Verifikace a 3D vizualizace mononenasycenych
kyselin PUFA omega-3

Verification and 3D visualization monounsaturated acids omega-3
PUFA

Miroslava Rehwaldova

Bakalarska prace Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2013 Fakulta aplikované informatiky




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta aplikované informatiky
akademicky rok: 2012/2013

ZADANi BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Miroslava REHWALDOVA

Osobni ¢islo: A10652

Studijni program:  B3902 InZenyrska informatika

Studijni obor: Bezpeénostni technologie, systémy a management
Forma studia: kombinovana

Téma prace: Verifikace a 3D vizualizace mononenasycenych

kyselin PUFA omega-3

Zéasady pro vypracovani:

. Seznamte se s problematikou vyuziti plynové chromatografie, se zaméfenim na
oblast kapalné stacionarnich fazi.

. Prehlednou formou uvedte chromatografické metody.
. Uvedte technické a biologické metody lokalizace biologického materialu.

. Provedte chemickou analyzu plynovou chromatografii mononenasycenych kyselin
PUFA omega-3.

. Verifikujte naméfena data a graficky vyjadiete v 3D prosfedi.

. Analyzujte uvedené vyuziti zvolené metody v praxi.



Rozsah bakalafské prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani bakalaiské prace:  tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

1. BALIKOVA, Marie: Forenzni a klinicka toxikologie (Dotisk 1. Vydani), Praha 2004,
2007,ISBN: 978-80-7262-284-9

2. OPEKAR, F., JELINEK, I., RYCHLOVSKY, P., PLZAK, Z.: Zakladni analyticka chemie,
Praha 2002

3. PURNELL, Howard: Plynova Chromatografie, SNTL, Praha 1966

4. SMOLKOVA, Eva: Plynova chromatografie I. Teoretické zaklady, SPN, Praha 1975
5. SMOLKOVA, Eva: Plynova chromatografie Il. Instrumentalni éast, SPN, Praha 1975
6

. STASTNA, Sylvie a kolektiv: Piehled vy3etieni metabolitt pro diagnostiku
dédiénych metabolickych poruch (1. vydani), Praha 2008., ISBN:
978-80-904219-0-5

Vedouci bakalafské préce: Ing. Jan Ivanka
Ustav bezpeénostniho inzenyrstvi

Datum zadani bakalafské prace: 25. Gnora 2013
Termin odevzdani bakalaiské prace:  30. kvétna 2013

Ve Zliné dne 25. Gnora 2013

sy

prof. Ing. Vladimir Vasek, CSc. doc. Mgr. Milan Adamek, Ph.D.
dékan reditel ustavu



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky, 2012 4

ABSTRAKT

Bakalaiska prace bude prezentovat verifikaci, 3D vizualizaci mononenasycenych
mastnych Kyselin a vyuziti metod pro identifikaci biologického materialu. V Gvodni ¢asti
je popsana metoda a historie plynové chromatografie.

Praktickou cast tvofi zadani a vypracovani chemické analyzy metodou verifikace plynové
chromatografie mononenasycenych kyselin PUFA Omega — 3 a verifikaci naméfenych dat

a zobrazeni v 3D prostredi.

Klicova slova: PUFA Omega — 3 mononenasycené mastné Kkyseliny, plynova

chromatografie, analyza, chemické latky, forenzni toxikologie.

ABSTRACT

Bachelor thesis will present here verification, 3D visualization of monounsaturated fatty
acids, and the use of methods for the identification of biological material. The introductory
section describes the method of gas hromatography and its history. The practical part
consists of assigning and developing chemical analysis through the use of the method of
gas chromatography verification of monounsaturated acids PUFA Omega - 3 and

verification of the measured data and visual representation in a 3D environment.

Keywords: PUFA Omega - 3 monounsaturated fatty acids, gas chromatography, analysis,

chemical substances, forensic toxikology.
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Na tomto misté bych rada podékovala vedoucimu bakalaiské prace Ing. Janu Ivankovi za
profesiondlni vedeni a pomoc pfi tvorb¢ bakalatské prace, odborné navrhy, pfipominky a

cenné rady.
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UvVOD

Téma bakalatrské prace ,, Verifikace a 3D vizualizace mononenasycenych kyselin PUFA
omega-3 ‘‘ je dulezitd pfi odhalovani urcité chemické analyzy dat s vyuzitim metod pro
identifikaci biologického materialu ve forenzni kriminalistice, ale 1 jako metoda sledovani
fyzikéalné chemickych pochodi a vlastnosti jako je (adsorpce, katalytické difuzni pochody)
a jako metoda preparativni (izolace Cistych slozek vzorku). Adsorpce je separaéni proces,
jehoz principem je hromadéni plynné latky ze smeési plyni nebo rozpusténé latky v
kapalin¢ (adsorbatu) na povrchu pevné latky (adsorbentu) G¢inkem mezipovrchovych
ptitazlivych sil. Dale je mizeme vyuzit pii zkoumani dalSich inkrementd v kapalinach

adsorbata.

