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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
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HS-SPME
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LA
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kyselina mravenci

monitorovani vSech iontd v uréitém intervalu m/z
plynova chromatografie

plynova chromatografie s plamenové ioniza¢ni detekci
plynova chromatografie s hmotnostni detekci
kombinovana technika headspace s mikroextrakci na vlakno
chemicka spotieba kysliku

kyselina isoméaselna

vnitini standard

kyselina isovalerova

kyselina mlé¢na

mez detekce

mez stanovitelnosti

relativni molekulova hmotnost



m/z bezrozmérna veli¢ina vypoétena pod€lenim poméru hmotnosti iontu ku

unifikované atomové hmotnostni jednotce poctem jeho nabojl (bez ohledu na

znaménko)
MS hmotnostni spektrometrie
N/A dany (daj neni dostupny
PA kyselina propionovéa
PDMS polydimethylsiloxan
pKa disocia¢ni konstanta kyseliny
PR pracovni roztok
RSD relativni smérodatnd odchylka
SIM monitorovani vybranych iontd
S/IN pomér signalu k Sumu
SPE extrakce na tuhou fazi
SPME mikroextrakce na tuhou fazi
TMK tékavé mastné kyseliny
VA kyselina valerova

ZR zasobni roztok
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CiLE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe na uvedené téma

Navrzeni analytické metody na stanoveni uvedené skupiny tékavych mastnych
kyselin pomoci metody GC/MS , provedeni zakladni optimalizace

Provedeni validace analytické metody

Testovani metody na realnych vzorcich



2 TEORETICKA CAST
2.1 Tékavé mastné kyseliny

Jako t¢kavé mastné kyseliny- TMK (v anglické literature VFA — volatile fatty acids
nebo také SCFA — short chain fatty acids) jsou oznaCované niz$i karboxylové Kyseliny
s fetézcem obsahujicim Sest a méné uhlikovych jednotek. BéZn¢ jsou tedy mezi né fazené
kyselina mravenci, octova, propionova, maselnd, valerova, kapronova véetné jejich izomerti
a dalsich derivata (1).

TMK jsou dulezité intermediaty a metabolity v raznych biologickych procesech.
Ptitomnost téchto kyselin Casto indikuje bakteridlni aktivitu, vznikaji pfedevS§im anaerobnim
rozkladem organické hmoty. Vyskytuji se tedy rozmanitych matricich, napiiklad v odpadni
vodg¢, kalech a odpadnich vyluzich (2).

Ve vodach se TMK vyskytuji v sirokém rozmezi koncentraci. Bézné se nachazi
v rozsahu od 1 do 5000 mg/l, v extrémnich piipadech jejich koncentrace dosahuje i mnohem
vysSich hodnot. Na zakladé monitorovani provedeného Polsku s odbéry provadénymi
meésicné v roce 2004-2005 jsou v Tab. | uvedeny orientacni koncentraéni rozsahy TMK

Vv riznych typech zkoumané matrice (3).

Tab. I: koncentraéni rozsahy VFA v riznych matricich.

Rozsah koncentrace TMK
Typ vzorku
[mo/l]
Komunalni odpadni voda 50 - 150
Vyluhy ze skladek odpadu 0—19000
Povrchova voda 0-3

Jejich stanoveni muze byt uplatnéno pfi monitoringu procest jako naptiklad biologické
odstranéni fosforu z vody. V bioplynovych stanicich mize poslouzit K informaci o stabilité
produkce bioplynu (4).

Byly popsany rizné metody pro jejich stanoveni. Mezi instrumentalné nenarocné
techniky patii potenciometricka titrace, spektrofotometrie, stanoveni pomoci destilace, dale
pak izotachoforéza a chromatografické metody. Nevyhodou pfistupu s vyuzitim destilace je
relativné nizka vytéZnost, dale pak pomémé vysoky limit kvantifikace. Pfima
potenciometrickd titrace a spektrofotometrické stanoveni poskytuji pfijatelnou piesnost

i spravnost, tyto metody ale nedosahuji dostate¢né nizkych detekénich limitt a predevsim



nejsou selektivni. Nabizi se tedy metoda plynové chromatografie, ktera navic umoznuje

stanoveni téchto kyselin jednotlivé (5).

Tab. 1l: Pfehled studovanych analyta.

, PouZivana Strukturni M¢ y
Nazev analytu Cislo CAS
zkratka vzorec [g/mol]
o)
Kyselina mravenci FA )L 46,02 64-18-6
H” “OH
0
Kyselina octova AA )LOH 60,05 64-19-7
o
Kyselina propionova PA \)J\OH 74,08 79-09-4
o
Kyselina mlé¢na LA \‘/H\OH 90,08 50-21-5
OH
0
. , . BA 88,10 107-92-6
Kyselina maselna /\)J\OH
CHs
Kyselina isomaselna iBA Hac/g‘/ OH 88,10 79-31-2
o)
0
Kyselina valerova VA o~y 102,13 539-82-2
] O
Kyselina isovalerova IVA )\)J\OH 102,13 503-74-2
O
Kyselina kapronova CA /\/\)]\OH 116,16 142-62-1




2.1.1 Kyselina mravendi

Kyselina mravenci, systematicky kyselina methanova, je nejjednodussi karboxylovou
kyselinou. Pfi standardnich podminkach jde o bezbarvou kapalinu s pronikajicim ostrym
zapachem, teplota varu je 100,8 °C. Je neomezené misitelna s vodou a s vétSinou polarnich
organickych rozpoustél, ¢asteéné misitelna i s nékterymi nepolarnimi rozpoustédly. V plynné

fazi prechazi do formy dimert vazanych pies vodikové vazby (6; 7).

O---H—Q
H% %H
O—H----0

Obr. 1: Dimer kyseliny mravenci.

Kyselina mravenci nachdzi vyuziti jako konzervant a antibakteridlni prostiedek do
krmiv pro hospodarska zvirata. Do silaze se dodava predevsim pro podpoteni fermenta¢niho
procesu, vzniku kyseliny mlééné a potlaceni vzniku kyseliny méselné. Pridavek kyseliny
mravenéi fermentacni proces zna¢né urychli, i pifi nizSich teplotdch a zabranuje ztraté
nutriéni hodnoty, zamezuje procesu hniti (6). V chovu dribeze nékdy byva kyselina
mravenci pfidavana k hubeni nezadoucich bakterii (8).

Kyselina mravenci je nejsilnéjsi kyselinou ze skupiny TMK s pKa 3,75. Sdili vétsinu
chemickych vlastnosti s dalsimi karboxylovymi kyselinami. Diky vysoké kyselosti vznikaji
v roztoku s alkoholy odpovidajici estery velmi snadno. Kyselina mraven¢i ma podobné

redukéni ucinky jako aldehydy (6).
2.1.2 Kyselina octova

Kyselina octovd, systematicky kyselina ethanov4, je bezbarvd kapalina
s charakteristickym z&pachem s teplotou varu 118-119 °C. V ¢isté formé, neziedéna, byva
Casto oznacovana jako ledova kyselina octovd (vzhledem k relativné vysoké teploté tani
kolem 16-17 °C). Je kategorizovana jako slaba kyselina, koncentrovana vsak putisobi pii
kontaktu s pokozkou zirave. Podobné jako kyselina mravenci vytvaii dimery (9).

Kyselina octova je hydrofilni (polarni) protické rozpoustédlo. Rozpousti nejenom
polarni slouc¢eniny jako napiiklad anorganické soli, ale i nékteré nepolarni latky. Je misitelna
s polarnimi i nepolarnimi organickymi rozpoustédly, napiiklad methanolem, chloroformem,

hexanem. S vyssimi alkany (s osmi a vice uhlikovymi jednotkami) neni neomezen¢ misitelna



arozpustnost Kklesd srostoucim fetézcem (10). Patii mezi vyznamnd pramyslova
rozpoustédla.

V ptirodnich podminkach kyselina octova vznika aktivitou anaerobnich bakterii,
predevs§im rodu Clostridium nebo Acetobacter konverzi organického materialu, zejména
sacharidt. Bakterie rodu Clostridium jsou schopné metabolizovat cukry piimo, coz by
naznacovalo, ze budou v produkci kyseliny octové efektivnéjsi nez bakterie, které ji vytvari
oxidaci ethanolu (Acetobacter). Bakterie rodu Clostridium jsou vSak vyznamné méné
tolerantni ke kyselému prostfedi. Rezistentni druhy jsou schopné ptezit v prostfedi pouze
nékolika jednotek procent obsahu kyseliny octové, zatimco bakterie Acetobacter jsou
schopné prezit v prostiedi s obsahem az 20 %. Z tohoto diivodu je pro biotechnologickou

vyrobu kyseliny octové vhodnéjsi pouzit bakterie Acetobacter (11).
2.1.3 Kyselina propionova

Kyselina  propionova, systematicky  propanova, je bezbarvd kapalina
s charakteristickym drazdivym zapachem s teplotou varu 141 °C. Podobné jako kyselina
mravenéi a octova vytvaii dimery vazané vodikovou vazbou, jak v plynné tak i kapalné fazi.
Primyslové se kyselina propionova vyrabi predevsim katalyzovanou hydrokarboxylaci
ethylenu (12).

V bioplynovych stanicich je kyselina propionova béznym produktem, kde vznika
kvasnymi procesy, které vyzaduji mikrobialni aktivitu (13). Biologicky je kyselina
propionova produkovana jako jeji koenzym-A ester, propionyl-CoA, metabolickym
rozkladem mastnych kyselin obsahujici lichy pocet uhlikovych atomt, déale pak vznika
i rozkladem nékterych aminokyselin. Bakterie rodu Propionbacterium vytvaii kyselinu
propionovou jako koncovy produkt jejich anaerobniho metabolismu. Tento druh bakterii se
nachazi naptiklad v zaludku piezvykavcu. Je také produkovana v tlustém stfevé rozkladem

vlakniny (14).
2.1.4 Kyselina mlééna

Kyselina mlé¢na (kyselina 2-hydroxypropanova) je bild, ve vod¢ rozpustna latka
s teplotou varu 122 °C. V kapalném skupenstvi je bezbarva. Ve formé jeji konjugované baze,
laktatu, se podili nariznych biochemickych procesech. Kyselina mlécna ma v molekule
centrum chirality, je tedy opticky aktivni a vytvati zrcadlové soumérné isomery. Kyselina

mlécna je hygroskopicka, jeji racemicka smés je neomezené misitelna s vodou a ethanolem.



Primyslové se kyselina mlécnd prevazné vyrabi bakteridlni fermentaci sacharid
ptipadné chemickou syntézou z acetaldehydu (15).

Kyselina mlé¢na je pfirozenou soucasti kysanych mléénych produkti. Je pouzivana
také jako potravinové aditivum pod oznacenim E270 kde slouzi jako konzervant a jako

regulator chuti.
2.1.5 Kyselina méaselna

Kyselina maselna, systematickym nazvem kyselina butanova, je bezbarva olejovita
kapalina s velmi nepfijemnym zapachem s teplotou varu 163,8 °C. Vznika zluknutim tuki
u mlécnych produktt, je koncovym produktem fermentacniho procesu anaerobnich bakterii,
nejCastéji rodu Clostridium butyricum. V Zivo¢isném tuku se vyskytuje ve formé
triacylglyceridt, z nichz je kyselina maselna hydrolyticky uvoliiovana. Kyselina maselna mé
strukturni isomer, kyselinu 2-methylpropanovou (16).

