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ABSTRAKT

Tato bakalafskd prace se zabyva obecnou charakteristikou mastnych kyselin, popisem
struktury a ndzvoslovi t€kavych mastnych kyselin, vlastnostmi a oblastmi jejich vyskytu.

Dale jsou zmapovany moznosti identifikace t€kavych mastnych kyselin, mezi které se radi
plynovd chromatografie, plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie, vysokoucinna
kapalinova chromatografie, mikroextrakce pevnou fazi, spektrofotometrie a izotachoforéza.

Plynova chromatografie je nejvyuzivanéj$i metodou detekce té¢kavych mastnych kyselin.
Pti stanoveni se tyto latky vzhledem k jejich chemickym vlastnostem vétSinou prevadéji na
methylestery.

ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with common characteristics of fatty acids by description of
the structure and terminology of volatile fatty acids, by description of the characteristics and
areas of their occurrence.

Then possibilities of identification of volatile fatty acids are charted, to which gas
chromatography, gas chromatography-mass spectrometry, high performance liquid
chromatography, solid phase microextraction, spectrophotometry and isotachophoresis
belong.

Gas chromatography is the most frequently used method of the detection of volatile fatty
acids. During the assessment these substances are mostly converted to methylesters because
of their chemical characteristics.
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1 UVOD

Jako mastné kyseliny se oznacuji nasycené alifatické karboxylové kyseliny, jejichz nazev
ma puvod v jejich hlavnim zdroji — tuku. Mastné kyseliny jsou nejvyznamnéjsi slozkou
lipidd, které se fadi mezi skupinu latek biologického piivodu nerozpustnych ve vodé, ale
dobfte rozpustnych v nepolarnich rozpoustédlech.

Neékteré mastné kyseliny se vSak nenachazeji v prirodnich lipidech, ale mohou se
vyskytovat v priimyslovych tukovych vyrobcich.

Mastné kyseliny s po¢tem uhlik niz§im nez deset se nazyvaji t€kavé mastné kyseliny.
Jsou to siln€ polarni kapalné latky, které se vypartuji jiz pti pokojové teploté.

Cilem této bakalarské prace je charakterizace t¢kavych mastnych kyselin a popis moznosti
jejich stanoveni, zejména pomoci metody plynové chromatografie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Obecna charakteristika mastnych kyselin

V pfirodé¢ bylo nalezeno vice nez 50 riznych mastnych kyselin. V organismech
se vyskytuji mastné kyseliny nejcastéji ve formé esterii. Kyseliny s vice nez 10 az 12 atomy
uhliku se v bunkach ve volné formé za normalnich podminek nenachazeji, jejich vysoka
povrchova aktivita by narusovala biologické struktury [1, 2].

Nenasycené fetézce tvoii vice nez polovinu zbytki rostlinnych a ZivocisSnych mastnych
kyselin. Dvojné vazby v mastnych kyselinach jsou vzdy v cis-konfiguraci. Prvni se vétSinou
objevuje mezi atomy uhliku Cg) a C(1¢). Pokud se nachazi v uhlikovém fetézci vice dvojnych
vazeb, byvaji viici sobé na kazdém tietim uhliku, takze netvoii konjugovany systém [1].

Neékteré mastné kyseliny vézané v lipidech patii mezi alicyklické nebo aromatické
slouceniny [3]. Bakteridlni mastné kyseliny byvaji zpravidla rozvétvené, hydroxylované, nebo
obsahuji cyklopropanové kruhy [1].

Mastné kyseliny s vétSim poctem nenasycenych vazeb si nékteré zivocisné druhy vcéetné
clovéka nedokazi syntetizovat, a proto jsou pro n¢ esencidlni slozkou potravy [4].

2.2 Struktura a nazvoslovi tékavych mastnych kyselin

Obecny vzorec monokarboxylovych kyselin je R—COOH. Systematické nazvy
monokarboxylovych kyselin se tvofi z nazvu pfislusného uhlovodiku, ktery obsahuje stejny
pocet atoma uhliku jako kyselina, pfiponou —ova. Odtrzenim —OH skupiny z karboxylu
zUstavaji acylovové zbytky R—CO- [5].

Vedle systematickych nazvl, odvozenych od odpovidajicich uhlovodikd, se uzivaji
itrividlni nazvy, které zejména u obvyklych mastnych kyselin v bézné praxi prevladaji
(Tabulka 2.1) [3].

I latinské ndzvy tvoti zdklad pro nazvoslovi funk¢nich derivati kyselin, ale jednotlivé
jazyky disponuji také vlastnimi nazvy neodvozenymi od latinskych [6].

Tekavé mastné kyseliny obsahuji 2 az 7 atoma uhliku [7, 8], (jiné zdroje uvadéji
maximalni pocet atomit uhliku 10 [9]) a zpravidla rovny, nerozvétveny fetézec. Mastné
kyseliny se sudym poctem atomt uhliku jsou v malém mnoZstvi doprovazeny mastnymi
kyselinami s lichym poctem atomil uhliku.

Mastné kyseliny, které maji bocni fetézec tvofeny jedinym uhlikem, se nazyvaji
methylderivaty. Methylskupina je nejéastéji vazdna na predposlednim atomu uhliku (n-1).
Tyto kyseliny se obecné oznacuji jako isokyseliny (Obr. 2.1). Pokud se methylskupina vaze
na tfeti atom uhliku od konce (n-2), jednd se o anteisokyseliny (Obr. 2.2). Mezi mastné
kyseliny s rozvétvenym uhlovodikovym fetézcem se tadi napft. kyseliny 3-methylbutanova
(isovalerova) a 2,2-dimethylpropanova (pivalova) [3].

CH]\ CHJI- CHI._
” CH-[CH,},-COOH > CH~[CH,},~COOH
CH; CH;

Obr. 2.1: Isokyseliny Obr. 2.2: Anteisokyseliny [3]



Tabulka 2.1: Prehled tekavych mastnych kyselin [6, 10]

Nazev kyselin Nazev Kyselin ,
(systemZtickyif (triviélfn’) ’ Strukturni vzorec
metanova mravenci HCOOH
etanova octova CH;COOH
propanova propionova CH;CH,COOH
butanova maselnd CHj3(CH,),COOH
methylpropanova 1somaselna (CH3),CHCOOH
pentanova valerova CHj3(CH,);COOH
2-methylbutanova 1sovalerova (CH3),CHCH,COOH
3-methylbutanova methylethyloctova (CH3)(C,Hs)CHCOOH
2,2-dimethylpropanové pivalova (CH;);CCOOH
hexanova kapronova CHj3(CH,)sCOOH
heptanova enanthova CHj3(CH,)sCOOH
oktanova kaprylova CH;3(CH;)sCOOH
nonanova pelargonova CHj;(CH,);COOH
dekanova kaprinova CHj3(CH,)sCOOH

2.3 Vlastnosti

Karboxylové kyseliny patii mezi polarni a velmi reaktivni sloucCeniny. Karboxylova
skupina se vyznacuje vyrazné kyselymi vlastnostmi, protoze snadno odStépuje proton. Je to
zpusobeno spojenim hydroxylové skupiny se skupinou karbonylovou, kterd svym —I-efektem
usnadiiuje disociaci ve vodném roztoku. Vznikly anion se stabilizuje diky delokalizaci
n—elektrontl a existuji zde dvé rovnocenné vazby [5].

Sila kyselin zdvisi zejména na povaze uhlovodikového zbytku a je charakterizovana
disocia¢ni konstantou. Karboxylové kyseliny se fadi do skupiny slabych kyselin, avSak
kyseliny mravenci a octova patii mezi podstatné silnéjsi kyseliny, nez jsou vyssi homology
této fady [3, 5, 11].

Niz8i mastné kyseliny jsou bezbarvé kapaliny té€kajici za atmosférického tlaku. Bod tani
zavisi na poc¢tu atomu uhliku. Mastné kyseliny s lichym poc¢tem uhliki maji o néco nizsi bod
tani nez sudé¢ mastné kyseliny o jeden atom uhliku chudsi [3]. Hustota v homologické tadé¢
klesa [10].

Teploty varu jsou vzhledem k jejich molekulové hmotnosti nepomérné vysoké, protoze
tvofi intermolekularni vodikové vazby. Pfi teploté varu jsou kapalné mastné kyseliny
asociovany vodikovymi vazbami svych karboxylovych skupin jako dimery, které mohou
existovat dokonce 1 v plynném stavu (Obr. 2.3) [3, 5, 6].

Bt o L8

| " n L

R—LC R
\ iy

OH=-=0

Obr. 2.3: Asociace karboxylovych mastnych kyselin [3]



Karboxylové kyseliny se rozpoustéji v méné polarnich rozpoustédlech (ether, benzen,
ethanol apod.) [6].

Mastné kyseliny obsahujici kratky uhlikovy fetézec jsou s vodou misitelné nebo rozpustné.
Rozpustnost ve vod¢ klesd s rostoucim poctem atomi uhliku v fetézci, protoze v malych
molekulach dominuje hydrofilni karboxylovad skupina, ale ve vétSich molekulach se stava
dominantnim uhlovodikovy zbytek (Tabulka 2.2) [3, 5].