Je navrzena pro rychlejsi separace, zvySeni kvality dat a maximalni flexibilitu s vysoce
bezpecnost potravin, forenzni toxikologickou analyzu, analyzu vzorkt Zivotniho prostiedsi,
klinické a toxikologické testovani, analyzu uhlovodikii, ropy i paliva. Robustni a
spolehlivé systémy jsou k dispozici v Siroké skale standardnich a zakazkovych konfiguraci,
které mohou byt vybrany a optimalizovany pro vSechna laboratorni prostfedi, nebo
aplikace. Ma §iroké uplatnéni zejména ve forenzni kriminalistice pfi odhalovani rtiznych

trestnych Cini.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Plyn
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1 METODA PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

Plynova chromatografie je separa¢ni metoda a analytickd metoda, pfi niz je pohyblivou
fazi plyn. Je zalozena na rozdilu v distribuci latek mezi dvé faze mobilni a stacionarni,
Ktera ma vyznamné postaveni v analyze plynnych nebo tékavych latek. Hlavni vyhody této
techniky patfi jednoduché a rychlé provedeni analyzy, pfi které se u€inna separace latek a
malé mnozstvi vzorku potfebuje k analyze. Vyznamné je jeji vyuziti ve forenzni

kriminalistice.
1.1 HISTORIE CHROMATOGRAFIE

Rusky védec, botanik, fyziolog a biochemik Michail Semjonovi¢ Cvet 1872 — 1919
objevitel sloupcové adsorpéni chromatografie. V roce 1906 provedl experiment, u kterého
rozdélil chlorofyl na jeho slozky. Béhem niZz se vyuziva dvou fazi. Ktera jsou pohybliva
(mobilni) a nepohybliva (staciondrni) fdze. Pfi prichodu mobilni faze dochazi ve
stacionarni fazi k oddéleni slozek diky riznym fyzikalné¢ — chemickym vlastnostem. Cvet

tuto metodu pojmenoval ,,chromatografie‘‘ z feckého slova chroma — barva.

Hledani jedG v minulosti, kde se prvni metody zaméfovali zejména na prikaz téZkych
kovi, jakym je napf. arsenik (otrusik), chemicky oxid arsenity. To je piipad klasickych
otrav arsenikem, jehoz smrtelna davka byla okolo 150 miligram@. Do historie se zapsal
francouzsky chemik a toxikolog Mathieu Orfila (1787 — 1853), zakladatel forenzni
toxikologie. V 19. Stoleti bylo mozné koupit arsenik na piedpis, uzival je jako jed na
krysy. Zneuzivani bylo dost ¢asté, bohuzel se nedalo prokazat. Az britsky chemik James

Marsh prisel v roce 1836 s testem, ktery ho prokazal.
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Obr. 1: Mathieu Orfila[7]

V roce 1980 zaklada prikopnik forenzni antropologie William Basse (*1928) Forenzni
antropologické centrum, kterému se fikd Farma mrtvych: je to misto, kde smrt uci zivé. Je
soucasti Tennesseeské univerzity v Knoxville. Misto, kde véda zkouma proces rozkladu
lidského téla. To vSe védci peclive sleduji a zaznamenavaji. Zkoumaji, jaky vliv maji rizné

podminky na tempo rozkladu nezivého lidského biologického materidlu.

Obr. 2: Vpravo William Marvin Bass[8]


http://technet.idnes.cz/dokonaly-jed-zabiji-jiste-ale-dlouho-neochrani-vas-ani-ochutnavac-pyj-/foto.asp?foto1=FUR253052_ii_a_202.jpg
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1.2 CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je jedna z nejvyznamnéjsSich modernich metod, ktera slouzi k separaci a
analyze slozitych smési. Umoziuje déleni slozek vzorku (analyty), které¢ interaguji v rizné
mife se stacionarni a mobilni fazi. Taktéz k identifikaci a stanoveni velkého poctu
organickych i1 anorganickych latek. Ma uplatnéni ve vSech védeckych odvétvich véetné

lékarstvi.

Obr. 3: Chromatograficky pfistroj[9]

1.2.1 Definice chromatografie

Chromatografie je analytickd a zaroven separacni fyzikdln¢ chemicka metoda pro analyzu
a separaci smési latek, kde zakladnim principem je rozdéleni sloZzek smési stacionarni a
mobilni fazi. Chromatografické analyzy se zpravidla pouzivaji pro slozité smési latek,
které maji dosti podobné fyzikalni a chemické vlastnosti a které by se jinymi metodami

kvalitativné a kvantitativné analyzovali dosti obtizné, pokud by to bylo viibec mozné.


http://technet.idnes.cz/dokonaly-jed-zabiji-jiste-ale-dlouho-neochrani-vas-ani-ochutnavac-pyj-/foto.asp?foto1=FUR25304a_7293_lores.jpg
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1.2.2 Mobilni faze

Mobilni faze se v chromatografickém systému pohybuje. Nosnou fazi muze byt kapalina,
nebo plyn, napiiklad helium, dusik, argon a vodik. Pokud je mobilni fazi kapalina,
nazyvadme tuto chromatografii ,kapalinova chromatografie*‘, a je-li mobilni fazi plyn,
nazyvame tuto chromatografii ,,plynova chromatografie*“. Vyuziti ve forenzni

kriminalistice.

1.2.3 Stacionarni faze v (GC)

Stacionarni faze je v chromatografickém systému faze, ktera je nepohybliva. Stacionarni
fazi mize byt pevna latka, nebo film kapaliny zakotveny na pevné. Rozhodné to ovSem

neznamena, ze mobilni faze je vzdy kapalina a staciondrni fazi je vzdy pevna latka.

1.2.4 Kapalné stacionarni faze v (GC)

V praxi maji vétsi uplatnéni nez adsorbenty. U zakotvené kapalné faze je poZadovéna tenze
par, mala viskozita, chemicka stabilita pii pracovni teploté, dobra rozpoustéci schopnost a
selektivita. A mohou byt pouzity polyethylen glykoly, polypropylen glykoly, polyestery a
polyxiloxany. Pro ucinnou separaci je dulezitd i vhodnd volba nosi¢l zakotvenych fazi.
Materidl nosice musi byt chemicky interni a jeho sorp¢ni aktivita musi byt minimalni.
Sorp¢éni aktivita nosi¢e se omezuje pranim v mineralnich kyselinach, nebo alkalickych
hydroxidech a upravou pomoci chlorsilanti. Pouzivaji se rizné druhy kiemelin, vypalované

nosice, teflon, silikagel a sklenéné kulicky.

