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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na analyzu biologicky aktivnich latek v oleji z merunikovych jader.
Merunkovy olej se v posledni dob¢ zacal hojné vyuzivat v kosmetickém primyslu, zejména jako
masazni olej nebo soucast hydrata¢nich krémi. Cilem této prace je charakterizace a posouzeni
kvality meruiikového oleje, stanoveni obsahu vybranych aktivnich slozek, prostfednictvim fady
analytickych metod, a nasledné vyuziti tohoto oleje praveé v kosmetice a potravinarstvi. Prace je
zalozena na porovnani kvality ¢istého merunkového oleje a oleje po procesu fermentace. Bylo
zjisténo, ze olej z merunikovych jader skutecné obsahuje velké mnozstvi nenasycenych mastnych
kyselin. Také byla potvrzena vyborna antioxidacni aktivita meruiikovych jader, zejména téch
po fermentaci. Mimo antioxidac¢ni aktivitu, obsahuji vzorky po fermentaci pomérné velké
mnozstvi tokoferolu. Vitamin E je dlleZity pro vychytavani volnych radikali v lipidovych
dvojvrstvych, tudiz pro zpomaleni starnuti, ochrané membrany a také K prevenci moznych
kardiovaskularnich a onkologickych chorob. Dale byly v diplomové praci potvrzeny nejen
hydrataéni U¢inky krémt s merunkovym olejem, ale také jejich schopnost zabrany
transepidermalni ztraty vody z epidermis. Krémy byly testovany na péti probandech, ve veéku
23-24 let, sruznym typem pleti. Po aplikaci krémut na jejich pokoZzku se vyrazné zlepsily tyto
vlastnosti, plet’ byla regenerovana a hydratovana po dobu 24 hodin od oSetteni.

ABSTRACT

The Master’s thesis is focused on the analysis of biologically active substances in apricot kernel
oil. Apricot oil has recently begun to be widely used in the cosmetics industry, particularly
asapart of massage oils or as part of moisturizing creams. The aim of this thesis
is to characterize and assess the quality of apricot oil, determination of the content of selected
active ingredients, through a series of analytical methods, and subsequent use of this oil
in cosmetics and food industry. The thesis is based on the comparison of the quality of pure
apricot oil and the oil after the fermentation process. It has been found that apricot kernel oil
actually contains large amounts of unsaturated fatty acids. The excellent antioxidant activity
of apricot kernels was proven too, especially those after fermentation. In addition to antioxidant
activity, the samples contain a relatively large amount of tocopherol after the fermentation.
Tocopherol is important for the uptake of free radicals in lipid bilayers, thus slowing down
aging, protect the membranes and also prevent from possible cardiovascular and oncological
diseases. Furthermore, in the Master’s thesis there were confirmed not only the hydration effects
of creams with apricot oil, but also their ability of inhibic transepidermal loss of water from the
epidermis. Creams were tested on five probands, aged 23—-24, with different skin types. After the
application of creams to their skin, these properties greatly improved, the skin has been
regenerated and hydrated for 24 hours after the treatment.

KLICOVA SLOVA
meruiikovy olej, antioxida¢ni aktivita, tokoferol, hydrata¢ni G¢inky
KEY WORDS

apricot kernel oil, antioxidant activity, tocopherol, moisturizing effects



VALASOVA, D. Analyza biologicky aktivnich latek v oleji z meruiikovych jader. Brno: Vysoké
uceni technické v Brné, Fakulta chemickd, 2017. 67 s. Vedouci diplomové prace Ing. Andrea
Haronikova, Ph.D..

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a upln¢ citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brn€ a mize byt vyuzita ke komerénim ucelim jen se souhlasem vedouciho
diplomové prace a d¢kana FCH VUT.

podpis studenta

Podékovani:

Na tomto misté bych rdada podékovala vedouci mé diplomové prace Ing. Andree Haronikové,
PhD. za vedeni p7i psani a zpracovani prdce, a take za cenné rady a pripominky. Také bych
chtéla moc podékovat své rodinée a prateliim za jejich podporu.



OBSAH

L TIVOD it 7
2 TEORETICKA CAST ...t 8
2.1 METUNKOVY Ol€] ...eiiiuiiiiiiiie ittt 8
2.1.1  HiStOTie PUVOU.....eiiiiiiiiiiiieiiie ettt 8

2.1.2 HISEOTIC VYUZIET .. .veiiieii ittt ettt 8

2.1.3  CharakteriStIKa ..........ccveiiieiiiieieesee e 8

2104 VYUZIT oot 10

2.1.5  VPTODA ..o 10

2.2 Biologicky aktivni latky v meruikoveém oleji ..........ccoveviiiiiiiiiiiiiiciicccce e 12
2.2.1 LIPIAY i 13

2.2.2 SACNAITAY ... 13

2.2.3  POIYSACRAIIAY ....c..eieiiiiiie e 14

2.2.4  BAIKOVINY .otiiiiiiiitiieiie ettt ettt 14

2.2.5  ANTIOXIAANTY ..ot 15

2.2.6 Vybrané antioXidani IAtKY .........cccoiiieiiiiiiiiiie e 17

2.3 Metody analyzy meruiitkového oleje, jader a pokrutiny ..........cccvvvvveeeiiiiiiiiiiiiiinnennnns 19
2.3.1 Izolace a stanoveni celkovych Lipidi ........coocvviviiiiiiiiiiiin 19

2.3.2 Stanoveni funkcnich skupin lpidli........coooiiiiiiiiiiiiiiii 20

2.3.3 Stanoveni mastnych Kyselin ........cccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiii e 20

2.3.4  Stanoveni SaCharidill...........ccoiiiiiiiiiiiiiiiee e 21

2.3.5 Stanoveni nevyuzitelnych polysacharidi-vIakniny...........cccccecvveiiiiiiiiiiinnnnnn. 22

2.3.6  Stanoveni BIKOVIN ......oceuiiiiiiiiiic s 22

2.3.7 Stanoveni metodou HPLC — kyselina askorbova, tokoferol................cccueeee.n. 23

2.3.8  Stanoveni VOAY @ SUSINY .....ccoiueiieeiiiiiiee it e et e e 24

2.4 Metody stanoveni hydratace a transepidermalni ztraty vody .........ccoccovveeiiiiiiieninnnn. 24
2.5 TEStY GENOTOXICITY .....eeeieieeitiee et ettt ettt ettt e et e e e ae e e nae e e snte e e snreeeannnee s 26
3 EXPERIMENTALNI CAST ...t 28
3.1 Pouzité ptistroje, pomuicky a chemikalie ............coocvviiiiiiii e 28
3.2 Piiprava vzorkll pro analyzZu..........cccooiiiiiiiiiiiiic e 29
3.3 1Izolace lipidi-Folchova Metoda............coouiiiiiiiiiii e 32
3.4 Stanoveni tuKOVYCh CISEL.......oiiiiiiiiiiiiii e 32
3.5 Stanoveni methylestert mastnych kyselin plynovou chromatografii .......................... 33
3.6 Stanoveni celkovych sacharidli dle DUbOIS€ ..........ccccvviiiiiiiiiiiii 33
3.7 Stanoveni vlakniny dle Henneberga a StONMana ............ccccovveiiiiiiiii i 34



3.8 Stanoveni obsahu bilkovin dle Kjeldahla............c.ccoooiviiiiiiiiicn 34

3.9 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou TEAC ..........cccoviiiiiiiiiiiiiiecec i 35
3.10 Stanoveni celkovych polyfenolll..........c.coveiiiiiiiiiiii 35
3.11 Stanoveni celkovych flavonoidil..........cccvviiiiiiiiiiiiic 36
3.12 Stanoveni vitaminu C (kyseliny askorbové) metodou HPLC ...........ccccceeiiiiiiinnnnnnnn. 36
3.13 Stanoveni vitaminu E (tokoferolu) metodou HPLC ...........cccoveiiiiiiiiiiiicccn 36
3.14 Stanoveni SUSINY SUSEIIITL......ceiiuuiiiiirieitieesireesiree st e e e e e e e e eennre e 37
3.15 Piiprava a u€inky krémuil z meruilkoveho oleje .........ccoovvvviiiiiiiiiiiiic e 37
3.16 Testovani Genotoxicity-SOS ChromOteSt.........ccoeiuiiiiiiiieiiic e 40
4 VYSLEDKY A DISKUZE ......covivviueieeeeeeeeeeeeeeeeseeee e teseeae s enee e sen s ese s sen s ies s, 41
4.1 TIzolace lipidG-FOIChOVa MEtOda.........cooviiiiiiiie 41
4.2 Stanoveni tUKOVYCH CISEL.....oiuuiiiiiiiiiii e 41
4.3 Obsah mastnych KYSEIN .......ccuiiiiiiiiiiiiiiiie s 43
4.4 Obsah celkovych sacharidll ...........ccoveiiiiiiiiii e 44
4.5 ODbSah VIAKNINY ...oviiiiiiiiiie it 45
4.6 Obsah DIIKOVIN.....ccoiiiiiiiiiiiiiii i 46
4.7  AntioxXidaCni @KEIVIEY ....ceiiiiiiiiiiiiiie e 47
4.8 Obsah celkovych polyfenoli a flavonoidil.............occvviiiiiiiiiiiiiiiii 48
4.9 Obsah kyseliny askorboveé a tokoferolu ..o 50
4.10 ODBSAN SUSINY ..uvvvviiiiiiieee sttt e s bbbt e e e e e s e e e e e e e e s s bbb e e e e e e e e s a bbb e e eeas 52
4.11 Vyhodnoceni G¢inkl krémt z merunilkoveého oleje ..........cvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 53
4.12 SOS ChIOMOLESE........oiiiiiieieiic it 56
5 ZAVER ... 58
6 SEZNAM POUZITE LITERATURY ....cooiiiiiiiiiiiiiiesinsiet et 60
7 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK ......coouiviiiiirieieiessiesesiesesiesesiesesesesesesiesesie s siesenaesenes 65
8 PRILOHY ...ttt 66



1 UVOD

Merunka obecna (Prunus armeniaca) je strom fadici se do rodu slivoni, kde patii naptiklad
také broskve, tfesné nebo Svestky. Kofeny jejiho ptivodu sahaji do Ciny, odkud se pies Arménii
a Evropu dostala az do Ceskych zemi.

Na blahodarné u¢inky merunkovych plodd, resp. jejich jader, pfisli jiz v historii, kde se hojné
vyuzivaly zejména V ¢inské medicin€. Pouzivali ho piedev§im jako piirodni alternativu 1éku
proti rakoving, dale k 1écbé dychacich problémi-astmatu a bronchitidy, viedl, otokl a také
k regeneraci pokozky a vlasti. Casem se ukazalo, Ze v 1é¢b& rakoviny nejsou meruiikovéa jadra
prospésna, a naopak nékteré studie prokazaly jejich nebezpecnost. Jadra obsahuji latku zvanou
amygdalin, kterd se v lidském organismu §té€pi za vzniku kyanidu. Pti poziti v&tSitho mnozstvi
meruiikovych jader tedy miiZe nastat otrava timto jedem.

Lisovanim jader za studena se ziskava panensky meruiikovy olej, ktery ma Siroké uplatnéni,
jak v potravinaistvi, tak v kosmetice. Je to zejména diky mnozstvi mastnych kyselin a vitamin,
které obsahuje. Jsou v ném pomérn€ hojné zastoupeny kyselina olejova, linolova, palmitova
a dal$i uz minoritné zastoupené mastné kyseliny. V ptipad¢ kyseliny olejové a linolové se jedna
o nenasycené mastné kyseliny, které posiluji kardiovaskularni systém, centradlni nervovou
soustavu apod., proto jsou velice diilezité pro lidsky organismus. Vitaminy, kyselina askorbova
a tokoferol, zde plni hlavné funkci antioxidacnich latek. Oba tyto vitaminy patfi do skupiny
esencialnich latek, tudiz je nutné pfijimat je z potravy. Tokoferol hraje v lidském organismu
klicovou roli, diky tomu, ze vychytava volné radikaly v lipidovych dvojvrstvach, tim zpomaluje
proces starnuti a piedchdzi poskozeni membran. V konecném stadiu tak mtize predchazet
moznym onkologickym a kardiovaskularnim chorobam.

V dnesni dobé se v potravinai'stvi nevyuziva pouze samotny merunikovy olej, ale také jadra,
z kterych je vyroben. Jsou vhodné K pfipravé ruznych pokrmi i k jejich dochucovani.
V kosmetice nachazi uplatnéni piredevsim jako slozka hydrata¢nich krémt, které jsou vhodné
pro jakykoliv typ pokozky, jelikoz se vyznaCuji vybornymi regenera¢nimi a hydratacnimi
ucinky. Olej regeneruje pokozku napiiklad po opalovani, ale také zamezuje podrazdéni suché
a citlivé pokozky, diky rychlé obnové ochranného filmu. Je vyborny také k lé¢bé koZnich
onemocnéni. SniZzuje napéti pokozky pifi ekzémech, odstrafiuje akné a je uziteCny 1 pii 1€Cbe
lupénky. Cisty meruiikovy olej se pouziva také jako masazni olej, zejména je vhodny
pro pokozku kojenct, diky své jemnosti, nedrdzdivé vini a dobré vstiebatelnosti, jelikoz
nezanechdva na kiizi mastny povlak.

V této diplomové préaci je komplexné analyzovano chemické sloZeni oleje z merunkovych
jader za ucelem potvrzeni jeho blahodarnych G¢inki na lidsky organismus. Prace je zaméiena
na kosmetické vyuziti tohoto oleje, pfipravu kréml a néasledné stanoveni jejich hydratac¢nich
ucinkd.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Meruiikovy olej

2.1.1 Historie pivodu

Piivod merunék neni doposud zcela neobjasnén. Dle jejich latinského botanického nazvu
Prunus armeniaca (Cesky botanicky nazev: meruiika obecnd) se mnozi domnivaji, ze je jejich
puvod pravé v Arménii, kde se péstuje jiz od stifedovéku. Podle dalSich dochovanych informaci
se uvadi vznik nazvu na Dalném vychodé, a to snejvétsi pravdépodobnosti v Himaldjich
a severni Cing. Spekuluje se také o prvnim péstovani tdchto plodi v Indii asi 3000 let pied nasim
letopoctem. Také v Persii se meruiiky péstuji uz od starovéku a hraly vyznamnou roli
na perskych obchodnich cestach. Do Rima se dostaly diky Rimskému generalovi Lucullusovi,
stoleti pfinesli toto ovoce anglicti osadnici také do anglickych kolonii v Novém svéte.
Do Ameriky se merunky dostaly prostfednictvim Spanélskych misionaift a dnes se péstuji
predevsim v Kalifornii, Washingtonu a Utahu. Merunky jsou péstovany i v Australii, zejména
Vvjeji jizni cCasti. Postupem cCasu se péstovani merunék rozSifilo do vSech CcCasti svéta
s vyhovujicimi klimatickymi podminkami. V Ceské republice tomu vyhovuji vinorodé kraje,
zejména na jizni Moravé, kde se péstuje Velkopavlovicka odriida, nejrozsifenéjsi u nas [1], [2].

2.1.2 Historie vyuZiti

Merunikovy olej, ktery se vyrabi lisovanim meruiikovych jader za studena, se vyuzival jiz
v roce 502 nl jako pfirodni alternativa 1éku proti tvorbé nadort. V 17. stoleti se jadra merunck
vyuzivala v Anglii pfilécbé viedl, otokii a nddorid. Tento olej ma dalekosahajici kotfeny
piedeviim do ¢inské mediciny. V Ciné se meruiikova jadra piedepisuji dodnes zejména k 16¢bé
dychacich problémi jako je astma, bronchitida a rozedma plic. Své uplatnéni naSla také
pii léCeni kasle, zacpy a pro regeneraci pokozky a vlast.

V roce 1920 byla merunkova jadra uznana v mnoha statech jako preventivni a maligni
inhibitor riistu rakovinnych bunék. Uspé&snost meruiikového oleje, resp. jader, jako léku proti
rakoviné, diky latce zvané amygdalin, podpofil i americky biochemik Ernst Theodore Krebs.
Pravé Krebs jako prvni prezentoval amygdalin pod nespravnym oznaenim vitamin B17
a domnival se, Ze spolecné s dietou a vitaminy, mize tato latka zabranit rakovinnému bujeni.
Nekteré studie provedené ve Spojenych statech v letech 1970-1980 prokazaly netspéSnost
amygdalinu pfii ,,zabijeni* rakovinnych bunék. Jiné studie dokazuji rozklad amygdalinu v téle,
po odstépeni glukdzy, za vzniku kyanidu, vysoce toxické latky. Po poziti velkého mnoZstvi
merunikovych jader mize nastat otrava timto jedem, ktera miZe vést aZ ke smrti. Skutecnost,
7e je merunikovy olej, resp. meruiikova jadra, prospeSny pii 1écbé rakoviny je tedy neustéle
potvrzovana a vyvracena, a tudiz ji nemtzeme stoprocentné potvrdit [2], [3].

2.1.3 Charakteristika
Jak jiz bylo zminéno vySe, merunkovy olej je produkovéan jadry meruiiky obecné, jeji

taxonomie je uvedena v Tabulka 1.



Tabulka 1: Taxonomie meruiiky obecné [4]

Taxonomické zarazeni Védecka kategorie Latinsky nazev
Rise rostliny Plantae
Podfise cévnaté rostliny Tracheobionta
Oddéleni krytosemenné Magnoliophyta
Trida vyS§$i dvoud€lozné Rosopsida
Rad riizotvaré Rosales
Celed’ rizovité Rosaceage
Rod slivon Prunus

Meruiika zadina kvést velmi brzy zjara, a proto nemize byt péstovana v lokalitach
S podzimnimi a jarnimi mrazy. Tento strom dosahuje vysky zhruba 6 metrd a jeho kvéty jsou
bilé, tobnované do Cervena nebo hnéda. Merunka dozrava vétSinou uprostied 1éta a jeji plody jsou
peckovice s oranzovym oplodim, viz Obr. 1 [1]. Merunkova jadra se d€li na sladka a hoika.
Hotka jadra se ziskavaji z planych, divokych merunck a obsahuji pomérné velké mnozstvi HCN,
jak jiz bylo zminéno vysSe. Aby bylo mozné z téchto jader vyrabét olej, musi dojit k detoxikaci
kyanovodiku. Bylo zjisténo, Ze nejlépe toho dosahneme macenim jader v 10% roztoku Na»S;0s,
kdy nasledné dojde ke vzniku thiokyanatu, ktery je rozpustny ve vodé [5]. Sladka jadra jsou
vétsinou spotfebovana bez zpracovani jako zdroj bilkovin, vlakniny a oleje. Casto byvaji tato
jadra pouzivana jako levné nahrazky mandli napt. v peCivu. Olej vyrobeny z obou typt jader ma

zlutou barvu témét bez viné a chuti [6].

Obr. 1: Vyvojové faze meruiiky obecné (Prunus armeniaca) [7]



2.1.4 Vyuziti

Diky svym uc¢inkim ma meruiikovy olej Siroké uplatnéni v potravinaistvi i kosmetice.
V potravinafstvi se vyuzivd zejména na peceni, smazeni, ale i k dochucovani riznych jidel.
V kosmetickém prumyslu se tento olej pouziva piedevSsim jako slozka hydratac¢nich krému,
vhodnych k oSetfeni such¢ a citlivé pokozky, zejména kvili vysokému obsahu mastnych kyselin
a vitamind, které obsahuje. DileZitou slozkou je vitamin E, ktery zklidiiuje pokozku a zpomaluje
proces starnuti. Olej ma také protizanétlivé t¢inky a vyuziva se k 1€c¢bé akné, ekzému a lupénky.
V kosmetice se mize vyskytovat také jako slozka toaletnich mydel a balzdmut. Olej se sdm
0 sob¢ velice dobie roztira, rychle vstiebava do pokozky, ptisobi proti bolesti, zanétu a nema
drazdivy ucinek, proto je idealni i jako masazni olej jak pro dospé€lé, tak pro déti a kojence.
Meruiikovy olej si vSak zachoval 1 své historické vyuziti v medicinskych aplikacich. Posiluje
imunitni systém a pouziva se k 16¢bé nachlazeni a chiipky, kasle [8], [9].

2.1.5 Vyroba
Vyroba merunikového oleje zahrnuje také upravy sklizenych plodi merunky, viz Obr. 2.

sklizen plodi
T
vypeckovani
T
suSeni
T
Cisténi
T
odslupkovani
T
drceni, mleti
T
klimatizace
T
ziskavani oleje
T
rafinace

Obr. 2: Postup vyroby merurikového oleje [10], [11]

Jak mizeme vidét na Obr. 2, po Gprave sklizenych plodi, nasleduje izolace oleje lisovanim,
kdy pomoci tlaku dochdzi k mechanickému oddéleni oleje z rostlinnych pletiv, nebo extrakci,
u které dochazi k extrakci oleje z rostlinnych pletiv organickym rozpoustédlem, nejéastéji
hexanem. Casto dochézi i ke kombinaci obou postupti [10].

