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Abstrakt

Tvorba karboxylath kovu predstavuje zavazny problém pro historické i soucasné malby,
a proto je pochopeni mechanismu jejich vzniku klicovym bodem pro vyvoj vhodnych
strategii konzervace a zachovani celosvétového kulturniho dédictvi. Stanoveni
reaktivnich slozek ve vysychavych olejich je dilezitym krokem k pochopeni reakéniho
mechanismu. Tato prace je zaméiena na vyvoj jednoduché a rychlé metodiky pro HPLC-
DAD stanoveni nizkomolekularnich degradacnich produkt tradi¢nich vysychavych
olejii, konkrétné methanolu, formaldehydu a kyseliny mravenci. V ramci této prace byly
optimalizovany podminky QuEChERS extrakce methanolu, formaldehydu a kyseliny
mravenci z riznych vzorki oleju (olivovy, ofechovy, makovy a Inény olej) s naslednym
precisténim vzorkli od olejové matrice za pouziti komeréniho d-SPE sorbentu (Z-

Sep/C18) a dvou nanostrukturnich sorbenti CeO> a ZrO,.

Kli¢ova slova: formaldehyd, HPLC-DAD, kyselina mravenci, methanol, QuUEChERS,

vysychavé oleje

Abstract

The formation of metal carboxylates is a major problem for historical and contemporary
paintings, and therefore understanding the mechanism of their formation is a crucial step
for developing appropriate conservation strategies and preserving the world's cultural
heritage. The determination of reactive components in drying oils is an important step
towards understanding the reaction mechanism. This work is aimed at developing a
simple and rapid methodology for HPLC-DAD determination of low molecular weight
degradation products of traditional drying oils, namely methanol, formaldehyde and
formic acid. In this work, QuEChERS conditions for the extraction of methanol,
formaldehyde and formic acid from various oil samples (olive, walnut, poppy and linseed
oils) were optimized followed by purification of the samples from the oil matrix using a
commercial d-SPE sorbent (Z-Sep/C18) and two nanostructured sorbents, CeO> and

710>,

Key words: drying oils, formaldehyde, formic acid, HPLC-DAD, methanol,
QuEChERS
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1. Uvod
Ptiblizné od 15. stoleti dodnes jsou vysychavé oleje, a zejména olej Inény, Siroce
vyuzivany jako pojivo pro malby, a to diky jejich schopnosti vytvofit souvisly film s

dobrymi optickymi a mechanickymi vlastnosti po rozprostreni do tenké vrstvy. [1,2]

V ptipadé olejomalby jsou jednotlivé barevné vrstvy obrazu, tvofené anorganickymi ¢i
organickymi pigmenty a barvivy ve smési s vysychavymi oleji, postupné naneseny na
podlozky z rtiznych materidlti (platno, dfevo, omitka). Malifské dilo ma tedy velmi
slozitou vnitini strukturu, jednotlivé vrstvy pfedstavuji slozité heterogenni chemické
smési organickych a anorganickych slozek. [3] VSechny tyto slozky pfitomné v
barevnych vrstvach, které jsou po n¢kolik desitek, stovek, respektive i tisice let vystaveny
proménlivym podminkédm, se vzajemné chemicky ovliviiuji. Zatimco cetné chemické
procesy v podstaté propijcuji uméleckym dilim zddouci vlastnosti, jiné snizuji jejich
estetickou hodnotu nebo dokonce zpiisobuji jejich vazné poskozeni. Tyto nezadouct jevy,
¢asto nedostatecné pochopené, jsou ovlivnény jak vnitinimi, tak vnéjSimi faktory (napf.

nachylnosti riznych slozek k interakci, vzdusnou vlhkosti, teplotou). [4]

Jednim z degradacénich procest je tvorba karboxylati kovii, konkrétné mravencanti. Na
predmétech kulturniho dédictvi byly identifikovany rizné mravencany kovii, které se
obvykle projevuji zprihlednénim vrstev nebo vykvéty, které nezaddoucim zplsobem
ovliviiuji vzhled a stabilitu uméleckych dél. [5] Dihydrat mravencanu zine¢natého
(Zn(HCOO)>-2H20) byl identifikovan spolu se Zn(CH3COO);:2H>O a ZnS jako
degrada¢ni produkt zinkové béloby (ZnO) na povrchu obrazu Salvatora Daliho ,,Par
s hlavami plnymi oblakii* (v orig. Couple aux Tétes Pleines de Nuages) (1936). [6] Bez
ohledu na zdroj kovového kationtu je za pfic¢inu tvorby karboxylati povaZovana kyselina
mravenci uvolnéna z dievénych rama, uloznych boxt ¢i vitrin. V piedchozi studii [4]
vSak byla prokazana i rychla tvorba mravencanu olovnatého béhem pocatecni faze
vysychani modelovych vzorki olejovych barev. K tvorbé nezddoucich mravencanii kovii
doslo i1 na modelovych vzorcich pigmentl, které byly vystaveny pardm uvoliiovanych
z vysychavych olejl. Kvalitativni GC-MS analyza kyseliny mravenci a formaldehydu ve
vyparech vysychavych oleji prokézala, Ze vysychavé oleje jsou samy o sob& vyznamnym
zdrojem téchto nizkomolekularnich tékavych organickych slouc¢enin (VOC), které se

mohou snadno podilet na znehodnocovani vzacnych umeéleckych artefakta. [4]



Vzhledem k tomu, ze se vysychavé oleje (Inény olej, ofechovy olej, makovy olej atd.)
bézn¢ vyuzivaji pti restauratorskych a konzervacnich osetfenich rtiznych uméleckych dél
(pojiva barev, impregnace, laky, ¢i jako slozky tmeli), stanoveni kyseliny mravenci popi-.
formaldehydu a methanolu v téchto olejich je velmi Zadouci pro vyhodnoceni

potencidlniho rizika pouziti vysychavych oleji pro n¢které citlivé materialy.

Zpravy o ptritomnosti kyseliny mravenci v olejich jsou vSak spise sporadické, coz miize
odrazet skutecnost, Ze analyzy jedlych oleji se primarné zaméiuji na detekci potencidlné
toxickych oxida¢nich produkti nebo sloucenin ovliviiyjicich aroma ¢i chut’. [7] E. N.
Frankel ve své studii zmifuje tvorbu kyseliny mravenci jako vedlejsiho produktu oxidace
nenasycenych aldehydt, které vznikaji rozkladem primarnich nenasycenych esterovych

hydroperoxidu autooxidaci jedlych oleju. [8]

Hlavnimi slozkami vysychavych oleji jsou glyceroltriestery (triglyceridy) mastnych
kyselin, pigmenty, mala mnoZstvi sterolli, uhlovodikt, voskd, jinych esterti a fosfolipida.
[9,10] Tak znac¢na slozitost matric velmi stéZuje stanoveni polarnich tékavych produktii
(methanolu, formaldehydu a kyseliny mravenci) ve vysychavych olejich. Preduprava
olejovych vzorkl pied stanovenim tékavych degradacnich produktl chromatografii by
meéla umoZznit odstranéni interferentl z olejové matrice. Za timto ucelem byly navrZzeny
ruzné pristupy pro krok ¢isténi v rliznych olejich, jako je mikroextrakce na pevné fazi
(SPME) [11], gelova permeacni chromatografie (GPC) [12] a extrakce kapalina-kapalina
(LLE). [13] Béhem posledniho desetileti se pro Upravu vzorkl ziskanych z riiznych
enviromentalnich matric hojné vyuziva technika QUEChERS (viz kapitola 2.4). Pro krok
disperzni extrakce pevnou fazi (d-SPE) postupu QuEChERS bylo publikovano hodnoceni
riznych kombinaci sorbentt, jako je PSA, C18, GCB nebo noveé Z-Sep/C18. [14,15] Tyto
materidly byly navrzeny pro piecisténi extraktll z olejnatych rostlin a plodin, jako je

avokado a mandle, pted analyzou rezidui pesticidi.

Pro analyzu olejovych pojiv se tradién€ vyuziva plynova chromatografie s hmotnostni
detekci (GC-MS). Hlavnim omezenim této metody je vSak nutnost obohatit te¢kavé
slouceniny ve vzorku oleje, proto neni mozné pozorovat zmény casné se tvoficich
tékavych produkth. [16] Stale tak chybi postup pro analyzou poldrnich sekundéarnich

VOC (methanolu, formaldehydu a kyseliny mraven¢i) ve vysychavych olejich.

Z tohoto diivodu byla zvolena metoda HPLC-DAD pro kvantitativni analyzu téchto

tékavych analyta ziskanych ze vzorkt oleji.
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2. Teoreticka c¢ast
2.1 Tradicni vysychavé oleje vyuZivané v olejomalbé

Jiz od stiedovéku je znamo, Ze oleje ze Inénych seminek, maku a vlasskych ofecht
polymeruji. Tyto oleje obsahuji pievazné estery nenasycenych mastnych kyseliny
s jednou ¢i vice dvojnymi vazbami (kyselina olejova, linolova, kyselina linolenova). [3]
Obsah téchto kyselin uréuje schopnost oleje polymerovat, neboli vysychat. [17]
Vysychavé oleje vytvaii filmy s vynikajicimi mechanickymi a optickymi vlastnostmi, coz

je ¢ini vhodnymi pro pouziti jako pojiva v olejomalbé. [3]

Olej je smési triglyceridi, kde kazdad molekula sestava ze tfi mastnych kyselin spojenych
esterovymi vazbami s glycerolem. Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s
uhlovodikovym fetézcem (C > 6), ktery je pln€ nasyceny atomy vodiku nebo nenasyceny
s jednou az ¢tyimi dvojnymi vazbami podél fetézce. Dvojné vazby mohou byt usporadany

tak, ze tvori bud’ konjugovany nebo nekonjugovany systém. [2,18]

Nejbéznéjsimi mastnymi kyselinami, které se vyskytuji ve vysychavych olejich, jsou
nasycené¢ kyseliny s 12, 14, 16 nebo 18 atomy uhliku (kyselina laurova, myristova,
palmitova a stearovd) a nenasycené kyseliny s 16 ¢i 18 uhliky, s 1, 2 nebo 3 dvojnymi
vazbami (kyselina olejova linolové a linolenova). [19] Pravé dvojné vazby jsou reakénim
centrem kyseliny, na kterém dochazi k polymeraci. Cim vy3si obsah dvojnych vazeb olej
obsahuje, tim ma lepsi vytvrzujici vlastnosti. [17,20] Zastoupeni jednotlivych mastnych

kyselin (hm. %) v tradi¢nich vysychavych olejich uvadi tabulka 1.