1.3 DELENI CHROMATOGRAFICKYCH METOD

Podle fyzikalné chemického déleni:

e adsorp¢ni chromatografie (kapalinova LSC), (plynova GSC)
e rozdélovaci chromatografie (kapalinova LLC), (plyn. GLC)
e iontov¢ vyménna chromatografie (IEC)

e gelova chromatografie (GPC)

e afinitni chromatografie (AC)

Podle skupenstvi mobilni faze:

e kapalinovéa chromatografie (LCC)
e plynova chromatografie (GC)
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Podle uspoiradani stacionarni faze:

e kolonova (sloupcova) chromatografie
e  kapilarni chromatografie

e chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
e chromatografie na papite (PC)

Podle ucelu pouziti:

e analyticka chromatografie
e preparativni chromatografie

1.3.1 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie (GC) mad vyznamné postaveni v analyze tékavych latek, je to
separani a analytickd metoda. K vyhodam této techniky patii jednoduché a rychlé
provedeni analyz, U¢innéd separace latek a malé mnozstvi potiebné k analyze. Naptiklad
zkoumani alkoholu v krvi se provadi pomoci plynové chromatografie. Princip separace
latek pomoci (GC) je takovy, Ze kolonou stacionarni faze prochdzi nosny plyn, pohybujici
se skrz nebo podél stacionarni faze, ktera je umisténa v kolong. Plynovéa chromatografie je

zaloZena na mechanismu adsorpce, vylu¢ovani nebo rozdelovani.

1.3.2 Adsorpce

Pt1 zvySeni v oblasti, kde dochazi ke vzajemnému styku fazi, proti koncentraci uvniti dané
faze, se nazyva adsorpce. Fézi, na jejimZ povrchu dochéazi k hromadéni latky z druhé faze,

oznacujeme jako adsorbent, latku v adsorbovaném stavu nazyvame adsorbat.[4]

1.3.3 Meé¥ici pristroj — plynovy chromatograf
Plynovy chromatograf se sklada z ¢asti:

e nadoba s nosnym plynem — zdroj a regulace nosného plynu

e vstiikovaC vzorku — davkovaci zafizeni, kde se pomoci
injekéni stiikacky vpravi vzorek do proudu nosného plynu.

e vzorky byvaji nejen plynné, proto vstiikovac¢ musi byt
predehiaty na dostate¢nou teplotu.

e chromatograficka kolona
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e detektor
e termostat pro injektor, kolonu a detektor
e vystup dat — systém na zpracovani dat, které obstarava

pocitac pres A/D prevodnik. Vytistény zdznam se nazyva chromatogram.

Port
Regulator  vstfikovace

prutoku r_| ' ||'||
&} ﬁ\‘\ Zaznamoveé

.-’f_ -\|| zafizeni

Sloupec | Detektor

Sloupcova pec

Nosny plyn

Obr. 4: Schéma plynového chromatografu[10]

e pratok mobilni faze kolonou musi byt optimalizovan (van Deemtertiv vztah)
e pritok injektorem a detektorem je vySsi nez pritok kolonou
e mezi injektor a kolonu je zafazen déli¢ toku (splitter)

e mezi kolonou a detektorem se nachazi zatfizeni na Gipravu toku.

1.3.4 Nosny plyn a regulator pritoku

Nosny plyn musi zajistit transport pro priichod vzorku skrz kolonu. Mél by se blizit svym
chovanim idealnimu plynu. Volba idedlniho plynu milZe zaleZzet i na pouzivaném
detektoru. K bézné pouzivanym plynim patii dusik, argon, vodik, oxid uhli¢ity a helium,

to je vSak velmi drahé. Vhani se pod pfesné¢ danym tlakem, ktery zajiStuje konstantnost
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meéfeni. Nosny plyn musi obsahovat také molekularni sito pro odstraiiovani vody a jinych
necistot. A nesmi s ohledem na staciondrni fazi a chromatografované latky obsahovat
kyslik a vodu. Nosny plyn se téméf vzdy odebira z tlakové lahve a zavadi do kolony

pomoci jednoduchého ventilu.[3]

1.3.5 Nastrikovy port

Nastiikovy port slouzi pro vpraveni vzorku do plynového chromatografu a do separacni
kolony. Nastiik se provadi automaticky specialni injek¢ni stiikatkou nebo ruéné. Vzorek
muze byt plynny nebo kapalny. Teplota u kapalnych vzorkt portu je obvykle asi 50° C a
vys$si nez bod varu, aby doslo k okamzitému pfevedeni vzorku do plynného stavu. Plynny
vzorek je zaveden do proudu nosného plynu, ktery ho transportuje pies kolonu, kde
dochazi k separaci slozek analyzované smési. Pokud by byl plivodni vzorek mélo t€kavy a
byl by problém s jeho odpatenim, potom se provede jeho derivatizace. Piikladem je malo
tékavych mastnych kyselin chemickou reakci na methylestery mastnych kyselin, které jsou

dobfte analyzovatelné plynovym chromatografem.

1.3.6 Splitovani

Splitovani je technika nastfiku, pii které je smés nosného plynu a vzorku v injektoru

rozdélena na dvé€ nestejné Casti, kdy mensi ¢ast vstupuje na kolonu a vétsi ¢ast odchazi do

odpadu.[6]
1.3.7 Splitovaci pomér

Splitovaci pomér je zavisli na relativni velikosti priitoku splitovacim ventilem a kolonou.