Uprava semen

Jak jiz bylo zminéno, doba zrdni merunék je odliSn4 pro kazdou odridu, probihd piiblizné
od zacatku ¢ervna po konec srpna. Sklizen zralych plodu je nutné hlidat, protoze podléhaji rychlé
zkéze. Po sklizni nasleduje vyloupavani pecek bud’ manualng, nebo mechanicky, pomoci dvou
opacné otoc¢enych valcl, kdy dochazi ke stéidani sttizné a drtici sily [12].
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Nasleduje proces suSeni, ktery je pifi vyrobé velice dulezity. ZvySeny obsah vody muze
zpusobit zapatfeni skladovanych semen, ¢imz dojde k jejich znehodnoceni. SuSeni se muze
provadét pomoci susarny (bubnové, vakuové) nebo se pecky nechaji vysusit na vzduchu. Cely
proces tedy probiha pomérné pii nizkych teplotach, aby nedoslo ke snizeni kvality oleje.

Z vysusenych semen je nutné odstranit necistoty (napt. hlinu, pisek, stébla, aj.), aby nedoslo
ke znehodnoceni pokrutin. Ci§téni zajistuji nejéastéji sitové &isticky, které mizou mit napf.
vibraéni nebo rotaéni charakter, a dochazi k odd€lovani na zakladé velikosti semen. Dale
se muze pouzit také aspirator, ktery Cisti semena pomoci proudu vzduchu [6].

Pied drcenim je nutné jadra tzv. odslupkovat od tvrdé skotapky, ktera obsahuje nestravitelné
latky, a také latky zhorSujici kvalitu vysledného produktu, oleje. Odstranéni slupky zajist'uje
vétsi vytézek merunikoveho oleje. Tento proces se provadi mechanicky, prostfednictvim
bubnového odslupkovaciho stroje nebo rotaéniho louskacku [13].

Vv

K zajisténi jednodussi izolace oleje je potfeba podrobit jadra drceni a mleti. Tato faze je
pii vyrobe oleje nezbytna. Dochazi pii ni K rozruSeni struktur semen, ¢astecnému naruseni pletiv
a bunék, i K mnohonasobnému zvétSeni povrchu, coz usnadni vytékani oleje. Proces mleti
se provadi na mlecich stolicich s horizontalnim, vertikdlnim nebo diagonalnim uspotfadanim
ryhovanych valcu, které se otdceji odliSnou rychlosti v opacném sméru. Dochazi k piisobeni
tlakovych, tahovych a stfiznych sil, tim se pfekonaji vazné sily v namahaném semeni, dojde
k ¢aste¢nému mechanickému naruseni pletiv, piipadné celych bunék.

Posledni tGpravou jader pted ziskanim samotného oleje je klimatizace neboli kondicionace
semen. Tento proces kombinuje pusobeni fyzikalné-chemické a biochemické pochody
na namleté semeno. Klimatizace probihd ve dvou fazich. Nejprve je rozemleté semeno vystaveno
ucinku syté pary za zvySené teploty (85-110)°C, kdy dojde Kk hydrofilizaci ptitomnych
polysacharidt a bilkovin. Nastava praskani bunéénych stén v disledku vzniku hydrofilnich gelt
a také ke snizeni viskozity oleje ohfevem, material nabyva viskoplastického chovéani. Obsah
vody stoupne zhruba na (12-15) %. Ve druhé fazi se provadi suseni nepfimym ohfevem. Musi
dojit k upravé koncentrace vody takovym zplisobem, aby material nabyl optimalni mechanické
vlastnosti. Proces klimatizace ma negativni vliv na barvu oleje, zvySenou koncentraci fosfolipidi
Voleji a také muze dojit k oxidaci oleje a k ¢astetné denaturaci bilkovin. Na tuto upravu
se vyuzivaji tzv. vertikalni nahfivaci panve o péti az sedmi patrech. V hornich patrech se zvysuje
obsah vlhkosti pfimou parou, ve spodnich pak dochazi k suSeni za stdlého michani. Z téchto
panvi vystupuje material pfimo do lisu [11].

Ziskavani oleje

Pfi lisovani nastava pisobenim tlakovych sil separace kapalné faze z rostlinnych pletiv, bunék
¢ili pevné faze. Vylisovana kapalné faze odtéka z ced’aku lisu a v prostoru nad ced’dkem ziistava
odpad po lisovéani-vylisky, pokrutiny. Ced’dk plni soucasné ulohu filtru. V dne$ni dob¢ se témér
vyhradné pouZzivaji kontinudlni Snekové lisy. Aby méla metoda lisovani vyznam, upotiebuje
se pro olejniny s vy$§im obsahem tuku, minimalni hranice je (25-30) %. U vyroby merutikového
oleje se uziva lisovani za studena, aby nedochazelo k nezadoucim zménam v pfirodnich
hodnotach oleje, vyznamné vitaminy i mineralni latky jsou pii tomto procesu zachovany.
Namletd semena jsou umisténa do Snekového lisu a postupnym otdcenim nastava uvolnovani
a samovolné vytékani surového oleje. Pfi tomto postupu musi byt peclivé sledovana teplota,
nesmi presdhnout 45 °C, jinak nebude splnéna podminka lisovani za studena. Na vyrobu
merunikového oleje lisovaného za studena je potieba velké mnozstvi surovin (meruiikovych
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jader), nez pti vyrob¢ stejného mnozstvi rafinovaného oleje, proto je olej vyrabény touto cestou
velice drahy. Lisovani za studena zpusobuje kratsi trvanlivost, ale za to vyraznéjsi chut’ a vlini
nez u pramyslové vyrabénych oleja [11], [14].

Druhym zpisobem ziskavani meruiikového oleje je extrakce. Pii tomto procesu je dileZité,
aby doslo k pfedipravé semen, a tim Kk hlubokému naruSeni pletiv a bun€k. Pouze pokud
je splnén tento pozadavek, muze byt zaveden model kapilarniho systému, pii kterém
rozpoustédlo penetruje kapilarami. Rychlost extrakce nezpiisobuje vnitini difuze rozpoustédla
z kapilar do naruSenych i do nenarusenych bunék, ale tok rozpoustédla kapilarnim systémem.
Olej se rozpousti v rozpoustédle a vznika tak roztok oleje v rozpoustédle, tzv. miscela. Ziskané
miscely musi byt nasledné¢ cistény filtraci od rostlinnych neéistot a nasledné se z nich
na odparkach odstrani rozpoustédlo. Jak jiz bylo zminéno, nejdilezZitéjsi roli hraje pfi extrakci
rozpoustédlo. V idedlnim piipadé¢ by mélo byt dobie rozpustné pro tuky a oleje, nemélo
by rozpoustét latky netukového charakteru. Také by mélo mit pomérné nizké vyparné teplo,
dobrou smacivost a penetraci Vv surovin€. Nemélo by byt rozpustné ve vodé a nemélo
by snitvofit ani emulze. Takové pozadavky vSak zadné rozpoustédlo nespliuje,
ale po dlouhodobém zkouseni se ukazalo, ze idealni pro extrakci merunkového oleje je hexan.

Merunkovy olej ziskany pomoci extrakce mlzZe byt CiStén procesem zvanym rafinace.
Rafinace zuslechtuje surovy olej, pfi kterém nastava odstranovani nezadoucich latek, jako napf.
bilkovin, slizovych latek, volnych mastnych kyselin, barviv atd. Cilem je ziskat z kalného,
tmavého surového oleje olej Ciry, s neutrdlni chuti a viini, takovy olej je pak vhodny pro lidskou
vyzivu. Oleje, které jsou ziskany lisovanim za studena, procesem rafinace neprochazeji.

Rafinace zahrnuje operace odslizovani, odkyselovani, béleni a deodoraci. Procesem
odslizovani se rozumi odstranéni suspendovanych nerozpustnych a ptivodné rozpustnych latek
schopnych hydratace, diky které pak pifechdzi na rozpustnou formu. Olej je zbavovan
fosfolipida, polysacharidii (rostlinnych slizti), bilkovin 1 piebyte¢né vody. Cely proces
odstranovani nerozpustnych latek probihd pomoci hydratace, pfida se malé mnozstvi vody,
roztok se zahicje a nasledné odstiedi.

Odkyselovani se provadi za tucelem odstranéni volnych mastnych kyselin, které maji
nezadouci vliv na vlini a chut’ oleje. Nejcastéji se pouziva proces neutralizace. Piidavkem NaOH
vzniknou mydla, nerozpustna v oleji, ktera jsou z roztoku vymyvana horkou vodou.

Bélenim dochazi k odstranéni barevnych latek z oleje, napt. karotenoidl a chlorofyli. Béleni
muize byt fyzikdlni nebo chemické. Fyzikalni je zaloZeno na adsorpci barevnych latek
na adsorp¢ni material a chemické na ptisobeni oxida¢nich ¢inidel.

Posledni operaci rafinace je deodorace, kterd zahrnuje odstranéni latek s nevhodnymi
chutovymi a aromatickymi vlastnostmi. Tento proces se provadi pomoci destilace vodni pary
pod vakuem [11], [13].

2.2 Biologicky aktivni latky v merurikovém oleji

Jak jiz bylo zminéno vySe, merufikovy olej ma Siroké uplatnéni, jak v potravinaiském, tak
kosmetickém primyslu. Je to pfedevSim diky biologicky aktivnim latkdm, zejména mastnym
kyselindm, vitamintim, sacharidiim, proteintim aj., které se v ném nachazej.
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2.2.1 Lipidy

Lipidy tvofi jednu z hlavnich Zivin nezbytnou pro zdravi a vyvoj organismu. Tyto latky vSak
nejsou chemicky jednotné, jejich zatazeni do této skupiny je posuzovano dle hydrofobnosti.
Z analytického hlediska se do této skupiny fadi vSechny latky, které se v podminkach analyzy
extrahuji lipofilnimi rozpoustédly [15]. Lipidy se daji rozdélit na neutralni a polarni, podle
chovani sloucenin pti chromatografickém déleni. Mezi neutralni lipidy se fadi estery glycerolu,
steroly a jejich estery, ale také volné mastné kyseliny, ackoli nejsou neutrdlni. Polarni lipidy pak
zahrnuji fosfolipidy [16]. V merunikovém oleji je piiblizné (43-53) % téchto latek [17].

Mastné kyseliny patii k nejdilezitéjSim a nejvyznamnéjSim slozkam lipidid. Nachazi
se obvykle v esterifikované formé jako soucast jinych lipidd (napf. fosfolipidd nebo
acylglyceroli), nikoliv volné [15].

Jiz diive bylo zminéno, Ze se v meruiikovém oleji nachdzi hlavné nenasycené mastné
kyseliny, zejména kyselina olejova, linolova a nasycena kyselina palmitova, jejich struktury
muzeme vidét na Obr. 3 [18].Kyselina olejova se fadi mezi mononenasycené ®-9 mastné
kyseliny a jeji obsah v merunkovém oleji se pohybuje v rozmezi (60—-70) %. Snizuje krevni tlak
a Spatny cholesterol (LDL), naopak zvySuje obsah zdravého cholesterolu (HDL) [18],
[19].V piipadé kyseliny linolové se jednd o polynenasycenou -6 mastnou kyselinu, jejiz
mnozstvi v meruikovém oleji je (20-30) % [18].Jedna se o esencialni mastnou kyselinu, jejiz
nedostatek vyvolava odlupovani kize, vypadavani vlasi a Spatné hojeni ran [20].Nasycené
kyseliny palmitové se uvadi obsah v oleji ptiblizné¢ (3-8) % a spolu s kyselinou linolovou
se dobie vstiebavaji do kuiZze a nesou tak s sebou dalsi latky napft. vitaminy [18], [21].

OH
Hac/\/\/\/\/\\\/\/\w

Olejova kyselina ©

HSC\AW(OH

Palmitova kyselina ©

HsC OH
SN NN

Linolova kyselina ©
Obr. 3: Struktury nejvice zastoupenych mastnych kyselin v meruiikovém oleji [19], [20], [21]

2.2.2 Sacharidy

Sacharidy jsou biologicky aktivni latky nebo slozky mnoha biologicky aktivnich latek jako
napt. vitamind, koenzymi, hormontl, glykoproteinii apod. Jedna se o zékladni stavebni jednotky
mnoha bungk, a pfedev§im o hlavni zdroj energie pro ¢innost vSech buné¢k a tkani. Jejich funkci
je také chranit bunku pied ptisobenim vnéjsich vlivii [22]. Podle poctu cukernych jednotek
vazanych v molekule se sacharidy déli na oligosacharidy, monosacharidy, polysacharidy
a slozené sacharidy. Stejné jako lipidy a bilkoviny tvofti hlavni slozky potravy [23].

Cukry jsou obsaZeny hlavné v potravinach rostlinného pivodu. V potravinach zivocisného
ptivodu se nachazeji v malém mnozstvi a zpravidla se jedna pouze o glukosu a glykogen [22].
V ovoci se vrelativné velkém mnozstvi nachdzi monosacharidy, slozené z jedné cukerné
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jednotky, jedna se predevsim o glukosu a fruktosu. Jejich obsah se zvySuje béhem zrani, zavisi
vSak i na druhu ovoce, stupni zralosti, podminkach skladovani po sklizeni plodl a zpracovani
[23].

V potravinarstvi ¢asto dochdzi k nadhrazkdm merunék, respektive merunkovych jader, jadry
broskvi nebo dyni, coz vede ke zhorsSeni kvality potravin. Bylo vyzkouSeno mnoho zptsobt
k odhaleni tohoto falSovani potravin, jako idealni se nakonec ukazalo pravé stanoveni obsahu
sacharidt [24].Toto mnozstvi se dle druhu merunék pohybuje v rozmezi (7-14) % [17].

2.2.3 Polysacharidy

Polysacharidy neboli glykany se skladaji z vice nez deseti monosacharidovych jednotek
a obsahuji n¢kolik tisic strukturnich jednotek vzajemné spojenych glykosidovymi vazbami. Jsou
tvofeny bud’ vyjimecné identickymi monomery, s vyjimkou koncovych jednotek, nebo Castéji
se skladaji z molekul dvou a vice riznych monosacharidi nebo obsahuji jejich derivaty, napf.
estery, deoxycukry aj. Polysacharidy lze rozdélit na homo a heteropolysacharidy.
Homopolysachridy jsou tvofeny pouze z molekul D-glukosy, coz spliiuje amylosa, amylopektin,
glykogen a celulosa. Mezi heteropolysacharidy pak patii vétsina dal$ich polysacharidt [23].

Pro na$i praci je vyznamnym polysacharidem vldknina. Vldknina zahrnuje strukturalni
sacharidy nachazejici se v buné¢nych sténach rostlinnych bunék. Jednd se o smés celulozy,
hemiceluloz a nestravitelnych inkrustujicich latek, jako je lignin, kutin a kifemicitany. Vldknina
tvoti vyznamnou slozku potravy, ktera je vSak sama o sob¢ obtizné¢ stravitelna. Jeji stravitelnost
zavisi pravé na poméru mezi sacharidy (celulézy a hemicelulozy) a ligninem. EXistuji dva druhy
vlakniny, a to, rozpustna a nerozpustnd. Rozpustna vlaknina ma schopnost absorbovat vodu
a bobtnat. V travicim traktu se ne$tépi béznymi travicimi enzymy, k traveni dochazi pouze
prostiednictvim mikrobialni fermentace, a diky tomu muize byt také zdrojem energie. Z vEtsi
¢asti je tudiz zivinou pro mikroorganismy v travicim traktu a piisobi tak jako tzv. prebiotikum.
Rozpustna vldknina také reguluje traveni tukti a sacharidd, tim, Ze na sebe vaze vodu a nabyva
tak na objemu zpusobuje pocit nasyceni. Zdrojem rozpustné vlakniny jsou prakticky veskeré
lusténiny, nékteré ovoce a zeleniny a také oves, zito a jeCmen. Nerozpustnad vldknina v travicim
traktu nefermentuje, tudiz neni zdrojem energie. ZvétSuje objem obsahu ve stievech, a tim
zkracuje dobu setrvani potravy v této oblasti. Ma pfiznivou funkci v tlustém stieve, kde se diky
zvétSeni objemu stolice nafedi odpadni latky vzniklé pfi traveni, a tak snadnéji opoustéji travici
trakt, ktery je pak vystaven styku s potencialné nebezpe¢nymi latkami krat$i dobu. Zdrojem
nerozpustné vlakniny jsou rtizné ofechy a semena, slupky nekterych druhi ovoce, obilné slupky
a otruby [25], [26]. Obsah vlakniny v meruiikovych jadrech by mél byt okolo (7-10,8) % [17].

2.2.4 Bilkoviny

Bilkoviny (proteiny) jsou polymery aminokyselin vzniklé procesem proteosyntézy.
V molekule obsahuji bézné vice nez 100 aminokyselin, které jsou mezi sebou vazany peptidovou
vazbou do linedrnich fetézcl. Po vod€ tvofi proteiny vétSinu hmoty zivych organismd.
Vykondvaji fadu biologickych funkci, dle kterych se déli na strukturni, katalytické, transportni,
proteinli, kterd zajiStuje zdroj esencidlnich aminokyselin a je tak hlavnim zdrojem dusiku
V potravé a hmoty potiebné k vystavbé a obnové zivocisnych tkani [27]. U merunkovych jader
se uvadi obsah bilkovin okolo (23-27) % [17].
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2.2.5 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které omezuji aktivitu kyslikovych radikala, tim, Ze snizuji
pravdépodobnost jejich vzniku nebo je prevadéji do méné reaktivnich nebo nereaktivnich stavi.
Omezuji tak proces oxidace v organismu nebo smésich, ve kterych se vyskytuji. Pravé proto
se tyto latky Casto ptidavaji do potravin, u kterych by mohlo vlivem oxidace dojit k jejich
poskozeni [28].

Volné radikaly

Na burnky lidského organismu pulisobi stale velké mnozstvi neptiznivych vlivii. Mezi hlavni
patii volné kyslikové radikaly, které jsou nevyhnutelnou soucasti aerobniho metabolismu [28].
Atmosféricky kyslik je biradikdl, obsahuje 2 neparové elektrony a tim se liSi od ostatnich
plynnych prvkii. Diky této vlastnosti se molekula kysliku vyznacuje také paramagnetickymi
vlastnostmi. Neparové elektrony molekuly kysliku maji paralelni spin, coz podle Pauliho
principu zabranuje reakci s bivalentnim reduktantem. Reakce by tedy mohla probihat pouze
tehdy, pokud by tento reduktant mé¢l také 2 neparové elektrony s neparovym spinem, s opa¢nou
orientaci k tomu, jaky ma molekularni kyslik. Pravdépodobnost takové reakce je vSak velmi
nizka.

Molekularni kyslik je pomérné malo reaktivni a jeho aktivace probiha riznymi mechanismy,
které mizeme vidét na Obr. 4. Prvnim z nich je absorpce dostatecné energie potiebné k obraceni
spinu jednoho z neparovych elektrondl za vzniku singletového kysliku (*02), ktery je na rozdil
od molekularniho kysliku velmi reaktivni. Singletovy kyslik miize svou excita¢ni energii ptenést
bud’ na jiné molekuly, nebo s nimi mize reagovat za vzniku hydroperoxidi. Druhou moZnosti je
aktivace kysliku jednoelektronovou redukci, pii které dochazi k tvorbé superoxidu (O2"),
peroxidu vodiku (H202), hydroxylového radikalu (OH") a vody. Celkova redukce molekularniho
kysliku na vodu tak vyzaduje celkem 4 elektrony a vzdy je doprovazena postupnou jedno az tii
elektronovou redukci za tvorby superoxidového radikalu, peroxidu vodiku a hydroxylového
radikdlu. Reak¢ni fetézec vyzaduje v prvnim kroku iniciaci, ale dalsi kroky reakce jsou
exotermni, a tudiZz mohou probihat samovolné. Prvni reakce vede Kk tvorbé superoxidového
anionradikdlu (O2™). Superoxid je mirn¢ reaktivni, kratce zijici forma kysliku, kterd neprochazi
pies biologické membrany a diky tomu funguje jako oxidacni i redukcni Cinidlo. Oxiduje
napiiklad askorbat, NADPH, nékteré aminokyseliny a komplexy ptfechodnych kovl, ¢imz
ovliviiuje aktivitu metaloenzyml. V Zivém organismu je superoxidovy radikdl v rovnovaze
se svou proponovanou formou-perhydroxylovym radikalem (O2H"). Tento radikal je vice
hydrofobni nez superoxid a muize tak jednoduSeji proniknout pies lipidovou membranovou
dvojvrstvu. Zde odebird protony z polynenasycenych mastnych kyselin a lipidovych
hydroperoxida a tim zahajuje oxidaci lipidd. Ve vodném rozpoustédle, v neutralnim nebo mirné
kyselém pH tento radikal v obou formach dismutuje na peroxid vodiku a kyslik. Tato reakce
probiha samovoIné nebo za pomoci enzymu superoxiddismutasy [29].
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Obr. 4: Celkova redukce molekularniho kysliku na vodu [29]

Volné¢ radikaly se vétSinou dostdvaji do organismu z vnéjSiho prostiedi. Vznikaji vSak
I ve vnitinim prostfedi organismu, a to Vv prubéhu metabolismi. Pfi¢iny vzniku jsou bud
exogenni, nebo endogenni radikaly. Exogenni typ je zapfi¢inén toxickymi slou¢eninami, které
jsou vystavovany silnému slune¢nimu nebo jinému zafeni, koufenim a stresem. Mezi exogenni
radikaly patii vitaminy, pfirozené latky a uméle vytvorené léky. Na kazdou bunku denné plsobi
fadove deset tisic volnych radikala [30].

