyze. Ziskany chroma-

togram je na Obr. 22.

[mV]

tas [min.]

Obr. 22: Chromatogram vzorku mouky, chromatografické podminky: isokraticka eluce,
mobilni faze: acetonitril:voda:kyselina octova (90:10:0, 1), prutok mobilni faze: 1ml/min,

nastrik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola 9.7.2.

S ur¢itou davkou opatrnosti lze skutecné pik pfifadit polarni slozce mouky. Pik cislo
3 sretenénim ¢asem 11 minut pravdépodobné odpovidd zbytkovym tukovitym podilim

mouky.

Ze ziskanych chromatogrami byly odecteny plochy pikd monoacylglycerolu kyseliny lau-
rové a z kalibracni rovnice byla néasledné dle vztahu (4) vypocitana koncentrace MAG ve
vzorku. Z koncentraci bylo nasledné vypocteno ,,recovery®. Pro vypocet byla pouzita teo-
reticka koncentrace pro jeden vzorek, kterd byla ziskana nasledujici uvahou. Pro ptipravu
vzorkll bylo pouzito 462,60 mg MAG. Vzniklé tésto bylo rozdéleno na 19 kusii o stejné
hmotnosti, v kazdém kusu tedy bylo 24,35 mg MAG. Pro extrakci byl pouzit 1 kus vzorku
a 130 ml ethanolu, teoretickd koncentrace MAG v extraktu tedy byla 0,19 mg/ml. Dosaze-
nim této teoretické koncentrace a koncentraci ziskanych z analyzy do rovnice (5) bylo vy-
pocteno ,,recovery* (ve vypoctu se zohlednilo fedéni pti piipravé vzorki). Pro kazdy vzo-
rek, protoze byl analyzovan dvakrat, byly ziskdny dva vysledky. Dle vztahu (1) byl
z vysledkli vypocten aritmeticky pramér a vysledné ,,recovery bylo ziskdno vypoctenim
aritmetického priméru z vysledkt osmi HPLC analyzovanych vzorki. Vysledky jsou uve-

deny v nasledujici tabulce (Tab. 13).
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Tab. 13: Stanoveni ,,recovery “ pro MAG kyseliny laurové — 170 T.
Koncentrace MAG
Plocha piku [mV.s] [mg/ml] Recovery [%
1.stano- | 2.stano- | 1.stano- | 2.stano- | 1.stano- | 2.stano-
Vzorek veni veni veni veni veni veni prumér
1 389,32 398,43 0,14 0,15 75,3 77,0 76,1
2 432,00 442,69 0,16 0,16 83,4 85,4 84,4
3 436,80 430,85 0,16 0,16 84,3 83,1 83,7
4 418,81 417,45 0,15 0,15 80,9 80,6 80,7
5 391,23 393,63 0,14 0,14 75,6 76,1 75,9
6 410,54 400,82 0,15 0,15 79,3 77,4 78,4
7 388,13 401,24 0,14 0,15 75,0 77,5 76,3
8 397,25 422,59 0,15 0,15 76,8 81,6 79,2
primér 79,3

Z tabulky je patrné, ze vysledné ,,recovery* bylo stanoveno, na 79,3 %. Rozptyl ve vysled-
cich (asi 8 %) je piijatelny. Je dan patrné tim, Ze pii piipravé vzork nebylo mozné dosah-
nout dokonalé homogenizace MAG v tésté, protoze nebyl k dispozici hnétac, ktery by toto
zajistil. Po nasledném rozd€leni na jednotlivé kusy se tedy koncentrace MAG

Vv jednotlivych vzorcich mohla lisit, pfestoZe byly stejné hmotnosti.

Zjisténé ,;recovery* bylo tedy 79,3 %. Asi 20 % pouzitych MAG se tedy nepodaftilo ziskat
zpét. Divodem by mohla byt tvorba komplexti s amylosou nebo se slozkami oleje, ztraty
pii peceni nebo pfi manipulaci. Zaméfili jsme se proto na zjisténi, k jakym ztratdm MAG

dochdzi béhem procesu peceni a na interakci oleje s MAG.

10.5.3.1 Ubytek MAG kyseliny laurové béhem peceni

Velikost ztraty MAG béhem peceni byla zjiStovana pomoci vazkové metody, jak je popsa-
no v kapitole 9.8. Hmotnost navazeného MAG byla 0,5495 g, po podrobeni teploté 170 C
po dobu 20 minut byla hmotnost MAG 0,5339 g. Rozdil mezi hmotnostmi ¢ini 0,0156 g,
tedy 2,8 %, coZz je zanedbatelné. Z toho vyplyva, Ze pii pe€eni dochdzi k minimalnim
ztratdim MAG kyseliny laurové ucinkem tepelného namahani a pfevazna ¢ast z mnozstvi,
které se nepodafilo ziskat extrakci zpét, se pravdépodobné podili na tvorbé komplext

s amylosou nebo se slozkami oleje. Proto byla dale ovétena interakce olej—MAG.
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10.5.3.2 Interakce oleje s MAG kyseliny laurové

Jak je uvedeno v kapitole 9.9, pro zjisténi, zda dochazi k vzajemnému pusobeni slozek
oleje a MAG, byly pfipraveny dva roztoky oleje a MAG v ethanolu. Jeden z nich byl za-
hiivan 20 minut pii teploté 170 C, aby se simuloval proces peceni. Poté byly oba roztoky
analyzovany pomoci HPLC a bylo stanoveno ,,recovery*. Ptiklad ziskaného chromatogra-

mu je na Obr. 23.
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Obr. 23: Chromatogram roztoku oleje a MAG kyseliny laurové v ethanolu, chromatogra-
fické podminky: isokraticka eluce, mobilni faze. acetonitril:voda:kyselina octova
(90:10:0,1), priitok mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola
9.7.2.

