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Abstrakt

Stidia bola zamerana na overenie moznosti derivatizacie v plynovej chromatografii pre
stanovenie mastnych kyselin v olejovych vzorkach a na vyuzitie derivatizacie pre stanovenie
organickych latok vo vzorke extraktu semienok z vinnej révy. Teoreticka Cast sa zaobera
charakteristikou jednotlivych analytov. V dalSej casti si popisané derivatizacné metody
a transesterifikacie pre stanovenie mastnej kyseliny. Posledna kapitola sa venuje zakladnym
poznatkom o plynovej chromatografii a jej pristrojovom vybaveni. Experimentalna ¢ast bola
rozdelena do troch kapitol: analyza mastnych kyselin pomocou transesterifikacie, stanovenie
mono-, di- a triglyceridov pomocou derivatizacie a analyza extraktov semienok z vinnej révy.
V experimentalne] Casti prace boli analyzované tri druhy olejov: makovy, I'anovy a orechovy
olej. NajcCastejSie vyskytujuce mastné kyseliny v rastlinnych olejoch su kyselina palmitova,
stearova, olejova, linolova alinolénova. Optimalizacia metddy prebiehala s pouzitim
derivatizacného Cinidla MSTFA.

Stanovanie metylesterov mastnych kyselin bolo prevedené na plynovom chromatografe
s plameniovym ionizaénym detektorom. Pre potvrdenie vyskytu mastnych kyselin prebiehala
doplnkova analyza pouzitim plynového chromatografu shmotnostnym spektrometrom.
Analyza extraktu z vinnej révy tiez prebiehala na GC/MS. Metdda bola najviac vyhovujuca
s pouzitim troch derivatizanych ¢inidiel MSTFA, BSTFA a BSA+TMCS.

KPucové slova

plynova chromatografia, GC-FID, GC/MS, derivatizacia, mastné kyseliny, metyl estery
mastnych kyselin, makovy olej, l'anovy olej, orechovy olej



Abstract

This study is focused on verifying the possibility of derivatization in gas chromatography
for the determination of fatty acids in oil samples and on the use of derivatization for the
determination of organic substances in a sample of vine seed extract. The theoretical part deals
with the characteristics of individual analytes. In the next section derivatization methods and
transesterifications for fatty acid determination are described. The last chapter deals with the
basic knowledge of gas chromatography and its instrumentation. The experimental part was
divided into three chapters: analysis of fatty acids by transesterification, determination of
mono-, di-, and triglycerides by derivatization and analysis of grape seed extracts. Three types
of oils were analyzed in the experimental part: poppy, linseed and nut oil. The most common
fatty acids in plant oils are palmitic, stearic, oleic, linoleic and linolenic acids. The optimization
method was carried out using the derivatizing agent MSTFA.

The determination of fatty acid methyl esters was measured on a gas chromatograph with a
flame ionization detector. To confirm the presence of fatty acids, additional analysis was used
on gas chromatograph with a mass spectrometer. Analysis of the grape extract was also
performed on GC/MS. The method was most convenient using MSTFA, BSTFA and
BSA+ TMCS derivatizing agents.

Keywords

gas chromatography, GC-FID, GC/MS, derivatization, fatty acids, methyl esters of fatty acids,
poppy oil, linseed oil, nut oil
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1. Uvod

Olejniny su roznorodé rastliny, ktoré maju v pol'nohospodarstve vyznamné postavenie pre
ich vSestranné vyuzitie. Vo svojich plodoch, semenach a pripadne inych castiach rastlin
obsahuju lipidy v takom mnozstve, ze je ekonomicke ich spracovavat. Napriek velkej obl'ube
potravin s pritomnostou maku, orechov alebo l'anu spotrebitelia velakrat nevedia o obsahu
vitaminov a mineralnych latok, ktoré su z hl'adiska zdravej I'udskej vyzivy vel'mi prospesné pre
nas organizmus.

V sucasnosti je dana problematika dost’ aktudlna, pretoze sa kladie vel'ky doraz na zdrava
I'udsku vyzivu a vyvazenost potravin v jedalnom listku konzumentov. Coraz viac sa stretavame
s lie¢ivymi ucinkami rastlinného oleja. Odporuca sa ho pouzivat na zlepSenie kvality vlasov,
nechtov, uvol'nuje kr¢e, timi bolesti hlavy a prospesne pdsobi aj na zregenerovanie popraskane;j
pokozky.

Rastlinné oleje su organické zluceniny, ktoré obsahuji uhlik, vodik a kyslik. Oleje sa lisia
od tukov predovsetkym tym, ze si kvapalné pri izobarovej teplote, zatial’ Co tuky st pevné. Vo
svojej trukture maju oleje mastné kyseliny, ktoré sa od seba lisia dizkou uhlikového retazca a
stupiiom nasytenosti. Acylglyceroly (glyceridy) su estery vyssich mastnych kyselin a glycerolu.
Podla poctu esterifikovanych —OH skupin v glycerole ich m6zeme rozdelit' na monoglyceridy,
diglyceridy a na triglyceridy. Nevyhodou analyz olejov je, Ze nemdzeme stanovit' obsah
mono-, di-, triglyceridov. V poslednych rokoch uz existuji metody na bionafty (prirodné
palivo vyrobené z ropy), kde je mozné analyzovat’ mono-, di-, triglyceridy s derivatizaciou.

Hlavnym cielom tejto bakalarskej prace je overit moznosti derivatizacie pre stanovenie
mastnych kyselin v olejovych vzorkach a vyuzitie derivatizacie pre stanovenie organickych
latok vo vzorku extraktov semienok z vinnej révy.



2. Teoreticka cast’

2.1 Analyzované vzorky

2.1.1 Makovy olej

Makové rastliny (Papaver somniferum L.) patria do podskupiny Papaveroideae a do skupiny
Papaveraceae - zahriiuje 44 rodov a 760 druhov. VacSina tychto rastlinnych druhov je
bylinnymi rastlinami, niektoré vynimky st drevené kriky. Mak sa pestuje v oblastiach, kde st
hortice leta a mierne dazde. Jeho olej zo semien sa pouziva na varenie v Turecku. Vyuziva sa
na vyrobu farieb, prichuti, dekorativnych predmetov a vyrobu kozmetiky. Makovy olej sa tiez
pouziva ako naplit v cukrarenskych a pekarenskych vyrobkoch. Vd'aka vysokému obsahu
polynenasytenych mastnych kyselin je vhodny na pouzitie v l'udskej vyzive. Trend pestovania
a vyuzivania maku sa zvysSuje v dosledku priaznivych vlastnosti spojenych s ich konzumaciou.
Hlavnym cielom pestovania maku v roznych krajinach je produkcia 6pia. Dominantné mastné
kyseliny v makovom oleji st kyseliny linolova, olejova a palmitova [1, 2, 3].

Makovy olej je vel'mi vyznamny lieCebny olej, ktory obsahuje vel'ké mnozstvo vapnika a
vitaminu D. Makovy olej sa pouziva ako lieivo proti osteopordze, proti rakovine, proti
nadorom, teda proti stracaniu kostného tkaniva a proti méknutiu kosti. Je dokonca ucinnejsi ako
mlieko. Pomimo hlavnych ucinkov taktiez pozitivne vplyva na mentalitu, je ucCinny proti
bolestiam hlavy a uvoltiuje svalové kf¢e. Pouziva sa taktiez na pokozku, kde sa natiera na
zapalené a suché miesta, ktorym u¢inne makovy olej poméaha [4, 5].

Zlozenie makového oleja: makovy olej je bohatym zdrojom kyseliny olejovej (72%), ¢o
z neho robi pozitivny olej. Vysoky podiel kyseliny olejovej znizuje cholesterol v krvi. Ma
vysoky podiel stravitel'nosti, priblizne 96% denne prijem 50 g.

Chemické zlozenie oleja zo semien extrahovaného zindického maku podla Singh a spol.
(1999):
* kyselina palmitova (16: 0): 8,10 - 21,48%
* kyselina stearova (18: 0): 1,40 az 10,80%
* kyselina olejova (18: 1): 60,22-73,90%
* kyselina linolova (18: 2): 12,00-30,00%
* kyselina linolénova (18: 3): 0,00-9,40%
» mangan (29 mg / kg)
* med’ (22,9 mg / kg)
* hor¢ik (15,6 mg / kg)
* zinok (130 mg/ kg).

Olej z makovych semien obsahuje vysoko komplexné vyzivové latky. Kyselina linolova je
nestabilnd a nachylné na oxidaciu vd’aka svojej Specialnej molekularne; Struktare. Preto, ako
zlepsit chemicku stabilitu makového oleja pocas procesu vyroby a skladovania, je obrovskou
vyzvou, musi byt prekonana [6].



2.1.2 Lanovy olej

Typicky l'anovy olej ma velky vyznam pre vyzivu a chemicky priemysel z dovodu vysokého
obsahu PUFA (polynenasytené mastné kyseliny), viac ako 60% LA (kyselina linolova). Z
rovnakého dévodu sa tento olej neodporuca pouzivat ako jedly olej na vyprazanie a varenie.
Polynenasytena LA sa lahko autooxiduje. Autooxidacia je hlavnou pri¢inou vzniku
neprijemnych chuti pocas skladovania alebo varenia a nakoniec vedie k polymerizacii oleja, o
je vlastnost’ vyhodna pri vyrobe linolea, ale nie v kulinarskom umeni [7].

Epoxidovany l'anovy olej (ELO) sa bezne pouziva ako zmikcovadlo pre PVC a epoxidoveé
Zivice na zabezpecenie pruznosti, ako aj pre natery a aplikacie lepidiel [8].

Chemické zlozenie oleja zo semien extrahovaného zo zapadnej planiny Rumunska (2012)
[9, 10]:
» kyselina palmitova (16: 0): 4,00 — 8,58%
» kyselina stearova (18: 0): 2,00 az 4,43%
» kyselina olejova (18: 1):16,00-18,51%
* kyselina linolova (18: 2): 65,00-77,25%
* kyselina linolénova (18: 3): 0,10-3,21%
» mangan (26,15 mg / kg)
* med (1,31 mg/ kg)
* zelezo (59,92 mg / kg)
» zinok (21,23 mg / kg)
* olovo (0,08 mg / kg)
* kadmium (0,65 mg / kg).

Lanovy olej sa povazuje za dobry olej na suSenie, ktory sa pouziva hlavne na pripravu
naterovych farieb a lakov. UskutoCnil sa znacny vyskum aplikacii lanového oleja. Z lekarskeho
hl'adiska je lanovy olej je uzitocny pri liecbe uzkosti, problémov s prostatou, vaginitidy, ubytku
hmotnosti a niektorych typov rakoviny [10].