2.1.6 Kyselina valerova

Kyselina pentanova je, podobné jako ostatni nizsi karboxylové kyseliny, bezbarva
kapalina s neptijemnym zapachem s teplotou varu 185 - 186 °C. Kyselina valerova tvoii
nékolik izomert, z nichz pievazuje kyselina isovalerova (kyselina 3-methylbutanova). Je

soucasti esencialnich oleji
2.1.7 Kyselina kapronova

Kyselina kapronova, systematicky kyselina hexanova, je bezbarva olejovitd kapalina
s bodem varu 205,8 °C. Ma nizkou rozpustnost ve vodé (1,08 g/100 ml), je pln¢ misitelna
s vétSinou nepolarnich rozpoustédel. V ptirod€ se bézné vyskytuje jako soucast zivoc€iSnych
tukdi, rostlinnych oleji. Kyselina kapronova se casto vyuzivd na vyrobu jejich esterti

V potravinaftstvi (17).



2.2 Vyznam tékavych mastnych Kkyselin v bioplynovych stanicich

Anaerobni digesce, tedy rozklad za nepfistupu vzduchu, je jednim z nejefektivnéjsich
zpusobu zpracovani biodegradovatelného organického odpadu. To zahrnuje piedevs§im
zbytky potravin, zemédélské odpady a fekalni material. Timto zptisobem je odpad rozlozen

a zaroven je produkovan bioplyn.

2.2.1 Technologie bioplynovych stanic

Bioplynova stanice je zafizeni, kde je vyuZzito procesu anaerobni digesce ke
zpracovani bioodpadu, piipadné jiného biologicky rozlozitelného materialu. Jednim
z produkti anaerobni digesce je bioplyn, ktery lze vyuzit jako alternativni zdroj energie.

Bioplynova stanice, respektive fermentor bioplynové stanice, muze byt provozovana
Vv zévislosti na davkovani vstupniho materidlu, bud’ jako kontinudlni nebo jako
diskontinuélni (18). Zpusob provozovani je zavisly na pouzitém vstupnim materiélu.
U kontinudlné¢ provozovanych systéml je cCerstvy material nepietrzit¢ davkovan do
fermentoru, tim je dosaZeno kontinudlniho davkovani vstupniho materidlu a nepftetrzité
produkce bioplynu v optimalnim mnozstvi a kvalité. Tento zplsob je vyuzivan
u bioplynovych stanic pracujicich s nizkym obsahem susiny (do 15 %) ve fermentoru.
V tomto ptipad¢ je mozné material davkovat v pravidelnych intervalech, v nizsich davkach
av prubéhu celého dne. Naopak u diskontinualné provozovanych bioplynovych stanic je
veskery material davkovan najednou a zistava ve fermentoru po celou dobu trvani procesu
fermentace. Dal$i material neni mozno v pribéhu procesu davkovat ani odstranit. Produkce
bioplynu je obecné nejvyssi na zaCatku procesu a poté pozvolné klesd. Po skonceni je
fermentor vyprazdnén a znovu naskladnén Ccerstvym materidlem. Tento zplsob je
praktikovan u bioplynovych stanic pracujicich s vyssi suSinou (nad 30 %) ve fermentoru.
V Ceské republice je vétsina bioplynovych stanic provozovana v kontinualnim reZimu,
vyjimku tvoii nékteré bioplynové stanice zpracovavajici zemédélské odpady s vysokym
obsahem susiny a biologicky rozlozitelny komunalni odpad (19).

Technicky nejjednodussi bioplynové stanice pouzivaji k produkci bioplynu pouze
jeden fermentor pro cely proces anaerobni fermentace, jde 0 jednostupiiovou fermentaci
(18). U tohoto typu konstrukce bioplynové stanice dochazi ke v§em mikrobidlnim procestm,
hydrolyze, acidogenezi, acetogenezi a metanogenezi najednou. Tohoto zptsobu fermentace
byva vyuzivano pro zpracovani kalt, potravinaiskych odpadti a zemédélskych odpadu.
Nejcastéji se v praxi setkavame s dvoustupnovym procesem zpracovani materidlu. Pii
dvoustupniové fermentaci probiha oddélené v jedné naddrzi hydrolyza a acidogeneze a ve
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druhé nadrzi acetogeneze a metanogeneze. U dvoustupiiové fermentace jsou pouzity bézné
typy fermentort, ve kterych je zpracovavany material michan. Tento typ procesu muize byt
vyhodny, pokud vstupni substrat obsahuje snadno rozlozitelné latky (energetické plodiny,
rostlinné zbytky) (18; 20).

5 VyuZiti

bioplyn " bioplynu
zasobnik bioplynu zasobnik bioplynu " zasobnik bioplynu ™.,
s - e
mechanické| lz r _jl{ _f{
e ; michadlo
uskladnéni > Uprava vstup > fermentor fermentor skladovaci nadrz
suroviny suroviny suroviny teplovodni p | stupen d b Il stupeny d fermentaéniho zbytku
ohfev g P g

Obr. 2: Schéma dvoustupniové bioplynové stanice (20).

2.2.2 Bilance tvorby bioplynu

Rozklad ¢istych organickych latek za nepfistupu vzduchu je z hlediska ptevodu
hmoty a energie ze substratu do produktii dobie popsan, v praxi se vSak vzacné setkdvame se
substratem s presné uréenym slozenim. VéEtSinou je nutné anaerobné zpracovavat slozity
substrat, navic s proménlivym pocétem i pomérem jeho slozek. Pii provadéni bilance
anaerobniho mikrobidlniho systému s danym substratem je tfeba postihnout nejen
stechiometrické, ale i energetické vztahy mezi substratem a produkty.

Pro popsani kvality substratu z hlediska jeho energetického obsahu je pouzivano
nekolik kritérii. K tomuto ucelu mize poslouzit ekvivalent dostupnych elektronii obsazenych
v substratu (19). Dostupnymi elektrony jsou oznacené ty, které mohou byt pfeneseny na
kyslik pfi spaleni latky. Na zéklad¢ biochemickych reakci tvorby ATP je zaloZen vypocet
jeho mnozstvi v molech syntetizovanych pfi rozkladu jednoho molu substratu (21). Dalsi
moznost zjiSténi energetické ucinnosti procesu je porovnani spalnych tepel substratu
a produkti (22; 23).

Pro celkovou hmotové energetickou bilanci anaerobniho procesu se ¢asto vyuziva
(24) elementarniho slozeni substratu. Stejné jako u diive uvedenych kritérii neni tento Udaj

vzdy snadno dostupny.



2.2.3 Problematika Fizeni a kontroly bioplynovych stanic

Anaerobni rozklad organického materidlu je souborem mnoha procest, které jsou
v dynamické rovnovaze. Kazda zména nékterého z dil¢ich procesti mize zapficinit celkovou
nestabilitu procesu metanizace. Mezi hlavni faktory zplsobujici nestabilitu procesu
metanizace lze uvest: zmény teploty procesu, zmény v zatizeni organickymi latkami, zmény
ve sloZeni a vlastnosti zpracovavaného materialu a v neposledni fadé expozice toxickymi
latkami.

O stavu a prabéhu procesu vypovida fada veli¢in, které je mozné analytickymi nebo
biologickymi metodami sledovat. Takto ziskané proménné veli¢iny slouzi ke kontrole
a fizeni procesu. Podle toho k jakym ucelim jsou tyto proménné pouzity, 1ze je rozdélit do
dvou hlavnich skupin: proménné pro Fizeni procesu a indikatory stavu procesu (18; 20).

Regulaci proménnych veli€in je mozné ovliviiovat prubéh procesu. Mezi tyto
veliCiny lze zatfadit napf. teplotu reaktoru. Jde o proménnou, kterd je nejlépe technicky
zvladnutelnd jak v oblasti méfeni, tak i regulace a zpravidla nezptisobuje problémy pii fizeni
procesu. Dalsi dulezitou proménnou je zatizeni reaktoru, tedy davkovani substratu do
reaktoru a jeho regulace. Tteti proménnou je davkovani chemikalii, které jsou vyuzivany
naptiklad k upravé neutralizaéni kapacity reakéni smési (18).

Indikatory stavu procesu slouzi k popsani pribéhu dil¢ich procesti nebo celkového
prubéhu anaerobniho rozkladu. Témito veli¢inami je mozné charakterizovat plynnou,
kapalnou nebo pevnou fazi reakéni smési (20).

V plynné fazi je piedevsim sledovano celkové mnozstvi produkovaného bioplynu
ajeho slozeni. V kapalné fazi je nejcastéji sledovano pH smési, koncentrace TMK,
neutralizaéni kapacita, CHSK, celkovy organicky uhlik, rozpusténé latky celkové, organické
i anorganické (solnost), koncentrace Zivin a jinych specifickych latek a oxida¢né-redukéni
potencial. V tuhé fazi je sledovana koncentrace suspendovanych latek a jejich organicka
frakce, koncentrace organického dusiku, sedimentacni a filtracni vlastnosti suspendovanych
latek (25).

Vzhledem ke komplexnosti anaerobnich rozkladnych procesti musi byt sledovan cely
komplex proménnych. Jednou promé&nnou nelze samostatné charakterizovat pritbéh procesu.
Nelze jednoznaéné piedepsat, které z uvedenych proménnych musime sledovat a jaka ma byt
cetnost sledovani. To zalezi na konkrétnich podminkdch provozu, zejména na druhu
zpracovavaného znec€isténi, typu reaktoru, jeho zatiZzeni a zplsobu provozu a na stabilité

funkce reaktoru.



2.2.4 Vyznam nizZSich mastnych kyselin p¥i Fizeni procesu

Koncentraci nizsich mastnych kyselin v substratu lze zafadit mezi jeden
z nejcitlivéjsich indikatorti stability procesu. Vyssi vypovidaci hodnotu ma sledovani
koncentrace jednotlivych mastnych kyselin nez celkové sumy mastnych kyselin. Mezi
Tyto proménné zna¢i metabolickou aktivitu dvou nejcitlivéjsich skupin mikroorganismd,
a to vodik produkujicich acetogenii a acetotrofnich metanogenu (21).

Akumulace TMK v systému zna¢i nerovnovahu mezi aktivitou mikroorganismi
produkujicich a rozkladajicich kyseliny, coz je typickym znamenim stresové situace
v anaerobnim reaktoru. Z povahy procesu vSak neni mozné obecné definovat limitni
koncentrace kyselin indikujici stabilitu nebo nestabilitu procesu. Maximalni koncentrace
TMK, pti které je mozné anaerobni proces udrzet v ustaleném stavu, je zavisly na fad¢
faktorii zahrnujici sloZeni substratu, podminky vlastni fermentace (zatizeni, doba zdrzeni,
teplota, neutralizacni kapacita, adaptace biomasy, pH) a technologické uspotradani
(jednostupnova nebo vicestupnova fermentace, biomasa ve formé suspenze, granuli nebo
biofilmu, hydraulické uspofadani reaktord). Nahl¢ zmény technologickych podminek,
pfedev§im teploty a zatizeni, zplsobuji nasledné¢ zvySeni koncentrace vSech mastnych
kyselin. Nebezpeci tohoto zvySeni zavisi na jeho velikosti a na ,,volné vykonnostni* kapacité
systému. Je-li systém na hranici své vykonnosti, pak i po malém zvySeni koncentrace
mastnych kyselin muze dojit az ke kolapsu systému (18; 20).

