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Abstrakt 

Tvorba karboxylátů kovů představuje závažný problém pro historické i současné malby, 

a proto je pochopení mechanismu jejich vzniku klíčovým bodem pro vývoj vhodných 

strategií konzervace a zachování celosvětového kulturního dědictví. Stanovení 

reaktivních složek ve vysychavých olejích je důležitým krokem k pochopení reakčního 

mechanismu. Tato práce je zaměřena na vývoj jednoduché a rychlé metodiky pro HPLC-

DAD stanovení nízkomolekulárních degradačních produktů tradičních vysychavých 

olejů, konkrétně methanolu, formaldehydu a kyseliny mravenčí. V rámci této práce byly 

optimalizovány podmínky QuEChERS extrakce methanolu, formaldehydu a kyseliny 

mravenčí z různých vzorků olejů (olivový, ořechový, makový a lněný olej) s následným 

přečištěním vzorků od olejové matrice za použití komerčního d-SPE sorbentu (Z-

Sep/C18) a dvou nanostrukturních sorbentů CeO2 a ZrO2. 

Klíčová slova: formaldehyd, HPLC-DAD, kyselina mravenčí, methanol, QuEChERS, 

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, CeO2 and 

ZrO2. 

Key words: drying oils, formaldehyde, formic acid, HPLC-DAD, methanol, 

QuEChERS 
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Seznam použitých zkratek a symbolů 

a  směrnice kalibrační křivky 

A  absorbance 

ACN  acetonitril 

AMPA  aminomethylfosfonová kyselina 

cg  hmotnostní koncentrace  

CE   kapilární elektroforéza   

DMAP  4-dimethylaminopyridin 

DNPH  2,4-dinitrofenylhydrazin 

DNSH  dansylhydrazin  

d-SPE  disperzní extrakce tuhou fází 

EDC  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid  

FMOC-Cl fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid  

FMOC-Met derivát FMOC-Cl s methanolem 

FMOC-OH 9-fluorenylmethanol 

FTIR  infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací 

GCB   grafitizované saze 

GC-FID plynová chromatografie s plamenově ionizační detekcí 

GC-MS  plynová chromatografie s hmotnostní detekcí 

HBA  4-hydrazinobenzoová kyselina  

HBA-For derivát HBA s formaldehydem 

HPLC-DAD vysokoúčinná kapalinová chromatografie s detektorem diodového pole 

LLE  extrakce kapalina-kapalina 

LOD  mez detekce 

LOQ  mez kvantifikace 

Me  kov 

ME  matriční efekt 

n  počet měření 

NAOB       4-[N-methyl, N-(1-naftylmethyl)]-amino-4-oxobutanové kyseliny 

PFBHA O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylamin hydrochlorid 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Infra%C4%8Derven%C3%A1_spektroskopie_s_Fourierovou_transformac%C3%AD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Infra%C4%8Derven%C3%A1_spektroskopie_s_Fourierovou_transformac%C3%AD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Infra%C4%8Derven%C3%A1_spektroskopie_s_Fourierovou_transformac%C3%AD
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PSA  primární sekundární amin ((ethylendiamin)-N-propyl)  

QuEChERS Quick, Easy, Cheap, Efective, Rugged, Safe  

RP-HPLC chromatografie na reverzní fázi  

RSD  relativní směrodatná odchylka 

S  plocha píku 

SD  směrodatná odchylka 

SPME  mikroextrakce na pevné fázi 

ssNMR NMR spektroskopie pevného stavu 

TEM  transmisní elektronový mikroskop  

tr  retenční čas   

UV/VIS ultrafialová/viditelná oblast 

VOC  těkavé organické látky 

XRPD  rentgenová prášková difrakce 

  difrakční úhel  

λ  vlnová délka 
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1. Úvod 

Přibližně od 15. století dodnes jsou vysychavé oleje, a zejména olej lněný, široce 

využívány jako pojivo pro malby, a to díky jejich schopnosti vytvořit souvislý film s 

dobrými optickými a mechanickými vlastnosti po rozprostření do tenké vrstvy. [1,2] 

V případě olejomalby jsou jednotlivé barevné vrstvy obrazu, tvořené anorganickými či 

organickými pigmenty a barvivy ve směsi s vysychavými oleji, postupně naneseny na 

podložky z různých materiálů (plátno, dřevo, omítka). Malířské dílo má tedy velmi 

složitou vnitřní strukturu, jednotlivé vrstvy představují složité heterogenní chemické 

směsi organických a anorganických složek. [3] Všechny tyto složky přítomné v 

barevných vrstvách, které jsou po několik desítek, stovek, respektive i tisíce let vystaveny 

proměnlivým podmínkám, se vzájemně chemicky ovlivňují. Zatímco četné chemické 

procesy v podstatě propůjčují uměleckým dílům žádoucí vlastnosti, jiné snižují jejich 

estetickou hodnotu nebo dokonce způsobují jejich vážné poškození. Tyto nežádoucí jevy, 

často nedostatečně pochopené, jsou ovlivněny jak vnitřními, tak vnějšími faktory (např. 

náchylností různých složek k interakci, vzdušnou vlhkostí, teplotou). [4] 

Jedním z degradačních procesů je tvorba karboxylátů kovů, konkrétně mravenčanů. Na 

předmětech kulturního dědictví byly identifikovány různé mravenčany kovů, které se 

obvykle projevují zprůhledněním vrstev nebo výkvěty, které nežádoucím způsobem 

ovlivňují vzhled a stabilitu uměleckých děl. [5] Dihydrát mravenčanu zinečnatého 

(Zn(HCOO)2·2H2O) byl identifikován spolu se Zn(CH3COO)2·2H2O a ZnS jako 

degradační produkt zinkové běloby (ZnO) na povrchu obrazu Salvátora Dalího „Pár 

s hlavami plnými oblaků“ (v orig. Couple aux Têtes Pleines de Nuages) (1936). [6] Bez 

ohledu na zdroj kovového kationtu je za příčinu tvorby karboxylátů považována kyselina 

mravenčí uvolněná z dřevěných rámů, úložných boxů či vitrín. V předchozí studii [4] 

však byla prokázána i rychlá tvorba mravenčanu olovnatého během počáteční fáze 

vysychání modelových vzorků olejových barev. K tvorbě nežádoucích mravenčanů kovů 

došlo i na modelových vzorcích pigmentů, které byly vystaveny parám uvolňovaných 

z vysychavých olejů. Kvalitativní GC-MS analýza kyseliny mravenčí a formaldehydu ve 

výparech vysychavých olejů prokázala, že vysychavé oleje jsou samy o sobě významným 

zdrojem těchto nízkomolekulárních těkavých organických sloučenin (VOC), které se 

mohou snadno podílet na znehodnocování vzácných uměleckých artefaktů. [4] 
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Vzhledem k tomu, že se vysychavé oleje (lněný olej, ořechový olej, makový olej atd.) 

běžně využívají při restaurátorských a konzervačních ošetřeních různých uměleckých děl 

(pojiva barev, impregnace, laky, či jako složky tmelů), stanovení kyseliny mravenčí popř. 

formaldehydu a methanolu v těchto olejích je velmi žádoucí pro vyhodnocení 

potenciálního rizika použití vysychavých olejů pro některé citlivé materiály.  

Zprávy o přítomnosti kyseliny mravenčí v olejích jsou však spíše sporadické, což může 

odrážet skutečnost, že analýzy jedlých olejů se primárně zaměřují na detekci potenciálně 

toxických oxidačních produktů nebo sloučenin ovlivňujících aroma či chuť. [7] E. N. 

Frankel ve své studii zmiňuje tvorbu kyseliny mravenčí jako vedlejšího produktu oxidace 

nenasycených aldehydů, které vznikají rozkladem primárních nenasycených esterových 

hydroperoxidů autooxidací jedlých olejů. [8] 

Hlavními složkami vysychavých olejů jsou glyceroltriestery (triglyceridy) mastných 

kyselin, pigmenty, malá množství sterolů, uhlovodíků, vosků, jiných esterů a fosfolipidů. 

[9,10] Tak značná složitost matric velmi stěžuje stanovení polárních těkavých produktů 

(methanolu, formaldehydu a kyseliny mravenčí) ve vysychavých olejích. Předúprava 

olejových vzorků před stanovením těkavých degradačních produktů chromatografií by 

měla umožnit odstranění interferentů z olejové matrice. Za tímto účelem byly navrženy 

různé přístupy pro krok čištění v různých olejích, jako je mikroextrakce na pevné fázi 

(SPME) [11], gelová permeační chromatografie (GPC) [12] a extrakce kapalina-kapalina 

(LLE). [13] Během posledního desetiletí se pro úpravu vzorků získaných z různých 

enviromentálních matric hojně využívá technika QuEChERS (viz kapitola 2.4). Pro krok 

disperzní extrakce pevnou fází (d-SPE) postupu QuEChERS bylo publikováno hodnocení 

různých kombinací sorbentů, jako je PSA, C18, GCB nebo nově Z-Sep/C18. [14,15] Tyto 

materiály byly navrženy pro přečištění extraktů z olejnatých rostlin a plodin, jako je 

avokádo a mandle, před analýzou reziduí pesticidů. 

Pro analýzu olejových pojiv se tradičně využívá plynová chromatografie s hmotnostní 

detekcí (GC-MS). Hlavním omezením této metody je však nutnost obohatit těkavé 

sloučeniny ve vzorku oleje, proto není možné pozorovat změny časně se tvořících 

těkavých produktů. [16] Stále tak chybí postup pro analýzou polárních sekundárních 

VOC (methanolu, formaldehydu a kyseliny mravenčí) ve vysychavých olejích. 