2.1.3 Orechovy olej

Orechy obsahuju mnoho zloziek vratane Specifickych mastnych kyselin, ktoré mézu byt
ucinné proti rakovine. Aj ked’ bol opisany antikarcinogénny uc¢inok niektorych individualnych
mastnych kyselin v orechovom oleji, u€inok samotného orechového oleja na rakovinové bunky
pazeraka nebol doteraz skimany. Okrem ALA obsahuje orechovy olej dalSie typy mastnych
kyselin, ako je kyselina palmitova, kyselina stearova, kyselina olejova a kyselina linolova, ktoré
mo&zu mat antikarcinogénne ucinky [11].

Vlassky orech (Juglans regia L.) je vysoko vyzivnd potrava, ktory je bohaty
na polynenasytené mastné kyseliny (PUFA). Chrani mozog pred mnohymi javmi sivisiacimi
so starnutim a moze pripadne zmiernit’ pokles kognitivnych schopnosti suvisiacich s vekom.
Vlasské jadra vSeobecne obsahuju asi 60% oleja, ale toto mnozstvo sa mdze pohybovat
od 52 do 70%. V zavislosti od kultivaru, miesta pestovania a rychlosti zavlazovania. Hlavnymi
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zlozkami  oleja si triacylglyceroly, volné mastné kyseliny, diacylglyceroly,
monoacylglyceroly, steroly, estery sterolov a fosfatidy, ktoré su pritomné len v malych
mnozstvach. Hlavné mastné kyseliny nachadzajuce v orechovom oleji su olejové, linolové a
kyseliny linolénové. Podl'a Simopoulosa [12] si vlasské orechy jedinecné, pretoze maju
dokonalt rovnovahu n-6: n-3 PUFA, pomer 4: 1, Co sa prejavilo znizenim vyskytu
kardiovaskularneho rizika. Preto je potrebné stanovit' jednoduché, rychle simultanne stanovenie
obsahu nenasytenych mastnych kyselin v orechovom oleji. Hlavné mastné kyseliny v oleji z
vlasskych orechov boli urcené pouzitim GC alebo GC-MS [13].

Chemické zlozenie oleja zo semien extrahovaného z Turecka. (2014) [14]:
* kyselina palmitova (16: 0): 4,00 — 10,50%
» kyselina stearova (18: 0): 1,00 az 2,60%
* kyselina olejova (18: 1): 64,00-76,40%

* kyselina linolova (18: 2): 11,00-15,70%
* kyselina linolénova (18: 3): 1,00-4,30%
» mangan (23,70 ug/ g)

* med (19,5 ug/ g)

* zelezo (59,92 g/ g)

* zinok (27,00 pg/ g)

* olovo (34,40 ug/ g)

* kadmium (0,46 pg/ g).

2.1.4 Vini¢ hroznorody

Vini¢ hroznorody (Tudovo vinna réva) je lidnovita, svetlomilna rastlina s mohutnym
korenovym systémom, patriaci do ¢elade Vitaceae — viniCovité. Pévodom zo Stredomoria,
urcena na produkciu hrozna alebo na pouzitie ako mnozitel'sky material pre tieto rastliny.

Vyskumnici predpokladaju, ze prirodzene sa vyskytujice zluCeniny poskytuji novu
prilezitost na kontrolu kardiorenalnych interakcii. Extrakty z hroznovych jadier obsahuju
vacsinu ucinnych latok z hrozna Cierneho, Vitis vinifera, ktory je jednou z najviac pestovanych
plodin na svete. Vzhl'adom na svoju vysoku troven antioxidantov a polyfenolov. Vinna réva si
ziskala zaujem vedcov, pretoze sa ukazala ako slubny protizapalovy a imunomodulacny
antioxidant. Pouziva sa ako lieCivo proti cukrovke, proti starnutiu, proti rakovine a ma
kardioprotektivne ucinky. Vytazky z hroznovych jadier sa ukazali byt vysoko bohatym
zdrojom fenolovych zlucenin ako katechin, flavonoly, prokyanidin, antokyanin, kyselina
gallova a resveratrol. Resveratrol je fytoalexin z hroznovych semien. Bolo zistené, ze jeho
produkcia je najvyssia pri environmentalnych stresoch, ako su infekcie rastlin, podnebie, 0zon,
UV svetlo. Zohrava kIicovu ulohu v ochrannych a terapeutickych ucinkoch extraktov z
hroznovych jadier [15].

V bobuliach hrozna su obsiahnuté: cukry, kyseliny, dusikaté latky, fenolové latky,
aromatické latky a mineralne latky. Najvyznamnejsie organické kyseliny v hrozne su kyselina
vinna a kyselina jabl¢na, ktoré predstavuju 70 - 90% zo vSetkych organickych kyselin, ktoré sa
nachadzaju v bobuliach vinica. V malom mnozstve sa tu vyskytuje tiez kyselina citronova. Listy



a bobule su schopné tvorit” kyselinu vinnu a jablénu. Obe organické kyseliny sa v zelenych
bobuliach vyskytuji v maximalnom mnozstvo pred zmékcenim. V Case miknutia sa mdze
kyselina jabl¢na vyskytovat' aj vo vacsich mnozstvach nez kyselina vinna. Kyselina vinna sa v
bobuliach hromadi najmé v Supke a vo vonkajSej Casti dutiny. Kyseliny hlavne ovplyviiuju
senzoricky prejav vyrobeného vina, ale zaroveni mozu sluzit’ ako konzervacna latka. Kyseliny,
ktoré hrozno obsahuju, priaznivo ovplyviluju travenie a chut k jedlu [16].

2.2 Transesterifikacia

Transesterifikacia je reakcia triglyceridov (rastlinnych olejov) alebo zivocisnych tukov
s alkoholom, pri ktorych vznikd zmes esteru vysSich mastnych kyselin (Specialne bionafta)
a glycerol, ako je znazornené na obrazku (Obrazok 1). Tieto dve vznikajice nemiesite'né fazy
je potrebné oddelit. Vzniknuty glycerol sa da d’alej pouzivat’, preto je tato reakcia bezodpadova.
Je to proces vymeny organickych alkylovych skupin (Ri, R2, R3) esteru rastlinného oleja s
metylalkoholom metylovej skupiny. Tieto reakcie si Casto katalyzované pridanim kyslého
alebo bazického katalyzatora. V transesterifikacnom mechanizme karbonylovy uhlik
vychodiskového esteru rastlinného oleja podlieha nukleofilnému napadnutiu prichadzajuceho
alkoxidu z katalyzatora za vzniku tetraedrického medziproduktu, ktory bud’ prechadza na
vychodiskovy material alebo prechadza na transesterifikovany produkt a glycerol, ako je
uvedené v obrazku (Obrazok 1). Pri tejto reakcii s metanol a etanol najcastejSie pouzivané
alkoholy kvdli ich dostupnosti a nizkym nakladom. Tato reakcia sa Siroko pouziva na znizenie
viskozity rastlinného oleja a konverziu triglyceridov na estery [17].

CH,-0-CO-Ry Catalvaitor CH2OH  R-O-CORy
| e ata yZator | o
CH-O-CO-R4 +3ROH —>» CH-OH + R-0O-CO-Ry
| B : I -
CH,-0-CO-Ry CH,-OH R-0-CO-R3
olej (triglycerid)  alkohol glycerol zmes esterov

Obrazok 1 Chemicka Struktiira procesu transesterifikdcie [17]

kde Rj, Rz, R3 : Alkylova skupina



Boc¢na reakcia

CH '}'U'CD-RI R]'U"CD' CH+-0OH
| = ; [
El‘-H—D—CD—Rz +30H «—— = R,-0-CO + El'-H-DH
CH,-0-CO-R; R4-0-CO" CH;-OH
olej (triglycerid) mydlo glycerol

Obrazok 2 Bocnd reakcia procesu transesterifikdcie (zmydeliiovanie)[17]

Pri pouziti zasaditého katalyzatoru dochadza k boc¢nej reakcii, tzv. zmydelfiovaniu, ktora
prebieha reakciou hydroxidu s glyceridmi alebo s volnymi vys$§imi mastnymi kyselinami
v pritomnosti vody. Mydl4, ktoré vznikaju zhorSuju separacii produktu a znizuja tym vytazok
esterov. Dovodom je, ze voda posunuje rovnovahu reakcie alkoholu a hydroxidu k
vychodiskovym latkam. Hydroxid s alkoholom reaguje za vzniku alkoholatu a vody, tato
reakcia je rovnovazna. Pri tom alkoholat je katalyzator transesterifikacie a hydroxid reaguje na
mydlo [18].

Ak sa v transesterifikacie pouziva metanol ako alkohol, ide o metylestery (ME); podobne,
ak sa etanol pouziva ako alkohol, reakénym produktom budu etylestery (EE). Ale v obidvoch
pripadoch je glycerin vedlajsim produktom transesterifikacie [19].

Transesterifikacia funguje dobre, ked’ vychodiskovy olej ma vysoku kvalitu. Do surovin na
pripravu bionafty sa vSak Casto pouzivaju pomerne nizke oleje. V pripadoch, ked” je obsah
vol'nych mastnych kyselin v oleji vyssi nez 1%, vznikaja tazkosti v dosledku tvorby mydla,
ktoré podporuje emulziu pocas fazy premyvania vodou a pri obsahu FFA ( Free Fatty Acids -
vol'né mastné kyseliny) nad 2% sa proces stava nefunkénym [20].

2.3 Derivatizacia

Derivatizacia je proces chemickej modifikacie zlu€eniny za vzniku novej zluceniny, ktora
ma vlastnosti, ktoré su vhodné na analyzu s pouzitim GC alebo HPLC. Chemicka §truktara
zluceniny zostava rovnaka, len sa modifikuju Specifické funkéné skupiny reakénej zluceniny
na derivat. Vel'mi vela organickych latok nemozno previest’ do plynnej fazy, lebo sa pri pokuse
o splynovanie rozkladaju. Hlavnym dévodom pre vyuzitie derivatizacia v plynove]
chromatografii je teda zvySenie prchavosti, pripadne tepelnej stability analyzovanych latok v
dosledku znizenia polarity. Vysoky bod varu totiz maju nielen zliceniny s vySsou relativnou
molekulovou hmotnostou, ale aj zluceniny, nestce vo svojej molekule polarne funkc¢né
skupiny. Je proces, pri ktorej polarna skupina v molekule (napriklad karboxylova alebo
hydroxylova skupina) je chemicky konvertovand na nepolarnu skupinu, aby sme ziskali
prchavi molekulu. Potom sa ziskaju odchylné chemické a fyzikalne vlastnosti, aby boli
detekovatel'né a analyzovate'né pomocou GC/MS [21, 22, 23].



Vzhl'adom na problematickii povahu tohto procesu (neuplnu reakciu a tvorbu viacerych
derivatov) a dodato¢nu zlozitost veducej metodoldgie k nizkej regeneracii a zlej reprodukéne;
chromatografii, derivatizacia je Casto poslednou moznostou. Napriklad bezne sa pouziva
derivatizacia pri farmaceutickej analyze, ak API (Active Pharmaceutical Ingredient — aktivne
farmaceutické prisady) nema chromofér na UV detekciu alebo fluorofér na detekciu
fluorescencie. Bezné reakcné Cinidla spojené s derivatizaciou zahriiaja alkylbromidy, chloridy
kyselin a trimetylsilylestery, ktoré reaguju na funkénu skupinu alebo skupiny neabsorbujucich
analyzatorov. Predbezna derivatizacia sa moze vykonavat v mnohych autodavkovacoch alebo
automatizovanych spracovatel'och kvapalin [24].

