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Seznam zkratek

ADH - alkoholdehydrogenasa

ADP - adenosindifosfat

ATP - adenosintrifosfat

FAEE — ethyl ester mastné kyseliny (z anglického textu)

FID — plamenové- ionizacni detektor

GC — plynové chromatografie

GC-MS - plynova chromatografie s hmotnostni detekci

HPLC — Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC-MS — Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
IS — interni standard

LF UKHK — Lékatska fakulta University Karlovy Hradec Kralové
MS — hmotnostni detekce

NAD" - nikotinamidadenindinukleotid

NADH - nikotinamidadenindinukleotid-redukovana forma

PCR - Policie Ceské republiky

TAG - triacylglycerol

TLC — tenkovrstva kapalinova chromatografie

UKBD FNHK - Ustav klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové



1. Uvod

Pti stanoveni alkoholu pro forensni tcely je u nds bézné, ze se odbéry krve provadéji na
jiném misté, nez kde dochazi k vlastni analyze. I kdyZ jsou piedepsané piesné postupy pro
transport a skladovani téchto vzorki, je cela tato problematika zatizena moznymi chybami.

Tyto chyby mohou byt zptsobeny Spatnymi podminkami pfi skladovani vzorkt, chybou
lidského faktoru anebo zdmérnym zdrzovanim inkriminované osoby, aby k vlastnimu odbéru
krve doslo, co mozna nejpozdé¢ji. Mnohdy jsou disledky téchto zatizeni velmi vyrazné praveé
proto, ze se jednd o stanoveni ethanolu, ktery je pomérné nestabilni a ke stanoveni mnozstvi
alkoholu v krvi se vétSinou pouzivaji metody pfimého stanoveni ethanolu.

V odborné literatufe se uvadi, Ze existuje jista spojitost mezi metabolismem ethanolu a
hladinou ethyl esteri mastnych kyselin. Ve vétSin€ dostupnych, publikovanych studiich s touto
tématikou se autofi pokousi aplikovat spojitost mezi ethyl estery a uzitim etanolu pfedevsim u
pfipadil spojenych s chronickym alkoholismem ¢i nejasnym umrtim. Ethyl estery mastnych
kyselin jsou produkty neoxidativniho metabolismu ethanolu v organismu, jsou to latky velmi
stabilni, proto by se o nich dalo uvaZovat jako o markeru uziti alkoholu alespoii v ramci
stanoveni zbytkového alkoholu neboli hladiny alkoholu v eliminac¢ni fazi, kterd se doposud fesi
zpétnym dopocitavanim. Avsak 1 toto dopocitdvani mize byt zatizeno chybou, jelikoz se
vychazi opét ze stanovené hladiny ethanolu béZnou metodou. Kdyby se pro tyto ucely daly
pouzit ethyl estery mastnych kyselin, nebyla by tak dulezitd Casovéd ztrata od odbéru po
analyzu, protoze u nich nedochéazi, na rozdil od ethanolu, k vymrazovani a vypafovani
analyzovan¢ latky. Kazdy vzorek po analyze pro forenzni icely musi byt také jesté uchovan po
dobu dvou mésicii. Béhem skladovani opét dochazi k faleSnému snizeni koncentrace ethanolu
vymrazenim nebo odpafenim ze vzorku, to pak miiZze zplsobit problém pii opakovani analyzy
pro soudni ucely. Pii uZiti esteri k ni¢emu podobnému diky jejich stabilit¢ nedochazi a
stanoveni mnozZstvi uzitého alkoholu pfes tyto metabolity by mohlo byt daleko spolehlivéjsi a

prukaznéjsi naptiklad pti prokazovani viny pted soudem.



1.1 Cil prace

Cilem mé prace bylo porovnat koncentraci ethanolu v plasmé s koncentraci
experimentalné zjisténych a vybranych ethyl esteri mastnych kyselin s pouzitim plynové
chromatografie s hmotnostni detekci. Bylo snahou prokéazat predpokladané ptimé korelace mezi

hodnotami ethanolu a konkrétnimi estery s ohledem na omezené moznosti rozsahu této prace.



2. Teoreticka cast

2.1. Metabolismus ethanolu

Ethanol na zakladé svych fyzikalné-chemickych vlastnosti lehce prostupuje lipidovymi
bariérami, a tak se rychle dostava do centralniho nervového systému ¢lovéka. V malych
davkach vyvolava u osob jenz alkohol uzily subjektivné pfijemny ucinek, ktery se popisuje jako
uvolnéni, relaxace, zlepSeni nalady a snazsi komunikace s ostatnimi lidmi. Stoupajici davky
ethanolu postupné vyvolavaji poruchy mozkové ¢innosti a nakonec vedou az k bezvédomi. [1]

Hladina alkoholu v krvi od 0,5 do 0,99 g/kg je uvadéna jako podnapilost, 1,00-1,49 g/kg
lehka opilost, 1,50-1,99 g/kg stiedni opilost, 2,00-2,99 g/kg t€zka opilost. Ovlivnéni alkoholem
je vSak velmi individudlni a chovéni opilého ¢clovéka nelze urcit jen podle hladiny alkoholu
v krvi. Pfi hladinach 0,5-1,5 g/kg se objevuje veselost, sdilnost, hovornost, u n¢kterych naopak
smutek a plac. Dochazi ke sniZzeni schopnosti koncentrace, pozornosti, ptizplisobeni, lehkym
poruchdm rovnovahy, lehkym porucham vidéni, zpomaleni reakce zornic, prodlouzeni reak¢ni
doby a k prodlouzeni postrotaéniho nystagmu. Pti hladiné 1,5-2,5 g/kg ptevazuji poruchy
koordinace, objevuji se poruchy feci, chiize, vnimani a vyrazna excitace. Pii hladinach 2,5-3,0
g/kg jde o tézkou opilost s vyraznymi poruchami chiize, fe€i, orientace, paméti a piibyva
psychicka zmatenost. Miize dojit k hrubosti az brutalnosti a ke spachani trestného cinu.
Objevuje se nevolnost a zvraceni, které byva vystifidano hlubokym spankem az bezvédomim.
Nad 3,5 g/kg je bezprostfedné ohrozen zivot. Pfi zvraceni v prenarkotickém stadiu mize dojit
K aspiraci zalude¢niho obsahu, ktera je nejcastéjsi pfi¢inou smrti pii akutni otravé alkoholem.
Rovnéz miize dojit k uduseni z ucpani nosu a Gst po padu obli¢ejem na zem nebo néjakou jinou
podloZku, k utopeni a podchlazeni organismu. Ke smrti z podchlazeni mliZze dojit i pii teplotach
nad 0 °C. Casté jsou trazy doprovazené zavaznymi zranénimi.
Riziko ,,negativnich [] projevi uziti alkoholu mizou zvySovat n€které latky a léCiva pozité
soucasn¢ s alkoholem 1 pfi relativn€ nizkych hladindch alkoholu v krvi. Jedna se naptiklad

o antihistaminika, sedativa, hypnotika, derivatii morfia, neuroleptik a dalsi. [2]

2.1.1. Mechanismus ucinku
Mechanismus ucinku ethanolu nelze vysvétlit piesnou specialni interakci s uréitym
biochemickym procesem. Dulezitou ulohu pravdépodobné hraje fyzikalné-chemicky

podminéné zabudovani ethanolu do integralnich membranovych proteint. Kazda jina slozka



jevi rozdilné ovlivnéni; zv1ast’ citlivé jsou urcité iontové kandly, které jsou fizeny kyselinou y-

aminomaselnou a kyselinou glutamovou jakozto transmitery. [1]

2.1.2. Resorpce ethanolu

Ethanol se resorbuje pfiblizné¢ z 20 % jiz v zaludku a zbytek ethanolu se vstiebava
dvanactniku a horni ¢asti tenkého stfeva. Po resorpci se ethanol rozdéluje rovnomérné do
vSech typu télesné tekutiny. Nékteré latky vSak vstiebavani alkoholu urychluji. Naptiklad oxid
uhli¢ity v Sumivych napojich zpiisobuje prokrveni zaludec¢ni sliznice, a tim zaroven urychli
vstiebani alkoholu zaludkem. Stejné ptisobi i aromatické latky a hoif¢iny. Naopak cukry a tuky
vstiebavani alkoholu zpomaluji. VIliv na vstfebavani ma i teplota, teplejSi nédpoje jsou
vstiebavany rychleji neZ napoje studené. Samoziejmé&, Ze vstfebani ovliviiuje 1 momentalni
psychicky stav jedince, pficemz unava a nervové vypéti vstiebavani zpomaluji. Nemaly vliv ma
obsah zaludku. Je-li zaludek prazdny, vstiebavani probihd snadno, jinak dojde k okamzitému
zifedéni alkoholu a zpomaleni jeho vstfebavani, obzvlast kdyz je v Zaludku ptfitomna potrava

bohata na bilkoviny a tuky. [1,3]

2.1.3. Eliminace ethanolu

Eliminace ethanolu zac¢ind ihned po jeho poziti. Ledvinami, plicemi a kuzi se
v nezménéné formé vyluéuje jen nékolik procent, zbytek se metabolizuje. Rychlost
biotransformace neni imérnd jeho koncentraci v krvi, nybrz za casovou jednotku se odbourava
stale stejné mnoZstvi ethanolu specifické pro kazdého jedince s kolisanim + 30 %. Urcité citace
uvadi ptiblizny vzorec odbouravani etanolu pro zeny 0,085 g/kg/h a pro muze 0,1 g/kg/h. Pro
stejnou osobu zlstavaji tyto hodnoty témét konstantni. Po ukonceni resorpce ethanolu se tedy
musi pocitat s pravidelnym poklesem koncentrace alkoholu v krvi. Hodnoty klesaji v rozmezi
0,1 - 0,2 %o za hodinu. U alkoholikil ve srovnani s abstinenty je odbouravani ethanolu zvySeno

jen malo nebo vubec. [1,3]
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2.1.4. Bunéény metabolismus

Po vstiebani je ethanol oxidovan v cytoplasmé hepatocytii a to ve dvou stupnich. Enzym
alkoholdehydrogenasa jej pievede na acetaldehyd, ktery je dale oxidovan na acetat.
Alternativnim zpisobem oxidace je pusobeni enzymu katalasy ve spolupraci s peroxidem
vodiku. Cast pozitého ethanolu je pfeménéna mikrosomalni monooxygenasou. P¥i této reakci
vznika acetaldehyd a vytvari se peroxid vodiku. Oxidace alkoholdehydrogenasou je vSak
nejdalezitéjsi. Pii oxidaci alkoholu timto zpisobem vznika nadmérné mnozstvi NADH, které
bunika nestaci zpracovat. Proto dochazi ke zvySené redukci pyruvatu na laktat. Druhy stupen
biotransformace probihd rychleji nez ten prvni, zlstava aktudlni koncentrace acetaldehydu na
velmi nizké hladin€. Acetat se také spotfebovava na syntézu mastnych kyselin a podminuje
alkoholické ztuénéni jater. Cast ethanolu se v jaternich buiikach oxiduje piisobenim

endoplazmatického cytochromu P450. [1]

krev etanol

;