Maximalni koncentrace TMK v reaktoru, ktera jest€ nezplsobi zhrouceni
metaniza¢niho procesu zavisi na velikosti neutraliza¢ni kapacity, respektive na koncentraci
hydrogenuhlicitanti v reakéni smési (26).

Koncentrace tékavych mastnych kyselin v digestatu tedy odrazi celkovou stabilitu
zplynovani organického materialu. Zastoupeni methanu a oxidu uhli¢itého, vznikajiciho
v prubéhu tohoto procesu, zlstava neménné, pokud je systém stabilni. Pokud dochéazi
k narustu v obsahu CO. na Ukor methanu, tedy dochézi k inhibici methanogeneze, je to
zpusobeno pfili§ vysokou koncentraci tékavych mastnych kyselin v digestatu. Z tohoto

diavodu je tfeba monitorovat jejich koncentraci pro volbu dalsiho technologického postupu
(27).
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2.3 Volba analytické metody pro stanoveni TMK

Pti volbé vhodné analytické metody je tfeba zvazit mnoho faktort, zalezi predevsim
na charakteru analyzovanych latek a pozadavkiim na meze stanovitelnosti.

Pro stanoveni TMK byla popsdna fada metod. Mezi tradi¢ni zpisob lze uvést
metodu, kdy jsou t&€kavé kyseliny oddestilovany svodni parou a poté stanoveny
alkalimetricky titraci odmérnym roztokem hydroxidu na indikator fenolftalein. Tato metoda
vSak neni selektivni a vysledky stanoveni jsou uvadény jako koncentrace kyseliny octové.
Mezi instrumentalni metody, které je mozné vyuzit ke stanoveni karboxylovych kyselin,
patii izotachoforéza, potenciometrie, spektrofotometrie, kapalinovd chromatografie

a predevs§im metoda plynové chromatografie (3).
2.3.1 Stanoveni pomoci izotachoforézy

Izotachoforézu 1ze zatadit mezi elektromigraéni separa¢ni metody. Vzorek je vnesen
mezi dva elektrolyty s riznou iontovou pohyblivosti. Oddéleny jsou bud’ pouze kationty,
nebo anionty. Kdyz jsou separovany kationty (analogicky lze popsat separaci anionti),
vzorek je vnesen mezi vedouci elektrolyt, jehoz kationty maji vétsi pohyblivost, a koncovy
elektrolyt, jehoz kationty maji niz$i pohyblivost nez jakykoliv kation vzorku. Vedouci
elektrolyt se na pocatku izotachoforézy nachazi v katodovém prostoru a v koloné, koncovy
elektrolyt v anodovém prostoru. Kromé separovanych iontd jsou vzdy obsazeny i opacné
nabité protiionty, diky nimz je zachovana v zonach elektroneutralita (28).

Pii vloZeni napéti dochazi k déleni vzorku podle pohyblivosti jednotlivych slozek.
Rychlejsi kationty se dostavaji dopfedu a pomalejsi se opozd'uji. Po uréité dobé dochazi
k ustanoveni stacionarniho stavu, ve kterém tvoii jednotlivé zony kationtl sefazené za sebou
podle Kklesajici pohyblivosti. Ve stacionarnim stavu se zony pohybuji stdlou a konstantni
rychlosti. Koncentrace iontu uvnitf zoény je stald. Zavisi na jeho elektroforeticke
pohyblivosti, koncentraci a druhu vedouciho elektrolytu. Méné pohyblivé ionty se pohybuji
Gradient potencialu se vytvaii tim vyss§i, ¢im méné pohyblivé ionty se v zéné nachdzeji,

tudiz na méné pohyblivé ionty piisobi vétsi hnaci sila (28; 29).
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Obr. 3: Schéma izotachoforézy a prubéh potencialu v jednotlivych zonach (28).

Izotachoforézu je mozné vyuzit pro analyzu vod, ptid, hnojiva a vzorkl biologického
puvodu. Dale se této metody vyuziva pii separaci a stanoveni alifatickych a aromatickych
karboxylovych sloucenin, fenolti, aldehydii a jinych organickych sloucenin, ale také anioni
nebo kationt prvkd. Tato metoda nejvhodngjsi alternativou ke stanoveni TMK pomoci
GC/MS ptedevsim tam, kde technika plynové chromatografie neni dostupna. Ve vétsiné

ptipadi je v8ak ¢im dal tim vice vyuzivano techniky plynové chromatografie (28).
2.3.2 Analyza t€kavych mastnych kyselin pomoci GC-MS

Analytickd metoda, kterd je zalozend na rozdilech v rozdélovacich koeficientech
latek delicich se mezi nepohyblivou (stacionarni) a pohyblivou (mobilni) fazi se nazyva
chromatografie. Svym uréenim je to predev§im metoda kvalitativni a kvantitativni analyzy
vzorku. Zakladnim pozadavkem kvalitativni analyzy je separace vSech slozek. Metoda
plynové chromatografie vyzaduje, aby se veskeré latky vstupujici do delicitho systému
nachazely v plynné fazi. Tento pozadavek urcuje rozsah analyzovanych latek a mozZnost
jejich kvantifikovani (30).

Hmotnostni spektrometrie je separacni technika, ktera prevadi vzorek na ionizovanou
plynnou fazi a vzniklé ionty dé€li na zdklad¢ hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje m/z.
Hmotnostni spektrometrie se fadi mezi metody destruk¢ni, spotieba latky k identifikaci je
vSak mala (28).

Stanoveni nizsich mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii patifi mezi nejvyuzivanéjsi metody stanoveni, ptedevsim vzhledem Kk jeji

vzrustajici popularité.
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2.3.3 Derivatizace analyta

Vzhledem Kk relativné vysokym bodim varu TMK (zejména Kkyseliny valerové
a kapronové) je vhodné vyuzit derivatizani reakce k pozménéni struktury analytl pro
zvySeni tékavosti, aby byl podpofen piechod do plynné faze. Tato prace je zaméfena na

derivatizaci s vyuzitim ethylchloroformiatu, pfi niz vznikaji odpovidajici ethylestery (32).

Chloroformiaty s jednoduchymi alkyly (methyl, ethyl nebo isobutyl) jsou zndma
¢inidla vyuzivana zejména k derivatizaci aminoskupin, coz vede k vyuziti pfi plynové
chromatografii. V katalyzované reakci pomoci pyridinu v bazickém prostfedi za pfitomnosti
alkoholu jsou pouzitelné jako esterifika¢ni c¢inidla. Tato reakce probihd z kinetickeho
hlediska velmi rychle, v fadech sekund, a to nésledujicim mechanismem (9). V reakci vznika

jako vedlej$i produkt diethylkarbonat.

Obr. 4: Mechanismus derivatizacni reakce (9).

Tekavé mastné kyseliny lze takto rychle pfevést na ethyl estery s vyuzitim

ethylchloroformidtu v ethanolickém prostiedi, a to s vytézky vyssimi nez 98 % (32).

2.3.4 Mikroextrakce na tuhou fazi

Mikroextrakce na tuhou fazi (SPME) je technika, ktera vyuziva sorbentu naneseného
na vlakné K extrakci a zakoncentrovani analytd ze vzorku. Timto sorbentem muze byt
kapalny polymer nebo pevna latka. Piechod analytli na vlakno je mozny jak z kapalne, tak
plynné faze. Po dosazeni rovnovahy je mnozstvi latek, které jsou adsorbovany na sorbent,

umérné koncentraci analyti ve vzorku. Po provedeni extrakce je vlakno pieneseno do
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injektoru plynového chromatografu, kde jsou analyty vlivem vysoké teploty desorbovany.
Metoda SPME je oproti jinym extrakénim technikdm rychlejsi a eliminuje nutnost vyuziti
rozpoustédel (33).

Vzorkovani Desorpce

Injektor

|

!

i
\ \&0@{/

—— TR _—.}

ViIdkno —

Vzorek

WV

Obr. 5: Schéma techniky SPME.

2.3.5 Vzorkovani metodou headspace
Headspace je technika, ktera je spojena vyhradné s plynovou chromatografii. VVzorkuje
se takzvany hlavovy prostor (z anglického headspace), z néhoz je k analyze odebrana plynna
faze, kterd je v uzaviené nadobé v rovnovaze s analyzovanym vzorkem v kapalné fazi.
Pouzivaji se sklenéné tlakové nadobky wuzaviené pruznym septem, které slouzi
k plynotésnému odbéru plynu po priniku jehly odbérové stiikacky nebo jehly autosampleru
(33).
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3
3.1

MATERIAL A METODY
Pouzité chemikalie a ¢inidla

Standardy TMK: FA - cist. 98,0 % (Fluka); AA - ¢ist. 99,8 % (Fluka); PA - dist.
> 99,0 % (Riedel-de Haén); mlécnan sodny - ¢ist. > 99,0 % (Sigma-Aldrich); BA -
¢ist. > 99,5 % (Fluka); iIBA - ¢ist. > 99,0 % (Merck); VA - ¢ist. > 99,0 % (Sigma-
Aldrich), iVA - ¢ist. 99,0 % (Sigma-Aldrich); CA - ¢ist. 99,5 % (Sigma-Aldrich)
Standardy estert TMK: EF, EA, EP, EiB, EB, EV, EiV, EC ¢ist. > 99% (Sigma-
Aldrich)

Vnitini standardy: Kyselina octovd- D4; kyselina diethyloctova a kyselina 2-
hydroxymaselna

Ethylchloroformiat- Cist. > 98% (Fluka)

Ethanol - ¢ist. > 99,8 %(Sigma-Aldrich)

Pyridin - ¢ist. > 99 % (Sigma Aldrich)

Hydroxid sodny - ¢ist. p.a. (Penta)

NaCl - ¢ist. p.a. (Penta)

NaHCO:s - ¢ist. p.a. (Lachema)

Helium - ¢ist. 99,999 % obj. (Linde)

Instrumentalni vybaveni a spotiebni material

Plynovy chromatograf: Trace 1310 (Thermo)
Chromatograficka kolona: Rxi-624 Sil MS, faze: silarylenphase (podobnd kombinaci
6% kyanopropylfenyl / 94% dimethylpolysiloxan), délka: 30 m; wvnitini pramér:
0,25 mm; tloustka filmu: 1,4 um (Restek)
Hmotnostni detektor: TSQ 8000 Evo Triple Quadrupole (Thermo)
Headspace autosampler: Combi PAL (CTC Analytics / Leap Technologies)
SPME vlakna: Carboxen/PDMS; PDMS/DVB; DVB/Carboxen/PDMS (Supelco)
Analytické vahy: BBI-31 (Boeco)
Termoblok MR Hi-Tec (Heidoplh)
Ultrazvukova lazen: Powersonic 603 (HST Technology)
Odmeérné sklo tiidy presnosti A.
Sklenéné davkovaci stiikacky o objemech 25, 50, 100, 250 a 500 pl (Hamilton)
Automatické nastavitelné pipety BioPette 0,1 — 1 ml, 0,5 — 5,0 ml (Labnet)
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3.3 Priprava roztoki standardi

3.3.1 Priprava zisobnich roztoki
Z kazdé standardni latky TMK byl zvlast pfipraven zasobni roztok (ZR-zkratka
jednotlivych TMK) o koncentraci 10 mg/ml navaZzenim piesné asi 100 mg latky do 10 ml
odmeérné barky, rozpusténim a doplnénim destilovanou vodou po rysku.
Ze standardu esteri TMK byly pfipraveny zasobni roztoky (ZR-zkratka jednotlivych
esteri TMK) navazenim piesné asi 100 mg jednotlivych latek do 10 ml odmérnych banék

a doplnénim ethanolem po rysku.

