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1. UVOD

Uz od nepaméti je Cokolada velice oblibenou a vyhleddvanou pochoutkou. Jeji
objeveni se datuje do sedmého stoleti a je piipisovano mayské civilizaci, ktera
obyvala znac¢nou ¢ast Stiedni Ameriky. Do Evropy pak kakaové boby ptivezl v roce
1502 Krystof Kolumbus. AvSak piijeti prvnich vzorkl ¢okolady nebylo pfili§ valné.
Az o 25 let pozdé&ji se Hernando Cortés, ktery jako druhy ptivezl boby kakaovniku
do Spanélska, setkal slepsi odezvou a zajistil Gokoladé oblibu, ktera pierostla
az v evropskou spolecenskou vasen.

Vitaminy jsou tzv. esencidlni latky, které nam nedodavaji energii, ale jsou nutné
pro normalni chod organismu. Lidské télo si nedokaze vitamin E vyrobit samo,
a proto ho musime pfijimat ze stravy anebo jako doplnék. V téle se udrzi pomérné
kréatce, takze musi byt pravidelné dopliiovan. Na rozdil od vitamini A, D a K, které
jsou také rozpustné v tucich a uchovavany v jatrech, je vitamin E po celou dobu
skladovéan napH¢ celym t&lem v tukovych tkanicht.

Co se denni potfeby vitaminu E ty¢e, World Health Organization (Svétova
zdravotnicka organizace) stanovila mnozstvi 5-30 mg/den jako dostatecné k pokryti
potieby u déti 1 dospélych[z]. Doporuc¢ené denni davky se lisi v rliznych etapach

Zivota a souvisi také s ptijmem polyenovych mastnych kyselin[s].



2. TEORETICKA CAST

2.1Cokolada
2.1.1 Kakao

Jadro pravé ¢okolady. Védci rozlisuji kolem dvaceti druhi kakaovniku, ale obchodné
se da vyuzit jenom jeden- Theobroma cacao. Rostlinu pojmenoval Carl von Linné.
Ke Spanélskému slovu cacao pfipojil nazev Theobroma, coz v fectiné znamena
,.pokrm boht“I™. Strom byl vyslechtén ve Stiedni Americe v Mexiku!®.

Plody kakaovniku zraji Sest mésicti a sklizenn je narocnou zalezitosti. Existuji
Ctyfi zakladni typy kakaovych bobu. Tzv. criollo jsou nejvzacnéjsi a nejdrazsi.
Proptijcuji cokoladé vyjimecnou kvalitu. Nejvice se pii vyrobé cokolady vyuZivaji
boby forastero (85%), z nichz se ziskava bézné kakao. Boby trinitario se podafilo
vyslechtit kiizenim bobu criollo a forastero. Z celkové svétové produkce jim patii
10-15%. Ctvrtym typem jsou tzv. nacional, které rostou pouze v Ekvadoru a pochazi

pravdépodobné z amazonské oblastit**®.

2.1.2 Slozeni kakaovych bobi

Vice nez jednu polovinu celkové vahy zpracované kakaové drti (odslupkované
a zbavené mikrobi) tvofi tuk. Ten je zbobl ziskavan mechanickym procesem
anazyva se ,,kakaové maslo“®’. Kakaové maslo je velice hodnotné zbozi, protoze
krom& velmi kvalitni cokolddy se znéj vyrabi také ftada kosmetickych
a farmaceutickych vyrobkid. Ma totiZ uziteCnou vlastnost a to, Ze se rozpousti

pii teplot€ jen o néco nizsi, nez je teplota lidského téla a velmi pomalu zlukne!.
2.1.3 Vznik ¢okolady

Po sklizni se zralé a vyloupané kakaové boby fermentuji a susi. Pravé spravna
fermentace je zdkladem chuté cokolddy a také se pii ni tvofi prekurzory
aromatickych latek kakaa'®l. Proces anaerobni fermentace trva vét§inou 5-6 dn,
vzdy vSak zalezi na oblasti ptivodu, jednotlivych péstitelich a jejich zkuSenostech.
Jakmile jsou boby zfermentovany, nechaji se vyschnout na slunci®”. Poté musi byt

skladovany tak, aby nenavlhly®!.
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Pfed praZzenim se k bobim pfidava uhli¢itan draselny (K,COs), aby doslo
ke zneutralizovani kyselin obsazenych v kakaovém masle. Po zalkalizovani se mize
ptidat malé mnozstvi kyseliny vinné K vyrovnani pH[s]. Nasleduje prazeni pii teploté
80 az 130°C po dobu 20 minut az 2 hodin. Béhem prazeni se diky vysoké teploté
zni¢i nezadouci mikrobiologické kontaminanty jako je napf. salmonela. Také barva
bobi se postupné méni na syt¢ hnddou a dochézi ke zjemnéni jejich chuts®,
Dtivodem zmény barvy je pritomnost polyhydroxyfenola v kakau. Uprazené kakaové
boby jsou rozdrceny a vznika kakaova hmota, obsahujici okolo 55% kakaového
masla. Mletim dostavame dalsi produkt a to kakaovy prasek. Prazené boby ziskavaji
své aroma predevsim Maillardovou reakci a karamelizacil.

