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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim mastnych kyselin v papirovych obalech.
Teoreticka ¢ast je zaméfena na vlastnosti a vyuziti mastnych kyselin, zejm. kyseliny palmitové
a stearové, jejich vyuziti jakozto lubrikantli v primyslu a dale také na moznosti jejich stanoveni.
V praci je ptibliZzena i technologie vyroby papirovych obald. V experimentalni ¢asti je vyvinuta
a zvalidovana metoda pro extrakci a stanoveni kyseliny palmitové a stearové v papirovych

obalech.
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Determination of fatty acids in paper packaging

ANNOTATION

This diploma thesis deals with determination of fatty acids in paper packaging. The theoretical
part is focused on properties and use of fatty acids, especially palmitic and stearic acid, their
use as lubricants in the industry, as well as the options of their determination. Paper packaging
technology is also described. In the experimental part, a method for the extraction and
determination of palmitic and stearic acid in paper packaging is developed and validated.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

AOAC Asociace oficidlnich analytickych chemiku
(Association of Official Analytical Chemists)
APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
DAF flotace rozpusténym vzduchem (Dissolved Air Flotation)
ELSD detektor rozptylu svétla (Evaporative Light Scattering Detector)
FIA pratokova injek¢ni analyza (Flow Injection Analysis)
GC plynové chromatografie
GC-FID plynova chromatografie s plamenové-ioniza¢nim detektorem
GC-MS plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
IS vnitini standard
LOD limit detekce
LOQ limit kvantifikace
LSV linearni voltametrie (Linear Sweep Voltammetry)
MEMK methylestery mastnych kyselin
MK mastné kyseliny
NIST Nérodni institut standardii a technologie (National Institute of

Standards and Technology)
PA kyselina palmitova (Palmitic Acid)
RP obrécena (reverzni) faze

SA kyselina stearova (Stearic Acid)



UvVoD

Mastné kyseliny jsou latky sklonované nejen v biochemii a v potravinafstvi, ale i v riznych
odvétvich pramyslu. Konkrétné soli kyseliny palmitové a stearové nachazeji uplatnéni jako
mydla, detergenty a rovnéz i jako lubrikanty ¢i separatory pii vyrobé kovovych, plastovych
a papirovych vyrobkt. Lubrikanty v primyslu zefektivituji vyrobu a zvysuji zivotnost stroji.
Pii vyrobe¢ je dulezité zkoumat jakékoli ztraty a existuje ur¢itd moznost, ze se lubrikanty mohou
mj. nasorbovat do papirovych vyrobki. Z tohoto divodu je potieba vyvinout vhodnou metodu
pro kvantitativni analyzu mastnych kyselin v papirovych vyrobcich, aby byly pfipadné ztraty
zjistény a vV budoucnu mohly byti eliminovany.

Cilem této prace je provést literarni reSerSi zaméfenou na mastné kyseliny pouzivané
jako lubrikanty pii vyrobé papirovych oballl a v experimentalni ¢asti vyvinout a zvalidovat
metodu pro izolaci a stanoveni mastnych kyselin v papirovych obalech.

V teoretické Casti je popsana vyroba papirovych obald, vyuziti lubrikantd v primyslu
a dale také vlastnosti a stanoveni mastnych kyselin. Diraz je kladen zejména na kyselinu
palmitovou a stearovou. V experimentalni ¢asti jSou optimalizovany podminky pro extrakci
kyseliny palmitové a stearové ze vzorkli a podminky pro méfeni na GC-MS. Optimalizované
podminky jsou poté aplikovany na realné vzorky a mastné kyseliny jsou ve vzorcich

kvantifikovany.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Technologie vyroby papirovych obalii na vejce

Proces vyroby oballl na vejce zahrnuje 3 hlavni kroky, mezi které patii tvorba vldkniny
ze sbérového papiru, zpracovani do formy, coz je klicovy krok pii vyrob¢, a zavéreény krok,
tj. suseni vyrobku [1].

V prvnim kroku dojde k smiseni papirového, novinového a kartonového materialu s vodou

ve specialnim stroji na zpracovani recyklatu, ktery mtze vypadat napi. jako na Obrazku 1.

Obrazek 1: Stroj na zpracovani recyklatu. Pievzato z [4].
Proces funguje tak, ze papir je rozmélnén a rozlozen na jednotliva vlakna, ktera se disperguji

ve vode. Nasledné jsou celul6zova vlakna mechanicky ocisténa a zbavena vétSich ¢astic pomoci
specialni jemné miizky [2].

Nasledné¢ dojde k transportu recyklatu do forem a za pomoci vakuovych pump se recyklat
formuje do tvaru obalii na vejce. Na Obrazku 2 je zobrazen jeden z typi listi na obaly od firmy
Salam Machinery Equipment, Co. (Ceng-¢ou, Cina). Do recyklatu mohou byt b&hem procesu
piidavany barviva, parafin, odpénovace a také siran hlinity jakoZto agregac¢ni ¢inidlo [2; 3].

Predehtaty vstup

.(_-/

Kryt z nerezové oceli \
}\

Indexator vacky
Tvarovaci lisy s

formou

Motorek s nastavitelnou

rychlosti

Kovova konstrukce T~ NadrZ na buni¢inu

z nerezové oceli
Obrazek 2: Stroj na lisovani obalti na vejce. Pfevzato a upraveno z [4].
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Pomoci proudu vzduchu se obaly oddéli od formy a déle se susi za vysoké teploty v nepiimé
tepelné rotacni susicce, protoze obsahuji mnoho pifebyte¢né vody. Voda je znovu precisténa
pomoci DAF flotace, neboli vyvlockovani (Dissolved Air Flotation). Béhem tohoto procesu
je voda zbavena pevnych neéistot pomoci koagulantu a vzniklé vloCky jsou vyneseny
mikrobublinkami vzduchu na hladinu. Kal se nasledné odstrani stiranim [2; 5]. Na zavér se
vyrobky bali na automatické lince [6; 7]. Cely proces je shrnut na schématu nize (Obrazek 3).

V soucasnosti 1ze ptistoupit rovnéz k riznym modifikacim, napt. antimikrobidlni ochrana
vnititku obalu pomoci nanovrstvy TiO2, kterd zabrafiuje ristu bakterii a chrani tak vejce

pred kontaminaci. Je poté nutné piidat k vyrobni lince i sprejovaci komoru, ve které bude
modifikace probihat [8].

Recyklovatelny papirovy material (noviny, kartony,...)

A d Zpracovani recyklatu
H>0 l

Jemna mfizka

v

W

H.0 l Pevny odpad

A

v

Odsttedivky na ¢isténi

Pridavek
anionickych a Prebyteény zakal
kationickych -
polymert Al>(SO4)3 a Barvivo a
roztok parafinu odpénovac
DAF H,0 Stroj na lisovani obali
na vejce
Susici plyn
hiaatlSbl  suicka

Obal na vejce

Obriazek 3: Schéma procesu vyroby papirovych obalii na vejce. Pievzato a upraveno z [2].
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1.2 Pouziti lubrikanti ve vyrobnim a zpracovatelském primyslu

Lubrikanty jsou latky hojn¢ vyuzivané v primyslu, které zlepSuji a zjednodusuji vyrobni
proces. Napomahaji snizovat tfeni mezi povrchy a tim snizit miru opotiebeni soucasti stroje,
tim padem zvySuji jeho zivotnost. Tienim se rovnéz ztraci hodné energie, proto vhodné zvolené
mazani umoziuje usetfit energii a snizit ekonomické naklady [9].

Pti zpracovani plastovych ¢i papirovych vyrobku se Casto vyuzivaji lisy. Nedilnou soucasti
vyrobniho procesu jsou pravé lubrikaéni média, ktera napomahaji odlepit vyrobek od lisu,
jinymi slovy, aby nedochédzelo k nezadouci adhezi vyrobku na povrch lisu a pfipadnému
poskozeni vyrobku a lisu. Proto se povrch pokryva vrstvou lubrikantu, ktery muize byt
syntetického 1 pfirodniho pivodu. Jako ptiklady lze uvést oleje, jako jsou silikonovy
¢1 minerélni, dale vosky, glykoly, pfipadné¢ mastek ¢i slida. Hojné jsou vyuzivany i soli
mastnych kyselin, tedy svou chemickou podstatou mydla. Dnes je velmi kladen dtiraz na vyuziti
netoxickych lubrikantti odbouratelnych v piirodé, které maji dlouhou Zivotnost a jSOu rozpustné

ve vode. Tyto faktory jsou tézko splnitelné dohromady a je tedy nutné hledat ur¢ity kompromis

[9; 10; 11].

1.3 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou latky ¢asto zminované v biochemii, kde je mizeme definovat
jako karboxylové kyseliny s nerozvétvenym alifatickym fetézcem od 3 do 24 uhlikd,
s dvojnymi vazbami nenasycené nebo bez dvojnych vazeb nasycené. Hovofime-li o pfirozené
se vyskytujicich mastnych kyselinach, maji vétSinou sudy pocet uhlikd (vzhledem k jejich
syntéze z dvouuhlikatych molekul). V esterifikované formeé se nachazeji v Zivych organismech
jako soucast lipidii. Mastné kyseliny maji diky hydrofilni -COOH skupiné a hydrofobnimu
alifatickému fetézci amfipaticky charakter.

Muzeme je rozdélit do 4 skupin: mastné kyseliny s kratkym fetézcem (do 6 uhliki),
se sttedné dlouhym fetézcem (do 10 uhlikd), s dlouhym fetézcem (do 18 uhlikd) a velmi
dlouhym fetézcem (nad 18 uhlikd) [12; 13].

Prehled nejvyznamnéjsich mastnych kyselin s pocty uhlikii je uveden v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Pfehled mastnych kyselin. Pievzato z [12].

Maselna 4
Valerova 5 Kratky fetézec
Kapronova 6
Kaprylova 8 Stfedné dlouhy
Kaprinova 10 fetézec
Laurova 12
Myristova 14
Palmitova 16
Stearova 18 Dlouhy fetézec
Olejova 18 1 9
Linolova 18 2 9;12
Linolenova 18 3 9:12: 15
Arachidova 20
Arachidonova 20 4 5:8:11; 14
Behenova 22 Velmi dlouhy
Erukova 22 1 13 fetézec
Lignocerova 24
Nervonova 24 1 15

1.3.1 Dilezité reakce mastnych kyselin

Reakéni misto mastnych kyselin se nachdzi na karboxylové skupiné a dvojnych vazbach.
Jednou z nejvyznamnéjsich reakci mastnych kyselin je esterifikace, ktera nachazi pramyslové
vyuziti napf. pfi vyrob¢ bionafty. Kyseliny reaguji s nadbytkem alkoholu za kyselé¢ katalyzy,
ptfipadné enzymu lipazy. Alkoholova ¢ast, ptipadné ¢ast od kyseliny, které se nachazi v esteru,
muze byt nahrazena jinou mastnou kyselinou, alkoholem nebo ¢éastmi jiného esteru
(interesterifikace). Tyto reakce Casto probihaji s triacylglyceroly, ve kterych jsou MK obsazeny
[14].

Dalsi vyznamnou reakci, které podléhaji mastné kyseliny, je oxidace, kterou zname hlavné
jako Zzluknuti tukti, kdy dochdzi k oxidaci dvojné vazby nenasycenych kyselin vlivem

vzdusného kysliku (autooxidace) a rovnéz je reakce podpoiena i UV zafenim (fotooxidace).
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Vznikaji peroxidy, které se rozklddaji na aldehydy ¢i ketony. Oxidace se vSak pouziva
I zam&rn¢ v pramyslu, hlavné oleochemickém, k rozstépovani alkylovych fetézct ¢i k pfipojeni
funk¢ni skupiny k fetézci. Existuje 1 enzymaticky katalyzovana oxidace, ktera slouzi jako prvni
krok k farmaceutické vyrobé eikosanoidl, coZ je skupina signalnich molekul podilejicich
se na biochemickych procesech v lidském organismu [14].