Z tohoto důvodu byla zvolena metoda HPLC-DAD pro kvantitativní analýzu těchto 

těkavých analytů získaných ze vzorků olejů. 
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2. Teoretická část 

2.1 Tradiční vysychavé oleje využívané v olejomalbě 

Již od středověku je známo, že oleje ze lněných semínek, máku a vlašských ořechů 

polymerují. Tyto oleje obsahují převážně estery nenasycených mastných kyseliny 

s jednou či více dvojnými vazbami (kyselina olejová, linolová, kyselina linolenová). [3] 

Obsah těchto kyselin určuje schopnost oleje polymerovat, neboli vysychat. [17] 

Vysychavé oleje vytváří filmy s vynikajícími mechanickými a optickými vlastnostmi, což 

je činí vhodnými pro použití jako pojiva v olejomalbě. [3] 

Olej je směsí triglyceridů, kde každá molekula sestává ze tří mastných kyselin spojených 

esterovými vazbami s glycerolem. Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s 

uhlovodíkovým řetězcem (C > 6), který je plně nasycený atomy vodíku nebo nenasycený 

s jednou až čtyřmi dvojnými vazbami podél řetězce. Dvojné vazby mohou být uspořádány 

tak, že tvoří buď konjugovaný nebo nekonjugovaný systém. [2,18] 

Nejběžnějšími mastnými kyselinami, které se vyskytují ve vysychavých olejích, jsou 

nasycené kyseliny s 12, 14, 16 nebo 18 atomy uhlíku (kyselina laurová, myristová, 

palmitová a stearová) a nenasycené kyseliny s 16 či 18 uhlíky, s 1, 2 nebo 3 dvojnými 

vazbami (kyselina olejová linolová a linolenová). [19] Právě dvojné vazby jsou reakčním 

centrem kyseliny, na kterém dochází k polymeraci. Čím vyšší obsah dvojných vazeb olej 

obsahuje, tím má lepší vytvrzující vlastnosti. [17,20] Zastoupení jednotlivých mastných 

kyselin (hm. %) v tradičních vysychavých olejích uvádí tabulka 1.  

Tabulka 1: Zastoupení mastných kyselin (hm. %) v tradičních vysychavých olejích [21–23] 

Olej Mastné kyseliny (hm. %) 

Palmitová 

(16:0) 

Stearová 

(18:0) 

Olejová 

(18:1) 

Linolová 

(18:2) 

Linolenová 

(18:3) 

Lněný 4­10 2­8 10­24 12­19 48­60 

Makový 9­11 1­2 11­18 69­77 3­5 

Ořechový 3­8 0,5­3 9­30 57­76 2­16 
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2.1.1 Lněný olej 

Lněný olej se získává lisováním zralých semen lnu setého (Linum usitatissimum). Při 

nanesení lněného oleje na podklad dojde k reakci linolenové kyseliny s kyslíkem. 

Vznikne tenký film tvořený linoxynem, což je glycerid kyseliny linolové. [19] 

Historicky se jedná o nejvýznamnější vysychavý olej a jeho šíře využitelnosti přetrvala 

až do současnosti. Olej je využíván především kvůli své výborné impregnační a 

napouštěcí schopnosti. Konkrétně se využívá pro výrobu barev, laků, fermeže, šepsů, 

linolea a tiskových barev. [17] Lněný olej zvýrazňuje kresbu dřeva, časem žloutne, a dává 

tak dřevu jantarový nádech. Jakost lněného oleje se časem zlepšuje a nečistoty se usazují 

u dna. [23]  

Lněný olej má své uplatnění i v potravinářském průmyslu díky vysokému obsahu omega-

3 mastných kyselin, přičemž pro konzumaci je vhodný pouze lněný olej získaný 

lisováním za studena. [17] 

2.1.2 Makový olej 

Makový olej se lisuje ze semen bílého máku (Papaver somniferum). Čistí a zahušťuje se 

podobně jako lněný, tedy dlouhým stáním. Olej má světlé zabarvení a stářím žloutne jen 

málo, proto je vhodnější pro tvorbu olejových bělob. Makový olej je polovysychavý, 

proto schne poměrně pomalu, déle než olej ořechový a lněný. Barevná vrstva je měkčí, 

méně odolná vůči rozpouštědlům a náchylnější k praskání. [23] 

2.1.3 Ořechový olej 

Ořechový olej se získává z plodů ořešáků (Juglans nigra). [17] Nejvíce se uplatňuje jako 

pojivo bílých barev, neboť nežloutne jako olej lněný. Nevýhodou je, že se musí rychle 

spotřebovat, protože se brzy kazí (žlukne). [23] Po uschnutí dává bezbarvý film, tvrdší a 

pevnější než film makového oleje. Tento film kromě toho nemá sklon k pozdějšímu 

změknutí. Další jeho význačnou vlastností je jeho nízká viskozita. Olej je velmi řídký, a 

proto při tření barev přijímá více pigmentů než ostatní oleje. Olejové barvy obsahující 

ořechový olej silněji kryjí. [24] 

2.2 Mechanismus schnutí vysychavých olejů 

Podstatou vysychání olejů je oxidační polymerace. Tento proces začíná tím, že se 

molekula vzdušného kyslíku naváže na vazbu uhlík-vodík (C-H) sousedící s jednou z 

dvojných vazeb v nenasycené mastné kyselině. [21,25] Tento počáteční autooxidační 
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proces, k němuž dochází během dvou až tří dnů (u filmu vystaveného běžným 

podmínkám prostředí a za nepřítomnosti katalyzátorů), vede k tvorbě hydroperoxidových 

radikálů (HO2∙), které vznikají vložením molekuly kyslíku do vazeb C-H sousedících s 

dvojnými vazbami uvnitř nenasycených mastných kyselin (viz obrázek 1a-c). [3] Lněný 

olej při působení vzduchu absorbuje velké množství kyslíku, až 20-30 % své hmotnosti. 

Rychlost absorpce kyslíku, který se podílí na oxidačních reakcích, se s časem zvyšuje. 

[3] To vede ke zvýšení viskozity filmu a ke změně indexu lomu a dalších fyzikálně-

chemických vlastností. Peroxidové skupiny, které jsou velmi nestabilní, dávají vzniknout 

řetězové reakci, která spustí druhou reakci procesu vysychání, polymeraci a vytvoření 

husté zesíťované molekulární sítě (viz obrázek 1d-g). [3] 

Prostřednictvím složitých chemických mechanismů vedou nově vzniklé radikály 

k vytvoření nových vazeb mezi různými molekulami triglyceridů až k postupnému 

vzniku zesíťované molekulární struktury, která obsahuje některé neoxidované, stále 

tekuté, a tudíž pohyblivé triglyceridové složky. Tvorba těchto makromolekul je to, co olej 

,,vysušuje‘‘. Úplné vyschnutí olejového filmu trvá měsíce. [3] 

 

Obrázek 1: Schéma autooxidačních reakcí při vysychání oleje: Iniciační reakce spočívající ve 

ztrátě atomu vodíku a vložení molekuly kyslíku vede ke vzniku hydroperoxidových radikálů (a, 

b, c). V pozdější fázi reagují radikály a hydroperoxidy s dvojnými vazbami přítomnými v oleji, 

což vede k tvorbě dalších radikálů (d, e, f, g). Nově vzniklé radikály vyvolají řetězovou reakci, 

která vede ke vzniku zesíťovaného polymeru.  

 

Deriváty mastných kyselin obsahující dien, např. kyseliny linolové, jsou k této reakci 

zvláště náchylné, protože vytvářejí pentadienylové radikály. Mononenasycené mastné 

kyseliny, například kyselina olejová, podléhají vysychání pomaleji, protože 

meziprodukty allylových radikálů jsou méně stabilní (tj. tvoří se pomaleji). [26] 



 
 
 

14 

 

Rychlost oxidačních i polymeračních reakcí lze během vysychání zvýšit, což vede ke 

vzniku rovnoměrnější olejové vrstvy. Zahřívání lněného oleje při teplotách nad 100 °C 

nebo přidávání sušidel pro urychlení procesu schnutí se používá již od starověku. 

Tradičně se jako sušidlo do lněného oleje přidával oxid olovnatý, nebo se olej zahříval v 

olověných nádobách. Dnes se sušidla obvykle vyrábějí z linoleátů přechodných kovů 

nebo jiných syntetických katalyzátorů. [3] Zahřívání oleje bez přístupu kyslíku 

(předpolymerovaný lněný olej) proces vysychání naopak zpomaluje. Tento olej tvoří 

filmy, které jsou trvanlivější, odolnější a méně náchylné ke žloutnutí. [3] 

Nicméně stejně jako u všech organických látek podléhají filmy lněného oleje degradaci, 

která mění jeho původní vlastnosti. Faktory, jako je teplota, světlo a reaktivní látky v 

atmosféře, ovlivňují stabilitu olejové barvy, která se postupně stává citlivější na vlhkost. 

Po proběhnutí autooxidačních procesů, může hydrolýza a oxidační reakce vést k 

částečnému rozkladu struktury zesíťovaného polymeru za vzniku menších molekul, což 

vede ke vzniku sekundárních hydroxylovaných produktů (aldehydy, ketony a alkoholy) 

či terciárních karboxylových produktů ve formě volných nasycených mastných kyselin, 

které se spontánní hydrolýzou uvolní z esterových vazeb triacylglycerolů. [21,25]  

2.3 Tvorba kovových karboxylátů 

Tvorba kovových karboxylátů v barevných vrstvách uměleckých děl je velmi složitý 

chemický proces, který vzniká reakcí mastné složky pojiva s kationty některých kovů 

pocházejících z používaných pigmentů. [3,27,28] Přestože tzv. zmýdelnění postihuje 

hlavně olejomalby, může se vyskytovat také u vaječných temper.  [29] Původně je 

olejový film tvořen nepolárním a hydrofobním materiálem, ale během procesů stárnutí 

způsobených kontaktem s pigmenty a atmosférou se jeho chemická a fyzikální povaha 

pomalu mění. 

