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ANOTACE 

Tato diplomová práce se zabývá stanovením mastných kyselin v papírových obalech. 
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V práci je přiblížena i technologie výroby papírových obalů. V experimentální části je vyvinuta 

a zvalidována metoda pro extrakci a stanovení kyseliny palmitové a stearové v papírových 

obalech. 
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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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ÚVOD 

Mastné kyseliny jsou látky skloňované nejen v biochemii a v potravinářství, ale i v různých 

odvětvích průmyslu. Konkrétně soli kyseliny palmitové a stearové nacházejí uplatnění jako 

mýdla, detergenty a rovněž i jako lubrikanty či separátory při výrobě kovových, plastových  

a papírových výrobků. Lubrikanty v průmyslu zefektivňují výrobu a zvyšují životnost strojů. 

Při výrobě je důležité zkoumat jakékoli ztráty a existuje určitá možnost, že se lubrikanty mohou  

mj. nasorbovat do papírových výrobků. Z tohoto důvodu je potřeba vyvinout vhodnou metodu  

pro kvantitativní analýzu mastných kyselin v papírových výrobcích, aby byly případné ztráty 

zjištěny a v budoucnu mohly býti eliminovány.  

Cílem této práce je provést literární rešerši zaměřenou na mastné kyseliny používané  

jako lubrikanty při výrobě papírových obalů a v experimentální části vyvinout a zvalidovat 

metodu pro izolaci a stanovení mastných kyselin v papírových obalech. 

V teoretické části je popsána výroba papírových obalů, využití lubrikantů v průmyslu  

a dále také vlastnosti a stanovení mastných kyselin. Důraz je kladen zejména na kyselinu 

palmitovou a stearovou. V experimentální části jsou optimalizovány podmínky pro extrakci 

kyseliny palmitové a stearové ze vzorků a podmínky pro měření na GC-MS. Optimalizované 

podmínky jsou poté aplikovány na reálné vzorky a mastné kyseliny jsou ve vzorcích 

kvantifikovány.   
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1 TEORETICKÁ ČÁST 

1.1 Technologie výroby papírových obalů na vejce 

Proces výroby obalů na vejce zahrnuje 3 hlavní kroky, mezi které patří tvorba vlákniny  

ze sběrového papíru, zpracování do formy, což je klíčový krok při výrobě, a závěrečný krok,  

tj. sušení výrobku [1]. 

V prvním kroku dojde k smíšení papírového, novinového a kartonového materiálu s vodou 

ve speciálním stroji na zpracování recyklátu, který může vypadat např. jako na Obrázku 1. 

Proces funguje tak, že papír je rozmělněn a rozložen na jednotlivá vlákna, která se dispergují 

ve vodě. Následně jsou celulózová vlákna mechanicky očištěna a zbavena větších částic pomocí 

speciální jemné mřížky [2].  

Následně dojde k transportu recyklátu do forem a za pomocí vakuových pump se recyklát 

formuje do tvaru obalů na vejce. Na Obrázku 2 je zobrazen jeden z typů lisů na obaly od firmy 

Salam Machinery Equipment, Co. (Čeng-čou, Čína). Do recyklátu mohou být během procesu 

přidávány barviva, parafín, odpěňovače a také síran hlinitý jakožto agregační činidlo [2; 3].  

Obrázek 2: Stroj na lisování obalů na vejce. Převzato a upraveno z [4]. 

Obrázek 1: Stroj na zpracování recyklátu. Převzato z [4]. 
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Pomocí proudu vzduchu se obaly oddělí od formy a dále se suší za vysoké teploty v nepřímé 

tepelné rotační sušičce, protože obsahují mnoho přebytečné vody. Voda je znovu přečištěna 

pomocí DAF flotace, neboli vyvločkování (Dissolved Air Flotation). Během tohoto procesu  

je voda zbavena pevných nečistot pomocí koagulantu a vzniklé vločky jsou vyneseny 

mikrobublinkami vzduchu na hladinu. Kal se následně odstraní stíráním [2; 5]. Na závěr se 

výrobky balí na automatické lince [6; 7]. Celý proces je shrnut na schématu níže (Obrázek 3). 

V současnosti lze přistoupit rovněž k různým modifikacím, např. antimikrobiální ochrana 

vnitřku obalu pomocí nanovrstvy TiO2, která zabraňuje růstu bakterií a chrání tak vejce  

před kontaminací. Je poté nutné přidat k výrobní lince i sprejovací komoru, ve které bude 

modifikace probíhat [8].  

 

 

Obrázek 3: Schéma procesu výroby papírových obalů na vejce. Převzato a upraveno  z [2]. 
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1.2 Použití lubrikantů ve výrobním a zpracovatelském průmyslu 

Lubrikanty jsou látky hojně využívané v průmyslu, které zlepšují a zjednodušují výrobní 

proces. Napomáhají snižovat tření mezi povrchy a tím snížit míru opotřebení součástí stroje, 

tím pádem zvyšují jeho životnost. Třením se rovněž ztrácí hodně energie, proto vhodně zvolené 

mazání umožňuje ušetřit energii a snížit ekonomické náklady [9].  

Při zpracování plastových či papírových výrobků se často využívají lisy. Nedílnou součástí 

výrobního procesu jsou právě lubrikační média, která napomáhají odlepit výrobek od lisu, 

jinými slovy, aby nedocházelo k nežádoucí adhezi výrobku na povrch lisu a případnému 

poškození výrobku a lisu. Proto se povrch pokrývá vrstvou lubrikantu, který může být 

syntetického i přírodního původu. Jako příklady lze uvést oleje, jako jsou silikonový  

či minerální, dále vosky, glykoly, případně mastek či slída. Hojně jsou využívány i soli 

mastných kyselin, tedy svou chemickou podstatou mýdla. Dnes je velmi kladen důraz na využití 

netoxických lubrikantů odbouratelných v přírodě, které mají dlouhou životnost a jsou rozpustné 

ve vodě. Tyto faktory jsou těžko splnitelné dohromady a je tedy nutné hledat určitý kompromis 

[9; 10; 11].  

1.3 Mastné kyseliny  

Mastné kyseliny (MK) jsou látky často zmiňované v biochemii, kde je můžeme definovat 

jako karboxylové kyseliny s nerozvětveným alifatickým řetězcem od 3 do 24 uhlíků, 

s dvojnými vazbami nenasycené nebo bez dvojných vazeb nasycené. Hovoříme-li o přirozeně 

se vyskytujících mastných kyselinách, mají většinou sudý počet uhlíků (vzhledem k jejich 

syntéze z dvouuhlíkatých molekul). V esterifikované formě se nacházejí v živých organismech 

jako součást lipidů. Mastné kyseliny mají díky hydrofilní -COOH skupině a hydrofobnímu 

alifatickému řetězci amfipatický charakter. 

Můžeme je rozdělit do 4 skupin: mastné kyseliny s krátkým řetězcem (do 6 uhlíků),  

se středně dlouhým řetězcem (do 10 uhlíků), s dlouhým řetězcem (do 18 uhlíků) a velmi 

dlouhým řetězcem (nad 18 uhlíků) [12; 13]. 

Přehled nejvýznamnějších mastných kyselin s počty uhlíků je uveden v Tabulce 1. 
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Tabulka 1: Přehled mastných kyselin. Převzato z [12]. 

Název kyseliny 
Počet 

uhlíků 

Počet 

dvojných 

vazeb 

Poloha dvojné vazby 

(pořadí uhlíku) 
Délka řetězce 

Máselná 4   

Krátký řetězec Valerová 5   

Kapronová 6   

Kaprylová 8   Středně dlouhý 

řetězec Kaprinová 10   

Laurová 12   

Dlouhý řetězec 

Myristová 14   

Palmitová 16   

Stearová 18   

Olejová 18 1 9 

Linolová 18 2 9; 12 

Linolenová 18 3 9; 12; 15 

Arachidová 20   

Velmi dlouhý 

řetězec 

Arachidonová 20 4 5; 8; 11; 14 

Behenová 22   

Eruková 22 1 13 

Lignocerová 24   

Nervonová 24 1 15 

1.3.1 Důležité reakce mastných kyselin 

Reakční místo mastných kyselin se nachází na karboxylové skupině a dvojných vazbách. 

Jednou z nejvýznamnějších reakcí mastných kyselin je esterifikace, která nachází průmyslové 

využití např. při výrobě bionafty. Kyseliny reagují s nadbytkem alkoholu za kyselé katalýzy, 

případně enzymu lipázy. Alkoholová část, případně část od kyseliny, které se nachází v esteru, 

může být nahrazena jinou mastnou kyselinou, alkoholem nebo částmi jiného esteru 

(interesterifikace). Tyto reakce často probíhají s triacylglyceroly, ve kterých jsou MK obsaženy 

[14]. 

Další významnou reakcí, které podléhají mastné kyseliny, je oxidace, kterou známe hlavně 

jako žluknutí tuků, kdy dochází k oxidaci dvojné vazby nenasycených kyselin vlivem 

vzdušného kyslíku (autooxidace) a rovněž je reakce podpořena i UV zářením (fotooxidace). 
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Vznikají peroxidy, které se rozkládají na aldehydy či ketony. Oxidace se však používá  

i záměrně v průmyslu, hlavně oleochemickém, k rozštěpování alkylových řetězců či k připojení 

funkční skupiny k řetězci. Existuje i enzymaticky katalyzovaná oxidace, která slouží jako první 

krok k farmaceutické výrobě eikosanoidů, což je skupina signálních molekul podílejících  

se na biochemických procesech v lidském organismu [14]. 

 Dvojná vazba MK může reagovat s peroxykyselinami. Tuto reakci nazýváme epoxidace  

a je využívána v průmyslu, kdy jsou z olejů vytvářeny epoxidy používané jako stabilizátory  

a plastifikátory pro PVC [14]. 

Redukce MK může probíhat jak na dvojné vazbě, tak na karboxylové skupině. 

Nejvýznamnější je hydrogenace dvojných vazeb za katalýzy Pt, Co nebo Pd, kdy dochází  

ke vzniku nasycených kyselin, čili ke ztužování tuků. Katalytická hydrogenace se využívá 

rovněž k výrobě alkoholů s dlouhým řetězcem [15; 16]. 

V neposlední řadě je důležité zmínit i tvorbu povrchově aktivních látek. Mastná kyselina 

je nejprve redukována na alkohol, který reaguje s oxidem sírovým a poté s hydroxidem sodným 

za vzniku sodných solí organosulfátů využívaných jako pěnidla a detergenty. Za zmínku stojí 

přímá příprava sulfátových surfaktantů z tri(di)acylglycerolů bez nutnosti tvorby alkoholu [14]. 

Důležité je i zmýdelňování tuků, jakožto alkalická hydrolýza esterů mastných kyselin, obvykle 

triacylglycerolů za vzniku glycerolu a soli mastné kyseliny (sodné či draselné) [17]. 