Praveé pouze z kakaového masla, kakaového prasSku a cukru byla vyrobena tGplné
prvni okoladal™. Poté se do ni zacalo ptidavat suSené mléko, coz bylo soucasti tzv.
konsovani za uCelem zjemnéni ¢okolady. Do tohoto polotovaru se mutzou piidat
ofisky, ¢i ovoce a ¢okolada, tak jak ji zname, je na svetel®,

Kromé cokolady se také muze vyrabét tzv. ¢okolddova pochoutka. Ta obsahuje
pouze 15 procent kakaové hmoty (opravdu dobrd cokolada ji méa vice nez 70%),

a zbytek tvoifi cukr, suSené mléko a levny rostlinny tuk®™. Prave podle obsahu

kakaové hmoty pak vyrobci své produkty pojmenovéavaji.
2.2Vitamin E

2.2.1 Historie vitaminu E

V roce 1922 se americky I1ékai a védec H. M. Evans a jeho asistentka K. S. Bishop
zabyvali semipurifikovanou a purifikovanou stravou. Své pokusy provadéli
na krysach a zjistili, ze samicim se nedafilo rodit zivda mlad’ata. Usoudili tedy,
Ze jejich stravé néco chybélo, nevédéli vSak co. V dalsich vyzkumech, kdy byla dieta
krys obohacena pSeni¢nymi kli¢ky a salatem, se Samicim narodila zdrava mlad’ata.
Pozdé&ji doktor Evans pfisel na to, Ze zdhadna substance je rozpustna v tuku,
jelikoz se dala ziskat lipidovou extrakci. Bylo objeveno, Ze jeji nedostatek
se projevuje poskozenim varlat a délohy. Ke stejnym zavérim, zcela nezavisle, dosel
I doktor Barnett Sure. V t¢ dobé byla pismena A, B, C i D jako nazvy vitamint
jiz obsazena, a proto lékafi Evans a Sure souhlasili s navrhem pojmenovat tuto

substanci vitamin E.
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Védci byli tedy presvédceni, ze vitamin E je naprosto nezbytny pro reprodukci
ana zakladé toho se doktor George Calhoun rozhodl pouzit slovo tokoferol jako
védecky nazev tohoto vitaminu. TOCOS V fectiné znamena ,,narozeni“ a ferein
,,piinést“. Piipona ol pak oznacuje alkohol.

Pti vyzkumu funkci vitaminu E se védci potykali s nemalymi piekdzkami.
V té dobé nebyla znama zadna metoda jak vitamin E analyzovat. Nicmén¢ i piesto
veédci odhalili, jaky dopad mliZze mit nedostatek tohoto vitaminu na svaly a nervovy
systém. Piedev§im ale dospéli k zavéru, ze vitamin E je mnohem vice dulezity
na poli prevence nez pii 1écbé nemoci. O par desitek let pozd&ji se potvrdila
i antioxidacni funkce tokoferoldl®.

Nicméné béhem 20 let vyzkumu vitaminu E se tvrzeni o jeho antisterilnim

ucinku ukézalo byt ponckud nepfesné[m].

2.2.2 Chemické vlastnosti

Vitamin E fadime mezi vitaminy rozpustné v tucich. Pojem vitamin E v sobé
zahrnuje vSechny derivaty tokoferolu a tokotrienolu, jejichz biologicka aktivita je
porovnatelnd s tou, kterou pozorujeme u o-tokoferolul™.

Tokoferol se v ptirodé vyskytuje jako smés vitamera alfa (o), beta (B), gama (y)
a delta (8)[12]. Vitamery jsou slouceniny, které patii do jedné vitaminové skupiny,
majici podobnou strukturu i biologicky tcinek.

Diky tfem chirdlnim centriim ve struktufe tokoferolu (viz obrazek 1) miize kazdy
z vitamera tvofit i stereoizomerni formy: RRR-, RSR-, RRS-, RSS-, SSS-, SSR-,
SRS-, SRR-. ,,R* bylo odvozeno z latinského slova recto, coz v piekladu znamena

”pravygc[g,l3] )

(RRR)-tokoferol miize byt téZ oznatovan jako (+)-tokoferol.
Ve struktufe tokotrienolu (viz obrazek 2) je chiralni centrum pouze jedno, tudiz
se stereoizomerni formy mohou tvofit jen dvé. Dohromady by se tedy mélo jednat
0 40 rtznych forem skryvajicich se pod nazvem vitamin E. V pfirodé¢ a v potravinach
se vSak vyskytuji pouze RRR- stereoizomery. Co se tyce umélych doplnkt vitaminu
E, v téch najdeme jen a-tokoferol, ktery se jako jediny vyrabi synteticky (viz kapitola
2.2.5)04],
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a-tokoferol ma ze vSech vitamert nejvyssi biologickou aktivitu (viz tabulka 1)
roli pfi ochrané klize ptred poskozenim volnymi radikaly, jejichz zdrojem muze byt
ultrafialové zafeni. Pruzkum, provedeny na univerzitich, v nemocnicich
a laboratofich na celém svété, poskytl presvéd¢ivy dikaz o tom, ze a-tokoferol je
naprosto nepostradatelny pro lidské zdravi™*!.

a-tokoferol acetat (viz obrazek 3) je ester, ktery vznika reakci alkoholu (a-
tokoferol) s kyselinou octovou. Ta se vaze na OH- skupinu v chromanovém kruhu
(viz obrazek 1) za soucasného odstépeni vody. a-tokoferol acetat je stabilngjsi a 1épe

odolavé oxidaénim vliviim neZ volny a-tokoferol. Existuje pouze jako synteticky!®!.

Tab. 1: Biologické a antioxidacni aktivity tokoferola?