Vétsina soli karboxylovych kyselin je ve vod¢ rozpustnd, av§ak rozpustnost v nepoldrnich
slouceninach se snizuje. Této skuteCnosti lze vyuzit k oddéleni karboxylovych kyselin tak,
Ze se napt. z roztoku smési organickych latek v nepolarnim rozpoustédle extrahuji zfedénym
roztokem hydroxidu sodného (ptfechazeji do vodné vrstvy jako sodné soli):

RCOOH + NaOH — RCOONa + H,O

(1)

Pti pouziti slabsi baze NaHCO; misto NaOH lze takto selektivné extrahovat kyseliny
na rozdil od fenolt:

RCOOH + NaHCO, — RCOONa + H,0 + CO,

(2)

Z vodnych roztoki RCOONa se ziska opét (méné rozpustna) kyselina RCOOH okyselenim
mineralni kyselinou, napft.:

RCOONa + HCl — RCOOH { +NaCl 3)
[6].
Tabulka 2.2: Viastnosti nékterych mastnych kyselin [6]
Nazev kyseliny | Bod tani | Bod varu | Hustota | Indexlomu | Bod vzplanuti Rozpustnost
(trivialni) °C °C kg'm™ ny) °C /100 g H,O
mravenci 8,5 100,8 1220 1,3714 68 o0
octova 16,63 119.9 1049,2 1,3716 40 0
propionova 21 140,8 993 4 1,3865 51 o0
maselna =53 163.,3 958,2 1,3980 77 0
1somaselna —46 154 950 1,3925 55 17
valerova —33,7 185,5 939 1,4080 88 4,97
pivalova 35,5 163,8 905" 1,3931%7 63 2,5
kapronova —4.,0 205,7 926,5 1,4168 104 0,968

2.4 Vyskyt
Volné mastné kyseliny vzniklé hydrolyzou lipidii za katalytického piisobeni hydrolas

se vyskytuji v rostlinnych a zZivocisnych organismech pouze v omezeném mnozstvi.

Ve vétsiné piipadech byvaji vazadny jako estery nebo amidy v homolipidech

a heterolipidech. Jiné mastné kyseliny jsou specifické jen pro mikroorganismy, rostliny,
zivocichy, urcité rody, Celed¢ nebo fady. Maji tudiz vyznam v taxonomii.

Nasycené mastné kyseliny s lichym poctem uhlikovych atoml jsou pomérné vzacné
a vyskytuji se jen jako stopové slozky [3].
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Nasycené mastné kyseliny s krat§im fetézcem, napft. kyselina méselnd a skupina kyselin
s 610 uhliky v molekule, jsou typické pro mlécny tuk (kravsky, buvoli) [3, 12]. Kombinaci
margarinu — jedlého roztiratelného tuku ve formé emulze vody v oleji a mlééného tuku
vznikaji smésné roztiratelné tuky (Tabulka 2.3) [12].

Tabulka 2.3: Slozeni hlavnich mastnych kyselin mlécného tuku (% veskerych mastnych

kyselin) [3]
Mastna Kkyselina Kravské mléko Mateiské mléko
maselna 2,8-4,0 4-8
kapronové 1,4-3,0 14
kaprylova 0,5-1,7 24
kaprinova 1,7-3,2 2-6

Na vziajemném poméru mastnych kyselin zavisi jak vyznamné fyzikalné-chemické
vlastnosti tuk, tak jejich nutriéni hodnota. Mnozstvi 1 spektrum jednotlivych mastnych
kyselin v tukové slozce potravin muze hrat jistou roli v prevenci kardiovaskularnich
onemocnéni.

Mezi potraviny s vysokym poctem nasycenych mastnych kyselin se fadi napt. maslo, syry,
tuéné maso, masné vyrobky (uzeniny, pastiky), tu¢né mlé¢né vyrobky, pecivo, sadlo, ztuzené
tuky, palmovy a kokosovy olej [12].

Tuky z palmovych semen disponuji obecné malym mnozstvim olejové kyseliny a jen
stopami kyselin s vy$§im poc¢tem dvojnych vazeb; typickym piikladem je kokosovy nebo
palmojadrovy tuk [3].

Kokosové ofechy obsahuji sice mensi celkovy obsah tukl (36 %), ale téméf 90 % z nich
tvofi nasycené mastné kyseliny s krat§imi ¢i stfedn€ dlouhymi uhlovodikovymi fetézci: C 6:0,
C 8:0, C 10:0, C 12:0, C 14:0 (Tabulka 2.4) [12].

Tabulka 2.4: Slozeni hlavnich mastnych kyselin tukit palmovych semen (% veskerych

mastnych kyselin) [3]

Mastna Kyselina Kokosovy * Palmojadrovy Babassu ©
kapronova 0,0-0,6 0,0-0,8 -
kaprylova 4,6-9,4 2,1-4,7 2,6-7,3
kaprinova 5,5-7,8 2,6-4,5 1,2-7,6

97 endospermu palmy kokosové (Cocos lucifera). ® Z endospermu semen palmy olejné
(Elaeis guineensis). © V Brazilii z endospermu semen palmy corozo (Orbignya speciosa).

Traveni a vstiebavani tuki je velmi komplikovanym procesem. Plsobenim enzymu
dochdzi k hydrolyze lipidi na triacylglyceroly a mastné kyseliny s dlouhym uhlikatym
retézcem. Relativné poldrni mastné kyseliny s fetézcem o 10 uhlicich a kratSim se vSak
nepievadeji na triacylglyceroly, ale vstiebavaji se pfimo. Nasledné jsou transportovany
krevnim obéhem do jater, kde se metabolizuji a nemaji teda vliv na obsah cholesterolu v LDL
a na intenzitu sraZzeni LDL v krevni plazmé [13].

Tekavé mastné kyseliny (octova, propionova, mléénd a madselnd) vznikaji plasobenim
bifidogenni mikroflory. Bakterie mlécného kvaseni, zejména bifidobakterie vstupujici do
organismu pii konzumaci kysanych mléénych vyrobka, ptezivaji v prostiedi traviciho traktu
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a jejich produkty vykazuji rizné zdravi prospé$né vlastnosti. Bifidogenni mikrofléra zajistuje
B-oxidasami hydrolyzu prebiotik (nestravitelnych slozek potravy — pievazné komplexni
cukry) na monomerni jednotky a néasledné je metabolizuje na té¢kavé mastné kyseliny a plyny
(CO,, H,, CHy). Vznikajici kratké fetézce mastnych kyselin predstavuji nejen zdroj energie,
ale také stimuluji stfevni peristaltiku. Kyselina maselna ma navic ochranny vliv na bunky
intestinalni mukosy. Kyselina octova a mlécna snizuji pH, na zékladé ¢ehoz se zlepSuje
absorpce nékterych minerdlti (vépnik, Zelezo) ve stievech a klesa pocet patogennich
organismu (Clostridium perfringens), které kyselé prostiedi nesnaseji [14].

Rozvétvené karboxylové kyseliny a jejich estery — zndmé ptirodni aromatické slouceniny
se nachdzeji v ovoci a syrech. Pritomnost racemickych smési téchto latek v potravindch mitize
znamenat jejich uziti jako umélych aditiv, coz neni vzdy povoleno.

2-methylbutanova kyselina a jeji methyl- a ethyl- estery byly nalezeny v opticky ¢isté
(S)-form¢ v jablkach, kterym propljcuji piijemné ovocné sladké aroma. RovnéZ vSechny
prirodni jable¢né produkty obsahuji opticky ¢istou (S)-2-methylbutanovou kyselinu. Piidavek
umélé racemické slouceniny je snadno rozpoznatelny, (R)-enantiomer této kyseliny disponuje
pronikavych syrove nasladlym zapachem.

3-methylpentanova, 4-methyloktanova, 4-ethyloktanova a 4-methylnonanova kyselina byly
detekovany v syrech. Ve vsech ptipadech vykazovaly (S)-enantiomery dvojnasobné nizsi prah
zapachu neZ (R)-enantiomery. Je tedy zfejmé, Ze stafi resp. kvalitu syri 1ze urcovat podle
zastoupeni (R)-forem prislusnych kyselin, a to jak na zékladé pouhého C¢ichu, tak
instrumentélni analytickou metodou [15].
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3 STANOVENI MASTNYCH KYSELIN

3.1 Stanoveni tékavych kyselin

Jednou z moznosti stanoveni tékavych kyselin je tato:

Tekavé kyseliny se oddestiluji s vodni parou a stanovi se alkalimetricky titraci odmérnym
roztokem hydroxidu na indikator fenolftalein. Vyjadiuji se jako kyselina octova. Metoda se
pouziva na stanoveni t€kavych kyselin ve stavach, vinech, okurkach, rybach apod.

Mezi instrumentalni metody vyuzivané ke stanoveni jednotlivych karboxylovych kyselin
patii kapilarni plynovd chromatografie, izotachoforéza, spektrofotometrie a kapalinova
chromatografie [16, 17].