1.3.2 Využití mastných kyselin v  průmyslu 

Využití mastných kyselin je velmi široké, od potravinářského průmyslu, např. jako  

potravinové doplňky (omega-3 mastné kyseliny), po výrobu mýdel, kosmetiky či detergentů  

a čistících prostředků [18]. Velmi významnou funkci plní mastné kyseliny i v jiných odvětvích 

průmyslu, např. při zpracování kovů, plastů a papíru. Konkrétně v papírenském průmyslu slouží 

ve formě solí jako lubrikanty strojů a separátory [19; 20].  

Pro účely této diplomové práce bude v následujících kapitolách věnována pozornost 

kyselině stearové (SA) a palmitové (PA) a jejich vlastnostem a konkrétnímu využití. 

1.3.3 Fyzikální a chemické vlastnosti kyseliny stearové a palmitové 

Pro pochopení funkce mastných kyselin, respektive kyseliny palmitové a stearové,  

a možností jejich analýzy je nutné uvést jejich chemické a fyzikální vlastnosti. V Tabulce 2 

jsou uvedeny základní vlastnosti zmiňovaných kyselin, jako je molekulová hmotnost, pKa, 

teplota tání, hustota a jiné.  
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Tabulka 2: Fyzikální a chemické vlastnosti kyseliny palmitové a stearové. Převzato z [21; 22; 23; 24] 

 Kyselina palmitová Kyselina stearová 

Sumární vzorec C16H32O2 C18H36O2 

Molekulová hmotnost 

(g∙mol-1) 
256,42 284,50 

pKa 4,75 4,75 

Hustota 

(g∙cm-3) 

0.852 

(při 25 °C) 

0.9408 

(při 20 °C) 

Teplota tání 

(°C) 
61,8 68,8 

Teplota varu 

(°C) 
351,5 383 

 

Obecně jsou tyto kyseliny za laboratorní teploty (20 °C) pevné bílé látky s vysokými 

teplotami varu, prakticky nerozpustné ve vodě. Velmi dobře se rozpouštějí v etheru  

či chloroformu, ale je možné je rozpustit i v jiných organických rozpouštědlech,  

např. v ethanolu, acetonu, ethylacetátu nebo propanolu [21; 22]. 

V Tabulce 3 jsou pro přehlednost uvedeny experimentálně získané rozpustnosti kyseliny 

palmitové a stearové ve vybraných rozpouštědlech (95% ethanol, isopropanol, aceton, hexan, 

ethylacetát) uvedeny v gramech rozpuštěné kyseliny na 100 g rozpouštědla. Hodnoty jsou 

přepočítány a zprůměrovány z experimentálně získaných hodnot molárních zlomků. Mezi 

některými experimenty se hodnoty rozpustnosti pro určité teploty a rozpouštědla poněkud lišily, 

proto nejsou zprůměrované a je uvedena jejich přesná hodnota za dané teploty. 
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Tabulka 3: Rozpustnosti PA a SA ve vybraných organických rozpouštědlech. 

  Rozpustnost (g/100 g) Zdroje 

Rozpouštědlo Teplota (°C) Kyselina palmitová Kyselina stearová  

95% ethanol 

20 8,43 

1,36 (24,1 °C) 

1,73 (20 °C) 

1,92 (21,8 °C) 

[23]  

[24] 

[25] 

[26] 

30 26,47 
6,43 (31,7 °C) 

5,74 (30 °C) 

40 92,50 
22,93 (40 °C) 

26,13 (41,6 °C) 

50 363,41 

92,68 (50 °C) 

112,92 (50,5 °C) 

106,84 (49,4 °C) 

Isopropanol 

20 18,69 
5,94 (22,6 °C) 

2,46 (24,8 °C) 

[23] 

[24] 

30 54,31 
13,74 (30,6 °C) 

4,82 (30,8 °C) 

40 148,23 41,94 

50 341,29 125,90 

Aceton 

20 6,70 2,71 

[23] 

[24] 

[26] 

 

30 24,95 
7,56 (31,7 °C) 

2,76 (31,6 °C) 

40 109,91 

 

23,40 

 

50 336,54 84,75 
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Hexan 

20 8,71 1,13 

[23] 

[24] 

30 39,52 5,40 

40 156,99 25,23 

50 434,50 104,07 

Ethylacetát 

20 10,7 6,76 

[23] 

[25] 

[26] 

 

30 Chybí data 
21,49 (30 °C) 

16,74 (28,2 °C) 

40 Chybí data 
61,75 (40 °C) 

79,50 (38 °C) 

50 Chybí data 159,89 
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1.3.3.2 Vlastnosti a využití kyseliny palmitové 

Kyselina palmitová je nasycená bílá krystalická kyselina o šestnácti uhlících. Její strukturní 

vzorec a vzhled krystalů jsou na Obrázcích 4 a 5. 

CH3

O

OH 

Obrázek 4: Strukturní vzorec k. palmitové 

 

 

Obrázek 5: Vzhled k. palmitové 

 

Tvoří estery s glycerolem jako součást tuků a získává se z palmového oleje [22; 27]. 

V lidském organismu se dokáže tvořit sama a zastává důležité biologické funkce na buněčné  

a tkáňové úrovni. Její nadměrná konzumace, resp. špatný poměr příjmu palmitové kyseliny 

s polynenasycenými kyselinami může vést k nadměrné akumulaci v organismu a způsobovat 

dyslipidémii, zánětlivé reakce nebo rozvoj hyperglykémie [28].  

Co se týče využití mimo biologickou sféru, nachází své uplatnění v mnoha různých 

odvětvích. Díky jejímu amfipatickému charakteru zlepšuje disperzi uhlíkových nanotrubiček 

v epoxidových pryskyřicích, protože pomocí elektrické repulze zabraňuje tvoření svazků  

z nanočástic  a tím zlepšuje elektrickou vodivost kompozitů a zvyšuje antistatický efekt [29]. 

Sodná sůl kyseliny palmitové, vznikající procesem zmýdelňování tuků pomocí hydroxidu 

sodného, je známá pro využití v mýdlech a detergentech a jako polymerizační katalyzátor  

při tvorbě syntetických gum [30]. Jiné než sodné, příp. draselné soli, jsou využívány  

jako lubrikanty v průmyslu [31]. Zajímavostí je, že kyselina palmitová byla využívána k výrobě 

zápalné látky napalmu [32]. 
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1.3.3.3 Vlastnosti a využití kyseliny stearové 

Kyselina stearová má podobné vlastnosti a využití jako kyselina palmitová. Je rovněž 

nasycená a na rozdíl od palmitové má 18 uhlíků. Má bílou, někdy až nažloutlou  

krystalicko-práškovou strukturu. Její strukturní vzorec a vzhled jsou zobrazeny  

na Obrázcích 6 a 7. 

CH3

O

OH 

Obrázek 6: Strukturní vzorec k. stearové 

 

 

Obrázek 7: Vzhled k. stearové 

 

Získává se z živočišných tuků a nachází se v některých rostlinných olejích [21; 33]. 

Zastupuje mnoho funkcí, ať už v lidském organismu a potravě (podobně jako palmitová 

kyselina), nebo v průmyslu jako disperzant, změkčovadlo gum a ve formě solí jako mýdlo  

či lubrikant [34]. Existuje i využítí SA v modifikaci elektrody (kombinace se stříbrnými 

nanočásticemi) pro elektrochemické stanovení aktivního metabolitu insekticidu parathion,  

tedy paraoxonu [35]. Ve spojení s jinými látkami je rovněž využívána k vytvoření 

superhydrofobního povrchu materiálů, např. ve spojení se silikonem (pro tkaniny)  

nebo mikrosférami z oxidu zinečnatého [36; 37]. V kombinaci s polyvinylalkoholem  

a polydimethylsiloxanem může kyselina stearová sloužit jako pojivo těchto dvou polymerů 

(pomocí Van der Waalsových sil). Nanomateriál vytvořený z těchto látek poté může sloužit 

např. jako selektivní membrána k filtraci olejů z vody, jelikož je pro oleje propustný [38].   

1.3.3.4 Vlastnosti a využití solí kyseliny stearové a palmitové 

Častou součástí lubrikantů používaných nejen v papírenském průmyslu jsou vápenaté  

či hořečnaté soli kyseliny stearové a palmitové. Vápenaté soli mastných kyselin vznikají reakcí 

MK s chloridem vápenatým, hydroxidem vápenatým či vápnem.  
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Stearan vápenatý patří k nejvýznamnějším složkám lubrikantů a separátorů a uplatňuje  

se rovněž jako pohlcovač kyselin – jakožto slabá báze neutralizuje kyseliny vznikající  

při syntézách. Uplatnění nachází v průmyslu zpracujícím plasty, papír nebo ve farmaceutickém 

průmyslu k uvolňování tablet z formy. Slouží také jako voděodolné aditivum k ochraně 

povrchů plastů či papírových výrobků [39; 40]. 

Palmitan vápenatý je látka ve formě prášku, která je nerozpustná ve vodě, ethanolu, acetonu 

či éteru a jen slabě se rozpouští v chloroformu či benzenu. Uplatní se jako výborný lubrikant  

a díky své hydrofobní povaze se používá rovněž k impregnaci tkanin proti vodě a jakožto 

inhibitor koroze [31; 41]. 

Podobné vlastnosti jako vápenaté soli zmíněných mastných kyselin má i stearát hořečnatý, 

který tvoří složku dětských pudrů a rovněž není rozpustný ve vodě, alkoholu či éteru, stejně  

tak i palmitan hořečnatý, který se mj. přidává jako protispékavá látka do kosmetických výrobků 

[42; 43].    

1.4 Možnosti analýzy mastných kyselin 

Analýza mastných kyselin začíná, jako každá analýza, úpravou vzorku, případně volbou 

extrakční techniky a na závěr zvolením vhodné instrumentální techniky.  

1.4.1 Úprava vzorku 

Úprava vzorku tvoří nejdůležitější část analýzy. Záleží na tom, v jaké formě se mastné 

kyseliny ve vzorku nachází a rovněž v jakém je vzorek skupenství a jakou povahu má matrice.  

Nejčastěji se mastné kyseliny nacházejí vázané v lipidech. Prvním krokem je tedy extrakce 

lipidů ze vzorku, zejména pomocí organických rozpouštědel, nicméně existují možnosti jako 

dvoukroková centrifugace nebo přímá transesterifikace tuků ve vzorku, kdy pomocí methanolu 

či ethanolu a za přítomnosti katalyzátoru vzniká glycerol a methyl či ethyl ester mastné kyseliny 

[44; 45]. K tradičnímu způsobu extrakce lipidů se používá metoda dle Folche pomocí 

chloroformu, příp. chloroformu-methanolu v poměru 1:2. Dále např. s využitím 

dichlormethanu s methanolem (2:1) nebo isopropanolu s cyklohexanem (1:1,25) [46; 47]. 

V této době se klade důraz na zelenou chemii a omezení toxických organických rozpouštědel, 

a proto se přistupuje k používání jiných látek k extrakci, např. methyl-terc-butyleter, extrakci 

superkritickým oxidem uhličitým, případně s využitím běžných a relativně málo nebezpečných 

rozpouštědel jako je ethanol nebo ethylacetát [46; 47; 48].  