3.3.2 Priprava pracovnich roztoki

Smésny pracovni roztok (TMK-1) byl pfipraven pipetovanim 5 ml ze zésobnich
roztoktt TMK do 50 ml odmérné baiiky a doplnénim destilovanou vodou po rysku. Déle byl
ptipraven 10X zfedény, pracovni roztok (TMK-2) pipetovanim 1ml TMK-1 do 10 ml
odmérné banky a doplnénim destilovanou vodou po rysku. Obdobné byl piipraven jesté
100x zfedény pracovni roztok (TMK-3).

Ze zasobnich roztokd esteri TMK byl déle ptipraven smésny pracovni roztok
o0 koncentraci 1 mg/ml pipetovanim 5 ml roztokt do 50 ml odmérné bariky a doplnénim
ethanolem po rysku.

Pracovni roztok vnitinich standardt o koncentraci 60 pg/ml byl pfipraven ze zasobnich
roztokt o koncentraci 5 mg/ml pipetovanim 300 pl do 25 ml odmérné banky a doplnénim
etanolem po rysku.

Pracovni roztoky byly uchovavany v chladni¢ce pii 5 °C po dobu nejdéle 15 mésica.

Vysledné koncentrace analyt v pracovnich roztocich jsou uvedeny v Tab. Il1.

Tab. 11l: Vysledné koncentrace analytti v pracovnich roztocich.
Oznaceni Koncentrace analyti [pug/ml]
roztoku FA AA PA iBA BA iVA VA CA LA

TMK-1 952 1003 985 956 970 944 978 968 963

TMK-2 95,2 100,3 98,5 95,6 97,0 94,4 97,8 96,8 96,3

TMK-3 9,52 10,03 9,85 9,56 9,70 9,44 9,78 9,68 9,63
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3.3.3 Priprava kalibra¢nich roztoki

Bylo pfipraveno celkem 10 kalibra¢nich Urovni, kazda ve tfech opakovanich.
Kalibraéni roztoky byly pfipraveny dle Tab. IV do vialek o objemu 20 ml vialek ur¢enych

k headspace analyze, v nichZ nasledné byla provedena derivatiza¢ni reakce.

Tab. IV: Ptehled kalibracnich roztok.

Oznaceni Koncentrace | Objem | Objem | Objem Objem Objem
roztoku analytu TMK-1 | TMK-2 | TMK-3 H20 5M NaOH
[ug/ml] [ul] [ul] [ul] [ul] [ul]
VVFA-400 400 200 0 0 250
VFA-200 200 100 0 0 350
VFA-100 100 50 0 0 400
VFA-50 50 25 0 0 425
VFA-20 20 10 0 0 440
VFA-10 10 0 50 0 400 50
VFA-5 5 0 25 0 425
VFA-2 2 0 10 0 440
VFA-1 1 0 0 50 400
VFA-0,5 0,5 0 0 25 425
BLANK 0 0 0 0 450
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace podminek derivatizace

4.1.1 Vychozi reakéni podminky

Esterifikace standardi byla provadéna v headspace vialkéch o objemu 20 ml.
Optimalizace jednotlivych parametri byla provadéna na zékladé podminek piejatych
z publikace (35). Do vialek bylo postupné nadavkovano (tu¢nym pismem jsou oznaéené
ptidavky, které byly pfedmétem optimalizace reakénich podminek):

e 410 pl Destilovane vody
e 40 pul PR-TMK-1
e 50 pl 5M roztoku NaOH
Po alkalizaci nasledovaly ptidavky:
e 100 pl PR-IS
e 300 pl EtOH
e 85 pul Pyridinu
e 100 pl ECF
Po ptidavku ethylchloroformiatu do reakce byla vialka uzaviena a reakéni smés se
nechala reagovat 10 minut. Prubéh reakce provazi zména barvy reakéni smési do Zlutého
zabarveni a poté dochdazi k postupnému odbarvovani. Nasledoval piidavek roztoku NaHCO3
a NacCl.
e 800 pl 0,05M NaHCO3
e 8 ml 10% roztoku NaCl
Po provedeni derivatizace a nasledném vysoleni, byly vzorky analyzovany metodou

GC/MS s vyuzitim automatického davkovace vzorktt Combi PAL.

Na ¢tyfech typech riznych vlaken SPME byla testovana extrakce (Carboxen/PDMS;
Polyakrylat; PDMS/DVB; DVB/Carboxen/PDMS) z headspace prostoru. Touto metodou
vSak nebylo mozné dosahnout ptijatelné opakovatelnosti, napiiklad u kyseliny kapronové
amlééné presahovala RSD 30 % mezi jednotlivymi analyzami. Vysledky nevyhovovaly
kritériim pfijatelnosti pfejatym z publikace Guidelines for Standard Method Performance
Requirements (36). Z tohoto divodu bylo rozhodnuto pro stanoveni TMK vyuzit metodu
headspace. Jedna o piimy zptisob odbéru plynt k analyze, u kterého byl ptedpoklad ziskani

stabilngjSich vysledkii méteni.
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4.1.2 Testovaci analyza

Podminky chromatografické separace jsou shrnuty v nasledujicim piehledu.

Objem nastiiku: 500 pl

Teplota injektoru: 200 °C

Rezim injektoru: split (1:10)

Prutok plynu: 1,0 ml/min (konstantni)

Hmotnostni detekce: FS v rozsahu 24 — 400 m/z; elektronova ionizace pti 70 eV

Teplotni gradient je popsan v Tab. V

Tab. V: Teplotni gradient.

Faze Narust [° C/min] Teplota [° C] Doba trvani [min]
pocatek 0 30 5
1 10 100 0
2 20 250 3

Nastaveni headspace autosampleru pied odbérem k plynu k nastiiku:

Teplota temperace vialky: 50 °C

Doba temperace: 30 minut

Oba dva dominantni piky ziskané v rezimu méfeni fullscan ptedstavuji prebytek

pyridinu a diethylkarbonatu, ktery v reakci vznika jako vedlejSi produkt. Pro ziskdni

adekvatni odezvy jednotlivych esteri TMK bylo k detekci tfeba zvolit specifické hmoty

odpovidajici jednotlivym analytam.
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Obr. 6: Chromatogram- testovaci analyza v rezimu fullscan.
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4.1.3 Volbaiontu

Po identifikaci jednotlivych analytd v chromatogramu byly v odpovidajicich
retenénich Casech vybrany na zakladé publikace (35) vhodné ionty k detekci, které jsou
uvedeny v Tab. VI. IS1 piedstavuje deuterovanou kyselinu octovou (IS pro FA, AA, PA);
IS2 kyselinu diethyloctovou (IS pro BA, iBA, VA, iVA, CA) a IS3 kyselinu 2-
hydroxymaselnou (IS pro LA)

Tab. VI: Vybrané ionty k detekci.

Analyt FA IS1 | AA PA | iBA | BA | iVA | VA 1S2 CA LA 1S3

Retencni€as | o) | o153 | g1 | 1005 | 1213 | 13,05 | 1396 | 14,65 | 1505 | 1587 | 17.72 | 17.73

[min]

lont(y) pro 71, 71, 71, 101, 71,

overeni[miz] | ° | | ¥ | | s | 16 | 116 | 131 | 101 | B | 145 | 19
lont pro

kvantifikaci 74 46 70 57 116 88 88 85 116 99 45 131
[m/z]

Vzhledem ktomu, ze do$lo k Gplnému rozdéleni vSech analyti (kromé dvojice
IS1, AA a LA, I1S3- maji rozdilné specificke hmoty), nebylo nutné provadét upravy

podminek separace. Vysledny chromatogram v reZimu méfeni SIM je uveden na Obr. 7.

T 1 T T T
7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
Time (min)

RT: 376-17.96 BA
100+ 13.05
953
903
853
803
759 iVA
E 13.96
704
E VA
653 [aeg
» 603 CcA
g _ 3 15.87]
8 555
250
3 s0] iBA
) 3 12.13
Z 453
L 55 PA
RTE: 1095
357
309
25 1S1, AA
3 821
20
153 1s2
E
53 FA 1S3, LA
05 408 [500] 525 562 J\_680 750 [| 859 910 945 976 1078 |{ 1116 1198 12.84 13.89 || 14.28 1514 1689 17.29
5 6

f
4

Obr. 7: Chromatogram- testovaci analyza v rezimu SIM.
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4.1.4 Optimalizace pridavku NaOH do reakce

Ptredpokladem pro fadny pritb¢h derivatizacni reakce je prevedeni jednotlivych TMK
do odpovidajici iontové podoby, ¢ehoz bylo dosazeno ptidavkem hydroxidu sodného.
Testovanim rtznych koncentraci bylo zamysleno nalezeni optimalni Grovné pro vytézek
derivatizace u sledovanych analytt.

Vliv koncentrace NaOH v reakéni smési byl testovan v rozsahu 0,25 — 4 mol/l.
Porovnavana byla relativni odezva detektoru pro jednotlivé koncentrace k sumé odezev
detektoru vSech koncentraci vzdy pro kazdy analyt zvlast. Kazda koncentra¢ni uroven byla

analyzovana v péti opakovanich.

Tab. VII: Zavislost odezvy jednotlivych analytl na ptidavku NaOH.

Koncentrace NaOH ve Relativni odezva [%0]
vzorku
[mol/l] FA | AA | PA | iBA | BA |[iVA| VA | CA | LA
0,25 29,55 | 28,79 | 28,29 | 34,02 | 26,02 | 25,55 | 26,04 | 26,03 | 21,42
0,50 31,19 | 32,60 | 31,18 | 39,70 | 28,50 | 28,05 | 28,63 | 29,43 | 22,65
1,00 28,59 | 25,97 | 25,69 | 18,24 | 25,73 | 24,05 | 24,55 | 24,81 | 23,49
2,00 10,67 | 12,02 | 13,08 | 5,25 | 14,85 | 13,77 | 14,74 | 13,59 | 32,15
4,00 001|061 | 1,76 | 2,80 | 490 | 858 | 6,04 | 6,14 | 0,28
45
40
——FA
_ 35 AA
S ——PA
— 30 \
= AN _
Y iBA
> 25 o BA
ie)
; 20 —e—iVA
'4% —0— \/ A
(34
T B —e—CA
x
10 ——LA

5

0
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5

Koncentrace NaOH [mol/I]

Obr. 8: Zavislost odezvy jednotlivych analyti na pfidavku NaOH.
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Svyjimkou LA poskytovaly vSechny analyty nejvy$$i odezvu pii koncentraci
0,5 mol/l NaOH ve vzorku. Pro dalsi analyzy byl tedy zvolen pfidavek 50 pl 5M roztoku
NaOH k alkalizaci vzorku.