Antioxidac¢ni aktivita
Biologicka aktivita
Typ tokoferolu (vzhledem k d-a-
(IU/mg)
tokoferolu)
dl-a-tokoferol acetat 1 0
d-a-tokoferol acetat 1,36 0
dl-a-tokoferol 1,1 100
d-a-tokoferol 1,49 100
d-p-tokoferol 0,75 130
d-y-tokoferol 0,15 200
d-o6-tokoferol 0,05 300-500

dl-forma= synteticka, d-forma= pfirodni

Z tabulky 1 je patrné, ze biologicka uc¢innost od o-tokoferolu k &-tokoferolu

klesa. Nicmén¢ d-tokoferol ma nejvyssi antioxida¢ni ucinek, a proto je v ochran¢ a-

tokoferolu nepostradateln}'f[z‘lz]. y-tokoferol ni¢i volné radikaly, které postihuji

svalstvo a zpiisobuji roztrousenou sklerézu a artritidu®.
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2.2.3 Chemicka struktura tokoferolu a tokotrienolu

Tokoferoly jsou methylderivaty 6-hydroxychromanu substituovaného v poloze
2 fytylovym fetézcem (16-ti uhlikaty isoprenoidni zbytek). Zakladem struktury je
tokol (2-methyl-2-(4",8",12"-trimethyltridecyl)chroman-6-ol). Jednotlivé vitamery
se od sebe 1isi umisténim methylovych skupin v polohach 5, 7 a 8 v chromanovém
kruhu. Ve strukturach nazyvanych alfa jsou navazany dohromady ¢tyii methylové
skupiny. a-tokoferol je tedy systematickym nazvem 2,5,7,8-tetramethyl-2-(4",8",12"-
trimethyltridecyl)chroman-6-ol. Struktury beta a gama jsou navzijem izomery
a odlisuji se od sebe pouze polohami, ve kterych jsou methylové skupiny ptipojeny.
Vitamery delta maji methylové skupiny jen dvé. Tokotrienoly se od tokoferolt lisi

tiemi dvojnymi vazbami (v polohach 3, 7 a 11) ve fytylovém fetézcil®*®).

R,

|
HO 5 4
T Ty
L o,
-
R; XT ﬂf W/
R 1 CH;y CHy CH;y

3

Obr. 1: Strukturni vzorec tokoferolu

4
g Ty
I |,.-'*1"“x 3 fﬁ“‘&ﬁf’r*t fsht’_,qt .CH3

=
e 2T T2 T T Tz 3

Ry F Uo7 Tem

CH; CH; CH;
Ry
Obr. 2: Strukturni vzorec tokotrienolu
e o
0
WNY CH,
H 0 C
o o CH; CH, CH;
CH,

Obr. 3: Strukturni vzorec a-tokoferol acetatu
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Vitamer R; R, R;

Alfa-tokoferol (tokotrienol) | CH; | CH3 | CH3

Beta-tokoferol (tokotrienol) | CHs | H | CH3

Gama-tokoferol (tokotrienol) | H | CH3 | CH3

Delta-tokoferol (tokotrienol) | H H | CHs

2.2.4 Fyzikalni vlastnosti tokoferola

Tokoferoly jsou ¢iré, bezbarvé nebo slabé zelenozluté olejovité kapaliny mdlé chuti
svelmi jemnym zapachem. Jsou prakticky nerozpustné ve vodé€, zato dobie
rozpustné v organickych rozpoustédlech jako jsou napi. ethanol, chloroform a hexan.

Na vzduchu se jejich barva pozvolna méni na hnédou*?.

2.2.5 Prumyslova vyroba a-tokoferolu

a-tokoferol se priamyslové vyrabi reakci 2,3,6-trimethylhydrochinonu s isofytolem
zakyselé katalyzy (viz obrazek 4). Jako katalyzator se pouzivaji Bronstedovy
a Lewisovy kyseliny (pt. H2CO,, ZnCly). Produktem reakce na obrazku 4 je
racemickd smés osmi a-tokoferolovych stereoizomertd, proto se vznikly produkt
pojmenovava (all-rac)-o-tokoferol®4,

Nicméné studie dokézaly, Ze ptirodni a-tokoferol je aZz o 100% uc€inné;si

nez synteticky™..

CH, CHy
(e} eu
HO _ cn, MO
+ H,C 3 — > CH,
H,C OH CHg CHg HC o CHy
CH, CHg CH,
CH, CHy

Obr. 4: Reakce 2,3,6-trimethylhydrochinonu s isofytolem
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2.2.6 Biochemické funkce

vvvvvv

antioxidant!'). Antioxidanty chrani nenasycené lipidy pred volnymi radikaly.
Radikal obsahuje jeden ¢i vice neparovych elektronti, coZz zpusobuje jeho vysokou

reaktivitu, nestabilitu a neschopnost nezavislé existence. Muze se jednat bud’ o atom

L4

nebo skupinu atomil zpusobujicich nevratné poskozeni bunck. Za nejskodlivéjsi
radikal je povazovan hydroxylovy[g].
Funkce antioxidanti spociva v pferuSeni fetézové reakce volnych radikalt

aV zabranéni jejich nadmérné tvorby[ls].