Dalším krokem je získání volných mastných kyselin, které jsou navázány v lipidech,  

a to procesem hydrolýzy. Kyselou hydrolýzou vznikají volné kyseliny a glycerol, přičemž  
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je možné tento způsob spojit i s derivatizací vzorku pro analýzu na plynovém chromatografu. 

Pro tyto účely je vhodná např. reakce s methanolem a kyselinou sírovou za současného zahřátí 

reakční směsi [49; 50]. Zásaditou hydrolýzou (zmýdelněním) vznikají soli MK a glycerol. 

Chceme-li získat volnou mastnou kyselinu ze soli mastné kyseliny, tedy mýdla, je nutné 

použít silnou kyselinu, která vytěsní slabší mastnou kyselinu z molekuly [51]. Extrahujeme-li 

mastnou kyselinu z pevné matrice, je vhodné zvolit jednu z možností extrakce  

pevná látka-kapalina, které jsou uvedeny v Kapitole 1.4.1. 

Pro zakoncentrování vzorku a případné očištění od matrice slouží (mikro)extrakce tuhou 

fází, dále se pro přečištění nabízí filtrace, destilace nebo iontově-výměnná chromatografie  

[13; 52]. 

1.4.1 Extrakce pevná látka-kapalina 

Mechanismus extrakce pevné látky kapalinou zahrnuje několik kroků. Nejprve dojde 

k obalení povrchu pevné matrice rozpouštědlem. Poté se rozpouštědlo difúzí, příp. penetrací, 

dostane do pórů matrice a v nich se rozprostře. Tímto se analyt obsažený v matrici dostane 

nejdříve na povrch pevné matrice a poté do celkového objemu rozpouštědla, ve kterém  

se rozpustí. Celý proces se opakuje [53].  

Tento typ extrakce zahrnuje různé metody jako jsou macerace, Soxhletova extrakce, 

superkritická fluidní extrakce, hydrodestilace nebo extrakce za asistence ultrazvuku  

či mikrovln. Je snahou zvolit metodu, která spotřebuje co nejméně rozpouštědla a energie, 

splňuje principy zelené analytické chemie a zároveň zabere co nejméně času.  Kupříkladu 

nevýhodou macerace je dlouhá doba extrakce, u Soxhletovy extrakce je to nejen doba,  

ale i množství organického rozpouštědla [54; 55; 56].  

1.4.1.1 Macerace 

Nejjednodušším způsobem extrakce pevná látka–kapalina je macerace, kdy je pevný 

vzorek ponořen do rozpouštědla. Macerace může probíhat za laboratorní teploty a je tedy 

vhodná pro termolabilní látky, zároveň je velmi jednoduchá na provedení. Nevýhodou je dlouhá 

doba trvání a nízká extrakční účinnost, kterou lze ale zvýšit zahřátím rozpouštědla  

nebo intenzivním mícháním, např. za použití třepačky, což zabrání saturaci rozpouštědla kolem 

pevného analytu a k analytu se lépe dostává čerstvé rozpouštědlo [56; 57]. 
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1.4.1.2 Extrakce za asistence ultrazvuku 

Další možností je využití ultrazvukových vln, nejčastěji o frekvenci od 20 do 50 kHz. 

Ultrazvuk způsobuje kmitání molekul, dochází k zahřívání rozpouštědla a vzniku  

tzv. kavitačních center, kdy dochází ke vzniku malých bublinek, které expandují a smršťují se. 

Během toho narůstá v místě vzniku bublinek teplota a vznikají tlakové vlny – střídá se tlak 

akustických vln s podtlakem a dochází k procesu zvaném kavitace. Rozrušuje se tak např. vazba 

mezi povrchem materiálu a nečistotami na něm obsaženými, proto je ultrazvuk využívaný 

mimo jiné i k čištění (známe např. z optik při čištění brýlí v ultrazvukové lázni). Ultrazvuk 

napomáhá k rozrušení materiálu a tím pádem lepšímu uvolnění extrahované látky, rovněž  

i zlepšuje proniknutí rozpouštědla do materiálu, resp. matrice. Ultrazvukové vlny vzorek 

ohřívají, což také významně zlepšuje účinnost extrakce, jelikož rozpustnost některých 

rozpouštědel se zvyšuje s rostoucí teplotou [54; 56; 58].  

1.4.1.3 Účinnost extrakce pevná látka–kapalina 

Účinnost extrakce z pevné látky do kapaliny je ovlivněna mnoha faktory. Jeden z faktorů 

je velikost částic vzorku. Čím menší budou částice vzorku, tím bude extrakce účinnější, protože 

se celkový povrch částic zvětší. Je tedy výhodné pevné vzorky nakrájet, nastříhat, nadrtit  

nebo rozetřít ve třecí misce. Je rovněž nutné zajistit, aby byl vzorek suchý, neboť případná 

vlhkost může ovlivňovat přenos hmoty mezi pevnou matricí a rozpouštědlem [53; 56]. 

Dostatečný přenos hmoty mezi fázemi je dán Fickovým zákonem a souvisí s difúzním 

koeficientem. Přenos hmoty můžeme zlepšit třepáním, zahřátím nebo pomocí ultrazvuku.  

U zvýšené teploty je důležité dát si pozor na nežádoucí tepelnou degradaci analytu a ztrátu 

rozpouštědla při zahřátí na teplotu varu. S tímto souvisí např. použití extrakce kapalinou  

za zvýšeného tlaku a teploty, kdy vyšší tlak udržuje rozpouštědlo kapalné a díky vyšší teplotě 

probíhá extrakce rychleji [53; 56]. 

Důležitým faktorem je také počet kroků extrakce. Platí, že je lepší extrakční kroky opakovat 

s menším množstvím rozpouštědla, než extrahovat jedenkrát celým množstvím [53; 56]. 

A posledním, ale snad i nejdůležitějším faktorem, je výběr vhodného rozpouštědla. Je dobré 

znát povahu analytu a dle toho vybrat rozpouštědlo, ve kterém je analyt nejvíce rozpustný, 

případně si vyzkoušet různá rozpouštědla s různou polaritou a vybrat to,  

do kterého se vyextrahovalo nejvíce látky/látek. Extrakci ovlivňuje také viskozita a povrchové 

napětí rozpouštědla, stejně tak je rozhodující i cena rozpouštědla a bezpečnost [53; 56]. 
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1.4.2 Stanovení mastných kyselin 

1.4.2.1 Plynová chromatografie 

Jednou z nejčastěji používaných metod ke stanovení mastných kyselin je plynová 

chromatografie (GC) s plamenově-ionizačním detektorem (GC-FID) či hmotnostním 

spektrometrem (GC-MS). Pro účely této diplomové práce bude v následujícím odstavci popsán 

její princip a používané detektory. 

Plynová chromatografie je separační technika, která je schopna dělit směsi těkavých látek. 

Jako mobilní fáze se používá inertní plyn, např. argon, dusík, vodík či helium. Tento plyn 

nereaguje se vzorkem, slouží pouze jako nosný plyn.  Schéma plynového chromatografu 

můžeme vidět na Obrázku 8. 

 

Obrázek 8: Schéma plynového chromatografu. Převzato z [59]. 

1) tlaková lahev; 2) regulátor tlaku; 3) regulátor toku plynu; 4) nástřik vzorku; 5) termostat; 6) kolona; 7) 

detektor; 8) záznam dat (PC) 

 

Vzorek se dávkuje mikrostříkačkou přes průpichové septum, často pomocí autosampleru, 

do vyhřívaného prostoru, kde je zplyněn (pokud je kapalný, dávkovat je však možné rovnou   

i plynnou fázi). Proud nosného plynu unáší vzorek na kapilární kolonu (umístěnou 

v termostatovaném prostoru), kde se látky sorbují na stacionární fázi a následně jsou 

desorbovány stále proudícím tokem nosného plynu z kolony na detektor [60]. 

Nejčastěji používané detektory v plynové chromatografii jsou plamenově-ionizační 

detektor, tepelně vodivostní detektor, detektor elektronového záchytu a hmotnostní detektor 

[60; 61].  
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Velmi často využívaným detektorem je FID, který je univerzální pro většinu organických 

látek. Princip tohoto detektoru spočívá ve spálení a následné ionizaci analytů plamenem  

vodík-vzduch. Vznikající ionty a elektrony zvyšují proud mezi dvěma elektrodami a výsledný 

signál je přímo úměrný koncentraci organické látky, kterou lze ionizovat [62].  

Jedním z dalších detektorů, který se běžně spojuje s plynovým chromatografem  

je hmotnostní spektrometr, kterému bude věnována menší Kapitola 1.4.2.1. 

Co se týče stanovení mastných kyselin pomocí GC, je jednou z možností jejich přímá 

analýza. Výhodou je ušetření času a chemikálií, na druhou stranu je nutno použít vyšší teploty 

kolony (do 300 °C), což může přispět k opotřebení kolony, resp. k jejímu krvácení [64]. Výběr 

vhodné kolony záleží na tom, zda je pro nás důležitá dobrá separace geometrických izomerů 

kyselin. Pro tento účel je vhodné použít polární kolony s kyanopropylovými vázanými fázemi, 

případně kolonu na bází PEG, nebo na bázi iontových kapalin. V opačném případě je možné 

použít nepolární kolonu typu SLB-5MS [65]. 

Vzhledem k vysokým teplotám varů mastných kyselin je výhodné vzorky derivatizovat. 

Obecně derivatizace zvyšuje citlivost detektorů ke stanovovaným látkám a konkrétně v GC 

analýze činí látky více těkavé a jsou tedy poté lépe zplynitelné. Možností derivatizace je mnoho, 

nejčastější způsob je tvorba esterů, zejm. methylesterů [66]. K methanolu se přidává HCl, 

acetylchlorid, kyselina sírová či fluorid boritý. Vzorek je obvykle zahřán na max. 100 °C  

po dobu 60 minut. Tímto způsobem se často derivatizují lipidové extrakty [65; 67]. Další 

možností je derivatizace pomocí methoxidu sodného v bezvodém methanolu, kdy se směs 

nechá zahřát na 45 °C po dobu 5 min. Po této době se přidá NaHSO4 kvůli neutralizaci kyselin 

a organickým rozpouštědlem se vyextrahují vzniklé methylestery. Lze také využít KOH  

v methanolu. Reakce probíhá za laboratorní teploty, nebo je možno vzorek zahřát na 50 °C  

po dobu několika minut. Poté se přidá bisulfát sodný a odebraný supernatant se analyzuje  

na GC [65]. Popsány byly i derivatizace pomocí trimethylsulfonium hydroxidu, což je rychlá 

jednokroková derivatizační reakce, nicméně nevhodná pro derivatizaci polynenasycených MK. 

Dále je možno využít pentafluorobenzyl bromid, který převede MK na halogenované deriváty 

a ty se poté detekují v negativním módu na GC-MS [65]. Další možností je tvorba silylderivátů, 

např. pomocí methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamidu [67]. 