HaC—CH,— OH

alkohol- NAD*
dehydrogenaza NADH + H*

o
HsC—C
jétra H
acetaldehyd
aldehyd- aldehyd-
oxidaza dehydrogenaza
0O, + H,0 NAD* + Hy,O
H202 NADH + H*
0
HsC—C
o)
acetat triglyceridy
cyklus syntéza
kyseliny citronové mastnych kyselin
H,O + CO, mastné kyseliny

L l

Obrazek ¢.1...Metabolismus ethanolu [1]

Schéma reakci metabolismu ethanolu s umisténim v konkrétnich organech
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2.1.5. Ethyl estery mastnych kyselin jako produkty neoxidativniho metabolismu ethanolu
V minulosti se odbornéd vefejnost zabyvala pievazné jen oxidativni ¢asti metabolismu
alkoholu. V poslednich letech se dopopfedi zajmu dostala i druha metabolicka cesta
odbourdvani alkoholu v lidském téle, a to cesta neoxidativniho metabolismu. V jedné
Zz moznych cest neoxidativniho metabolismu alkoholu dochazi k esterifikaci volnych mastnych
kyselin za tvorby , jiz v uvodu zminénych, ethyl ester mastnych kyselin nebo v jiné z cest
neoxidativniho metabolismu dochazi ke vzniku fosfatidylethanolu z fosfatidylcholinu za

katalyzy fosfolipazy D. [4]

Oxidative Non-oxidative
Ethanol
Alcohol
Dehydrogenase Fatty FAEE
Acid Synthase
Microsomal
Ethanol
Oxidizing System
Fatty Acid
\j Catalase Ethyl Ester
Acetaldehyde
Phosphatidyicholine — Phospholipase D
Aldehyde *
Dehydrogenase
Phosphatidylethanol
Acetate

Fig. 1. Oxidative and nonoxidative pathways of ethanol metabolism.

Obrazek. ¢.2 Metabolismus ethanolu. [4]

Schéma oxidativni a neoxidativni cesty odbouravani ethanolu v organismu
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2.2 Metody pouzivané ke zjiSténi hladiny ethanolu v organismu
Nejpouzivanéj§im biologickym materidlem pro stanoveni.ethanolu je krevni sérum.
Analyza krevniho séra poskytuje objektivni a dale reprodukovatelné vysledky. Méné uzivanym
biologickym materidlem je mo¢. Analyza moci je sice dosti piesnd a spolehliva, ale
reprodukovatelnost vysledku je velmi obtizna. Pro soudné-patologické analyzy se dale vyuziva
pro stanoveni post portem synovialni tekutina (tekutina obklopujici klouby), jelikoz krev se sice
u mrtvého pouzivat miize, ale pokud je tento material odebiran v blizkosti zaludku, moc¢ového
méchyfe nebo pfimo ze srdce, bude vykazovat falesné pozitivni vysledky zplsobené
hnilobnymi posmrtnymi procesy. Z vySe uvedenych divodii neni tato lokalizace pro odbér krve
post mortem dovolena. Metod pro stanoveni alkoholu se pouziva vice s ohledem na dtivod, pro¢
je alkohol zjistovan. Pro zjiSténi alkoholu na pracovisti a k vylouc€eni ¢i prokazani alkoholu ve
forenzni oblasti se pouzivaji metody orientatni a metody presného stanoveni. Pro ptesné
stanoveni ve forenzni oblasti se pouziva stanoveni plynovou chromatografii s néaslednou
kontrolou stanoveni metodou zalozenou na jiném principu — Widmarkovou metodou a
z biologickych metod se pouziva napfiklad metoda ADH (alkoholdehydrogenasa) -

enzymatické stanoveni alkoholu v krvi. [5,6,]

2.2.1 Orientaéni metody
Orienta¢ni metody jsou zaloZené na zjiStovani alkoholu v dechu pomoci detekénich
trubiek nebo dechovych analyzatori, a to bud’ komeréné dostupnych, nebo v ramci PCR
(Policie Ceské republiky) jsou to piesné kalibrované a sefizené analyzitory od firmy Driger.
Tyto analyzatory se pouZzivaji vétSinou rucni, které mizeme vidét u standardni silni¢ni kontroly,
nebo stanicni, které umoznuji stanoveni hladiny alkoholu v krvi analyzou alveolarniho vzduchu
(vzduchu v plicnich sklipkach) na bazi spektrofotometrické detekce. Nejedna se vsak o
specifické stanoveni a vysledek nemtize byt bran jako dikazni prostiedek. [5,6]
Zvlastni kapitolou jsou komercné dostupné alkohol testery, u kterych se namétfena
hladina nemtize brat jako smérodatna, ale pouze jako informace na Grovni vystupu negativni
versus pozitivni vysledek. PiesvédcCila jsem se o tom pii nasem experimentu, kdy si Gcastnici

mohli donést své vlastni komeréné dostupné a pro své ucely pouzivané alkohol testery.
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2.2.2 Stanoveni ethanolu v organismu

V oboru forenzni analytiky je nejvice rozSifeny zplsob stanoveni alkoholu v Krvi
pomoci chemickych a fyzikalné-chemickych metod. Za objektivni se povazuje stanoveni
plynovou chromatografii v usporadani Head Space pro tékavé latky a nasledné kontrolovano
metodou, kterd je zaloZzend na jiném principu nez uvedend plynova chromatografie,
Widmarkova metoda. Plynova chromatografie je pouzivana pravé pro kvalitativné specifické a
kvantitativné ptesné stanoveni koncentrace ethanolu v krvi. Dochézi k jednozna¢nému odliseni
od tékavych latek obsazenych v krvi. Pti vlastnim stanoveni hladiny alkoholu v krvi se pouziva
metoda vnitiniho standardu. Pfidava se piesné definované mnozstvi latky napiiklad terc-
butanolu pro presné uréeni koncentrace ethanolu. [5]

Widmarkova metoda je dosti pfesna a spolehliva, vykazuje vysokou citlivost,
jednoduchost a je zafazend mezi rutinni laboratorni metody. Tato metoda, ale postrada
specifi¢nost, jelikoz nerozeznava pouze ethanol, ale i jiné redukujici t€kavé latky chovajici se
stejné jako ethanol. Patii mezi n¢ napiiklad aceton, ether. [5, 6]

Dalsi metodou, kterou lze pouzit pro stanoveni alkoholu v biologickém materidlu je
napiiklad metoda ADH. Tato metoda je zaloZena na principu enzymatického uréeni.
Jedna se o katalytickou oxidaci ethanolu na acetaldehyd za katalyzy ADH. Tato metoda je
vyuZzivana pievazné v laboratotich klinické biochemie. [5]

Stanoveni alkoholu v krvi nebo v jiném biologickém materidlu, se musi fidit
stanoviskem schvalenym vyborem Ceské spoleénosti soudniho 1ékaistvi a soudni toxikologie.
Podle toho to ustanoveni se fidi cela ethanolova analyza v biologickém materialu, jsou uréeny
standardizované metody a piesné postupy interpretace vysledku. Standardizovanou metodou je
plynové chromatografie v usporadani Head Space a k ni vzdy jina alternativni metoda. Je zde
také ustanoveno, Ze ethanol musi mit jiny elu¢ni C¢as neZ ostatni latky, které se mohou
Vv biologickém materidlu objevit disledkem onemocnéni, otravy ¢i hnilobnych procesi. Ke
kalibraci se pouzivaji vodné roztoky ethanolu. Pro vlastni vypoc¢itani hladiny alkoholu v krvi ¢i
jiném biologickém materialu jsou stanovené korek¢ni faktory, pro plynovou chromatografii
Vv uspofadani Head Space se pouzivaji faktory dle Machaty (1/F; F= krev 1,08; sérum 1,26;
sérum s krvinkami 1,15; mo¢ 1,00). Obecné platné stanovisko tykajici se celého stanoveni
ethanolu zahrnuje pfesné postupy dorucovani vzorkll, skladovani vzorki, pfesné postupy analyz
u vSech pouzivanych metod, pfesné pozadavky pii vypoctech a interpretacich vysledka
analyzy. [5]

I ptes tato obecna ustanoveni je mozné, ze nékteré vysledky nejsou zcela presné. Ke zkresleni

muze dojit jest¢ pred odbérem, kdy mize doty¢nd osoba riznymi zpisoby zdrzovat a tim
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oddalovat dobu odbéru. Pokud pozdnim odbérem klesne hladina ethanolu v téle vySetfovaného
na hodnotu 0,2-0,3 g/kg, je tento vysledek bran jako negativni. Dale, pokud selze lidsky faktor
a neni se vzorkem naklddano dle nafizeni — zapomenuti vzorku dels$i dobu v pokojové ¢i
laboratorni teploté, extrémné dlouhé skladovani vzorku pfed samotnou analyzou ¢i Spatnymi
podminkami pfi pfevozu z mista odbéru na misto stanoveni (ethanol se odpatuje). I povinné
skladovani vzorku krve po stanoveni pro piipadnou potiebu opakovani celé analyzy je nékolik
tydnti. Béhem této doby, at’ je vzorek uskladnén v lednici ¢i mrazaku, dojde ptfi opakované
analyze k vykazovani faleSn¢ nizké az negativni koncentraci ethanolu v krvi, pravé z divodu jiz

diive zminované té¢kavosti ethanolu. [5]

2.3 Metabolismus ethyl estertii mastnych kyselin
Pro nastinéni vzniku ethylesterii mastnych kyselin a jeho osudu v organismu, je tieba

zminit n¢kolik dulezitych informaci tykajicich se mastnych kyselin .

2.3.1. Metabolismus mastnych kyselin

Karboxylové kyseliny s vy$§im poctem uhliku jsou diky jejich nerozpustnosti ve
vodném prostedi oznaovany jako mastné kyseliny. Podle délky alifatického fetézce je mozné
je délit do tii skupin: kyseliny s kratkym, stfedn¢ dlouhym a dlouhym fetézcem. Biologicky
vyznamné mastné kyseliny obsahuji ve své molekule obvykle sudy pocet uhliku.
JelikoZz mastné kyseliny jsou z hlediska svych funkci pro organismus nepostradatelné, je
ZivociSna bunka vybavena enzymatickym aparatem umoZiujicim syntesu, skladovani a
uvolnovani v piipadé potfeby. Mastné kyseliny se tak stavaji nejdilezitéjSim substratem co do
kvantity uvolnéné energie v procesu biologické oxidace a saturace energetickych potieb
organismu. Buiika je schopna mastné kyseliny syntetisovat de novo i metabolisovat kyseliny

pfijaté potravou. [7,8]

Hlavnim exogennim zdrojem mastnych kyselin jsou jejich estery s glycerolem
(triacylglyceroly - TAG) pfijimané v potravé ve formé tuku. Uvolnéni mastnych kyselin je
spojeno s hydrolyzou triacylglycerolli ve stievni stén¢ a naslednou reesterifikaci v enterocytu
(sttevni bunka). Nasledna formace chylomikronovych castic je diilezitd pro transport

nepolarnich esterifikovanych mastnych kyselin v polarnim prostfedi krve. V zavislosti na
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energetickém stavu organizmu jsou TAG buiikkami vychytdvané, nebo putuji k dalSimu
zpracovani do jater.