Su k dispozicii rozne derivatizacné reakcie so Sirokym spektrom reagencie spolo¢né
s analyzou GC. Tieto reakcie su rozdelené do niekolkych hlavnych kategorii: silylécia,
acylacia, alkylacia a metylacia. Pouzivaju derivatizaciu preto, aby sa zvysila stabilita,
prchavost a d’alSie vlastnosti latky, tak ako to vyzaduju postupné metody stanovenia [25, 26].

Pri derivatizacii dochadza k zadmene aktivneho vodika polarnej skupiny najCastejSie za
alkylovu, silylova ¢i acylovt. Blokovanim protonu sa zamedzi tvorbe vodikového mostika, ¢o
vedie k zvySeniu prchavosti derivatov v porovnani s povodnymi nederivatizovanymi latkami.
Na druhej strane su pripady, kedy je nadmernd prchavost analytu neziaduca, a chemicka
derivatizacia potom moze byt pouzita k tvorbe derivatov s nizSou prchavostou s cielom
minimalizovat’ straty pocCas manipulacie. Derivatizacia je tiez vyuzivana na zamedzenie
neziaducich sorpcii. Polarna skupina totiz moze vytvarat silné interakcie so stenou kolony
alebo so stacionarnou fazou, ktoré sa prejavia nelinearitou v kalibracnej zavislosti. Tvorba
derivatov moze byt vyuzita pre zlepSenie rozlisenia [27, 28].

2.3.1 Derivatizacia z pohl’adu reakcie

Derivatiza¢né reakcie pouzivané na plynova chromatografiu spadaju do troch v§eobecnych
typov reakcii, konkrétne; alkylaciou vSeobecného procesu je esterifikécia, acylacia a silylacia.
Prostrednictvom tychto troch procesov sa vysoko polarne materialy, ako st organické kyseliny,
amidy, polyhydroxyzlu€eniny, aminokyseliny, stdvaju vhodnymi na GC analyzu tym, ze su
dostato¢ne prchavé. Tieto vSeobecné postupy su diskutované nizsie [29].

Silylacia

Silylacia, ako typ derivatizacie, sa zameriava na znizenie polarneho charakteru reakéne;j
zluCeniny. Tato reakcia sa uskutoCiiuje nahradenim labilného vodika v karboxylovej,
hydroxylovej, aminovej alebo amidovej funk¢nej skupine do nepolarneho fragmentu [3131].

Silylacia je najCastejSie pouzivany postup pre derivatizaciu sacharidov, ktory poskytuje im
pozadovanu volatilitu a stabilitu. Je jednym =z najviac rozsiahle auspeSne pouzivanych
pristupov z niekol'kych dévodov:

- porovnanim s plvnovodnymi zla¢eninami su derivaty s vysSou volatilitou
a lepSou termostabilitou, vhodnejsSie pre GC analyzu (vysoka teplota do 300 °C).
- vacsina silylacie prebieha rychlo v kratkom case

- metoda ma velky potencial pri poskytovani lepSej odozvy detektoru, najma
detektor MS.



Principom reakcie je posobenie silylaéného ¢inidla na zluceniny obsahujuce polarnu skupinu
s aktivhym vodikom (OH, COOH, NH, SH). NajcastejSie reakcie su trimetylsilylacny, kedy je
aktivny vodik v polarnej skupine latky nahradeny trimetylsilylovou skupinou - Si(CH3)3 tzv.
TMS (Obrazok 3).

Gl o
RX—H + R, — - B e R
CH; CHs

Obrazok 3 Trimetylsilylacné reakcie

kde R = alkyl, aryl apod.; R°‘=r6zné; X=0,COO, N, S

Trimetylsilyl skupina (TMS) je velmi popularna a vSestranna kremicitanova skupina pre
GC analyzu. TMS ¢inidl4 a ich derivaty reaguju s aktivnymi atobmami vodika. NajoblibenejSie
¢inidla na baze trifludracetamidu su N,O-Bis-(trimetylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) a N-
metyl-N-(trimetylsilyl)trifluoracetamid (MSTFA) [28, 32].

Silylacia je reverzibilna reakcia. Pritomnost’ multifunkénych zlacenin poskytuje jedineéné
vlastnosti, napriklad poskytuju aktivnu funkénti skupinu pre d’alS$iu modifikaciu alebo ponuka
dobré fyzikalne vlastnosti. Rovnako ako akakol'vek derivatiza¢na technika ani silylacia nie je
bez problémov. Napriklad problémom je tvorba neziaducich vedlajSich produktov
s acetamidom.

Komerc¢ne dostupné silylaéné Cinidla maju rozdiely vo svojich reakénych vlastnostiach.

Niektoré z nich si univerzalne, ale vac¢sinou reaguju v Specifickej funk¢nej skupine [33, 34].

Potrebné informacie su lahko dostupné v prie¢inkoch vyrobcov. U&innost silylacie zavisi
od roznych parametrov, ako je reakény cas, teplota, pritomnost’ katalyzatora a pouzitého
rozpustadla.

Ako rozpustadla pre silylacné reakcné Cinidla je mozné uviest’ pyridin, dimetylsulfoxid
(DMSO), dimetylformamid (DMF), tetrahydrofuran (THF) alebo acetonitril (ACN). Pyridin je
najpouzivanejsi. Plni funkciu rozpastadla a katalyzatora. Aby bola derivatizacia Gc¢inna, je
potrebné reakcna zmes zahriat. Pre Specifické analyty a silylacné Cinidla st odporucané rozne
reak¢né teploty (25 - 170 © C) a doba zahrievania (minuty - desiatky hodin) [35].

Zda sa, ze pyridin ma vel'ka schopnost podporovat silylaciu. Predpoklada sa, ze pyridinové
zluceniny, ktoré pdsobia ako katalytické Lewisove bazy, reaguju so silylchloridmi za vzniku
parov silylpyridiniovych i6nov, ktorych nésledna reakcia s alkoholovym substratom poskytuje
silyléterové produkty [36].

Dodavatelia silylacnych ¢inidiel Casto doporucuju pripravu zmesi reakéného cinidla s
pyridiniom a s pridavkom trimetylchlorsilanu (TMCS) ako katalyzatora. Pyridinium ako
rozpustadlo pre silylaénu reakciu je dolezité nielen pre u€innost’ reakcie, ale tiez pre stabilitu
analytov [37].



Acylacia

Acylacia je alternativou k silylacii a zachovava si niektoré vyhody silylacie, ako je
napriklad tvorba menej polarnych a prchavych derivatov. Pri acylacie dochadza k zdmene
aktivneho vodika polarne skupiny za skupinu acylovou. Uplatiiuje sa pri priprave derivatov
alkoholov, fenolov, aminov, amidov a tiolov [38].

RX—H 4 YCOR —= RX—COR 4 ¥H
Obrazok 4 Acylacné reakcie
Kde R =alkyl, aryl a pod .; Y, R'=rb6zne; X=0,NH, S

Derivaty su charakteristické nizSiou polaritou, vysokou prchavostou a stabilitou. V
porovnani so silylaciou, acylacie st zamerané na vysoko polarne, viacfunkéné zluceniny (napr.
sacharidy alebo aminokyseliny). Nedavne sposoby acylacie sa sustredili na priamu acylaciu z
pufrovanych vodnych médii, po ktorej nasledovala extrakcia superkritickou kvapalinou alebo
tuhou fazou. Acylacia bola tiez vyhodnym postupom pre derivatizaciu na dosiahnutie
niektorych chiralnych separacii pomocou GC. Nadbytok derivatiza¢ného ¢inidla moze spdsobit
problémy s chromatografiou derivatizovanych analytov [39, 40].

Pri priprave derivatov sa zvycajne pracuje s niekol'kymi molarnom nadbytkom acyla¢niho
¢inidla, acylhalogenidu alebo anhydridu, vo vhodnom rozpustadle, ktoré je schopné viazat
vznikajuce kyselinu a tym posuvat’ reakéni rovnovahu v smere tvorby produktu. NajlepSie sa
osved¢il pyridin a tetrahydrofuran. Dal$ou vel'kou skupinou &inidiel su acylimidazoly, ktoré na
rozdiel od acylhalogenidov a anhydridov netvoria kyslé vedl'ajsie produkty. Reak¢na doba
(minuty - desiatky hodin) zavisi od pouzitého cinidla, rozpustadla, analytu a teplote. Teplota
sa voli podl'a reaktivity ¢inidla v rozmedzi laboratérnej teploty az po bod varu rozpustadla.
Oproti silylaénim ¢inidlam st acylacné Cinidla hydrolyticky stabilnejSie. Velmi vyznamné je
zavadzanie halogénov do molekuly derivatu, ktoré vykazuju selektivnost’ pri ECD detekcii.
Kedze odozva EC-detektora zavisi nielen na druhu halogénu, ale aj na ich pocte, su Casto
vyuzivané polyfluorované derivaty. Acyl derivaty sa riadi istymi fragmentaénymi
zéakonitostami, a preto poskytuji uzitocné informécie o Strukture tychto latok v aplikaciach
hmotnostnej spektrometrie [40].

Acylacia sa pouziva hlavne na pripravu acylovanych derivatov NH, OH a SH skupin
pouzitim karboxylovej kyseliny anhydridu kyseliny, acylhaloganidu a aktivovaného acylamidu
ako derivatizacnych Ccinidiel. Acylacia s anhydridom kyseliny ako derivatizaéné cinidlo
teoreticky predpoklada, ze sa uskutociuje za bezvodych podmienok, aby sa zabranilo hydrolyze
derivatov.

Acylacia ma vela vyhod, jedna z nich je, ze zvySuje stabilitu analytu ochranuje nestabilné
skupiny. Moze dodat’ prchavost’ zlu€eninam, ako napriklad karbohydraty alebo aminokyseliny,
ktoré maju vela polarnych skupin. Tie su neprchavé anormalne sa rozkladaju v teple.
Poméhaju  chromatografickym  separaciam, ktoré by nebolo mozné previest
s nederivatizovanymi zlu¢eninami. ZluCeniny su detekované vo vel'mi nizkych koncentraciach
s pouzitim detektoru elektronového zachytu [33].
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Alkylacia/esterifikdcia

Alkylécia zahriiuje pridavanie alkylovej skupiny (alifatickej alebo aromatickej) do aktivnej
funk¢nej (H) skupiny. Nahradenie vodika s alkyl skupinou je ddlezité, pretoze derivaty maja
nizsiu polaritu. Alkylacné ¢inidla su pouzivané na zmenu zlticenin obsahujuce kysly vodik,
ako napriklad karboxylové kyseliny alebo fenoly. Vysledné produkty su étery, estery,
thioetery, thioestery, n-alkylaminy a n-alkylamidy [41].