Hydrolýza a oxidační reakce vedou k částečnému rozkladu zesíťované struktury 

polymeru za vzniku menších karboxylátů a hydroxylovaných sloučenin. V přítomnosti 

zásaditých či disociovatelných pigmentů mohou karboxyláty tvořit organokovové 

sloučeniny salinizačními reakcemi. Tyto degradační produkty jsou vysoce hydrofilní, 

díky čemuž je vysychající olej reaktivnější vůči vlhkosti, která může pronikáním do filmu 

urychlit oxidační a hydrolýzní reakce. [3] 
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Nejběžnějšími kovovými ionty, které se mohou objevovat v barevných vrstvách, tak i 

v podkladové barvě, a které se podílejí na saponifikaci, jsou zinek a olovo. Tyto ionty 

pochází ze zinkové běloby (ZnO) [30], olovnaté běloby (2Pb(CO3)2·Pb(OH)2 a/nebo 

PbCO3) [31], olovnato-cíničité žluti (Pb2SnO4) [32], minia (Pb3O4), oxidu olovnatého 

(PbO) [33] nebo chromové žluti (PbCrO4) [34]. V obrazech byla také nalezena mýdla 

měděná, vápenatá, draselná a hliníková. [35] 

Mastné kyseliny v kovových mýdlech jsou téměř výhradně nasycené, konkrétně kyselina 

palmitová a stearová. Příležitostně mohou být tyto kyseliny doprovázené dikarboxylovou 

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

U olejomaleb se předpokládá, že raným stadiem tvorby kovových karboxylátů je vznik 

ionomeru, který vzniká během polymerace filmu olejové barvy, kde jsou karboxylátové 

skupiny vzniklé procesem autooxidace koordinovány kovovými kationty (Zn2+/Pb2+) 

uvolněnými z povrchu pigmentu a migrujícími v barevné vrstvě přeskakováním z jedné 

COO­ skupiny ke druhé. [38] Postupem času dojde k difuzi kovových iontů a dalších 

mastných kyselin ke kovovému mýdlu. Výsledná mýdla vzniklá touto reakcí mohou 

následně krystalizovat, agregovat a vystupovat k povrchu malby a způsobit tak jeho 

deformaci (viz obrázek 2). [39]  

 

Obrázek 2: Schéma mechanismu tvorby kovových karboxylátů v barevné vrstvě v čase; upraveno 

podle [40]. 

 

Mezi projevy konečného stadia saponifikace, které negativně ovlivňuje vzhled a 

stabilitu díla, patří například vznik tzv. protruzí, majících za následek odpadávání 

barevné vrstvy (obrázek 3C) [39], zprůhlednění zmýdelnatělé barevné vrstvy a tím 
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zviditelnění podkladové vrstvy (viz obrázek 3A) [27,28], či tvorba výkvětů na povrchu 

malby (viz obrázek 3B). 

 

Obrázek 3: Příklady důsledků tvorby kovových mýdel v obrazech – zprůhlednění napadené vrstvy 

zvýrazňující podkladovou vrstvu (A), výkvěty (B) a protruze (C). Převzato z [35,41–43]. 

 

Proces tvorby mýdla závisí na mnoha vnitřních a vnějších faktorech, konkrétně na 

typu reagujících pigmentů, složení pojiva, charakteru příměsí, koncentraci 

jednotlivých složek, relativní vlhkosti, teplotě, typu podkladu, předchozím čištění a 

konzervaci apod. [27,28] 

Jedním z neočekávaných výsledků studia saponifikace byl právě i mravenčan olovnatý 

Pb(HCOO)2, který byl jednoznačně identifikován rentgenovou práškovou difrakcí 

(XRPD) a také potvrzen pomocí 13C a 207Pb nukleární magnetické rezonance pevného 

stavu (ssNMR). [4] V případě maleb je jediným dosud publikovaným případem, detekce 

dihydrátu mravenčanu zinečnatého (Zn(HCOO)2·2H2O), který byl spolu s 

Zn(CH3COO)2·2H2O a ZnS identifikován jako produkt degradace zinkové běloby (ZnO) 

na ploše již zmíněného Dalího obrazu „Pár s hlavami plnými oblaků“ (1936). V minulosti 

byly různé kovové mravenčany také pozorovány jako četné korozní produkty na 

kovových artefaktech z olova, mědi nebo jejich příslušných slitin ale také na skle nebo 

vápenatých předmětech. [44] 
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Monitorování vývoje karboxylátů kovů v barevných vrstvách by mohlo sloužit jako 

užitečný nástroj pro sledování aktuálního stavu maleb a k predikci potenciálních rizik 

vyplývajících z podmínek prostředí a/nebo konzervačního ošetření. [25] 

2.4 Technika QuEChERS 

V této práci byla pro extrakci a přečištění vzorků olejů použita technika QuEChERS, což 

je anglická zkratka šesti slov, které vystihují vlastnosti této techniky: Quick (rychlá), Easy 

(jednoduchá), Cheap (levná), Effective (efektivní), Rugged (robustní) a Safe (bezpečná). 

[45] Jedná se o moderní techniku, původně vyvinutou pro analýzu veterinárních léčiv 

v živočišných tkáních a následně upravenou pro analýzu reziduí pesticidů v ovoci, 

zelenině, cereáliích, potravinách a dalších zemědělských produktech. [46] Tato technika 

může být jednoduše optimalizována pro další různé matrice a analyty. Faktory, které lze 

měnit jsou: typ, pH nebo polarita rozpouštědel (acetonitril, ethylacetát, aceton), třepání či 

míchání, doba extrakce, typ a množství přidané soli (síran hořečnatý, chlorid sodný, octan 

sodný), množství a typy sorbentů. [45,47]  

Později byla navržena modifikace původní techniky tak, aby byla vhodná i pro analýzu 

matric s vysokým obsahem oleje (např. avokáda nebo oliv). [48]  

Technika QuEChERS se skládá ze dvou hlavních kroků. První krok procedury je extrakce 

(zhomogenizovaného) vzorku pomocí organického rozpouštědla a frakcionace olejové a 

rozpouštědlové fáze za pomocí solí. Druhý krok je extrakce a přečištění organické vrstvy 

za pomocí disperzní SPE techniky (d-SPE) za využití celé řady sorbentů. [49] 

Použití acetonitrilu jako extrakčního rozpouštědla je vhodné z několika důvodů. 

Rozpustnost lipidů v acetonitrilu je omezená, proto je koextrakce lipidů tímto 

rozpouštědlem relativně nízká. Kromě toho je acetonitril kompatibilní s mobilní fází 

používanou při HPLC separaci. [50] I přesto mohou být některé látky koextrahovány do 

acetonitrilové fáze a jejich přítomnost může způsobit problémy při následné analýze 

(například překrýváním jednotlivých signálů).  

Pro krok přečištění se často používá disperzní extrakce pevnou fází (d-SPE), kdy je 

sorbent přimíchán přímo do extraktu. [45] Například pro odstranění barviv, sterolů a 

jiných polárních a nepolárních sloučenin bylo dříve popsáno použití grafitického uhlíku 

(GCB). [45,51] Sacharidy, mastné a další organické kyseliny, lipidy a některé pigmenty 

lze odstranit přídavkem sorbentu na bázi primárních a sekundárních aminů (PSA), pro 
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odstranění lipidů a mastných kyselin s dlouhými řetězci se přidává sorbent C18. 

[15,45,51] Pro odstranění chlorofylu se osvědčil chlorofiltr. [45,52] 

Relativně nově se pro odstranění interferentů z olejových matric využívá směsný sorbent 

Z-sep/C18, což je komerčně dostupná směs dvou sorbentů. Jedním z nich je 

endkapovaný, polymerně vázaný oktadecyl na silikagelu (C18) a druhým oxid křemičitý 

potažený oxidem zirkoničitým (ZrO2). [53] V materiálu Z-Sep/C18 je zadržování lipidů 

založeno na dvou synergických interakcích: i) interakci mezi polárními skupinami lipidu 

a iontově výměnnou skupinou sorbentu a ii) interakci mezi hydrofobními řetězci lipidu a 

hydrofobními skupinami sorbentu (C18). Pro první typ interakce, se obecně předpokládá, 

že v těchto materiálech působí atom zirkonu jako Lewisova kyselina (akceptor elektronů), 

zatímco aniontová centra kyslíku (O2-) působí jako Lewisova báze. Povrchové 

hydroxylové skupiny mohou sloužit jako Brönstedova kyselina i báze, jelikož mohou 

odevzdávat nebo přijímat proton v závislosti na pH. Princip interakce koextraktů 

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

 

Obrázek 4:  Interakce sorbentu Z-Sep/C18 s mono/triacylglyceroly přítomnými v olejové matrici. 

Retence lipidů je založena na dvou synergických interakcích. Obrázek přejat z [53]. 

 

Dále byly pro porovnání účinnosti přečištění extraktů získaných ze vzorků oleje použity 

nanostrukturní oxidy kovů, oxid ceričitý (CeO2) a oxid zirkoničitý (ZrO2), které byly 
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připraveny v Pilotním centru Ústavu anorganické chemie AV ČR, v.v.i. Tyto 

nanokrystalické oxidy kovů představují významnou třídu anorganických 

nanočásticových systémů, široce využívaných v různých technologických oblastech, 

především v katalýze. [55] Vysoký specifický povrch spolu s povrchovými 

hydroxylovými skupinami (Me-OH) lze efektivně využít nejen v katalýze, ale také v 

analytické chemii pro předúpravu vzorků. [56] 

Interakce mezi nanočásticemi oxidů kovů a biomolekulami byly intenzivně studovány a 

jedná se o tzv. bio-nano rozhraní. [57] Lze předpokládat, že mechanismus přečištění 

vzorků probíhá tak, jak je znázorněno na obrázku 5. Po interakci mastných kyselin s 

povrchem oxidů kovů pravděpodobně dojde k vytvoření vrstvy kolem povrchu oxidů 

kovů, v níž se polární karboxylová skupina váže na povrch oxidu kovů a nepolární, 

hydrofobní část tak směřuje do rozpouštědla. Naproti tomu fosfolipidy obsažené v olejích 

mohou interagovat s oxidy kovů v závislosti na reakčních podmínkách, jako je teplota, 

hodnota pH, vliv rozpouštědla a typ oxidu. [58,59] Výsledkem je acidobazická 

kondenzační reakce s uvolněním molekuly vody jako vedlejšího produktu. [59] 

  

Obrázek 5: Předpokládané interakce mezi mastnými kyselinami a fosfolipidy s povrchem oxidů 

kovů. 
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2.5 Stanovení methanolu 

Methanol se nejčastěji analyzuje pomocí plynové chromatografie, nejčastěji ve spojení s 

plamenovým ionizačním detektorem (GC-FID). [60–62] Jeho retenční čas se však může 

překrývat s jinými těkavými sloučeninami (např. s acetaldehydem), což může vést 

k záměně analytů a nesprávné interpretaci výsledků. Alternativní analýzou methanolu je 

spojení plynové chromatografie s hmotnostní spektrometrií (GC-MS). [62–65] Pro 

GC/MS analýzu popsali Lee a spol. derivatizaci methanolu 3,4-dihydro-2H-pyranem za 

kyselé katalýzy koncentrované kyseliny chlorovodíkové. GC/MS má však omezení kvůli 

podobné molekulové hmotnosti methanolu a kyslíku a nízkému bodu varu methanolu. 

