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ABSTRAKT

Volné €kaveé latky a jejich zastoupenidaji maji zasadni vliv na jeho vysledné
aroma a pedstavuji tak zasadni ukazatel jeho senzorickéitivalyto latky vybranych
druhi nefermentovaného zelenéltaje byly ziskany pomoci dvou extraich metod,
kterymi byly destilace vodni parou a simultanni tiliese-extrakce, a identifikovany
metodou strukturni analyzy GC-MS. Na zaklaziskanych vysledk bylo provedeno
porovnani obsahuc¢kavych latek v jednotlivych vzorcicltaje, &innost pouZzitych
extrakénich metod a opakovatelnost metody GC-MS.¢8eti prace je také kratka reSerSe
pojednavajici o extrakich metodach vhodnych pro izola¢kavych latek a metodach

jejich stanoveni. Samostatna kapitolagaavana hmotnostni spektrometrii.

Klicova slova: volné¢kavé latky, destilace vodni parou, simultdnni destextrakce,
GC-MS, nefermentovanya;

ABSTRACT

Content of the volatile flavour compounds in teaygla major role in its specific
aroma, which also essentially contribute to sengolity of made tea. These volatiles of
pre-selected types of unfermented green teas wéracted by using the hydrodistillation
and simultaneous distillation-extraction techniqaesl investigated by GC-MS. On the
basis of achieved results the comparison betweétiltocompounds in individual kinds
of used teas, efficiency of applied extraction rodthand repeatability of GC-MS analysis
were made. As an important part of this thesis veeravell a brief search dealing with
suitable extraction methods for isolation and deteation of volatiies and mass

spectrometry instrumentation possibilities.

Keywords: volatile flavour compounds, hydrodistike, simultaneous distillation-

extraction, GC-MS, unfermented tea
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UvoD

Zeleny¢aj je jednim z nejvice konzumovanych nealkoholitkpépof na s¥té, a
to diky svym zdravi proggnym &inkim a gijemné chuti a &mi, ktera se vytvid béhem
procesu zpracovani. Volnékavé latky véaji tvori Siroké spektrum slagnin, a i kdyz je
jejich celkovy obsah vaji pouze ve stopovém mnozstvi (0,01 % suSiny), sak
vyznamnym zpsobem podileji na ut¥@ni cajového aroma, které je tlézitym

kvalitativnim parametrem stanovujicim cefaje.

Cilem této prace bhylo stanovit obsah a zastoupatifych tkavych latek
ve vybranych druzich zelenyataji. Ze vSech vzork zkoumanychc¢aju byly nejprve
pomoci extraknich metod, destilace vodni parou a simultanniildesextrakci, izolovany

tekave latky, které byly nasledipodrobeny analyze metodou GC-MS.

Pro lepSi pochopeni zkoumané problematiky bylgpmej zpracovana kratka
literarni reSerSe, pojednavajici o specifickém ygmstzpracovani zelenékiaje kterym, jak
jiz bylo receno, Ize vyznamhovlivnit obsah a zastoupergkavych latekiaje podilejicich
se na jeho aroma, a samgp¥ i pojednani o roztleni €chto latek do jejich specifickych
skupin na terpenoidni a neterpenoidni, a jejichké&&harakteristika s nejvyznagdimi
zastupci. Sotasti reSerSe je také zakladni rédedi extraknich metod vhodnych pro
izolaci €kavych latek, z nichz proceély této prace byly vybrany destilace vodni parou a
simultanni destilace-extrakce. Vyznani@ét reSerSe bylatmovana roviiz deskripci jedné
z metod strukturni analyzy, a to kombinované temhnplynové chromatografie

s hmotnostni spektrometrii (GC-MS).

Praktick&tast prace je roztena do dvou samostatnych oddiéxperimentalnéasti
a interpretaci ziskanych vysledkPostupg je tak pojednano o pouzitych technikach
pomoci nichZz byly ze studovanych vzorkaje ziskavanyé¢kavé latky, s naslednym
popisem pouZzitéhotfstrojového vybaveni a parametreckiemi. Jadro této prace vsak
predstavuje ¢ast zamiiend na interpretaci ziskanych vyslédka to nejen v ramci

jednotlivych druli zelenéha@aje, ale také s ohledem na pouzity typ exindknetody.
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1 TECHNOLOGIE ZPRACOVANI NEFERMENTOVANEHO CAJE

Caj se zpracovavaajovniku, co? je kiepavodem zCiny patici do roduCamelliaz
celedi Theaceagdo které spada 267 drula poddruli této rostliny [1, 2]. Na kvalitdaje
ma vliv nejen druttajovniku, ale pedevsintast rostliny, ze které jsataje zpracovavany,
tedy listky. Technologie zpracovani nefermentovarigée sestava z po sbhasledujicich
krokt, kterymi jsou sbr cajovnikovych listk, zavadani, praZzeni nebo n#pani,
svinovani, susenifitiéni a baleni. U fermentovanych a polofermentovansajfh se do
technologického procesuizaauje i fermentace, ktera nasleduje ihned po s@niwvsem
nejedna se o bakterialni kvaseni, ale o enzymatiokadaci polyfenal pomoci vzdusného
kysliku [3, 4]. Na Obrazku 1 je znazémrozdilny postup zpracovani nefermentovaného

(zeleného) a fermentovanéh@inéhoXaje.

sbér |- dani HELEE) svinovani Senf 7 Eaj
_zavadani napafovani ‘e suseni = zeleny ¢aj
sbhér zavadani—s svinovani — fermentace suseni |—> cerny caj

Obrazek 1: Postup zpracovani zelenélleraéhotaje.