Endogenni syntéza mastnych kyselin je lokalizovana v cytosolu a fidi se dostupnosti
energetickych substratl pro normalni metabolickou aktivitu bunék. Biosyntéza je aktivovéana
pfebytkem zivin a to hlavné glukosy a aminokyselin. Naopak degradace je stimulovana
nedostatkem energie, obecné snizenim poméru ATP/ADP (adenosintrifosfat/adenosindifosfat)
resp. NADH/NAD" (nikotinamidadenindinukleotid-redukovana forma / nikotinamidadenin-
dinukleotid), coz je allosterickym signalem pro zpusténi B-oxidace. Katabolicky osud mastnych
kyselin je zpeCetén pifeménou na acyl-CoA (acyl-koenzym A), pro ktery je vnéjsi
mitochondridlni membrana prostupna. Ke zméné situace dochézi na vnitini mitochondrialni
membrang, kde je nutnd ptitomnost karnitinového pienasece. Po vstupu do matrix mitochondrie

zadina degradace fetézce mastnych kyselin v procesu Lynenovy spiraly. [7, 8, 10]

i T \
///
matrix
L~
Syl
mner mitochondrial
A + EtOH == FAEE =— membrane
cell cytosol mnochondnon

\——/___

Obr. .3 Esterifikace mastnych kyselin na bunécné urovni [8]

Znazorneni ulozeni FAEE v mitochondriich

2.3.2. Ethyl estery mastnych kyselin
Ethanol jakoZto mala polarni molekula lehce prostupuje biologickymi membranami. V

cytosolu ¢ast podléha oxidaci za vzniku acetaldehydu a kyseliny octové. Produktem je znacné

kvantum NADH, coz vyvolavd zménu redoxniho stavu cytosolu s aktivaci syntézy mastnych
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kyselin. ZvySuje se obsah mastnych kyselin a ¢ast etanolu je prostfednictvim FAEE synthasy
(ethyl estery mastnych kyselin synthasa) esterifikovana na ethyl estery mastnych kyselin.

Tyto estery jsou vysoce nepolarni latky, které piestupuji do mitochondrii. Maji
vyraznou afinitu k vnitini mitochondridlni membran¢, na kterou se po hydrolyse vazi. Zvyseny
obsah mastnych kyselin plsobi jako rozpojova¢ oxidativni fosforylace mechanismem
reverzibilni inhibice cytochrom-c-oxidasy .

Esterifikace volnych mastnych probihd za ucasti enzymu FAEE syntasy. Tento enzym

ma Ctyii isoformy a to I, 11, 111, syntasa/karboxyesterasa. [8,9]

Test for Blood ETOH

Stili Suspicious
of ETOH Intake
within Past
24 hrs?

ETOH
Positive?

Need to
Confirm

Positive
Blood ETOH?

y

Do Assay for
Serum FAEE

Do Assay for
Serum FAEE

l

Positive ETOH

FAEE w‘g:ENegative FAEE
Positive? E s Not Positive?
Known to
Occur-Repeat
ETOH and FAEE

y

Positive ETOH and
Positive FAEE
Consistent with
ETOH Intake within
0-6 hrs of
Blood Collection

Negative ETOH and
Positive FAEE
Consistent with ETOH
Intake 4-24 hrs before
Blood Collection

. Diagnosti orithm to assess recent intake of ethanol.

Obr.¢.4 Diagnosticky algoritmus ethanolu a FAEE [9]

Zvyraznéna oblast obrazku predstavuje casovy usek algoritmu na ktery je zamerena tato prace.
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2.4 Stanoveni ethyl esterti mastnych Kkyselin

2.4.1 Metody isolace ethyl esterti mastnych Kkyselin

Pro isolaci ethyl esterti mastnych kyselin se zdaji byt nejvhodnéjsi separa¢ni metody na
bazi chromatografie. Nejpouzivanéjsi jsou plynova a kapalinovd. Diive pouzivanou
tenkovrstvou chromatografii (TLC) nahradila chromatografie vysokoucinna ve spojeni
s hmotnostnim detektorem (HPLC-MS). Pii pouziti plynové chromatografie je nejvhodnéjsi
spojeni s hmotnostni detekci (GC-MS) nebo plamenovou ionizaci (GC-FID).
[11,12, 13, 14]

2.4.2 Aplikace stanoveni ethyl esterti mastnych kyselin v biologickych materialech

V ramci tohoto stanoveni byl sledovany obsah zjistovan v nasledujicich vzorcich
biologického pivodu: sérum, krevni elementy (erytrocyty, leukocyty a trombocyty), jaterni,
srdecni a mozkova tkéan, mekonium a vlasy. V séru a krevnich elementech byl studovan vliv
akutniho poziti ethanolu; v tkdni srde¢ni, jaterni a mozkové toxicita ethyl esteri na
metabolismus bunék; v mekoniu se prokazovala zvySend hladina u novorozenct (zivych i
mrtvorozenych) matek alkoholicek a ve vlasech vliv chronické expozice ethanolu.
Experimenty se snazily prokéazat pfi¢innou souvislost mezi poZitim ethanolu (piileZitostné 1
chronicky) a zvySenim hladiny estert v danych vzorcich. Vysledky experimentl jsou stéle

piredmétem diskusi a podnétem Kk dal$im studiim. [10,15, 16, 17, 18, 19]
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3. Experimentalni Cast

3.1 Popis experimentu

Experimentalni ¢ast se provadéla na skupiné¢ dobrovolniki o 13 c¢lenech a byla
uskute¢néna na Katedie vojenské hygieny Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany
v Hradci Kréalové. Odbéry byly provadény odbornym zdravotnickym personalem a po celou
dobu experimentu byl pfitomen lékar, ktery zaroven u kazdého zkouseného provedl vstupni a
vystupni zdravotni vySetfeni.

Dobrovolnici byli z &asti piislusnici armady CR a rtiznoroda skupina b&znych ob&ani.
Vsechny testované osoby abstinovaly minimalné 24 hodin pfed experimentem. Dobrovolnici se
k experimentu dostavili rano v 7.00 po standardni snidani jak byl kazdy zvykly.

Experiment spocival v podani davky alkoholu v rannich hodinach. Kazdému jedinci
odpovidajici podle jeho vahy do maxima jednoho promile. Podavala se 37,5% vodka zapijena
vodou nebo riznymi druhy dzusu. Kazdou hodinu byla provedena orientacni dechova zkouska.
Tato zkouska se provadéla opakované kazdou hodinu u kazdého jedince az do nadychani
opakované nuly. Kazdé dvé hodiny se odebirala vendzni krev z Zily v ptedlokti, kterd byla
pouzita ke krevni analyze hladiny alkoholu a pro stanoveni ethyl esteri mastnych kyselin.
Dobrovolnici byli po celou dobu pod dozorem Iékafe a ve spole¢né mistnosti , hrali
spolecenské hry, bez velké fyzické namahy, strava jim byla podavana vSestranné pestra na
zivocisné bilkoviny, rostlinné, cukry a tuky, vSem stejnd dle individualnich potieb. Kurakiim
bylo dovoleno koutit, aby se zachytil naprosto bézny a nijak neupravovany denni rezim. K piti

béhem dne byla povolena voda a nékolik druhi dzust, kdva a ¢erny ¢aj podavan nebyl.

3.2 Specifikace souboru
Skupina dobrovolnikl byla vybirdna s ohledem na zastoupeni obou pohlavi, véku a
zaroven tak, aby ve skupiné obou pohlavi byli lidé, ktefi nepiji bézné 1 ti, ktefi alkohol pozivaji

pravidelng. Soubor byl vybiran tak, aby byla pokryta Skéla produktivniho v€ku. Tab.¢.1
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Tabulka .c.1.: specifikace jedincii testovaného souboru

MuzZ/zena | Vék | Vahakg | Objem EtOH ml
1 Muz 44 89 209
2. Muz 32 120 282
3. Muz 33 95 223
4. Muz 37 63 148
5. Zena 22 68 137
6. Muz 38 08 231
7. Zena 39 70 141
8. Zena 18 52 105
9, Muz 29 85 200
10 Muz 48 95 223
11. Muz 24 73 172
12. Zena 38 70 141
13. Muz 24 60 141

Priimérny v&k skupiny byl 32,77 let, pficemz nejnizsi vek byl 18 let a nejvyssi 48 let. Primérna

vaha souboru byla 79,84 kg, pficemz nejniZsi byla 52 kg a nejvyssi 120 kg.

3.3 Pouzité metodiky

V experimentu byly pouzity vysledky orientatni dechové zkousky provadéné na
dechovém analyzatoru zaptjéeném od PCR (Policie Ceské republiky) Alcotester Driger 7410,
pravidelng kalibrovany a kontrolovany metrologickym tstavem. Dale vysledky krevni analyzy
na stanoveni alkoholu, provedené v alkoholové laboratofi Soudniho 1ékatstvi Lékatské fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. A vysledky krevni analyzy pro ethyl estery mastnych
kyselin, kterd byla provedena na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky. P¥iprava vzorki

probéhla na jiz zminéné katedfe vojenské hygieny.
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Pro snazsi opakované odbéry krve a sniZzeni mnozstvi vpichd, byla aplikovana kazdému
dobrovolnikovi kanyla do Zzily hned pfi prvnim nulovém odbéru. Pti kazdém odbéru se
odebiralo 8 ml srazlivé krve a po centrifugovani se sérum rozd¢lilo zhruba po 2 ml do dvou
dobie uzaviratelnych zkumavek a uskladnény v lednici pti 5 °C. Jedna zkumavka byla pouzita
na analyzu ethanolu, druhd na analyzu ethyl esteri mastnych kyselin. U nékterych
dobrovolnikii nebylo mozné provést vSech Sest odbérii, proto nemohly byt zatfazeni do

statistického zpracovani vysledkl a analyzy na ethyl estery mastnych kyselin.

3.3.1 Metodologie stanoveni alkoholu

3.3.1.1 Orientaéni zkouska

Orienta¢ni dechova zkouska se provadéla nejprve pro kontrolu, ze kazdy ze
zuCastnénych nepftiSel jiz pod vlivem alkoholu pied poddnim dévky alkoholu. Pozdéji se
dechova zkouska provadéla opakované kazdou hodinu , ukoncena byla po naméteni opakované
nulové hodnoty u kazdé z testovanych osob.
Vysledky orientacni dechové zkousky byly provadéné na dechovém analyzatoru zaptijceném
od PCR (Alcotester Driger 7410), pravidelné kalibrovany a kontrolovany metrologickym
ustavem. K dispozici byl analyzator kalibrovany 20. 11. 2008 , nami provadéné dechové

zkousky byly prvni na ném provadéné , mizeme je tedy povazovat za validni.

3.3.1.2 Stanoveni v krvi

Ptipravené vzorky séra byly dopraveny do Alkoholové laboratote soudniho lékatstvi LF
UK HK. Do jednotlivych vialek na plynovou chromatografii bylo odpipetovano 0,5 ml séra a
ke kazdému vzorku bylo pfidano 0,5 ml vnitiniho standardu. Jako vnitini standard byl pouzit
terc-butanol. Vzorky byly zpracovany a zméteny pomoci plynové chromatografie v uspotfadani

Head Space s plamenove¢ ioniza¢nim detektorem.
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3.3.1.3 Specifikace pfistroji

Head Space usporadani je komercni specifikace HP7694 Head Space UNIT. (Tab.¢.2)

Tabulka .c.2: Podminky pro analyzu Head Space

Nastavené parametry

teplota pece

65 °C

teplota ve smycce

80 °C

teplota v kapilaie

110 °C

Cas equilibrace

1,5 min

Cas tlakovani

0,5 min

Cas naplnéni smy¢ky

0,2 min.