4.1.5 Optimalizace pridavku ethanolu do reakce

Dale byly testovany rizné piidavky ethanolu do reakce, v rozsahu 100 — 500 pl.
Piitomnost ethanolu je zakladnim piedpokladem pro pribéh reakce, kde plni funkci
nukleofilniho ¢inidla a bylo tedy ptedpokladano, ze jeho mnozstvi bude mit ptimy vliv na
vytézek.

Porovnavana byla relativni odezva detektoru pro jednotlivé piidavky k sum¢ odezev
detektoru vSech ptidavka vzdy pro kazdy analyt zvlast. Kazd4 koncentracni troven byla

analyzovana v péti opakovanich.

Tab. VIII: Zavislost odezvy jednotlivych analytd na ptidavku etanolu.

Piidavek Relativni odezva [%0]

ethanolu

doreakce | FA | AA | PA | iBA | BA | iVA | VA | CA | LA
(1]

100 18,66| 19,37 | 20,93 | 18,03 | 22,15 | 23,15 | 24,29 | 23,15 | 20,90

200 20,41\ 21,00 | 22,15 | 24,21 | 22,72 | 23,16 | 23,13 | 23,16 | 22,01

300 23,11\ 23,34 | 22,17 | 19,71 | 20,19 | 18,82 | 18,03 | 18,82 | 21,42

400 19,09| 18,12 | 17,90 | 20,87 | 18,95 | 19,86 | 20,23 | 19,86 | 19,46

500 18,73| 18,16 | 16,85 | 17,19 | 15,99 | 15,02 | 14,32 | 15,02 | 16,22
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Obr. 9: Zavislost odezvy jednotlivych analyti na pfidavku ethanolu.
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Testovanim bylo prokazano, Zze v testovaném rozmezi nem¢lo mnozstvi ethanolu

v reakci vyznamny vliv na odezvu. Ethanol byl jiz na dolni hranici zkoumaného rozsahu

V dostate¢ném piebytku. Z tohoto diivodu bylo rozhodnuto ponechat vychozi podminky

(300 pl EtOH).

4.1.6 Optimalizace pridavku pyridinu do reakce

Pyridin v reakci piedstavuje roli katalyzatoru, jeho mnozstvi by tedy mélo piimo

ovlivnit vytézek reakce. V1iv mnozstvi pyridinu v reak¢éni smési byl testovan v rozsahu od

20 do 150 pl. Porovnavana byla relativni odezva detektoru pro jednotlivé ptidavky k sumé

odezev detektoru vSech piidavkl vzdy pro kazdy analyt zvIast. Kazda koncentracni troven

byla analyzovéna v péti opakovanich.

Tab. IX: Zavislost odezvy jednotlivych analytd na piidavku pyridinu.

Pridavek Relativni odezva [%0]

pyridinu do

reakce [pl] FA | AA | PA | iBA | iVA | VA | BA | CA | LA
20 192 | 12,35 | 12,26 | 13,64 | 9,12 5,43 2,06 1,92 4,49
50 8,82 | 19,41 | 19,75 | 21,77 | 23,29 | 24,22 | 26,77 | 25,92 | 18,19
85 28,13 | 21,42 | 21,71 | 24,76 | 22,43 | 23,26 | 23,87 | 23,54 | 24,25
100 30,73 | 23,58 | 23,26 | 25,67 | 23,46 | 24,45 | 26,10 | 26,47 | 31,27
150 30,40 | 23,23 | 23,02 | 14,17 | 21,70 | 22,64 | 21,20 | 22,15 | 21,80
35
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Obr. 10: Zavislost odezvy jednotlivych analyt na pfidavku pyridinu.
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Bylo prokazano, ze piidavek 100 ul pyridinu v reakci piedstavuje optimalni mnoZstvi

pro vSechny zkoumané analyty s vyjimkou kyseliny maselné, kde vSak byl rozdil v odezvé

mezi 50 a 100 ul zanedbatelny. Pro dalsi testovani bylo tedy zvoleno mnozstvi 100 pl.

4.1.7 Optimalizace pridavku ethylchloroformiatu do reakce

Jako dalSi parametr k optimalizaci byl zvolen piidavek ECF do reakce.

Ethylchloroformiat funguje jako esterifikaéni ¢inidlo, optimalizace jeho mnozstvi je tedy

nezbytnym ptfedpokladem pro fadny prubéh reakce.

Mnozstvi pfidavku bylo testovano v rozsahu od 20 do 200 pl. Porovnavana byla

relativni odezva detektoru pro jednotlivé piidavky k sumé odezev detektoru vSech pridavki

vzdy pro kazdy analyt zvlast. Kazdd koncentracni Urovenl byla analyzovana ve tfech

opakovanich.

Tab. X: Zavislost odezvy jednotlivych analyti na ptidavku ECF.

Piidavek Relativni odezva [%0]
ECE | calaa | Pa |iBA | BA | iva | va | ca | La |Celkova
[ul] suma
20 563 |26,64| 11,39 | 11,14 | 13,21 | 4,29 | 12,54 | 11,77 | 11,26 | 107,87
50 42,07 18,24 | 25,95 | 25,73 | 25,94 | 28,78 | 25,00 | 25,59 | 28,71 | 246,01
100 48,31|22,62| 28,91 | 28,88 | 29,63 | 20,55 | 27,58 | 26,16 | 26,91 | 259,55
150 2,26 |18,56| 22,42 | 22,49 | 20,99 | 29,43 | 23,31 | 23,57 | 23,10 | 186,13
200 1,73 {13,94| 11,32 | 11,76 | 10,24 | 16,95 | 11,57 | 12,92 | 10,02 | 100,44
——FA
60
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'0\3' 50 —o—PA
S 40 iBA
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Obr. 11: Zavislost odezvy jednotlivych analyt na ptidavku ECF.
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Obr. 12: Zavislost celkové sumy odezvy vSech analyt na ptidavku ECF.

Jako optimalni mnozstvi ethylchloroformiatu v reakci bylo zvoleno 100 pl. Tato

proménnd méla vliv zejména na odezvu v piipad¢é kyseliny mravenéi (respektive u ethyl

formiatu), kde doslo k vyznamnému poklesu odezvy pii vyssim piidavku.

4.1.8 Optimalizace koncentrace NaHCOs

Po provedeni derivatiza¢ni reakce byl do reakéni smési pfidan roztok NaHCOs3

z diivodu eliminace pfipadného piebytku ECF v reakci. V ramci optimalizace byly testovany

koncentra¢ni urovné od 0,01 do 5,0 mol/l. Porovnavéna byla relativni odezva detektoru pro

jednotlivé koncentrace k sumé odezev detektoru vSech koncentraci vzdy pro kazdy analyt

zvlast. Kazda koncentracni Groven byla analyzovana v péti opakovanich.

Tab. XI: Zavislost odezvy jednotlivych analyti na koncentraci NaHCO:s.

Koncentrace Relativni odezva [%6]

NaHCO3 _ .

mo] | FA | AA | PA | iBA | BA | iVA | VA | CA | LA
001  [20,80| 20,35 | 20,98 | 22,60 | 21,41 | 21,46 | 21,70 | 21,99 | 21,86
0025 |21,19| 20,80 | 20,36 | 21,18 | 19,78 | 19,26 | 18,98 | 17,89 | 19,70
0,05  [21,35| 21,19 | 21,21 | 21,09 | 21,42 | 21,85 | 21,46 | 21,78 | 18,87
0,5 21,44 2092 | 2017 | 21,81 | 19,13 | 17,88 | 17,48 | 1548 | 18,59
5,0 15,20 | 16,75 | 17,28 | 13,32 | 18,27 | 19,54 | 20,38 | 22,86 | 20,98
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Obr. 13: Graf zavislosti odezvy jednotlivych analytd na koncentraci NaHCOs.

Bylo zjisténo, ze zménou koncentrace NaHCO3 nedochazi k vyznamnému zvySeni
(respektive snizeni) vytézku. V piipadé piechodu z koncentrace 0,5 mol/l na 5 mol/l
vSak u n¢kterych analyti doslo k poklesu odezvy (zejména FA, AA, PA, iBA). Rozhodnuti
tedy bylo ponechat koncentraci pii vychozich podminkach, tedy 0,05 mol/I.

4.1.9 Optimalizace koncentrace NaCl

Po provedeni reakce byl v posledni fadé do smési piidan roztok NaCl, jehoz
koncentrace byla testovana v rozsahu 5 — 25 % hmot. (nasyceny roztok). Se zvySujici se
koncentraci NaCl byl o¢ekavan snazsi prechod jednotlivych analyti do plynné faze z divodu

snizeni jejich rozpustnosti v kapalné fazi.

Porovnavana byla relativni odezva detektoru pro jednotlivé koncentrace k sumé
odezev detektoru vSech koncentraci vzdy pro kazdy analyt zvlast. Kazdd koncentracni

uroven byla analyzovana v péti opakovanich.

Tab. XII: Zavislost odezvy jednotlivych analyt na koncentraci NaCl.

Koncentrace NaCl Relativni odezva [%0]
[%0] FA | AA | PA | iBA | BA | iVA | VA | CA | LA
5 15,45 | 13,03 | 13,29 | 20,68 | 16,05 | 20,69 | 21,44 | 28,36 | 7,22
10 17,80 | 16,61 | 17,29 | 23,04 | 19,77 | 23,49 | 23,58 | 26,34 | 6,49
15 20,53 | 20,21 | 20,85 | 25,56 | 21,70 | 22,55 | 21,98 | 27,42 | 18,51
20 23,08 | 23,41 | 23,21 | 17,48 | 21,50 | 17,58 | 17,43 | 13,00 | 19,97
25 23,14 | 26,74 | 25,36 | 13,24 | 20,97 | 15,69 | 15,58 | 11,88 | 23,81
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Obr. 14: Graf zavislosti odezvy jednotlivych analyti na koncentraci NaCl.

U nékterych analyti byl zaznamenan v odezvé mirné stoupajici trend, napiiklad
uFA, AA, PA. U dalsich vsak doslo naopak k poklesu odezvy (VA, CA, LA). Jako
nejvyhodnéjsi byla zvolena koncentrace 15 %, ktera ptedstavovala optimum pro zbytek

analytt.

4.2 Optimalizace podminek temperace

Pied odbérem plynu k analyze byla vialka umisténa do temperovaného bloku
autosampleru, kde dochazi k ohtati vzorku na pozadovanou teplotu. Je nutné, aby doslo
k fadnému ustaveni rovnovahy mezi kapalnou a plynnou fazi ve vialce, protoze ¢ast objemu
plynné faze je odebirana k analyze. Pfedmétem optimalizace byla teplota a doba temperace

vialky pfed nastiikem.

4.2.1 Teplota temperace
Teplota temperace byla testovana v rozsahu 30 — 70 °C. Piedpokladem byl snadngjsi
prechod estertt TMK do plynné faze se zvySujici se teplotou. Byla porovnédvéna relativni
odezva jednotlivych analyti vzhledem k celkové sumé ploch pikl. Kazda teplotni troven

byla analyzovéna ve tfech opakovanich.
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Tab. XII: Zavislost odezvy jednotlivych analytl na teploté temperace.