RX—H + R"—Y =—= RX—Y + R'H

Obrazok 5 Alkylacné reakci
kde, R = alkyl, aryl apod.; R'=r6zné; Y= alkyl, X =0, COO, S, SO3, NH

Alkylhalogeny, najmé alkylbromidy alebo alkyljodidy su €asté alkylacné €inidla. Reakcie
zvyCajne vyzaduju pritomnost’ katalyzatora, (typicky Ag2O, BaO, NaH atd’.) A mnohokrét aj
pouzivanie §pecifického rozpustadla (DMF, DMSO). Dal§im znamym ¢&inidlom je N, N-
dimetylformamid dimetylacetal [33].

K priprave alkylesterov karboxylovych kyselin sa vyuziva esterifikacia. Esterifikacia je
reakcia kyseliny s alkoholom za vzniku esteru. Je to velmi popularna alkylac¢nad metoda.
Alkylestery ponukaju vynikajicu stabilitu a poskytuju rychle a kvantitativne vzorky GC
analyza. Vysledky st najlepS§ie v pritomnosti katalyzatora, ktoré sa odstraiiuju s vodou. Medzi
obl'ibené katalyzatory patri chlorovodik alebo thionylchlorid, ktoré mozu byt’ nasledne rychlo
odstranené spolu s nadbytkom alkoholu. Kyselina sirova byva tiez vyuzivana ako katalyzator,
ale nie je az tak oblibend, pretoze sa vyznacuje radom tienistych stranok (dehydratacia, tazké
odstranenie pod.). Dobre riadena esterifikacia takisto vyzaduje odstranenie vytvorenej vody
pouzitim chemickych Cinidiel alebo azeotropickej destilacie. Medzi materialy, ktoré odstranuju
vodu patria molekulové sita, bezvody siran alebo latky, ktoré s vodou reaguju, napr. 2,2-
dimethoxypropan reaguje s vodou za vzniku acetonu a metanolu. Proces zahriiuje zhlukovanie
karboxylovej skupiny kyseliny a hydroxylovej skupiny alkoholu s eliminaciou vody [42].

Z esterov maju najvacsi vyznam metylestery, ktoré sa oproti vysS§im esterom vyznacuju
radom vyhod: najvacSou prchavostou zo vsetkych esterov, velkou reakcnou rychlostou a
vysokymi vytazkami. Metylestery sa pripravuju reakciou kyseliny s metanolom za
katalytického poOsobenia Lewisovymi kyselinami (BF; alebo BCIls) alebo v pritomnosti
koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej a kyseliny sirovej. Dalej je este mozné pripravit
metylestery reakciou karboxylovej kyseliny s diazometanom v éterovy roztok. Tento sposob
pripravy metylesterov je najvhodnejsi, pretoze sa vyznacuje radom vyhod: priprava derivatu je
rychla a proces prebieha za miernych podmienok s vysokym vytazkom, zvycajne bez tvorby
vedlajsich produktov. Naopak nevyhody spocivaji v jeho karcinogénnych ucinkoch a
nestabilite. Reakcia diazometanu s kyselinou prebieha za eliminacie plynného dusika [43].
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2.3.2 VSeobecny prehl’ad derivatiza¢nych cCinidiel

Silyla¢na reakcia je riadena dobre odstupujucou skupinou, ¢o znamena odstupujucu skupinu
s nizkou zasaditost'ou, schopnost’ stabilizovat’ zaporny naboj v prechodnom stave a malé alebo
ziadne spétné vazby medzi odstupujucou skupinou a atdbmom kremika. Mechanizmus zahria
nahradenie aktivnych vodikov (v skupinach -OH, -COOH, -NH, -NH2 a -SH) trimetylsilylovou
skupinou. Silylacia potom nastava prostrednictvom nukleofilného ataku (SNz), kde ¢im je
odstupujuca skupina lepsia, tym je sililacia lepSia. To vedie k vytvoreniu bimolekularneho
prechodného stavu v prechodnom kroku reakéného mechanizmu. VSeobecné derivatizacné
¢inidla pre silylaciu su zndzornené v tabulke (Tabulka 1). Pri silylacii je najcCastejSie
pouzivanym rozpustadlom pyridin. Hoci pyridin mdze produkovat’ vrcholné chvosty, je to
lapac kyselin a bude riadit’ reakciu vpred. V mnohych pripadoch je potreba rozpustadla, aby
bola odstranena silylaénymi Cinidlami [29].

Bezné derivatizacné cCinidla pre alkylacné typy reakcii su dialkylacetaly, diazoalkaly,
pentafluorbenzylbromid (PFBBr), benzylbromid, fluorid bority (BF3) v metanole alebo
butanole je tetrabutylamoniumhydroxid (TBH). Niektoré derivatizacné ¢inidla a ich prislusné
vlastnosti su znazornené v tabul'ke (Tabul'ka 2). Alkylacné Cinidla sa mozu pouzit’ samotne na
vytvorenie esterov, éterov a amidov alebo sa mozu pouzit’ v spojeni s acylaénymi alebo
silylaénymi €inidlami. Reakéné podmienky sa mozu lisit’ od silne kyslych az po silne bazicke,
priCom obe vytvaraju stabilné derivaty. Treba vSak poznamenat, ze reak¢né cCinidla su
obmedzenejsie na aminy a kyslé hydroxylové skupiny a ze reakéné podmienky su Casto tazké,
zatial’ ¢o Cinidla su Casto toxické [29].

Acylacné Cinidla sa 'ahko zameriavaji na vysoko polarne, multifunkéné zluceniny, ako sa
sacharidy a aminokyseliny. Okrem toho acyla¢né ¢inidla ponukaju vyrazni vyhodu zavedenia
skupin zachytavajucich elektrony [30], a teda zlepSuju detekovatel'nost’ poCas analyzy. Tieto
¢inidla su dostupné ako anhydridy kyselin, acylové derivaty alebo acylhalogenidy. VSeobecné
derivatizacné Cinidla pre acylaciu si znazornené v tabul'ke (Tabul'ka 3) [29].
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Tabulka 1 Suhrn najpouzivanejsich silylacnych [33,37]

. v rowe s T. v. .
Silyla¢né €inidlo (skratka) [°C/mm Hg] Vlastnosti
. . Slaby donor. Ma funkciu katalyzatora a obvykle je pouzivany v kombinécii
t Ichlorsilan (TM 57 .7 3 : )
rimetylchlorsilan (TMCS) s ¢inidlami BSA, BSTFA, HMDS a MSTFA. Ako vedl'ajsi produkt vznika HCI.
hexametyldisilazan (HMDS) 124-127 il;l/{bsycdonor, derivatizuje alkoholy a fenoly. Obvykle pouzivany v kombinacii s
Vysoko reaktivne, univerzalne Ccinidlo. Produkty vznikaju za miernejSich
bis(trimetylsilyl)acetamid (BSA) 71-73/35 podmienok. Velmi prchavy. Vedlajsi produkt: TMS-acetamid, moze prekryvat
piky derivatu. BSA zmesi oxiduju na SiOz2, ktory moze znecistit FID.
Je selektivny, ochotne reaguje s hydroxylovymi zluCeninami, ale nereaguje s
trimetylsilylimidazol (TMSIM) 93-94/14 aminom. TMSIM sa vzdusnou vlhkostou rychle rozklada za vzniku imidazolu a
hexamethydisiloxanu.
N,O-bis(trimetylsilyl) trifluocaetamid Vysoko‘{reaktiVI,le‘,wuniverzélne éi,nidlo. Reaguje r;'/,cvh’lej Sie nez BSA‘a pvoskytlrlje
(BSTFA) 145-147 prchavejsi vedlajsi produkt. Ma charakter rozpustadla. Vo svoje Strukture
obsahuje fluor, ktory potlacuje depoziciu SiO2 behom FID detekcie.
N-metyl-N-trimety] N{a pf)dobnu ‘dor}orovu S{lu akp BSA gvl,SSTin& a moze byt pouzity k syhl,acu
silyltrifluoracetamid (MSTFA) 130-132 vSetkych protickych skupin. Najprchavejsi zo vSetkych TMS acetamidov. Idealny
y pre ECD a NCI-MS.
Nemetyl-N-t- Pri reakeii s analytom dochadza k 22 ktivneho vodika za skupinu TBDMS
butyldimetylsilyltrifluoroacetamid 172-175 'l reakcil s ana ytom dochadza zamene a 'EIV‘I‘{G 0 Vodika za SKUPINU LIS,
(MTBSTFA) Tieto derivaty sa oproti TMS derivatom vyznacuju vyssou hydrolytickou stabilitou.
t-butyldimetylsilyl Casto sa pouziva v kombinacii MTBSTFA s 1% TBDMSCI. Vhodné pre
o 125 inokyselin. Ideal ECD I-MS.
chlorid (TBDMSCI) derivatizaciu aminokyselin. Idealny pre ECD a NCI-MS
N,N-diethyl-N-trimetylsilylamin 125-126 Stredne silny donor, pre derivatizaciu karboxylovych kyselin a aminokyselin. Ako
(TMSDEA) katalyzator sa pouziva TMCS, trifluoroctova kyselina a pod.
I(\ll\;lnsli;’ I-N-trimetylsilylacetamid 159-161 Vyborné &inidlo pre derivatizaciu kyselin, alkoholu, fenolu a aminu.
N,N-dimetyl-N-trimetylsilylamin 84 Podobné donorové schopnosti a uplatnenie ako TMSDEA.

(TMSDMA)
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Tabulka 2 Suhrn najpouzivanejsich alkylacnich a esterifikacnich cinidiel [33,37]

Alkyla¢né a esterifikacné ¢inidlo T.v. Vlastnosti
(skratka) [°C/mm Hg] astnosh
) Pre derivatizaciu karboxylovych kyselin, alkoholu, fenolu a aminu v prostredi
diazomethan - . e , . iy . .
nepolarneho rozpustadla. Rychla reakcia, prebehajiica za miernych podmienok
s vysokym vytazkom. NajvhodnejSie ¢inidlo pre pripravu metylesterov.
fluorid bority / alkohol - K priprave esterov karboxylovych kyselin. Pre metylestery sa vyuziva tiez

N,N-dimetylformamid dimetylacetal
(metyl-8-reagent)

Trimetylanilinium hydroxid
(TMAH)

pentafluorbenzyl bromid (PFBBr)

102-103/ 720

65/760

174-175

metanolicky roztok HCI alebo H2SOs.
Reaguje s karboxylovymi kyselinami, fenolom, thiolom a aminom. Citlivy voci
vlhkosti. Rozpustadlo: pyridin, DMF, ACN, THF, alkohol.

TMAH v 0,2-M methanolu je ¢inidlo vhodné k priprave methyesterov.