Dvojna vazba MK muze reagovat s peroxykyselinami. Tuto reakci nazyvame epoxidace
a je vyuzivana v pramyslu, kdy jsou z oleji vytvareny epoxidy pouzivané jako stabilizatory
a plastifikatory pro PVC [14].

Redukce MK miuze probihat jak na dvojné vazbé, tak na karboxylové skuping.
Nejvyznamnéj$i je hydrogenace dvojnych vazeb za katalyzy Pt, Co nebo Pd, kdy dochazi
ke vzniku nasycenych kyselin, Cili ke ztuzovani tuki. Katalyticka hydrogenace se vyuZziva
rovnéz k vyrob¢ alkoholi s dlouhym fetézcem [15; 16].

V neposledni fad¢ je dilezité zminit i tvorbu povrchové aktivnich latek. Mastna kyselina
je nejprve redukovana na alkohol, ktery reaguje s oxidem sirovym a poté s hydroxidem sodnym
za vzniku sodnych soli organosulfati vyuzivanych jako pénidla a detergenty. Za zminku stoji
ptima piiprava sulfatovych surfaktantt z tri(di)acylglycerolti bez nutnosti tvorby alkoholu [14].
Dulezité je i zmydeliiovani tukd, jakozto alkalicka hydrolyza esterit mastnych kyselin, obvykle

triacylglyceroli za vzniku glycerolu a soli mastné kyseliny (sodné ¢i draselné) [17].

1.3.2 Vyuziti mastnych kyselin v primyslu

Vyuziti mastnych kyselin je velmi Siroké, od potravinafského pramyslu, napf. jako
potravinové dopliiky (omega-3 mastné kyseliny), po vyrobu mydel, kosmetiky ¢i detergentt
a Cisticich prostfedkt [18]. Velmi vyznamnou funkci plni mastné kyseliny i v jinych odvétvich
pramyslu, napt. pfi zpracovani kovu, plasti a papiru. Konkrétné v papirenském primyslu slouzi
ve formé soli jako lubrikanty stroji a separatory [19; 20].

Pro tucely této diplomové prace bude v nasledujicich kapitolach vénovana pozornost

kyselin¢ stearové (SA) a palmitové (PA) a jejich vlastnostem a konkrétnimu vyuZziti.

1.3.3 Fyzikalni a chemické vlastnosti kyseliny stearové a palmitové

Pro pochopeni funkce mastnych kyselin, respektive kyseliny palmitové a stearové,
a moznosti jejich analyzy je nutné uvést jejich chemické a fyzikalni vlastnosti. V Tabulce 2
jsou uvedeny zékladni vlastnosti zminovanych kyselin, jako je molekulova hmotnost, pKa,

teplota tani, hustota a jiné.
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Tabulka 2: Fyzikalni a chemické vlastnosti kyseliny palmitové a stearové. Pfevzato z [21; 22; 23; 24]

Sumarni vzorec C16H320- C18H3602
Molekulova hmotnost
256,42 284,50
(g-mol'l)
pKa 475 4,75
Hustota 0.852 0.9408
(g-em’) (pti 25 °C) (pti 20 °C)
Teplota tani
61,8 68,8
(°O)
Teplota varu
351,5 383
(°O)

Obecné jsou tyto kyseliny za laboratorni teploty (20 °C) pevné bilé latky s vysokymi
teplotami varu, prakticky nerozpustné ve vodé. Velmi dobie se rozpoustéji v etheru
¢i chloroformu, ale je mozné je rozpustit i Vjinych organickych rozpoustédlech,
napt. v ethanolu, acetonu, ethylacetatu nebo propanolu [21; 22].

V Tabulce 3 jsou pro piehlednost uvedeny experimentalné ziskané rozpustnosti kyseliny
palmitové a stearové ve vybranych rozpoustédlech (95% ethanol, isopropanol, aceton, hexan,
ethylacetat) uvedeny v gramech rozpusténé kyseliny na 100 g rozpoustédla. Hodnoty jsou
piepoCitany a zpramérovany z experimentalné ziskanych hodnot molarnich zlomkd. Mezi
neékterymi experimenty se hodnoty rozpustnosti pro urcité teploty a rozpoustédla ponékud lisily,

proto nejsou zpramérované a je uvedena jejich piesna hodnota za dané teploty.
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Tabulka 3: Rozpustnosti PA a SA ve vybranych organickych rozpoustédlech.

Rozpoustédlo Teplota (°C)

20

30
95% ethanol

40

50

20

30

Isopropanol

40

50

20

30

Aceton

40

50

Kyselina palmitova

8,43

26,47

92,50

363,41

18,69

54,31

148,23

341,29

6,70

24,95

109,91

336,54

22

Kyselina stearova
1,36 (24,1 °C)
1,73 (20 °C)
1,92 (21,8 °C)

6,43 (31,7 °C)

[23]
5,74 (30 °C) o
[25]
22,93 (40 °C)
[26]
26,13 (41,6 °C)
92,68 (50 °C)
112,92 (50,5 °C)
106,84 (49,4 °C)
5,94 (22,6 °C)
2,46 (24,8 °C)
13,74 (30,6 °C)
4,82 (30,8 °C) [23]
[24]
41,94
125,90
271
7,56 (31,7 °C)
[23]
2,76 (31,6 °C)
[24]
[26]
23,40
84,75



Hexan

Ethylacetat

20

30

40

50

20

30

40

50

8,71

39,52

156,99

434,50

10,7

23

1,13

5,40

25,23

104,07

6,76

21,49 (30 °C)
16,74 (28,2 °C)

61,75 (40 °C)
79,50 (38 °C)

159,89

[23]
[24]

[23]
[25]
[26]



1.3.3.2  Vlastnosti a vyuZiti kyseliny palmitové

Kyselina palmitova je nasycena bila krystalicka kyselina o Sestnacti uhlicich. Jeji strukturni

vzorec a vzhled krystal jsou na Obrazcich 4 a 5.

H CWOH

3

Obrazek 4: Strukturni vzorec k. palmitové

Obrazek 5: Vzhled k. palmitové

Tvoii estery s glycerolem jako soucast tukl a ziskava se z palmového oleje [22; 27].
V lidském organismu se dokaze tvofit sama a zastava dulezité biologické funkce na bunécéné
a tkadnové urovni. Jeji nadmeérna konzumace, resp. Spatny pomér piijmu palmitové kyseliny
s polynenasycenymi kyselinami mtze vést k nadmérné akumulaci v organismu a zptsobovat
dyslipidémii, zanétlivé reakce nebo rozvoj hyperglykémie [28].

Co se ty€e vyuziti mimo biologickou sféru, nachazi své uplatnéni v mnoha riznych
odvétvich. Diky jejimu amfipatickému charakteru zlepSuje disperzi uhlikovych nanotrubicek
v epoxidovych pryskyficich, protoze pomoci elektrické repulze zabranuje tvofeni svazki
z nanocCastic a tim zlepSuje elektrickou vodivost kompozitii a zvySuje antistaticky efekt [29].
Sodna stl kyseliny palmitové, vznikajici procesem zmydeliiovani tuktt pomoci hydroxidu
sodného, je zndma pro vyuziti v mydlech a detergentech a jako polymeriza¢ni katalyzator
pii tvorbé syntetickych gum [30]. Jiné nez sodné, ptip. draselné soli, jsou vyuzivany
jako lubrikanty v pramyslu [31]. Zajimavosti je, ze kyselina palmitova byla vyuzivana k vyrobé
zapalné latky napalmu [32].
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1.3.3.3  Vlastnosti a vyuZziti kyseliny stearové

Kyselina stearovda ma podobné vlastnosti a vyuziti jako kyselina palmitova. Je rovnéz
nasycena a na rozdil od palmitové méa 18 uhliki. Ma bilou, n¢kdy az nazloutlou
krystalicko-praskovou strukturu. Jeji strukturni vzorec a vzhled jsou zobrazeny

na Obrazcich6a 7.

H3CWOH

Obrazek 6: Strukturni vzorec k. stearové

Obrazek 7: Vzhled k. stearové

Ziskava se z zivocisnych tukli a nachazi se v nékterych rostlinnych olejich [21; 33].
Zastupuje mnoho funkci, at’ uz v lidském organismu a potravé (podobné jako palmitova
kyselina), nebo v primyslu jako disperzant, zmékcovadlo gum a ve formé soli jako mydlo
¢i lubrikant [34]. Existuje i vyuziti SA v modifikaci elektrody (kombinace se stiibrnymi
nanocasticemi) pro elektrochemické stanoveni aktivniho metabolitu insekticidu parathion,
tedy paraoxonu [35]. Ve spojeni sjinymi latkami je rovnéz vyuZzivana Kk vytvoreni
superhydrofobniho povrchu materiali, napif. ve spojeni se silikonem (pro tkaniny)
nebo mikrosférami z oxidu zine¢natého [36; 37]. V kombinaci s polyvinylalkoholem
a polydimethylsiloxanem muze kyselina stearova slouzit jako pojivo téchto dvou polymert
(pomoci Van der Waalsovych sil). Nanomaterial vytvofeny z téchto latek poté muze slouzit

napft. jako selektivni membrana k filtraci olejii z vody, jelikoz je pro oleje propustny [38].

1.3.3.4  Vlastnosti a vyuziti soli kKyseliny stearové a palmitové

Castou soucasti lubrikantli pouzivanych nejen v papirenském primyslu jsou vapenaté
¢1 hotecnaté soli kyseliny stearové a palmitové. Vapenaté soli mastnych kyselin vznikaji reakci

MK s chloridem vapenatym, hydroxidem vapenatym ¢i vapnem.
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Stearan vépenaty patfi k nejvyznamnéjSim slozkam lubrikantii a separatorti a uplatiiuje
se rovnéz jako pohlcovaé kyselin — jakozto slaba baze neutralizuje kyseliny vznikajici
pii syntézach. Uplatnéni nachazi v priimyslu zpracujicim plasty, papir nebo ve farmaceutickém
pramyslu k uvolnovani tablet z formy. Slouzi také jako vod€odolné aditivum k ochrané
povrchii plastt ¢i papirovych vyrobka [39; 40].

Palmitan vapenaty je latka ve formé prasku, kterd je nerozpustné ve vodé, ethanolu, acetonu
¢1 éteru a jen slab¢ se rozpousti v chloroformu ¢i benzenu. Uplatni se jako vyborny lubrikant
a diky své hydrofobni povaze se pouziva rovnéz k impregnaci tkanin proti vod¢ a jakozto
inhibitor koroze [31; 41].

Podobné vlastnosti jako vapenaté soli zminénych mastnych kyselin ma i stearat hotecnaty,
ktery tvoii slozku détskych pudrii a rovnéz neni rozpustny ve vodé€, alkoholu ¢i éteru, stejné
tak i palmitan hofeénaty, ktery se mj. piidava jako protispékava latka do kosmetickych vyrobku
[42; 43].

1.4 MoZnosti analyzy mastnych kyselin

Analyza mastnych kyselin zacind, jako kazdéa analyza, upravou vzorku, ptipadné volbou

extrakéni techniky a na zaver zvolenim vhodné instrumentalni techniky.

1.4.1 Uprava vzorku

Uprava vzorku tvoii nejdalezit&jsi Gast analyzy. ZaleZi na tom, v jaké form& se mastné
kyseliny ve vzorku nachazi a rovnéz v jakém je vzorek skupenstvi a jakou povahu ma matrice.