K pteruseni dochazi diky schopnosti
tokoferolti pienést vodik z fenolové skupiny na volny peroxylradikal. Fenoxy
radikély, které vzniknou, mohou reagovat s vitaminem C a tim jsou tokoferoly
regenerovany'. Antioxidaéni ucinky tokoferolu byly prokazany v lipidech
s vysokou koncentraci kysliku™,

Vitamin E brani oxidaci ,8Spatného” cholesterolu LDL (Low Density

Lipoprotein), coz jsou lipoproteiny s nizkou hustotou”".

2.2.7 Zdroje vitaminu E v potravinach

Nejvétsim zdrojem vitaminu E jsou potraviny rostlinného ptivodu, mensi mnozstvi
najdeme i v zivo¢isnych produktech. Podle udaji uvedenych v tabulce 2 je patrné, ze
nejvyssi obsah vitaminu E je v obilnych kli¢cich, ze kterych se vyrabi olej. Vitamin

E je vSak ve velkém mnoZstvi pfitomen i v ofechach, zelenin€ anebo ve vej cich™®!,

Tab. 2: Obsah vitaminu E v potravinach™

Potravina mg/100g

Slunecnicovy olej 50

Olej z kukufi¢nych klicku 31,1

Mandle 25,2

Soja 13,3

Olivovy olej 13,2

Oftechy 12,3
PsSenicné klicky 8

16




Maliny 4,5

Paprika 31
Avokado 3

Maslo 2,2

gpenét 1,7

Morio cerna (mofska ryba) 0,9

Vejce 0,8

Jatra kravska 0,7

Broskve 0,6

Jehnéci kyta 0,5

Kufeci prsa 0,3

Kravské mléko 0,1

Libové veptové maso 0,1

2.3 Analyza vitaminu E

Pro stanoveni vitaminu E bylo vypracovano mnoho metod. Nejcastéji pouzivané jsou
metody chromatografické, spektrofotometrické a polarograﬁcké[lg]. Diive se také

pouzivala metoda potenciometrické[zo]

. Spektrofotometrickda metoda je oficidlni
metodou pro stanoveni vitaminu E, vysoce citliva a rychld, nicméné je vhodna spise
pro Cisté vzorky.

Z chromatografickych metod se pro stanoveni tokoferolii v potravinach vyuziva
piedevs§im vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC- High Performance
(Pressure) Liquid Chromatography)!?Y. Dale chromatografie plynova (GC- Gas
Chromatography) nebo mén¢ Casto tenkovrstva chromatografie (TLC- Thin Layer

Chromatography), ktera se pouzivala spise v 60. letech 20. stoletil!®21:2223],
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2.3.1 lzolace, extrakce a precisténi vitaminu E

Izolace lipofilniho vitaminu E zpotravin se provadi zmydelnénim neboli
saponifikaci. Ze zmydelnénych vzorkt se poté extrahuje riiznymi rozpoustédly (napf.
hexan, heptan, ethanol, diethylether). V analyze téchto vitamini dochazi pii extrakci
vzorku ke vzniku nejvétsich chyb. Vytéznost extrakce kapalina-kapalina je omezena
obsahem tuku ve vzorku a také koncentraci organického rozpoustédla v hydrolyzatu.

cvwvr

V piipadé vysokého obsahu tuku dochézi k hydrolyze na soli mastnych kyselin

(mydla). Precisténi vzorku lze provést napt. na Silikagelu[24].

2.3.2 Kapalinova chromatografie

Metoda HPLC je téZ nékdy oznacovana jako vysokotlakd. V dnesni dobé je analyza
vitaminu E v potravinach pomoci HPLC nejéastéjsi. Kolonové uspofadani umoziuje
vysoce ucinnou separaci. V mobilni fazi je obsazen obvykle methanol s malym
mnozstvim vody™. Vyhodou u HPLC je separace na normélnich fazich, které jsou
navzajem slucitelné s extrakty v nepolarnich rozpoustédlech?. Jako detektory
pfistanoveni vitaminu E  jsou pouzivany piedev§im elektrochemické
a fluorimetrické!™®. U této metody miizeme doséhnout rozdéleni polohovych izomerd

beta a gama.
2.3.3 Plynova chromatografie

Diky kapilarnim kolondm v plynovém chromatografu je téZ mozné od sebe separovat
izomery beta a gama. Pro analyzu vitaminu E se vyuZziva separace na nepolarnich
stacionarnich fazich a je pro ni téz dilezité spojeni GC/MS™. V porovnani s jingmi
fyzikaln¢-chemickymi metodami jsou vyhodami plynové chromatografie rychlost,
reprodukovatelnost a moznost stanoveni volného i esterifikovaného a-tokoferolu ve
stejném produktu. I kdyZ je metoda HPLC primarni pro stanoveni vitaminu E, GC

vvvvvv

0 analyzu stopového mnozstvi vitaminu E, tato metoda vyZaduje veétsi Cistotu

extraktu®?l,
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2.3.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr se jako detektor mulze pouzit jak u plynové,
tak i u kapalinové chromatografie. Jednad se o pfistroj, ktery poskytuje zaznam
hmotnostniho spektra. Méfené molekuly pfeméni na ionty, kterymi muze byt
manipulovano elektromagnetickym polem. Ionty jsou poté rozdéleny podle podilu
jejich hmotnosti a naboje (m/z). Hmotnostni spektrometr také umoznuje ziskani
informace o struktufe analytu[25]. Ve spojeni s plynovou chromatografii (GC/MS)
slouzi k detekci organickych latek a je vhodnym detektorem pfi stanoveni vitamint

a provitaminﬁ[ze].