Cinidlo k derivatizacii karboxylovych kyselin, fenolu a thiolu. Vhodné pre ECD.
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Tabulka 3 Suhrn najpouzivanejsixh acylacnich cinidel [33,37]

v s owe s T. v. .
Acylacné ¢inidlo (skratka) [°C/mm Hg] Vlastnosti
?r?gyi?:cg Se’e lg;l%AA) 39,5-40
Y M Anhydridy reaguju s alkoholmi, fenolmi a aminmi za vzniku stabilnych a vysoko
. ) prchavych derivatov. Bazicka latka (napr. triethylamin, pyridin, pevny NaHCO3) je
anhydrid kyseliny SO - o , o o
i . 69-70 pridavana za uCelom neutralizacie kyslych vedlajsich produktov vznikajucich
pentafluorpropionové (PFPA) R
behom derivatizacie.
anhydrid kyseliny 08110 Idealny pre ECD a NCI-MS.
heptafluormaselné¢ (HFBA)
trifluoracetylimidazol
(TFAD) 45-46/14
Tato skupina latok reaguje za miernych podmienok s alkoholmi, fenolmi,
pentafluorpropionylimidazol i primarnymi alebo sekundarnymi aminmi a thiolmi. Vedlajsi produkt (imidazol) nie
(PFPI) je kysly. Mozno acylovat aj latky citlivé voci kyselinam. Acylacia s HFBI
moze prebiehat’ bez pritomnosti rozpastadla, Cinidla a analyt, ale treba zahriat’ na
heptafluorbutyrylimidazol teplotu 80 °C po dobu 2-3 hod. Idedlny pre ECD a NCI-MS.
158-163
(HFBI)
anhydrid kyseliny octové . . s , veis L, . s .
(AA) - Cinidlo méze byt pouzité s bazickym katalyzatorom, napr. pyridinom, ktory je
akceptorom kyslych vedlajsich produktov.
N-metyl-bis Reaguje vel'mi ochotne s primarnymi a sekundarnymi aminmi, menej ochotne s
(trifluoroacetamid) 121-122 hydroxylovymi zluceninami a thiolmi. Acylacia aminu sa uskutoCfiuje za
(MBTFA) laboratorne;
teploty. Idealny pre ECD a NCI-MS.
158-159 Reaguje s alkoholom a sekundarnymi aminmi. Reakcie je treba katalyzovat

pentafluorbenzolychlorid (PFBCI)

pyridinom alebo rovnakou bazou. Idealny pre ECD a NCI-MS.
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T. v.

Acyla¢né ¢inidlo (skratka) [°C/mm Hg] Vlastnosti
?;Eg‘ (f)h}ll(;rpropanol 80/748 PFPOH je spolocne s PFPA vyuzivany pre derivatizacii beznych funkénych skupin.
Idealny pre ECD a NCI-MS.
. 70-72 PFPOH je spolo¢ne s PFPA vyuzivany pre derivatizaciu beznych funkénych skupin.
metylchloroformiat Idealny pre ECD a NCI-MS.
93 Chloroformiaty st vyuzivané k derivatizacii aminu, alkoholu a fenolu. Derivatizacia
etylchloroformiat karboxylovych kyselin prebieha za katalytického pdsobenia pyridinu. Idealny pre

ECD a NCI-MS.

16



2.4 Plynova chromatografia

Chromatografia je zalozena na principe, pri ktorom sa molekuly v zmesi nanasaju na povrch
alebo do pevnej latky a kvapalna stacionarna faza (stabilna faza) sa od seba oddel'uje pri pohybe
pomocou mobilnej fazy. Plynova chromatografia (GC) je separacna metoda pre delenie
a urCovanie plynu, kvapalin a pevnych latok s bodom varu pod 400°C. Plynova chromatografia
je dolezita a jedina biofyzikalna technika, ktord umoziiuje oddelenie, identifikaciu a Cistenie
zloziek zmesi pre kvalitativnu a kvantitativnu analyzu. GC patri k najstar§im a najcCastejSie
pouzivanym separaénym metodam. Vyznam GC pre rozvoj metodologie analyzy bol oceneny
udelenim Nobelovej ceny panom Martinovi a Syngeovi v roku 1952 [44, 45].

Zakladny princip plynovej chromatografie spociva v tom, Ze prvym krokom pri pouziti
metddy GC je odpareni vzorky v temperovanom davkovacom zariadeni (injektora), potom
nasleduje oddeleni jednotlivych zloziek zmesi v chromatografickej kolone, detekcia kazdej
zlozky a jej vyhodnotenie. Iba tie zluCeniny, ktoré sa moézu odparovat’ bez rozkladu, st vhodné
na analyzu GC. Tieto zla€eniny zahriiaja vacsinu rozpustadiel a pesticidov, mnozstvo zloziek
v prichutiach, éterické oleje, uhl'ovodikové paliva a vela liekov. Medzi triedy zltcenin, ktoré
Casto vyzaduju derivatizaciu na zvySenie prchavosti patria kyseliny, aminokyseliny, aminy,
amidy, neprchavé lieCiva, sacharidy a steroidy [46].

Tato metoda je zalozena na delenie zlozky medzi pohyblivou (mobilnou) alebo stacionarnou
(nepohyblivou) fazou. Mobilnou fazou je nosny plyn av chromatografickom kolone je
usporiadana stacionarna faza. Hlavnou vyhodou tejto techniky je jednoduché arychle
prevedenie analyzy, u¢inna separacia jednotlivych latok zo zlozitych zmesi a malé mnozstvo
vzorky potrebné k analyze [4748].

2.4.1 Schéma a popis funkcie plynového chromatografu

Na obrazku ja znazornena schéma plynového chromatografu, ktory sa sklada z tychto
hlavnych casti:

e Davkovacie zariadenie — injektor
e Termostat s kolénou

e Detektor

e Systém pre spracovanie dat
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. zosilnenie signalu
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\ jednotlivych zloziek

1 termostat
\(vyhrievanie kolény)

\chromatogralické koléna

nosny plyn
(helium/dusik/vodik)

Obrazok 6 Schéma plynového chromatografu [49]

Casti plynového chromatografu:
e Stacionarne fazy

Plynova chromatografia sa obvykle deli na chromatografiu v systéme plyn — pevna latka
(GSC) ana chromatografiu plyn — kvapalina (GLC). V pripade GSC je distribiicia analytu
medzi stacionarnou a mobilnou fazou zalozena na absorpcii. GLC je prikladom rozdel'ovacej
chromatografie, kde dochadza k rozdelovaniu latok v oboch fazach. V GLC sa najcasto
pouzivaju stacionarne fazy napr. polyetylenglykoly, polyestery alebo polysiloxany [45].

e Mobilna faza

V plynovej chromatografii je mobilna faza predstavovand nosnym plynom. NajCastejSie sa
pouzivaju ako nosné plyny: vodik, hélium, dusik. Pri vol'be nosného plynu sa beru do uvahy
nasledujuce faktory: hustota, viskozita, uCinnost, Cistota, typ pouzivanych detektoru a cena
plynu. Prietok mobilnej fazy musi byt optimalizovany tak, aby sa dosiahlo €o najlepSieho
rozdelenia latok na kolone, tj. naymensieho rozsirenia zon separovanych latok [46, 50].

Tabulka 4 Viastnosti nosnych plynov pri 0°C a 101,3 kPa [51]

Hustota Viskozita
Plyn

(g:dm”) (uPa-s)
H, 0,09 8,44
He 0,178 18,6
N 1,25 16,58
Ar 1,78 21,2

Regulatory prietoku nosného plynu su elektronické regulacné zariadenia, ktoré sa sluzia
k ovladaniu prietoku a tlaku nosného plynu. Regulator prietoku musi zabezpecit' konstantny
prietok nosného plynu a vzoriek kolon a detektorov bez ohl'adu na typ nosného plynu, teplotu
a rozmery kolony. Pomocou ihlovych ventilov dochadza k regulécii noseného plynu [52].
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Prietok nosného plynu je mozné merat’ na vstupu do kolony pred davkovacim zariadenim
alebo na vystupe zkolony za detektorom. Pre priechod plynu kolénou je vyuzivany
pneumaticky odpor kolony, ktory sa pozna vyskytom tlakového spadu. Reten¢né data s zavislé
na tlakovom spadu a preto pre presné meranie namerané hodnoty na tlakovy spad treba
korigovat. Najviac sa pouzivaju k meraniu prietoku nosného plynu prietokomery, ktoré su
na meranie presné a rychle [53].

e Davkovacie zariadenie

K davkovaciemu zariadeniu patri davkovac vzorky, septum, davkovacia komorka. Injektor
je vstupom analyzovanej latky do plynového chromatografu. Nastrek latky sa najCastejSie robi
pomocou Specialnej injekEnej striekacky cez septum, ktoré oddeluje vnatornu Cast’ injektoru
od vonkajSieho prostredia. Sucasti injektoru je deli¢ toku. Zakladné typy davkovacieho
zariadenie si davkovanie s delicom toku alebo bez neho, s programovatelnym odparovanim
alebo davkovac vzorku do koldny (on-column) [46, 54].

e Chromatograficka kolona

Je ulozena v termostate. Kolony mozu byt napliiové (kovové, sklenené) a kapilarne
(kremenné, sklenené). Napliové kolony vyrobené zo skla alebo kovu su obvykle 1 m az 5 m
dlhé s vnutornym priemerom 2 mm az 4 mm. Staciondrnou fazou su najcastejSie porézne
polyméry alebo tuhé nosice impregnované kvapalnou fazou. V kapilarnej kolone je tenky film
(0,1 -6 pum) akvapalné stacionarne faze si nanesené na vnatornom povrchu kapilary.
Pouzivaju sa na rychle analyzy bez straty ucinnosti v Sirokom rozmedzi prietokov [46, 55].

e Detekcny systém

Chromatograficky detektor by mal byt citlivy, stabilny, mal by zabezpecit maximalnu
rychlost’ odozvy na zmenu v zlozeni plynu opustajiceho chromatograficka kolénu. Cielom je
poskytnut’ informaciu, ktora by viedla k- identifikacii a kvantifikécii zlaCeniny. Pouziva sa
mnoho typov detektorov, ich vol'ba zavisi od vlastnosti meranych zloziek. Zakladné detektory
su tepelne vodivostny, plamefiovo ioniza¢ny, plameiiovo ioniza¢ny s alkalickym kovom,
detektor elektronového zachytu. Plameniovo ionizany detektor (FID) sa radia do zakladnej
vybavy plynového chromatografu. Jedna sa o destruktivne detektor. Princip detekcie spociva v
merani zmeny ionizacného pridu vodikového plamienka v désledku pritomnosti eluovanej
zlozky vzorky. Vzniknuté ionizované Gastice zaplfiaju priestor medzi elektrodami a zniZzuju
jeho odpor, takze mdze prechadzat’ prud. FID déava dostatocne vel'ku odozvu na takmer vSetky
organické latky. Bezne uzivané nosné plyny davaju nizku, takmer zaregistrovana odozvu. FID
ma najvacsi linearny rozsah z bezne pouzivanych detektorov [46, 55, 56].