Teplota temperace Relativni odezva [%0]
[°C] FA | AA| PA |IBA| BA |iIVA| VA | CA | LA
30 12,85]10,47|10,71/13,62|11,24|12,55|11,59| 9,95 | 3,64
40 17,13|15,54 15,76 18,27 |16,45|17,04 | 15,94 | 13,02 | 5,98
50 21,15|21,24|21,72 (19,22 (21,14 20,46 |17,94|12,99| 6,33
60 23,44 |25,75|24,80 (23,98 | 24,88 | 24,15 | 26,93 | 28,17 | 33,24
70 25,43|27,0027,01|24,91|26,29 25,79 |27,60 | 35,87 | 50,80
60 ——FA
'O\?' 50 AA
S 4 —e—PA
N iBA
B8 30 —e—BA
g 20 —o—iVA
< —e—VA
()
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Obr. 15: Zavislost odezvy jednotlivych analyt na teploté temperace.

Se zvySenou teplotou temperace doslo, podle pfedpokladu, k vyraznému zlepSeni
odezvy u vSech zkoumanych latek. U analyta s nizsi teplotou varu, respektive s vys$i tenzi
par dochéazelo k pozvolnéjsimu naristu. Naopak u vySe vroucich analyti - LA, CA doslo
K vyznamnému nartistu az pii vyssich teplotach. Vyssi teplota nebyla zvolena pfedev§im
vzhledem k obtiznému udrZeni stabilni teploty po vyjmuti vialky z termobloku tésné pted
nasttikem, coz je kriticky predpoklad pro zajisténi pfijatelné opakovatelnosti méteni. Byla

tedy zvolena teplota 70 °C.
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4.2.2 Doba temperace pied nastrikem
Doba temperace byla testovana v rozsahu od 5 do 60 minut. Cilem bylo zjisténi doby,
kdy je jiz rovnovaha ustanovena pro odbér plynu k analyze. Porovnavana byla relativni

odezva jednotlivych analyti vzhledem k celkové sumé ploch pik.

Tab. XIV: Zavislost odezvy jednotlivych analytti na dobé temperace.

Doba temperace Relativni odezva [%0]
[min] FA | AA| PA |iBA| BA |iVA| VA | CA | LA
5 19,42119,22|19,35|19,86 | 20,33|16,58|18,94 | 17,67 | 17,43
10 19,80(19,68|19,92|20,48|19,86|19,87|19,68|19,31|19,76
20 19,62(19,80|20,36|21,75|21,20|22,17|22,53 |22,39|19,82
40 19,27(19,24|19,51|19,57|19,82|20,25|20,29 | 21,17 | 22,59
60 21,88|22,07|20,87|18,35/18,80 (21,14 |18,56|19,46 | 20,39
23 -
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Obr. 16: Zavislost odezvy jednotlivych analytii na dobé temperace.

Bylo zjisténo, ze odezva u vétSiny analyti vykazuje stoupajici tendenci do dvaceti
minut od zahajeni temperace vialky. Se zvySujici se dobou sice doslo ke zlepSeni odezvy
u nékterych analytl, zvysila se vSak odchylka mezi jednotlivymi analyzami. Naptiklad
u kyseliny mlécné ptekrocila RSD mezi jednotlivymi analyzami pii del§i dob& temperace

15 %. Bylo proto rozhodnuto ukoncit temperaci jiz po 20 minutach.
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4.3 Validace metody

Po provedeni optimalizace podminek derivatizace, extrak¢niho postupu a metody
nastfiku byla provedena validace analytické metody, kterou bylo prokazéano, ze je mozné ji
pouzit ke Kkvantitativni analyze. Mezi hodnocené valida¢ni parametry patii linearita,

pfesnost, Spravnost, rozsah, mez detekce a mez stanovitelnosti.

4.3.1 Linearita

Linearita byla hodnocena na koncentra¢nich urovnich od 0,5 do 400 pg/ml. Jelikoz
nebyla u vSech analytl splnéna kritéria pfijatelnosti v celém rozsahu, bylo nutné tento rozsah
omezit tak, aby téchto kritérii pfijatelnosti bylo dosazeno. Tabulka ¢. XIII shrnuje zakladni
validaéni charakteristiky tykajici se linearity, rovnice kalibra¢ni pfimky je ve tvaru y=k-x+q,
kde k je smérnice piimky, q Usek na ose Yy, y pfedstavuje pomér plochy piku standardu ku
plose piku vnitiniho standardu a x je koncentrace standardu v pg/ml. Pro hodnoceni
linearity byl zvolen korela¢ni koeficient a QC koeficient. Korelaéni koeficient musi byt
vyssi nebo roven 0,9900 (R > 0,9900) a hodnota QC koeficientu nizsi nebo rovna
5% (QC < 5,00 %).

Tab. XV: Piehled parametri kalibra¢nich ptimek jednotlivych analyti.

Parametr Hodnota parametru pro dany analyt
FA AA PA iBA BA iVA VA CA LA
47,6 2.0 05 1.9 10 05 0,5 1,0 4.8
Koncentrace ) ! ! ! ! ! ! ! !
[ug/ml] 3808 | 3942 | 4000 | 1912 | 970 | 944 | 978 | 1936 | 3852
S[ﬁf/rﬁg]e 0,0070 | 0,0695 | 0,1131 | 0,0185 | 0,0532 | 0,1012 | 0,0682 | 0,0296 | 0,0182
Usek Fl”} OeY 10,0067 | 0,2586 | 0,4683 | 0,0686 | 0,0655 | 0,1583 | 0,1274 | 0,0159 | 0,2278
Korelaéni
koeficient 0,9996 | 0,9997 | 0,9986 | 0,9968 | 0,9968 | 0,9961 | 0,9931 | 0,9994 | 0,9986
[1]
QcC k[‘c’,ﬁo“]'c'e”t 224 | 190 | 385 | 398 | 412 | 403 | 457 | 386 | 4,32
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4.3.2 Spravnost a presnost

V Tab. XVI jsou uvedeny hodnoty piesnosti vyjadiené jako opakovatelnost pomoci
relativni smérodatné odchylky vypoctené pro dané koncentrac¢ni urovné. Kazda koncentraéni

uroven byla pfipravena ve ttech opakovanich.

Tabulka XVI: Ptesnost vysledkt v kalibra¢ni fad¢.

‘. Kriterium Pi‘esnost [%0]

,K oncsntracnl prijatelnosti: . .
uroven [ug/ml] RSD [%6] FA | AA |PA|IBA| BA |iVA| VA | CA | LA
400 39 | 48 [ 30 | NA|NA|NA|NA|NA| 51
200 <53 27 140 (19| 23 |[NJA|NA|NA| 35 | 44
100 31124 37|44 |35 |42 |39 | 24 | 3,8
50 38 119 23|32 |52 |56 |32 28] 6,0
20 <73 0806 04|14 |25 |28 |24 |17 | 49
10 41 118 27|69 |61 |25 |17 |19 | 4,3
5 66 | 84 (96| 80 |59 |91 |42 | 95| 83
2 <11 N/A| 42 |53 68|87 |94 ]| 79 | 86 | NA
1 N/A | N/A |06 | NA| 89 |10,4| 10,3 | 4,0 | N/A
0,5 <15 N/A | N/A | 7,0 | NJA | N/A | 7,7 | 10,7 | N/A | N/A

V Tab. XVII jsou uvedeny hodnoty spravnosti vyjadiené jako vytéznost pro dané
koncentraéni urovné. Ta byla ziskdna porovnanim experimentalné zjisténé koncentrace
s teoretickou koncentraci kalibra¢nich standardi piipravenymi pi¥imo z odpovidajicich
ethylesterd, jejichZ koncentrace predstavovala vytéznost 100 %. U LA nebylo mozné zjistit
vytéznost z divodu nedostupnosti standardu derivatizované kyseliny mlécné, u které jsou
reakci modifikovany obé funk¢ni skupiny. Kazda koncentraéni uroven byla pfipravena ve

ttech opakovanich.

Tabulka XVII: Spravnost vysledku v kalibra¢ni fade.

Koncentracni uroveri Kriterium Spravnost [%6]
prijatelnosti: . .

[ng/ml] Vytémost [%] FA | AA| PA |iBA| BA |iVA| VA | CA
400 98,8 99,2 | 98,0 | N/A | N/A | N/A | N/A | N/A
200 90-107 99,3198,9199,2]|985| NJA| N/A|N/A|975
100 98,4199,7(994|97,9 9891|994 |99,0 | 985
50 97,6196,9|973|97,8|98,6|985|98,7 | 981

20 99,1199,5|998|98,1|992]99,1|98,9 993
10 98,5198,9|99,098,2|995|995|995 | 98,8
5 80-110 98,8 199,41995|98,9|98,7]989 994|985
2 N/A | 97,7 198,4|97,3|97,6|985|98,3]| 984
1 N/A | N/A 1 99,3 | N/A | 98,0 98,2 |99,1| 98,6
0,5 N/A | N/A | 96,3 | N/A | N/A | 97,9 | 98,2 | N/A
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Ve vSech piipadech byla splnéna kritéria pfijatelnosti, ktera byla piejata z publikace
Guidelines for Standard Method Performance Requirements (36). Tim bylo prokazéno, ze

tato metoda poskytuje vysledky s pfijatelnou presnosti a spravnosti.

4.3.3 Rozsah
Metodu je mozné pouzit ke stanoveni analyti v koncentra¢nich rozsazich uvedenych
v Tab. XVIII. Rozsah pro kazdy analyt byl zvolen tak, aby v uvedeném rozmezi bylo
dosazeno pozadovanych kritérii pfijatelnosti pro valida¢ni parametry linearita, pfesnost

a spravnost.

Tab. XVIII: Koncentra¢ni rozsahy pro stanoveni vybranych TMK.

Koncentrace [pg/ml]
Rozsah
FA AA PA iBA BA iVA VA CA | LA
Min. 47,6 2,0 0,5 1,9 1,0 0,5 0,5 1,0 4,8
Max. 380,8 394,2 400,0 191,2 97,0 94,4 97,8 |193,6 | 385,2

4.3.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce metody byla vyhodnocena jako koncentrace, pro kterou vyska piki

jednotlivych analyti byla trojndsobna oproti vySce Sumu zakladni linie. Mez stanovitelnosti

byla vyhodnocena jako koncentrace, pro kterou vySka piku odpovidajiciho analytu byla

desetindsobnd oproti

vysce

Sumu

zakladni

linie.

Byly vyuzity hodnoty S/N

z vyhodnocovaciho programu  Xcalibur. V Tab. XIX jsou uvedené

a kvantifikace, oznacené¢ jako LOD a LOQ.

Tabulka XIX: LOD a LOQ ziskané z kalibra¢nich roztoku.

limity detekce

Koncentrace [pug/mi]
Parametr
FA | AA PA iBA BA iVA VA CA LA
LOD 153 | 0,7 0,1 0,6 0,3 0,2 0,2 0,3 1,6
LOQ 476 | 2,0 0,5 1,9 1,0 0,5 0,5 1,0 4,8
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4.4 Porovnani s alternativnimi metodami

Pro porovnani metody bylo vybrano nékolik dalSich praci, kde byly uvedené jiné
metody stanoveni TMK. V téchto pracich byly pouzity nasledujici techniky: SPME extrakce
v kombinaci s GC-FID; SPME v kombinaci s GC-MS. Jednotlivé valida¢ni parametry jsou
shrnuty v nésledujici tabulce. Uvedené prace byly zaméfeny pouze na analyty uvedené
v Tab. XX, nezahrnuji tedy FA, iBA, LA.