Kazdy roztok byl analyzovan dvakrat a zpiisobem popsanym v kapitole 10.5.3 byla z nava-
zek pro ptipravu roztokl (kapitola 9.9, Tab. 6) vypoctena navratnost MAG. Ze ziskanych
hodnot byla vytvotena tabulka (Tab. 14).

Tab. 14: Hodnoty ,,recovery pro analyzu interakce olej-MAG kyseliny laurové.

Koncentrace MAG

Plocha piku [mV.s] [mg/ml] Recovery [%0]
1. stano- | 2.stano- | 1.stano- | 2.stanove- | 1.stano- | 2. stanove-
Vzorek veni veni veni ni veni ni prumér
nezahiaty 483,84 480,52 0,04 0,04 100,0 100,0 100,0
zahiaty 543,17 552,78 0,04 0,04 80,0 80,0 80,0

Z vyse uvedené tabulky vyplyva, ze pokud roztok nebyl pted analyzou zahtivan, byla na-

vratnost MAG stoprocentni. Pokud byl vsSak roztok zahtivan, bylo zjisténé ,,recovery*
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80,0 %. Pokud tuto hodnotu porovname s vyslednou hodnotnou z Tab. 15 (79,3 %) zjisti-

me, ze tyto hodnoty jsou témér identické.

Z téchto zjisténi vyplyva, ze mnozstvi MAG, které se nepodatilo ziskat zpét z piiprave-
nych realnych vzorki (asi 20 %) se pravdépodobné podili na interakcich se slozkami oleje.
Komplexy s amylosou, které béhem peceni vznikaji, se pomoci extrakéniho ¢inidla ethano-

lu podafilo rozrusit a MAG podilejici se na jejich tvorbé vyextrahovat.

10.5.4 Analyza realnych vzorkia s MAG Kkyseliny palmitové a stanoveni ,,recovery*

Analyza vzorkl s obsahem MAG kyseliny palmitové probihala nejprve isokratickou eluci,
stejné¢ jako u MAG kyseliny laurové. Pro kontrolu, zda nedochazi k interferenci slozek
vzorku, byl pfipraven roztok oleje v ethanolu, ktery byl nasledn¢ analyzovan. Ze ziskanych
chromatografti (Obr. 24) bylo zjisténo, ze retencni ¢as oleje se shoduje s retencnim casem
MAG kyseliny palmitove, Cili ze v pouzitém chromatografickém systému nedochézi

k fadné separaci.
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Obr. 24: Chromatogram oleje a MAG kyseliny palmitové v isokratické eluci, chromatogra-
fické podminky: isokraticka eluce, mobilni faze: acetonitril:voda:kyselina octova
(90:10:0,1), pritok mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola
9.7.2.

Z vyse uvedeného divodu bylo pfistoupeno k eluci gradientové, jejiz parametry jsou po-
psany v kapitole 9.7.2.2. Pro ovéfeni, ze piky jiZ nemaji stejny retencni €as a dochazi
k jejich separaci, byl pfipraven modelovy smésny vzorek slozeny z oleje a MAG kyseliny

palmitové v ethanolu a byl podroben analyze.
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Obr. 25: Chromatogram smésného vzorku oleje a MAG kyseliny palmitové, chromatogra-
fické podminky: gradientova eluce, podminky gradientu viz kapitola 9.7.2.2, pritok mobil-

ni faze: Iml/min, nastrik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola 9.7.2.

Na Obr. 25 Ize vidét, Ze timto postupem doslo k separaci piku MAG kyseliny palmitové

a slozek oleje a je tedy mozné pouzit tento rezim pro analyzu samotnych vzorki.

Jak je uvedeno v kapitole pojednavajici o analyze vzorka s obsahem MAG kyseliny lauro-
vé, bylo analyzovano 8 vzorka pfipravenych pii teploté 170 C a kazdy vzdy dvakrat.
Na ziskanych chromatogramech (Obr. 26) l1ze vidét pik mouky (1), ktery byl identifikovan
Z chromatogramu na Obr. 22, dale pik MAG kyseliny palmitové (2), v retenénim case
10,5 minut., a jako posledni pik oleje (3).
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Obr. 26: Priklad chromatogramu ziskaného analyzou vzorku s MAG kyseliny palmitoveé,
chromatografické podminky: gradientova eluce, podminky gradientu viz kapitola 9.7.2.2,

pritok mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola 9.7.2.
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Z ploch pikii ziskanych z chromatogramti byla vypoctena koncentrace MAG a nasledné
»recovery®. Tento vypocet je taktéz popsan v predchozi kapitole. Za teoretickou koncent-
raci MAG ve vzorku byla vypoc¢tena hodnota 0,19 mg/ml, ktera byla ziskana kalkulaci
z navazky MAG pro pfipravu vzorkil, zpisobem popsanym vysSe. Vysledky byly opét
zpracovany do tabulky (Tab. 15).

Tab. 15: Stanoveni ,,recovery* pro MAG kyselina palmitové — 170 TC.

