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Souhrn

Disertacni prace je zaméfena na optimalizaci a vyvoj plynové-chromatografickych
metod pro latky zejména lipidové povahy. Pozornost byla upfena na vhodné derivatizacni
reakce, bez kterych by byly analyzy takovych slou€enin té€zko proveditelné, ne-li nemozné.
Prehled nejpouzivanéjSich a nejznaméjsich typl derivatizacnich reakci je uveden
v teoretické Casti. Ta rovnéz pojednava o latkach, které byly v praci analyzovany, vetné
nejbéznéjSich analytickych metod uréenych pro jejich stanoveni. Jednalo se o steroidni latky
jako je cholesterol, jeho prekurzory a produkty jeho pfemén, zluCové kyseliny, dale pak
mastné kyseliny a sacharidy.

Experimentalni Cast je rozdélena na Ctyfi ¢asti, pfi¢emz kazda z nich se vénuje analyze
jiného typu latek z riiznorodych matric. Za prvé se podatilo vyvinout jednoduchou GC-MS
metodu pro rozliSeni mezi vnitiné a venkovné ustdjenym skotem, ktera je zalozena na obsahu
7-dehydrocholesterolu normalizovaného na obsah cholesterolu, a ktera byla uspésné
aplikovana na deset vzorkd kravského mléka se znamym zpisobem ustajeni. Dale byla
metoda GC-MS optimalizovana pro analyzu produkti chemické dehydratace
a elektrochemické oxidace chenodeoxycholové kyseliny, kdy se ve spolupréci s jinymi
analytickymi technikami podafilo identifikovat majoritni dehydratacni a oxidacni produkt.
Tteti oblasti, kde byla metoda GC-MS spolu s vhodnym derivatizatnim postupem pouzita,
byly analyzy vzorka kulturniho dédictvi. Nejprve byl postup optimalizovan na referencnich
vzorcich nasténnych maleb a nasledné aplikovan na historické vzorky pochéazejici z obdobi
sttedovéku. Kombinace GC-MS spolu s PCA analyzou zahrnujici mnoho dilezitych
parametrd, jako jsou vybrané poméry mastnych kyselin, jejich suma a pfitomnost produkti
oxidace cholesterolu, se ukazala jako vhodné feSeni pro urceni konkrétniho lipidového
pojiva pouzitého v nasténné malbe. Posledni ¢ast prace je vénovana vyvoji GC-MS metody
pro spolecnou analyzu polarnich i nepolarnich latek z jednoho mikrovzorku osemeni hrachu
setého dvou riznych genotypu lisicich se svoji dormanci. Optimalizovan byl zejména postup
pro analyzu nepolarnich latek, kde se jako idealni jevilo zmydelnéni nasledované extrakci
latek a jejich derivatizace silylacnim ¢inidlem. Pfi spole¢né analyze pak bylo identifikovano
vice nez padesat slouCenin v polarni frakci a podobné mnozstvi latek, zeyména mastnych

kyselin, ve frakci nepolarni.



Summary

The dissertation thesis “Derivatization in chemical analysis” focuses on the
optimization and development of gas chromatographic methods for substances, particularly
of a lipid nature. Attention is directed towards suitable derivatization reactions, without
which analyses of such compounds would be hardly feasible if not impossible. An overview
of the most commonly used and well-known types of derivatization reactions is provided in
the theoretical part. This section also discusses the substances analyzed in the thesis,
including the most common analytical methods used for their determination. These
substances include steroid compounds such as cholesterol and its precursors, bile acids, fatty
acids, and carbohydrates.

The experimental part is divided into four sections, each dedicated to the determination
of different types of substances from diverse matrices. Firstly, a simple GC-MS method was
developed to differentiate between internally and externally housed cattle, based on the
content of 7-dehydrocholesterol normalized to the cholesterol content. This method was
successfully applied to ten samples of cow's milk with known type of housing. Furthermore,
the GC-MS method was optimized for the determination of products of chemical
dehydration and electrochemical oxidation of chenodeoxycholic acid. Thanks to cooperation
with other analytical techniques, the major dehydration and oxidation products were
identified. The third area where the GC-MS method, along with a suitable derivatization
procedure, was used, involved analyses of cultural heritage samples. Initially, the procedure
was optimized on reference samples of wall paintings and then applied to historical samples
from the medieval period. The combination of GC-MS with PCA analysis, including many
important parameters such as selected fatty acid ratios, sum of selected fatty acids, and the
presence of cholesterol oxidation products, proved to be a suitable solution for determining
the specific lipid binder used in wall paintings. The last part of the thesis is devoted to the
development of a GC-MS method for the simultaneous determination of polar and non-polar
substances from a microsample of seeds of two different genotypes of field peas differing in
their dormancy. The procedure was optimized, especially for the determination of non-polar
substances, where saponification followed by extraction of the substances and their silylation
proved to be ideal. In simultaneous determination, over fifty compounds were identified in
the polar fraction and a similar number of substances, particularly fatty acids, in the non-

polar fraction.
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1 Uvod

Plynova chromatografie (GC) ma v separaci a analyze t€kavych organickych sloucenin
dominantni postaveni. Co vSak s molekulami, které se strani pozornosti, protoze nemaji
dostate¢nou t€kavost nebo tepelnou stabilitu potfebnou pro GC analyzu? Praveé zde nastupuje
analyticka derivatizace a nabizi pomyslny kli¢ k odemknuti skrytého svéta téchto analytd.

Derivatizaci si 1ze predstavit jako chemicky tanec, pfi kterém jsou specifické funkcni
skupiny v molekulach peclivé nahrazovany novymi. Tyto nové skupiny, strategicky zvolené
tak, aby poskytovaly lepsi t€kavost nebo pozadované chromatografické chovani, umoziu;i
diive neviditelnému analytu vstoupit na scénu plynové chromatografie. Chemicky
modifikovana molekula, nazyvana derivat, tak disponuje vlastnostmi potfebnymi pro
separaci a detekci, odhalujici jeji identitu a mnozstvi. Otazkou ztstava, co je hlavni motivaci
pro tuto chemickou manipulaci. Pfedstavme si svét polarnich molekul, jako jsou aminy,
alkoholy a karboxylové kyseliny. Tyto polarni slouCeniny se svymi intermolekularnimi
silami pevné drzi na sobé, na aktivnich mistech chromatografického systému a odmitaji se
posouvat GC kolonou. Derivatizace, vyzbrojena cinidly, jako jsou silylacni a acylacni,
nahrazuje tyto polarni skupiny objemnéjsimi a méné interaktivnimi skupinami. Vysledkem
je efektivni separace a analyza celé fady polarnich slou¢enin. Kromé zmény tékavosti nabizi
derivatizace dalsi vyhody. Mlze zlepsit chromatografické rozliSeni manipulaci s polaritou
a velikosti molekuly, coz vede k lepsi separaci od ostatnich slozek ve vzorku. Dale maze
také zlepsit detegovatelnost zavedenim funkénich skupin, které zvySuji odezvu piislusného
detektoru. Vybeér spravného derivatizacniho ¢inidla a reak¢énich podminek je zasadni pro
zajisténi uplné premeény a minimalnich vedlejsich reakci. Navic derivatizace pridava dalsi
krok do analytického pracovniho postupu, vyzadujici optimalizaci a validaci pro zajisténi
optimalnich dat.

Navzdory slozitosti analytické derivatizace jsou vyhody z ni plynouci nepopiratelné.
Rozsituje dosah plynové chromatografie, coz umoziiuje analyzovat Sirokou skalu sloucenin,
od farmaceutik a zneCistujicich latek v zivotnim prostfedi az po biomolekuly nebo vonné
a chutové latky v potravinach. Od odhalovani tajemstvi forenznich diikazti po vyvoj novych

1ékt nadale hraje derivatizace klicovou roli v posouvani hranic analytické védy.



2 Teoreticka cast

2.1 Plynova chromatografie

Zacatek chromatografie lze datovat kolem roku 1900 praci Michaila Cvéta. Ten
vyvinul metodu, pomoci které¢ se mu podafilo rozdelit rostlinné pigmenty v zavislosti na
pouzitém adsorbentu a jako prvni zavedl termin ,,chromatografie”, skladajici se z feckych
slov pro ,,barvu = ypdpo chroma™ a ,,psani = ypaeetv graphein® [1,2]. Pravem je tak Michail
Cvét Casto oznacovan za ,,otce chromatografie”. O nékolik desetileti pozdéji, ve 40. a 50.
letech 20. stoleti byly polozeny teoretické zaklady plynové chromatografie, ke kterym
vyznamné prispéli Archer John Porter Martin a Richard Laurence Millington Synge, ktefi
za svou praci v oblasti rozdélovaci chromatografie ziskali v roce 1952 Nobelovu cenu za
chemii [3,4]. Zlom nastal o n¢kolik let pozdéji, kdy A.J.P. Martin spolu s A. Jamesem
navazali na predchozi praci a v roce 1952 se jim podafilo rozdélit smés tékavych mastnych
kyselin pomoci plynové chromatografie [5]. Tato vSestranna technika pfinesla revoluci

v chemické analyze, a dodnes zlstava nepostradatelnym nastrojem v riznych oborech.

Plynova chromatografie je stale technikou prvni volby pro separaci t€kavych, termalné
stabilnich slou¢enin s molekulovou hmotnosti nepievysujici 1000 daltont a teplotou varu do
400 °C [6-9]. Mexzi jeji hlavni pfednosti patii vysoka separacni ucinnost, citlivost (jednotky
ppm az ppb), rychlost analyz (od sekund po minuty), Siroka Skala citlivych detektort
a v neposledni fadé také financni dostupnost 1 pro malé laboratote [6,7]. Vyhodou je také
moznost analyzovat vzorky v plynném, kapalném, a dokonce pevném skupenstvi [10]. To
déla z plynové chromatografie unikatni a vSestrannou metodu, kterd naléza uplatnéni pfi
feSeni problému v celé fadé riznych odvétvi. Jedna se predevsim o analyzu 1éCiv, vzorka
zivotniho prostiedi, pesticidi nebo biologickych vzorkt (krev, mo€ atd.) v klinické chemii.
Opominout nelze ani analyzu potravin a zejména pak ropny pramysl, ktery umoznil rozmach
plynové chromatografie [10]. Vedle provadéni analyz Siroké skaly nejriznéjsich typt vzorka
muize byt plynova chromatografie pouzita i ke studiu struktur chemickych sloucenin,
ur¢ovani mechanismu a kinetiky chemickych reakci a dale k méfeni izoterem, adsorpcnich

tepel nebo aktivitnich a diftiznich koeficientd [10].

Nicméné mnozstvi latek, které mohou byt analyzovany pomoci plynové
chromatografie pfimo, je limitovano. Makromolekularni, velmi polarni latky, nebo
organické soli nelze analyzovat bez predchozi upravy, nebot’ nespliiuji podminky pro GC

separaci [9,11,12]. Tyto latky 1ze ovSem v mnoha pfipadech chemicky modifikovat neboli



derivatizovat tak, aby doslo ke snizeni jejich polarity, a naopak zvyseni tékavosti a termalni
stability. V neposledni fadé je davodem k derivatizaci i zlepSeni detegovatelnosti cilovych
analyti. Reakce analytu s Cinidly nesoucimi halogenované funk¢ni skupiny umoziiuje
detekci pomoci detektoru elektronového zachytu (ECD). V posledni dobé se vSak
derivatizace stale vice pouziva k upravé ionizaCnich vlastnosti pro detekci hmotnostnim
spektrometrem (MS) [13]. Hmotnostni spektrometr piedstavuje nejvykonné&jsi dostupny
detektor pro plynovou chromatografii. Je citlivy, selektivni a nabizi mnohem lepsi
kvalitativni informace nez konvencni detektory jako jsou plamenové ionizacni (FID) nebo
ECD. Moderni piistroje pro plynovou chromatografii-hmotnostni spektrometrii jsou malé,
spolehlivé a levnéjsi nez dfive, proto nahradily v mnoha laboratofich konvenéni plynové

chromatografy i pro rutinni aplikace [8,14].
2.2 Derivatizace v plynové chromatografii

Ackoliv je plynovad chromatografie Siroce rozsifenou analytickou technikou
nachazejici uplatnéni v mnoha typech laboratofi po celém svété, ma, podobné jako kazda
jina technika, nékolik nedostatkd. Hlavnim nedostatkem jsou omezené moznosti piimé
analyzy malo tekavych, termalné nestabilnich latek, ¢asto poskytujicich asymetrické piky.
Takové latky jsou pak analyzovany pomoci jiného typu instrumentace, anebo jsou vhodné
chemicky upraveny tak, aby byly zlepSeny jejich plynové chromatografické vlastnosti, jako
je tekavost, termalni stabilita a/nebo detegovatelnost. Chemickou zménou analytu nemusi
byt pouze derivatizace, ale jsou pouzivany i jiné zpusoby pfemény analytu jako je naptiklad

pyrolyticky rozklad [13].

GC analyza je siln€ zavisla na tékavosti analytl, jez musi byt dostatecna, aby doslo
k rychlému prechodu latky do plynného stavu. Slouceniny s velkou relativni molekulovou
hmotnosti jsou méné t€kavé a pokud navic obsahuji polarni funkéni skupiny, vykazuji
extrémné dlouhé retencni Casy a mnohdy nedojde ani k jejich eluci z kolony. Typickymi
predstaviteli takovych slouCenin jsou 1éCiva, sacharidy, steroidy aj. Ani slouceniny s nizkou
molekulovou hmotnosti nejsou pro GC analyzu idealni, nesou-li polarni skupiny. Mize totiz
potencialné dochazet ke tvorbé iontd a takové slouCeniny mohou vykazovat podobné
chovani jako ty s vétsi hmotnosti [11]. Obecné plati, ze ¢im vice polarnich skupin v molekule
bude, tim nizsi bude té€kavost v disledku intermolekularnich interakci zplisobenych
zpravidla vodikovou vazbou. Proto jsou aktivni (polarni) vodikové atomy v riznych
funkénich skupinach typu karboxylova, alkoholova, thiolova, amino a dal§i nahrazovany

jinymi funkénimi skupinami. Na druhou stranu ani velmi t€kavé latky nejsou pro analyzu
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vhodné, a to zejména kvuli jejich moznym ztratam béhem zpracovani vzorku (napf. extrakce
nebo odstranéni piebytecného rozpoustédla). Derivatizaci dojde ke zvySeni jejich
molekulové hmotnosti, coz minimalizuje ztraty béhem manipulace se vzorkem a zaroven

dojde k lepsi separaci od pika rozpoustédel, ktera obvykle eluuji z kolony mezi prvnimi.

Derivatizace byva pouzita pro zlepSeni chromatografického chovani a tvaru piku.
Vznikly derivat by mél poskytovat jeden symetricky pik odpovidajici definovanému
produktu vychozi slouceniny. Velmi polarni latky s nizkou tékavosti maji tendenci
adsorbovat se na aktivnich mistech chromatografického systému, ¢imz obvykle dochézi
k tzv. chvostovani pikl spolu se slabou, nebo zadnou odezvou detektoru. Ke chvostovani
pikti mize také dochazet, pokud je mnozstvi latky v chromatografickém systému pfili§ velké

[11,15,16].

Separace blizce ptibuznych slouCenin je ve vétSin€ pripadd naroCna, az témeér
nemozna. Jedna se zejména o opticky aktivni latky jako jsou enantiomery alkoholl,
karboxylovych kyselin, aminokyselin nebo anomery sacharidii. Problém pfi separaci mohou
zpusobovat i steroly liSici se pouze pozici hydroxylové skupiny. Pouzitim vhodné metody
derivatizace dojde ke znaCnému zlepSeni separace téchto piibuznych latek v dusledku
vyrazné zmény nekteré z jejich vlastnosti — napfiklad polarity, a tedy i teploty varu.
V piipadé enantiomerti jde o prevedeni na diastereomerni derivaty pomoci chiralnich
Cinidel, které mohou byt dale separovany na béznych nechiralnich stacionarnich fazich.
Derivatizace navic umoziuje separaci komplexnich smési a prohloubeni rozdili mezi

analytem a slozkami matrice.

Dulezitym faktorem je i stabilita slouCenin, zejména ta tepelna. Analyzované latky
musi totiz vydrzet vysoké teploty v nastfikovém prostoru, pfi kterych jsou odpareny do
plynné faze bez toho, aniz by doslo k jejich termalnimu rozkladu nebo reakci s jinymi
slouceninami. V piipadé, ze k rozkladu dojde, je v chromatogramu detegovano mnoho pik,
které prislusi produktim termalniho rozkladu. Kromé tepelné stability lze zvysit i tu
chemickou — chranénim specifickych skupin v analytu pomoci derivatizace. Takovou
skupinou mohou byt napftiklad thioly, jez jsou derivatizaci chranény proti oxidaci stopami

kysliku ve vyhratém nastfikovém prostoru GC.

Dalsi vlastnost, kterou derivatizace pomaha zlepsit, je detegovatelnost sloucenin, at’
uz ve smyslu zvétseni odezvy nebo zavedeni skupin, které jsou selektivné detegovany danym

typem detektoru. Takovym detektorem je naptiklad ECD, ktery dokaze byt vysoce citlivy



pro slouceniny obsahujici elektronegativni atomy. Halogeny obecné zvysuji citlivost ECD
detektoru v tomto poradi: F < Cl < Br < L. Proto byvaji jako derivatiza¢ni Cinidla Casto
pouzivany razné halogenované acylové derivaty, z praktického hlediska nejCastéji
fluorované derivaty, napt. pentafluorfenylacetyl chlorid, anhydrid kyseliny trifluoroctové
(TFAA) nebo anhydrid kyseliny heptafluormaselné (HFBA), ktery umoziuje detekci
mocoviny nebo pesticidd. Derivatizace pro GC ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem
(MS nebo MS/MS) muze poskytnout derivat sjasné definovanou fragmentaci vcetné
charakteristickych m/z iontl a napomoci tak lepsi identifikaci vzorku. Pro tento ucel jsou
nejvice pouzivany trimethylsilyl (TMS) derivaty, o kterych bude fe¢ v kapitole 2.2.3
[11,14,17].

V drtivé vétsing€ piipadu je derivatizace provadéna pred chromatografickym procesem
(angl. precolumn derivatization) s cilem zlepS$it jak vlastnosti pro chromatografickou
separaci, tak pro detegovatelnost. VétSina téchto derivatizacnich reakci probiha jiz béhem
zpracovani vzorku ptfed analyzou a nazyvaji se proto jako ,offline” derivatizace. Nékteré
reakce mohou ovSem probihat i ,online“ jako je naptfiklad methylace pomoci
tetramethylamonium hydroxidu (TMAH), kterd probihd az v nastfiku za vysokych teplot.
Je-1i derivatizace provadéna pouze za ucelem zlepseni detegovatelnosti, mize k ni dochazet
az po chromatografickém procesu (angl. postcolumn derivatization). Nicméné tento zptsob
je Castéji aplikovan v kapalinové chromatografii.

V dnesni dobé je dostupna Siroka skala nejriznéjSich derivatizacnich ¢inidel véetné
jasné definovanych a dobie popsanych postupt pro jejich konkrétni pouziti. Tfi nejcastéji
pouzivané typy reakci — alkylace, acylace a silylace budou podrobnéji rozepsany
v nasledujicich kapitolach. Vybér vhodného derivatizaéniho cinidla zavisi na nékolika
faktorech, které je tieba uvazovat. Za prvé je to povaha analytu a matrice vzorku, konkrétné
jaké funkéni skupiny se v molekulach vyskytuji, jsou-li tyto skupiny néjak stericky branény,
jaka je kyselost vodikového atomu atd. Vyhodné je také derivatizovat analyty, které byly
pfedem separovany od zbytku matrice. Déle je tfeba uvazovat dopad zamyslenych zmén,
respektive jaky budou mit vliv na vlastnosti analytu. Dulezita je i zvolena analyticka metoda,
ktera ma byt ke zkoumani pouzita, s ¢imz se poji vybér kolony, volba detek¢niho systému
a jiné. Derivatizacni ¢inidlo muze byt pouzito samostatn€, anebo v kombinaci
s rozpoustédlem, jehoz funkci je podpofit rozpusténi analytu a také podpofit prubéh
derivatizaCni reakce. Podminkou je, aby rozpoustédlo nereagovalo s derivatizaénim

¢inidlem. To spliiuji zejména aproticka rozpoustédla jako je pyridin, dimethylformamid



(DMF), dimethylsulfoxid (DMSO) nebo tetrahydrofuran (THF) [11,13,15,18]. Idealni

derivatizacni reakce by méla spliovat nasledujici:

e derivatizacni reakce musi byt kompletni (95-100 % vzorku derivatizovano)

e zmeény ve struktufe analytu v dasledku derivatizace jsou pouze na kyzenych mistech
(funkeni skupiny)

e produkty derivatizacni reakce jsou odliSitelné a dobfe separovatelné od vychozi
slouceniny

e zadné interakce mezi Cinidlem a aktivnimi misty v chromatografickém systému, ani
laboratornim vybavenim (deaktivace sklenénych materiali — silanizace silanolovych
skupin skla)

e vytvoreny derivat je stabilni v Case

Ackoliv se derivatizace mlze jevit jako idealni feSeni, nebot’ umoziuje ¢i zlepSuje
provadéné analyzy, ma i nékolik nevyhod. Jedna se predevs§im o Casovou naro¢nost a mozny
zdroj chyb, nebot’ derivatiza¢ni reakce jsou krokem navic pii pfipravé vzorku a muze dojit
ke kontaminaci, nebo naopak ztrat€ vzorku béhem manipulace. Dal§im problémem je mozna
tvorba vedlejsich produktd, které nasledné vedou k prebytecnym pikiim v chromatogramu,
které pak mohou zptisobovat problémy pfi separaci hledanych analyti a snizovat vytézky
a citlivost analyz. Samoziejmosti jsou snahy o to, minimalizovat tyto nedostatky. V dnesni
dobé uz se tak objevuji sofistikované GC systémy, které dokazou sami pridat derivatizacni
¢inidlo ke vzorku, michat, zahfivat a davkovat automaticky vzorek do systému. Moznym
zpusobem, jak zjednodusit proces piipravy vzorku, omezit mnozstvi pouzitych organickych
¢inidel a zabranit nebezpecnym situacim béhem manipulace se vzorky, je jiz zminovana
online derivatizace pomoci IPD (z angl. injector-port-derivatization). Analyty
a derivatizacni Cinidla jsou pfi této metodé davkovany do vyhratého nastfikového prostoru

GC, ve kterém derivatizace probiha [19-21].
2.2.1 Alkylace

Pii derivatizanich reakcich alkylacniho typu je vodikovy atom v karboxylovych
kyselinach (R-COOH), sulfonovych kyselinach (R-SO2H), alkoholech a fenolech (R-OH),
thiolech (R-SH), primarnich a sekundarnich aminech (R-NH2 a R-NH-R") a v rGznych
amidech (R-CONHz, R-SO2NR2) nahrazen alkylovou nebo arylovou skupinou. Alkylace je

Casto pouzivana jako prvni krok, po kterém mohou nasledovat dalsi derivatizacni reakce.



Vzniklé alkyl(aryl) derivaty jsou méné polarni nez vychozi latka a rovnéz jsou potlaceny

intermolekularni reakce, coz usnadiuje chromatograficky proces [14,22].

Kyselost vodiku, ktery ma byt nahrazen, vyznamné urcuje podminky potiebné
k provedeni alkylace. Cim méné kysely vodikovy atom je, tim musi byt podminky reakce
intenzivné)s§i. Alkylace slabé kyselych skupin, mezi které Ize fadit naptiklad -OH skupinu
alkohold, -SH skupinu thiold nebo -NH skupinu amidi, vyzaduje siln€ bazické katalyzatory
(napf. hydrid sodny, methoxid sodny). Naopak funk¢ni skupiny s kyselejsi povahou (fenoly,
karboxylové kyseliny) jsou derivatizovany za piitomnosti méné bazického katalyzatoru
(napt. fluorid bority — BF3). Z toho plyne, ze s klesajici kyselosti vodikového atomu ve
funkénich skupinach je nutné pouziti siln€j§iho alkyla¢niho Ccinidla, respektive
extrémnéj§ich podminek reakce. S t€émito zvySujicimi se naroky na ¢inidla a podminky
reakce je selektivita a pouzitelnost alkylace zna¢né limitovana. Krome toho mohou extrémni
podminky nutné k provedeni reakce zpusobit dalsi nezadouci vedlejsi reakce a pripadné

komplikace pfi interpretaci chromatogramu [18,23-26].

Alkylace nachazi uplatnéni prevazné pii derivatizaci organickych kyselin, které jsou
prevadény na jejich estery, nejcastéji methyl estery. Tento typ alkylace se proto nazyva
esterifikace a pro karboxylové kyseliny je dokonce preferovanéjsi pred silylaci. Alkylestery
karboxylovych kyselin jsou totiz vysoce stabilni oproti TMS derivatim a v piipadé potieby
mohou byt izolovany a skladovany po delsi dobu. Karboxylové kyseliny jsou pifevadény na
alkylestery nejCastéji reakci s alkoholem za pfitomnosti katalyzatoru, kterym byvaji bézné
pouzivané kyseliny nebo kyseliny lewisovského typu (napt. kyselina chlorovodikova,
sirova, trifluoroctova, dale fluorid bority, acetylchlorid nebo kyselé katexové pryskyftice).
Pred nadavkovanim vzorku do GC je nezbytné odstranit piebytecny katalyzator. Druhou
velkou skupinou latek, u kterych byva alkylace uspésné aplikovana, jsou sacharidy, zejména
mono- a oligosacharidy, kdy byvaji methylovany jejich volné hydroxylové skupiny.
Alkylaci mohou také podléhat rizné steroidni latky, aminokyseliny, katecholaminy nebo

barbituraty [11,13,14,17].

Mezi bézna alkylacni Ccinidla a reakce patfi alkylhalogenidy s pfisluSnym
katalyzatorem, diazoalkany, dialkyl acetaly nebo pyrolyticka alkylace vyuzivajici N-
alkylamoniové soli. Nejvice pouzivané alkylhalogenidy jsou nizkomolekularni alifatické
bromidy nebo jodidy, napt. methyl, ethyl, propyl atd., pfipadn€ benzyl nebo substituovany
benzyl (pentafluorbenzylbromid). Tato c¢inidla jsou nejvice vhodna pro derivatizaci

karboxylovych kyselin, fenolickych a thiolovych skupin. Hydroxylové skupiny mohou byt
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rovnéz derivatizovany, nicmén¢ reakce probiha pomalu a vyzaduje pritomnost katalyzatoru.
Tim mlze byt napfiklad oxid stfibrny, ktery se ve smési s prislusnym alkylhalogenidem
pouziva pro alkylaci sacharidt [24]. Dalsi skupinou latek pouzivanych pro alkylacni reakce
jsou diazoalkany, v Cele s diazomethanem, ktery je pouzivan pro pfipravu methylestera
karboxylovych kyselin. Vyuzivan je také pro methylaci volnych hydroxylovych skupin
vybranych sacharidi [24,27]. Reakce s diazoalkany probiha takika okamzité jsou-li
alkylovany silné€ kyselé vodiky v karboxylovych a sulfonovych kyselinach nebo fenolech.
U ostatnich skupin je nutna pfitomnost katalyzatoru, napt. Lewisova kyselina —
diethyletherat fluoridu boritého pro derivatizaci alkoholi. Nicméné s diazoalkany je
spojovana fada nevyhod. Jedna se o siln€ toxicka ¢inidla, kterd jsou nachylna k explozi pfi
zahfivani nebo kontaktu s urCitymi materialy. Jsou také siln€ reaktivni a mohou podléhat
fadé adicnich a cyklizacnich reakci vedoucich ke tvorbé mnoha nezadoucich vedlejSich
produktt. Proto jsou v urcitych piipadech preferovana jina Cinidla, v dne$ni dobé€ jiz navic
komeréné dostupna. Jednd se o substituované dimethylformamidy, nejcastéji N,N-
dimethylformamid dimethyl acetal. Cinidla tohoto typu jsou vhodna pro karboxylové
kyseliny (i ty stericky branén¢), fenoly a thioly, nicméné s alkoholy nereaguji. Specialnim
druhem alkyla¢ni reakce je pyrolyticka alkylace, pii které reaguji kvartérni N-alkylamoniové
soli s fadou sloucenin obsahujicich aktivni vodikové atomy (-OH nebo -NH) ve vyhiatém
nastiikovém prostoru GC chromatografu. Pyrolytické alkylaci podléhaji karboxylové
kyseliny, fenoly, barbituraty, sulfonamidy a riazné heterocyklické dusikaté slou¢eniny (napf.
puriny) [24]. Cinidla se li§i dle pouzitého alkylu, ve vétsing pfipadd jsou oviem preferovana
ta, kterd poskytuji methyl derivaty. Obvykle jsou pouzivany vodné nebo methanolické
roztoky nasledujicich ¢inidel: tetramethylamonium hydroxid (TMAH),
fenyltrimethylamonium hydroxid (PhTMAH), trimethylanilin hydroxid nebo m-
trifluormethylfenyltrimethylamonium  hydroxid (TFTMAH). Tvorba derivatd pfi
pyrolytické alkylaci zahrnuje nékolik krokli — viz schéma na obrazku 1. Jsou-li karboxylové
kyseliny esterové vazany (naptf. v triacylglycerolech), dojde v prvnim kroku
k hydrolytickému $§tépeni téchto vazeb reakci se silné bazickym c¢inidlem. Poté dojde
k vytvoteni N-alkylamoniové soli, kterd podléha pyrolytickému rozkladu za tvorby
kyzeného alkylderivatu a terciarntho aminu. Rychlost reakci, wvynikajici uCinnost
derivatizace a snadné pouziti ¢ini z N-alkylamoniovych soli jedny z nejpouzivanéjSich

alkylac¢nich Cinidel [11,14,15,20,22,24,28].



1. Hydrolyza
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Obr. 1 Zjednodusené schéma methylace mastmych kyselin (zde palmitové kyseliny) vazanych v
triacylglycerolu (TAG) pomoci Cinidla TMAH. Prevzato z [22,29]
2.2.2 Acylace

Acylace je Siroce rozsifenou derivatizaéni metodou pro polarni latky. Obecné jsou
pomoci acylace nahrazovany aktivni vodikové atomy u vétSiny hydroxylovych skupin
(alkoholy, fenoly, enolizovatelné karbonylové skupiny), amino skupin (primarni
a sekundarni aminy) nebo thiolt. Acylaci mohou za urcitych podminek podléhat i terciarni
aminy a nékteré amidy. Na druhou stranu acylaci nepodléhd vétSina organickych kyselin
(karboxylové, thiokarboxylové, sulfonové aj.). Davody pro tvorbu acylderivati jsou
podobné jako u ostatnich derivatizanich procedur. Jde piedev§im o snizeni polarity
vybranych funkénich skupin, coz vede k lep§im chromatografickym vlastnostem a redukci
nezadoucich adsorpCnich jeva. Acylace také zlepsSuje stabilitu urcitych slouCenin tim, ze
chrani jejich nestabilni funk¢ni skupiny jako je tomu v pfipadé sousedicich fenolickych
skupin v katecholaminech, které jsou velmi nachylné k oxidaci. Pfipravené acylderivaty
byvaji t€kavejsi nez puvodni slouCeniny, Cehoz je vyuzivano zejména u latek, kde je
v molekule pfitomno nékolik riznych polarnich skupin jako jsou sacharidy nebo
aminokyseliny. Je ov§em tfeba mit pfi vybéru derivatizacniho €inidla na paméti, ze néktera
¢inidla s objemnymi skupinami (napt. heptafluorbutyryl a vyssi analogy) mohou tékavost

naopak snizovat [14,16]. Mnohem castéji je tak acylace provadéna za ucelem zlepSeni



detegovatelnosti, coz ma nejvétsi pfinos u ECD detektoru, jsou-li pouzita halogenovana
acylacni Cinidla (napft. fluorované acylhalogenidy, anhydridy nebo bisacylamidy). Citlivost
detekce je tim vySsi, ¢im vice je v molekule Cinidla atomid fluoru. Odezvu lze zvysit
i zaClenénim atomu Cl, Br nebo I do ¢inidla, ale u takto vytvorenych derivata je t€kavost
vyrazné niz8i. Navic ¢inidla nesouci vice jak tfi atomy chloru jsou nevhodna pro derivatizaci
analytt s vys$§i molekulovou hmotnosti [17]. Kromé zlepSeni detegovatelnosti u GC-ECD
maji derivaty s acylovymi skupinami obsahujicimi fluor (nebo chlor) lepsi vlastnosti pro
zachyceni elektroni, vyssi elektronovou afinitu a jsou tak zvlasté uzitecné pro GC-MS
analyzu s ionizaci v negativnim modu (napt. NICI = negative ion chemical ionization nebo
ECNI-MS = electron capture negative ion mass spectrometry). Acylové derivaty také
poskytuji charakteristické fragmenty a tim padem 1 uzite¢né informace o strukture dané
latky. V nékterych ptipadech je dokonce acylace preferovanéj§i metodou pred silanizaci.
Napriklad acylované primarni nebo sekundarni aminy (amidy) jsou mnohem stabilnéj$i nez
odpovidajici N-silyl derivaty. Toho je vyuzivano napfiklad pfi derivatizaci aminokyselin.
Obecné je alkylace a acylace vhodnéjsi pro rizné dusikaté protické skupiny, pro které je

nevhodna silylace TMS skupinou z divodu nestability vazby N-Si [11,13,17,22,26].

Pro reakce acylacniho typu je obecné vyuzivano tii typt Cinidel: acylhalogenidy, anhydridy
kyselin a reaktivni acylové derivaty jako jsou acylované imidazoly, amidy nebo fenoly.
Acylhalogenidy jsou obvykle ve formé chloridii nebo bromidi, od jednoduchych sloucenin
typu acetylchlorid, az po mnohonasobné substituované jako je napiiklad
(pentafluorfenyl)acetylchlorid. Jejich hlavni nevyhodou je ovSem tvorba silnych
anorganickych kyselin (napt. HCI) jakozto vedlejSich produktt reakce, které musi byt pred
chromatografickou analyzou odstranény, naptiklad pomoci bazickych latek jako je uhli¢itan
sodny nebo hoteCnaty, pfipadné s vyuzitim pyridinu jakozto reakéniho média. Pokud by
k jejich odstranéni nedoslo, mohlo by dojit ke tvorbé rusivych artefaktl, nebo dokonce
k poskozeni chromatografické kolony nebo jiné cCasti chromatografu. Proto byvaji
preferovanéjsi spiSe anhydridy kyselin pfed acylhalogenidy, nebot vedlej§imi produkty
byvaji slabsi kyseliny, které jsou navic tékavéjsi a 1ze je tak snadno odpafit. Pro derivatizaci
alkohold, fenolti a amint jsou bézn€ pouzivany anhydridy kyseliny octové (acetanhydrid),
pentafluorpropionové (PFPA), heptafluormaselné (HFBA) nebo trifluoroctové (TFAA).
Nicméné i tato ¢inidla maji nékolik nedostatk, které plynou zejména z reak¢cnich podminek.
Jak samotné anhydridy kyselin, tak reakéni média jsou kyselé povahy, a tudiz tato reakce

neni vhodna pro derivatizaci sloucenin citlivych na kyselé prostiedi. Pro takové slouceniny
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jsou vhodnéjsi spiSe Ccinidla, ktera maji bazickou odstupujici skupinu, jako jsou
acylimidazoly nebo wvybrané amidy: N-methyl-bis(trifluoracetamid) (MBTFA) nebo
bis(trifluoracetamid) (BTFA). Posledni vyznamnou skupinou latek, ktera je k acylacnim
reakcim pouzivana, jsou alkyl derivaty odvozené od kyseliny chlormravenci (napf.
ethylester kyseliny chlormravenci). Produktem reakce jsou pfislusné karbamaty. Hlavni
prednosti téchto ¢inidel je mensi citlivost na pfitomnost vody ve vzorcich oproti predchozim
¢inidlim. Proto jsou soblibou pouzivany pro derivatizace biogennich amint
(aminokyseliny, aminoalkoholy) ve vzorcich s vysokym obsahem vody [13,22,24,30].
Reakce jednoduché slouceniny — dimethylaminu se ¢tyfmi riznymi acylacnimi Cinidly je
\(O
N o
o)

:\ N/ gj CI)LCFS \N <
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\ ) ) / CF,

znazornéna na obrazku 2.
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Obr. 2 Acylace dimethylaminu ctyFmi riiznymi druhy cinidel. A — trifluoracetylchlorid
(TFAC) a B — anhydrid kyseliny trifluoroctové (TFAA) poskytujici 2,2, 2-trifluor-N,N-
dimethylacetamid, C — acetylimidazol poskytujici N,N-dimethylacetamid, D — ethyl-
chlorformidt poskytujici ethyl-dimethylkarbamdt. Prevzato z [31]

2.2.3 Silylace

Silylacni reakce 1lze bezesporu oznacit za jedny z nejuniverzalnéjSich,
nejpouzivanéj§ich a nejjednodussich derivatizacnich reakci pro GC a GC-MS analyzy.
Obecné je mozné silylovat témeét vSechny heteroatomy nesouci aktivni vodikové atomy.
Primarné jsou silylovany slouCeniny s -OH skupinami (alkoholy, fenoly, karboxylové
kyseliny, oximy, enoly, atd.), dale pak s -NH skupinami (aminy, amidy, iminy) a -SH
skupinami (thioly, thiokarboxylové kyseliny). V drtivé vétsin€ pripadi jsou vodikové atomy
nahrazovany trimethylsilylovou skupinou (TMS), vyjimkou vSak neni ani pouziti jinych
alkylsilylovych derivatl (napf. dimethylsilyl, isopropyldimethylsilyl, fenyldimethylsilyl
nebo terc-butyldimethylsilyl). Blokaci protickych mist dojde ke snizeni dipol-dipolovych
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interakci a tim padem ke zvySeni tékavosti pfipravenych derivati. Samoziejmosti je také
snizeni polarity a zvySeni termalni stability. Silylované derivaty tedy vykazuji vhodné
chromatografické vlastnosti, a navic poskytuji wuzké a symetrické piky. Dobra
chromatograficka mobilita silylovych derivati se projevuje zejména pii pouziti kapilarnich
kolon obsahujicich nepolarni polysiloxanové stacionarni faze. Naopak polarni stacionarni
faze obsahujici volné hydroxylové skupiny, jako je polyethylenglykol (napt. Carbowax),
jsou velice nevhodné a nemély by byt pouzivany pii analyze silylovanych derivata [14].
Vneseni TMS skupin(y) do molekuly je pfinosné i z hlediska zlepSeni hmotnostné
spektrometrickych vlastnosti. Dochazi k produkci diagnostickych fragmentl, které lze
pouzit pro objasnéni struktury a ke vzniku mnozstvi charakteristickych iontd, kterych lze
vyuzit pii stopovych analyzach v ramci monitorovani vybranych ionti (SIM - single ion

monitoring) [14,18,22].