Vliv volnych radikalit na Zivé systéemy

Volné¢ radikdly primarn€¢ plsobi na biologicky vyznamné makromolekuly, jako jsou
bilkoviny, tuky a nukleové kyseliny. Jejich reakce jsou doprovdzeny vznikem vazeb uvnitf
makromolekul, jak mezi jednotlivymi fetézci makromolekul, tak 1 mezi sousednimi
makromolekulami. Dusledkem tohoto vlivu muize dochazet ke ztrat¢ enzymatické aktivity
bilkovin, dale ke ztrat¢ informaci u DNA, a tudiz k poskozeni a zéniku bunky a vzniku bunky
nadorové. Vlivem volnych radikali jsou zptisobeny 1 zmény vlastnosti bunéénych membran,
které mohou vést k poskozeni a zaniku bunék, tkani i organa [31].

Ochrana proti pisobeni volnych radikalii

Mechanismy vedouci ke snizeni produkce volnych radikali se d€li na enzymatickou
a neenzymatickou obranu. Enzymaticka obrana neboli vnitini obrana bunék je zprostfedkovana
pomoci enzymu superoxid-dismutdzy peroxiddzy. Tuto obranu lze posilit dodanim tzv.
kofaktort, napiiklad zinku a selenu. Kofaktory musi byt pfijimany ve form¢ vhodnych sloucenin,
samy o sob¢ mohou byt pro organismus jedovaté. Neenzymatickou obranu lze zajistit pfijmem
potravy obohacené prave o antioxidacni latky. Do této skupiny latek patii zejména vitaminy C, A
a E, dale také flavonoidy, fenolické antioxidanty-polyfenoly, n¢které slouceniny selenu, zinku,
médi, antioxidanty na bazi aminokyselin-glutation, taurin a Cisté uhlovodiky, napf. skvalen, ktery
je zdrojem bunéc¢ného kysliku [31].

Oxidacni stres

Oxidacni stres je zptisoben nerovnovdhou mezi volnymi radikdly a antioxidanty. Tento d¢j
nastava pii prevaze volnych radikali. Tim dochdzi k ohroZeni organismu a vyvolani riznych
nebezpecnych chorob, jako jsou napt. Alzheimerova a Parkinsonova choroba, chronické stievni
zandty, aj. Pravé proto si organismus vyvinul G¢innou antioxidaéni ochranu, kterd vSak
nezaruCuje Uplné odstranéni volnych radik4ld. Oxidacni stres je podstatou fyziologického
starnuti, kdy dochdzi k akumulaci malych chyb v systému antioxida¢ni ochrany. Volné radikaly
vSak nemaji pouze negativni vliv na organismus, plni i fadu fyziologickych funkci. Pfi zané&tlivé
reakci produkuji aktivované fagocyty superoxid proti mikrobim a napf. spermie potiebuji
superoxid k naruseni membrany vajicka. Oxidacni stres je tedy béznosti kazdodenniho zivota
[30].
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2.2.6 Vybrané antioxidac¢ni latky
Vitaminy

Vitaminy jsou organické nizkomolekularni slouceniny syntetizované téméf vyhradné
autotrofnimi organismy. Heterotrofni organismy je syntetizuji jen ve velmi omezené mii'e a musi
je tak ziskavat z exogennich zdroji, potravy. Tyto latky nejsou zdrojem energie ani stavebnim
materidlem, ale jsou v minimalnim mnoZzstvi nezbytné pro latkovou pfeménu a regulaci
metabolismu ¢lovéka. Vesmés plni funkci jako soucast katalyzatori biochemickych reakci [32].

V merunkovém oleji se setkavame zejména s vitaminem C a E. V pfipad¢ vitaminu C neboli
kyseliny L-askorbové, jejiz strukturu muzeme vidét na Obr. 5 vlevo, se jedna o vitamin
rozpustny ve vodé. Je syntetizovan Vv cytosolu z hexosovych cukernych jednotek u rostlin,
mikroorganismii a vétSiny zivocichd s vyjimkou c¢lovéka, primatt, netopyri a morcat.
Pro ¢loveka se tedy jedna o esencialni slozku, kterou musi pfijimat z potravy, z ovoce a zeleniny.
Diky svym vlastnostem, vitamin a chelatacni ¢inidlo, ma kyselina askorbova Siroké pouziti jako
potravinarské aditivum [33].

Jak jiz bylo zminéno vySe, kyselina askorbovd patfi mezi hlavni antioxidacni latky.
Za fyziologickych podminek ma askorbat schopnost uvolnit elektrony viadé enzymovych
i neenzymovych reakci a diky tomu se jedna o detoxifikacni slouceninu aktivni formy kysliku
ve vodné fazi. Askorbat mize ptimo odstranovat superoxid, hydroxylové radikaly, singletovy
kyslik a redukovat peroxid vodiku na vodu. Vitamin C udrZuje rozloZeni nadbytku excitacni
energie a regeneruje tokoferol z tokoferoxylového radikalu, ¢imz chrani membranu [29].

HO CH,

HO—_ =

CH
CHs 8

Obr. 5: Struktura kyseliny L-askorbové (vievo) a tokoferolu (vpravo) [33], [34]

Vitamin E neboli tokoferol je vitamin rozpustny V tucich a jeho strukturu miizeme vidét
na Obr. 5 vpravo. Jeho nejaktivnéjsi formou je a-tokoferol, ktery jako jediny, ze vSech forem
tokoferolu, spliuje pozadavky lidského organismu. Syntéza tokoferolu probiha pouze u rostlin
a n¢kterych kyanobakterii. Stejné jako u vitaminu C se jedna o esencidlni latku nutnou pfijimat
z potravy. Tokoferol se nachazi ptfedevSim Vtucich a olejich. Pfi rafinaci oleji dochazi
ke snizeni obsahu tokoferolu na (10-50) % ptvodniho obsahu. K hlavni ztraté dochazi
pti odkyselovani, v disledku oxidace vitaminu v alkalickém prostfedi, a pii procesu béleni.
Pii deodoraci jsou ztraty zpasobeny hlavné tékanim svodni parou za snizeného tlaku
bunék. Inhibuje fetézové radikalové reakce, tim, ze pfimo vychytava volné radikaly. Na Obr. 6
miZzeme vidét aktivaci sit€¢ antioxidantd prostiednictvim oxida¢niho stresu. Askorbat,
redukovany glutation a tokoferol synergisticky inhibuji oxidacni poSkozeni bunéénych membran.
Proto se tokoferol oznacuje jako faktor zpomalujici proces starnuti organismu a uplatiiuje
se v prevenci kardiovaskularnich chorob a vzniku rakoviny, onkogeneze [29], [35].
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Vitamin E
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cigaretovy kout
Obr. 6: Cyklus regenerace antioxidantii vyvolan oxidacnim stresem [35]

Fenolické slouceniny

Fenolické slouceniny jsou v organické chemii oznaCovany jako tfida sloucenin obsahujici
hydroxylovou funk¢ni skupinu pfimo vazanou na aromatické jadro. Tyto sloucCeniny se nachazi
zejména v ovoci, zelening€, ale i nékterych bylinkach. Mohou vytvaiet komplexy s kovy
za vzniku chelatd a také se aktivné podili v navazovani volnych radikali. Fenolické slou¢eniny
jsou schopny inhibovat enzymy, které katalyzuji volné radikaly, a tim piispivaji k celkové
antioxida¢ni ochrang¢ lidského organismu [36], [37].

Do této skupiny patii fada latek, nds vSak u merunikového oleje zajima nejvic skupina
polyfenolti a flavonoidd. Polyfenoly jsou piirodni latky nachéazejici se v rostlinach. Jejich
struktura je tvofena fenolovymi jednotkami a vychazi ze Sikimatové metabolické drahy
sekundarniho metabolismu rostlin. Polyfenoly se nachazi piredev§im v ovoci, zelening, zeleném
¢aji a bylinach. Tyto slouceniny vykazuji Skalu biologickych Uc¢inkl, zejména antimikrobni
a antioxida¢ni vlastnosti, na kterych se podili zejména fenolové kyseliny a flavonoidy [38].

Flavonoidy jsou nejvétsi skupinou polyfenolovych sloucenin. Jedna se také o rostlinné
sekundarni metabolity, resp. zluta barviva rostlin, které se skladaji ze dvou benzenovych kruht
spojenych tfiuhlikatym fetézcem. Nejcastéji se nachdzi ve formé glykosidl, protoze prave v této
formé nepodléhaji i¢inkiim polyfenoloxidasy. Flavonoidy jsou vyznamné diky své antioxidacni
aktivité. Dokadzou zhaset hydroxylové a peroxidové radikdly a také vychytdvat ionty kowvil.
Do této skupiny patii zhruba 60 latek, které maji obvykle pozitivni vliv na lidsky organismus,
predev§im na cévni systém. Dle stupné oxidace a substituce tiiuhlikatého fetézce se rozeznavaji
zakladni struktury flavonoidu, které muzeme vidét na Obr. 7 [37], [39].
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Obr. 7: Zakladni struktury flavonoidii [37]
2.3 Metody analyzy merunkového oleje, jader a pokrutiny

2.3.1 Izolace a stanoveni celkovych lipidu

Stanoveni obsahu celkovych lipidi ve vzorku zahrnuje jejich izolaci a nasledné¢ vazkové
stanoveni. Nejprve se pripravi vzorek k extrakci tuku, dojde k uvolnéni tuku z vazby, poté
nasleduje extrakce tuku nepolarnim az stiedné polarnim rozpoustédlem. Nakonec se zbylé
rozpoustédlo odpafi a extrakt tuku se zvazi.

Extrakce mize byt provedena hned né€kolika zplisoby. Prvnim zpisobem miize byt stanoveni
tuku extrakci dle Soxhleta nebo Twosselmanna. Dochézi k extrakci tuhého vzorku umisténého
Vv extrakéni patroné kondenzatem par rozpoustédla. Metody jsou vhodné pro analyzu olejnin
a podobnych materialii bohatych na neutralni lipidy s nizkym obsahem vody.

Extrakce tuhého vzorku v uzaviené nddobé velkym ptebytkem rozpoustédla metodou dle
Folsche. Metoda je vhodnd pro vzorky s vy$§im obsahem vody a polarnich lipidd, tudiz
pro potraviny Zivoc¢isného piivodu, kde pfidavkem metanolu k extrakénimu rozpoustédlu dojde

yoqe .

ke kvantitativnimu uvolnéni lipidi vazanych na bilkovinné podily.

Dalsi moznosti je stanoveni tuku podle Grossfelda. Metoda se pouziva pro pecivo a jiné
vyrobky s Vvysokym obsahem sacharidii. Metoda dle Roseho a Gottlieba, kterd je vhodna
pro vzorky s vyssim obsahem vody, lipoproteinii a sacharidii, zejména pro stanoveni tuku
v mléce a mléénych vyrobcich [40].
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2.3.2 Stanoveni funkénich skupin lipida

Klasickd analyza tukl a oleji zahrnovala stanoveni tzv. tukovych ¢isel, kterd jsou métitkem
obsahtl réiznych funkénich skupin. Radu stanoveni v dneni dobé nahradily chromatografické
metody. Stale méa vSak vyznam stanoveni Cisla kyselosti, Cisla zmydelnéni, esterového
a jodového Cisla, které se stanovuji pomoci titraci [40].

Cislo kyselosti

Cislo kyselosti udava miru obsahu volnych mastnych kyselin [40]. Vyjadiuje se jako
hmotnost KOH v mg potiebna k neutralizaci 1 g tuku. Cislo kyselosti je také kritériem kvality
surovin k vyrobé jedlych tukd a pfipadnych zmén pii ruznych technologickych operacich,
napiiklad pti smazeni [41].

Cislo zmydelnéni

Miru obsahu veSkerych mastnych kyselin udava cislo zmydelnéni. Tato hodnota udava
hmotnost hydroxidu draselného v mg, potfebnou k neutralizaci volnych 1 vdzanych mastnych
kyselin v 1 g tuku [41].

Esteroveé éislo

Esterové Cislo udava hmotnost KOH v mg, ktera je potfebna k neutralizaci estericky vazanych
kyselin v 1 g tuku. Jeho stanoveni se provede pomoci vypoctu rozdilu ¢isla zmydelnéni a ¢isla
kyselosti. Nasledné z néj Ize i vypoéitat procentualni zastoupeni glycerolu v tuku [41].

Jodove cislo

Jodové ¢islo uddva hmotnost jodu v gramech, ktera se aduje na 100 g tuku za podminek
metody. Dle tohoto ¢isla se urcuje mnozstvi dvojnych vazeb (nenasycenych mastnych kyselin)
v tuku. Dale slouzi k identifikaci nezndmych tukl a k posouzeni pouzitelnosti tuku pro rtzné
ucely. Problémem je pomala reakce jodu, protoze brom s chlorem jsou naopak pftili§ reaktivni,
dochazi mimo adice také k substituci. Proto se stanoveni jodového ¢isla podle HanuSe provadi
pomoci bromidu jodného (jodmonobromidu), jehoz reaktivita je vhodna pravé pro stanoveni
nenasycenosti tukti. Nezreagovany jodmonobromid se piidanim KI pievede na jod dle Rovnice

(1) [41]:
IBr + 2Kl — Kl + KBr + 1.,. 1)

Jodové ¢islo ma vyznam pro kontrolu vysledk plynové chromatografie, zvlasté u slozitych
smési [40].

2.3.3 Stanoveni mastnych kyselin

Stanoveni mastnych kyselin se provadi metodou plynové chromatografie [40]. Obecné je
chromatografie separa¢ni analyticka metoda, pii které dochazi k separaci mezi nepohyblivou
stacionarni a pohyblivou mobilni fazi. U plynové chromatografie tvofi mobilni fazi nosny plyn,
ktery undsi vzorek, rovnéZ v plynném skupenstvi, kolonou. K separaci dochazi na zakladé
schopnosti slozek poutat se na stacionarni fazi. Po opusténi kolony putuji slozky na detektor.
Signal z detektoru se vyhodnocuje a z ¢asového pribehu intenzity signalu se urc¢i druh
a kvantitativni zastoupeni jednotlivych slozek.

U plynové chromatografie 1ze vyuzit rizné druhy detektord, naptiklad tepelné¢ vodivostni
detektor (TCD), plamenovy ionizacni detektor (FID), detektor elektronového zachytu (ECD)

20



nebo také fotoionizac¢ni detektor (PID). Tepelné vodivostni detektor patii mezi univerzalni
detektory. Nosny plyn proudi pies vlakno Zhavené stalym elektrickym proudem a ochlazuje ho
na urcitou teplotu. Pfitomnost slozky zméni tepelnou vodivost prostiedi kolem Zhaveného
vlakna, a tim i jeho teplotu a elektricky odpor. Dochazi tedy k porovnavani vodivosti ¢istého
nosného (referenéniho) plynu a vzorku. V piipadé plamenového ioniza¢niho detektoru
se molekuly plynu nejprve ionizuji v kyslikovodikovém plameni a vedou ioniza¢ni proud mezi
elektrodami. Nosny plyn se pfed vstupem do hotfdku misi s vodikem a vzduch je ptivadén
z vnéjsku. Pritomnost slozky zvysi ionizaci a elektricky proud se zvétsi. Jedna se o velice citlivy
detektor, ktery detekuje prakticky vSe, kromé anorganickych par a plynt. Detektor
elektronového zachytu vyuziva radioaktivniho zafi¢e ®*Ni, ktery svym zafenim P, proudem
rychlych elektronti, ionizuje molekuly dusiku jako nosného plynu a vyvolava tak ioniza¢ni
proud. Dochazi k uvoliovani pomalych elektronti, které zachycuji elektronegativni atomy
slozek, a diky tomu snizuji ioniza¢ni proud. ECD je pomérné citlivy detektor predevSim
na halogenované slouceniny. Ionizaci latek u fotoioniza¢niho detektoru zpisobuje UV zafeni.
Selektivitu detektoru lze ovlivnit vhodnou volbou vinové délky UV zafeni: Tento detektor je
velice citlivy, asi 100krat vice nez FID a je vhodny pro organické latky, kyslik, amoniak
a sulfan. Naopak se neionizuji nékteré anorganické plyny (dusik, oxid uhelnaty a uhli¢ity, helium
a voda) [42].

Pii stanoveni jsou mastné kyseliny nejprve pievedeny na methylestery, které se nasledné
separuji. Jako stacionarni faze se pouzivaji polyestery a pro detekci plamenovy ionizacni
detektor. Jednotlivé slozky se identifikuji na zéklad¢ elu¢nich Casii a z plochy pikli se vypocte
pomérné zastoupeni jednotlivych kyselin ve smési v hmotnostnich procentech. Metoda je vhodna
pro bézné tuky a oleje s vyjimkou mlécnych tukti, protoZe obsahuji kyseliny s kratkym fetézcem
[40].

2.3.4 Stanoveni sacharidu

Sacharidy se stanovuji metodami fyzikalnimi, chemickymi i biochemickymi. Analyza
se provadi bud’ piimo u nékterych cukrovarnickych produktii, nebo z extrakti u ostatnich surovin
a potravin, do nichz cukry piechazi [22].

U stanoveni sacharidl je nejprve obvykle nutna izolace z potravinaiskych surovin a potravin,
nejCastéji pomoci extrakce. Pred extrakci by mél byt material dokonale rozemlety, na coz lze
pouzit n€kolik typt mlynkii a homogenizatort. Jako extrakéni Cinidlo se obvykle pouzivd voda
nebo 80% etanol, ktery je vhodné&jsi predevs§im u vzorkd, kde mize dochazet k enzymovym
reakcim, naptiklad k tvorbé redukujicich cukri ze Skrobu nebo k enzymové inverzi sacharosy.
Teplota extrakce by neméla piekrocit 40-50 °C, aby nedoSlo k poruSeni koloidniho systému
vzorku. Dale miZe byt izolace sacharidii provedena pomoci hydrolyzy nebo chromatografickymi
metodami [22].

Jak jiz bylo zminéno vySe, cukry mohou byt stanoveny fyzikalnimi, chemickymi
a biochemickymi metodami. Mezi fyzikalni stanoveni patfi denzimetrické a refraktometrické
metody, zaloZené na rozdilnych indexech lomu. Dale polarimetrické stanoveni, které je zalozeno
na meéfeni optické aktivity latek a jsou zde zafazeny i chromatografické metody, zejména
sloupcova chromatografie, chromatografie na papite, plynova a kapalinova chromatografie [22].

Chemické metody vyuzivaji redukénich vlastnosti sacharidii, pfipadné jejich Stépnych
produktd v alkalickém prostfedi. U Bertrandovy metody redukujici cukry vyreduku;ji
z Fehlingova roztoku oxid méd’ny, ktery nasledné reaguje v kyselém prostiedi s roztokem siranu
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zelezitého za vzniku ekvivalentniho mnozstvi siranu zeleznatého. Siran zeleznaty se nakonec
stanovi manganometricky. Jedna se prakticky o univerzalni metodu pouzitelnou pro vSechny
potraviny a potravinaiské suroviny. Schoorlova metoda je zalozena na tom, ze redukujici cukry
redukuji roztok méd’naté soli a nadbyteCna nezreagovand meéd se stanovi jodometricky tak,
ze reaguje V kyselém prostiedi s KI a uvolnény jod se ztitruje thiosiranem sodnym. Celé
stanoveni probiha dle Rovnice (2) a (3):

CuSO, + 4Kl — 2Cul +2K,SO, +1,, (2)
I, +2Na,S,0, — 2Nal + Na,S,0,. (3)

Dale muze byt pouzita Ofnerova metoda zalozena, stejné jako predchozi dvé metody,
na stanoveni oxidu méd’natého [22], [43].

Chemické stanoveni mize byt provedeno i prostfednictvim metod zalozenych na barevnych
kondenzac¢nich reakcich degrada¢nich produktt cukrti. Zde patii naptiklad stanoveni neutralnich
sacharidi dle Duboise a stanoveni redukujicich cukrii mikrometodou podle Somogyiho [22],
[43]. V piipadé Duboisovy metody se jedna o dehydrataci cukrd kyselinou sirovou a naslednou
kondenzaci vzniklého furfuralu ¢i 5-hydroxyfurfuralu s fenolem za vzniku barevnych
kondenzacnich produkti. Ty Ize spektrofotometricky stanovit pti vlnové délce 490 nm.
Neutralnimi sacharidy rozumime tzv. pravé cukry, tedy se nejedna o napt. o jejich aminoderivaty
[44]. Pomoci spektrofotometrie probiha i stanoveni redukujicich cukri dle Somogyiho. Oxid
med'ny vyredukovany redukujicimi cukry se ptidavkem arsenomolybdenového c¢inidla podle
Nelsona pievede na barevny komplex. Zbarveni komplexu se proméii pravé spektrofotometricky
pii vinové délce 820 nm [43].