Nejcastéji se mastné kyseliny nachazeji vazané v lipidech. Prvnim krokem je tedy extrakce
lipidl ze vzorku, zejména pomoci organickych rozpoustédel, nicméné existuji moznosti jako
dvoukrokova centrifugace nebo piima transesterifikace tukt ve vzorku, kdy pomoci methanolu
¢1 ethanolu a za ptitomnosti katalyzatoru vznika glycerol a methyl ¢i ethyl ester mastné kyseliny
[44; 45]. K tradiénimu zplsobu extrakce lipidi se pouziva metoda dle Folche pomoci
chloroformu, piip. chloroformu-methanolu v poméru 1:2. Dale napf. s vyuzitim
dichlormethanu s methanolem (2:1) nebo isopropanolu s cyklohexanem (1:1,25) [46; 47].
V této dobé se klade diiraz na zelenou chemii a omezeni toxickych organickych rozpoustédel,
a proto se pristupuje k pouzivani jinych latek k extrakci, napt. methyl-terc-butyleter, extrakci
superkritickym oxidem uhli¢itym, pfipadné s vyuzitim béZznych a relativné malo nebezpecnych
rozpoustédel jako je ethanol nebo ethylacetat [46; 47; 48].

Dalsim krokem je ziskani volnych mastnych kyselin, které jsou navazany v lipidech,

a to procesem hydrolyzy. Kyselou hydrolyzou vznikaji volné kyseliny a glycerol, pfi¢emz
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je mozné tento zpisob spojit i s derivatizaci vzorku pro analyzu na plynovém chromatografu.
Pro tyto Gcely je vhodna napft. reakce s methanolem a kyselinou sirovou za sou¢asného zahtati
reak¢ni smési [49; 50]. Zasaditou hydrolyzou (zmydelnénim) vznikaji soli MK a glycerol.

Chceme-li ziskat volnou mastnou kyselinu ze soli mastné kyseliny, tedy mydla, je nutné
pouzit silnou kyselinu, ktera vytésni slabsi mastnou kyselinu z molekuly [51]. Extrahujeme-li
mastnou kyselinu z pevné matrice, je vhodné zvolit jednu z moznosti extrakce
pevna latka-kapalina, které jsou uvedeny v Kapitole 1.4.1.

Pro zakoncentrovani vzorku a piipadné ocisténi od matrice slouzi (mikro)extrakce tuhou

fazi, dale se pro precisténi nabizi filtrace, destilace nebo iontové-vyménnd chromatografie
[13; 52].

1.4.1 Extrakce pevna latka-kapalina

Mechanismus extrakce pevné latky kapalinou zahrnuje nékolik krokl. Nejprve dojde
k obaleni povrchu pevné matrice rozpoustédlem. Poté se rozpoustédlo difuzi, piip. penetraci,
dostane do porG matrice a v nich se rozprostfe. Timto se analyt obsazeny v matrici dostane
nejdiive na povrch pevné matrice a poté do celkového objemu rozpoustédla, ve kterém
se rozpusti. Cely proces se opakuje [53].

Tento typ extrakce zahrnuje rizné metody jako jsou macerace, Soxhletova extrakce,
superkriticka fluidni extrakce, hydrodestilace nebo extrakce za asistence ultrazvuku
¢i mikrovin. Je snahou zvolit metodu, ktera spotiebuje co nejméné rozpoustédla a energie,
splituje principy zelené analytické chemie a zarovenl zabere co nejméné Casu. Kupiikladu
nevyhodou macerace je dlouha doba extrakce, u Soxhletovy extrakce je to nejen doba,

ale i mnozstvi organického rozpoustédla [54; 55; 56].

1411 Macerace

Nejjednodussim zpusobem extrakce pevna latka—kapalina je macerace, kdy je pevny
vzorek ponofen do rozpoustédla. Macerace muze probihat za laboratorni teploty a je tedy
vhodna pro termolabilni latky, zaroven je velmi jednoduchd na provedeni. Nevyhodou je dlouha
doba trvani a nizkd extrak¢éni UCinnost, kterou lze ale zvysit zahfatim rozpoustédla
nebo intenzivnim michanim, napf. za pouziti tfepacky, coz zabrani saturaci rozpoustédla kolem

pevného analytu a k analytu se Iépe dostava Cerstvé rozpoustédlo [56; 57].
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14.1.2 Extrakce za asistence ultrazvuku

Dalsi moznosti je vyuziti ultrazvukovych vin, nejcastéji o frekvenci od 20 do 50 kHz.
Ultrazvuk zpisobuje kmitani molekul, dochéazi k zahiivani rozpoustédla a vzniku
tzv. kavitacnich center, kdy dochazi ke vzniku malych bublinek, které expanduji a smrst'uji se.
Béhem toho nartistd v misté vzniku bublinek teplota a vznikaji tlakové viny — stfida se tlak
akustickych vin s podtlakem a dochazi k procesu zvaném kavitace. Rozrusuje se tak napt. vazba
mezi povrchem materialu a necistotami na ném obsazenymi, proto je ultrazvuk vyuZzivany
mimo jiné i k ¢isténi (zname napi. z optik pii CiSténi bryli v ultrazvukové lazni). Ultrazvuk
napomaha K rozruSeni materidlu a tim padem lepSimu uvolnéni extrahované latky, rovnéz
i zlepSuje proniknuti rozpoustédla do materidlu, resp. matrice. Ultrazvukové viny vzorek
ohiivaji, coz také vyznamné zlepSuje ucinnost extrakce, jelikoz rozpustnost nckterych

rozpoustédel se zvysuje s rostouci teplotou [54; 56; 58].

1.4.1.3  Utinnost extrakce pevna latka—kapalina

Utinnost extrakce z pevné latky do kapaliny je ovlivnéna mnoha faktory. Jeden z faktorti
je velikost ¢astic vzorku. Cim mensi budou &astice vzorku, tim bude extrakce G¢inng&jsi, protoze
se celkovy povrch ¢astic zvétsi. Je tedy vyhodné pevné vzorky nakrajet, nastiihat, nadrtit
nebo rozetiit ve tfeci misce. Je rovnéZ nutné zajistit, aby byl vzorek suchy, nebot’ pfipadna
vlhkost miize ovliviiovat pfenos hmoty mezi pevnou matrici a rozpoustédlem [53; 56].

Dostate¢ny pfenos hmoty mezi fazemi je dan Fickovym zdkonem a souvisi s difuznim
koeficientem. Pfenos hmoty miZzeme zlepSit tfepanim, zahtatim nebo pomoci ultrazvuku.
U zvySené teploty je diilezité dat si pozor na nezddouci tepelnou degradaci analytu a ztratu
rozpoustédla pifi zahfati na teplotu varu. S timto souvisi napf. pouziti extrakce kapalinou
za zvySen¢ho tlaku a teploty, kdy vyssi tlak udrzuje rozpoustédlo kapalné a diky vyssi teploté
probiha extrakce rychleji [53; 56].

Dtlezitym faktorem je také pocet kroki extrakce. Plati, Ze je lepsi extrakéni kroky opakovat
s mens$im mnozstvim rozpoustédla, nez extrahovat jedenkrat celym mnozstvim [53; 56].
znat povahu analytu a dle toho vybrat rozpoustédlo, ve kterém je analyt nejvice rozpustny,
ptipadn¢ si  vyzkouSet riznd rozpoustédla sriznou polaritou a vybrat to,
do kterého se vyextrahovalo nejvice latky/latek. Extrakci ovliviiuje také viskozita a povrchové

napéti rozpoustédla, stejné tak je rozhodujici i cena rozpoustédla a bezpecnost [53; 56].
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1.4.2 Stanoveni mastnych kyselin

1421 Plynova chromatografie

Jednou z nejcastéji pouzivanych metod ke stanoveni mastnych kyselin je plynova
chromatografie (GC) s plamenové-ionizaénim detektorem (GC-FID) ¢i  hmotnostnim
spektrometrem (GC-MS). Pro ucely této diplomové prace bude v nasledujicim odstavci popsan
jeji princip a pouzivané detektory.

Plynova chromatografie je separacni technika, ktera je schopna d¢lit smési t€kavych latek.
Jako mobilni faze se pouziva inertni plyn, napt. argon, dusik, vodik ¢i helium. Tento plyn
nereaguje se vzorkem, slouzi pouze jako nosny plyn. Schéma plynového chromatografu

muzeme vidét na Obrazku 8.

®

Obrazek 8: Schéma plynového chromatografu. Prevzato z [59].
1) tlakova lahev; 2) reguldtor tlaku, 3) reguldtor toku plynu,; 4) ndstiik vzorku, 5) termostat; 6) kolona; 7)
detektor; 8) zaznam dat (PC)

Vzorek se davkuje mikrostiikackou ptes pripichové septum, ¢asto pomoci autosampleru,
do vyhtivaného prostoru, kde je zplynén (pokud je kapalny, davkovat je vSak mozné rovnou
1 plynnou fazi). Proud nosného plynu undsi vzorek na kapilarni kolonu (umisténou
V termostatovaném prostoru), kde se latky sorbuji na staciondrni fazi a nasledné jsou
desorbovany stale proudicim tokem nosného plynu z kolony na detektor [60].

Nejcastéji pouzivané detektory v plynové chromatografii jsou plamenové-ionizacni
detektor, tepelné¢ vodivostni detektor, detektor elektronového zachytu a hmotnostni detektor
[60; 61].
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Velmi ¢asto vyuzivanym detektorem je FID, ktery je univerzalni pro vétSinu organickych
latek. Princip tohoto detektoru spociva ve spaleni a nésledné ionizaci analyti plamenem
vodik-vzduch. Vznikajici ionty a elektrony zvysuji proud mezi dvéma elektrodami a vysledny
signal je pfimo tmérny koncentraci organické latky, kterou lze ionizovat [62].

Jednim zdalSich detektorti, ktery se bézné spojuje s plynovym chromatografem
je hmotnostni spektrometr, kterému bude vénovana mensi Kapitola 1.4.2.1.

Co se tyce stanoveni mastnych kyselin pomoci GC, je jednou z moznosti jejich pfima
analyza. Vyhodou je uSetfeni ¢asu a chemikalii, na druhou stranu je nutno pouzit vyssi teploty
kolony (do 300 °C), coz miize prispét k opottebeni kolony, resp. k jejimu krvaceni [64]. Vybér
vhodné kolony zalezi na tom, zda je pro nas dilezitd dobra separace geometrickych izomert
kyselin. Pro tento ucel je vhodné pouzit polarni kolony s kyanopropylovymi vazanymi fazemi,
ptipadné kolonu na bazi PEG, nebo na bazi iontovych kapalin. V opacném piipad¢ je mozné
pouzit nepolarni kolonu typu SLB-5MS [65].

Vzhledem k vysokym teplotdm varii mastnych kyselin je vyhodné vzorky derivatizovat.
Obecné derivatizace zvySuje citlivost detektorti ke stanovovanym latkdm a konkrétné v GC
analyze ¢ini latky vice t€kavé a jsou tedy poté Iépe zplynitelné. Moznosti derivatizace je mnoho,
nejcastejs$i zpisob je tvorba esterdi, zejm. methylestertt [66]. K methanolu se ptidava HCI,
acetylchlorid, kyselina sirova ¢i fluorid bority. Vzorek je obvykle zahfan na max. 100 °C
po dobu 60 minut. Timto zpusobem se Casto derivatizuji lipidové extrakty [65; 67]. Dalsi
moznosti je derivatizace pomoci methoxidu sodného v bezvodém methanolu, kdy se smés
necha zahtat na 45 °C po dobu 5 min. Po této dobé se ptida NaHSO4 kviili neutralizaci kyselin
a organickym rozpous$tédlem se vyextrahuji vzniklé methylestery. Lze také vyuzit KOH
v methanolu. Reakce probihd za laboratorni teploty, nebo je moZzno vzorek zahtat na 50 °C
po dobu nékolika minut. Poté se ptida bisulfat sodny a odebrany supernatant se analyzuje
na GC [65]. Popsany byly 1 derivatizace pomoci trimethylsulfonium hydroxidu, coZz je rychla
jednokrokové derivatiza¢ni reakce, nicméné nevhodna pro derivatizaci polynenasycenych MK.
Dale je mozno vyuzit pentafluorobenzyl bromid, ktery pfevede MK na halogenované derivaty
a ty se poté detekuji v negativnim médu na GC-MS [65]. Dalsi moznosti je tvorba silylderivati,

napf. pomoci methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamidu [67].