1.3.8 Nastiik bez splitu

Nastiik bez splitu se pouziva pfi stopové analyze nebo pro analyzu smési latek, které se

vyrazn¢ lisi v bodu varu.[6]
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Sklenéna vlozka

Sloupec

N
]

Obr. 5: Schéma nasttikového portu[11]

1.3.9 Chromatografické kolony

vvvvvv

vvvvvv

soucasti plynového chromatografu. Dneska se souc¢asné v GLC pouZiva zpravidla kapilarni
kolony. Je tvofena kapilarou ztaveného kiemene, kterd je z venku potaZzena filmem
Z polymeru, ktery ji chrani pted zlomenim, nebo jinym poskozenim. Vnitiek trubice slouzi
jako nepohybliva faze. MiZe to byt kapalina, nebo adsorbent naneseny na jejich sténach.
Interakci vzorku ve stacionarni fazi dochazi k oddéleni jednotlivych slozek, kazda z nich
potifebuje na prichod kolonou jiny Cas (reten¢ni doba). V plynové chromatografii se

kolony déli do dvou skupin, naplitové kolony a kapilarni kolony.
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Naplnové kolony:

napliové kolony obsahuji adsorbent nebo nosi¢ se zakotvenou kapalnou fazi,

maji trubice o priiméru 2 az 5 mm, naplnéné jemnym materialem,

ktery je pokryty aktivni zakotvenou fazi,

kolony se zhotovuji z nerezové oceli nebo skla,
délka kolon muze byt od desitek cm do né¢kolika m.

Kapilarni kolony:

kapilarni kolony jsou tvotfeny tenkou (desetiny mm) a dlouhou trubici,

e vyrabéji se z oceli, nebo taveného kiemene,

nepohybliva faze je nanesena na jejich sténéch,
e stacionarni fize je na vnitinich sténach kapilary,
e prumér kapilary je mensi nez 0,5 mm.

1.3.10 Termostat

Termostat udrzuje konstantni teplotu separa¢ni kolony béhem analyzy, nebo teplotu podle

nastavené¢ho programu a tlaku.

1.3.11 Detektor

V plynové chromatografii existuje vice rtiznych typt detektorti, které mohou byt pouZity.
Jednotlivé typy detektorti se lisi, jak principem funkce a konstrukci tak i selektivitou,
mezni detekci, citlivosti a linedrnim dynamickym rozsahem. Zalezi na aplikaci a na cili
analyzy. Teplotu detektoru volime slabé vyssi nez teplotu kolony, aby nedochazelo ke
kondenzaci analyt. Selektivitou detektoru se rozumi jeho schopnost reagovat na tfadu
slou€enin, které maji spolecnou fyzikalni nebo chemickou vlastnost a konkrétni detektor
reaguje na jednu slouceninu latky uréitého typu. Objem v detektoru byva velmi maly,
muze byt i mensi nez pl. Nejpouzivanéjsim detektorem je plamenovy ionizacni detektor

(FID).

1.3.12 Druhy detektoru

e tepelné vodivostni detektor (TCD) — casto pouzivany, zejména pro svou
univerzalnost

e plamenovy ioniza¢ni detektor (FID) — méfime ionizacni G¢innost hoteni

e plamenovy ioniza¢ni detektor s alkalickym kovem (AFID) — je vhodny
zejména ke stanoveni dusiku, fosforu a siry v organickych slouc¢eninach
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e detektor elektronového zachytu (ECD) — detektor vhodny pro stopovou
analyzu pesticidll v zivotnim prostiedi

e heliovy ioniza¢ni detektor (HeD) — univerzalni detektor, je citlivy na
organické i anorganické slouceniny, véetné permanentnich plyna

e  hmotnostné spektrometricky detektor (MS) — univerzalni detektor vhodny k
identifikaci analyzovanych slozek smési

Ioniza¢ni plamenovy detektor

- Sbérn4 elektroda

Plamenova #@

zapalovaci civka

+300V
Polariza¢ni napéti

2

Vzduch J -4 Hydrogen

Sloupec

Obr. 6: Schéma plamenového ioniza¢niho detektoru[12]

1.3.13 Zaznam chromatografu

Zaznam proudového signalu se pievadi na napétovou odezvu. Ziskame graficky zdznam v
zavislosti napétové odezvy na Case ze vzorkil. Ze ziskanych zaznaml chromatografu lze

vyhodnotit retencni parametry signalli, plochy a vysky piki.
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1.3.14 Chromatogram

Chromatograf je graficky vystup z detektoru, ktery vznikd b&hem chromatografického
procesu a vyjadiuje zavislost signdlu (osa y) na elu¢nim case, nebo objemu (osa x). V GC
chromatografii je chromatograf tvofen

soustavou pikl, které maji riznou vysku a plochu, od sebe maji riiznou vzdalenost a
Vv idedlnim ptipad¢ jsou symetrické a maji tvar Gaussovy kiivky.

kazdy pik na chromatogramu odpovidéa jedné ze slozek smési, pokud je zkoumana smés
dobie rozdélena. Poloha piku na ose x je uvadéna pomoci reten¢niho Casu (urceni podle
polohy vrcholu), urcuje, o jakou latku se jedna (kvalitativni analyza), plocha piku (nebo
jeho vyska) urcuje koncentraci latky ve smési (kvantitativni analyza). Zakladni
charakteristiky chromatogramu se vétSinou vztahuji k eluéni metod¢ jako nejrozsirenéjsi

analytické chromatografické metodé.[5]

A

3
§ 3 .
SE
" ©
N § A o
£3

0

[

L b fy ¢as (min)
Obr. 7: Chromatogram slozeny ze tii latek (pika)[13]

1.3.15 Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinova chromatografie (LC) je jedna z chromatografickych separacnich (délicich)
metod. Ve které je mobilni fazi kapalina a stacionarni fazi pevna latka (LSC), nebo
nemisitelnd kapalina zakotvena na pevném nosi¢i (LLC). Mezi metodami kapalinové

chromatografie ma vyznamné misto HPLC (vysokouc¢innd kapalinova chromatografie,


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/40/Chromatogram.png
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nebo vysokotlaka kapalinovd chromatografie). Kapalinovy chromatograf tvoti zasobniky

s mobilni fazi, vysokotlaka pumpa, davkovac, kolona a detektor.