3.2 1Izotachoforéza

Izotachoforéza se zaclefiuje mezi elektromigracni separani metody. Vzorek se vnasi mezi
dva elektrolyty s odliSnou pohyblivosti iontd. Odd€luji se bud’ jenom kationty, nebo jen
anionty. Jestlize se separuji kationty (pro separaci aniontli je postup analogicky), vzorek se
vnese mezi vedouci elektrolyt, jehoz kationty maji vétsi pohyblivost, a koncovy elektrolyt,
jehoz kationty disponuji nizsi pohyblivosti nez jakykoliv kation vzorku. Vedouci elektrolyt se
na zacatku izotachoforézy nachazi v katodovém prostoru a v koloné, koncovy elektrolyt
v anodovém prostoru. Krom¢é separovanych iontl jsou vzdy obsazeny i opacné nabité
protiionty, diky nimz je zachovéana v zonach elektroneutralita [18].

Po spusténi separacniho napéti se vzorek zacne délit podle pohyblivosti svych slozek.
Rychlejsi kationty se dostavaji doptedu a pomalejsi se opozd'uji. Po urcité dobé se ustavi
stacionarni stav, ve kterém tvofi jednotlivé kationty zony setazené za sebou podle klesajici
pohyblivosti. Ve stacionarnim stavu se zony pohybuji stdlou a stejnou rychlosti. Koncentrace
iontu uvniti zony je konstantni. Zavisi na jeho elektroforetické pohyblivosti, koncentraci
a druhu vedouciho elektrolytu. Méné pohyblivé ionty se pohybuji stejné rychle jako ionty

MW

0hyb11V€JSl proto 7e Vkazde zoné vznika Jlny gradlent potenc1alu (potenc1alovy spad)

vvvvv

na mén¢ pohyblivé ionty plsobi vEtsi hna01 sila (Obr. 3.1) [18, 19].

anodovy prostor stav pii davkovani katodovy prostor
kapilara _

LT R AR T e e R EE T TR B T T S M

koncovy elektrolyt vedouci elektrolyt detektor

stacionarni stav \
—>

spad potencidlu v jednotlivych zénach

Obr. 3.1: Schéma izotachoforézy a pribéh potencialu v zondach [18]
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3.2.1 Experimentilni usporadani

K separaci dochazi v teflonové kapilafe o vnitinim priméru cca 0,5 mm a délky cca 50 cm.
Zatizeni obsahuje zasobniky na vedouci a koncovy elektrolyt a vzorek. Elektrodové prostory
odd¢luje frita, kterd brani proniknuti produktii elektrolyzy do kapilary [18].

3.2.2 Detektory

Detektory se déli na dvé skupiny:
» Univerzalni — odezva je urcena pohyblivosti iontll v zon¢.
Vodivostni — méti vodivost zony prochézejici pres detektor.
Teplotni (termoc€lanky, termistory) — méii teplotu v urcitém misté€ kapilary.
» Specifické — odezva je wurCena jinymi vlastnostmi latky vzéné nez
elektroforetickou pohyblivosti. Zejména se vyuziva fotometricky detektor sledujici
absorpci ultrafialového zateni [18].

3.2.3 Vyuziti izotachoforézy

Izotachoforéza nalezla uplatnéni v analyze vod, ndpoji, pid, hnojiva a vzorcich
biologického piivodu. Dale se této metody vyuziva pii separaci a stanoveni alifatickych
a aromatickych karboxylovych sloucenin, fenoll, aldehydl a jinych organickych sloucenin,
ale také aniond nebo kationti prvki [18, 20].

3.3 Spektrofotometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti spektra

Molekuly pohlcuji elektromagnetické zafeni pouze urcitych vinovych délek, coz je dano
jejich schopnosti excitovat v urcitych kvantovych stavech, které se 1iSi obsahem energie.
Pokud molekula pfejde ze stavu s nizs§i energii do stavu s energii vyssi, absorbuje zafeni
o frekvenci v, kterd odpovida rozdilu energii mezi energetickymi hladinami Ep a Eq obou
kvantovych stavii podle Bohrovy frekven¢ni podminky:

AE=E,—E =hv=hclA @

kde ¢ je rychlost svétla, A vinova délka 4 Planckova konstanta (6,626:107*J.s); podle
konvence se excitovana hladina oznacuje indexem p, zdkladni indexem q.
Zpusobuje je absorpce ultrafialového (190400 nm) a viditelného zatfeni (400-800 nm).
Absorpci zatfeni 1ze méfit na pristrojich zvanych absorpcni spektrofotometry [21].

Pokud na vzorek dopadd monochromatické zateni, poklesne v diisledku absorpce ptivodni

zativy tok dopadajiciho paprsku @ na hodnotu ®. Pomér obou zarivych tokl t se nazyva
propustnost (transmitance):

)
T=—o
o 5)
Dekadicky logaritmus pfevracené hodnoty propustnosti se nazyva absorbance A4:
A=-logr (6)
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Zavislost propustnosti nebo absorbance na vlnové délce predstavuje absorpéni spektrum
vzorku. Absorbance roztoku absorbujici latky pii vinové délce A je pfimo umérna latkové
koncentraci ¢ (mol.I'"). Plati Lambert-Beertiv zakon:

A, =¢,bc=k-c (7

Konstantu umérnosti vyjadiuje soucin vrstvy b (cm) a molarniho absorpéniho koeficientu
pii dané vlnové délce &, ktery vykazuje rozmér I'mol™-cm™ [21, 22].

VInové délky maxim a minim v absorpénim spektru, jeho tvar a velikost absorpcnich
koeficientl z&visi na struktute latky. Pti absorpci zéfeni v ultrafialové a viditelné oblasti se
energie absorbovanych fotonl spotfebuje na ptfechod valen¢nich elektroni molekuly ze
zakladniho do energeticky bohatSiho kvantového stavu.

Nutnou podminkou pro absorpci zafeni latkou ve viditelné nebo ultrafialové oblasti je
ptitomnost valen¢nich elektronti o dostate¢né nizké excitacni energii v jeji molekule. Pokud
slouc¢enina neobsahuje funkcni skupinu s takovymi elektrony (tzv. chromofor), pak v této
oblasti zafeni neabsorbuje. Mezi tyto latky patii voda, nasycené uhlovodiky, alkoholy, ethery,
estery, kyseliny, apod. Tyto slouceniny se vyuzivaji jako vhodnéd rozpoustédla pro méteni
spekter latek, které v této oblasti absorbuyji.

Souvislost struktury latky s pribéhem absorpéniho spektra se znacné uplatiiuje pii
identifikaci latek nebo pfi urCovani typi chromoforti pfitomnych v jejich molekulach.
V mnohych piipadech Ize nezndmou slouceninu detekovat na zakladé porovnani jejiho
spektra se spektry standardnich latek zmétenych za stejnych experimentalnich podminek [22].

3.3.1 Absorp¢ni spektrofotometr

Absorpéni spektrofotometr se sklada z téchto casti (Obr. 3.2):

» Zdroj zareni — pro spojité elektromagnetické zareni pro viditelnou oblast se
vyuziva wolframova nebo halogenova zarovka.

» Monochromator — je tvofen vstupni a vystupni miizkou, rozkladnym prvkem
(hranol, reflexni miizka) a zrcadlovou nebo cockovou soustavou. Natd¢enim
rozkladného prvku se postupné zobrazuji jednotlivé monochromatické obrazy
vstupni $térbiny na $térbinu vystupni.

» Absorpéni prostiedi — je vyuzivana kyveta s mérnym, piipadné srovnavacim
roztokem. Materidl kyvet se fidi proméfovanou oblasti spektra. Absorp¢ni prostiedi
tvoti roztok latky ve vhodném rozpoustédle.

» Detekéni systém — se sklada z detektoru zareni a elektronického zatizeni na
zpracovani jeho odezvy. Detektor pfevadi zafivy tok na elektricky signal, ktery se
zpracovava v zesilovaci a jeho vystup se zobrazi na displeji. Pro detekci zafeni ve
viditelné oblasti se pouzivaji fotonky, fotondsobic¢e nebo fotoodpory.

Svazek polychromatického zéafeni vychazejici ze zdroje dopada na vstupni Stérbinu
monochromatoru. Nésleduje rozklad na reflexni mtizce nebo hranolu. Poté vychézi z vystupni
Stérbiny svazek monochromatického zareni, které charakterizuje interval vinovych délek
prochéazejicich Stérbinou. Po priichodu absorpénim prostiedim dopadda monochromatické
zateni na fotoelektricky detektor a vznikly fotoproud se prevadi na elektricky vystup [21].

15



VSTUPNI VYSTUPNI

STERBINA STERBINA
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DAD S qu:EF.SNM
USPORADANIM

Obr. 3.2: Soucasti spektrofotometru [20]

3.3.2 Priklady spektrofotometrického stanoveni

Tato metoda naléza uplatnéni pfi stanoveni prvkd, kationti vazanych v komplexech, aniont
nekovi, organickych slouc¢enin s heterocyklickymi atomy, aromatickych slou¢enin, sloucenin
s konjugovanymi nasobnymi vazbami, pfi analyze télnich tekutin, potravin a drog.