Koncentrace MAG
Plocha piku [mV.s] [mg/ml] Recovery [%0]
1.stano- | 2.stano- | 1.stano- | 2.stano- | 1.stano- | 2.stano-
Vzorek veni veni veni veni veni veni prumér
1 186,32 174,10 0,11 0,11 59,1 55,3 57,2
2 174,30 170,47 0,11 0,10 55,3 54,1 54,7
3 153,10 139,20 0,09 0,08 48,7 444 46,6
4 200,21 197,92 0,12 0,12 63,3 62,6 63,0
5 153,82 140,06 0,09 0,08 48,9 447 46,8
6 166,33 145,07 0,10 0,09 52,8 46,3 49,6
7 168,13 170,87 0,10 0,10 53,4 54,3 53,8
8 122,92 134,34 0,07 0,08 39,4 429 41,2
primér 51,6

Jak je vidét z hodnot v tabulce Tab. 15, vysledné ,,recovery” pro MAG kyseliny palmitové
je 51,6 %. Vyssich hodnot ,,recovery* by bylo pravdépodobné mozné dosahnout pomoci
pouziti rozpoustédla s nizsi polaritou, neZ ma ethanol, nebo rozrusenim vzniklych kom-
plext, které zminuje ve své praci Frederike Tufvesson [50, s. 61-71], [51, s. 359-365]. Ten
zjistil, ze na tvorbu stabilnich krystalickych komplextt MAG—amylosa ma vyznamny vliv
teplota spolu sdélkou a nasycenosti zbytku fetézce mastné kyseliny navazaného
v monoacylglycerolu. Zatimco pro MAG, které obsahuji kratsi feté¢zec zbytku mastné ky-
seliny, tedy 1 MAG kyseliny laurové, je pro tvorbu komplexi celkem dostacujici 1 teplota
70C, pro MAG které maji ve své molekule navazany delsi fetézec zbytku mastné kyseliny,
nebo je tento fetézec nenasyceny, potiebuji teploty vyssi, nebo pii nizsich teplotach pod-
statn€ delSi vydrz nez u MAG s kratkym fetézcem. V nésledujici kapitole 10.5.5 bylo vSak
dokazano, ze ethanol je vhodné zvolenym rozpoustédlem, které je schopno vyse popsané

komplexy rozrusit.

Z Tab. 15 vyplyva, ze asi 48 % pouzitych MAG nebylo ziskano zpét. Jak je uvedeno

v kapitole 10.4.2.1, mize se podilet toto mnozstvi na tvorbé komplexti s amylosou
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¢i s olejem, nebo mohlo dojit ke ztratam béhem peceni nebo manipulace. Stejné jako pii
analyze realnych vzorkli s obsahem MAG kyseliny laurové jsme se i pfi analyze vzorkl
obsahujici MAG kyseliny palmitové zaméfili na ztraty, které mohou vzniknout béhem pe-
¢eni ana moznou interakci olej-MAG. Tyto mozné pfi¢iny bylo nutno prozkoumat.

V prvni fazi jsme zjistovali, zda nedojde ke ztratdm hmotnosti MAG piisobenim teploty.

10.5.4.1 Ubytek MAG kyseliny palmitové béhem peceni

Stanoveni ubytku MAG béhem peceni bylo provedeno opét pomoci vazkové metody, kdy
bylo navazeno 0,5380 g a po podrobeni teploté 170 C a vychladnuti byla zjiSténa hmotnost
0,5284 g. Rozdil mezi hmotnostmi je zanedbatelnych 0,0096 g, coz je procentualné vyjad-
feno 1,8 %. Ze zjiSténych hodnot vyplyva, Ze vétSina MAG, které se nepodaftilo ziskat po-
moci extrakce zpét, by se mohla podilet na tvorbé komplext s hlavnimi slozkami peciva
amylosou nebo s olejem. Proto jsme se pii analyze vzorkii s MAG kyseliny palmitové za-
méfili opét na analyzu vzniku komplextt MAG se sloZzkami oleje. To je samoziejmé jedno-

dussi, nez zjistovat interakce v pevné fazi mouky.

10.5.4.2 Interakce oleje s MAG kyseliny palmitové

Pro zjisténi zda dochazi k vzdjemnému piisobeni slozek oleje a MAG, byly opét ptiprave-
ny dva roztoky oleje a MAG v ethanolu a jeden z nich byl zahfivan 20 minut pfi teploté
170°C. Poté byly oba roztoky podrobeny HPLC analyze a bylo stanoveno ,,recovery*. Pfi-

klad ziskaného chromatogramu je na Obr. 27.
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Obr. 27: Chromatogram roztoku oleje a MAG kyseliny palmitové v ethanolu, chromato-
grafické podminky: gradientova eluce, podminky gradientu viz kapitola 9.7.2.2, pritok

mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola 9.7.2.
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Na chromatogramu na Obr. 27 lze vidét, Ze dochazi k mirnému vyboceni zakladni linie
smérem vzhuru (oznaceno zelen€) a vyskytu malého piku s retenénim ¢asem cca 13 minut.
To nabizi mysSlenku, ze by se mohlo jednat o fadu oxidacnich produkti nenasycenych
mastnych kyselin z oleje. Proto byly dale podrobeny analyze dva roztoky samotného oleje
v ethanolu. Jeden byl zahtivan pti 170°C 20 minut a druhy byl pfipraven pii laboratorni

teploté. Ziskany prekryv chromatogramt je na Obr. 28.

[mv]

304

nezahiaty olej

cas [min.]

Obr. 28: Chromatogram roztokii oleje v etanolu (zahraty i nezahidty), chromatografické
podminky: gradientova eluce, podminky gradientu viz kapitola 9.7.2.2, priitok mobilni fa-

ze: Iml/min, ndstriik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola 9.7.2.

Je zfejmé, ze zahtivanim vznikly dalsi latky (viz piky 2 a 3), coz lze piicist tvorbé oxidac-
nich produktti zahiivanim mastnych kyselin obsazenych v oleji (oranzova kitivka). U obou
vzorkl, jak za tepla tak studena pfipravenych, pak byl detekovan pik s retencnim ¢asem
13 minut. Ten patfi patrné oxida¢nimu produktu, jenz vznikl starnutim oleje po dobu jeho
uskladnéni. Realné vzorky peciva byly ptipraveny diive, nez prob¢hla tato analyza, v dobg,
kdy byl olej cCerstvy. Proto se pik nevyskytuje napt. u chromatogramt na Obr. 25, 26. Pou-
zity slune¢nicovy olej obsahuje vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin, které snad-
néji podléhaji oxidaci nez kyseliny nenasycené.