[65] Další nevýhodou plynové chromatografie je nákladná instrumentace, jako je 

například headspace dávkovač pro dávkování vzorku a nutnost drahých nosných plynů 

(He, N2, Ar). 

V předchozích studiích bylo popsáno několik způsobů, jak převést methanol na vhodný 

derivát pro následné stanovení pomocí HPLC. Kuo a spol. v roce 2002 popsali 

derivatizaci methanolu pomocí 4-[N-methyl, N-(1-naftylmethyl)]-amino-4-oxobutanové 

kyseliny (NAOB), 4-dimethylaminopyridinu (DMAP) a 1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl) karbodiimid hydrochloridu (EDC) před následným stanovením 

metodou HPLC s UV detekcí. [66] Chen a spol. (1997) popsali jednoduchou a citlivou 

metodu vysokoúčinné kapalinové chromatografie pro stanovení methanolu v lidské 

plazmě po derivatizaci s 3-bromomethyl-7-methoxy-1,4-benzoxazin-2-onem s použitím 

benzalkoniumchloridu jako katalyzátoru fázového přenosu. [67] Jako nejvýhodnější se 

pro stanovení methanolu pomocí RP-HPLC s DAD detekcí jeví činidlo 9-

fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid (FMOC-Cl). [68] Tohoto činidla využil Gu Huanga 

a spol. ve své dřívejší studii, kde popisuje jednoduché a selektivní stanovení alifatických 

alkoholů C1-C4 na RP-HPLC (kapalinová chromatografie s reverzními fázemi) 

s fluorescenční detekcí (viz kapitola 2.5.1). 

 

2.5.1 Derivatizace methanolu pomocí FMOC-Cl 

9-fluorenylmetyloxykarbonyl chlorid (FMOC-Cl) je činidlo, které se využívá jako 

chránící látka aminoskupin, při syntéze bicyklického analogu prolinu, k syntéze peptidů 

a oligonukleotidů a dále pro derivatizaci glyfosátu a jeho degradačního produktu kyseliny 
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aminomethylfosfonové (AMPA). Běžně se využívá jako předkolonové derivatizační 

činidlo pro HPLC analýzu aminokyselin. [69] 

Alkoholy jsou méně reaktivní vůči FMOC-Cl než jsou aminokyseliny, protože OH 

skupina má menší nukleofilní aktivitu než skupina NH2. Zásadité prostředí může usnadnit 

derivatizační reakci posílením nukleofilní reaktivity alkoholů. [68] 

Huang a spol. (1999) popsali předkolonovou derivatizaci pomocí FMOC-Cl pro RP-

HPLC stanovení nízkomolekulárních alifatických alkoholů (C1-C4) detekované 

fluorescenčním detektorem. Derivatizační reakce probíhala při laboratorní teplotě 

v prostředí acetonitrilu s vodou v poměru 1:1 (obj./obj.). Reakce (viz obrázek 6) vede ke 

vzniku značného množství HCl, proto je nutné zásadité prostředí udržovat pomocí pufru. 

V tomto případě byl použit 42 mmol/l fosfátový pufr, jehož pH bylo testováno v rozsahu 

11-13. Maximálního výtěžku reakce za vzniku derivátu FMOC-Met bylo dosaženo při 

pH 12,5. Při hodnotě pH nižší než 12,5 zůstalo nezreagováno značné množství 

derivatizačního činidla, jehož pík interferoval se sousedním píkem derivátu methanolu 

(FMOC-Met) a způsoboval vyšší šum základní linie. Nad pH 12,5 převládla hydrolýza 

derivatizačního činidla a snížila zdánlivý výnos reakce. FMOC-Cl je rozložitelný v 

bazických podmínkách (pH ≥ 12), kde se hydrolýzou a následnou dekarboxylační reakcí 

přemění na 9-fluorenylmethanol (FMOC-OH). Tato nežádoucí reakce (obrázek 6) může 

snížit kapacitu reakce, proto je nutné použít velký nadbytek derivatizačního činidla. [68] 

Tento aspekt byl v této práci zohledněn při optimalizaci metody pro derivatizaci 

methanolu (viz kapitola 4.2.1)  
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Obrázek 6: Reakční schéma derivatizační reakce methanolu s FMOC-Cl. Touto reakcí vzniká 

derivát činidla s methanolem FMOC-Met, produkt hydrolýzy derivatizačního činidla FMOC-OH 

a HCl. 

2.6 Stanovení formaldehydu 

Pro stanovení formaldehydu byla popsána celá řada metod. Pro chromatografické 

stanovení nízkomolekulárních karbonylových sloučenin (C1−C5) může být použit 

kryogenní záchyt a následné stanovení dvourozměrnou plynovou chromatografií s MS 

detekcí. Zachycené karbonylové sloučeniny a voda se rozdělí v koloně s vysoce polární 

náplní (5% 1,2,3-tris(2-kyanoethoxy)propan). Kolonou prošlé karbonylové sloučeniny 

jsou následně separovány a stanoveny na kapilární analytické koloně s nepolární náplní. 

[70–72] Aplikace chemické derivatizace v plynové chromatografii při detekci 

formaldehydu není tak častá jako u kapalinové chromatografie, přesto bylo popsáno 

několik metod. Jedna z nich využívá reakce O-alkylhydroxylaminů s karbonylovou 

sloučeninou za vzniku příslušného O-alkyloximu. [72] Další metoda chemické 

derivatizace pro plynovou chromatografii je založena na reakci formaldehydu s 2-

(benzylamino)ethanolem, při níž vzniká příslušný 3-benzyloxazolidin. Plynný 

formaldehyd je zachytáván na sorbentu Chromosorb 102 s navázaným činidlem a 

následně desorbován isooktanem. Odpovídající deriváty jsou separovány na 

chromatografické kapilární koloně. [72,73] Derivatizaci s 2,4-dinitrofenylhydrazinem 

(DNPH) lze v plynové chromatografii také použít, nedosáhla však velkého rozšíření. [74–

76] Hlavními důvody jsou nízká těkavost hydrazonů, malá citlivost běžně používaných 
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plamenových ionizačních detektorů a vznik dvojitých píků konformačních isomerů 

některých derivátů, které mohou ztížit identifikaci a kvantifikaci v komplexních vzorcích.  

Častější uplatnění než u plynové chromatografie nachází chemická derivatizace ve vysoce 

účinné kapalinové chromatografii. Dříve byla popsána činidla pro derivatizaci aldehydů, 

konkrétně O-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylamin hydrochlorid (PFBHA) [77], 

cysteamin [78,79] a dansylhydrazin (DNSH) [80]. Pravděpodobně nejvíce aldehydů se 

stanovuje po jejich derivatizaci s výše zmiňovaným 2,4-dinitrofenylhydrazinem. [81–86] 

Reakce s formaldehydem probíhá v kyselém prostředí za vzniku příslušných hydrazonů, 

které jsou po separaci na chromatografické koloně detekovány UV/VIS detektorem. [72] 

Použití DNPH však může mít řadu nevýhod, jako je jeho nízká selektivita, nízká 

rozpustnost ve vodě a také to, že činidlo často obsahuje poměrně velké množství nečistot, 

nejčastěji formaldehyd, acetaldehyd a aceton. S kontaminací činidla DNPH 

formaldehydem se často setkáváme kvůli jeho rozšířenému výskytu v životním prostředí. 

[86–88] Z tohoto důvodu nebylo toto činidlo vybráno pro derivatizaci formaldehydu 

v této práci. 

Ze studie [89] vyplývá, že vhodným činidlem pro derivatizaci aldehydů je kyselina 4-

hydrazinobenzoová (HBA) (viz. kapitola 2.6.1). Toto činidlo tvoří s aldehydovými 

sloučeninami barevný produkt, který lze detekovat pomocí spektrofotometru. [90,91] 

2.6.1 Derivatizace formaldehydu pomocí HBA 

Jedním z derivatizačních činidel pro analýzu aldehydů je kyselina 4-hydrazinobenzoová 

(HBA), která se ukázala jako poměrně výhodné derivatizační činidlo díky své relativně 

vysoké rozpustnosti ve vodě a dalších rozpouštědlech, vysoké selektivitě a citlivosti, 

jednoduchým přípravným krokům a použitelnosti pro různé separační a/nebo detekční 

techniky, jako je HPLC-UV nebo kapilární elektroforéza (CE) spojená s detekcí DAD. 

[89]  

Lima a spol. uvádí, že reakce nejlépe probíhá při pokojové teplotě v prostředí acetonitrilu 

s vodou v poměru 1:1. Derivatizační metoda formaldehydu a je založena na nukleofilní 

reakci formaldehydu s HBA za vzniku odpovídajících hydrazonů s maximem absorbance 

při 320 nm (viz. obrázek 7). 
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Obrázek 7: Schéma derivatizační reakce HBA s formaldehydem za vzniku příslušného hydrazonu 

(HBA-For) 

 

2.7  Stanovení kyseliny mravenčí 

V současné době existuje celá řada metod stanovení organických kyselin bez potřeby 

jejich derivatizace, jako jsou metody elektrochemické [92], enzymatické [93], či 

spektrofotometrické [94]. V literatuře a v některých aplikačních listech lze nalézt 

chromatografické podmínky pro stanovení organických kyselin především v džusech a 

víně. [95,96] Tyto metody lze jednoduše aplikovat také na jiné druhy vzorků, jako jsou 

například oleje po jejich přečištění od nežádoucích interferentů. 

Použití plynové chromatografie (GC) pro stanovení organických kyselin není příliš 

vhodné, zejména z toho důvodu, že v případě organických kyselin se jedná zejména o 

netěkavé látky, které je potřeba před GC analýzou derivatizovat.  