Jednim z urCujicich faktort i¢innosti silylace je povaha analytu, ktery ma byt silylovan
a hraje klicovou roli pfi volbé podminek derivatizace. Bylo zjisténo, ze ucinnost silylace
raznych funkcnich skupin klesa obvykle v tomto poradi: R-OH > Ar-OH > R-COOH > R-
NH; > R-CONH: [32]. Toto poradi v§ak muze byt vyznamné ovlivnéno sterickymi faktory.
Plati, ze reakci snaze podléhaji primarni skupiny nez sekundarni, v ptipadé alkoholt pak
jsou sekundarni skupiny reaktivnéj§i nez terciarni. VétSina reakci je provadéna pouze
v nadbytku silylacniho Cinidla, které jiz samo o sobé slouzi jako rozpoustédlo. V ostatnich
ptipadech jsou k silylacnim €inidlim pfidavana organicka rozpoustédla, jako je napt. hexan,
ether, benzen nebo toluen. Mnohem c¢astéji jsou vSak pouzivana polarni aproticka
rozpousteédla jako pyridin, DMF, DMSO, THF nebo acetonitril. Jejich ptidavek usnadiuje
nejen rozpusténi vzorku, ale zaroven podporuje i prubéh derivatizacni reakce. Zasadnim
kritériem pii volbé rozpoustédla je, aby neobsahovalo aktivni vodikové atomy. Ackoliv toto
kritérium spliluje fada rozpoustédel, jejichz vycet byl uveden vySe, uptfednostiiovan byva
v mnoha aplikacich pyridin. Je totiz nejen velmi ucinnym rozpoustédlem, ale také
katalyzatorem, ktery miZze pusobit jako akceptor kyselin (napt. HCl) vznikajicich pfi
silylacnich reakcich zahrnujicich organo(chlor)silany. Vedlejsi produkty ve formé kyselin
totiz mohou zpusobovat nezadouci interference pii silylaci [13,14,22,26]. Kromé volby
derivatizacniho Cinidla a rozpoustédla maji na ucinnost silylace vliv jes§té dalsi faktory.
Reakce jsou velice citlivé na obsah vody, a proto by mély byt vzorky pred silylaci vysuSeny.
Jinak muze dojit k rozkladu samotného Cinidla i vzniklych derivatd. Vyhodné je navic

pouziti Cinidla a rozpoustédla v nadbytku, coz mize pomoci minimalizovat problémy
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s vlhkosti nebo jinymi necistotami ve vzorku. Silylacni reakce vyzaduji vétSinou zahrati na
vyS$si teplotu (50-100 °C 1 vice), proto je nutné uvazovat termalni stabilitu pouzitého Cinidla
i silylovanych sloucenin, aby nedochazelo k jejich rozkladu. Doba trvani a teplota reakce se
lisi v zavislosti na struktute latky, ktera je derivatizovana. MiZou to byt fadové minuty pfi
laboratorni teploté (napf. stericky nebranéné primarni alkoholy) az hodiny pfi soucasném
zahfivani na vysokou teplotu napiiklad pro terciarni hydroxylovou skupinu

u kortikosteroidu, ktera je navic stericky branéna [24,26].

V zasadé¢ kazda sloucenina obsahujici TMS skupinu vazanou k heteroatomu,
v nékterych pripadech vazanou pouze k atomu uhliku, mtze slouzit jako trimethylsilylacni
¢inidlo. Béhem let byla pfipravena a pouzita fada TMS Cinidel s riznymi reaktivitami,
nalézajicich uplatnéni nejen v analytické, ale i syntetické chemii [33]. Jednim z prvnich
¢inidel byl hexamethyldisilazan (HMDS), jenz se pouziva od 50.1et minulého stoleti dodnes.
Ackoliv HMDS neni dobrym donorem TMS skupiny, je stale pouzivan kvuli nékolika
vyhodam: je cenové dostupny, mé relativné nizkou teplotu varu (124-127 °C), jedinym
vedlejsim produktem reakce je amoniak, na rozdil od silnéjSich silylacnich Cinidel reaguje
selektivnéji a mize byt pouzit samostatné bez rozpoustédla. Je-li HMDS pouzit samostatné,
je jeho pouziti znaén€ omezeno a derivatizovany jsou piedevsim latky kyselé povahy typu
karboxylové kyseliny nebo aminokyseliny. Silylacni u¢innost HMDS mize byt zvysena
pridanim kyselych katalyzatori (napt. TMCS, H2SO4 nebo (NH4)2SO4). Kombinaci HMDS
s nékterym z katalyzatorti lze derivatizovat mnohem vice latek — primarni, sekundarni,
i terciarni alkoholy, cukry, fenoly, nukleotidy atd. Dulezité je také zminit vyuZzitelnost
HMDS pro silanizaci anoganickych materialti jako je sklo, silikagel a zejména sklenéné

kapilarni kolony z divodu deaktivace reaktivnich silanolovych skupin [9,14,33].

V dnesni dobé jsou preferovanymi a nejpouzivangjSimi Cinidly N,O-
bis(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (BSTFA), N,O-bis(trimethylsilyl)-acetamid (BSA) a N-
methyl-trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA). Tato ¢inidla jsou oblibena zejména kvili
jejich vysoké Cistoté, velké sile silyl donoru, rychlym reakcim a také diky vysoké tékavosti
jak samotnych cinidel, tak vedlejSich produktd [20]. Dalsi pouzivana ¢inidla zahrnuji N-
trimethylsilylimidazol (TMSIM), N-trimethylsilyl-diethylamin (TMSDEA) nebo N-
trimethylsilyl-dimethylamin (TMSDMA). Uginnost &inidel 1ze hodnotit podle toho, jak
snadno dokazi odstépit silylovou skupinu a na zakladé této schopnosti je lze seradit
(sestupné) nasledovné: TMSIM > BSTFA > BSA > MSTFA > TMCS > TMSDEA > TMCS

> HMDS. Cinidla byvaji obvykle pouzivana samostatng, v piipadé obtizng
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derivatizovatelnych skupin byvaji pouzivany silylacni smési, napt. BSA/TMSIM/TMCS
v poméru 1:1:1 nebo 3:3:2. Mnohem castéji jsou vsak Cinidla pouzivana v kombinaci
s katalyzatory, a to bud” kyselymi (TMCS, trifluoroctova kyselina), nebo bazickymi (octan
draselny, pyridin) [14,22,33].

BSTFA muze byt oznaceno za jedno z nej¢astéji pouzivanych silylacnich Cinidel pro
analytické derivatizace bezpoctu slouCenin typu X-H. Jde o velmi univerzalni ¢inidlo
reagujici témef se vSemi béznymi protickymi centry vyskytujicimi se v organickych
molekulach. Schopnost poskytovat TMS skupinu je obdobna jako u ¢inidel BSA a MSTFA.
Oproti BSA disponuje nicméné dvéma velkymi vyhodami. Tou prvni z nich je vétsi tékavost
samotného BSTFA a jeho vedlejSich produktd ((trimethylsilyl)trifluoracetamid
a trifluoracetamid), které tak zptsobuji mensi interference s nizkomolekularnimi latkami
v porovnani s BSA a jeho vedlejsimi produkty. Druhou vyhodou je pfitomnost atomt fluoru
v molekule BSTFA, které maji za nasledek mensi znecisténi FID detektoru usazeninami
oxidu kiemicitého. BSTFA muze podobné jako BSA slouzit jako rozpoustédlo. Nicméné
pokud se vném derivatizované slouceniny nerozpoustéji, je nezbytné pouzit vhodné
rozpoustédlo, jehoz vybér by nemél byt nahodily, nebot’ rozpoustédlo odlisné polarity mtze
vyrazng ovlivnit silu donoru TMS. BSTFA je u€innym silyla¢nim ¢inidlem pro alkoholy,
fenoly (i ty stericky branéné), aminokyseliny, thioly, cukry, hydroxylaminy, purinové
i pyrimidinové baze, nukleotidy, glukuronidy a dalsi. Casto je BSTFA pouZivano
v kombinaci s TMCS (nejcastéji 1%) ke zvySeni ucCinnosti silylace. Poté je mozno
derivatizovat nékteré amidy, sekundarni aminy a branéné hydroxylové skupiny. Vedle
BSTFA a BSA je Casto pouzivano i ¢inidlo MSTFA. Jeho reaktivita je srovnatelna s BSTFA
a BSA, nicmén¢ vedlejsi produkty reakce (nejvice N-methyltrifluoracetamid) jsou daleko
tékavéj§i nez u BSTFA. Proto je MSTFA uzite¢né pro obzvlast’ t€kavé latky, které eluyji
z kolony dfive, jinak by mohlo dojit k jejich prekryti vedlej§imi produkty. MSTFA je
vyuzivané pro silylaci celé fady polarnich latek, zejména pak steroidu [13,17,24,32-34].

Struktury nejpouzivanéj§ich TMS cinidel jsou znazornény na obrazku 3.
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Obr. 3 Chemické struktury vybranych silylacnich ¢inidel. Pevzato z [17]

Ackoliv prevazuje tvorba TMS derivatu, v urcitych piipadech jsou vyuZzivany i jiné
substituenty, jak bylo feceno vySe. RozSifena jsou zejména Cinidla zavadejici terc-
butyldimethylsilylovou (TBDMS) skupinu, napf. N-methyl-N-(zerc-butyldimethylsilyl)-
trifluoracetamid (MTBSTFA), ktera vynikaji vysokou stabilitou vi¢i chemické degradaci
oproti TMS. Zvysena stabilita TBDMS skupiny, zejména proti hydrolyze, vychazi z jeji
objemnosti. Obecné jsou silylové derivaty obsahujici objemné substituenty stabilnéjsi vici
degradaci diky ztizenému pristupu Cinidel k reaktivnimu centru na atomu kiemiku. TBDMS
derivaty nejsou sice tak tékavé jako TMS, na druhou stranu nejsou tolik citlivé na vlhkost,
a navic vykazuji specifické hmotnostné-spektrometrické vlastnosti, kterych se da vyuzit pro
identifikaci sloucenin. Jako pfiklad lze uvést silylaci aminokyselin pomoci MTBSTFA, ktera
se bézné provadi a je vyhodné&jsi nez silylace poskytujict TMS derivaty [17,35-37].

2.3 Steroidni slou€eniny

Steroidy jsou organické slouCeniny tvorené Ctyfmi navzajem propojenymi kruhy:
ttemi SestiClennymi cyklohexanovymi kruhy a jednim péticClennym cyklopentanovym
kruhem. Ruzné funkéni skupiny (a jejich konfigurace) navazané na toto jadro
cyklopentanoperhydrofenanthrenu, jeho oxidacni stav a ptitomnost vyrazného postranniho
fetézce na C17 urcuji jejich fyziologickou funkci v houbach, rostlinach, zvitatech a lidech.
Zkracend metabolickd drdha vyznamnych steroidnich sloucenin hub, lidi a rostlin je
znazornéna na obrazku 4. Steroidy jsou Casto soucasti bunéénych membran, kde ovliviiuji

jejich tekutost (fluiditu) - napt. cholesterol, funguji jako signalizacni molekuly (steroidni
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hormony) nebo zprostredkovavaji fyziologické funkce, jako je traveni (zluCové kyseliny)

[38—40].

Ergosterol

B-Sitosterol Cykloartenol Chenodeoxycholova Cholova kyselina
kyselina

Obr. 4 Zkrdcend metabolicka draha steroidnich sloucenin u rostlin, hub a Zivocichii. Prevzato z [41,42]

Identifikace a kvantifikace prirozené se vyskytujicich steroidi predstavuje vyzvu
zejména kvuli jejich drobnym rozdilim ve struktufe, vyskytu ve velmi slozitych smésich
a Casto v nizkych koncentracich. Mezi nejpouzivanéjsi metody pro analyzu téchto slouc¢enin
v biologickych a fyziologickych matricich patfi chromatografické techniky jako je
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) a plynova chromatografie (GC). Zptsoby
detekce se 1isi v zavislosti na pouzité separacni technice. V ptipadé HPLC se jedna o spojenti
s UV nebo fluorescencnim detektorem anebo MS. Pouziti HPLC-UV je nicméné limitovano
s ohledem na fakt, ze vétSina steroidi obsahuje slabé chromofory s absorpci okolo 200 nm
[43]. Detektorem pro GC byva ve vétsiné piipadd MS a tato kombinace (GC-MS) je
nepostradatelnou metodou pro studium rostlinnych sterolti [44]. Pfed samotnou analyzou je
vSak nutna derivatizace napf. acylace nebo silylace [45]. Kromé chromatografickych technik

jsou také pouzivany elektroforetické, enzymatické a imunologické metody [46—48].
2.3.1 7-dehydrocholesterol a cholesterol

7-dehydrocholesterol (7-DHC) je vyznamnym prekurzorem cholesterolu a vitaminu
D3. Pasobenim slunecniho zareni, konkrétné ultrafialové Casti spektra (UVB) na pokozku,
dojde k fotolytické preméné 7-DHC na previtamin D3, ktery naslednou izomerizaci pfechazi

na vitamin D3. Ten je nezbytny pro vstiebavani a vyuziti vapniku a fosforu, které jsou
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dilezitymi prvky pro mineralizaci kosti [49,50]. Dochazi-li k hromadéni 7-DHC (a jeho
isomeru 8-dehydrocholesterolu (8-DHC)) v séru nebo v tkanich, je na viné Spatna funkce
enzymu 7-dehydrocholesterolreduktazy, jejimz tkolem je redukce dvojné vazby (C7-C8)
u 7-DHC za vzniku cholesterolu [51]. Onemocnéni zpisobené timto defektem bylo poprvé
objeveno v roce 1964 a nazyva se po svych objevitelich Smith-Lemli-Opitziv syndrom.
ZvySena koncentrace 7-DHC a 8-DHC oproti cholesterolu muze vést k zavaznym

deformacim, nebo dokonce k umrti plodu [52].

Cholesterol je nepostradatelnym sterolem pro spravnou funkci téla savcu. Je soucasti
bunécnych membran a také slouzi jako prekurzor bioaktivnich sloucenin, konkrétné
zluGovych kyselin [40], pohlavnich hormont a kortikoidi [53]. Hladina cholesterolu
v plasmé je klicovym diagnostickym kritériem v medicing€. Jak zvySené, tak snizené hladiny
cholesterolu ukazuji na mozné zdravotni komplikace. Nejrozsifen&jSim onemocnénim
spojenym se zvySenymi hladinami cholesterolu je aterosklerdza, ktera je pfi¢inou zhruba

50 % vSech umrti v zapadnim svéte [54].
2.3.1.1 Moznosti stanoveni 7-dehydrocholesterolu a cholesterolu

Metody stanoveni cholesterolu a 7-DHC mohou byt obecné rozdé€leny do tii hlavnich
skupin. Ta prvni zahrnuje klasické chemické metody, jako je naptfiklad modifikovana
metoda podle Abella-Kendalla, ktera je rovnéz jednou z referen¢nich metod schvalenych pro
kvantitativni stanoveni cholesterolu Narodnim institutem standardt a technologie (NIST,
USA) [55]. Druhou skupinu piedstavuji enzymatické postupy [56] a tieti, v sou¢asné dobe
nejvice preferovana skupina, zahrnuje metody zalozené na chromatografii a hmotnostni

spektrometrii [57,58].

Kvantifikace cholesterolu a jeho prekurzort je realizovana jak HPLC (s UV [59] nebo
MS detekci [60,61]), tak pomoci GC. GC-FID je dle Evropského 1ékopisu validovanou
metodou pro stanoveni cholesterolu [62] a je hojn€ pouzivana i pro analyzu cholesterolu ve
vzorcich potravin [63-65]. Castgjsi je viak spojeni GC s MS detektorem [66-69], které
nabizi fadu vyhod jako je vysoka specificita, citlivost a moznost urCeni struktur steroidq,

nachazejicich se navic ¢asto ve smésich [45].

Cholesterol a 7-DHC jsou obvykle pfed GC-MS analyzou derivatizovany zejména
kvali jejich vyssi polarité zptisobené pritomnosti hydroxylovych skupin. Nederivatizované
polarni molekuly maji vétsi tendence interagovat s aktivnimi centry v chromatografickém

systému, coz vede ke Spatné separaci a rozsSifovani chromatografickych pika. Derivatizaci
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dojde ke snizeni polarity, a tedy 1 ke zvySeni t€kavosti, navic je zlepSena termalni stabilita,
citlivost a tvar pikt [11,57]. Hydroxylova skupina je u téchto sterolti nejCastéji prevadéna na
TMS derivat pomoci €inidel jako je BSA, BSTFA nebo MSTFA, at’ uz samotnych nebo
s pridavkem katalyzatoru (1% TMCS) [45,65]. Vyhodou TMS derivata oproti jinym (napf.
TBDMS, pentafluorfenyldimethylsilyl ether) je zejména jednoduchost jejich pfipravy,
vysoka tepelna stabilita a nizka polarita [70]. Dalsi vyhodou je také mnozstvi diagnostickych
fragmentovych iontli vznikajicich po elektronové ionizaci v hmotnostnim spektrometru.
Navic jsou v literatufe podrobné popsany fragmentacni drahy TMS derivata cholesterolu
i jeho prekurzort [71,72]. Kromé TMS derivata byvaji pfipravovany i acetylované derivaty
reakci s acetylchloridem nebo anhydridem kyseliny octové. Acetylace je vSak méné
popularni kvili potencionalnim vedlejsim reakcim, které vedou k tvorbé vice derivatu

[73,74).
2.3.2 ZIluéové kyseliny

Zlugové kyseliny jsou steroidni molekuly, u vétsiny Zivo&ichl tvofené z 24 uhliki. Na
steroidnim skeletu je navazan postranni fetézec, ktery nese karboxylovou skupinu. Jsou
syntetizovany v jatrech z cholesterolu a skladovany ve zlucniku [75]. Hraji hlavni roli pfi
traveni lipidu, kdy plni fadu funkci. Prvni a nejdulezitéjsi z nich je vylouceni cholesterolu
z téla jeho pfeménou na zlucové kyseliny. Takto vzniklé zlucové kyseliny jsou oznacovany
jako primarni a jedna se o cholovou (CA) a chenodeoxycholovou (CDCA) kyselinu. Nové
biosyntetizované zlu¢ové kyseliny jsou konjugovany s glycinem nebo taurinem, vylu¢ovany
do Zlu¢i a poté do lumenu tenkého stfeva. Po sekreci jsou zlu€ové kyseliny dekonjugovany
v tenkém stfevé a piiblizné 95 % znich je reabsorbovano prostfednictvim portalniho
krevniho ob&hu zpét do jater a pouze 5 % je vylouceno z téla ve formé stolice. Ty z nich,
které reabsorpci uniknou, jsou v tlustém stfevé modifikovany anaerobnimi bakteriemi, coz
ma za nasledek tvorbu sekundarnich zlu¢ovych kyselin (deoxycholova (DCA) a litocholova
kyselina) [40,76,77]. Dalsi funkci je usnadnéni vstiebavani lipida z potravy, vCetné vitaminu
rozpustnych v tucich (A, D, E, K) a cholesterolu. Zluové kyseliny navic ptsobi jako
dulezité regulac¢ni molekuly [40,78].

2.3.2.1 Stanoveni zluéovych kyselin

Pfi riznych stfevnich onemocnénich je syntéza a vyluCovani zluCovych kyselin
abnormalni, coz naruSuje jak syntézu cholesterolu, tak jeho metabolismus, coz vede ke
zvySené koncentraci zluCovych kyselin v plazmé€, moci a stolici. To ma za nasledek
akumulaci prekurzort cholesterolu nebo zlucovych kyselin a nasledné klinické malformace.
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Navic akumulace tfi hlavnich zlu€ovych kyselin (CA, CDCA a DCA) v lidském téle
v abnormalné vysokych koncentracich vede k cytotoxicité. Analyza zluCovych kyselin je
tedy dulezitym diagnostickym nastrojem pro onemocneéni jater a stiev [75,79,80]. Pro jejich
analyzu v riznych biologickych vzorcich, jako je sérum, zlu¢ a stolice jsou pouZzivany
zejména metody imunochemické (ELISA z angl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assays
nebo CLIA - Chemiluminescent ImmunoAssays) a chromatografické (HPLC-MS, GC-MS)
[81-85]. V posledni dob& jsou vyvijeny 1 elektrochemické metody jakozto levnéjsi

a rychlejsi alternativa oproti stavajicim metodam [86,87].

GC-MS se ukazala jako nejuniverzalnéjsi a dostatecné citliva pro kvantifikaci nano-
az pikomolu zlucovych kyselin pfitomnych v biologickych vzorcich. Dilezita je také pro
analyzu komplexnich smési nekonjugovanych zluCovych kyselin, zejména kvili bohatym
strukturnim informacim ziskanym diky elektronové ionizaci a nasledné fragmentaci.
Dostupny je navic i velky pocet publikovanych referencnich spekter, ktera mohou
identifikaci zna¢né uleh&it [81]. Zludové kyseliny museji byt pied GC-MS analyzou
derivatizovany s ohledem na jejich malou tékavost zpisobenou piitomnosti nekolika

funkénich skupin v molekule (-COOH, -OH, -C=0 aj.).

Karboxylova skupina je nejCastéji prevadéna na methyl ester pomoci Cerstvé
ptipraveného diazomethanu. Vyhodou této metody je vysoka specificita pro karboxylovou
skupinu a minimum vedlejSich produkti, které by mohly vznikat. Pfi pfipravé a pouzivani
diazomethanu je vSak tfeba dbat zvySené opatrnosti, nebot’ je velmi toxicky [22,45]. Proto
jsou jiz v dneSni dobé komercné dostupna methylacni €inidla na bazi diazomethanu [88],
ktera jsou s oblibou pouZzivana pro tvorbu methyl esterti karboxylovych kyselin [89]. Kromé
diazomethanu jsou pro methylaci pouzivany 1 jiné alkylacni metody, vétSinou v podobé
reakce s methanolem, katalyzované anorganickymi kyselinami (sirova, chlorovodikova)
[90,91]. Hydroxylové skupiny byvaji zpravidla chranény alkylsilylaci nebo acetylaci, ktera
byla spiSe pouzivana v diivéj§i dobé. TMS ethery jsou oblibené pro jednoduchost piipravy,
vysokou ucinnost silanizanich reakci a Sirokou Skalu komerc¢né dostupnych cinidel.
Rychlost silylace hydroxylovych skupin se vyrazné li§i v zavislosti na jejich povaze
(primarni, sekundarni, terciarni, ekvatorialni, axialni) a sterické dostupnosti. Pro vét§inu
stericky nebranénych hydroxylovych skupin plné postacuje samotné ¢inidlo BSA, pfipadné
ve smé&si s TMCS. V kombinaci s trimethyljodsilanem (TMSI) umoziiuje silylaci
hydroxylovych skupin v jakékoliv poloze. Pouzivano je také Cinidlo BSTFA, které je stejné

reaktivni jako BSA, ovSem cCinidlo i vedlejsi produkty jsou tékavejsi. Nelze opomenout ani
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dfive pouzivanou silanizacni smeés sestavajici z HMDS, TMCS a pyridinu, nejcastéji
v poméru 3:1:9 nebo 2:1:3 [45,75,92]. Derivatizace karboxylovych a hydroxylovych skupin
probiha ve dvou oddé€lenych krocich, coz prodluzuje pfipravu vzorku pred analyzou, a proto
byly hledany zpisoby, jak ob& funkéni skupiny derivatizovat v jednom kroku. Jednou
takovou moznosti je pouziti anhydridu kyseliny heptafluorméaselné, bohuzel tento postup
skytd znacna omezeni, nebot vzniklé derivaty podléhaji snadno tepelnému rozkladu
a v pripadé zluCovych kyselin s keto skupinou jsou detegovany dva piky [93,94]. Kromé
hydroxylovych skupin jsou ¢asto pfitomny i oxoskupiny, které by mohly poskytovat enol-
TMS ethery a vice produktt, pokud by byly pouze silanizovany. Témto nezadoucim jevim
se 1ze vyhnout preménou oxoskupiny na oxim, obvykle methyloxim a az poté derivatizatovat

hydroxylové skupiny TMS ¢inidlem [95].
2.4 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou alifatické karboxylové kyseliny, které se od sebe odlisuji délkou
fetézce (pfipadné jeho rozvétvenim), stupném nenasycenosti a pripadnymi funkénimi
skupinami, které na né mohou byt navazany. V zavislosti na délce fetézce, respektive poctu
uhlikovych atom@ mohou byt rozdéleny na kratké t€kavé mastné kyseliny (C1 — C5), stfedné
dlouhé mastné kyseliny (C6 — C14), dlouhé mastné kyseliny (> C15) a velmi dlouhé mastné
kyseliny (> C40). Vétsina piirodnich mastnych kyselin mé ve svém nerozvétveném retézci
sudy pocet atomu uhliku. Jedna-li se o nenasycené kyseliny, vSechny jejich dvojné vazby
jsou v cis konformaci. Vyskytuji se jako volné nebo jsou soucasti slozit€jSich molekul —
lipidd. Vazany mohou byt i na jiné organické molekuly jako jsou proteiny, alkoholy nebo
cukry [9,96,97]. Mastné kyseliny slouzi jako zdroj energie a jsou hlavnimi slozkami
bunécnych membran, kde ovliviiuji jejich strukturu a tekutost. Rovnéz jsou prekurzory
mnoha signalnich molekul - napt. eikosanoidu, které reguluji rizné procesy jako je zanét,

srazeni krve nebo produkce hormont [98,99].

Chromatografie je nejvhodnéj§im nastrojem pro analyzu mastnych kyselin
z jednoduchych i komplexnich vzorka. Vyuzivany jsou rtzné druhy chromatografické
separace (tenkovrstva chromatografie, superkritickd fluidni chromatografie, vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie), nicméné standardem a bezesporu nejfrekventované)si metodou
analyzy mastnych kyselin je plynova chromatografie [4,9]. GC analyze predchazi
derivatizace mastnych kyselin za ucelem zvySeni tékavosti, zlepSeni separace, potlaceni
silné adsorpce a snizeni chvostovani pikt. Derivatizace muze dale zlepSit mez detekce

a v nekterych pfipadech poskytnout cenné informace pti fragmentaci v MS [9].
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2.4.1 Moznosti derivatizace mastnych kyselin
2.4.1.1 Methylace

Methylace je nejpouzivanéjsi a nejrozsirenéjsi zpusob derivatizace mastnych kyselin,
kdy pomoci riznych Cinidel (a katalyzatord) dochazi k preméné karboxylové skupiny
mastné kyseliny na piisluSny methylester [4,9,11,100,101]. Pfipravené methylestry
mastnych kyselin jsou v literatufe znamy pod zkratkou FAMEs nebo FAME derivatives

(z angl. fatty acid methyl esters) a pod touto zkratkou se mohou objevovat i dale v textu.

Béhem methylace jsou lipidy transesterifikovany za pritomnosti katalyzatoru
a alkoholu — methanolu, ktery nahradi organickou funk¢ni skupinu ptivodniho esteru, napf.
glycerolovou nebo sfingosinovou. Pro piipravu vyssich esteri mize byt namisto methanolu
pouzit i ethanol, 2-propanol nebo butanol. Katalyzatory mohou byt kyselé nebo zasadité
povahy. Kyselina chlorovodikova, sirova a fluorid bority jsou typickymi zastupci kyselych
katalyzatord. Oproti tomu methanolicky roztok hydroxidu draselného nebo sodného
(obvykle o koncentraci 2 mol-1"') a methoxid sodny jsou pouzivany pfi bazické
transesterifikaci. Bazicky katalyzovana methanolyza probihd mnohem rychleji (do 2 minut
za laboratorni teploty pro glycerolipidy) a za mirné&jSich teplotnich podminek nez ta kysele
katalyzovana. Navic nedochazi k problémim s izomerii dvojnych vazeb a €inidla jsou méné
agresivni, tudiz se s nimi lépe manipuluje pifi zpracovani vzorku. Jedinou nevyhodou je
nemoznost pouziti bazické transesterifikace pro methylaci volnych mastnych kyselin
[4,100-102]. Samotné methylaci musi nicméné predchazet extrakce mastnych kyselin
z matrice vzorku. K tomuto ucelu jsou ¢asto pouzivany metody extrakce z kapaliny do
kapaliny vyuzivajici kombinace organickych rozpoustédel navrzené Folchem [103] nebo
Bligh a Dyerem [104]. Nékdy miize byt po extrakci zarazen jesté dalsi krok — saponifikace
neboli zmydelnéni. To umoziuje Stépit esterové vazby a v pfipadé potreby oddélit
zmydelnitelny podil (mastné kyseliny) od nezmydelnitelné frakce (vyss§i mastné alkoholy,

steroly aj.) [101,105].

Dalsi moznosti, jak pfipravit FAMEs, je reakce s diazomethanem [106]. Pii této
esterifikacni reakci dochazi pouze k selektivni methylaci volnych mastnych kyselin
v piitomnosti jinych lipidid. Nevyhodou tohoto Cinidla je extrémni toxicita a vysoka
reaktivita, nebot je znamo, ze reakci diazomethanu s dvojnymi vazbami, karbonylovymi

nebo fenolickymi skupinami vznikaji rizné artefakty [9,100,107].
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Zpracovani vzorku pfed analyzou je ve vSech vySe zminénych piipadech pomérné
dlouhé, zahrnujici mnoho krokt, které mohou vést k jeho kontaminaci, nebo naopak ke
ztraté analytu. Proto byly hledany moznosti, jak zpracovani vzorku co nejvice zjednodusit,
idealné tak, aby extrakce i methylace probéhly zaroven v jednom kroku. Jednokrokova
methylace byva cCasto provadéna methanolickym roztokem kyseliny chlorovodikové,
pfiCemz reakéni podminky se mohou vyznamné liSit v zavislosti na typu katalyzatoru,
polarité pridavanych rozpoustédel, obsahu vody ve vzorku, reakéni teploté a dobé reakce
[102,108,109]. Zna¢né zjednoduseni v piipraveé vzorku piinasi i kvartérni amoniové soli jako
jiz zminény TMAH, PhTMAH nebo TFTMAH v methanolu, které slouzi jako rychla
(trans)esterifikacni Cinidla bez nutnosti extrakce pred analyzou. Specificka je u téchto Cinidel
reakce za velmi vysokych teplot, kterych je dosahovano v nastfikovém prostoru GC. Jsou-li
tedy mastné kyseliny nastfiknuty spolu s nékterym z téchto Cinidel, dojde k jejich pfeméné
na kvartérni soli, které jsou okamzité pyrolyzovany za vzniku FAME:s a pfislu§ného aminu

[11,17,100,110].
2.4.1.2 Silylace

Kromé methyl esterd byvaji také Casto piipravovany TMS estery mastnych kyselin.
V zavislosti na typu mastné kyseliny jsou pouzivana razna cCinidla a katalyzatory. Je-li
ptitomna pouze karboxylova skupina, pak plné postacuje HMDS. Substituované kyseliny
(napt. hydroxykyseliny) nebo dikarboxylové kyseliny uz vyzaduji extrémnéjsi reakcni
podminky, coz splituje BSTFA nebo MSTFA v kombinaci s katalyzatorem TMCS. Vedle
TMS derivatt jsou hojné piipravovany i TBDMS derivaty mastnych kyselin pomoci ¢inidla
MTBSTFA, které jsou relativné stabilni a Casto pouzivané pro hydroxylované mastné
kyseliny. Vyhodou TMS (nebo TBDMS) derivati oproti methyl esterim je aplikace na §irsi
okruh mastnych kyselin, vCetné téch nenasycenych a rozvétvenych [11,17,111-113].

2.5 Sacharidy

Jako sacharidy jsou oznaCovany polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony
obsahujici ve své molekule minimalné tfi alifaticky vazané uhlikové atomy a také jejich
derivaty, které z nich vznikaji riznymi reakcemi (oxida¢nimi, reduk¢nimi, substitu¢nimi
aj.). Vzavislosti na jejich relativni molekulové hmotnosti, respektive poctu
monosacharidovych jednotek je muzeme délit na monosacharidy (1), disacharidy (2),
oligosacharidy (3-10) a polysacharidy (> 10). Sacharidy se mohou vyskytovat jak volné&, tak

jako soucast glykoproteind, glykolipida anebo jsou kovalentn€ vazany k riznym latkam typu
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flavonoidy, terpenoidy, steroidy aj. Sacharidy jsou vyznamné slozky zivych organisma, ve
kterych plni mnoho funkci. Jsou stavebnim materialem vSech rostlinnych bunék a tkani,
slouzi jako dulezity zdroj potravy a energie zivoCichti a zasobarna zivin rostlin (uloZzena
v kotenech, semenech a plodech). Dale jsou klicovymi slouCeninami pro biosyntézu

proteinu a lipida a jsou funkénimi slozkami nukleovych kyselin (RNA, DNA) [114-117].
2.5.1 Mozné zplsoby stanoveni rtiznych druha sacharidi

Zpusob analyzy se li§i podle povahy vzorku sacharidu. Jedna-li se o smeés
monosacharidi, pak jsou pro jejich identifikaci a kvantifikaci pouzivany nejvice
chromatografické a spektroskopické postupy. Jak GC, tak LC jsou rozsifenymi metodami
analyzy sacharidi, nicméné LC byla dfive preferovanéjsi kvili moznosti analyzovat
sacharidy bez nutnosti derivatizace, kterd je naopak pro GC nezbytna. V dnesSni dobé se
dostava do popredi metoda vysokouc¢inné aniontové-vyménné chromatografie (HPAEC),
ktera je hojné pouzivana pro stanoveni sacharidii, at’ uz jde o rutinni monitorovani nebo

vyzkumné aplikace [118,119].