Graficky zaznam tzv. chromatogram je vysledkom chromatografického procesu, ktory
predstavuje zavislost’ signalu detektoru na ¢ase resp. na mnozstva plynu preslého kolonou [57].
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2.5 Sucasné stanovenie vol’nych mastnych kyselin, mono-, di-
a triglyceridov pomocou derivatizacie

Pri analyze bionafty a ich moznych kontaminantov (vol'nych mastnych kyselin, glycerolov
a glyceridov) sa pouziva derivatiza¢nych technik [58, 59]. V ramci tychto studii boli overované
a modifikované doporuc¢ené metddy pre analyzu bionafty ASTM D 6584, EN 14103 a EN
14105. Pri derivatizacii su vyuzité rozne derivatizacné Cinidla, najCastejSim a s najlepSim
vysledkom je MSTFA. Ako analytickd koncovka bola vyuzita plynova chromatografia
s plameniovo-ionizacnym detektorom alebo hmotnostnym detektorom. Pre analyzu glyceridov
sa pouziva kapilarna kolona s vysokoteplotnou stabilitou (napriklad HT-5 kolona).

Dias AN. akol. [58] sa vo svojej praci venovali optimalizacii mnozstva derivatizaéného
¢inidla (MSTFA). Ako optimalny objem s najlepSou vytaznostou derivatizacie sa javil objem
250 pl (pripade 350 pl) MSTFA. Pre potvrdenie aidentifikdciu analytov bola pouzita
GC/MS [58].
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® Trizlyeeridy
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=
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Obrazok 7 Porovnanie roznych objemov MSTFA v silylacnej reakcii [58]

V podobnom §tadii od Prado C a kol. [59] boli analyzované vzorky bionafty z celej rady
roznych zdrojov biomasy (arasidy, slnecnice, soja, kava, kukurica a d’alsi). A to predovsetkym
z dovodu, ze technika davkovania vzorku cool on column pouzivana v norme EN 14105
a ASTM D6584 vyzaduje dlhu dobu chladenia injektora a teplota termostatu 370°C nie je
vhodna pre bionafty pochadzajuce z olejnatych semien, ako su araSidy a katran, ktoré obsahuju
triacylglyceroly s dlhym retazcom. Ako vnutorny Standard pri vSetkych analyzach bol pouzité
1,2,4-butantriol [59].

Vysledky s pouzitim derivatizacie MSTFA  boli  uUspeSné azrovnatelné so
standardizovanymi metodami. Ugelom tejto §tudie bolo vyskusané metody, ktora by umoznila
stanovenie celkovych esterov, mono-, di- a triacylglyceridov, ako aj volny a celkovy obsah
glycerolu.
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3. Experimentalna ¢ast’

V tejto §tadii sme chceli overit' moznosti derivatizacie pre stanovenie mastnych kyselin vo

vzorkach oleja a vyuzitie derivatizacie pre stanovenie organickych latok vo vzorku extraktu

semienok z vinnej révy. Na ziskanie semikvantitativnej analyzy jednotlivych vzorcov bola
pouzita metoda transesterifikacia. Podl'a zdroja, ktory je uvedeny v kapitole teoretickej Casti,
bolo vyuzité na silylaciu reakcné Cinidlo na baze trifludracetaminu — MSTFA a BSTFA.

Pre analyzu extraktu zo semienok vinnej révy bolo pouzité derivatizacnych Cinidiel MSTFA,
BSTFA a BSA za ucelom identifikacie pritomnych latok.

3.1 Pristrojové vybavenie a pomocky

3.2

plynovy chromatograf HP 5890 series II, Hewlett Packard, USA

hmotnostny spektrometr Pegasusu IVD, Leco

autosampler HP 7673 A, Hewlett Packard, USA

analytické vahy Kern, 770-14, Nemecko

ultrazvukova lazen, Teson 4, Tesla

magnetickd mieSacka MM2A,

suchy termostat Evaterm, Labicom, CR

automatické mikropipety

laboratorne sklo, plastové Spicky, skimavky a eppendorfky, vieCka, septa, krimpovacie
vialky (1,8 ml), krimpovacie klieste.

Chemikalie

1.1.1 Derivatizaéni ¢inidla

N-metyl-N-(trimetylsilyl )trifluoracetamid, MSTFA, Sigma-Aldrich, USA
N,O-Bis-(trimetylsilyl)trifluoroacetamid, BSTFA, Sigma-Aldrich, USA
N,O-Bis-(trimetylsilyl)acetamid s trimetylchlorsilanom, BSA+TMCS, Sigma-Aldrich,
USA

§tandardy

ASTM D6584 Standard Solution 2, Sigma-Aldrich, USA
Supelco 37 Component FAME Mix, Sigma-Aldrich, USA

Rozpustadla

pyridin, Sigma-Aldrich, USA

etanol, denaturovany, Sigma-Aldrich, USA

metanol, Sigma-Aldrich, USA,

2,2 4-trimetylpentan (izooktan), Sigma-Aldrich, USA
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e tetrahydrofuran, Sigma-Aldrich, USA

Vsetky pouzité chemikalie boli pouzité v Cistote p.a. alebo vyssej.

3.2.3 Analyzované vzorky

e Panensky makovy olej

Zlozenie: 100% olej z maku modrého
Priemerné vyzivové hodnoty na 100g:

Tuky 100
z toho
Nasytené mastné kyseliny 11,6
Mononenasytené mastné kyseliny 71,2
z toho
Kyselina olejova /C18:1n9/ 70,8
Polynenasytené masné kyseliny 17,6
z toho
Kyselina linolova /C18:2n6 Omega 6MK/ | 13,4

Vyrobca: Farma Jaroslav Ovcarovi¢, Galanta, SK

e Panensky l'anovy olej

Zlozenie: 100% olej z I'anu
Priemerné vyzivové hodnoty na 100g:

Tuky 100
z toho
Nasytené mastné kyseliny 9,26
Mononenasytené mastné kyseliny 16,33
Polynenasytené masné kyseliny 74,42
z toho
Kyselina linolova /C18:2n6 Omega 6 MK/ | 70,20
Kyselina alfalinolénova /Omega 3 MK/ 422

Vyrobca: Farma Jaroslav Ovcarovi¢, Galanta, SK
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e Panensky orechovy olej

Zlozenie: 100% olej z orechu
Priemerné vyzivové hodnoty na 100g:

Tuky 100
z toho
Nasytené mastné kyseliny 8,50
Mononenasytené mastné kyseliny 75,98
z toho
Kyselina olejova /C18:1n9/ 73,42
Polynenasytené masné kyseliny 15,52
z toho
Kyselina linolova /C18:2n6 Omega 6 MK/ | 13,25
Kyselina alfalinolénova /Omega 3 MK/ 227

e Vyrobca: Mgr. Stéphane Di Giacomo - KARPATHIA, Zalobin, SK

3.2.4 Ostatné vzorky
e hydroxid draselny

e kyselina sirova (bezvodova)

e (destilovana voda

3.2.5 Separacné a detekéné podmienky jednotlivych analyz

Plynovochromatografické podmienky ¢&. 1:

Plynovy chromatograf HP 5890 series II (Hewlett Packard, USA) s autodavkovacom HP
7673A, (Hewlett Packard, USA)

Kapilarna kolona 1: Rxi-SHT 30 m x 0,320 mm (i.d.) x 0,100
Kapilarna kolona 2: Rxi-5Sil MS 30 m x 0,250 mm (i.d.) x 0,250 pm
Teplota injektoru 250 °C

Injektor v split moéde 2 min

Davkovany objem 1 pl

Teplotny program: od 70 °C do 260 °C (5 min) rychlostou 10 °C min’!
Prietok nosného plynu (hélium) 1 ml min™

Teplota FID detektora 280 °C
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Plynovochromatografické podmienky &. 2:

Plynovy chromatograf HP 5890 series II (Hewlett Packard, USA) s autodavkovacom HP
7673A, (Hewlett Packard, USA)

Kapilarna kolona 1: Rxi-SHT 30 m x 0,320 mm (i.d.) x 0,100 pm
Kapilarna kolona 2: Rxi-5Sil MS 30 m x 0,250 mm (i.d.) x 0,250 pm
Teplota injektoru 290 °C

Injektor v split moéde 2 min

Davkovany objem 1 pl

Teplotny program: od 60 °C do 360 °C (10 min) rychlostou 20 °C min!
Prietok nosného plynu (hélium) 1 ml min™

Teplota FID detektora 300 °C

Plynovochromatografické podmienky ¢&. 3:

Plynovy chromatograf HP 5890 series II (Agilent Technologies, USA) s hmotnostnym
spektrometrom Pegasusu IVD ( Leco) s autodavkovacom Agilent Technologies 7673A,
(Agilent Technologies, USA)

Kapilarna kolona: Rxi-5Sil MS 30 m x 0,25 mm (i.d.) x 0,25 pm
Teplota injektoru 250 °C

Injektor v splitless mode 1:50 min

Davkovany objem 1 pl

Teplotny program: od 70 °C do 300 °C (5 min) rychlostou 15 °C min’!
Prietok nosného plynu (hélium) 1 ml min™

Teplota i6nového zdroja 250 °C

Napitie detektoru: 1800 V

Teplota transferlinu: 280 °C

FAME méd m/z 50-600

3.3 Pracovné postupy

3.3.1 Priprava metanolického roztoku hydroxidu draselného (2mol/l)

Za mierneho ohrievania sa rozpusti 13,1g KOH v 100 ml absolutneho metanolu. Prida sa

vacsie mnozstvo bezvodého siranu sodného k vysuSeniu roztoku. Po 30 minatach sa roztok
prefiltruje.
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3.3.2 Transesterifikacia

Olej bol dokonale rozpusteny v 10 ml izooktanu. Do skiimavky so zdbrusovym uzaverom sa
napipetovalo 300 pl zmesi a 4 ml izooktanu. Automatickou pipetou bolo pridané 200 pl
metanolického roztoku KOH a skimavka bola uzatvorena. Zmes v skiumavke bola silno
pretrepavana po dobu asi 30 sekund. Po pociatocnom zakale sposobenom oddelenim glycerolu
bola reak¢na zmes postupne vycirend. Do roztoku sa pridal 1 g hydrogénsiranu sodného a
zmes bola intenzivne potrepana po dobu 15 sekund, aby sa zneutralizoval hydroxid draselny.
Po usadeni soli do 2 ml vialky bola odobrana horna izooktanova vrstva. T4 obsahovala asi 15
mg / ml metylesterov mastnych kyselin. Analyza olejov sa uskuto¢nila na plynovom
chromatografe ¢. 1 (strana 23). Podmienky boli optimalizované pre vybrané analyty uvedené
na strane 22.

K identifikacii pritomnych mastnych kyselin bol pouzity standard Supelco 37 Component
FAME Mix, ktory je zmesovy Standard metylesterov mastnych kyselin.