2.3.5 Stanoveni nevyuzitelnych polysacharidi-vlakniny

Pti stanoveni vlakniny jsou vyuzivany chemické a enzymové metody, nejrozSirenéjsi
je metoda Hennebergova-Stohmannova [22]. Pusobenim 5% roztoku kyseliny sirové a 5%
roztoku hydroxidu sodného se balastni latky pfevedou do roztoku a ziskd se vlaknina, ktera
se stanovi vazkové. Metoda je vhodna pro vétSinu potravinaiskych surovin [41].

2.3.6 Stanoveni bilkovin

Metody pro stanoveni bilkovin lze rozdélit do dvou zékladnich skupin. Prvni skupina je
vhodna pro stanoveni bilkovin ve smési s jinymi slozkami potravin. Tato skupina je v analyze
potravin Castéj$i, rychlejsi a spolehlivéjsi nez druhd skupina metod, kterd je vhodna
specialni zafizeni. Analytickou orientaci o obsahu bilkovin ziskdme stanovenim celkového
obsahu dusiku, vyjadieného tzv. hrubou bilkovinou, ktera piedstavuje V potravinaiskych
surovinach a produktech (0,5-40) % [45].

Hrubd bilkovina se nejcastéji stanovuje po mineralizaci vzorku na amoniakdlni formu
Kjeldahlovou nebo Dumasovou metodou, popiipadé Nesslerovym ¢inidlem. Bilkoviny rozpustné
Vv roztoku lze stanovit spektrofotometricky biuretovou reakci nebo Nesslerovym ¢inidlem [41].

Stanoveni celkového dusiku dle Kjeldahla zahrnuje mineralizaci vzorku varem
V koncentrované kyselin¢ sirové za pfidavku katalyzatoru. Dusikaté latky se pievedou na siran
amonny, z n¢hoz se v alkalickém prostiedi uvolni amoniak. Amoniak se ptedestiluje vodni parou
a stanovi se titraén€. K stanoveni dusiku touto metodou se vyuzivd Parnas-Wagneruv pfistroj,
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ktery lze vidét na Obr. 8. Metoda ma univerzalni pouziti pro bézné potraviny a potravinarské
suroviny s ne prilis nizkym obsahem dusiku [41].

Obr. 8: Parnas-Wagneriv pristroj [41]

Jak jiz bylo zminéno vySe, dals$i z moznych metod stanoveni bilkovin je pomoci
spektrofotometriec a Nesslerového ¢inidla. Dusik vazany v bilkovinach se mineralizaci
s kyselinou sirovou pievede v amonnou stl, ktera se stanovi, po reakci s Nesslerovym Cinidlem,
spektrofotometricky, pii vlnové délce 450 nm. Metoda je vhodna pro stanoveni bilkovin
I V potravinafskych materialech s niz§im obsahem dusiku [41].

2.3.7 Stanoveni metodou HPLC — kyselina askorbova, tokoferol

Pro identifikaci a stanoveni koncentrace vitaminu C a E se nejcastéji pouziva vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC). Jak uz jsme se mohli docist v Kapitole 2.3.3,
chromatografie je analytickd separacni metoda. Na rozdil od plynové chromatografie je
V kapalinové chromatografii mobilni fazi kapalina. DalSim rozdilem je, Ze v kapalinové
chromatografii rozhoduji o separaci slozek vzorku nejen jejich interakce se stacionarni fazi, ale
vyrazny vliv md 1 mobilni fize. Separace tedy zavisi na afinité analytu k staciondrni nebo
mobilni fazi.

U vysoce ucinné kapalinové chromatografie je kolona naplnéna sorbentem (stacionarni fazi)
s malou velikosti zrnicek, kterd kladou prostupujici kapaliné znacny odpor, a proto je nutné
pracovat pifi vysokém tlaku. Na horni vrstvu ndpln€ se davkuje malé mnozstvi vzorku a pak
dojde k pfidavku mobilni faze (eluentu). Pisobenim gravita¢ni sily mobilni faze putuje kolonou,
slozky vzorku se separuji a opoustéji kolonu v riznych Casech.

Stejné jako u plynové chromatografie hraje dilezitou roli detekce. Detektory v HPLC by mély
byt selektivni pro analyt a malo citlivé na mobilni fazi. Nejvice pouzivanymi detektory jsou
fotometrické, refraktometrické a fluorescencni. Fotometrické detektory patfi k nejbéznéjSim
detektorim. Mg¢ti absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony. Nevyhodou téchto detektort je
neschopnost zaznamenavat slozky, které neabsorbuji UV zarfeni. Existuje n¢kolik druhti téchto
detektorti. Napiiklad UV-VIS detektor s fixni vlnovou délkou, s nastavitelnou vinovou délkou
nebo s diodovym polem, tzv. PDA detektory. PDA detektory jsou schopny zaznamenavat celé
spektrum v realném case bez preruseni chromatografické separace. Detekce je zajisténa polem
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fotodiod, jejichz pocet urCuje spektrdlni rozliSeni detektoru a umoznuji detekci analytu
pti jakékoliv zvolené vlnové délce. Dale mize byt pouzit fluorescencni detektor zalozen
na mefeni sekundarniho (emisniho) zareni, které je vyzareno latkou po absorpci primarniho
(excitacniho) elektromagnetického zareni. Refraktometricky detektor méfi rozdily mezi indexem
lomu eluétu a ¢isté mobilni faze [42].

2.3.8 Stanoveni vody a suSiny

Voda se nachazi prakticky ve vSech potravinach. Jeji stanoveni, resp. stanoveni obsahu
vlhkosti miize slouzit jako ukazatel jakosti a trvanlivosti vyrobku. Stanovenim su$iny Ccili
pevného zbytku po odstranéni vody a tékajicich latek, zjistime mnozstvi urcité sledované
komponenty obsazené v potravinach o rizném obsahu vody. Pojem suSina oznacuje souhrn
vSech organickych a anorganickych latek v potrave, kromé vody. RozliSujeme rozpustnou
a nerozpustnou susinu. Rozpustnd suSina zahrnuje organické a anorganické latky rozpustné
ve vod¢, cukry, kyseliny, barviva, nékteré vitaminy, dusikaté a minerdlni latky. Nerozpustna
suSina je pak souctem organickych a anorganickych latek nerozpustnych ve vod¢, bilkoviny,
tuky, mineralni latky apod. [41].

Vodu, vlhkost, je moZné stanovit metodami piimymi a nepfimymi. Pfimé metody, destilacni,
Ty vyuzivaji odstranéni vody a tékavych latek suSenim, at’ uz v susarn€, ve vakuu nebo
S pouzitim zdroje infraerveného zateni [46].

2.4 Metody stanoveni hydratace a transepidermalni ztraty vody

vvvvvv

parametry pii hodnoceni kosmetickych piipravki, resp. jejich u¢ink na pokozku. Obsah vody
V pokoZce je nezbytny pro tvorbu koznich bariér. Voda je také dilezita pro pohyb koznich bun¢k
a aktivaci koznich enzymi. Nejsvrchnéjsi ¢ast pokozky, stratum corneum (viz Obr. 9), ktera je
tvofena zrohovatélymi bunikami obsahujici keratin, zadrzuje vodu, ktera ma tendenci prostupovat
jednotlivymi vrstvami az na jeji povrch. Tento jev byva pravé oznacovan jako TEWL. Méfeni
TEWL muze byt nepfiznivé ovlivnéno pocenim, které mize byt vyvolano za ucelem ochlazeni
organismu nebo i psychickym stresem [47], [48].
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Stratum corneum
Stratum lucidium

Stratum aranulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Dermis (§kara)

Obr. 9: Struktura pokozky (epidermis) [49]

Existuje fada pfistroji pro méfeni hydratace a ztraty vody pokozky, ale mezi nejpouzivanéjsi
patii méfeni pomoci sond, korneometru, pro hydrataci rohové vrstvy pokozky, a tewametru
pro méteni hodnot TEWL.

Mé¥eni hydratace

Jak jiz bylo zminéno, méfeni hydratace se provadi pomoci korneometru. Metoda je zalozena
na principu méteni ekvivalentu elektrické kapacity. Dochazi k hromadéni elektrického naboje
diky kondenzatoru, resp. dvou kovovych desticek odd€lenych tenkou vrstvou izolatoru. Vlivem
elektrického proudu proudi elektrony od zaporné elektrody, kde jich je prebytek, ke kladné
elektrodé, dokud nedojde k vyrovnani naboji. Pojem elektrickd kapacita tedy ukryva schopnost
téles hromadit naboj.

V piipadé korneometru se jednd o keramickou desticku, na které jsou tésné¢ vedle sebe,
paraleln¢ zapojeny zlaté prouzky. Prouzky jsou zataveny sklenénym krytem a vykazuji vlastnosti
kondenzatoru. Sklenény kryt ma ochranou funkci, tudiz nedochazi k pfenosu naboje do kuze,
ke galvanickému spojeni. Na okraji desek korneometru vznika rozptylové pole umérné
se zmenSujici se vzrustajici vzdalenosti. V momentu styku klize a sondy, S rozptylovym polem,
dochazi k vzristu jeji kapacity, kterd se jiz stavd méfitelnym jevem. Mé&fici proces pomoci
korneometru je zahajen ptitisknutim sondy na kizi. Ptistroj miiZze stanovit obsah vody ve stratum
corneum az do hloubky (20-30) um [50]. Dle naméfenych hodnot lze stanovit charakter
pokozky, viz Tabulka 2 [51].

Tabulka 2: Hodnoceni hydratace pokozky na zdkladé méreni korneometrem [51]

Charakter pokoZky Korneometrické jednotky

velmi sucha <30
sucha 40-45
hydratovana > 45
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Méieni TEWL

Mg¢feni transepidermalni ztraty vody se provadi za ucelem zkoumani bariérové funkce kize,
at’ uz za fyziologickych ¢i patologickych podminek, dale k vyhodnocovani irita¢nich testti nebo
ke sledovani G¢inkt I€ku a kosmetickych piipravki. Jak jiz bylo zminéno, jako TEWL je
oznacovan tok vody pomoci diftize ze spodnich, Iépe hydratovanych vrstev ke koznimu povrchu.
Princip méfeni je tedy zalozen na meéteni difize v oteviené komoie ptistroje. Méfici komora
sondy ma tvar dutého valecku a uvnitf se nachdzi dva senzory, teplotni a pro méfeni relativni
vlhkosti, umisténé nad sebou, viz Obr. 10. Spodni i horni ¢ast valcovité komory je oteviena.
Spodni ¢ast je uréena ke kontaktu s kiizi, horni ¢ast je pro tnik vodni pary, kterd odchazi z kiize
do okoli. Oba senzory maji za ukol zaznamenavat spad vodni pary odchazejici z pokozky
pies duty valec do okolniho prosttedi. Dochazi tedy k métfeni gradientu odpafovani vody
pies stratum corneum, z kterého mizeme uréit stav pokozky, viz Tabulka 3. Jednotkou
transepidermalni ztraty vody je g/h-m? [52], [53].

Obr. 10: Zndzornéni sondy tewametru [53]

Tabulka 3: Hodnoceni stavu pokozky na zdkladé méreni tewametrem [54]

Stav pokozky Hodnoty TEWL (g/h-m?)
velmi dobry 0-9
dobry 10-14
prumeérny 15-25
napjaty 25-29
kriticky > 30

2.5 Testy genotoxicity

Testy genotoxicity se provadi bud’ in vivo, ¢ili za Zivota organismu, anebo in vitro, mimo zivy
organismus. Testovani jsou podrobeny nejcastéji bakterie (E. Coli, B. subtilis), kvasinky
(Saccharomyces cerevisce), rostliny (Vicia foba) nebo bezobratly hmyz (D. melanogaster). Tyto
testy byvaji velice rychlé a malo nakladné. Existuje fada mikrobialnich testd, pfikterych se
nejcasteji hodnoti zlomy a poskozeni DNA, jako napiiklad chromozomalni aberace, mikrojadra
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krysy, potkani a kralici), bunéénych kulturach (sav¢i i lidské) nebo epidemiologické studie u lidi.

Toto testovani je povinné u vSech novych chemickych latek a jejich smési, které se mohou
vyskytnout v prostiedi a piijit tak do kontaktu s lidmi [55].

V nasi praci se budeme blize zabyvat pouze mikrobidlnim SOS Chromotestem provadéném
na bakterii Escherii Coli. Jedna se o gramnegativni fakultativné anaerobni ty¢inkovitou bakterii,
patiici do celedé¢ Enterobacteriaceae. Tato bakterie se nachazi ve spodni Casti stfev zivocichil
véetné Cloveka. Tento mikroorganismus je nejvic prozkoumanym druhem, a proto se velmi ¢asto
pouziva pravé jako modelovy organismus pro genetické, fyziologické i1 biochemické studie.
E. Coli fermentuje cukry, pfedevs§im laktozu, za tvorby kyselin, jako jsou kyselina mlé¢na,
pyrohroznova, octova a mravenci, a plynu.

U E. Coli je nejvic objasnéna struktura lac operonu cili tsek chromozomu zajist'ujici
indukované vyuziti laktézy. Operon je sekvence nukleotidl, resp. fada po sobé jdoucich gent
V bakteridlnim chromozomu, které maji stejny promotor, jsou regulovany spole¢nym operatorem
a najednou exprimovany. Tyto geny koduji vétSinou enzymy zapojené v jedné metabolické
draze. Lac operon obsahuje tfi strukturni geny, pro enzym B-galaktosidazu §tépici laktdézu uvniti
buiikky na monosacharidy glukézu a galaktézu, déle pro permeazu pienaSejici laktozu
pies cytoplazmatickou membranu a pro enzym transacetyldzu, jehoz funkce neni doposud zcela
objasnéna. Jak jiz bylo zminéno, pied t€mito strukturnimi geny se nachéazi operator a promotor,
kde zacina transkripce operonu. Transkripce je ukoncena na opa¢ném konci, na terminatoru [56].

SOS Chromotest

Jak jiz bylo zminéno vySe, mikrobialni SOS Chromotest se provadi na bakterii Escherii Coli
a jednd se o test na genové mutace. Bakterie patii obecné mezi nejjednodussi bunky obsahujici
ve své struktufe DNA a také maji velmi komplikovany systém, diky kterému reaguji ¢inidla
poskozujici DNA. Tento systém je u E. Coli oznacovan jako SOS repara¢ni odpovéd’. Strukturni
gen pro produkci enzymu B-galaktosidazy, lacZ, podléha kontrole genu sfiA. SOS funkce je tedy
zahrnuta Vv procesu inhibice bunééného dé€leni a aktivovana je pravé pii posSkozeni genetické
informace. Gen sfiA podléha kontrole represoru LexA, ktery je v pifipadé SOS odpovédi
inaktivovan aktivovanym RecA proteinem. Timto zpisobem zaéne byt pfepisovan gen lacZ a je
zahajena produkce enzymu [-galaktosidazy, ktera je spektrofotometricky detekovédna diky
pfeméné specifického chromogenniho substratu. Kvuli toxicit€¢ nekterych koncentraci
testovanych latek, se zacal pouzivat indikator toxického vlivu, pro spektrofotometrické sledovani
enzymu alkalické fosfatdzy, kdy pti poklesu jeji aktivity dojde k signalizaci toxicity. Hodnoceni
testu genotoxicity je tedy pomér aktivit téchto dvou enzymil.

Pro SOS Chromotest je nutné kmen E. Coli geneticky upravit tak, aby nebyla opravovana
pouze omezena poskozeni a doSlo tak ke zvySeni citlivosti testu. Dale bylo nutné upravit
bunécnou sténu takovym zplsobem, aby byl zajiStén lep$i pfistup testovaného materidlu
do burky [57].

Mikrobialni SOS Chromotest umoZiiuje detekci SOS mutageneze 1 po vystaveni Cinidlu
poskozujicimu DNA, coz je velkou vyhodou tohoto testu. Dalsi vyhodou je rychlost
screeningového testu genotoxicity, ktery trva (4—6) hodin. Je mozné ho vyuzit pro kvantitativni
analyzu a je adaptabilni k riznym podminkdm. Nevyhodou je citlivost na toxické ucinky
nékterych sloucenin [55].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité pristroje, pomiicky a chemikalie
Piistroje a pomiicky

* Analytické vahy Boeco, SRN

* Centrifuga Sigma Laborzentrifugen, SRN

*« HPLC/PDA/UV-VIS, ThermoFisher Scientific, Ultimate 3000, USA
« HPLC/UV-VIS, ThermoFisher Scientific, Finnigan SURVEYOR, USA
» Sonda Corneometer® CM 825

* Sonda Tewameter® TM 300

* Spektrofotometr VIS, Helios 6, Unicam, GB

* Systém MPA 5, Courage + Khazaka, SRN

* TRACE GC/FID, ThermoQuest S.p.A, Italie

* Trepacka IKA Yelow Line, SRN

« Ultrazvukova lazen PS 02000, CR

» Vakuové odparka RV 06, IKA, SRN

« Vodni lazen EL-20, Merci a.s., CR

* Vortex, TK35, Kartell spa, USA

* Vortex, TK35, Kartell spa, USA

Chemikalie

« ABTS, Sigma Aldrich, SRN

« Acetonitril, p.a., LachNer, CR

« Dodecylsiran sodny, p.a., LachNer, CR

« Diethylether, p.a., LachNer, CR

* Dusitan sodny, p.a., Lachema, CR

* Ethanol, p.a., LachNer, CR

« Ethanol, pro UV-VIS, Lachema, CR

* Fenol, p.a., LachNer, CR

* Folin-Ciocalteau ¢inidlo, Serva, SRN

* Glukosa monohydrat, p.a., LachNer, CR

* Hydroxid draselny, p.a., LachNer, CR

* Hydroxid sodny, p.a., LachNer, CR

¢ Chlorid hlinity, p.a., LachNer, CR

* Chlorid sodny, p.a., Lachema, CR

* Chloroform, VWR Chemicals BDH PROLABO, USA
« Katechin, Sigma Aldrich, SRN

* Krémovy zaklad Cremor basalis, Fagron, USA
* Kyselina L-askorbova, Sigma Aldrich, SRN

* Kyselina chlorovodikova (35%), LachNer, CR
* Kyselina gallova, Sigma Aldrich, SRN

« Kyselina metafosfore¢na, Lachema, CR

« Kyselina sirova (96%), LachNer, CR

* Methanol, p.a., Lachema, CR

« Octan sodny, p.a., LachNer, CR

* Peroxodisiran draselny, p.a., Sigma Aldrich, SRN
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« a-tokoferol, Sigma Aldrich, SRN

* Trolox, Sigma Aldrich, SRN

« Uhli¢itan sodny, p.a., LachNer, CR

Vsechny ostatni indikatory, ¢inidla a katalyzatory byly zapijceny v laboratofi.

3.2 Priprava vzorki pro analyzu

Vzorky bez fermentace

Pro praci byl poskytnut material z merunkového sadu v Pozoficich (320 m n. m.)
nachazejicich se nedaleko Brna, na okraji Drahanské vrchoviny. Byly sklizeny pouze padané
plody v pribéhu mésice ¢ervence a srpna roku 2015. Z merun¢k byly pribézné vyjimany pecky,
susené v loubkovém plochém kosi ve stinu po dobu 3 mésici. Celkem bylo naloZzeno pfiblizné
150 litrt mace a z néj ziskano asi 2 kg pecek.

V srpnu 2015 byly pecky mechanicky naruseny pomoci rotacniho louskdCku a jadra byla
vybirana ruéné. Timto zplGsobem vznikl vzorek MJ-—jadra sobaly z nefermentovanych
meruiikovych pecek. Cast vzorku MJ byla lisovana na lisu vyrobce Farmet s.r.o. na farmé
Vv Mikulové. Vytézek oleje byl piiblizné 0,5 dcl—vzorek MO. Odpad po lisovani jader,
pokrutina — MP. Shrnuti nalezneme v Tabulka 4.

Tabulka 4: Rada vzorkii bez fermentace

Oznaceni vzorku Material
MJ jadra s obaly z nefermentovanych merunikovych pecek
MO olej z nefermentovanych jader
MP pokrutina z nefermentovanych jader

Vzorek MJ a MP byly ulozeny do papirovych sacki a vzorek MO byl nalit do suché, Cisté
sklenice a hermeticky uzavien. Vzorky byly skladovany v temné mistnosti se stabilni teplotou
14 °C.

U vzorku MO doslo po ¢ase k sedimentaci kalu, a tudiz k rozdé€leni vrstev. Obsah vzorku byl
velice maly, protoZe vrstva kalu ¢inila zhruba 50 % celkového objemu.