Cas equilibrace smycky

0.05 min.

Cas doba nastiiku

0,025 min

GC system Agilent Technologies 7890A
Kolona: Agilent 19091S — 510, HP — B- ALC
Délka: 7,5 m

1.D.: 0,320 mm

Film: 0,02 mm

Tabulka ¢.3: Podminky pro analyzu GC

Nastavené parametry

Prutok

4,000

Split déleni

10:1

Tlak nastfiku

17,008 psi

Pritok septa

3ml/min

Start

80 °C

Final

150 °C 2 min izokrat.

Pokles

80 °C

Celkovy cyklus

6,95 min
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Tabulka ¢.4: Podminky pro analyzu FID

Nastavené parametry

Teplota 235°C
Pratok (Hy) 30 ml/min
Prttok vzduchu 400 ml/min
Upravovani (N5) 25 ml/min

3.3.2. Stanoveni ethyl esteri mastnych kyselin

3.3.2.1. Priprava vzorku

Vsechny vzorky pro analyzu ethyl estert mastnych kyselin v séru byly
ptipraveny podle nésledujiciho postupu.
Bylo odpipetovano 0,5 ml séra, k tomu bylo pfiddno 0,5 ml H,O a 0,2 ml roztoku vnitiniho
standardu, ktery byl piipraven z 0,01 g eikosanu a 100 ml hexanu. K takto upravenému séru
bylo dale pfidano 7 ml smési aceton/hexan v poméru 2:7. Tato pfipravena smés byla kratce
protfepana na stolni tfepacce (1 min) a dale se centrifugovala 10 min pifi 5000 otackach/min. Po
centrifugaci se vzorky nechaly 2 minuty odstat a bylo odebrano 3,5 ml z horni hexanové faze.
Téchto 3,5 ml se dale vysuSilo ve vakuové odparce pii 40 °C (fa SUPELCO, UKBD FN HK).
Po vysuSeni se odparek opét rozpustil v 0,3 ml hexanu.
Dale byla provedena Solid phase extrakce pomoci aminopropylovych kolonek. Kolonky byly
kondiciovany 4 ml hexanu. Na kolonku bylo nastfikovano 0,3 ml odparku rozpusténého
V hexanu. Pro dalsi pouziti se jimala faze z kolonky po proplachnuti 6 ml hexanu. Tato smés
byla opét vysuSena ve vakuové odparce pii 40 °C (fa SUPELCO, UKBD FN HK). Takto
pfipraveny odparek byl uzavien a uchovan k nasledné analyze stanoveni ethyl esterd. Odparek
byl rozpustén v 0,5 ml hexanu a pfipraven na analyzu GC/MS vzdy té€sné pfed néstfikem na

kolonu.
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3.2.2.2 Analyza GC-MS

Pro analyzu byl pouzit systém ITQ GC MS" firmy Thermo Scientific.

Tabulka.c.5: GC

Nastavené parametry

Nasttik vzorku 1,5 ul

Kolona Thermo TR — 5 ms SQC, priatok He
konstantni 1 ml/min

SF 5% Fenyl - polysilfenylen —siloxan, TR
5MS SQC, 30m x 0,25mm x 0,25 um

Injektor Rezim splitless, 3 min

Pratok He Konstatnti, ve splitu 20 ml/min

Odfuk k vyslednému prutoku nosného plynu

1 ml/min na koloné

Teplota

250 °C

Pec — poc¢atecni teplota

90 °C, 2 min prodleva

Teplota 90 - 280 [IC

20 °C/min , prodleva 15 min,

celkova doba 27 min

Tabulka ¢.6: MS

Nastavené parametry

Kvadrupolova iontova past

Externi ionizace — rezim El(elektronové

ionizace)
Detekce Plny scan
Offset (kompenzacni) napéti na dynode -100 V
Pratok He v pasti (moderujici plyn v pasti) 0,3 ml/min

Chyba detekce

1,0 mmu/100 amu

Ioniza¢ni Cas 25 ms
Rychlost scanu 3 puscan
Polarita dynody +
Rozsah métenych hmot 45-700
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3.4 Vysledky

3.4.1 Vysledky ethanolu

Testovany ¢.1

Tabulka ¢.7 Vysledky ethanolu

Gas odbéri Decvhové Kr’evnl'
zkouska[%o] analyza[%o]

9.00 0
10.00 0,32 0,37046
11.00 0,37
12.00 0,23 0,3896
13.00 0,17
14.00 0,11 0,0894
15.00 0
16.00 0 0,0024
17.00 0 -

Testovany €.1 pije velmi zfidka, zhruba 2x do mésice vypije maximalné 5 desetistupniovych piv

za 3 hodiny. Skupina nepijan.
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Testovany ¢.2

Tabulka ¢.8 Vysledky ethanolu

Cas odbéru Dechova Krevni
zkouska[%o] analyza[%o]

9.00 0 6,60E-03
10.00 0,51 0,6518
11.00 0,57
12.00 0,4 0,4819
13.00 0,31
14.00 0,15 0,1439
15.00 0
16.00 0 0,0144
17.00 0 2,20E-03

Tento testovany poziva alkohol zhruba dvakrat za mésic. Je zvykly na desetistupniové pivo,

jednorazova davka je 5 piv béhem tii hodin. Skupina nepijan.

Testovany ¢.3

Tabulka ¢.9 Vysledky ethanolu

Cas odbéru Dechova Krevni
zkouska[%o] analyza[%o.]

9.00 9,50E-05
10.00 0,59 0,7122
11.00 0,5
12.00 0,45 0,4981
13.00 0.28
14.00 0,19 0,2495
15.00 0,09
16.00 0 2,80E-02
17.00 0 5,30E-03
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Tento testovany pije zhruba 2x do mésice, pije vino, desetistupniové pivo, destilat. Tti piva jako

jednorazové mnozstvi vypije asi za 90 minut. Skupina nepijan.

Testovany ¢.4

Tabulka ¢.10 Vysledky ethanolu

Cas odbért 2'2) ei‘céhkc;\f;': ol Krevni analyza [
9.00 0 3,00E-03
10.00 0,51 0,5072072
11.00 0,47
12.00 0,2 0,2827827
13.00 0
14.00 0 0,0617617
15.00 0
16.00 0 5,10E-03
17.00 0 1,20E-03

Testovany pije asi zhruba 2x — 3x do mésice. Preferuje vino, jako jednordzové mnozstvi uvedl

0,51 — 0,751 béhem 4 az 5 hodin. Skupina nepijan.
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Testovany ¢.5

Tabulka ¢.11

Cas odbér Dechova Krevni
zkous$ka[%o] analyza[%:]

9.00 0 9,00E-05
10.00 0,47 0,5672
11.00 0,29
12.00 0,14 0,1752
13.00 0
14.00 0 9,70E-03
15.00 0
16.00 0 1,60E-04
17.00 0 0

Testovany je vojensky medik ve velmi dobie fyzické kondici. Alkohol poziva v priméru 3x —

4x tydné, preferuje dvanactistupiiové pivo, vino, destilaty. Jednorazové mnozstvi alkoholu

uvadi 5 piv a zhruba 3 0,4dl sklenky destilatu za 6-7 hodin.

Testovany ¢.6

Tabulka ¢.12 Vysledky ethanolu

Cas odbért Dechova Krevni
zkouska[%o] analyza[%o]

9.00 0 0
10.00 0,8 0,8574
11.00 0,76
12.00 0,57 0,5784
13.00 0,33
14.00 0,19 0,2054
15.00 0
16.00 0 2,50E-02
17.00 0 1,30E-03
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Testovany s lehkou obezitou poziva alkohol zhruba 2x tydné, konzumuje vétSinou

desetistupniové pivo, jednorazova davka alkoholu je v primeéru 10 piv béhem asi 9 hodin.

Testovany ¢.7

Tabulka ¢.13 Vysledky ethanolu

Cas odbért Dechova Krevni
zkou$ka[%o] analyza[%o]

9.00 0 1,00E-02
10.00 0,23 0,3543
11.00 0,45
12.00 0,33 0,3627
13.00 0,17
14.00 0 3.78E-02
15.00 0
16.00 0 2,70E-03
17.00 0 7,70E-04

Testovany konzumuje alkohol 2x tydné, desetistupiiové pivo s jednorazovym mnozstvim

maximalné 6 piv béhem 4 hodin.



Testovany ¢.8

Tabulka ¢.14 Vysledky ethanolu

Cas odbér Dechova Krevni
zkous$ka[%o] analyza[%:]

9.00 0 8,4e-5
10.00 0,77 0,5480
11.00 0,56
12.00 0,33 0,3438
13.00 0,13
14.00 0,0 0,0173
15.00 0
16.00 0 }
17.00 0 )

Testovany ¢.8 pije alkohol s pravidelnosti 1x tydné v mnozstvi 4 x 2 dcl vina. Toto mnozstvi

vypije zhruba za tfi hodiny.

Testovany ¢.9

Tabulka ¢.15 Vysledky ethanolu

Cas odbért Dechova Krevni
zkouska[%o] analyza[%o]

9.00 0 5,40E-04
10.00 0,78 0,7381
11.00 0,44
12.00 0,35 0,4571
13.00 0,07
14.00 0 0,1188
15.00 0
16.00 0 3,80E-02
17.00 0 7,90E-03
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Testovany poziva alkohol pravidelné 3x tydné, preferuje desetistupiiové pivo v narazovém

mnozstvi zhruba deset piv béhem 8 hodin.

Testovany ¢.10

Tabulka ¢.16 Vysledky ethanolu

Cas odbéra Dechova Krevni
zkouska[%o] analyza[%o]

9.00 3,40E-03
10.00 0,57 0,7097
11.00 0.45
12.00 0.31 0.4039
13.00 0.16
14.00 0 0.0673
15.00 0
1600 0 1,20E-02
17.00 0 3,60E-03

Testovany konzumuje alkohol denng, ale v odliSném mnoZstvi. Pravideln¢ sportuje. Konzumuje

vétSinou pivo nebo vino obcas pifida destilaty. Primérné vypije asi 8 dvanactistupiiovych piv za

asi Sest hodin.
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Testovany ¢.11

Tabulka ¢. 17 Vysledky ethanolu

Cas odbér Dechova Krevni
zkous$ka[%o] analyza[%:]

9.00 0
10.00 0,76 0,6576
11.00 0,47
12.00 0,36 0,4087
13.00 0,23
14.00 0,11 0,0984
15.00 0
16.00 0 6,20E-03
17.00 0 1,30E-03

Testovany konzumuje alkohol 3x tydné, nema vyhranény druh alkoholu. Jednorazovou davku

alkoholu ptedstavuje asi 10 piv v kombinaci s destilaty.