1.4.21 Hmotnostni spektrometrie ve spojeni s GC

Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie nabizi zaroven separaci
a naslednou identifikaci latek. V dnesni dobé je spojeni GC-MS standardni zalezitosti. Problém

Vv rozdilu tlaki mezi GC a hmotnostnim spektrometrem a v ptebytku nosného plynu je odstranén
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vakuovymi pumpami. K ionizaci analytl se vyuziva elektronova ¢i chemicka ionizace.
Vyhodou elektronové ionizace pii 70 eV je moznost pfimého porovnani s knihovnou spekter
[63].

Jako hmotnosti analyzatory se nejcastéji pouzivaji kvadrupol (pfipadné spojeni tii
kvadrupélu, kde prostredni slouzi jako kolizni cela), iontova past nebo analyzator doby letu
[63].

Kvadrupdl tvoii 4 kovové tyCe, kdy na dve protilehlé je vlozeno kladné stejnosmérné napéti
a na dalsi dvé je vloZeno napéti zaporné. K tomu je na vSechny 4 tyCe superponovano stiidavé
napéti. Kdyz se iont dostane do kvadrupolu, zacne oscilovat a pro urcity pomér stejnosmérného
napéti (U) a amplitudy stiidavého napéti (V) je stabilni pouze iont s ur¢itou hodnotou m/z — ten
projde kvadrupolem a ostatni ionty se zachyti na ty¢ich. Zménou hodnot U a V (nikoliv poméru)

jsou postupné propustény vybrané ionty [63].

1.4.2.2  Vysokoudinna kapalinova chromatografie

Dalsi z bézn¢ pouzivanych metod je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
s UV/Vis ¢i fluorescenéni detekci, poptipadé HPLC-MS, nejcastéji s reverzni fazi (RP)
a gradientovou eluci. MK $patné absorbuji v UV/Vis oblasti a je tedy pro spektrofotometrickou
detekci nutné do molekuly vlozit chromofor [68]. Chemikalii vhodnych pro derivatizaci MK
je mnoho, patii mezi né¢ amidy, estery, latky s fenacyl-, benzyl-, p-nitrobenzyl-, 1-naftylamin
a 2-naftacyl skupinami, dale také diazo derivaty (jsou vSak nestalé),
ptip. 5-(4-(difenylamin)fenylthiofen-2-yl)methanol [69].

Byly popsany i1 moznosti analyzy MK s dlouhym fetézcem (extrahované z olejl
do methanolu) pomoci RP-HPLC bez derivatizace pomoci detektoru rozptylu svétla (ELSD),
jejichz vyhodou je piesnéjsi kvantifikace nenasycenych MK oproti GC-FID [70]. Dalsi
moznosti  analyzy bez derivatizace je HPLC-MS analyza sAPCI ionizaci

pro stanoveni MK ve vod¢ z vyroby papirovych produktii [71].

1423 Kolorimetrické stanoveni

Spektrofotometrické, resp. kolorimetrické stanoveni MK je zaloZeno na tvorbé méd’natych
mydel MK. Octan méd’naty reaguje s mastnou kyselinou rozpusténou v benzenu a nasledn¢ je
prométena absorbance vzniklé méd’naté soli v benzenové vrstvé pii 640 nm. Konkrétné tato
metoda je vhodnd pro stanoveni nasycenych MK v olejich. Benzen je vhodné nahradit
toluenem, izooktanem nebo cyklohexanem a meédnaté mydlo lze stabilizovat piidavkem

pyridinu [72]. Ke stanoveni polynenasycenych MK spektrofotometricky lze téZ pouzit enzym
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lipoxygenazu, kdy se pii 234 nm prométi vzniklé hydroperoxy mastné kyseliny [73]. Byla
rovnéz vyzkouSena i metoda stanoveni MK v olejich, vyuzivajici pH citlivé fluorescencni
¢inidlo pyranin pii fotometrické mikrotitraci mastnych kyselin pomoci NaOH, kdy byl bod
ekvivalence uren pomoci méfeni fluorescence pii excitacni vinové délce 390 nm a emisni
vinové délce 400600 nm [74].

Popsané spektrofotometrické metody jsou vSak vhodné pouze pro stanoveni celkového
mnozstvi volnych MK ve vzorku (napft. k uréeni kyselosti oleje). Pro identifikaci jednotlivych

slozek je tieba vyuzit jinych metod [73; 74].

1424 Elektrochemické stanoveni

V neposledni fad¢é existuje i voltametrické stanoveni MK, resp. ve spojeni s HPLC
nebo FIA (prutokovou injekéni analyzou) jakoZzto voltametricky detektor, kdy je ke vzorku
pfidan chinon. Ten v pfitomnosti MK davé vysoky signal a metoda je citliva. Dal§i z mozZnosti
je vyuziti elektrody modifikované polypyrolem. Do vzorku s MK je pfidan naftochinon,
ethanol-1,2-dichlorethan a LiClO4. Méteni probiha v rezimu LSV a je velmi citlivé a piesné.

Nicméng, samostatn¢ pouzité voltametrické stanoveni je stejné
jako u spektrofotometrickych metod vhodné pouze k urceni celkové kyselosti vzorku, tedy

celkové koncentraci MK ve vzorku [72; 75].
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2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Pouzité chemikalie, pristroje a pomiicky

2.1.1 Chemikalie

= Aceton, > 99,5 %; Honeywell (Seelze, Némecko)

= Ethanol, 96 %; Lach-Ner, s.r.0. (Neratovice, Ceska republika)

= Ethylacetat, > 99,5 %; Merck (Darmstadt, Némecko)

= Hexan, 99 %; Fluka Chemie GmbH (Buchs, §Vycarsko)

= Hydrogenuhli¢itan sodny, 99,7-100,3 %; Merck (Darmstadt, Némecko)

=  Kyselina fosfore¢na, 85 %; Lachema (Brno, Ceska republika)

=  Kyselina chlorovodikova, 36 %; PENTA (Chrudim, Ceské republika)

=  Kyselina sirové, 96 %; PENTA (Chrudim, Ceska republika)

= Methanol, > 99,9 % pro gradientovou eluci; Sigma-Aldrich (Praha, Ceské
republika)

= Standard kyseliny laurové, &ista; Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Ceska republika)

= Standard kyseliny palmitové, > 99 %; Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

» Standard kyseliny stearové, > 98,5 % pro kapilarni GC; Sigma-Aldrich (Praha,
Ceska republika)

» Standard uhlovodiki Cg-Ca0, CPAchem (Stara Zagora, Bulharsko)

= Standard uhlovodiki C11-C16, CPAchem (Stara Zagora, Bulharsko)

2.1.2 Pomicky

= Erlenmayerovy banky

= Filtra¢ni papiry

= Kadinky rGznych velikosti

= Mikropipety 10-100 pl a 1001000 pl

= Mikrosttikacka 10 pl pro ddvkovani kapaliny do GC
= Nalevka

= Odmérné baiky 25 ml, 50 ml a 100 ml

=  Odmérny valec 50 ml

= pH papirky

= Sklenéné pipety 1 mla 2 ml

=  Vialky 3 ml a 20 ml pro uchovavani extraktd, vicka se septem
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= Vialky 1,5 ml s vi¢ky se septem, pro analyzu na GC-MS
= Zkumavky

2.1.3 PFistroje

Analytické vahy HR-120; ADInstruments Ltd (Dunedin, Novy Z¢land)

= Autosampler COMBI PAL; CTC ANALYTICS GmbH (Zwingen, Svycarsko)

* Plynovy chromatograf GC-2010 s hmotnostnim detektorem MS-QP2010;
Shimadzu (Kjéto, Japonsko)

= Plynovy chromatograf GC-2010 s plamenové¢ ioniza¢nim detektorem; Shimadzu
(Kjoéto, Japonsko)

= Termoblok Evaterm; Labicom (Olomouc, Ceska republika)

»  Ttepacka Vibramax 100; Heidolph (Schwabach, Némecko)

» Ultrazvukova lazen Sonorex; Bandelin Electronic GmbH & Co. (Berlin, Némecko)

2.2 Pouzité vzorky

Pro extrakci mastnych kyselin a naslednou analyzu byly pouzity 4 vzorky obalt od vajec.
Dva typy vzorkti pochézely pfimo od jednoho z vyrobct, ktery pouziva separatory na bazi soli
Kyseliny palmitové a stearové (Obrazky 9 a 10) a dva vzorky mély neznamy pivod (Obrazky
11a12)

Obrazek 9: Vzorek od vyrobce pouzivajici Obriazek 10: Vzorek od vyrobce pouzivajici
separatory na bazi soli PA a SA — tmavy. separatory na bazi soli PA a SA — svétly.
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Obrazek 11: Vzorek neznamého piivodu — tmavsi. Obrazek 12: Vzorek neznamého plivodu — svétlejsi.

2.3 Optimalizace GC-MS

Pfed samotnou optimalizaci extrakce byly vytvoreny optimalni podminky pro méfeni
na plynovém chromatografu s hmotnostni detekci. Pro tento ucel byly pfipraveny zasobni

roztoky standardi kyselin v ethanolu, jejichz ptiprava je popsana v nasledujici kapitole.

2.3.1 Priprava standardu Kkyseliny stearové a palmitové

Pro optimalizaci podminek na plynovém chromatografu byly pfipraveny oddélené zasobni
roztoky standardi kyseliny stearové a kyseliny palmitové v ethanolu jako zakladnim bézném
rozpoustédle. Nejprve byl ptipraven zadsobni roztok o koncentraci 10 mg/ml do 100ml odmérné
bankky navazenim standardd kyselin na analytickych vahach, kdy bylo navéazeno
0,9982 g kyseliny stearové a 1,0166 g kyseliny palmitové. Tento zasobni roztok byl poté ztedén
do 10ml odmérné bariky tak, aby byla koncentrace kazdé kyseliny 500 pg/ml.

2.3.2 Tvorba optimalnich podminek pro analyzu SA a PA na GC-MS

Optimalizace a naslednd analyza prob¢hla na plynovém chromatografu s hmotnostni
detekci. Chromatograf byl opatien kapilarni kolonou SLB-5MS (Supelco; Bellefonte, PA,
USA), ktera obsahovala zpolymerovanou stacionarni fazi o slozeni 5 % difenyl a 95 % dimethyl
siloxan. Kolona byla dlouha 30 m, s vnitfnim primérem 0,25 mm a tloustkou vnitiniho filmu
0,25 pum. Nosnym plynem bylo helium, jehoz linearni rychlost pritoku byla konstantni, a sice
30 cm/s. V hmotnostnim spektrometru byly analyty ionizovany pomoci elektronové ionizace
s ionizacni energii 70 eV a analyzovany kvadrup6lovym analyzatorem.

K separaci mastnych kyselin s dlouhym fetézcem byl zvolen teplotni gradient
dle modifikované metody M. R. Oveisi et al. [64] v rozsahu od pocate¢ni teploty 100 °C, ktera
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byla udrzovana po dobu 2 min, do kone¢né teploty 300 °C, ktera se udrzovala 5 min. Teplota
se ménila rychlosti 15 °C/min.