Ze všech dostupných metod se jeví jako nejefektivnější jejich stanovení pomocí HPLC, 

nejčastěji v kombinaci s UV/VIS detekcí. [97] Metoda HPLC tak umožňuje rychlé a 

citlivé stanovení organických kyselin v různých matricích a nevyžaduje přitom složité 

úpravy vzorků před analýzou. 
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3. Experimentální část 

3.1  Použité chemikálie  

K přípravě mobilních fází pro chromatografické analýzy byl použit: 

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

• destilovaná voda  

Pro přípravu standardních roztoků studovaných analytů byly použity: 

• methanol, UHPLC gradient grade (Fisher Scientific, Velká Británie) 

• formaldehyd, 36-38 % (p.a., Penta s.r.o., Česká republika) 

• kyselina mravenčí, 98% (p.a., Penta s.r.o., Česká republika) 

Pro derivatizaci methanolu pomocí fluorenylmethyloxykarbonyl chloridu (FMOC-Cl) 

v prostředí 42 mmol/l fosfátového pufru o pH=12,5 byly použity následující chemikálie:  

• FMOC-Cl pro HPLC derivatizaci (≥99,0 % (HPLC), Sigma-Aldrich, Německo) 

• dihydrát fosforečnanu sodného (p.a., ≥99,0%, Sigma-Aldrich, Německo) 

• hydroxid sodný, (Penta s.r.o., Česká republika) 

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

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

použity následující chemikálie: 

• kyselina 4-hydrazinobenzoová, min. 97 %, pro syntézu (Carl Roth, Německo) 

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

Pro analýzu reálných vzorků byly vybrány tyto vzorky olejů: 

• Nevysychavý olej:  

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

Family Farm, Finikounda, Messinia, Řecko) 

• Vysychavé oleje (obrázek 8):  

o lněný olej, lisovaný za studena a filtrovaný (Kremer Pigmente, 

Německo) 
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o makový olej, filtrovaný, rafinovaný, s číslem kyselosti nad 0,40 (Kremer 

Pigmente, Německo) 

o olej z vlašských ořechů, lisovaný za studena, filtrovaný, bez další úpravy 

(Kremer Pigmente, Německo) 

 

Obrázek 8: Vzorky vysychavých olejů (zleva lněný, makový a ořechový olej)  

Pro disperzní extrakci tuhou fází (QuEChERS) byly použity následující chemikálie: 

• Extrakční rozpouštědlo: acetonitril, HPLC Gradient grade (J.T.Baker, Polsko) 

• Sorbenty:  

o SupelTM QuE Z-Sep/C18 Tube o objemu 2 ml (Supelco, Sigma-Aldrich, 

Německo), která obsahuje směs 20 mg Z-Sep a 50 mg Discovery DSC-

18 

o nanokrystalický oxid titaničitý (TiO2) připravený v Pilotním centru 

Ústavu anorganické chemie AV ČR, v.v.i. 

o nanokrystalický oxid ceričitý (CeO2) připravený v Pilotním centru 

Ústavu anorganické chemie AV ČR, v.v.i. 

• Soli:  

o octan sodný bezvodý (CH3COONa; Lach-Ner, Česká republika) 

o síran hořečnatý bezvodý čistý (MgSO4; Lach-Ner, Česká republika) 
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3.2 Instrumentace 

Vzorky pro stanovení, identifikaci a kvantitativní analýzu těkavých analytů byly 

separovány na koloně s polárním fenyl-etherovým endkapingem ReproSil Star Phenyl - 

Ether, 3 µm, 100 x 4,6 mm (Dr. Maisch, Německo) a analyzovány pomocí HPLC systému 

Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific™, Palo Alto, USA) vybaveného detektorem s 

diodovým polem (DAD), kvartérní gradientovou pumpou a autosamplerem.  

Sběr a vyhodnocení dat bylo provedeno pomocí softwaru Chromeleon Chromatography 

Data System (CDS) (Thermo Scientific). 

Absorpční spektra byla naměřena pomocí UV/VIS spektrofotometru LAMBDATM 35 

(PerkinElmer Inc., USA) se softwarem WinLab. Byla použita křemenná kyveta s 

optickou dráhou 1 cm. Vzorky byly měřeny proti referenčnímu vzorku čistého 

acetonitrilu. 

Materiálová charakterizace práškových sorbentů byla prováděna pomocí práškového 

rentgenového difraktometru (XRPD) Bruker D2 s rentgenovou lampou (Cu(Kα), 30 kV, 

10 mA) a jednodimenzionálním detektorem (1D) LynxEye (Bruker, Karlsruhe, 

Germany). Byla použita Sollerova clona 2.5 a divergenční clona (šířka štěrbiny 0,6 mm). 

Difrakční záznam byl skenován s krokem 0.00405° a byl měřen v rozsahu od 5° do 95° 

2θ. Získaná data byla zpracována v programu DiffracPlusEva (Bruker AXS) s databází 

JCPDS PDF-2 (ICDD, USA) a se strukturními modely z ICSD databáze (FIZ Karlsruhe, 

Německo). Mikrostruktura a morfologie práškových sorbentů byly studovány pomocí 

transmisního elektronového mikroskopu (TEM) FEI Talos F200X. 

3.3 Příprava zásobních roztoků 

Zásobní roztok methanolu o koncentraci 12000 mg/l pro přípravu kalibračních roztoků 

byl připraven odpipetováním 378,9 μl koncentrovaného methanolu do 25ml odměrné 

baňky, roztok byl doplněn acetonitrilem po rysku. 

Zásobní roztok formaldehydu o koncentraci 4000 mg/l byl připraven 91,7 μl of 

formaldehydu a roztok byl doplněn ve 25ml odměrné baňce roztokem acetonitrilu po 

rysku.  

Zásobní roztok kyseliny mravenčí o koncentraci 2000 mg/l byl připraven odpipetováním 

41 μl koncentrované kyseliny mravenčí do 50ml odměrné baňky a doplněn acetonitrilem 

po rysku. 
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Zásobní roztok FMOC-Cl o koncentraci 3000 mg/l byl připraven odvážením 0,3000 g 

FMOC-Cl do 100ml odměrné baňky a doplněn acetonitrilem po rysku. 

42mM fosfátový pufr o pH 12,5 byl připraven odvážením 3,2762 g dihydrátu 

fosforečnanu sodného do 300 ml destilované vody, následně byla do roztoku ponořena 

skleněná elektroda a pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 12,5 pomocí roztoku NaOH 

o koncentraci 40 g/l. Takto připravený pufr byl doplněn destilovanou vodou na objem 

500 ml.   

Zásobní roztok HBA o koncentraci 3000 mg/l byl připraven odvážením 0,3000 g HBA 

do 100ml odměrné baňky a doplněn roztokem acetonitril:voda (1:1) po rysku. Takto 

připravený roztok se velmi rychle rozkládá na světle, proto byl uchováván v tmavé lahvi 

v lednici (4 °C) za nepřístupu světla. 

 

3.4 Příprava vzorků pro HPLC analýzu 

3.4.1 Příprava kalibračních vzorků 

Pro přípravu kalibračních roztoků methanolu o koncentracích 0; 50; 100; 300; 500; 600; 

800 a 1000 mg/l bylo odpipetováno vypočítané množství zásobního roztoku o koncentraci 

12000 mg/l, následně bylo přidáno 250 µl 42mM fosfátového pufru o pH=12,5 a roztok 

byl doplněn acetonitrilem na objem 500 µl. Derivatizační reakce byla započata přidáním 

1000 µl FMOC-Cl o koncentraci 3000 mg/l. Reakce probíhala po dobu 1 h a poté byl 

vzorek připraven k HPLC analýze. 

Pro přípravu kalibračních roztoků formaldehydu o koncentraci 0; 50; 100; 300; 500; 600; 

800 a 1000 mg/l bylo odpipetováno vypočítané množství zásobního roztoku 

formaldehydu o koncentraci 4000 mg/l a roztok byl doplněn acetonitrilem na celkový 

objem 0,5 ml. Derivatizační reakce byla započata přidáním 750 µl zásobního roztoku 

HBA o koncentraci 3000 mg/l. Reakce probíhala 1 h a poté byl vzorek připraven k HPLC 

analýze. 

Pro přípravu kalibračních roztoků kyseliny mravenčí o koncentraci 0; 50; 100; 300; 500; 

600; 800; 1000 mg/l  bylo odpipetováno vypočítané množství zásobního roztoku kyseliny 

mravenčí o koncentraci 2000 mg/l a roztok byl doplněn acetonitrilem na objem 1,5 ml. 

Takto byl vzorek připraven k HPLC analýze. 

3.4.2 Příprava extraktů z olejů 

Získání extraktů olejů bylo součástí vývoje metody stanovení, optimalizovaný postup je 

proto pospaný v kapitole 4.5.3.  
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Pro stanovení methanolu bylo do 2ml tmavé vialky typu SUPELCO odebráno 250 μl 

extraktu z oleje. K tomuto podílu bylo přidáno 250 μl fosfátového pufru o pH=12,5 a 

následně 1000 μl derivatizačního činidla FMOC-Cl o koncentraci 3000 mg/l (výsledná 

koncentrace FMOC-Cl v roztoku byla 2000 mg/l). Derivatizační reakce probíhala po 

dobu 60 min a tím byl vzorek připraven k HPLC analýze.  

V případě formaldehydu bylo do 2ml vialky odpipetováno 750 μl extraktu z oleje a 750 

μl derivatizačního činidla HBA o koncentraci 3000 mg/l (výsledná koncentrace HBA v 

roztoku byla 1500 mg/l). Derivatizační reakce probíhala po dobu 60 min a tím byl vzorek 

připraven k HPLC analýze. 

Pro analýzu kyseliny mravenčí bylo odebráno 1500 μl extraktu z oleje do 2ml vialky a 

následně se provedla HPLC analýza. 

3.5 HPLC-DAD analýza a detekce 

Chromatografická analýza byla nastavena a optimalizována zvlášť pro každý analyt s 

ohledem na použitý gradient mobilní fáze a její průtok, objem nástřiku a teplotu kolony.  

Po každém vzorku oleje se navíc kolona před kondicionováním promyla acetonitrilem. 

Každý roztok byl nastříknut třikrát za stanovených chromatografických podmínek. 

3.6 Vyhodnocení výsledků HPLC analýzy 

Pro vyhodnocení výsledků byl použit program OriginPro 2015 od firmy OriginLab 

Corporation (Northampton, MA, USA), pomocí kterého byly zjištěny retenční časy a 

plochy píků analytů ve standardech a vzorcích. Na základě těchto údajů byly poté za 

pomoci programu Microsoft Office Excel 2016 provedeny potřebné výpočty. 

3.7 Validační parametry  

3.7.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti 

Mez detekce (LOD, mg/l) a mez stanovitelnosti (LOQ, mg/l) lze vypočítat několika 

způsoby, například z poměru signálu a šumu či ze směrodatné odchylky odezvy a 

směrnice kalibrační přímky.  

Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) byly v této práci vypočteny pomocí 

vzorců (1) a (2):  

𝐿𝑂𝐷 =  3,3 ∙
𝑆𝐷

𝑎
    (1) 
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𝐿𝑂𝑄 =  10 ∙
𝑆𝐷

𝑎
   (2), 

kde SD je směrodatná odchylka odezvy (z angl. „standard deviation“) a a je směrnice 

kalibrační přímky. [98] 

3.7.2 Linearita 

Linearita byla stanovena pro koncentrační rozsah analytů 50­1000 mg/l a jednotlivé 

standardy byly analyzovány třikrát za stejných chromatografických podmínek. Byly 

sestrojeny kalibrační přímky závislosti plochy píku na koncentraci a pomocí nich byly 

získány hodnoty korelačních koeficientů R2 pro jednotlivé analyty. 

3.8 Technika QuEChERS  

V této práci byla k extrakci zkoumaných těkavých analytů použita technika QuEChERS, 

avšak s určitými modifikacemi, které spočívaly v odlišném použití solí (tzv. acetátová 

pufrovaná metoda). [99] Použití bezvodého síranu hořečnatého snižuje objem vodné fáze 

hydratací soli, podporuje oddělení rozpouštědla a zlepšuje výtěžnost polárních analytů. 

[100,101] Přídavek octanu sodného posiluje vysolovací efekt, umožňuje pufrování 

acetonitrilu a lepší extrakci polárních analytů citlivých na pH. [102] 

Jako extrakční rozpouštědlo byl zvolen acetonitril, v němž je rozpustnost lipidů z olejové 

matrice omezená, proto je koextrakce lipidů tímto rozpouštědlem relativně nízká. Kromě 

toho je použití acetonitrilu výhodné díky jeho kompatibilitě s mobilními fázemi 

používanými při HPLC separaci jednotlivých analytů. [103] 

3.8.1 Výtěžnost extrakce 

Výtěžnost extrakce stanovovaných analytů pro tři spikované koncentrace, 125, 250 a 500 

µg/g, s pěti replikáty pro každý analyt byla vypočtena podle rovnice (3) [104]: 

% 𝑣ý𝑡ěž𝑛𝑜𝑠𝑡 =  (
𝑐𝑧𝑗𝑖š𝑡ě𝑛á  − 𝑐𝑝ů𝑣𝑜𝑑𝑛í

𝑐𝑠𝑝𝑖𝑘𝑜𝑣𝑎𝑛á
) ∙  100 %  (3)  

Pro vyjádření koncentrace analytů v reálném vzorku po extrakci byly zjištěné koncentrace 

vztaženy na navážku vzorku (5g).  

3.8.2 Matriční efekt 

Stanovení vlivu matrice bylo založeno na procentuálním rozdílu signálu analytu v matrici 

ve srovnání se signálem v rozpouštědle. Matriční efekt byl určen pro tři vysychavé oleje 

(lněný, makový, ořechový) a tři spikované koncentrace (125, 250 a 500 µg/g) s pěti 



 
 
 

31 

 

replikáty pro každý analyt. Matriční efekt (ME) byl vypočten pomocí rovnice (4), kde 𝑆 

označuje plochu píku [105]: 

% 𝑀𝐸 =  (
𝑆𝑠𝑝𝑖𝑘𝑜𝑣𝑎𝑛éℎ𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑢 −𝑆𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑢

𝑆𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑢 
) ∙  100 %  (4). 
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4. Výsledky a diskuse 

4.1 Optimalizace vlnové délky DAD detektoru 

Absorpční spektra pro jednotlivé standardy byla stanovena pomocí UV/VIS 

spektrofotometru v rozsahu vlnových délek 200-800 nm s krokem 0,5 nm proti čistému 

acetonitrilu jako referenčnímu rozpouštědlu. Zjištěná absorpční maxima (obrázek 9) pro 

jednotlivé analyty byla následně nastavena na DAD detektoru. Záznamy jednotlivých 

chromatogramů byly pořizovány při takto zjištěných absorpčních maximech jednotlivých 

analytů. 

Vlnová délka pro DAD detekci methanolu byla nastavena na hodnotu 262 nm, která 

odpovídá absorpčnímu maximu FMOC-Cl, respektive 265 nm pro derivát FMOC-Met 

(obrázek 9A). Pro DAD detekci formaldehydu byly vlnové délky nastaveny na absorpční 

maximum 263 nm pro HBA a 301 nm pro derivát HBA-For (obrázek 9B). 

Nederivatizované organické kyseliny se obvykle detekují ultrafialovým detektorem (UV) 

při vlnových délkách v rozmezí 210 - 220 nm, kde mají karboxylové skupiny absorpční 

pás. [106] Na základě UV/VIS spektra byla pracovní vlnová délka HPLC pro detekci 

DAD nastavena na 215 nm, což je pozorované maximum absorbance pro kyselinu 

mravenčí (obrázek 9C). 
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Obrázek 9: UV/VIS spektra studovaných sloučenin: (A) derivatizační činidlo FMOC-Cl (černá 

čára), produkt jeho hydrolýzy FMOC-OH (červená čára) a derivát methanolu (FMOC-Met, modrá 

čára); (B) HBA derivatizační činidlo (černá čára) a derivát formaldehydu (HBA-For, červená 

čára); (C) kyselina mravenčí. 

 

4.2 Optimalizace derivatizačních metod 

Na začátku experimentů bylo dále nutné najít optimální podmínky pro derivatizaci 

analytů (methanolu a formaldehydu), jako je rychlost derivatizační reakce a koncentrace 

derivatizačních činidel. 

4.2.1 Optimalizace derivatizační metody pro methanol 

Obrázek 10 ukazuje časový průběh derivatizační reakce standardu methanolu o 

koncentraci 500 mg/l za použití různých koncentrací derivatizačního činidla FMOC-Cl 

(250 - 2500 mg/l) za vzniku methanolového derivátu FMOC-Met v prostředí 42 mM 

fosfátového pufru o pH= 12,5. Stanovení probíhalo za běžné laboratorní teploty (~ 25 

°C). Výsledky prezentované na obrázku 10 ukazují, že optimální koncentrace 

derivatizačního činidla (pro koncentraci vzorku methanolu 500 mg/l) je 2000 mg/l 

(červená křivka). Při této koncentraci probíhala derivatizační reakce s nejvyšším 
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výtěžkem derivátu a zároveň v roztoku zbylo dostatečné množství derivatizačního činidla 

FMOC-Cl. Jako optimální doba derivatizace byla vybrána hodnota 60 minut.  

 

Obrázek 10: Optimalizace doby derivatizace methanolu o koncentraci 500 mg/l za použití 

rozdílné koncentrace derivatizačního činidla FMOC-Cl. Křivky znázorňují časovou závislost, kde 

v čase dochází k nárůstu plochy píku derivátu FMOC-Met (A) a k poklesu plochy píku 

derivatizačního činidla FMOC-Cl (B). Graf C znározňuje závislost plochy píku derivátu FMOC-

Met na koncentraci derivatizačního činidla FMOC-Cl. Červená přerušovaná čára znázorňuje 

vybranou dobu derivatizace (graf A a B) a optimální koncentraci derivatizačního činidla (graf C). 

4.2.2 Optimalizace derivatizační metody formaldehydu 

De Lima a spol. ve své studii uvádí, že optimální doba pro proběhnutí derivatizační reakce 

je 60 minut. [89] Vzhledem k tomu, že byly použity jiné koncentrace HBA a 

formaldehydu než v uváděné studii, bylo nutné ověřit kinetiku derivatizace za níže 

uvedených podmínek. V rámci optimalizace byla určena ideální doba derivatizace a 

koncentrace derivatizačního činidla. Výsledky uvedené na obrázku 11 ukazují, že 

optimální koncentrace derivatizačního činidla HBA odpovídala koncentraci 1500 mg/l 

(zelená křivka) pro koncentraci formaldehydu 500 mg/l, jelikož tato koncentrace poskytla 

nejvyšší plochu píku, a zároveň v roztoku zbylo dostatečné množství HBA (viz obrázek 

11B).  Optimální doba derivatizace je 60 minut, tedy stejně jako v předchozí studii. [89] 
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Obrázek 11: Optimalizace doby derivatizace formaldehydu o koncentraci vzorku 500 mg/l za 

použití různé koncentrace derivatizačního činidla HBA. Křivky znázorňují časovou závislost, kde 

v čase dochází k nárůstu plochy píku derivátu HBA-For a k poklesu plochy píku derivatizačního 

činidla. Graf C znározňuje závislost plochy píku derivátu HBA-For na koncentraci 

derivatizačního činidla HBA. Červená přerušovaná čára znázorňuje vybranou dobu derivatizace 

(graf A a B) a optimální koncentraci derivatizačního činidla (graf C). 

4.3 Optimalizace chromatografických podmínek 

4.3.1 Optimalizace chromatografické analýzy methanolového derivátu 

Pro stanovení FMOC-Cl a jeho methanolového derivátu (FMOC-Met) byly stanoveny a 

optimalizovány následující chromatografické podmínky. Podmínky pro gradientovou 

eluci (5 mmol/l HCl/acetonitril) přejaté z [68] byly testovány a následně upraveny. Jako 

mobilní fáze byl zvolen gradient acetonitrilu s vodou. Acetonitril v mobilní fázi se během 

6 minut lineárně zvyšoval ze 45 % na 100 %, následně byl obsah acetonitrilu snížen na 

45 % a tento obsah byl držen 2 minuty.  

Průtok mobilní fáze byl nastaven na 0,8 ml/min v celém gradientu, teplota kolony 30 °C 

a objem nástřiku 5 µl. Chromatogram separace standardu FMOC-Cl, jeho produktu 

hydrolýzy (FMOC-OH) a derivátu methanolu (FMOC-Met) je uveden na obrázku 12. 

Chromatogram ukazuje, že pík č.1 s retenčním časem ~ 3,3 min odpovídá 

derivatizačnímu činidlu FMOC-Cl. Činidlo doprovází produkt jeho hydrolýzy FMOC-
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OH se dvěma píky, které odpovídají retenčním časům ~ 4,31 min (pík č. 3) a ~ 4,46 min 

(pík č. 4). Derivát methanolu poskytuje pík č. 2 při ~ 4,2 min. 
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Obrázek 12: Chromatogram standardu methanolu o koncentraci 500 mg/l. Pík č.1 odpovídá 

derivatizačnímu činidlu FMOC-Cl, pík 2 odpovídá derivátu derivatizačního činidla s methanolem 

(FMOC-Met) a píky 3 a 4 poskytuje derivát hydrolýzy FMOC-OH. 