CHROMATOGRAM
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separacni
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Obr. 8: Schéma kapalinového chromatografu[14]
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2 VYUZITi PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

Vyuzivaji ji forenzni kriminalisté, vyzkumné ustavy, potravinaiské laboratoie, geologické
laboratoie, biologické laboratoie, vyzkumné ustavy a jiné. Pievazné k analyze t€kavych
latek. Adsorpéni princip je pouzivan pro déleni permanentnich plyni, vyfukové plyny,
bioplyn. Rozd¢lovaci princip pfi kontrole aromatickych latek (parfémy, likéry, vonavky).
Plynova chromatografie je hodné vyuzivana pii stanoveni alkoholu v krvi, pii forenzni

toxikologické analyze, kontrole potravin, ropy, paliva, odpadnich vod a jiné.

2.1 APLIKACE PLYNOVE CHROMATOGRAFIE (GC)

Moznost aplikace plynové chromatografie je omezena na latky plynné, snadno tékavé a
latky tékavé po derivatizaci. Vyznamné uplatnéni plynova chromatografie naléza
v primyslu organickych syntéz. Umoziiuje pievést na tékavé produkty, kde umozni Sirsi
aplikace GC v biologickych, biochemickych a v Iékaiskych oborech, napf. analyza
steroidil, lipidd, aminokyselin v télnich tekutindch. Standardné se vyuziva ke sledovani
kvality ovzdusi. Aplikuje se v uréeni stopového mnozstvi pesticidli, herbicidu a insekticidi
ve vodach, pudé, potravinach a kosmetickych ptipravki. Dale v analyze ropnych produktd,
kde zijem ropného primyslu od pocatku podpofil rozvoj metodiky plynové
chromatografie.

Vyznamné se uplatiiuje ve forenzni kriminalistice a v odhalovani zavaznych trestnych

¢int. Klinické a toxikologické monitorovani obsahu drog a psychotropnich latek v krvi. A

Siroké vetejnosti znamé stanoveni alkoholu v Krvi.
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3 OMEGA 3 - PUFA NENASYCENE MASTNE KYSELINY

Omega — 3 nenasycené mastné kyseliny oznacované téz PUFA omega — 3 je skupina
nenasycenych mastnych kyselin, ale t€lo si je nedovede vyrobit. Pfijimaji se formou
potravy. Jsou obsazeny v tuénych rybach, jako jsou sardinky, losos, tundk a jiné.
Vyznamné jsou pro c¢innost mozku, jako je pamét a jeho vykon. Snizuji riziko
kardiovaskularnich onemocnéni. Jejichz spoleénym rysem je dvojna vazba mezi uhliky na
tfetim misté v jejich fetézci. Maji nepostradatelnou funkci v téle, kterd muize zabranit
ptiznakiim nemoci, jako jsou srdec¢ni problémy, inava, onemocnéni kiize, Spatnd pamét,

poruchy prokrveni ¢i zmény nalad.

3.1 MASTNE KYSELINY

Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s alifatickym (organickym) fetézcem, ktery
muze byt nasyceny bez dvojnych vazeb, nebo nenasyceny s dvojnymi vazbami.

Nenasycené mastné kyseliny se dale déli podle stupné nasyceni na:
e mononenasycené MUFA, které obsahuji jednu dvojnou vazbu
e polynenasycené¢ PUFA, které¢ obsahuji dvé a vice dvojnych vazeb

e HUFA, vysoce nenasycené mastné kyseliny s 20 a vice atomy uhliku a se

ttemi a vice dvojnymi vazbami
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II. PRAKTICKA CAST
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4 ANALYZA PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

V soucasné dobé je analyza plynové chromatografic nezbytné nutna. Ukazuje se, Ze
uzivatelti drog a alkoholu je stale vice. S jejich zvySujicim se vyskytem hrozi 1 uzivani
drog u fidict, piloth atd. Nejcastéji se pouzivaji testy na pfitomnosti drog ve slinach.
Analyzy, které vyzaduji jiny druh vzorku (krev, moc€) je mozné provést v laboratofi po
odbéru lékafem. Nezanedbatelné je wvyuziti plynové chromatografie ve forenzni

kriminalistice pii vySetfovani zavaznych trestnych ¢int.
4.1 ZADANI ANALYZY

Vypracovani chemické analyzy vzorku obsahujici biologicky materidl zakopany v pade¢, ze
kterého budeme analyzovat Omega — 3 nenasycené mastné kyseliny metodou plynové
chromatografie. Z analyzovanych latek jsem si predev§im vybrala, hexanoic acid, octanoic
acid, decanoic acid, dodecanoic acid, methyl tetradecanoate, hexadecanoic acid,
octadecanoic acid, 9-octadecenoic acid, cyclopropaneoctanoic acid a provedeme

identifikaci nalezenych latek ve vzorku A, B, C z Cisté teoretické analyzy a verifikace.

4.2 Vypracovani analyzy

K detekovani nam bude slouZit plamenoionizacni detektor, ktery je vhodny pro sledovani
organickych latek a funguje na principu ionizace organickych latek v plameni. Kvalitativni
analyzou vzorku ur¢ime slozeni vzorku a zjiSténi, ze kterych slozek se vzorek sklada.
Kvantitativni analyzou ur¢ime mnozstvi nebo koncentraci jednotlivych slozek ve vzorku.
Vzorky biologického materialu vzorek A- 20, vzorek B — 40 cm, vzorek C — 60 cm, jsme
nastiikovaly injekéni stiikackou do davkovaciho zafizeni chromatografu. Nasttiknuti
vzorku pfes septum do pfistroje na zacatek chromatografické kolony. Po prichodu kolonou
vstoupil vzorek do detektoru a Vv zapisovali zaznamenal piky jednotlivych latek
pfitomnych ve vzorku. Podminky analyzy jsme optimalizovaly tak, aby vSechny piky byly
dobfe vyhodnotitelné a dostatecné separované. Konkrétnim organickym latkdm jsme

ptifadily jednotlivé piky na zakladé reten¢nich Cast.