Teplota nastiiku byla 230 °C, splitovaci pomér 1:15 a teplota pfevodniku a iontového
zdroje v hmotnostnim spektrometru byla 200 °C. Méfeni bylo provedeno v rezimu SCAN
a byly snimany vSechny ionty vrozmezi 41-300 m/z. “Solvent cut time* byl nastaven
na 6. minutu a detekce iont zapocala od 6,6. minuty. Davkované mnozstvi vzorku bylo 1 pl.

Nasledn¢ byla ménéna pocatecni teplota kolony na hodnoty 120 °C, 140 °C a 160 °C. Byla
stanovena optimalni pocCatecni teplota kolony a sice 140 °C, kdy m¢ly kyselina palmitova
a stearova dostatecn¢ odlisné a zaroven nejkratsi retencni ¢asy. Celkovy Cas analyzy pak c¢inil

17,67 min.

2.4 Obecny postup analyzy mastnych Kkyselin

Postup analyzy mastnych kyselin v papirovych obalech mél obecné tii hlavni ¢asti:
I. Optimalizace extrakce: testovani vybranych rozpoustédel, poctu extrakénich kroki,
¢asu extrak¢niho kroku a techniky extrakce (Kapitola 2.5).
Il. Aplikovani optimalizované metody na extrakci mastnych kyselin ze vzorka (Kapitola
2.7).
I11. Stanoveni vyextrahovanych kyselin dvéma metodami (Kapitola 3.3), a sice:
a. Ve form¢ volnych mastnych kyselin (MK)
b. Ve formé& methylesterd mastnych kyselin (MEMK), které byly pfipraveny

Z extraktd ziskanych v bodé 11.

2.5 Postup optimalizace extrakce mastnych kyselin

Pro extrakci mastnych kyselin ze vzorkl byla testovana 3 rozpoustédla: ethanol, aceton
a ethylacetat. Tato rozpoustédla byla zvolena s ohledem na béZznou dostupnost, bezpecnost,
toxicitu a dle schopnosti rozpousStét kyselinu stearovou a palmitovou. Rozpustnosti
V jednotlivych rozpoustédlech jsou uvedeny v Tabulka 3. Extrakce byly provedeny

na tiepacce a pomoci ultrazvuku.
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2.5.1 Extrakce na tfepacce

Nejprve byly nastfihany vzorky obali od vajec na ctverecky o velikosti 1x1 cm,
kdy celkova hmotnost nasttihanych kousku jednoho vzorku ¢inila 1 g, coz odpovidalo plose
obalu asi 25cm? Vzorky byly zvazeny na analytickych vahach a prevedeny
do Erlenmayerovych banék.

Ke vzorku bylo nasledné¢ pifiddno odmérnym valcem 30 ml rozpoustédla. Objem
rozpoustédla byl zvolen s ohledem na spotifebu, zaroven vsSak tak, aby byl dostacujici
pro extrakci. Poté bylo pfidano mikropipetou 100 ul 96% kyseliny sirové a kyselost roztoku
byla zkontrolovana pH papirkem (Cervené zbarveni). Vzorek byl okyselen aby doslo k uvolnéni
mastnych kyselin ze soli.

Takto byly ptipraveny 4 vzorky, které byly umistény na tfepacku (Obrazek 13) po dobu
10; 20; 30 a 40 min pii 900 ot/min. Po uplynuti jednotlivych dob byly extrakty ptefiltrovany
a prevedeny do sklenénych vialek s vickem se septem a dale byly uchovavany v lednicce

pfi teploté 4 °C, do nasledné analyzy na GC-MS.

I
Obrazek 13: Ttepacka Vibramax 100, Heildolph
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2.5.2 Extrakce ultrazvukem

Postup piipravy vzorku byl obdobny jako u extrakce na tfepacce. Ultrazvukova lazen
(Obrazek 14) byla naplnéna vodou tak, aby dosahovala vysky rozpoustédla v Erlenmayerové

bance. Nasledné byly do lazné€ vlozeny 4 vzorky a po dobu 5; 15; 25 a 35 minut byly

sonifikovany. Postup po extrakci byl stejny jako u extrakce na tiepacce.

Obrazek 14: Ultrazvukova lazenn Sonorex, Bandelin electronic

Takto pripravené extrakty vzorkl (pfipravenych na tfepacce a ultrazvuku) vyuzivané
pro zjisténi optimalnich podminek extrakce byly proméfeny za podminek uvedenych
v Kapitole 2.3.2 na GC-MS pomoci autosampleru. Nutno podotknout, ze tyto vzorky nebyly
analyzovany ihned po ptipravé, ale az po uplynuti 4—5 dnd.

Mastné kyseliny byly identifikovany pomoci knihovny spekter a pomoci vypoctenych
reten¢nich indexti dle Van den Doola a Kratze. Vzorec pro vypocet je uveden v nasledujici
rovnici:

RI, =100 -1+ 100(t, — t,)/(tns1 — £n)

n... pocet uhlikl v nejbliz§im alkanu pted analyzovanou latkou
t, ... retenCni Cas analyzované latky
t,... retencni ¢as nejblizsiho alkanu pfed analyzovanou latkou

t,+1... retencni Cas nejbliz§iho alkanu po analyzované latce

Pro urceni retenc¢nich ¢ast alkanti byla zanalyzovana za stejnych podminek jako analyty

smes alkanli Cg—Cao a vypoctené retencni indexy byly porovnany s publikovanymi daty.
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2.6 Priprava kalibra¢nich roztokiu

2.6.1 Priprava kalibracnich roztokii pro stanoveni MK ve formé volnych

kyselin

Do 6 Erlenmayerovych banék byl navazen 1 g nastfihanych oballi na vejce (kousky
o velikosti 1x1 cm), u kterych piedbéznymi testy nebyly detekovany PA a SA (vzorky
na Obrazek 11 a Obrazek 12). Do Sesti 25ml odmérnych banék byly pfipraveny kalibraéni
roztoky odpipetovanim pozadovanych objeml ze zasobniho roztoku SA a PA v acetonu
(5 mg/ml) o koncentracich 1,8 mg/ml, 0,9 mg/ml, 0,45 mg/ml, 0,225 mg/ml, 0,168 mg/ml
a 0,12 mg/ml. Baiiky byly acetonem doplnény po rysku, fadn¢ promichany a roztoky byly
pfevedeny
do Erlenmayerovych ban¢k. Do kazdé banky pak bylo ptidano sklenénou pipetou 5 ml acetonu,
¢imz se koncentrace nafedily na koncentrace 1,5 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,375 mg/ml,
0,1875 mg/ml, 0,140 mg/ml a 0,100 mg/ml a objem rozpoustédla byl 30 ml. Timto byl
nasimulovan postup pouZzivany pro extrakci mastnych kyselin ze vzorki.

Do kazdé Erlenmayerovy baiiky bylo ptidano 100 pl H3POa, opatiily se zatkou a roztoky
byly tiepany po dobu 30 min na tfepacce. Aceton a kyselina fosforecna, stejn¢ jako doba
extrakce byly zvoleny z duvodt uvedenych v Kapitole 3.1 pojednavajici o vysledcich
optimalizace extrakce mastnych kyselin.

Po uplynuti 30 min byly roztoky piefiltrovany a prevedeny do 20ml vialek opatfenych
vickem se septem. K analyze na GC-MS bylo do 1,5 ml vialek odebrano 1 ml standardu
a piidano 40 pl ze zasobniho roztoku standardu kyseliny laurové o konc. 12 mg/ml, jako vnitini
standard (IS). Standardni roztoky byly proméfeny v rezimu SIM, kdy byla vybrany ionty 43;
129; 256 a 284 a iont 129 byl poté pouzit jako kvantifikator k odecteni ploch pikti. Split pomér
byl 1:50 a ostatni podminky méfeni zustaly stejné jako v Kapitole 2.3.2. Kazdy standardni

roztok byl prométen 6x.

2.6.2 Priprava Kkalibrac¢nich roztokii pro stanoveni MK ve formé

methylesteri

Kalibra¢ni roztoky methylesterti byly pfipraveny z kalibrac¢nich roztokl pfipravenych
postupem v Kapitole 2.6.1. Derivatizace byla provedena modifikovanym postupem
dle N. Aldai et al. [76].

Do zkumavky s vickem byl nadavkovan 1 ml kyselého methanolu (10 ml HCI na 100 ml
methanolu) a poté bylo ptfidano 200 pl extraktu standardu. Roztok byl poté temperovan
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na 80 °C po dobu 40 min. Po uplynuti této doby byl roztok zneutralizovan 1 ml nasyceného
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a nakonec byly pfidany 2 ml hexanu, do kterého byly
vytfepany vzniklé methylestery. Hexanova vrstva byla odebrana sklenénou 2ml pipetou do 3ml
vialek a roztoky byly uchovéany pro dalsi analyzu. Vytiepani do hexanu bylo opakovano jesté
2x pro zvySeni extrakéni ucinnosti. Takto bylo piipraveno 6 kalibracnich roztokia
o koncentra¢nich rozmezich 0,05-0,75 mg/ml.

K analyze na GC-MS bylo do 1,5ml vialky odebrano 1 ml kalibra¢niho roztoku a ptidano
40 pl vnitiniho standardu uhlovodikd C11—Cie. Kalibraéni roztoky byly proméfeny za podminek
v Kapitole 2.3.2 v rezimu SCAN, kdy solvent cut time byl nastaven na 8. minutu a méteni iontl

zacalo od 8,5. minuty. Kazdy roztok byl proméfen 6x.

2.7 Priprava vzorki

K analyze byly pfipraveny 2 typy oballl na vejce: svétly a tmavy (viz Obrazek 9 a Obrazek
10) od kazdého 3 kusy.

2.7.1 Extrakce mastnych kyselin z realnych vzorki

Z kazdého kusu vzorku byl nastiihan dohromady 1 g kouskt 0 velikosti 1x1 cm a to tak,
ze kousky byly odebrany a nastiithany z boc¢nich i stfednich ¢asti obalu.

Vzorky byly pfevedeny do 6 Erlenmayerovych ban€k a do kazdé z nich bylo pfidano piesné
30 ml acetonu a poté 100 pl kyseliny trihydrogenfosfore¢né. Barky byly opatfeny zatkou a byly
ttepany 30 min pii 900 ot./min. Po uplynuti této doby byly extrakty ptefiltrovany a extrakce
byla stejnym zpuisobem opakovana podruhé (z divodt uvedenych v Kapitole 3.1). Extrakty
z obou krokli byly nasledné smichany. Extrakty bylo nutné 5x zakoncentrovat pod dusikem,
protoze se jejich koncentrace nachéazely pod nejniz§im bodem kalibra¢ni zavislosti.

K analyze na GC-MS bylo do 1,5 ml vialek odebrano 1 ml smésného extraktu a ptidano
40 pl ze zasobniho roztoku standardu kyseliny laurové o konc. 12 mg/ml, jako vnitini standard

(IS). Kazdy vzorek byl proméien 3x.

2.7.2 Priprava methylesterti mastnych kyselin

Mastné kyseliny vyextrahované v roztocich pfipravenych v Kapitole 2.7.1 byly stejné jako
kalibra¢ni roztoky derivatizovany modifikovanym postupem dle N. Aldai et al. [76] s tim
rozdilem, ze misto 200 ul extraktu standardu byly odebrany 4 ml smésného extraktu vzorku.

Vzorky methylestert byly prométeny za podminek v Kapitole 2.3.2. v rezimu SCAN, kdy

solvent cut time byl nastaven na 8. minutu a méfeni ionti zacalo od 8,5. minuty. K analyze
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na GC-MS bylo do 1,5ml vialky odebrano 1 ml vzorku a pfiddno 40 pl vnitiniho standardu
uhlovodiki C11—Cie. Kazdy vzorek byl proméien 3X.

