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ANOTACE

Diplomové prace se zabyva zplsoby stanoveni glykolt a jinych vicesytnych alkoholi pomoci
plynové chromatografie. Pfed stanoveni je potfeba tyto latky derivatizovat. V teoretické Casti
jsou charakterizovany jednotlivé latky a jednotlivé zpusoby derivatizace pro tyto latky.
Experimentalni ¢ast popisuje dva zpusoby derivatizace a jeji optimalizace, tak aby byla

metoda co nejcitlivéjsi. Tyto derivatizace jsou navzajem porovnany.

KLICOVA SLOVA:

Plynova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, GC-MS, derivatizace, glykoly, vicesytné

alkoholy



ANNOTATION:

The diploma thesis deals with methods of determination glycols and other polyhydric alcohols
by gas chromatography with mass spectrometry. Derivatization is needed before
determination. In the theoretical part are these compounds and some derivatization methods
characterized. In the experimental part are described two derivatization methods and

optimization these methods. These derivatizations have compared each other.

KEY WORDS:

Gas chromatography, mass spectrometry, CG-MS, derivatization, glycols, polyhydric

alcohols
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Uvod

Glykoly jsou dvojsytné alkoholy, které jsou zndmy, protoze se vyuzivaji jako soucast
nemrznoucich kapalin. Nejznaméj$im z této skupiny latek je ethylenglykol jemuz se nc¢kdy
fika glykol. Dal$im vicesytnym alkoholem, konkrétné trojsytnym, je glycerol, ktery je
soucasti tukli ve forme svych esterti. Jedinou pevnou latkou z latek zminénych v této praci je
pentaerytritol. VSechny tyto latky jsou toxické a mohou se dostat do zivotniho prostiedi, takze

je potieba jejich monitorovani.

V teoretické casti prace je nejprve zminéna obecnd charakteristika glykold a dalSich
vicesytnych alkoholii. Déle jsou zde obecné popsany rizné zpiisoby derivatizace, které se
mohou vyuzit pro jejich stanoveni. V posledni ¢asti jsou popsana jednotliva stanoveni glykola

a jinych vicesytnych alkoholt.

V experimentalni ¢asti jsou nejprve popsany dva zpUsoby derivatizace, které byly
optimalizovany, aby byly metody co nejcitlivéjsi. V kazdé metode byly proméfeny kalibra¢ni

roztoky. Nakonec byla vybrana vhodnéjsi metoda, pro kterou byla ovéfena jeji ucinnost.
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1. Glykoly a vicesytné alkoholy

1.1. Chemicka struktura a vlastnosti

Jedna se o slouceniny, které obsahuji dvé hydroxylové skupiny pfipojené na atom uhliku,
a proto se jim n¢kdy fika dioly. Glykoly reaguji podobné jako jednosytné alkoholy, takze
snadno vytvaieji estery, acetaty, ethery a podobné slouceniny. Nejjednodussim glykolem je
ethylenglykol. Ethylenglykol obsahuje 2 primarni hydroxylové skupiny. Jedna se
0 bezbarvou, ¢irou kapalinu bez zépachu, kterd ma sladkou chut’, ma nizkou viskozitu a je to
hygroskopickéa kapalina s malou tékavosti. EG ma vysoky bod varu (197,6 °C) a vyrazné
snizuje bod tuhnuti vody. Je snadno misitelny s vodou a polarnimi roztoky. Jeho molekulova
hmotnost je 62,07 g/mol a molekulovy vzorec je C2HsO2. Diethylenglykol, triethylenglykol
nebo tetraethylenglykol jsou oligomery ethylenglykolu, takze maji podobné fyzikalni
vlastnosti jako ethylenglykol. Struktury téchto glykolu jsou znazornény na obrazku la, 1b
a 1c. Diethylenglykol ma molekulovou hmotnost 106,12 g/mol a na rozdil od EG, obsahuje
etherovou skupinu. Teplota varu DEG je 245,8 °C. [1]

Triethylenglykol je bezbarva, mirné nasladla kapalina. Systematicky nazev této
slouceniny je 1,2-bis(2-hydroxyethoxy)ethan, nebo ethylen glykol-bis-(2-hydroxyethyl ether)
a ma molekulovy vzorec CsH1404. Jednd se o vyssi glykol. Bod varu je 288 °C, ale bod
vzplanuti je 199 °C. Tato latka je misitelna s vodou, anebo s organickymi rozpoustédly.
Molekulova hmotnost triethylenlykolu je 150,17 g/mol. [2]

Systematicky nazev propylenglykolu je 1,2-propandiol, takze se jedna o alkohol
s primarni i sekundarni hydroxylovou skupinou (viz obrazek 1 d). Je to cista, viskozni,
bezbarva kapalina slehkym zapachem a nahotklou chuti. Vyrazné snizuje teplotu tuhnuti
vody a byl vyvinut jako alternativa k ethylenglykolu. Molekulova hmotnost ma hodnotu
76,1 g/mol a molekulovy vzorec je C3HgO2. Bod varu této latky je 187,9 °C. [3]
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a) b)
. /\/O\/\O el )\/OH
C) d)

Obrazek 1: a) ethylenglykol (EG), b) diethylenglykol (DEG), c) triethylenglykol (TEG), d)
propylenglykol (PG)

Glycerol ma systematicky nazev 1,2,3-propantriol a trivialni glycerin (viz obrazek 2 a).
Jedna se o nejjednodussi triol. Je to bezbarva, hygroskopicka, sladce chutnajici organicka
latka, ktera je pii pokojové teploté viskozni s teplotou varu 290 °C. Teplota tuhnuti ¢istého
glycerolu je pfiblizné 18 © C. Molekulova hmotnost je 92,09 g/mol a molekulovy vzorec

C3HsgO3. [4]

Dioxan je cyklicky diether tvofeny Sesticlennym kruhem, ktery ma systematicky nazev
1,4-dioxacyklohexan (viz obrazek 2 b). Jedna se o prihlednou kapalinu s etherickych
zépachem, rozpustnou ve vodé€ a organickych rozpoustédlech, ktera je pii pokojové teplote
bezbarva s etherickym zapachem. Dioxan je hoflava kapalina s teplotou vzplanuti 11 °C.

Molekulova hmotnost je 88,11 g/mol. [5]

O
HO OH
OH
O
a) b)

Obrazek 2: a) Glycerol (GLY), b) dioxan (DOX)
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Diethylenglykol monobutyl ether je bezbarva kapalina a tadi se mezi glykolethery.
Systematicky nazev této slouceniny je 2-(2-Butoxyethoxy) ethanol a molekulovy vzorec
CgH1803 (viz obrazek 3 a). Sloucenina je misitelna svodou, oleji nebo organickymi

rozpoustédly. Bod varu je 230,4 °C. Molekulova hmotnost ma hodnotu 162,23 g/mol. [6]

Pentaerytritol je vicemocny alkohol se ¢tyfmi OH skupinami, jehoz molekularni vzorec
je CsH1204, takze molekulova hmotnost ma hodnotu 136,15 g/mol. Je to bila, krystalicka
latka stfedné rozpustnd ve vodé, s teplotou varu 276 °C a teplotou tani 261 — 262 °C.

Schématicka struktura latky je na obrazku 3 b. [7]

HO
HO/\/O\/\O/\/\CH3 HO%OH
H
)

O
a) b

Obrazek 3: a) diethylenglykol monobutyl ether (DEGMBE), b) pentaerytritol (PENTA)

1.2.  Vyroba a pouziti

Ethylenglykol byl poprvé pfipraven vroce 1859 Wurtzem  hydrolyzou
ethylenglykoldiacetatu. Béhem prvni svétové valky byl poprvé vyuzit pramyslové jako
meziprodukt pro vybu$niny, kdy nahradil glycerol. Ethylenglykol je komeréné vyrabén
z ethylenchlorohydrinu, ktery byl vyroben zethylenu. Chlorhydrin je pifeménén na

ethylenglykol hydrolyzou s bazi. Reak¢ni schéma je znazornéno v rovnici (1). [1]

N Cl
H,C=—=CH, + HOCI —_— HO/\/

Cl - > OH
o "+ NaOH ho” >~ + NaCl o
1
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Alternativni zplsob vyroby je pfevedeni chlorhydrinu na ethylenoxid s naslednou

hydrolyzou. Reakéni schéma je v rovnici (2). [1]

(@]
Cl
ho” > 4+ caoH, —= /\ +caCl, + HoO

OH

0
/\ t HO HO

)

Pouziti ethylenglykolu je $iroké. Casto se pouzivéa naptiklad jako souast nemrznoucich
achladicich kapalin do aut nebo letadel. Déle se mize vyuzit pfi vyrobé plastil

a polyesterovych vlaken pryskyfic. [1]

DEG byl poprvé syntetizovan v roce 1859 Lourencem a Wurtzem. Komercné zacal byt
vyrabén v roce 1928 spolecnosti Union Carbide, kdy se jedna o koprodukt ethylenglykolu
produkovaného hydrolyzou ethylenoxidu. Nejcastéji je pouzivan k vyrob& nenasycenych
polyesterovych pryskyfic, jako soucdst nemrznoucich smési nebo k dehydrataci zemniho
plynu. [1]

TEG se pouziva jako Cinidlo pro suSeni kapaliny zemniho plynu kvili své nizké
tékavosti. Dale je vyuzivan jako rozpoustédlo v impregnacnich ¢inidlech, nebo jako vinylovy
plastifikator. Kvuli svym vlastnostem, pfi bodu tuhnuti se pouziva jako soucast nemrznoucich
smési. [1] Pred 50 lety se TEG vyuzival kdezinfekci, a to zejména v kasarnach
a nemocnicich. Triethylenglykol je baktericidni pro hemolytické streptokoky, pneumokoky
a stafylokoky, ale nepisobi pfi niceni respiracnich infekcich. Dal§im vyuzitim muze byt
vyroba mlhy pro divadelni tcely. [2]

PG byl ptipraven v roce 1859 hydrolyzou z propylenglykolu diacetitu. Komercné je
Ma nizkou hodnotu toxicity pro clovéka a ma dal$i Zadouci u€inky, takze je pouzivan
V potravinaiském, kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Pouzivd se pii vyrobé

emulgatort v potravinach, nebo miize byt pouzit jako konzervacni latka. [1]

Glycerol byl izolovan uz vroce 1779 Carlem Wilhelmem Scheelem pomoci
zmydelnovani olivového oleje s hydroxidem olovnatym. Prvnim primyslovym pouzitim bylo

v roce 1866 vyrobeni dynamitu, kdy byl nitroglycerin je stabilizovan absorpci na kiemeling.
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Nejcastéji se glycerol vyrabi z ptirodnich oleji nebo tuki, protoze ho mizeme nalézt ve vSech
pfirodnich tucich a olejich jako estery mastnych kyselin. Mlze byt syntetizovan i z propenu.
Tato slouCenina ma mnoho vyuziti a je dilezitym meziproduktem v metabolismu Zivych
organismul. Nejcastéji se pouziva pii vyrob¢ cigaret jako zmékcovadlo a zvlh¢ovadlo tabaku,
pfi vyrob¢ ruznych ochrannych pryskyfic, nebo mize byt vyuzit ve farmaceutickém

a potravinarském prumyslu [4]

Glykolethery jsou polarni latky rozpustné v organickych rozpoustédlech a vodé.
Nejcastéji se pouzivaji jako ptfisady do barev, natér, brzdovych kapalin, ¢isti¢ii a jinych

chemickych slou¢enin. [8]

Dioxan byl udajné pfipraven v roce 1863 reakci ethylenglykolu s 1,2-dibromethanem.
Nicméné komeréné¢ byl vyrdbén az od roku 1929. Komeréné se vyrabi dehydrataci
a uzavienim kruhu diethylenglykolu. Jako katalyzator se pouzivd koncentrovanad kyselina
sirova. Pary dioxanu se Cisti, aby se odstranila voda a produkt byl co nej¢istéjsi. Rovnice

vyroby dioxanu je znazornéna v rovnici (3). [5]

@)
HOA/O\/\OH + H,O R0 [ j
° 0

Oxidaci vzdusnym kyslikem vznika z dioxanu peroxid (2-hydroperoxid 1,4-dioxanu),
ktery je velmi nestabilni a vysoce vybusny. Pouziva se ke stabilizaci 1,1,1-trichlorethanu
a zabranuje jeho reakci s hlinikem. Dioxan se pouziva jako rozpoustédlo pii piipravé inkoustd

nebo lepidel a jako rozpoustédlo pro extrakci zivocisnych a rostlinnych oleja. [5]

Pentaerytritol je vyrabén reakci formaldedyhu a acetaldehydu v pfitomnosti bazického
katalyzatoru. VSechny reakéni kroky jsou reverzibilni kromé posledniho, coz se vyuziva pti
primyslové vyrobe, aby se dosahlo co nejvyssi vytéznosti. Reakce se proto musi kontrolovat,
aby nedochazelo k tvorbé meziproduktd. V rovnici (4) je zobrazeno reakéni schéma vyroby

pentarytritolu. [7]
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Pentaerytritol se pfidava do natérovych hmot, laki nebo alkydovych pryskyfic. Alkydové
pryskyfice se vyrabéji reakci pentaerytritolu s organickou kyselinou jako je kyselina ftalova
nebo kyselina maleinova. Tyto slouCeniny se vyznacuji vysokou viskozitou a rychlym
susenim. Estery pentaerytritolu s dlouhym fetézcem se vyuzivaji jako piipravky, které snizuji
bod tuhnuti pro mazaci ptipravky, jako jsou topné oleje, motorova nafta a jiné. Nitraci
pentaerytritolu koncentrovanou kyselinou dusi¢nou vznika tetranitrat této latky, ktery se
pouziva jako ndplii rozbuSek. Pentaerytritol tetranitrat se vyuzivd 1 jako vazodilatacni

prostiedek pii 1é¢b¢ anginy pectoris. [7]