Tabulka 1: Zastoupeni mastnych kyselin (hm. %) v tradi¢nich vysychavych olejich [21-23]

Olgj Mastné kyseliny (hm. %)
Palmitova Stearova Olejova Linolova Linolenova
(16:0) (18:0) (18:1) (18:2) (18:3)
Lnény 4-10 2-8 10-24 12-19 48-60
Makovy 9-11 1-2 11-18 69-77 3-5
Oftechovy 3-8 0,5-3 9-30 57-76 2-16
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2.1.1 Lnény olej

Lnény olej se ziskava lisovanim zralych semen Inu setého (Linum usitatissimum). Pti
naneseni Inéného oleje na podklad dojde k reakci linolenové kyseliny s kyslikem.

Vznikne tenky film tvofeny linoxynem, coz je glycerid kyseliny linolové. [19]

Historicky se jedna o nejvyznamnéjsi vysychavy olej a jeho Sife vyuzitelnosti pietrvala
az do soucasnosti. Olej je vyuzivan piedev§Sim kvili své vyborné impregnacni a
napoustéci schopnosti. Konkrétné¢ se vyuziva pro vyrobu barev, lakl, fermeze, Sepsu,
linolea a tiskovych barev. [17] Lnény olej zvyraziuje kresbu dieva, Casem Zloutne, a dava
tak dfevu jantarovy nadech. Jakost Inéného oleje se ¢asem zlepSuje a necistoty se usazuji

u dna. [23]

Lnény olej ma své uplatnéni 1 v potravinaiském primyslu diky vysokému obsahu omega-
3 mastnych kyselin, pficemz pro konzumaci je vhodny pouze Inény olej ziskany

lisovanim za studena. [17]

2.1.2 Makovy olej

Makovy olej se lisuje ze semen bilého maku (Papaver somniferum). Cisti a zahustuje se
podobné jako Inény, tedy dlouhym stanim. Olej ma svétlé zabarveni a stafim zloutne jen
malo, proto je vhodné&jsi pro tvorbu olejovych bélob. Makovy olej je polovysychavy,
proto schne pomérné pomalu, déle neZ olej ofechovy a Inény. Barevna vrstva je mékci,

mén¢ odolna viici rozpoustédlim a nachylngjsi k praskani. [23]

2.1.3 Orechovy olej
Oftechovy olej se ziskava z plodl ofesakt (Juglans nigra). [17] Nejvice se uplatiuje jako
pojivo bilych barev, nebot’ nezloutne jako olej Inény. Nevyhodou je, Ze se musi rychle
spotiebovat, protoze se brzy kazi (zlukne). [23] Po uschnuti dava bezbarvy film, tvrdsi a
pevnéjsi nez film makového oleje. Tento film kromé toho nema sklon k pozdéjSimu
zm&knuti. Dalsi jeho vyznacnou vlastnosti je jeho nizka viskozita. Olej je velmi fidky, a
proto pfi tfeni barev pfijima vice pigmentl nez ostatni oleje. Olejové barvy obsahujici

ofechovy olej silnéji kryji. [24]
2.2 Mechanismus schnuti vysychavych oleji

Podstatou vysychani olejii je oxida¢ni polymerace. Tento proces zacind tim, Ze se
molekula vzdusného kysliku navdze na vazbu uhlik-vodik (C-H) sousedici s jednou z

dvojnych vazeb v nenasycené mastné kyselin€. [21,25] Tento pocatecni autooxidacni
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proces, k némuz dochazi béhem dvou az tii dnt (u filmu vystaveného béznym
podminkam prosttedi a za neptitomnosti katalyzatort), vede k tvorbé hydroperoxidovych
radikala (HO»"), které vznikaji vlozenim molekuly kysliku do vazeb C-H sousedicich s
dvojnymi vazbami uvniti nenasycenych mastnych kyselin (viz obrazek la-c). [3] Lnény
olej pii pasobeni vzduchu absorbuje velké mnozstvi kysliku, az 20-30 % své hmotnosti.
Rychlost absorpce kysliku, ktery se podili na oxidacnich reakcich, se s Casem zvysuje.
[3] To vede ke zvySeni viskozity filmu a ke zméné€ indexu lomu a dalSich fyzikalné-
chemickych vlastnosti. Peroxidové skupiny, které¢ jsou velmi nestabilni, davaji vzniknout
fetézové reakci, kterd spusti druhou reakci procesu vysychdni, polymeraci a vytvoteni

husté zesitované molekulédrni sité€ (viz obrazek 1d-g). [3]

Prostiednictvim slozitych chemickych mechanismtii vedou nové vzniklé radikaly
k vytvofeni novych vazeb mezi riznymi molekulami triglyceridi az k postupnému
vzniku zesitované molekuldrni struktury, ktera obsahuje nékteré neoxidované, stale
tekuté, a tudiz pohyblivé triglyceridové slozky. Tvorba téchto makromolekul je to, co olej

,vysusuje‘“. UpIné vyschnuti olejového filmu trva mésice. [3]

e) f) g
R\/\R R\/TR b RWR b R\R/jR
I nebo nebo . ®
R\‘).\R R\.)\R

Obrazek 1: Schéma autooxida¢nich reakci pii vysychani oleje: Inicia¢ni reakce spocivajici ve
ztrat€ atomu vodiku a vlozeni molekuly kysliku vede ke vzniku hydroperoxidovych radikalt (a,
b, ¢). V pozd¢jsi fazi reaguji radikaly a hydroperoxidy s dvojnymi vazbami pfitomnymi v oleji,
coz vede k tvorbé dalSich radikalu (d, e, f, g). Noveé vzniklé radikély vyvolaji fetézovou reakci,
ktera vede ke vzniku zesitovaného polymeru.

Derivaty mastnych kyselin obsahujici dien, napft. kyseliny linolové, jsou k této reakci
zvlasté nachylné, protoze vytvaieji pentadienylové radikdly. Mononenasycené mastné
kyseliny, napiiklad kyselina olejova, podléhaji vysychdni pomaleji, protoze

meziprodukty allylovych radikali jsou méné¢ stabilni (tj. tvoii se pomaleji). [26]
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Rychlost oxida¢nich i polymerac¢nich reakci 1ze béhem vysychéni zvysit, coz vede ke
vzniku rovnomérnéjsi olejové vrstvy. Zahtivani Inéného oleje pii teplotach nad 100 °C
nebo pfidavani suSidel pro urychleni procesu schnuti se pouziva jiz od starovéku.
Tradi¢né se jako susidlo do Inéného oleje pridaval oxid olovnaty, nebo se olej zahtival v
olovénych nadobach. Dnes se suSidla obvykle vyrabéji z linoleati prechodnych kovi
nebo jinych syntetickych katalyzatortu. [3] Zahtivani oleje bez pfistupu kysliku
(ptedpolymerovany Inény olej) proces vysychani naopak zpomaluje. Tento olej tvoii

L4

filmy, které jsou trvanlivéjsi, odoIné&jsi a méné nachylné ke Zloutnuti. [3]

Nicméné stejné€ jako u vSech organickych latek podléhaji filmy Inéného oleje degradaci,
kterd méni jeho plivodni vlastnosti. Faktory, jako je teplota, svétlo a reaktivni latky v
atmosfére, ovliviiuji stabilitu olejové barvy, ktera se postupné stava citlivéjsi na vlhkost.
Po probéhnuti autooxidac¢nich procesti, muze hydrolyza a oxidacni reakce vést k
¢asteCnému rozkladu struktury zesitovaného polymeru za vzniku mensich molekul, coz
vede ke vzniku sekundérnich hydroxylovanych produkti (aldehydy, ketony a alkoholy)
¢i terciarnich karboxylovych produkti ve formé volnych nasycenych mastnych kyselin,

které se spontanni hydrolyzou uvolni z esterovych vazeb triacylglycerolt. [21,25]

2.3 Tvorba kovovych karboxylati

Tvorba kovovych karboxylatti v barevnych vrstvach uméleckych dél je velmi slozity
chemicky proces, ktery vznika reakci mastné slozky pojiva s kationty nékterych kovt
pochdzejicich z pouzivanych pigmenti. [3,27,28] PrestoZe tzv. zmydelnéni postihuje
hlavné olejomalby, mize se vyskytovat také u vajecnych temper. [29] Plvodné je
olejovy film tvofen nepolarnim a hydrofobnim materidlem, ale béhem procesii starnuti
zpisobenych kontaktem s pigmenty a atmosférou se jeho chemicka a fyzikalni povaha

pomalu méni.

Hydrolyza a oxida¢ni reakce vedou k castecnému rozkladu zesitované struktury
polymeru za vzniku menSich karboxylati a hydroxylovanych slou¢enin. V ptitomnosti
zasaditych ¢i disociovatelnych pigmentd mohou karboxylaty tvofit organokovové
slouCeniny salinizaénimi reakcemi. Tyto degradacni produkty jsou vysoce hydrofilni,
diky ¢emuz je vysychajici olej reaktivnéjsi vici vlhkosti, kterd mize pronikdnim do filmu

urychlit oxida¢ni a hydrolyzni reakce. [3]
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Nejbeéznéjsimi kovovymi ionty, které se mohou objevovat v barevnych vrstvach, tak i
v podkladové barvée, a které se podileji na saponifikaci, jsou zinek a olovo. Tyto ionty
pochézi ze zinkové béloby (ZnO) [30], olovnaté béloby (2Pb(CO3)2-Pb(OH)> a/nebo
PbCO3) [31], olovnato-cini€ité¢ zluti (Pb2SnO4) [32], minia (Pb3O4), oxidu olovnatého
(PbO) [33] nebo chromové zluti (PbCrOs4) [34]. V obrazech byla také nalezena mydla

médeénad, vapenatd, draselna a hlinikova. [35]

Mastné kyseliny v kovovych mydlech jsou témét vyhradn€ nasycené, konkrétné kyselina
palmitova a stearova. Pfilezitostné mohou byt tyto kyseliny doprovazené dikarboxylovou

kyselinou azelaovou [36] nebo nenasycenou kyselinou olejovou [37].

U olejomaleb se predpoklada, ze ranym stadiem tvorby kovovych karboxylatl je vznik
ionomeru, ktery vznikd béhem polymerace filmu olejové barvy, kde jsou karboxylatové
skupiny vzniklé procesem autooxidace koordinovany kovovymi kationty (Zn?"Pb*")

uvolnénymi z povrchu pigmentu a migrujicimi v barevné vrstvé pieskakovanim z jedné
COO" skupiny ke druhé. [38] Postupem c¢asu dojde k difuzi kovovych iontd a dalSich

mastnych kyselin ke kovovému mydlu. Vyslednd mydla vznikl4 touto reakci mohou

nasledné krystalizovat, agregovat a vystupovat k povrchu malby a zptsobit tak jeho

deformaci (viz obrazek 2). [39]

cas

Polymerace oleje a Migrace iont kovu do Formace ionomeru Volné mastné kyseliny  Difuze kovovych iontli -

koordinace karboxylati k  sité polymerovaného karboxylata kovu zpusobi krystalizaci a mastnych kyselin ke

povrchu pigmentu oleje kovovych mydel kovovému mydiu
pojivo W i A L A T & o

/i o 1l l\-?' '{l Al .: » "H..K.‘-' eH ) — §
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uhlovodikovy fetézec I karboxylatova skupina [ volnamastnakyselna @ kovovy iont

Obrazek 2: Schéma mechanismu tvorby kovovych karboxylati v barevné vrstvé v ¢ase; upraveno
podle [40].