Cely postup analyzy mastnych kyselin, od upravy vzorkl az po analyzu, zahrnujici i rozdily

Vv pripravach standardl a redlnych vzorki je pro piehlednost shrnut ve schématu nize (Obrazek

15).
Optimalizace extrakce

Aplikace optimalizované metody extrakce

Extrakce MK z realnych vzorku Priprava kalibracnich roztokti MK

1 gvzorku 1 g matrice
+ 2x 30 ml acetonu + st. roztok v 30 ml acetonu
+2x 100 pl H3PO4 +100 pl H3PO4
4ml

Analyza na GC-MS

Priprava kalibracnich

Pfiprava MEMK roztokii MEMK

80°C
+1 ml MeOH —+ 2 ml NaHCOs + 3x 2 ml hexanu

Analyza na GC-MS

Obrazek 15: Schéma postupu analyzy mastnych kyselin v papirovych obalech.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace metody extrakce mastnych kyselin

Byly optimalizovany 4 parametry pro extrakci mastnych kyselin ze vzorkl papirovych
obalil na vejce, tj. pocCet stupiiil extrakce, cas extrakéniho kroku, vybér vhodného rozpoustédla
a vybér extrakéni techniky, tedy tiepacky nebo ultrazvuku.

Optimalni pocet stupiili, resp. krokli opakovani extrakce, byl stanoven pomoci graft,
ve kterych je znazornéna zavislost celkové plochy pikli vyextrahovanych kyselin na poctu
extrak¢nich krokd za pouziti riznych ¢asa jednoho extrak¢éniho kroku. Sledovano je zmirnéni
nebo zastaveni nartistu ploch pika.

U extrakci v ethanolu na tiepacce je ziejmé, Ze se narust plochy pikt, tedy koncentrace
kyselin, mirn¢ zastavuje pfi pouziti 3 extrakénich krokd u extrakce kyseliny palmitové.
U extrakce kyseliny stearové neni nartst zastaven ani u 4. kroku s vyjimkou delSich dob
extrak¢nich krokd, tj. 30 min a 40 min, kde je vidét mirné zmenSeni rastu u 3. kroku. Tyto
skuteCnosti vyplyvaji z Graft 1-4. Vytéznosti jednotlivych extrakénich krokti vztazenych
K prvnimu kroku jsou uvedeny v Tabulce 4. Vytéznost druhého extrakéniho kroku
je 61,3-86,0 % pro kyselinu palmitovou a 86,0-124,9 % pro kyselinu stearovou, u tfetiho kroku
je vytéznost 17,3-40,7 % pro PA a 21,0-40,6 % pro SA a ¢tvrtého kroku 5,4-13,3 % pro PA
a6,9-16,7 % pro SA.

Kiivky u extrakce acetonem na tiepacce, viz Grafy 5-8, uz vykazuji jasny trend, a sice
vyrazné zpomaleni aZ Uplné zastaveni narlstu koncentrace mezi 2. a 3. krokem, stejné tak
3. a 4. krokem. VytéZznost druhého extrakéniho kroku vzhledem k prvnimu je 5,8-29,3 % pro
PA a4,8-31,1 % pro SA. Co se tyce pouziti 3 extrakénich krokt, nejvyssi vytéznost je 4,3 %
pro PA a2 % pro SA za pouziti desetiminutové doby tohoto kroku. U delSich ¢ast jiz vytéznost
klesd az knule. Pouziti ¢tvrtého extrakéniho kroku jiz neni tfeba, protoze vytéznost
jednotlivych kyselin je nulova (viz Tabulka 5).

Stejny piipad je i u extrakce ethylacetatem na ti‘epacce (grafy 9-12), kde se i vytéznosti
jednotlivych extrakénich krokti pohybuji v podobnych hodnotach jako u extrakce na tfepacce

v acetonu, viz Tabulka 6.
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Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin v zavislosti na poctu extrakénich krok:

ETHANOL, TREPACKA
B k. palmitovd M k. stearova W k. palmitovd mk. stearova
1,6E+06 1,6E+06
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Graf 1: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 2: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v

zavislosti na poctu extrakénich krokti: zavislosti na poctu extrakénich krokti:
ethanol, ti‘epacka, 10 min. ethanol, ti‘epacka, 20 min
H k. palmitovd mk. stearova H k. palmitova mk. stearovd
1,6E+06 1,6E+06
1,4E+06 1,4E+06
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Graf 3: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 4: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v
zavislosti na poctu extrakénich krokti: zavislosti na poctu extrakénich krokti:

ethanol, tiepacka, 30 min. ethanol, tiepacka, 40 min.

Tabulka 4: Vytéznost extrakénich kroku vztazené k prvnimu extrakénimu kroku: ethanol, tiepacka.

Cas extrakce 10 min 20 min 30 min 40 min
Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA
Extrakéni krok Vytéznost extrakéniho kroku (%)
2 83,4 124,9 61,3 105,4 74,5 109,4 61,3 86,0
3 40,7 31,9 31,1 40,6 21,3 27,8 17,3 21,0
4 7,8 13,4 13,3 16,7 7,3 11,5 54 6,9
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Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin v zavislosti na poctu extrakénich krok:

ACETON, TREPACKA
W k. palmitovd mk. stearova m k. palmitovd M k. stearova

1,1E+07 1,1E+07

1,0E+07 1,0E+07
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= =

© 8,0E+06 © 8,0E+06
Q Q
o o

o 7,0E+06 o 7,0E+06

6,0E+06 6,0E+06

5,0E+06 - 5,0E+06

1+2+3 1+2+3+4 1+2+3 1+2+3+4
extrakéni krok extrakéni krok

Graf 5: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 6: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v

zavislosti na poctu extrakénich krokti: zévislosti na poctu extrakénich krokt:
aceton, tirepacka, 10 min aceton, tirepacka, 20 min
H k. palmitova mk. stearova H k. palmitova mk. stearova
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Graf 7: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 8: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v
zavislosti na poctu extrakénich krokti: zavislosti na poctu extrakénich kroku:
aceton, tirepacka, 30 min aceton, tirepacka, 40 min

Tabulka 5: Vytéznost extrakénich kroku vztazené k prvnimu extrakénimu kroku: aceton, tiepacka.

Cas extrakce 10 min 20 min 30 min 40 min
Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA
Extrakéni krok VytéZnost extrakéniho kroku (%)
2 29,3 31,1 8,5 9,4 8,9 6,9 5,8 4,8
3 4,3 2,0 15 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin v zavislosti na poctu extrakénich krok:

H k. palmitovd mk.
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Graf 9: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 10: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v

zavislosti na

poctu

ethylacetat, tfepacka, 10 min.
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Graf 11: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 12: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v
poctu extrakénich kro

ethylacetat, tfepacka, 40 min.
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ethylacetat, tfepacka, 30 min.

kroku:
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Tabulka 6: Vytéznost extrakénich kroku vztazené k prvnimu extrakénimu kroku: ethylacetat, tifepacka.

ku:

Cas extrakce 10 min 20 min 30 min 40 min
Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA
Extrakéni krok VytéZnost extrakéniho kroku (%)
2 33,7 33,3 19,1 15,7 7,7 54 7,2 4,4
3 3,8 1,7 2,4 0,0 2,3 0,0 1,0 0,0
4 2,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Co se tyce extrakei s pomoci ultrazvuku, vétsina kiivek vykazuje obdobny trend jako
u extrakci na tfepacce, s vyjimkou extrakce v ethanolu pfi pétiminutovém extrakénim kroku,
kdy mezi 2. a 3. extrak¢nim krokem kiivka jesté mirn€ roste a vytéznost tretiho kroku ¢ini
20,6 % pro kyselinu palmitovou a 13,8 % pro kyselinu stearovou, viz Grafy 13-16
a Tabulka 7.

Pfi pouziti acetonu jako rozpoustédla je vytéznost kyseliny palmitové v druhém
extrak¢énim kroku 6,3-26,9 % a vytéznost kyseliny stearové 1,8-14,4 %, viz Tabulka 8. Mezi
2.-3. a 3.4. krokem nenartsta koncentrace viibec (vyjimkou je 5,3% vytéZnost u tietiho Smin
kroku) viz Grafy 17-20. Koncentrace kyseliny stearové pii pouziti 15min extrakéniho kroku
mezi 1. a 2. krokem témé&f viibec nenarostla (vytéznost druhého kroku 2,9 %), stejn¢ jako
U 25 min a 35 min (vytéznosti 2,6 % a 1,8 %).

U extrakce v ethylacetatu c¢ini vytéznost druhého extrakéniho kroku 8,2-22,4 %
pro kyselinu palmitovou a 6,1-17,1 % pro kyselinu stearovou, tfetiho extrakéniho kroku
max. 4,5 % a ¢tvrtého max 0,8 % (Tabulka 9). Grafy 21-24 vykazuji zastaveni rustu velikosti

ploch pikl po druhém extrak¢nim kroku.
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Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin v zavislosti na poctu extrakénich krok:

ETHANOL, ULTRAZVUK

W k. palmitovd m k. stearova M k. palmitovd  ® k. stearova
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Graf 13: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 14: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v

zavislosti na poctu extrakénich krokti: zavislosti na poctu extrakénich krokt:

ethanol, ultrazvuk, 5 min.
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Graf 15: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 16: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v

zavislosti na poctu extrakcnich krokt: zavislosti na poctu extrakénich krokt:
ethanol, ultrazvuk, 25 min. ethanol, ultrazvuk, 35 min
Tabulka 7: Vytéznost extrakénich kroki vztazené k prvnimu extrakénimu kroku: ethanol, ultrazvuk.
Cas extrakce 5 min 15 min 25 min 35 min
Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA
Extrakéni krok Vytéznost extrakéniho kroku (%)
2 65,7 51,5 35,3 31,34 11,5 9,9 10,2 7,6
3 20,6 13,8 57 2,8 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin v zavislosti na poctu extrakénich krok:

ACETON, ULTRAZVUK

M k. palmitova k. stearova M k. palmitova k. stearova
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Graf 17: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 18: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v

zavislosti na poctu extrakénich krokl: zavislosti na poctu extrak¢nich kroku:
aceton, ultrazvuk, 5 min. aceton, ultrazvuk, 15 min.
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Graf 19: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 20: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v
zavislosti na poctu extrakénich krokti: zavislosti na poctu extrakénich krokti:

aceton, ultrazvuk, 25 min. aceton, ultrazvuk, 35 min.

Tabulka 8: Vytéznost extrakénich kroku vztazené k prvnimu extrakénimu kroku: aceton, ultrazvuk.

Cas extrakce 5 min 15 min 25 min 35 min
Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA
Extrakéni krok Vytéznost extrakéniho kroku (%)
2 26,9 14,4 6,3 2,9 15,8 2,6 11,4 18
3 53 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin v zavislosti na poctu extrakénich krok:

ETHYLACETAT, ULTRAZVUK
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Graf 21: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 22: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v
krokti: zavislosti
ethylacetat, ultrazvuk, 15 min.
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Graf 23: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v Graf 24: Plocha piku vyextrahovanych kyselin v

zavislosti na

poctu
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ethylacetat, ultrazvuk, 25 min.
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Tabulka 9: Vytéznost extrakénich kroki vztazené k prvnimu extrakénimu kroku: ethylacetat, ultrazvuk.

Cas extrakce 5 min 15 min 25 min 35 min
Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA
Extrakéni krok Vytéznost extrakéniho kroku (%)
2 224 | 171 13,6 10,8 8,2 6,1 10,3 8,8
3 4,5 2,9 18 0,8 15 0,6 1,7 0,8
4 0,8 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Z experimentdlnich dat tedy plyne, Zze optimalni pocet extrakci je dva, kde mezi druhym
a tfetim, resp. tfetim a ¢tvrtym extrakénim krokem plocha naristala jiz minimalné nebo vibec.
Vyjimkou je extrakce pomoci ethanolu na tiepacce, kde jsou minimalné 3 extrakéni kroky
nutné. Je patrné, ze pii pouziti delSich Casii extrakéniho kroku klesa vytéznost jednotlivych
opakovanych krokii.