Testovany ¢.12

Tabulka ¢.18 Vysledky ethanolu

Cas odbért Dechova Krevni
zkouska[%o] analyza[%o]

9.00 0 -
10.00 0,88 0,7667
11.00 0,54
12.00 0,32 0,2922
13.00 0,13
14.00 0,0 0,0089
15.00 0
16.00 0 2.8e-4
17.00 0 1,25E-04
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Testovany ¢.12 poziva alkohol v priméru 2x tydné. Preferuje pivo dvanactistupiiové a destilaty.

Jednorazova davka ¢ini 5 piv a 5 x 4 cl destilatu. Toto mnozstvi vypije béhem 5 hodin.

Testovany ¢.13

Tabulka ¢.19 Vysledky ethanolu

Cas odbéra Dechova Krevni
zkouska[%o] analyza[%o]

9.00 0 »res
10.00 0,48 0,4851
11.00 0,40
12.00 0,26 0,2915
13.00 0,11
14.00 0,0 0.0146
15.00 0
16.00 0 L62E-4
17.00 0

Testovany ¢.13 pravidelné poziva alkohol 3x do tydne. Pije pivo, vino, destilaty. MnoZstvi

udané jako jednordzové piedstavuje 5 piv nebo 2 dcl vina a 2-3 destilaty. To vSe vypije béhem

8 hodin.

3.4.2 Vysledky ethyl esterti mastnych kyselin

Tabulka ¢.20
¢islo hmotnost
plocha IS
odbéru ISvmg

1 49582100 0,02

174591917 0,02

2
3 145811275 0,02
4 368782199 0,02
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S) 251529178 0,02
6 82037528 0,02
1 22532418 0,02
2 264178373 0,02
3 77790146 0,02
4 148743027 0,02
5 491023300 0,02
6 65212193 0,02
1 88559213 0,02
2 89785322 0,02
3 116194297 0,02
4 16010037 0,02
5 141682037 0,02
6 35851643 0,02
1 211788914 | 0,0108
2 59502663 | 0,0108
3 58466831 | 0,0108
4 45388396 | 0,0108
5 184273508 | 0,0108
6 115454785 | 0,0108
1 332759079 | 0,0108
2 89278533 | 0,0108
3 96284132 | 0,0108
4 21985324 | 0,0108
5 15712891 | 0,0108
6 72278968 | 0,0108
1 67141877 | 0,0108
2 40728669 | 0,0108
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3 16135915 | 0,0108
4 29753092 | 0,0108
5 43773219 | 0,0108
6 176926929 | 0,0108
1 214468201 | 0,0108
2 76348548 | 0,0108
3 47876455 | 0,0108
4 32664931 | 0,0108
5 47795142 | 0,0108
6 104222486 | 0,0108
1 17372784 | 0,0248
2 25065430 | 0,0248
3 40492615 | 0,0248
4 28600012 | 0,0248
5 19930838 | 0,0248
6 58221786 | 0,0248
1 32070811 | 0,0248
2 31096872 | 0,0248
3 46809368 | 0,0248
4 115945710 | 0,0248
5 52665058 | 0,0248
6 124307686 | 0,0248
Tabulka ¢.21

35



Ethyl Diethyl Ethyl
) Ethyl Ethyl
Diethyl ester ester ester ester
. ] ] ) ester ] ester
testov Cas krevni kyseliny kyseliny | kyseliny ] kyseliny .
) ) ) kyseliny ) kyseliny
any (min) zK.(%o) stearové palmitov | palmitov myristov |
olejové linolenov
(mg/ml) é é é
(mg/ml) é(mg/ml)
(mg/ml) | (mg/ml) (mg/mil)
2 0 0,01 0,295195421 | 0,098513 | 0,12435 | 0,00425 | 0,003917 | 0,022154
2 30 0,65 0,200270873 | 0,050215 | 0,045114 | 0,02428 | 0,001559 0
2 150 0,48 0,414322848 | 0,110757 | 0,108473 | 0,088862 | 0,001942 0
2 270 0,14 0,214173358 | 0,048425 | 0,063298 | 0,006711 | 0,001335 0
2 390 0,01 0,042283709 | 0,069066 | 0,020393 | 0,020182 | 0,00168 0
2 510 0,00 0,309825145 | 0,101485 | 0,08994 | 0,112198 | 0,001886 | 0,000248
3 0 9,50E-05 0 0,135094 | 0,425422 | 0,027198 | 0,00369 | 0,004704
3 30 0,7122 0,07095768 | 0,082122 | 0,057507 | 0,032065 | 0,002205 0
3 150 0,4981 0,077994151 | 0,059505 | 0,031921 | 0,019431 | 0,00224 0
3 270 0,2495 0,034675559 | 2,93066 | 0,024544 | 0,008514 | 0,003631 0
3 390 2,80E-02 | 0,215029228 | 0,050615 | 0,037589 | 0,033459 | 0,001005 0
3 510 5,30E-03 | 0,190471089 | 0,094755 | 0,046449 | 0,905796 0 0
0
4 0 3,00E-03 | 0,539414117 | 0,065119 | 0,136843 | 0,019669 | 0,001529 | 0,000196
4 30 0,5072 0,283035329 | 0,064497 | 0,07914 | 0,010513 | 0,002079 0
4 150 0,2827 0,063358614 | 0,082381 | 0,050987 | 0,015227 | 0,002598 0
4 270 0,0617 0,414175647 | 0,206458 | 0,104261 | 0,22549 | 0,004176 0
4 390 5,10E-03 | 0,148941556 | 0,087222 | 0,053174 | 0,057861 | 0,001953 0
4 510 1,20E-03 | 0,085073249 | 0,128129 | 0,038813 | 0,067633 | 0,005061 | 0,000793
5 0 9,00E-05 | 0,012709484 | 0,02047 | 0,009028 | 0,000744 | 0,000956 | 0,005478
5 30 0,5672 0,069300204 | 0,0574 | 0,042843 | 0,002105 | 0,001936 | 0,011337
5 150 0,1752 0,006731452 | 0,016773 | 0,00507 0 0,001014 | 0,003235
5 270 9,70E-03 | 0,013995796 | 0,019513 | 0,007421 0 0,00097 | 0,004497
5 390 1,60E-04 | 0,013755758 | 0,022465 | 0,00664 | 0,000709 | 0,00114 | 0,002609
5 510 0 0,011617667 | 0,019165 | 0,006312 0 0,000976 | 0,002627
6 0 0 0,015074937 | 0,022194 | 0,010223 | 0,000762 | 0,00078 | 0,005525
6 30 0,8574 0,017040472 | 0,021155 | 0,009753 | 0,000605 | 0,001067 | 0,005308
6 150 0,5784 0,225521397 | 0,029455 | 0,059384 | 0,001888 | 0,000714 | 0,055261
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6 270 0,2054 0,023857146 | 0,022974 | 0,010687 | 0,000698 | 0,000895 | 0,005904
6 390 2,50E-02 | 0,150872945 | 0,0648 | 0,046112 0 0,003915 | 0,009378
6 510 1,30E-03 | 0,009238841 | 0,021427 | 0,005231 | 0,006555 | 0,00099 | 0,004285
7 0 1,00E-02 | 0,048720818 | 0,026837 | 0,027412 | 0,00102 | 0,000822 | 0,002864
7 30 0,3543 0 0,03989 0 0 0,001321 | 0,007542
7 150 0,3627 0,010209415 | 0,00056 | 0,032527 | 0,001138 | 0,016571 | 0,030237
7 270 3,78E-02 | 0,021573089 | 0,041115 | 0,015076 0 0,002105 | 0,007774
7 390 2,70E-03 | 0,196331857 0 0,041347 | 0,002219 | 0,002137 | 0,004319
7 510 7,70E-04 | 0,024008494 | 0,018161 | 0,009696 | 0,000455 | 0,001262 | 0,002319
9 0 5,40E-04 | 0,016647565 | 0,039635 | 0,016453 | 0,000472 | 0,002264 | 0,005797
9 30 0,7381 0,453564835 | 0,025803 | 0,101047 | 0,002643 | 0,000803 | 0,003161
9 150 0,4571 0,016934751 | 0,039872 | 0,012654 | 0,001258 | 0,001494 | 0,006475
9 270 0,1188 0,167481839 | 0,062975 | 0,0807 0,00214 | 0,001709 | 0,006443
9 390 3,80E-02 | 0,084832375 | 0,036285 | 0,025551 | 0,001859 | 0,004497 | 0,00347
9 510 7,90E-03 | 0,029770405 | 0,018766 | 0,010524 | 0,000588 | 0,001001 | 0,001523
10 0 3,40E-03 | 0,093598334 | 0,072008 | 0,035428 0 0,004226 | 0,013087
10 30 0,7097 0,04050748 | 0,082279 | 0,00247 0 0,006463 | 0,016378
10 150 0,4039 0,32151992 | 0,074749 | 0,083656 0 0,004422 | 0,014351
10 270 0,0673 0,002394082 | 0,078347 | 0,017501 0 0,004338 | 0,009275
10 390 1,20E-02 | 0,071885781 | 0,085205 | 0,041365 0 0,004986 | 0,008322
10 510 3,60E-03 | 0,025823588 | 0,084259 | 0,023044 0 0,002783 | 0,011329
11 0 0 0,082478028 | 0,092829 | 0,041033 0 0,00633 | 0,015351
11 30 0,6576 0,033451844 | 0,073559 | 0,021464 0 0,007926 | 0,008991
11 150 0,4087 0,127823768 | 0,085451 | 0,048464 | 0,001828 | 0,006611 | 0,011047
11 270 0,0984 0,019051512 | 0,06991 | 0,019953 | 0,002471 | 0,00286 | 0,021867
11 390 6,20E-03 | 0,039801299 | 0,07161 | 0,024592 | 0,002231 | 0,004049 | 0,021545
11 510 1,30E-03 | 0,110572785 | 0,084675 | 0,048875 | 0,003704 | 0,004406 0

Grafické zpracovani
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Grafc.7
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0,80

0,70 +

Koncentrace ethanolu v krvi (%o)

.

—&— Krevni zkouska

—&— Ethyl ester kyseliny stearové

= @~ Ethyl ester kyseliny palmitové
—A- Diethyl ester kyseliny palmitové
—&- Ethyl ester kyseliny olejové
—>— Ethyl ester kyseliny myristové
—®- Ethyl ester kyseliny linolenové

0,45

+ 0,35

r 0,25

r 0,2

r 0,15

Koncentrace ethyl esteru (mg/ml)

r 0,1

r 0,05

0
0 30 150 270 390 510
Cas (min)
Graf ¢.8
Testovany €.10 - pribéh ethanolu a ethyl esterii mastnych kyselin
0.80 —@— Krevni zkouska 0.35
f —&— Ethyl ester kyseliny stearové
0,70 \ - @~ Ethyl ester kyseliny palmitové +0,3
- / \ —A- Diethyl ester kyseliny palmitové ~
& 0,60 / \ —a&- Ethyl ester kyseliny olejové %
;E‘ \ —>— Ethyl ester kyseliny myristové 1025 3
; 0,50 —®- Ethyl ester kyseliny linolenové g
T:) 102 ivj
2 040 2
a, =
2 1015 ¢
£ 030 ]
£ =
o c
e +o1 &
§ 0208/ el ANy L e @emeamaaaaa <
CEF S 2 DI I I LRI V2
~
0,10 Ak — §\- : - 0,05
0,00 e 0
0 30 150 270 390 510
Cas (min)

41




Graf¢.9
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Statistické zpracovani ziskanych dat bylo provedeno dvouvybérovym t-testem.