Mezi projevy konecného stadia saponifikace, které negativné ovliviiuje vzhled a
stabilitu dila, patii napiiklad vznik tzv. protruzi, majicich za nésledek odpadéavani

barevné vrstvy (obrdzek 3C) [39], zprihlednéni zmydelnatélé barevné vrstvy a tim
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zviditelnéni podkladové vrstvy (viz obrazek 3A) [27,28], ¢i tvorba vykvétl na povrchu
malby (viz obrazek 3B).

Obrazek 3: Priklady dusledk tvorby kovovych mydel v obrazech — zprihlednéni napadené vrstvy
zvyrazijici podkladovou vrstvu (A), vykvéty (B) a protruze (C). Prevzato z [35,41-43].

Proces tvorby mydla zavisi na mnoha vnitinich a vnéjSich faktorech, konkrétné na
typu reagujicich pigmentl, slozeni pojiva, charakteru pifimési, koncentraci
jednotlivych slozek, relativni vlhkosti, teploté, typu podkladu, predchozim ¢isténi a

konzervaci apod. [27,28]

Jednim z neoCekavanych vysledk studia saponifikace byl pravé i mravencan olovnaty
Pb(HCOO),, ktery byl jednozna¢né identifikovan rentgenovou praskovou difrakci
(XRPD) a také potvrzen pomoci *C a ?°’Pb nuklearni magnetické rezonance pevného
stavu (ssNMR). [4] V ptipad€ maleb je jedinym dosud publikovanym piipadem, detekce
dihydratu mravencanu zine¢natého (Zn(HCOO),:2H,0), ktery byl spolu s
Zn(CH3COO)>-2H>0 a ZnS identifikovan jako produkt degradace zinkové beloby (ZnO)
na plose jiz zminéného Daliho obrazu ,,Pdr s hlavami plnymi oblakii** (1936). V minulosti
byly rizné kovové mravenCany také pozorovany jako cetné korozni produkty na
kovovych artefaktech z olova, médi nebo jejich pfislusnych slitin ale také na skle nebo

vapenatych predmeétech. [44]
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Monitorovani vyvoje karboxylati kova v barevnych vrstvach by mohlo slouzit jako
uziteCny nastroj pro sledovani aktualniho stavu maleb a k predikci potencialnich rizik

vyplyvajicich z podminek prosttedi a/nebo konzervacniho osetfeni. [25]

2.4 Technika QUEChERS

V této praci byla pro extrakci a precisténi vzorkl olejii pouzita technika QUEChERS, coz
je anglicka zkratka Sesti slov, které vystihuji vlastnosti této techniky: Quick (rychld), Easy
(jednoducha), Cheap (levnd), Effective (efektivni), Rugged (robustni) a Safe (bezpecnd).
[45] Jednéd se o moderni techniku, pivodné vyvinutou pro analyzu veterinarnich 1é¢iv
v zivo¢isnych tkdnich a nasledné upravenou pro analyzu rezidui pesticidi v ovoci,
zelening, ceredliich, potravinach a dalSich zemédélskych produktech. [46] Tato technika
muze byt jednoduse optimalizovana pro dal$i rizné matrice a analyty. Faktory, které 1ze
ménit jsou: typ, pH nebo polarita rozpoustédel (acetonitril, ethylacetat, aceton), tfepani ¢i
michani, doba extrakce, typ a mnozstvi ptidané soli (siran hote¢naty, chlorid sodny, octan

sodny), mnozstvi a typy sorbentl. [45,47]

Pozdé&ji byla navrZzena modifikace ptivodni techniky tak, aby byla vhodna i pro analyzu

matric s vysokym obsahem oleje (napt. avokada nebo oliv). [48]

Technika QuUEChERS se sklada ze dvou hlavnich kroki. Prvni krok procedury je extrakce
(zhomogenizovaného) vzorku pomoci organického rozpoustédla a frakcionace olejové a
rozpoustédlové faze za pomoci soli. Druhy krok je extrakce a pteciSténi organické vrstvy

za pomoci disperzni SPE techniky (d-SPE) za vyuziti celé fady sorbentii. [49]

Pouziti acetonitrilu jako extrakéniho rozpoustédla je vhodné z nékolika duvodi.
Rozpustnost lipidi v acetonitrilu je omezena, proto je koextrakce lipidl timto
rozpoustédlem relativné nizkd. Kromé toho je acetonitril kompatibilni s mobilni fazi
pouzivanou pii HPLC separaci. [50] I pfesto mohou byt nékteré latky koextrahovany do
acetonitrilové faze a jejich pfitomnost miiZze zplsobit problémy pii nasledné analyze

(naptiklad ptekryvanim jednotlivych signald).

Pro krok pfecisténi se Casto pouziva disperzni extrakce pevnou fazi (d-SPE), kdy je
sorbent pfimichan pfimo do extraktu. [45] Napiiklad pro odstranéni barviv, sterold a
jinych polédrnich a nepolarnich slou¢enin bylo difive popsano pouziti grafitického uhliku
(GCB). [45,51] Sacharidy, mastné a dalsi organické kyseliny, lipidy a nékteré pigmenty

lze odstranit pfidavkem sorbentu na bazi primarnich a sekundarnich aminti (PSA), pro
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odstranéni lipidi a mastnych kyselin s dlouhymi fetézci se ptidava sorbent C18.

[15,45,51] Pro odstranéni chlorofylu se osveédc¢il chlorofiltr. [45,52]

Relativné nové se pro odstranéni interferentii z olejovych matric vyuziva smésny sorbent
Z-sep/C18, coz je komeréné¢ dostupnd smés dvou sorbentl. Jednim znich je
endkapovany, polymerné vazany oktadecyl na silikagelu (C18) a druhym oxid kiemicity
zaloZeno na dvou synergickych interakcich: 1) interakci mezi polarnimi skupinami lipidu
a iontoveé vymeénnou skupinou sorbentu a ii) interakci mezi hydrofobnimi fetézci lipidu a
hydrofobnimi skupinami sorbentu (C18). Pro prvni typ interakce, se obecn¢ predpoklada,
ze v téchto materialech pisobi atom zirkonu jako Lewisova kyselina (akceptor elektroni),
zatimco aniontova centra kysliku (O*) pisobi jako Lewisova baze. Povrchové
hydroxylové skupiny mohou slouzit jako Bronstedova kyselina i1 baze, jelikoZ mohou
odevzdavat nebo pfijimat proton v zavislosti na pH. Princip interakce koextraktl

s povrchem sorbentu Z-Sep/C18 je uveden na obrazku 4. [50,54]

Hydrofobni interakce
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-~ ’ Monoacylglycerol
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Interakce Lewisovy kyseliny a baze

Obrazek 4: Interakce sorbentu Z-Sep/C18 s mono/triacylglyceroly pfitomnymi v olejové matrici.
Retence lipid je zaloZzena na dvou synergickych interakcich. Obrazek piejat z [53].

Dale byly pro porovnani u¢innosti pfecisténi extraktl ziskanych ze vzorkl oleje pouzity

nanostrukturni oxidy kovi, oxid ceri¢ity (CeO2) a oxid zirkonicity (ZrOz), které byly
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pfipraveny v Pilotnim centru Ustavu anorganické chemie AV CR, v.vi. Tyto
nanokrystalické oxidy kovli predstavuji  vyznamnou tfidu anorganickych
nanocasticovych systému, Siroce vyuzivanych v rtznych technologickych oblastech,
predevsim v katalyze. [55] Vysoky specificky povrch spolu s povrchovymi
hydroxylovymi skupinami (Me-OH) lze efektivné vyuzit nejen v katalyze, ale také v

analytické chemii pro pfedupravu vzorku. [56]

Interakce mezi nanocasticemi oxidii kovii a biomolekulami byly intenzivné studovany a
jedna se o tzv. bio-nano rozhrani. [57] Lze ptfedpokladat, ze mechanismus ptecisténi
vzorkl probiha tak, jak je zndzornéno na obrdzku 5. Po interakci mastnych kyselin s
povrchem oxida kovl pravdépodobné dojde k vytvoreni vrstvy kolem povrchu oxidil
kovl, v niz se polarni karboxylova skupina vaze na povrch oxidu kovl a nepolarni,
hydrofobni ¢ast tak sméiuje do rozpoustédla. Naproti tomu fosfolipidy obsazené v olejich
mohou interagovat s oxidy kovil v zavislosti na reakénich podminkach, jako je teplota,
hodnota pH, vliv rozpoustédla a typ oxidu. [58,59] Vysledkem je acidobazicka

kondenzac¢ni reakce s uvolnénim molekuly vody jako vedlejsiho produktu. [59]
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Obrazek 5: Predpokladané interakce mezi mastnymi kyselinami a fosfolipidy s povrchem oxidu

kovu.
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2.5 Stanoveni methanolu

Methanol se nejcastéji analyzuje pomoci plynové chromatografie, nejCastéji ve spojeni s
plamenovym ioniza¢nim detektorem (GC-FID). [60—62] Jeho reten¢ni ¢as se vSak mize
prekryvat s jinymi t€kavymi slouceninami (napf. s acetaldehydem), coz mulze vést
k zamén¢ analytl a nespravné interpretaci vysledkii. Alternativni analyzou methanolu je
spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). [62—65] Pro
GC/MS analyzu popsali Lee a spol. derivatizaci methanolu 3,4-dihydro-2H-pyranem za
kysel¢ katalyzy koncentrované kyseliny chlorovodikové. GC/MS ma vsak omezeni kvili
podobné molekulové hmotnosti methanolu a kysliku a nizkému bodu varu methanolu.
[65] Dalsi nevyhodou plynové chromatografie je nakladnd instrumentace, jako je
naptiklad headspace davkovac¢ pro davkovani vzorku a nutnost drahych nosnych plyni

(He, N2, Ar).