2.4Cile

JelikoZ jsou kakaové boby, ze kterych se Cokolada vyrabi, produktem rostlinného
puvodu, bylo mozné predpokladat, ze v nich bude obsazen i vitamin E. Jsou také
nejbohatsi plodinou na antioxidanty diky obsahu velkého mnozstvi flavanola®!,
Vitamin E a jiz zminéné flavanoly vedou ke snizeni rizika vzniku kardiovaskularnich

onemocnéni®’!

. Cokolada se tak jevi jako vyborna kombinace t&chto substanci,
obsahuje také dost tuku, ktery je potiebny pro vstiebani vitaminu E.

Mym cilem bylo zjistit, kolik tohoto vitaminu je v ruznych typech ¢okolady
obsazeno, zda ty s vysokym procentem kakaa jsou zarovén i bohatym zdrojem

vitaminu E.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1Pouzité pristroje a pomiicky

e Plynovy chromatograf Agilent 7890A, Agilent Technologies, USA

e Hmotnostni spektrometr Agilent 5975C, Agilent Technologies, USA

e Kiemenna kapilarni kolona HP-5ms (30 m X 0,25 mm x 0,25 pum)

e Nosny plyn (mobilni faze): He ¢istota 5.5 (99,9995%) Siad, Bergamo Italie

e Centrifuga Eppendorf 5702

e Analytické vahy Mettler toledo, NewClassic MS2058S, Svycarsko

e Ultrazvukova lazet, Merci, CR

e Automatické mikropipety

e Laboratorni sklo, pryzovy balonek, plastové Spicky, plastové zkumavky,
umeélohmotna vicka, $pachtle, krimpovaci vialky (1,8 ml), hlinikova vicka,

gumova septa, krimpovaci klesté
3.2Pouzité chemikalie

e Heptan, p.a. — C/Hgs
LACHEMA, o.p. Brno, zavod Neratovice
e Methanol, p.a. - CH30OH
PENTA, Praha 6
e Synteticky a-tokoferol, p.a.
FLUKA, Buchs, Svycarsko
e Synteticky a-tokoferol acetat, p.a.
FLUKA, Buchs, Svycarsko
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3.3Vzorky

e 81% exkluzivni hotka cokolada Arriba superieur, 125 g, J. D. Gross
Némecko

e 75% extra hotka ¢okolada Trinidad, 125 g, J. D. Gross Némecko

e 74% hotka ¢okolada deluxe, 100 g, Bellarom Némecko

e 70% jakostni hotka ¢okolada s malinami 6% Ecuador, 125 g, J. D. Gross
Némecko

e 70% jemna hotka ¢okolada, 100 g, Alnatura Némecko

e 56% extra hotka ¢okoldda Venezuela, 125 g, J. D. Gross Némecko

e Hotka &okolada s celymi mandlemi Orion, 80 g, Nestlé CR

o Cokolada na vateni Figaro, 100 g, Kraft Foods CR

e Cokolada Animal Kingdom pro déti, 15 g, Kra§ Chorvatsko

e Ofiskova cokolada Milka, 100 g, Kraft Foods CR

e Kakaova pochoutka s karamelem, 100 g, Sweet Rumunsko

e MIléc¢na kakaova pochoutka, 100 g, ZWC Millano Polsko

e Bila ¢okolada, 100 g, Albert Quality Némecko

e Nusco chocolate, 400 g, Brinkers Food Holandsko

Cokoladové vyrobky byly zakoupeny v supermarketech Albert, Kaufland, Lidl a
Jednota Coop v Olomouckém kraji a kraji Vysocina.

3.4Priprava vzorku

Z kazdého vzorku bylo na analytickych vahach odvazeno, do dvou umélohmotnych
centrifugacnich zkumavek o objemu 15 ml, po jednom gramu. K jedné z nich bylo
ptidano 20 ul a-tokoferolu (c= 29,2 ng/g) a a-tokoferol acetatu (c= 29,6 ng/g).

Tuky byly ze vzorku extrahovany 5 ml heptanu pfi teploté asi 45°C protfepanim
po dobu 10 minut. Kapalna faze byla oddélena centrifugaci pii 4400 ot/min po dobu
10 minut, ptevedena do Cisté zkumavky a reextrahovana 3 ml methanolu. Pevny
podil byl reextrahovdn 5 ml methanolu. Methanolické faze byly oddéleny
centrifugaci (4400 ot/min, 20 min) a spojené methanolické extrakty byly
analyzovany plynovou chromatografii. Heptanova faze byla pouzita pro stanoveni

mastnych kyselin v rdmci navazujici studiel®”.
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3.5Méreni

Vsechna méfeni byla provedena na plynovém chromatografu Agilent 7890A
s hmotnostnim spektrometrem Agilent 5975C pouzitym jako detektor (GC/MS).
K analyze byl davkovan 1 ul vzorku metodou pulzniho davkovani (140 kPa, 24 s)
bez délice toku. Teplota nastfiku byla nastavena na 280°C. Jako nosny plyn bylo
pouzito helium s pratokem 0,9 ml/min. Separace byla provedena na kapilarni koloné
HP-5ms o délce 30 m, S vnitinim pramérem 0,25 mm, tloustkou filmu stacionarni
faze 0,25 um a s teplotnim programem 50°C — 2 min — 10°C/min — 300°C — 15 min.
Hmotnostni spektrometr vyuzival pozitivni ionizaci elektronem (70eV). Hmotnostni
spektra byla snimana v rozsahu 29- 520 m/z.