4.2.1 Identifikace organickych latek pritomnych ve vzorku A

Analyza vzorku A zakopaného 20 cm v pudé.
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Tabulka 1: Namétené hodnoty vzorku A[vlastni zpracovani]

A 01
Cas | odchylka | hodnota |odchylka | procenta |odchylka
6.200 0,004 | 924748 35367 | 1,81825| 0,07134 | hexanoic acid
9.261 0,001 | 612038| -11947,3| 1,20340| -0,02187 | octanoic acid
12.028 0,003 | 1552132| -62989| 3,05182| -0,11831 | decanoic acid
13.994 0,001 | 2788021 | -161732| 5,48184 | -0,30794 | dodecanoic acid
15.401 0,001 | 9006269 | -531184|17,70825| -1,01041 | methyl tetradecanoate
17.052 0,000 [ 19733352 | -888397 | 38,79998 | -1,67434 | hexadecanoic acid
19.600 0,002 | 3923895 | -62700,3| 7,71522| -0,10952 | octadecanoic acid
19.834 0,003 | 7672633 | -130269 |15,08604 | -0,23076 | 9-octadecenoic acid
20.505 0,002 | 588214 | -9422,67| 1,15655| -0,01651 | cyclopropaneoctanoic acid
A 02
6.193 -0,003| 893351 3970 | 1,77837| 0,03146 | hexanoic acid
9.259 -0,001| 628870|4884,667 | 1,25187| 0,02661 | octanoic acid
12.024 -0,001 | 1574421| -40700| 3,13416| -0,03597 | decanoic acid
13.992 -0,001 | 2905318| -44435| 5,78354 | -0,00625 | dodecanoic acid
15.399 -0,001 | 9319526 | -217927 |18,55213| -0,16653 | methyl tetradecanoate
17.051 -0,001 | 20061018 | -560731 | 39,93492 | -0,53940 | hexadecanoic acid
19.596 -0,002 | 3828983 | -157612| 7,62225| -0,20248 | octadecanoic acid
19.829 -1,002| 7581713| -221189 |15,09271 | -0,22408 | 9-octadecenoic acid
20.500 -0,003 576526 | -21110,7 | 1,14767 | -0,02539 | cyclopropaneoctanoic acid
A 03
6.194 -0,002| 850044 | -39337| 1,64410| -0,10281 | hexanoic acid
9.260 0,000| 631048 |7062,667| 1,22053| -0,00474 | octanoic acid
12.024 -0,001| 1718810| 103689 | 3,32441| 0,15428 | decanoic acid
13.992 -0,001| 3155920| 206167 | 6,10398| 0,31419 | dodecanoic acid
15.400 0,000 | 10286564 | 749111 )19,89560| 1,17694 | methyl tetradecanoate
17.052 0,000 | 22070877 | 1449128 |42,68805| 2,21374 | hexadecanoic acid
19.598 0,000 | 4206908 |220312,7| 8,13673| 0,31200 | octadecanoic acid
19.830 -0,001 | 8154359 | 351457,3 | 15,77163 | 0,45484 | 9-octadecenoic acid
20.503 0,000 628170 |30533,33| 1,21497| 0,04190 | cyclopropaneoctanoic acid
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Obr. 9: Chromatogram nameétenych pikti vzorku A[vlastni zpracovani]
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4.2.2 ldentifikace organickych latek piitomnych ve vzorku B

Analyza vzorku B zakopaného 40 cm v pude.

Tabulka 2: Namétené hodnoty vzorku B[vlastni zpracovani]

B 01

6,200 0,003 647035 -19324,3| 1,42839 | -0,14305 | hexanoic acid

9,266 0,003 | 469688 -16171,7| 1,03688 | -0,10842 | octanoic acid

12,032 0,003 | 1263311 -38678| 2,78887 | -0,27939 | decanoic acid

13,999 0,003 | 2489746 34396,67 | 5,49634 | -0,27587 | dodecanoic acid

15,407 0,003 | 8238329 151938,3 | 18,18685 | -0,81686 | methyl tetradecanoate

17,061 -0,845 | 17772202 5354820 | 39,23373 | 9,91496 | hexadecanoic acid

19,612 -0,071| 3137850 -1403535 | 6,92709 | -3,71767 | octadecanoic acid

19,846 -0,217| 7205438 2386431 | 15,90665 | 4,51248 | 9-octadecenoic acid

19,947 -0,374| 492288 167549,3| 1,08677| 0,31707 | cyclopropanedecanoic acid
B_02