V ptedchozich studiich bylo popsano nékolik zptisobii, jak prevést methanol na vhodny
derivat pro nasledné stanoveni pomoci HPLC. Kuo a spol. vroce 2002 popsali
derivatizaci methanolu pomoci 4-[N-methyl, N-(1-naftylmethyl)]-amino-4-oxobutanové
kyseliny ~ (NAOB),  4-dimethylaminopyridinu = (DMAP) a 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) karbodiimid hydrochloridu (EDC) pied nédslednym stanovenim
metodou HPLC s UV detekci. [66] Chen a spol. (1997) popsali jednoduchou a citlivou
metodu vysokouc¢inné kapalinové chromatografie pro stanoveni methanolu v lidské
plazmé po derivatizaci s 3-bromomethyl-7-methoxy-1,4-benzoxazin-2-onem s pouzitim
benzalkoniumchloridu jako katalyzatoru fazového pienosu. [67] Jako nejvyhodnéjsi se
pro stanoveni methanolu pomoci RP-HPLC sDAD detekci jevi Ccinidlo 9-
fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid (FMOC-CI). [68] Tohoto ¢inidla vyuzil Gu Huanga
a spol. ve své diivejsi studii, kde popisuje jednoduché a selektivni stanoveni alifatickych
alkoholi C1-C4 na RP-HPLC (kapalinova chromatografie sreverznimi fazemi)

s fluorescen¢ni detekei (viz kapitola 2.5.17).

2.5.1 Derivatizace methanolu pomoci FMOC-CI

9-fluorenylmetyloxykarbonyl chlorid (FMOC-CI) je ¢inidlo, které se vyuzivd jako
chranici latka aminoskupin, pii syntéze bicyklického analogu prolinu, k syntéze peptidi

a oligonukleotidi a dale pro derivatizaci glyfosatu a jeho degrada¢niho produktu kyseliny
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aminomethylfosfonové (AMPA). Bézné se vyuzivd jako piedkolonové derivatizacni

¢inidlo pro HPLC analyzu aminokyselin. [69]

Alkoholy jsou mén¢ reaktivni viici FMOC-CI nez jsou aminokyseliny, protoze OH
skupina méa mensi nukleofilni aktivitu nez skupina NH». Zasadité prosttedi miize usnadnit

derivatizacni reakci posilenim nukleofilni reaktivity alkoholt. [68]

Huang a spol. (1999) popsali ptedkolonovou derivatizaci pomoci FMOC-CI pro RP-
HPLC stanoveni nizkomolekularnich alifatickych alkoholii (C1-C4) detekované
fluorescen¢nim detektorem. Derivatizaéni reakce probihala pii laboratorni teploté
v prostiedi acetonitrilu s vodou v poméru 1:1 (obj./obj.). Reakce (viz obrazek 6) vede ke
vzniku znaéného mnozstvi HCI, proto je nutné zasadité prostiedi udrzovat pomoci pufru.
V tomto piipadée byl pouzit 42 mmol/l fosfatovy pufr, jehoz pH bylo testovano v rozsahu
11-13. Maximalniho vytézku reakce za vzniku derivatu FMOC-Met bylo dosazeno pfi
pH 12,5. Pfi hodnoté pH nizs$i nez 12,5 zlstalo nezreagovano znacné mnoZzstvi
derivatiza¢niho cinidla, jehoz pik interferoval se sousednim pikem derivatu methanolu
(FMOC-Met) a zptisoboval vyssi Sum zakladni linie. Nad pH 12,5 prevladla hydrolyza
derivatizacniho ¢inidla a sniZila zdanlivy vynos reakce. FMOC-CI je rozlozitelny v
bazickych podminkach (pH > 12), kde se hydrolyzou a néslednou dekarboxyla¢ni reakci
pfeméni na 9-fluorenylmethanol (FMOC-OH). Tato nezddouci reakce (obrazek 6) mize
snizit kapacitu reakce, proto je nutné pouzit velky nadbytek derivatizaniho ¢inidla. [68]
Tento aspekt byl v této praci zohlednén pii optimalizaci metody pro derivatizaci

methanolu (viz kapitola 4.2.7)
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Obrazek 6: Reak¢ni schéma derivatizaéni reakce methanolu s FMOC-CI. Touto reakci vznika
derivat ¢inidla s methanolem FMOC-Met, produkt hydrolyzy derivatizacniho ¢inidla FMOC-OH
a HCl.

2.6 Stanoveni formaldehydu

Pro stanoveni formaldehydu byla popsidna celd fada metod. Pro chromatografické
stanoveni nizkomolekuldrnich karbonylovych slou¢enin (C1—C5) miiZze byt pouzit
kryogenni zachyt a nasledné stanoveni dvourozmérnou plynovou chromatografii s MS
detekci. Zachycené karbonylové slouceniny a voda se rozdéli v koloné€ s vysoce polarni
naplni (5% 1,2,3-tris(2-kyanoethoxy)propan). Kolonou proslé karbonylové slouceniny
jsou nasledné separovany a stanoveny na kapilarni analytické koloné€ s nepolarni naplni.
[70-72] Aplikace chemické derivatizace v plynové chromatografii pifi detekci
formaldehydu neni tak Castd jako u kapalinové chromatografie, pfesto bylo popsano
nekolik metod. Jedna z nich vyuziva reakce O-alkylhydroxylaminii s karbonylovou
slou¢eninou za vzniku pfislusného O-alkyloximu. [72] Dalsi metoda chemické
derivatizace pro plynovou chromatografii je zaloZzena na reakci formaldehydu s 2-
(benzylamino)ethanolem, pifi niZ vznikd pfisluSny 3-benzyloxazolidin. Plynny
formaldehyd je zachytavan na sorbentu Chromosorb 102 s navazanym Ccinidlem a
nasledné¢ desorbovan isooktanem. Odpovidajici derivaty jsou separovany na
chromatografické kapilarni kolon€. [72,73] Derivatizaci s 2,4-dinitrofenylhydrazinem
(DNPH) 1ze v plynové chromatografii také pouzit, nedosahla vSak velkého rozsiteni. [ 74—

76] Hlavnimi dvody jsou nizka té¢kavost hydrazonti, mala citlivost bézné pouZzivanych
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plamenovych ionizacnich detektorti a vznik dvojitych piki konformacnich isomeri

nekterych derivati, které mohou ztizit identifikaci a kvantifikaci v komplexnich vzorcich.

Castgjsi uplatnéni neZ u plynové chromatografie nachazi chemicka derivatizace ve vysoce
ucinné kapalinové chromatografii. Dfive byla popsana ¢inidla pro derivatizaci aldehydi,
konkrétné 0O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylamin hydrochlorid (PFBHA) [77],
cysteamin [78,79] a dansylhydrazin (DNSH) [80]. Pravdépodobné nejvice aldehydl se
stanovuje po jejich derivatizaci s vySe zmiflovanym 2,4-dinitrofenylhydrazinem. [81-86]
Reakce s formaldehydem probihé v kyselém prostiedi za vzniku ptislusnych hydrazoni,
které jsou po separaci na chromatografické kolon¢ detekovany UV/VIS detektorem. [72]
Pouziti DNPH vSak mlze mit fadu nevyhod, jako je jeho nizk4 selektivita, nizka
rozpustnost ve vode¢ a také to, ze Cinidlo ¢asto obsahuje pomérné velké mnozstvi necistot,
nejcastéji  formaldehyd, acetaldehyd a aceton. S kontaminaci c¢inidla DNPH
formaldehydem se ¢asto setkavame kviili jeho roz§ifenému vyskytu v zivotnim prostiedi.
[86—88] Z tohoto divodu nebylo toto ¢inidlo vybrano pro derivatizaci formaldehydu

v této praci.

Ze studie [89] vyplyva, Ze vhodnym ¢inidlem pro derivatizaci aldehydi je kyselina 4-
hydrazinobenzoovd (HBA) (viz. kapitola 2.6.7). Toto ¢inidlo tvoii s aldehydovymi

slouceninami barevny produkt, ktery Ize detekovat pomoci spektrofotometru. [90,91]

2.6.1 Derivatizace formaldehydu pomoci HBA

Jednim z derivatizacnich Cinidel pro analyzu aldehydu je kyselina 4-hydrazinobenzoova
(HBA), ktera se ukazala jako pomérné¢ vyhodné derivatiza¢ni €inidlo diky své relativné
vysoké rozpustnosti ve vodé a dalSich rozpoustédlech, vysoké selektivité a citlivosti,
jednoduchym piipravnym krokiim a pouzitelnosti pro rizné separacni a/nebo detekcni
techniky, jako je HPLC-UV nebo kapilarni elektroforéza (CE) spojena s detekci DAD.
[89]

Lima a spol. uvadi, ze reakce nejlépe probiha pti pokojové teploté v prostiedi acetonitrilu
s vodou v poméru 1:1. Derivatizacni metoda formaldehydu a je zaloZena na nukleofilni

reakci formaldehydu s HBA za vzniku odpovidajicich hydrazonli s maximem absorbance

pii 320 nm (viz. obrazek 7).
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Obrazek 7: Schéma derivatizacni reakce HBA s formaldehydem za vzniku ptislusného hydrazonu
(HBA-For)

2.7 Stanoveni kyseliny mravenci

V soucasné dob¢ existuje cela fada metod stanoveni organickych kyselin bez potieby
jejich derivatizace, jako jsou metody elektrochemické [92], enzymatické [93], ¢i
spektrofotometrické [94]. V literatuie a v nckterych aplikacnich listech lze nalézt
chromatografické podminky pro stanoveni organickych kyselin piedev§im v dzusech a
ving. [95,96] Tyto metody lze jednoduse aplikovat také na jiné druhy vzorki, jako jsou
napftiklad oleje po jejich piecisténi od nezaddoucich interferenti.

Pouziti plynové chromatografie (GC) pro stanoveni organickych kyselin neni pfilis
vhodné, zejména z toho divodu, Ze v pfipadé organickych kyselin se jedna zejména o
netékavé latky, které je potieba pred GC analyzou derivatizovat.