Roztoky oleje a MAG byly analyzovany kazdy dvakrat. Ze ziskanych ploch pikt byla zpt-
bem popsanym v kapitole 10.5.3 z navazek pro piipravu roztokl (kapitola 9.9, Tab. 6) vy-
poctend navratnost MAG a zji$téné hodnoty byly zaznamenéany do tabulky (Tab. 16).
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Tab. 16: Hodnoty ,,recovery pro analyzu interakce olej-MAG kyseliny palmitové.

Koncentrace MAG
Plocha piku [mV.s] [mg/ml] Recovery [%]
1. stano- | 2.stano- | 1.stano- | 2.stano- | 1. stanove- | 2. stanove-
Vzorek veni veni veni veni ni ni primér
nezahiaty 517,63 519,12 0,06 0,06 100 100 100
zahraty 201,03 200,98 0,03 0,03 52,3 52,3 52,3

Z hodnot v tabulce (Tab. 16) vyplyva, ze ve vzorcich, které nebyly zahiivany nevznikaji
zadné produkty olej-MAG. Analyzou bylo vyizolovano 100 % MAG. Naopak po zahtati
bylo zjisténo, Ze v roztoku je 52,3 % MAG, které¢ byly ptivodné pro piipravu pouzity. Tato
hodnota je shodna s hodnotami ziskanymi pii analyze realnych vzorkt. Z toho vyplyva, ze
mnozstvi MAG, které se nepodafilo z redlnych vzork ziskat zpét, se podili na tvorbé pro-

duktt se slozkami oleje.

10.5.5 Analyza realnych vzorkii peciva s obsahem MAG Kyseliny laurové a MAG
Kyseliny palmitové piipravenych pri teploté 70 'C

Dalsi ¢asti experimentu bylo stanoveni ,,recovery” ze vzorkl, které se pfipravovaly pii
nizsi teploté. Analyza byla pro oba vzorky provedena tfikrat a vypocet ,,recovery* byl pro-
veden zptisobem popsanym v kapitole 10.5.3. Teoreticka koncentrace MAG kyseliny lau-

rové ve vzorku byla 0,20 mg/ml. V Tab. 17 jsou zaznamenany zjisténé hodnoty.

Tab. 17: ,,Recovery “ pro vzorek MAG kyseliny laurové — 70 T,

plocha piku | koncentrace MAG
[mV.s] [mg/ml] Recovery [%0]
1. stanoveni 2141,65 0,16 78,5
2. stanoveni 2276,49 0,17 83,4
3. stanoveni 2185,13 0,16 80,1
primér 80,7

Zjisténd hodnota ,,recovery 80,7 % je blizka hodnotné (79,3 %) zjisténé u vzorka piipra-
venych pii 170 ‘C. Rozdil mezi hodnotami mohou ¢init ztraty, které¢ vzniknou béhem pece-
ni pii vyssi teploté. V kapitole 10.5.4.1 bylo zjisténo, ze mnozstvi MAG neziskané extrakci

zpét tvoii pravdépodobné komplexy se slozkami oleje, totéz Ize fici 1 v tomto pripadé.
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Stejny experiment byl proveden i pro MAG kyseliny palmitové. Vzorek piipraveny pfi
teploté 70 C byl analyzovan tiikrat a nasledné byla z ploch piki vypoétena koncentrace
vzorku a ,,recovery®. Pro vypocet byla jako teoreticka koncentrace MAG ve vzorku vzata
hodnota 0,20 mg/ml, zjisténa vypoctem z navazky MAG pro piipravu vzorku 0,2320 g.
Zjisténé hodnoty byly zpracovany do nasledujici tabulky (Tab. 18).

Tab. 18: ,,Recovery “ pro vzorek MAG kyseliny palmitové — 70 C.

plocha piku | koncentrace MAG
[mV.s] [mg/ml] Recovery [%]
1. stanoveni 1550,48 0,19 92,5
2. stanoveni 1410,03 0,17 84,2
3. stanoveni 1620,89 0,19 96,7
priamér 91,1

Zjisténa hodnota 91,1 % je vyrazné vyssi, nez hodnota ,,recovery* zjisténa u vzorka pii-
pravenych za vyssi teploty i neZ u obou typl vzorkli s obsahem MAG kyseliny laurové.
Avsak ze zjisténi ziskanych z analyzy roztoki oleje a MAG vyplyva, ze komplexy amylo-
sa-MAG se extrakci ethanolem rozrusi a ta ¢ast MAG, ktera se nepodaii vyextrahovat se
podili na tvorbé komplexu olej-MAG. Proto i kdyby MAG kyseliny palmitové tvofil za
teploty 70 C komplex s amylosou, byl by extrakci rozrusen. Porovnanim hodnot ziskanych
analyzou vzorkl pfipravenych pfi teploté 170 C a vzorkl pfipravenych pii 70 C lze fict, Ze

MAG kyseliny palmitové pfi teploté 70 T se slozkami oleje neinteraguje.
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ZAVER
Z literarni reSerSe vyplynulo, Ze MAG jsou nejbéznéji pouzivané emulgatory v pekaistvi,
kde se pouzivaji pro oddaleni starnuti a tvrdnuti peCiva. Mezi efektivni zpiisoby piipravy

MAG patii adice mastné kyseliny na glycidol. Touto reakei jsou dosahovany vysoké stup-

n¢ konverze (99 %).

Pro stanoveni monoacylglycerold v riznych systémech nelze vytvofit unifikovany zpisob,
protoze kazdy systém obsahuje rtizné latky, které mohou s MAG interferovat a stanoveni

tak ovliviiovat.

Cilem této diplomové prace bylo proto vytvorit metodiku stanoveni MAG v realnych po-
travinaiskych systémech. Soucasti byla ptiprava MAG, jejich aplikace do peciva, zpétna

izolace a analyza pomoci HPLC.