Kvantitativni udaje byly =ziskany integraci rekonstruovanych iontovych
chromatogrami a dale byly vyhodnoceny plochy ve vzorcich a standardech.
Pro kvantifikaci byly vyuzity ionty 430 m/z (a-tokoferol a a-tokoferol acetat), 416
a 151 m/z (B-tokoferol a y-tokoferol) a 402 m/z (6-tokoferol).
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Vitamin E byl z matrice izolovan pomoci standardnich extrak¢énich metod, konkrétné

[ proces extrakce

extrakci kapalina-kapalina, za pouziti heptanu a methanolu
vitaminu patfil k nejpracnéjSim kroklim pfi Gpravé vzorku. K oddéleni pevné faze
od kapalné bylo vyuzito centrifugace a pomoci odstfedivé sily doslo k sedimentaci
pevnych castic. Po spojeni methanolickych extraktli, bylo odebrano 1 ml
do sklenénych vialek, ty byly krimpovanim uzavieny a vlozeny do davkovace
plynového chromatografu. Poté bylo spusténo méteni. Rozd€lovani mezi heptanovou
a methanolovou fazi bylo vyuzito k efektivnimu oddéleni tukti obsazenych v matrici
vzorku. Heptanova faze byla dale vyuzita pro analyzu mastnych kyselin
v &okoladach v ramei feSeni navazujici bakalarské pracel?’.

Jednotlivé vitamery byly identifikovany na zdklad¢ potfizenych hmotnostnich
spekter (viz obrazek 6) s vyuzitim knihovny NIST 2008 a znamého elu¢niho pofadi
pii separaci na nepolarni stacionarni fazi?%%, 7 kolony byl jako prvni eluovan d-
tokoferol v reten¢nim ¢ase 27,56 min (viz obrazek 9), jako druhy B-tokoferol v ¢ase
28,43 min (viz obrazek 7), tieti y-tokoferol v Case 28,81 min, ¢tvrty a-tokoferol
v ¢ase 29,16 min (viz obrazek 8) a nakonec a-tokoferol acetat v ¢ase 29,24 min.
Pro kvantifikaci  a vy-tokoferolu byl vedle molekularniho iontu vyuzit také
dominantni ion 151 m/z.

Tokotrienoly ve vzorcich ¢okolad nalezeny nebyly. Divodem mohlo byt, Ze jsou
obsazeny spise v rostlinnych olejich. Nicméné diky pfitomnosti tii dvojnych vazeb
v molekule tokotrienold je jejich biologicka aktivita v porovnani s tokoferoly

mnohem nizsi, a proto jsou pro nas tokoferoly mnohem dutlezité; $it29,

4.1 Opakovatelnost méreni

V této analyze bylo z jednoho vzorku odebrano pét paralelnich navazek. Postup byl
stejny jako u vSech ostatnich analyz, s vyjimkou piidani standardu. Vzorky byly
extrahovdny za stejnych pracovnich podminek. Tato analyza byla provedena
zaucelem urceni opakovatelnosti. Vysledky jsou vyjadfeny pomoci relativni
smérodatné odchylky, ze které vyplyva, Ze méfeni byla provedena s chybou do 10%.
Podle Skaly vypracované pro hodnoceni meéficich systéml spadd tento vysledek

do kategorie ,,vyborny méfici systém*“F%. Data jsou uvedena v tabulce 3.
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Tab. 3: Opakovatelnost méteni

Vitamery (plochy piki)
merent alfa aileftiit beta beta gama delta
(430M/2) | 4o sy | (16 M02) | (151m/2) | (151 miz) | (402 m/2)
1. 921015 76964 13096315 | 10596191 | 595297 233777
2. 792415 72753 | 12321849 | 9315613 | 482611 | 2351482
3. 908362 64018 13859386 | 10869163 | 571357 277617
4. 783056 74926 | 12751129 | 9377655 | 501646 240206
5. 900778 66336 | 12487909 | 9489633 | 498186 253405
pramér | 8611252 | 70999,4 | 12903318 | 9929651 | 529819,4 | 248030,6
smérodat. | ena009 | 55803 | 609332,9 | 7420102 | 500893 18266
odchylka
relativni
smérodat. | 7,01% 7.86% 4,72% 7.47% 9,45% 7,36%
odchylka

4.2 Metody kvantifikace

4.2.1 Metoda standardniho pridavku

Ke kvantitativnimu vyhodnoceni obsahu a-tokoferolu a o-tokoferol acetatu
ve vzorcich bylo vyuzito metody standardniho piidavku. Jako standard byly pouzity
a-tokoferol a o-tokoferol acetat. Byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci a-
tokoferolu: 1,46 mg/ml a a-tokoferol acetatu: 1,48 mg/ml. K analyze vzorkl bylo
vzdy odebrano 20 pl, coz odpovida koncentracim 29,2 pg/g a 29,6 png/g.

Po nastfiku samotného vzorku a vzorku se standardem se hodnotily plochy pikd.
vysledek stanoveni. Metoda je také vhodna pro ovéfeni vlivu matrice. Nevyhodou

této metody je, ze ke kazdému vzorku musime pridat standard, u kterého musime

znat 1 jeho pfesnou koncentraci.
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Ke kvantifikaci a-tokoferolu a a-tokoferol acetatu byl pouzit vzorec 1.