Vsechny vzorky, které nebyly vystaveny procesu fermentace, mizeme vidét na Obr. 11.

> | R R A

Obr. 11: Rada vzorkii bez fermentace: meruiikova jadra (vievo), olej z meruitkovych jader (uprostied)
a pokrutina (vpravo)
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Vzorky po fermentaci

Pro tyto vzorky byly poskytnuty merunikové pecky z péstitelské palenice v Citonicich, okres
Znojmo. Sbér merunkovych plodi byl proveden na konci srpna 2015. Pecky byly ponofeny
do merunkového mace, ptipraveného pro paleni ovocného merunkového destilatu. Proces
fermentace trval 8 tydnd. Po celou dobu fermentace byly pecky ponofeny v tekutiné bez piistupu
vzduchu.

Po ukonéeni procesu fermentace byly pecky odseparovany z merunkového mace
mechanickym separatorem a vysypany na hromadu. Pecky nepodstoupily ohiivani v Kotli.
Ve stejny den byly rozhrnuty na betonové plose a suseny pod pfimym sluncem. Suseni probihalo
4 dny, dokud se na betonové plose neptestala délat vlhka mista. Pecky byly rozhrnuty do tenké
vrstvy a prubézné prohrabavany a obraceny. Ptes noc byly sklizeny pod stfechu. Po suseni byly
pecky uloZzeny do jutovych vakid, 0 objemu asi 40 kg, a skladovany na betonové podlaze
pod stiechou.

V pribéhu mésice zati byly pecky mechanicky naruseny rotacnim louskéackem. Diky ponofeni
pecek do mirné slané vody doslo k odseparovani vyloupanych jader a skofapek. Jadra byla ihned
posbirana pomoci sita a nechala se susSit ve stinu po dobu dvou dni. Takto vznikl vzorek FMJ —
fermentovana meruiikové jadra. Cast vzorku byla opét lisovana na lisu vyrobce Farmet s.r.o.
na farm¢ v Mikulové. V tomto piipadé byl vytézek oleje zhruba 3 dcl — vzorek FMO. Z odpadu
po lisovani, pokrutiny, vznikl vzorek FMP. Shrnuti mizeme vidét v Tabulka 5.

Tabulka 5: Rada vzorkii po fermentaci

Oznaceni vzorku Material
FMJ jadra s obaly z fermentovanych merunkovych pecek
FMO olej z fermentovanych pecek
FMP pokrutina z jader po fermentaci

Vzorky byly skladovany stejnym zpisobem jako vzorky bez fermentace. U vzorku FMO byla
opé&t pozorovana sedimentace kalu, doslo k odd¢leni prihledné vrstvy oleje.

Na Obr. 12 mizeme vidét ziskané vzorky po fermentaci.
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Obr. 12: Rada vzorkii po fermentaci: merurikova jadra (vievo), meruiikovy olej (uprostied) a pokrutina
(vpravo)
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Porovnani vzorkii

V Tabulka 6 nalezneme popis a porovnani jader ptfed fermentaci a po fermenta¢nim procesu.

Tabulka 6. Porovnani viastnosti jader pred a po fermentacnim procesu

VZOREK MJ FMJ

Vzhled obly, gumovity obly, gumovity
Vlastnost samostatné oddéleni slupky samostatné oddéleni slupky
Velikost po suseni 40 % z pavodnich Cerstvych jader 40 % z pivodnich Cerstvych jader
Barva bila, pololeskla skeln¢ bila, pololeskla
Chut’ stejna jako u Cerstvych jader mirné kysela

Tabulka 7 znazornuje charakterizaci a porovnani oleje =z Cerstvych jader a oleje
z merunkovych jader po kvaseni.

Tabulka 7. Porovnadni olejii z meruiikovych jader

VZOREK MO FMO

Vlastnost vytvoreni 3 jasné oddélenych vrstev vytvoreni 2 jasné oddélenych vrstev

1. vrstva (usazenina) = tmavé hnéda az )
zelend (tloustka cca 50 %) 1. vrstva (usazenina) = tmavé hnéda

az zelena (tloust’ka cca 30 %)

Barva 2. vrstva = svétle okrova (tloust'’ka cca 30 %)
] 2. vrstva = svétle okrova (tloustka
3. vrstva (olej) = prithledna, nazloutla cca 70 %)
(tloust’ka cca 20 %)
Chut’ olejnata, pfijemna nakysla

Srovnani vlastnosti pokrutiny ¢ili odpadu pfi vyrobé oleje, miizeme pozorovat v Tabulka 8.

Tabulka 8: Porovndani viastnosti pokrutiny pred a po kvaseni

VZOREK MP FMP

Barva okrovo-hnéda okrovo-hnéda
Struktura drobiva, mastna drobiva, mastna, hrudkovita
Zakoupené vzorky

Z diivodu nedostate¢ného mnozstvi dodaného oleje z merunikovych jader bez fermentace byl
pro pfipravu krémi zakoupen meruikovy olej znacky Saloos, ktery mizeme vidét na Obr. 13.
U tohoto oleje nebyla pozorovana zadna sedlina kalu, coz je zfejmé zptuisobeno vétsi upravou
oleje po vyrobé napt. filtraci. Olej mél po celém objemu stejnou konzistenci i1 barvu, kterd byla
trochu svétlejsi nez u dodanych oleji. Olej je rovnéz vyroben lisovanim za studena, ¢ili nedoslo
k zadné chemické ani tepelné Gipravé a zachovani ptivodni chuté i viing.
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Verurikovy olé)

Obr. 13: Merurnkovy olej Saloos

3.3 Izolace lipidi-Folchova metoda

U izolace lipidi z merunikovych jader je nutné, aby nejprve doslo k odstranéni vazeb
a nasledné hydrolyze. Pro tento postup byla zvolena Folchova metoda. Nejprve probéhla
mechanickd homogenizace, nasledovala vlastni extrakce tukli na rozhrani dvou nemisitelnych
kapalnych fazi a poté doSlo k odpateni organického rozpoustédla (chloroformu). Celkové
mnozstvi lipid bylo nakonec stanoveno gravimetricky [40], [58].

Navazka 1 g vzorku (vzorky MJ, MP, FMJ, FMP, viz Kapitola 3.2) byla homogenizovana
s malym mnozstvim motského pisku. Ke zhomogenizovanému vzorku bylo postupné piidano
40 ml extrakéni smési, Folchovo Cinidlo (chloroform: metanol v poméru 2:1), nasledné¢ byla
smes kvantitativné pfevedena do Erlenmayerovy banky a umisténa 1 hodinu na tfepacce, aby
probéhla extrakce. Smés byla piefiltrovana ptfes hladky filtr, pevny podil se vratil zpét
do Erlenmajerovy banky a bylo pfidano 25 ml Folchova ¢inidla. Opét nasledovala extrakce
na ttepacce po dobu 30 minut a piefiltrovani smési. Ke kapalnym podilim obou smési byla
pridana destilovana voda v poméru piiblizné 1:1. Smés bylo nutné odstiedit pii 3 500 ot/min
po dobu 10 minut, aby doslo k odd¢€leni fazi. Spodni chloroformova vrstva byla odpipetovana
do pfedem zvazené, suché slzickové barnky. Nasledovalo odpaieni chloroformu na vakuové
odparce a dosuseni v exsikatoru. Po vysuseni byl stanoven obsah tuku gravimetricky.

3.4 Stanoveni tukovych ¢isel

Stanoveni tukovych cisel, Cislo kyselosti, zmydelnéni, esterové a jodové Cislo, slouZzi
k charakterizaci vlastnosti tuku [40].

Cislo kyselosti

Do mensi kadinky byl navazen 1 g merunkového oleje (vzorky MO, FMO). Pomoci 25 ml
etanolu byla navaZzka kvantitativné pfevedena do titracni banky. Smés byla pfivedena k varu
anasledné k ni byly pfidany 3 kapky indika¢niho cinidla, fenolftaleinu. Za horka byla smés
titrovana odmérnym roztokem 0,1 M hydroxidem draselnym do riZzového zbarveni, které bylo
stalé 30 sekund. Zaroven byl proveden slepy pokus pouze s 25 ml etanolu.

Cislo zmydelnéni

Do mensi kadinky bylo navazeno 2 g oleje (vzorky MO, FMO). Navazka byla kvantitativné
prevedena prostiednictvim 25 ml KOH do destilacni baiiky, byly pfidany varné kulicky a smés
se nechala zmydeliiovat po dobu 30 minut pod zpétnym chladi¢em na topném hnizdé. AZ bylo
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dosazeno cirosti vzorku, pridaly se do n¢j za horka 3 kapky indikatoru-fenolftaleinu a ihned byl
titrovan odmérnym roztokem 0,5 M kyselinou chlorovodikovou do odbarveni indikatoru.
Soucasné byl proveden slepy pokus stejnym postupem bez vzorku.

Jodové Cislo

Do malé kadinky bylo navazeno asi 0,3 g oleje (vzorky MO, FMO). Navazka byla
kvantitativné prevedena do zabrusové Erlenmayerovy bainky pomoci 10 ml chloroformu.
K roztoku bylo napipetovano 25 ml jodmonobromidového roztoku a bainka byla uzaviena
zabrusovou zatkou ovlhéenou v roztoku KI, aby byl zadrzen unikajici jod. Obsah banky byl
promichdn lehkym krouZivym pohybem a bez pfistupu svétla, za obCasného promichani,
se nechal stat 1 hodinu. Paraleln¢ byl pfipraven slepy pokus bez navazky oleje. Po hoding
se zatky oplachly destilovanou vodou do ban¢k a do kazdé banky bylo pfidano 25 ml KI
odmérnym valcem. Po 1-2 minutach se ke smési piidalo 100 ml destilované vody. Poté probéhla
titrace odmérnym roztokem thiosiranem sodnym do zlutého zbarveni dle Rovnice (4). Nasledné
byly ke smési ptidany 3-5 ml Skrobového mazu a titrovalo se do odbarveni vodné faze.
V ptipad€ zbarveni spodni chloroformové faze do fialova, musela byt smés protifepana
a dotitrovana. Chloroformova vrstva smi byt zbarvena pouze rozpuSténym tukem do naZloutlého
aZz hnédého zbarveni.

l, +2Na,S,0, — 2Nal + Na,S,0, (4)

3.5 Stanoveni methylesteri mastnych kyselin plynovou chromatografii
Piiprava methylesterii mastnych kyselin

Postup piipravy methylesterti mastnych kyselin byl proveden dle normy CSN EN ISO 5509.
K navazce 0,5 g meruikového oleje (vzorky MO, FMO) bylo pfidano 5 ml hexanu. Poté bylo
do vialky, ze smési, pipetou odebrano 0,5 ml, ptidano opét 5 ml hexanu a 0,5 ml 2 M roztoku
KOH v metanolu. Smés byla intenzivné protfepavana po dobu pfiblizné 8§ minut a nasledné
se nechala 6 minut odstat pro oddéleni vrstev. Z horni hexanové faze byl odebran 1 ml vzorku
ke GC-FID analyze.

Podminky separace GC-FID analyzy

* Plynovy chromatogram TRACE GC (ThermoQuestS p.A., Italie).

* Plamenové ionizaéni detektor (FID), 250 °C, pritok vodiku: 35 ml/min, prutok vzduchu:
350 ml/min, make-up dusiku: 30 ml/min.

 Davkovani: autosampler bez déli¢e toku (1 ul), ventil uzavien po dobu 5 minut.

* Teplota injektoru: 250 °C

* Nosny plyn: dusik s pratokem 0,5 ml/min.

* Kapilarni kolona: DB-23 o rozmérech 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm.

* Teplotni program: 60 °C, 10 minut, vzestupny gradient 12 °C/min do 200 °C s vydrzi 10 min,
vzestupny gradient 5 °C/min do 220 °C svydrzi 15 min, vzestupny gradient 10 °C/min
do 240 °C s vydrzi 7 min.

* Celkova doba analyzy: 60 minut.

3.6 Stanoveni celkovych sacharidii dle Duboise

Jak jiz bylo zminéno v Kapitole 2.3.4, pti stanoveni celkovych sacharidi metodou dle
Duboise, se pro dehydrataci sacharidli pouzivd koncentrovand kyselina sirova. Nasleduje
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kondenzace furfuralu sfenolem a vzniklé barevné kondenzaty se nakonec stanovi
spektrofotometricky pii vinové délce 490 nm [44].

Nejprve byla sestavena kalibra¢ni kiivka glukosy o koncentraci (10-100) pg/ml. K navazce
0,01 g vzorku (vzorky MJ, MP, FMJ, FMP) bylo piidano 10 ml Kyseliny chlorovodikové, smés
se nechala hydrolyzovat po dobu 24 hodin. Do zkumavky byl napipetovan 1 ml
hydrolyzovaného vzorku, 1 ml 5% fenolu a 5ml kyseliny sirové. Smés se za obcCasného
promichani na vortexu nechala 30 minut stat, pot¢ se na 15 minut vlozily zkumavky
do ultrazvuku. Nakonec prob&hlo méfeni absorbance smési pii 490 nm pomoci UV-VIS
spektrofotometru. Soucasné byl proveden slepy pokus bez vzorku.

3.7 Stanoveni vlakniny dle Henneberga a Stohmana

Princip metody je uveden v Kapitole 2.3.5. JelikoZ jsou pro tuto metodu nutné pomérné velké
navazky, nebyl obsah vlakniny stanoven u vzorku MJ (nefermentovand merunkova jadra),
Z diivodu nedostatku tohoto vzorku.

Do 500 ml destila¢ni bariky bylo navazeno (2-3) g vzorku (vzorky MP, FMJ, FMP). K vzorku
bylo pifidano 200 ml 5% H>SOs4, smés se nechala vafit po dobu 30 minut pod zpétnym
chladicem. Poté byla provedena filtrace horkého roztoku pies filtracni kelimek. Zbytek
ve filtraénim kelimku byl zpét kvantitativné pfeveden do destila¢ni bariky pomoci 200 ml NaOH
a znovu se nechala 30 minut vatit pod zpétnym chladi¢em.

3.8 Stanoveni obsahu bilkovin dle Kjeldahla

Kjeldahlova metoda je univerzalni metodou pro stanoveni celkového dusiku v béznych
potravinach ¢i potravinovych surovinach, viz Kapitola 2.3.6. Z celkového obsahu dusiku
se vypoctem stanovi obsah hrubé¢ bilkoviny dle Rovnice (5). Kde c,, s, je koncentrace kyseliny

sirové, Vi o, je objem kyseliny sirové v piedloze, Cy,o, je koncentrace hydroxidu sodné¢ho,
Vi.on J€ objem hydroxidu sodného a m,, je hmotnost navazky vzorku. Cela rovnice je

vynasobena univerzalnim faktorem 6,25 [41].

Nejprve dochazi k mineralizaci vzorku. Do mineraliza¢nich trubic byl navazen 1 ¢ vzorku
(vzorky MJ, MP, FMJ, FMP), bylo piidano 10 ml koncentrované Kkyseliny sirové a 2 ¢
Weiningerova katalyzatoru (90 g siranu sodného, 7 g siranu rtutnatého, 1,5 g siranu méd’natého
a 1,5g selenu) a nasledné¢ se trubice vlozily do mineralizacniho bloku, kde se nechaly
mineralizovat po dobu 24 hodin. Mineralizace je ukoncena, jakmile je vzorek Ciry.

Mineralizat vzorku byl rozpustén v destilované vodé a kvantitativné pteveden do destila¢ni
banky, zaroven bylo ptfidano par kapek indikaéniho c¢inidla-fenolftaleinu. Béhem celé reakce
bylo ptidavano délici nalevkou 40 ml 33% hydroxid sodny. Uvolnény amoniak se piedestiloval
vodni parou do ptedlohy s 25 ml standardizovaného roztoku kyseliny sirové. Po 25 minutach
destilace byla ptfedloha snizena tak, aby konec chladi¢e nezasahoval do roztoku a destilace
probihala jest¢ 5 minut. Nésledné byly k roztoku pfidany 3 kapky Tashirova indikatoru
a titrovalo se odmérnym roztokem NaOH do Zlutého zbarveni.

14,01-2- [(Csto4 'Vsto4 )]_ (M]
2 -6,25

HB = (5)

mVZ
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3.9 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou TEAC

Pro stanoveni antioxidacni aktivity lze vyuzit fadu metod. Jednou z nejzakladnéjSich
a nejpouzivanéjsich je metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), ktera je zalozena
na testovini schopnosti vzorku zhaset kation-radikal ABTS™ (2,2¢-azinobis(3-ethyl-2,3-
dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). Stanoveni probiha pomoci UV-VIS spektrofotometrie
pfivlnové délce 734 nm, kdy dochazi ke sledovani Ubytku absorbance v ¢ase. Vysledna
antiradikalova aktivita vzorku je srovndvana s antiradikédlovou aktivitou syntetické latky Troloxu
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) [59].

Nejprve byla provedena extrakce. Navazka 0,04 g vzorku (vzorky MJ, MP, FMJ, FMP) byla
smichana s 2 ml 60% roztoku etanolu, apoté se smés nechala inkubovat v lazni pti 60 °C
1 hodinu. Po uplynuti 1 hodiny byly ependorfky se smési vlozeny do centrifugy na 5 minut,
pi1 4 °C a 1500 ot/min, pro sedimentaci tuhé¢ho podilu vzorku.

Pied samotnym méfenim bylo nutné piipravit kation-radikal ABTS™". Do odmérné baiky
o objemu 10 ml, bylo mnozstvi ABTS rozpusténo v destilované vodé tak, aby bylo dosahnuto
koncentrace 7 mM. Nasledné byl do odmérné banky ptidan peroxodisiran draselny o koncentraci
2,45 mM a baika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Odmérnou banku bylo potieba
obalit alobalem a ulozit do tmavého mista, aby nedoSlo k reakci se svétlem, pi1 pokojové teploté
12 hodin. Po uplynuti této doby, byl kation-radikal ABTS"" ziedén etanolem pro UV-VIS tak,
aby byla vysledna absorbance tohoto zasobniho roztoku, méfena pii 734 nm, 0,700 + 0,02. Jako
blank byl pouzit ¢isty etanol pro UV-VIS. Pro zjisténi absorbance v ¢ase nula (Ao) byl do zazené
kyvety napipetovan 1 ml pfipraveného zasobniho roztoku a 10 pl destilované vody. Nasledovalo
méfeni samotnych vzorkii. Opét byl do zGzené kyvety napipetovan 1 ml zasobniho roztoku
ABTS™, ale misto destilované vody, bylo pfidano 10 ul vzorku. Smés byla promichana
a ponechana v tmavém misté 10 minut. Po uplynuti této doby, byl méfen pokles absorbance (A1).

Spektrofotometrické méfeni absorbanci probihalo pii vinové délce 734 nm. Vysledna
absorbance byla stanovena na zaklad¢ rozdilu Ao a As.

Pro kalibraci byl ptipraven zasobni roztok Troloxu o koncentraci 400 pg/ml tak, Zze navazka
40 mg byla rozpusténa ve 100 ml odmérné baince 60% roztokem etanolu pro UV-VIS.
Koncentra¢ni fada byla piipravena v rozmezi (0-400) pg/ml. M¢&feni probihalo obdobné, jako
U méfeni samotnych vzorkll. Namisto vzorku byl pouzit roztok standardu Troloxu a misto
destilované vody, pro zjisténi absorbance v ¢ase nula, byl pouzit 60% roztok etanolu pro UV-
VIS. Jako slepy vzorek byl rovnéZ pouzit 60% roztok etanolu pro UV-VIS.

3.10 Stanoveni celkovych polyfenolii

Metoda stanoveni je zaloZzena na redukéni reakci Folin-Ciocalteaova c¢inidla (roztok
wolframovych a molybdenovych oxidt) s polyfenoly za vzniku modrého zbarveni, které lze
nasledné spektrofotometricky stanovit pfi vlnové délce 750 nm. Intenzita zbarveni se odviji
od koncentrace polyfenolii ptitomnych ve vzorku [60].

Navazka zhruba 0,04 g vzorku (vzorky MJ, MP, FMJ, FMP) byla smichana s 2 ml
60% roztoku etanolu, a poté se smés nechala inkubovat v lazni pti 60 °C 1 hodinu, aby doslo
k extrakci. Po hodiné byly ependorfky se smési vlozeny do centrifugy na 5 minut, pii 4 °C
a 1500 ot/min, pro sedimentaci tuhého podilu vzorku.
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Nejprve byla provedena kalibrace, kde byla jako standard pouzita kyselina gallova
0 koncentraci (0-1) mg/ml.Do zkumavky byly napipetovany 2 ml Folin-Ciocalteaova ¢inidla,
2 ml destilované vody a 100 pul vzorku. Smés byla promichana pomoci vortexu a nechala
se 5 minut odstat. Nasledné byly pfidany 2 ml nasyceného roztoku Na>COs, opét byla smés
promichana a ponechana 15 minut odstat. Nakonec prob&éhlo méteni absorbance pti vinové délce
750 nm pomoci UV-VIS spektrofotometrie. Soucasné byl ptipraven i slepy pokus, kde se misto
vzorku do smési pridalo 100 pl destilované vody.