Pro tento experiment byly vytvofeny modelové vzorky peciva, pripravené pii teploté¢ 70 C
a 170 C. Ptipravené vzorky obsahovaly MAG kyseliny laurové i palmitové, které byly syn-
tetizovany adi¢ni reakci prislusné mastné kyseliny s glycidolem. Béhem piipravy bylo zjis-
téno, Ze pomoci reakénich parametr zvolenych dle JaniSe [31] nelze dosahnout dostateéné
vysoké konverze. Jejich Gpravou (pomér kyseliny a glycidolu 1:1,5 a 0,5 % hm. vysusené-
ho katalyzatoru) a nésledné purifikaci dvojnasobnou rekrystalizaci dosahla konverze pro
MAG kyseliny laurové 98,9 % a pro MAG kyseliny palmitové 99,4 %. Takto purifikované
MAG byly pouzity jako analytické standardy pro kalibraci HPLC systému.

Pro kalibraci HPLC systému s detekci UV a ELSD byly pripraveny ethanolické roztoky
MAG. Regresni rovnice vypoctenych kalibraénich piimek vykazovaly vysoké hodnoty

korelacnich faktorti a byly nasledné pouzity pro dalsi vypocty.

Pro extrakci MAG z modelovych vzorki peciva byl zvolen ethanol a 20 cykld stanoveno
jako bezpecny pocet zarucujici vyextrahovani maximalniho mnozstvi MAG. NavysSeni
cykla bylo bez efektivniho uc¢inku. Vzorky byly podrobeny extrakci a ziskany extrakt byl
analyzovan HPLC systémem. Nejprve byl pouzit UV detektor, kterym byla provedena ana-
lyza vzorkl s obsahem MAG kyseliny laurové. Vzorky v§ak musely byt, pro niZsi citlivost
detektoru, dale upravovany zahustovanim a vytfepavanim s n—hexanem. To se ukézalo byt
nevyhodnym s ohledem na pfesnost postupu. Proto byl nasledné¢ uveden do provozu ELSD
detektor, ktery ve srovndni s UV je fadové 1000x citlivéjsi a vzorky tak nemusely byt slo-

Zité upravovany.
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Pomoci ELSD detektoru byly analyzovany vzorky s obsahem MAG kyseliny laurové
I palmitové, pripravované pti teploteé 170 C a 70 C. Navratnost pro MAG kyseliny laurové
u vzorku zahtivaného na 170 C byla 79,3 % a pfi teploté¢ 70 T 80,7%. Bylo tedy prokaza-
no, ze k ubytku nedochazi v disledku ptisobeni teploty v daném intervalu. Ztraty lze pficist
interakci MAG se slozkami pouzitého oleje, jelikoz pii zahfivani samotné smési olej—

MAG na 170 C bylo docileno stejného ,,recovery* 80,0 %

Pro MAG kyseliny palmitové bylo stanoveno ,,recovery” 51,6 % pii 170 C. Obdobné hod-
noty bylo dosazeno pfi analyze zahiivaného systému oleje a MAG na stejnou teplotu. Pii
analyze vzorku peciva pripraveného pii nizsi teploté (70 C) byla vSak hodnota ,,recovery*

podstatné vyssi, nez u vzorkl pecenych pii 170 °C. Navratnost byla 91,1 %.

Analyzou roztokid obou MAG a oleje, které byly smichany za studena, byla zjiSténa na-
vratnost 100 %. To znaci, ze teplota vyznamnéji ovlivituje zejména interakci MAG Kyseli-
ny palmitové se slozkami oleje. U MAG kyselina laurové je teplota vyznamna jen do 70 C.

Je to patrné€ zpiisobeno délkou uhlikatého fetézce zbytku kyseliny.

Zahiivanim samotnych MAG obou kyselin na 170°C po dobu 20 minut, coz byla doba pe-

¢eni, nedoslo k signifikantnim hmotnostnim ubytkiim (cca 2%).

Ze zjisténych hodnot tedy vyplyva, ze MAG, které se nepodatilo ze vzorkl vyextrahovat,
se nejspise podileji na interakcich se slozkami oleje a ze komplexy amylosa—MAG, které

behem peceni vznikaji, jsou extrakci ethanolem rozruSovany.

Zaveérem lze konstatovat, Ze byla vyvinuta a otestovana metodika stanoveni MAG v real-

nych systémech, coz bylo cilem této DP.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

MAG Monoacylglycerol

Napt-. Na priklad

HLB Hydrofilné-lipofilni rovnovéha

FAB-MS Bombardovani rychlymi atomy — hmotnostni spektrometrie
SPE Extrakce na pevné fazi