GC nabizi vysoké rozliSeni a citlivost, reprodukovatelnost, nizsi citlivost separacni
kolony vici matricovym efektim a dostupnost Siroké sSkaly detektori véetné MS. Tyto
vlastnosti ¢ini z GC-MS vykonnou techniku pro analyzu komplexnich smési,
poskytujici podrobné informace o struktufe hledanych analytt. Nicméné sacharidy jakozto
polarni, hydrofilni, malo tékavé a tepelné citlivé sloueniny nejsou vhodné pro piimou
analyzu pomoci GC-MS a vyzaduji derivatizaci [14,120]. Priprava derivatt sacharidi pro
GC-MS vsak neni jednoducha z n€kolika divodu. Za prvé je nutné zohlednit vysoky pocet
funkénich skupin v molekule (min. jedna na kazdém atomu uhliku, vét§ina z nich jsou -OH
skupiny). Déle je to pfitomnost riznych tautomernich forem v roztoku vedouci ke vzniku
komplikovanych chromatogrami. A v neposledni fadé je tieba uvazovat labilitu nékterych
molekul a v nékterych piipadech i jejich sterické branéni. Navic MS fragmentace blizkych
izomert je velmi podobna a rozhodujicim tidajem pro identifikaci se tak stava pouze retencni
Cas [11,121]. Jednokrokové derivatizacni techniky typu silylace, methylace, acetylace
a trifluoracetylace jsou pouzivany pro analyzu polyalkoholl a neredukujicich sacharida (ty
bez volné karbonylové funkéni skupiny, ktera by se mohla oxidovat, napf. sachardza
a trehal6za). Naopak redukujici sacharidy vyzaduji obvykle dvou nebo vicekrokovou
derivatizaci, ktera omezi mnozstvi isomernich pika, které by jinak vznikaly v dasledku
reaktivity volné karbonylové skupiny. Pfi dvoukrokové derivatizaci se nejprve pievede

karbonylova skupina na specificky derivat, ktery jiz dale nebude poskytovat razné
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tautomery. Toho je dosazeno bud’ redukci, napft. tetrahydridoboritanem sodnym (NaBHa4),
ktera poskytne prislusné cukerné alkoholy (alditoly) nebo reakci se (substituovanymi)
hydroxylaminy, které poskytnou odpovidajici oximy. Ve druhém kroku jsou nechranéné
primarni a sekundarni hydroxylové skupiny derivatizovany, napf. (trifluor)acetylaci nebo
trimethylsilylaci [120,122]. Redukce karbonylové skupiny pomoci NaBH4 je velmi ucinna
a eliminuje moznost vzniku anomernich derivatd. Acetylace vznikych alditoli je navic
pomérné jednoduchd a wvzniklé derivaty — alditol acetaty znacné zjednodusuji
chromatogramy, nebot’ poskytuji jeden pik pro kazdy sacharid. Nevyhodou této metody je
Casova narocnost, ackoliv jsou jednotlivé kroky ptipravy jednoduché a také fakt, ze vice
cukri mize vytvorit stejny derivat. Respektive rizné aldosy mohou po redukci poskytnout
stejny alditol - napt. D-arabinosa i D-lyxosa poskytuji D-arabinitol. V pfipadé ketos je
situace jesté slozitéjsi, nebot’ jsou mozné dve cesty, kterymi mize byt -OH skupina ptipojena
na uhlik C-2 [9,121,123]. Druhou moznosti je tvorba oximu, nejCastéji pomoci O-
methylhydroxylaminu ve formé hydrochloridu, které mohou byt silanizovany za vzniku
TMS oximu — viz obrazek 5. Tento zpusob poskytuje dva piky pfislusejici dvéma formam
oximu — (Z) a (E), které existuji ve vodnych roztocich redukujicich sacharidi a samoziejme
pouze jeden pik jde-1i o neredukujici sacharidy. TMS oximy jsou t€kavejsi, a proto je metoda
pouzitelna pro rizné druhy sacharidl, vcetné aldonovych kyselin (cukernych kyselin)
a dovoluje tak souCasné stanoveni neutralnich sacharidi, polyalkoholt, aldonovych kyselin
a dalsich slozek jako jsou karboxylové kyseliny, aminokyseliny aj., nejcastéji v matricich
pfirodniho pavodu (napf. ovoce). Metoda muze byt modifikovana, kdy namisto silylace
oximu dojde k jejich dehydrataci a naslednému prevedeni na nitroalditol acetaty, které pak
poskytuji pouze jeden pik pro kazdy sacharid. Tento postup je nicmén¢ aplikovatelny pouze

na aldosy a nikoliv ketosy [120,121,124—-126].
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Obr. 5 Derivatizace p-D-Glukopyranosy. V prvnim kroku dojde k vytvoreni O-methyloximu D-glukosy
reakci s hydrochloridem O-methylhydroxylaminu. Nasleduje silylace BSTFA za tvorby silylovaného
derivatu oximu D-glukosy. Prevzato z [122,127]
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3 Cile disertaéni prace

Predlozena disertacni prace si kladla za cil predevsim optimalizaci stavajicich GC-MS
metod a dale vyvo] metod novych pro analyzu latek pfevazné lipidové povahy jako jsou
mastné  kyseliny, steroidy a ZzluCové kyseliny. Tyto analyzy probihaly
v ruznorodych matricich rostlinného i zivoc¢isného ptvodu, a proto bylo nutné optimalizovat
zejména extrakéni postupy pro sledované analyty. Jelikoz se jednalo ve vétSiné pripada
o latky polarni, malo tékavé, byla nezbytna derivatizace, které byla vénovana obzvlast
pozornost, nebot’ bez ni by nebylo mozno nékteré latky identifikovat, natoz kvantifikovat.

Konkrétni cile prace 1ze shrnout do nékolika bodi:

e vyvoj jednoduché GC-MS metody pro rozliSeni kravského mléka pochazejiciho
z vnitiniho a venkovniho chovu

e vyvoj a optimalizace GC-MS metody pro analyzu produkti chemické dehydratace
a elektrochemické oxidace chenodeoxycholové kyseliny

e vyvo] metody pro rozliSeni lipidovych pojiv na bazi oleje a vajec v nasténnych
malbach a aplikace této metody na realné historické vzorky nasténnych maleb

e vyvo] metody pro spoleCnou analyzu polarnich a nepolarnich latek z jednoho

mikrovzorku osemeni hrachu setého
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4 Experimentalni ¢ast

41 GC-MS metoda pro souasnou analyzu cholesterolu a 7-

dehydrocholesterolu v miéce
4.1.1 Pouzité chemikalie a vzorky

7-dehydrocholesterol (7-DHC), cholesterol (CHOL), izotopové znaCeny cholesterol-
25,26,26,26,27,27,27-D7  (CHOL-D7), epicoprostanol (EPI), pyridin a N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) byly pofizeny ze Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, USA). Methanol, n-heptan a n-hexan analytické Cistoty byly zakoupeny
v PENTA (Praha, Ceska republika). 2-propanol (istoty HPLC) od VWR chemicals
(Radnor, Pennsylvanie, USA). Chlorid sodny a hydroxid sodny byly ziskany od Lach-Ner
(Neratovice, Ceska republika) a kyselina chlorovodikova od firmy Honeywell (Charlotte,
Severni Karolina, USA). Ultracistd voda (rezistivita 18,2 MQ-cm) byla ziskdna
z Milli-Q aparatury (Merck, Darmstadt, Némecko). Roztoky standardu steroidnich latek (7-
DHC, CHOL, CHOL-D7 a EPI) o koncentraci 1 mg-ml™! byly ptipraveny v 2-propanolu

a skladovany v lednici pii teploté 5 °C.

Devét regionalnich vzorkt kravského mléka bylo pofizeno na téchto moravskych
farmach: Cervenka, Hustopece nad Becvou, Kokory, Poruba, Roznov pod Radhostém,
Valasska Bystfice a Vrbatky. Na tfech z nich (Cervenka, Roznov pod Radhostém a Vrbatky)
meély kravy volny pfistup na venkovni pastvu, u zbylych farem byly kravy ustajeny uvnitt
budovy s volnym piistupem po jejich prostorach. Cerstvé, nepasterizované vzorky mléka
byly odebrany osobné na farmé z mlékomatd. Jeden vzorek byl zakoupen v mistnim
obchodnim fetézci. Jednalo se o pasterizované mléko s oznacenim , Bio”, které na zakladé
legislativy (Zakon ¢&. 242/2000 Sb. o ekologickém zemédelstvi [128]) pochézelo
z venkovniho chovu a mélo také certifikat o pivodu (CZ-BIO-002). VSechny vzorky mléka
byly skladovany pii -20 °C do doby, nez byly analyzovany.

4.1.2 Priprava vzorku

Do centrifugacni zkumavky (15 ml) bylo navazeno 2,5 g mléka a pfidano 50 pl
vnitiniho standardu (IS) epicoprostanolu (1 mg-ml™!). Bylo ptidino 0,5 ml nasyceného
vodného roztoku NaCl, 4 ml methanolu, 0,35 ml IM-HCI a 5 ml n-heptanu. Smés byla po

dobu 30 minut protfepavana a nasledné centrifugovana 5 minut pti 4400 rpm (2770 % g).

Horni heptanova vrstva byla odebrana do cisté zkumavky a bylo k ni pfidano 0,5 ml
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hydroxidu sodného v methanolu (2,5 mol-1""). Smés byla zahiivana na vodni lazni po dobu
30 minut pti 45 °C. Kazdych 5 minut byla navic vortexovana 20 s. Po ukon¢eni methanolyzy
a vychladnuti reakéni smési na laboratorni teplotu byly pfidany 4 ml deionizované vody
a 1 ml IM-HCI, aby doslo k ¢aste¢né neutralizaci roztoku. Vysledna smés byla jemné
protiepana a centrifugovana 6 minut pii 4400 rpm (2770 x g). Extrakce n-heptanem
s naslednou methanolyzou byla opakovana celkem Ctyfikrat za ucelem ziskani co nejvétsich
extrakénich vytézka. Horni organické faze ziskané zjednotlivych kroki byly spojeny
dohromady, ptfevedeny do 20 ml sklenéné vialky a odfoukany proudem dusiku pii 75 °C.
Vysledna zluté zbarvena hustéa kapalina obsahujici methylestery mastnych kyselin a steroidy
byla pfevedena do 2 ml GC autosamplerové vialky. 20 ml sklenéna vialka byla tfikrat
vyplachnuta 1 ml n-heptanu a roztok byl pfidan k obsahu 2 ml GC vialky a odfoukan
proudem dusiku. Derivatizace byla provadéna pomoci 50 ul BSTFA v prostiedi 50 pl
pyridinu pti 90 °C po dobu 30 minut. Po vychladnuti byly derivatizované vzorky doplnény
n-hexanem na objem 1 ml a analyzovany pomoci GC-MS. VSechny vzorky byly pfipraveny

v triplikatech a kazdy byl nastiiknut tiikrat (celkem tedy devét analyz).
4.1.3 Pristrojové vybaveni a podminky méfeni

Plynovy chromatograf Agilent 6890 s hmotnostnim detektorem (MSD) 5973N
(Agilent, Santa Clara, CA, USA). Nosny plyn — Helium (Cistota 5,5; konstantni rychlost
prutoku 0,9 ml/min, SIAD, Bergamo, Italie). Kapilarni kolona — OPTIMA-5MS, 30 m x
0,25 mm x 0,25 um (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko). Teplotni program: 50 °C (2 min)
— 10 °C/min — 300 °C (20 min); nasttik 2 pl (280 °C), davkovaci puls 206,8 kPa, 18 s.
Hmotnostni spektra byla sniména v rezimu TIC a SIM, kde byly vybrany vzdy tfi
charakteristické ionty kazdého steroidu pro identifikaci a jeden ion (podtrzeny) pro
kvantifikaci. Byly sledovany nasledujici ionty: m/z 215, 370 a 355 pro EPL; m/z 336, 375
a 465 pro CHOL-D7; m/z 129, 329 a 368 pro CHOL (129 m/z v ptipadé EPI jako IS a 329
m/z kdyz byl jako IS pouzit CHOL-D7); m/z 325, 351 a 456 pro 7-DHC.

4.1.4 Statisticka analyza dat

Pro zpracovani dat byl pouzit statisticky software QC.Expert 3.2 (TriloByte Ltd.,
Pardubice — Staré Hradi§té, CR). Analyze byly podrobeny nasledujici parametry: linearita,
limity detekce (Lp) a kvantifikace (Lq) a relativni smérodatna odchylka obsahu analytu.
Linearita byla testovana takzvanym Fi testem vérohodnostniho poméru, ktery je zalozen na

porovnani residualniho souctu ctvercti linearniho (RSCyr) a kvadratického regresniho modelu
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(RSCp) — rovnice 1 [129]. Nulova hypotéza uvadéla, ze kvadraticky Clen b je roven nule
(Ho: b2 = 0) a byla testovana proti alternativni hypotéze, ve které byl kvadraticky clen
nenulovy (H;: bz # 0). Testovacti kritérium (rovnice 1) bylo porovnano s kritickou hodnotou
Ferit (1, n-3) Fisher-Snedecorovy F-distribuce, kde 7 je pocet kalibra¢nich boda. Hodnoty Lp
a Lgbyly vypocitany v souladu s normou ISO 11843-2:2000, ktera je zalozena na doporuceni
dle IUPAC [130]. Lp byl stanoven jako pomér smérodatné odchylky tiseku kalibracni pfimky
a smeérnice kalibra¢ni zavislosti. Lq byl vypocten jako koncentrace odpovidajici nejmensi
urovni signalu, pro kterou je relativni smérodatna odchylka predikce od kalibrace rovna 0,1
[129]. Software byl rovnéz pouzit ke statistickému srovnani hodnot ziskanych pro vnitiné
a venkovné ustajené kravy pomoci neparového dvouvybérového Studentova ¢-testu. Tento
test byl rovnéz aplikovan pro porovnani obsahu CHOL a 7-DHC pii pouziti dvou riznych
vnitinich standarda (EPI, CHOL-D7).

_ (RSC, — RSCy)(n— 3)
L RSC,

ey

4.2 Analyza produkti chemické dehydratace a elektrochemické oxidace

chenodeoxycholové kyseliny pomoci GC-MS
4.2.1 Pouzité chemikalie

Standardy zluCovych kyselin: chenodeoxycholova (CDCA), cholova (CA),
deoxycholova (DCA), litocholova (LCA), ursodeoxycholova (UDCA) a derivatizacni
¢inidla (BSTFA, MSTFA a TMCS), pyridin a NaClO4.H20 byly pofizeny ze Sigma-Aldrich
(St. Louis, Missouri, USA). Ze standardti zlucovych kyselin byly pfipraveny zasobni roztoky
o koncentraci 1 mg-ml™!' v acetonu, které byly skladovany v lednici pfi teploté 5 °C do doby
analyzy. Acetonitril, ethylacetat, hydroxid sodny a dusi¢nan stfibrny byly z Lach-Ner
(Neratovice, Ceska republika). Koncentrovana kyselina chlorista pochazela z Lachemy

(Brno, Ceska republika) a n-hexan z PENTA (Praha, Ceska republika).
4.2.2 Priprava vzorku
4.2.2.1 Optimalizace derivatizace

Pro derivatiza¢ni reakce byl pouzit standard chenodeoxycholové kyseliny (CDCA)

o koncentraci 1 mg-ml!, ze kterého bylo odebrano 30 ul do vialky a odfoukdno pod

2

proudem dusiku. Pouzita byla silyla¢ni ¢inidla: BSTFA, MSTFA a kombinace BSTFA
s TMCS. V pripadé¢ BSTFA a MSTFA bylo k odparku CDCA ptidano 50 pl pyridinu a 50
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ul derivatiza¢niho Cinidla. U vzorka s TMCS byl navic ptidan 1 pl tohoto ¢inidla, a to bud’
normalné, nebo pod hladinu roztoku (vzorky oznaceny velkym pismenem A). Derivatizacni
smés byla zahfivana: I - 30 minut pfi 80 °C a II - 60 minut pii 120 °C.

4.2.2.2 Dehydratace chenodeoxycholové kyseliny a analyza standardu
Zluéovych kyselin

Roztok CDCA (9-10™ mol-1"!) v acetonitrilu byl dehydratovan 0,1M-HCIO4 pfi 50 °C
po dobu 10 minut. Poté byly 2 ml vzorku Castecné neutralizovany 0,9 ml 0,2M-NaOH.
Obsah acetonitrilu byl snizen odfoukanim proudem dusiku na objem cca 1 ml a vzorek byl
extrahovan 1 ml ethylacetatu. Extrakce probihala na tfepacce (10 minut/1300 rpm) a poté
bylo odebrano 750 ul ethylacetatové faze, ktera byla odparena v proudu dusiku do sucha.
Vzorek byl derivatizovan 50 ul BSTFA v 50 ul pyridinu s pfidavkem 1 ul TMCS pfi teploté
90 °C po dobu 30 minut a pfed GC-MS analyzou byl doplnén na objem 1 ml n-hexanem.

Dehydratac¢ni produkt CDCA (oznacen jako VB-A-325) a oxidacni produkt (VB-A-
498) byly synteticky pfipraveny na Katedfe organické chemie (Univerzita Karlova, Praha,
CR). Tyto standardy spolu s ostatnimi standardy Zluovych kyselin (CA, LCA, DCA,
a UDCA) byly rozpustény v acetonu (1 mg-ml™), bylo odebrano 30 pl, odfoukano proudem
dusiku do sucha a derivatizovano smési BSTFA + pyridin + TMCS v pomeéru 50:50:1 pfi
90 °C po dobu 30 minut. Pro elektrochemickou oxidaci byl roztok standardu VB-A-325
(9-10* mol 1'") pfipraven v 0,1M-NaClO4 v acetonitrilu.

4.2.2.3 Elektrochemicka oxidace chenodeoxycholové kyseliny

Elektrochemicky clanek byl sloZen z platinové sitkové elektrody, referentni Ag/Ag*
elektrody (Ag/0,01M-AgNOs3, 1M-NaClOs v CH3CN) a pomocné platinové sitkové
elektrody, oddélené od mérného roztoku solnym mustkem obsahujicim 0,5M-NaClOs.
Roztok CDCA (9-10* mol-1"") byl dehydratovan (viz vy$e) a nasledné oxidovéan pii 1,2 V po
dobu 30 minut. V ramci optimalizace probihala oxidace 1 pfi vy$S§im potencialu — 1.4
V a také v raznych Casovych intervalech v rozmezi od 5 do 30 minut. Objem 2 ml
elektrolyzatu byl ¢astecné zneutralizovan 0,9 ml 0,2M-NaOH, odpaten v proudu dusiku na
cca 1 ml a extrahovan 1 ml ethylacetatu. Extrakce probihala na tfepacce (10 minut/1300
rpm) a poté bylo odebrano 750 ul ethylacetatové faze, ktera byla odparena v proudu dusiku
do sucha. Vzorek byl derivatizovan dle postupu uvedeného vyse. Kromé ethylacetatu byla
pro extrakci vyzkouSena 1 jina rozpoustédla — chloroform a toluen, ktera byla pouzita ve

stejném objemu jako ethylacetat.
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Elektrochemicka oxidace v prutoku byla provadéna s vyuzitim pratokové cely
EcaFlow s pracovni porézni uhlikovou elektrodou, referentni Ag/AgCl elektrodou
v nasyceném KCI s ptfidavkem AgNO3 a pomocnou platinovou elektrodou. Elektrochemicka
oxidace standardt probihala pfi potencialu 1,7 V za pratoka 20, 50 a 100 ul/min (VB-A-
325) a 50 pl/min (CDCA). Zpracovani elektrolyzati probihalo poté stejnym zptisobem jako

bylo popsano v piedchozim odstavci véetné derivatizace.
4.2.3 Pristrojové vybaveni a podminky méfeni

Vétsina analyz byla provadéna pomoci plynového chromatografu Agilent 6890
s hmotnostnim detektorem (MSD) 5973N (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Nosnym
plynem bylo helium (5,5; Siad, Italie) s konstantni rychlosti pritoku 0,9 ml/min. Kapilarni
kolona — OPTIMA-5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko).
Teplotni program: 50 °C (2 min) — 10 °C/min — 320 °C (20 min); nasttik 2 pl (300 °C),
davkovaci puls 206,8 kPa, 18 s. Hmotnostni spektra byla snimana v rezimu TIC. Pro MS/MS
experimenty byl pouzit plynovy chromatograf Agilent 7890B s hmotnostnim detektorem
s trojitym kvadrupdlem Agilent 7010 (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Separace probihala
na dvou kapilarnich kolonach HP-5MS UI spojenych v sérii (15 m x 0,25 mm x 0,25 pm
kazda z nich) s konstantni pratokovou rychlosti 1,2 respektive 1,4 ml/min. Dusik (4,8;
Messer Group GmbH, Némecko) s prutokem 1,5 ml/min byl pouzit jako kolizni plyn
a helium (5,5; Siad, Italie) s pratokem 2,25 ml/min jako ,,quench gas®. Teplotni program
byl nasledujici: 50 °C (2 min) — 10 °C/min — 320 °C (20 min); nastiik 1 pl (300 °C),
davkovaci puls 206,8 kPa, 18 s. Celkovy Cas jedné analyzy byl 49 minut. Hmotnostni spektra
byla sniméana v rezimu TIC a v rezimu MRM, kdy byl sledovan vznik iontu m/z 266
(produktovy ion) z m/z 518 (prekurzorovy ion). Fragmentace iontu m/z 266 byla provedena

pfi kolizni energii 30 eV.
4.3 Analyza organickych pojiv na bazi lipidi v nasténnych malbach
pomoci GC-MS

4.3.1 Chemikalie

Methanol, 2-propanol a n-hexan analytické Cistoty byly potizeny z PENTA (Praha,
Ceska republika). Toluen (&istota p.a.) byl pofizen ze Sigma-Aldrich (St. Louis, Missour,
USA). 3-(trifluormethyl)fenyltrimethylamonium hydroxid (TFTMAH), 5% w/v v methanolu
(znamy jako MethPrep II) byl dodan firmou Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.
(Nihonbashi-honcho, Chuo-ku, Tokyo, Japonsko). Standardy mastnych kyselin: azelaova
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(2Co), suberova (2Cs), palmitova (Cie0), stearova (Cis.o), olejova (Cis:1), linolova (Cis:2),
linolenova (Cig:3) spolu se standardem cholesta-3,5-dien-7-onu byly dodany od Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). Zasobni roztoky standardi mastnych kyselin
o koncentraci 1 mg-ml ™! byly pfipraveny v n-hexanu a zasobni roztok cholesta-3,5-dien-7-
onu (1 mg-ml!) v 2-propanolu. Vsechny zasobni roztoky byly uchovavany v lednici pfi

teplote 5 °C.
4.3.2 Modelové a historické vzorky nasténnych maleb

Pro pfipravu modelovych vzorkt byly pouzity nasledujici pigmenty: Cervena hlinka,
Egyptska modf a indigo od firmy ZECCHI (Florencie, Italie). Azurit, olovnato-cinicita zlut
(Pb-Sn zlut’) a okr byly zakoupeny u Kremer Pigmente GmbH & Co. KG (Aichstetten,
Némecko). Olejové pojivo bylo pfipraveno ze smési polymerizovaného Inéného oleje
(Umton Colours, D&in, Ceska republika) a Gisténého Inéného oleje (H. Schmincke & Co.-
GmbH & Co0.KG, Erkrath, Némecko). Cerstvé slepi&i vejce bylo zakoupeno v mistnim
obchodé. Pro piipravu pojiva byl pouzit pouze zZloutek, ktery byl od bilku ru¢né oddélen.

Byly pfipraveny dvé identické cihlicky z vapenné omitky na zaklad€ historickych
postupt [131]. Zaklad bloka jadrové omitky, slouzici jako podklad, byl tvofen z hrubého
kfemi&itého pisku (Tomi-pisek s.r.0., Ceska republika) a haseného vapna (Vapenka Certovy
schody, Ceska republika) v poméru 3:1. Tato jadrova vrstva nasledng tvrdla cca étyfi dny ve
vlhkém prostiedi. Po vytvrdnuti (nikoliv v§ak Uplném zaschnuti) byl povrch strhnut pred
nanesenim horni omitky, kterd byla pfipravena z hasené¢ho véapna a jemnéjSiho pisku
(velikost ¢astic do 2 mm) v pomeéru 1:2. Tenka vrstva této omitky byla ponechana pouze do
zavadnuti a filcovana jemnym filcem. Nasledné byla tzv. kletovana koci¢im jazyckem.
Béhem procesu filcovani a kletovani byl povrch mirn€ vlhCen, aby se malta 1épe utahla
a vapno vyvstalo vice na povrch. Jednotlivé praskové pigmenty byly na podloznich
sklickach smichany za pomoci Spachtle s pojivy (vejce/olej) a naneseny na suchy povrch
vapenné omitky jako &tverecky o velikosti cca 1 cm? (viz fotografie na obrazku 6). Par dni
po zaschnuti byly zjedné cihlicky odebrany vzorky a oznaCeny jako NA (not aged =

nestarnuté). Druhy blok omitky byl podroben umélému starnuti.
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Obr. 6 Blok vdpenné omitky se étverecky (cca 1 cm?) pojiv (Inény olej a vejce) se Sesti
riiznymi pigmenty

Historické vzorky nasténnych maleb pochézely ze tfi oblasti. Jednalo se o stfedoveké
nasténné malby z Premyslovského palace u kostela sv. Vaclava v Olomouci (vzorky
oznaceny jako OL1037 — OL1189). Dale pak vzorky z hradni kaple Navstiveni Panny Marie
v BeCové nad Teplou (vzorky DJ14 — DJ21). Tteti oblast byla v Rakousku a jednalo se
o pozdné gotickou deskovou malbu ze sbirky Tyrolského zemského muzea (vzorky AT2600
a AT2601). Podrobnosti o vzorcich jsou uvedeny v tabulce I. Vzorky byly odebrany jiz diive
poveéfenymi osobami a u nékterych z nich byly provedeny predbézné analyzy v podobé
mikrochemickych a histochemickych dikazi (mimo pracovi§té univerzity). Z kazdého
vzorku bylo odebrano minimalni mnozstvi materidlu za pomoci skalpelu pod

stereomikroskopickou kontrolou.

Tabulka I Seznam vzorkil historickych ndsténnych maleb pouZitych k analyze véetné vysledkii predbéznych
analyz tykajicich se typu pouzitého pojiva a pigmentu (provadénych drive)

Oblast/oznaceni . Biblicka . Predbezp ¢
vzorku Pigment udalost mikrochemické a
histochemické dukazy
Olomouc
OL1037 010‘2222;)2153% lecl)l‘;ﬁato- Zvéstovani pfitomnost bilkovin, stopy
OL1040 olovnata béloba Panny Marie oleju, fosfor
OL1051 tuvodné€ olovnaty pigment o ; .
P — pfeménén ng II’)b%)z Oplakavani pr1tomncv)st’ bl!{I’(OVln, fosfor
prim¢s hematitu Krista (msozcrgsgﬁgn;g.)z;
OL1054 okr, zma révové ¢erni VysY L
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OL1180 olovnata béloba, révova
cerm
OL1181 olovnata béloba, olovnato-
cinicita zlut’, vrstva rumélky
s miniem, révova cern pritomnost vysychavych
OL1182 olovnata béloba, olovnato-  Zmrtvychvstani oleju a bilkovin, malé
cinic¢ita zlut’, azurit, pfim¢s Krista mnozstvi prirodni
révova Cern a Cerveny lak pryskyfice
OL1187 azurit, olovnata béloba,
révova ¢em, zrna minia
OL1189 olovnata béloba, aurit,
pfimés okru, révova cerm

Becov nad Teplou

DJ14 azurit Korunovani )
U Panny Marie

D17 olovnata béloba, realgar smﬁ;?:ny vykazovani fluorescence
DJ21 okr, modry pigment — Zvéstovani pod UV

mozna azurit Panny Marie
Rakousko
AT2600 - Ukfizovani -
AT2601 i s Marii a )

Janem

4.3.3 Umélé starnuti

Um¢élé starnuti bylo realizovano pomoci komory SOLARBOX 3000E RH
(CO.FO.ME.GRA., Milano, Italie), vybavené xenonovou lampou, kterda simuluje celé
optické spektrum slunce. Parametry byly nastaveny takto: zafeni Xe lampy 500 W-m,
teplota 30 °C a relativni vlhkost ~75 %. Modelovy blok omitky byl za téchto podminek
ponechan 504 hodin. Po této dobé byl vytahnut a byly odebrany referencni vzorky — jeden
Stveredek velikosti cca 1 cm? pro kazdy druh pojiva a pigmentu. Vzorky byly oznageny jako
UV1. Blok byl poté vracen do komory a starnuti pokracovalo dalSich 1008 hodin, pficemz
vzdy po 504 hodinach byly vzorky odebrany (znaceno UV2, respektive UV3). Celkova doba

umeélého starnuti tak Cinila 1512 hodin.
4.3.4 Zpracovani vzorku pred GC-MS analyzou

Malé kousky odebranych referen¢nich vzorkta (cca 0,1 — 0,2 mg) byly vlozeny do
sklenéného konického insertu (objem 50 pl) umisténého v GC autosamplerové vialce. Bylo
pridano 20 pl derivatizacni smési, ktera se skladala z jednoho dilu 5% w/v methanolického
roztoku MethPrep II a dvou dil smési rozpoustédel (methanol:toluen v poméru 1:2, v/v).
Vysledna smeés byla vortexovana 30 s, sonifikovana 10 min v ultrazvukové 1azni a nasledné
zahtfivana 1 hodinu na 60 °C. Po vychladnuti na laboratorni teplotu byly wvzorky

centrifugovany 5 min pii 4400 rpm, supernatanty byly pfeneseny do novych insertd
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a analyzovany pomoci GC-MS. Sada méfenych vzorki obsahovala 7 vzorkl s vajeCnym
pojivem (jeden nepigmentovany vzorek a 6 vzorka s pigmenty uvedenymi vyse) a 7 vzorku
s olejovym pojivem (stejné pigmenty jako v pifipadé vejce) pro kazdé stadium umélého
starnuti (NA, UV1, UV2 a UV3). Kazdy ze vzorki byl nastfiknut tfikrat. Celkové bylo
v jednom kroku starnuti provedeno 21 analyz pro vzorky vajecného pojiva a 21 analyz pro
vzorky se Inénym olejem. Historické vzorky nasténnych maleb byly pfipravovany stejnym

zpusobem, pouze s tim rozdilem, Ze bylo pouzito mensi mnozstvi vzorku (cca < 0,1 mg).
4.3.5 Pristrojové vybaveni a podminky méfeni

Chromatografické analyzy byly provadény na dvou GC-MS pfistrojich, kdy jeden byl
v Olomouci (GC-MS 1) a druhy ve Vidni (GC-MS 2). Jednalo se o stejny typ — plynovy
chromatograf Agilent 6890 spojeny s hmotnostnim detektorem (MSD) Agilent 5973N
(Agilent, Santa Clara, CA, USA). Nosny plyn — Helium (5,5; konstantni rychlost pritoku
0,9 ml/min, SIAD, Bergamo, Italie). Kapilarni kolony — OPTIMA-5MS, 30 m x 0,25 mm x
0,25 um (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko), ktera byla pouzita v Olomouci a J&W DB-
SMS UL, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent, Santa Clara, CA, USA) ve Vidni. Teplotni
program: 50 °C (1 min) — 10 °C/min — 320 °C (12 min); nastiik 2 pl (300 °C), davkovaci
puls 206,8 kPa, 18 s. Hmotnostni spektra byla sniméana v rezimu TIC. Identifikace sloucenin
byla zalozena na srovnani pfisluSnych hmotnostnich spekter analyzovanych sloucenin se
spektry dostupnych standard a/nebo se spektry z knihovny spekter NIST 2020 (National
Institute of Standards and Technology, Gaithersburg MD, USA).

4.3.6 Statisticka analyza dat

K ovéfeni zakladnich predpokladii o datech a statistickému porovnani dvou vybéra byl
pouzit statisticky software QC.Expert 3.2 (TriloByte Ltd., Pardubice — Staré Hradisté, CR).
Normalita dat byla ovéfena vizualné pomoci histogramu a Q-Q grafu a dale pomoci
statistickych testd: Momentovy test (dle Jarque-Beera) a Kolmogoroviv-Smyrovav test
(K-S test). Momentovy test je zalozen na shodé Sikmosti a Spicatosti s normalnim rozdélenim
[132,133] a K-S test je zalozen na rozdilu teoretické a vybérové distribucni funkce
[134,135]. Porovnani ziskanych vysledk vaje¢ného a olejového pojiva bylo provedeno
neparovym dvouvybérovym Studentovym ¢-testem. Tento r-test byl rovnéz pouzit

k porovnani vysledki z pristroje GC-MS 1 a GC-MS 2.

Ziskana data z GC-MS byla déle podrobena analyze prostifednictvim analyzy hlavnich

komponent (PCA), zahrnujici jednorozmérné Skalovani (univariate scaling). Vysledna
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transformovana datova matice byla poté prenesena do R Statistical Software (verze 4.1.2, R
Core Team 2021, Viderni, Rakousko), volné dostupného statistického vypocetniho prostredi.
Vychozi balicek s ozna¢enim , stats* byl pouzit pro provadéni PCA ausnadnéni vizualizace.
Vysledky byly vyhodnoceny generovanim biplotu a pouzitim nehierarchické metody
shlukovani vyuzivajici nejblizsich stfeda (k-means clustering). Shluky jsou reprezentovany
pfitazenych kazdému shluku.

4.4 Profilovani metaboliti osemeni hrachu pomoci metody GC-MS

4.4.1 Pouzité chemikalie a vzorky

Aceton, ethanol, hydroxid draselny, kyselina chlorovodikova, methanol a n-hexan
analytické Cistoty byly pofizeny z PENTA (Praha, Ceska republika). Toluen (&istota p.a.),
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), N-methyl-N-
(trimethylsilyl)trifluoracetamid (MSTFA), O-methylhydroxylamin hydrochlorid a pyridin
byly  pofizeny ze  Sigma-Aldrich  (St.  Louis,  Missouri, USA).  3-
(trifluormethyl)fenyltrimethylamonium hydroxid (TFTMAH), 5% w/v v methanolu
(MethPrep II) byl dodan firmou Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Nihonbashi-honcho,
Chuo-ku, Tokyo, Japonsko). Ultracista voda (rezistivita 18,2 MQ-cm) byla ziskana
z Milli-Q aparatury (Merck, Darmstadt, Némecko).

Vzorky semen hrachu setého (Pisum sativum) byly obdrzeny z Katedry botaniky
Univerzity Palackého v Olomouct, kde byly za piesné definovanych podminek vypéstovany
ve skleniku v obdobi tinor-kvéten 2019. Jednalo se o dva rtizné genotypy liSici se dormanci
— dormantni genotyp oznacovany JI64 a nedormantni Cameor. Zrald semena byla sklizena
rucng, ususena pii laboratorni teploté a nasledné skladovéana za pokojové teploty na tmavém
a suchém misté. Pfed analyzou byla semena mechanicky narusSena tak, aby bylo mozné
oddélit od sebe jednotlivé Casti obalu semen — osemeni a hilum. Tvar a okraje oddélenych
kust byly upraveny za pomoci nastroji mikromanipulatoru pod mikroskopickou kontrolou

tak, aby mély Ctvercovy tvar a podobny povrch — viz obrazek 7.
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Hilum Cameor Ji64d Hilum

Osemeni Osemeni

Obr. 7 Uprava vzorkii hrachu setého genotypu Cameor a JI64. Malé kousky
osemeni a hila byly pripraveny za pomoci mikronastrojii — mikroniizky
a mikropinzeta

4.4.2 Priprava vzorku
4.4.2.1 Extrakce rozpoustédiem

Byly navazeny kousky (primémeé 0,42 mg) osemeni hrachu dvou genotypti (Cameor
a JI64) a k nim bylo pfidano rozpoustédlo (aceton nebo hexan) o objemu 420 pl. Vzorky
byly sonifikovany po dobu 150 minut a poté 30 minut tfepany na tiepacce. Nasledné byly
centrifugovany 5 minut pfi 4400 rpm, supernatanty byly pfevedeny do insertovych vialek
a rozpoustédlo odfoukano proudem dusiku pfi teploté 70 °C. Vzorky byly derivatizovany
20 pl ¢inidla BSTFA v prostredi pyridinu (20 pl) 30 minut pii 80 °C. Po vychladnuti byly
vzorky analyzovany pomoci GC-MS.
4.4.2.2 (Trans)esterifikace ¢inidlem MethPrep Il

Malé kousky osemeni dvou genotypt hrachu (cca 0,5 mg) byly vlozeny do reakéni
vialky a k nim bylo pfidano 20 pl derivatizacni smési, ktera se skladala z jednoho dilu 5%
w/v methanolického roztoku MethPrep II a dvou dilti smési rozpoustédel (methanol:toluen

v poméru 1:2, v/v). Vysledna smés byla vortexovana 30 s, sonifikovana 10 min

v ultrazvukové l1azni a nasledné€ zahfivana 1 hodinu na 60 °C. Po vychladnuti na laboratorni
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teplotu byly vzorky centrifugovany a supernatanty pieneseny do konickych insertt
v autosamplerovych vialkach a analyzovany pomoci GC-MS.
4.4.2.3 Zmydelnéni ethanolickym roztokem hydroxidu draselného a derivatizace
MSTFA

Kousky osemeni hrachu genotypi JI64 a Cameor byly hydrolyzovany 100
ul  1M- KOH v 70 % ethanolu. Smés byla vortexovana 30 s a nasledné zahtivana 60 minut
na vodni lazni pfi teploté 90 °C. Po vychladnuti na laboratorni teplotu byla reak¢ni smeés
okyselena 20 pl 6M-HCI a bylo pfidano 100 pl deionizované vody. Uvolnéné mastné
kyseliny byly extrahovany do 100 pl n-hexanu. Po jeho pfidani byla vyslednd smés
vortexovana 30 s, sonifikovana 15 minut v ultrazvukové lazni a nasledné centrifugovana 5
minut pii 4400 rpm. Supernatanty byly prevedeny do konickych insertovych vialek a postup
extrakce se 100 pl n-hexanu byl opakovan. Piislusné extrakty byly spojeny a nasledné
odpatreny proudem dusiku pfi 40 °C do sucha. Poté byly derivatizovany 30 pl ¢inidla
MSTFA po dobu 30 minut pii 80 °C.