1.3. Toxicita

Ethylenglykol je pouzivan jako nemrznouci prostiedek. Byl zaznamenan ptipad, kdy se
ethylenglykol pouzil jako nahrada ethanolu, nebo byl pouzit béhem pokusu o sebevrazdu.
Utinky na ledviny nebo vlivy na kardiopulmonalni onemocnéni po poziti ethylenglykolu byly
dobte zdokumentovany. Neurologické nasledky jsou pozorovany jen ziidka. Ethylenglykol se
pfi poziti rychle vstiebava ze Zaludku a v jatrech se pfeméni na toxické aldehydy, oxolatky
a kyselinu mlécnou. Pocatecni obraz muze napodobit intoxikaci ethanolem. Druha faze,
béhem které se projevi kardiopulmonalni symptomy, se objevi po 24 az 72 hodinach. Pokud

pacient ptezije prvni dvé etapy, projevi se porucha ledvin, od proteinurie az po anurii. [9]

Otravy diethylenglykolem jsou datovany od roku 1937. Nejcastéji se jednalo o otravy po
poziti farmaceutickych ptipravki v rozvojovych zemich. Po poziti je latka rychle absorbovana
a roznesena do celého téla. Metabolismus odbouravani je v jatrech a produkty jsou
vylu€ovany ledvinami. Klinické ptfiznaky po otravé se rozdéluji do 3 fazi. V prvni fazi se
objevuji gastrointestinalni pfiznaky s metabolickou acidézou. Ve druhé fazi se rozviji

metabolicka acidéza a vznika poskozeni ledvin, které mize koncit smrti. Ve tfeti fazi se
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objevuji rizné neuropatie. LéCba spociva v kontrole acidobazické rovnovahy. Dale muze

pomoc hemodialyza. Primérna letalni davka ¢istého DEG je 1 mg/kg. [10]

TEG ma velmi nizkou peroralni letalni toxicitu, takze se po jeho expozici projevi jen
velmi malo pfiznaki otravy. Kontakt kapaliny s okem zplisobi mirné podrazdéni, pti kontaktu
s kazi se neprojevuji zadné vyrazné priznaky. Pii vdechnuti aerosolu se mize objevit periferni
drazdivy ucinek. [2]

Propylenglykol se pouziva jako rozpoustédlo pro intravendzni, oralni a lokalni
farmaceutické piipravky. Obecné je povazovan za bezpetny, ale ve velkych davkach, které
jsou podavany i kratkou dobu, mize byt toxicky. Z bézn¢ uzivanych 1é¢iv je v intravenéznim
lorazepamu nejvétsi mnozstvi propylenglykolu. Ackoliv existuje nékolik piipadi, kdy byla
hlasena metabolicka acidéza a masivni poranéni ledvin po expozici PG, zadny z téchto
pfipadi nebyl hlaSen po roce 1982. Propylenglykol je alkohol s nizkou molekulovou

hmotnosti a je snadno odstranén hemodialyzou. [11]

Dioxan je ve velkém mnozstvi pouzivan v chemickém primyslu, takze je kazdoro¢né
velké mnozstvi této chemikalie uvolnéno do povrchovych vod. Studie neprokédzala zjevna
umrti na rakovinu u malé skupiny pracovnikli ve vyrobnim a zpracovatelském zatizeni, ktefi
byli vystaveni nizkym hladinam 1,4-dioxanu. Nékteré studie ukazuji, ze dlouhodobé peroralni
podavani dioxanu v pitné vodé se u potkani a mysi projevuje hepatocelularnimi a nosnimi
nadory. Dle mezindrodni agentury pro vyzkum rakoviny je dioxan zafazen do skupiny
karcinogenil 2B. Prokazatelng je karcinogenni pro zvifata ale neexistuji dostatecné dilkazy

pro oznaceni, ze je karcinogenni u lidi. [12]

Diethylenglykolmonobutylether nebyl tak rozsahle studovan jako ethylenglykol
butylether. Ale na zacatku 90. let 20. stoleti byla provedena méfeni tykajici se absorpce
a eliminace dermaln¢ aplikovanych davek DEGMBE u potkanti. Po expozici bylo pfitomno
podrazdéni klze, ale nebyly pfitomny Zadné systémové, nebo neurotoxické ucinky. Starsi
studie [13] v nichz byla latka podana ustné, zahrnovala studii s pitnou vodou. Zminéné studie

maji sva omezeni a nezadouci G¢inky nejsou tak dobie zdokumentovany. [8]

PENTA je klasifikovan jako nepravidelna, krystalickd Castice. Jedna se o netoxickou

latku, ktera pfi poziti nebo vdechnuti nevyvola zadnou reakci [7]
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2. Plynova chromatografie

Vroce 1941 Martin a Synge vyvinuli kapalinovou d¢lici chromatografii, kde
experimentovali s oddélenim aminokyselinovych smési. Muze byt také pouzita k oddéleni
plyni [15]. V roce 1952 Martin a James vynalezli plynové-kapalinovou chromatografii, kdy
jako mobilni fazi pouzili inertni nosny plyn a jako stacionarni fazi netékavou kapalinu na

tuhém nosici. [14]

Jedna se o separacni techniku, ktera je zalozend na rozdilné distribuci slozek mezi
dvoufazovy systém, kdy je mobilni fazi plyn a stacionarni fazi kapalina nebo pevna latka. Na
rozdil od jinych technik je retence rozpusténych latek ovlivnéna pouze tlakem par (zavisi na
teplot¢) a intermolekularni reakci mezi stacionarni fazi a rozpousténou latkou. Tato technika
byla vyvinuta v 50. letech 20. stoleti a v dnesni dob¢ je jednou z nejvyuzivangjSich technik.
Mtuzeme ji pouzit pro analyzu plynti (jako dusik, oxid uhelnaty nebo zemni plyn) az po
analyzu ropnych produktl. Existuji dva typy plynové chromatografie: plynova rozdélovaci
chromatografie (GLC) a plynova adsorpcni chromatografie (GSC). V GLC je stacionarni faze
kapalina, kterd putsobi jako rozpoustédlo pro separované latky. Kapalina miize byt
distribuovana jako tenky film na povrchu stény kapilarni kolony. V GLC je odd¢€leni zaloZzeno
na rozdéleni slozek mezi obémi fazemi, stacionarni fazi a mobilni fazi, a proto je tato metoda
vyuzivana nejéastéji. V GSC oddéleni zavisi na rozdilech v adsorpci slozek vzorku na
anorganickych adsorbentech nebo na organickych adsorbentech. Provadi se v kolonach, na

jejichz sténach jsou tenké vrstvy porézniho materialu. Tato technika je velmi selektivni. [16]

2.1. Instrumentace

Zakladni schéma pfistroje je znazornéno na obrazku ¢.4 a se sklada ze zasobniku plynu,
davkovaciho prostoru, kolony, termostatu a detektoru. Nosny plyn se dodava v tlakové
nadobé, ktera ma dvoustupnovy regulator tlaku, takze mize byt tok plynu regulovan. VVzorek
se zavadi do proudu nosného plynu a odpatfené slozky se prenesou do kolony, kde dochézi
k oddé€leni jednotlivych slozek. Kolona je vyhiivana na urCitou teplotu. Teplota v koloné
muze byt bud’ konstantni (izotermni méfeni), nebo promeénliva (gradientovy provoz). Po
oddeleni jsou komponenty zaznamenany pomoci detektoru, takze vznikly chromatogram

ukazuje zavislost odezvy detektoru na case.  Chromatogram poskytuje kvalitativni
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I kvantitativni data. Ke kvalitativni analyze se vyuziva reten¢ni doba nebo reten¢ni indexy

a ke kvantitativni se vyuziva odezva detektoru. [16]

vzorek
regulator 5 davkovaé
priitoku > detektor
\ Q LJ kolona

odpad chromatogram

termostat

nosny plyn

Obrazek 4:Schéma plynového chromatografu

Zdroj: https://bitesizebio.com/28687/carrying-gas-chromatography/)

2.1.1. Kolona

Obvykle se pouZzivaji 2 typy kolon: kapilarni a napliové. Vybér vhodné kolony zavisi na
povaze a slozitosti stanovované¢ho vzorku, aby doslo k co nejlepsi separaci. Napliiové kolony
maji niz8$i G¢innost, ale maji vysokou selektivitu pro vzorek, a proto bylo vyvinuto mnoho
ruznych staciondrnich fazi. Maximalni pocet teoretickych pater, aby byla co nejvétsi tcinnost
separace, pro tento typ kolon je 10 000. Kolony pro rutinni analyzy maji obvykle hodnoty
jenom mezi 3000 az 5000. Naplni do téchto kolon jsou naptiklad modifikovany oxid
kfemicity, oxid hlinity, nebo zeolity. [16]

Prvni monolitické kolony byly vytvofeny koncem Sedesatych a poc¢atkem sedmdesatych
let jako alternativa Kk napliovym kolonam v plynové chromatografii. Tyto sloupce byly
vyrobeny z polyurethanové pény, ktera byla schopna vytvofit porovitou strukturu, kterd
umoznovala volny pritok mobilni faze. Tyto kolony se daly snadno pfipravit, byly tepelné
stabilni a mechanicky odolné. Soucasné byly vyvinuty oteviené kapilarni kolony, které se
nejcastéji pouzivaji v GC. Monolitické kolony maji vys$§i porovitost nez népliové kolony.

Monolitické kolony se zacaly pouzivat hlavn¢ v kapalinové chromatografii. [17]
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Kapilarni kolony maji naopak vysokou hodnotu poctu teoretickych pater. Vyhodu je
inertnost téchto kolon a kompatibilita se spektroskopickymi detektory. Tento druh kolony byl
vyvinut jiz v roce 1957 M. Golayem, ale skute¢ny prulom byl az v roce 1979, kdy doslo
k vyvoji taveného kiemene. Pevnost a pruznost tohoto kiemene muze za to, Ze pouziti je
jednodussi oproti diive pouzivanym sklenénym kolonam. Vnitini povrch kolony je potazen
tenkou vrstvou stacionarni faze (WCOT kolona) a podle vnitiniho priméru je mizeme
rozdélit do 3 skupin. Prvnim typem jsou konvenéni kapilarni kolony, druhym widebore nebo
megabore kapilarni kolony. Tietim typem jsou narrowbore kapilarni kolony. Pokud je
adsorbent, s ur€itym primérem ¢astic, nanesen v porovité vrstvé na sténu kapilary tak se tyto
kolony nazyvaji PLOT kolony. Vyhodou PLOT kolon oproti napliilovym kolonam je rychlost
analyzy. [16], [18]

2.1.2. Detektor

V plynové chromatografii detektory zjistuji pfitomnost stanovované latky Vv nosném
vlastnostmi u detektor jsou citlivost, selektivita, linearni rozsah, dynamicky rozsah nebo
faktory odezvy detektoru. Nejpouzivangj§im univerzalnim detektorem v plynové
chromatografii je plamenové — ioniza¢ni detektor. Jako selektivni detektory se obvykle
vyuzivaji spektroskopické detektory, které umoznuji selektivni rozpoznani separované latky.
Mezi tyto detektory se fadi detektor elektronového zachytu, plamenovy fotometricky detektor
nebo fotoioniza¢ni detektor. Pro kombinaci s plynovou chromatografii se miuze pouzit
hmotnostni detektor, nebo méné Casto vyuzivany infraCerveny spektrometr s Fourierovou
transformaci. Principem hmotnostniho detektoru je, ze kdyZz molekuly vzorku opoustéji
chromatografickou kolonu tak jsou zavedeny do iontového zdroje, kde dojde k jejich ionizaci
ve vakuu. Vznikajici ionty se oddéluji podle poméru efektivni hmotnosti ku néboji (m/z).

Nejcastéji se pouziva kvadrupdlovy detektor, nebo analyzator doby letu. [16]

Kvadrupolovy analyzator je nejpouzivanéjS$im  z dynamickych  hmotnostnich
spektrometr. Tento detektor je tvofem Ctyfmi tyCemi mezi kterymi prochazeji ionty. Ionty
lze oddg¢lit, protoze na tyCe je vlozeno vysofrekvenci stiidavé napéti a dochazi k jejich
oscilaci. Tento detektor je jednoduchy, snadno ovladatelny, kompaktni a pomérné levny.