T-testy pijani versus nepijani

Tabulka ¢.22
1. estery v
case 0
Ethyl Rozdil od Ethyl Rozdil od
testovany est.kyseliny priméru na est.kyseliny priméru na
stearové druhou palmitové druhou

2 0 0,295195 0,000289 0,098513 1,12851E-06

3 0 0 0,077397 0,135094 0,001261577

4 0 0,539414 0,068231 0,065119 0,001187242

5 0 0,01165 0,001019 0,018764 0,000644248

6 0 0,013819 0,000886 0,020345 0,000566519

7 0 0,044661 1,17E-06 0,0246 0,000382046

9 0 0,01526 0,000802 0,036332 6,10595E-05

10 0 0,093598 0,002502 0,072008 0,000776249

11 0 0,082478 0,001513 0,092829 0,002369987

Tabulka ¢.23




. Rozdil
Diethyl Ethyl
Rozdil od od
est. est.
) priméru na ) priaméru
kyseliny kyseliny
druhou na
palmitové olejové
druhou
0,12435 0,010925 0,00425 | 0,000164
0,425422 0,038632 0,027198 | 0,000103
0,136843 0,008469 0,019669 | 6,92E-06
0,008275 0,000199 0,000682 | 5,02E-08
0,009371 0,000169 0,000698 | 5,76E-08
0,025128 7,52E-06 0,000935 | 2,27E-07
0,015082 5,33E-05 0,000433 | 6,21E-10
0,035428 0,00017 0 2,1E-07
0,041033 0,000348 0 2,1E-07
Tabulka ¢.24
Ethyl Rozdil od Ethyl est. | Rozdil od
est.kyseliny priméru na kyseliny | priméru na
myristové druhou linolenové druhou
0,003917 7,6E-07 0,022154 | 0,000172552
0,00369 4,16E-07 0,004704 | 1,86095E-05
0,001529 2,3E-06 0,000196 | 7,78279E-05
0,000877 2,62E-06 0,005021 | 7,41273E-06
0,000715 3,17E-06 0,005065 | 7,17831E-06
0,000754 3,04E-06 0,002625 | 2,62005E-05
0,002076 1,77E-07 0,005314 | 5,90689E-06
0,004226 2,99E-06 0,013087 | 2,85523E-05
0,00633 1,47E-05 0,015351 | 5,78738E-05
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Tabulka ¢.25

Abstinenti L Abstinenti L
e.e.k.stearové Pijani e.e.k.palmitové Pljani
Primér 0,278203 00435 Primér | 0,099575182 nomaL
78 46
Pocet Pocet
typu 3 6 typu 3 6
poplatku poplatku
Rozptyl 0,021806 Rozptyl 0,001035722
Suma 0,0067 Suma
Fondili 0,145917 ’3 Fondili 0,002449947 0,0048
Smérodat Smérodat
na 0,147668 na 0,032182638
odchylka odchylka
t 2,247008 t 2,435724432
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223
priuméry se lisi priuméry se lisi
statisticky statisticky
vyznamné na vyznamné na
5% 5%
priuméry se lisi praméry se lisi
statisticky statisticky
vyznamné na vyznamné na
1% 1%
priuméry se priuméry se
nelisi nelisi
Tabulka ¢.26
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Abstinenti o Abstinenti o
d.e.k.palmitové Fijani e.e.k.olejové Pljani
Primér 0,228872 0’026238 Primér 0,017039 0’0(;045
Pocet typu Pocet typu
poplatku 3 ° poplatku 3 °
Rozptyl 0,008425 Rozptyl 3,92E-05
Suma 0,00094 Suma 7,55E-
0,058026 0,000274
rozdili 7 rozdili 07
Smérodat Smérodat
na 0,091786 na 0,006261
odchylka odchylka
t 3,181458 t 3,745008
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527
priumeéry se lisi priuméry se lisi
statisticky statisticky
vyznamné na 5% vyznamné na 5%
priuméry se lisi priuméry se lisi
statisticky statisticky
vyznamné na 1% vyznamné na 1%
priuméry se nelisi pruméry se nelisi
Tabulka ¢.27
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Abstinenti L Abstinenti L
e.e.k.myristové Pijani e.e.k.linolenové Pijani
Primér 0,003045 0’02249 Primér 0,009018054 0’03774
Pocet typu Pocet typu
poplatku 3 ° poplatku 3 °
Rozptyl 4,31E-06 Rozptyl 5,74448E-05
Suma 3.48E-06 2,67E- Suma 0.000268989 0,00013
rozdili 05 rozdili 3
Smérodat Smérodat
na 0,002076 na 0,007579236
odchylka odchylka
t 0,373963 t 0,237739419
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223
prumeéry se lisi priuméry se lisi
statisticky statisticky
vyznamné na 5% vyznamné na 5%
pruméry se lisi pruméry se lisi
statisticky statisticky
vyznamné na 1% vyznamné na 1%
priuméry se nelisi pruméry se nelisi
Tabulka ¢.28
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2.estery - primérna hodnota

Ethyl Rozdil od Ethyl Rozdil od
testovan _ _
) est.kyseliny pruméru na est.kyseliny pruméru na
y stearové druhou palmitové druhou
Primé 0,00212
2 0,246012 . 0,079743 0,000474373
r
Priumé 0,01035
3 0,098188 . 0,119193 0,000312205
r
Primé 0,00310
4 0,255666 A 0,105634 1,68986E-05
r
Primé
5 0,019572 0,00241 0,023801 0,000409426
r
Primé 1,44E-
6 0,067468 0,027806 0,000263374
r 06
Priamé 0,00051
7 0,045962 6 0,019336 0,000610042
r
Primé 0,00238
9 0,117522 . 0,034121 9,82942E-05
r
Primé 0,00057
10 0,092622 s 0,079474 0,001255946
r
Priamé 3,81E-
11 0,068863 08 0,079672 0,001270005
r
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Tabulka ¢.29

_ Rozdil
Diethyl Ethyl
Rozdil od od
est. o est. oo
. prumeru na . prumeru
kyseliny kyseliny
druhou na
palmitové olejové
druhou
0,075261 0,000104 0,042747 | 0,002555
0,103905 0,00034 0,171077 | 0,00605
0,077203 6,81E-05 0,066066 | 0,000742
0,011812 0,000213 0,000544 | 2,02E-07
0,021601 2,3E-05 0,001605 | 3,74E-07
0,019259 5,09E-05 0,000738 | 6,53E-08
0,037725 0,000128 0,001369 | 1,41E-07
0,033911 5,65E-05 0 9,87E-07
0,034064 5,88E-05 0,001706 | 5,07E-07
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Tabulka ¢.30

Ethyl Rozdil od Ethyl est. | Rozdil od
est.kyseliny priméru na kyseliny | priaméru
myristové druhou linolenové | na druhou
4,72132E-
0,002053 9,45E-08 0,003734
06
6,03473E-
0,002129 5,37E-08 0,000784 o7
1,94889E-
0,002899 2,91E-07 0,000165 06
2,19479E-
0,001068 3,57E-06 0,00455
05
1,48388E-
0,001277 2,82E-06 0,013087 o5
6,78996E-
0,0037 5,51E-07 0,008411
07
2,63204E-
0,001798 1,34E-06 0,004105 o5
8,34397E-
0,004536 2,49E-06 0,012124
06
1,51983E-
0,005364 5,79E-06 0,013134 o5
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Tabulka ¢.31

Abstinenti o Abstinenti o
Pijani Pijani
e.e.k.stearové e.e.k.palmitové
0,06866 0,04403
Primér 0,199955 g Priamér 0,101523494 .
Pocet typu Pocet typu
P 3 6 P 3 6
poplatku poplatku
Rozptyl 0,003067 Rozptyl 0,000672938
Suma 0,00588 Suma 0,00390
0,015582 0,000803477
rozdila 8 rozdila 7
Smérodat Smérodat
na 0,055381 na 0,025941042
odchylka odchylka
t 3,352565 t 3,134064204
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

praméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priuméry se nelisi

priumeéry se nelisi
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Tabulka ¢.32

Abstinenti o Abstinenti o
Pijani . Pijani
d.e.k.palmitové e.e.k.olejové
0,02639 0,00099
Priamér 0,085457 . Priamér 0,093297 A
Pocet typu Pocet typu
Yp 3 6 yp 3 5
poplatku poplatku
Rozptyl 0,000149 Rozptyl 0,001336
Suma Suma 2,28E-
0,000512 0,00053 0,009347
rozdila rozdild 06
Smérodat Smérodat
na 0,012205 na 0,036545
odchylka odchylka
t 6,843752 t 3,571908
T (5%0) 1,987608 T (5%0) 1,987608
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

prameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priuméry se nelisi

priumeéry se nelisi
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Tabulka ¢.32

Abstinenti o Abstinenti o
Pijani Pijani
e.e.k.myristové e.e.k.linolenové
0,00295 0,00923
Priamér 0,00236 . Priamér 0,001560865 .
Pocet typu Pocet typu
yp 3 6 yp 3 5
poplatku poplatku
Rozptyl 2,43E-06 Rozptyl 1,35146E-05
Suma 1,66E- Suma 8,73E-
4,39E-07 7,27368E-06
rozdila 05 rozdild 05
Smérodat Smérodat
na 0,001559 na 0,003676217
odchylka odchylka
t 0,541502 t 2,952190753
T (5%0) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

prameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priuméry se nelisi

priumeéry se nelisi
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Tabulka ¢.33

3.estery - rozdil ve 150 a 0 minuté
Ethyl Rozdil od Ethyl Rozdil od
testovan _ _
) est.kyseliny priméru na est.kyseliny priméru na
y , ey
stearové druhou palmitové druhou

Rozdi 0,04498

2 | 0,119127 o 0,012244 0,000762017
Rozdi 0,02923

3 | 0,077994 . -0,07559 0,003627406
Rozdi 0,14674

4 | -0,47606 o 0,017263 0,001064279
Rozdi

5 | -0,00548 0,00584 -0,00339 6,6908E-07
Rozdi 0,01487

6 | 0,192909 6 0,006656 0,000117989
Rozdi 0,01128

7 | -0,0353 o -0,02409 0,000395223
Rozdi 0,00499

9 | 0,000263 6 0,000217 1,95666E-05
Rozdi 0,02464

10 | 0,227922 , 0,002741 4,82733E-05
Rozdi 0,00065

11 | 0,045346 . -0,00738 1,00573E-05
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Tabulka ¢.34