Kvalitativnim dikazem vyskytu analyzovaného prvku byvéa c¢asto vznik anomalniho
zbarveni (tvorba komplexnich slouc¢enin anorganickych analyti).

Spektrofotometrie se dale vyuziva jako detekéni a kvantifikacni princip v kapalinové
a iontové chromatografii nebo pfi elektromigrac¢nich metodach [20].

3.4 Plynova chromatografie (Gas chromatography — GC)

Analyticka metoda zalozend na rozdilech v rozdélovacich koeficientech latek délicich se
mezi nepohyblivou (stacionarni) a pohyblivou (mobilni) fazi se nazyva chromatografie. Svym
ur¢enim je to predevSim metoda kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorku [18, 23].
Zakladnim pozadavkem kvalitativni analyzy je Gplna separace vSech slozek [24].

Metoda plynové chromatografie vyzaduje, aby se vesSkeré latky vstupujici do déliciho
systétmu nachazely v plynné fazi. Tento pozadavek urcuje rozsah analyzovanych latek
a moznost jejich kvantifikovani [25].

Vzorek je davkovan do proudu plynu, ktery jej unasi kolonou. Mobilni faze se tedy nazyva
nosny plyn. Slozky se separuji v kolon¢ na zéklad¢ odlisné schopnosti poutat se na stacionarni
fazi. Jednotlivé komponenty opoustéjici kolonu indikuje detektor. Z casového pribéhu
signalu vyhodnoceného detektorem se ur¢i druh a kvantitativni zastoupeni slozek [18].

Podle stacionarni faze, kterou plynova chromatografie vyuziva, se tato metoda dale dé¢li na
plynovou adsorpcni chromatografii (GSC) a plynovou rozdélovaci chromatografii (GLC).
U GSC je fidicim procesem adsorpce slozky z plynné faze na povrch tuhého adsorbentu
(napft. aktivni uhli, silikagel, aluminu), pfi GLC dochézi k distribuci slozky mezi plynnou
mobilni a kapalnou staciondrni fazi [26].

Plynové chromatografie nalézéa uplatnéni zejména pii analyze smési plynti, t€kavych latek
a organickych sloucenin s bodem varu mensim nez cca 400 °C a relativni molekulovou
hmotnosti mensi nez 1000 g'mol . Hojn& vyuzivanym postupem je chemickd zmé&na analytii
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s nevyhovujicimi vlastnostmi na derivaty pouzitelné v analyze plynovou chromatografii
[18, 20].

Mastné kyseliny patii mezi siln¢€ polarni latky. Vzhledem k jejich chemickym vlastnostem
negativné ovliviiuje jejich stanoveni adsorpce na nosi¢i a dimerizace. Proto se vétSinou
pfevadéji na methylestery (v pfitomnosti katalyzatoru se pouziva methanol), které se rozdéluji
plynovou chromatografii s pouzitim polyestert jako stacionarni faze a plamenového
ioniza¢niho detektoru. Slozky se identifikuji na zéklad¢ eluc¢nich ¢asii a z plochy pika se
nasledné vypocitd pomérné zastoupeni jednotlivych kyselin ve smési v hmotnostnich
procentech. Tato metoda vSak neni vhodna pro kyseliny s kratkym fetézcem [16, 24].

Nizsi mastné kyseliny je nékdy vyhodnéjsi stanovovat ve volné form¢. Tehdy byvaji
pouzivany bud’ kysel¢ kapalné faze jako je 2-nitrotereftalova kyselina, nebo kombinace
polyesterové faze s kyselinou fosforecnou, aby byla potlacena disociace volnych kyselin.
Pti analyze téchto latek se kviili slab& kyselému charakteru fenolii vyuZziva ptidavku kyseliny
fosforecné [24].

3.4.1 Instrumentace

Plynovy chromatograf se sklada z téchto casti (Obr. 3.3):

zdroje nosného plynu

davkovace

chromatografické kolony a detektoru umisténych v termostatovaném prostoru
regulacniho a Cisticiho zatizeni

tfidiciho a vyhodnocovaciho zatizeni [27].

YVVVYY

Zdroj nosného
piynu == @®

Davkovac

Ridici a

Termostatovany vyhodnocovaci
prostor zafizeni

Obr. 3.3: Schéma plynového chromatografu [27]

3.4.1.1 Zdroj nosného plynu, mobilni faze

Jako mobilni faze se pouziva inertni plyn (vodik, dusik, helium nebo argon), jehoZz tikolem
je transportovat slozky vzorku kolonou. Jako zdroj slouzi generatory nebo tlakové lahve.
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Nosny plyn ma byt vysoké Cistoty, bez vlhkosti a kysliku. Z tohoto diivodu se do potrubi
zatazuji susSicky a absorbery kysliku.

Volba nosného plynu je ur¢ena druhem kolony a detektoru a ma vliv na separacni ucinnosti
na zaklad¢ rozdilnych difusnich koeficientl slozek v riznych plynech [18, 20, 26].

3.4.1.2 Regulacni systéem

Regulacni systém (mechanické, elektronické regulatory) zajist'uje staly nebo programovée
se ménici prutok nosné¢ho plynu. Elektronickou regulaci 1ze dosdhnout stanoveného pritoku
1 béhem zmén teploty pfi separaci [18, 20].

» Prutokova rychlost — v chromatografickém systému lze méfit priutokovou rychlost
bud’ na vystupu kolony za detektorem nebo na vstupu do kolony pied davkovacem.
K méfeni prutokové rychlosti nosného plynu a vSech dalSich ptidavnych plyni se
pouzivaji nejcastéji mydlové priatokoméry, kapilarni pratokoméry, pratokoméry
s clonkou nebo rotametry. Mydlové pritokoméry v rozsahu pritokovych rychlosti
jsou velmi ptesné, zatimco rotametry slouzi pouze k hrubé orientaci [23, 28]. Na
pruchod nosného plynu kolonou ma vliv pneumaticky odpor kolonou, ktery se projevi
vznikem tlakového spadu. ProtoZe jsou retencni data na tlakovém spadu zévisla, je
tteba pro piesnd meéfeni pritoku naméfené hodnoty na tlakovy spad korigovat.
Z tohoto divodu se pted vstup do kolony zafazuje nanometr [28].

3.4.1.3 Cistici zaiizeni

Cistici zafizeni zachycuje vlhkost, neéistoty v nosném plynu a nezadouci stopy ostatnich
plynt, zejména reaktivniho kysliku, ktery vyznamné poskozuje stacionarni fazi v koloné [18].

3.4.1.4 Injektor (davkovac)

Injektor slouzi k zavedeni vzorku na pocatek kolony, pievedeni vzorku do plynného stavu
a vneseni do proudu nosného plynu [20]. Teplota injektoru je volena tak, aby pfi ddvkovani
doslo k okamzitému vypareni vzorku a byla o 50 °C vyssi nez teplota kolony. Pievod tepla
mezi vypafovanym vzorkem a injektorem je vzdy salanim [25].

Dévkovani se uskutecnuje nad usti kolony umisténé na konci injektoru nebo pfimo na
kolonu pomoci davkovacich ventilli, plynové mikrostfikacky, ru¢nich a automatickych
davkovaci. Existuji rizné zpusoby nastiiku:

» Nastrik s délicem toku (split injector) — pouziva se u vzorkl obsahujicich velké
mnozstvi analyzovanych slozek a pfi kvalitativni analyze, pokud je hlavnim
pozadavkem znac¢né rozliSeni zon separovanych latek. Sklenénd vata umisténa
v odpafovaci trubici zajiStuje promichdni vzorku pied vstupem do kolony
a nasledné homogenni odpafovéani. Pro vlastni analyzu se vyuzivd pouze mensi
cast a zbytek je oddélen.

» Nastiik bez délice toku (splitless injector) — vyuziva se k analyze ziedénych
vzorki a relativné velkych objemt, které je nutno pouzit pro stopovou analyzu.
Vzorek se davkuje pomalu do odpatovaci trubice a nechd se cca 60 s odpatovat.
Nasledné je proveden oplach septa. Diky rozpoustédlu s vysokou teplotou varu,
které zkondenzuje a vytvoii kapalny film v kolonég, se analyty ve filmu zachyti.
Po oplachu septa a zvySeni teploty za¢ne probihat separace.
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» Nastiik primo do Kkapilarni Kkolony (on column injector) — je pouzivan
k analyzam latek, jejichz komponenty se tésné¢ nad bodem varu rozkladaji.
Do kolony zahtaté na nizsi teplotu, nez je bod varu rozpoustédla pouzitého pro
rozpu$téni vzorku, se rychle nastfikne analyzat, ktery vytvoii kapalny film
na stén¢ kolony.

» Nastiik s programové zvySovanou teplotou vyparovani vzorku — soucasti
injektoru je vlozka s chromatografickou néplni slouzici k odstranéni rozpoustédla,
nizkomolekularnich sloucenin a zachyceni netékavych sloucenin ¢i necistot
[18, 20].