Schéma tohoto analyzatoru je ne obrazku 5. Téchto vyhod se vyuzilo pii vyrobé trojit€ho
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kvadrupolového analyzatoru. Jedna se o 3 kvadrupolové analyzatory fazené za sebou. Druhy
analyzator slouzi jako kolizni cela kam jsou pfivadény vybrané ionty z prvniho analyzétoru.
V kolizni cele dochazi ke srazkam iontl s plynem. Vznikajici fragmenty jsou detekovany ve

tietim analyzatoru. Tento analyzator se vyuziva pii tandemové hmotnostni spektrometrii. [19]

DETEKTOR

kovova ty¢

IONTY vystupni $térbina

Rezonujici ionty

(detekovatelné)

vstupni Stérbina nerezonujici ionty

(nedetekovatelné)

Obrazek 5: Kvadrupolovy analyzator

Zdroj: http://www.bris.ac.uk/nerclsmsf/techniques/gcms.html

Plamenovy ionizaé¢ni detektor je nejéastéji vyuzivany detektor v plynové chromatografii.
Poskytuje téméf univerzalni odezvu na organické slouceniny. Mé nizké detekéni limity,
dlouhodobou stabilitu, jednoduchy provoz a rychlou odezvu. Odezvou detektoru je spalovani
organickych sloucenin v malém difuznim plamenu vodiku a vzduchu. Druhym nejcastéji
vyuZivanym ionizaénim detektorem v plynové chromatografii je detektor elektronového
zachytu. Je vyuzivdm pifi stanoveni pesticidi a primyslovych chemickych latek
Vv zivotnim prostiedi. Dal$im ioniza¢nim detektorem, ktery se pouziva je fotoioniza¢ni, nebo

tieba heliovy ioniza¢ni detektor. [20]

V GC-MS miuZeme pouzit elektronovou nebo chemickou ionizaci. Pfi elektronové
ionizaci jsou molekuly ionizovany proudem dopadajicich elektrond, kdy vznika molekularni
radikalovy ion (M™). Bé&hem této ionizaci mize dojit k uplné fragmentaci a molekularni ion
pak uplné chybi. Chemicka ionizace je mékkou ioniza¢ni technikou, kdy ionizace v plynné
fazi probiha prostfednictvim reakce ion-molekula. Fragmentace je niz§i a pozorujeme
kvazimolekularni ionty (M+H)*, (M-H)". [16]
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3. Derivatizace

Derivatizace je chemicky proces, pfi kterém je slouCenina pfeménéna tak, aby vznikla
nova sloucenina, kterda ma vlastnosti vice prizpisobené chromatografii. Hlavnim problémem
pii stanoveni nékterych latek je polarita. Polarita analytu je zptusobena ptitomnosti — OH, —
NH, — COOH nebo — SH skupiny v molekule. Tepelny rozklad téchto latek je doprovazen
dehydrataci, dekarboxylaci nebo tifeba tvorbou cyklickych struktur. Navic systém horkého
vstiikovani mize zpusobit odpafeni analyti pted jejich separaci. GC—-MS muze detekovat
pouze ty slouCeniny, které jsou tcékavé, stabilni a schopné prochazet chromatografickou
kolonou. Slou¢eniny obsahujici vySe uvedené funkéni skupiny maji tendenci tvofit
intermolekularni vodikové vazby, které snizuji t€kavost, tepelnou stabilitu a zpisobuji jejich
interakci se stacionarnimi fazemi, coZ se projevuje asymetrickymi piky, nebo jejich $patnym
rozliSenim. Tyto problémy znemoziuji spolehlivou kvalitativni a kvantitativni analyzu,
a proto se nedoporucuje jejich pfima analyza. Pfeména na derivaty omezuje interakce, které
narusuji analyzu. Dale zlepsSuje selektivnost, citlivost a detekci. Pouzivaji se tfi zakladni typy

analytickych derivatiza¢ni technik a to: alkylace, acylace a silylace. [21]

3.1. Alkylace

Alkylacni €inidla snizuji polaritu sloucenin nahrazenim labilnich vodiki za alifatickou
nebo alifaticko-aromatickou skupinu. Tato derivatizace se pouziva pro slouceniny obsahujici
kyselé vodiky, jako jsou karboxylové kyseliny nebo fenoly. Vznikajici latky jsou estery nebo
ethery. [22]

Nejcastéji pouzivanymi alkyla¢nimi €inidly jsou olefiny a alkylhalogenidy. Pouzivanymi
alkeny jsou napiiklad ethylen, propen, nebo dodecen (tetrapropen). Casto vyuzivanymi
alkylhalogenidy jsou methylchlorid, methyljodid, ethylchlorid, isopropylchlorid, terc-
butylchlorid nebo benzylchlorid. Jako alkyla¢ni ¢inidla se mohou pouzit naptiklad i alkoholy,
ethery, aldehydy a ketony, thioly ovSsem v téchto pfipadech se katalyzator c&astecné
hydrolyzuje. Dalsimi silnymi alkyla¢nimi ¢inidly jsou napiiklad dimethylsulfat, diethylsulfat,
nebo kyselina trifluormethansulfonova. Vétsina pramyslové vyuzivanych alkylaci je

katalyzovana Lewisovou kyselinou. Obecné schéma alkylace je znazornéno v rovnici (5). [23]
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R A+ HX + Al ER/CH\CH3 1 [ax, ]7

(=T [ax]

RX + AlIX,

[ ® ]+ | AIXOH | -

ROH + AIX,
(®)

Principem esterifikace je alkylace kyselych sloucenin, kdy se zvysi t€kavost slouceniny,
ale zéaroven zlstane zachovdna kyseld skupina b&hem dalSich reakci. Esterifikace
karboxylovych kyselin nesoucich dal$i funkéni skupiny jako -OH, -NH, nebo -S probiha
napiiklad pomoci smési etheru fluoridu boritého s alkoholem. Pfi této reakci se esterifikuje

pouze karboxylova skupina a zbytek molekuly neni ovlivnén. [24]

3.2. Acylace

Acylaéni reakce jsou zaloZeny na reakci s anhydridem kyseliny v pfitomnosti pyridinu.
Acylovany mohou byt napfiklad primarni a sekundarni aminové skupiny, hydroxylové,
thiolové nebo indolové skupiny. [24]

V rovnici (6) je znazornéno schéma reakce acylhalogenidu s Lewisovou kyselinou.
Vznika polarizovany komplex nebo acyliovy ion, pficemz obé tyto slouc¢eniny mohou plisobit
jako aktivni elektrofil. Velké mnoZstvi acyliového iontu se tvofi ve vysoce polarnich
rozpoustédlech jako je naptiklad nitrobenzen. Pokud se jako acylacni c¢inidla pouziji
anhydridy, nebo estery, v pfitomnosti protonovych kyselin, 1ze ocekavat vysokou koncentraci

acylovych iontd. [23]

O

/‘k * o AICk - R\\c;”//o + [AlCI“:I

R; Cl

(6)
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Casto se pouziva bazicky katalyzovana acylace alkohol®, fenold, aminti a thiold
anhydridem kyseliny nebo acylchloridem. Je znamo, ze rizné slouc¢eniny pyridinu katalyzuji
acylaci alkohold. Pro acyl transferové reakce v alkoholech byla pouzita i fada jinych
katalyzatorii, jako jsou naptiklad TaCls, COC1, a KSF. Autofii ¢lanku prokazali, Ze se mtize
k acylaci alkoholti pouzit Cu(OTf), Vv pfitomnosti acetanhydridu nebo kyseliny octové. Za
stejnych podminek mohou byt acylovény i jiné funkéni skupiny jako: fenoly, aminy a thioly.

[25]

3.3. Silylace

Silylace je derivatiza¢ni technika, kdy je do organické slou¢eniny obsahujici —OH, -
COOH, -SH, -NH a =NH zavedena trimethylsilova skupina. Vyuziva se pro slouceniny jako
jsou alkoholy, amidy, aminy, sacharidy, fenoly a spousty dalSich sloucenin s polyfunkénimi
skupinami. Nahrazenim aktivniho vodiku silylovou skupinou je snizena polarita dané
slouceniny, coz vede k nardstu té€kavosti. Stabilita je zvySena i kvili snizeni poctu reaktivnich

mist. Derivaty se rychle a jednoduse ptipravi podle schématu v rovnici (7). [24]

ROH + (CH,)5SiCl — ROSi(CHs)5 + HC
()

Silylace je nejrozSifenéjsi derivatizani technika. Reakce probihd prostfednictvim
bimolekularni nukleofilni substituce, kdy dojde zaroven k pfipojeni nukleofilu a odstupujici
skupiny. Pfitomnost odstupujici skupiny zlepSuje vytézek reakce. Mezi cinidla, ktera se
pouzivaji nejCast&ji patiti napiiklad trimethylchlorsilan, trimethylsilylimidazol, N-
methyltrimethylsilyltrifluoracetamid, nebo N, O-bistrimethylsilyltrifluoracetamid. Posledni

dvé ¢inidla se vyuzivaji hlavng pfi analyze fenoli, sterolti nebo cukri. [22]

3.3.1. Silyla¢ni ¢inidla

Silyla¢nimi ¢inidly jsou latky na bazi kiemiku, které se pouzivaji k modifikaci
organickych a anorganickych substrati. Nejsilngjsim  silylaénim ¢inidlem je N-

trimethylsilylimidazol, které je vhodné pro uhlohydraty a steroidy. Toto ¢inidlo reaguje rychle
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a bezproblémove s hydroxylovymi a karboxylovymi skupinami, nereaguje s aminy. Tohoto se
da vyuzit, pokud slouc¢enina obsahuje obé skupiny a je potfeba je rozliSit. DalSim casto
pouzivanym c¢inidlem je N, O-bistrimethylsilyltrifluoracetamid. BSTFA je pomérné silné
¢inidlo, kdy vznikaji tékavé stabilni derivaty. Pouziva se k derivatizaci napiiklad alkoholu,
amint, karboxylovych kyselin, fenolt, steroidd. Vedlejsi produkty cinidla se obvykle
promyvaji S rozpoustédlem. Pokud se latky obtizné silyluji, jako naptiklad amidy mastnych
kyselin, tak se pouziva BSTFA s 1% trimethylchorsilanem. Tato smés je silnéj$i nez samotny
BSTFA.  N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid je nejcitlivéjsi ¢inidlo z dostupnych
trimethylsilylovych a silyluje hydrochloridové soli amind pfimo. Molekulova hmotnost TSIM
je 140,3 g/mol, BSTFA ma hodnotu 257,4 g/mol a MSTFA 199,3 g/mol. Schéma jednotlivych

slou¢enin je na obrazku 6. [26]

\ ./CH3 F

CH feT N //o
| 3 /§N CHs F CHs
HAC—Si—N ¢ \ |

F N——Si——CHj

/

HsC CHs

Obrazek 6: zleva N-trimethylsilylimidazol, BSTFA, MSTFA [26]
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4. Stanoveni glykoli

4.1. Stanoveni ethylenglykolu

Otrava ethylenglykolem je béznym klinickym problém, takze jeho identifikace
a kvantifikace v séru je dulezita pro 1ékarské ucely. Existuje nékolik zptsobi pro stanoveni
ethylenglykolu, a to pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci, anebo pomoci
enzymatické analyzy. VétSina plynovych chromatografickych technik zahrnuje pfimé urceni
ethylenglykolu a ma problémy spojené s chvostovanim pik a citlivosti. ldentifikace EG pak
probiha pomoci reten¢nich ¢ast, a proto se mohou v rutinni analyze objevit chyby spojené se
Spatnou identifikaci. Obvykle se ke stanoveni pouzivaji derivaty EG, které tvoii molekularni
ionty mens$i nez 200. Autofi tohoto ¢lanku pouzili novou derivatiza¢ni techniku s pouzitim
perfluoroktanoyl chloridem, ktery tvoii derivaty s molekulovou hmotnosti 854 a zakladnim
pikem s m/z 441. Vyhodou tohoto derivatu je, ze je méné tékavy a neobsahuje interference

spojené se sérem. Detekéni limit této metody byl 5 ug/ml. [27]

Metody vyvinuté, proto aby mohly byt vyuzity v nouzovych piipadech by mély byt
rychlé a jednoduché. Dale by tyto metody mély umozinovat monitorovani analytii riznych tiid
lé¢iv v jednom biologickém vzorku. Autrofi ¢lannku zdokonalili metodu, kdy se
Kk derivatizaci pouziva bis-N, O-trimethylsilyltrifluoracetamid s dimethylformamidem. Po
mikrovinné derivatizaci byl do plynového chromatografu davkovan derivat a analyzovan
v rezimu selektivniho monitorovani iontli. Celkova doba analyzy od zacatku ptiprav az po
dosazeni kvantitativnich vysledkt je 35 minut. VSechny slouceniny jsou oddéleny béhem
12 minut a detekovany s limitem kvantifikace 0,05 a 0,01 g / | pro glykoly. Touto metodou se
mohou detekovat propylenglykol, diethylenglykol, triethylenglykol, tetraethylenglykol,

kyselina mlé¢na nebo tfeba kyselina glykolova. [28]

4.2. Stanoveni diethylenglykolu

DEG se ilegdln¢ piidaval do vina, aby se zlepSila jeho sladkost, hladkost, a tim
i obchodni hodnota. Toto falSovani bylo nalezeno v mnoha vinech na celém svété. DEG lze
stanovit pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie, ale Castéji se pouziva plynova
chromatografie. Pfimé davkovani vina zptisobuje fadu chromatografickych problému jako je,

kontaminace davkovace, adsorpce a Spatna reprodukovatelnost. Kromé toho jsou vysledné