My *MpsTD) _ Ay - MsTD

1)

my Agrp — Ay

kde my oznacuje neznamou hmotnost vitaminu E v navazce, m, je hmotnost navazky,
MnesTo) J& hmotnost navazky vzorku se standardem, mstp je hmotnost standardniho
ptidavku, Ay je plocha piku vzorku a Agsrp je plocha piku vzorku se standardnim
pridavkem.

Duavodem volby metody standardniho piidavku bylo, Ze matrice mohla obsahovat

dal3i substance, majici rusivy vliv na analyticky signal®.

Kvantifikace a-tokoferolu

400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000
500

¢ Radyl

Plocha piku

Linearni (Rady1)

[e»]

-10 0 10 20 30 40

Koncentrace a-tokoferolu

Obr. 5: Kvantifikace a-tokoferolu v 81% ¢okoladé Arriba superieur

4.2.2 Metoda vnitiniho standardu

Mnozstvi zbyvajicich vitamerii ve vzorcich bylo stanoveno metodou vnitiniho
standardu. Jako vnitini standard byl pouzit a-tokoferol, ktery byl v kazdém ze vzorki
jiz kvantifikovan metodou standardniho ptidavku. Nalezené koncentrace vSech

sledovanych latek jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tab. 4: Obsah tokoferol v riznych vzorcich ¢okolad

Vitamery [ug/g]
alfa 2
Vzorek alfa scetit beta gama delta [mg/100g]
81% Arriba superieur 7,79 3,59 | 129,07 3,78 3,28 14,75
75% Trinidad 6,83 394 | 86,35 2,50 2,30 10,19
70% Ecuador
< malinami 17,36 | 50,38 | 114,60 | 3,16 3,63 18,91
70% Alnatura 8,78 2,78 | 126,73 3,29 1,86 14,34
56% Venezuela 4,97 5,37 48,70 2,15 1,62 6,28
Orion s mandlemi 7,87 0,45 | 86,99 5,66 1,59 10,26
Cokolada na vafeni 4,70 1,58 4772 1,13 3,08 5,82
Cokolada pro déti 5,02 0,71 82,96 4,57 1,78 9,50
Milka ofiskova 2,69 2,26 11,48 0,56 0,47 1,75
Kakaova pochoutka I 4,47 0 3,51 _ 0,94 0,89
Kakaova pochoutka Il | 11,49 0,50 17,55 _ 0,59 3,01
Bila ¢okolada 0,84 0,31 16,27 0,81 0,73 1,90
Nusco 99,46 0 167,80 0,45 6,22 194,35
Vlassky otech 425,82 0 441144 | 230,53 | 602,22 567,01
Liskovy ofech 431,32 0 30,99 2,56 1,82 46,67
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Obr. 6: Ukazka chromatogramu 81% cokolady Arriba superieur
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Obr. 7: Hmotnostni spektrum B-tokoferolu
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Obr. 8: Hmotnostni spektrum a-tokoferolu
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Obr. 9: Hmotnostni spektrum &-tokoferolu

4.3 Zhodnoceni vysledki

Pfi stanoveni obsahu tokoferoli v liskovém a vlasském ofechu je z tabulky 4 patrné,
ze a-tokoferol acetat se v pfirod¢ volny nevyskytuje. Do ¢okoladovych produkti,
ve kterych byl namétfen, mohl byt dodan pii vyrobé. Data potvrzuji, Ze ofechy jsou
velice bohatym pfirodnim zdrojem vitaminu E. Liskovy ofech dopadl v mé analyze
podstatné hiif nez vlaSsky. Obsah a-tokoferolu byl sice o néco vyssi nez ve vlasském

v v

ofechu, ale hodnoty vitamera B3, y a 6 byly o poznani nizsi. Je zajimavé, ze ve vyctu

ofechtl, obsahujicich vitamin E, byl ten liskovy zminén, vlassky vSak nikoliv¥®?.
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Jednim z ptredpokladii bylo, ze velké mnozstvi vitaminu E bude v ¢okoladach
s vysokym obsahem kakaa, jelikoz pravé kakaové boby, ze kterych se ¢okolada
vyrabi, obsahuji znatné mnozstvi tohoto vitaminu. Tento pfedpoklad
se potvrdil. 70% ¢okolada Ecuador s malinami méla ze vSech ¢okolad, obsahujicich
vysoké procento kakaa, nejvyssi obsah tokoferold. I kdyz se v rdmci mych vzorki
nejednalo o tu ,,nejvice kakaovou®, vyssi obsah vitaminu E, v porovnani s ostatnimi
¢okolddami, mohl byt zpuisoben malinami, o které byla tato ¢okolada obohacena.
Vyslednou hodnotu celkového mnozstvi tokoferolt ale ovlivnil a-tokoferol acetat,
kterého bylo vtomto vzorku oproti ostatnim podstatné vic. Jak uz vsak bylo
zminéno, o-tokoferol acetat existuje pouze jako synteticky, coz znamend, ze byl
do produktu pravdépodobné pridan. Nicméné ze vSech vysokoprocentnich ¢okolad
byl v této 70% nejvyssi obsah a-tokoferolu, coz je pro nas stézejni. VSechny tyto
vzorky (krom¢ 56% Venezuela) mély obsah vitaminu E nad 10mg/100g ¢okolady.

Dalsim odhadem bylo, ze ztad ¢okolddovych produktii bude nejvétsi obsah
vitaminu E v Nuscu. Jedna se totiz 0 podobny produkt jako je Nutela, tudiz je
vyroben z liskovych ofiski, mléka a kakaa. Otfechy jsou vSeobecné znamy jako
bohaty zdroj vitaminu E a i kakao je pfirodni surovinou. Tento predpoklad se také
potvrdil. Bylo v ni obsazeno i nejvice a-tokoferolu, coz pro spotiebitele miize byt
velice dobra zprava.