1.4.2.1 Hmotnostní spektrometrie ve spojení s GC 

Spojení plynové chromatografie a hmotnostní spektrometrie nabízí zároveň separaci  

a následnou identifikaci látek. V dnešní době je spojení GC-MS standardní záležitostí. Problém 

v rozdílu tlaků mezi GC a hmotnostním spektrometrem a v přebytku nosného plynu je odstraněn 
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vakuovými pumpami. K ionizaci analytů se využívá elektronová či chemická ionizace. 

Výhodou elektronové ionizace při 70 eV je možnost přímého porovnání s knihovnou spekter 

[63]. 

Jako hmotností analyzátory se nejčastěji používají kvadrupól (případně spojení tří 

kvadrupólu, kde prostřední slouží jako kolizní cela), iontová past nebo analyzátor doby letu 

[63].   

Kvadrupól tvoří 4 kovové tyče, kdy na dvě protilehlé je vloženo kladné stejnosměrné napětí 

a na další dvě je vloženo napětí záporné. K tomu je na všechny 4 tyče superponováno střídavé 

napětí. Když se iont dostane do kvadrupólu, začne oscilovat a pro určitý poměr stejnosměrného 

napětí (U) a amplitudy střídavého napětí (V) je stabilní pouze iont s určitou hodnotou m/z – ten 

projde kvadrupólem a ostatní ionty se zachytí na tyčích. Změnou hodnot U a V (nikoliv poměru) 

jsou postupně propuštěny vybrané ionty [63]. 

1.4.2.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Další z běžně používaných metod je vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 

s UV/Vis či fluorescenční detekcí, popřípadě HPLC-MS, nejčastěji s reverzní fází (RP) 

a gradientovou elucí. MK špatně absorbují v UV/Vis oblasti a je tedy pro spektrofotometrickou 

detekci nutné do molekuly vložit chromofor [68]. Chemikálií vhodných pro derivatizaci MK  

je mnoho, patří mezi ně amidy, estery, látky s fenacyl-, benzyl-, p-nitrobenzyl-, 1-naftylamin  

a 2-naftacyl skupinami, dále také diazo deriváty (jsou však nestálé),  

příp. 5-(4-(difenylamin)fenylthiofen-2-yl)methanol [69]. 

Byly popsány i možnosti analýzy MK s dlouhým řetězcem (extrahované z olejů  

do methanolu) pomocí RP-HPLC bez derivatizace pomocí detektoru rozptylu světla (ELSD), 

jejichž výhodou je přesnější kvantifikace nenasycených MK oproti GC-FID [70]. Další 

možností analýzy bez derivatizace je HPLC-MS analýza s APCI ionizací  

pro stanovení MK ve vodě z výroby papírových produktů [71].  

1.4.2.3 Kolorimetrické stanovení 

Spektrofotometrické, resp. kolorimetrické stanovení MK je založeno na tvorbě měďnatých 

mýdel MK. Octan měďnatý reaguje s mastnou kyselinou rozpuštěnou v benzenu a následně je 

proměřena absorbance vzniklé měďnaté soli v benzenové vrstvě při 640 nm. Konkrétně tato 

metoda je vhodná pro stanovení nasycených MK v olejích. Benzen je vhodné nahradit 

toluenem, izooktanem nebo cyklohexanem a měďnaté mýdlo lze stabilizovat přídavkem 

pyridinu [72]. Ke stanovení polynenasycených MK spektrofotometricky lze též použít enzym 
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lipoxygenázu, kdy se při 234 nm proměří vzniklé hydroperoxy mastné kyseliny [73]. Byla 

rovněž vyzkoušena i metoda stanovení MK v olejích, využívající pH citlivé fluorescenční 

činidlo pyranin při fotometrické mikrotitraci mastných kyselin pomocí NaOH, kdy byl bod 

ekvivalence určen pomocí měření fluorescence při excitační vlnové délce 390 nm a emisní 

vlnové délce 400–600 nm [74].  

Popsané spektrofotometrické metody jsou však vhodné pouze pro stanovení celkového 

množství volných MK ve vzorku (např. k určení kyselosti oleje). Pro identifikaci jednotlivých 

složek je třeba využít jiných metod [73; 74]. 

1.4.2.4 Elektrochemické stanovení 

V neposlední řadě existuje i voltametrické stanovení MK, resp. ve spojení s HPLC  

nebo FIA (průtokovou injekční analýzou) jakožto voltametrický detektor, kdy je ke vzorku 

přidán chinon. Ten v přítomnosti MK dává vysoký signál a metoda je citlivá. Další z možností 

je využití elektrody modifikované polypyrolem. Do vzorku s MK je přidán naftochinon, 

ethanol-1,2-dichlorethan a LiClO4. Měření probíhá v režimu LSV a je velmi citlivé a přesné.  

Nicméně, samostatně použité voltametrické stanovení je stejně  

jako u spektrofotometrických metod vhodné pouze k určení celkové kyselosti vzorku, tedy 

celkové koncentraci MK ve vzorku [72; 75].  
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2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  

2.1 Použité chemikálie, přístroje a pomůcky 

2.1.1 Chemikálie 

▪ Aceton, ≥ 99,5 %; Honeywell (Seelze, Německo) 

▪ Ethanol, 96 %; Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Česká republika) 

▪ Ethylacetát, ≥ 99,5 %; Merck (Darmstadt, Německo) 

▪ Hexan, 99 %; Fluka Chemie GmbH (Buchs, Švýcarsko) 

▪ Hydrogenuhličitan sodný, 99,7–100,3 %; Merck (Darmstadt, Německo) 

▪ Kyselina fosforečná, 85 %; Lachema (Brno, Česká republika) 

▪ Kyselina chlorovodíková, 36 %; PENTA (Chrudim, Česká republika) 

▪ Kyselina sírová, 96 %; PENTA (Chrudim, Česká republika)  

▪ Methanol, ≥ 99,9 % pro gradientovou eluci; Sigma-Aldrich (Praha, Česká 

republika) 

▪ Standard kyseliny laurové, čistá; Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Česká republika) 

▪ Standard kyseliny palmitové, ≥ 99 %; Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika) 

▪ Standard kyseliny stearové, ≥ 98,5 % pro kapilární GC; Sigma-Aldrich (Praha, 

Česká republika) 

▪ Standard uhlovodíků C8-C40, CPAchem (Stara Zagora, Bulharsko) 

▪ Standard uhlovodíků C11-C16, CPAchem (Stara Zagora, Bulharsko) 

2.1.2 Pomůcky 

▪ Erlenmayerovy baňky 

▪ Filtrační papíry 

▪ Kádinky různých velikostí  

▪ Mikropipety 10–100 µl a 100–1000 µl 

▪ Mikrostříkačka 10 µl pro dávkování kapaliny do GC 

▪ Nálevka 

▪ Odměrné baňky 25 ml, 50 ml a 100 ml 

▪ Odměrný válec 50 ml 

▪ pH papírky 

▪ Skleněné pipety 1 ml a 2 ml 

▪ Vialky 3 ml a 20 ml pro uchovávání extraktů, víčka se septem 
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▪ Vialky 1,5 ml s víčky se septem, pro analýzu na GC-MS 

▪ Zkumavky 

2.1.3 Přístroje 

▪ Analytické váhy HR-120; ADInstruments Ltd (Dunedin, Nový Zéland) 

▪ Autosampler COMBI PAL; CTC ANALYTICS GmbH (Zwingen, Švýcarsko) 

▪ Plynový chromatograf GC-2010 s hmotnostním detektorem MS-QP2010; 

Shimadzu (Kjóto, Japonsko) 

▪ Plynový chromatograf GC-2010 s plamenově ionizačním detektorem; Shimadzu 

(Kjóto, Japonsko) 

▪ Termoblok Evaterm; Labicom (Olomouc, Česká republika) 

▪ Třepačka Vibramax 100; Heidolph (Schwabach, Německo) 

▪ Ultrazvuková lázeň Sonorex; Bandelin Electronic GmbH & Co. (Berlín, Německo) 

2.2 Použité vzorky 

Pro extrakci mastných kyselin a následnou analýzu byly použity 4 vzorky obalů od vajec. 

Dva typy vzorků pocházely přímo od jednoho z výrobců, který používá separátory na bázi solí 

kyseliny palmitové a stearové (Obrázky 9 a 10) a dva vzorky měly neznámý původ (Obrázky 

11 a 12) 

 

Obrázek 9: Vzorek od výrobce používající 

separátory na bázi solí PA a SA – tmavý. 

 

Obrázek 10: Vzorek od výrobce používající 

separátory na bázi solí PA a SA – světlý. 
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Obrázek 11: Vzorek neznámého původu – tmavší. 

 

Obrázek 12: Vzorek neznámého původu – světlejší. 

 

2.3 Optimalizace GC-MS 

Před samotnou optimalizací extrakce byly vytvořeny optimální podmínky pro měření  

na plynovém chromatografu s hmotnostní detekcí. Pro tento účel byly připraveny zásobní 

roztoky standardů kyselin v ethanolu, jejichž příprava je popsána v následující kapitole. 

2.3.1 Příprava standardů kyseliny stearové a palmitové 

Pro optimalizaci podmínek na plynovém chromatografu byly připraveny oddělené zásobní 

roztoky standardů kyseliny stearové a kyseliny palmitové v ethanolu jako základním běžném 

rozpouštědle. Nejprve byl připraven zásobní roztok o koncentraci 10 mg/ml do 100ml odměrné 

baňky navážením standardů kyselin na analytických vahách, kdy bylo naváženo  

0,9982 g kyseliny stearové a 1,0166 g kyseliny palmitové. Tento zásobní roztok byl poté zředěn  

do 10ml odměrné baňky tak, aby byla koncentrace každé kyseliny 500 µg/ml.  

2.3.2 Tvorba optimálních podmínek pro analýzu SA a PA na GC-MS 

Optimalizace a následná analýza proběhla na plynovém chromatografu s hmotnostní 

detekcí. Chromatograf byl opatřen kapilární kolonou SLB-5MS (Supelco; Bellefonte, PA, 

USA), která obsahovala zpolymerovanou stacionární fázi o složení 5 % difenyl a 95 % dimethyl 

siloxan. Kolona byla dlouhá 30 m, s vnitřním průměrem 0,25 mm a tloušťkou vnitřního filmu 

0,25 µm. Nosným plynem bylo helium, jehož lineární rychlost průtoku byla konstantní, a sice 

30 cm/s. V hmotnostním spektrometru byly analyty ionizovány pomocí elektronové ionizace 

s ionizační energií 70 eV a analyzovány kvadrupólovým analyzátorem. 

K separaci mastných kyselin s dlouhým řetězcem byl zvolen teplotní gradient  

dle modifikované metody M. R. Oveisi et al. [64] v rozsahu od počáteční teploty 100 °C, která 
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byla udržována po dobu 2 min, do konečné teploty 300 °C, která se udržovala 5 min. Teplota 

se měnila rychlostí 15 °C/min. 