30



chromatogramy ¢asto velmi slozité a tim padem je identifikace a kvantifikace obtizna. Pro GC
a GC-MS bylo popsano i n€kolik zpusobt, kdy se vzorek derivatizoval, ale k analyze byla
potiecba bezvoda latka. Extrakce DEG z vodnych roztoki je obtizna, a proto neni vhodna ke
kvantitativni analyze. Z tohoto davodu pouzili hmotnostni spektrometrii s vysokym
rozlisenim (HRGC-MS). Vyvinuli jednoduchou a citlivou, kvantitativni metodu ke stanoveni
obsahu DEG ve vinu bez extrakce. Vzorek se pfipravi tak, Ze se vino odbarvi aktivnim uhlim,
ziedi acetonitrilem a zfiltruje. Takto pfipraveny roztok se davkuje rovnou do piistroje. Na
aktivni uhli se sorbovaly skoro vSechny barevné slouceniny ve viné. Zaroven se nesnizi
hodnota DEG ve vzorku, a to az po dobu 6 hodin. Redéni pomoci acetonitrilu vysrazi nékteré
bilkoviny a cukry. Srazeni bylo uc¢inné&jsi, pokud byl vzorek ponofen v ledové vode.
Vytéznost této metody je pfiblizn€ 90 % a limit detekce je 0,1 mg/l. Stejny filtrat maze byt
také analyzovan pomoci plynové chromatografie s plamenovym ionizaénim detektorem, ale

citlivost této metody je nizsi. [29]

4.3. Stanoveni propylenglykolu

Propylenglykol mize byt toxicky pfi opakovaném intravendéznim podéavani 1€k, které ho
vyuzivaji jako rozpoustédlo. Mezi tyto léky se tadi tfeba lorazepam, ktery se podava
intubovanym pacientliim s mechanickou ventilaci. Dal§imi 1€¢ivy obsahujicimi PG jsou tfeba
diazepam, etomidat nebo fenytoin. Dal$im vyznamnym lékem obsahujicim propylenglykol
jsou piipravky s aktivnim uhlim, které ho pouzivaji jako pomocnou latku, aby toto uhli nebylo
tak zrnité alépe se podavalo. Ke stanoveni propylenglykolu a ethylenglykolu se pouzila
metoda plynové chromatografie s headspace nastiikem (HS-GC). Metoda pouziva
derivatizaci za pouziti kyseliny fenylboronové. Derivatizece se provadéla, protoze
stanovované glykoly maji relativné vysoké body varu (EG — 197 °C a PG — 188 °C). Tato
metoda umoznuje laboratofim, které maji HS-GC vybaveni, rychle analyzovat ethanol,
methanol, isopropanol, ethylenglykol a propylenglykol na jediném pfistroji. Limit
kvantifikace této metody je 1 mg/dl. Tato studie byla provadéna, protoze mnoho klinickych

laboratofi nemélo pfistup k pfistroji GC—-MS. [30]
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4.4. Stanoveni glycerolu

Metoda enzymatického kolorimetrického testu se tradi¢né pouziva ke stanoveni hladiny
glycerolu. Principem méfeni je absorbance purpurového produktu, ktery je produkovan fadou
enzymatickych reakci. Tento vznikly pigment je méten spektrofotometrem. Metoda je vhodna
pouze pro vzorky tekutin s men$im mnozstvim lipidd. Byla popsana metoda HPLC, kdy byl
glycerol acylovan a derivat poté obsahoval benzoylovou skupinu. Tato derivatizace je velmi
komplikovana a ovlivnéna biologickymi faktory jako jsou obsah bilkoviny ve vzorku,
zasaditosti vzorku a jiné. Nékteré metody plynové chromatografie s hmotnostni detekci maji
vyssi citlivost, pfi stanoveni glycerolu ve vzorcich krve nez metoda HPLC. Casto se pfi téchto
metodach jako derivatizacni ¢inidlo pouziva N-methyl-N-[terc-butyldimethylsilyl]-
trifluoracetamid. Jako derivatiza¢ni ¢inidlo byl pouzit trimethylsilylimidazol vzhledem
k jednoduchym podminkam silylace a nizkym cenam ¢inidla. Rovnice silylace pro stanoveni

glycerolu touto metodou je zobrazeno v rovnici (8):

CHy
ch\ /
Si
H C/ o HsC
3 o\
N CH
HO OH | CH3 3
+ H3C—?i—CH3 - = o)
CH, Si o
3
HsC (8)

Vzorek byl po lyofilizaci rozpustén v acetonitrilu a derivatizovan, Poté bylo reak¢ni
rozpoustédlo odpateno a vysuSeny zbytek rozpusStén v hexanu. Takto pfipravend smes byla
davkovana do plynového chromatografu. Tato metoda je proto vhodnéjsi pro obecné
analytické laboratote, kdy se stanovuje glycerol v riiznych typech biologickych vzorki. Mez

detekce této metody je 0,1 pg/ml. [31]
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4.5, Stanoveni dioxanu

Kontaminace podzemnich vod cyklickymi ethery je problémem, protoze se jedna
0 pravdépodobné lidské karcinogeny. Dioxan je dobfe rozpustny ve vodé¢, takze jeho
odstranéni je velmi obtizné. DOX se kvantitativné stanovuje pomoci extrakce tuhou fazi.
Autofi ¢lanku vyvinuli citlivou, selektivni a jednoduchou metodu ke stanoveni dioxanu
a tetrahydrofuranu, kdy na disk s aktivnim uhlim davkovali vzorek rozpustény v acetonu.
Tyto specidlni extrakéni disky snizuji ¢as a nédklady na analyzu vzorka. Dalsi vyhodou je, Ze
jsou ohebné a mizeme je vlozit do nadobek automatického davkovace, kde se analyty
promyvaji. Nasledné jsou davkovany do plynového chromatografu s tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Limit detekce této metody pro DOX a tetrahydrofuran je 0,31 ug/l s vytéznosti
98 % a 95 %. [32]

Obvykle se ke stanoveni 1,4-dioxanu ve vodé pouziva extrakce kapalina-kapalina, nebo
extrakce na tuhé fazi v kombinaci s plynovou chromatografii s hmotnostni detekci. Tyto
metody jsou vSak naro¢né na mnozstvi vzorku nebo rozpoustédla, a navic jsou Casové
narocné. Headspace analyza je vyhodna z hlediska reprodukovatelnosti, doby analyzy
a automatizace. V posledni dobé se zaCala pouzivat mikroextrakce tuhou fazi, ktera je
specificka a vysoce citliva metoda pro analyzu 1,4-dioxanu, ale je nakladna. Autofi ¢lanku
pouzili pro stanoveni 1,4-dioxanu ve vodé metodu headspace GC-MS. Vzorek vody se nasyti
chloridem sodnym a ptida se 0,5 M HCI. Lahvicka s roztokem je zahtivana 30 minut pfi
teploté 90 ° C. Vysledny roztok je davkovan do chromatografu. Limit detekce metody je
0,02 pg/l. [33]

4.6. Stanoveni pentarytritolu

Suchanec (1965) prezentoval metodu ke stanoveni pentaerytritolu v plynovém
chromatografu s tepelné vodivostnim detektorem. Principem je tvorba trimethylsilylovych
derivath téchto polyhydroxysloucenin. Tento postup je kratsi, jednodus$si @ umoziuje analyzu
komercnich slouc¢enin, jako jsou tieba mono-, di-, nebo tripentaerytritol. Trimethylsilové
derivaty jsou tékavéjsi a tepelné stabilnéjsi a jejich piiprava trva 10 az 30 minut v zavislosti
na mnozstvi polypentaerytritoli piitomnych ve vzorku. Acetatové derivaty nejsou moc
vhodné kvili své dlouhé pripravé a maji nizsi citlivost pro tripentaerytritol a vyssi

polyhydroxyslouceniny. Acetylace trva 2,5 hodiny. [34]
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Pro tfadu polyestert, fenolové pryskyfice nebo rizna aditivia polymert byla vyvinuta
specialni metoda pyrolyzy. Derivatizace téchto latek spoc¢iva v methylaci nebo butylaci, kdy
se jako derivatiza¢ni Cinidlo pouziva tetramethyl- nebo tetrabutylamonium hydroxid. Toto
derivatiacni Cinidlo se ke smési pridava béhem pyrolyzy. Analyza vzniklych derivata probiha
V plynovém chromatografu s plamenové-ionizaénim detektorem. Vyuzit lze i GC/MS.
Vyhodou této techniky je vysoka citlivost detekce i pro delsi struktrurni fetézce a minimalni
manipulace se vzorkem. Soucasti alkydovych pryskytic jsou polyfunkéni kyseliny, vicesytné
alkoholy a mastné kyseliny s dlouhym fetézcem. Pomoci této metody dochazi k methylaci
polarnich slozek s dlouhym ftetézcem. Pii klasické pyrolyze jsme schopni stanovit pouze

aldehydy, alkeny, alkany nebo anhydrid kyseliny ftalové. [35]

4.7. Stanoveni nemrznouci kapaliny

Nemrznouci kapalina obsahuje ethylenglykol, diethylenglykol a propylenglykol. Tato
smés se na letiStich pouziva k odmrazovani nebo proti ndmraze letadel a pfistavacich ploch
pfi studeném pocasi. Tyto latky mohou pfedstavovat hrozbu pro vSechny oddéleni Zivotniho
prostfedi, a proto musi byt monitorovany. Autofi ¢lanku vyvinuli novou, rychlou, citlivou
a presnou metodu pro stanoveni latek obsazenych v nemrznouci kapaling, které mohou
kontaminovat odtok vody z letisté. Principem metody je headspace mikroextrakce tuhou fazi
(HS-SPME), ktera je spojena s GC—MS. Extrakce polarnich latek s malou molekulovou
hmotnosti je velmi obtizna. Nejucinngjsim postupem extrakce glykoli ve vodé je extrakce
v tuhé fazi (SPE). Extrakce kapalina — kapalina nebo kapalina — tuha latka neni tak G¢inna.
Modernéjsi technikou extrakce je SPME, ktera je rychlejsi, citlivéj$i, ekonomi¢téjsi
a jednodussi k automatizaci. Linearni rozsah kalibracni piimky byl méfen v rozmezi 0,1 —
300 mg/l. Experimentalni vysledky prokazaly, ze technika HS-SPME ma dobré detekcni
limity a neni potiebny krok derivatizace vzorku. Vytéznost metody byla v rozmezi 67 — 89 %.
[36]

Pro stanoveni glykolt v biologickych vzorcich bylo popsano nékolik metod, kdy se
pouzivali rizné techniky jako je plynova chromatografie, vysokoucinna kapalinova
chromatografie, nebo GC-MS. Nejlépe se jevi metoda s hmotnostni detekei. Stanoveni téchto
latek je dulezité, aby byla v¢as diagnostikovana glykolova intoxikace. Autofi ¢lanku vyvinuly
metodu, kdy byl vzorek plazmy nejprve deproteinizovan pomoci acetonu a nasledné odpaien.
Poté byl pfidan anhydrid kyseliny pivalové, aby vznikly stabilni glykolové estery. K zahtati
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smési bylo pouzito mikrovinné zafeni, takze se zkratila doba inkubace na polovinu a oproti
potifeba vzdy pfipravit Cerstvou derivatizatni smés. Limit detekce této metody je 0,01 g/l
s vytéznosti 50 — 65 %. Tato metoda byla primarné vyvinuta pro stanoveni ethylenglykolu
a diethylenglykolu, ale je vhodna i pro stanovené propylenglykolu nebo butylenglykolu. Bylo

zjisténo, ze tato metoda je vhodna i pro detekci glykolti v moci. [37] [38]
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Pouzité pristroje
plynovy chromatograf: GC-2010 plus (Shimadzu, Japonsko)
hmotnostnim spektrometr: GCMS-TQ 8030 (Shimadzu, Japonsko)
automaticky davkova¢: AOC-5000 (Shimadzu, Japonsko)
GC 2010 s hmotnostnim detektorem QP2010 plus (Shimadzu, Japonsko)
Autosampler AOC — 20i (Shimadzu, Japonsko)
suSarna Memmert (Némecko)
koncentrator: Labicom EVATERM (Cesk4 republika)
trepacka YellowLine TTS 2 (Imlab, Belgie)

Analytické vahy: HR-120-EC (A&D instruments LTD, Japonsko)
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5.2. Pouzité chemikalie

Aceton pro HPLC > 99,8 % VWR Chemicals (Francie)
Methanol pro HPLC > 99,9 % Sigma-Aldrich (Némecko)
Acetonitril pro HPLC, Sigma-Aldrich (Francie)

n-hexan, Merck Millipore (Némecko)

Pyridin: p.a., PENTA (Cesk4 republika)

Acetanhydrid: p.a., PENTA (Ceska republika)

Ethylacetat: Merck Millipore (Némecko)

MSTFA: Sigma - Aldrich (USA)

Jodid amonny: p.a., Riedel-de Haen (Némecko)
2-mercaptoethanol: Fluka (Svycarsko)

Ethylenglykol, Merck Millipore (Némecko)
Diethylenglykol, Merck Millipore (Némecko)
Propylenglykol, Merck Millipore (Némecko)
Triethylenglykol, Merck Millipore (Némecko)

Glycerol, Merck Millipore (Némecko)

Pentaerytritol, Merck Millipore (Némecko)
Diethylenglykol monobutyl ether, Merck Millipore (Némecko)

1,4 — dioxan, Merck Millipore (Némecko)
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5.3. Derivatizace vzorku

5.3.1.  Derivatizace vzorku — acetylace

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok dané latky o koncentraci 5 mg/ml. Bylo navéazeno
ptesné okolo 25 mg glykolu do 5 ml odmérné banky a doplnéno acetonem, nebo methanolem
(pouze pentaerytritol) po rysku. Z tohoto roztoku byl odpipetovan 1 ml do nadoby, ktera se
dala do koncentratoru (na obrazku 7). Tento roztok byl odpaien pod dusikem az do sucha.
Béhem odpafovani byl vzorek vyhiivan na teplotu 40 °C, aby se rozpoustédlo odpatilo
rychleji. K suchému vzorku se pfidalo 30 pl pyridinu a 30 ul acetanhydridu. Poté se uzaviena
nadoba dala na 45 min do suSarny, ktera byla nastavena na teplotu 90 °C. Po vychladnuti bylo
ke vzorku napipetovano 0,5 ml ethylacetatu. Takto pfipraveny derivat byl davkovan do

plynového chromatografu.