3.4.1.5 Kolony a staciondrni faze pro plynovou chromatografii

Kolona je ¢ast chromatografu, ve které se nachézi stacionarni faze a kde dochézi k separaci
slozek [18]. V plynové chromatografii se vyuziva nékolik set riiznych staciondrnich fazi, které
se vyznacuji vysokou tepelnou a chemickou stabilitou [20, 25]. Jako zakotvujici faze byvaji
pouzivany netékavé a pii dané teploté chemicky inertni kapaliny. Stacionarni faze musi
disponovat nepatrnou tenzi par pii pracovni teploté, jinak by doSlo v prib&hu analyzy
k jejimu vypateni [20].

V plynové chromatografii jsou pouzivany kolony napliiové nebo ucinnéjsi kapilarni
separacni kolony [26, 27].

» Napliiové kolony — jsou tvofeny do spiraly sto¢enou kovovou nebo sklenénou trubici
o vnitinim praméru 2-6 mm a délce 1-5 m. Kolony se plni adsorbenty na bazi
silikagelu a aktivniho uhli, aluminou, molekulovymi sity (kfemicitany) nebo porapaky
(kopolymer styrenu a divinylbenzenu). Jako neaktivni nosic¢e pro kapalnou fazi slouzi
kfemelina nebo modifikovana kiemelina. Castice adsorbentii a neaktivnich nosiét
dosahuji priméru 0,13-0,40 mm. Cim mensi Gastice se pouziji, tim vice se zvysi
ucinnost. Napliové kolony maji vyssi kapacitu nez kolony kapilarni. Vzhledem
k hor§imu rozliSeni se vyuzivaji tehdy, je-li pozadovan vétsi objem staciondrni faze,
pro preparativni ucely nebo k oddélovani malo zadrzovanych plyni.

» Kapilarni kolony — jsou vyrobeny z kifemenné, sklen¢éné, plastové nebo kovové
kapilary o vnitfnim priméru 100-700 yum a délce 15-100 m. Kvili zvySeni
mechanické odolnosti se potahuji vrstvou polymeru (polyamidu) nebo hliniku.
Na vnitini sténé€ kapilary se nachazi stacionarni faze o tloust'ce 0,1-10 um. Na zakladé
charakteru zakotvené faze se rozliSuji kolony WCOT (Wall Coated Open Tubular)
s kapalnou stacionarni fazi tvofici tenky film, kolony SCOT (Support Coated Open
Tubular) s vrstvou nosi¢e se zakotvenou kapalinou a kolony PLOT (Porous Layer
Open Tubular) s tenkou vrstvickou porovitého materialu jako absorbentu. Kapilarni
kolony dosahuji vysokych separacnich uc¢innosti nékolika set teoretickych pater pii
celkové délce az 100 m. Nevyhodou je malé mnozstvi davkovaného vzorku
[18, 20, 27].

3.4.1.6 Termostat

Termostat zajiStuje dostateCné vysokou teplotu davkovace, kolony a detektoru kviili
udrzeni vzorku v plynném stavu. Detektor a davkovac maji vétSinou vlastni fizené zahtivani.
Optimalni teplota kolony zavisi na bodu varu jednotlivych komponent a pozadovaném
rozliSeni. Separaci smési slozek s Sirokym rozmezim bodl varu je vhodné provadét s pomoci
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teplotniho gradientu. ZvySenim teploty kolony dojde k zvySeni tlaku par slozky a k sniZeni
retencniho Casu. Timto zptisobem se dosdhne zkraceni analyzy a rovnomérné eluce zon.
Teplota kolony je zvySovana skokové nebo kontinudlné. Ve vétSing€ ptipadech se pracuje
v teplotnim rozmezi 50-300 °C [18, 20].

3.4.1.7 Detektory

Detektory jsou zatfizeni reagujici na pritomnost protékajici mobilni faze a vysilajici signal,
ktery se zaznamenava v zavislosti na case. Detektory umoznuji sledovani takové vlastnosti
plynu z kolony, kterd zavisi na koncentraci a druhu sloZzek. Podle povahy zavislosti signélu se
rozlisuji detektory:

» Koncentracné zavislé — signal detektoru je funkci koncentrace slozky vstupujici do

detektoru
Hmotnostné zavislé — signal detektoru je funkci mnozstvi slozky vstupujici do
detektoru
Univerzalni — pouzivaji se k detekci rozsahlého spektra slouc¢enin
Selektivni — slouZzi k detekci sloucenin specifickych vlastnosti

YV V¥V

Mezi dulezité vlastnosti detektort patii citlivost (nizky detekéni limit), odezva, linearni
dynamicky rozsah odezvy, rychlost odezvy, Sum produkovaného signidlu a nejmensi
detekovatelna koncentrace nebo hmotnostni priitok [18, 20, 27].

Druhy detektorii:

Tepelné-vodivostni detektor (Thermal Conductivity Detector — TCD)

Je typem universalniho a nedestrukéniho detektoru. Nosny plyn (vodik, helium) proudi
pres vlakno zhavené stalym elektrickym proudem a ochlazuje ho na urcitou teplotu. Tepelna
vodivost prostfedi kolem vldkna, teplota a elektricky odpor jsou zménény diky pfitomnosti
slozky. VétSinou se pracuje se dvéma zhavymi vlakny. Pfes jedno proudi plyn z kolony, ptes
druhé ¢isty nosny plyn. Jejich elektrické odpory se srovnavaji ve Wheatstonové miistku, kde
jeho rozladéni znadi pritomnost slozky (Obr. 3.4).

TCD se casto pouziva ve spojeni s kapilarnimi kolonami pfi analyzach anorganickych
plynt a nizkomolekuldrnich organickych latek. Hlavni ptfednosti TCD je velmi Siroky
dynamicky rozsah, mezi nevyhody patii nizka citlivost [18, 20, 27].

Ionizacni detektory

> Plamenovy ioniza¢ni detektor (Flame Ionization Detector — FID) — univerzalni
detektor s vynikajici stabilitou signalu, malym efektivnim objemem a rychlou odezvou
urCeny pro detekci organickych latek. Vzorek undSeny nosnym plynem z kolony se
spaluje ve vodikovo-vzduchovém plameni, ktery hoifi mezi dvéma elektrodami.
Anodou je kovova cast télesa hotdku, jako katoda slouzi kovova trubicka nebo sitka
umisténa nad plamenem. Mezi elektrodami se nachazi potencialovy rozdil asi 500 V.
Molekuly organickych slouc¢enin poskytuji radikaly, které se méni na ionty, které
zvysuji vodivost plamene. Detektorem nasledné probiha proud umérny koncentraci
slou€eniny v nosném plynu [20].
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Plamenovy ionizacni detektor s alkalickym kovem — obsahuje v blizkosti plamene
stl alkalického kovu. lonty alkalického kovu se plisobenim tepla kyslikovodikového
plamene dostavaji do plynné faze, kde reaguji s heteroatomy organickych latek
(dusikem a fosforem). Diky tomu organické slouceniny s témito prvky davaji velky
signal (Obr. 3.4) [18, 20].

Plamenovy fotometricky detektor — v plasti se nachéazi okénko odd¢€lujici optickou
soustavu a fotondsobi¢. Je selektivni pro slouceniny obsahujici fosfor nebo siru. Pfi
spalovani téchto latek vznikaji Castice S, nebo POH, které vydavaji zelenou nebo
modrou chemiluminiscenci [20].

Bezplamenovy detektor s alkalickym kovem — jako zdroj iontl alkalického kovu
slouzi elektricky vyhtivana sil alkalického kovu, na jejimz povrchu se diky vysoké
teploté spaluje vodik. Energie vznikla pii spalovani dostacuje na specifické reakce
s fragmenty obsahujicimi dusik a fosfor. Diky vysoké citlivosti a selektivité se
pouziva na detekci latek pouzivanych v dopingu, opiatt apod. [18].

Fotoioniza¢ni detektor (Photolonization Detector — PID) — velmi citlivy. lonizaci
latek zpusobuje ultrafialové zafeni. Selektivita detektoru se ovlivni volbou vinové
délky tohoto zéfeni. lonizovany jsou organické latky, amoniak, sulfan a kyslik. Mezi
neionizujici se latky patii napt. dusik, oxidy uhelnaty a uhlicity, voda a helium [18].

Detektor elektronového zachytu (Electron Capture Detector — ECD) — radioaktivni
z&fi¢ Ni svym zafenim B ionizuje molekuly dusiku jako nosného plynu a vyvolava
ioniza¢ni proud. Pomalé elektrony se uvolnuji, zachycuji elektronegativni atomy
slozek a zptsobuji pokles ionizaéniho proudu. ECD mize zachytit 10> mol analytu
aje velmi citlivy na halogenové slouceniny, latky obsahujici kyslik, fosfor, siru,
areny, nitroslouc¢eniny nebo olovo. Hlavni nevyhodou je pomérné uzky linedrni
dynamicky rozsah (Obr. 3.4) [18, 27].