Ze viech dostupnych metod se jevi jako nejefektivnéjsi jejich stanoveni pomoci HPLC,
nejcastéji v kombinaci s UV/VIS detekei. [97] Metoda HPLC tak umoziuje rychlé a
citlivé stanoveni organickych kyselin v riznych matricich a nevyzaduje ptitom slozité

upravy vzorkl pied analyzou.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie
K ptipravé mobilnich fazi pro chromatografické analyzy byl pouzit:
e acetonitril, HPLC Gradient grade (J.T.Baker, Polsko)
e destilovana voda
Pro ptipravu standardnich roztokti studovanych analyta byly pouzity:
e methanol, UHPLC gradient grade (Fisher Scientific, Velka Britanie)
e formaldehyd, 36-38 % (p.a., Penta s.r.o0., Ceska republika)
e kyselina mravenéi, 98% (p.a., Penta s.r.0., Ceska republika)

Pro derivatizaci methanolu pomoci fluorenylmethyloxykarbonyl chloridu (FMOC-CI)
v prostiedi 42 mmol/l fosfatového pufru o pH=12,5 byly pouzity nésledujici chemikalie:

e FMOC-CI pro HPLC derivatizaci (>99,0 % (HPLC), Sigma-Aldrich, Némecko)
e dihydrat fosfore¢nanu sodného (p.a., >99,0%, Sigma-Aldrich, Némecko)

e hydroxid sodny, (Penta s.r.o., Ceska republika)

e acetonitril, HPLC Gradient grade (J.T.Baker, Polsko)

Pro derivatizaci formaldehydu pomoci kyseliny 4-hydrazinobenzoové (HBA) byly

pouzity nasledujici chemikalie:
e kyselina 4-hydrazinobenzoova, min. 97 %, pro syntézu (Carl Roth, Némecko)
e acetonitril, HPLC Gradient grade (J.T.Baker, Polsko)

Pro analyzu realnych vzorka byly vybrany tyto vzorky oleji:
e Nevysychavy olej:

o olivovy olej (Extra Virgin Olive Oil 2019/2020, Michail & Tomaras

Family Farm, Finikounda, Messinia, Recko)
e Vysychavé oleje (obrazek 8):

o Inény olej, lisovany za studena a filtrovany (Kremer Pigmente,

Némecko)
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makovy olej, filtrovany, rafinovany, s ¢islem kyselosti nad 0,40 (Kremer

Pigmente, Némecko)

olej z vlaSskych ofecht, lisovany za studena, filtrovany, bez dalsi upravy

(Kremer Pigmente, Némecko)

Obrazek 8: Vzorky vysychavych oleju (zleva Inény, makovy a ofechovy olej)

Pro disperzni extrakci tuhou fazi (QUEChERS) byly pouzity nasledujici chemikalie:

e Extrakéni rozpoustédlo: acetonitril, HPLC Gradient grade (J.T.Baker, Polsko)

e Sorbenty:
o Supel™ QuE Z-Sep/C18 Tube o objemu 2 ml (Supelco, Sigma-Aldrich,

Némecko), ktera obsahuje smés 20 mg Z-Sep a 50 mg Discovery DSC-
18

nanokrystalicky oxid titanicity (TiO2) pfipraveny v Pilotnim centru
Ustavu anorganické chemie AV CR, v.v.i.

nanokrystalicky oxid ceri€ity (CeO») pfipraveny v Pilotnim centru

Ustavu anorganické chemie AV CR, v.v.i.

octan sodny bezvody (CH3COONa; Lach-Ner, Ceska republika)

siran hofe¢naty bezvody &isty (MgSOa; Lach-Ner, Ceska republika)
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3.2 Instrumentace

Vzorky pro stanoveni, identifikaci a kvantitativni analyzu tékavych analyti byly
separovany na kolon¢ s polarnim fenyl-etherovym endkapingem ReproSil Star Phenyl -
Ether, 3 um, 100 x 4,6 mm (Dr. Maisch, Némecko) a analyzovany pomoci HPLC systému
Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific™, Palo Alto, USA) vybaveného detektorem s
diodovym polem (DAD), kvartérni gradientovou pumpou a autosamplerem.

Sbér a vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci softwaru Chromeleon Chromatography
Data System (CDS) (Thermo Scientific).

Absorpéni spektra byla naméfena pomoci UV/VIS spektrofotometru LAMBDA™ 35
(PerkinElmer Inc., USA) se softwarem WinLab. Byla pouzita kiemennd kyveta s
optickou drdhou 1 cm. Vzorky byly méfeny proti referencnimu vzorku Ccistého
acetonitrilu.

Materialova charakterizace praskovych sorbentd byla provadéna pomoci praskového
rentgenového difraktometru (XRPD) Bruker D2 s rentgenovou lampou (Cu(Ka), 30 kV,
10 mA) a jednodimenziondlnim detektorem (1D) LynxEye (Bruker, Karlsruhe,
Germany). Byla pouzita Sollerova clona 2.5 a divergencni clona ($itka $térbiny 0,6 mm).
Difrakéni zaznam byl skenovéan s krokem 0.00405° a byl méten v rozsahu od 5° do 95°
20. Ziskana data byla zpracovana v programu DiffracPlusEva (Bruker AXS) s databazi
JCPDS PDF-2 (ICDD, USA) a se strukturnimi modely z ICSD databaze (FIZ Karlsruhe,
Némecko). Mikrostruktura a morfologie praSkovych sorbenti byly studovany pomoci

transmisniho elektronového mikroskopu (TEM) FEI Talos F200X.

3.3 Priprava zasobnich roztoki

Zasobni roztok methanolu o koncentraci 12000 mg/l pro ptipravu kalibra¢nich roztokt
byl pfipraven odpipetovanim 378,9 ul koncentrovaného methanolu do 25ml odmérné
baiiky, roztok byl doplnén acetonitrilem po rysku.

Zasobni roztok formaldehydu o koncentraci 4000 mg/l byl piipraven 91,7 ul of
formaldehydu a roztok byl doplnén ve 25ml odmérné banice roztokem acetonitrilu po

rysku.

Zasobni roztok kyseliny mravenc¢i o koncentraci 2000 mg/1 byl pfipraven odpipetovanim
41 pl koncentrované kyseliny mraven¢i do 50ml odmérné baiiky a doplnén acetonitrilem

po rysku.
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Zasobni roztok FMOC-CI o koncentraci 3000 mg/1 byl pfipraven odvazenim 0,3000 g
FMOC-CI do 100ml odmérné baiiky a doplnén acetonitrilem po rysku.

42mM fosfatovy pufr o pH 12,5 byl pfipraven odvazenim 3,2762 g dihydratu
fosfore¢nanu sodného do 300 ml destilované vody, nésledné byla do roztoku ponofena
sklenéna elektroda a pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 12,5 pomoci roztoku NaOH
o koncentraci 40 g/l. Takto ptipraveny pufr byl doplnén destilovanou vodou na objem
500 ml.

Zasobni roztok HBA o koncentraci 3000 mg/l byl pfipraven odvazenim 0,3000 g HBA
do 100ml odmérné baiikky a doplnén roztokem acetonitril:voda (1:1) po rysku. Takto
ptipraveny roztok se velmi rychle rozklada na svétle, proto byl uchovavan v tmavé lahvi

v lednici (4 °C) za nepfistupu svétla.

3.4 Priprava vzorku pro HPLC analyzu

34.1 Priprava kalibracnich vzorku

Pro ptipravu kalibracnich roztokii methanolu o koncentracich 0; 50; 100; 300; 500; 600;
800 a 1000 mg/1 bylo odpipetovano vypocitané mnozstvi zasobniho roztoku o koncentraci
12000 mg/1, nasledné bylo piidano 250 pl 42mM fosfatového pufru o pH=12,5 a roztok
byl doplnén acetonitrilem na objem 500 pl. Derivatiza¢ni reakce byla zapocata pfidanim
1000 pul FMOC-CI o koncentraci 3000 mg/l. Reakce probihala po dobu 1 h a poté byl
vzorek pfipraven k HPLC analyze.

Pro ptipravu kalibracnich roztokt formaldehydu o koncentraci 0; 50; 100; 300; 500; 600;
800 a 1000 mg/l bylo odpipetovano vypocitané mnozstvi zéasobniho roztoku
formaldehydu o koncentraci 4000 mg/l a roztok byl doplnén acetonitrilem na celkovy
objem 0,5 ml. Derivatizacni reakce byla zapocata ptidanim 750 pl zadsobniho roztoku
HBA o koncentraci 3000 mg/1. Reakce probihala 1 h a poté byl vzorek ptipraven k HPLC
analyze.

Pro ptipravu kalibracnich roztoki kyseliny mravenci o koncentraci 0; 50; 100; 300; 500;
600; 800; 1000 mg/1 bylo odpipetovano vypocitané mnozstvi zasobniho roztoku kyseliny
mravenci o koncentraci 2000 mg/1 a roztok byl doplnén acetonitrilem na objem 1,5 ml.

Takto byl vzorek ptipraven k HPLC analyze.

3.4.2 Priprava extraktii z olejii
Ziskani extrakta olejii bylo soucasti vyvoje metody stanoveni, optimalizovany postup je

proto pospany v kapitole 4.5.3.
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Pro stanoveni methanolu bylo do 2ml tmavé vialky typu SUPELCO odebrano 250 pl
extraktu z oleje. K tomuto podilu bylo pfidano 250 ul fosfatového pufru o pH=12,5 a
nasledn¢ 1000 pl derivatizacniho ¢inidla FMOC-CI o koncentraci 3000 mg/1 (vysledna
koncentrace FMOC-CI v roztoku byla 2000 mg/1). Derivatiza¢ni reakce probihala po
dobu 60 min a tim byl vzorek ptipraven k HPLC analyze.

V piipadé formaldehydu bylo do 2ml vialky odpipetovano 750 ul extraktu z oleje a 750
ul derivatizacniho ¢inidla HBA o koncentraci 3000 mg/1 (vysledna koncentrace HBA v
roztoku byla 1500 mg/1). Derivatiza¢ni reakce probihala po dobu 60 min a tim byl vzorek
ptipraven k HPLC analyze.

Pro analyzu kyseliny mravenci bylo odebrano 1500 pl extraktu z oleje do 2ml vialky a

nasledné se provedla HPLC analyza.

3.5 HPLC-DAD analyza a detekce

Chromatograficka analyza byla nastavena a optimalizovana zvlast pro kazdy analyt s
ohledem na pouzity gradient mobilni faze a jeji pritok, objem nastfiku a teplotu kolony.
Po kazdém vzorku oleje se navic kolona pfed kondicionovanim promyla acetonitrilem.

Kazdy roztok byl nastiiknut tfikrat za stanovenych chromatografickych podminek.

3.6 Vyhodnoceni vysledkit HPLC analyzy

Pro vyhodnoceni vysledkt byl pouzit program OriginPro 2015 od firmy OriginLab
Corporation (Northampton, MA, USA), pomoci které¢ho byly zjistény retencni Casy a
plochy pikli analytll ve standardech a vzorcich. Na zdkladé téchto tdaji byly poté za

pomoci programu Microsoft Office Excel 2016 provedeny potiebné vypocty.

3.7 Valida¢ni parametry

3.7.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD, mg/l) a mez stanovitelnosti (LOQ, mg/l) lze vypocitat n€kolika
zpusoby, naptiklad z poméru signalu a Sumu ¢i ze smérodatné odchylky odezvy a
smérnice kalibra¢ni ptimky.

Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) byly v této praci vypocteny pomoci
vzorct (1) a (2):

LOD =33-2 (1)
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LOQ = 10- % ),

kde SD je smérodatna odchylka odezvy (z angl. ,,standard deviation*) a a je smérnice

kalibra¢ni pfimky. [98]
3.7.2 Linearita

Linearita byla stanovena pro koncentra¢ni rozsah analyti 50-1000 mg/l a jednotlivé
standardy byly analyzovany tfikrat za stejnych chromatografickych podminek. Byly
sestrojeny kalibracni piimky zavislosti plochy piku na koncentraci a pomoci nich byly

ziskany hodnoty korela¢nich koeficientii R? pro jednotlivé analyty.