6,196 -0,001| 676851 10491,67 | 1,71674| 0,14530 | hexanoic acid

9,260 -0,003| 485624 -235,667 | 1,23172| 0,08642 | octanoic acid

12,027 -0,002 | 1291712 -10277| 3,27625| 0,20799 | decanoic acid

13,994 -0,002 | 2296253 -159096 | 5,82413| 0,05191 | dodecanoic acid

15,402 -0,002 | 7493763 -592628 | 19,00688 | 0,00318 | methyl tetradecanoate

17,053 -0,853 | 16250796 3833414 | 41,21788 | 11,89910 | hexadecanoic acid

19,601 -0,082 | 2997795 -1543590 | 7,60349 | -3,04127 | octadecanoic acid

19,833 -0,230| 6701590 1882583 | 16,99765 | 5,60348 | 9-octadecenoic acid

20,506 0,185| 481928 157189,3| 1,22234| 0,45264 | cyclopropanedecanoic acid
B 03

6,196 -0,001| 675192 8832,667 | 1,56918 | -0,00225 | hexanoic acid

9,262 -0,001| 502267 16407,33| 1,16730| 0,02200 | octanoic acid

12,028 -0,001| 1350944 48955 | 3,13967 | 0,07140 | decanoic acid

13,995 -0,001 | 2580049 124699,7 | 5,99617| 0,22396 | dodecanoic acid

15,403 -0,001 | 8527080 440689,3 | 19,81739| 0,81368 | methyl tetradecanoate

17,056 -0,850 | 18125092 5707710 | 42,12368 | 12,80490 | hexadecanoic acid

19,604 -0,079 | 3229149 -1312236 | 7,50471 | -3,14004 | octadecanoic acid

19,837 -0,226| 7488510 2669503 | 17,40369 | 6,00952 | 9-octadecenoic acid

20,511 0,190 549994 225255,3| 1,27822| 0,50851 | cyclopropanedecanoic acid
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Obr. 10: Chromatogram naméfenych pikti vzorku B[vlastni zpracovani]
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4.2.3 ldentifikace organickych latek pritomnych ve vzorku C

Analyza biologického vzorku C zakopaného 60 cm v pidé.

Tabulka 3: Namétené hodnoty vzorku C[vlastni zpracovani]

C 01
6,193 1,64086
9,259 1,10605

12,024 3,04606
13,992 6,01498
15,399 19,32573
17,052 42,79133
19,599 7,76803
19,831 16,82897
20,504 1,16892

C_02
6,195 1,67706
9,260 1,19668

12,025 3,41783
12,531 0,33198
13,992 6,13416
15,399 19,45758
17,052 42,65799
19,597 7,48340
19,831 16,55799

C_03
6,195 1,59050
9,260 1,17990

12,025 3,25483
12,530 0,35942
13,991 6,16757

15,399 19,53376
17,051 42,47158
19,597 7,44119
19,829 16,75974
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Obr. 11: Chromatogram namé&fenych pikti vzorku C[vlastni zpracovani]
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4.2.4 Procentualni zastoupeni sloucenin ve vzorku

Shrnuti teoretické analyzy mononenasycenych mastnych kyselin omega — 3 vzorkt A, B,

C.

Tabulka 4: Shrnuti analyzovanych vzorka A, B, C[vlastni zpracovani]

Vzorek A
hexanoic acid 1,654
octanoic acid 1,157
decanoic acid 3,086
dodecanoic acid 5,771
methyl tetradecanoate 19,125
hexadecanoic acid 42,245
octadecanoic acid 8,105
9-octadecenoic acid 16,042
cyclopropaneoctanoic acid 1,294
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5000000,000

0,000

H Vzorek B

= vzorek C

vzorek C
Vzorek B
Vzorek A

Graf 4: Shrnuti analyzovanych vzorka A, B, C[vlastni zpracovani]

4.2.5 Vyhodnoceni analyzy

Chemickou analyzou plynové chromatografie jsem verifikovala informace pifi pouziti
biologického materialu zakopaného v pudé z ¢isté teoretického hlediska. Seznamila jsem
se s problematikou forenzni kriminalistiky a forenznich véd. Kterd je pti odhalovani

trestnych ¢inli nezbytna. A obohatila moje znalosti této forenzni védy. Kterou bych chtéla
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dal rozvijet a v dané oblasti pokracovat pii psani diplomové prace. Verifikaci plynové
chromatografie jsem zjistila, jaké slozeni obsahuje biologicky material, a jaké hodnoty
jsem naméiila ve vzorcich biologického materialu omega 3 mononenasycenych mastnych
kyselin. Naméfené vzorky obsahovali devét pievazné chemickych latek, které obsahoval
zkoumany biologicky material, a jsou to hexanoic acid, octanoic acid, decanoic acid,
dodecanoic acid, methyl tetradecanoate, hexadecanoid acid, octadecanoid acid, 9-

octadecenoic acid a cyclopropaneooctanoic acid.

4.2.6 Namérené hodnoty v 3D vertexu

Naméfené hodnoty vzorki A, B, C plynovou chromatografii v 3D prostoru nazyvame
vrcholem (vertexem), které jsou spojené S celou fadou parametrl, kdy je nejdulezité;si
zvoleni soufadnic a dalSich parametri pro potteby 3D aplikace. Konecné rozliSeni

naméfenych vertex hodnot v barevném 3D prostoru.

Obr. 12: Namétené body vertexové hladiny v 3D prostoru[vlastni zpracovani]
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23.693

Obr. 13: Namétené body vertexové hladiny v 3D prostoru[vlastni zpracovani]

Obr. 14: Naméiené body vertexové hladiny v 3D prostoru[vlastni zpracovani]
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4.2.7 Zaznam chromatogramu

Ze ziskanych chromatogrami lze vyhodnotit retenéni parametry separovanych latek

jednotlivych signala, parametry vysky pikt a plochy atd.

- reten¢ni ¢as tr - pfedstavuje Casovy interval od nastfiku vzorku do okamziku
detekce odpovidajici a maximalni koncentrace detektorem, a je odecitan
Z chromatogramu jako vzdalenost mezi okamzikem nastfiku a maximem

piislusného chromatografického piku.

- mrtvy retencni ¢as kolony ty, — pfedstavuje ¢asovy interval od zacatku nastiiku
vzorku do okamziku detekce maximalni koncentrace slozky, jez neni stacionarni

fazi zadrzovana a pohybuje se rychlosti toku mobilni faze.