Obrazek 7: koncentrator EVATERM
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5.3.2. Derivatizace vzorku - silylace

Nejprve byla piipravena derivatiza¢ni smés MSTFA/NHgal/ethanthiol (383/1/2, viw/v).
Zasobni roztok byl ptipraven z 20 mg jodidu amonného, 1 ml MSTFA a 40 pl ethanthiolu.
Jodid amonny byl rozpustén pii 80 °C v 1 ml MSTFA. Poté bylo k této smési piidano 40 ul
ethanthiolu. Pracovni roztok byl ptipraven odpipetovanim 150 ul zasobniho roztoku a k nému

byl pfidan 1 ml MSTFA. Takto pfipravené roztoky byly uchovavany ve tmé a v chladu.

Byl pfipraven zasobni roztok stanovované latky o koncentraci 5 mg/ml. Bylo navéazeno
ptesné okolo 25 mg glykolu do 5 ml odmérné barky a doplnéno acetonem, nebo methanolem
(pouze pentaerytritol) po rysku. Z tohoto roztoku byl odpipetovan 1 ml do nadoby. Tento
roztok byl odpafen pod dusikem az do sucha. Béhem odpafovani byl vzorek vyhiivan na
teplotu 40 °C, aby se rozpoustédlo odpaftilo rychleji. K suchému vzorku bylo napipetovano
20 pl pracovniho roztoku. Uzaviend nadoba byla dana na 60 min do suSarny, ve které byla
teplota 80 °C. Takto pfipraveny derivat byl rozpustén ve 100 pl hexanu. Tyto derivaty byly
davkovany do plynového chromatografu (na obrazku 8).

Obrazek 8: Plynovy chromatograf GC-2010 plus, hmotnostni spektrometr: GCMS-TQ 8030
a automaticky davkovac¢: AOC-5000
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5.4. Teplotni program plynového chromatografu

Bylo vyzkouseno nékolik teplotnich programii s riznymi splitovacimi pomeéry, rtiznou

teplotou nastiiku, nebo riznou pocatecni teplotou. Nejvhodnéjsi teplotni program, ktery mél

dobré limity detekce i pii splitovacim pomeéru 1:5, pro acetylaci je uveden Vv tabulce 2 a pro

silylaci v tabulce 3. Vtabulce 1 jsou uvedeny podminky plynového chromatografu

a hmotnostniho spektrometru.

Tabulka 1: Podminky plynového chromatografu a hmotnostniho spektrometru:

Nosny plyn: Helium 5.0 (Linde, Ceska republika)
Dévkovany objem: 1ul

Linearni rychlost: 30 cm/s 30 cm/s

Teplota nastiiku: 180 °C

Splitovaci pomér: 1:5

Teplota iontového zdroje: 200 °C

Kolona:

RTX-TNT 15 m x 0,18 mm x 0,20 pum

tloust’ka filmu

Mefteno v rezimu SEI (simultanni elektronova ionizace)

Tabulka 2: Teplotni program pro méfeni na GC pro vzorek, ktery byl acylovan

Teplotni narist Konecna teplota Cas udrZovani kone¢né
(°C/min) (&®) teploty (min)
1. 40 3
2. 10 130 0
3. 30 325 15

Celkova doba analyzy: 20 min

Tabulka 3: Teplotni program pro méfeni na GC pro vzorek, ktery byl silylovan

Teplotni narust Konec¢na teplota Cas udrZovini kone¢né
(°C/min) (°O) teploty (min)
1. 50 15
2. 10 80 1
3. 30 230 1
4. 50 310 2

Celkova doba analyzy: 15,1 min
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5.5. Kbvalitativni uréeni stanovovanych latek

Ke zjisténi reten¢nich ¢ast byl pouzit rezim SCAN. Pro kazdou latku byl pfipraven
derivat o koncentraci 500 pg/ml a nasledné¢ byl kazdy zméfen zvlast v tomto rezimu.
Splitovaci pomér byl u této metody 1:100. Na obrazku 9 je chromatogram vsech
stanovovanych latek, které byly acylovany. Z tohoto chromatogramu je mozné odecist
retencni Casy vSech stanovovanych latek. Méfeni probihalo na koloné¢ RTX-TNT 15 m X

0,18 mm x 0,20 um tloustka filmu.

(x1,000,000)
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Obrazek 9: Chromatogram stanovovanych latek po acetylaci, méfeno vrezimu SCAN: 1)
ethylenglykol diacetat, 2) propylenglykol diacetat, 3) diethylenglykol diacetat, 4) glycerol triacetat,
5) diethylenglykol monobutyl ether acetat, 6) triethylenglykol diacetat, 7) pentaerytritol tetraacetat

Z chromotogrami méfenych vrezimu SCAN byla zjisttna hmotnostni spektra
jednotlivych latek. Ze spekter se postupné zjistily jeden cilovy ion (kvantifikator) a2
referencni ionty (kvalifikatory), aby mohlo byt méfeni provedeno i v rezimu SIM. V tabulce 4

jsou uvedeny tyto parametry. V ptiloze A jsou uvedeny struktury stanovovanych derivata.
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Tabulka 4: Parametry jednotlivych latek pouzitych pii méfeni v rezimu SIM

Stanovovana latka | Molekulova | Retencni Cilovy | Referenc¢ni | Referencni
hmotnost ¢as (min) | ion (m/2) | ion (M/z) ion (m/z)

Ethylenglykol diacetat 146 7,61 43 86 116
Propylenglykol diacetat 160 8,12 43 87 116
Diethylenglykol diacetat 190 12,15 87 43 88
Glycerol triacetat 218 12,80 43 103 145
Diethylenglykol 204 12,99 43 57 87
monobutyl ether acetat

Triethylenglykol diacetat 234 14,26 87 43 88
Pentaerytritol tetraacetat 304 15,29 43 114 112

U latek, které byly silylovany byly retencni ¢asy zjistény v rezimu SCAN. Smeés latek
0 koncentraci 500 pg/ml byla najednou derivatizovana a nasledné zméfena v tomto rezimu.
Splitovaci pomér byl u této metody také 1:100. Na obrazku 10 je chromatogram vsech

stanovovanych latek, ze kterého je mozné odecist retencni ¢asy. Méfeni probihalo na koloné

RTX-TNT o délce 15 m, priméru 0,18 mm a tloust’ce filmu 0,20 pum.
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Obrazek 10: Chromatogram stanovovanych latek po silylaci, méfeno v rezimu SCAN: 1)
ethylenglykol bistrimethylsilyl ether, 2) 1,2-propylenglykol bistrimethylsilyl ether, 3) diethylenglykol
bistrimethylsilyl ether, 4) glycerol tristrimethylsilyl ether, 5) triethylenglykol 2 TMS, 6) pentaerytritol
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Z chromatogramu méfeného v rezimu SCAN byla zjisténa jednotlivda hmotnostni spektra
pro stanovované latky. Diethylenglykol monobutyl ether a triethylenglykol byly
zderivatizovany a zméifeny zvlast’ a nasledné se z téchto chromatogrami odecetla hmotnostni
spektra. Chromatogramy téchto dvou latek jsou v pfilohach C a D. Ze vSech chromatogramu
je patrné, Ze mezi ¢asy 6,75 — 8,0 minut a 9,6 — 10,6 minut, jsou piky navic. Tyto piky byly
identifikovany jako derivatiza¢ni Cinidlo. Proto byl filament v téchto ¢asech vypindn, aby
nedochazelo k saturaci detektoru, pokud by byl snizen splitovaci pomér na 1:5. Z téchto
hmotnostnich spekter se zjistily jeden cilovy ion (kvantifikator) a2 referenéni ionty
(kvalifikatory), které jsou zapsany v tabulce 5. Tyto hodnoty byly vyuzity pii méfeni v rezimu

SIM. V pfiloze B jsou uvedeny struktury stanovovanych derivata.

Tabulka 5: Parametry jednotlivych latek pouzitych pii méfeni v rezimu SIM

Stanovovana latka Molekulova | Retenéni | Cilovy ion | Retenéniion | Retencniion
hmotnost ¢as (min) (m/2) (M/2) (m/2)

Ethylenglykol 206 5,48 147 73 191
bistrimethylsilyl ether
1,2-Propylenglykol 220 5,82 117 73 147
bistrimethylsilyl ether
Diethylenglykol 250 8,09 73 117 116
bistrimethylsilyl ether
Glycerol tristrimethylsilyl 309 8,33 73 147 205
ether
Diethylenglykol monobutyl 234 8,60 73 57 45
ether trimethylsilyl ether
Triethylenglykol 2 TMS 294 9,44 73 117 116
derivat
Pentaerytritol 4 TMS 424 9,49 73 191 147
derivat
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6. Vysledky

6.1. Acetylace

Byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci okolo 5000 pg/ml. V tabulce 6 jsou
uvedeny piesné hmotnosti navazek jednotlivych latek a piesné koncentrace zasobnich

roztok, které byly pouzity pii derivatizaci.

Tabulka 6: Navazka a koncentrace zasobnich roztokt

navazka (mg) koncentrace (ng/ml)
Ethylenglykol 26,2 5240
Diethylenglykol 25,1 5020
Triethylenglykol 25,8 5160
Propylenglykol 25,8 5160
Glycerol 32,2 6440
DEGMBE 27,7 5540
PENTA 25,3 5060

Z téchto zasobnich roztoki byla ptipravena pétibodova kalibracni fada. Obvykle byla pro
kazdou latku nejprve zvolena koncentrace 10 pg/ml. Tento roztok byl zderivatizovan
a nasledné prométen. Podle toho, jak vypadal chromatogram daného derivatu, byly zvoleny
Naopak nejvyssi koncentrace byla zvolena tak, aby nebyl detektor saturovan. Kazda latka ma
proto jiny rozsah koncentraci a jiny limit detekce. Kazdy derivat byl méfen 3x v rezimu
SCAN a 3x v rezimu SIM. V tabulce 7 jsou uvedeny prumérné plochy pikl se smérodatnou
odchylkou pfii riznych koncentracich v obou rezimech. V piilohach E az K jsou kalibra¢ni

zavislosti jednotlivych latek v obou rezimech.

Z kalibracnich zévislosti je patrné, Ze koeficient spolehlivosti pro rezim SIM a SCAN je
velmi podobny. Nejvétsi rozdil mezi témito rezimy je u derivatu triethylenglykolu. Konkrétné
pro rezim SIM ma hodnotu 0,9623 a pro rezim SCAN 0,8649. Vysoky koeficient

spolehlivosti ma derivat pentaerytritolu v rezimu SIM, a to 0,9961.
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Tabulka 7: Pramérné plochy piki stanovovanych latek, které byly derivatizovany acylaénim

ginidlem, méfené 3x v rezimu SCAN a 3x v rezimu SIM. Plochy byly odeéteny v rezimu TIC. Udaje

jsou uvadény se smérodatnou odchylkou.