 

4.3.2 Optimalizace chromatografické analýzy formaldehydového derivátu 

Pro stanovení HBA a jeho derivátu s formaldehydem (HBA-For) byly optimalizovány a 

stanoveny následující chromatografické podmínky. Pro izokratickou eluci byla po celou 

dobu analýzy použita mobilní fáze acetonitril (ACN):voda (H2O) v poměru 30 % ACN: 

70 % H2O. Průtok mobilní fáze byl nastaven na 1 ml/min, teplota kolony 30 °C a objem 

nástřiku 1 µl. 

Chromatogram separace standardu HBA a formaldehydového derivátu (HBA-For) je 

znázorněn na obrázku 13. Chromatogram ukazuje, že derivatizačnímu činidlu HBA 

odpovídá pík s retenčním časem ~ 1,3 min (pík č.1) a formaldehydovému derivátu (HBA-

For) odpovídá pík s retenčním časem ~ 2,4 min (pík č.2). 
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Obrázek 13: Chromatogram standardu formaldehydu o koncentraci 500 mg/l. Pík č.1 poskytuje 

derivatizační činidlo HBA, pík č.2 derivát derivatizačního činidla s formaldehydem HBA-For. 

 

4.3.3 Optimalizace chromatografické analýzy kyseliny mravenčí 

Pro stanovení kyseliny mravenčí byly přejaty a optimalizovány následující 

chromatografické podmínky. [89] Jako mobilní fáze byl zvolen acetonitril okyselený 

kyselinou fosforečnou (0,1%) pro izokratickou eluci po celou dobu analýzy. Průtok 

mobilní fáze byl nastaven na 0,5 ml/min, teplota kolony 30 °C a objem nástřiku 20 µl. 

Chromatogram na obrázku 14 ukazuje pík kyseliny mravenčí s odpovídajícím retenčním 

časem ~ 2,7 min.  
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Obrázek 14: Chromatogram standardu kyseliny mravenčí o koncentraci 500 mg/l. 

4.4 Kalibrační závislosti 

Pro methanol, formaldehyd a kyselinu mravenčí byly změřeny kalibrační závislosti 

v rozsahu 50-1000 mg/l (viz obrázek 15). Jako analytický signál pro konstrukci 

kalibračních závislostí byly použity plochy píků. Po vynesení plochy píků jednotlivých 

standardů do grafu v závislosti na koncentraci, byla použita metoda lineární regrese.  
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Obrázek 15:  Kalibrační závislosti jednotlivých analytů v rozsahu koncentrací 50-1000 mg/l. 
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Rovnice lineární regrese, koeficient determinace R2, mez detekce, mez kvantifikace a 

retenční charakteristiky shrnuje tabulka č. 2. 

Tabulka 2: Retenční charakteristiky a lineární regrese, včetně koeficientu determinace R2, LOD a 

LOQ získané pro stanovované analyty a jejich deriváty 

 

 

4.5 Optimalizace techniky QuEChERS 

Stanovení methanolu, formaldehydu a kyseliny mravenčí v olejových matricích je 

náročným analytickým úkolem kvůli vysokému obsahu triglyceridů ve vzorcích a možné 

přítomnosti lipofilních analytů. Obecně jsou hlavními kroky postupu stanovení extrakce 

organickými rozpouštědly a dále čištění, kdy se odstraní koextrahované složky matrice. 

[39,107–110]  

V rámci optimalizace byl zkoumán vliv různých parametrů na výtěžnost extrakce, jako je 

doba extrakce, různé typy a navážky sorbentů pro přečištění disperzní extrakcí na tuhé 

fázi (d-SPE) na výtěžnost extrakce. 

4.5.1 Optimalizace doby extrakce 

V prvních experimentech byl studován vliv doby extrakce do acetonitrilu na výtěžky 

analytů ze spikovaného vzorku olivového oleje. Olivový olej je řazen mezi nevysychavé 

oleje. Obsahuje převážně jednoduché nenasycené mastné kyseliny, především kyselinu 

olejovou, často vázanou v molekule trioleinu (triglycerid kyseliny olejové), což 

způsobuje nižší oxidovatelnost a následnou polymeraci ve srovnání s vysychavými oleji. 

[111,112] Volbou olivového oleje byla zaručena minimální tvorba těkavých derivátů 

procesem autooxidace (vysychání), a tím nedošlo k výraznému zkreslení výtěžnosti 

extrakce. Zároveň však bylo pro účely optimalizace metody zajištěno realistické složení 

vzorku (tj. mnohosložkový charakter směsi a složitá matrice), které by se stěží 

nasimulovalo při použití čistých sloučenin. K přečištění vzorků bylo použito 70 mg 

komerčního sorbentu Z-Sep/C18. 

Analyt/derivát tr [min] λ [nm] 
Rozsah 

[mg/l] 

Rovnice lineární 

regrese 
R2 

LOD 

[mg/l] 

LOQ 

[mg/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. mravenčí 2,54 - 2,82 215 50 - 1000 y = 0,04x + 0,50 0,9992 2 5 
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V těchto předběžných experimentech byl spikovaný vzorek olivového oleje o koncentraci 

500 µg/g v triplikátech extrahován po dobu 15; 30; 45; 60; 90 a 120 minut za použití 

orbitální třepačky. Výsledky uvedené na obrázku 16 ukazují, že nejvyšší výtěžky byly ve 

všech případech získány po 60 minutách, proto byl v následujících experimentech zvolen 

tento extrakční čas. 
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Obrázek 16: Vliv doby extrakce na výtěžnost analytu. Spikovaný vzorek organického olivového 

oleje o koncentraci analytů 500 µg/g. Nejvyšších výtěžků bylo dosaženo po 60 minutách 

extrahování pro všechny tři analyty. Chybové úsečky označují RSD pro n = 3. 

 

4.5.2 d-SPE přečištění vzorků na sorbentech 

Na obrázcích 17, 18 a 19 jsou znázorněny reálné chromatogramy vzorků olivového oleje 

spikovaného jednotlivými analyty. Je patrné, že se do acetonitrilu koextrahuje velké 

množství interferentů z olejové matrice a pokud není vzorek přečištěn, není možné 

vyhodnocení jednotlivých analýz díky fúzi jednotlivých píků. Pokud není vzorek 

přečištěný, olejová matrice pravděpodobně brání derivatizační reakci, či můžou 

přednostně zreagovat nečistoty s derivatizačním činidlem. K přečištění acetonitrilové 

fáze proto byla využita disperzní extrakce tuhou fází (d–SPE).  
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Obrázek 17: Chromatogramy (λ = 262 nm) standardu A) FMOC-Cl o koncentraci 2000 mg/l, B) 

jeho methanolového derivátu (FMOC-Met) o koncentraci 500 mg/l spolu s chromatogramy 

extraktů z olivového oleje (spikovaná koncentrace analytů 500 µg/g) bez a po přečištění různými 

d-SPE sorbenty (C, D ,E ,F). 1. pík poskytuje FMOC-Cl; 2. pík derivát methanolu (FMOC-Met); 

4. a 5. pík FMOC-OH; 3.,5. a 6. pík koextrahovaná nečistota. 
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Obrázek 18: Chromatogramy (λ = 301 nm) A) standardu HBA o koncentraci 1500 mg/l, B) jeho 

formaldehydového derivátu HBA-For o koncentraci 500 mg/l. Dále chromatogramy spikovaných 

extraktů olivového oleje o koncentraci analytů 500 μg/g bez a po přečištění různými d-SPE 

sorbenty (C, D, E, F). 1. pík odpovídá derivatizačnímu činidlu HBA; 2.- 4. a 6.a 7. pík poskytují 

neznámé nečistoty; 5.pík derivát formaldehydu s derivatizačním činidlem (HBA-For). 
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Obrázek 19: Chromatogramy (λ = 215 nm) A) standardu kyseliny mravenčí o koncentraci 500 

mg/l a spikované extrakty z olivového oleje obohacené o koncentraci analytů 500 mg/l bez a po 

přečištění různými d-SPE sorbenty (B, C, D, E): 1., 3.- 6. pík poskytují koextrahované nečistoty 

a 2. pík kyselina mravenčí. 

Pro přečištění acetonitrilové fáze byl zvolen komerční předvážený QuEChERS sorbent 

Z-Sep/C18 (70 mg), a dále dva nanostrukturní oxidy kovů ZrO2 a CeO2, které se k tomuto 

účelu běžně nevyužívají. Strukturní charakterizace všech sorbentů pomocí rentgenové 

práškové difrakční analýzy (XRPD) a transmisního elektronového mikroskopu je 

znázorněna na obrázku 20. V rámci optimalizace metody byl testován vliv množství d-

SPE sorbentů na výtěžnost extrakce. S ohledem na množství komerčně dostupného 

sorbentu byly v následujících experimentech testovány tyto navážky d-SPE sorbentů: 10; 

30; 50 a 70 mg. 
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Obrázek 20: a) XRPD záznamy testovaných sorbentů a TEM mikrofotografie b) CeO2, c) ZrO2,  

d) Z-Sep/C18. 

 

Z obrázku 21 je patrné, že nejlepšího výtěžku extrakce zkoumaných analytů z olivového 

oleje (spikovaná koncentrace analytů 500 μg/g) a odstranění matricových interferentů 

bylo dosaženo při použití 70 mg sorbentu na bázi oxidu ceričitého pro methanol a 

formaldehyd (oba výtěžnost extrakce ~ 90 % ) a 70 mg oxidu zirkoničitého (ZrO2) pro 

kyselinu mravenčí (výtěžnost extrakce ~ 120 %). Tento výsledek může být daný tím, že 

bylo v olivovém oleji obsaženo malé množství kyseliny mravenčí. 

Na základě těchto výsledků lze předpokládat, že oxid ceričitý a oxid zirkoničitý v 

nanostrukturní formě jsou účinnými sorbenty pro odstranění většiny rušivých látek z 

olejové matrice s vysokým obsahem tuků a pigmentů, proto byly dále využity pro d-SPE 

přečištění vzorků vysychavých olejů.  
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Obrázek 21: Grafy znázorňující výtěžnost extrakce spikovaného vzorku o koncentaci 500 μg/g za 

použití různého množství sorbentu pro organický olivový olej. Chybové úsečky označují RSD % 

(n = 3). 