- Sifka chromatografického piku — je odecitdni této hodnoty na trovni zakladni
linie (hodnota Y) zplisobem naznacenym u komponenty 2, kdy vzestupnd a
sestupnd cast piku je extrapolovdna tecnami. Alternativné je mozno Sitku
chromatografického piku odecitat v poloviné vysky (hodnota Yi5,) nebo v inflexi,
jez pro pik Gaussovského tvaru lezi v 0,607 nasobku jeho vysky (tzv. hodnota 20).

Je béZné udavat Sitku chromatografického piku v ¢asovych jednotkach.

- vySka h, a plocha A chromatografického piku — Vv chromatogramu nese
kvantitativni informaci o analyzované latce (jaké mnoZstvi analytu je obsaZeno ve

vzorku)
- W —je Sitka piku pfi zdkladné
- h/2 (W) — je polovina vySky piku (Sifka piku v poloviné jeho vysky)
- redukovany retencni ¢as se vypocte vzorcem tritr=tr -ty

- retenéni faktor k — vyjadiuje miru interakce tohoto analytu se stacionarni fazi.
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Obr. 15: Zakladni uspoifadani kolonového chromatogramu, ty — mrtvy ¢as kolony, tgr —

retenéni Cas slozky vzorku, Y — §iika piku pti zakladné, h — vyska piku, A — plocha piku[2]
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5 BUDOUCNOST PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

Plynova chromatografie se neustale vyviji a jeji zastoupeni neni opomenutelné ve vyvoji
nanovlaken, kde byly sledované vlastnosti v riiznych fazich tepelného oSetfeni pomoci
inverzni plynové chromatografie. Ktera mohou byt pouzita napiiklad v automobilovém
primyslu, k vyrobé neprustielnych vest a jiné. Moznosti vybudovani védeckého centra
jako zdroje novych poznatkli v oblasti vyzkumu a vyvoje mediciny, forenzni
kriminalistiky, nanotechnologii, optickych technologii, analytickych procesu, v biologii a
V jinych odvétvi vyzkumu. Znacna ¢ast vyzkumu bude také vénovéana studiu zdravotnich
rizik ve vztahu k ¢lovéku a zivotnimu prostfedi. V soucasné dobé se neobejde testovani
alkoholu plynovou chromatografii na piitomnost metylalkoholu a tane¢nich drog, které

jsou dostupné na trhu a maji znicujici charakter.
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ZAVER

Zvolena metoda plynové chromatografie, kterd patii mezi separa¢ni metody, pracuje
s plynnou mobilni fazi a je zaloZena na distribuci latek mezi dvé nemisitelné fdze mobilni a
stacionarni. Stacionarni faze je obsazena v kolon¢ a mobilni faze je nosny plyn, ktery se
pohybuje skrz, nebo podél staciondrni faze. Jeji pouziti ve forenzni kriminalistice ma
nezanedbatelné misto a proto jsem volila tuto metodu jako nazorny priklad a piiblizeni

prace chemickych odborniki, kteti dnes a denné ptichazeji s touto metodou do styku.

V dnesnim svété pii odhalovani trestnych ¢inti a jejich pachatelii pouziva policie fadu
metod. I kdyz je forenzni kriminalistika povazovana za t¢éméf mladou védni disciplinu, je
jednou z téch védnich metod, které denné pomahaji kriminalistim pii feSeni sloZzitych
trestnych ¢ind, n€kdy i nefesitelnych. Metoda plynové chromatografie studuje patologicko
anatomické zmeény, které vznikaji UGCinkem jedu a provadi analyzu v biologickém
materialu. Tato metoda je pouzitelnd predevsim pii zkoumani natérovych hmot, screening
omamnych a psychotropnich latek, technickych pfi¢in pozari a k feSeni zdvaznych

trestnych Cin.

Forenzni kriminalistika se neustale rozviji a jde dopiedu. Cerpa poznatky z rtiznych oblasti
védnich obord a ptirodnich véd. Pii analytickych rozborech se vyuziva predevsim metod
spektrometrické a separacni. Neustalé vyvijeni a zdokonalovani této chromatografické
metody napomaha pfi objasiovani trestnich skutkl, které v minulych letech nebylo mozné

objasnit.

Forenzni pracovnici, ktefi spolupracuji pii vySettovani provadénim chemickych analyz,

maji vyznamny podil pfi odhalovani pachatell trestnych ¢int.
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ZAVER V ANGLICTINE

The selected method of gas chromatography, which is one of separation methods, is
working with gaseous mobile phase and is based on the distribution of substances between
two immiscible phases of mobile and stationary. The stationary phase is contained in a
column and the mobile phase is a carrier gas which moves through or along the stationary
phase. Its use in forensic criminology has a significant place and that is why I chose this
method as an example to illustrate the work of chemical experts who come into contact

with this method on daily basis.

In today's world, the police use a variety of methods in the detection of crimes and the
perpetrators.  Although forensic criminology is considered to be a young scientific
discipline, it is one of those scientific methods that help criminologists daily to solve
complex crimes, sometime unsolvable. The gas chromatography method studies
pathological anatomical changes that arise from the effect of poison, and performs analysis
in biological material. This method is useful especially when examining coatings,
screening of narcotic and psychotropic substances, the technical causes of fires, and when

solving serious crimes.

Forensic criminology is continually evolving and moving forward. It draws knowledge
from different disciplines and areas of natural sciences. During analytical analyzes,
spectrometric and separation methods are mainly used. The ongoing development and
improvement of this chromatographic methods helps to solve criminal cases, which were

not possible to decipher in the past years.

Forensic experts, who collaborate in investigations of criminal cases by implementing the
chemical analysis, contribute significantly towards the detection of perpetrators of criminal

offenses.
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