3.3.3 Derivatizacia olejov

Analvza vzorky

Roztok vzorky bol pripraveny rozpustenim priblizne 2,1 g oleji v 5 ml pyridine. Do malej
vialky boli napipetovany 200 ul rozpusteny roztok a 100 pl silylaéné cinidlo MSTFA.
Derivatizacna zmes bola derivatizovana pri teplote 70 °C po dobu 30 minut. Tento sposob
derivatizacie bol aplikovany na vsetky typy olejov. Meranie prebiehalo pouzitim GC-FID
a GC-MS. GC-FID analyzy, prebiehali na plynovom chromatografe ¢. 2 podl'a podmienok
vedenych na strane 24.
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4. Vysledky a diskusia

4.1 Analyza mastnych kyselin pomocou transesterifikacie

GC-FID bol pouzity na tcinnu separaciu s kratkym casom analyzy. Pouzitie vysokej teploty
v peci (300 °C)umoznilo ziskat vhodné tvarované piky a zaistit’ eluciu vSetkych zloziek vzorky
s dobre definovanymi pikmy a zakladnou stabilitou. Tak bolo mozné ziskat’ analytické krivky
na semikvantifikdciu mastnych kyselin.

Analyza celkovy obsah mastnych kyselin v olejoch bol ziskany pomocou metody
transesterifikacie. Aby bol zisteny presny obsah vzorky, bolo treba porovnavat zmesovym
Standardom, ktory obsahoval 37 metylesterov mastnych kyselin. Tabul'ka (Tabul'ka 5) ukazuje
komponenty zmesového Standardu a na obrazku (Obrazok 8) vidime jeho chromatogram.

Tabulka 5 Standard metylesterov mastnych kyselin - Supelco 37 Component FAME Mix

Metyl-butyrat Metyl linoleat

Metyl hexanoat Metyl arachidat

Metyl octanoat Metyl y-linolenat

Metyl dekanoat Metyl cis-11-eicsenoat

Metyl laurat Metyl heneicosanoat

Metyl tridekanoat Metylester cis-11,14-eicosadienovej kyseliny

Metyl myristat Metyl behenat

Metyl myristoleat Metylester cis- 8,11,14- eicosatrienovej kyseliny

Metyl pentadekanoat Metyl erucat

Metyl cis-10-pentadekenoat Metylester cis- 11,14,17- eicosatrienove] kyseliny

Metyl palmitat Metylester cis- 5,8,11,14- eicosatetraenove]
kyseliny

Metyl palmitoleat Metyl tricosanoat

Metyl heptadekanoat Metylester cis-13,16-docosadienovej kyseliny

i/[yesteyﬁ ;cli;[er cis-10-heptadekanovej Metyl lignocerat

Metyl stearat Metylester cis- 5,8,11,14,17- eicosapentaenove;j
kyseliny

Metylester trans-9-olejovej kyseliny Metyl nervonat

Metylester cis-9-olejovej kyseliny Metylester cis- 4,7,10,13,16,19- docosahexaenove]
kyseliny

Metyl linolelaidat

Vo vzorkach bolo identifikované 5 réznych mastnych kyselin. Vysledky boli porovnavané
so Standardom a zistené, ze makovy olej (Obrazok 8) obsahuje metylester kyseliny
palmitovej, metylester kyseliny linolovej, metylester kyseliny olejovej, metylester kyseliny
linolenovej a metylester kyseliny arachidovej. Lanovy olej (Obrazok 9) a orechovy olej
(Obrazok 10) tiez zahrriuje tieto isté metylestery kyseliny palmitovej, olejovej, linolove;,
linolenovej a arachidovej, ale v inych pomeroch.
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Obrazok 8 Stanovenie metylesterov mastnych kyselin u makového oleja pomocou GC/FID.
(Cerveny je Standard FAME Mix, modry chromatogram je vzorka makového oleja)
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Obrazok 9 Stanovenie metylesterov mastnych kyselin u lanového oleja pomocou GC/FID
(Cervend je Standard FAME Mix, modrd chromatogram je vzorka lanového oleja)
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Obrazok 10 Stanovenie metylesterov mastnych kyselin u orechového oleja pomocou GC/FID
(Cervend je Standard FAME Mix, modrd chromatogram je vzorka orechového oleja)
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Po integracii pomocou Chemstation v GC-FID, bola zistend semikvantifikacia jednotlivych
olejov. Program spocita celkovu plochu, a potom tu plochu rozpocita kol'ko percent pripada na
jednotlivy pik. V tabulke ( 7Tabulka 6) je znazornené relativne zastupenie metylesterov
mastnych kyselin v jednotlivych olejoch. Pri porovnavani chemického zlozenia makového oleja
s normami, ktoré nachadzaju na strane €. 7 bolo zistené, ze panensky makovy olej obsahuje
kyselinu palmitova 8,0%, kyselinu linolovu 13,8% a kyselinu linolenova 1,7%. Najvyssie
zastupenie mala kyselina olejova 72,9%, hodnoty starSieho makového oleja st odlisSné od
nového makového oleja ato kvoli tomu, ze mastné kyseliny casom na vzduchu oxiduju.
Lanovy olej obsahuje kyselinu palmitovu 7,9 %, kyselinu olejovu 17,5%, kyselinu linolenovu
0,7% a kyselinu arachidov 13,7%. Najvacsi pik bol u kyseliny linolovej 70,4%. Orechovy olej
ukézal podobné vysledky ako makovy olej, obsah kyseliny palmitove;j je 8,20, kyseliny olejovej
73,4%, kyseliny linolovej 13,9%, kyseliny linolenovej 1,2% a kyseliny arachidovej 2,2%.
Vysledky st splnené podla ocCakavani, ako vidime na obrazkoch (Obrazok 8, Obrazok 9,
Obrazok 10). Kazda vzorka bol premerand minimalne trikrat a vysledné hodnoty boli
spriemerované.

Tabulka 6 Relativne zastupenie metylesterov mastnych kyselin v jednotlivych olejoch po
GC- FID analyze

Makovy olej Makovy olej
Lanovy olej Orechovy olej
starsi novy

R Plocha | Ry Plocha | Ry Plocha | Ry Plocha
[min] | [%] [min] | [%] [min] [%%0] [min] | [%]

ME

kyselingy 12,114 8,013 12,114 8334 12,114 7864 11,935 8,168
palmitovej

ME

kyseling 13,398 72,870 13,400 69,464 133838 17,473 12,114 73,427
olejovej

ME
kyseling 13,447 13.758 13,450 18271 13,452 70,402 13,399 13,923
linolovej

ME
kyseling 13,492 1,718 13,493 1,383 13,495 0,693 13,447 1,246
linolenovej

ME
kyseling 13,688 3,473 13,688 2,179 13,689 3,568 13,689 2,172
arachidovej
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Obrazok 11 Zastupenie jednotlivych mastnych kyselin vo vzorkdch olejov

Na obrazku (Obrazok 11) st graficky zaznamenané percentudlne plochy pikov
odpovedajuce konkrétnym mastnym kyselinam, ktoré su vo vzorke samotného oleja.

Pre potvrdenie vyskytu mastnych kyselin prebiehala doplnkova analyza pomocou pouzitia
GC/MS. Vysledky merania boli vyhodnotené na zaklade podobnosti v prostredi Chromatof,
pri€om namerané spektra boli porovnavané s kniznicou spektier NIST 01 Mass Spectral Library

(NISTO8/EPA/NIH). Cim vyssia je pravdepodobnost, tym su viac podobné tie spektra, tym je

vacsia pravdepodobnost, Ze je to skutocne ta latka. V tabul'ke (Tabulka 7) a tabul'ke (Tabulka
8) su latky, ktoré maju pravdepodobnost viacSiu ako 800, lebo pod 800 je mala

pravdepodobnost’ porovnavania latky.

Tabulka 7 Vzorka makového oleja analyzovand pomocou GC/MS

Nézov ‘ Podobnost’ ‘ R¢ [s] ‘ Plocha Vyska
Metylester cis-oktadec-9-enovej kyseliny 750 850,8 25231 1598,1
Metylester palmitovej kyseliny 939 857,8 5628954 335711
Heptylester 4-bromofenyl ftalovej kyseliny 731 874,9 27882 790,67
Metylester 15-metylhexadekanovej kyseliny 785 895,9 28326 1557,6
Metylester linolovej kyseliny 923 9229 16195254 802242
Metylester olejovej kyseliny 864 9246 2060168 86401
Metylester stearovej kyseliny 937 9323 2184915 94350
Metylester laurovej kyseliny 767 993.4 45412 15525
Metylester tridekanovej kyseliny 858 1000,8 127873 6823,4
Metylester 15-metylhexadekanovej kyseliny 787 1072,3 51292 2371,9
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Tabulka 8 Vzorka lanového oleja analyzovanda pomocou GC/MS

Nazov |Podobnost’| R [s] | Plocha | Vyska

Ester 1,2-benzendikarboxylovej,

bis(2- metylpropyl) kyseliny 942 8372 92125 50747
Metylester palmitovej kyseliny 941 857,8 2553548 153006
Metylester tridekanovej kyseliny 823 895,9 30973 1500,7
Metylester olejovej kyseliny 922 9247 1511168 72630
Metylester linolenovej kyseliny 929  925,4 6297780 334598
Metylester stearovej kyseliny 932 932,4 2504570 118515
Metylester 15-metylhexadekanovej kyseliny 838 1000,9 44036 2168,6

Na obrazkoch (Obrazok 12, Obrazok 13) su znazornené chromatografy z GC/MS.
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Obrazok 12 Chromatogram makového oleja v GC/MS
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4.2 Stanovenie mono-, di-, a triglyceridov pomocou derivatizacie

Jednotlivé zastupenie acylglycerolov je jednym najdolezitejSich ukazatel'ov kvality. Analyza
GC-FID uskuto¢nila na plynovom chromatografe pri GC-FID podmienkach ¢.2 (strana 234).
Mastné kyseliny su sucasti mono-, di-, atriglyceridov. Navrhovany spOsob umoziiuje
identifikovat’ a zahrnut vrcholy mastnych esterov s kratkym retazcom a diferencovat
monoacylglyceridy a diacylglyceridy a triacylglyceridy z esterov s dlhym retazcom, ¢im sa
zabrani nadhodnoteniu alebo podhodnoteniu v kvantitativnej analyze.

Na obrazku (Obrazok 14) je GC-FID chromatograf separacie Standardnej zmesi mastnych
kyselin.

107 A. {19.92_071MS 17 AUDE.D;

skupina diglyceridov

193000 |
skupina monoglyceridov
j | A skupina triglyceridov
- i}

o

Obrazok 14 Chromc;togram §tc;ndardu Suz;elco 37C ;mponenl FAME M]X Ev GC/F]DIS

Jednotlivé skupiny, ako mono-, di-, a triglyceridy boli derivatizované vo vSetkych olejoch.
Separacna cCinnost Rxi-SHT kolony nie je dostato¢na, aby bola moznost na presné
identifikovanie skupiny glyceridov. Nie je mozné urcit, ktoré mono-, di-, a triglyceridy by boli
pritomné, s ktorymi mastnymi kyselinami. Na nasledujtcich obrazkoch (Obrazok 15, Obrazok
16, Obrazok 17) su znazornené skupiny jednotlivych glyceridov v olejovych vzorkach.