3.8 Technika QuUEChERS

V této praci byla k extrakci zkoumanych tékavych analytti pouzita technika QUEChERS,
avsak s ur¢itymi modifikacemi, které spocivaly v odlisSném pouziti soli (tzv. acetatova
pufrovand metoda). [99] PouZiti bezvodého siranu hotecnatého snizuje objem vodné faze
hydrataci soli, podporuje oddé€leni rozpoustédla a zlepSuje vytéznost polarnich analyti.
[100,101] Pridavek octanu sodného posiluje vysolovaci efekt, umoziuje pufrovani
acetonitrilu a lepsi extrakci polarnich analytt citlivych na pH. [102]

Jako extrakéni rozpoustédlo byl zvolen acetonitril, v némz je rozpustnost lipidil z olejové
matrice omezena, proto je koextrakce lipidll timto rozpoustédlem relativné nizkd. Kromé
toho je pouziti acetonitrilu vyhodné diky jeho kompatibilit¢ s mobilnimi fazemi

pouzivanymi pii HPLC separaci jednotlivych analytt. [103]

3.8.1 Vytéznost extrakce

VytéZnost extrakce stanovovanych analytl pro tfi spikované koncentrace, 125, 250 a 500

ng/g, s péti replikaty pro kazdy analyt byla vypoctena podle rovnice (3) [104]:

% vitsinost = (LS} qo00;  (3)

Cspikovana

Pro vyjadreni koncentrace analytli v redlném vzorku po extrakci byly zjisténé koncentrace

vztazeny na navazku vzorku (5g).

3.8.2 Matricni efekt
Stanoveni vlivu matrice bylo zaloZeno na procentualnim rozdilu signdlu analytu v matrici
ve srovnani se signalem v rozpoustédle. Matri¢ni efekt byl urcen pro tfi vysychavé oleje
(Inény, makovy, ofechovy) a tfi spikované koncentrace (125, 250 a 500 pg/g) s péti
30



replikaty pro kazdy analyt. Matri¢ni efekt (ME) byl vypocten pomoci rovnice (4), kde S
oznacuje plochu piku [105]:

% ME — (Sspikovaného extraktu _Sstandardu) . 100 % (4)

Sstandardu
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace vinové délky DAD detektoru

Absorpéni spektra pro jednotlivé standardy byla stanovena pomoci UV/VIS
spektrofotometru v rozsahu vinovych délek 200-800 nm s krokem 0,5 nm proti ¢istému
acetonitrilu jako referen¢nimu rozpoustédlu. Zjisténa absorpéni maxima (obrazek 9) pro
jednotlivé analyty byla nasledné nastavena na DAD detektoru. Zaznamy jednotlivych
chromatogrami byly pofizovany pfi takto zjisténych absorpénich maximech jednotlivych
analytt.

Vlnova délka pro DAD detekci methanolu byla nastavena na hodnotu 262 nm, ktera
odpovida absorpcnimu maximu FMOC-CI, respektive 265 nm pro derivat FMOC-Met
(obrazek 9A). Pro DAD detekcei formaldehydu byly vinové délky nastaveny na absorp¢ni
maximum 263 nm pro HBA a 301 nm pro derivat HBA-For (obrazek 9B).
Nederivatizované organické kyseliny se obvykle detekuji ultrafialovym detektorem (UV)
pti vinovych délkéach v rozmezi 210 - 220 nm, kde maji karboxylové skupiny absorpéni
pas. [106] Na zakladé UV/VIS spektra byla pracovni vinova délka HPLC pro detekci
DAD nastavena na 215 nm, coz je pozorované maximum absorbance pro kyselinu

mravenci (obrazek 9C).
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Obrazek 9: UV/VIS spektra studovanych sloucenin: (A) derivatiza¢ni ¢inidlo FMOC-CI (¢erna
¢ara), produkt jeho hydrolyzy FMOC-OH (Cervena cara) a derivat methanolu (FMOC-Met, modra
¢ara); (B) HBA derivatizacni Cinidlo (Cerna cara) a derivat formaldehydu (HBA-For, Cervena
¢ara); (C) kyselina mravenci.

4.2 Optimalizace derivatiza¢nich metod

Na zacatku experimentli bylo ddle nutné najit optimalni podminky pro derivatizaci
analyti (methanolu a formaldehydu), jako je rychlost derivatiza¢ni reakce a koncentrace

derivatiza¢nich ¢inidel.

4.2.1 Optimalizace derivatizacni metody pro methanol

Obrazek 10 ukazuje casovy prubéh derivatizatni reakce standardu methanolu o
koncentraci 500 mg/l za pouziti riznych koncentraci derivatiza¢niho ¢inidla FMOC-CI
(250 - 2500 mg/l) za vzniku methanolového derivaitu FMOC-Met v prostiedi 42 mM
fosfatového pufru o pH= 12,5. Stanoveni probihalo za béZné laboratorni teploty (~ 25
°C). Vysledky prezentované na obrazku 10 ukazuji, Ze optimalni koncentrace
derivatizacniho c¢inidla (pro koncentraci vzorku methanolu 500 mg/l) je 2000 mg/l

(Cervend kiivka). Pfi této koncentraci probihala derivatizacni reakce s nejvysSim
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vytézkem derivatu a zaroven v roztoku zbylo dostate¢né mnozstvi derivatizac¢niho ¢inidla

FMOC-CI. Jako optiméalni doba derivatizace byla vybrana hodnota 60 minut.

A | —#—FMQOC-CI 250 mg/l
60 FMOC-CI 400 mg/l
—#—FMQC-Cl 500 mg/l
FMQC-CI 750 mg/l
Sl —n FMOC-CI 1000 mg/l
—#—FMOC-CI 1500 mg/l
—#—FMOC-CI 2000 mg/l
—e—FMOC-CI 2500 mg/l

B

3004

40 200 |

—A—FMOC-Cl 250 mg/l
FMOC-CI 400 mg/l
—&—FMOC-Cl 500 mg/l
FMOC-CI 750 mg/l
FMOG-CI 1000 mgfl
—A—FMOC-CI 1500 mg/l 0+
04 —&—FMOC-Cl 2000 mg/l

0 20 40 60 80 100 120 L —*—FMOCCI2500mgh
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Sp62 nm (FMOC-CI) [mAU-min]

20

[T N L

Sog5 nm (FMOC-Met) [mAU-min]

(2]
o
I
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Obrazek 10: Optimalizace doby derivatizace methanolu o koncentraci 500 mg/l za pouziti
rozdilné koncentrace derivatiza¢niho ¢inidla FMOC-CI. Ktivky znazoriiuji Casovou zavislost, kde
v case dochazi k nartistu plochy piku derivatu FMOC-Met (A) a k poklesu plochy piku
derivatiza¢niho ¢inidla FMOC-CI (B). Graf C znaroziuje zavislost plochy piku derivatu FMOC-
Met na koncentraci derivatiza¢niho &inidla FMOC-CI. Cervena pierusovana &ara znazoriiuje
vybranou dobu derivatizace (graf A a B) a optimalni koncentraci derivatiza¢niho ¢inidla (graf C).

4.2.2 Optimalizace derivatizacni metody formaldehydu

De Lima a spol. ve své studii uvadi, Ze optimalni doba pro prob&hnuti derivatiza¢ni reakce
je 60 minut. [89] Vzhledem ktomu, Ze byly pouzity jiné koncentrace HBA a
formaldehydu nez v uvadéné studii, bylo nutné ovéfit kinetiku derivatizace za nize
uvedenych podminek. V rdmci optimalizace byla urena idedlni doba derivatizace a
koncentrace derivatizacniho ¢inidla. Vysledky uvedené na obrdzku 11 ukazuji, ze
optimalni koncentrace derivatizacniho ¢inidla HBA odpovidala koncentraci 1500 mg/I
(zelend kiivka) pro koncentraci formaldehydu 500 mg/l, jelikoz tato koncentrace poskytla
nejvyssi plochu piku, a zaroven v roztoku zbylo dostatecné mnozstvi HBA (viz obrazek

11B). Optimalni doba derivatizace je 60 minut, tedy stejné jako v pfedchozi studii. [89]
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Obrazek 11: Optimalizace doby derivatizace formaldehydu o koncentraci vzorku 500 mg/l za
pouziti rizné koncentrace derivatiza¢niho ¢inidla HBA. Ktivky znazoriiuji casovou zavislost, kde
v ¢ase dochazi k nartstu plochy piku derivatu HBA-For a k poklesu plochy piku derivatiza¢niho
¢inidla. Graf C znaroznuje zavislost plochy piku derivatu HBA-For na koncentraci
derivatiza¢niho &inidla HBA. Cervena preruSovana ¢ara znazoriiuje vybranou dobu derivatizace
(graf A a B) a optimalni koncentraci derivatiza¢niho ¢inidla (graf C).

4.3 Optimalizace chromatografickych podminek

4.3.1 Optimalizace chromatografické analyzy methanolového derivatu

Pro stanoveni FMOC-CI a jeho methanolového derivatu (FMOC-Met) byly stanoveny a
optimalizovany nasledujici chromatografické podminky. Podminky pro gradientovou
eluci (5 mmol/l HCl/acetonitril) piejaté z [68] byly testovany a nasledné upraveny. Jako
mobilni faze byl zvolen gradient acetonitrilu s vodou. Acetonitril v mobilni fazi se béhem
6 minut linedrné zvySoval ze 45 % na 100 %, nésledné byl obsah acetonitrilu sniZzen na
45 % a tento obsah byl drZen 2 minuty.

Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,8 ml/min v celém gradientu, teplota kolony 30 °C
a objem nastiiku 5 pl. Chromatogram separace standardu FMOC-CI, jeho produktu
hydrolyzy (FMOC-OH) a derivatu methanolu (FMOC-Met) je uveden na obrazku 12.
Chromatogram ukazuje, ze pik ¢.1 sretenénim casem ~ 3,3 min odpovida

derivatiza¢nimu ¢inidlu FMOC-CI. Cinidlo doprovazi produkt jeho hydrolyzy FMOC-
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OH se dvéma piky, které odpovidaji retenénim ¢asiim ~ 4,31 min (pik ¢. 3) a ~ 4,46 min

(pik €. 4). Derivat methanolu poskytuje pik €. 2 pii ~ 4,2 min.

)
N
o
o
o
—

1000

500 A

Odezva detektoru [mAU] (265 nm

2 | 3 4 5
t, [min]
Obrazek 12: Chromatogram standardu methanolu o koncentraci 500 mg/l. Pik ¢.1 odpovida

derivatiza¢nimu ¢inidlu FMOC-CI, pik 2 odpovida derivatu derivatiza¢niho Cinidla s methanolem
(FMOC-Met) a piky 3 a 4 poskytuje derivat hydrolyzy FMOC-OH.