  Teplota nástřiku byla 230 °C, splitovací poměr 1:15 a teplota převodníku a iontového 

zdroje v hmotnostním spektrometru byla 200 °C. Měření bylo provedeno v režimu SCAN  

a byly snímány všechny ionty v rozmezí 41–300 m/z. “Solvent cut time“ byl nastaven  

na 6. minutu a detekce iontů započala od 6,6. minuty. Dávkované množství vzorku bylo 1 µl. 

Následně byla měněna počáteční teplota kolony na hodnoty 120 °C, 140 °C a 160 °C. Byla 

stanovena optimální počáteční teplota kolony a sice 140 °C, kdy měly kyselina palmitová  

a stearová dostatečně odlišné a zároveň nejkratší retenční časy. Celkový čas analýzy pak činil 

17,67 min. 

2.4  Obecný postup analýzy mastných kyselin   

Postup analýzy mastných kyselin v papírových obalech měl obecně tři hlavní části: 

I. Optimalizace extrakce: testování vybraných rozpouštědel, počtu extrakčních kroků, 

času extrakčního kroku a techniky extrakce (Kapitola 2.5).  

II. Aplikování optimalizované metody na extrakci mastných kyselin ze vzorků (Kapitola 

2.7). 

III. Stanovení vyextrahovaných kyselin dvěma metodami (Kapitola 3.3), a sice: 

a. Ve formě volných mastných kyselin (MK) 

b. Ve formě methylesterů mastných kyselin (MEMK), které byly připraveny 

z extraktů získaných v bodě II. 

2.5  Postup optimalizace extrakce mastných kyselin  

Pro extrakci mastných kyselin ze vzorků byla testována 3 rozpouštědla: ethanol, aceton  

a ethylacetát. Tato rozpouštědla byla zvolena s ohledem na běžnou dostupnost, bezpečnost, 

toxicitu a dle schopnosti rozpouštět kyselinu stearovou a palmitovou. Rozpustnosti 

v jednotlivých rozpouštědlech jsou uvedeny v Tabulka 3. Extrakce byly provedeny  

na třepačce a pomocí ultrazvuku. 
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2.5.1  Extrakce na třepačce 

Nejprve byly nastříhány vzorky obalů od vajec na čtverečky o velikosti 1x1 cm,  

kdy celková hmotnost nastříhaných kousků jednoho vzorku činila 1 g, což odpovídalo ploše 

obalu asi 25 cm2. Vzorky byly zváženy na analytických vahách a převedeny  

do Erlenmayerových baněk.  

Ke vzorku bylo následně přidáno odměrným válcem 30 ml rozpouštědla. Objem 

rozpouštědla byl zvolen s ohledem na spotřebu, zároveň však tak, aby byl dostačující  

pro extrakci. Poté bylo přidáno mikropipetou 100 µl 96% kyseliny sírové a kyselost roztoku 

byla zkontrolována pH papírkem (červené zbarvení). Vzorek byl okyselen aby došlo k uvolnění 

mastných kyselin ze solí. 

Takto byly připraveny 4 vzorky, které byly umístěny na třepačku (Obrázek 13) po dobu 

10; 20; 30 a 40 min při 900 ot/min. Po uplynutí jednotlivých dob byly extrakty přefiltrovány  

a  převedeny do skleněných vialek s víčkem se septem a dále byly uchovávány v ledničce  

při teplotě 4 °C, do následné analýzy na GC-MS. 

 

 

Obrázek 13: Třepačka Vibramax 100, Heildolph 
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2.5.2 Extrakce ultrazvukem 

Postup přípravy vzorku byl obdobný jako u extrakce na třepačce. Ultrazvuková lázeň 

(Obrázek 14) byla naplněna vodou tak, aby dosahovala výšky rozpouštědla v Erlenmayerově 

baňce. Následně byly do lázně vloženy 4 vzorky a po dobu 5; 15; 25 a 35 minut byly 

sonifikovány. Postup po extrakci byl stejný jako u extrakce na třepačce. 

 

Obrázek 14: Ultrazvuková lázeň Sonorex, Bandelin electronic 

 

Takto připravené extrakty vzorků (připravených na třepačce a ultrazvuku) využívané  

pro zjištění optimálních podmínek extrakce byly proměřeny za podmínek uvedených  

v Kapitole 2.3.2 na GC-MS pomocí autosampleru. Nutno podotknout, že tyto vzorky nebyly 

analyzovány ihned po přípravě, ale až po uplynutí 4–5 dnů.  

Mastné kyseliny byly identifikovány pomocí knihovny spekter a pomocí vypočtených 

retenčních indexů dle Van den Doola a Kratze. Vzorec pro výpočet je uveden v následující 

rovnici:  

𝑹𝑰𝒙 = 𝟏𝟎𝟎 ∙ 𝒏 + 𝟏𝟎𝟎(𝒕𝒙 − 𝒕𝒏)/(𝒕𝒏+𝟏 − 𝒕𝒏) 

 

𝒏… počet uhlíků v nejbližším alkanu před analyzovanou látkou 

𝒕𝒙 … retenční čas analyzované látky 

𝒕𝒏… retenční čas nejbližšího alkanu před analyzovanou látkou 

𝒕𝒏+𝟏… retenční čas nejbližšího alkanu po analyzované látce 

 

Pro určení retenčních časů alkanů byla zanalyzována za stejných podmínek jako analyty 

směs alkanů C8–C40 a vypočtené retenční indexy byly porovnány s publikovanými daty.  
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2.6 Příprava kalibračních roztoků 

2.6.1 Příprava kalibračních roztoků pro stanovení MK ve formě volných 

kyselin 

Do 6 Erlenmayerových baněk byl navážen 1 g nastříhaných obalů na vejce (kousky  

o velikosti 1x1 cm), u kterých předběžnými testy nebyly detekovány PA a SA (vzorky  

na Obrázek 11 a Obrázek 12). Do šesti 25ml odměrných baněk byly připraveny kalibrační 

roztoky odpipetováním požadovaných objemů ze zásobního roztoku SA a PA v acetonu 

(5 mg/ml) o koncentracích 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. Baňky byly acetonem doplněny po rysku, řádně promíchány a roztoky byly 

převedeny  

do Erlenmayerových baněk. Do každé baňky pak bylo přidáno skleněnou pipetou 5 ml acetonu, 

čímž se koncentrace naředily 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 rozpouštědla byl 30 ml. Tímto byl 

nasimulován postup používaný pro extrakci mastných kyselin ze vzorků.  

Do každé Erlenmayerovy baňky bylo přidáno 100 µl H3PO4, opatřily se zátkou a roztoky 

byly třepány po dobu 30 min na třepačce. Aceton a kyselina fosforečná, stejně jako doba 

extrakce byly zvoleny z důvodů uvedených v Kapitole 3.1 pojednávající o výsledcích 

optimalizace extrakce mastných kyselin. 

Po uplynutí 30 min byly roztoky přefiltrovány a převedeny do 20ml vialek opatřených 

víčkem se septem. K analýze na GC-MS bylo do 1,5 ml vialek odebráno 1 ml standardu  

a přidáno 40 µl ze zásobního roztoku standardu kyseliny laurové o konc. 12 mg/ml, jako vnitřní 

standard (IS). Standardní roztoky byly proměřeny v režimu SIM, kdy byla vybrány ionty 43; 

129; 256 a 284 a iont 129 byl poté použit jako kvantifikátor k odečtení ploch píků. Split poměr 

byl 1:50 a ostatní podmínky měření zůstaly stejné jako v Kapitole 2.3.2. Každý standardní 

roztok byl proměřen 6x. 

2.6.2 Příprava kalibračních roztoků pro stanovení MK ve formě 

methylesterů 

Kalibrační roztoky methylesterů byly připraveny z kalibračních roztoků připravených 

postupem v Kapitole 2.6.1. Derivatizace byla provedena modifikovaným postupem  

dle N. Aldai et al. [76].  

Do zkumavky s víčkem byl nadávkován 1 ml kyselého methanolu (10 ml HCl na 100 ml 

methanolu) a poté bylo přidáno 200 µl extraktu standardu. Roztok byl poté temperován  
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na 80 °C po dobu 40 min. Po uplynutí této doby byl roztok zneutralizován 1 ml nasyceného 

roztoku hydrogenuhličitanu sodného a nakonec byly přidány 2 ml hexanu, do kterého byly 

vytřepány vzniklé methylestery. Hexanová vrstva byla odebrána skleněnou 2ml pipetou do 3ml 

vialek a roztoky byly uchovány pro další analýzu. Vytřepání do hexanu bylo opakováno ještě 

2x pro zvýšení extrakční účinnosti. Takto bylo připraveno 6 kalibračních roztoků  

o koncentračních rozmezích 0,05–0,75 mg/ml. 

K analýze na GC-MS bylo do 1,5ml vialky odebráno 1 ml kalibračního roztoku a přidáno 

40 µl vnitřního standardu uhlovodíků C11–C16. Kalibrační roztoky byly proměřeny za podmínek 

v Kapitole 2.3.2 v režimu SCAN, kdy solvent cut time byl nastaven na 8. minutu a měření iontů 

začalo od 8,5. minuty. Každý roztok byl proměřen 6x. 

2.7 Příprava vzorků  

K analýze byly připraveny 2 typy obalů na vejce: světlý a tmavý (viz Obrázek 9 a Obrázek 

10) od každého 3 kusy. 

2.7.1 Extrakce mastných kyselin z reálných vzorků 

Z každého kusu vzorku byl nastříhán dohromady 1 g kousků o velikosti 1x1 cm a to tak,  

že kousky byly odebrány a nastříhány z bočních i středních částí obalu.  

Vzorky byly převedeny do 6 Erlenmayerových baněk a do každé z nich bylo přidáno přesně 

30 ml acetonu a poté 100 µl kyseliny trihydrogenfosforečné. Baňky byly opatřeny zátkou a byly 

třepány 30 min při 900 ot./min. Po uplynutí této doby byly extrakty přefiltrovány a extrakce 

byla stejným způsobem opakována podruhé (z důvodů uvedených v Kapitole 3.1). Extrakty 

z obou kroků byly následně smíchány. Extrakty bylo nutné 5x zakoncentrovat pod dusíkem, 

protože se jejich koncentrace nacházely pod nejnižším bodem kalibrační závislosti.  

K analýze na GC-MS bylo do 1,5 ml vialek odebráno 1 ml směsného extraktu a přidáno 

40 µl ze zásobního roztoku standardu kyseliny laurové o konc. 12 mg/ml, jako vnitřní standard 

(IS). Každý vzorek byl proměřen 3x. 

2.7.2 Příprava methylesterů mastných kyselin 

Mastné kyseliny vyextrahované v roztocích připravených v Kapitole 2.7.1 byly stejně jako 

kalibrační roztoky derivatizovány modifikovaným postupem dle N. Aldai et al. [76] s tím 

rozdílem, že místo 200 µl extraktu standardu byly odebrány 4 ml směsného extraktu vzorku.  

Vzorky methylesterů byly proměřeny za podmínek v Kapitole 2.3.2. v režimu SCAN, kdy 

solvent cut time byl nastaven na 8. minutu a měření iontů začalo od 8,5. minuty. K analýze  
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na GC-MS bylo do 1,5ml vialky odebráno 1 ml vzorku a přidáno 40 µl vnitřního standardu 

uhlovodíků C11–C16. Každý vzorek byl proměřen 3x. 