) Rozdil
Diethyl Ethyl
Rozdil od od
est. . est. ..
_ priméru na _ pruméru
kyseliny kyseliny
druhou na
palmitové olejové
druhou
-0,01588 0,022261 0,084612 | 0,003658
-0,3935 0,052177 -0,00777 | 0,001018
-0,08586 0,006276 -0,00444 | 0,000817
-0,00363 0,0004 -0,00068 | 1,4E-06
0,045064 0,000823 0,001033 | 2,82E-07
0,004689 0,000137 0,000108 | 1,54E-07
-0,00348 0,000395 0,00072 | 4,78E-08
0,048228 0,001014 0 2,51E-07
0,007431 8,02E-05 0,001828 | 1,76E-06
Tabulka ¢.35
Ethyl Rozdil od Ethyl est. | Rozdil od
est.kyseliny priméru na kyseliny | praméru na
myristové druhou linolenové druhou
-0,00198 1,42E-06 -0,02215 | 0,000172552
-0,00145 4,41E-07 -0,0047 | 1,86095E-05
0,00107 3,44E-06 -0,0002 | 7,78279E-05
5,24E-05 5,35E-06 -0,00206 | 0,000171371
-6,1E-05 5,89E-06 0,045591 | 0,001194152
0,014436 0,000146 0,025092 | 0,000197607
-0,00071 9,44E-06 0,000622 | 0,000108427
0,000196 4,71E-06 0,001263 | 9,5475E-05
0,000281 4,35E-06 -0,0043 | 0,000235283
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Tabulka ¢.36

Abstinenti o Abstinenti o
Pijani Pijani
e.e.k.stearové e.e.k.palmitové
0,07094 -
Prumér -0,09298 Prumér -0,015360647
3 0,00421
Pocet typu Pocet typu
ypP 3 6 yp 3 6
poplatku poplatku
Rozptyl 0,040467 Rozptyl 0,00086364
Suma 0,06229 Suma 0,00059
0,220969 0,005453702
rozdila 7 rozdild 2
Smérodat Smérodat
na 0,201163 na 0,029387752
odchylka odchylka
t 1,152395 t 0,536755499
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priuméry se nelisi

priumeéry se nelisi
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Tabulka ¢.37

Abstinenti o Abstinenti o
Pijani Pijani
d.e.k.palmitové e.e.k.olejové
0,01638 0,00050
Prumér -0,16508 A Prumér 0,024134 .
Pocet typu Pocet typu
yp 3 5 yp 3 5
poplatku poplatku
Rozptyl 0,011938 Rozptyl 0,000785
Suma 0,00284 Suma
0,080714 0,005492 3,9E-06
rozdila 9 rozdila
Smérodat Smérodat
na 0,109259 na 0,02802
odchylka odchylka
t 2,348781 t 1,192794
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priuméry se nelisi

priumeéry se nelisi
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Tabulka ¢.38

Abstinenti L Abstinenti L
Pijani Pijani
e.e.k.myristové e.e.k.linolenové
0,00236 0,01103
Prumér -0,00079 6 Prumér -0,009018054 .
Pocet typu Pocet typu
yp 3 5 yp 3 5
poplatku poplatku
Rozptyl 2,58E-05 Rozptyl 0,000324472
Suma 0,00017 Suma 0,00200
5,3E-06 0,000268989
rozdila 5 rozdild 2
Smérodat Smérodat
na 0,005081 na 0,018013107
odchylka odchylka
t 0,877134 t 1,574334916
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priuméry se nelisi

priumeéry se nelisi
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Vysledky Zeny versus muZi

Tabulka ¢.39
1. estery v
case 0
Ethyl Rozdil od Ethyl Rozdil od
testovany est.kyseliny priméru na est.kyseliny priméru na
stearové druhou palmitové druhou

5 0 0,01165 0,000272 0,018764 8,51484E-06

7 0 0,044661 0,000272 0,0246 8,51484E-06

2 0 0,295195 0,021508 0,098513 0,000585299

3 0 0 0,022063 0,135094 0,003693473

4 0 0,539414 0,152784 0,065119 8,46605E-05

6 0 0,013819 0,018149 0,020345 0,002913313

9 0 0,01526 0,017763 0,036332 0,001443051

10 0 0,093598 0,003018 0,072008 5,34632E-06

11 0 0,082478 0,004364 0,092829 0,000342585
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Tabulka ¢.40

Diethyl Ethyl
Rozdil od Rozdil od

est. est.

vsli priméru na sl priméru na

selin selin

YRRy druhou YRRy druhou
palmitové olejové

0,008275 7,1E-05 0,000682 | 1,59841E-08
0,025128 7,1E-05 0,000935 | 1,59841E-08
0,12435 0,00014 0,00425 | 1,03312E-05
0,425422 0,097917 0,027198 | 0,000389423
0,136843 0,000592 0,019669 | 0,000148973
0,009371 0,010636 0,000698 | 4,57785E-05
0,015082 0,009491 0,000433 | 4,94346E-05
0,035428 0,005941 0 5,57118E-05
0,041033 0,005108 0 5,57118E-05
Tabulka ¢.41

Ethyl Ethyl est. | Rozdil od

] Rozdil od priméru na )
est.kyseliny kyseliny | pruméru na
druhou

myristové linolenové druhou
0,000877 3,79424E-09 0,005021 | 1,43522E-06
0,000754 3,79424E-09 0,002625 | 1,43522E-06
0,003917 4,97459E-07 0,022154 | 0,000162404
0,00369 2,28688E-07 0,004704 | 2,21463E-05
0,001529 2,83315E-06 0,000196 | 8,49001E-05
0,000715 6,23317E-06 0,005065 | 1,88831E-05
0,002076 1,29114E-06 0,005314 | 1,67825E-05
0,004226 1,028E-06 0,013087 | 1,35218E-05
0,00633 9,72621E-06 0,015351 | 3,52984E-05




Tabulka ¢.42

Zeny . Zeny .
muzi muZzi
e.e.k.stearové e.e.k.palmitové
0,1485 0,0743
Primér 0,028156 28 Pramér 0,021682453 5
Pocet Pocet
typu 2 7 typu 2 7
poplatku poplatku
Rozptyl 0,034314 Rozptyl 0,001297822
Suma 0,2396 Suma 0,0090
0,000545 1,70297E-05
rozdili 51 rozdili 68
Smérodat Smérodat
na 0,185239 na 0,036025303
odchylka odchylka
t 0,810535 t 1,822342943
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223

priumeéry se lisi
statisticky
vyznamné na

5%

priuméry se lisi
statisticky
vyznamné na

5%

priumeéry se lisi
statisticky
vyznamné na

1%

pruméry se lisi
statisticky
vyznamné na

1%

priuméry se

nelisi

pruméry se

nelisi

61




Tabulka ¢.43

Zeny d.e.k.palmitové | muzi Zeny e.e.k.olejové muzi
0,11250 0,00746
Prumér 0,016701 A Prumér 0,00080839 A
Pocet typu Pocet typu
P 2 7 P 2 7
poplatku poplatku
Rozptyl 0,018567 Rozptyl 0,000107914
Suma 0,12982 Suma 0,00075
0,000142 3,19683E-08
rozdila 7 rozdild )
Smérodat Smérodat
na 0,136261 na 0,010388148
odchylka odchylka
t 0,8769 t 0,799088188
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priuméry se nelisi

priumeéry se nelisi
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Tabulka ¢.44

Zeny . Zeny ..
muZzi muzi
e.e.k.myristové e.e.k.linolenové
0,0032117
Primér 0,000815157 03 Priamér 0,003823293 0,00941
Pocet typu Pocet typu
P 2 7 P 2 7
poplatku poplatku
Rozptyl 3,12077E-06 Rozptyl 5,09724E-05
Suma 2,18378E- Suma 0,00035
7,58848E-09 2,87043E-06
rozdila 05 rozdild 4
Smérodat Smérodat
na 0,001766571 na 0,007139495
odchylka odchylka
t 1,692052372 t 0,975987122
T (5%) 1,987608241 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527223 T (1%) 2,633527223

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priuméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priuméry se nelisi

pruméry se nelisi
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Tabulka ¢.45

2.estery - primérna hodnota

Ethyl Rozdil od Ethyl Rozdil od
testovan ] ]
) est.kyseliny priméru na est.kyseliny priméru na
y , o
stearové druhou palmitové druhou
Pramé 0,00017
5 0,019572 A 0,023801 4,98349E-06
r
Priamé 0,00017
7 0,045962 4 0,019336 4,98349E-06
r
Priamé 0,01228
2 0,246012 . 0,079743 2,16352E-05
r
Pramé 0,00136
3 0,098188 9 0,119193 0,00194488
r
Priamé 0,01451
4 0,255666 A 0,105634 0,00093283
r
Pramé 0,00458
6 0,067468 . 0,027806 0,002235941
r
Priamé 0,00031
9 0,117522 ) 0,034121 0,001678646
r
Primé 0,00181
10 0,092622 , 0,079474 1,92053E-05
r
Priamé 0,00439
11 0,068863 9 0,079672 2,09782E-05
r
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Tabulka ¢.46

Diethyl Ethyl
Rozdil od Rozdil od
est. o est. oo
k | prumeru na k |'n prumeru na
selin seli
y Y druhou Y Y druhou
palmitové olejové
0,011812 1,39E-05 0,000544 | 9,45615E-09
0,019259 1,39E-05 0,000738 | 9,45615E-09
0,075261 0,000418 0,042747 | 4,38621E-06
0,103905 0,00241 0,171077 | 0,017010524
0,077203 0,000501 0,066066 | 0,000645806
0,021601 0,001103 0,001605 | 0,001524713
0,037725 0,000292 0,001369 | 0,001543223
0,033911 0,000437 0 0,001652652
0,034064 0,00043 0,001706 | 0,001516882
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Tabulka ¢.47

Ethyl Ethyl est. | Rozdil od
) Rozdil od priméru na )
est.kyseliny kyseliny | priaméru
druhou

myristové linolenové | na druhou
3,72652E-

0,001068 1,73132E-06 0,00455 06
3,72652E-

0,0037 1,73132E-06 0,008411 06
8,99611E-

0,002053 6,59631E-07 0,003734 06
3,53912E-

0,002129 5,42393E-07 0,000784 o5
4,31417E-

0,002899 1,16747E-09 0,000165 o5
4,03741E-

0,001277 2,52139E-06 0,013087 o5
6,90848E-

0,001798 1,1389E-06 0,004105 06
2,90579E-

0,004536 2,79238E-06 0,012124 o5
4,09656E-

0,005364 6,24261E-06 0,013134 o5
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Tabulka ¢.48

Zeny e.e.k.stearové muzi Zeny e.e.k.palmitové | muzi
0,13519 0,07509
Primér 0,032767 . Pramér 0,021568428 5
Pocet typu Pocet typu
P 2 7 P 2 7
poplatku poplatku
Rozptyl 0,00566 Rozptyl 0,000980583
Suma 0,03927 Suma 0,00685
0,000348 9,96698E-06
rozdila 5 rozdila 4
Smérodat Smérodat
na 0,075236 na 0,031314266
odchylka odchylka
t 1,697927 t 2,131796562
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priumeéry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priaméry se nelisi

priaméry se nelisi
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Tabulka ¢.49

Zeny d.e.k.palmitové | muzi Zeny e.e.k.olejové muZzi
0,04065
Primér 0,015535 0,05481 | Pramér 0,000640862 3
Pocet typu Pocet typu
P 2 7 P 2 7
poplatku poplatku
Rozptyl 0,000803 Rozptyl 0,003414029
Suma 0,00559 Suma 0,02389
2,77TE-05 1,89123E-08
rozdila 2 rozdila 8
Smérodat Smérodat
na 0,028334 na 0,058429695
odchylka odchylka
t 1,728814 t 0,854080773
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

prameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priuméry se nelisi

priumeéry se nelisi
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Tabulka ¢.50