4.4.2.4 Methanolyza/methylace

Ke vzorkiim osemeni hrachu bylo ptidano 40 pl toluenu, 150 pl methanolu a 30 pl
1,2 % (w/v) HCl v methanolu. Smé&s byla 30 s vortexovana a poté zahtivana 1 hodinu na
vodni lazni pfi teploté 90 °C. Po vychladnuti na laboratorni teplotu bylo pfidano 50 ul
deionizované vody a 100 pl n-hexanu, vortexovano 30 s, sonifikovano 15 min
v ultrazvukové 14azni a poté centrifugovano 5 minut pifi 4400 rpm. Supernatant byl odebran
do konické insertové vialky a extrakce 100 pl n-hexanu byla opakovana. Supernatanty byly
poté spojeny, odpafeny v proudu dusiku do sucha a nasledné byl objem rekonstituovan 30 pl

n-hexanu.
4.4.2.5 Extrakce polarnich latek

Vzorky osemeni byly extrahovany 100 pl methanolu, kdy byly nejprve 30
s vortexovany, 20 minut zahfivany na vodni lazni pfi 70 °C a poté 30 minut sonifikovany
v ultrazvukové lazni. Nasledné bylo pfidano 100 pl deionizované vody a smé&s byla 15 minut
sonifikovana v ultrazvukové lazni. Po skonceni sonifikace byly vzorky centrifugovany 5
minut pti 4400 rpm. Do insertovych vialek byla odebrana kapalna faze a odparena proudem

dusiku pifi 40 °C do sucha. Kodparkim bylo pfidano 30 ul hydrochloridu O-
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methylhydroxylaminu rozpusténého v pyridinu (20 mg-ml ') a smés byla zahtivana 90 minut

pii 40 °C. Nasledovala derivatizace 50 ul MSTFA po dobu 30 minut pti 50 °C.
4.4.2.6 Extrakce polarnich i nepolarnich latek z jednoho mikrovzorku osemeni

Za pomoci mikrontizek byly pfipraveny vzorky osemeni o velikosti cca 1mm?
(obrazek 8). Nejprve byly extrahovany polarni latky methanolem (podminky viz predchozi
kapitola 4.4.2.5) a po centrifugaci byl odebrany supernatant zpracovan dle postupu
v kapitole 4.4.2.5. Zbyly pevny material ve vialce by vysuSen proudem dusiku a néasledné
k nému bylo pfidano 100 pl 1-M KOH v 70 % ethanolu. Zmydelnéni s naslednou extrakci

latek do n-hexanu a jejich silanizace probihala dle postupu uvedeného v kapitole 4.4.2.3.

1mm

Obr. 8 Mikrovzorek hrachu setého (hilum genotypu J164)
o velikosti priblizné 1x1 mm

4.4.3 Pristrojové vybaveni a podminky méfeni
4.4.3.1 Mikromanipulator

Mikrovzorky  osemeni byly pfipraveny pomoci elektronicky fizeného
mikromanipulatoru Quick Pro (MicroSupport, Shizuoka, Japonsko) pod mikroskopickou
kontrolou (DM2700 M, Leica, Wetzlar, Némecko). Pravé rameno mikromanipuléatoru bylo
vybaveno mikropinzetou pro uchyceni vzorku a levé rameno elektronicky fizenymi

mikronazkami, které byly ovladany softwarové (MicroSupport, Shizuoka, Japonsko).
4.4.3.2 GC-MS

Plynovy chromatograf Agilent 6890 s hmotnostnim detektorem (MSD) 5973N
(Agilent, Santa Clara, CA, USA). Nosny plyn — Helium (5,5; konstantni rychlost priatoku
0,9 ml/min, STAD, Italie). Kapilarni kolona — OPTIMA-5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um
(Macherey-Nagel, Diren, Némecko). Teplotni program: 50 °C (2 min) — 10 °C/min —
320 °C (12 min); nastiik 2 pl (280 °C), davkovaci puls 275,8 kPa, 24 s. Hmotnostni spektra
byla snimana v rezimu TIC. Identifikace sloucenin byla zalozena na srovnani pfislu§nych
hmotnostnich spekter analyzovanych sloucenin se spektry dostupnych standardu a/nebo se
spektry z knihovny spekter NIST 2020 (National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg MD, USA).
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5 Vysledky a diskuze

5.1 GC-MS metoda pro soucasnou analyzu cholesterolu a 7-
dehydrocholesterolu v miéce [136]

5.1.1 Optimalizace metody
5.1.1.1 Extrakce

Prvnim krokem optimalizace metody byl vybér vhodného extrakéniho Cinidla a pocet
extrakCnich krokt tak, aby bylo dosazeno co nejvétSich vytézki cholesterolu a 7-
dehydrocholesterolu. Za timto ucelem byla vybrana tfi rozpoustédla, ktera se nejCastéji
pouzivaji pro extrakci steroidnich latek a mastnych kyselin z mléka — chloroform, n-hexan
a n-heptan [137]. PocCet extrak¢nich krokt byl 1-6. Optimalnich vytézka bylo dosazeno po
Ctytikrat opakované extrakci, pticemz extrakéni vytézky pro CHOL byly v rozmezi 97-99
% a pro 7-DHC 92-99 % v zavislosti na pouzitém rozpoustédle. Ctyfi opakované extrakce
byly nezbytné pro kvantitativni extrakci obou steroidii, nebot’ byla pouzita pomérné velka
navazka mléka (2,5 g) z divodu fadové nizsiho obsahu 7-DHC oproti CHOL. Nejnizsich
vytézkia bylo dosazeno pii extrakci chloroformem, naopak nejvyssi byly zaznamenany u n-
hexanu a n-heptanu, jak bylo pfedpokladano. Pro vybér idealniho extrak¢éniho Cinidla byly
vSak brany v potaz i dal§i vlastnosti. Jednou z nich byla misitelnost s methanolem (MeOH),
ktery je Casto pouzivan ke srazeni mléCnych proteini. Oba uhlovodiky jsou sice ¢astecné
misitelné s MeOH, nicméné misitelnost n-heptanu je v rozmezi 5-40 °C o néco mensi nez
n-hexanu [138]. To znamena, ze ve srovnani sn-hexanem jsou extrakcni vlastnosti n-
heptanu ovlivnény methanolem méne. Vlastnosti rozpoustédla mohou byt ovlivnény
i slozkami matrice, ze které extrakce probihd, a proto by jim méla byt rovnéz vénovana
pozornost. V piipadé kravského mléka je to obsah vody, ktery u mléka €ini az 90 % [139].
Rozpustnost vody v n-heptanu je prokazatelné nizsi nez v n-hexanu [140], tim padem tak do
néj prejde méne€ vody pochazejici z mléka a v disledku toho dojde k mensim zménam
vlastnosti rozpoustédla a potlaCeni nasledné hydrolyzy ve prospéch preferované
methanolyzy. Navic niz§i misitelnost n-heptanu s MeOH (nebo vodou) povede k lepsi
separaci dvou fazi. Za zminku stoji 1 fakt, ze n-hexan je tekave&jsi a vice neurotoxicky
v porovnani s n-heptanem [141]. Je tak vice nebezpecny zejména pokud jsou jeho pary
vdechovany pracovniky laboratofe, coz mimo jiné potvrdily i studie zabyvajici se dasledky
expozice n-hexanem provadéné na lidech a zvitfatech [142,143]. VSechny vySe zminéné

divody vedly k pouZiti n-heptanu pro extrakci CHOL a 7-DHC ze vzorka mléka.
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5.1.1.2 Alkoholyza

Prvnim nezbytnym krokem analyzy steroidii byva jejich uvolnéni z vazanych forem
dané matrice [45]. K tomu slouzi obecné dva mechanismy. Jedna se o alkalickou hydrolyzu
(nékdy téz zmydelnéni neboli saponifikaci), ktera je mnohymi autory upfednostiiovana pro
jeji jednoduchost a rychlost pfipravy vzorku [57,144]. Druhou moznosti je pak extrakce
lipidd nasledovana hydrolyzou nebo jinou, podobnou reakci, napiiklad alkoholyzou
[145,146]. Vramci optimalizace metody byly vyzkouseny oba postupy, nicméné
saponifikace vodnym roztokem NaOH nepfinaSela kyzené vysledky, nebot dochazelo
behem extrakce n-heptanem ke tvorbé silné vrstvy emulze a §patnému oddélovani fazi. Tato
vrstva obsahovala pravdépodobné sodné soli mastnych kyselin. Tento problém byl popsan
jiz v diivéjsich studiich [147]. Z toho davodu byla pouzita alkoholyza, pfi které byly nejprve
steroidy extrahovany do n-heptanu a ziskané extrakty byly nasledné podrobeny alkoholyze
methanolickym roztokem NaOH. U této upravy vzorku nedochazelo k zadnym problémtm
a vytvorené methyl estery mastnych kyselin ani nijak neovliviiovaly separaci. Informace
o zastoupeni mastnych kyselin mize byt naopak chapana jako vyhoda, nebot’ poskytuje Sirsi

vhled do slozeni pomérné komplexniho vzorku, kterym mléko bezesporu je [148].
5.1.1.3 Derivatizace a kvantifikace

Ziskané produkty CHOL a 7-DHC po extrakci a alkoholyze bylo nutno nejprve prevést
na vhodnou formu pro GC-MS analyzu za pomoci derivatizace. Jak bylo popsano
v teoretické Casti, pro hydroxylové skupiny steroidi je nejvhodnéjsi metodou derivatizace
silylace, které jak analyty, tak pouzité vnitini standardy ochotné podléhaly za tvorby
stabilnich TMS derivati. Poslednim krokem optimalizace byl vybér vhodné metody
kvantifikace obou steroidu, které se ve vzorku mléka nachazely v odlisnych koncentracich
od setin mg/100 g (7-DHC) po jednotky az desitky mg/100 g mléka (CHOL). Postupné byla
vyzkousena metoda standardniho pfidavku, metody vnitfniho standardu a metody absolutni
kalibrace. Prvni z nich — metoda standardniho pfidavku nebyla spolehliva, nebot’ davala
zcela odliSené vysledky v porovnani se zbylymi dvéma metodami, a navic byla ¢asové
narocna. Zbylé dvé metody poskytovaly piiblizné stejné vysledky, v praci vSak byla pouzita
metoda vnitiniho standardu z divodu jednoduchosti a rychlosti ptipravy vzorka. Ta byla
béhem optimalizace realizovana ve dvou modifikacich — metoda vnitiniho standardu
s relativnim odezvovym faktorem (IS RRF) a s kalibraci (IS kalibrace). Zaroven byly
zkoumany dva rtizné vnitini standardy (IS). Jednalo se o epicoprostanol (EPI) a izotopove

znaceny cholesterol-D7 (CHOL-D7). Vysledky kvantifikace CHOL a 7-DHC v komerénim
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vzorku mléka s vyuzitim téchto dvou pfistupt a vnitinich standarda jsou uvedeny v tabulce

IL.

Tabulka II Srovnani riiznych technik pouZitych pro kvantifikaci CHOL a 7-DHC v komercnim vzorku mléka.
Uvedené nejistoty predstavuji standardni odchylky (SD) pro t#i opakovana méieni ze i fyzickych

replik (n=9)
Obsah analytu (mg/100 g)

Metoda kvantifikace IS
CHOL< SD 7-DHC = SD
IS relativni odezvovy EPI 9,8+0.2 0,034 + 0,006
faktor CHOL-D7 9.8+02 0,034 + 0,002
EPI 9,8+ 04 0,037 + 0,003

IS kalibrace

CHOL-D7 9,7+0,3 0,035 + 0,002

7-DHC - 7-dehydrocholesterol, EPI — epicoprostanol, CHOL - cholesterol, CHOL-D7 —

cholesterol-D7, IS — vnitini standard, SD — relativni odchylka

RRF byly stanoveny =z opakovanych nastiikd tfi vzorkt vazenych standarda
s definovanym piidavkem vazeného IS a byly piiblizné rovny jedné v ptipadé CHOL (1,055
s EPI a 1,078 s CHOL-D7). Naopak u 7-DHC se hodnoty RRF vyznamné liSily od jedné
a Cinily 3,101 pfi pouziti EPI a 0,622 pro CHOL-D7. Koncentrace vSech standardi byla
50 pg-ml!. V piipadé IS kalibrace byly vysledky ziskany z kalibra¢ni zavislosti vytvorené
vynesenim pomeéru plochy piku analytu a IS proti koncentraci analytu. Rozmezi koncentrace

bylo 200-600 pug-ml™! pro CHOL a 0,4—4 pg-ml"! pro 7-DHC.

Na prvni pohled je patrné, ze ob& metody kvantifikace poskytovaly témét shodné
vysledky nehledé na pouzity IS. Primérny obsah CHOL a 7-DHC ¢inil 9,8 mg/100 g,
respektive 0,035 mg/100 g v komer¢nim vzorku mléka. Vysledky byly porovnany statisticky
pomoci neparového Studentova z-testu. Nejprve byly porovnany obsahy sledovanych
analytt ziskané v ramci jedné metody kvantifikace za pouziti IS EPI a CHOL-D7. Dale pak
byly porovnavany vysledky obsahu CHOL a 7-DHC ziskané dvéma metodami kvantifikace
pii pouziti stejného IS (napt. IS RRF s EPI vs IS kalibrace s EPI). Jak ob& metody
kvantifikace, tak oba IS poskytovaly statisticky ekvivalentni vysledky na hladiné
vyznamnosti . = 0,05, a dokonce i na o = 0,01, coz znamena, Ze obé metody 1 oba IS mohou
byt pouzity ekvivalentné. U vzorkd mléka byla nicméné pouzita metoda IS kalibrace, nebot
dle [149] pfinasi vyhody v podobé korekce ztrat analytu béhem piipravy vzorku a také

vysoké presnosti kvantifikace. Pro analyzu realnych vzorka byl jako vnitini standard pouzit
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EPI z davodu nizsi ceny a obecné lepSi dostupnosti v porovnani s isotopoveé znacenym
CHOL-D7 a z divodu absence v mlécnych produktech nebo jinych potravinach [150]. Jeho
struktura je velice podobna cholesterolu, lisi se pouze absenci dvojné vazby [151], jak je
ukazano na obrazku 9. EPI je rovnéz dobie separovany od ostatnich analytt (obrazek 10), je
stabilni a univerzalni pro pouziti v ruznych detek¢nich systémech (FID, MS). Jeho vyhody
doklada i cetnost pouziti jako IS pro cholesterol (a jeho prekurzory) v nejriznéjsich

matricich, naptiklad v séru, plodové vode [68] nebo mléce [152].

Epicoprostanol Cholesterol-D,

Obr. 9 Chemické struktury analyzovanych sterolii
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Obr. 10 Vyrez z TIC chromatogramu derivatizovaného vzorku komercniho mléka s koncentraci IS
50 ug-ml! (IS EPI(TMS) — vnitini standard epicoprostanol, CHOL(TMS) — cholesterol, 7-DHC(TMS)
— 7-dehydrocholesterol). V pravém hornim rohu je zobrazen cely TIC chromatogram tohoto vzorku
s vyznacenou Cdsti, kterd je zvétSena ve vyrezu
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Vzhledem k pouziti kalibracni zavislosti bylo nezbytné otestovat jeji linearitu. Bylo
proto piipraveno 5 kalibra¢nich roztokit CHOL a 7-DHC s konstantnim mnozstvim EPI jako
IS (50 pg-mlt), které byly derivatizovany pomoci BSTFA podobné jako vzorky mléka
a analyzovany GC-MS. Pomér plochy piku mezi CHOL (nebo 7-DHC) a EPI byl vynesen
proti koncentraci CHOL (nebo 7-DHC) v rozmezi od 0,01-0,15 ug-ml! pro 7-DHC
a 5—100 pg-ml! pro CHOL. Ziskana data byla nasledn& pouzita pro konstrukci linearniho
regresniho modelu, jehoz vhodnost byla potvrzena jak grafickou analyzou rezidui, tak Fr
testem (detaily v kapitole 4.1.4 vCetné rovnice pro vypocet F7 hodnoty). Linearita kalibra¢ni
zavislosti pro CHOL a 7-DHC byla potvrzena, nebot’ vypoctena F; hodnota (1,138 pro
CHOL a 1,644 pro 7-DHC) byla nizs§i nez kriticka hodnota F.; = 18,513 na hladiné

vyznamnosti o = 0,05.
5.1.2 Stanoveni cholesterolu a 7-dehydrocholesterolu ve vzorcich miéka

Navrzena metoda byla aplikovana na deset rliznych vzorkd mléka se znamym typem
ustajeni — vnitini nebo venkovni. Samotny obsah 7-DHC se nejevil jako vhodny ukazatel
pro rozliSeni mezi vnitinim a venkovnim ustajenim z divodu vyznamnych rozdilti v hustoté
mléka. Proto byl obsah 7-DHC normalizovan na obsah cholesterolu v pfislusném vzorku.
Pomér 7-DHC/CHOL byl poté vynasoben faktorem o hodnoté 1000 z divodu lepsi
prehlednosti vysledkt, nebot’ koncentrace téchto dvou sledovanych analyti se lisila o tii
rady. Vysledné poméry jsou uvedeny v tabulce III. Obsah cholesterolu se pohyboval
pfiblizné€ v rozmezi od 12 mg/100 g (mléko z obchodniho fetézce) do témer 21 mg/100 g
(Kokory A). 7-dehydrocholesterol byl v rozmezi od 0,006 mg/100 g (Cervenka) do 0,053
mg/100 g (Kokory C). Jak je patrné, pasterizace neméla piili§ velky vliv na obsah CHOL

a 7-DHC, coz je v souladu s literaturou [139], nicméné tento jev nebyl nijak vice zkouman.

Tabulka III Obsah cholesterolu a 7-dehydrocholesterolu a jejich pomér v analyzovanych vzorcich mléka

Obsah analytu (mg/100 g)

T (-

Piivod vzorku P CHOL+SD 7-DHC+SD DHC/CHOL)

ustajeni/mléka
#1000

Mistni obchod OuT/ P 12,1+0,3 0,012 + 0,001 0,99
Cervenka OUT/UN 172+ 04 0,006 + 0,001 0,35
Vrbatky OUT/UN 17,4+03 0,008 + 0,003 0,46
Roznov p. Radho§tém OUT/UN 203+ 1,4 0,027 + 0,007 1,33
Poruba A IN/P 15,3 +0,5 0,035 + 0,006 2,29
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Poruba B IN/UN 16,8 +0,3 0,044 + 0,010 2,62

Valasska Bystrice IN/UN 18,0+0,5 0,047 £ 0,009 2,61
Kokory A IN/UN 20,6 £ 1,5 0,048 + 0,006 2,33
Kokory B IN/UN 20,1 +£1,4 0,043 + 0,003 2,14
Kokory C IN/UN 18,6 £1,2 0,053 + 0,005 2,85

7-DHC - 7-dehydrocholesterol, CHOL — cholesterol, IN — vnitini ustajeni, OUT — venkovni

ustgjeni, P — pasterizovano, UN — nepasterizovano, SD — smérodatna odchylka

Limity detekce a kvantifikace (Lp a Lo) byly vypocteny na zakladé smérnice [UPAC.
Lpnabyval hodnot 0,00055 mg/100 g a 0,00396 mg/100 g pro CHOL, respektive pro 7-DHC.
Hodnoty Lg byly 0,000814 mg/100 g a 0,00560 mg/100 g pro CHOL, respektive 7-DHC.

Ziskané hodnoty parametru (7-DHC/CHOL)*1000 pro vnitini a venkovni chov byly
porovnany statisticky. Grafickd analyza ukézala pfiblizn€ normalni rozde€leni dat v obou
souborech kolem jejich stfednich hodnot u; a 2, a proto byl pouzit neparovy Studentiv ¢-
test. Nulova hypotéza Hop: u; = w2 byla testovana proti alternativni hypotéze Hi: u; + po.
Kritické hodnoty pro ¢ na hladiné vyznamnosti a = 0,05 a 0,01, s poctem stupiiii volnosti
v = 8 (v=n;+ n2—2)byly 2,306 a 3,356. Vypoctena hodnota (7,416) byla vétsi nez kritické
hodnoty a nulova hypotéza byla tim padem zamitnuta. To znamend, ze mezi hodnotami
parametru (7-DHC/CHOL)*1000 pro kravy chované uvnitf a venku na pastve je statisticky

vyznamny rozdil na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 i o= 0,01.

Vysledky uvedené v této Casti byly publikovany v praci [136], ktera byla soucasti
rozsahlé studie zabyvajici se elektrochemickymi metodami pro charakterizaci a analyzu
steroidnich latek (Projekt GACR reg. &. 19-11268S). V ramci této studie byla také vyuzita
metoda GC-MS jako jedna ze srovnavacich metod pro nové vyvijenou metodu diferencné
pulsni voltametrie (DPV) pro stanoveni cholesterolu v mlécnych produktech. Jelikoz se
jednalo o mlé¢né produkty s riznym obsahem tuku (od 1,5 % do 12 %), bylo nezbytné
optimalizovat extrakcni postup a zpusob kvantifikace cholesterolu. Vysledky z GC-MS se
velice dobfe shodovaly s vysledky z DPV (na hladiné vyznamnosti a = 0,05) na rozdil od
vysledki z HPLC-UV. Uvedené vysledky byly publikovany v praci [153].
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5.2 Analyza produkti chemické dehydratace a elektrochemické oxidace

chenodeoxycholové kyseliny pomoci GC-MS [154,155]
5.2.1 Optimalizace derivatizaéniho postupu

Analyzam dehydratacniho a oxida¢niho produktu chenodeoxycholové kyseliny
(CDCA) predchazely analyzy se samotnou kyselinou, aby bylo zji§téno jeji hmotnostné-
spektrometrické chovani za riznych podminek. V kapitole 2.3.2.1 bylo feceno, ze ZluCové
kyseliny nelze analyzovat pomoci GC-MS bez predchozi derivatizace sohledem na
mnozstvi jejich funkénich skupin, s ¢imz souvisi vysoka polarita a nizka t€kavost. Jak lze
vidét na obrazku 4 (kapitola 2.3), CDCA obsahuje dvé hydroxylové skupiny a jednu
karboxylovou, proto se jako jednou z moznych variant derivatizace nabizela silylace.
V prvotnich experimentech byl zkouman vliv typu silylacniho cCinidla, doby a teploty
derivatizace na vytézek produktu CDCA (respektive na plochu piku) — obrazek 11.
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Obr. 11 Optimalizace derivatizace CDCA

Jak je z grafu na tomto obrazku patrné, nejvétsi derivatizacni Gcinnosti bylo dosazeno
pii pouziti BSTFA v kombinaci s 1% TMCS, ktery byl davkovan pod hladinu roztoku
BSTFA a pyridinu (vzorek oznacen jako BSTFA II-A, TMCS) a tato derivatizacni smé&s byla
zahtivana 60 minut na 120 °C. Nicméné ve vSech piipadech byl po derivatizaci v ¢ase 30,435
minut detegovan symetricky pik néalezici CDCA se tfemi TMS skupinami.
Nejintenzivn€j§im iontem v MS spektru byl m/z 255, ktery odpovida ztraté dvou silanolt

(TMSOH) a celého alifatického fetézce nesouciho karboxylovou skupinu (obr. 12).

45



x104

4284
z
BN
-
\
>

1292
2132
413.4

mjz 255

072

1171
159.2

732
2432

81.2

miz 608

3
=
&
&

55.2
266.3
2833

o
4

Intenzita
P
732

5
2
| H

= 201.3

L 2283
073
3203

3453

I Hn I L PR B | I
40 60 8D 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300 320 30 360 380 400 420 440 460 ,mo s00 520 540 560 580 60O 620

miz

Obr. 12 Hmotnostni spektrum CDCA (3TMS) s naznacenou fragmentaci a navrhem struktury
nejintenzivnéjsiho iontu m/z 255

5.2.2 Dehydratace chenodeoxycholové kyseliny

Zlu¢ové kyseliny byly dlouhou dobu povazovany za neaktivni pro piimé redoxni
procesy a pro elektrochemii tedy ne uplné idealni latky. Od 90. let minulého stoleti bylo
vydano pouze minimalni mnozstvi publikaci zabyvajicich se elektrochemickou redukci
[156,157], nebo oxidaci zluCovych kyselin [158,159]. Nicméné pozdéji bylo ukazano, ze
primarni zlucové kyseliny lze chemicky aktivovat in situ pouzitim 0,1M-HCIO4
v acetonitrilu. V tomto prostfedi dochazi k dehydrataci primarnich zluCovych kyselin
a vysledné molekuly pak mohou byt snadno elektrochemicky oxidovany pomoci riznych
typu elektrod, napt. borem dopovany diamant, platina nebo skelny uhlik [87]. CDCA byla
tedy dehydratovana s vyuzitim silné kyseliny chloristé v acetonitrilu a byla navrzena
struktura dehydrata¢niho produktu (obrazek 13), ktera byla pozdé&ji upravena, nebot NMR
experimenty prokazaly, ze po dehydrataci na uhliku C7 dochazi k migraci dvojné vazby,
ktera se tak nachazi mezi uhliky C13-C17 (podrobny mechanismus je uveden ve zminované

publikaci na zacatku kapitoly 5.2) [154].
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Obr. 13 NavrzZené struktury produktii dehydratace CDCA kyselinou chloristou v acetonitrilu. a) -
piivodni navrh struktury, b) - upraveny navrh struktury, c) skutecna struktura dehydratacniho produktu

Dehydratacni produkt byl synteticky pfipraven (oznaen jako VB-A-325)
a analyzovan GC-MS. Nasledné bylo provedeno srovnani tohoto produktu se
silylovanym ethylacetatovym extraktem ziskanym po dehydrataci CDCA. Potvrdilo se, ze
VB-A-325 je skutecné majoritnim produktem dehydratace CDCA. Srovnani MS spekter je
uvedeno na obrazku 14. Ve spektru Ize vidét dominantni ion m/z 266. Déale jsou to ionty m/z
518 a 503, které odpovidaji molekularnimu iontu (518) a ztraté [M*™-15]. Velice slabé je
pfitomen i ion m/z 428, ktery odpovida ztrat¢ TMSOH [M**-90].
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Obr. 14 Hmotnostni spektra A— CDCA po dehydrataci 0,IM-HCIO4 v CH3CN, B — synteticky
pFipraveny produkt dehydratace CDCA (VB-A-325)

Struktura iontu m/z 266 1 struktura té ¢asti molekuly, ktera z molekularniho iontu
odpada, byla v pocatcich prace zdhadou. Bézné totiz u primarnich a sekundarnich zlu¢ovych
kyselin probiha fragmentace tak, ze jsou odstépeny TMSOH a cely postranni alifaticky

fetézec nesouci karboxylovou skupinu za vzniku nejintenzivnéjsiho iontu ve spektru, a to
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m/z 253, 255, nebo 257 v zavislosti na poctu hydroxylovych skupin v molekule (tfem -OH
skupinam pftislusi m/z 253, dvéma m/z 255 a jedné pak m/z 257). Analyzy silylovanych
zluCovych kyselin, konkrétné CDCA, UDCA, DCA, CA a LCA skute¢né potvrdily popsany
zpusob fragmentace. Nicméné pokud by timto zpisobem meéla probihat i fragmentace
dehydratacniho produktu CDCA s navrzenou strukturou na obrazku 13 b), mél by byt
dominantnim iontem ve spektru m/z 256 a nikoliv m/z 266. Bylo tedy ziejmé, ze fragmentace
dehydratacniho produktu probiha pravdépodobné jinym zpusobem nez samotné ZluCové
kyseliny, a proto byly provedeny MS/MS experimenty ke zji§téni povahy iontu m/z 266.
Jako prekurzorovy ion byl vybran m/z 518, coz je molekularni ion silylovaného
dehydratacniho produktu a byl sledovan prechod 518—266. Ten potvrdil, Ze ion m/z 266 je
skutecné fragment vznikajici z molekuldrniho iontu dehydrataéniho produktu CDCA
a nejednd se tedy o zadnou interferujici nebo koeluujici slouceninu. Ion m/z 266 byl
nasledné vybran jako prekurzorovy ion a podroben fragmentaci (obr. 15), ktera ukazala, ze
je tento ion ve formé kation-radikalu. Navrh struktury tohoto iontu je rovnéz uveden na
obrazku 15. Skute¢na struktura produktu dehydratace CDCA (obr. 13 ¢) byla zji§téna az s
pomoci rozsahlych NMR experimentii. Tyto experimenty ukazaly, ze béhem dehydratace
v silné anorganické kyseliné dochazi jednak k migraci dvojné vazby, ale také k tzv. Wagner-
Meerweinovu presmyku [160], ktery ma za nasledek preskupeni C a D steroidniho kruhu
v molekule CDCA. Vysledkem té€chto premeén byl tedy vznik produktu dehydratace CDCA
se stejnou molekulovou hmotnosti, jakou mél pfedbézné navrhovany (obrazky 13 a) a b)),

nicméné fragmentace tohoto produktu po elektronové ionizaci probiha zcela odlisné.
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Obr. 15 Fragmentace prekurzorového iontu m/z 266 a navrh jeho struktury ve formé kation-radikalu

5.2.3 Elektrochemicka oxidace chenodeoxycholové kyseliny

Synteticky pfipraveny produkt dehydratace VB-A-325 byl elektrochemicky oxidovan
na platinové elektrodé a pomoci LC/APCI-MS byl identifikovan majoritni oxidacni produkt
— spirocyklicky C(16) enon (obr. 16), ktery byl nasledné také synteticky pfipraven a dale
znacen jako VB-A-498. Poté byla na platinové elektrodé oxidovana CDCA, ktera
poskytovala nékolik oxidacnich produkti, mezi nimiz byl detegovan i zminény
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spirocyklicky C(16) enon. Jeho struktura byla potvrzena na zaklade srovnani retencnich Casti
a MS spekter CDCA a VB-A-325 po elektrochemické oxidaci a VB-A-498, jak je ukdzano

na obrazcich 17 a 18.
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Obr. 16 Schéma elektrochemické oxidace CDCA s dehydratacnim mezikrokem. Struktury silylovanych
molekul (CDCA, jeji dehydratacni (VB-A-325) a oxidacni produkt (VB-A-498)) spolu se strukturami
nejintenzivnéjsich iontit vzniklych fragmentaci téchto sloucenin po elektronové ionizaci
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Obr. 17 Rekonstruovany iontovy chromatogram pro m/z 401. V case 29,265 min oxidacni produkt CDCA
ziskany A - elchem. ox. CDCA, B - elchem. ox. produktu dehydratace CDCA (VB-A-325), C — synteticky
pFipraveny oxidacni produkt CDCA (VB-A-498)
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Obr. 18 Srovndni hmotnostnich spekter pro A — CDCA po elchem. ox., B — dehydratacni produkt CDCA (VB-
A-325) po elchem. ox., C — oxidacni produkt CDCA (VB-A-498)

Proces elektrochemické oxidace byl optimalizovan za ucelem dosazeni co nejvétSiho
vytézku oxidacniho produktu. Jednim z parametra pro optimalizaci byl potencial, pfi kterém
probihala oxidace. Testovany byly dva, 1,2 Va 1,4 V, pficemz vétsi vytézek oxidacniho
produktu byl pozorovan pfi niz§im potencialu, tedy 1,2 V. Dale byl zkouman vliv doby
oxidace, kdy byly testovany tfi ¢asové useky — 5, 10 a 30 minut. Oxidace trvajici pouze 5
minut nebyla dostacujici, nebot doSlo k pfeméné pouze nepatrného mnozstvi
dehydratacniho produktu na produkt oxida¢ni. Po 10 a 30 minutach byl jiz témét vSechen
dehydratacni produkt pfeménén na oxidacni produkt, pficemz plochy piku oxidaéniho
produktu byly takika totozné po 10 i 30minutové oxidaci. Optimalizovan byl také vybér
vhodného rozpoustédla, do kterého mély byt neutralizované elektrolyzaty extrahovany. Pfi
volbé vhodného rozpoustédla byl bran ohled zejména na analytické koncové metody, tedy
GC-MS a HPLC-MS. Vybrani byli tii zastupci — chloroform, ethylacetat a toluen. GC-MS
analyzy ukazaly, Ze intenzity signali pro dehydrata¢ni a/nebo oxidacni produkt byly
srovnatelné pro vSechna tii rozpoustédla. Nicméné nakonec byl zvolen ethylacetat, a to
sohledem na jeho vysokou Ccistotu a niz§i toxicitu ve srovnani se zbylymi dvéma
rozpoustédly. V ramci optimalizace byla vyzkouSena i oxidace v prutokovém systému
(EcaFlow), a to oxidace VB-A-325 a poté i samotné CDCA po dehydrataci. Byly pouzity tfi
prutokové rychlosti (20, 50 a 100 pl/min) a nejvétsiho vytézku oxida¢niho produktu (VB-A-
498) bylo dosazeno pii 50 pl/min v pfipadé oxidace standardu VB-A-325. Pratokova
rychlost 50 pl/min byla poté zvolena jako vychozi pro elektrolyzu CDCA v prutoku,
nicmén¢ byl detegovan pouze produkt dehydratacni, nikoliv vSak oxidacni. Ani snizeni nebo
naopak zvySeni pritokové rychlosti nepomohlo k detekci oxidacniho produktu a z tohoto
divodu nebyly zadné dalsi GC-MS analyzy elektrolyzati ziskanych z prutokové cely

provadeény.
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5.3 Analyza organickych pojiv na bazi lipidi v nasténnych malbach
pomoci GC-MS [161]

Nasténné malby predstavuji nedilnou soucast kulturniho dédictvi a jsou predmétem
veédeckého zkoumani z mnoha duvodi. Jednim znich je zjistovani jejich ptvodniho
materialového slozeni. Existuje n€kolik riznych zptusobt malby na omitku — napfiklad
technika zvana ,,secco”, pfi které je malovano na suchy podklad, a tudiz je nezbytné pouzit
pojivo, ve kterém jsou piislu§né pigmenty rozmichany a nasledné je smés nanesena na suchy
podklad. Takovym pojivem muze byt naptiklad kasein, klih, vysychavé oleje nebo vejce
[162,163]. Analyzy té€chto pojiv jsou pomérné narocné s ohledem na jejich komplexni
slozeni, minimalni dostupné mnozstvi a maly pomér pojiva k pigmentu (cca 10 % w/v). GC-
MS predstavuje zlaty standard pro analyzu té€chto organickych pojiv, zejména pak téch na
bazi lipidl a je zaloZena na analyze mastnych kyselin a pouziti vybranych pomérd mastnych
kyselin jako je napt. pomér kyseliny palmitové k stearové (P/S) nebo azelaové ku palmitové
(A/P) [164-167]. Ackoliv jsou tyto poméry zavedené a v praxi bézné pouzivané, jejich
pouziti pro spravnou identifikaci lipidovych pojiv pfedstavuje mnoho problému. Obvykle
jsou totiz vysledky vyjadfeny jako poméry ploch chromatografickych pikii namisto
koncentraci, coz vede k potenciadlnim variacim v zavislosti na pouzité metodologii [166].
V disledku toho se pak vysledky riznych védeckych pracovnikd mohou vyrazné lisit, coz

zduraziuje omezenou spolehlivost a pfesnost této metody.
5.3.1 Derivatizace vzorkd pied GC-MS analyzou

Analyza lipidovych pojiv je zalozena na GC-MS analyze mastnych kyselin, které ale
musi byt nejprve uvolnény z pfislusnych triacylglycerolt [165]. Uvolnéné mastné kyseliny
jsou nasledné pfevedeny na vhodnou formu pro analyzu, kterou byvaji nejcastéji methyl
estery mastnych kyselin (FAMEs). Obvykle se FAMEs pfipravuji saponifikaci
nasledovanou methylaci, naptiklad diazomethanem [168,169] nebo methanolem za kyselé
katalyzy [14]. Vzhledem k tomu, Ze tato procedura zahrnuje n€kolik kroku (hydrolyza,
okyseleni, extrakce, derivatizace), které jsou jednak Casové narocné a mohou vést ke
kontaminaci nebo naopak ztraté vzorku béhem manipulace, byva nahrazovana jednodussimi
postupy [170]. Vyuziti kvartérnich amoniovych hydroxidid muze byt jednim z nich.
Pouzivana je cela fada riznych alkylamoniovych hydroxida, konkrétné TMAH, PhTMAH
nebo TFTMAH. Nejcastéji pouzivanym ¢inidlem je praveé posledné zminovany — TFTMAH,
ktery je jednokrokovym (trans)esterifika¢nim Cinidlem, které vyzaduje malou nebo zadnou

ptipravu vzorku, a proto je postup rychlejsi nez tradi¢ni metody [171-173]. To je velmi
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vyhodné zejména u historickych vzork(i nasténnych maleb, které byvaji dostupné
v minimalnim mnozstvi a u kterych by se mélo zamezit slozitym operacim b&hem
zpracovani vzorkd, aby nedoslo k jejich pfipadnym ztratam. Cinidlo TFTMAH je navic
méné bazické nez ostatni ¢inidla a nevyzaduje pfilis vysoké reakcni teploty, coz zamezuje
vzniku pfipadnych nezadoucich vedlejSich reakci [174]. Pro usnadnéni solubilizace
nepolarnich analytt je doporucovano pouzivat TFTMAH v kombinaci s rozpoustédly typu
benzen, toluen nebo methanol. Smés byla zahfivana na 60 °C, coz je optimalni teplota pro
dosazeni maximalnich vytézka, jak bylo popsano diive [28,175]. Ve vzorcich s obsahem
vajecného a olejového pojiva byla identifikovana fada mastnych kyselin (obrazek 19
a tabulka IV), které byly u obou pojiv viceméné stejné, lisily se pouze Cetnosti zastoupeni.
Zvlastni pozornost vSak byla vénovana azelaové, olejové, palmitové, sebakové, stearové
a suberové kyselin€ a jejich charakteristickym poméram (P/S, A/P, O/S a A/Su).
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Obr. 19 TIC chromatogram vzorku s obsahem Inéného oleje a pigmentem indigo po umélém starnuti (UV3).
Identifikované methylestery mastnych kyselin jsou oznaceny ciselné (1-21) a degradacni produkty indigotinu
a indirubinu abecedné (A-D). Vsechny slouceniny jsou uvedeny v tabulce IV