 

Celý postup analýzy mastných kyselin, od úpravy vzorků až po analýzu, zahrnující i rozdíly 

v přípravách standardů a reálných vzorků je pro přehlednost shrnut ve schématu níže (Obrázek 

15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Optimalizace extrakce 

Aplikace optimalizované metody extrakce 

Extrakce MK z reálných vzorků 

Příprava MEMK  

Příprava kalibračních roztoků MK 

Příprava kalibračních  

roztoků MEMK  

4 ml 200 µl 

1 g vzorku 

+ 2x 30 ml acetonu 

+ 2x 100 µl H3PO4 

1 g matrice 

+ st. roztok v 30 ml acetonu 

+ 100 µl H3PO4 

Analýza na GC-MS 

Obrázek 15: Schéma postupu analýzy mastných kyselin v papírových obalech. 

Analýza na GC-MS 

+ 1 ml MeOH 
80 °𝐶
→   + 2 ml NaHCO3 + 3x 2 ml hexanu 
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3 VÝSLEDKY A DISKUZE 

3.1 Optimalizace metody extrakce mastných kyselin 

Byly optimalizovány 4 parametry pro extrakci mastných kyselin ze vzorků papírových 

obalů na vejce, tj. počet stupňů extrakce, čas extrakčního kroku, výběr vhodného rozpouštědla 

a výběr extrakční techniky, tedy třepačky nebo ultrazvuku. 

Optimální počet stupňů, resp. kroků opakování extrakce, byl stanoven pomocí grafů,  

ve kterých je znázorněna závislost celkové plochy píků vyextrahovaných kyselin na počtu 

extrakčních kroků za použití různých časů jednoho extrakčního kroku. Sledováno je zmírnění 

nebo zastavení nárůstu ploch píků. 

U extrakcí v ethanolu na třepačce je zřejmé, že se nárůst plochy píků, tedy koncentrace 

kyselin, mírně zastavuje při použití 3 extrakčních kroků u extrakce kyseliny palmitové.  

U extrakce kyseliny stearové není nárůst zastaven ani u 4. kroku s výjimkou delších dob 

extrakčních kroků, tj. 30 min a 40 min, kde je vidět mírné zmenšení růstu u 3. kroku. Tyto 

skutečnosti vyplývají z Grafů 1–4. Výtěžnosti jednotlivých extrakčních kroků vztažených 

k prvnímu kroku jsou uvedeny v Tabulce 4. Výtěžnost druhého extrakčního kroku  

je 61,3–86,0 % pro kyselinu palmitovou a 86,0–124,9 % pro kyselinu stearovou, u třetího kroku 

je výtěžnost 17,3–40,7 % pro PA a 21,0–40,6 % pro SA a čtvrtého kroku 5,4–13,3 % pro PA  

a 6,9–16,7 % pro SA.  

Křivky u extrakce acetonem na třepačce, viz Grafy 5–8, už vykazují jasný trend, a sice 

výrazné zpomalení až úplné zastavení nárůstu koncentrace mezi 2. a 3. krokem, stejně tak  

3. a 4. krokem. Výtěžnost druhého extrakčního kroku vzhledem k prvnímu je 5,8–29,3 % pro 

PA a 4,8–31,1 % pro SA. Co se týče použití 3 extrakčních kroků, nejvyšší výtěžnost je 4,3 %  

pro PA a 2 % pro SA za použití desetiminutové doby tohoto kroku. U delších časů již výtěžnost 

klesá až k nule. Použití čtvrtého extrakčního kroku již není třeba, protože výtěžnost 

jednotlivých kyselin je nulová (viz Tabulka 5). 

Stejný případ je i u extrakce ethylacetátem na třepačce (grafy 9–12), kde se i výtěžnosti 

jednotlivých extrakčních kroků pohybují v podobných hodnotách jako u extrakce na třepačce 

v acetonu, viz Tabulka 6.  

 

 

 



 

 

43 

 

Celkové množství vyextrahovaných kyselin v závislosti na počtu extrakčních kroků: 

ETHANOL, TŘEPAČKA 

 

Graf 1: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethanol, třepačka, 10 min. 

 

Graf 2: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethanol, třepačka, 20 min 

 

 

Graf 3: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethanol, třepačka, 30 min. 

 

Graf 4: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethanol, třepačka, 40 min. 

 

Tabulka 4: Výtěžnost extrakčních kroků vztažené k prvnímu extrakčnímu kroku: ethanol, třepačka. 

Čas extrakce 10 min 20 min 30 min 40 min 

Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA 

Extrakční krok Výtěžnost extrakčního 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 5,4 6,9 
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Celkové množství vyextrahovaných kyselin v závislosti na počtu extrakčních kroků: 

ACETON, TŘEPAČKA 

 

Graf 5: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

aceton, třepačka, 10 min 

 

Graf 6: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

aceton, třepačka, 20 min 

 

 

Graf 7: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

aceton, třepačka, 30 min 

 

Graf 8: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

aceton, třepačka, 40 min 

 

Tabulka 5: Výtěžnost extrakčních kroků vztažené k prvnímu extrakčnímu kroku: aceton, třepačka. 

Čas extrakce 10 min 20 min 30 min 40 min 

Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA 

Extrakční krok Výtěžnost extrakčního kroku (%) 

2 29,3 31,1 8,5 9,4 8,9 6,9 5,8 4,8 

3 4,3 2,0 1,5 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 množství vyextrahovaných kyselin v závislosti na počtu extrakčních kroků: 

ETHYLACETÁT, TŘEPAČKA 

 

Graf 9: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethylacetát, třepačka, 10 min. 

 

Graf 10: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethylacetát, třepačka, 20 min. 

 

 

Graf 11: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethylacetát, třepačka, 30 min. 

 

Graf 12: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethylacetát, třepačka, 40 min. 

 

Tabulka 6: Výtěžnost extrakčních kroků vztažené k prvnímu extrakčnímu kroku: ethylacetát, třepačka. 

Čas extrakce 10 min 20 min 30 min 40 min 

Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA 

Extrakční krok Výtěžnost extrakčního kroku (%) 

2 33,7 33,3 19,1 15,7 7,7 5,4 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 týče extrakcí s pomocí ultrazvuku, většina křivek vykazuje obdobný trend jako  

u extrakcí na třepačce, s výjimkou extrakce v ethanolu při pětiminutovém extrakčním kroku, 

kdy mezi 2. a 3. extrakčním krokem křivka ještě mírně roste a výtěžnost třetího kroku činí  

20,6 % pro kyselinu palmitovou a 13,8 % pro kyselinu stearovou, viz Grafy 13–16  

a Tabulka 7.   

Při použití acetonu jako rozpouštědla je výtěžnost kyseliny palmitové v druhém 

extrakčním kroku 6,3–26,9 % a výtěžnost kyseliny stearové 1,8–14,4 %, viz Tabulka 8. Mezi 

2.–3. a 3.–4. krokem nenarůstá koncentrace vůbec (výjimkou je 5,3% výtěžnost u třetího 5min 

kroku) viz Grafy 17–20. Koncentrace kyseliny stearové při použití 15min extrakčního kroku 

mezi 1. a 2. krokem téměř vůbec nenarostla (výtěžnost druhého kroku 2,9 %), stejně jako  

u 25 min a 35 min (výtěžnosti 2,6 % a 1,8 %).  

U extrakce v ethylacetátu činí výtěžnost druhého extrakčního kroku 8,2–22,4 %  

pro kyselinu palmitovou a 6,1–17,1 % pro kyselinu stearovou, třetího extrakčního kroku  

max. 4,5 % a čtvrtého max 0,8 % (Tabulka 9). Grafy 21–24 vykazují zastavení růstu velikostí 

ploch píků po druhém extrakčním kroku. 
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Celkové množství vyextrahovaných kyselin v závislosti na počtu extrakčních kroků: 

ETHANOL, ULTRAZVUK 

 

Graf 13: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethanol, ultrazvuk, 5 min. 

 

Graf 14: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethanol, ultrazvuk, 15 min. 

 

 

Graf 15: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethanol, ultrazvuk, 25 min. 

 

Graf 16: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethanol, ultrazvuk, 35 min 

 

Tabulka 7: Výtěžnost extrakčních kroků vztažené k prvnímu extrakčnímu kroku: ethanol, ultrazvuk. 

Čas extrakce 5 min 15 min 25 min 35 min 

Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA 

Extrakční krok Výtěžnost extrakčního kroku (%) 

2 65,7 51,5 35,3 31,34 11,5 9,9 10,2 7,6 

3 20,6 13,8 5,7 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 množství vyextrahovaných kyselin v závislosti na počtu extrakčních kroků: 

ACETON, ULTRAZVUK 

 

Graf 17: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

aceton, ultrazvuk, 5 min. 

 

Graf 18: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

aceton, ultrazvuk, 15 min. 

 

 

Graf 19: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

aceton, ultrazvuk, 25 min. 

 

Graf 20: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

aceton, ultrazvuk, 35 min. 

 

Tabulka 8: Výtěžnost extrakčních kroků vztažené k prvnímu extrakčnímu kroku: aceton, ultrazvuk. 

Čas extrakce 5 min 15 min 25 min 35 min 

Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA 

Extrakční krok Výtěžnost extrakčního kroku (%) 

2 26,9 14,4 6,3 2,9 15,8 2,6 11,4 1,8 

3 5,3 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 množství vyextrahovaných kyselin v závislosti na počtu extrakčních kroků: 

ETHYLACETÁT, ULTRAZVUK 

 

Graf 21: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethylacetát, ultrazvuk, 5 min. 

 

Graf 22: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethylacetát, ultrazvuk, 15 min. 

 

 

Graf 23: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethylacetát, ultrazvuk, 25 min. 

 

Graf 24: Plocha píku vyextrahovaných kyselin v 

závislosti na počtu extrakčních kroků:  

ethylacetát, ultrazvuk, 35 min. 

 

Tabulka 9: Výtěžnost extrakčních kroků vztažené k prvnímu extrakčnímu kroku: ethylacetát, ultrazvuk. 

Čas extrakce 5 min 15 min 25 min 35 min 

Kyselina PA SA PA SA PA SA PA SA 

Extrakční krok Výtěžnost extrakčního kroku (%) 

2 22,4 17,1 13,6 10,8 8,2 6,1 10,3 8,8 

3 4,5 2,9 1,8 0,8 1,5 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 experimentálních dat tedy plyne, že optimální počet extrakcí je dva, kde mezi druhým  

a třetím, resp. třetím a čtvrtým extrakčním krokem plocha narůstala již minimálně nebo vůbec. 

Výjimkou je extrakce pomocí ethanolu na třepačce, kde jsou minimálně 3 extrakční kroky 

nutné. Je patrné, že při použití delších časů extrakčního kroku klesá výtěžnost jednotlivých 

opakovaných kroků. 