V ptipadé kakaovych pochoutek jsou pole udavajici obsah y-tokoferolu
proskrtnuta. Koncentrace tohoto vitameru ve vzorku mohla byt niz§i nez byl limit
detekce.

Zajimavé je, ze ve vSech vzorcich, kromé kakaové pochoutky s karamelem
a liskového ofisku, bylo z vitamert vzdy nejvice pf-tokoferolu. Divodem miize byt
zavereCnd faze biosyntézy tokoferoli. Methylaci 6-tokoferolu totiz vznika prave -
tokoferol, kterého se v rostlinném materialu pravdépodobné hromadi vice nez ostatni

vitamery®*!

. Tato analyza zaroven vyvraci tvrzeni, ze o-tokoferol je ze vsech
vitameri v ptirod€ nejrozsirené;si.

Nejhiite, co do obsahu vitaminu E, na tom byla podle ocfekavani jedna
z kakaovych pochoutek. Piekvapivé ofiSkova cokolada Milka byla druhd

S nejmensim obsahem vitaminu E.
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Z vysledkt vyplyva, ze z prezentovanych vzorkl, co se tyce vitaminu E, je
pro spotiebitele ,,nejlepsi 81% cokoladda Arriba superieur. M4 relativné dost vysoky
obsah a-tokoferolu a zaroven je v ni obsazeno i umérné mnozstvi 6-tokoferolu, ktery

a-tokoferol chrani pied oxidaci.
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5. ZAVER

Pfi nedostatku vitaminti se mohou objevit poruchy funkci organismu nebo i velmi
vazna onemocnéni. Zvlasté je tomu tak v pfipadé vitaminu E. Neni to zazracny
vselék, nicméné jeho uloha v lidském téle je naprosto klicova.

V analyze Cokoladovych produktt, kterou jsem provedla, byly potvrzeny mé
pfedpoklady a pracovni hypotézy. Snad bylo i zaroven ponckud pozménéno
vSeobecné minéni o cokolade jako cukrovince pouze kazici zuby a zptsobujici dalsi
fadu potizi. Vzdy vSak bude oblibenost cokolady spiSe pocitova zalezitost
nez chemicky podlozena. V mém experimentu byla také provedena analyza dvou
typti ofechti, ve kterych byl potvrzen bohaty obsah vitaminu E.

Konzumace c¢okolddy nemusi byt za kazdou cenu vnimana jako prohtesek.
V cokoladé je také relativné velky obsah horeikul®. Spotiebitel by tak po poziti

kvalitni cokolady mohl pfestat trpét pocitem viny.
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6. SUMMARY

The aim of my thesis was to analyse several types of chocolate by gas
chromatography (GC). Gas chromatography is one of the most important method
for determination of volatile and gaseous compounds.

| wanted to found out if those chocolate with high content of cocoa are also
products with high content of vitamin E. I analysed 13 chocolate‘s products and two
types of nuts. In my analysis was confirmed what has been supposed.

Vitamin E is an amazing substance. This compound is more important
and powerful in prevention than in medical treatment. It has great effects
on cardiovascular and muscular systems as well as inside of cells as an antioxidant.

Human body cannot make vitamin E on itself so it has to be supplied from food
we eat or as a food supplement.

Lot of people all around the world think of chocolate as a sweet causing just
tooth decays and other health problems. Analysis revealed that consumption
of chocolate should not be found solely as a sin even though that eating of chocolate

will be probably always perceived as a pleasure rather than biochemical event.
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8. SEZNAM PRILOH

Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.

Priloha ¢.

1: Stereoizomerni formy a-tokoferolu
2: Plynovy chromatograf- schéma

3: Plynovy chromatograf- foto

4:
5
6

Chromatogram pii elu¢ni metodé

: Kapalinovy chromatograf- schéma

: Vzorky ¢okolad
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Priloha ¢. 1

Stereoizomerni formy a-tokoferolu
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Pievzato z: EITENMILLER, Ronald, LEE, Junsoo. Vitamin E: Food Chemistry,
Composition, and Analysis. New York: Marcel Dekker Inc., 2004. 540 s. ISBN 0-
8247-0688-9.



Priloha ¢. 2

Plynovy chromatograf-

schéma

Injektor vzorku
Regulator pritoku JL
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<] n
Detektor
MNosny plyn Termostaty pro kolonu,
injektor a detektor
Pievzato z:

http://www.cheminfo.chemi.muni.cz/chem_sekce/predmety/C7300/.../uvod.pdf.



Priloha ¢. 3

Plynovy chromatograf- foto




Priloha ¢. 4

Chromatogram pii elué¢ni metodé
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Prevzato z: http://lwww.vscht.cz/ktk/www_324/lab/texty/gc/GCO02.pdf.


http://www.vscht.cz/ktk/www_324/lab/texty/gc/GC02.pdf

Priloha ¢. 5

Kapalinovy chromatograf- schéma

vstiikovaci ventil

zasobnik

Iy

potitaé detektor

Ptfevzato z:
http://www.dspace.k.utb.cz/bitstream/handle/10563/7407/jel%C3%ADnkov%C3%A
1 2008_bp.pdf?sequence=1.
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Priloha ¢. 6

Vzorky ¢okolad
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