Dale bylo zvoleno vhodné rozpoustédlo, doba extrakéniho kroku a extrakéni technika
pomoci porovnani ploch pika kyselin v jednotlivych rozpoustédlech a za pouziti riznych
technik. Porovnani je vyjadieno pomoci sloupcovych grafi.

V Grafech 25-28 jsou znazornény plochy piki kyselin v jednotlivych rozpoustédlech
za pouziti riznych Casi na tiepacce. Mezi 10. a 20. minutou byl pozorovan vyznamny
ptirtstek, po 20. minut€ jiz ne. Rozdil ve vyextrahovanych mnozstvi mezi 20min a 40min
extrakci je 1,2 % ve prospéch kyseliny palmitové a 1,8 % ve prospéch kyseliny stearové. Tento
rozdil je v tomto pfipadé zanedbatelny a navic zde hraje roli i Casova Gspora. Optimalni Cas
extrak¢niho kroku tedy ¢ini 20 minut. Druhou nejvétsi vytéznost méla extrakce v acetonu pii
délce extrakéniho kroku 30 min (po 30. minuté byl nartist koncentraci zanedbatelny), pticemz
kyseliny stearové se vyextrahovalo 0 9,93 % vice neZ v ethylacetatu pfi stejné dob&. Nejmensi
vytéznost kyselin byla v ethanolu.

Pti ultrazvukové asistované extrakci se nejvice PA a SA vyextrahovalo opét
v ethylacetatu pti 15min extrakénim kroku, viz Grafy 29-32. Hodnoty v grafech vykazuji
zvlastni trend, kdy u acetonu s rostouci délkou extrakéniho kroku klesa vytéznost kyselin, stejné
tak od 25. minuty u ethylacetatu. Tato skute¢nost mtize byt zplisobena tvorbou esterti, na kterou
se prislo posléze pii proméfovani téchto vzorkil, coz bude blize objasnéno pozdéji v textu.

Nejveétsi extrakeni schopnost pro ob¢ kyseliny (at’ uz pii pouZiti ttepacky nebo ultrazvuku)
mél tedy ethylacetat, coz odpovida i nejvétsi rozpustnosti kyselin praveé v tomto rozpoustédle
(oproti acetonu a ethanolu) uvedené v dostupné literatuie [23] [25] [26]. Z grafi vyplyva
1 optimalni doba extrakéniho kroku, a sice 20 min v ethylacetidtu na tfepacce nebo 15 min

na ultrazvuku ve stejném rozpoustédle.
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TREPACKA
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Graf 25: Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin Graf 26: Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin
na tiepaéce do  jednotlivych  rozpoustédel na tiéepacce do jednotlivych rozpoustédel

(délka extrak¢niho kroku: 10 min). (délka extrak¢niho kroku: 20 min).
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Graf 27: Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin Graf 28: Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin
na trepaéce do jednotlivych  rozpoustédel na  tiepafce do  jednotlivych  rozpoustédel
(délka extrakéniho kroku: 30 min). (délka extrakéniho kroku: 40 min).
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ULTRAZVUK
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Graf 29: Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin Graf 30: Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin
na ultrazvuku do jednotlivych rozpoustédel na ultrazvuku do jednotlivych  rozpoustédel

(délka extrakéniho kroku: 5 min). (délka extrakéniho kroku: 15 min).
k. palmitova = k. stearova k. palmitova = k. stearova
1,0E+07 1,0E+07
8,0E+06 8,0E+06
2 2
<= 6,0E+06 < 6,0E+06
© ©
= =
3 4,0E+06 3 4,0E+06
o o
2,0E+06 2,0E+06
0,0E+00 0,0E+00
ethanol aceton ethylacetat ethanol aceton ethylacetat

Graf 31: Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin Graf 32: Celkové mnozstvi vyextrahovanych kyselin
na ultrazvuku do jednotlivych rozpoustédel na ultrazvuku do jednotlivych  rozpoustédel
(délka extrakéniho kroku: 25 min). (délka extrakéniho kroku: 35 min).

Nejvétsi extrakeni schopnost pro obé kyseliny (at’ uz pti pouziti tfepacky nebo ultrazvuku)
mél tedy ethylacetat, coz odpovida i nejvétsi rozpustnosti kyselin praveé v tomto rozpoustédle

(oproti acetonu a ethanolu) uvedené v dostupné literatuie [23] [25] [26]. Z grafi vyplyva

i optimalni doba extrak¢niho kroku, a sice 20 min v ethylacetatu na tfepacce nebo 15 min

na ultrazvuku ve stejném rozpoustédle.
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Jako posledni optimaliza¢ni parametr bylo rozhodovani mezi 2 pouzitymi technikami,
tiepackou a ultrazvukem, a zaroven, zda by mohla byt vytéznost extrakce vyssi i za pouziti
krat$iho ¢asu ultrazvukovani, nez na tiepacce. Na grafech nize (Grafy 33-36) je toto porovnani
vyjadieno pro jednotliva rozpoustédla a kyseliny porovnanim ploch piku kyselin.

Obecné vzato byla extrakce ucinnéjsi pro ob¢ kyseliny na tfepacce, jak mizeme vidét
na Sedych sloupcich, které odpovidaji plocham pikt kyseliny palmitové (Grafy 33 a 34)
a stearové (Grafy 35 a 36). Nicméné, u ethanolu jednozna¢né vychazi, Ze je vyhodnéjsi pouzit
extrakci pomoci ultrazvuku a lze dokonce pouzit 1 krat$i ¢asy, nez pii extrakci na tiepacce
aipresto je vytéznost vyssi o 71-85 % pro obé kyseliny. U ostatnich rozpoustédel je lepsi zvolit
extrakci na tfepacce, kdy i pfi delsi dobé extrakéniho kroku na ultrazvuku, nez na tepacce, je
vytéznost vyssi pifi pouziti ttepacky. Z uvedenych dat tedy plyne, Ze optimalni metodou pro
extrakci MK je dvoukrokova extrakce ethylacetatem na tiepacce s délkou jednoho extrakéniho

kroku 20 min.
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Graf 33: Porovnani vytéZnosti extrakce pro Graf 34: Porovnani vytéznosti extrakce pro
KYSELINU PALMITOVOU: 5 min na ultrazvuku  KYSELINU PALMITOVOU: 15 min na

vs. 10 min na tfepacce. ultrazvuku vs. 20 min na tiepacce.
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Graf 35: Porovnani vytéZznosti extrakce pro Graf 36: Porovnani vytéznosti extrakce pro
KYSELINU STEAROVOU: 5 min na ultrazvuku KYSELINU STEAROVOU: 15 min na ultrazvuku
vs. 10 min na tiepacce. vs. 20 min na tiepacce.
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Pfi porovnani pikd s knihovnou spekter a porovnanim vypoctenych retencnich indext
s indexy z knihovny NIST bylo zjisténo, ze se ve vSech rozpoustédlech vytvorily estery
stanovovanych kyselin. Jelikoz byly vzorky proméieny po 4-5 dnech od vytvoieni zjistovalo
se, zda se estery tvoii ihned po vytvofeni extraktu nebo az po uplynuté dobé. Pro tyto tcely
byly vytvoreny grafy zavislosti plochy piku kyseliny a esteru na Case.

Byl piipraven standardni roztok 1,5 mg/ml obou kyselin v ethylacetatu a bylo piidano
100 ul 96% kyseliny sirové. JelikoZ byl ethylacetat vyhodnocen jako nejlepsi rozpoustédlo,
bylo ovéteni esterifikace provedeno v ném. Tento roztok byl tiepan po dobu 20 min a za dalsich
20 min byl promé&fen. Dalsi proméfeni probéhlo po 19 hodinach a po dalsich 3 dnech (méfeno

po vikendu rano), pticemz vzorky byly po celou dobu ponechdny pfi laboratorni teploté.
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80 ® 80
< 60 < 60 [}

a0 ® a0
20 20 ®

0 0

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
¢as (hod) ¢as (hod)
@ ethylpalmitat k. palmitova @ ethylstearat k. stearova

Graf 38: Zavislost tvorby esteru/ibytku kyseliny — Graf 37: Zavislost tvorby esteru/ubytku kyseliny
palmitové na case. stearové na Case.

Jiz po 40 minutach od smichani standardu s ethylacetatem a ptidani kyseliny sirové byl
pomér ester:Kyselina 45:55 u k. palmitové (Graf 37) a 26:74 u k. stearové (Graf 38). Estery se
tedy tvofi prakticky hned po uvolnéni kyselin do rozpoustédla. Dale je vidét, Ze Uplna
esterifikace probéhla po necelych 4 dnech. Estery vznikaly ve vSech 3 rozpoustédlech, dokonce
I vacetonu, kdy se extrakty po 2 tydnech zbarvily do syt¢ hnédé barvy, viz Priloha 1
a Priloha 2. Byla provedena i analyza rozpoustédla, kterd vyloucila kontaminaci acetonu jinym
rozpoustédlem.

Ztohoto divodu byla kyselina sirova nahrazena nereaktivni  kyselinou
trihydrogenfosforeénou. Jak v roztoku standardu v acetonu s HsPOg, tak v extraktu vzorku
Vv acetonu okyseleného k. trihydrogenfosforecnou nebyly nalezeny estery mastnych kyselin.
Pokus byl zopakovan i pro roztok standardu v ethylacetatu, nicméné tam se estery tvoftily, proto
se pristoupilo k pouziti acetonu jako rozpoustédla pro extrakci MK ze vzorkl po okyseleni
kyselinou trihydrogenfosfore¢nou. Aceton mél na tiepacce porovnatelné dobré extrakéni
schopnosti vzhledem K ethylacetatu a jako optimalni extrakéni doba byla zvolena 2x 30 minut.
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3.2 Validace metody

Validace metody byla provedena podle normy ISO/IEC 17025 s pomoci Horwitzova
vztahu [77] a testovala se opakovatelnost metody:

RSDg

HorRat =
orRat = pRSD,

RSDpy (%)...relativni smérodatnd odchylka hodnot ziskanych experimentalné
s
RSDp =100 X =

kde s je smérodatna odchylka a X je pramér namétenych hodnot.
PRSDR(%) ... teoreticka relativni smérodatnd odchylka
PRSDR — 2(1—0,5l0gC)

kde C je koncentrace vyjadiena v bezjednotkové formé (hmotnostni zlomek)

Hodnoty HorRat predstavuji referenéni hodnoty pro laboratorni kontrolu kvality.
Dle Horwitze je metoda opakovatelna, pokud se hodnoty HorRat pohybuji v rozmezi 0,3-1,3.
Hodnoty nad 1,3 mohou znacit odliSnosti v pfipravé vzorku, nekontrolované Casy a teploty,
rozdily v koncentracich a objemech ¢i neuplné extrakce. Hodnotu mohou ovlivitovat i necistoty
na laboratornim nadobi. Hodnoty pod 0,3 mohou znacit nenahlasené primérovani nebo také
vybornou piesnost ptipravy vzorka [77].

Dle AOAC (Association of Official Analytical Chemists) je mozné hodnoty PRSDr
vynasobit 2. AOAC se domniva, Ze pro opakovatelnost predstavuji poloviéni hodnoty PRSDr

nejlepsi ptipad [77].

3.2.1 Validace metody pro primé stanoveni mastnych Kkyselin

Z regresni rovnice kalibraéni zavislosti byly zpétné vypocitany koncentrace jednotlivych
analytl v extraktech a nasledné byly dopocitany (relativni) smérodatné odchylky a validacni

parametry z Horwitzova vztahu (Tabulka 10).
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Do rozmezi 0,3-1,3 zapadaji vSechny vypocitané hodnoty, s vyjimkou koncentrace
0,188 mg/ml u kyseliny palmitové, kde se pomér HorRat pohybuje té€sn¢ pod hodnotou 0,3, coz
V podstaté znaci ptiliSnou piesnost.