Tabulka IV Mastné kyseliny a degradacni produkty odvozené od indigotinu a indirubinu
identifikované ve vzorcich s obsahem Inéného oleje (UV3) a pigmentem indigo. Stejné slouceniny byly
identifikovany také ve vzorcich s obsahem vajecného pojiva. Identifikace byla provedena na zdkladé
srovndni s prislusnymi hmotmostnimi spektry v knihovné NIST a s literarnimi zdroji [176]

Reten¢ni
Oznaceni cas Sloucenina
(min)
1 10,577 Methylester kyseliny dekanové (kaprinova kyselina)
2 10,689 Methylester kyseliny 8-oxooktanové
3 10,848 Dimethylester kyseliny heptandiové (pimelova kyselina)
4 12,165 Dimethylester kyseliny oktandiové, (suberova kyselina)
5 13,083 Methylester kyseliny 9-oxodekanové
6 13,410 Dimethylester kyseliny nonandiové (azelaova kyselina)
7 14,585 Dimethylester kyseliny dekandiové (sebakova kyselina)
8 15,427 Methylester kyseliny tetradekanové (myristova kyselina)
9 15,700 Dimethylester kyseliny undekandiové
10 16,499 Methylester kyseliny pentadekanové
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11 16,763 Dimethylester kyseliny dodekandiové

12 17,538 Methylester kyseliny hexadekanové (palmitova kyselina)
13 18,280 Dimethylester kyseliny 4-oxododekandiové
14 18.491 Methylester kyseliny hep’gadekanove, (margarova
’ kyselina)
15 19.208 Methylester kyseliny c1s-oktadec-9-enove, (olejova
’ kyselina)
16 19.259 Methylester kyseliny trans-qktadec-9-enove, (claidova
kyselina)
17 19,447 Methylester kyseliny oktadekanové (stearova kyselina)
18 20,789 Methylester kyseliny cis-9,10-epoxyoktadekanové
19 21,177 Methylester kyseliny eikosanové (arachidova kyselina)
20 22,793 Methylester kyseliny dokosanové (behenova kyselina)
21 24,297 Methylester kyseliny tetrakosanové (lignocerova kyselina)
A 11,020 Methylanthranilat (methyl-2-aminobenzoat)
B 14,023 Methyl 2-(methoxykarbonyl)fenylmethylkarbamat
a oA 3-methoxy-2-(2-methoxy-1-methyl-1H-indol-3-yl)-1-
C 23,324 methyl-1H-indol
D 24,064 2-bis-(N-methylindol-3-methoxy)

5.3.2 Zmény diagnostickych pomérui mastnych kyselin a dalSich parametra

Diagnostické poméry mastnych kyselin jsou jiz od 60.let minulého stoleti pouzivany
k rozliSeni mezi raznymi druhy lipidovych pojiv, ktera jsou analyzovana pomoci GC-MS.
At uz se jedna o rozliSeni mezi jednotlivymi oleji jako je naptiklad Inény, makovy nebo
ofechovy, pfipadné rozliSeni mezi olejovym a vajeénym pojivem. Diive se vérilo, ze dané
pomery jsou pro urcity typ lipidového pojiva konstantni a pti identifikaci pojiva se spoléhalo
pouze na né. Nicmén€ v literatuie lze nalézt velmi vyznamné rozdily mezi hodnotami.
Napriklad pomér P/S se pohybuje v rozmezi od 0,5 do 4,1 pro vajecné pojivo [177,178] a od
1,2 do 2 pro Inény olej [174,179]. Vétsi variabilita hodnot u vaje¢ného pojiva je zapticinéna
nékolika faktory, jako je konkrétni cast vajecné slozky pouzita k analyze (bilek, zloutek,
nebo celé vejce) nebo parametry hardwarového vybaveni pouzitého k analyze, kterym se
predchozi studie pfili§ nezabyvaly. Pfedbézné experimenty provadéné v ramci optimalizace
metody s raznym hardwarovym usporfadanim vSak naznacily, ze se hodnoty pomérd
mastnych kyselin mohou vyznamné liSit v zavislosti na pouzitém pfistrojovém vybaveni.
Proto byly modelové vzorky nasténnych maleb analyzovany stejnou metodou ve dvou
laboratofich v Olomouci (GC-MS 1) a ve Vidni (GC-MS 2) na dvou téméf identickych GC-
MS pristrojich, které se od sebe nepatrné liSily, a to stacionarni fazi a vyrobcem kolony. Obé
kolony byly nepolarni s 5 % difenyl — 95 % dimethylpolysiloxanovou fazi v GC-MS 1
(OPTIMA-5MS) [180] a fenylarylenovym polymerem prakticky ekvivalentnim s 5 %
difenyl — 95 % dimethylpolysiloxanem v GC-MS 2 (DB- 5MS, Low bleed, ultra inert) [181].
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5.3.3 Umélé starnuti

Referencni vzorky nasténnych maleb byly podrobeny umélému starnuti, aby bylo
mozné 1épe porozumét chemickym zménam ve slozeni lipidovych pojiv a mechanismiim, ke
kterym b&hem starnuti dochazi. Tyto vzorky mohou podléhat urfitym pfeménam, jako jsou
fotooxidacni procesy, Stépeni a degradacni reakce, které bézné probihaji behem desetileti
nebo dokonce staleti. V laboratofi mohou byt nicméné tyto procesy znacn€ urychleny
s vyuzitim UV svétla, vlhkosti a zvySenych teplot [170,173]. Diagnostické poméry
mastnych kyselin a suma relativniho zastoupeni vybranych dikarboxylovych kyselin - >}’ D
(azelaova, sebakova a suberova) byly sledovany napfi¢ jednotlivymi kroky starnuti, od
Cerstvé pripravenych vzorkti (NA) az po ty nejvice zestarlé (UV3). Vyznamné rozdily
v téchto parametrech byly pozorovany nejen mezi kroky starnuti, ale také mezi vajeCnym
a olejovym pojivem. Obrazky 20 a 21 ukazuji rozdily mezi jednotlivymi parametry
v olejovém a vajecném pojivu. Primérné hodnoty a standardni odchylky téchto parametrt
byly vypocteny ze sedmi vzorki s riznymi pigmenty, z nichz kazdy byl nastiiknut tfikrat

(n =21 analyz).
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Obr. 20 Sloupcové grafy zndzornujici zmény pomérit mastnych kyselin v referencnich vzorcich olejového
(graf a) a vajecného pojiva (graf'b) béhem umélého starnuti. Kazdy sloupec predstavuje priimérnou hodnotu
daného poméru vypoctenou z ploch chromatografickych pikit sedmi vzorkii, kazdy z nich byl nastviknut
trikrat. Standardni odchylky byly vypocitany stejnym zpiisobem
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Obr. 21 Sloupcové grafy zndzornujici zmény v sumé relativniho zastoupeni dikarboxylovych kyselin (YD) v
referencnich vzorcich olejového (graf c) a vajecného pojiva (graf d) béhem umélého starnuti. KazZdy sloupec
predstavuje priimérnou hodnotu parametru > D sedmi vzorkil, kazdy z nich byl nastéiknuty tFikrat. Standardni
odchylky byly vypocitany stejnym zpiisobem

5.3.4 Poméry mastnych kyselin a dalSi diagnostické parametry

Jak lze vidét na obrazku 20, pomér P/S byl téméf konstantni ve vzorcich vaje¢ného
i olejového pojiva béhem jednotlivych krok starnuti. Pro Inény olej byly primérné hodnoty
poméru P/S z krokit NA, UV1, UV2 a UV3 1,32 a 1,48 (GC-MS 1 a GC-MS 2). Tyto
hodnoty se velmi dobfe shoduji s rozsahem uvadénym v literatufe (1,3 — 1,6) [182—184]. Pro
srovnani, pomeéry P/S vypoctené pro vajecné pojivo nabyvaly hodnot 1,80 (GC-MS 1) a 2,85
(GC-MS 2). V literatufe je uvadéna pramérna hodnota poméru P/S kolem 3 [166,183].

Druhym vyznamnym pomérem pouzivanym pro rozliSeni mezi vajeCnym pojivem
a vysychavymi oleji je A/P. Ten udéava stupen oxidace a vysychani, které probihaji béhem
starnuti, a proto se tento pomeér ¢asem zvysuje [170,185]. To ukazuje i obrazek 20, kde 1ze
vidét, ze primérné hodnoty A/P vzrostly u vSech vzorkti béhem umélého starnuti vice nez
dvojnéasobné. Z pocateCnich hodnot pred zacatkem starnuti - 0,43 a 0,23 doslo u Inéného
oleje béhem starnuti k nartstu az na hodnoty 0,92 a 0,81 (GC-MS 1 a GC-MS 2). Naméfené
hodnoty se velice dobfe shoduji s témi v literatufe [170,179]. Oproti tomu hodnoty poméru
A/P u vejce byly vyrazné nizsi. Pomér dosahoval hodnot 0,07 a 0,02 pfed zacatkem starnuti

aponém se zvysil na 0,22 a 0,14 (GC-MS 1 a GC-MS 2). Podle literatury [183] jsou hodnoty
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A/P u vajec obvykle mensi nez 0,3, coz je v souladu se ziskanymi hodnotami. Piekvapivé
nejvyssi hodnoty A/P nebyly nalezeny u nejvice zestarlych vzorka Inéného oleje (UV3), ale
byly dosazeny u vzorki UV2 a UV1. To lze vysvétlit potencialnim odpafovanim kyseliny

azelaové z povrchu vzorku béhem starnuti pod UV svétlem, jak je popsano v [173].

Béhem umélého starnuti byl sledovan i pomér O/S, ktery je vyznamny zejména pro
oleje, nebot” charakterizuje stupei jejich zralosti [178,186]. Béhem umélého starnuti doslo
k vyznamnému poklesu pomeéru O/S v disledku ubytku kyseliny olejové. U vzorka Inéného
oleje doslo k poklesu z hodnot 1,85 a 2,16 na 0,28 a 0,10 (GC-MS 1 a GC-MS 2). Jesté vétsi
pokles byl zaznamenam u vejce, a to z hodnot 2,69 a 4,00 na 0,18 a 0,04 (GC-MS 1 a GC-
MS 2). Vyzkumy provadéné na historickych uméleckych dilech dokladaji hodnoty poméru
O/S mensi nez 0,5 [183]. Vysledky ukazuji, ze umélé starnuti zna¢né€ urychluje oxidaci
kyseliny olejové, ktera je diky své dvojné vazbé k oxidaci vysoce nachylna a mize tak byt

povazovana za jeden z cennych ukazateld stupné oxidace [170,173].

Poslednim sledovanym pomérem byl pomér A/Su, ktery je nepostradatelny
pro zhodnoceni tepelnych uprav, které mohly nastat pii zpracovani Inéného oleje. Naptiklad
polymerovany Inény olej je pifipravovan zahfatim na vysoké teploty a oproti béznému
Inénému oleji rychleji schne a méné zloutne [170,187]. Béhem umélého starnuti doslo
k poklesu primérnych hodnot A/Su. U vzorkl Inéného oleje doslo k poklesu z 3,84 a 4,24
na 1,83 a 2,41 (GC-MS 1 a GC-MS 2). Lnéné oleje za studena lisované (tzv. raw), které
nebyly nijak tepelné upravovany, mivaji hodnoty A/Su obvykle vétsi nez Sest, naopak
u tepelné€ zpracovanych oleja nabyva pomér hodnot 2-3 [170]. Vzhledem k tomu, Ze na
pfipravu modelovych vzorkl byla pouzita smes polymerovaného a Cisténého Inéného oleje,
jsou vysledky v souladu s hodnotami z literatury. Ackoliv ma tento pomér vétsi vypovidaci
hodnotu pro olejova pojiva, byl sledovan i u téch vajecnych, kde dochazelo k podobnému
trendu jako u oleje, a to k poklesu hodnot z 3,10 a 4,38 az na hodnoty1,23 a 1,39 (GC-MS 1
a GC-MS 2). Nejvyznamnéjsi pokles nastal mezi kroky NA a UV1, s vyjimkou vzorkd vajec,
ktera byla méfena pomoci GC-MS 1, kde konecny krok UV3 vedl k nejniz§i primérné
hodnot€ 1,23. To potvrzuje, ze proces umélého starnuti byl vysoce G€inny uz po prvnim

kroku starnuti.

Krom¢ charakteristickych poméra mastnych kyselin byl sledovan i jiny parametr, a to
soucet relativniho zastoupeni vybranych dikarboxylovych kyselin (3D %), konkrétné
suberové (Csg), azelaové (Co) a sebakové (Cio) kyseliny, které jsou hlavnimi oxidacnimi

produkty Cig nenasycenych mastnych kyselin [105,165]. Byl zaznamenan postupny narast
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parametru ) D béhem umeélého starnuti, a to zeyména u Inéného oleje, ve kterém je obsazeno
vice nenasycenych mastnych kyselin ve srovnani s vejcem. Nejvys§i hodnoty byly dle
oCekavani pozorovany po kone¢ném kroku starnuti (UV3), konkrétn€ 22,37 % a 29,47 %
pro Inény olej a 9,30 % a 13,48 % pro vejce (GC-MS 1 a GC-MS 2). Vysledky jsou uvedeny
na obrazku 21 jakozto primérné hodnoty ziskané ze tfi opakovanych nastiiki kazdého

vzorku a jsou v souladu s literarnimi udaji [166,182].

Ziskané vysledky byly porovnany i statisticky. Nejprve bylo nezbytné ovéfit normalitu
dat. Ta byla ovéfena vizualné z histogramu a Q-Q grafu a pomoci momentového a K-S testu.
Testovaci kritéria yexp pro momentovy test a D pro K-S test byla porovnana s kritickymi
hodnotami pro ¥ a D na hladiné vyznamnosti a. = 0,05 s poétem stupiili volnosti v (v = 7 -
1). Nulové hypotéza uvadéla, ze data pochazi z normélniho rozdéleni (Ho: y’exp (or D) < %%(1-
@) a byla testovana proti alternativni hypotéze, kdy data nepochazi z normalniho rozdéleni
(Hi: yPexp (or D) > %%(1- 0y). Vypoltené hodnoty y’exp a D byly mensi nez kritické hodnoty,
tudiz nulova hypotéza byla pfijata. Poté byly porovnavany vysledky pomért mastnych
kyselin a parametru > D zkazdého kroku umélého starnuti mezi olejovym a vajeCnym
pojivem (vzdy vramci jednoho instrumentu — GC-MS 1 nebo GC-MS 2) pomoci
dvouvybérového (neparového) Studentova z-testu. Tento test vychazel z prumémych hodnot
a smérodatnych odchylek uvadénych na obrazcich 20 a 21. Nulova hypotéza uvadéla, ze
stiedni hodnoty porovnavanych vybeért jsou si rovny (Ho: u; = p2) a byla testovana proti
alternativni hypotéze, ktera zamitala rovnost stfednich hodnot dvou vybért (H;: ui1 # u2).
Naméfené ¢t hodnoty byly porovnany s kritickymi ¢ hodnotami na hladin€ vyznamnosti o =
0,05 a poctem stupiia volnosti v (v = n; + n2 — 2). Vypoctené hodnoty pro vSechny vzorky
a vSechny parametry s vyjimkou jednoho (pomér A/Su pro NA vzorky mérené na GC-MS
2) byly vétsi nez kritické hodnoty, a proto byla nulova hypotéza zamitnuta. Tento test tak
prokazal statisticky vyznamny rozdil mezi vajeCnym a olejovym pojivem. Dvouvybérovy ¢-
test byl dale pouzit k porovnani vysledku ziskanych méfenim na pfistrojich GC-MS 1 a GC-
MS 2. Na zvolené hladin€ vyznamnosti (o = 0,05) byl prokazan statisticky vyznamny rozdil
mezi hodnotami naméfenymi dvéma GC-MS pfistroji kromé sedmi hodnot. Jednalo se o:
A/P, A/Su, O/S (UV1) a A/Su, O/S (NA) se Inénym olejem a pomér A/Su (UV1 a UV2)
u vajecného pojiva. Rozdily v naméfenych hodnotich dvéma GC-MS piistroji byly
pravdépodobné zptisobeny heterogenitou olejového a zejména vajecného pojiva spolecné

s malym poctem fyzickych replik pro kazdy vzorek.
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5.3.5 Dalsi charakteristické parametry — steroly

Vzhledem k popsanym odchylkdm v diagnostickych parametrech a moznému vlivu
raznych faktorti na namétfené hodnoty je vice nez vhodné prozkoumat dalsi specifické latky
indikujici typ pojiva. Napftiklad steroly nabizeji slibnou skupinu markert pro detekci
vajeCného pojiva. Cholesterol obvykle tvoii az 5 % celkového obsahu lipidid ve vejcich
[188], coz je mnohonasobné vice nez je obsah jakéhokoli sterolu ve vysychavych olejich
[165]. Proto je cholesterol Casto povazovan za indikator pfitomnosti vaje¢ného pojiva
[167,187-189]. Spoléhat se pouze na cholesterol v§ak miize vést k nepfesnym vysledkiim
kvuli jeho autooxidaci [190,191], jak je znazornéno na obrazku 22. Zatimco cholesterol byl
pred starnutim (NA) pfitomen ve v§ech vzorcich vajecného pojiva, jiz béhem pocate¢niho
kroku starnuti (UV1) zmizel. Nasledné¢ byla pozornost upfena na produkty oxidace
cholesterolu (COP z angl. cholesterol oxidation product), kdy se podafilo ve v§ech stafenych
vzorcich vajeCného pojiva identifikovat nasledujici slouceniny: cholesta-4,6-dien-3-ol,
cholesta-4,6-dien-3-on, cholesta-3,5-dien, cholest-5-en-3-on, a cholesta-3,5-dien-7-on.
Posledni zminovany — cholesta-3,5-dien-7-on byl dominantni a vyskytoval se i u nejvice
stafenych vzorktl (UV3), proto byva pouzivan jako marker vaje¢ného pojiva v historickych
vzorcich [182,192,193]. Zadny z téchto COP, ani samotny cholesterol nebyly detegovany ve
vzorcich olejového pojiva. Steroly, jako je B-sitosterol, stigmasterol, a isofukosterol, byly
navic identifikovany jak ve vajeCném pojivu, tak v Inéném oleji, 1 kdyz posledni dva
jmenovani prevladaji vice v Inéném oleji [194,195]. Ve stopovém mnozstvi se v§ak mohou
objevit 1 ve vejcich [196]. Spravna interpretace proto vyzaduje kvantitativni zhodnoceni
vyskytu téchto latek, nejlépe pomoci vhodné statistické metody, jako je analyza hlavnich

komponent.

58



7000000 -

3000000 — u L \
é 3suuuuuf_|h_rUJq.J‘..le_ qu‘ M_qul LJQ N _a_
2000000 ] b
0 gl l“iﬂ‘wLU«MLﬂJ_‘lHIJ |
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 B 40
E Cas (min)
N
c
9
=
1000000
2
1
b
0 J T
26.5 27.0

Cas (min)

Obr. 22 V'yiez z chromatogramii vzorkii vajecného pojiva bez pigmentu po umélém starnuti, krok UV (a) a
pred starnutim (b). Vyznacené ldtky jsou: 1 — cholesterol methyl ether, 2 — cholesterol. V pravém hornim
rohu jsou zobrazeny celé TIC chromatogramy téchto vzorkii pred (b) a po (a) umélém starnuti

5.3.6 PCA analyza

Kombinace diagnostickych pomért mastnych kyselin spole¢né s oxida¢nimi produkty
cholesterolu a dal§imi markery nemusi byt vzdy plné€ dostacujici pro presnou identifikaci
lipidovych pojiv. Produkty oxidace cholesterolu se sice jevi jako velice slibné markery
vajecného pojiva, nicméné€ v historickych vzorcich muze byt problém takové latky
identifikovat. To je ¢asto zpisobeno jejich extrémné nizkymi koncentracemi, které se Casto
blizi nebo klesaji pod limit detekce metody [182]. Poméry mastnych kyselin se pro zménu
nejevi jako idealni nastroj k odliseni lipidovych pojiv z divodu jejich snadné ovlivnitelnosti
raznymi faktory, jak bylo naznaceno v predchozich kapitolach. To muize vést k nespravné
interpretaci namétfenych hodnot, nebot béznym postupem je srovnani ziskanych hodnot
s referen¢nimi hodnotami z literatury, které tak mohou byt potencialné zavadéjici. Naptiklad
pomér P/S pro modelové vzorky vajec v konecném kroku starnuti (UV3) méfenych na
ptistroji GC-MS 1 nabyval primémé hodnoty 1,76 + 0,31. Takova hodnota poméru P/S by
mohla byt mylné interpretovana jako ukazatel Inéného oleje, pokud by byla hodnocena bez
dalsiho kontextu pouze srovnanim s literarnimi zdroji [179,197]. Proto je tieba zduraznit
dilezitost zahrnuti kontrolnich vzorkt k ovéteni referencnich hodnot pro analyzu a rozliseni
pojiv na bazi vajec a oleje. Ziskani autentickych historickych vzorkd s pfesné

zdokumentovanym pivodem a metodami pfipravy je vSak vzacné a pomérne€ naroc¢né. Kvuli
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nedostatku takovych vzork je jejich rutinni pouziti jako referen¢nich standardt nepraktickeé.
Navrhovany piistup zahrnujici modelové vzorky s dobfe definovanymi protokoly pfipravy,
idealné spojeny se soucasnymi sofistikovanymi postupy a technikami umélého starnuti,

predstavuje ucinnou a nakladove efektivni strategii k feSeni tohoto omezeni.

Pro spravnou interpretaci ziskanych dat pak vhodnym nastrojem muze byt analyza
hlavnich komponent (PCA). PCA je bézn€ pouzivana k odliSeni proteinovych pojiv na
zakladé rizného zastoupeni jednotlivych aminokyselin [167,183]. K rozliseni lipidovych
pojiv se vSak PCA témér nepouziva. Pro tvorbu PCA grafu bylo vyuzito dat ziskanych
meéfenim referencnich vzorkt olejového a vajeCného pojiva na piistrojich GC-MS 1 a GC-
MS 2 po kone¢ném kroku umeélého starnuti (UV3). Tato sada vzorkt byla vybrana zaméme,
aby se svym slozenim co nejvice pfiblizovala realnym historickym vzorkiim a mohla tak byt
pouzita jako reference pro identifikaci lipidového pojiva pravé v teéchto historickych
vzorcich. Pro PCA analyzu bylo uvazovano Sest proménnych: poméry P/S, A/P, O/S, A/Su,
parametr ) D a pfitomnost, nebo absence jakéhokoliv COP. Jak lze vidét na obrazku 23,
prvni dvé komponenty (PC) pfispély k 81,8 % celkového rozptylu v datech. Hlavni
komponenty PC1 a PC2 predstavovaly 64,0 % a 17,8 % celkové variability. PC1 korelovala
zejména s proménnymi COP, A/P, P/S, A/Su a YD, pficemz nejsilnéjsi korelace byla
pozorovana u poméru A/P a COP. Navic A/P uzce souvisi s parametry A/Su a Y D, coz
naznacuje, ze zvyseni poméru A/P povede i k vy$§im hodnotam u zminénych parametru.

Oproti tomu u komponenty PC2 lze vidét pouze negativni korelaci s pomérem O/S.

Vejce GC-MS 1

Vejce GC-MS 2
[m LoGC-MS 1

LO GG-MS 2

PC2 (17.8%)
(e]

‘ Lnény olej | .
4 2 0 2

PC1 (64.0%)

Obr. 23 PCA biplot referencnich vzorkii vajecného a olejového pojiva (LO) po umélém starnuti (UV3)
ziskanych mérenim pomoci GC-MS 1 a GC-MS 2. Elipsy predstavuji oblasti s 95 % intervalem spolehlivosti,
které zahrnuji tezisté kazdého shluku dat. Cerné vektory predstavuji zatéze Sesti proménnych: poméry kyselin

A/P, A/Su, O/S, P/S, sumu relativniho zastoupeni azelaové, sebakové a suberové kyseliny (>.D) a

PpFitomnost/nepFitomnost oxidacniho produktu cholesterolu (COP)
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Z obrazku 23 je také patrné, ze biplot vizualné odd¢lil vajecna a olejova pojiva (Cerné
elipsy) a dale jsou vidét i dva shluky nalezici vaje¢nému pojivu méfenému na GC-MS 1
a GC-MS 2 (Cervené a zelené elipsy). Toto prostorové oddéleni je pravdépodobné
zpusobeno nizkou homogenitou vzorka vajec a v disledku toho i rozdilnymi poméry P/S
(primérné hodnoty 1,76 = 0,31 pro GC-MS 1 a 2,93 + 0,24 pro GC-MS 2) a O/S (pramérna
hodnota 0,18 + 0,07 pro GC-MS 1 oproti 0,05 + 0,02 pro GC-MS 2). Naopak u vzorku
Inéného oleje je pozorovan piekryv shlukd, coz reflektuje pouze drobné rozdily
v proménnych ziskanych analyzou na pfistrojich GC-MS 1 a GC-MS 2. Krom¢ vizualniho
rozdéleni pojiv znazortiuje biplot také vztah mezi ptisluSnym pojivem a Sesti proménnymi.
Pomér P/S a pfitomnost COP vyznamné souvisi s vejci, coz naznacuje, ze cholesterol nebo
jeho oxidacni produkty jsou obecné piitomné pouze ve vejcich. VySs§i podil kyseliny
palmitové v zivocisnych tucich, nez ve vysychavych olejich vede k vysSimu poméru P/S
pozorovanému u vajec [164]. Naproti tomu vzorky Inéného oleje jsou spojeny
s proménnymi, jako jsou poméry A/P, A/Su, O/S a parametr Y D. To dokazuje vyssi
koncentrace nenasycenych mastnych kyselin (linolenova, linolova, a olejova) a jejich
degradac¢nich produktt (dikarboxylové kyseliny azelaova, sebakova a suberova) v olejich ve

srovnani s vejci [105].
5.3.7 Aplikace PCA na redlné historické vzorky

Ctrnact vzorkd historickych nasténnych maleb pochézejicich z riiznych obdobi a tii
odlisnych lokaci bylo analyzovano pomoci GC-MS 1 a nasledné podrobeno PCA analyze.
Hodnoty pomérti mastnych kyselin a parametru Y'D jsou pro tyto vzorky uvedeny v tabulce

V.

Tabulka V Hodnoty pomérii mastnych kyselin a parametru 3D pro historické vzorky nasténnych maleb
ziskané mérenim pomoci GC-MS 1

Vzorek P/S A/P 0/S A/Su YD (%)
OL1037 1,48 1,29 0,22 3,90 3127
OL1040 1,20 0,33 0,24 5.46 3,89
OL1051 1,10 0,05 0,32 3,94 0,96
OL1054 1,26 0,02 0,35 6,57 0,47
OL1180 1,41 0,93 0,33 5.79 15,16
OL1181 1,43 0,74 0,28 3,88 11,06
OL1182 1,26 0,38 0,23 5.18 9,11
OL1187 1,62 2,05 0,10 4,02 36,39
OL1189 1,34 0,77 0,28 4,52 12,91
AT2600 1,24 0,05 0,36 - 0,80
AT2601 1,22 - 0,34 - -
DJ14 1,42 0,19 0,30 3,53 2,40
DJ17 2,10 0,22 0,43 7.73 2,33
DJ21 1,75 0,23 0,21 2,14 6,55
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K sestrojeni PCA biplotu byly pouzity referen¢ni vzorky nasténnych maleb métené na
GC-MS 1 po konecném kroku starnuti (UV3). Uvazovany byly stejné proménné jako
v predeslé PCA analyze, tedy: pomeéry P/S, A/P, O/S, A/Su, parametr YD
a pfitomnost/absence jakéhokoliv COP. Z obrazku 24 lze vidét, ze prvni dvé komponenty
(PC) prispely k75,3 % celkového rozptylu v datech. Hlavni komponenty PC1 a PC2
predstavovaly 56,6 % a 18,7 % celkové variability. PC1 korelovala zejména s proménnymi
COP, P/S, A/P, O/S, a Y D, pticemz nejsilnéjsi korelace byla pozorovana u poméru A/P
a COP. PC2 slabé¢ korelovala s pomérem A/Su.

Lnény olej

oL1187

RN R U eSS N. *1 Tdf ~ e S
g0 s AT2601
e a at I DJ21 Vajeéné pojivo
e aLi1sa | AT2600 o
= OL1180, | Olejové pojivo
S 0OL1182 3 DJ14 Realné historické vzorky
o -2 - !
A/Su oL1040 ¢L1051
| D7
oL1054 !
4 -
-4 -2 0 2

PC1 (56,6%)

Obr. 24 PCA biplot zkonstruovany z hodnot ziskanych mérenim referencnich vzorkii vajecného a olejového
pojiva po umélém starnuti (UV3) a redlnych historickych vzorkii nasténnych maleb. Vzorky byly méreny

pomoci GC-MS 1. Elipsy predstavuji oblasti s 95 % intervalem spolehlivosti, které zahrnuji teZisté kazdého
shluku dat. Cerné vektory predstavuji zatéZe Sesti proménnych (stejné jako na obrazku 23)

Na obrazku 24 je vidét rozdéleni vajeCného a olejového pojiva (Cervend a zelena
elipsa) spolecné s 14 body (modfe zbarveno) nalezicimi historickym vzorkiim. Pouze u Ctyt
z nich se podafilo jednoznacné urcit, Ze byl pouzit Inény olej jako pojivo, a to konkrétne
u vzorki: OL1037, OL1180, OL1181 a OL1189. To je navic v souladu s pifedbé&znymi
mikrochemickymi a histochemickymi dikazy, které byly provadény jiz diive. Vzorky
OL1182 a OL1187 jsou sice mimo elipsu piislusejici vzorkiim se Inénym olejem, nicméné
se nachazi velice blizko ni a lze tedy predpokladat, ze se v téchto vzorcich budou nachazet
stopy vysychavych oleja. U vzorku OL1187 je témér jisté, ze byl pouzit vysychavy olej
vzhledem k vysokym hodnotam pomeéru A/P (2,05) a parametru YD (39,39 %), které jsou
typické pouze pro vysychavé oleje [105]. Vzorky z Rakouska (AT2600 a AT2601) a jeden
vzorek zBeCova nad Teplou (DJ21) jsou na druhou stranu v blizkosti shluku
naleziciho vajecnému pojivu. Pomérné nizké hodnoty poméru A/P (0,05 a 0,23 pro AT2600
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a DJ21, u AT2601 byly hodnoty pod limitem detekce dané metody) a parametru > D
skuteCné poukazuji na moznou piitomnost vajecného pojiva, nicméné hodnoty P/S byly
okolo 1,23 (AT2600 a AT2601) a 1,75 pro DJ21, coz odpovida spiSe hodnotam pro Inény
olej. Pravdépodobné se tedy bude jednat o smés vajecného a olejového pojiva (znamé jako
Ltempera grassa“), ve které prevazuje vajecna slozka. Zbytek vzorka (DJ14, DJ17, OL1040,
OL1051 a OL1054) se nachazi v oblasti mezi obéma pojivy a je zde vidét silnd korelace
s pomérem A/Su. Ten nabyval pomémé vysokych hodnot, které poukazuji na to, ze byl
pouzit olej, ktery nebyl nijak tepeln€ upravovan. U vzorki OL1040, OL1051, OL1054
a DJ14 byly zaznamenany nizké hodnoty poméru P/S (v rozmezi 1,10 — 1,42) a O/S (<0,5),
které jsou typické pro olejova pojiva, nicméné€ hodnoty poméru A/P byly u téchto vzorka
<0,3 spolu s hodnotami parametru > D < 5 %, coz jsou hodnoty typické pro vaje¢né pojivo.
Vzorek DJ17 mél také nizké hodnoty A/P a > D, ovSem pomér P/S nabyval hodnoty 2,10.
U téchto vzorki lze tedy usuzovat na pfitomnost vajecného pojiva s piimési vysychavého
oleje. Je tfeba dodat, ze u zadného ze vzorka nebyl detegovan zadny produkt oxidace
cholesterolu. U Sesti vzorka (OL1051, OL1054, OL1182, OL1189, AT2600 a AT2601) bylo
nicméné identifikovano pét steroidnich latek, konkrétné: isofukosterol, methyl ether
- sitosterolu, methyl ether stigmasterolu, stigmasta-3,5-dien a y-sitosterol, které se
nachazeji ve vétsi mire v olejich, ale v omezené mife se mohou vyskytovat i ve vejcich, jak

bylo uvedeno v kapitole 5.3.5.
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5.4 Profilovani metabolitdt osemeni hrachu pomoci metody GC-MS
[198,199]

5.4.1 Optimalizace extrakéniho postupu pro nepolarni latky

Extrakce raznych druhd latek z rostlinného materialu je Casto provadéna pomoci
Soxhletovy extrakce, maceraci nebo rozpoustédly za zvySeného tlaku a teploty, piipadné
s vyuzitim superkritickych tekutin. V takovych ptipadech je obvykle zapotrebi vétsiho
mnozstvi rostlinného materialu (semena, kofeny, stonky, listy aj.) v fadech miligraml az
graml. Vzhledem k limitovanému mnozstvi rostlinného materialu pii analyze osemeni
a snaze nalézt efektivni postup, jak z co nejmensiho kousku osemeni ziskat maximalni
informaci o zastoupenych latkach, byly proto hledany alternativni zptisoby extrakce. Obecné
se jedna o dva pfistupy, kdy prvnim z nich je extrakce rozpoustédlem z povrchu rostlinného
materialu a druhou moznosti je pak chemické naruSeni (napf. hydrolyza) povrchu
s naslednou extrakci uvolnénych latek. Jelikoz je extrakce rozpoustédlem jeden
z nejjednodussich zplsobi extrakce rostlinného materialu, byla pouzita i v této praci.
Extrakce hexanem s naslednou silanizaci BSTFA dovolila u obou genotypt detegovat pouze
nekteré mastné kyseliny, a to konkrétné kyselinu kapronovou, enanthovou, kaprylovou,
pelargonovou, laurovou, palmitovou a stearovou. Extrakce acetonem byla o poznani horsi a
detegovany byly pouze tyto latky: kyselina pelargonova, myristova, stearova
a monoacylglycerol kyseliny palmitové. Identifikace vSech latek probihala na zéakladé
srovnani retencnich Cast a hmotnostnich spekter s knihovnou spekter NIST, 2020 (National
Institute of Standards and Technology, Gaithersburg MD, USA). Molekulové hmotnosti
spoleCn¢ s retencnimi ¢asy a vybranymi ionty k detekci jsou uvedeny v tabulce VI. V této
tabulce jsou uvedeny i latky, které byly identifikovany po (trans)esterifikaci Cinidlem

MethPrep II.

Tabulka VI Identifikované slouceniny v hexanovych a acetonovych extraktech a po derivatizaci Cinidlem
MethPrep II ve vzorcich hrachu setého genotypu Cameor a J164. lonty vyznacené tucné jsou
nejintezivnéjsimi v MS spektrech

Molekulovi
Molekulova olekulova
Retenéni  hmotnost Tonty hmotnost Tonty
Latka Retencni  hmotnost: =y 4o tekei po k detekei
¢as (min) po silanizaci _
(g-mol™) (m/z) methylaci (m/z)
& (g'mol™)
Kapronovi kyselina 8.428 188,35 75,117,173 130,16 74,87, 99
(hexanova)
Enanthova kyselina 9,744 20237 75,117,187 144,18 74, 87. 113
(heptanova)
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Kaprylova kyselina

: 11,081 21640 75,117,201 158,21 74, 87,127
(oktanova)
Pelargonova kyselina 5 3¢¢ 23042 73,117,215 172.23 74, 87. 141
(nonanova)
Laurova kyselina 16,003 272.51 73,117,257 21432 74, 87. 214
(dodekanova)
Palmitova kysclina 20,028 328.61 73,117,313 270,42 74, 87,270
(hexadekanova)
Stearova kyselina o o
(Cktadckonovi) 21,801 356,66  73.117.341 29847 74, 87, 298
Mynstova kyselina 18,091 300,56 73,117.285 24237 74, 87. 242
(tetradekanova)
Monoacylglycerol 24,733 47487 73,371 344,50 ;
kyseliny palmitové
Jantarova kyselina 7.751 262.47 73,147,247 146,09 55,115
(butandiova)
Kaprinova kysclina 11,935 24446 73,117,229 186.27 74, 87. 155
(dekanova)
Lignocerova kyselina 73,117, 425, " " "
(totalkosanori) 16.811 440,82 40 382,63 74, 87, 382
Tridekanova kyselina 15,687 28656 > 121g . 271 9837 74, 87,228
Pentadekanova kyselina 17,884 31459 4 13117 A 299, 95640 74, 87, 256

Nizka ucinnost extrakce rozpoustédlem vedla k hledani jinych postupt, jak uvolnit
a analyzovat co nejvétsi mnozstvi latek z jednoho malého kousku obalu semen hrachu.
A jelikoz se na zakladé predchozich studii mélo jednat predev§im o mastné kyseliny, které
jsou hojné zastoupeny u obou genotypu [200], byl adaptovan postup ze zpracovani vzorku
nasténnych maleb (trans)esterifikacnim ¢inidlem MethPrep II. U genotypu JI64 se podaftilo
detegovat pouze Sest mastnych kyselin: kyselina jantarova, pelargonova, laurova, myristova,
palmitova a stearova. Stejné kyseliny byly detegovany i v genotypu Cameor, ve kterém byly
oproti JI64 navic pfitomny je§t€ kyseliny kaprinova, tridecylova, pentadecylova

a lignocerova.