Ethylenglykol diacetat
koncentrace 9,54 23,85 47,71 71,56 85,88
(ng/ml)
SCAN 1543320 1369755 6149968 13129265 14098997
+ 240269 + 130226 + 476840 +2131712 + 2584180
SIM 990991 1275846 3092539 4229618 4939214
+ 57345 + 77612 + 256465 + 288561 + 408029
Propylenglykol diacetat
koncentrace 4,84 9,69 24,22 48,45 72,67
(ng/ml)
SCAN 436584 3073377 4449457 5465958 8803864
+ 9738 +20170 + 39870 + 100852 + 86076
SIM 405142 3492043 5078811 6562710 9372056
+ 3053 + 102978 + 1184988 + 4598476 + 212025
Diethylenglykol diacetat
koncentrace 9,96 24,90 49,80 74,70 89,64
(ng/ml)
SCAN 80634 1366649 1824590 4446134 4596126
+ 5538 + 37326 +51141 + 99244 + 64953
SIM 166217 1729958 2842760 5222224 6367564
+ 11392 + 181877 + 673334 + 326156 + 91008
Glycerol triacetat
koncentrace 3,11 6,21 15,53 30,28 46,58
(ng/ml)
SCAN 40173 36608 72382 99522 140598
+ 9332 + 4381 + 5885 + 940 + 3048
SIM 24852 26168 76063 118614 155920
+ 1329 + 2387 +1172 + 8259 + 10870
Diethylenglykol monobutyl ether acetat
koncentrace 41,52 61,37 73,10 82,13 122,74
(ng/ml)
SCAN 115103 534299 + 941909 2815578 6328546
+ 32393 30166 +21719 + 111231 + 195376
SIM 191305 505452 848605 3340559 6357709
+3706 + 32048 + 34499 + 38908 +19302
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Triethylenglykol diacetat

koncentrace 9,80 23,26 47,09 70,54 84,50
(ng/mi)
SCAN 437248 421871 2453436 4622229 9339733
+ 26187 + 11005 + 98470 + 228096 + 94633
SIM 718206 8147956 3145622 3857668 4928599
+ 121688 + 99157 + 45722 + 168882 + 72638
Pentaerytritol tetraacetat
koncentrace 9,88 24,70 49,41 74,11 88,93
(ng/ml)
SCAN 22903 57803 132873 187660 304703
+ 855 + 3975 +2512 + 5385 + 23696
SIM 28321 56257 140084 216091 254896
+ 686 + 10531 +3919 + 955 + 18742

Z grafu kalibraci byly odecteny rozsah kalibrace, mez stanovitelnosti (LOQ) a koeficient
spolehlivosti (R?) pro stanovované latky v obou rezimech. Tyto hodnoty jsou uvedeny

v tabulce 8.

Tabulka 8: Rozsah kalibrace, mez stanovitelnosti a koeficient spolehlivosti pro stanovované
latky, které byly acylovany.

Rozsah kalibrace LOQ R? R?

(ng/ml) (ng/ml) | (SCAN) | (SIM)
Ethylenglykol diacetat 9,54 — 85,88 9,54 0,9508 | 0,9858
Propylenglykol diacetat 4,84 -72,67 4,84 0,9316 0,9020
Diethylenglykol diacetat 9,96 — 89,64 9,96 0,9457 | 0,9875
Glycerol triacetat 3,11 - 46,58 3,11 0,9856 | 0,9764
Diethylenglykol monobutyl ether acetat 41,52 - 122,74 41,52 0,9277 | 0,9025
Triethylenglykol diacetat 9,50 — 84,50 9,50 0,8636 | 0,9618
Pentaerytritol tetraacetat 9,88 — 88,93 9,88 0,9490 | 0,9961
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6.1.1. Validace Metody

Pro ovéfeni spravnosti metody je potieba jeji validace, kterd je vyjadifena relativni

odchylkou. Aby byla metoda validni musi mit nejnizs$i koncentrace relativni odchylku do

20 % a pro ostatni koncentrace musi mit hodnotu do 15 %. V tabulce 9 jsou spocitany

jednotlivé relativni odchylky pro dané koncentrace. Cervené jsou znazornény hodnoty, které

jsou nevhodné.

Tabulka 9: Spocitané relativni odchylky pro stanovované latky, které byly derivatizovany
acyla¢nim cinidlem, v méfenych koncentracich. Primérné plochy piki jsou odecteny z rezimu TIC

Ethylenglykol diacetat

SCAN SIM
skuteéna
koncentrace
(ng/ml) 9,54 23,85 47,71 71,56 85,88 9,54 23,85 47,71 71,56 85,88
prumérna
plocha 1543320 | 1369755 | 6149968 | 13129265 | 14098997 ] 990991 | 1275846 | 3092539 | 4229618 | 4939214
spocitana
koncentrace
(ng/ml) 18,90 17,97 43,47 80,69 85,86 23,68 28,90 62,19 83,02 96,02
relativni
odchylka (%) 98,08 24,65 8,90 12,75 0,02] 148,24 21,18 30,34 16,01 11,80
Propylenglykol diacetat
SCAN SIM
skute¢na
koncentrace
(ng/ml) 4,84 9,69 24,22 48,45 72,67 4,84 9,69 24,22 48,45 72,67
prumérna
plocha 436584 | 3073377 | 4449457 | 5465958 | 8803864 | 405142 | 3492043 | 5078811 | 6562710 | 9372056
spocitana
koncentrace
(ng/ml) -5,18 19,05 31,69 41,02 71,69 -5,30 22,21 36,35 49,58 74,62
relativni
odchylka (%) 206,93 96,55 30,83 15,33 1,35] 209,54 129,22 50,10 2,33 2,68
Diethylenglykol diacetat
SCAN SIM
skute¢na
koncentrace
(ng/ml) 9,96 24,9 49,8 74,7 89,64 9,96 24,9 49,8 74,7 89,64
prumérna
plocha 80634 | 1366649 | 1824590 | 4446134 | 4596126 166217 | 1729958 | 2842760 | 5222224 | 6367564
vypoclitana
koncentrace
(ng/ml) 8,81 30,94 38,82 83,92 86,50 8,84 29,50 4421 75,66 90,79
relativni
odchylka (%) 11,51 24,26 22,05 12,35 3,50 11,29 18,48 11,23 1,28 1,29
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Glycerol triacetat

SCAN SIM
skuteéna
koncentrace
(pg/ml) 3,11 6,21 15,53 30,28 46,58 3,11 6,21 15,53 30,28 46,58
prumérna
plocha 40173 36608 72382 99522 140598 24852 26168 76063 118614 | 155920
vypo¢itana
koncentrace
(ng/ml) 4,56 3,06 18,05 29,42 46,62 2,68 3,10 18,99 32,53 4441
relativni
odchylka (%) 46,52 50,67 16,22 2,85 0,10 13,71 50,04 22,25 7,44 4,66
Diethylenglykol monobutyl ether acetat
SCAN SIM
skute¢na
koncentrace
(pg/ml) 4152 | 61,37 73,1 82,13| 12274 4152 61,37 73,1 82,13 | 122,74
prumérna
plocha 115103 | 534299 941909 | 2815578 | 6328546] 191305 505452 | 848605 | 3340559 | 6357709
vypoclitana
koncentrace
(ng/ml) 50,39 55,53 60,52 83,47 126,49 50,89 54,70 58,87 89,13 | 125,76
relativni
odchylka (%) 121,38 9,562 17,21 1,63 3,05 22,56 10,86 19,47 8,52 2,46
Triethylenglykol diacetat
SCAN SIM
skute¢na
koncentrace
(ng/ml) 9,5 23,26 47,09 70,54 84,5 9,5 23,26 47,09 70,54 84,5
prumérna
plocha 437248 | 421871 | 2453436 | 4622229 | 9339733 718206 | 814796 | 3145622 | 3857668 | 4928599
vypoditana
koncentrace
(ng/ml) 22,11 21,97 40,40 60,08 102,87 13,22 14,87 54,72 66,89 85,19
relativni
odchylka (%) 132,74 5,54 14,21 14,84 21,74 39,20 36,05 16,19 5,18 0,82
Pentaerytritol tetraacetat
SCAN SIM
skute¢na
koncentrace
(ng/ml) 9,88 24,7 49,41 74,11 88,93 9,88 24,7 49,41 74,11 88,93
primérna
plocha 22903 57803 132873 187660 304703 28321 56257 | 140084 216091 | 254896
vypocitana
koncentrace
(ng/ml) 13,58 24,15 46,89 63,48 98,93 15,22 23,68 49,07 72,09 83,84
relativni
odchylka (%) 37,45 2,23 511 14,34 11,24 54,06 4,12 0,69 2,72 5,72

Nejlepsi hodnoty validace, z meéfenych latek, méa pro

tuto metodu pentaterytritol

tetraacetat. Naopak nejhor§i hodnoty mé& v obou rezimech propylenglykol diacetat.

Z namé&tenych hodnot vyplyva, ze tato metoda ma nizkou miru validity.
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V grafech 1 az 6 jsou kalibra¢ni zavislosti stanovovanych latek. V téchto grafech jsou
pouzity pouze hodnoty, které byly vyhodnoceny jako validni. V tabulce 10 je uveden linearni
rozsah, mez stanovitelnosti (LOQ) a koeficient spolehlivosti (R?) pro stanovované latky, které

byly derivatizovany touto metodou.

Tabulka 10: Rozsah kalibrace, mez stanovitelnosti a koeficient spolehlivosti pro stanovované
latky v obou rezimech

SCAN SIM
Rozsah kalibrace LOQ R? Rozsah kalibrace LOQ R?
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Ethylenglykol 47,71 - 85,88 4771 0,9297
diacetat
Diethylenglykol 9,96 — 89,64 9,96 0,9782 9,96 — 89,64 9,96 0,9940
diacetat
Glycerol triacetat 15,53 — 46,58 15,53 0,9922 3,11 - 46,58 3,11 0,9900
Diethylenglykol 61,37 — 122,74 61,37 0,9961 61,37 — 122,74 61,37 0,9725
monobutyl ether
acetat
Triethylenglykol 23,26 — 70,54 23,26 0,9994
diacetat
Pentaerytritol 24,70 — 88,93 24,70 0,9320 24,70 - 88,93 24,70 0,9978
tetraacetat

Graf 1: Kalibrace ethylenglykol diacetatu, méfeného v rezimu SCAN

Kalibrace ethylenglykol diacetatu (rezim SCAN)
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14000000 + y = 216850x - 4E+06
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10000000 +
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4000000 : : : : |
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Graf 2: Kalibrace diethylenglykol diacetatu

Kalibrace diethylenglykol diacetatu
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Graf 3: Kalibrace glycerol triacetatu
Kalibrace glycerol triacetatu
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Graf 4: Kalibrace diethylenglykol monobutyl ether acetatu
Kalibrace diethylenglykol monobutyl ether acetatu
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Graf 5: Kalibrace triethylenglykol diacetatu. Méfeno v rezimu SCAN

Kalibrace triethylenglykol diacetatu (rezim SCAN)
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Graf 6: Kalibrace pentaerytritol tetraacetatu

Kalibrace pentaerytritol tetraacetatu
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Z kalibracnich zavislosti vyplyva, Ze nejlepsi hodnoty pro validaci ma derivat glycerolu.
Naopak metoda pouzita pro derivat propylenglykolu neni validni. Dal$i metody, které nejsou
validni jsou vrezimu SIM pro derivat ethylenglykolu a triethylenglykolu, proto nejsou
v tabulce 10 uvedeny. Koeficient spolehlivosti pro rezim SCAN a rezim SIM vychazi dost

podobné. U vSech stanovovanych latek se zvySila mez stanovitelnosti, pouze u derivatu

¢ (ng/ml)

glycerolu, méteného v rezimu SIM, zustala stejna.

o1

X SCAN
X SIM



6.2. Silylace

Byly piipraveny zasobni roztoky 0 koncentraci okolo 5000 pg/ml. V tabulce 11 jsou
uvedeny pifesné hmotnosti navazek stanovovanych latek a presné koncentrace zasobnich

roztokt, které byly pouzity pfi derivatizaci.

Tabulka 11: Navazka a koncentrace zasobnich roztoku

navazka (mg) koncentrace (ng/ml)
Ethylenglykol 26,1 5220
Diethylenglykol 24,7 4940
Triethylenglykol 25,8 5160
Propylenglykol 25,6 5120
Glycerol 50,91 5090
DEGMBE 27,4 5480
PENTA 25,3 5060

Nejprve bylo optimalizovany podminky analyzy, aby doslo k dostate¢nému
rozseparovani stanovovanych latek. Jako rozpoustédlo se zkusil aceton a acetonitril. Dale se
zkouselo mnozstvi derivatizacniho ¢inidla, které se ptidalo ke smési (20 ul, 50 pl a 80 ul).
Toto porovnani je zobrazeno na obrazku 11. Nejvhodnégjsi bylo pridavani 20 ul ¢inidla, ale
mnozstvi vzniklého derivatu bylo velmi malé. Proto se derivat zkusil nafedit v methanolu
nebo hexanu. Methanol reagoval s derivatiza¢nim ¢inidlem, takze nebyl vhodny pro toto
pouziti. Pouzil se hexan (100 pl). Pro vyplach mikrosttikacky Hamilton byl zvolen hexan. Ze

zméfenych hodnot (obrazek 12) vyplyva, ze vhodné&jsim rozpoustédlem je aceton.

! Navazeno do 10 ml odmérné batiky a doplnéno po rysku
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Porovnani mnozstvi derivatizacniho cinidla

2,00E+08
1,80E+08
1,60E+08

1,40E+08
1,20E+08
1,00E+08
8,00E+07
6,00E+07
4,00E+07
2,00E+07
1 2

plocha

0,00E+00

H20ul m50ul m80ul

Obrazek 11: Porovnani mnozstvi derivatizaéniho cinidla pouzitého k derivatizaci roztoku
glycerolu o koncentraci 50 pg/ml. V 1 jsou stanovované latky pied derivatizaci rozpusStény
Vv acetonitrilu. Ve 2 jsou stanovované latky rozpustény v acetonu.

Porovnani rozpoustédel

16500000

16000000
15500000
15000000
1 2

plocha

14000000

Obrazek 12: Porovnani acetonitrilu (1) a acetonu (2) jako rozpoustédla pro roztok glycerolu
o0 koncentraci 100 pg/ml, ktery byl derivatizovan 20 ul ¢inidla. Ke vzniklému derivatu se napipetovalo
100 pl hexanu.