Tabulka XX: Valida¢ni parametry souvisejicich praci.

Parametr AA PA BA VA iVA CA Ref.

Linearni | 1,5-40,0 | 0,07-45 | 0,01-35 | 0,055-6,0 | 0,015-6,0 | 0,015-55 | (37)
rozsah
[ng/mi]

1,1-454 | 0,06-46,5 | 0,005-36 | 0,07-10,7 N/A | 001097 | (38)

Korelacni | 0,9826 | 10,9908 0,9937 0,9973 0,9974 | 0,9997 (37)

koeficient | 0,9867 | 0,9876 0,9894 0,9920 | 09896 | 0,9910 (39)

(R 0,9960 N/A N/A N/A N/A N/A (40)

0,467 0,062 0,019 0,012 0,003 0,003 (37)

[uLgC/’rEI] 0,760 | 0280 | 0,122 0,003 NA | 00005 | (41)

0,675 0,054 0,006 0,046 N/A 0,019 (38)

LOQ 1,245 0,165 0,051 0,032 0,008 0,008 (37)

[ng/mi] 6,340 0,224 0,055 0,153 N/A 0,064 (38)

9,8 4,9 6,2 6,6 6,5 8,9 (37)

) 5,0 4,0 3,1 2,9 N/A 3,0 (41)

Prf:/(‘)‘]"“ 11,2 5,6 115 8,2 N/A 10,4 (38)

3,3 2,4 5,0 12,7 9,8 N/A (39)

15,6 N/A N/A N/A N/A N/A (40)

, 100-115 | 96-112 | 104-117 | 97-108 | 94-102 85-89 (37)

Spr[a())’?OSt 79-114 | 77-111 86-122 86-120 | 86-120 N/A (42)

° 82-98 | 93-102 82,108 96-107 77-93 86-100 (39)

V praci (37) bylo vyuzito techniky GC-FID a extrakéni metody HS-SPME pro
analyzu vzorkl z kofenovych Eistiren odpadnich vod. Byla stanovovana kyselina mravendi,
octova, propionova, maselna, valerovd, isovalerova a hexanova. V porovnani s metodou
vyvinutou v ramci této prace nebylo u kyseliny octové a propionové dosazeno vyznamné
niz§i meze stanovitelnosti ani detekce, u kyseliny maselné a valerové byly vsak ziskany
vysledky. Linearni rozsah metody nebyl u kyseliny octové a propionové na spodni mezi

vyznamné niz8i, U ostatnich analytti vSak bylo v praci (37) dosazeno desetkrat az stokrat
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niz8ich limitta. V mé metodé bylo vSak mozné na hornim limitu zahrnout vyssi koncentrace
aco se ty¢e hodnoceni presnosti, byly sporovnavanou praci prokazany celkové vice

opakovatelné vysledky.

V porovnani s praci (38) lze u kyseliny octové a propionové hodnotit rozsah metody,
LOD a LOQ obdobné jako v ptedchozim ptipadé. Bylo zde vyuzito stejné techniky
a extrakéni metody jako v publikaci (37). Metoda byla zamyslena pro analyzu vzorki

odpadni vody. U kyseliny maselné bylo dosazeno vyznamné nizké meze stanovitelnosti,

v

cvwr

pétkrat, respektive desetkrat nizsi limity nez v metodé vyvinuté v ramci této prace, kde byly

vS8ak opét v rdmci hodnoceni piesnosti dosazeny celkové lepsi vysledky.

V porovnani s uvedenymi pracemi, kde bylo vyuzito techniky SPME v kombinaci
s GC-FID nebylo dosazeno lepSich detekénich ani kvantifika¢nich limiti navzdory vyssi
pfesnosti a spravnosti stanoveni. Do pracovniho rozsahu vSak bylo v piipadé této prace

mozné zahrnout i vyssi koncentrace.

4.5 Testovani metody na vzorku digestatu

4.5.1 Testovani na obohaceném vzorku
Pro ovéteni metody z hlediska spravnosti a piesnosti stanoveni obsahu analytl
v realné matrici byl analyzovan vzorek digestatu z bioplynové stanice obohaceny ptidavkem
roztoku analyti na koncentra¢ni uroven 100 pg/ml. Spravnost byla hodnocena jako
vytéznost a presnost byla vyjadiena jako opakovatelnost. Analyza byla provedena v péti

opakovanich. Vysledky jsou uvedeny v Tab. XXI.

Tabulka XXI: Vytéznost jednotlivych analyti u obohaceného vzorku.

Analyt FA AA PA iBA BA iVA VA CA LA

Spravnost 40,5 97.6 43,9 15,3 23,9 29,4 27,4 22,0 20,8
[%0]

Presnost 106 9,3 14,4 21,5 14,6 15,6 14,2 15,6 15,2
[%0]

Nizké hodnoty spravnosti a vysoké hodnoty piesnosti byly patrné zpusobeny
komplikovanou matrici vzorku, jejimz vlivem mohlo dojit k sorpci ptidanych analytd na

pevné Castice pritomné ve vzorku.
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4.5.2 Analyza reélného vzorku
Analyzovan byl vzorek digestatu z bioplynové stanice. K analyze bylo odebrano
450 ul vzorku, ktery byl zpracovan optimalizovanym postupem v péti opakovanich. Byla
detekovana stopova mmnozstvi kyseliny mravenéi, propionové, valerové a kapronové.
S ptijatelnou presnosti a spravnosti bylo ve vzorku mozné stanovit pouze kyselinu octovou,

jejiz koncentrace ¢inila 260 + 20 pg/ml.

Tabulka XXII: Analyza vzorku digestatu z bioplynové stanice.

Analyt FA [AA] PA [iBA] BA JiVA [ VA [ CA ] LA
KoF:ge/r:;{fce <LOQ | 260 | <LOQ | <LOD | <LOD | <LOD | <LOQ | <LOQ | <LOD
RSD [%] 122 [ 74| 64 | NNA | NNA | N/A | 175 | 163 | N/A
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5 ZAVER

V ramci teoretické C¢asti byly shrnuty teoretické poznatky tykajici se obecnych
vlastnosti t€kavych mastnych kyselin a technologie tykajici se bioplynovych stanic, zejména
ve vztahu k TMK. Déle pak byly probrany rizné techniky moznosti jejich stanoveni se
zaméfenim na Kkapildrni izotachoforézu a plynovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii.

Prakticka cast byla zaméfena piedev§im na volbu vhodnych podminek derivatiza¢ni
reakce a podminek temperace. Bylo zjisténo, ze optimalnich podminek derivatizace je
dosazeno pti alkalizaci vzorku 50 pl 5M roztoku NaOH s pridavkem 300 pl ethanolu, 85 pl
pyridinu a 100 pl ECF. Po provedeni reakce byl zvolen piidavek 800 pl 0,05M NaHCO3
s naslednym vysolenim 8 ml 15% roztoku NaCl. Teplota temperace byla zvolena na 70 °C
po dobu 20 minut.

Byla provedena zékladni validace metody, ktera prokazala moznost stanoveni ve
vodnych vzorcich v rozsahu 0,5 — 400 pg/ml u kyseliny propionové, u dal$ich analytt bylo
nutne tento rozsah omezit. Meze detekce byly uréeny v rozsahu 0,2 — 5,3 pg/ml.

Obohacenim vzorku digestatu z bioplynové stanice simulovaném na koncentraéni
uroven 100 pg/ml bylo zjisténo, ze odezva neodpovida vypracované metod¢é pro vodné
vzorky s ptijatelnou spravnosti s vyjimkou kyseliny octové. To bylo patrné zptuisobeno
komplikovanym charakterem matrice vzorku, tedy vlivem jednoho nebo vice matri¢nich
vlivl (napiiklad sorpce analytti na pevné ¢astice), v niz byly analyty stanovovany.

Vyhodnocenim realného vzorku bylo mozné stanovit pouze obsah kyseliny octové
(260 £ 20 pg/ml), dale byla detekovana stopova mnozstvi kyseliny mravenc¢i, propionové,

valerové a kapronoveé.
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7 PRILOHY

Tab. XXIII: Vychozi data k optimalizaci koncentrace NaOH ve vzorku.

Plocha piku [counts-min]

CNaOH
[mol/I] FA AA PA iBA BA iVA VA CA LA
6312950 55906727 13667307 116647631 152644299 | 41349571 | 131189852 | 306428669 | 219683107
6302366 56624263 14620277 124771735 167330804 | 41041051 | 131610062 | 300434869 | 210114452
0,25 5780010 51654325 13734873 116502897 154992299 | 38072718 | 114313617 | 267280869 | 187480964
6024198 53449500 14096267 119122819 158187369 | 40322944 | 129740951 | 304817766 | 217761972
6511307 57619279 15377385 128695080 167770152 | 40278755 | 131822687 | 306421112 | 217008449
Prumér | 6186166 55050819 14299222 121148032 160184985 | 40213008 | 127735434 | 297076657 | 210409789
6361489 57857683 16227630 126775336 166438891 | 49401026 | 133535962 | 318021413 | 233535731
6357165 57203870 15860118 123761359 166136870 | 52794311 | 145983088 | 347895975 | 257908260
0,50 5885932 53238169 14647860 114941208 149704566 | 48467111 | 130521097 | 312406672 | 223464141
6106341 55531673 15704708 122998534 | 164991269 | 47975763 |134354392 | 317867523 | 228436691
6298669 56824389 16229980 125271718 169047673 | 49536230 | 133840658 | 318031340 | 232555517
Prumér | 6201919 56131157 15734059 122749631 163263854 | 49634888 | 135647040 | 322844585 | 235180068
6489014 59887225 16825453 125483736 164961910 | 35831949 | 125510302 | 279583799 | 195066213
6224442 57980439 15690285 120798374 | 158263242 | 34405205 |120008608 | 276402535 | 197960193
1,00 6110979 57351034 15763669 122431330 157257094 | 34080463 | 120393554 | 273034714 | 190541351
6197417 57718804 15695278 122935784 | 159905586 | 33078191 |124214732|287898590 | 199957648
6346510 58759056 16071435 125088286 158660531 | 33600987 | 117491797 | 264306535 | 185961041
Prumér | 6273672 58339311 16009224 123347502 159809673 | 34199359 | 121523799 | 276245235 | 193897289
3142383 55641014 9519060 72303377 86746775 4605461 | 59256993 | 120273558 | 81685576
3003895 54541925 9609255 73512058 94396775 3570519 | 70781102 | 153400684 | 108976180
2,00 2963171 55666024 9743607 74157950 94487591 3054056 | 67580378 | 141983451 | 99979595
2889527 56170583 9776366 74082886 93332880 3088825 | 67340222 | 143689062 | 104495026
2880149 57559073 9986864 76119253 93588487 3069033 | 67537223 | 142045951 | 104058771
Prumér | 2975825 55915724 9727031 74035105 92510502 3477579 | 66499184 | 140278541 | 99839029
2199668 71936998 465229 4238459 14066403 4077129 | 30161600 | 135732250 | 56760113
2102727 68089259 395416 3425117 11722075 4049459 | 24797729 | 113309991 | 44466172
5,00 2074220 68250467 312200 3064170 10733198 4299258 | 23147498 | 104473940 | 35878593
2022669 69827683 277959 2783422 9834912 3870103 | 21607985 | 100361096 | 35287036
2016104 70465035 263747 2675984 9417906 4614438 | 20428174 | 95504223 | 32474382
Pramér | 2083078 69713888 342910 3237430 11154899 4182077 | 24028597 | 109876300 | 40973259
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Tab. XXIV: Vychozi data k optimalizaci ptidavku ethanolu do reakéni smési.