Argonovy detektor —atomy argonu jsou excitovany do metastabilniho stavu
(E=11,7eV) Ar— Ar pii interakci s alfa zafenim resp. beta zafenim ze *°Sr nebo
H. Excitované atomy Ar srazkové ionizuji organické sloudeniny proslé kolonou
amezi elektrodami polarizovanymi na E = 750 — 1500 V se mé&fi ionizacni proud.
Tento proud je umérny mnozstvi organické slouCeniny. Na stejném principu funguje
Heliovy detektor [20].

Pro identifikaci nebo objasnovani povahy slozek slozitych smési ma zvlastni vyznam
kombinace plynové chromatografie shmotnostni spektrometrii (MS) [6]. Po =ziskani
hmotnostniho spektra kazdé slozky nésleduje identifikace na zaklad¢é porovndni jejiho spektra
s knihovnou spekter slouc¢enin ulozenou v pocitaci [18].

Atomovy emisni detektor

Vyuziva emise zafeni vzorkem. Plyn vstupuje z kolony do plazmové hlavice, atomizuje se
a emituje zafeni, které se po rozkladu mtizkou analyzuje diodovym polem. Poté nasleduje
urceni obsahu prvki [18].
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Obr. 3.4: Schéma tepelné vodivostniho detektoru (A), plamenové ionizacniho detektoru (B)
a detektoru elektronového zachytu (C) [27]

3.4.1.8 Vyhodnocovaci zarizeni

Vyhodnocovaci zatizeni zpracovava signal z detektoru, zakresluje chromatografickou
ktivku (chromatogram) a provadi jeji vyhodnoceni [18].

3.4.2 PouZziti plynové chromatografie

Plynova chromatografie je G¢innym néstrojem poznani v mnoha védnich disciplinach
(organické chemii, biochemii, pracovnim a soudnim lékafstvi atd.) a ekonomicky vyznacnym
pomocnikem v mnohych primyslovych odvétvich (chemii ropy, plastickych hmot, dehtu,
kapalnych a plynnych paliv atd.).

Této separacni metody se dale vyuziva k déleni: smési uhlovodikii, spalnych produkti,
vyfukovych plynii, aminokyselinovych zbytkli z polypeptidii a proteinti, nedisociovatelnych
kapalin, pevnych organickych molekul, organokovovych latek, estert cholesterolu nebo pro
stanoveni 1éCiv v biologickych tekutinach [18,23,29]. Neni vSak vhodnd pro separaci
makromolekul, organickych a anorganickych soli [18].

Plynova chromatografie naléza uplatnéni i v mnoha aplikacnich oblastech, jako je:

» analyza Zivotniho prostiedi — analyza plynnych a té¢kavych organickych polutantt
v ovzdusi a vodéch, analyza pesticidi, herbicidl a insekticidii ve vzorcich vody a pud

» analyza potravin nebo kosmetickych pripravka — hodnoceni chuti a vini

» klinicka a toxikologicka analyza — monitorovani obsahu drog v krvi [27].

3.5 Plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie (Gas chromatography-
Mass spectrometry — GC-MS)

Hmotnostni spektrometrie je separacni technika, kterd pievadi vzorek na ionizovanou
plynnou fazi a vzniklé ionty deli na zékladé hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje
m/z [18]. MS se tfadi mezi metody destrukéni, spotieba latky k identifikaci je vSak velmi mala
(pg az ag).

Spektrum organické latky obsahuje zpravidla vice pikil, vzhledem k fragmentaci molekuly
pfi analyze. Pik, ktery odpovidd molekulové hmotnosti nefragmentované (piivodni) molekuly
a nese informaci o molekulové hmotnosti analyzované latky, se nazyva molekulovy. Pik,
shodny s fragmentem s nejvyssi relativni Cetnosti, se oznacuje jako zdkladni pik, jehoz vyska
odpovida konvencné relativni Cetnosti rovné jedné [30].
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Zakladnimi kroky v této technice jsou:
» odpateni vzorku
» ionizace
» akcelerace iontti do hmotnostniho analyzatoru
» separace iontli hmotnostnim filtrem
» detekce ionti [18]
Spojeni hmotnostniho spektrometru se separa¢nimi metodami (zejména kapalinovou
a plynovou chromatografii) vyrazné zvysSuje selektivitu a provadi identifikaci komponent
vzorku ve slozité matrici. Hmotnostni spektrometr zde vystupuje jako strukturné selektivni
detektor umoznujici kromé registrace zon latek eluovanych z kolony uskutecnit i1 jejich
identifikaci na zaklad¢ zaznamenaného hmotnostniho spektra [19].

3.5.1 Instrumentace hmotnostniho spektrometru

Hmotnostni spektrometr se sklada z téchto ¢asti:
» iontovy zdroj
» hmotnostni analyzator
» detektor
» vakuovy systém
» vyhodnocovaci zatizeni [18]

3.5.2 Pripojeni plynového chromatografu k hmotnostnimu spektrometru

Primarnim predpokladem uspésného spojeni GC-MS je dostate¢né¢ vykonny cCerpaci
systém, schopny s rezervou od¢erpat nadbytek nosného plynu z prostoru ionizace [19]. Mezi
chromatografickou kolonu a iontovy zdroj se zatradi separator nebo déli¢ toku (Obr. 3.5).
Pritok mobilni faze kapilarni kolonou je podstatné nizsi a vakuovy systém jej odCerpa pfi
svém obvyklém vykonu, takze kapiladrni kolona se zavede do evakuovaného prostoru MS
tésn¢ pfed iontovy zdroj. PouZiti helia jako nosného plynu je vyhodné pii spojeni GC
s iontovou pasti, v ostatnich ptipadech se prednostné ionizuje helium a srazky jeho ionth
s analyty maji vys§i U¢inny prifez pro interakci analytli s primarnimi elektrony, coz vede
k vétsim ioniza¢nim vytézktm [20].

Helium
Privod Odvod

Obr. 3.5: Spojeni kapilarni kolony plynového chromatografu s iontovym zdrojem
hmotnostniho spektrometru pomoci otevireného delice [19]
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3.5.3 Aplikacni oblast GC-MS

Aplikovatelnost GC-MS je omezena poZadavkem dostatené t€kavosti analyzované latky,
kterd musi projit separacni kolonou. Tuto podminku splituje asi 10 % znamych organickych
latek. GC-MS se vyuziva pro analyzu komplikovanych smési latek, u nichZ je identifikace
komponent na zaklad¢ porovnani retencnich casi nemozna, a pro komplexni vzorky
obsahujici nezndmé slozky. Diky vysoké citlivosti detekce hmotnostnim spektrometrem saha
aplikovatelnost GC-MS do oblasti stopové a ultrastopové analyzy.

GC-MS nalézé uplatnéni v praxi v téchto oblastech:

»> Potravinarsky a kosmeticky primysl — hodnoceni chuti a vlini, jejichz nositelem
jsou casto t€kave latky

» Farmaceuticky primysl — laboratorni a provozni hodnoceni Cistoty vyrobenych
preparati a strukturni identifikace doprovodnych necistot a produkti degradace,
farmakokinetické studie pii sledovani casového koncentra¢niho profilu 1éciva
v télnich tekutinach a mechanismu odbouravani

» Toxikologie — identifikace a kvantifikace bézné¢ navykovych latek v télnich
tekutindch, analytickd metoda dopingovych a toxikologickych laboratoti

» Ekologie — stopova a ultrastopova analyza organickych polutantl ve vzorcich pid,
vod a ovzdusi [19]

3.5.4 Analyza tékavych mastnych kyselin pomoci GC-MS

Tekavé mastné kyseliny byly identifikovany pomoci GC-MS napi. ve Svycarském syru
a v Loureiro a Alvarinhov¢ vinech z regionu Vinhos Verdes [31, 32].

Syrové aroma je vysledkem slozit¢ smési tékavych latek vznikajicich na zakladé
rozkladnych procest zptisobenych mikroflorou béhem zrani syrt. Vysledkem prvni analyzy
Svycarského syra byla identifikace kyseliny propionové v ptitomnosti kment propionibakterii.
Mezi dalsi detekované tékavé mastné kyseliny patfily kyseliny 2-methylbutanova
a 3-methylbutanova [31].

Pti druhé analyze Svycarského syra — Ementdlu byla pouzita k identifikaci volnych
mastnych kyselin a dalSich tékavych latek metoda extrakce nadkritickou tekutinou
(CO»)-plynova chromatografie. Kyseliny octova a propionova prevladaly nad kyselinami
o po¢tu atomi uhliku 12—18, pocet mastnych kyselin s dlouhymi fetézci rostl s koncentraci
béhem zréani syru [33].

Na zakladé analyzy nékolika polotvrdych kozich syrti z riiznych oblasti Spanélska bylo
identifikovano pomoci GC-MS 50 tékavych latek. Z téchto sloucenin znacné€ ovliviiovaly
syrové aroma mastné kyseliny s kratkym fetézcem (zejména kyselina 3-methylbutanova),
ketony, laktony a ethylestery dodekanové a hexanové kyseliny [34].