Déle byly sestrojeny kalibracni kiivky (PFiloha 4 a Priloha 5), urCeny parametry regrese
a stanoveny limity kvantifikace a limity detekce (viz Tabulka 11). Limit kvantifikace (LOQ)

byl stanoven jako prvni bod kalibra¢ni pfimky a limit detekce (LOD) vypo¢itan z rovnice nize:

(a+3xsg,)

LOD =
b

a ..... usek ptimky
b ..... smérnice piimky

Sq.... Smérodatna odchylka useku

Tabulka 11: Parametry regrese, LOD a LOQ kyseliny palmitové a stearové.

Kyselina palmitova Kyselina stearova

Rovnice regrese y = 1,6393x - 0,0659 y=1,327x-0,0144
Koeficient determinace 0,9964 0,9979
LOD (mg/ml) 0,024 0,039
LOQ (mg/ml) 0,100 0,100

3.2.2 Validace metody pro stanoveni MK jako methylestert

Po derivatizaci mastnych kyselin, tedy methylaci, bylo zjisténo, ze se methylestery
V iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru ionizovaly mnohem lépe, nezZ samotné mastné
kyseliny, coz dovolilo proméfit standardy (a posléze i vzorky) v rezimu SCAN. Validace byla
provedena stejnym zplisobem jako pii validaci extrakce MK bez derivatizace s vyjimkou
pouziti jiného koncentra¢niho rozmezi standardd. Vysledky validacnich kritérii této metody

jsou uvedeny v Tabulce 12.
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Z4dna z hodnot HorRat nevysla nad 1,3. U methylstearatu se polovina hodnot pohybovala
v rozmezi 0,3—1,3 a zbyla polovina pod hodnotou 0,3. U methylpalmititu se krom¢ hodnoty
HorRat u koncentrace 5 pg/ml vSechny hodnoty pohybovaly pod 0,3.

Dale byly zkalibra¢nich grafu (Pfiloha 6 a Priloha 7) odeteny rovnice regrese
a koeficienty determinace. LOQ byl opét stanoven jako prvni bod kalibracni zévislosti,

viz Tabulka 13.

Tabulka 13: Parametry regrese a LOQ methylpalmitatu a methylstearatu.

Methylpalmitat Methylstearat
Rovnice regrese y =0,0402x - 0,0221 y = 0,0406x - 0,0272
Koeficient determinace 0,9981 0,999
LOQ (ug/ml) 5,276 5,008

Hodnoty HorRat, jak uz pro metodu bez derivatizace, tak s derivatizaci, se nenachazely nad
hodnotou 1,3, coz vyloucilo vétsi vliv matrice €1 vliv jinych zminiovanych faktorti a obé metody

pro stanoveni mastnych kyselin se daji povazovat za opakovatelné.

3.3 Analyza realnych vzorki

Byly zanalyzovéany 2 druhy oball na vejce. TM (1; 2; 3) znaci 3 rizné vzorky tmavsich
oball od vajec, SV (1; 2; 3) znaci 3 rizné vzorky svétlejSich oballl od vajec. Extrakty ziskaly
rizovou (TM 1; 2; 3) a svétle rizovou barvu (SV 1; 2; 3) viz Priloha 3. Roztoky se zacaly
zbarvovat hned po okyseleni. Co se tyce kvalitativnich znak, kyselina palmitova méla retenéni
¢as 10,06 min a kyselina stearova eluovala v ¢ase 11,36 min. Na chromatogramech vzorku TM1
(Priloha 8 a Priloha 9) miZzeme vidét charakteristické piky kyselin, které vlivem vétsi sorpce
v koloné& chvostuji. Methylestery diky vysSi té€kavosti eluuji diive, methylpalmitat v Case
9,77 min a methylstearat v ¢ase 11,09 min. Piky jsou symetrické, viz Priloha 10 a Priloha 11.

Ve vzorcich nebyly nalezeny Zadné dalsi latky ve vyznamnych koncentracich.
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Vysledky stanoveni koncentraci MK Vv papirovych obalech v mg/ml (resp. pg/ml) byly
pfevedeny na hmotnost mastnych kyselin v gramech na m? vzorku a jsou uvedeny
v Tabulce 14. Mastné kyseliny byly stanoveny dvéma metodami, jako volné MK (bez

derivatizace) a dale jako methylestery téchto kyselin (s derivatizaci).

Tabulka 14: Vysledky analyzy vzorki bez derivatizace a s derivatizaci.

Bez derivatizace Po derivatizaci
Vzorky Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina
palmitova stearova palmitova stearova
(9/m?) (9/m?) (9/m?) (g/m?)
TM1 1,39 1,15 0,88 0,88
TM2 0,95 0,76 0,61 0,62
TM3 1,01 0,89 0,83 0,85
Sv1 0,89 0,74 0,79 0,81
SV2 1,02 0,94 0,66 0,68
SV3 1,14 1,09 0,77 0,90

U stanoveni MK ve formé& volnych MK se vétsina koncentraci pohybovala kolem 1 g/m?.
Nejvice mastnych kyselin nachazelo ve vzorku TM1 (1,39 g/m? kyseliny palmitové a 1,15 g/m?
kyseliny stearové) a nejméné ve vzorku SV1 (0,89 g/m? kyseliny palmitové a 0,74 g/m?
kyseliny stearové). Primémé se ve vzorcich nachazelo 1,07 g/m? kyseliny palmitové
a 0,93 g/m? kyseliny stearové. Jelikoz se MK pouZivaji jako separatory ve vyrobnim procesu
ve formé vapenatych soli, pro informaci je vtéto diplomové praci uvedena prumérna
koncentrace téchto soli ve vzorcich, a sice 1,21 g/m? palmitanu vapenatého a 1,04 g/m? stearanu
vapenatého.

U stanoveni MK jako methylestert byla nejvétsi koncentrace kyselin stanovena ve vzorku
TM1 (0,88 g/m? kyseliny palmitové a 0,88 g/m? kyseliny stearové) a nejmensi ve vzorku TM2
(0,61 g/m? kyseliny palmitové a 0,62 g/m? kyseliny stearové).
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3.3.1 Porovnani metody stanoveni MK a MEMK

Hlavni vyhodou stanoveni mastnych kyselin bez derivatizace je Gprava vzorku, kdy postaci
vyextrahovat MK z obalti a vzorky jsou v podstaté ptipraveny Kk analyze na GC-MS, s ¢imz je
spojena jistd ¢asova uspora. Mensi pocet tkonl pfi zpracovani vzorku také snizuje chybu
pfi stanoveni. Moznou komplikaci analyzy MK muize byt jejich horsi ionizace v iontovém
zdroji hmotnostniho spektrometru, proto také bylo nutné vzorky zakoncentrovat. Dalsi
nevyhodou mutze byt i vyssi sorpce MK v koloné ¢i zanaSeni lineru a s tim spojené chvostovani
pikd, které potom ztézuje odecitani ploch piki.

Naproti tomu pfevedeni mastnych kyselin na methylestery poskytuje symetrické piky
s vysokou intenzitou. Nicméné, zjiS§téné koncentrace mastnych kyselin po derivatizaci jsou
niz8i, nez bez derivatizace, coz miize byt zplsobeno nékolika faktory jako je neuplna
esterifikace, ztraty pfti piipravé methylestert a zarovenn mize mit vliv i povaha vzorku. Obecnou

nevyhodou metody s MEMK je tedy vyssi pocet kroki pii Gpravé vzorku.
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ZAVER

Cilem této prace bylo provést literarni resersi zaméfenou na mastné kyseliny pouzivané
jako lubrikanty pii vyrob& papirovych obalti a v experimentalni ¢asti vyvinout metodu
pro izolaci a stanoveni kyseliny palmitové a stearové ve vzorcich papirovych obalti. V této praci
byly jako realné vzorky pouzity papirové obaly na vejce.

Pro extrakci byla testovana 3 rozpoustédla, ve kterych se dle literatury rozpousti kyseliny
palmitova a stearova a zaroven jsou bézn¢ dostupna a relativné netoxicka, konkrétné ethanol,
aceton a ethylacetat. Dale byl zkouman optimalni pocet extrakénich krokti a ¢as jednoho kroku,
rovnéz 1 vliv extrakce Sasistenci ultrazvuku a extrakce na tfepacce. Jelikoz
se kyseliny ve vzorku nachazely ve formé soli, byla do rozpoustédla pfidana i 96% kyselina
sirova, ktera se poté projevila jako nevhodna, jelikoz se jejim vlivem ve vSech rozpoustédlech
tvorily estery mastnych kyselin, aceton nevyjimaje. Proto byla nahrazena kyselinou
trihydrogenfosforeCnou a prestoze ethylacetat vysel jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo, nemohl
byt pouzit ani s H3PO4, protoze i vlivem této kyseliny se v roztoku tvofily estery, a proto byl
nahrazen acetonem. Optimalni metoda pro extrakci mastnych kyselin z papirovych obali je
tedy 2x opakovana extrakce na tiepacce v acetonu po dobu 30 minut s pfidavkem kyseliny
trihydrogenfosforec¢né.

Dale byly testovany metody pro stanoveni mastnych kyselin jako volnych mastnych kyselin
a jako methylestert. Vyhodou derivatizace MK bylo zlepseni intenzity pikt a zlepSeni jejich
symetrie v chromatogramu. Nevyhodou byla vicekrokova uprava vzorku a s tim spojené mozné
ztraty, piipadné se mohla projevit netiplna esterifikace mastnych kyselin nebo vliv povahy
vzorku. Naopak vyhodou stanoveni mastnych kyselin bez derivatizace bylo pravé méné krokt
upravy vzorku. Obé metody, jak uz pro stanoveni volnych mastnych kyselin nebo MK jako
methylesterti, byly zvalidovany dle validacnich kritérii podle Horwitze a mély uspokojivé
vysledky. Daji se proto povazovat za opakovatelné. Vysledky analyzy realnych vzorkd,
ve kterych byly MK derivatizovany, poskytovaly mensi hodnoty, nez u analyzy volnych MK.
PrestoZze mastné kyseliny se vétSinou kvilli analyze na plynovém chromatografu derivatizuji,
Ize je stanovit i bez derivatizace, a to s dobrymi vysledky a relativné jednoduchym zptisobem

zamezujicim ztraty pii vétSim poctu tkontl upravy vzorku.
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Piiloha 3: Extrakty ze vzorki (aceton + H3PQa), zleva: 3 extrakty z tmavsich obald, 3 ze svétlejSich.
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Kalibracni zavislost pro kyselinu palmitovou

0,0 0.2 0,4 0,6 08 1,0 1,2 1,4 16
¢ (mg/ml)

Piiloha 4: Kalibra¢ni zavislost pro kyselinu palmitovou.
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Piiloha 5: Kalibra¢ni zavislost pro kyselinu stearovou.
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Kalibracéni zavislost pro methylpalmitat
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Priloha 6: Kalibra¢ni zavislost pro methylpalmitat.
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Priloha 7: Kalibra¢ni zavislost pro methylstearat.
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Piiloha 8: Ukazka chromatogramu: vzorek TM 1, mastné kyseliny.
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Priloha 9: Ukazka chromatogramu: vzorek TM 1, mastné kyseliny, pfiblizeno.
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Priloha 10: Ukazka chromatogramu: vzorek TM 1, methylestery mastnych kyselin.
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Priloha 11: Ukazka chromatogramu: vzorek TM 1, methylestery mastnych kyselin, ptiblizeno.
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