Piidavek EtOH
(]

Plocha piku [counts‘min]

FA

AA

PA

iBA

BA

iVA

VA

CA

LA

100

7622996

150793797

209385987

36062238

167276614

404724470

313240723

199354809

1263345

7550568

151704236

217642804

35708134

173128456

421750466

332326585

199450146

1228429

7452072

149111174

211576433

37727947

167405059

411094933

319854146

191793136

1189434

7247640

144089417

198853422

33887525

154315786

369820847

286578664

166990408

1507810

7900906

157411665

225265837

33004707

169219775

401855808

312855490

180443404

1498477

Prumér

7554837

150622058

212544897

35278110

166269138

401849305

312971122

187606381

1337499

200

7720659

150543502

208435532

45086675

166337166

402135165

306145370

165959972

1206340

8638646

171649305

239458721

49804720

178115833

412055518

298613822

152742001

810747

8075655

161601183

226811342

47923293

173593333

415288677

310243483

172993150

1827253

8188072

159850908

224899501

47291855

175449723

421747748

313203352

175591044

1991359

8692484

172830640

225179159

46726009

159317212

358554778

261822409

131998839

1207975

Prumér

8263103

163295108

224956851

47366510

170562654

401956377

298005687

159857001

1408735

300

9607328

189527467

231468968

40440118

151889161

328222675

222944100

104774006

1129303

9610640

183936339

230923077

40825752

158672960

355779033

256299620

132243987

1264826

9340158

180681473

225963488

38498567

155018501

334876296

236005116

118996901

1285305

9059075

174593334

217170935

37353162

148021395

312786734

224255677

111549153

1463637

9159748

178765337

220063311

35675320

144041990

301683893

221588834

109720218

1710291

Prumér

9355390

181500790

225117956

38558584

151528802

326669726

232218670

115456853

1370673

400

7891288

144741845

187048422

41640671

144615210

345485478

255561975

137588125

672282

7943053

147539617

191076380

42752216

148575073

358554431

271010902

165863472

770174

7511639

137481147

182368103

40815133

144318235

348139411

264949075

156595566

1205091

7617981

137398111

179682475

40259313

144369922

351604399

263422687

160103521

1923091

7687885

137334773

168357301

38694426

129496403

319586997

247934203

148115527

1657782

Prumér

7730369

140899099

181706536

40832352

142274969

344674143

260575768

153653242

1245684

500

7600294

144691384

177280635

34233072

126172372

273360511

194299414

89415608

743162

7450962

135321962

150034052

32452466

98780033

208797059

140805827

59428714

405504

7530565

138447056

172228371

34173077

122465079

271325486

192975282

91361230

1099327

7621505

144232113

180080042

34328509

129451797

286194901

205441621

95774978

1423327

7715757

143454435

175693509

33017381

123256180

263712528

188770008

88990116

1518067

Prumér

7583816

141229390

171063322

33640901

120025092

260678097

184458430

84994129

1037877
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Tab. XXV: Vychozi data k optimalizaci pfidavku pyridinu do reakéni smési.

Piidavek Plocha piku [counts-min]
pyridinu ) )
[ul] FA AA PA iBA BA iVA VA CA LA
1168906 | 35285493 | 9594900 | 65501331 | 79474509 | 16999117 | 60963189 | 19610224 | 1705022
362076 | 37568391 | 9297485 | 66005300 | 79361311 | 17953820 | 68734819 | 21572973 | 1943699
20 197448 | 36424186 | 8341909 | 59944793 | 73445090 | 17622946 | 78205995 | 32275647 | 3419151
194497 | 40059554 | 8749546 | 62982617 | 79176908 | 20094485 | 104509929 | 47242528 | 5211168
174134 | 35786207 | 7241581 | 52732718 | 66339643 | 17492515 | 95136089 | 43184472 | 4964430
Priamér 419412 | 37024766 | 8645084 | 61433352 | 75559492 | 18032577 | 81510004 | 32777169 | 3448694
3018712 | 49135323 | 13107002 | 86604430 | 108699381 | 25638122 | 167461363 | 112893524 | 21783617
2310498 | 51794569 | 13645873 | 90383997 | 110296595 | 25236787 | 151404593 | 97477967 | 18609842
50 1781079 | 55112377 | 14482936 | 96499888 | 123581197 | 29429396 | 229289850 | 170589075 | 33447801
1453440 | 60727450 | 15888599 | 105838907 | 135698726 | 32393031 | 254557697 | 184973474 | 36162380
1085285 | 60408662 | 15997701 | 103507087 | 130118589 | 31285607 | 237707532 | 164935545 | 31696046
Priamér 1929803 | 55435676 | 14624422 | 96566862 | 121678898 | 28796589 | 208084207 | 146173917 | 28339937
5919196 | 58841822 | 15348024 | 100438953 | 125285491 | 29672033 | 175034829 | 115193668 | 25239270
6017984 | 59690775 | 16323185 | 105983027 | 133094108 | 32987459 | 203637408 | 142246790 | 31340707
85 6008770 | 59398945 | 16267149 | 104026365 | 131263810 | 32790870 | 198609190 | 138887177 | 30185609
6416897 | 62791175 | 17077658 | 109434139 | 136187837 | 32126756 | 186534747 | 129181775 | 28367968
6396141 | 63197153 | 17166404 | 112954571 | 143036809 | 36116967 | 238256316 | 176452998 | 39431130
Priamér 6151797 | 60783974 | 16436484 | 106567411 | 133773611 | 32738817 | 200414498 | 140392482 | 30912937
5970337 | 61405044 | 15420720 | 101073941 | 127872809 | 32327855 | 186358924 | 123930796 | 28179202
6773355 | 69354591 | 17562934 | 114215313 | 142992641 | 35812212 | 206892598 | 139437162 | 31196858
100 7163911 | 73146656 | 18631417 | 121277163 | 149746849 | 36976640 | 218446304 | 162971260 | 38137355
6521386 | 66531294 | 17393647 | 115036401 | 144036596 | 32531642 | 215205723 | 153153166 | 35157876
7169502 | 72710759 | 18821144 | 126309688 | 152015615 | 32073177 | 220881898 | 158446501 | 37135648
Priamér 6719698 | 68629669 | 17565972 | 115582501 | 143332902 | 33944305 | 209557089 | 147587777 | 33961388
6531028 | 65816242 | 16694322 | 113254628 | 135601201 | 23137306 | 165352548 | 106004020 | 21014804
6552702 | 66070551 | 16934515 | 114718380 | 139676194 | 19550298 | 179178844 | 118348239 | 23222037
150 6370334 | 64241113 | 16519481 | 112833873 | 135050881 | 15059529 | 194398807 | 140517981 | 28286417
6487201 | 65003689 | 17247763 | 118094855 | 148824143 | 12437899 | 233996997 | 171504586 | 34504535
7303701 | 73829697 | 18664209 | 127665733 | 150176282 | 23485010 | 196298896 | 146822178 | 29884652
Priamér 6648993 | 66992258 | 17212058 | 117313494 | 141865740 | 18734009 | 193845219 | 136639401 | 27382489
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Tab. XXVI: Vychozi data k optimalizaci ptidavku ethylchloroformiatu do reakéni smési.

Pridavek ECF Plocha piku [counts min]
(1] FA AA PA iBA BA iVA VA CA LA
1275083 | 38008190 | 55020124 | 8397066 | 42906919 | 90441194 | 50182814 | 21693038 | 81795
20 749708 | 35943541 | 53795347 | 4866702 | 47887224 | 103773412 | 63467992 | 36953588 | 110000
601498 | 35674024 | 51582021 | 6177766 | 46684977 | 98725108 | 56100425 | 29175644 | 106970
Prumér 875430 | 36541918 | 53465831 | 6480511 | 45826374 | 97646571 | 56583744 | 29274090 | 99588
7061113 | 87897684 | 115075736 | 30379495 | 96831117 | 212957291 | 131263541 | 90805397 | 497518
50 7602039 | 95544760 | 119879686 | 32067412 | 99690839 | 214385742 | 132155353 | 92163150 | 519213
7879129 | 100647557 | 124772044 | 30675345 | 105997863 | 223724238 | 142366603 | 112926561 | 424602
Prumér 7514094 | 94696667 | 119909155 | 31040751 | 100839940 | 217022424 | 135261833 | 98631703 | 480444
6605839 | 85277610 | 105886802 | 45449573 | 90834174 | 209704250 | 139106746 | 112161479 | 1451878
100 6329042 | 80527278 | 100355231 | 41542953 | 88089481 | 203752189 | 137508832 | 108573275 | 1388501
6698847 | 87273604 | 108681342 | 43413870 | 95247229 | 223413397 | 156389647 | 115396470 | 1473919
Prumér 6544576 | 84359497 | 104974458 | 43468799 | 91390295 | 212289945 | 144335075 | 112043742 | 1438099
357753 | 74664531 | 83065693 | 42048971 | 79452482 | 187470238 | 117144132 | 77820049 | 924564
150 363384 | 76611052 | 89038747 | 46572933 | 90276873 | 204353786 | 118641408 | 73478601 | 1399502
334426 | 69942634 | 82767004 | 44730687 | 85884905 | 194908109 | 112594908 | 68172856 | 1709264
Pramér 351854 | 73739405 | 84957148 | 44450864 | 85204753 | 195577378 | 116126816 | 73157169 | 1344443
252465 | 41170076 | 43831060 | 25544566 | 40944502 | 97779122 | 45119372 | 21738729 | 189214
200 262836 | 38743607 | 43550199 | 27807047 | 48601834 | 128391078 | 64317974 | 34951867 | 140981
293225 | 35731659 | 36891645 | 23443456 | 37367075 | 95330221 | 41643788 | 21523031 | 59889
Prumér 269509 | 38548447 | 41424301 | 25598356 | 42304470 | 107166807 | 50360378 | 26071209 | 130028

44




FA

w
o

y =0.0070x + 0.0067
R? =0.9992

N
ul

n
o

=
o

Pomér plochy piku ST/IS [1]

o
o

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Koncentrace analytu [pg/ml]

Obr. 17: Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu mravenci.
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Obr. 18: Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu octovou.
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Obr. 19: Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu propionovou.
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Obr. 20: Kalibra¢ni ktivka pro kyselinu isoméaselnou.
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Obr. 21: Kalibra¢ni ktivka pro kyselinu méselnou.
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Obr. 22: Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu isovalerovou.
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Obr. 23: Kalibra¢ni ktivka pro kyselinu valerovou.
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Obr. 24: Kalibraéni ktivka pro kyselinu kapronovou.
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Obr. 25: Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu mlé¢nou.
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