4.3.2  Optimalizace chromatografické analyzy formaldehydového derivaitu

Pro stanoveni HBA a jeho derivatu s formaldehydem (HBA-For) byly optimalizovany a
stanoveny nasledujici chromatografické podminky. Pro izokratickou eluci byla po celou
dobu analyzy pouzita mobilni faze acetonitril (ACN):voda (H20) v poméru 30 % ACN:
70 % H20. Pritok mobilni faze byl nastaven na 1 ml/min, teplota kolony 30 °C a objem
nasttiku 1 pl.

Chromatogram separace standardu HBA a formaldehydového derivatu (HBA-For) je
zndzornén na obrazku 13. Chromatogram ukazuje, Ze derivatiza¢nimu c¢inidlu HBA
odpovida pik s retencnim Casem ~ 1,3 min (pik ¢.1) a formaldehydovému derivatu (HBA-

For) odpovida pik s retenénim ¢asem ~ 2,4 min (pik ¢.2).
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Obrazek 13: Chromatogram standardu formaldehydu o koncentraci 500 mg/1. Pik ¢.1 poskytuje
derivatiza¢ni ¢inidlo HBA, pik ¢€.2 derivat derivatizacniho ¢inidla s formaldehydem HBA-For.

4.3.3 Optimalizace chromatografické analyzy kyseliny mravenci
Pro stanoveni kyseliny mravenci byly pfejaty a optimalizovany nasledujici
chromatografické podminky. [89] Jako mobilni faze byl zvolen acetonitril okyseleny
kyselinou fosforecnou (0,1%) pro izokratickou eluci po celou dobu analyzy. Pritok
mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min, teplota kolony 30 °C a objem nastiiku 20 pl.
Chromatogram na obrazku 14 ukazuje pik kyseliny mravenci s odpovidajicim retencnim

¢asem ~ 2,7 min.
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Obrazek 14: Chromatogram standardu kyseliny mravenci o koncentraci 500 mg/1.

4.4 Kalibrac¢ni zavislosti

Pro methanol, formaldehyd a kyselinu mraven¢i byly zmétfeny kalibracni zavislosti
v rozsahu 50-1000 mg/l (viz obrdzek 15). Jako analyticky signal pro konstrukci
kalibracnich zavislosti byly pouzity plochy pikd. Po vyneseni plochy pikti jednotlivych

standardii do grafu v zavislosti na koncentraci, byla pouzita metoda linearni regrese.

200 - B methanol
@® formaldehyd

=
€
2 1 A kyselina mravengi
£

0 300 600 900
Cq [mg/l]

Obrazek 15: Kalibra¢ni zavislosti jednotlivych analytd v rozsahu koncentraci 50-1000 mg/1.
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Rovnice linearni regrese, koeficient determinace R%, mez detekce, mez kvantifikace a

retencni charakteristiky shrnuje tabulka €. 2.

Tabulka 2: Retenéni charakteristiky a linearni regrese, vetné& koeficientu determinace R?, LOD a
LOQ ziskané pro stanovované analyty a jejich derivaty

. : Rozsah | Rovnice linearni 5 LOD | LOQ
Analyt/derivat | # [min] | A [nm] [me/l] regrese R (me/l] | [me/l]

FMOC-Met | 4,07-4,27 | 265 |50-1000| y=0,13x+2,05 | 0,9983 23 71
HBA-For 2,35-2,61 | 301 |50-1000| y=0,20x+3,22 | 0,9963 11 32
K. mravenéi | 2,54-2,82| 215 |50-1000| y=0,04x+0,50 | 0,9992 2 5

4.5 Optimalizace techniky QuEChERS

Stanoveni methanolu, formaldehydu a kyseliny mravenci v olejovych matricich je
naro¢nym analytickym tkolem kvuli vysokému obsahu triglyceridii ve vzorcich a mozné
pritomnosti lipofilnich analytti. Obecné jsou hlavnimi kroky postupu stanoveni extrakce
organickymi rozpoustédly a dale ¢isténi, kdy se odstrani koextrahované slozky matrice.

[39,107-110]

V ramci optimalizace byl zkouman vliv riiznych parametrti na vytéznost extrakce, jako je
doba extrakce, rtizné typy a navazky sorbentli pro piecisténi disperzni extrakci na tuhé

fazi (d-SPE) na vytéZznost extrakce.

4.5.1 Optimalizace doby extrakce

V prvnich experimentech byl studovan vliv doby extrakce do acetonitrilu na vytézky
analytd ze spikovaného vzorku olivového oleje. Olivovy olej je fazen mezi nevysychavé
oleje. Obsahuje ptevazné jednoduché nenasycené mastné kyseliny, pfedevSim kyselinu
olejovou, casto vazanou v molekule trioleinu (triglycerid kyseliny olejové), coz
zpusobuje nizsi oxidovatelnost a naslednou polymeraci ve srovnani s vysychavymi oleji.
[111,112] Volbou olivového oleje byla zaruc¢ena minimalni tvorba tékavych derivati
procesem autooxidace (vysychani), a tim nedoSlo k vyraznému zkresleni vytéznosti
extrakce. Zaroven vSak bylo pro ucely optimalizace metody zajisténo realistické slozeni
vzorku (tj. mnohoslozkovy charakter smési a slozitd matrice), které by se stézi
nasimulovalo pfi pouziti Cistych sloucenin. K ptecisténi vzorkl bylo pouzito 70 mg

komer¢niho sorbentu Z-Sep/C18.
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V téchto predbéznych experimentech byl spikovany vzorek olivového oleje o koncentraci
500 ng/g v triplikatech extrahovan po dobu 15; 30; 45; 60; 90 a 120 minut za pouziti
orbitalni trepacky. Vysledky uvedené na obrazku 16 ukazuji, Ze nejvyssi vytézky byly ve
vSech ptipadech ziskany po 60 minutach, proto byl v nasledujicich experimentech zvolen

tento extrakéni Cas.

100
X ORGANICKY OLIVOVY OLEJ - 70 mg Z-Sep/C18 15 min
) 7 30 min
L 45 min
© 80+ B 60 min
}E I 90 min
= _I_ H 120 min
2
S 60
O
=,
>
40 —
20
0

METHANOL FORMALDEHYD KYSELINA MRAVENCI

Obrazek 16: Vliv doby extrakce na vytéznost analytu. Spikovany vzorek organického olivového
oleje o koncentraci analytd 500 pg/g. Nejvyssich vytézkt bylo dosazeno po 60 minutach
extrahovani pro vSechny tfi analyty. Chybové tiseCky oznacuji RSD pro n = 3.

4.5.2 d-SPE precisténi vzorki na sorbentech

Na obrazcich 17, 18 a 19 jsou znazornény realné chromatogramy vzorkt olivového oleje
spikovaného jednotlivymi analyty. Je patrné, ze se do acetonitrilu koextrahuje velké
mnozstvi interferentll z olejové matrice a pokud neni vzorek preciStén, neni mozné
vyhodnoceni jednotlivych analyz diky fuzi jednotlivych pika. Pokud neni vzorek
precistény, olejovd matrice pravdépodobné brani derivatizaéni reakci, ¢i mlZou
pfednostné zreagovat necistoty s derivatizaénim ¢inidlem. K piecisténi acetonitrilové

faze proto byla vyuzita disperzni extrakce tuhou fazi (d—SPE).
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Obrazek 17: Chromatogramy (A = 262 nm) standardu A) FMOC-CI o koncentraci 2000 mg/l, B)
jeho methanolového derivatu (FMOC-Met) o koncentraci 500 mg/l spolu s chromatogramy
extraktd z olivového oleje (spikovand koncentrace analytii 500 pg/g) bez a po precisténi riznymi
d-SPE sorbenty (C, D ,E ,F). 1. pik poskytuje FMOC-CI; 2. pik derivat methanolu (FMOC-Met);
4. a 5. pik FMOC-OH; 3.,5. a 6. pik koextrahovana necistota.
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Stanoveni formaldehydu
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Obrazek 18: Chromatogramy (A =301 nm) A) standardu HBA o koncentraci 1500 mg/l, B) jeho
formaldehydového derivatu HBA-For o koncentraci 500 mg/l. Dale chromatogramy spikovanych
extraktl olivového oleje o koncentraci analytli 500 pg/g bez a po ptecisténi riznymi d-SPE
sorbenty (C, D, E, F). 1. pik odpovida derivatizacnimu ¢inidlu HBA; 2.- 4. a 6.a 7. pik poskytuji
neznamé necistoty; 5.pik derivat formaldehydu s derivatizacnim ¢inidlem (HBA-For).
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Obrazek 19: Chromatogramy (A = 215 nm) A) standardu kyseliny mraven¢i o koncentraci 500
mg/l a spikované extrakty z olivového oleje obohacené o koncentraci analytt 500 mg/l bez a po
precisténi riznymi d-SPE sorbenty (B, C, D, E): 1., 3.- 6. pik poskytuji koextrahované necistoty
a 2. pik kyselina mravenci.

Pro piecisténi acetonitrilové faze byl zvolen komer¢ni pfedvazeny QUEChERS sorbent
Z-Sep/C18 (70 mg), a dale dva nanostrukturni oxidy kovii ZrO a CeO, které se k tomuto
ucelu bézné nevyuzivaji. Strukturni charakterizace vSech sorbentli pomoci rentgenové
praskové difrakéni analyzy (XRPD) a transmisniho elektronového mikroskopu je
znazornéna na obrazku 20. V ramci optimalizace metody byl testovan vliv mnozstvi d-
SPE sorbentll na vytéZnost extrakce. S ohledem na mnozstvi komeréné dostupného
sorbentu byly v nésledujicich experimentech testovany tyto navazky d-SPE sorbentt: 10;

30; 50 a 70 mg.
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Obrazek 20: a) XRPD zaznamy testovanych sorbentll a TEM mikrofotografie b) CeO,, ¢) ZrO,,
d) Z-Sep/C18.

Z obrazku 21 je patrné, Ze nejlepsiho vytézku extrakce zkoumanych analytt z olivového
oleje (spikovand koncentrace analyti 500 pg/g) a odstranéni matricovych interferentli
bylo dosazeno pii pouziti 70 mg sorbentu na bazi oxidu ceri¢it¢ho pro methanol a
formaldehyd (oba vytéznost extrakce ~ 90 % ) a 70 mg oxidu zirkoni¢itého (ZrO2) pro
kyselinu mravenci (vytéznost extrakce ~ 120 %). Tento vysledek mtze byt dany tim, ze
bylo v olivovém oleji obsaZzeno malé mnozstvi kyseliny mravenci.