Zeny . Zeny .
muZzi muZzi
e.e.k.myristové e.e.k.linolenové
0,0028651 0,00673
Pramér 0,00238402 66 Priumér 0,006480587 3
Pocet typu Pocet typu
P 2 7 P 2 7
poplatku poplatku
Rozptyl 2,48016E-06 Rozptyl 3,03269E-05
Suma 1,38985E- Suma 0,00020
3,46263E-06 7,45305E-06
rozdila 05 rozdild )
Smérodat Smérodat
na 0,001574851 na 0,005506985
odchylka odchylka
t 0,38104835 t 0,057183814
T (5%) 1,987608241 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527223 T (1%) 2,633527223

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priaméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priaméry se nelisi

praméry se nelisi
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Tabulka ¢.51

3.estery - rozdil ve 150 a 0 minuté
Ethyl Rozdil od Ethyl Rozdil od
testovan . .
) est.kyseliny priméru na est.kyseliny priméru na
y , .
stearové druhou palmitové druhou

Rozdi 0,00022

5 | -0,00548 ) -0,00339 0,000107104
Rozdi 0,00022

7 | -0,0353 5 -0,02409 0,000107104
Rozdi 0,00852

2 | 0,119127 . 0,012244 0,000342539
Rozdi 0,00262

3 | 0,077994 , -0,07559 0,004805928
Rozdi

4 | -0,47606 0,25285 0,017263 0,000553493
Rozdi 0,02759

6 | 0,192909 . 0,006656 0,000166909
Rozdi 0,00070

9 | 0,000263 3 0,000217 4,19968E-05
Rozdi 0,04045

10 | 0,227922 . 0,002741 8,10896E-05
Rozdi 0,00034

11 | 0,045346 A -0,00738 1,24155E-06
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Tabulka ¢.52

Diethyl Ethyl
Rozdil od Rozdil od
est. oo est. .
seli priméru na wselin priméru na
seln i
Y Y druhou Y Y druhou
palmitové olejové
-0,00363 1,73E-05 -0,00068 | 1,56051E-07
0,004689 1,73E-05 0,000108 | 1,56051E-07
-0,01588 0,001679 0,084612 | 0,005440207
-0,3935 0,11333 -0,00777 | 0,000346771
-0,08586 0,000841 -0,00444 | 0,000234019
0,045064 0,010388 0,001033 | 9,64748E-05
-0,00348 0,002849 0,00072 | 0,000102716
0,048228 0,011043 0 0,000117825
0,007431 0,004133 0,001828 | 8,14779E-05
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Tabulka ¢.53

Ethyl Ethyl est. | Rozdil od
) Rozdil od priméru na )
est.kyseliny kyseliny | priméru na
druhou

myristové linolenové druhou
5,24E-05 5,1724E-05 -0,00206 | 0,000184255
0,014436 5,1724E-05 0,025092 | 0,000184255
-0,00198 2,55197E-06 -0,02215 | 0,000814106
-0,00145 1,14826E-06 -0,0047 | 0,000122828
0,00107 2,09564E-06 -0,0002 | 4,32258E-05
-6,1E-05 1,00532E-07 0,045591 | 0,001537617
-0,00071 1,07765E-07 0,000622 | 3,31418E-05
0,000196 3,29524E-07 0,001263 | 2,6165E-05
0,000281 4,33743E-07 -0,0043 | 0,000114126
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Tabulka ¢.54

Zeny e.e.k.stearové muzi Zeny e.e.k.palmitové | muzi
0,02678 -
Prumér -0,02039 Prumér -0,013737843
7 0,00626
Pocet typu Pocet typu
P 2 7 P 2 7
poplatku poplatku
Rozptyl 0,047649 Rozptyl 0,000886772
Suma 0,33309 Suma 0,00599
0,000445 0,000214208
rozdila 9 rozdild 3
Smérodat Smérodat
na 0,218287 na 0,029778719
odchylka odchylka
t 0,269557 t 0,313034815
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priuméry se nelisi

priumeéry se nelisi
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Tabulka ¢.55

Zeny d.e.k.palmitové | muzi Zeny e.e.k.olejové muZzi
- 0,01085
Primér 0,00053 Primér -0,00028693
0,05686 5
Pocet typu Pocet typu
P 2 7 P 2 7
poplatku poplatku
Rozptyl 0,020614 Rozptyl 0,000917115
Suma 0,14426 Suma 0,00641
3,46E-05 3,12101E-07
rozdila 2 rozdila 9
Smérodat Smérodat
na 0,143575 na 0,030283902
odchylka odchylka
t 0,49851 t 0,458859624
T (5%) 1,987608 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527 T (1%) 2,633527223

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

prameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priameéry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

priuméry se nelisi

priumeéry se nelisi
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Tabulka ¢.56

Zeny . Zeny ..
muZzi muZzi
e.e.k.myristové e.e.k.linolenové
i 0,00637
Prumér 0,007244376 0,0003779 Prumér 0,011517761 9
71
Pocet typu Pocet typu
P 2 7 P 2 7
poplatku poplatku
Rozptyl 1,57451E-05 Rozptyl 0,000320802
Suma 6,76744E- Suma 0,00187
0,000103448 0,000368511
rozdila 06 rozdilu 7
Smérodat Smérodat
na 0,003968007 na 0,017910947
odchylka odchylka
t 2,395846799 t 0,357863178
T (5%) 1,987608241 T (5%) 1,987608241
T (1%) 2,633527223 T (1%) 2,633527223

priméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

priaméry se lisi
statisticky

vyznamné na 5%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

pruméry se lisi
statisticky

vyznamné na 1%

pruméry se nelisi

pruméry se nelisi
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4. Diskuse

Béhem experimentu jsme sledovali zmény plazmatickych koncentraci ethyl estert
mastnych kyselin u vybranych jedinci v zavislosti na pfijatém mnozstvi ethanolu. Byly
stanoveny ethyl estery kyseliny stearové, palmitové, myristové, olejové, linoleové a diethyl
ester kyseliny palmitové, které jsou uvadény u Laposaty M..[4,9] Testovanou skupinu jsme
rozdelili dvakrat a to do dvou skupin. Prvni hodnoceni bylo pro skupinu pijani a nepijand,
druhé hodnoceni pro muze a zeny. Do kategorie pijanii jsme zatadili jedince, ktefi ethanol
pozivaji pravideln€. U nepijanti predpokladdme minimalni ¢i prilezitostné pozivéani ethanolu.
Na zékladé vysledki statistického zpracovani dat metodou t-testu jsme porovnavali primérny
nartist plazmatické hladiny esteri v ¢ase Ty, kdy byl proveden odbér pted pozitim davky
ethanolu, v case Tisp a prumérny narust v ¢ase 0-150 minut. Tyto parametry vyplynuly
z grafického zpracovani dat. Podle prub¢éhu kiivek jednotlivych esterti s ohledem na pritb¢h
vSech zpracovanych jedinct. Optimalné by se dalo ofekéavat, Ze koncentrace ethyl esteri
mastnych kyselin se bude u téchto dvou skupin lisit.

Vyhodnocenim analyzovanych dat vyplyva pro ¢as Ty se na hladin€ 5% lisi koncentrace ethyl
esteru kyseliny stearové a palmitové. Na hladiné¢ 1% se vyznamné 1i$i koncentrace diethyl
esteru kyseliny palmitové a ethyl ester kyseliny olejové. U ethyl esteru kyseliny myristové a
linoleové se koncentrace vyznamné nelisi. Je mozné tedy fici, Ze v tomto Case je potvrzen
rozdil mezi skupinou pijanti a nepijand.

Pro ¢as Tis0 je pozorovano Ze, se statisticky vyznamné lisi koncentrace na hladiné 5% pouze u
diethyl esteru kyseliny palmitové a u ostatnich se koncentrace nelisi a je mozné tedy fici, ze
neni rozdil mezi skupinou pijanti a nepijand.

Porovnanim primérnych hodnot koncentraci esteri za cely Casovy interval vyplyva, Ze na
hladiné 1% se 1181 koncentrace u ethyl estert kyseliny palmitové, olejové, linolenové a u diethyl
esteru kyseliny palmitové. Hladina u ethyl esteru kyseliny myristové se nelisi. Vyplyva tedy, Ze
hladina esterii se v tomto ¢asovém rozmezi zvysila.

Predpoklad, ze se skupiny chovaji rozdiln¢ byl tedy splnén v case TO a primérnych
koncentracich. Nebyl vSak splnén pro T150. To mohlo byt zplisobeno podanim pro tyto ucely
nizké davky ethanolu spolu s vybranim algoritmu 0-6 hodin po poziti dle literatury. [9] Nami
podavana davka vsak byla v experimentalnich podminkéach limitovdna a nebylo moZzné podat
davky vétsi. Déle by bylo jisté vhodné prodlouzit sledovany interval krevnich odbéri, aby bylo
patrné jestli nedochéazi k dal$im ¢i pozdéjSim vzestuptim hladin ethyl esterti. Mohlo by se také

sledovani hladin omezit €isté jen na diethyl estery mastnych kyselin a porovnat rozdily mezi
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monoestery. Pro lepSi zmapovani této problematiky by bylo zajimavé tuto analyzu zopakovat
spolu s paralelnim stanovenim mnozstvi ADH u kazdého jedince. Experimentem byl dokazan
prikaz akutniho zpétného abusu alkoholu, avSak ne tak statisticky vyznamné jako pii
prokazovani chronického abusu ve vlasech, kde se jedna o dlouhodobé markery. [7]

Pti rozdéleni skupiny podle pohlavi vznikla skupina Zen, nepouzitelna pro validni statistické

vyhodnoceni, jelikoz pouzitelny pocet odbért krve byl pouze u dvou.

7



5. Zavér

Pro alkoholovou analyzu bylo kdispozici 13 testovanych jedinct, ktefi pro
zjednoduseni podminek experimentu netrpéli obezitou. Pro stanoveni ethyl esteri mastnych
kyselin se vSak dalo pouzit pouze 9 osob, jelikoz pii odbérech krve doslo ke komplikacim a
¢tyfem osobam jiz nebylo mozné v poslednich hodinach krev odebrat. Proto vyhodnoceni
analyzy muzi versus zeny neni pouzitelnym vysledkem. Skupina byla tedy rozdélena na pijany
a nepijany pro porovnani zavislosti zvySeni hladiny plazmatickych koncentraci ethyl esteri
mastnych kyselin.
Stanoveni ethyl esteri mastnych kyselin bylo provedeno metodou plynové chromatografie
s hmotnostni detekci. V chromatogramu byly analyzovany ethyl estery kyseliny stearové,
palmitové, myristové, linoleové, olejové a diethyl ester kyseliny palmitové. Vysledky byly
vyhodnoceny dvouvybérovym t-testem, kterym se potvrdila zavislost mezi zvySenim hladiny
ethyl esteri mastnych kyselin na pfijatém mnozstvi ethanolu. Timto byl splnén cil prace a

zaroven vyplynuly dalsi aspekty, kterym by bylo dobré se v této problematice dale vénovat.
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Priloha

Ptiklady chromatogrami a hmotnostnich spekter.
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