Analyza Loureiro a Alvarinhova vina ukézala pfitomnost 77 glykosidicky vazanych
sloucenin a 120 volnych tékavych latek, napt. alkoholl, mastnych kyselin, ethylesterd, esteri
organickych kyselin, acetatl, tékavych fenoll, tékavych mastnych kyselin, atd. [32].

3.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC)

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie je pokroCilou a instrumentalné¢ naro¢nou
technikou kapalinové chromatografie. V HPLC se dosahuje vysoké ucinnosti separacniho
procesu pouzitim kolon naplnénych staciondrni fazi o malé a dobfe definované velikosti ¢astic
[27]. Na rozdil od plynové chromatografie hraje mobilni faze v ptipadé HPLC aktivni roli.
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Podle mechanismu separace se pouZzivaji rozpoustédlové smési rlizné polarity, pfi¢emz zména
vlastnosti mobilni faze je v systému s danou stacionarni fazi hlavnim faktorem ovlivitujicim
retenci jednotlivych sloZzek smési a tim 1 jejich vzajemné rozdéleni [20].

Mezi vyhody HPLC patii Sirokd oblast pouzitelnosti, moznost ovlivnéni separace slozenim
mobilni faze, kterd na rozdil od GC neni inertni (Tabulka 3.1). Nevyhodou ve srovnani s GC

vvvvvv

Tabulka 3.1: Rozsah pouzitelnosti HPLC ve srovnani s GC [19]

Priblizny rozsah molekulovych

Met
etoda hmotnosti analytia Mr

Analyzované latky

ionty, latky poléarni i nepolarni,

6
HPLC 3-10 nizkomolekulérni i polymery

ptimo plyny, latky te¢kavé a teplotné
GC 1-400 stabilni, po derivatizaci i netékavé, po
pyrolyze i makromolekularni

3.6.1 Instrumentace HPLC

Zakladni schéma pfistroje pro HPLC se sklada z téchto ¢asti (Obr. 3.6):
zasobnik mobilni faze

vysokotlaké ¢erpadlo

davkovaci ventil

kolona

detektor

vyhodnocovaci zatizeni (pocitac) [19]

YVVVYVYVYYVY

Davkovaci
ventil Kolona
(/ N
Zasobnik  Vvsokotlaké Detektor
Fnbilni terpadlo
Aze

Obr. 3.6: Schéma pristroje pro HPLC [27]
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3.6.1.1 Mobilni faze v HPLC

Slozeni mobilni faze je ovliviiovdno zménami sloZeni rozpoustédel, pH, iontové sily,
iontové parovymi Cinidly atd. Mobilni fazi charakterizuji polarita — schopnost rozpoustédla
podilet se na polarnich interakcich a selektivita, ktera se definuje jako relativni retence dvou
sousednich latek.

Mobilni faze by méla davat v detektoru minimalni signdl a tim umoznovat co nejcitlivé;si
detekcei solutil. Viskozita, stlacitelnost, toxicita a hrana absorpce ultrafialového zéfeni by mély
byt co nejnizsi [19].

3.6.1.2 Stacionarni faze v HPLC

Separacni kolony v HPLC musi odolat vysokému tlaku mobilni faze. VétSinou se vyrabi
zocelové nebo tlustosténné sklenéné trubice o wvnitfnim priméru 2-5mm a délce
30-200 mm. Kolony jsou naplnény vhodnou stacionarni fazi. Tou byva obvykle oxid
kifemicity vhodné zrnitosti, nejcastéji chemicky modifikovany navazanim vhodnych
funkénich skupin. Typ funkéni skupiny na povrchu oxidu kifemicitého urcuji vyslednou
polohu zakotvené faze.

V HPLC se pouzivaji hydrofobni stacionarni faze snavazanymi uhlovodikovymi
funkénimi skupinami nebo 1 granulovany iontoméni¢, tvofeny nejCastéji sitovanym
polystyrenem s kationogennimi nebo anionogennimi funkénimi skupinami [27].

3.6.1.3 Detektory

Druhy detektort:
» Fotometricky detektor — umoziuje sledovat absorbanci latek vystupujicich
z chromatografické kolony. Pracuje v ultrafialové oblasti a je pro organické latky
prakticky univerzalni, vykazuje Siroky linearni dynamicky rozsah a nizké meze
detekce.

» Fluorimetricky detektor — pro latky vykazujici fluorescenci, umoziuje dosahnout
velmi nizkych mezi detekce, jez se pro siln¢ fluoreskujici latky pohybuji v fadu
jednotek pg.

> Hmotnostni detektor — identifikuje jednotlivé separované latky vychazejici
z kolony na zékladé ziskanych hmotnostnich spekter.

» Elektrochemické detektory:
Ampérometricky — vyuziva se pro detekci latek, které je tteba redukovat nebo
oxidovat.

Vodivostni — pouZiva se v iontové chromatografii pfi analyze anorganickych
iontt [27].

3.6.2 Vyuziti kapalinové chromatografie
Kapalinovou chromatografii lze pouzit k identifikaci molekuldrnich a biochemicky
vyznamnych latek, zejména v potravinaiském primyslu, klinické chemii, biochemii
a v primyslu zpracovani plastii a dfeva [35].
Nejvice se vSak této metody vyuziva k separaci komplikovanéjSich smési latek [19].
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Mezi typické aplikacni oblasti HPLC patfi:
» Analyza zivotniho prostiedi — sledovani rdznych typld organickych
a anorganickych polutantli ve vzorcich vod a pidy
» Farmaceuticka analyza — 1ékopisna metoda doporucena k identifikaci a hodnoceni
substanci a findlnich 1€kovych forem, vyuzivd se také v ramci farmakologickych
studii pro ur¢ovani koncentrace 1é¢iv v télnich tekutinach [27]

3.6.3 Analyza tékavych mastnych kyselin pomoci HPLC

Tekavé mastné kyseliny nachazejici se ve vodnim prosttedi — moiskych sedimentech byly
identifikovany pomoci HPLC. Vzhledem k nizké koncentraci t€kavych mastnych kyselin
v zivotnim prostfedi jsou znalosti o jejich izotopovém slozeni omezené. Analyza prokézala
pritomnost acetatu sodného v dillnich vodach. Na zaklad¢ tohoto vysledku a rozborem kapalin
ziskanych inkubaci z motskych sedimentl byla ziskdna fada informaci o izotopovém sloZeni
tékavych mastnych kyselin [36].

3.7 Extrakce pevnou fazi (Solid Phase Extraction — SPE)

Z hlediska fyzikalni chemie je chapan proces extrakce jako pfechod slozky fazovym
rozhranim mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi kapalinami. AvSak v SirSim analytickém
pohledu byvaji jako extrakce pojmenovany i mnohé dalsi metody, pfi nichz se pievadi jedna
slozka smési fazovym rozhranim jedné faze (plynné, kapalné, pevné) do druhé faze (kapalné,
pevné), 1 kdyz principialn€ jde napt. o adsorpci nebo absorpci.

Podstatou metody extrakce pevnou fazi je zachyceni molekul latky na tuhém sorbentu, ptes
ktery protéka vzorek (Obr. 3.7). VyuZiva se chemickych vlastnosti ¢astic, které v disledku
mezimolekulovych interakci (van der Waalsovy sily, vodikové vazby a dipol-dipdlové
interakce, kation-aniontové interakce) na sorbentu ulpivaji [18].

Dalsi modifikaci extrakce pevnou fazi je mikroextrakce pevnou fazi (Solid Phase
MicroExtraction — SPME) [18]. SPME se rychle po svém uvedeni zatadila mezi standardni
metody pfipravy vzorku pro plynovou chromatografii. Protoze pfi odebrani vzorku neni tfeba
zadny dodatek rozpoustédla, SPME Setii ¢as a ndklady pro preparaci a Casto zvySuje citlivost
analyz. VétSina analytd zkoumanych pomoci GC muze byt efektivné extrahovana pomoci
SPME [37].

Principem SPME je extrakce vzorkli malym mnozstvim extrakéni faze (aktivni uhli,
silikonovy olej, polyakrylatové faze...) zakotvené na kiemenném vldkné. Kiemenné vldkno
pokryté sorpcni vrstvou je spojeno s ocelovym pistem a umisténo v duté ocelové jehle, ktera
vlakno chrani pfed mechanickym poskozenim. Jehlou se nejprve propichne septum nadobky
se vzorkem a posunutim pistu se vldkno vysune. Po uplynuti zvolené extrakéni doby
(5—60 minut) se vlakno opét zasune do jehly a pfemisti se do nastiikové komory plynového
chromatografu. Zde se vlakno vysune do zahfivaného prostoru, vlivem vysoké teploty
(250-300°C) jsou zachycené analyty desorbovany a proudem nosného plynu vneseny na
kolonu [38].
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Obr. 3.7: Extrakce tuhym sorbentem [27]

3.7.1 Instrumentace SPE
Zakladem v SPE je upotfebeni nepfiili§ drahych extrakénich kolonek na jedno pouziti

o nejrozmanitéjSich velikostech a naplnich sorbentl. V principu pracuje SPE takto:
» Kapalny vzorek je veden pies SPE kolonku a slouceniny se ze vzorku zachyti
materialem sorbetu v koloné.
» Nezadouci piimési mohou byt zkolonky selektivné odstranény promytim
vhodnymi rozpoustédly.
» Nakonec se zadouci analyty zkolonky ziskaji znovu elu¢nim rozpoustédlem
v podobé€ vysoce Cistého eluatu.
Alternativné mtize byt extrakéni kolonka vybrana k tomu, aby zadrzovala pfimési ze
vzorku, ale analytim dovolila projit.
Sorbenty zalozené nejcastéji na bazi chemicky modifikovanych ¢astic silikagelu kladou
odpor protékajici kapalin€ [18].