Extrakce acetonem (hexanem) ndasledovana silanizaci ani methylace Ccinidlem
MethPrep II neposkytovaly kyzené vysledky a témito postupy bylo detegovano pouze
omezené mnozstvi mastnych kyselin. Proto byly vyzkouseny dalsi zpiisoby zpracovani
vzorku. S ohledem na mechanickou tvrdost osemeni i hila (obzvlasté u genotypu JI64)
a velikost vzorkt (plocha cca 1 mm?) byla pouzita hydrolyza, respektive zmydelnéni, které
melo prispét k naruseni povrchu obalu semen a tim k lepS§imu uvolnéni analyti, které byly
poté silanizovany. To se také potvrdilo, jak dokazuje tabulka VII. U obou genotypu bylo
detegovano velké mnozstvi mastnych kyselin (C9 — C28) vcetné nékolika jejich

(hydroxy)derivatii a mastnych alkoholl jako jsou dodekanol (C12), pentadekanol (C15),
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hexadekanol (C16), heptadekanol (C17), oktadekanol (C18), eikosanol (C20), dokosanol
(C22), trikosanol (C23), tetrakosanol (C24), hexakosanol (C26) a oktakosanol (C28). Dale
pak pentacyklické triterpenoidy typu a- a B-amyrin, které byly detegovany u obou genotypu

a kyseliny oleanolova, betulinova a ursolova, které se vyskytovaly pouze v hilu Cameoru.

Tabulka VII Identifikované slouceniny po zmydelnéni ve vzorcich hrachu setého genotypu Cameor a JI64.
lonty vyznacené tucné jsou nejintezivnéjsimi v MS spektrech

Molekulova
Molekulova  hmotnost Iont Cameor/
Ret. ¢as y
Latka ", hmotnost po k detekci Jio4
(min) 1 o
(g-mol™?) silanizaci (m/z)
(g'mol™)
Nasycené MK
Pelargonova k. (nonanova) 12,420 158,238 230,420 73, 117,215 +
Kaprinova k. (dekanova) 13,656 172,268 272507 73,117,257 -+
Laurové k. (dodekanova) 15,987 200,318 272,507 73,117,257 -+
Myristova k.
+/+
(tetsadekanov) 18,104 228,371 300,560 73,117,285 /
Pentadekanova k. 19,097 242,398 314590 74,117, 299 ++
Palmitova k. 20,056 256,424 328,610 73,117,313 ++
(hexadekanova)
Heptadekanova k. 20,955 270,451 342,632 73,117,327 +H+
(margarova)
Stearova k. (oktadekanova) 21,831 284,477 356,660 73, 117,341 ++
Nonadekanova k. 22,669 298.504 370,685 73,117,355 +H+
Tkosanova k. (arachidovd) 23,474 312,530 384,712 73,117,369 ++
Heneikosanova k. 24,258 326,600 398,738 73,117, 383 -+
Dokosanova k. (behenovd) 25,007 340,584 412,765 73,117,397 ++
Trikosanova k. 25,735 354,610 426,791 73,117,411 +H+
Lignocerova kyselina 26,437 368,637 440.820 73,117,425 ++
(tetrakosanova)
Pentakosanova k. 27,118 382,700 458,844 73,117,439 ++
Hexakosanova k. (cerotova) 27,773 396,690 468,871 73,117, 453 -+
Oktakosanova k. 20,038 424,743 496,924 73,117,481 -+
(montanova)
Nenasycené MK
trans-hexadec-9-enova k. 19.808 254,408 328605 73,117,311 +H+
(palmitoelaidova)
cis-oktadec-9-cnova k., 21,615 282,461 354,643 73,117,339 ++
(olejova)
cis,cis-oktadeka-9, 12- 21,572 280,446 352627 73.262,337 i+
dienova k. (linolova)
cis-cikosa-11-enova k. 23,279 310,510 382,696 73,129, 367 -+
cis-dokos-13-enova k. 24,837 338,568 410,749 73,129, 395 ++
cis-tetrakos-15-enova k. 26,287 366,600 438,802 73,129, 423 -+
Hydroxykyseliny
3-hydroxymyristova 19,942 244,370 388,750 147,233,373 +-
16-hydroxyhexadekanova 23,113 272,420 416,620 73, 385, 401 +/+
2-hydroxyhexakosanova 28,691 412,700 556,000 147, 439, 541 +
Rozvétvené MK
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13-methyl-cis-tetradek-9-

; 18,927 240,380 312,000 73,117,297 +
cnova
Dikarboxylové MK
Butandiova k. (jantarova) 11,846 118,088 262450 73, 147, 247 +/-
2-hydroxybutandiovd k. 14,190 134,090 350,631 73, 147,335 +/-
(jable¢na)

2-hydroxypentandiova k. 15,221 132,115 364,657 73,129,247 +/-
nonandiovéa k. (azelaova) 17,607 188,221 332,583 73,129,317 +/-
hexadekandiova k. 23815 286,407 430,000 73,204,415 +/-
oktadekandiova k. 25,305 314,460 458,822 73,204, 443 +/-

Mastné alkoholy
dodekan-1-ol 15,015 186,334 258,515 75, 243 +/-
pentadekan-1-ol 20,684 228,414 300,595 75,285, 299 +
hexadekan-1-ol 19.217 242,441 314,622 75, 299 +/-
heptadekan-1-ol 22,376 256,467 328,648 75, 313 +/-
oktadekan-1-ol 21,059 270,494 342,675 75,327 ++
eikosan-1-ol 22,757 298,547 370,728 75, 355 ++
dokosan-1-ol 26,107 326,600 398,781 75, 383 ++
trikosan-1-ol 25,073 340,627 412,808 75,397 ++
tetrakosan-1-ol 27.417 354,653 426,834 75, 426 J+
hexakosan-1-ol 27,162 382,700 454,888 75, 439 ++
oktakosan-1-ol 28,448 410,771 482,941 75, 467 +/+

MK - mastna kyselina, +/- pfitomnost/absence dané latky u genotypu Cameor nebo J164

Mén¢ pocetnou skupinou byly fytosteroly, konkrétné kampesterol, isofukosterol a [3-

sitosterol, ktery byl ve vétsi mife zastoupen v hilu JI64 (obr. 25). Zajimavosti bylo, ze pouze

v hilu Cameoru byly detegovany dikarboxylové kyseliny (C4, C5, C9, C16 a C18), zatimco

v hilu JI64 byly detegovany dlouhé mastné kyseliny s 26 a 28 uhliky (hexakosanova

a oktakosanova kyselina), které jsou dle literatury charakteristickymi markery pravé tohoto

dormantniho genotypu [200,201].
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Obr. 25 TIC chromatogram vzorkii hrachu setého genotypu J164 (4) a Cameor (B) po zmydelnéni a
derivatizaci BSTFA. V ¢ase 30,04 min vyznacen pik S-sitosterolu-TMS

Ackoliv byla po procesu zmydelnéni s naslednou extrakci a silanizaci detegovana cela

fada nepolarnich latek, byl v ramci optimalizace metody vyzkousSen jeste jeden ptistup, ktery

byl pifevzat zliteratury [102] a mirné modifikovan. Jednalo se o jednokrokovou
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methanolyzu/methylaci vyuzivajici bézné dostupnych chemikalii, jako je koncentrovana
kyselina chlorovodikova, methanol a toluen. Tato metoda byla vyvinuta zejména pro
ptipravu FAMEs, které jsou po skonCeni reakce extrahovany do n-hexanu, nicméné jeji
pouziti nemusi byt omezeno pouze na n¢. Methanolyzu/methylaci Ize provadét za mirnych
podminek (inkubace 16 hodin pfi 45 °C), nebo zrychlenych podminek, kdy jsou vzorky
inkubovany pouze hodinu pfi 90 °C. Na pocatku prace byly vyzkouSeny ob& modifikace
methanolyzy/methylace a jelikoz poskytovaly shodné vysledky, byla dale pouzita rychlejsi
varianta z divodu zna¢né Casové uspory. Detegovany byly podobné skupiny latek jako
v pfipadé zmydelnéni, a to mastné kyseliny (C15 — C26), (hydroxy)derivaty mastnych
kyselin, mastné alkoholy (undekanol, hexadekanol a oktadekanol). Dale fytosteroly
(kampesterol, ergostanol, fukosterol, stigmasterol, stigmasta-3,5-dien, -sitosterol, 26,27-
dinorergosta-5,23-dien-3beta-ol) a pentacyklické triterpenoidy a- a f-amyrin. V porovnani
se zmydelnénim nebyly v n-hexanovém extraktu po methanolyze/methylaci detegovany
zadné dikarboxylové kyseliny s vyjimkou kyseliny hexadekandiové (C16) a zaroveri bylo
detegovano pouze nékolik mastnych alkohold. Dale se podatilo detegovat nasycené kyseliny
s del§im uhlikovym fetézcem (C15) na rozdil od kyselin s kratSim fetézcem (C9, C10 atd.)
po zmydelnéni. Zaroven vSak nebyly detegovany dlouhé mastné kyseliny s 26 a 28 uhliky,
které jsou typické pro genotyp JI64. Naopak bylo v n-hexanovém extraktu po
methanolyze/methylaci detegovano mnohem vétsi mnozstvi hydroxyderivati mastnych
kyselin a vice fytosteroli nez po zmydelnéni. Porovnani zastoupeni jednotlivych mastnych

kyselin v obou genotypech pomoci methanolyzy/methylace je uvedeno v tabulce VIII.

Tabulka VIII Identifikované slouceniny po methanolyze/methylaci ve vzorcich hrachu setého genotypu
Cameor a JI64. Ionty vyznacené tucné jsou nejintezivnéjsSimi v MS spektrech

., Molekulova
« Molekulova hmotnost Tonty Cameor/
Latka Ret. Gas  pnotnost ~ MMOMOSEPO etk JI64
(min) (g'mol) methylaci (m/z)
(g'mol™)
Nasycené MK
Pentadekanova k. 17,851 242,398 256,400 74, 87,256 +/+
Palmitova k. (hexadekanova) 18,876 256,424 270,420 74, 87,270 +/+
Heptadekanova k. 19.844 270,451 284477  74,87.284  ++
(margarova)

Stearova k. (oktadekanova) 20,792 284,477 298.470 74, 87,298 +/+
Nonadekanova k. 21,678 298,504 312,530 74,87,312 -/+
Ikosanova k. (arachidova) 22,539 312,530 326,557 74, 87,326 +/+
Heneikosanova k. 23,364 326,600 340,584 74, 87, 340 +/-
Dokosanova k. (behenova) 24,161 340,584 354,600 74, 87,354 +/+
Trikosanova k. 24,928 354,610 368,637 74, 87,368 +/+
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Lignocerova k.

, 25,673 368,637 382,630 74, 87, 382 +/+
(tetrakosanova)
Pentakosanova k. 26,382 382,700 396,690 74, 87, 396 +/+
Hexakosanova k. (cerotova) 27,075 396,690 410,717 74,87, 410 -+
Nenasycené MK
c1s-oktadec.-9-e’nova k., 20,560 282,461 354,643 73, 117, v
(olejova) 339
cis,cis-oktadeka-9,12- 73, 262,
dienové k. (linolova) 20,506 280,446 352,627 337 a
cis.cis.cis-oktadeka-9.12.15- = 54 278,430 292456  79.95.292  +/+
trienova k. (linolenova)
cis-dokos-13-enova k. 23,979 338,568 410,749 73§91529’ +/+
Hydroxykyseliny
, 55,169,
10-hydroxyhexadekanova k. 28,442 272,424 286.400 201 -/+
16-hydroxyhexadekanova 21,538 272,424 286,400 55, 74,256 +/+
2-hydroxypentadekanova k. 19,075 258,400 272,420 6957221 3, +/-
, 43, 227
2-hydroxyhexadekanova k. 20,052 272,424 286.450 58 p ’ +/+
2-hydroxyheptadekanova k. 21,000 286,450 300,477 57,241 300 +/-
2-hydroxyoktadekanova k. 21,910 300,500 314,500 43; 1225 -/+
2-hydroxydokosanova k. 25,169 356,600 370,600 o7, 311, +/+
369
2-hydroxytetrakosanova k. 26,635 384,600 398,663 573933 %, +/+
, 57,354,
2-hydroxypentakosanova k. 27,324 398,700 412,000 i12 +/-
Dikarboxylové MK
., 98, 241
hexadekandiova k. 21,909 286,410 314,460 583 ’ +/-
Mastné alkoholy
undekan-1-ol 18,419 173,308 - 55, 69, 154 -/+
hexadekan-1-o0l 22,200 242 441 - 55, 69, 196 +/-
oktadekan-1-o0l 23,862 270,494 - 43, 83,252 +/-

MK - mastna kyselina, +/- pfitomnost/absence dané latky u genotypu Cameor nebo J164
5.4.2 Analyza polarnich latek v mikrovzorcich osemeni

Prace byla zamétena piedevsim na nepolarni latky, zeyména pak mastné kyseliny, které
se na zaklad€ pfedchozich analyz (ASAP-MS, LDI-MS, MALDI) ukézaly jako vyznamné
ukazatele pro rozliSeni dormantniho a nedormantniho genotypu hrachu setého. Neméné
dulezitou skupinou latek byly nicméné i ty polarni, zejména pak sacharidy. Jednak proto, ze
sacharidy jsou jednou z hlavnich chemickych slozek hrachu a tvofi az 60 % susiny jeho
semen [202] a dale také proto, abychom dostali komplexnéjsi prehled o chemickém slozeni

osemeni dvou riznych genotypt hrachu.
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Uprava vzork spotivala nejprve v extrakci polarnich latek do methanolu a poté
v pfevedeni sacharidi na pfislusné oximy reakci s hydrochloridem methoxyaminu
v pyridinu. Vzhledem k povaze latek (vysoce polarni, obsahujici mnoho hydroxylovych
skupin, respektive mnoho aktivnich atomt vodiku) musely byt vzorky prfed GC-MS
analyzou derivatizovany, a to pomoci silanizace. Tvorba takovychto trimethylsilyl-oxim
derivati je hojné€ pouzivana pro stanoveni cukri v komplexnich smésich, nebot’ tyto derivaty
vykazuji dobré chromatografické vlastnosti a poskytuji jednoduché chromatogramy

[121,203].

Vysledkem byla identifikace zhruba padesati sloucenin, pifevazné cukrt, cukernych
alkohold, a cukernych kyselin (karboxylové kyseliny odvozené od monosacharidl) u obou
genotypu — viz tabulka IX. Jednalo se zejména o monosacharidy s Sesti uhlikovymi atomy
a disacharidy slozené rovnéz z Sestiuhlikatych monosacharidi. Vyjimkou byla pouze D-
arabinosa, jakozto jediny zastupce pentos. Mezi genotypy navic nebyly zaznamenany zadné
zmeény, co se zastoupeni jednotlivych cukernych slouCenin tyCe. Tyto vysledky jsou
v souladu s literaturou [200], kdy v osemeni dormantnich i nedormantnich semen hrachu
pfevazovaly mono a oligosacharidy slozené pravé z hexosovych jednotek. Kromé sacharidu
byla identifikovana i fada dalSich polarnich slouc¢enin. Konkrétné aminokyseliny, organické
kyseliny a fenolické sloucCeniny. Zajimavosti bylo, ze vice fenolickych slouCenin (arbutin,
epigallokatechin, kyselina gallovda a kyselina 3-hydroxybenzoova) se vyskytovalo
u genotypu JI64, coz ma spojitost s dormanci téchto semen [200,204]. Fenolické latky
v semenech totiz zplsobuji inhibici jejich kliceni a vyskytuji se tedy ve véSim mnozstvi
praveé u dormantniho typu semen [205-207].

Tabulka IX Identifikované slouceniny v poldrni frakci hrachu setého genotypu Cameor a JI64 po extrakci a

derivatizaci (tvorba oxim derivatii nasledovand silylaci MSTFA). Cislo pred TMS uvadi pocet TMS skupin

v molekule a ME znaci pocet methylii. Ionty k detekci vyznacené tucné jsou nejintenzivnéjsimi v hmotnostnim

spektru
Molekulova
Ret.  Molekulovd o000 Tonty -
Latka cas hmotnost L k detekci
(min) (g-mol™) silanizaci (mlz)
(g'mol™)

B-Alanin 13,375 89,093 3TMS, 305,637 73,174, 248
% Asparagova 14,585 133,103 3TMS, 349.646 100, 147,232
) Gama-aminomaselna 14,663 103,120 3TMS, 319,663 73,174, 304
; Glycin 11,788 75,067 3TMS, 291,610 73,174, 248
% L-Isoleucin 11,615 131,173 2TMS, 275,535 73,158, 218
5 Serin 12,550 105,093 3TMS, 321,636 73,204,218
L-Threonin 12.914 119,119 3TMS, 335,663 73,218, 291
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Citronova 18,037 192,124  4TMS, 480,848 73, 273, 465
3.4-dihydroxybenzoova 17,936 154,120  3TMS, 370,664 73,193, 370
. Fumarova 12262 116,072 2TMS, 260,434 73, 147, 245
%72 Gallova 19386 170,121  4TMS, 458,844 73,281, 458
= 5 3-hydroxybenzoova 15,766 138,121  2TMS, 282,483 193, 223, 267
g & Jableéna 14,192 134,087  3TMS, 350,631 73, 147, 233
& Jantarova 11826 118,088  2TMS, 262,450 73, 147, 247
© Sikimova 17884 174,151  4TMS, 462,846 73,204, 462
Stavelova 9,315 90,035 2TMS, 234,397 73,147, 190
Vinna 16,075 150,087  4TMS, 438,811 73,147,292
D-allosa 5TMS, 1ME, n
19.145 180,156 570,103 73,205, 319
D-arabinosa, methyloxim 16,396 150,130 AMW\_qmuw_oﬂm 73. 103, 307
D-fruktosa 18.696 180,156 SIMS. IME. 23 517 307
570,103
D-galaktopyranosid 4TMS, 1IME, n
Aam@%é Py 18,125 194,180 482,980 73,204, 217
A D-galaktosa 18,897 180,156 STMS, IME, 73,205, 319
= : : 570,103 - £0
m B-Gentiobiosa 27.180 342297 ﬁwﬁ%&mu 73,204, 361
5 Dglukosa 18.839 180,155 SIMS. IME. 23 147 319
570,103
o-L-thamnopyranosyl-D- ¢ 505 376997 6TMS, 848752 73,204,217
glukosy
D-psikosa 18.800 180,156 SIMS. IME. 23 13 307
570,103
Sacharosa 25499 342296  8TMS, 919,745 73,361, 437
D-talosa 5STMS, 1ME, "
18,958 180,156 570,103 73,205, 319
L-arabinitol 17.050 152,146 STMS, 513,051 73, 217, 307
o & Erythritol 14,518 122,120  4TMS, 410,844 73,147,217
323 Glucitol 19291 182,172 6TMS, 615259 73,147,319
=2 I Mannitol 26,688 182,079  6TMS, 615259 73,147,319
852 Myo-inositol 20,819 180,160  6TMS, 613,243 73, 147, 305
<22 L-Threitol 14421 122,120  4TMS, 410,844 73,147,217
Xylitol 16,788 152,146 STMS, 513,051 73,217,307
-~ 2-deoxy-arabino- 21,020 194,095  STMS, 555,045 73, 147, 245
>~ glukonova
m Z  Erythronova 15,160 136,102 4TMS, 424,828 73, 147,292
H 2 D-galaktarova 20,410 210,139  6TMS, 643,226 73,292, 333
Z % D-galaktonova 19.952 196,155  6TMS, 629242 73, 147,292
w M D-galakturonova 23285 194,139  STMS, 555,045 73,204,292
2 Z  D-glukarovi 20,130 210,139  6TMS, 643231 73, 147,292
Z @  D-glukonova 19.999 196,155  6TMS, 629242 73, 147,292
A% 2keto-L-glukonova 17,710 213,171  STMS, 555,045 73, 147,292
2O pBglukosid gentisové k. 28,277 154,122 6TMS, 748,143 73, 361
Ribonova 17,550 166,129  STMS, 527,035 73,147,292
> Arbutin 24903 272251  STMS, 633,223 73, 254, 450
O Y  Asterbatanosid A 26326 430,400  G6TMS, 862,127 73,259, 348
%<  Epigallocatechin 27419 306272  6TMS, 739,354 73,355, 456
=~ = Fenyl-B-D-glukuronid 29494 270243  4TMS, 558382 73,147,375
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5.4.3 Spole¢na analyza polarnich a nepolarnich latek z jednoho mikrovzorku

osemeni

Predchozi odstavce se vénovaly optimalizaci extrakéniho postupu pro nepolarni latky
a zvlast extrakci polarnich latek. V piipadé téch nepolarnich se jako vhodnéjsi jevilo
zmydelnéni s extrakci do n-hexanu nasledované silanizaci, nebot’ se tak podafilo detegovat
vice slouCenin oproti methanolyze/methylaci, véetné¢ dlouhych nasycenych mastnych
kyselin typickych pro genotyp J164. U polarnich latek optimalizace extrakce provadéna
nebyla, nebot se zvoleny postup jevil jako velmi vhodny sohledem na mnozstvi
detegovanych sloucenin a dobré chromatografické vlastnosti. Tyto postupy (pro nepolarni
a polarni latky) byly nicméné provadény vzdy s novym kouskem obalu semen hrachu obou
genotypu. Bylo tedy vyzvou pokusit se spojit tyto dva postupy a aplikovat je na jeden

mikrovzorek obalu semen hrachu.

Oproti samotnému zmydelnéni doslo pfi tomto spoleCném stanoveni k drobnym
zménam, co se zastoupeni latek ty¢e. V nepolarni frakci, ziskané z hila genotypu JI164, byly
detegovany nasycené mastné kyseliny v rozmezi C14 — C26 a dvé nenasycené mastné
kyseliny (olejova a linolenova). Nejvétsi rozdil byl zaznamenan v pfipadé mastnych
alkoholt, kdy byly detegovany pouze dva, a to dodekanol a oktadekanol. Latky steroidni
povahy byly detegovany také jenom dvé — B-sitosterol a kampesterol. Podobné zmény byly
pozorovany i u genotypu Cameor. Detegovany byly nasycené mastné kyseliny C15 — C24,
pouze jedna hydroxykyselina (3-hydroxymyristovd), z dikarboxylovych kyselin Slo
0 jantarovou, jableCnou a azelaovou kyselinu. Z mastnych alkoholt se podafilo detegovat
hexadekanol, heptadekanol, oktadekanol, eikosanol a dokosanol. Nebyly detegovany zadné
nenasycené mastné kyseliny ani steroidni latky. Polarni frakce obsahovala az na pét vyjimek
(glycin, maltosa, arabinitol, glycerol a beta-glukosid gentisové kyseliny) stejné latky, které
byly u obou genotypt identifikovany jiz diive (viz tabulka IX).

Z téchto vysledku vyplyva, ze spoleCna analyza polarnich a nepolarnich latek
z jednoho mikrovzorku osemeni je velmi Gi€inna a podaftilo se pomoci ni identifikovat témér
srovnatelné mnozstvi latek jako kdyz byly metody pouzity zvlast na vétsich kusech obalu
semen hrachu. Absence nekterych latek v nepolarni frakci, napt. kyseliny oktakosanové,
mastnych alkoholi a steroli mohla byt zpisobena mens$im mnozstvim vzorku, nebot
i v pripadé vétsiho mnozstvi se detekce vySe zminénych latek pohybovala takika na hranici
limitu detekce dané metody. U polarnich latek byly pozorovany jen zanedbatelné zmeény

v jejich zastoupeni, coz mohlo byt zpsobeno jednoduse tim, Ze cukry jsou narozdil od lipida
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majoritnimi latkami, ze kterych je tvofen obal semene. Navic je jejich uvolnéni z matrice
mnohem snaz§i, neZ je tomu napiiklad u mastnych kyselin, které jsou vazany

v triglyceridech [202,208,209].
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6 Zaveér

V predlozené disertacni praci byly studovany moznosti analyz latek prevazné
nepolarni povahy pomoci GC-MS s vyuzitim derivatizaCnich postupt. Prvni ¢ast prace je
vénovana vyvoji jednoduché GC-MS metody pro odliSeni kravského mléka pochazejiciho
z venkovniho nebo vnitiniho chovu. K tomuto odliSeni nelze vyuzit pouze koncentraci
samotného cholesterolu nebo jeho prekurzorti, nebot” tyto hodnoty jsou ovlivnény expozici
sluneCnimi paprsky a obsah cholesterolu miize byt navic ovlivnén fadou dalsich faktort jako
jsou stari a fyzickd kondice zvifete, krmivo nebo stupen laktace. Pouzitim relativnich
pomért mezi analyty (7-DHC/CHOL) namisto pouhého pouziti koncentrace kazdého z nich
jako samostatného markeru byla podstatné zesilena rozliSovaci schopnost metody. To
dokazuji 1 vysledky méfeni deseti riznych vzorkii mléka, kdy ctyfi z nich pochazely
z venkovniho chovu a zbylych Sest zchovu wvnitintho. Hodnota parametru (7-
DHC/CHOL)*1000 se pohybovala v rozmezi 0,35 — 1,34 pro venkovné chované kravy a
naopak vnitini chov zaznamenal nartist hodnot, které byly v rozmezi 2,14 — 2,85. Navrzena
GC-MS metoda kvantifikace 7-dehydrocholesterolu a normalizace na mnozstvi cholesterolu
ptfitomného v mléce by tak mohla najit uplatnéni pfi rozliSeni mezi venkovnim a vnitinim
chovem krav, a navic by se mohla stat i¢innym nastrojem pro oveéfovani zivotnich podminek
hospodarskych zvirat a oveérovani potencialnich ekologickych tvrzeni vyrobcii mlécnych

produktti.

Dale byla GC-MS pouzita k analyzam produktd vzniklych elektrochemickou
pfeménou chenodeoxycholové kyseliny (CDCA). Jelikoz je CDCA elektrochemicky
neaktivni, musel elektrochemické oxidaci predchéazet krok navic v podobé dehydratace
kyselinou chloristou. Tento krok vSak nevedl k pouhému odstépeni molekuly vody, ale
zejména k neocekavanému piesmyku C a D kruhu steroidniho skeletu. Dehydratovana
CDCA byla elektrochemicky oxidovana a vzhledem k tomu, ze vznikalo velké mnozstvi
oxida¢nich produkti, byl na zakladé LC-MS analyz vybran a synteticky pfipraven ten
nejvice zastoupeny. Timto zpasobem byl ptipraven i produkt dehydratace. GC-MS analyzy
potvrdily pfitomnost téchto produktd (dehydrata¢niho a oxida¢niho) v extraktech CDCA po
dehydrataci, respektive po oxidaci na zaklad€ srovnani retencnich Casi a hmotnostnich
spekter synteticky pfipravenych standardl se ziskanymi extrakty, respektive elektrolyzaty

CDCA.
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GC-MS predstavuje zavedenou a v praxi bézné pouzivanou techniku slouzici
k identifikaci raznych druhti pojiv v nasténnych malbach a je zalozena zejména na analyze
methylesteri mastnych kyselin, respektive jejich charakteristickych poméra. V ramci této
studie byly analyzovany referencni vzorky nasténnych maleb obsahujici Inény olej a vejce
s Sesti raznymi pigmenty. Analyzy byly provadéné na dvou GC-MS piistrojich s témeéf
identickym hardwarovym uspofadanim (rozdil spocival pouze v typu stacionarni faze) za
ucelem posouzeni mozné variability vySe uvedenych pomért a parametrd. Dale byl zkouman
vliv umélého starnuti na slozeni modelovych vzorkll. Zatimco se vétSina parametrii béhem
starnuti ménila dle oekavani, pomér P/S zistaval po celou dobu témér konstantni. Starnuti
mélo vétsi vliv na nenasycené mastné kyseliny, kdy byl zaznamenan jejich vyrazny pokles.
Naopak dikarboxylové kyseliny (azelaova, sebakovd a suberova) zaznamenaly prudky
narust, nebot’ vznikaji v disledku oxidace nenasycenych kyselin. Zna¢ny rozdil v hodnotach
P/S u zestarnutého vaje¢ného pojiva mezi ptistroji GC-MS 1 (1,76 = 0,31) a GC-MS 2 (2,93
+ 0,24) vedl ke zkoumani dalSich vhodnych markerd, kterymi se jevily produkty oxidace
cholesterolu, zejména pak cholesta-3,5-dien-7-on. Identifikace takovych markert je vSak
narocna z hlediska mnozstvi vzorku, poméru pojiva k pigmentu a zejména pocatecniho
mnozstvi cholesterolu, ze kterého se tyto produkty nasledné vytvareji. Proto byla pouzita
PCA analyza, ktera kombinuje vice parametrd, a ktera se ukazala jako velmi G€inna pfi
rozliSeni mezi olejovym a vajeCnym pojivem, i piesto, ze se hodnoty P/S znacné€ odchylovaly
od referencnich hodnot v literatufe a byly svym zptsobem zavadéjici. PCA analyza byla
nasledn€ pouzita na realné vzorky historickych néasténnych maleb, kdy se podafilo u Ctyt
vzorkt jednoznacné€ prokazat pritomnost Inéného oleje jako pojiva. U ostatnich vzorkl se

jednalo pravdépodobné o smés vajecného a olejového pojiva.

Posledni studovanou oblasti byl vyvoj GC-MS metody pro soucasnou analyzu
polarnich a nepolarnich latek z jednoho mikrovzorku osemeni hrachu setého, ktery spocival
predev§im v optimalizaci postupu pro stanoveni nepolarnich latek. Nejvhodnéj§im postupem
z hlediska mnozstvi detegovanych latek bylo zmydelnéni v alkoholickém roztoku hydroxidu
draselného s naslednou extrakci latek do n-hexanu. Takto doslo k efektivnimu naruSeni
povrchu vzorku a uvolnéni hledanych analytti. Pfi spolecném stanoveni byly vzorky nejprve
extrahovany smési methanol/voda — tim doslo k uvolnéni polarnich latek, které byly dale
zpracovany a zbyly mikrovzorek osemeni byl podroben zmydelnéni za Gcelem stanoveni

nepolarnich latek.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symbolu
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Souhrn

Disertacni prace je zaméfena na optimalizaci a vyvoj plynové-chromatografickych
metod pro latky zejména lipidové povahy. Pozornost byla upfena na vhodné derivatizacni
reakce, bez kterych by byly analyzy takovych sloucenin té€zko proveditelné, ne-li nemozné.
Prehled nejpouzivanéjSich a nejznaméjsich typl derivatizacnich reakci je uveden
v teoretické Casti. Ta rovnéz pojednava o latkach, které byly v praci analyzovany, vetné
nejbéznéjSich analytickych metod uréenych pro jejich stanoveni. Jednalo se o steroidni latky
jako je cholesterol, jeho prekurzory a produkty jeho pfemén, zluCové kyseliny, dale pak
mastné kyseliny a sacharidy.

Experimentalni ¢ast je rozdélena na Ctyfi Casti a kazda z nich se vénuje analyze jiného
typu latek z riznorodych matric. Za prvé se podatilo vyvinout jednoduchou GC-MS metodu
pro rozliSeni mezi vnitiné a venkovné ustajenym skotem, ktera je zalozena na obsahu
7- dehydrocholesterolu normalizovaného na obsah cholesterolu, a kterd byla tspésné
aplikovana na deset vzorkd kravského mléka se znamym zpisobem ustajeni. Dale byla
metoda GC-MS optimalizovana pro analyzu produkti chemické dehydratace
a elektrochemické oxidace chenodeoxycholové kyseliny, kdy se ve spolupréci s jinymi
analytickymi technikami podafilo identifikovat majoritni dehydratacni a oxidacni produkt.
Tteti oblasti, kde byla metoda GC-MS spolu s vhodnym derivatizatnim postupem pouzita,
byly analyzy vzorka kulturniho dédictvi. Nejprve byl postup optimalizovan na referencnich
vzorcich nasténnych maleb a nasledné aplikovan na historické vzorky pochéazejici z obdobi
sttedovéku. Kombinace GC-MS spolu s PCA analyzou zahrnujici mnoho dilezitych
parametrd, jako jsou vybrané poméry mastnych kyselin, jejich suma a pfitomnost produkti
oxidace cholesterolu, se ukéazala jako vhodné feseni pro urceni konkrétniho lipidového
pojiva pouzitého v nasténné malbe. Posledni ¢ast prace je vénovana vyvoji GC-MS metody
pro spolecnou analyzu polarnich 1 nepolarnich latek z jednoho kusu mikrovzorku osemeni
hrachu setého dvou riznych genotypt liSicich se dormanci. Optimalizovan byl zejména
postup pro stanoveni nepolarnich latek, kde se jako idealni jevilo zmydelnéni nasledované
extrakci latek a jejich derivatizaci silyla¢nim €inidlem. Pfi spole¢ném stanoveni pak bylo
identifikovano vice nez padesat sloucCenin v polarni frakci a podobné mnozstvi latek,

zejména mastnych kyselin a jejich derivatl, v nepolarni frakcei.



Summary

The dissertation thesis “Derivatization in chemical analysis” focuses on the
optimization and development of gas chromatographic methods for substances, particularly
of a lipid nature. Attention is directed towards suitable derivatization reactions, without
which analyses of such compounds would be hardly feasible if not impossible. An overview
of the most commonly used and well-known types of derivatization reactions is provided in
the theoretical part. This section also discusses the substances analyzed in the thesis,
including the most common analytical methods used for their determination. These include
steroid compounds such as cholesterol and its precursors, bile acids, fatty acids, and
carbohydrates.

The experimental part is divided into four sections, each dedicated to the determination
of different types of substances from diverse matrices. Firstly, a simple GC-MS method was
developed to differentiate between internally and externally housed cattle, based on the
content of the cholesterol precursor - 7-dehydrocholesterol normalized to the cholesterol
content. This method was successfully applied to ten samples of cow's milk with a known
type of housing. Furthermore, the GC-MS method was optimized for the determination of
products of chemical dehydration and electrochemical oxidation of chenodeoxycholic acid.
Through collaboration with other analytical techniques, the major dehydration and oxidation
products were identified. The third area where the GC-MS method, along with a suitable
derivatization procedure, was used, involved analyses of cultural heritage samples. Initially,
the procedure was optimized on reference samples of wall paintings and then applied to
historical samples from the medieval period. The combination of GC-MS with PCA analysis,
including many important parameters such as selected fatty acid ratios, a sum of selected
fatty acids, and the presence of cholesterol oxidation products, proved to be a suitable
solution for determining the specific lipid binder used in wall paintings. The last part of the
thesis is devoted to the development of a GC-MS method for the simultaneous determination
of polar and non-polar substances from a single microsample of seeds of two different
genotypes of field peas differing in their dormancy. The procedure was optimized, especially
for the determination of non-polar substances, where saponification followed by extraction
of the substances and their silylation proved to be ideal. In simultaneous determination, over
fifty compounds were identified in the polar fraction and a similar number of substances,

particularly fatty acids, in the non-polar fraction.
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1 Uvod

Plynova chromatografie (GC) ma v separaci a analyze t€kavych organickych sloucenin
dominantni postaveni. Co vSak s molekulami, které se strani pozornosti, protoze postradaji
tékavost nebo tepelnou stabilitu potfebnou pro GC analyzu? Pravé zde nastupuje analyticka
derivatizace a nabizi pomyslny kli¢ k odemknuti skrytého svéta téchto analytu.