Dále bylo zvoleno vhodné rozpouštědlo, doba extrakčního kroku a extrakční technika 

pomocí porovnání ploch píků kyselin v jednotlivých rozpouštědlech a za použití různých 

technik. Porovnání je vyjádřeno pomocí sloupcových grafů.  

V Grafech 25–28 jsou znázorněny plochy píků kyselin v jednotlivých rozpouštědlech  

za použití různých časů na třepačce. Mezi 10. a 20. minutou byl pozorován významný 

přírůstek, po 20. minutě již ne. Rozdíl ve vyextrahovaných množství mezi 20min a 40min 

extrakcí je 1,2 % ve prospěch kyseliny palmitové a 1,8 % ve prospěch kyseliny stearové. Tento 

rozdíl je v tomto případě zanedbatelný a navíc zde hraje roli i časová úspora. Optimální čas 

extrakčního kroku tedy činí 20 minut. Druhou největší výtěžnost měla extrakce v acetonu při 

délce extrakčního kroku 30 min (po 30. minutě byl nárůst koncentrací zanedbatelný), přičemž 

kyseliny stearové se vyextrahovalo o 9,93 % více než v ethylacetátu při stejné době. Nejmenší 

výtěžnost kyselin byla v ethanolu.  

Při ultrazvukově asistované extrakci se nejvíce PA a SA vyextrahovalo opět 

v ethylacetátu při 15min extrakčním kroku, viz Grafy 29–32. Hodnoty v grafech vykazují 

zvláštní trend, kdy u acetonu s rostoucí délkou extrakčního kroku klesá výtěžnost kyselin, stejně 

tak od 25. minuty u ethylacetátu. Tato skutečnost může být způsobena tvorbou esterů, na kterou 

se přišlo posléze při proměřování těchto vzorků, což bude blíže objasněno později v textu. 

Největší extrakční schopnost pro obě kyseliny (ať už při použití třepačky nebo ultrazvuku) 

měl tedy ethylacetát, což odpovídá i největší rozpustnosti kyselin právě v tomto rozpouštědle 

(oproti acetonu a ethanolu) uvedené v dostupné literatuře [23] [25] [26]. Z grafů vyplývá  

i optimální doba extrakčního kroku, a sice 20 min v ethylacetátu na třepačce nebo 15 min  

na ultrazvuku ve stejném rozpouštědle. 
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TŘEPAČKA 

 

Graf 25: Celkové množství vyextrahovaných kyselin 

na třepačce do jednotlivých rozpouštědel  

(délka extrakčního kroku: 10 min). 

 

Graf 26: Celkové množství vyextrahovaných kyselin 

na třepačce do jednotlivých rozpouštědel  

(délka extrakčního kroku: 20 min). 

 

 

Graf 27: Celkové množství vyextrahovaných kyselin 

na třepačce do jednotlivých rozpouštědel  

(délka extrakčního kroku: 30 min). 

 

 

Graf 28: Celkové množství vyextrahovaných kyselin 

na třepačce do jednotlivých rozpouštědel  

(délka extrakčního kroku: 40 min). 
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ULTRAZVUK 

 

 

Graf 29: Celkové množství vyextrahovaných kyselin 

na ultrazvuku do jednotlivých rozpouštědel  

(délka extrakčního kroku: 5 min). 

 

 

 

Graf 30: Celkové množství vyextrahovaných kyselin 

na ultrazvuku do jednotlivých rozpouštědel 

(délka extrakčního kroku: 15 min). 

 

 

Graf 31: Celkové množství vyextrahovaných kyselin 

na ultrazvuku do jednotlivých rozpouštědel  

(délka extrakčního kroku: 25 min). 

 

Graf 32: Celkové množství vyextrahovaných kyselin 

na ultrazvuku do jednotlivých rozpouštědel  

(délka extrakčního kroku: 35 min). 

 

Největší extrakční schopnost pro obě kyseliny (ať už při použití třepačky nebo ultrazvuku) 

měl tedy ethylacetát, což odpovídá i největší rozpustnosti kyselin právě v tomto rozpouštědle 

(oproti acetonu a ethanolu) uvedené v dostupné literatuře [23] [25] [26]. Z grafů vyplývá  

i optimální doba extrakčního kroku, a sice 20 min v ethylacetátu na třepačce nebo 15 min  

na ultrazvuku ve stejném rozpouštědle. 
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Jako poslední optimalizační parametr bylo rozhodování mezi 2 použitými technikami, 

třepačkou a ultrazvukem, a zároveň, zda by mohla být výtěžnost extrakce vyšší i za použití 

kratšího času ultrazvukování, než na třepačce. Na grafech níže (Grafy 33–36) je toto porovnání 

vyjádřeno pro jednotlivá rozpouštědla a kyseliny porovnáním ploch píků kyselin. 

Obecně vzato byla extrakce účinnější pro obě kyseliny na třepačce, jak můžeme vidět  

na šedých sloupcích, které odpovídají plochám píků kyseliny palmitové (Grafy 33 a 34)  

a stearové (Grafy 35 a 36). Nicméně, u ethanolu jednoznačně vychází, že je výhodnější použít 

extrakci pomocí ultrazvuku a lze dokonce použít i kratší časy, než při extrakci na třepačce  

a i přesto je výtěžnost vyšší o 71–85 % pro obě kyseliny. U ostatních rozpouštědel je lepší zvolit 

extrakci na třepačce, kdy i při delší době extrakčního kroku na ultrazvuku, než na třepačce, je 

výtěžnost vyšší při použití třepačky. Z uvedených dat tedy plyne, že optimální metodou pro 

extrakci MK je dvoukroková extrakce ethylacetátem na třepačce s délkou jednoho extrakčního 

kroku 20 min. 

 

Graf 33: Porovnání výtěžností extrakce pro 

KYSELINU PALMITOVOU: 5 min na ultrazvuku 

vs. 10 min na třepačce. 

 

 

Graf 34: Porovnání výtěžností extrakce pro 

KYSELINU PALMITOVOU: 15 min na 

ultrazvuku vs. 20 min na třepačce. 

 

 

Graf 35: Porovnání výtěžností extrakce pro 

KYSELINU STEAROVOU: 5 min na ultrazvuku 

vs. 10 min na třepačce. 

 

Graf 36: Porovnání výtěžností extrakce pro 

KYSELINU STEAROVOU: 15 min na ultrazvuku 

vs. 20 min na třepačce. 
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Při porovnání píků s knihovnou spekter a porovnáním vypočtených retenčních indexů 

s indexy z knihovny NIST bylo zjištěno, že se ve všech rozpouštědlech vytvořily estery 

stanovovaných kyselin. Jelikož byly vzorky proměřeny po 4–5 dnech od vytvoření zjišťovalo 

se, zda se estery tvoří ihned po vytvoření extraktu nebo až po uplynuté době. Pro tyto účely 

byly vytvořeny grafy závislosti plochy píku kyseliny a esteru na čase.  

Byl připraven standardní roztok 1,5 mg/ml obou kyselin v ethylacetátu a bylo přidáno 

100 l 96% kyseliny sírové. Jelikož byl ethylacetát vyhodnocen jako nejlepší rozpouštědlo, 

bylo ověření esterifikace provedeno v něm. Tento roztok byl třepán po dobu 20 min a za dalších 

20 min byl proměřen. Další proměření proběhlo po 19 hodinách a po dalších 3 dnech (měřeno 

po víkendu ráno), přičemž vzorky byly po celou dobu ponechány při laboratorní teplotě. 

 

 

Již po 40 minutách od smíchání standardu s ethylacetátem a přidání kyseliny sírové byl 

poměr ester:kyselina 45:55 u k. palmitové (Graf 37) a 26:74 u k. stearové (Graf 38). Estery se 

tedy tvoří prakticky hned po uvolnění kyselin do rozpouštědla. Dále je vidět, že úplná 

esterifikace proběhla po necelých 4 dnech. Estery vznikaly ve všech 3 rozpouštědlech, dokonce 

i v acetonu, kdy se extrakty po 2 týdnech zbarvily do sytě hnědé barvy, viz Příloha 1  

a Příloha 2. Byla provedena i analýza rozpouštědla, která vyloučila kontaminaci acetonu jiným 

rozpouštědlem. 

Z tohoto důvodu byla kyselina sírová nahrazena nereaktivní kyselinou 

trihydrogenfosforečnou. Jak v roztoku standardu v acetonu s H3PO4, tak v extraktu vzorku 

v acetonu okyseleného k. trihydrogenfosforečnou nebyly nalezeny estery mastných kyselin. 

Pokus byl zopakován i pro roztok standardu v ethylacetátu, nicméně tam se estery tvořily, proto 

se přistoupilo k použití acetonu jako rozpouštědla pro extrakci MK ze vzorků po okyselení 

kyselinou trihydrogenfosforečnou. Aceton měl na třepačce porovnatelně dobré extrakční 

schopnosti vzhledem k ethylacetátu a jako optimální extrakční doba byla zvolena 2x 30 minut. 
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Graf 38: Závislost tvorby esteru/úbytku kyseliny 

palmitové na čase. 

Graf 37: Závislost tvorby esteru/úbytku kyseliny 

stearové na čase. 

 



 

 

55 

 

3.2 Validace metody 

Validace metody byla provedena podle normy ISO/IEC 17025 s pomocí Horwitzova 

vztahu [77] a testovala se opakovatelnost metody: 

𝑯𝒐𝒓𝑹𝒂𝒕 =
𝑹𝑺𝑫𝑹
𝑷𝑹𝑺𝑫𝑹

 

𝑹𝑺𝑫𝑹 (%)…relativní směrodatná odchylka hodnot získaných experimentálně 

𝑹𝑺𝑫𝑹 = 𝟏𝟎𝟎 ×
𝒔

𝒙̅
 

kde s je směrodatná odchylka a 𝒙̅ je průměr naměřených hodnot. 

𝑷𝑹𝑺𝑫𝑹(%)… teoretická relativní směrodatná odchylka 

𝑷𝑹𝑺𝑫𝑹 = 𝟐
(𝟏−𝟎,𝟓𝒍𝒐𝒈𝑪) 

kde C je koncentrace vyjádřena v bezjednotkové formě (hmotnostní zlomek) 

 

Hodnoty HorRat představují referenční hodnoty pro laboratorní kontrolu kvality.  

Dle Horwitze je metoda opakovatelná, pokud se hodnoty HorRat pohybují v rozmezí 0,3–1,3. 

Hodnoty nad 1,3 mohou značit odlišnosti v přípravě vzorku, nekontrolované časy a teploty, 

rozdíly v koncentracích a objemech či neúplné extrakce. Hodnotu mohou ovlivňovat i nečistoty 

na laboratorním nádobí. Hodnoty pod 0,3 mohou značit nenahlášené průměrování nebo také 

výbornou přesnost přípravy vzorků [77]. 

Dle AOAC (Association of Official Analytical Chemists) je možné hodnoty PRSDR 

vynásobit ½. AOAC se domnívá, že pro opakovatelnost představují poloviční hodnoty PRSDR 

nejlepší případ [77]. 