1.1 Sbér

Jakosttaje zavisi v prvnfa na spravné ac¢asné sklizni, v dabkdy se mladé listy
z&inaji prae rozvinovat. NejkvalitgjSi caje poskytuje réni sklizer, pri které se musi
dbat na spravné ulamovani vyhdnki sklizni se odsipuji koncové mladé vyhonky
¢ajovniku tzv. fleSe, které sestavaji z vrcholovésmvého pupenu a 2-5 mladych listk
Podle listk se rozliSuje fleS jemna (pupen a 2 listkyjedhi (pupen a 3 listky) a hruba
(pupen a 5 listk), jak je graficky znazokmo na Obrazku 2. Pro vysoce kvalittdj se
sklizi jemna fleS, poskytujici listky hdsbchmyené, bohaté na aromatické a extraktivni
latky [3].
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Jemna fled

Stiedni fles
Grange Sauchong - P8

Hrubé fies

Obrézek 2: Nakres rozkeni vyhonkucajovniku [5].

1.2 Zavadani

Po sklizni setajové listky nechaji zavadnout (Obrazek 3) tak, sy listky natolik
vlaéné, ze snesou rolovani. Nesmi totiz dojit k jejioladrceni. Bhem tohoto procesu
z&inaji v listech probihat gkteré specifické chemické reakce, které awliy vyslednée

aroma hotovéhoaje. Zavadnuti se rozliSuje na lehkdéedni a tvrdé [1].

Obrazek 3: Hala na zavadani lis{l].

1.3 PraZeni nebo nap#ovani

Tento krok se vyuzZiva u vyroby zelené&laje k zabraéni fermentace, kdy se pomoci
vysokeé teploty inaktivuji enzymiajovych listki. Existuji dva zjsoby, jak zabranit vzniku
fermentace. Jednim z nich je japonskysgqb napgovani listk (tzv. steaming), i némz
se zavadnuté listky naipgi po dobu 2 minut horkou parou ve specialnichrimeh nebo
na pasech (Obrazek 4). Druhym z nich je piasky zpisob, kdy probihd praZeni listka
panvi giblizné 30 sekund $ teplog& 280 °C, tzv. prazeni (pan-firinglinsky zelenyaj

tak ziskdva tmavsi barvu nez japonsky [7, 8, 9].
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Obrazek 4: Napgavaci stroj [9].

1.4 Svinovani

Ke svinovani dochazi na specialnich strojich talterech (Obrazek 5), coz je proti
sok® se otéejici duty valec, v&mz jsou nasypany zavadnuigove listky, a deska stolu,
na niz je valec umi&. Nejprve se tak sroluji nejmensi listky, kteréujsia vibranich
sitech wytidény na nejjakost¥jSi caje a pi opakovaném svinovani se svinou aiigit i
listy sttedni a nej¥tSi velikosti. Bi svinovani dochazi k naruseni povrchudliatuvolréni

7

bunscné $avy [1, 3].

Obréazek 5: Roller na svinovani ligtkl0].
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1.5 Suseni

Cajové listky se susi cirkulujicim suchym vzducheremot 130 °C po dobu asi 30
minut tak, aby se obsah vody snizil na 4 %. SuBenivelky vliv na chtl a aromataje.
Dochazi pi ném k ¢asténému odpgeni aromatickych latek a vzniku jinych vonnych a
chwovych latek, které jsou charakteristické pro hotéay Dale dochazi ke zin¢ barvy

na hrédoternou azernou, coz je zpsobeno karamelizaci cukfl, 3, 11].
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2 VYSKYT T EKAVYCH LATEK V NEFERMENTOVANYCH

CAJICH

Za senzorické vjemyip konzumacicaje jsou zodpoxdné dw skupiny latek, a to
tekavé a netkavé organické latky. &kave latky davajtaji jeho specifické aroma, zatimco
netkavé latky napp polyfenoly, kofein a aminokyseliny jsou vSeob&@odpovdné za

chuw’ [12]. S ohledem na zaffeni této diplomové prace budou dale diskutovanyzpou

tekave latky.