TLC Tenkovrstva kapalinova chromatografie

ELSD Evaporacni detektor rozptylu svétla

NMR Nuklearni magneticka resonance

Tj. To je



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 92
SEZNAM OBRAZKU
Obr. 1: Struktura molekuly monoacyglycerolu [3]. .....cooooeiieiiiiiiiieeee e 15
Obr. 2: Struktura monoacylglycerolit ve vodeé [6, 8. 34—35]. ..cccoovivviveiiiiiieie e 16
Obr. 3: Mechanismus pecent a starnuti chleba [13, S. 48] ccoooveiioiiiiiiiiiiiiiiiei e 19
Obr. 4: Vyroba MAG glycerolyzou [27, 8. 419-425]......ccoeiiiiiiieieee e 25
Obr. 5: Priprava 1-monoacylglyceroli z glycidolu [30, s. 97-107]. ..cccovveviiiiececene, 26
Obr. 6: Enzymaticka vyroba MAG [33, 5. 1544-1548]. .....ccovevviieiiie e 27
Obr. 7: Kapalinovy chromatograf — schéma [35, s. 10—26]. .....ccoeovvrvvivniiiiieiieneee e 28
Obr. 8: Fotometricky detektor s diodovym polem [35, 5. 10-26]. ..c.ccoecvvevviveiineieaiesnenn, 29
Obr. 9: MAG vyizolované z morské houby [41, s. 1264—12T70]. .....cccvvvviiiiiiiiiiiieie 34
Obr. 10: Typické spektrum ziskané **P NMR analyzou olivového oleje [47, s. 802—
3101 ) SR 38
Obr. 11: Chromatografické desky TLC analyzy MAG kyseliny laurové a MAG
kyseliny  palmitové (vyvijeci soustava—chloroform/voda/kyselina octova:
O5/4,5/0,5). reeee ettt ettt e ta e e nreentenne e 63
Obr. 12: Kalibracni primka pri pouziti mobilni faze jako rozpoustédla MAG kyseliny
LAUTOVE. ..ottt ettt b bbb e 64
Obr. 13: Kalibracni primka pri pouziti ethanolu jako rozpoustédla MAG kyseliny
lauroveé — UV AELEKLOT. ........ooieiiie e 65
Obr. 14: Kalibracni primka pro MAG kyseliny palmitové — UV detektor................ccocu...... 65
Obr. 15: Chromatogram standardii. MAG kyseliny laurové, chromatografické
podminky: isokraticka eluce, mobilni faze: acetonitril:voda:kyselina octova
(90:10:0,1), pritok mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul, nastaveni ELSD
detektoru Viz Kapitola 9.7.2. ........oo i 66
Obr. 16: Kalibracni primka pro MAG kyseliny laurové — ELSD detektor...............c.......... 67
Obr. 17: Kalibracni primka pro MAG kyseliny palmitové — ELSD detektor. .................... 67
Obr. 18: Zavislost velikosti pikii v jednotlivych cyklech na retencnim casu.
Chromatograficke ~ podminky: isokraticka  eluce, mobilni  faze:
acetonitril:voda:kyselina octova (90:10:0,1), prutok mobilni faze: Iml/min,
AASIFIR 20 [ ..o 69
Obr. 19: Chromatogram MAG kyseliny laurové ziskany pri prvnim zpiisobu pripravy

vzorkii — bez vytrepdvani, chromatografické podminky: isokraticka eluce,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 93

mobilni faze: acetonitril:voda:kyselina octova (90:10:0,1), pritok mobilni
Saze: Iml/min, NAStFik 20 L. .........ccooveiiiiiiieii e 70
Obr. 20: Chromatogram ziskany druhym zpiisobem pripravy — vytiepdani do n—
hexanu, chromatografické podminky: isokraticka eluce, mobilni faize:
acetonitril:voda:kyselina octova (90:10:0,1), prutok mobilni faze: Iml/min,
AASTFIR 20 L. ..o 70
Obr. 21: Priklad chromatogramu vzorku s obsahem MAG kyseliny laurove,
chromatograficke ~ podminky: isokraticka  eluce, mobilni  faze:
acetonitril:voda:kyselina octova (90:10:0,1), prutok mobilni faze: Iml/min,
nastrik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola 9.7.2.........ccccovveiiiiniiiiiiiiiiiiene 71
Obr. 22: Chromatogram vzorku mouky, chromatografické podminky: isokraticka
eluce, mobilni faze: acetonitril:-voda:kyselina octova (90:10:0,1), prutok
mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola 9.7.2. ........... 72
Obr. 23: Chromatogram roztoku oleje a MAG kyseliny laurové v ethanolu,
chromatografické ~ podminky: isokraticka  eluce, mobilni  faze:
acetonitril:voda:kyselina octova (90:10:0,1), prutok mobilni fdaze: Iml/min,
nastrik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola 9.7.2..........ccccovvveiiiiiiiiiiiiiie e 74
Obr. 24: Chromatogram oleje a MAG kyseliny palmitové v isokratické eluci,
chromatografické ~ podminky: isokraticka  eluce, mobilni  faze:
acetonitril:voda:kyselina octova (90:10:0,1), prutok mobilni faze: Iml/min,
nastrik 20 ul, nastaveni detektoru viz kapitola 9.7.2...........ccocoioiviiiiiiiiiec 75
Obr. 25: Chromatogram smésného vzorku oleje a MAG kyseliny palmitové,
chromatografické podminky: gradientova eluce, podminky gradientu viz
kapitola 9.7.2.2, priitok mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul, nastaveni
detektoru Viz Kapitola 9.7.2. .....ccoo i s 76
Obr. 26: Priklad chromatogramu ziskaného analyzou vzorku s MAG Kkyseliny
palmitové, chromatografické podminky: gradientovd eluce, podminky
gradientu viz kapitola 9.7.2.2, prutok mobilni fdaze: Iml/min, nastiik 20 ul,
nastaveni detektoru viz kapitola 9.7.2. ..........cccooooiiiiiiiiiiiiieese e 76
Obr. 27: Chromatogram roztoku oleje a MAG kyseliny palmifové v ethanolu,
chromatografické podminky: gradientova eluce, podminky gradientu viz
kapitola 9.7.2.2, pritok mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul, nastaveni
detektoru Viz Kapitola 9.7.2. ........oviiieee s 78



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 94

Obr. 28: Chromatogram roztokit oleje v etanolu (zahraty i nezahraty),
chromatografické podminky: gradientova eluce, podminky gradientu viz
kapitola 9.7.2.2, prutok mobilni faze: Iml/min, nastrik 20 ul, nastaveni
detektoru Viz Kapitola 9.7.2. ......ccveiiie e 79