Derivatizaci si 1ze predstavit jako chemicky tanec, pfi kterém jsou specifické funkcni
skupiny v molekulach peclivé nahrazovany novymi. Tyto nové skupiny, strategicky zvolené
pro jejich zvySenou tékavost nebo pozadované chromatografické chovani, umoziuji dfive
neviditelnému analytu vstoupit na scénu plynové chromatografie. Chemicky modifikovana
molekula, nazyvana derivat, tak disponuje vlastnostmi potiebnymi pro separaci a detekci,
odhalujici jeji identitu a mnozstvi. Otazkou zlstava, co je hlavni motivaci pro tuto
chemickou manipulaci. Pfedstavme si svét polarnich molekul, jako jsou aminy, alkoholy
a karboxylové kyseliny. Tyto polarni slouceniny se svymi intermolekularnimi silami pevné
drzi na sobé€ a na stacionarnich fazich, a odmitaji se posouvat GC kolonou. Derivatizace,
vyzbrojena Cinidly, jako jsou silylaéni a acylacni ¢inidla, nahrazuje tyto polarni skupiny
objemnéj§imi a mén¢ interaktivnimi skupinami. Vysledkem je efektivni separace a analyza
celé tady polarnich sloucenin. Kromé zmény tékavosti nabizi derivatizace dalsi vyhody.
Muze zlepsit chromatografické rozliseni manipulaci s polaritou a velikosti molekuly, coz
vede k lepsi separaci od ostatnich slozek ve vzorku. Dale muze také zlepsit detekovatelnost
zavedenim funk¢énich skupin, které zvysuji odezvu pfislusného detektoru. Vybeér spravného
derivatizacniho Ccinidla a reakénich podminek je zasadni pro zaji§téni uplné premény
a minimalnich vedlejSich reakci. Navic derivatizace pridava dalsi krok do analytického
pracovniho postupu, vyzadujici optimalizaci a validaci pro zajisténi optimalnich dat.

Navzdory slozitosti analytické derivatizace jsou vyhody z ni plynouci nepopiratelné.
Rozsituje dosah plynové chromatografie, coz umoziiuje analyzovat Sirokou skalu sloucenin,
od farmaceutik a zneCistujicich latek v zivotnim prostfedi az po biomolekuly nebo vonné
a chutové latky v potravinach. Od odhalovani tajemstvi forenznich diikazti po vyvoj novych

1ékt nadale hraje derivatizace klicovou roli v posouvani hranic analytické védy.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Derivatizace v plynové chromatografii

Plynova chromatografie je i dnes technikou prvni volby pro separaci tékavych,
termalné stabilnich sloucenin s molekulovou hmotnosti nepfevysujici 1000 daltont
a teplotou varu do 400 °C [1-4]. Mezi jeji hlavni prednosti patii vysoka separacni Gi€innost,
citlivost, rychlost analyz, Siroka Skala citlivych detektorti a v neposledni fad¢ také financni
dostupnost 1 pro malé laboratore [1,2]. Vyhodou je také moznost analyzovat vzorky
v plynném, kapalném, a dokonce pevném skupenstvi [5]. To déla z plynové chromatografie
unikatni a vSestrannou metodu, ktera naléza uplatnéni pii feSeni problémi v celé fade
raznych odvétvi. Nicméné mnozstvi latek, které mohou byt analyzovany pomoci plynové
chromatografie pfimo, je limitovano. Makromolekularni, velmi polarni latky, nebo
organické soli nelze analyzovat bez predchozi upravy, nebot’ nespliiuji podminky pro GC
separaci [4,6,7]. Tyto latky 1ze ovSem v mnoha pfipadech chemicky modifikovat neboli
derivatizovat tak, aby doslo ke snizeni jejich polarity, a naopak zvyseni tékavosti a termalni
stability. V neposledni fadé je davodem k derivatizaci i zlepSeni detekovatelnosti cilovych
analytt. V dnesni dobé je dostupna Siroka Skala nejriznéjsich derivatizacnich ¢inidel vCetné
jasn¢é definovanych a dobfe popsanych postupti pro jejich konkrétni pouziti, pfiemz
nejcastéji pouzivané jsou tyto tii typy reakci — alkylace, acylace a silylace. Vybér vhodného
derivatizacniho Cinidla zavisi na nékolika faktorech. Za prvé je to povaha analytu a matrice
vzorku, konkrétne jaké funkcni skupiny se v molekulach vyskytuji, jsou-li tyto skupiny
n¢jak stericky branény, jaka je kyselost vodikového atomu atd. Vyhodné je také
derivatizovat analyty, které byly pfedem separovany od zbytku matrice. Dulezita je i zvolena
analyticka metoda, kterd ma byt ke zkoumani pouzita, s ¢cimz se poji vybér kolony, volba
detek¢éniho systému atd. Derivatizacni Cinidlo muze byt pouzito samostatné, anebo
v kombinaci s rozpoustédlem, jehoz funkci je podpofit rozpusténi analytu a také podpofit
prubéh derivatizacni reakce. Podminkou je, aby rozpoustédlo nereagovalo s derivatizacnim
Cinidlem. To spliiuji zejména aprotickd rozpoustédla jako je naptiklad pyridin nebo

tetrahydrofuran [6,8—10]. Idealni derivatizacni reakce by méla spliiovat nasledujici:

e derivatizacni reakce musi byt kompletni (95-100 % vzorku derivatizovano)
e zmeény ve struktufe analytu v dasledku derivatizace jsou pouze na kyzenych mistech

(funkeni skupiny)



e produkty derivatizacni reakce jsou odliSitelné a dobfe separovatelné od vychozi
slouceniny

e zadné interakce mezi Cinidlem a chromatografickym systémem, ani laboratornim
vybavenim

e vytvoreny derivat je stabilni v Case
2.2 Latky steroidni povahy

7-dehydrocholesterol (7-DHC) je vyznamnym prekurzorem cholesterolu a vitaminu
D3. Jeho hromadéni v séru nebo v tkanich vede ke vzniku zavaznych onemocnéni jako je
napt. Smith-Lemli-Opitziiv syndrom [11]. Cholesterol je soucasti bunénych membran
a slouzi jako prekurzor bioaktivnich slou€enin, konkrétné zlucovych kyselin [12],
pohlavnich hormonti a kortikoidd [13]. Hladina cholesterolu v plasmé je klicovym
diagnostickym kritériem v mediciné. Jak zvysSené, tak snizené hladiny cholesterolu ukazuji
na mozné zdravotni komplikace (napf. aterosklerdza) [14]. Kvantifikace cholesterolu a jeho
prekurzort je realizovana pomoci GC-FID [15], Casté&jsi je vSak spojeni GC-MS [16-19].
Cholesterol a 7-DHC jsou obvykle pfed GC-MS analyzou derivatizovany zejména kvuli
jejich vyssi polarité zpusobené piitomnosti hydroxylovych skupin. Hydroxylova skupina je
u téchto sterold nejCastéji prevadéna na TMS derivat pomoci Cinidel jako je BSA, BSTFA
nebo MSTFA, at’ uz samotnych nebo s pfidavkem katalyzatoru (1% TMCS) [20,21].
Vyhodou TMS derivatii oproti jinym (napt. TBDMS) je zejména jednoduchost jejich
ptipravy, vysoka tepelna stabilita a nizkad polarita [22]. Dalsi vyhodou je také mnozstvi
diagnostickych fragmentovych iontl vznikajicich po elektronové ionizaci v hmotnostnim

spektrometru [23,24].

Zluové kyseliny jsou steroidni molekuly syntetizované v jatrech z cholesterolu
a skladované ve zlucniku [25]. Jejich funkci je zejména vylucovani cholesterolu z téla jeho
pfeménou na zlucové kyseliny. Takto vzniklé zluCové kyseliny jsou oznacCovany jako
primarni a jedna se o cholovou (CA) a chenodeoxycholovou (CDCA) kyselinu. Dalsi funkci
je usnadnéni vstiebavani lipidu z potravy veetné vitamina rozpustnych v tucich (A, D, E, K).
Zlugové kyseliny navic paisobi jako dilezité regulaéni molekuly [12,26]. Analyza zlu¢ovych
kyselin je dalezitym diagnostickym nastrojem pro onemocnéni jater a stiev [25,27,28].
Pouzivany jsou zejména metody imunochemické (ELISA) a chromatografické (HPLC-MS,
GC-MS) [29-33]. V posledni dobé¢ jsou vyvijeny i metody elektrochemické [34,35]. GC-
MS se ukazala jako nejuniverzalnéjsi a dostatecné citliva pro kvantifikaci nano- az pikomolt
7luéovych kyselin v biologickych vzorcich [29]. Zluové kyseliny musi byt pred GC-MS
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analyzou derivatizovany s ohledem na jejich malou té€kavost zptisobenou pfitomnosti
nekolika funkénich skupin v molekule (-COOH, -OH, -C=0 aj.). Karboxylova skupina je
nejCastéji prevadéna na methyl ester pomoci Cerstvé pripraveného diazomethanu [20,36]
nebo reakci s methanolem katalyzovanou silnymi anorganickymi kyselinami [37,38].
Hydroxylové skupiny byvaji zpravidla chranény alkylsilylaci, jejiz rychlost zavisi na povaze
hydroxylu a sterickém uspofadani. Pro vétSinu stericky nebranénych hydroxylovych skupin
plné postacuje samotné ¢inidlo BSA nebo BSTFA, ptipadné ve smési s TMCS [20,25,39].
Pro soucasnou derivatizaci karboxylové i hydroxylové skupiny je mozné pouziti anhydridu
perfluorovanych nizkomolekularnich kyselin a jejich smési s fluorovanymi alkoholy
[40,41]. Kromé hydroxylovych skupin jsou Casto pfitomny i oxoskupiny, které byvaji
pfemény na oxim (obvykle methyloxim) a az poté jsou derivatizovany hydroxylové skupiny

TMS c¢inidlem [42].
2.3 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou alifatické karboxylové kyseliny, které byvaji v zavislosti na
poctu uhlikovych atomi rozdélovany na kratké tékavé mastné kyseliny (C1 — C5), stfedné
dlouhé mastné kyseliny (C6 — C14), dlouhé mastné kyseliny (>C15) a velmi dlouhé mastné
kyseliny (> C40) [4,43,44]. Mastné kyseliny jsou zdrojem energie a hlavnimi slozkami
bunécnych membran, kde ovliviiuji jejich strukturu a tekutost. Rovnéz jsou prekurzory

mnoha signalnich molekul [45,46].

Nejfrekventovanéjsi metodou analyzy mastnych kyselin je plynova chromatografie
[4,47], které predchazi derivatizace mastnych kyselin, nejcastéji methylaci, vedouci ke
vzniku methylesterd mastnych kyselin (zkratka FAME) [4,6,47-49]. FAME mohou byt
pfipraveny transesterifikaci lipidt za pfitomnosti katalyzatoru a alkoholu — methanolu, ktery
nahradi alkoholovou slozku ptivodniho esteru. Katalyzatory mohou byt kyselé (HCI1, H2SOx4)
nebo zasadité povahy (methanolicky roztok KOH, methoxid sodny). Samotné methylaci
musi nicméné predchazet extrakce mastnych kyselin z matrice vzorku. K tomuto ucelu jsou
Casto pouzivany metody extrakce =z kapaliny do kapaliny vyuzivajici kombinace
organickych rozpoustédel [50,51]. Nékdy muze byt po extrakci zafazen jesté dalsi krok —
saponifikace neboli zmydelnéni. To umoziuje §tépit esterové vazby a v pfipadé potieby
oddélit zmydelnitelny podil (mastné kyseliny) od nezmydelnitelné frakce (vyssi mastné
alkoholy, steroly aj.) [49,52]. FAME mohou byt pfipraveny také reakci s diazomethanem
[53], pti které dochazi pouze k selektivni methylaci volnych mastnych kyselin v pfitomnosti

jinych lipida [4,48,54]. Dalsim zptisobem methylace je jednokrokova derivatizace
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provadénd methanolickym roztokem kyseliny chlorovodikové [55-57]. Znacné
zjednodusSeni v pfipravé vzorku pfinasi i kvartérni amoniové soli (napt. TMAH, PhTMAH
nebo TFTMA), které slouzi jako rychla (trans)esterifikacni Cinidla bez nutnosti extrakce
pred analyzou. Specificka je u téchto Cinidel reakce za velmi vysokych teplot, kterych je

dosahovano v nastfikovém prostoru GC [6,48,58,59].
2.4 Sacharidy

Sacharidy jsou polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony obsahujici ve své
molekule minimalné tfi alifaticky vazané uhlikové atomy. V zavislosti na poctu
monosacharidovych jednotek je muzeme délit na monosacharidy (1), disacharidy (2),
oligosacharidy (3-10) a polysacharidy (>10). Sacharidy jsou stavebnim materidlem vSech
rostlinnych bunék a tkani, dilezitym zdrojem potravy a energie zivocichd a zasobarna zivin
rostlin. Jsou klicovymi slouCeninami pro biosyntézu proteinu a lipidd a jsou funkcnimi

slozkami nukleovych kyselin (RNA, DNA) [60—63].

GC i LC jsou rozsifenymi metodami analyzy sacharidi, nicméné GC nabizi vysoké
rozliseni a citlivost, reprodukovatelnost, nizsi citlivost separacni kolony viici matricovym
efektim a dostupnost Siroké skaly detektorti véetné MS [64,65]. Pred GC analyzou je vSak
nezbytna derivatizace, nebot’ sacharidy obsahuji vysoky pocet funkénich skupin, mohou se
vyskytovat v riznych tautomernich formach, nékteré molekuly mohou byt labilni
a v nékterych piipadech jsou funkcni skupiny stericky branény [6,66]. Jednokrokové
derivatizacni techniky (napf. silylace, methylace, acetylace) jsou pouzivany pro analyzu
polyalkoholti a neredukujicich sacharidi. Naopak redukujici sacharidy vyzaduji obvykle
dvou nebo vicekrokovou derivatizaci s ohledem na reaktivitu volné karbonylové skupiny.
Pti dvoukrokové derivatizaci se karbonylova skupina nejprve prevede na specificky derivat,
ktery jiz dale nebude poskytovat rizné tautomery. Toho je dosazeno bud’ redukci, napf.
tetrahydridoboritanem sodnym, ktera poskytne prislusné cukerné alkoholy (alditoly) nebo
oximaci, nejcastéji pomoci O-methylhydroxylaminu ve formé hydrochloridu. Ve druhém
kroku jsou nechranéné primarni a sekundarni hydroxylové skupiny derivatizovany, napft.
(trifluor)acetylaci nebo trimethylsilylaci. TMS oximy jsou tékavéjsi, a proto je metoda
pouzitelna pro rizné druhy sacharid(, vcetné aldonovych kyselin (cukernych kyselin) a
dovoluje tak soucasné stanoveni neutralnich sacharidu, polyalkoholt, aldonovych kyselin a

dalSich slozek jako jsou karboxylové kyseliny, aminokyseliny aj. [65-69].



3 Cile disertacni prace

Predlozena disertacni prace si kladla za cil predevsim optimalizaci stavajicich GC-MS
metod a dale vyvo] metod novych pro analyzu latek pfevazné lipidové povahy jako jsou
mastné  kyseliny, steroidy a ZzluCové kyseliny. Tyto analyzy probihaly
v ruznorodych matricich rostlinného i zivoc¢isného ptvodu, a proto bylo nutné optimalizovat
zejména extrakéni postupy pro sledované analyty. Jelikoz se jednalo ve vétSiné pripada
o latky polarni, malo tékavé, byla nezbytna derivatizace, které byla vénovana obzvlast
pozornost, nebot’ bez ni by nebylo mozno nékteré latky identifikovat, natoz kvantifikovat.

Konkrétni cile prace 1ze shrnout do nékolika bodi:

e vyvoj jednoduché GC-MS metody pro rozliSeni kravského mléka pochazejiciho
z vnitiniho a venkovniho chovu

e vyvoj a optimalizace GC-MS metody pro analyzu produkti chemické dehydratace
a elektrochemické oxidace chenodeoxycholové kyseliny

e vyvo] metody pro rozliSeni lipidovych pojiv na bazi oleje a vajec v nasténnych
malbach a aplikace této metody na realné historické vzorky nasténnych maleb

e vyvo] metody pro spoleCnou analyzu polarnich a nepolarnich latek z jednoho

mikrovzorku osemeni hrachu setého
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 GC-MS metoda pro soucasnou analyzu cholesterolu a 7-dehydrocholesterolu

v mléce
4.1.2 Priprava vzorku

Bylo navazeno 2,5 g mléka a ptidano 50 pl vnitfniho standardu (IS) epicoprostanolu
(EPI) o koncentraci 1 mg-ml™. Bylo pfiddno 0,5 ml nasyceného vodného roztoku NaCl, 4
ml methanolu, 0,35 ml 1IM-HCI a 5 ml n-heptanu. Smés byla po dobu 30 min protiepavana
a nasledné centrifugovana 5 min pii 4400 rpm. Horni heptanova vrstva byla odebrana do
Cisté zkumavky a bylo k ni pfidano 0,5 ml NaOH v methanolu (2,5 mol-1"). Smés byla
zahfivana ve vodni lazni po dobu 30 min pfi 45 °C. Kazdych 5 minut byla vortexovana 20
s. Po ukonceni methanolyzy a vychladnuti reak¢éni smési na laboratorni teplotu byly pfidany
4 ml deionizované vody a 1 ml IM-HCI pro ¢aste¢nou neutralizaci roztoku. Vysledna smes
byla jemné protfepana a centrifugovana 6 min pii 4400 rpm. Extrakce n-heptanem
s naslednou methanolyzou byla opakovana celkem ctytikrat. Horni organické faze ziskané
z jednotlivych krokti byly spojeny dohromady a odfoukany proudem dusiku pii 75 °C.
Vysledna zluté zbarvena hustéa kapalina obsahujici methylestery mastnych kyselin a steroidy
byla prevedena do autosamplerové vialky. Derivatizace byla provadéna 50 ul BSTFA v
prostfedi 50 pl pyridinu pfi 90 °C po dobu 30 min. Po vychladnuti byly derivatizované
vzorky doplnény n-hexanem na objem 1 ml a analyzovany pomoci GC-MS. VSechny vzorky

byly piipraveny v triplikatech a kazdy byl nastfiknut tfikrat.
4.1.3 Pristrojové vybaveni a podminky méreni

Plynovy chromatograf Agilent 6890 s hmotnostnim detektorem (MSD) 5973N
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) a kapilarni kolonou — OPTIMA-5MS, 30 m x 0,25 mm x
0,25 pum (Macherey-Nagel, Némecko). Teplotni program: 50 °C (2 min) — 10 “C/min — 300
°C (20 min); nastrik 2 pl (280 °C), davkovaci puls 206,8 kPa, 18 s.

4.1.4 Statisticka analyza dat

Pro zpracovani dat byl pouzit statisticky software QC.Expert 3.2 (TriloByte Ltd.,
Pardubice, CR). Analyze byly podrobeny nasledujici parametry: linearita, limity detekce
(Lp) a kvantifikace (Lq) a relativni smérodatna odchylka obsahu analytu. Linearita byla
testovana takzvanym FL testem vérohodnostniho pomeéru [70]. Hodnoty Lp a Lq byly

vypocitany v souladu s normou ISO 11843-2:2000 [71].



4.2 Analyza produkti chemické dehydratace a elektrochemické oxidace

chenodeoxycholové kyseliny pomoci GC-MS
4.2.1 Dehydratace chenodeoxycholové kyseliny a analyza standardu zlucovych kyselin

Roztok CDCA (9-10* mol-1"') v CH3CN byl dehydratovan 0,1M-HCIO4 pii 50 °C po
dobu 10 minut. Poté byly 2 ml vzorku ¢aste¢né neutralizovany 0,9 ml 0,2M-NaOH. Obsah
CH3CN byl snizen odfoukanim proudem dusiku na objem cca 1 ml a vzorek byl extrahovan
1 ml ethylacetatu (tfepano na tfepacce 10 min/1300 rpm) a poté bylo odebrano 750 ul
ethylacetatové faze, ktera byla odparena v proudu dusiku do sucha. Vzorek byl derivatizovan
50 ul BSTFA v 50 pl pyridinu s ptidavkem 1 pul TMCS pfi teploté 90 °C po dobu 30 min

a pfed GC-MS analyzou byl doplnén na objem 1 ml n-hexanem.

Dehydratacni produkt CDCA (VB-A-325) a oxidac¢ni produkt (VB-A-498) byly
synteticky pfipraveny na Katedfe organické chemie (Univerzita Karlova, CR). Tyto
standardy spolu s ostatnimi standardy zlucovych kyselin (CA, LCA, DCA a UDCA) byly
rozpustény v acetonu (1 mg-ml!), bylo odebrano 30 ul, odfoukano proudem dusiku do sucha
a derivatizovano smeési BSTFA + pyridin + TMCS v poméru 50:50:1 pti 90 °C po dobu 30
min. Pro elektrochemickou oxidaci byl roztok standardu VB-A-325 (9-10* mol1")
pfipraven v 0,1M-NaClO4 v CH3CN.

4.2.2 Elektrochemicka oxidace chenodeoxycholové kyseliny

+

Elektrochemicky clanek byl slozen z Pt sitkové elektrody, referentni Ag/Ag
elektrody (Ag/0,01M-AgNOs;, 1M-NaClOs v CH3CN) a pomocné Pt sitkové elektrody,
oddélené od mérného roztoku solnym miistkem obsahujicim 0,5M-NaClO4. Roztok CDCA
(9-10* mol-1"") byl dehydratovan (viz vy$e) a nasledné oxidovan pii 1,2 V po dobu 30 minut.
Objem 2 ml elektrolyzatu byl ¢astecné zneutralizovan 0,9 ml 0,2M-NaOH, odpafen v proudu
dusiku na cca 1 ml a extrahovan 1 ml ethylacetatu. Bylo odebrano 750 ul ethylacetatoveé
faze, ktera byla odpafena v proudu dusiku do sucha. Vzorek byl derivatizovan dle postupu

uvedeného vySe.
4.2.3 Pristrojové vybaveni a podminky méreni

Analyzy byly provadény na plynovém chromatografu Agilent 6890 s hmotnostnim
detektorem (MSD) 5973N (Agilent, USA) a kapilarni kolonou OPTIMA-5MS, 30 m x 0,25
mm x 0,25 um (Macherey-Nagel, Némecko). Teplotni program: 50 °C (2 min) — 10 °C/min
— 320 °C (20 min); nastiik 2 pl (300 °C), davkovaci puls 206,8 kPa, 18 s. MS/MS



experimenty byly provadény na Agilent 7890B s hmotnostnim detektorem s trojitym
kvadrupdlem Agilent 7010 (Agilent, USA). Separace probihala na dvou kapilarnich
kolonach HP-5MS UI spojenych v sérii (15 m x 0,25 mm x 0,25 pm kazda z nich)
s konstantni pritokovou rychlosti 1,2 respektive 1,4 ml/min. Teplotni program: 50 °C (2
min) — 10 °C/min — 320 °C (20 min); nastiik 1 pl (300 °C), davkovaci puls 206,8 kPa, 18 s.
Hmotnostni spektra byla snimana v rezimu TIC a v rezimu MRM, kdy byl sledovan vznik

iontu m/z 266 z m/z 518. Fragmentace m/z 266 byla provedena pfi kolizni energii 30 eV.

4.3 Analyza organickych pojiv na bazi lipida v nasténnych malbach pomoci GC-

MS

4.3.1 Modelové a historické vzorky nasténnych maleb

Pro pfipravu modelovych vzorkt byly pouZzity pigmenty — viz obr. 1. Olejové pojivo
bylo pfipraveno ze smési polymerizovaného Inéného oleje a &isténého Indného oleje. Cerstvé
slepi¢i vejce bylo zakoupeno v mistnim obchodé€. Byly pfipraveny dvé identické cihlicky
z vapenné omitky na zaklad¢ historickych postupt [72]. Jednotlivé praskové pigmenty byly
na podloznich sklickach smichany za pomoci Spachtle s pojivy (vejce/olej) a naneseny na
suchy povrch vapenné omitky (obr. 1). Par dni po zaschnuti byly z jedné cihlicky odebrany
vzorky a oznaceny jako NA (not aged = nestarnuté). Druhy blok omitky byl podroben

umélému starnuti.

Olovnato-cini¢ita zlut

Okr

. . . n . . . m Cervend hlinka

ﬁ , @ ﬁ ‘ m ﬁ ﬂ Egyptskd modr
.-.. .... Indigo

B@mEmE 8|
3 « . * :

Pojivo bez pigmentu

Blank (vdpenna omitka)

Obr. 1 Blok vapenné omitky se ctverecky (cca 1 cm?) pojiv (Inény olej a vejce) se Sesti riznymi pigmenty
Historické vzorky nasténnych maleb byly: stfedovéké nasténné malby
z Premyslovského palace u kostela sv. Vaclava v Olomouci (OL1037 — OL1189), vzorky
z hradni kaple Navstiveni Panny Marie v BeCové nad Teplou (DJ14 — DJ21) a pozdné

9



goticka deskova malba ze sbirky Tyrolského zemského muzea v Rakousku (AT2600
a AT2601).

4.3.2 Umélé starnuti

Umélé starnuti bylo provedeno v komofe SOLARBOX 3000E RH (CO.FO.ME.GRA.,
Italie), vybavené xenonovou lampou. Parametry starnuti: zafeni Xe lampy 500 W-m2,
teplota 30 °C a relativni vlhkost ~75 %. Modelovy blok omitky byl za téchto podminek
ponechan 504 hodin (odebrané vzorky oznaceny jako UV1). Blok byl poté vracen do komory
a starnuti pokracovalo dalSich 1008 hodin, pficemz vzdy po 504 hodinach byly vzorky
odebrany (UV2, respektive UV3).

4.3.3 Zpracovani vzorka pred GC-MS analyzou

Ke kouskim referencnich vzorkt (cca 0,1 — 0,2 mg) bylo pridano 20 pl derivatizacni
smeési (jeden dil 5% w/v methanolického roztoku MethPrep II a dva dily smeési rozpoustédel
(methanol:toluen v poméru 1:2, v/v)). Smés byla 30 s vortexovana, 10 min sonifikovana v
ultrazvukové lazni a zahfivana 1 hodinu na 60 °C. Po vychladnuti na laboratorni teplotu byly
vzorky centrifugovany 5 min pii 4400 rpm, supernatanty byly pfeneseny do insertd
a analyzovany GC-MS. Historické vzorky nasténnych maleb byly piipravovany stejnym

zpusobem, pouze s tim rozdilem, Ze bylo pouzito mensi mnozstvi vzorku (cca < 0,1 mg).
4.3.4 Pristrojové vybaveni a podminky méreni

Chromatografické analyzy byly provadény na dvou GC-MS pfistrojich - GC-MS 1
v Olomouci a GC-MS 2 ve Vidni. Jednalo se o stejny typ — plynovy chromatograf Agilent
6890 spojeny s hmotnostnim detektorem (MSD) Agilent 5973N (Agilent, USA)
s kapilarnimi kolonami — OPTIMA-5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum (Macherey-Nagel,
Neémecko), ktera byla pouzita v Olomouci a J&W DB-5MS Ul 30 m x 0,25 mm % 0,25 um
(Agilent, USA) ve Vidni. Teplotni program: 50 °C (1 min) — 10 °C/min — 320 °C (12 min);
nastiik 2 pl (300 °C), davkovaci puls 206,8 kPa, 18 s.

4.3.5 Statisticka analyza dat

Byl pouZit statisticky software QC.Expert 3.2 (TriloByte Ltd., CR) pro ovéfeni
normality dat (vizualné pomoci histogramu a Q-Q grafu a pomoci momentového
a Kolmogorova-Smyrnova testu) a pro porovnani ziskanych vysledkii vajecného
a olejového pojiva, které bylo provedeno neparovym dvouvybérovym Studentovym ¢-

testem. Tento -test byl pouzit k porovnani vysledkti z GC-MS 1 a GC-MS 2. Ziskana data
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z GC-MS byla dale podrobena analyze hlavnich komponent (PCA) zahrnujici
jednorozmérné Skalovani (univariate scaling). Vysledna transformovana datova matice byla

poté prenesena do R Statistical Software (verze 4.1.2, R Core Team 2021, Rakousko).
4.4 Profilovani metaboliti osemeni hrachu pomoci metody GC-MS
4.4.1 Pouzité vzorky

Vzorky semen hrachu setého (Pisum sativum) byly obdrzeny z Katedry botaniky
Univerzity Palackého v Olomouci. Jednalo se o dva rizné genotypy — dormantni genotyp
oznacovany JI64 a nedormantni Cameor. Pied analyzou byla semena mechanicky narusena
tak, aby bylo mozné odd¢lit od sebe jednotlivé Casti obalu semen — osemeni a hilum. Tvar
a okraje oddélenych kust byly upraveny za pomoci nastroji mikromanipulatoru pod

mikroskopickou kontrolou tak, aby mély ¢tvercovy tvar a podobny povrch (obr. 2).

Hilum Cameor Jied Hilum

Osemeni

- 4

Obr. 2 Uprava vzorkii hrachu setého genotypu Cameor a JI64. Malé kousky osemeni a hila byly pFipraveny
za pomoci mikrondstrojii — mikroniizky a mikropinzeta

4.4.2 Priprava vzorku

Kousky osemeni hrachu genotypa JI64 a Cameor byly hydrolyzovany 100 pl 1M-
KOH v 70 % ethanolu. Smés byla vortexovana 30 s a nasledné zahtivana 60 minut ve vodni
lazni pii teplote¢ 90 °C. Po vychladnuti na laboratorni teplotu byla reakéni smés okyselena
20 pl 6M-HCI a bylo piidano 100 pl deionizované vody. Uvolnéné mastné kyseliny byly
extrahovany do 100 ul n-hexanu. Po jeho pfidani byla vysledna smés vortexovana 30 s,
sonifikovana 15 minut v ultrazvukové lazni a nasledné centrifugovana 5 minut pii 4400 rpm.

Supernatanty byly prevedeny do insertovych vialek a postup extrakce se 100 ul n-hexanu
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byl opakovan. Prislusné extrakty byly spojeny a nasledné odpatreny proudem dusiku pii
40 °C do sucha. Poté byly derivatizovany 30 pl ¢inidla MSTFA po dobu 30 minut pti 80 °C.
Methanolyza/methylace vzorka osemeni probihala s 40 pl toluenu, 150 pl methanolu a 30
ul 1,2 % (w/v) HCl v methanolu. Smés byla 30 s vortexovana a poté zahfivana 1 hodinu na
vodni lazni pfi teplote 90 °C. Po vychladnuti na laboratorni teplotu bylo pfidano 50 ul
deionizované vody a 100 pl n-hexanu, vortexovano 30 s, sonifikovano 15 min
v ultrazvukové lazni a poté centrifugovano 5 minut pfi 4400 rpm. Supernatant byl odebran
do konické insertové vialky a extrakce 100 pl n-hexanu byla opakovana. Supernatanty byly
poté spojeny, odpafeny v proudu dusiku do sucha a nasledné byl objem rekonstituovan 30 pl

n-hexanu.

Polarni latky byly ze vzorka osemeni extrahovany 100 pl methanolu, kdy byly nejprve
30 s vortexovany, 20 minut zahtivany ve vodni lazni pii 70 °C a poté 30 minut sonifikovany
v ultrazvukové lazni. Nasledné bylo pfidano 100 pl deionizované vody a smé&s byla 15 minut
sonifikovana v ultrazvukové lazni. Po skonceni sonifikace byly vzorky centrifugovany 5 min
pii 4400 rpm. Do insertovych vialek byla odebrana kapalna faze a odparena proudem dusiku
pti 40 °C do sucha. K odparkiim bylo ptidano 30 pl hydrochloridu O-methylhydroxylaminu
rozpusténého v pyridinu (20 mg-ml ') a smés byla zahtivana 90 minut pti 40 °C. Nasledovala

derivatizace 50 pl MSTFA po dobu 30 minut pii 50 °C.
4.4.3 Pristrojové vybaveni a podminky méreni

Mikrovzorky  osemeni byly pfipraveny pomoci elektronicky fizeného
mikromanipulatoru Quick Pro (MicroSupport, Shizuoka, Japonsko) pod mikroskopickou
kontrolou (DM2700 M, Leica, Wetzlar, Némecko). Pravé rameno mikromanipuléatoru bylo
vybaveno mikropinzetou pro uchyceni vzorku a levé rameno elektronicky fizenymi
mikronazkami, které byly ovladany softwarové (MicroSupport, Shizuoka, Japonsko). GC-
MS analyzy byly provedeny na plynovém chromatografu Agilent 6890 s hmotnostnim
detektorem (MSD) 5973N a kapilarni kolonou OPTIMA-5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum.
Teplotni program: 50 °C (2 min) — 10 °C/min — 320 °C (12 min); nastiik 2 pl (280 °C),
davkovaci puls 275,8 kPa, 24 s.
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S Vysledky a diskuze

5.1 GC-MS metoda pro soucasnou analyzu cholesterolu a 7-dehydrocholesterolu

v mléce [73]
5.1.1 Optimalizace metody

Prvnim krokem optimalizace metody byl vybér vhodného extrakéniho Cinidla a pocet
extrak¢nich kroka tak, aby bylo dosazeno co nejvétsich vytézka cholesterolu (CHOL) a 7-
dehydrocholesterolu (7-DHC). Optimalnich vytézkt bylo dosazeno po ¢étytikrat opakované
extrakci, pficemz extrakéni vytézky pro CHOL byly v rozmezi 97-99 % a pro 7-DHC 92—
99 % v zavislosti na pouzitém rozpoustédle. Ctyii opakované extrakce byly nezbytné pro
kvantitativni extrakci obou steroidii, nebot byla pouzita velka navazka mléka (2,5 g)
z divodu tadove nizsiho obsahu 7-DHC oproti CHOL. Nejnizsich vytézka bylo dosazeno
pii extrakci chloroformem, naopak nejvyssi byly zaznamenéany u n-hexanu a n-heptanu. Pro
vybér idealniho extrak¢niho Cinidla byly vSak brany v potaz 1 dalsi jeho vlastnosti jako je
misitelnost s methanolem, ktery se pouziva pro sraZzeni mlécnych proteinti nebo ovlivnéni
slozkami matrice, v pfipadé mléka vysokym obsahem vody, dale pak tékavost a toxicita
rozpoustédla. S ohledem na tyto vlastnosti byl jako rozpoustédlo pro extrakci CHOL a 7-

DHC ze vzorkt mléka pouzit n-heptan.

Steroidy je nutné uvolnit z vazanych forem dané matrice [20], k ¢emuz slouzi obecné
dva mechanismy - alkalicka hydrolyza [74,75] nebo extrakce lipida nasledovana hydrolyzou
nebo jinou, podobnou reakci, napt. alkoholyzou [76,77]. Oba postupy byly vyzkouseny,
nicméné saponifikace vodnym roztokem NaOH nepfinasela kyzené vysledky a z toho
divodu byla pouzita alkoholyza, pfi které byly nejprve steroidy extrahovany do n-heptanu
a ziskané extrakty byly nasledné podrobeny alkoholyze methanolickym roztokem NaOH.
Ziskané produkty CHOL a 7-DHC po extrakci a alkoholyze byly derivatizovany pomoci
silylace. Poslednim krokem optimalizace byl vybér vhodné metody kvantifikace obou
steroidd, které se ve vzorku mléka nachazely v tadové odliSnych koncentracich. Byla
vyzkousena metoda standardniho pfidavku, metody vnitfniho standardu a metody absolutni
kalibrace. V praci byla nakonec pouzita metoda vnitiniho standardu z diivodu jednoduchosti
a rychlosti pripravy vzorku. Ta byla béhem optimalizace realizovana ve dvou modifikacich
— metoda vnitfniho standardu s relativnim odezvovym faktorem (IS RRF) a s kalibraci (IS
kalibrace). Zarover byly zkoumany dva rizné vnitini standardy (IS) - epicoprostanol (EPI)

a izotopove znaceny standard cholesterol-D7 (CHOL-D7).
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RRF byly stanoveny =z opakovanych nastiikd tfi vzorkt vazenych standarda
s definovanym piidavkem vazeného IS a byly piiblizné rovny jedné v ptipadé CHOL (1,055
s EPI a 1,078 s CHOL-D7). Naopak u 7-DHC se hodnoty RRF vyznamné liSily od jedné
a Cinily 3,101 pfi pouziti EPI a 0,622 pro CHOL-D7. Koncentrace vSech standardi byla
50 pg-ml !, V piipadé IS kalibrace byly vysledky ziskany z kalibragni zavislosti vytvorené
vynesenim pomeéru plochy piku analytu a IS proti koncentraci analytu. Rozmezi koncentrace

bylo 200-600 pug-ml™! pro CHOL a 0,4—4 pg-ml"! pro 7-DHC.