3.2.1 Validace metody pro přímé stanovení mastných kyselin 

Z regresní rovnice kalibrační závislosti  byly zpětně vypočítány koncentrace jednotlivých 

analytů v extraktech a následně byly dopočítány (relativní) směrodatné odchylky a validační 

parametry z Horwitzova vztahu (Tabulka 10).  
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Do rozmezí 0,3–1,3 zapadají všechny vypočítané hodnoty, s výjimkou koncentrace 

0,188 mg/ml u kyseliny palmitové, kde se poměr HorRat pohybuje těsně pod hodnotou 0,3, což 

v podstatě značí přílišnou přesnost.  

Dále byly sestrojeny kalibrační křivky (Příloha 4 a Příloha 5), určeny parametry regrese  

a stanoveny limity kvantifikace a limity detekce (viz Tabulka 11). Limit kvantifikace (LOQ) 

byl stanoven jako první bod kalibrační přímky a limit detekce (LOD) vypočítán z rovnice níže: 

 

𝑳𝑶𝑫 =
(𝒂 + 𝟑 × 𝒔𝒂)

𝒃
 

  

a ….. úsek přímky 

b ….. směrnice přímky 

𝒔𝒂…. směrodatná odchylka úseku 

 

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

 Kyselina palmitová Kyselina stearová 

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 stanovení MK jako methylesterů 

Po derivatizaci mastných kyselin, tedy methylaci, bylo zjištěno, že se methylestery 

v iontovém zdroji hmotnostního spektrometru ionizovaly mnohem lépe, než samotné mastné 

kyseliny, což dovolilo proměřit standardy (a posléze i vzorky) v režimu SCAN. Validace byla 

provedena stejným způsobem jako při validaci extrakce MK bez derivatizace s výjimkou 

použití jiného koncentračního rozmezí standardů. Výsledky validačních kritérií  této metody 

jsou uvedeny v Tabulce 12.
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Žádná z hodnot HorRat nevyšla nad 1,3. U methylstearátu se polovina hodnot pohybovala 

v rozmezí 0,3–1,3 a zbylá polovina pod hodnotou 0,3. U methylpalmitátu se kromě hodnoty 

HorRat u koncentrace 5 µg/ml všechny hodnoty pohybovaly pod 0,3.  

Dále byly z kalibračních grafů (Příloha 6 a Příloha 7) odečteny rovnice regrese  

a koeficienty determinace. LOQ byl opět stanoven jako první bod kalibrační závislosti,  

viz Tabulka 13. 

 

Tabulka 13: Parametry regrese a LOQ methylpalmitátu a methylstearátu. 

 Methylpalmitát Methylstearát 

Rovnice regrese y = 0,0402x - 0,0221 y = 0,0406x - 0,0272 

Koeficient determinace  0,9981 0,999 

LOQ (µg/ml) 5,276  5,008  

 

Hodnoty HorRat, jak už pro metodu bez derivatizace, tak s derivatizací, se nenacházely nad 

hodnotou 1,3, což vyloučilo větší vliv matrice či vliv jiných zmiňovaných faktorů a obě metody 

pro stanovení mastných kyselin se dají považovat za opakovatelné. 

3.3 Analýza reálných vzorků 

Byly zanalyzovány 2 druhy obalů na vejce. TM (1; 2; 3) značí 3 různé vzorky tmavších 

obalů od vajec, SV (1; 2; 3) značí 3 různé vzorky světlejších obalů od vajec. Extrakty získaly 

růžovou (TM 1; 2; 3) a světle růžovou barvu (SV 1; 2; 3) viz Příloha 3. Roztoky se začaly 

zbarvovat hned po okyselení. Co se týče kvalitativních znaků, kyselina palmitová měla retenční 

čas 10,06 min a kyselina stearová eluovala v čase 11,36 min. Na chromatogramech vzorku TM1   

(Příloha 8 a Příloha 9) můžeme vidět charakteristické píky kyselin, které vlivem větší sorpce 

v koloně chvostují. Methylestery díky vyšší těkavosti eluují dříve, methylpalmitát v čase 

9,77 min a methylstearát v čase 11,09 min. Píky jsou symetrické, viz Příloha 10 a Příloha 11.  

Ve vzorcích nebyly nalezeny žádné další látky ve významných koncentracích. 
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Výsledky stanovení koncentrací MK v papírových obalech v mg/ml (resp. µg/ml) byly 

převedeny na hmotnost mastných kyselin v gramech na m2 vzorku a jsou uvedeny  

v Tabulce 14. Mastné kyseliny byly stanoveny dvěma metodami, jako volné MK (bez 

derivatizace) a dále jako methylestery těchto kyselin (s derivatizací). 

 

Tabulka 14: Výsledky analýzy vzorků bez derivatizace a s derivatizací. 

 Bez derivatizace Po derivatizaci 

Vzorky Kyselina 

palmitová 

(g/m2) 

Kyselina 

stearová 

(g/m2) 

Kyselina 

palmitová 

(g/m2) 

Kyselina 

stearová 

(g/m2) 

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 stanovení MK ve formě volných MK se většina koncentrací pohybovala kolem 1 g/m2. 

Nejvíce mastných kyselin nacházelo ve vzorku TM1 (1,39 g/m2 kyseliny palmitové a 1,15 g/m2 

kyseliny stearové) a nejméně ve vzorku SV1 (0,89 g/m2 kyseliny palmitové a 0,74 g/m2  

kyseliny stearové). Průměrně se ve vzorcích nacházelo 1,07 g/m2 kyseliny palmitové  

a 0,93 g/m2
 kyseliny stearové. Jelikož se MK používají jako separátory ve výrobním procesu 

ve formě vápenatých solí, pro informaci je v této diplomové práci uvedena průměrná 

koncentrace těchto solí ve vzorcích, a sice 1,21 g/m2 palmitanu vápenatého a 1,04 g/m2 stearanu 

vápenatého. 

U stanovení MK jako methylesterů byla největší koncentrace kyselin stanovena ve vzorku 

TM1 (0,88 g/m2 kyseliny palmitové a 0,88 g/m2 kyseliny stearové) a nejmenší ve vzorku TM2 

(0,61 g/m2 kyseliny palmitové a 0,62 g/m2 kyseliny stearové). 
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3.3.1 Porovnání metody stanovení MK a MEMK 

Hlavní výhodou stanovení mastných kyselin bez derivatizace je úprava vzorku, kdy postačí 

vyextrahovat MK z obalů a vzorky jsou v podstatě připraveny k analýze na GC-MS, s čímž je 

spojena jistá časová úspora. Menší počet úkonů při zpracování vzorku také snižuje chybu  

při stanovení. Možnou komplikací analýzy MK může být jejich horší ionizace v iontovém 

zdroji hmotnostního spektrometru, proto také bylo nutné vzorky zakoncentrovat. Další 

nevýhodou může být i vyšší sorpce MK v koloně či zanášení lineru a s tím spojené chvostování 

píků, které potom ztěžuje odečítání ploch píků. 

Naproti tomu převedení mastných kyselin na methylestery poskytuje symetrické píky 

s vysokou intenzitou. Nicméně, zjištěné koncentrace mastných kyselin po derivatizaci jsou 

nižší, než bez derivatizace, což může být způsobeno několika faktory jako je neúplná 

esterifikace, ztráty při přípravě methylesterů a zároveň může mít vliv i povaha vzorku. Obecnou 

nevýhodou metody s MEMK je tedy vyšší počet kroků při úpravě vzorku. 
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ZÁVĚR 

Cílem této práce bylo provést literární rešerši zaměřenou na mastné kyseliny používané 

jako lubrikanty při výrobě papírových obalů a v experimentální části vyvinout metodu  

pro izolaci a stanovení kyseliny palmitové a stearové ve vzorcích papírových obalů. V této práci 

byly jako reálné vzorky použity papírové obaly na vejce.  

Pro extrakci byla testována 3 rozpouštědla, ve kterých se dle literatury rozpouští kyseliny 

palmitová a stearová a zároveň jsou běžně dostupná a relativně netoxická, konkrétně ethanol, 

aceton a ethylacetát. Dále byl zkoumán optimální počet extrakčních kroků a čas jednoho kroku, 

rovněž i vliv extrakce s asistencí ultrazvuku a extrakce na třepačce. Jelikož  

se kyseliny ve vzorku nacházely ve formě solí, byla do rozpouštědla přidána i 96% kyselina 

sírová, která se poté projevila jako nevhodná, jelikož se jejím vlivem ve všech rozpouštědlech 

tvořily estery mastných kyselin, aceton nevyjímaje. Proto byla nahrazena kyselinou 

trihydrogenfosforečnou a přestože ethylacetát vyšel jako nejvhodnější rozpouštědlo, nemohl 

být použit ani s H3PO4, protože i vlivem této kyseliny se v roztoku tvořily estery, a proto byl 

nahrazen acetonem. Optimální metoda pro extrakci mastných kyselin z papírových obalů je 

tedy 2x opakovaná extrakce na třepačce v acetonu po dobu 30 minut s přídavkem kyseliny 

trihydrogenfosforečné.  

Dále byly testovány metody pro stanovení mastných kyselin jako volných mastných kyselin 

a jako methylesterů. Výhodou derivatizace MK bylo zlepšení intenzity píků a zlepšení jejich 

symetrie v chromatogramu. Nevýhodou byla vícekroková úprava vzorku a s tím spojené možné 

ztráty, případně se mohla projevit neúplná esterifikace mastných kyselin nebo vliv povahy 

vzorku. Naopak výhodou stanovení mastných kyselin bez derivatizace bylo právě méně kroků 

úpravy vzorku. Obě metody, jak už pro stanovení volných mastných kyselin nebo MK jako 

methylesterů, byly zvalidovány dle validačních kritérií podle Horwitze a měly uspokojivé 

výsledky. Dají se proto považovat za opakovatelné. Výsledky analýzy reálných vzorků,  

ve kterých byly MK derivatizovány, poskytovaly menší hodnoty, než u analýzy volných MK. 

Přestože mastné kyseliny se většinou kvůli analýze na plynovém chromatografu derivatizují, 

lze je stanovit i bez derivatizace, a to s dobrými výsledky a relativně jednoduchým způsobem 

zamezujícím ztráty při větším počtu úkonů úpravy vzorku. 
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     Příloha 4: Kalibrační závislost pro kyselinu palmitovou. 

 

 

     Příloha 5: Kalibrační závislost pro kyselinu stearovou. 
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Příloha 6: Kalibrační závislost pro methylpalmitát. 

 

 

Příloha 7: Kalibrační závislost pro methylstearát. 
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Příloha 8: Ukázka chromatogramu: vzorek TM 1, mastné kyseliny. 

 

 

Příloha 9: Ukázka chromatogramu: vzorek TM 1, mastné kyseliny, přiblíženo. 
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Příloha 10: Ukázka chromatogramu: vzorek TM 1, methylestery mastných kyselin. 

 

 

Příloha 11: Ukázka chromatogramu: vzorek TM 1, methylestery mastných kyselin, přiblíženo. 
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