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 95

SEZNAM TABULEK

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

1: Povolené mnozstvi monoacylglycerolii v potravinach [6, s. 33-34]. .c.ccoovevvrnnnne. 17
2: Navazky reaktantii pro pripravu MAG kyseliny laurové pro experiment. .............. 47
3: Navazky reaktantii pro pripravu MAG kyseliny palmitové pro experiment............ 48
4: S10Zeni redInych VZOTKIL .....cc..ccoouiiiiiiiiiii it 52
5: Slozeni mobilni faze pro gradientovou eluci. ............c.ccoovveiiiiiiiiiiciiiiiiiiesceene 56
6: Koncentrace roztokii pro overent interakce MAG—0I€]. .......ccccovevvevvveiiviieiiieinanns 57

7:  Stupné konverze pro testovaci vzorek MAG kyseliny laurové
(Kyselina:glyCidol = 1:1,2). ...oioiieieee s 60
8: Stupné konverze pro testovaci vzorek MAG kyseliny laurove

(Kyselina:glyCidol = 1:1,5). c.eoiieieiie e 61
9: Stupné konverze pro MAG kyseliny laurové pro experiment. .............ccccuucevvricnnnnns 61
10: Stupné konverze pro testovaci vzorek MAG kyseliny palmitove. .......................... 61
11: Stupné konverze pro MAG kyseliny palmitové pro experiment. ............cc.cccveun.. 62
12: Stupné konverze MAG po pUFIfIKACT. ...........ccoouioiiiiiiiiiiiiii e 63
13: Stanoveni ,,recovery“ pro MAG kyseliny laurové — 170 T. .........c.ccoeevvevvernnnnnn. 73
14: Hodnoty ,,recovery‘ pro analyzu interakce olej—MAG kyseliny laurové. ............ 74
15: Stanoveni ,,recovery“ pro MAG kyselina palmitové — 170 T...........c.cccecveveennenn. 77
16: Hodnoty ,,recovery‘ pro analyzu interakce olej—MAG kyseliny palmitové. ........ 80
17:,,Recovery‘ pro vzorek MAG kyseliny laurové —T0 T. ........cccocevveiviieirerecnn, 80
18: ,,Recovery“ pro vzorek MAG kyseliny palmitové — T0 T, ......c.coceveveieieininennn 81



	OBSAH
	Úvod 13
	I TEORETICKÁ ČÁST 14
	1 Monoacylglyceroly 15
	1.1 Vlastnosti monoacylglycerolů 15

	2 Využití Monoacylglycerolů 17
	2.1 Využití monoacylglycerolů v potravinářském průmyslu 17
	2.2 Využití monoacylglycerolů v kosmetice 21

	3 Antimikrobní účinky monoacylglycerolů 23
	3.1 Vliv alkoholu a mastné kyseliny na antimikrobní účinky monoacylglycerolů 23

	4 výroba monoacylglycerolů 25
	4.1 Glycerolýza 25
	4.2 Příprava z glycidolu 26
	4.3 Enzymatická příprava 27

	5 Kapalinová chromatografie 28
	5.1 Detektory používané v kapalinové chromatografii 28

	6 možnosti izolace a analýzy MAG obsažených v reálných systémech 31
	6.1 Stanovení MAG titrační metodou 31
	6.2 Stanovení MAG v potravinách kapalinovou chromatografií 31
	6.3 Stanovení MAG v tucích plynovou chromatografií 32
	6.4 Izolace a analýza MAG a mastných kyselin z kýty iberského prasete 32
	6.5 Izolace a analýza MAG z bramborového čipsu 33
	6.6 Izolace a analýza MAG z mořské houby 34
	6.7 Izolace MAG z bochníku chleba a ze sádla 34
	6.8 Izolace a analýza MAG z biodieslu 35
	6.9 Analýza směsi volných mastných kyselin a mono-, di- a triacylglycerolů 36
	6.10 Izolace monoacylglycerolu hexadekatrienové kyseliny z listové růžice ředkve 36
	6.11 Izolace monoacylglycerolů z chaluhy Sargassum sagamianum 37
	6.12 Kvantitativní stanovení mono– a diacylglycerolů v olivovém oleji 37
	6.13 Analýza monoacylglycerolů v kokosovém oleji 39
	6.14 Simultánní stanovení glycerolu mono–, di– a triacylglycerolů v methylesterech rostlinných olejů kapilární plynovou chromatografií 40

	7 Shrnutí teoretické části 41
	8 Cíle práce 42
	II praktická ČÁST 43
	9 Experimentální část 44
	9.1 Seznam použitých chemikálií a substancích 44
	9.2 Seznam použitých přístrojů a zařízení 45
	9.3 Příprava MAG kyseliny laurové a palmitové 47
	9.4 Kalibrace kapalinového chromatografu 50
	9.5 Příprava reálných vzorků pečiva pro HPLC analýzu 52
	9.6 Extrakce MAG ze vzorků 53
	9.7 Analýza vzorků 54
	9.8 Stanovení úbytku MAG v důsledku pečení 56
	9.9 Stanovení interakce monoacylglycerolů s použitým olejem 56
	9.10 Zpracování výsledků 57

	10 Výsledky a diskuze 59
	10.1 Příprava MAG kyselin laurové a palmitové 59
	10.2 Stanovení stupně konverze a TLC analýza produktů 59
	10.3 Kalibrace kapalinového chromatografu 63
	10.4 Stanovení počtu cyklů pro extrakci 69
	10.5 Analýza vzorků a stanovení „recovery“ 69

	Závěr 82
	Seznam použité literatury 84
	Seznam použitých symbolů a zkratek 91
	Seznam obrázků 92
	Seznam tabulek 95
	Úvod
	1 Monoacylglyceroly
	1.1 Vlastnosti monoacylglycerolů

	2 Využití Monoacylglycerolů
	2.1 Využití monoacylglycerolů v potravinářském průmyslu
	2.1.1 Funkce emulgátorů v pekařství
	2.1.1.1 Posilovače těst
	2.1.1.2 Změkčovače střídy
	2.1.1.3 Vliv monoacylglycerolů na hnětení těsta
	2.1.1.4 Vliv monoacylglycerolů na kvalitu chleba
	2.1.1.5 Vliv monoacylglycerolů na pevnost střídy
	2.1.1.6 Tvorba komplexů s amylosou