3.11 Stanoveni celkovych flavonoidi

Metoda stanoveni celkovych flavonoidi se odviji od barevné zmény roztoku s hlinitou soli.
Dochazi ke vzniku oranzovo-zlutych komplexii, vyvolanych pravé ptitomnosti flavonoida, které
1ze spektrofotometricky detekovat pii vinové délce 510 nm [61].

Postup upravy vzorki (vzorky MJ, MP, FMJ, FMP) byl totozny jako v Kapitole 3.10.

Nejprve byla provedena Kkalibrace, pro kterou byl pouzit jako standard katechin
0 koncentracich (0-50) pg/ml. Do zkumavky byl napipetovan 1 ml vzorku, 3 ml destilované
vody a 0,4 ml NaNO>. Smés byla promichana na vortexu a nechala se 5 minut odstat. Ke smési
bylo ptiddno 0,4 ml chloridu hlinitého, opét doSlo k promichani a po 5 minutovém odstati se
piidaly 3 ml hydroxidu sodného a 2 ml destilované vody. Smés byla naposledy promichana
a po 15 minutaich bylo provedeno méfeni absorbance pomoci UV-VIS spektrofotometrie,
pii vinové délce 510 nm. Soucasné byl ptipraven i slepy pokus pouze s destilovanou vodou.

3.12 Stanoveni vitaminu C (kyseliny askorbové) metodou HPLC

Kyselina askorbova patii do skupiny vitaminii rozpustnych ve vodé, coz jsme se mohli docist
v Kapitole 2.2.6. Jedna se o nepfili§ stabilni latku, a ztohoto divodu je nutné vyuzit k jeji
extrakci kyselinu metafosforecnou, jejiz pritomnosti v roztoku dochazi ke stabilizaci vitaminu C.
Jako nejvhodnéjsi analytickd metoda pouzivana pro stanoveni kyseliny askorbové se ukazala
vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) [62].

Nejprve byla provedena kalibrace za pouziti roztoku Kyseliny L-askorbové o koncentra¢nim
rozmezi (0-50) mg/l. Navazka 1 g vzorku (vzorky MJ, MP, FMJ, FMP) byla rozetfena pomoci
moiského pisku a 5 ml 2% roztoku kyseliny metafosforeéné. Smés se nechala stit po dobu
10 minut, aby doslo k extrakci vitaminu C. Nasledné¢ byl odebran kapalny podil smési, ktery
se dal odsttedit pii 14 000 ot. na 3 minuty. Horni ¢ast byla ptefiltrovana ptes jednordzovy filtr
a ithned nastfiknuta na kolonu.

HPLC analyza probihala za izokratickych podminek a pouziti kolony Zorbax Eclipse C18-
NH> o rozmérech 4,6 mm x 150 mm % 5 um. Mobilni fazi tvofila smés 0,05 M octanu sodného
a acetonitrilu, ktera byla v poméru 95:5. Rychlost pritoku mobilni faze byla 0,6 ml/min, objem
davkovaci smycky 20 pl a teplota separace 30 °C. Ukonceni analyzy prob&hlo pomoci
spektrofotometrické detekce pii vinové délce 254 nm.

3.13 Stanoveni vitaminu E (tokoferolu) metodou HPLC

Jak jiz bylo zminéno v Kapitole 2.2.6, vitamin E patii mezi vitaminy rozpustné v tucich a jeho
nejaktivnéjsi forma je a-tokoferol. Stanoveni této formy tokoferolu v potravinach lze provést
riznymi metodami, jako napiiklad spektrofotometrickymi, kolorimetrickymi nebo
I chromatografii na tenké vrstvé. Tyto metody maji vSak urCitd omezeni, jsou ¢asoveé narocné
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a nejsou moc piesné. Jako nejicinngjsi se prokazala kapalinova chromatografie (HPLC). Tato
metoda se bézné pouziva, jak pro identifikaci, tak pro stanoveni koncentrace tokoferolu [63].

Nejprve byla provedena kalibrace za pouziti standardniho roztoku a-tokoferolu o koncentraci
(0-1) mg/ml. Navazka 1g vzorku (vzorky MO a FMO) byla kvantitativné¢ prevedena
do odpafovaci misky a bylo k ni pfidino 10 ml metanolického roztoku hydroxidu draselného.
Tento roztok byl piipraven rozpusténim 10 g KOH ve 20 ml destilované vody a néslednym
kvantitativnim pfevedenim do 100 ml odmérné banky, kde byl smésny roztok doplnén
metanolem po rysku.

Odpatovaci miska se smési byla vloZzena do termostatu, kde byla ponechana pii 80 °C zhruba
40 minut, aby doSlo ke zmydelnéni. Zmydelnény vzorek byl rozmichan v destilované vodé
a diethyletheru. Smés byla pievedena do Erlenmayerovy barky, kde doSlo k extrakci. Horni
organickd faze byla odpipetovdna do banky a ndsledné odparfena prostiednictvim vakuoveé
odparky. Aby bylo moZné nastiiknout vzorek na kolonu, bylo nutné rozpustit odparek v 1 ml
metanolu pro HPLC.

Pro HPLC analyzu byly zvoleny izokratické podminky za pouziti kolony Kinetex C18
s parametry 4,6 mm x 150 mm x 2,6 um. Jako mobilni faze byl zvolen metanol s pratokem
1 ml/min. Teplota separace byla 30 °C a objem davkovaci smy¢ky 20 ul. HPLC analyza byla
ukon¢ena UV-VIS detekei pti vinové délce 295 nm.

3.14 Stanoveni susiny susenim

Tato metoda je nejpouzivanéj$i na stanoveni obsahu vody v potravinaiskych produktech.
Vhodné upraveny vzorek se vysu$i do konstantni hmotnosti a nasledn¢ se zvazi [41].

Hlinikové misky i s odkrytymi vicky byly nejprve vysuSeny pii 105 °C v susarné, nechaly
se vychladnout v exsikatoru a i s vickem byly zvazeny. Do misek byly rychle navazeny 3 g
vzorku (vzorky MJ, MP, FMJ, FMP), a byly vlozeny do susarny, kde se susila pti 105 °C zhruba
3 hodiny. Poté byly misky uzavieny vickem, ponechany V exsikatoru kvili vychladnuti
a zvazeny. Nasledné¢ byly misky se vzorkem umistény Opét do su$arny na 30 minut
a po vychladnuti zvazeny. Tento postup byl opakovan, dokud nebyl rozdil mezi poslednimi
dvéma vazenimi mensi nez 2 mg.

3.15 Priprava a u€inky krémi z meruiikového oleje

Nejprve byly z vybranych vzorka olejii ptipraveny krémy o rtizné koncentraci olejové slozky.
Nasledné, po jejich aplikaci na pokozku, byla testovana schopnost hydratace pokozky
a zabranovani transepidermalni ztraty vody (TEWL). Méfeni bylo provedeno pfistrojem MPA 5,
pomoci korneometru a tewametru, viz Kapitola 2.4. Na Obr. 14 mizeme vidét sondy
S pfistrojem.
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Obr. 14: Pristroj MPA 5 a sonda tewametru (vievo) a korneometru

Piiprava krémii

Na piipravu krémit byl pouzit krémovy zaklad Cremor basalis, jehoz sloZeni nalezneme
v Tabulka 9. Krémovy zéaklad neobsahuje zadné bézné konzervanty (napi. parabeny, sorbaty,
apod.), je typem emulze olej ve vodé¢ a mé vyrovnany podil téchto fazi. Vyznacuje
se ambifilnimi vlastnostmi umoznujici zapracovat do sebe latky hydrofilniho 1 lipofilniho
charakteru [64].

Do krémového zékladu byly vmichany oleje, a to, fermentovany olej (vzorek FMO)
azdavodu nedostateéného mnozstvi dodaného merunkového oleje (vzorek MO), byl
pro porovnani pouzit kupovany meruiikovy olej znacky Saloos, viz Kapitola 3.2. Zminéné oleje
byly pfidany v ur€itém mnozstvi tak, aby pfipravené¢ krémy mély vyslednou koncentraci 3%
a 5%. Do plastového kelimku bylo nejprve navazeno potiebné mnozstvi oleje, ke kterému byl
nasledné piimichan krémovy zaklad tak, aby vysledna hmotnost krému byla 10 g. Takto
piipravené krémy muzeme vidét na Obr. 15.

Tabulka 9. Slozeni krémového zdkladu Cremor basalis

Slozka Mnozstvi (9/100 g)
Glyceroli monostearas 4.0
Alcohol cetylicus 6,0
Triglycerida saturata media 7,5
Vaselinum album 25,5
Macrogol 20 glyceroli monostearas 7,0
Propylenglycolum 10,0
Agua purificata 40,0
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Obr. 15: Pripravené krémy

Krémy byly nasledné naplnény do injek¢énich stiikacek, i véetné ¢istého krémového zakladu
a ulozeny do exsikatoru pro dalsi pouziti.

Méieni hydratace a transepidermadlni ztraty vody

Pro experiment byla sestavena skupina péti probandi ve véku 23-24 let. Experiment probihal
po dobu dvou dnti vzdy ve stejné mistnosti a pfi stejné teplote.

Pied zahajenim méfeni hydratace a TEWL bylo nutné piipravit 0,5% roztok SDS
(dodecylsiran sodny) ve fyziologickém roztoku (0,9% roztok NaCl ve vodg&) pro odmasténi
pokozky. Do roztoku byly pomoci pinzety méafeny prouzky filtracniho papiru o rozmérech
1,5 x 4 cm a ptikladany na vnitini stranu pfedlokti pravé i levé ruky. Na obé ruce bylo celkem
ptilozeno 6 prouzku, které byly pielepeny naplasti, aby nedoslo k odpatovani roztoku, viz Obr.
16. Odmast'ovani pokozky probihalo 2 hodiny.

Obr. 16: Odmastovani pokozky na vnitini strané predlokti

Ptipravené krémy i Cisty krémovy zdklad Cremor Basalis byly naplnény do injek¢nich
stiikacek o objemu 5 ml a vloZeny do exsikatoru. Po dvou hodinach odmast'ovani pokozky byly
odstranény naplasti a prouzky filtracniho papiru. Plochy pod filtra¢nim papirem byly oznaceny
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fixem a proméfeny sondami. Nasledné byly, na oznafenad mista, naneseny a rovnomeérné
rozetieny krémy, ptipravené v injekénich stiikackach, o objemu 0,2 ml, viz Obr. 17.

i.

Obr. 17: Predlokti po aplikaci krémii

Poradi nanaSeni krémii, které zacalo vzdy od levého predlokti, mizeme pozorovat v Tabulka
10.

Tabulka 10: Poradi aplikace krémii

Poradi Vzorek

1 pouze odmasténa pokozka (pro kontrolu méteni)
Cisty krémovy zaklad

3% krém z fermentovaného oleje

5% krém z fermentovaného oleje

3% krém z kupovaného oleje Saloos

o 01 B~ W DN

5% krém z kupovaného oleje Saloos

Po aplikaci krémii byla oznacend mista proméfovana sondami pro korneometr a tewametr
vzdy po 2, 4 a 24 hodinach u kazdého z proband.

3.16 Testovani Genotoxicity-SOS Chromotest

Testovani genotoxicity meruiikovych oleji (vzorky MO a FMO) bylo provedeno soub&zné
se zpracovanim bakalafské prace Michaely Ruckové, kterda se zabyvala tématem: VyuZiti
bunecnych kultur k testovani prirodnich latek rostlinného piivodu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Izolace lipidi-Folchova metoda

Na zaklad¢é porovnani metod z Kapitoly 2.3.1 a nastudované literatury byla pro izolaci lipidu
zvolena pravé Folchova metoda, ktera se ukazala jako nejvhodnéjsi pro nase vzorky. V Tabulka
11 mizeme pozorovat vysledky stanoveni mnozstvi tuki v jednotlivych vzorcich (viz Kapitola
3.2). Stanoveni bylo u kazdého vzorku provedeno celkem ttikrat a z dil¢ich vysledka byl
vypocitan primér a smérodatna odchylka pomoci programu Excel. Obsah lipidu v jednotlivych
vzorcich byl pfepocitan na 100 g suroviny pro lepsi porovnani s deklarovanymi hodnotami.

Tabulka 11: Vysledky stanoveni izolace lipidii v jednotlivych vzorcich

VZOREK MJ MP FMJ FMP

Obsah lipidi (g/100 g) 29,17 + 0,26 31,31 40,14 34,51 + 0,40 31,30+ 0,35

Jiz v Kapitole 2.2.1 bylo uvedeno, Ze deklarovany obsah lipidi v meruiikovych jadrech, resp.
olejnatost semen, se pohybuje v rozmezi (43-53) %. Deklarované hodnoty pro mnozstvi lipida
v pokrutiné se nam bohuzel nepodafilo nikde najit. Z Tabulka 11 mizeme vycist, ze se nam
podatilo z ¢istych meruiikovych jader vyizolovat 29,17 g, z nefermentované pokrutiny 31,31 g,
z merunikovych jader po fermentaci pak 34,51 g a z pokrutin po fermentaci 31,30 g na 100 g
suroviny. Nase vysledky jsou zna¢né niz$i nez deklarované hodnoty, coz mohlo byt zptisobeno
nedostateCnou extrakci a také tim, ze obsah lipidd se odviji pfedevSim od odridy merunky
a olejnatosti semen, tudiz deklarované hodnoty uvadéné v odborné literatufe nemusi byt aplné
presné.

Z Tabulka 11 mtzeme také vycist, Ze obsah lipidi u nefermentovanych jader je niz$i nez
u jader po fermentaci. Hodnoty u nefermentované i fermentované pokrutiny jsou pfiblizné stejné.
V Kapitole 4.10 najdeme stanoveni obsahu suSiny a vlhkosti v jednotlivych vzorcich, coz tzce
souvisi pravé se stanovenim mnozstvi lipida. Plati pravidlo, ze ¢im je obsah tuku v materialu
veétsi, tim je menSi mnozstvi vody a naopak. Toto pravidlo odpovida i1 obsahu lipida
Vv merunkovych jadrech a v jadrech fermentovanych. Jak jiz bylo zminéno, odchylka miize byt
zpusobena druhem materidlu a také samotnym ziskavani danych olejt.

4.2 Stanoveni tukovych ¢isel

Stanoveni lipidovych ¢isel urCuje vlastnosti tuku, coz jsme zminili uz v Kapitole 2.4. Patii zde
¢islo zmydelnéni, kyselosti a dale esterové a jodové Cislo.

Stanoveni tukovych ¢isel prob&hlo u nefermentovaného oleje a oleje po fermentaci (vzorky
MO a FMO). VSechna stanoveni byla provedena celkem ttikrat, z jednotlivych vysledka byl
vypocitan pramér a smérodatna odchylka rovnéz za pouziti programu Excel. Veskeré vysledky
muzeme vidét v Tabulka 12.

Tabulka 12: Vysledky stanoveni tukovych cisel ve vzorcich olejii

VZOREK Cislo zmydelnéni Cislo kyselosti Esterové Cislo Jodové Cislo
MO 169,26 + 0,34 53,33 +0,99 115,92 + 1,32 97,43 +£0,32
FMO 177,73+ 0,90 59,38 +£0,16 118,35+ 1,06 98,62 + 0,49
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V Tabulka 13 mizeme pozorovat deklarované hodnoty, které jsou uvadéné v odborné
literatufe. Uvedené hodnoty jsou pouze pro olej z nefermentovanych merunkovych jader,
pro olej po fermentaci nebyly bohuzel hodnoty k dohledani. Také mtizeme z tabulky pozorovat,
ze se zde nenachdzi hodnota pro esterové ¢islo, a to proto, Ze esterové Cislo se stanovuje pouze
Z rozdilu ¢isla zmydelnéni a Cisla kyselosti.

Tabulka 13: Deklarované hodnoty tukovych cCisel pro merurikovy olej [18], [65]

Cislo zmydelnéni Cislo kyselosti Jodové &islo

Merurikovy olej 161,58-178,72 2,27-2,58 95-110

Z obou tabulek miZeme vycist, Ze nami stanovené hodnoty Cisla zmydelnéni se pohybuji
v rozmezi standardnich hodnot. Pro olej z nefermentovanych jader (vzorek MO) je tato hodnota
169,26 a pro olej z jader po fermentaci (vzorek FMO) 177,73 mg hydroxidu draselného,
potiebného K neutralizaci volnych i vazanych mastnych kyselin v 1 g tuku. Cislo zmydelnéni
tudiz udava obsah veskerych mastnych kyselin ve vzorku. Toto tvrzeni je doloZeno v nasledujici
kapitole (4.3), kde se mizeme docist, Ze obsah mastnych kyselin u vzorku po fermentaci je
skutecné vyssi nez u vzorku bez fermentace.

Dale bylo stanoveno cislo kyselosti, které bylo u vzorku MO, ¢ili nefermentovaného oleje
stanoveno na 53,33 a u vzorku FMO, oleje z jader po fermentaci, na 59,39 mg KOH. Toto
mnozstvi je potiebné k neutralizaci 1 g tuku a Ize z néj odvodit mnozstvi volnych mastnych
kyselin. V obou tabulkach mtizeme vidét, Ze se nase hodnoty od téch standardnich zna¢né 1isi
aze hodnota u vzorku po fermentaci je vys$i nez u oleje bez upravy. Merunkovy olej
po fermentaci tedy obsahuje vétsi mnoZstvi volnych mastnych kyselin nez olej, ktery nebyl
vystaven fermentacnimu procesu. Chyba mohla pravdépodobné vzniknout jiz pii vyrob¢ oleju
(viz Kapitola 3.2) nebo jejich dlouhodobym skladovanim. Pfi nespravném skladovani mohlo
dojit k oxidaci meruiikovych oleji. Jiz vySe jsme se mohli docist, ze cislo kyselosti
charakterizuje také kvalitu jedlych tukd. V nasem piipadé, tudiz podle vSeho, vzniklo jakési
znehodnoceni téchto olejh.

Jiz bylo zminéno vyse, Ze esterové Cislo je stanoveno pouze z rozdilu hodnot Cisla zmydelnéni
a Cisla kyselosti. Lze z né&j vSak vypocitat i dalsi udaj, a to, procentualni zastoupeni glycerolu
vtuku. V Tabulka 12 mizeme vidét, Zze esterové ¢islo je urCeno ve vzorku MO na 115,92
avevzorku FMO na 118,35 mg KOH, které je potfebné k neutralizaci estericky vazanych
kyselin v 1 g tuku. Z téchto hodnot byl tedy vypocitan i pfiblizny procentualni obsah glycerolu
v tuku podle Rovnice (6) [41].

% glycerolu=0,0547-C, (6)

V oleji z nefermentovanych merunikovych jader (vzorek MO) se nachazi 6,34 % glycerolu
avoleji zjader po fermentaci (vzorek FMO) pak 6,47 % glycerolu. Stanovené hodnoty
esterového ¢isla mohou byt zkresleny Spatnym uréenim cisla kyselosti, jelikoZz, jak jsme uz mohli
docist, ¢isla kyselosti naSich vzorkli neodpovidaji deklarovanym hodnotam.

Jako posledni bylo stanoveno jodové cislo, které u vzorku MO nabyva hodnoty 97,43
a u vzorku FMO 98,62 g jodu, které se aduje na 100 g tuku. | pohledem do Tabulka 13 mizeme
fici, Ze se tyto hodnoty pohybuji v rozmezi standardnich hodnot uvadénych v odborné literatuie.
Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3.2, toto ¢islo udava mnozstvi dvojnych vazeb ¢ili mnozstvi
nenasycenych mastnych kyselin v tuku. Tento fakt potvrzuje i Obr. 19 v Kapitole 4.3, na kterém
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miiZzeme pozorovat, ze se v merunkovém oleji po fermentaci nachazi opravdu velké mnozstvi
nenasycenych mastnych kyselin.

4.3 Obsah mastnych kyselin

Identifikace a obsah mastnych kyselin byl stanoven metodou GC-FID (viz 3.5). Obsah
mastnych kyselin byl stanoven u obou vzorka celkem dvakrat, a to, ihned po obdrzeni vzorka
a nasledné po roce skladovani. V Tabulka 14 jsou uvedené vysledky z obou stanoveni mastnych
kyselin i jejich deklarované hodnoty z odborné literatury. U obou vzorki bylo vypoc¢itano pouze
procentualni zastoupeni mastnych kyselin s nejvétsim obsahem. Vypocet byl proveden pomoci
standardd pro GC analyzu, které zahrnuji retencni Casy, koncentrace a plochy pikii methylesterti
mastnych kyselin za optimalnich podminek.