Na zéklad¢ téchto vysledkl lze piedpokladat, Ze oxid ceri€ity a oxid zirkoni¢ity v
nanostrukturni form¢ jsou G¢innymi sorbenty pro odstranéni vétSiny rusivych latek z
olejové matrice s vysokym obsahem tukti a pigmenti, proto byly dale vyuzity pro d-SPE

precisténi vzorkid vysychavych olejti.
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Obrazek 21: Grafy znazoriujici vytéznost extrakce spikovaného vzorku o koncentaci 500 ug/g za
pouziti rizného mnozstvi sorbentu pro organicky olivovy olej. Chybové tiseCky oznacuji RSD %
(n=23).

4.5.3 Optimalizovany postup metody QuEChERS

5 g vzorku oleje bylo navazeno do 50ml centrifugacni zkumavky, ke vzorku oleje bylo
pridano 25 ml extrakcniho rozpoustédla acetonitrilu. Takto pfipravena smés byla po dobu
60 minut tfepana na tfepacce. Poté byly do centrifugaéni zkumavky navézeny pomoci
predvazek 4 g bezvodého siranu hofe¢natého (MgSO4) a 1 g bezvodého octanu sodného
(CH3COONa). Soli napomahaji k lepsimu odd¢leni fazi a zaroven pohlti ¢ast olejnatych
slozek. Smés byla diikkladné promichana pomoci vortexu po dobu 1 min a nasledné
vlozena do odstfedivky a odstfedéna pii 5000 rpm po dobu 15 minut. Po tomto kroku se
odpipetovalo 1,5 ml supernatantu do vialek s pfedvaZenymi sorbenty pro preciSténi. Pro
methanol a formaldehyd bylo pouzito 70 mg sorbentu CeO> a pro piecisténi vzorku
kyseliny mravenci 70 mg ZrO,. Smé&s byla 1 min promichana pomoci vortexu a nasledné
vlozena do odstfedivky a odstfedéna pii 10 000 rpm po dobu 4,5 min. Po odstfedéni bylo
odebrano potfebné mnozstvi vzorku k HPLC analyze. Tento postup byl vyuzit pro
vSechny vzorky olejii. Schéma QuUEChERS extrakce a ptecisténi vzorkl je uvedeno na

obrazku 22.
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Obrazek 22: Schéma optimalizovaného postupu metody QUEChERS.

4.6 Validace metody HPLC-DAD

Tabulka 3 uvadi vytéznosti a relativni smérodatné odchylky stanovovanych analytl z
vysychavych olejii po ptecisténi na sorbentu CeO; (methanol a formaldehyd) a ZrO;
(kyselina mravenci) pro tfi spikované koncentrace (125, 250 a 500 ug/g).

Vysledky ukazuji, ze nejvyssi vytézky analytii byly ziskany z oleje z vlasskych ofechti v
rozmezi od 101% do 121%. Relativni smérodatnéd odchylka vyjadiena v procentech (%
RSD) byla pro vSechny studované analyty mensi nez 10 %. Ze vzorku makového oleje
byly ziskané vytézky v rozmezi od 93% do 118 %, s RSD mén¢ nez 6 %. Naproti tomu v
piipad€ Inéného oleje byly vytéznosti niz§i a pohybovaly se v rozmezi 82 az 92 %,

pfi¢emz RSD se pohybovalo v rozmezi 2—7 %.
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Tabulka 3: Valida¢ni udaje vyvinutého postupu QuUEChERS/HPLC-DAD véetné vytéznosti a
relativnich standardnich odchylek tfech spikovanych koncentraci analytt (125, 250 a 500 pg/g)
ziskanych ze vzorkd vysychavych oleji (Inény olej, makovy olej a ofechovy olej)

Lnény olej
500 pg/g 250 pg/g 125 pg/g
Analyt/Derivat Vytéznost RSD | Vyté€znost | RSD | Vytéznost | RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
FMOC-Met 89 4 86 6 82 6
HBA-For 87 7 89 5 85 5
Kyselina mravenci 88 3 91 2 92 4
Makovy olej
500 pg/g 250 pg/g 125 ng/g
Analyt/Derivat Vytéznost RSD | Vytéznost | RSD | Vytéznost | RSD
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
FMOC-Met 93 3 93 4 96 5
HBA-For 98 2 95 5 94 6
Kyselina mravenci 118 3 98 3 98 3
Ofechovy olej
500 pg/g 250 pg/g 125 ng/g
Analyt/Derivat Vytéznost RSD | Vytéznost | RSD | Vytéznost | RSD
(%) (%) (%0) (%) (%0) (%)
FMOC-Met 101 5 104 4 102 6
HBA-For 110 3 111 3 108 3
Kyselina mravenc¢i 121 4 106 5 110 5
4.6.1 Matricni efekt

Matriéni efekt, vypocitany podle vzorce v kapitole 3.8.2, znazoriiuje obrazek 23. Je
patrné, ze analyty ovliviluje bud’ pozitivni nebo negativni efekt matrice. Negativni
hodnoty znamenaji potlaceni signalu diky ptisobeni matrice, zatimco pozitivni vysledky
ukazuji na navySeni odezvy. Matri¢ni efekt (ME) je obvykle klasifikovan jako mirny (<
+20 %), stiedni (= 20 % < ME <+ 50 %) nebo silny (= 50 % < ME). [113] Pro ofechovy
olej byly pro vSechny tfi analyty ziskdny pozitivni hodnoty signalu, ktery se pohyboval
od +1 % do +21 %, ptiCemz pro kyselinu mravenci bylo zaznamenano nejvyssi zvySeni
odezvy ve srovnani s ostatnimi analyty. Matri¢ni efekt Inéného oleje se pohyboval od -
18 % do -8 % pro vSechny analyty, nejvice potlaten byl signal vzorku methanolu o
koncentraci 125 pg/g. Matriéni efekt makového oleje se pohyboval v rozmezi od -7 % do

+18 %. Nejvice potlaceny byl signal methanolu o spikovanych koncentracich 250 a 500
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ng/g. Nejvyssiho zesileni signalu bylo pozorovano u kyseliny mravenci pfi spikované

koncentraci 500 ug/g.

X [ ]Lnény olej 125 ug/g
I 20 - [ Lnény olej 250 ug/g
s I Lnény olej 500 ug/g
[ Makovy olej 125 ug/g
10 - I Makovy olej 250 ug/g
Il Makovy olej 500 ug/g
[ Orechovy olej 125 ug/g
0 I Ofechovy olej 250 ug/g
Il Ofechovy olej 500 ug/g
-10 4
-20 -

METHANOL FORMALDEHYD  KYSELINA MRAVENCI

Obrazek 23: Znazornéni matri¢niho efektu (ME, %) pro riizné spikované vzorky vysychavych
oleju (Inény, makovy a ofechovy olej) o koncentraci analytu v rozmezi 125-500 pg/g.

4.7 Realné vzorky vysychavych oleju

Vysledky ziskané ze vzorkli vysychavych oleji (tabulka 4) ukazuji na pfitomnost
degradacnich (oxidac¢nich) produktii v olejich (Inény, makovy a ofechovy olej), které byly
skladovany v uzavienych lahvich po dobu tii mésicii. Data ukazuji nulovou koncentraci
methanolu, ktery pravdépodobné vytékal ¢i zcela zoxidoval na formaldehyd a kyselinu
mravenci. Koncentrace formaldehydu se pohybovaly od 260,5 + 3,6 ug/g do 303,8 = 1,7
ng/g. Kyselina mravenci, konecny oxida¢ni produkt, byla detekovdna v koncentracnim
rozmezi od 72,4 + 5,8 ng/g do 386,3 + 3,2 ng/g. Nejvice degradacnich produktt
obsahoval Inény olej, ktery je diky nejvysSimu obsahu nenasycenych mastnych kyselin

nejvice nachylny k oxidaci.
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Tabulka 4: Koncentrace degrada¢nich produkti ve vysychavych olejich po 3 mésicich skladovani

Lnény olej

Analyt/Derivat Koncentrace (nug/g) + RSD (%), n=3
FMOC-Met 0
HBA-For 303,88+ 1,7
Kyselina mravenci 386,3+3,2
Makovy olej
Analyt/Derivat Koncentrace (pug/g) = RSD (%), n=3
FMOC-Met 0
HBA-For 299,6 £ 1,0
Kyselina mravenci 72,4+5.8
Oftechovy olej
Analyt/Derivat Koncentrace (pug/g) + RSD (%), n=3
FMOC-Met 0
HBA-For 260,5+ 3,6
Kyselina mravenci 119,5+0,5
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5. Zavér
V ramci diplomové prace byla navrzena jednoducha a spolehliva HPLC-DAD metoda
pro analyzu vybranych degradacnich produktii (methanolu, formaldehydu a kyseliny
mravenci) ve vzorcich vysychavych oleji (Inéného, makového a ofechového oleje).
Limit detekce této metody pro methanol byl stanoven na 23 mg/l, formaldehydu 11 mg/1
a pro kyselinu mravenci 2 mg/l. Limit kvantifikace methanolu byl 71 mg/I, formaldehydu

32 mg/l a 5 mg/l pro kyselinu mraven¢i.

Pouziti extrakce na bazi QUEChERS umoziiuje ziskat uspokojivé vysledky vytéznosti
analytl ze vzorki olejl. Pro odstranéni ruSivych organickych slozek olejové matrice byly
navrzeny nové typy sorbentil na bazi oxidu ceri¢itého (CeO2) a oxidu zirkonicitého
(ZrO2). Purifikace extrakt ukazala, ze stémito nanostrukturnimi oxidy kovi Ize
dosdhnout vyssich vytézkl extrakce ve srovnani s komeréné dostupnym sorbentem Z-
Sep/C18.

Navrhovany postup prosel validaéni studii pro tfi spikované koncentrace 125, 250 a 500
ng/g.

V redlnych vzorcich vysychavych oleji byl detekovan pouze formaldehyd a kyselina

mravenci.

Tato navrhovand metoda miZe slouZit k analyze reaktivnich sloZzek ve vysychavych
olejich. To mize napomoci k pochopeni mechanismu vzniku kovovych karboxylatt
v barevnych vrstvach umeleckych dél. Stanoveni reaktivnich slozek je také dulezité pro
volbu vhodného oleje, ¢imZ lze pfedchazet vzniku degradacnich produktd na bazi
krystalickych mravencanii na riznych uméleckych objektech, pro jejichz konzervaci ¢i
restaurovani se vyuzivaji produkty obsahujici pravé vysychavé oleje. Na tuto praci bude
navazovat studie casové zavislosti vzniku degradacnich produkti pii rtiznych
podminkach skladovani, na zakladé které bude navrZen postup pro restaurovani a

konzervovani malifskych dél.
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