Obé metody kvantifikace poskytovaly téméf shodné vysledky nehledé na pouzity IS.
Primémy obsah CHOL a 7-DHC cinil 9,8 mg/100 g, respektive 0,035 mg/100 g
v komerénim vzorku mléka. Vysledky byly porovnany statisticky za pomoci neparového
Studentova r-testu. Jak obé& metody kvantifikace, tak oba IS poskytovaly statisticky
ekvivalentni vysledky na hladin€ vyznamnosti a. = 0,05, a dokonce i na a = 0,01. U vzorkd
mléka byla nakonec pouzita metoda IS kalibrace, nebot’ dle [78] pfinasi vyhody v podobé
korekce ztrat analytu béhem piipravy vzorku a také vysoké presnosti kvantifikace. Pro
analyzu realnych vzorkt byl jako vnitini standard pouzit EPI z divodu nizsi ceny, lepsi
dostupnosti, absence v mléénych produktech nebo jinych potravinach [79] a podobnosti jeho

struktury s cholesterolem [80].
5.1.2 Analyza cholesterolu a 7-dehydrocholesterolu ve vzorcich mléka

Navrzena metoda byla aplikovana na deset rtiznych vzorkd mléka se znamym
ustajenim — vnitini nebo venkovni. Devét regionalnich vzorkli kravského mléka bylo
pofizeno na moravskych farmach a jeden vzorek s ozna¢enim ,,Bio” byl zakoupen v mistnim
obchodnim fetézci. Samotny obsah 7-DHC se nejevil jako vhodny ukazatel pro rozliSeni
mezi vnitinim a venkovnim ustajenim z divodu vyznamnych rozdila v hustoté mléka. Proto
byl obsah 7-DHC normalizovan na obsah cholesterolu v pfislusném vzorku. Vysledné
pomeéry jsou uvedeny v tabulce I. Obsah cholesterolu se pohyboval pfiblizné v rozmezi od
12 mg/100 g (mléko zobchodniho fetézce) do témer 21 mg/100 g (Kokory A).
7- dehydrocholesterol byl v rozmezi cca od 0,006 mg/100 g (Cervenka) do 0,053 mg/100 g
(Kokory C).
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Tabulka I Obsah cholesterolu a 7-dehydrocholesterolu a jejich pomér v analyzovanych vzorcich mléka

Obsah analytu (mg/100 g)
. Typ -
Pavod vzorku ustajeni/mléka CHOL +£SD 7-DHC = SD DHC/CHOL)*
1000
Mistni obchod OUT/ P 12,1+0,3 0,012+ 0,001 0,99
Cervenka OUT/UN 17,2+0,4 0,006 + 0,001 0,35
Vrbatky OUT/UN 17,4+ 0,3 0,008 + 0,003 0,46
Roznov p. Radhostém OUT/UN 203+14 0,027 £ 0,007 1,33
Poruba A IN/P 153+0,5 0,035 + 0,006 2,29
Poruba B IN/UN 16,8+ 0,3 0,044 + 0,010 2,62
Valasska Bystfice IN/UN 18,0+0,5 0,047 £ 0,009 2,61
Kokory A IN/UN 20,6 +1,5 0,048 + 0,006 2,33
Kokory B IN/UN 201+14 0,043 + 0,003 2,14
Kokory C IN/UN 18,6 +1,2 0,053 £ 0,005 2,85

7-DHC - 7-dehydrocholesterol, CHOL — cholesterol, IN — vnitini ustajeni, OUT — venkovni

ustgjeni, P — pasterizovano, UN — nepasterizovano, SD — smérodatna odchylka

Ziskané hodnoty parametru (7-DHC/CHOL)*1000 pro vnitini a venkovni chov byly
porovnany statisticky. Grafickd analyza ukézala pfiblizn€ normalni rozde€leni dat v obou
souborech kolem jejich stfednich hodnot u; a u2, a proto byl pouzit neparovy Studentiv
t- test. Nulova hypotéza Ho: u; = u2byla testovana proti alternativni hypotéze Hi: ui + u2.
Kritické hodnoty pro ¢ na hladiné vyznamnosti a = 0,05 a 0,01, s poctem stupiiii volnosti
v = 8 (v=n;+ n2—2)byly 2,306 a 3,356. Vypoctena hodnota (7,416) byla vétsi nez kritické
hodnoty a nulova hypotéza byla tim padem zamitnuta. To znamena, ze mezi hodnotami
parametru (7-DHC/CHOL)*1000 pro kravy chované uvnitf a venku na pastve je statisticky

vyznamny rozdil na hladin€ vyznamnosti oo = 0,05 i o= 0,01.
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5.2 Analyza produktu chemické dehydratace a elektrochemické oxidace

chenodeoxycholové kyseliny pomoci GC-MS [81,82]
5.2.1 Dehydratace chenodeoxycholové kyseliny

Zludové kyseliny nejsou pro elektrochemii idealnimi latkami, nebot nejsou
elektrochemicky aktivni. Nicméné je I1ze chemicky aktivovat in situ pouzitim 0,1M-HClO4
v acetonitrilu, coz ma za nasledek jejich dehydrataci a dehydratani produkty jsou uz
elektrochemicky aktivni. CDCA byla dehydratovana a byla navrzena struktura
dehydratacniho produktu, ktera byla pozd¢ji upravena, nebot NMR experimenty prokazaly,
ze po dehydrataci na uhliku C7 dochazi k migraci dvojné vazby, ktera se tak nachazi mezi
uhliky C13-C17 [81]. Dehydrata¢ni produkt byl synteticky pfipraven (VB-A-325)
a  analyzovan GC-MS. Bylo provedeno srovnani tohoto produktu se
silylovanym ethylacetatovym extraktem ziskanym po dehydrataci CDCA a bylo potvrzeno,
ze VB-A-325 je majoritnim produktem dehydratace CDCA. V MS spektru byl dominantni
ion m/z 266, jehoz struktura i struktura té casti molekuly, kterd z molekularniho iontu
odpada, byla v pocatcich prace zdhadou, nebot’ fragmentace probihala zcela jinak, nez je
u primarnich (i sekundarnich) zlucovych kyselin bézné. Proto byly provedeny MS/MS
experimenty, které ukazaly, ze ion m/z 266 je skutecné fragment vznikajici z molekularniho
iontu dehydratacniho produktu CDCA, a navic ve formé& kation-radikéalu. Skutecna struktura
produktu dehydratace CDCA byla zjisténa az s pomoci rozsahlych NMR experimentt.
Béhem dehydratace v silné anorganické kyseliné dochazi jednak k migraci dvojné vazby,
ale také k tzv. Wagner-Meerweinovu piesmyku [83], ktery ma za nasledek preskupeni C
a D steroidniho kruhu v molekule CDCA. Vysledkem téchto pfemén byl tedy vznik
produktu dehydratace CDCA se stejnou molekulovou hmotnosti, jakou mél predbézné
navrhovany, nicméné fragmentace tohoto produktu po elektronové ionizaci probiha zcela

odlisn¢ (viz obr. 3).
5.2.2 Elektrochemicka oxidace chenodeoxycholové kyseliny

Synteticky pfipraveny produkt dehydratace VB-A-325 byl elektrochemicky oxidovan
na platinové elektrode¢ a byl identifikovan majoritni oxidaéni produkt — spirocyklicky C(16)
enon, ktery byl nasledné také synteticky pfipraven (VB-A-498). Poté byla na platinové
elektrodé oxidovana CDCA, jejimz produktem byl tentyz spirocyklicky C(16) enon. Jeho

struktura byla potvrzena na zaklad€ srovnani retencnich ¢ast a MS spekter CDCA a VB-A-
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325 po elektrochemické oxidaci a VB-A-498. Struktura oxida¢niho produktu je rovnéz na

obrazku 3.
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Obr. 3 Schéma elektrochemické oxidace CDCA s dehydratacnim mezikrokem spolu se strukturami silylovanych
molekul CDCA, jejiho dehydratacniho (VB-A-325) a oxidacniho produktu (VB-A-498) a struktury nejintenzivnéjsich
ionti vzniklych fragmentaci prislusnych molekul po elektronové ionizaci

17



5.3 Analyza organickych pojiv na bazi lipida v nasténnych malbach pomoci GC-

MS [84]
5.3.1 Zmény diagnostickych poméra mastnych kyselin a dalSich parametru

Analyza lipidovych pojiv je zalozena na GC-MS analyze mastnych kyselin, které ale
musi byt nejprve uvolnény z piislusnych triacylglycerolt [85]. Uvolnéné mastné kyseliny
jsou nasledné pfevedeny na vhodnou formu pro analyzu — FAME. Diagnostické poméry
mastnych kyselin jsou jiz od 60.let minulého stoleti pouzivany k rozliSeni mezi riznymi
druhy lipidovych pojiv, kterd jsou analyzovana pomoci GC-MS. Dftive se véfilo, ze dané
pomeéry jsou pro urcity typ lipidového pojiva konstantni, nicmén¢ v literatufe 1ze nalézt
vyznamné rozdily mezi hodnotami. Vétsi variabilita hodnot je u vajecného pojiva s ohledem
na to, ktera cast vajecné slozky byla pouzita (bilek, Zloutek, nebo celé vejce). Dulezité jsou
i parametry hardwarového vybaveni, pouzitého k analyze, kterym se pfedchozi studie pfili§
nezabyvaly, a proto byly modelové vzorky nasténnych maleb analyzovany stejnou metodou
ve dvou laboratofich v Olomouci (GC-MS 1) a ve Vidni (GC-MS 2) na dvou téméft
identickych GC-MS pfistrojich. Referen¢ni vzorky nésténnych maleb byly podrobeny
umélému starnuti. Diagnostické poméry mastnych kyselin a suma relativniho zastoupeni
vybranych dikarboxylovych kyselin - Y’ D (azelaova, sebakova a suberova) byly sledovany
napfi¢ jednotlivymi kroky starnuti, od Cerstvé piipravenych vzorkt (NA) az po ty nejvice
zestarlé (UV3). Tabulka II ukazuje rozdily mezi jednotlivymi parametry ve vzorcich

s obsahem olejového a vajecného pojiva.

Tabulka II Zmény pomérii mastnych kyselin a parametru D pri umélém starnuti. Rozdily jsou pozoroviny
mezi referencnimi vzorky s obsahem Inéného oleje a vejce a mezi pristroji GC-MS 1 a GC-MS 2. Priimérné
hodnoty a standardni odchylky téchto parametrii byly vypocteny ze sedmi vzorkii s riiznymi pigmenty, z nichz
kazdy byl nastiiknut tikrat (n = 21 analyz)

GC-MS 1 GC-MS 2

Olej NA UVl Uuv2 Uv3 NA Uv1 Uv2 Uv3

P/S 1,3+0,1 1,3+0,2 1,3+0,1 1,3+0,1 1,4+0,1 1,5+0,1 1,5+0,1 1,5+0,1

A/P 04+01 0,7+£0,3 09+0,3 08+0,3 02+0,1 08+0,1 05+0,1 05+0,2

o/S 1,8+04 04+01 03+£0,1 04+0,3 2,2+05 03+0,1 019+0,06 0,11+0,07
A/Su  38+1,1 1,8+0,4 1,9+04 1,9+0,3 42+1,3 21+04 24+04 21+£04

YD 90+35 13,4+3,2 22,5+3,3 25,7+ 4,8 6,0+2,6 29,5+4,7 31,3+7,3 35,4+4,0
Vejce NA UVl Uuv2 UVv3 NA UVl Uv2 UVv3

P/S 1,9+0,2 1,8+0,3 1,8+0,3 1,8+0,3 2,8+04 29+0,3 2,7+0,3 29+0,2

A/P  0,07+0,01 02+0,1 0,2+0,05 02+0,1 0,02+0,01 0,12+0,03 0,1+£0,04 0,13+0,03
o/S 2,7+0,3 02+0,1 0,2+0,05 02+0,1 4,0+0,8 0,06+0,03 004+0,02 0,05+0,02
A/Su 3106 1,4+0,2 1,3+0,2 1,2+0,1 4,4+0,6 1,3+0,2 1,4+0,2 1,4+0,3
YD 20+0,8 74+3,1 7927 9,3+2,1 09+0,7 12,2+19 13,5+1,7 13,5+3,1
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5.3.2 Poméry mastnych kyselin a dalsi diagnostické parametry

Jak lze vidét v tabulce II, pomér P/S (palmitova/stearova kyselina) byl témér
konstantni ve vzorcich vajecného i olejového pojiva beéhem jednotlivych krokt starnuti. Pro
Inény olej byly prumérné hodnoty pomeért P/S 1,32 a 1,48 (GC-MS 1 a GC-MS 2), naopak
pomeéry P/S pro vaje¢né pojivo nabyvaly hodnot 1,80 (GC-MS 1) a 2,85 (GC-MS 2).
V literatufe je uvadéna primérna hodnota poméru P/S pro vejce okolo 3 [86,87]. Pomér A/P
(azelaovéa/palmitova kyselina) udava stupen oxidace a vysychani, které probihaji béhem
starnuti, a proto se tento pomér ¢asem zvySuje [88,89]. Primérné hodnoty A/P vzrostly
u vSech vzorkti béhem umélého starnuti vice nez dvojnasobné. Pomér O/S (olejova/stearova
kyselina) je vyznamny zejména pro oleje, nebot’ charakterizuje stupei jejich zralosti [90,91].
Béhem umélého starnuti doslo k vyznamnému poklesu poméru O/S v dusledku ubytku
kyseliny olejové. Poslednim sledovanym pomérem byl A/Su (azelaova/suberova kyselina),
ktery je nepostradatelny pro zhodnoceni tepelnych uprav, které mohly nastat pfi zpracovani
Inéného oleje. Béhem umélého starnuti doslo k poklesu primérmych hodnot A/Su. Lnéné
oleje za studena lisované (tzv. raw) mivaji hodnoty A/Su obvykle vétsi nez Sest, naopak
u tepelné zpracovanych oleju nabyva pomér hodnot 2-3 [88]. Vzhledem k tomu, Ze na
pfipravu modelovych vzorkl byla pouzita smes polymerovaného a Cisténého Inéného oleje,
jsou vysledky v souladu s hodnotami z literatury. Dale byl sledovan i parametr > D, nebot
dikarboxylové kyseliny jsou hlavnimi oxidacnimi produkty Cis nenasycenych mastnych
kyselin [52,85]. Parametr ) D rostl béhem umeélého starnuti, a to zeyména u Inéného oleje,
ve kterém je obsazeno vice nenasycenych mastnych kyselin ve srovnani s vejcem. Kromé
mastnych kyselin byly hledany 1 jiné specifické markery, konkrétné steroly. Ve vsech
stafenych vzorcich vajeéného pojiva bylo identifikovano pét oxidacnich produkti

cholesterolu (COP) s majoritnim cholesta-3,5-dien-7-onem.

Ziskané vysledky byly rovnéz porovnany statisticky. Byly porovnavany vysledky
pomeért mastnych kyselin a parametru Y D z kazdého kroku umeélého starnuti mezi olejovym
a vajeCnym pojivem (vzdy v ramci jednoho instrumentu — GC-MS 1 nebo GC-MS 2)
pomoci dvouvybérového (neparového) Studentova z-testu. Nulova hypotéza (Ho: ui = u2)
byla testovana proti alternativni hypotéze (H;: ui + u2). Vypoctené t hodnoty byly porovnany
s kritickymi ¢ hodnotami na hladiné vyznamnosti oo = 0,05 a poCtem stupni volnosti v
(v = n; + n2—2). Vypoctené hodnoty pro vSechny vzorky a v§echny parametry s vyjimkou
jednoho byly vétsi nez kritické hodnoty, a proto byla nulova hypotéza zamitnuta. Tento test

tak prokazal statisticky vyznamny rozdil mezi vajeCnym a olejovym pojivem.
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Dvouvybérovy t-test byl dale pouzit k porovnani vysledku ziskanych méfenim na pfistrojich
GC-MS 1 a GC-MS 2. Na zvolené hladin€ vyznamnosti a = 0,05 byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil mezi hodnotami naméfenymi dvéma GC-MS pfistroji kromé sedmi hodnot.
Rozdily v naméfenych hodnotach dvéma GC-MS pfistroji byly pravdépodobné zptisobeny
heterogenitou olejového a zejména vajecného pojiva spolecné s malym poctem fyzickych

replik pro kazdy vzorek.
5.3.3 PCA analyza

Pro spravnou interpretaci ziskanych dat muze byt vhodnym nastrojem PCA. Pro
tvorbu PCA grafu bylo vyuzito dat ziskanych méfenim referencnich vzorku olejového
a vajecného pojiva na ptistrojich GC-MS 1 a GC-MS 2 po konecném kroku umélého starnuti
(UV3): poméry P/S, A/P, O/S, A/Su, parametr Y D a pfitomnost/absence COP. Biplot na
obrazku 4 vizualné oddé¢lil vajecna a olejova pojiva (Cerné elipsy) a dale jsou vidét i dva
shluky nalezici vajenému pojivu mérenému na GC-MS 1 a GC-MS 2 (Cervené a zelené
elipsy). Toto prostorové oddéleni je pravdépodobné zpisobeno nizkou homogenitou vzorka
vajec a v dusledku toho i rozdilnymi poméry P/S a O/S. Naopak u vzorkid Inéného oleje je
pozorovan piekryv shlukd, coz reflektuje pouze drobné rozdily v proménnych ziskanych

analyzou na pfistrojich GC-MS 1 a GC-MS 2.

Vejce GC-MS 1

Vejce GC-MS 2
[M|LoGec-ms 1

LO GG-MS 2

PC2 (17.8%)
(=]

| Lnényolej | ! |
4 2 0 2
PC1 (64.0%)

Obr. 4 PCA biplot referencnich vzorkii vajecného a olejového pojiva (LO) po umélém starnuti (UV3)
ziskanych mérenim na GC-MS 1 a GC-MS 2. Elipsy predstavuji oblasti s 95 % intervalem spolehlivosti, které

zahrnuji t6Zisté kazdého shluku dat. Cerné vektory predstavuji zdtéZe Sesti proménnych
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5.3.4 Aplikace PCA na realné historické vzorky

Ctrnact vzorkd historickych nasténnych maleb bylo analyzovano pomoci GC-MS 1
a nasledné¢ podrobeno PCA analyze. K sestrojeni PCA biplotu (obr. 5) byly pouzity
referencni vzorky néasténnych maleb méfené na GC-MS 1 po konecném kroku starnuti
(UV3). Uvazovany byly stejné proménné jako v piedchozi PCA analyze. Na obrazku 5 je
vidét rozdeleni vajeéného a olejového pojiva (Cervena a zelena elipsa) spole¢né s 14 body
(modfe zbarveno) nalezicimi historickym vzorkiim. Pouze u ¢ty znich se podatilo
jednoznac¢né urcit, Ze byl pouzit Inény olej jako pojivo, a to konkrétné u vzork: OL1037,

OL1180, OL1181 a OL1189.

oL1187 Lnény olej

£ . AT2601
p A = ! D2t Vajecéné pojivo
g OL118()0U189 3 AT2600 @ Olejové pojivo
S oL1182 DJ14 Realné historické vzorky
o -2 - !
A/SU oL1040 bL1051
L DIT
oL1054 |
4 -
-4 2 0 2
PC1 (56,6%)

Obr. 5 PCA biplot zkonstruovany z hodnot ziskanych mérenim referencnich vzorkii vajecného a olejového
pojiva po umélém starnuti (UV3) a redlnych historickych vzorkii nasténnych maleb. Vzorky byly méreny
pomoci GC-MS 1. Elipsy predstavuji oblasti s 95 % intervalem spolehlivosti, které zahrnuji tézisté kazdého
shluku dat. Cerné vektory predstavuji zdatéze Sesti proménnych

Vzorky OL1182 a OL1187 jsou sice mimo elipsu pfislusejici vzorkim se Inénym
olejem, nicméné se nachazi velice blizko ni a 1ze tedy predpokladat, ze se v téchto vzorcich
budou nachazet stopy vysychavych oleji. Vzorky z Rakouska (AT2600 a AT2601) a jeden
vzorek zBeCova nad Teplou (DJ21) jsou na druhou stranu v blizkosti shluku
nalezicimu vajeCnému pojivu. Pomérné nizké hodnoty poméru A/P a parametru ) D
skuteCné poukazuji na moznou piitomnost vajecného pojiva, nicméné hodnoty P/S byly
v rozmezi 1,23 - 1,75, coz odpovida spise hodnotam pro Inény olej. Pravdépodobné se tedy
bude jednat o smés vajecného a olejového pojiva (znamé jako , tempera grassa“), ve které
prevazuje vajecna slozka. Zbytek vzorkt (DJ14, DJ17, OL1040, OL1051 a OL1054) se
nachazi v oblasti mezi obéma pojivy aje zde vidét silna korelace s pomérem A/Su. U vzorku

OL1040, OL1051, OL1054 a DJ14 byly zaznamenany nizké hodnoty poméru P/S a O/S,
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které jsou typické pro olejova pojiva, nicméné€ hodnoty poméru A/P byly u téchto vzorka
<0,3 spolu s hodnotami parametru Y D <5 %, coz jsou hodnoty typické pro vajecné pojivo.
U téchto vzorki Ize tedy usuzovat na pfitomnost vajecného pojiva s pifimési vysychavého

oleje.
5.4 Profilovani metabolitii osemeni hrachu pomoci metody GC-MS [92,93]
5.4.1 Optimalizace extrakéniho postupu pro nepolarni latky

Vzhledem k limitovanému mnozstvi rostlinného materialu pfi analyze osemeni a snaze
nalézt efektivni postup, jak z co neymensiho kousku osemeni ziskat maximalni informaci
o zastoupenych latkach, byly hledany mozné zpusoby extrakce. Obecné se jedna o dva
pfistupy, kdy prvnim znich je extrakce rozpoustédlem z povrchu rostlinného materialu
a druhou moznosti je pak chemické naruseni (napt. hydrolyza) povrchu s naslednou extrakci
uvolnénych latek. Extrakce hexanem s naslednou silanizaci BSTFA dovolila u obou
genotypu detegovat pouze nékteré mastné kyseliny. Extrakce acetonem byla o poznani horsi
a detegovany byly pouze tii mastné kyseliny. Nizka ucinnost extrakce rozpoustédlem vedla
k hledani jinych postupd, a proto byl adaptovan postup ze zpracovani vzorki nasténnych
maleb (trans)esterifikacnim Cinidlem MethPrep II. U genotypu J164 se podafilo detegovat
pouze Sest mastnych kyselin: kyselina jantarova, pelargonova, laurova, myristova, palmitova
a stearova. Stejné kyseliny byly detegovany i v genotypu Cameor, ve kterém byly oproti

J164 navic pfitomny jesté kyseliny kaprinova, tridecylova, pentadecylova a lignocerova.

Extrakce acetonem (hexanem) ndasledovana silanizaci ani methylace Ccinidlem
MethPrep II neposkytovaly kyzené vysledky a témito postupy bylo detegovano pouze
omezené mnozstvi mastnych kyselin. Proto byla pouzita hydrolyza (zmydelnéni). U obou
genotypu bylo detegovano velké mnozstvi mastnych kyselin (C9 — C28) vcetné nékolika
jejich (hydroxy)derivati a mastnych alkoholt (C12 — C28), dale pentacyklickeé triterpenoidy
a- a B-amyrin a kyseliny oleanolova, betulinova a ursolova, které se vyskytovaly pouze v
hilu Cameoru. Méné pocetnou skupinou byly fytosteroly, konkrétné¢ kampesterol,
isofukosterol a B-sitosterol, ktery byl ve vét§i mife zastoupen v hilu JI64. Zajimavosti bylo,
ze pouze v hilu Cameoru byly detegovany dikarboxylové kyseliny (C4, CS5, C9, C16 a C18),
zatimco v hilu J164 byly detegovany dlouhé mastné kyseliny s 26 a 28 uhliky (hexakosanova
a oktakosanova kyselina), které jsou dle literatury charakteristickymi markery pravé tohoto

dormantniho genotypu [94,95].
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V ramci optimalizace metody byla vyzkousena jednokrokova methanolyza/methylace
vyuzivajici bézn€ dostupnych chemikalii, jako je koncentrovana HCI, methanol a toluen.
Methanolyza/methylace byla provadéna za zrychlenych podminek, kdy jsou vzorky
inkubovany pouze hodinu pii 90 °C. Detegovany byly podobné skupiny latek jako v pripade
zmydelnéni, a to mastné kyseliny (C15 — C26), (hydroxy)derivaty mastnych kyselin, mastné
alkoholy, fytosteroly (kampesterol, ergostanol, fukosterol, stigmasterol atd.), a- a B-amyrin.
V porovnani se zmydelnénim nebyly v n-hexanovém extraktu po methanolyze/methylaci
detegovany zadné dikarboxylové kyseliny s vyjimkou kyseliny hexadekandiové (C16), ani
dlouhé mastné kyseliny s 26 a 28 uhliky. Detegovano bylo i mensi mnozstvi mastnych
alkohold. Naopak vSak bylo v n-hexanovém extraktu po methanolyze/methylaci detegovano
mnohem vétsi mnozstvi hydroxyderivatd mastnych kyselin a vice fytosterold nez po

zmydelnéni.
5.4.2 Analyza polarnich litek v mikrovzorcich osemeni

Sacharidy jsou jednou z hlavnich chemickych slozek hrachu a tvofi az 60 % suSiny
jeho semen [96], a proto jim byla rovnéz vénovana pozornost. Uprava vzorkd spocivala
nejprve v extrakci polarnich latek do methanolu a poté v prevedeni sacharid( na pfislusné
oximy reakci s hydrochloridem methoxyaminu. Vzhledem k povaze latek (vysoce polarni,
obsahujici mnoho hydroxylovych skupin, respektive mnoho aktivnich atomua vodiku) byly
vzorky pred GC-MS analyzou silylovany. Identifikovano bylo zhruba padesat sloucenin,
prevazné cukra, cukernych alkoholt a cukernych kyselin u obou genotypu. Jednalo se
zejména o monosacharidy s Sesti uhlikovymi atomy a disacharidy slozené rovnéz
z Sestiuhlikatych monosacharidi. Vyjimkou byla pouze D-arabinosa. Mezi genotypy navic
nebyly zaznamenany zadné rozdily, co se zastoupeni jednotlivych cukernych sloucenin tyce.
Tyto vysledky jsou v souladu s literaturou [94], kdy v osemeni dormantnich i nedormantnich
semen hrachu pfevazovaly mono a oligosacharidy slozené pravé z hexosovych jednotek.
Kromé sacharidi byly identifikovany i aminokyseliny, organické kyseliny a fenolické
slouCeniny, které se vice vyskytovaly u genotypu J164, coz ma spojitost s dormanci téchto

semen [94,97].
5.4.3 Spolecna analyza polarnich a nepolarnich liatek z jednoho mikrovzorku osemeni

Nejprve byly polarni latky extrahovany do methanolu a po odebrani kapalné faze byl
zbyly pevny material zmydelnén 70% KOH v ethanolu s naslednou extrakci latek do n-

hexanu. Polarni frakce obsahovala az na pét vyjimek stejné latky, které byly u obou genotypt
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identifikovany jiz v predchozich experimentech. Pfi zmydelnéni doslo pii tomto spolecném
stanoveni k drobnym zménam oproti samotnému zmydelnéni (viz kapitola 5.4.1)
V nepolarmi frakci ziskané z hila genotypu J164 byly detegovany nasycené mastné kyseliny
v rozmezi C14 — C26 a dvé nenasycené mastné kyseliny (olejova a linolenova). Nejvétsi
rozdil byl zaznamenan v pfipadé mastnych alkohold, kdy byly detegovany pouze dva, a to
dodekanol a oktadekanol. Latky steroidni povahy byly detegovany také jenom dvé — -
sitosterol a kampesterol. Podobné zmény byly pozorovany i u genotypu Cameor.
Detegovany byly nasycené mastné kyseliny C15 — C24, pouze jedna hydroxykyselina (3-
hydroxymyristova) a tfi dikarboxylové kyseliny. Z mastnych alkoholt se podatilo detegovat
hexadekanol, heptadekanol, oktadekanol, eikosanol a dokosanol. Nebyly detegovany zadné

nenasycené mastné kyseliny ani steroidni latky.

Z téchto vysledkt vyplyva, ze obé metody (pro nepolarni i polarni latky) byly velmi
ucinné a podafilo se pomoci nich identifikovat témer srovnatelné mnozstvi latek, jako kdyz
byly metody pouzity zvlast na vétSich kusech osemeni hrachu. Absence nékterych latek
v nepolami frakci mohla byt zplisobena mensim mnozstvim vzorku, nebot i v piipadé
vétsiho mnozstvi se detekce vyse zminénych latek pohybovala takika na hranici limitu
detekce dané metody. U polarnich latek byly pozorovany jen zanedbatelné zmény v jejich
zastoupeni, coz mohlo byt zpisobeno jednoduse tim, ze cukry jsou narozdil od lipidu

majoritnimi latkami, ze kterych je osemeni tvoreno.
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6 Zavér

V predlozené disertacni praci byly studovany moznosti stanoveni latek prevazné
nepolarni povahy pomoci GC-MS s vyuzitim derivatizaCnich postupt. Prvni ¢ast prace je
vénovana vyvoji jednoduché GC-MS metody pro odliSeni kravského mléka pochazejiciho
z venkovniho nebo vnitfniho chovu. K tomuto odliSeni nelze vyuzit jediného markeru, nebot’
tyto hodnoty mohou byt ovlivnény krmivem, celkovym rozsahem metabolismu, fyzickou
kondici a fadou dalsich faktorii. Pouzitim relativniho poméru mezi analyty (7-DHC/CHOL)
byla podstatné zesilena rozliSovaci schopnost metody, coz dokazuji i vysledky méteni deseti
vzorkd mléka, kdy Ctyfi znich pochazely z venkovniho chovu a zbylych Sest z chovu
vnitiniho. Hodnota parametru (7-DHC/CHOL)*1000 se pohybovala v rozmezi 0,35 — 1,34
pro venkovné chované kravy a naopak hodnoty parametru pro vnitini chov byly v rozmezi
2,14 —2,85. Navrzena GC-MS metoda kvantifikace 7-dehydrocholesterolu a normalizace na
mnozstvi cholesterolu pfitomného v mléce by tak mohla najit uplatnéni pii rozliSeni mezi
venkovnim a vnitfnim chovem krav, a navic by se mohla stat ainnym nastrojem pro
oveéfovani zivotnich podminek hospodaiskych zvifat a ovefovani potencidlnich

ekologickych tvrzeni vyrobcti mlécnych produkta.

Dale byla GC-MS pouzita k analyzam produkti vzniklych elektrochemickou
pfeménou chenodeoxycholové kyseliny (CDCA). Jelikoz je CDCA elektrochemicky
neaktivni, musel elektrochemické oxidaci predchéazet krok navic v podobé dehydratace
kyselinou chloristou. Tento krok vSak vedl k neocekavanému pifesmyku C a D kruhu
steroidniho skeletu a celkové zméné struktury molekuly. Dehydratacni produkt byl
synteticky ptipraven a spolu s dehydratovanou CDCA elektrochemicky oxidovan za vzniku
oxida¢niho produktu, ktery byl poté také synteticky piipraven. GC-MS analyzy potvrdily
pritomnost dehydratacniho 1 oxidacniho produktu v extraktech CDCA po dehydrataci,
respektive po oxidaci na zakladé srovnani retencnich Cast a hmotnostnich spekter synteticky

ptipravenych standardd se ziskanymi extrakty a elektrolyzaty CDCA.

Jako zavedena rutinni metoda byla GC-MS pouzita k identifikaci typu pojiva
v nasténnych malbach. V pripadé€ pojiv na bazi lipidu je identifikace zalozena na GC-MS
analyze methylesteri mastnych kyselin, respektive jejich charakteristickych poméra.
V ramci této studie byly analyzovany referencni vzorky néasténnych maleb obsahujici Inény
olej a vejce s Sesti riznymi pigmenty. Analyzy byly provadéné na dvou GC-MS piistrojich

s témer identickym hardwarovym usporfadanim za tcelem posouzeni mozné variability
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danych pomérd mastnych kyselin. Dale byl zkouman vliv umélého starnuti na slozeni
modelovych vzorka. Zatimco se vétSina parametri béhem starnuti ménila dle ocekavani,
pomeér P/S zastaval po celou dobu témér konstantni. Starnuti mélo vétsi vliv na nenasycené
mastné kyseliny, kdy byl zaznamenan jejich vyrazny pokles. Naopak dikarboxylové
kyseliny (azelaova, sebakova a suberova) zaznamenaly prudky narist, nebot vznikaji
v dasledku oxidace nenasycenych kyselin. Znaény rozdil v hodnotach P/S u zestarnutého
vajecného pojiva mezi pristroji GC-MS 1 (1,76 £ 0,31) a GC-MS 2 (2,93 + 0,24) vedl ke
zkoumani dalSich vhodnych markert, kterymi se jevily produkty oxidace cholesterolu,
zejména pak cholesta-3,5-dien-7-on. Identifikace takovych markeri je vsSak narocna
z hlediska mnozstvi vzorku, poméru pojiva k pigmentu a zejména pocateCniho mnozstvi
cholesterolu, ze kterého se tyto produkty nasledné vytvareji. Proto byla pouzita PCA
analyza, ktera kombinuje vice parametrd, a ktera se ukazala jako velmi u¢inna pfi rozliseni
mezi olejovym a vajeCnym pojivem. PCA analyza byla nasledné pouzita na realné vzorky
historickych nasténnych maleb, kdy se podafilo u ¢ty vzorkd jednoznacn€ prokazat
ptitomnost Inéného oleje jako pojiva. U ostatnich vzorka se jednalo pravdépodobné o smés

vajecného a olejového pojiva.

Posledni studovanou oblasti byl vyvoj GC-MS metody pro soucasnou analyzu
polarnich a nepolarnich latek z jednoho mikrovzorku osemeni hrachu setého, ktery spocival
predev§im v optimalizaci postupu pro analyzu nepolarnich latek. Nejvhodnéj§im postupem
z hlediska mnozstvi detegovanych latek bylo zmydelnéni v alkoholickém roztoku hydroxidu
draselného s naslednou extrakci latek do n-hexanu. Takto doslo k efektivnimu naruSeni
povrchu vzorku a uvolnéni hledanych analytd. Pfi spolecné analyze byly vzorky nejprve
extrahovany smési methanol/voda — tim dosSlo k uvolnéni polarnich latek, které byly dale
zpracovany a zbyly pevny podil byl podroben zmydelnéni za icelem stanoveni nepolarnich

latek.
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Ucast na konferencich a odbornych seminarich

e  20. Skola hmotnostni spektrometrie, Spindlertiv Mlyn, 9. — 13. zaii 2019

e 71.Zjazd chemikov, Vysoké Tatry, 9. — 13. zafi 2019. Spoluautor posteru: T. Sulovsky,
P. Bartak, J. Nadvornikova, J. Skopalova, Stanoveni cholesterolu a 7-
dehydrocholesterolu v mléku

e 73. Zjazd chemikov, Vysoké Tatry, 6. — 10. zafi 2021. Prezentujici autor posteru: J.
Nadvornikova, P. Bartdk, J. Skopalova, GC/MS analyza oxidacnich produktii
chenodeoxycholové kyseliny

e (Czech Mass Spectrometry Conference, Praha, 11. — 13. fijna 2021. Prezentujici autor
posteru: J. Nadvornikova, P. Bartdk, J. Skopalova, GC/MS Analysis of
Chenodeoxycholic Acid Oxidation Products

e Advances in Chromatography and Electrophoresis & Chiranal, Olomouc, 13. — 16.
Cervna 2022. Prezentujici autor posteru: J. Nadvornikova, P. Krej¢i, P. Bartak, P.
Bednar, Pea Seed Coat Metabolite Profiling by GC/MS

e 23. Skola hmotnostni spektrometrie, Milovy, 4. — 9. zaii 2022, Spoluautor piednasky:
P. Krejci, J. Nadvornikova, Z. Zingor, S. Dostal, D. Vyslouzilova, L. Kobrlova, P.
Smykal, P. Bednat, Aplikace Hmotnostni Spektrometrie v Multimoddlni Analyze
Metabolomu Rostlinnych Mikrovzorkii

e 33rd International Symposium on Chromatography, Budapest, 18. — 22. zafi 2022.
Prezentujici autor posteru: J. Nadvornikova, P. Krejci, Z. Zingor, S. Dostal, D.
Vyslouzilova, P. Bartak, P. Bednat, Pea Seed Metabolite Profiling Using Combined
GC/MS and PyGC-MS Analysis

o Czech Mass Spectrometry Conference, Praha, 29. zafi—1. fijna 2022. Prezentujici autor
posteru: J. Nadvornikova, P. Krej¢i, Z. Zingor, S. Dostal, D. Vyslouzilova, P. Bartak,
P. Bednat, Pea Seed Metabolite Profiling Using Combined GC/MS and PyGC-MS
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Dalsi aktivity

e Popularizace UP na akcich: Noc védca, Olomoucka Muzejni noc, Den otevienych dveri,
Détska univerzita, Science camp

e Aktivni zapojeni pii exkurzich stfednich skol

e  Oponentura bakalarskych praci Veroniky Seidlerové a Jakuba Slacalka

e  Spoluprace pti feSeni zakazek smluvniho vyzkumu: Kucera L., Nadvornikova J., Vyvoj
a aplikace FTIR metod pro analyzu kontaminanti soucasti z automobilového primyslu;
Nadvornikova J., Kucera L., Analyza vzorkd omitky z dvorany hradu Loket pomoci
Pyr-GC/MS; Nadvornikova J., Bartadk P., GC-MS analyza necistot ve vzorku AMP
piperidinu
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