Tabulka 14: Obsah mastnych kyselin v merurnikovém oleji [66], [67]

VZOREK MO FMO Deklarované
Mastna Kyselina 1. méfeni | 2. méfeni | 1. méFeni 2. méfeni hodnoty (%)
Olejovs (%) 48,25 43,53 49,77 42,78 56-70
Linolova (%) 29,14 25,49 28,73 21,04 22-30
Palmitov4 (%) 13,16 12,39 15,10 12,14 38

Pohledem na hodnoty v Tabulka 14 vidime, Zze obsah mastnych kyselin naSich vzorki
se nepohybuje v rozmezi standardnich hodnot, a to ani po méfeni vzorkt ihned po obdrzeni
(1. méfeni). Po prvnim méfeni se v oleji bez fermentace (vzorek MO) nachazelo 48,25%
kyseliny olejové, 29,14% kyseliny linolové a 13,16% kyseliny palmitové. Zbylych 9,45% tvoii
ostatni, pfevazn¢ nasycené¢ mastné kyseliny (napf. stearova, myristova, pentadekanova, apod.).
Mnozstvi téchto tfi mastnych kyselin v oleji po fermentaci (vzorek FMO) byly lehce vyssi nez u
vzorku MO. Bylo zde 49,77 % kyseliny olejové, 28,73 % kyseliny linolové a 15,10 % kyseliny
palmitové, zbylych 6,40 % tvoii opét ostatni, pievazné nasycené mastné kyseliny. Oba profily
mastnych kyselin nalezneme v piiloze této prace (viz Ptiloha 1 a Piiloha 2).

Po ro¢nim skladovani obou oleji (viz 2. méfeni) byl obsah mastnych kyselin ve vzorku MO
stanoven na 43,53 % kyseliny olejové, 25,49 % kyseliny linolové a 12,39 % kyseliny palmitové.
Zbyvajicich 18,59 % bylo opét tvofeno zbylymi mastnymi kyselinami. Ve vzorku FMO
se nachazelo 42,78 % kyseliny olejové, 21,04 % kyseliny linolové a 12,14 % kyseliny palmitové.
Zbylé mastné kyseliny tvoii 24,04 %. Porovnani procentudlniho zastoupeni mastnych kyselin
nalezneme na Obr. 18. Zkterého muzeme vycist, ze celkové jsou nejvice zastoupené
mononenasycené mastné kyseliny, kde patti kyselina olejova a dale napf. kyselina
myristoolejova a palmitoolejova. Z Tabulka 14 i grafu je patrné, Ze celkové, obsahy zminénych
mastnych kyselin po ro¢nim skladovani mirné€ poklesly.

Nicméng, jak mizeme vidét z Obr. 19, u oleje po fermentaci se celkové nachazi veétsi
mnozstvi nenasycenych MK nez u oleje bez tohoto procesu, coz dokazuje i Jodové ¢Eislo
stanovené v Kapitole 4.2.
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Obr. 19: Obsah nenasycenych mastnych kyselin

4.4 QObsah celkovych sacharidii

Na zékladé porovnani metod (z Kapitoly 2.3.4) a nastudované literatury, byla pro stanoveni
celkovych sacharidii vybrana pravé spektrofotometricka Duboisova metoda, ktera se zdala byt
pro nase vzorky nejoptimalnéjsi. Méfeni absorbance, probéhlo u kazdého vzorku celkem tiikrat
anasledné byl z dil¢ich vysledki vypocitan primeér, ktery byl dosazen do rovnice line4rni
regrese kalibra¢ni pfimky glukosy, kterou nalezneme na Obr. 20. Timto zptisobem byl vypocitan
obsah celkovych sacharidi v jednotlivych vzorcich a smérodatna odchylka. Vysledné hodnoty
byly vztazeny na 100 g suroviny a mizeme je vidét v Tabulka 15.
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Obr. 20: Kalibracni kiivka glukosy

Tabulka 15: Obsah sacharidii v jednotlivych vzorcich

VZOREK MJ MP FMJ FMP

Obsah sacharidii (g/100 g) | 11,20 +0,22 9,19 + 0,52 5,33 + 0,27 5,15 + 0,10

Deklarované hodnoty pro mnozstvi sacharidti v merunikovych jadrech se pohybuji v rozmezi
hodnot (7-14) % (viz Kapitola 2.2.2), pro pokrutiny a jadra po fermentaci se nam bohuzel
nepodatilo standardni hodnoty nikde nalézt. Pohledem do Tabulka 15 vidime, Ze obsah sacharidi
v merunikovych jadrech bez fermentace (vzorek MJ) je 11,20 % a odpovida tak danému rozmezi
deklarovanych hodnot. MnozZstvi sacharidi u vzorku FMJ ¢ini 5,33 % a je zna¢né mens$i nez
u vzorku MJ, coz je v potadku, jelikoZ pii procesu fermentace slouzi sacharidy jako hlavni zdroj
energie pro mikroorganismy. Stejné je to i u vzorku MP a FMP. V pokruting, ktera nebyla
vystavena procesu fermentace je obsah celkovych cukri 9,19 % a v pokrutiné po fermentaci pak
5,15 %. Odchylka ve stanoveni mize byt zpisobena materidlem, jelikoz vzorky pred fermentaci
byly z jiné oblasti nez vzorky po fermentaci, tudiz na to mohly mit vliv i klimatické podminky,
doba sbéru, uprava materidlu po sklizni apod. To, Ze se celkové v pokrutin€¢ nachazi mensi
mnozstvi sacharidli, nez v jadrech je pravdépodobné zplisobeno zménou sloZeni, resp. 1 g jadra
nemusi odpovidat slozeni 1 g pokrutiny, jelikoz se jedna o odpad pii vyrobé oleje-vylisovany
kolac.

4.5 QObsah vlakniny

Stanoveni vldkniny se provadi chemickymi a enzymovymi metodami, znichz je
nejrozsifenéj$i pravé Hennebergova-Stohmanova metoda, viz Kapitola 2.3.5. Jelikoz jsou
pro tento postup vyZadovany pomérné velké navazky vzorku, bylo stanoveni provedeno pouze
dvakrat u vzorkd MP, FMJ a FMP. Z dil¢ich vysledkii byl vypocitan primér a smérodatna
odchylka, vysledné hodnoty byly pfepocitany na 100 g materialu a jsou uvedeny Tabulka 16.
Vlaknina nebyla viibec stanovena u vzorku MJ, protoze jsme tohoto vzorku neméli dostatek.
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Tabulka 16: Obsah vidkniny v jednotlivych vzorcich

VZOREK

MP

FMJ

FMP

Obsah vlakniny (g/100 g)

9,71 +0,44

4,74 +0,17

6,02 +0,14

V odborné literatufe uvadi standardni hodnoty pro mnozstvi vlakniny v jadrech 5,4 %
a v pokrutiné¢ (7-10,8) % [18]. Pro vzorky po fermentaci opét nemame deklarované hodnoty
k dispozici. Z Tabulka 16 muzeme vycist, Ze se v jadrech po fermentaci nachazi 4,74 %
vlakniny, coz nemizeme porovnat se standardni hodnotou, protoze ta je uvedena pro jadra
bez fermentace. Nemlzeme ani fict, zda je tato hodnota spravna v porovnani s obsahem vlakniny
ve vzorku MJ, jelikoz jak jiz bylo zminéno, z divodu malého mnozstvi materidlu nebylo
stanoveni u tohoto vzorku provedeno. Z danych deklarovanych hodnot vSak mizeme odvodit,
7e hodnoty pro jadra jsou men$i nez pro pokrutinu. Ve vzorku MP je 9,71 % vlakniny
a ve vzorku FMP pak 6,02 %. Protoze jsou celkové hodnoty mnozstvi vlakniny vétsi u pokrutin,
muzeme se pouze domnivat, Ze pro vzorek MJ byla tato hodnota jesté vétsi nez u FMJ. Mnozstvi
vlakniny, v jednotlivych vzorcich, mohl také ovlivnit kmen mikroorganismu pouzity
pro fermentaci. Nékteré kmeny MO pottebuji mit v Zivném médiu praveé vladkninu K piipadnym
chybam, mohlo dojit i pfi neopatrném suseni a vazeni diky velké hygroskopi¢nosti vlakniny.

4.6 Obsah bilkovin

Stanoveni bilkovin bylo provedeno pomoci Kjeldahlovy metody, jejiz postup nalezneme
v Kapitole 3.8. U vSech vzorka probéhl tento postup celkem tiikrat a nasledné byl proveden
vypocet obsahu pomoci Rovnice (5). Pomoci programu Excel byl z dil¢ich vysledkt vypocitan
primér a smérodatna odchylka pro porovnani s deklarovanymi hodnotami. V Tabulka 17
muzeme vidét vysledky u jednotlivych vzorkl, kde jsou uvedena mnozstvi vztazena na 100 g
suroviny.

Tabulka 17: Mnozstvi bilkovin v jednotlivych vzorcich

VZOREK MJ MP FMJ FMP

Obsah bilkovin (g/100 g) 2422+146 | 2476+151 | 1654+033 | 19,52+ 055

Standardni hodnoty obsahu bilkovin, uvadéné v odborné literatuie, by mély byt v rozmezi
hodnot (23-27) % pro meruiikova jadra bez fermentace. Pohledem na hodnoty v Tabulka 17
zjistime, ze mnozstvi bilkovin v merunikovych jadrech (vzorek MJ) je 24,22 % a skute¢né
se pohybuje vrozmezi deklarovanych hodnot. Ve vzorku FMJ bylo mnozstvi stanoveno
na 16,54 %. Proteiny, jakozto dusikaté latky, jsou nutné pro Zivé organismy k zajisténi zivotnich
funkci. Bilkoviny jsou slozeny z aminokyselin, které obsahuji ve své struktuie amino (—NH2)
skupinu, tudiz slouzi mikroorganismim jako zdroj dusikatych latek. Proto by mél byt obsah
bilkovin po fermentaci mensi nez pied timto procesem, stejné jako u sacharidi.

Porovnanim hodnot mnozstvi proteinii v pokrutinach zjistime, ze obsah bilkovin ve vzorku
MP je 24,76 % a je vétsi nez obsah ve vzorku FMP, kde se nachazi 19,52 % bilkovin. Jak jiz
bylo zminéno, u stanoveni sacharidli, odchylka v méfeni mohla byt zplisobena materidlem,
respektive zménou sloZeni jednotlivych vzorkd.

Na Obr. 21 mizeme vidét, jak procentualni mnozstvi proteini v jednotlivych vzorcich, tak,
pro porovnadni, také obsahy lipidi a sacharidi. Tyto biologicky aktivni latky patii mezi

vvvvvv
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organismus. Z obrazku je patrné, ze proces fermentace vyrazné snizil mnozstvi sacharidl
I proteintl. Nejveétsi zastoupeni lipidi se nachazi v merunkovych jadrech po fermentaci, zatim
co ve zbytku vzorki je toto mnozstvi priblizné stejné. Obsah proteint Vv jadrech i v pokruting bez
fermentace se pohybuje pfiblizné¢ ve stejnych hodnotach. Nejvétsi zastoupeni sacharidl je
v nefermentovanych jadrech, pak v pokruting a ptiblizné stejné pak ve vzorcich po fermentaci.
Jak jiz bylo zminéno, jednotlivé hodnoty se také odvijeji od odridy merunék a klimatickych
podminek péstovani.
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Obr. 21: Procentudlni zastoupeni zdkladnich nutricnich hodnot v jednotlivych vzorcich

4.7 Antioxidacni aktivity

Antioxidaéni aktivita byla stanovena u vzorki MJ, MP, FMJ a FMP dle postupu uvedeném
v Kapitole 3.9. Mé&feni absorbance probéhlo u kazdého vzorku celkem tiikrat a nasledné byl
Z téchto hodnot vypocitdn primér. Vysledna koncentrace byla ziskdna dosazenim primérné
absorbance do rovnice regrese kalibraéni kiivky, kterou mizeme vidét na Obr. 22. Antioxidaéni
aktivita je nakonec vyjadiena v ekvivalentech standardu, Troloxu. Kone¢né hodnoty byly
pfepocitany na 1 g suroviny, rovnéZz byla pomoci Excelu vypocitana i1 smérodatnd odchylka
a vysledek mtizeme vidét v Tabulka 18.
Tabulka 18: Antioxidacni aktivita jednotlivych vzorkii

VZOREK MJ MP FMJ FMP

Antioxida¢ni aktivita
+ + + +
(mg TEAC/g) 2,40 + 0,001 6,87 + 0,004 6,44 + 0,005 7,09 + 0,005

47



0.6
05 A=0.001¢
R2=0991
04
= 03 | 4
02 + +
o+
0.1
|:|=|:| i i i i
0 100 200 300 400 500

¢ (ng/ml)

Obr. 22: Kalibracéni kiivka Troloxu

Pohledem do Tabulka 18 zjistime, Ze nejvySsi antioxidac¢ni aktivita 7,09 mg/g je
fermentované merunkové pokrutiny (vzorek FMP). Hodnoty u vzorku FMJ a MP jsou piiblizné
stejné a nejmensi antioxidacni aktivitu vykazuji merunikova jadra bez fermentace (vzorek MJ).
Tento fakt je doloZen i v nasledujici kapitole (4.8), kde byl stanoven celkovy obsah polyfenoli
a flavonoidt, jakozto zakladnich antioxidac¢nich latek. Kde jsou obsahy téchto latek také nejvyssi
u vzorku FMP, déle hodnoty u vzorki FMJ a MP jsou pfiblizné stejné a nejméné téchto
slouc¢enin se nachazi ve vzorku MJ.

Chyba v méfeni mohla byt zplsobena pii tpravé vzorku-extrakci, kdy nemuselo dojit
k dokonalému uvolnéni z jednotlivych vzorku.

4.8 Obsah celkovych polyfenolu a flavonoidi

Stanoveni polyfenoli 1 flavonoidi probéhlo na zakladé méfeni absorbance na UV-VIS
spektrofotometru, cely postup nalezneme v Kapitolach 3.10 a 3.11. U kazdého vzorku bylo
mé&feni absorbance opakovano tiikrat a z jednotlivych hodnot byl vypo¢itan primér. Pro zjisténi
vysledné koncentrace polyfenoli i flavonoidi byly tyto hodnoty dosazeny do kalibraénich kiivek
katechinu a kyseliny gallové, které mizeme vidét na Obr. 23 a Obr. 24. Koncentrace byla
pfepocitana na 1 g vzorku a rovnéz byla vypoctena smérodatna odchylka. Kone¢né hodnoty
muzeme vidét v Tabulka 19.
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Obr. 24: Kalibracni kiivka kyseliny gallové

Tabulka 19: Vysledné hodnoty celkovych polyfenolii a flavonoidii

VZOREK MJ MP FMJ FMP
Polyfenoly (mg/g) 5,34 + 0,0057 6,15 + 0,0040 6,29 = 0,0021 7,59 + 0,0036
Flavonoidy (mg/g) 1,17 +0,0022 5,91 + 0,0009 5,99 + 0,0090 7,27 +0,0482

Z Tabulka 19 je patrné, Ze obsah polyfenol i flavonoidi je nejmensi u Cistych jader, kde
se nachazi 5,34 mg/g polyfenolt a 1,17 mg/g flavonoidd. U nefermentované pokrutiny
a fermentovanych jader jsou mnoZzstvi polyfenolll i1 flavonoidii pfiblizné stejnd, pohybuji
se okolo hodnoty 6 mg/g. Nejvétsi obsah téchto latek je pak v pokrutiné po fermentaci, kde je
7,59 mg/g polyfenold a 7,27 mg/g flavonoidi. Porovnani hodnot u jednotlivych vzorka
nalezneme na Obr. 25. I piesto, Ze pro obsah polyfenolii a flavonoidit v merunkovych jadrech

49



se ndm nepodafilo najit standardizované hodnoty, mlzeme tato mnozstvi potvrdit také
stanovenim antioxidacni aktivity (viz Kapitola 4.7). V predeslé kapitole se totiz mizeme dodist,
ze nejvyssi antioxida¢ni aktivitu vykazuje pravé fermentovand pokrutina, dale fermentovana
merunkova jadra a meruiikova pokrutina, a nakonec merutikova jadra bez fermentace.

MnoZzstvi (mg/g)
L T e e L o e I =

Vzorek

E Polvfenoly ®Flavonoidy

Obr. 25: Obsah polyfenoli a flavonoidii v jednotlivych vzorcich

Piipadné chyby ve stanoveni by mohly byt zptisobeny pii tpravé vzorku (viz Kapitola 3.10),
kdy nemuselo dojit k dostatecné extrakci, coz mohlo vyrazné€ ovlivnit vysledné hodnoty.
Na stanoveni mize mit také vliv material vzorka, jelikoz jak jiz bylo zminéno vyse, vzorky pred
a po fermentaci byly dodany z jiné oblasti, tudiz na to mize mit vliv druh meruiky a také
klimatické podminky, doba sbéru a skladovani.

4.9 Obsah kyseliny askorbové a tokoferolu

Obé¢ stanoveni probéhla pomoci metody HPLC, ale s odliSnymi podminkami separace, coz
bylo zminéno jiz v Kapitolach 3.12 a 3.13.

Kyselina askorbova byla stanovovana u obou typu jader i pokrutiny. Vyhodnoceni obsahu
vitaminu C bylo provedeno pomoci softwaru Chromeleon Local a kalibra¢ni kiivky kyseliny L-
askorbové, kterou mizeme vidét na Obr. 26.
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Obr. 26. Kalibracni kiivka kyseliny L-askorbové

Vysledné mnozstvi bylo nasledné piepocitino na 1g vzorku. Hodnoty jsou uvedeny
v Tabulka 20.

Tabulka 20: Koncentrace kyseliny askorbové v jednotlivych vzorcich

VZOREK MJ MP FMJ FMP
Obsah(r‘:;?;ﬂn“ £ nedetekovatelné nedetekovatelné 0,07 nedetekovatelné

Z Tabulka 20 je patrné, ze vitamin C se podatilo, i po opakovaném méfeni, detekovat pouze
ve vzorku FMJ, ¢ili v merunkovych jadrech po fermentaci, kde se nachazi 0,07 mg/g kyseliny
askorbové. I takto malé mnozstvi vitaminu C vyrazné pfispiva k celkové antioxidacni aktivité,
protoze jak uz bylo zminéno v Kapitole 2.2.6, v piipadé tohoto vitaminu se jedna o vyznamnou
antioxidacni latku. V ostatnich vzorcich se nepodaiilo detekovat jakékoliv mnozstvi kyseliny
askorbové. Chyba v méfeni mohla byt pravdépodobné zpiisobena tim, ze v pfipadé vitaminu C se
jedna o velice nestabilni latku, ktera snadno degraduje, a po ptipravé vzorku nebylo v dostate¢né
dobé¢ uskute¢néno metent.

Jak jiz bylo uvedeno, stanoveni tokoferolu probéhlo rovnéZ metodou HPLC. Vitamin E byl
stanoven v meruiikovém oleji, jak pfed fermentaci, tak po tomto procesu. Pro vypocet mnozstvi
této latky byla pouzita kalibra¢ni kiivka a-tokoferolu, kterou miizeme vidét na Obr. 27.
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Obr. 27: Kalibracni ki'ivka a-tokoferolu

Jelikoz jsou ziskana mnozstvi pomérné mala, byla piepocitana na 1 g suroviny. Mnozstvi
tokoferolu v merunikovém oleji mtizeme vidét v Tabulka 21.

Tabulka 21: Mnozstvi tokoferolu v meruiikovém oleji

VZOREK MO FMO

Obsah tokoferolu (ng/g) 5,87 328,20

Deklarované hodnoty mnozstvi tokoferolu v merunikovém oleji, uvadéné v odborné literatuie
se pohybuji vrozmezi (268,5-436) ug/g oleje. Pohledem do Tabulka 21 mizeme vidét,
7ze mnozstvi vitaminu E v oleji z merunkovych jader bez fermentace je 5,87 ug/g, a tudiz je
vyrazné nizsi nez obsah v oleji po fermentaci, kde se nachazi 328,20 ug/g a také tato hodnota
vibec neodpovida standardizovanym hodnotdm. Ani piesto, ze analyza tokoferolu byla
provedena u kazdého vzorku tiikrat, jsme nedosahli jinych hodnot. Mnozstvi tokoferolu mohlo
byt ovlivnéno Spatnym skladovanim vzorku, protoze pravdépodobné nebylo dokonale zabranéno
ptistupu svétla a mohlo dojit k jeho oxidaci. U oleje uz neptsobi synergicky efekt, o kterém jsme
se mohli do¢ist v Kapitole 2.2.6, tudiz nedochazi k regeneraci tokoferolu vitaminem C, coz také
mohlo ovlivnit detekci této latky. Chybu mohl také zplsobit nespravny postup samotné vyroby
téchto oleju, kdy pii lisovani jader nemuselo dojit k uvolnéni vitaminu E, jelikoz je pevné vazan
V membrang.