3.7.2 Vyuziti SPE

SPE a jeji modifikace se vyuzivaji zejména k ptipravé vzorkti na formu vhodnou pro
analyzu. Casto je nutné koncentrovat analyt. V monitorovani Zivotniho prostiedi nebo pii
sledovani drog a 1€kt v humannich vzorcich je mnohdy pozadovano stanovit slouc¢eniny tak
nizkych koncentraci, Ze bez zakoncentrovani by se nedosdhlo detek¢nich limiti [18]. Dale
tato metoda nasla intenzivni pouziti ve farmacii, klinické chemii, toxikologii,
potravinaistvi, enviromentalni analyze stopovych necistot v ovzdusi, vodé i ptdé.

Mezi vyhody SPE patii rychlost, selektivita, citlivost, dobrd opakovatelnost, moznost
automatizace, snadné spojeni s fadou analytickych metod a finan¢ni dostupnost [19].

3.7.3 Analyza tékavych mastnych kyselin pomoci SPME
V ovéim syru byly analyzovany volné tékavé mastné kyseliny, které znacné pfispivaji
kjeho vyrazné chuti. SPME byla vkombinaci s GC-MS pouzita pro identifikaci
a kvantifikaci kyselin butanové, hexanové, oktanové a dekanové. V pribéhu zrani syr bylo
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pozorovano vyrazné zvysSeni koncentrace volnych mastnych kyselin, kterd se pohybovala
v rozmezi 0,35-9,33 mg na 100 g pro kyselinu butanovou; 0,363—4,34 mg na 100 g pro
kyselinu hexanovou; 0,343-2,0 mg na 100 g pro kyselinu oktanovou a 1,291-3,85 mg na
100 g pro kyselinu dekanovou. Meze stanovitelnosti byly registrovany na urovni ppm [39].

Tékavé mastné kyseliny byly analyzovany pomoci SPME kombinované s GC-MS ve
vzorcich odpadni vody. K produkci iontl bylo vyuzito chemické ionizace. Detekéni limity se
pohybovaly v rozmezi 150 g-I"" pro kyselinu octovou a 2-6 g-I"' pro zbyvajici karboxylové
kyseliny. Reprodukovatelnost této metody byla mezi 9 a 16 %. Neptitomnost rusivych pika
poskytovala piesnéjsi stanoveni kyselin octové, propionové, maselné a isovalerové [8].

V travni a kukufi¢né silazi bylo stanoveno metodami SPME a GC-MS 21 t¢kavych latek.
Jednalo se zejména o estery niz§ich mastnych kyselin, fenolické latky a terpeny. SilaZe patii
vedle Cerstvé pice a sena k zna¢né pouzivanym krmiviim pro piezvykavce ve vSech vyspélych
zemich. Sildzovani predstavuje velice slozity biologicky a mikrobidlni proces, pii kterém jsou
za anaerobnich podminek ¢innosti bakterii mlééného kvaseni preménovany rostlinné cukry na
konzervujici kyseliny mlécnou a octovou a na oxid uhlidity, a to za soucasného poklesu pH
konzervované hmoty. Jakost silazi se stanovuje hodnotou pH, titra¢ni kyselosti vodného
vyluhu, obsahem kyselin vznikajicich kvasnymi procesy — mlécné, octové, propionové
a nezadouci kyseliny maselné. V silazich ptfitomné cetné tékavé latky vytvarejici typickou
vini kvalitnich sildzi ovliviiuji chutnost, a tim do uréité miry i piijem silazi zvitaty. Cast
téchto sloucenin mize prechéazet do silaze pfimo z vychozi pice, nékteré vSak mohou vznikat
az pii fermentanim procesu nebo béhem dlouhodobého skladovéni sildze [40].
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4 ZAVER

Cilem této bakalafské prace byla charakterizace tékavych mastnych kyselin na zakladé
jejich struktury, vyskytu, vlastnosti a moznosti identifikace.

Tekavé mastné kyseliny se z hlediska ndzvoslovi fadi mezi karboxylové kyseliny, které se
vyznacuji polaritou a znac¢nou reaktivnosti. Byvaji uzivany ndzvy systematické, trivialni
1 latinské. Niz§i mastné kyseliny jsou bezbarvé kapaliny tékajici za atmosférického tlaku.
S vodou jsou misitelné nebo rozpustné. Pti teploté varu dochazi k dimerizaci.

Nasycené mastné kyseliny s krat§im fetézcem jsou typické pro mléény tuk nebo kokosové
ofechy. T¢kavé mastné kyseliny vznikajici pisobenim bifidogenni mikroflory piredstavuji
nejen zdroj energie, ale také stimuluji stfevni peristaltiku.

Rozvétvené karboxylové kyseliny a jejich estery se vyskytuji v ovoci a syrech. Pritomnost
racemickych smési téchto sloucenin v potravindch mize znamenat jejich uZziti jako umélych
ptidavnych latek, coz vSak neni vzdy povoleno.

Mezi instrumentalni metody vyuzivané ke stanoveni karboxylovych kyselin patii plynova
chromatografie, plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie, vysokoucinna kapalinova
chromatografie, spektrofotometrie a izotachoforéza.

Izotachoforéza, zaclenujici se mezi elektromigracni separa¢ni metody, vyuziva rtzné
pohyblivosti iontd. Nalezla uplatnéni napi. pii stanoveni alifatickych a aromatickych
karboxylovych slouc¢enin nebo také aniontt a kationti prvk.

Spektrofotometrie je zaloZena na schopnosti molekul excitovat v ur¢itych kvantovych
stavech, které se 1iSi obsahem energie. Neznamou slouceninu lze detekovat na zaklade
porovnani jejiho spektra se spektry standardnich latek zméfenych za stejnych
experimentalnich podminek. Této metody se vyuziva napf. k analyze potravin, drog nebo
télnich tekutin.

Plynova chromatografie je vyznamna separacni metoda pouzivana v mnoha védnich
disciplinach, ktera vyzaduje, aby se vSechny latky vstupujici do dé€liciho systému nachézely
v plynné fazi.

Spojeni hmotnostniho spektrometru s plynovou chromatografii vyznamné zvySuje
selektivitu. GC-MS se vyuziva pro analyzu komplikovanych smési latek, u nichz je
identifikace komponent vzorku na zdklad¢ porovnani reten¢nich ¢asti nemozna.

Mezi vyhody vysokoucinné kapalinové chromatografie patii Sirokd oblast pouzitelnosti
a moznost ovlivnéni separace slozenim mobilni faze. K typickym aplika¢nim oblastem HPLC
se fadi analyza Zivotniho prostfedi a farmaceuticka analyza.

Pro izolaci mastnych kyselin z matrice vzorku lze kromé klasickych metod pouzit také
SPE a SPME. Extrakce pevnou fazi vyuziva zachyceni molekul latky na tuhém sorbentu, ptes
ktery protékd vzorek. Tato metoda nalezla vyuziti napt. ve farmacii, klinické chemii nebo
potravinafstvi. Principem mikroextrakce pevnou fazi je extrakce vzorkii malym mnozstvim
extrakéni faze zakotvené na kiemenném vldkné.

Tato bakaléiska prace bude pouzita jako teoreticky podklad pro navazujici diplomovou
praci, zabyvajici se problematikou stanoveni té¢kavych mastnych kyselin pomoci plynové
chromatografie.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
GC.oooovieien Plynova chromatografie

GSC. ....Plynovéa adsorp¢ni chromatografie

GLC.. ....Plynovéa rozdélovaci chromatografie

WCOT ....Kapilarni kolona s potaZzenymi sténami

SCOT. ....Kapilarni kolona s tenkou vrstvou nosice
SPOT................ Kapilarni kolona s fazi vazanou na adsorbentu nebo poréznim polymeru
TCD. ....Tepelné-vodivostni detektor

FID.................. Plamenovy ioniza¢ni detektor

PID.........oooii Fotoionizacni detektor

ECD................. Detektor elektronového zachytu
MS...... Hmotnostni spektrometrie

GC-MS............. Plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie
HPLC............... Vysokoucinna kapalinova chromatografie
SPE................. Extrakce pevnou fazi

SPME. ....Mikroextrakce pevnou fazi

PPM.eiiieiieenee parts per million
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