Ze zasobnich roztokll byla poté pripravena pétibodova kalibra¢ni fada. Obvykle byla pro
kazdou latku nejprve zvolena koncentrace 50 pg/ml. Tento roztok byl zderivatizovan, bylo
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knému piidano 100 pl hexanu anasledné byl proméien. Podle toho, jak vypadal
chromatogram dané¢ho derivatu se volily dalSi koncentrace. Kazdy derivat byl méfen 2x
v rezimu SCAN a 2x Vrezimu SIM. V tabulce 12 jsou uvedeny prumérné plochy pika pfi
riznych koncentracich v obou rezimech. Derivat triethylenglykolu a diethylenglykolu
monobutyl etheru byl méten na koloné¢ RTx-TNT 15 m x 0,18 mm x 0,20 um tloustka filmu.
Zbyvajici derivaty byly méfeny na plynovém chromatografu GCMS-QP2010 Plus, kde byla
pouzita kolona ZB-5HT inferno o délce 30 m, praméru 0,25 mm a tloust'ce filmu 0,25 um. Pii
méfeni na této koloné byly retenéni ¢asy posunuty o 2 minuty. V pfilohach L az R jsou

kalibra¢ni zavislosti téchto derivata v obou rezimech.

Z kalibra¢nich zavislosti vyplyva, ze koeficienty spolehlivosti méteni jsou v rezimu SIM
i SCAN velmi podobné. Nejvétsi rozdil mezi méfenim v rezimu SIM a rezimu SCAN je zase
u derivatu triethylenglykolu. V rezimu SCAN ma hodnotu 0,8716 a v rezimu SIM 0,9459.

Proti predchozi metod¢é méa derivat ethylenglykolu velmi nizky koeficient spolehlivosti.

Oproti derivatizaci, kdy se pouzilo acylacni ¢inidlo je metoda pro tyto latky méné citliva,
a i koeficienty spolehlivosti jsou nizsi. Naopak je u této metody lepsi relativni smérodatna

odchylka.

Tabulka 12: Pramérné plochy piku stanovovanych latek, které jsou derivatizovany silylaénim
e¢inidlem, méfené 2x vrezimu SCAN a 2x vrezimu SIM. Udaje jsou uvadény se smérodatnou

odchylkou a jsou zjistény z rezimu TIC.

Ethylenglykol bistrimethylsilyl ether

koncentrace

(ng/ml) 239,46 287,36 335,25 383,14 478,93

SCAN 1868 8631 565139 12757927 13685027
+ 269 + 402 +28418 + 740679 + 176303

SIM 2701 9297 561578 13487586 14803642
+94 + 165 + 14851 + 397443 + 3387

1,2-propylenglykol bistrimethylsilyl ether

koncentrace

(ng/ml) 195,31 244,14 292,97 341,80 390,63

SCAN 15812 608236 963562 5463748 14279635
+124 + 36001 + 41327 + 224612 +12431

SIM 20896 627227 1048900 6024158 16247980
+601 + 7060 +1385 + 96217 + 200894

54




Diethylenglykol bistrimethylsilyl ether

koncentrace
(ng/ml) 202,43 253,04 303,64 354,25 404,86
SCAN 3600753 5636017 6622218 7054110 9802618
+12022 + 63035 + 98545 + 33882 + 17042
SIM 2177449 5805439 8865763 9232198 12406371
+ 27173 + 12421 + 8162 +41128 + 438419
Glycerol tristrimethylsilyl ether
koncentrace
(ng/ml) 24,56 49,12 73,67 98,23 122,79
SCAN 420346 938732 937605 1369460 1736682
+ 5669 + 12940 + 3652 + 8958 + 37252
SIM 1065136 1398793 1623672 1778947 1964226
+ 91707 + 44206 + 16091 + 181478 + 86712
Diethylenglykol monobutyl ether trimethylsilyl ether
koncentrace
(ng/ml) 45,62 68,43 114,05 136,86 273,72
SCAN 1182 28659 44428 360141 1554212
+90 +501 +1043 + 6526 + 183989
SIM 1136 3021 5446 431002 1593508
+71 +419 +53 + 9566 + 260893
Triethylenglykol 2 TMS derivat
koncentrace
(ng/ml) 72,67 87,21 96,90 121,12 145,35
SCAN 2470 624085 1353931 3333288 10456190
+261 + 11663 + 72059 + 217553 + 176980
SIM 3017 628729 1493950 3899021 8510912
+44 + 16586 + 9530 + 63252 + 147110
Pentaerytritol 4 TMS derivat
koncentrace
(ng/ml) 74,11 98,81 123,52 148,22 197,63
SCAN 1024899 2316389 6086533 6065482 18651718
+ 30227 + 55108 + 110099 + 43514 + 758265
SIM 946790 2534378 8119043 7613826 25033847
+9147 + 25439 + 5658 + 124467 + 1754213
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V tabulce 13 je uveden rozsah kalibrace, mez stanovitelnosti (LOQ) a koeficient

spolehlivosti (R?) pro stanovované latky. Tyto hodnoty byly zjistény z kalibraénich zavislosti

sestrojenych z hodnot, které byly vyhodnoceny jako validni.

Tabulka 13: Rozsah kalibrace, mez stanovitelnosti a koeficient spolehlivosti pro stanovované

latky, které byly silylovany.

Rozsah kalibrace LOQ R? R?

(ng/ml) (ng/ml) | (SCAN) | (SIM)
Ethylenglykol bistrimethylsilyl ether 239,46 — 478,93 239,46 0,7744 | 0,7816
1,2-Propylenglykol bistrimethylsilyl ether 195,31 - 390,63 195,31 0,7736 | 0,7667
Diethylenglykol bistrimethylsilyl ether 202,43 — 404,86 202,43 0,9378 | 0,9517
Glycerol tristrimethylsilyl ether 24,56 — 122,79 24,56 0,9475 | 0,9762
Diethylenglykol monobutyl ether 45,62 — 273,72 45,62 0,9272 | 0,9231
trimethylsilyl ether
Triethylenglykol 2 TMS derivat 72,67 — 145,35 72,67 0,8716 | 0,9459
Pentaerytritol 4 TMS derivat 74,11 197,63 74,11 0,8953 | 0,8893

6.2.1. Validace metody

Stejné jako u predchozi derivatizace se pro stanovované latky pii riznych koncentracich

spocitaly relativni odchylky. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce 14, kde jsou Cervené

oznaceny nevyhovujici hodnoty.

Tabulka 14: Spocitané hodnoty pro silylacni metodu. Primérné hodnoty ploch pikd jsou

odecteny z rezimu TIC.

Ethylenglykol bistrimethylsilyl ether

SCAN SIM

skute¢na

koncentrace

(ng/ml) 239,46 | 287,36 335,25 383,14 478,93 239,46 | 287,36 335,25 383,14 478,93
primérna

plocha 1868 8631 565139 | 12757927 | 13685027 2701 9297 561578 | 13487586 | 14803642
Spocitana

koncentrace

(ng/ml) 280,61 | 280,70 288,51 459,56 472,57 260,62 | 260,70 267,90 436,31 453,46
relativni

odchylka

(%) 17,18 2,32 13,94 19,95 1,33 8,84 9,28 20,09 13,88 5,32
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1,2-Propylenglykol bistrimethylsilyl ether

SCAN SIM
skuteéna
koncentrace
(pg/ml) 195,31 244,14 292,97 341,8 390,63 195,31 | 244,14 292,97 341,8 390,63
prumérna
plocha 15812 | 608236 963562 | 5463748 | 14279635 20896 | 627227 1048900 | 6024158 | 16247980
spoditana
koncentrace
(ng/ml) 292,76 | 301,43 306,62 372,45 501,39 258,27 | 266,09 271,53 335,71 467,60
relativni
odchylka
(%) 49,90 23,46 4,66 8,97 28,35 32,24 8,99 7,32 1,78 19,70
Diethylenglykol bistrimethylsilyl ether
SCAN SIM
skute¢na
koncentrace
(ug/ml) 202,43 | 253,04 303,64 354,25 404,86 | 202,43 | 253,04 303,64 354,25 404,86
prumérna
plocha 3600753 | 5636017 | 6622218 | 7054110 | 9802618 ] 2177449 | 5805439 | 8865763 | 9232198 | 12406371
vypocitana
koncentrace
(ng/ml) 205,07 279,58 315,69 331,51 432,14 194,45 271,32 336,17 343,93 411,19
relativni
odchylka
(%) 1,30 10,49 3,97 6,42 6,74 3,94 7,23 10,71 2,91 1,56
Glycerol tristrimethylsilyl ether
SCAN SIM
skute¢na
koncentrace
(ng/ml) 24,56 49,12 73,67 98,23 122,79 24,56 49,12 73,67 98,23 122,79
prumérna
plocha 420346 | 938732 937605 | 1369460 | 1736682] 1065136 | 1398793 | 1623672 | 1778947 | 1964226
vypoclitana
koncentrace
(ng/ml) 20,75 62,30 62,21 96,83 126,27 17,19 54,81 80,16 97,66 118,55
relativni
odchylka
(%) 15,52 26,84 15,55 1,42 2,84 30,01 11,58 8,81 0,58 3,45
Diethylenglykol monobutyl ether trimethylsilyl ether
SCAN SIM
skute¢na
koncentrace
(ng/ml) 45,62 68,43 114,05 136,86 273,72 45,62 68,43 114,05 136,86 273,72
primérna
plocha 1182 28659 44428 360141 | 1554212 1136 3021 5446 431002 | 1593508
vypocitana
koncentrace
(pg/ml) 72,30 76,14 78,35 122,48 289,41 73,05 73,30 73,63 131,00 287,71
relativni
odchylka
(%) 58,48 11,27 31,31 10,51 5,73 60,12 7,12 35,44 4,28 5,11
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Triethylenglykol 2 TMS derivat

SCAN SIM

skuteéna

koncentrace

(pg/ml) 72,67 87,21 96,90 121,12 145,35 72,67 87,21 96,90 121,12 145,35
prumérna

plocha 2470 | 624085 | 1353931 | 3333288 | 10456190 3017 | 628729 1493950 | 3899021 | 8510912
vypoditana

koncentrace

(ng/ml) 72,23 76,72 81,99 96,28 147,72 76,92 82,26 89,65 110,20 149,60
relativni

odchylka (%) 0,61 12,03 15,39 20,51 1,63 5,84 5,67 7,48 9,02 2,93

Pentaerytritol 4 TMS derivat
SCAN SIM

skute¢na

koncentrace

(ng/ml) 74,11 98,81 123,52 148,22 197,63 74,11 98,81 123,52 148,22 197,63
prumérna

plocha 1024899 | 2316389 | 6086533 | 6065482 | 18651718 946790 | 2534378 | 8119043 | 7613826 | 25033847
vypoclitana

koncentrace

(ng/ml) 79,31 88,60 115,72 115,57 206,11 110,70 | 119,09 148,60 145,93 237,99
relativni

odchylka (%) 7,01 10,33 6,32 22,03 4,29 49,37 20,52 20,31 1,54 20,42

Oproti piedchazejici derivatizaci mé derivat pentaerytritolu v rezimu SIM velmi nizkou

validitu. Nejvyssi validita byla spoc€itana u derivatu diethylenglykolu, kde se v§echny hodnoty

vesly do stanovenych mezi, a proto se mliZze povazovat za validni.