4.10 Obsah suSiny

Susina byla stanovena gravimetricky, dle postupu uvedeného v Kapitole 3.14, a to u vzorkt
meruiikovych jader, pokrutiny, jader a pokrutiny po fermentaci. Z divodu toho, Ze jsou
na stanoveni potifebné pomérné velké navazky, byla analyza provedena u kazdého vzorku pouze
dvakrat. Nasledné¢ byl ztéchto hodnot vypocitdin primér a smérodatna odchylka pomoci
programu Excel. Z obsahu susiny v jednotlivych vzorcich byla stanovena také vlhkost materialu.
Ta byla vypocitana z rozdilu hmotnosti vzorku pied vysuSenim a po vysuSeni a byla vyjadiena
vV hmotnostnich procentech. Veskeré hodnoty nalezneme v Tabulka 22.
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Tabulka 22: Obsah susiny a vihkosti v jednotlivych vzorcich

VZOREK MJ MP FMJ FMP
Susina (%) 94,81 + 0,06 95,51 +0,22 95,36 + 0,52 95,78 + 0,26
VIhkost (%) 5,19+0,06 4,49 +0,22 4,64 £ 0,52 4,22 +0,26

Deklarované hodnoty pro obsah vlhkosti v merunikovych jadrech se v odborné literatuie
pohybuje v rozmezi (4-7,5) %. Standardni hodnoty pro mnozstvi suSiny jsou dany rozdilem
100% a hmotnostnimi procenty obsahu vlhkosti.

Z Tabulka 22 muzeme vycist, Ze v rozmezi deklarovanych hodnot se pohybuji mnozstvi
ve vSech vzorcich. Ve vzorku MJ je toto mmnozstvi 5,19 %, ve vzorku MP 4,49 %,
ve fermentovanych jadrech pak 4,64 % a ve fermentované pokrutiné 4,22 %. Nejvic vlhkosti je
tedy v merunkovych jadrech bez fermentace. Porovnani stanovenych hodnot nalezneme také
v Obr. 28. Z tabulky i grafu je patrné, Ze hodnoty mnozstvi susiny po fermentaci jsou vyssi nez
pied timto procesem, coz je pravdépodobné zplisobeno zbytky mikroorganismi a celkovymi
zbytky procesu. Hodnoty vlhkosti souvisi i se stanovenim obsahem lipidi (viz Kapitola 4.1).
Jelikoz byl nejmensi obsah lipidi u vzorku MJ, z pravidla musi byt u tohoto vzorku nejvétsi
mnozstvi vody. Pfi stanoveni mohlo dojit k chybé zptisobené neopatrnym zachazenim se vzorky
mezi jednotlivymi vaZenimi. Hmotnost misek se vzorkem mohla vzristat vlivem oxidace
vzdusnym kyslikem, coz se nejCastéji stava u tukii a materialti bohatych na tuk.

100

80

60

40 |

Procentualni zastoupeni

MJ MP FMI FMP

Vzorek

Susina ™ Vihkost

Obr. 28: Procentudlni zastoupeni susiny a vlhkosti v jednotlivych vzorcich

4.11 Vyhodnoceni u¢ink krémi z merurikového oleje

Krémy ptipravené z merunkovych olejii byly podrobeny méfeni hydratace a transepidermalni
ztraty vody, jehoz postup nalezneme v Kapitole 2.4. Ziskané hodnoty hydratace a TEWLu
pro kazdy krém byla vyhodnocena nasledovné: z hodnot péti probandl byl vypocitan pramér,
a to pro kazdy krém v daném case. Na Obr. 29 a Obr. 30 mizeme pozorovat vodorovnou ¢ernou
caru, kterd znazornuje priimér hodnot nulového casu, tzn. méteni pokozky po odmasténi pomoci
SDS a pfed nanesenim krémti. Tento primér byl proveden ze vSech proméfenych mist u vSech
péti probandd, jelikoZ naruSeni kozni bariéry bylo naruSeno u vSech stejné. Na zaklad¢ tohoto
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praméru byly srovnany a vyhodnoceny U¢inky ptipravenych krémi. Z obrazki mizeme vidét,
ze nulova hodnota hydratace se pohybuje okolo 31, dle Tabulka 2 mizeme fict, ze po odmasténi
byla pokozka velmi suchd. Pro transepidermalni ztratu vody je tato hodnota okolo 32 g/h-m?,
a z Tabulka 3 mtizeme opé&t vycist, Ze tato hodnota oznacuje kriticky stav pokozky.

Hydratacni ucinky

Jak jiz bylo zminéno, méfeni hydratace probihalo pomoci korneometru. Kazdé misto
U kazdého z probandl bylo méteno desetkrat a nasledné byl z téchto hodnot vypocitan primér.
Vysledny graf hydratac¢nich ucinkt jednotlivych krémii v zavislosti na Case, ktery mizeme vidét
na Obr. 29, byl sestrojen postupem, uvedeném v prvnim odstavci této kapitoly.

Z grafu je patrné, Ze po aplikaci krémut byla pokozka hydratovana, a to i v misté bez aplikace
krému. Pokozka se po narusSeni kozni bariéry-odmasténi pomoci SDS zacala po Case sama
postupné obnovovat. Hodnoty hydratace pro misto bez oSetfeni krému se pohybuji zhruba
v rozmezi 35-40. Z Tabulka 2 mizeme odvodit, Ze pokozka probandii méla suchy charakter.
Plet’ se tedy sama nestacila upln¢ hydratovat, a to ani po jednom dni od naruseni koZniho
povrchu.

Krémovy zaklad, bez ptidaného oleje, sam o sob¢ plet’ hydratoval a jeho hodnoty hydratace
byly ptiblizné stejné jako pro 3% krém s fermentovanym olejem nebo s olejem znacky Saloos.
Nejvic byla pokozka hydratovana po 2 hodinach od aplikace krémového zakladu Cremor Basalis
a jeho ucinky se s ¢asem postupné snizovaly. Porovnanim hodnot s Tabulka 2 mizeme fici,
ze plet’ byla nejprve hydratovana a postupem Casu nabyvala opét suchy charakter.

Krém s vmichanym fermentovanym olejem o celkové koncentraci 3 % nabyval pfiblizné
stejnych hodnot G¢inkl hydratace jako stejny krém o celkové koncentraci 5 %. I kdyz 5% krém
nabyval lehce vyssich ucinktli, zejména po jednom dni od aplikace. Nicméné¢ hodnoty u obou
krému klesaly v zavislosti na ¢ase. Pohledem do Tabulka 2 vsak zjistime, Ze v obou piipadech
byla plet’ hydratovana, a to po celou dobu méteni.

Jak jiz bylo zminéno vySe, hodnoty hydratace u 3% krému s olejem znacky Saloos byly
pomérné stejné jako hodnoty po naneseni pouze krémového zékladu nebo u 3% krému
s fermentovanym meruiikovym olejem. Po 2 hodinach od aplikace byla pokozka hydratovana,
postupné vSak svou hydrataci ztracela a za¢inala mit suchy charakter (viz Tabulka 2).

Utinky hydratace 5 % krému s meruiikovym olejem zna¢ky Saloos byly po 2 i 4 hodinich
od aplikace ptiblizné stejné jako u 5% krému s FMO. Po 24 hodinach od oSetfeni pokozky tyto
hodnoty pomérné znaéné klesly. Plet’ zustala hydratovana, i kdyz pohledem do Tabulka 2
bychom mohli fict, Ze po 24 hodinach od oSetfeni zacinala mit sussi charakter.
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Obr. 29: Hydratacni ucinky pripravenych krémii v zdavislosti na case

Meéitenim jsme potvrdili skutecnost, Ze merunikovy olej ma vyborné hydratacni u¢inky, a proto
je vhodny jako piisada pravé do hydrata¢nich pletovych krémit. Celkové byla pokozka nejvice
hydratovana po 2 hodinach od aplikace a tyto ucinky se postupné snizovaly, proto by se mély
tyto krémy denné pouzivat. Dle naSeho méfeni ma nejvyssi ucinky hydratace fermentovany olej
V porovnani s meruitkovym olejem Saloos, coZz miize souviset i se zptisobem vyroby téchto oleja.
Miuize to byt také zplisobeno vysledky stanoveni antioxidacni aktivity u fermentovanych
meruiikovych jader, ze kterych je dany olej vyroben. Dle naSich stanoveni se ukazalo, ze pravé
vzorky po fermentaci se vyznacuji vySsi antioxida¢ni aktivitou nez vzorky bez fermentace. Také
obsah antioxidacnich latek, jako jsou polyfenoly, flavonoidy, ale i vitaminy C a E, je u vzorki
po fermentaci vys$§i nez pied timto procesem. Muze na to mit vliv také skladovani téchto oleju,
kdy patrné¢ mohlo vzniknout mozné znehodnoceni. Merunkovy olej znacky Saloos byl také
pouzit az po ro¢nim skladovani u spotiebitele, tudiz se v ném mohly také odehrat riizné procesy
vedouci k jeho znehodnoceni.

Transepidermalni ztrata vody

Meéteni transepidermalni ztraty vody bylo provedeno sondou tewametru. Kazdé oznacené
misto u kazdého z probandii bylo proméfeno celkem patnactkrat. Pro vét§i presnost byl
aritmeticky primér pocitan pouze z poslednich deseti hodnot, kdy doslo k jejich ustaleni. Data
byla opét zpracovana dle postupu, uvedeném v prvnim odstavci této Kapitoly a jejich vysledny
graf mizeme vidét na Obr. 30.

Z grafu miiZeme vyc€ist, Ze po podrazdéni pokozky dochazelo k znaénym transepidermalnim
ztratam vody a jak jiz bylo zminéno, dle Tabulka 3 mizeme ftici, Ze stav pokozky byl kriticky.
Regenerace kozni bariéry vSak probihala pomérné rychle, po 2 hodinadch od odmasténi, doslo
K vyraznému snizeni hodnot, a to i na misté, na kterém nebyl krém aplikovan. Pohledem
do Tabulka 3 zjistime, Ze se stav pokozky zménil z kritického na primérny.

TEWL v misté aplikace krémového zdkladu, Cremor Basalis, jehoZ sloZzeni mliZeme vidét
v Tabulka 9, nabyvala prakticky stejnych hodnot jako v misté bez krému. Stav pleti je tedy opét
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primérny, z ¢ehoz lze odvodit, ze krémovy zaklad slouzi spi§ k jeji hydrataci. Jak jiz bylo
zminéno v Kapitole 3.15, krémovy zaklad je hydrofilnim typem emulze (tzn. o/v), tudiz neni
schopen zajistit dostate¢nou ochrannou vrstvu tak, aby se v pokoZce zadrzela voda.

Krém s vmichanym FMO, ktery mél celkovou koncentraci 3 %, vykazoval piiblizné stejné
hodnoty jako3% krém s olejem znaCky Saloos. Oba tyto krémy vSak mély vétsi schopnost
zadrzovat vodu nez samotny krémovy zaklad. Nejvic bylo zabranéno tniku vody z pokozky po 2
hodinach od aplikace krému. V zavislosti na Case se hodnoty mirné zvysily, ale i pfesto méla
plet dobry stav, coz také dokazuje Tabulka 3. Podobn¢ na tom byly i 5 krémy s fermentovanym
merunikovym olejem i s olejem Saloos. Ty také nabyvaly pfiblizn¢ stejnych hodnot TEWLu.
Opét byl zaznamenan nejmensi ubytek transepidermalni vody po 2 hodinach od oSetieni.
Po celou dobu méteni se tyto hodnoty nijak vyrazné¢ nezménily, po celou dobu méla plet’ dobry
stav.
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2 4 24
Cas (hod)

Hbez krému Blremovy zaklad © 3% ferment. olgj

B 5% ferment. olej 3% krém Saloos M 3%krém Saloos
Obr. 30: Transepidermalni ztrata vody v zavislosti na case

Obecné byla v mistech oSetfenymi krémy s vmichanymi oleji pozorovana vétsi schopnost
zadrzeni vody v epidermis neZ v mistech oSetfenych pouze krémovym zdkladem. Meruiikovy
olej ma tedy vliv nejen na hydrataci pokozky, ale také na zadrZzovani vody. Je to zejména diky
mnozstvi lipidickych latek, které jsou v ném obsaZeny, a které tak nahrazuji chybé&jici slozky
vlastniho hydrolipidického filmu pokozky.

4,12 SOS Chromotest

Jak jiz bylo zminéno v Kapitole 3.16, testovani prob&hlo v ramci bakalaiské prace Michaely
Ruckové. Z naméfenych hodnot byl pro kazdou zkuSebni koncentraci vypocten SOS indukéni
faktor (SOSIF). Na Obr. 31 muzeme vidét mikrotitra¢ni desticku po ukonceni SOS Chromotestu.
Prvni sloupec obsahuje pouze pozitivni kontrolu. NaSe vzorky (MO a FMO), o riznych
koncentracich, se nachazi ve tfetim sloupci.
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Obr. 31: Mikrotitracni desticka po ukonceni SOS Chromotestu

Z dosazenych vysledki testovani lze konstatovat, ze oba typy oleju nejsou v koncentraci
pod 5 % toxické, ani genotoxické. Jejich pouziti v kosmetickych produktech, do zminéné
celkové koncentrace 5 %, je tedy zcela bezpecné.
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5 ZAVER
Cilem diplomové prace bylo provést komplexni analyzu oleje z merunikovych jader, ktery
se vV dnesni dob¢ zacal hojné€ pouzivat predevsim jako slozka hydratacnich krémd, ale své misto

si naSel také V potravinaiském odvétvi. Prace je zaméfena na charakterizaci cistého
merunkového oleje a také na charakterizaci tohoto oleje po fermentaci.

Za pouziti fady analytickych metod, byla stanovena mnozstvi biologicky aktivnich latek, které
se vdaném oleji nachazi. Mezi nejdilezitéjsi patii bezesporu mastné kyseliny, které hraji
v merunikovém oleji dilezitou roli. Ve vétsim mnoZstvi jsou zde zastoupeny, Kyselina olejova
a linolova, které patii do skupiny nenasycenych mastnych kyselin a maji pfiznivé G¢inky napf.
na kardiovaskularni systém. Dale je zde ve vét§im mnozstvi zastoupena Kyselina palmitova, coz
je nasycena mastna kyselina, a pravé s kyselinou linolovou, je zodpovédna za dobré roztirani
a vstiebatelnost oleje do pokozky. Stanoveni mastnych Kkyselin bylo provedeno ihned
po obdrzeni vzorkl a nasledné po roce skladovani. Nami stanovend mnozstvi sice neodpovidala
deklarovanym hodnotam, nicméné ani po ro¢nim skladovani nedoSlo k vyraznym zméndm
ve sloZzeni mastnych kyselin. Celkové se v meruiikovém oleji po fermentaci nachazi vétsi
mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin nez v oleji bez tohoto procesu, coz bylo potvrzeno
I stanovenim jodového ¢isla.

Kromé mastnych kyselin jsou velice dilezitymi slozkami antioxidacni latky, zejména
vitaminy — kyselina askorbova a tokoferol, protoze se jedna o esencialni skupinu latek, kterou je
nutné piijimat z potravy. Oba tyto vitaminy hraji v lidském organismu kli¢ovou roli. Tokoferol
zpomaluje proces starnuti tim, ze v lipidovych dvojvrstvych vychytava volné radikaly. Diky
tomu predchazi poskozeni membréan, a vkonecném stadiu 1 moZnym onkologickym
a kardiovaskularnim chorobam. Kyselina askorbova je mimo jiné dulezita pravé pro regeneraci
tokoferolu, ¢imz dochazi k ochrané membrany. Mnozstvi tokoferolu bylo stanoveno, jak
pro Cisty merunkovy olej, tak pro olej po fermentaci. Deklarovanym hodnotam odpovidalo
mnozstvi vitaminu E v merunikovém oleji po fermentaci, u merunikového oleje bez fermentace
bylo toto mnozstvi vyrazné niz$i. To bylo pravdépodobné zplisobeno uz samotnym procesem
ziskavani oleje anebo nespravnym skladovanim, pii kterém nejspiS doslo k oxidaci tohoto
vzorku. Kyselina askorbova byla rovnéz detekovatelna pouze v merunikovych jadrech
po fermentaci. Nedetekovatelné mnozstvi V ostatnich vzorcich (jadrech a pokruting) bylo
s nejvetsi pravdépodobnosti ovlivnéno nestabilitou této latky. Stanovenim antioxida¢ni aktivity
i obsahu polyfenoli a flavonoidl, jakozto dulezitych antioxida¢nich latek, bylo dokazano,
ze vzorky po fermentaci obecné nabyvaji vyssich hodnot Vv této oblasti nez vzorky, které nebyly
tomuto procesu podrobeny.

Déale byl v meruiikovych vzorcich stanoven obsah lipidl, sacharidl, proteinii a dalSich
nutri¢nich latek. Ukazalo se, Ze nejvétsi mnozstvi lipida se nachazi ve fermentovanych jadrech.
Obsah lipidi se, stejn¢ jako obsah jinych latek, odviji od odridy merunky a také od klimatickych
podminek péstovani. Toto mnozstvi tizce souvisi také s obsahem vody v jednotlivych vzorcich,
coz bylo potvrzeno stanovenim obsahu vlhkosti v jednotlivych vzorcich. Obsah vlhkosti byl tedy
nejmensi pravé u fermentovanych merunkovych jader. Mnozstvi sacharidi i bilkovin je nejmensi
ve vzorcich po fermentaci. Béhem fermentace potiebuji mikroorganismy pravé sacharidy jako
zdroj energie a bilkoviny jako zdroj dusikatych latek, tudiz je v pofadku, Ze obsah téchto latek je
po kvaseni nizsi.

58



Nakonec byly, za pomoci krémového zdkladu Cremor Basalis, pfipraveny krémy S riznym
mnozstvim meruitkového oleje, aby byla otestovana jejich u¢innost hydratace a schopnost
snizeni transepidermalni ztraty vody. Pro obé méfeni bylo vybrano 5 probandu ve véku 23-24 let
S riznym typem pleti. Méfeni hydratace bylo provedeno za ucelem zkoumani zvyseni hydratace
pokozky. V praci bylo potvrzeno, ze krémy s vmichanym merunkovym olejem, jsou skute¢né
pfinosné v udrzeni hydratované epidermis. Nejvétsi hydratace pleti bylo dosdhnuto
po 2 hodinach od aplikace krému. Hodnoty se postupem ¢asu Snizovaly, ale i po jednom dni
od oSetieni pokozky krémem byla hydratace vét§i neZ po provedeném podrazdéni a naruseni
kozni bariéry pomoci SDS. Krém s vmichanym fermentovanym olejem a krém s merunikovym
olejem znacky Saloos o celkové koncentraci 5 % mély z ptipravenych krémi nejvétsi schopnost
hydratace. Z toho by se dalo usoudit, Ze ¢im vétsi mnozstvi meruinkového oleje se v daném
krému nachazi, tim je jeho schopnost hydratace ¢inn¢j$i. Testovanim genotoxicity danych oleja
bylo dokazano, ze kosmetické piipravky koncentraci 5 % nejsou pro organismus toxické.

Po naruseni kozni bariéry kiize dochazelo ke znaénym transepidermalnim ztratdm vody a stav
pokoZky byl dle namétenych hodnot kriticky. JiZ po 2 hodinach od oSetfeni podrazdénych mist,
ptipravenymi krémy, se tyto ztraty vyrazné snizily. Tyto hodnoty se zacaly postupem ¢asu mirné
zvySovat, ale 1 po 24 hodinach od aplikace, byly hodnoty TEWLu niz8i nez po odmasténi pleti.
Nejlépe udrzovaly vodu v epidermis krémy s vmichanymi merunikovymi oleji o celkové
koncentraci 5 %, at’ uz se jednalo o meruiikovy olej po fermentaci, tak olej znacky Saloos.

V diplomové praci byly potvrzeny blahodarné u€inky merunkového oleje. Diky latkam, které
olej obsahuje, je zajist¢é vhodny pro pouziti v potravinarském i kosmetickém odvétvi. Nami
obdrzené vzorky vSak mohly byt lehce znehodnoceny skladovanim, pfipadné samotnou extrakci
z danych materialt. Potvrdilo to i stanovené Cislo kyselosti, které nabyvalo, oproti deklarovanym
hodnotam, vysokych ¢isel. Jak jiz bylo zminéno, Cislo kyselosti charakterizuje kvalitu oleje.
Pti méfeni hydratace a TEWLu, se dle dosazenych vysledkti ukazalo, ze mozné znehodnoceni
oleje nemélo vliv na jejich pouziti v kosmetice. Pro pouziti v potravinafstvi, k vnitfnimu uZiti,
bychom konkrétné tyto oleje radéji nedoporucili.
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7 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

nl

HCN
Na2S203
NaOH
KOH

Kl
H2S04
Na,COs3
NaNO:
HPLC
GC-FID
UV-VIS
MK

MJ

MP

FMJ
FMP

naseho letopoctu

kyanovodik

thiosiran sodny

hydroxid sodny

hydroxid draselny

jodid draselny

kyselina sirova

uhli¢itan sodny

dusitan sodny

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
plynova chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci
zéteni V ultrafialové — viditelné oblasti spektra
mastné kyseliny

meruiikova jadra

meruiikova pokrutina

fermentovand merunikova jadra

fermentovand meruiikova pokrutina
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Priloha 1: Profil mastnych kyselin oleje z meruiikovych jader
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Priloha 2: Profil mastnych kyselin merurnikového oleje po fermentaci
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