OTIASTFADDT.D)

503000 4

skupina monoglyceridov

skupina triglyceridov

skupina diglvceridov

T
20

Obrazok 15 Zastupenie skupiny mono-, di-, a triglyceridov vo vzorke makového oleja
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Obrazok 16 Chromatogram zastipenie skupiny mono-, di-, a triglyceridy vo vzorke lanového
oleja
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Obrazok 17 Chromatogram zastupenie skupiny mono-, di-, a triglyceridy vo vzorke orechového
oleja
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Obrazok 18 Chromatogram zastupenie skupiny mono-, di-, a triglyceridy z GC/MS
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Obrazok 18 je ukazkou analyzy mono-, di- a triglyceridu z GC/MS. Na potvrdenie bola
vyskusana jedna olejova vzorka na hmotnostny spektrometer a kniznica GC/MS potvrdila
existencie skupiny mono-, di-, a triglyceridov. Pri skupine monoglyceridov bolo pozorovatel'né,
ze na volné —OH skupiny z monoglyceridu si napojené dva silyli. Pre porovnavanie
jednotlivych glyceridov s retencnymi Casmi, Zze monoglyceridy lezali vel'mi skoro, kym
skupina diglyceridov sa lezala uz neskoro. V skupine diglyceridov sme objavili zmes roznych
diglyceridov a rozne dizky mastnych kyselin. Triglyceridy st na konci chromatogramu. Nie
sme schopni odlisit, ako dlhy je retazec glyceridov.

4.3 Analyza extraktu semienok z vinnej révy

GC/MS analyzy prebiehali na plynovom chromatografe ¢. 3 podla GC/MS podmienok
uvedenych na strane 24. Bola vyskuSana rozpustnost’ vzorky polyfenolu ¢islo J v roznych
rozpustadlach a vzorka bola uplne rozpustna len v metanole, etanole a Ciasto¢ne rozpustna
v tetrahydrofurdne. Na zmesi, ktora obsahovala rozpustadlo etanol a vzorku polyfenolu ¢islo
J, boli vyskusané dve rozne merania. Prvé prebiehalo vo va¢Som splite 1:20, a druhé bolo
splitless, to znamend, ze meranie prebiehalo bez splitu (davkovanie s delicom toku). Intenzity
pikov boli prili§ nizke proti naSim poziadavkam, prave preto sme vyskusali bez splitu. Etanol
a metanol su kvapaliny, v ktorych je hydroxylova skupina —OH naviazana na uhlik. Prednostne
prebiehala sylilacia rozpustadla anie hladanych analytov. Chromatogram s metanolom
(Obrazok 9) ukazoval menej latky, ako s etanolom (Obrazok 2020). Sthrnom bolo potvdené,
ze metanol a etanol nie je mozné pouzit na derivatizaciu, lebo prednostne derivatizuja —OH
skupiny.
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Obrazok 19 Chromatogram vzorky polyfenolov ¢islo J v metanole z GC/MS
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Obrazok 20 Chromatogram vzorky polyfenolov ¢islo J v etanole z GC/MS

Pouzitim systému GC/MS bola stanovena vo vinnom extrakte, pritomnost dvoch derivatov
flavonoidnych zlucenin s podobnou hmotnostou spektra: 942 (90%), 355 (79%), 73 (63%),
369 (36%), 383 (24%), 650 (6%). Tieto dve zluCeniny boli identifikované ako stereoizoméry,
menovite - glukopyranosa a manopyrandsa.

Vzorka polyfenolu Cislo J bola rozpustena v tetrohydrofuranu vel'mi zle, prave preto bolo
treba pouzit’ ultrazvuk pre lepsie rozpustenie. Cast, ktora zostala po ultrazvuku v rozpustadle
presla cez striekackovy filter. Rozpustena vzorka polyfenolu ¢islo J bola derivatizovana. Boli
pouzité nasledujuce derivatizacné Cinidla: MSTFA, BSTFA a BSA+TMCS.

Tabulka 9 Pomery jednotlivych derivatizacnych cinidiel a inkubacné casy

Mg | e | o
MSTFA 200 1
BSTFA 100 0,5

BSA+TMCS 100 0,5

Pouzitim systému GC/MS bola stanovena vo vinnom extrakte, pritomnost dvoch derivatov
flavonoidnych zlucenin. Tieto zluceniny boli identifikované ako stereoizoméry, menovite —
furandzy, pyranozy.
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Obrazok 21 Chromatogram vzorky polyfenolov cislo Jv THF s MSTFA cinidlom

Tabulka 10 Vzorka polyfenolu cislo J s MSTFA analyzované pomocou GC/MS

T
1400

Nazov ‘ Podobnost ‘ R [s] | Plocha | Vyska
Trimetylester butanovej kyseliny 735 3313 8733.,4 8733.,4
Butylester propanovej kyseliny 786 370,3 89920 4872
Trimetylsilylester palmitovej kyseliny 797 504,1 20373 1160,2
Undekan 940 534,5 5873579 334667
Trimetylester glikolovej kyseliny 916 556,4 989856 56315
Trimetylsilylester dekanovej kyseliny 729 834,1 29524 14277
Timertylsilylester pelargonovej kyseliny 873 7489 89747 4910,1
Trimetylsilyl tagatofuranozu 852 1059,1 70013 3915,5
Trimetylsilyl talofuranozu 812 1077,4 92781 46634
Trimetylsilyl glukopiranozu 947 1155,2 5970557 204
Trimetylester stearovej kyseliny 846 1307,8 234209 12442
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Obrazok 22 Chromatogram vzorky polyfenolu cislo J v THF s BSTFA cinidlom
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Tabulka 11 Vzorka polyfenolu cislo J s BSTFA analyzované pomocou GC/MS

Nazov

| Podobnost’ ‘ R [s]

‘ Plocha | Vyska

Butyrolaceton

Trimetylsilylester propanovej kyseliny
Trimetylsilylester acetove] kyseliny
Trimetylsilylester palmitove] kyseliny
Trimetylsilylether glycerolu
Trimetylsilyl glukofuranozu
Trimetylsilyl ether deoxyribopyranozu
Trimetylsilyl mannopyranozu

960
882
889
913
865
785
700
735

380,1
4881
502,4
503,7
671,3
1052

1068,6
1109,9

6351567
1161981
88104
32894
1624326
4883896
2,6:107
70547

289928
66688
49735
1811,2
88131
279128

1329359

25532
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Obrazok 23 Chromatogram vzorku polyfenolu cislo J s BSA+TMCS

T
1400

Tabulka 12 Vzorka polyfenolu cislo J s BSA+TMCS analyzované pomocou GC/MS

Nazov | Podobnost’ ’ R [s] | Plocha | Vyska
Trimetylsilylester propanovej kyseliny 899 491,5 1366756 76524
Trimetylsilylester I-alaninu 810 530,1 63439 3040,9
Tolykain 881 560,1 521886 28726
Trimetylsilylester octovej kyseliny 721 566 107659 55532
Trimetylsilylester stavelove] kyseliny 728 594,1 9793618 555288
Trimetylsilyl valinu 842 627,7 110582 6129,1
Trimetylsilylester butanovej kyseliny 906 643,7 535544 23546
Trimetylsilyl D-arabinovej kyseliny 819 970,3 176196 84818
Trimetylsilylether tagatofuranozu 903 1059,1 181298 9661,9
Trimetylsilyl glukofuranozu 813 1080,6 34450 1801,9
Trimetylsilyl glukopyranozu 898 11122  53-108 1,6:107
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5. Zaver

V prvej faze bola prevedena kvalitativna analyza vzorky s cielom zistit, aké mastné kyseliny
su vo vzorke obsiahnuté a aké je ich percentualne zastipenie. Kvalitativna analyza bola
prevedena tak, ze jednotlivé mastné kyseliny vo vzorkdch boli porovnané s analyzou
referenéného Standardu SUPELCO 37 Component FAME Mix, ktory bol prevedeny za
rovnakych podmienok. Metylestery mastnych kyselin boli identifikované tak, ze retencné Casy
pikov Standardu boli porovnané s retencnymi Casmi pikov pripravenych vzorkov. Na
identifikaciu tychto mastnych kyselin bola vybrand plynova chromatografia v spojeni
s plameniovym ionizaénym detektorom (GC-FID) a plynovad chromatografia v spojeni
s hmotnostnou spektrometriou (GC/MS). Metdda derivatizacia splnila tu funkciu, ze potvrdila
pritomnost’ glyceridov v olejoch. Moznost’ vyuzitia derivatizacie nebolo uspesné tak, ako v
dostupnom literarnom zdroji. Jednotlivé typy mono-, di- a triglyceridov pritomné vo vzorke
nebolo mozné presne urcit, len skupiny glyceridov. Metéda ma nevyhodu pouzitelnosti kvoli
tomu, Zze je potrebna vysoka teplotna koldna.

V druhej faze prebiehalo stanovenie latky extraktu z vinnej révy, ktora mala nazov vzorka
polyfenol ¢islo J. Optimalizacia metdody na necielovl analyzu prebiehala s pouzitim troch
derivatizacnych cinidiel MSTFA, BSTFA a BSA+TMCS. Pouzitim derivatizaénych ¢inidiel
MSTFA a BSTFA boli ziskané lepSie chromatografické parametre.
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7. Zoznam pouzitych skratiek a symbolov

GC - plynova chromatografia

GC-FID - plynova chromatograf s plamefiovym ionizacnym detektorom
GC/MS - plynova chromatograf s hmotnostnym spektrometrom
MSTFA — N-metyl-N-(trimetylsilyl)trifluoroacetamid

BSTFA — N,O-Bis-(trimetylsilyl)trifluoroacetamid

BSA+TMCS — N,O-Bis-(trimetylsilyl)acetamid s trimetylchlorsilanom
PUFA - polynenasytené mastné kyseliny

ALA — kyselina alfalinolénova

LA —kyseliny linolova

ELO — epoxidovany 'anovy olej

PVC - polyvinylchlorid

ME — metylester

EE — etylester

FFA — vol'né mastné kyseliny

HPLC - vysokoucinna kvapalinova chromatografia

API — aktivne farmaceutické prisady

TMS — trimetylsilyl skupina

DMSO - dimetylsulfoxid

DMF — dimetylformamid

THF — tetrahydrofuran

ACN - acetonitril

ECD - detektor elektronového zachytu

PFBBr — pentafluorbenzylbromid

TBH - tetrabutylamoniumhydroxid

NCI-MS — hmotnostna spektrometria s negativnou chemickou ionizaciou
FAME - metylester mastnej kyseliny
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