V tabulce 15 je uveden rozsah kalibrace, mez stanovitelnosti (LOQ) a koeficient

spolehlivosti (R?) pro stanovované latky, které byly silylovany. Grafy kalibradnich zavislosti,

kde byly pouzity hodnoty vyhodnocené jako validni, jsou zobrazeny v grafech 7-12.
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Tabulka 15: Rozsah kalibrace, mez stanovitelnosti a koeficient spolehlivosti

SCAN SIM
Rozsah kalibrace LOQ R? Rozsah kalibrace LOQ R?
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Ethylenglykol 239,46 — 458,75 239,46 0,8798 239,46 — 458,75 239,46 0,8716
bistrimethylsilyl
ether
1,2-Propylenglykol 244,14 — 341,80 244,14 0,8082
bistrimethylsilyl
ether
Glycerol 24,56 — 122,79 24,56 0,9990 24,56 — 98,23 24,56 0,9721
tristrimethylsilyl
ether
Diethylenglykol 68,43 — 273,72 68,43 0,9844 68,43 — 273,72 68,43 0,995
monobutyl ether
trimethylsilyl ether
Triethylenglykol 2 72,67 — 145,35 72,67 0,9813
TMS derivat
Pentaerytritol 4 74,11 - 197,63 74,11 0,9787
TMS derivat
Graf 7: Kalibrace ethylenglykol bistrimethylsilyl etheru
Kalibrace ethylenglykol bistrimethylsilyl etheru
18000000 T
13000000 T y = 71922x - 2E+07 * R
2 R?=0,8716
g 8000000 X SIM
-
y = 61211x - 2E+07 % SCAN
3000000 - RZ = 0.8798
X : : |
-2000000 770 350 400 450 500
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Graf 8: Kalibrace derivatu propylenglykolu. Mé&feno v rezimu SIM

Kalibrace 1,2-propylenglykol bis trimethylsilyl etheru (rezim

SIM)
8000000
y =55265x - 1E+07

6000000 R?=0,8082 X
g
3 4000000
o

2000000

X
0 : ¥ : : |
150 200 250 300 350 400
¢ (ug/ml)

Graf 9: Kalibrace glycerol tristrimethylsilyl etheru

Kalibrace glycerol tristrimethylsilyl ether

2000000
y = 9635,6x + 875059

1500000 + R?*=0,9721
O
<
S 1000000 -+
- y = 13281x + 88328 X SCAN

500000 + R2 = 0,999 % SIM
0 : : : : : : |
0 20 40 60 80 100 120 140

¢ (ug/ml)

Graf 10: Kalibrace derivatu DEGMBE

Kalibrace diethylenglykol monobutyl ether trimethylsilyl

etheru

1900000

1400000 y = 7850,2x - 577308
© R2=0,995
-y
S 900000
o
i y = 7615,9x - 568377 X SCAN

0 50 100 150 200 250 300
¢ (ug/ml)
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Graf 11: Kalibrace derivatu triethylenglykolu. Méfeno v rezimu SCAN

Kalibrace triethylenglykol 2TMS derivatu (rezim SCAN)

14000000 -
y = 151053x - 1E+07
< 9000000 + R2=0,9813
<
[S)
el
2 4000000 +
-1000000 1 Ivy T T T : :
70 90 110 130 150 170
¢ (ug/ml)

Graf 12: Kalibrace pentaerytritol 4 TMS derivatu. Méfeno v rezimu SCAN

Kalibrace pentaerytritol 4 TMS derivatu (rezim SCAN)

24000000
19000000 +
_‘C: 14000000 —+
o
< 9000000 + y = 149165x - 1E+07
4000000 + R?=0,9787
Ix ] ] ] ]
-1000000 -+ ' ' T T T t t |
50 70 90 110 130 150 170 190 210

Z namé&fenych hodnot vyplyva, Ze tato metoda derivatizace ma nejlepsi validaci pro
glycerol. Propylenglykol ma naopak nejhor$i hodnoty validace. Nizké hodnoty ma také
ethylenglykol. Hodnoty, které se nezménily (derivat diethylenglykolu) nebo neodpovidaly
podminkam validace v tabulce 15 nejsou zminény. Koeficienty spolehlivosti pro rezim SCAN
a SIM vychazeji podobné. Mez stanovitelnosti se zvysila, o jeden bod kalibra¢ni fady, pro

derivat propylenglykolu a derivat DEGMBE, u ostatnich latek ziistala stejna.
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6.3. Stanoveni modelovych vzorki

Nejprve bylo potieba zjistit, které z rozpoustédel je pro vybranou derivatiza¢ni metodu
nejvhodngjsi. Proto byly ptipraveny roztoky glycerolu o koncentraci 50 pg/ml rozpusténého
v riznych rozpoustédlech. Takto pfipravené roztoky byly acylovany, zméfeny a nasledné
porovnany. V tabulce 16 jsou uvedeny vysledky uc¢innosti této metody pro jednotliva

rozpoustédla.

Tabulka 16: Vytéznost pro jednotliva rozpoustédla, kdy byl derivatizovan roztok glycerolu

o0 koncentraci 50 pg/ml. Méteno v rezimu SCAN a odeéteno z TIC.

methanol | acetonitril aceton
disty roztok 422557 216484 109552
roztok s terc¢ikem 146071 61650 8305
vytéZnost (%) 34,6 28,5 77,9

v

Ze zmétenych hodnot vyplyva, Ze nejvhodnéjsi je pouZit jako rozpoustédlo aceton.

Ke zjisténi vytéznosti metody pro jednotlivé latky byly ptipraveny roztoky o koncentraci
50 pg/ml. Do prvni Eppendorfovy zkumavky bylo odpipetovano vypocitané mnozstvi
zasobniho roztoku, ke kterému bylo pfiddno 1,5 ml acetonu. Do druhé Eppendorfovy
zkumavky byl vloZen terc¢ik, na ktery bylo odpipetovano stejné mnozstvi zasobniho roztoku.
Nasledné bylo do této zkumavky odpipetovano 1,5 ml acetonu, tak aby byl cely ter¢ik
ponofen. Tyto zkumavky byly vlozeny na tiepacku YellowLine, kde byla nastavena frekvence
1600 otacek za minutu, po dobu 2 minut. Z takto ptipraveného roztoku byl odpipetovan 1 ml
do nadoby, kterd byla nasledné vloZena do systému EVATERM, aby mohl byt tento roztok
odpafen pod dusikem. BEhem odpatovani byl vzorek vyhfivan na teplotu 40 °C, aby se
rozpoustédlo odpafilo rychleji. K suchému vzorku se ptidalo 30 upl pyridinu a 30 pl
acetanhydridu. Poté se uzaviena nadoba dala na 45 min do susarny, ktera byla nastavena na
teplotu 90 °C. Po vychladnuti bylo ke vzorku napipetovano 0,5 ml ethylacetatu. Takto
pfipraveny derivat byl davkovan do plynového chromatografu. Derivaty byly 2x proméfeny
v rezimu SCAN a 2x v rezimu SIM. Primérné hodnoty ploch piki jsou uvedeny v tabulce 17

a 18. Ztéchto hodnot byla spocitdna vytéznost, kdy se porovnavalo mnozstvi latky, které
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zustalo na ter¢iku. Méfeni derivatu pentaerytritolu a triethylenglykolu probihalo na koloné

RTX-TNT. Zbylé derivaty byly méteny na koloné ZB-5HT inferno.

Tabulka 17: Vytéznost metody métené 2X v rezimu SCAN. Primérné hodnoty ploch piki

z rezimu TIC jsou uvadény se smérodatnou odchylkou.

EG DEG PG TEG GLY | PENTA |DEGMBE
13598721 | 19294127 | 8774116 | 12017 |24927086| 42222 | 17766586
Cisty roztok + 502779 | £247286 | + 495263 | +£451 | +£158352 | £6385 |+7473416
roztok s 2850224 | 15154345 | 5771928 | 10504 |21894400| 32849 | 6360569
teréikem + 41740 |+£8624113 | +16108 | + 1543 | +195242 | +2893 | +36171
vytéznost (%) 20,96 78,54 65,78 87,41 87,83 77,80 35,80

Tabulka 18: Vytéznost metody métené 2x v rezimu SIM. Primérné hodnoty ploch pikl z rezimu

TIC jsou uvadény se smérodatnou odchylkou.

EG DEG PG TEG GLY | PENTA |DEGMBE
10084746 | 14192045 | 4184556 | 2304 | 1370879 | 48865 | 4789234
disty roztok + 74934 | + 153808 | + 7658 +51 | +£235632 | +£2666 | +42986
roztok s 2732395 11426027 | 6053706 | 1906 |12254448 | 34826 | 1338899
terc¢ikem + 111537 | +46260 |+182611| +22 | +28082 | +£1689 | + 102942
vytéZnost (%) 27,09 80,51 69,12 82,73 89,39 71,27 27,96

Z takto zmé&fenych hodnot vyplyva, ze nejvétsi uc¢innost méla tato metoda pro glycerol,

Cvwr

by se porovnala vytéZnost v reZimu SIM a SCAN tak u vétSiny latek je vyssi v reZimu SIM.
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Z.avér

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo provést literarni reSerS§i zaméfenou na
stanoveni glykold a jinych vicesytnych alkoholti pomoci plynové chromatografie. Dale nalézt
vhodny zpusob derivatizace a optimalizovat podminky pro stanoveni téchto latek pomoci této

metody, aby méla metoda co nejvyssi citlivost.

Teoreticka cast je zaméfena na reSerSi o stanoveni vybranych latek. V experimentalni
¢asti byly provedeny dva typy derivatizace, a to acetylace a silylace. Nejprve byla provedena
optimalizace podminek plynového chromatografu a hmotnostniho spektrometru, tak aby byl
provedeni derivatizace. U silylace se optimalizoval i zpisob derivatizace, protoze pfi
samostatné derivatizaci se ptipravilo pouze 20 pl derivatu. Toto mnozstvi se neda pouzit,
pokud chceme vzorek davkovat pomoci autosampleru, aby byla metoda reprodukovatelna.
Z tohoto duvodu se derivat ziedil 100 pl hexanu. Pro oba zpisoby derivatizace byl jako
rozpoustédlo zvolen aceton. Methanol se pouzil pouze u pentarytritolu, protoze to bylo jediné
rozpoustédlo, kde se tato pevna latka rozpustila. Ob¢ metody derivatizace se pouzily i pro

dioxan, ale bohuzel se ho ani v jednom piipadé nepodatilo zderivatizovat.

Kazda latka byla derivatizovana a méfena zvlast, aby byla data co nejpiesnéjsi. Ze
zmefenych dat se sestrojily kalibraéni zavislosti jednotlivych latek, a to pro metodu SIM
a SCAN. Z dat vyplyva, ze vyssi citlivost ma acetylace a piesnéjsi je obvykle méfeni v rezimu
SIM. Proto na ovéfeni Uc¢innosti byla zvolena, jako vhodné&jSi metoda, acetylace.
Z kalibra¢nich zavislosti se spocitaly i relativni odchylky pro jednotlivé derivaty, aby se
zjistila validita metody. Z téchto hodnot vyplyva, ze ani jedna z téchto metod nema velkou
validaci. Tyto vysledky mohly byt disledkem toho, jak byly pfipravovany derivaty. Kdyz byl
roztok odpaten pod dusikem tak se mohla stanovovana latka rozptylit po st€énach derivatiza¢ni
nadoby a tyto zbytky pak nemusely byt adektvatn€ zderivatizovany. Dalsi sniZeni vzniklého

derivatu mohlo vzniknout béhem zahtivani, kdy nemuselo byt vicko pokazdé potadné utazeno

a latka se tak mohla odpafit.

Ovéieni metody na realnych vzorcich nebylo mozné, protoze se béhem méteni zménil
filament hmotnostniho spektrometru. Dal§im divodem je méfeni na dvou pfistrojich, protoze
se souCasné meéfila jind diplomova prace a bylo potieba se na pfistrojich prostiidat. Byla

zméfena alesponn ucinnost této metody. Ze zasobniho roztoku byl pfipraven roztok
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o0 koncentraci 50 pug/ml, ktery se zderivatizoval a nasledné zméfil. Stejné koncentrovany
roztok byl aplikovan i na terCik, zderivatizovan a zméfen. Oba vysledky byly porovnany
a dopocitala se u¢innost metody pro jednotlivé latky. Nejucinnéjsi je metoda pro glycerol (v
rezimu SCAN 87,83 % a rezimu SIM 89,39 %), naopak nejniz$i ucinnost méla pro
ethylenglykol (v rezimu SCAN 20,96 % a v rezimu SIM 27,09 %).
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Prilohy:

Piiloha A: a) ethylenglykol diacetat, b) triethylenglykol diacetat, ¢) diethylenglykol monobutyl
ether acetat, d) diethylenglykol diacetdt, e) glycerol triacetat, f) pentaerytritol tetraacetat,
g) Propylenglykol diacetat
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Priloha B: a) ethylenglykol bistrimethylsilyl ether, b) triethylenglykol 2 TMS derivat,
¢) diethylenglykol monobutyl ether trimethylsilyl ether, d) diethylenglykol bistrimethylsilyl ether,
e) glycerol tristrimethyl ether, f) pentaerytritol TMS, g) 1,2-Propylenglykol bistrimethylsilyl ether
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Priloha C: Derivat triethylenglykolu méteny v rezimu SCAN, splitovaci pomér 1:5, koncentrace
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Priloha D: Derivat DEGMBE. M¢feno v rezimu SCAN, splitovaci pomér 1:5, koncentrace
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Priloha E: Kalibrace derivatu ethylenglykolu

Kalibrace ethylenglykol diacetatu

16000000 —+
14000000 —+

12000000 + y = 187505x - 2E+06
10000000 + R2 = 0,9508

8000000 —+
6000000 +

X SCAN

plocha

X SIM

4000000 +
y = 54582x + 301643
R?=0,9858

2000000 +
O T T T T T T T : : :
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

¢ (ug/ml)

Priloha F: Kalibrace derivatu propylenglykolu
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Priloha G: Kalibrace derivatu diethylenglykolu
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Piiloha H: Kalibrace derivatu glycerolu
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Priloha I: Kalibrace derivatu DEGMBE
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Piiloha J: Kalibrace derivatu triethylenglykolu
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Priloha K: Kalibrace derivatu pentaerytritolu

Kalibrace pentaerytritol tetraacetatu
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Priloha L: Kalibrace derivatu ethylenglykolu

Kalibrace ethylenglykol bistrimethylsilyl etheru
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Piiloha M: Kalibrace derivatu propylenglykolu
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Priloha N: Kalibrace derivatu diethylenglykolu

Kalibrace diethylenglykol bistrimethylsilyl etheru
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Priloha O: Kalibrace derivatu glycerolu
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Priloha P: Kalibrace derivatu DEGMBE

Kalibrace diethylenglykol monobutyl ether trimethylsilyl etheru
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Priloha Q: Kalibrace derivatu triethylenglykolu
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Priloha R: Kalibrace derivatu pentaerytritolu
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