	2.2 Využití monoacylglycerolů v kosmetice
	2.2.1 Monoacylglyceroly jako součást kosmetických vehikul
	2.2.2 Monoacylglyceroly jako lipofilní emolienty a oklusiva


	3 Antimikrobní účinky monoacylglycerolů
	3.1 Vliv alkoholu a mastné kyseliny na antimikrobní účinky monoacylglycerolů
	3.1.1 Účinky na bakterie
	3.1.2 Účinky na kvasinky a mikromycety


	4 výroba monoacylglycerolů
	4.1 Glycerolýza
	4.2 Příprava z glycidolu
	4.3 Enzymatická příprava

	5 Kapalinová chromatografie
	5.1 Detektory používané v kapalinové chromatografii
	5.1.1 Fotometrický detektor
	5.1.2 Odpařovací detektor rozptylu světla


	6 možnosti izolace a analýzy MAG obsažených v reálných systémech
	6.1 Stanovení MAG titrační metodou
	6.2 Stanovení MAG v potravinách kapalinovou chromatografií
	6.3 Stanovení MAG v tucích plynovou chromatografií
	6.4 Izolace a analýza MAG a mastných kyselin z kýty iberského prasete
	6.5 Izolace a analýza MAG z bramborového čipsu
	6.6 Izolace a analýza MAG z mořské houby
	6.7 Izolace MAG z bochníku chleba a ze sádla
	6.8 Izolace a analýza MAG z biodieslu
	6.9 Analýza směsi volných mastných kyselin a mono-, di- a triacylglycerolů
	6.10 Izolace monoacylglycerolu hexadekatrienové kyseliny z listové růžice ředkve
	6.11 Izolace monoacylglycerolů z chaluhy Sargassum sagamianum
	6.12 Kvantitativní stanovení mono– a diacylglycerolů v olivovém oleji
	6.13 Analýza monoacylglycerolů v kokosovém oleji
	6.14 Simultánní stanovení glycerolu mono–, di– a triacylglycerolů v methylesterech rostlinných olejů kapilární plynovou chromatografií

	7 Shrnutí teoretické části
	8 Cíle práce
	9 Experimentální část
	9.1 Seznam použitých chemikálií a substancích
	9.2 Seznam použitých přístrojů a zařízení
	9.3 Příprava MAG kyseliny laurové a palmitové
	9.3.1 Příprava monoacylglycerolu kyseliny laurové
	9.3.2 Příprava monoacylglycerolu kyseliny palmitové
	9.3.3 Purifikace vzniklých MAG
	9.3.4 Stanovení stupně konverze připravovaných MAG
	9.3.4.1 Příprava 0,1M ethanolického KOH
	9.3.4.2 Příprava směsi xylen:ethanol (1:1)

	9.3.5 Orientační stanovení čistoty produktů
	9.3.5.1 Příprava chromatografické desky
	9.3.5.2 Příprava vyvíjecí lázně pro TLC
	9.3.5.3 TLC analýza


	9.4 Kalibrace kapalinového chromatografu
	9.4.1 Příprava kalibračních roztoků pro kalibraci UV detektoru
	9.4.2 Příprava kalibračních roztoků pro kalibraci ELSD detektoru
	9.4.3 Příprava mobilní fáze
	9.4.4 Provedení kalibrace

	9.5 Příprava reálných vzorků pečiva pro HPLC analýzu
	9.6 Extrakce MAG ze vzorků
	9.6.1 Stanovení počtu cyklů pro extrakci
	9.6.2 Extrakce vzorků

	9.7 Analýza vzorků
	9.7.1 HPLC analýza pomocí UV detektoru
	9.7.2 HPLC analýza pomocí ELSD detektoru
	9.7.2.1 HPLC analýza pomocí ELSD detektoru – vzorky s MAG kyseliny laurové
	9.7.2.2 HAPLC analýza pomocí ELSD detektoru – vzorky s MAG kyseliny palmitové


	9.8 Stanovení úbytku MAG v důsledku pečení
	9.9 Stanovení interakce monoacylglycerolů s použitým olejem
	9.10 Zpracování výsledků

	10 Výsledky a diskuze
	10.1 Příprava MAG kyselin laurové a palmitové
	10.2 Stanovení stupně konverze a TLC analýza produktů
	10.2.1 Stanovení stupně konverze
	10.2.2 Výsledky TLC analýzy

	10.3 Kalibrace kapalinového chromatografu
	10.3.1 Kalibrace UV detektoru
	10.3.2 Kalibrace ELSD detektoru

	10.4 Stanovení počtu cyklů pro extrakci
	10.5 Analýza vzorků a stanovení „recovery“
	10.5.1 Analýza vzorků pomocí UV detektoru
	10.5.2 Analýza vzorků pomocí ELSD detektoru a stanovení „recovery“
	10.5.3 Analýza reálných vzorků s MAG kyseliny laurové a stanovení „recovery“
	10.5.3.1 Úbytek MAG kyseliny laurové během pečení
	10.5.3.2 Interakce oleje s MAG kyseliny laurové

	10.5.4 Analýza reálných vzorků s MAG kyseliny palmitové a stanovení „recovery“
	10.5.4.1 Úbytek MAG kyseliny palmitové během pečení
	10.5.4.2 Interakce oleje s MAG kyseliny palmitové

	10.5.5 Analýza reálných vzorků pečiva s obsahem MAG kyseliny laurové a MAG kyseliny palmitové připravených při teplotě 70 ̊C


	Závěr
	Seznam použité literatury
	Seznam použitých symbolů a zkratek
	Seznam obrázků
	Seznam tabulek