4.5.3 Optimalizovaný postup metody QuEChERS 

5 g vzorku oleje bylo naváženo do 50ml centrifugační zkumavky, ke vzorku oleje bylo 

přidáno 25 ml extrakčního rozpouštědla acetonitrilu. Takto připravená směs byla po dobu 

60 minut třepána na třepačce. Poté byly do centrifugační zkumavky naváženy pomocí 

předvážek 4 g bezvodého síranu hořečnatého (MgSO4) a 1 g bezvodého octanu sodného 

(CH3COONa). Soli napomáhají k lepšímu oddělení fází a zároveň pohltí část olejnatých 

složek. Směs byla důkladně promíchána pomocí vortexu po dobu 1 min a následně 

vložena do odstředivky a odstředěna při 5000 rpm po dobu 15 minut. Po tomto kroku se 

odpipetovalo 1,5 ml supernatantu do vialek s předváženými sorbenty pro přečištění. Pro 

methanol a formaldehyd bylo použito 70 mg sorbentu CeO2 a pro přečištění vzorku 

kyseliny mravenčí 70 mg ZrO2. Směs byla 1 min promíchána pomocí vortexu a následně 

vložena do odstředivky a odstředěna při 10 000 rpm po dobu 4,5 min. Po odstředění bylo 

odebráno potřebné množství vzorku k HPLC analýze. Tento postup byl využit pro 

všechny vzorky olejů. Schéma QuEChERS extrakce a přečištění vzorků je uvedeno na 

obrázku 22.  
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Obrázek 22: Schéma optimalizovaného postupu metody QuEChERS. 

 

 

4.6 Validace metody HPLC-DAD 

Tabulka 3 uvádí výtěžnosti a relativní směrodatné odchylky stanovovaných analytů z 

vysychavých olejů po přečištění na sorbentu CeO2 (methanol a formaldehyd) a ZrO2 

(kyselina mravenčí) pro tři spikované koncentrace (125, 250 a 500 μg/g). 

Výsledky ukazují, že nejvyšší výtěžky analytů byly získány z oleje z vlašských ořechů v 

rozmezí od 101% do 121%. Relativní směrodatná odchylka vyjádřená v procentech (% 

RSD) byla pro všechny studované analyty menší než 10 %. Ze vzorku makového oleje 

byly získané výtěžky v rozmezí od 93% do 118 %, s RSD méně než 6 %. Naproti tomu v 

případě lněného oleje byly výtěžnosti nižší a pohybovaly se v rozmezí 82 až 92 %, 

přičemž RSD se pohybovalo v rozmezí 2–7 %. 
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Tabulka 3: Validační údaje vyvinutého postupu QuEChERS/HPLC-DAD včetně výtěžností a 

relativních standardních odchylek třech spikovaných koncentrací analytů (125, 250 a 500 μg/g) 

získaných ze vzorků vysychavých olejů (lněný olej, makový olej a ořechový olej) 

 

4.6.1 Matriční efekt 

Matriční efekt, vypočítaný podle vzorce v kapitole 3.8.2, znázorňuje obrázek 23. Je 

patrné, že analyty ovlivňuje buď pozitivní nebo negativní efekt matrice. Negativní 

hodnoty znamenají potlačení signálu díky působení matrice, zatímco pozitivní výsledky 

ukazují na navýšení odezvy. Matriční efekt (ME) je obvykle klasifikován jako mírný (< 

±20 %), střední (± 20 % < ME < ± 50 %) nebo silný (± 50 % < ME). [113] Pro ořechový 

olej byly pro všechny tři analyty získány pozitivní hodnoty signálu, který se pohyboval 

od +1 % do +21 %, přičemž pro kyselinu mravenčí bylo zaznamenáno nejvyšší zvýšení 

odezvy ve srovnání s ostatními analyty. Matriční efekt lněného oleje se pohyboval od -

18 % do -8 % pro všechny analyty, nejvíce potlačen byl signál vzorku methanolu o 

koncentraci 125 μg/g. Matriční efekt makového oleje se pohyboval v rozmezí od -7 % do 

+18 %. Nejvíce potlačený byl signál methanolu o spikovaných koncentracích 250 a 500 

Lněný olej 

Analyt/Derivát 

500 μg/g 250 μg/g 125 μg/g 

Výtěžnost 

(%) 

RSD 

(%) 

Výtěžnost 

(%) 

RSD 

(%) 

Výtěžnost 

(%) 

RSD 

(%) 

FMOC-Met 89 4 86 6 82 6 

HBA-For 87 7 89 5 85 5 

Kyselina mravenčí 88 3 91 2 92 4 

Makový olej 

Analyt/Derivát 

500 μg/g 250 μg/g 125 μg/g 

Výtěžnost 

(%) 

RSD 

(%) 

Výtěžnost 

(%) 

RSD 

(%) 

Výtěžnost 

(%) 

RSD 

(%) 

FMOC-Met 93 3 93 4 96 5 

HBA-For 98 2 95 5 94 6 

Kyselina mravenčí 118 3 98 3 98 3 

Ořechový olej 

Analyt/Derivát 

500 μg/g 250 μg/g 125 μg/g 

Výtěžnost 

(%) 

RSD 

(%) 

Výtěžnost 

(%) 

RSD 

(%) 

Výtěžnost 

(%) 

RSD 

(%) 

FMOC-Met 101 5 104 4 102 6 

HBA-For 110 3 111 3 108 3 

Kyselina mravenčí 121 4 106 5 110 5 
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μg/g. Nejvyššího zesílení signálu bylo pozorováno u kyseliny mravenčí při spikované 

koncentraci 500 μg/g. 

METHANOL FORMALDEHYD KYSELINA MRAVENČÍ

-20

-10

0
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20

 

 

M
E

 [
%

]

 Lněný olej 125 ug/g

 Lněný olej 250 ug/g

 Lněný olej 500 ug/g

 Makový olej 125 ug/g

 Makový olej 250 ug/g

 Makový olej 500 ug/g

 Ořechový olej 125 ug/g

 Ořechový olej 250 ug/g

 Ořechový olej 500 ug/g

 

Obrázek 23: Znázornění matričního efektu (ME, %) pro různé spikované vzorky vysychavých 

olejů (lněný, makový a ořechový olej) o koncentraci analytu v rozmezí 125-500 μg/g. 

 

4.7 Reálné vzorky vysychavých olejů 

Výsledky získané ze vzorků vysychavých olejů (tabulka 4) ukazují na přítomnost 

degradačních (oxidačních) produktů v olejích (lněný, makový a ořechový olej), které byly 

skladovány v uzavřených lahvích po dobu tří měsíců. Data ukazují nulovou koncentraci 

methanolu, který pravděpodobně vytěkal či zcela zoxidoval na formaldehyd a kyselinu 

mravenčí. Koncentrace formaldehydu se pohybovaly od 260,5 ± 3,6 µg/g do 303,8 ± 1,7 

µg/g. Kyselina mravenčí, konečný oxidační produkt, byla detekována v koncentračním 

rozmezí od 72,4 ± 5,8 µg/g do 386,3 ± 3,2 μg/g. Nejvíce degradačních produktů 

obsahoval lněný olej, který je díky nejvyššímu obsahu nenasycených mastných kyselin 

nejvíce náchylný k oxidaci.  
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Tabulka 4: Koncentrace degradačních produktů ve vysychavých olejích po 3 měsících skladování 

Lněný olej 

Analyt/Derivát Koncentrace (μg/g)  ± RSD (%), n=3 

FMOC-Met 0 

HBA-For 303,8 ± 1,7 

Kyselina mravenčí 386,3 ± 3,2 

Makový olej 

Analyt/Derivát Koncentrace (μg/g)  ± RSD (%), n=3 

FMOC-Met 0 

HBA-For 299,6 ± 1,0 

Kyselina mravenčí 72,4 ± 5,8 

Ořechový olej 

Analyt/Derivát Koncentrace (μg/g)  ± RSD (%), n=3 

FMOC-Met 0 

HBA-For 260,5 ± 3,6 

Kyselina mravenčí 119,5 ± 0,5 
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5. Závěr  

V rámci diplomové práce byla navržena jednoduchá a spolehlivá HPLC-DAD metoda 

pro analýzu vybraných degradačních produktů (methanolu, formaldehydu a kyseliny 

mravenčí) ve vzorcích vysychavých olejů (lněného, makového a ořechového oleje). 

Limit detekce této metody pro methanol byl stanoven na 23 mg/l, formaldehydu 11 mg/l 

a pro kyselinu mravenčí 2 mg/l. Limit kvantifikace methanolu byl 71 mg/l, formaldehydu 

32 mg/l a 5 mg/l pro kyselinu mravenčí.  

Použití extrakce na bázi QuEChERS umožňuje získat uspokojivé výsledky výtěžnosti 

analytů ze vzorků olejů. Pro odstranění rušivých organických složek olejové matrice byly 

navrženy nové typy sorbentů na bázi oxidu ceričitého (CeO2) a oxidu zirkoničitého 

(ZrO2). Purifikace extraktů ukázala, že s těmito nanostrukturními oxidy kovů lze 

dosáhnout vyšších výtěžků extrakce ve srovnání s komerčně dostupným sorbentem Z-

Sep/C18.  

Navrhovaný postup prošel validační studií pro tři spikované koncentrace 125, 250 a 500 

μg/g. 

V reálných vzorcích vysychavých olejů byl detekován pouze formaldehyd a kyselina 

mravenčí.  

Tato navrhovaná metoda může sloužit k analýze reaktivních složek ve vysychavých 

olejích. To může napomoci k pochopení mechanismu vzniku kovových karboxylátů 

v barevných vrstvách uměleckých děl. Stanovení reaktivních složek je také důležité pro 

volbu vhodného oleje, čímž lze předcházet vzniku degradačních produktů na bázi 

krystalických mravenčanů na různých uměleckých objektech, pro jejichž konzervaci či 

restaurování se využívají produkty obsahující právě vysychavé oleje. Na tuto práci bude 

navazovat studie časové závislosti vzniku degradačních produktů při různých 

podmínkách skladování, na základě které bude navržen postup pro restaurování a 

konzervování malířských děl.  
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