Tékavé latky jsou \aji obsazeny ve velmi malém mnoZstvi, kterédstavuje jen
0,01% celkového obsahu suSinyfegto maji znény vliv na senzorickou jakost
zpracovanéhoiaje. Zastoupeni a mnozstwkavych latek Waji se nméni v disledku
enviromentalnich a ekologickych podminek pfedt, ve kterych j&aj pistovan, a také
technologickym zfisobem zpracovéni.¢kavé latky vcaji 1ze obecn rozcilit do dvou
skupin, gicemz v prvni skupi& prevliadaji neterpenoidni latky, které pogduji ¢aji ,svézi
zelenou chtl. Druhou skupinu fedstavuji terpenoidy, které dodavaji finalnimu \oko
piijemné ketinové aroma. Jakoifklad Ize uvést monoterpenoidni alkoholy linalool a
geraniol. RPitomnost terpenoid je vaji vysoce Zadouci,figemz pordr terpenoid vadi
neterpenoitim pritomnym v¢aji tzv. Flavour Index je jednim ze znakeho senzorické
kvality [11, 13, 14].

2.1 Neterpenoidni latky

V této skupi se vyskytuji pedevsSim sloteniny vznikajici rozkladem lipid k
¢emuz pravdpodobr dochazi v pibéhu technologického zpracovani vlivem nap&ni a
praZeni. Prekurzory neterpenoidnich latek jsoedevsim nenasycené mastné kyseliny,
z nichz &inkem enzyni lipoxygenaz vznikaji aldehydy a ketony. Tyto karpové
sloweniny se v dsledku dalSi degradacégobenim enzyinhoxidoreduktaz redukuji az na
jednoduché alkoholy. iikladem takové slaieniny mize byt (E)-hex-3-en-1-ol, vznikly
redukci (E)-hex-3-enalu, jehoz prekurzorem byla kyselinalkooa. [11, 14, 15].

Degradaci nenasycenych mastnych kyselin vznikajico ketony (nap alkenyl-2-
ony), které se formuji oxidaci mastnych kyselinpaigetokyseliny, jeZz nasledrpodléhaji
dekarboxyl&ni reakci za vzniku odpovidajicich ketorTémito ketony jsou nap heptan-
2-on, oktan-3,5-dien-2-on nebo pent-3-en-2-on 2,15, 16].
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Autooxidaci nenasycenych mastnych kyselin vznikajdroperoxidy, které jsou
nestabilni a rozkladaji se na nizkomolekularni &ainy (aldehydy, ketony, karboxylové
kyseliny). Linoleova kyselina se takite oxidovat na 13-hydroperoxylinoleovou kyselinu,

jejiz redukci vznika hexanal [11, 17].

VSechny tyto produkty degradace nenasycenych masthyselin tvéi az 90 %
celkového obsahu neterpenoidnich latekajy. Zbylych cca 10 % tvd karboxylové

kyseliny nap. hexanova a heptanova kyselina [11, 14, 15].

NejvyznamujSimi neterpenoidy vyti&jicimi véajich silre aromatickou kétinovou
vani jsou (&E)-hex-3-enal, (E,4E)-hepta-2,4-dienal, pentanél (2E)-hex-2-enal [15]. Na
Obrazku 6 je graficky znazofno rozaleni neterpenoidnichékavych latek s vybranymi
piiklady konkrétnich slatenin nefasgji se vyskytujicich v nefermentovanyeéhajich [8,
11, 12, 14, 15, 16, 18, 19].

Alkoholy

/\/\/\OH /\/\/\/OH /\/\/\/\OH /\/\/\OH
hexan-1-ol heptan-1-ol oktan-1-ol (3E)-hex-3-en-1-ol

Ketony

/\/\)(L/

okt-1-en-3-on

Aldehydy
X
[¢]
NN P NN NN ()A
hexanal heptanal (2E,4E)-hepta-2,4-dienal benzaldehyd

Karboxylové kyseliny
o

e~

kyselina hexanova

Obrézek 6: Rozteni a strukturni vzorce vybranych neterpenoidtétek vysky-

tujicich se v zelenyctgjich.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 17

2.2 Terpenoidni latky

Skupinu terpenoidnich latek ttio predevSim terpeny, aromatické karbonylové
sloweniny a alkoholy odvozenéigvazre od terpenoidnich glykosid Jsou to latky
vznikajici enzymatickou oxidaci karotendidnag. B-ionon), hydrolyzou terpenoidnich
glykosidi a také jsou to derivaty aminokyselin a dukzniklé Streckerovou degradaci a
Maillardovou reakci, které jsou podstatou neenzick@ho hrdnuti potravin. Touto

cestou vznikaji aromatické aldehydy a jejich oxidasislusné alkoholy [11, 15].
Streckerova degradace

Tento zmsob degradace aminokyselin vede k t¢orkarbonylové sloéeniny
zpravidla o jeden atom uhliku kratSi, nez bylavagani aminokyselina. Streckerovo

odbouravani p#&t mezi nejdlezit¢jSi reakce vedouci ke kotred tvorlg slowenin

vzniklych v Maillardow reakci [20].

Aldehydy, které pdat mezi terpenoidni latky (epoxyalkenaly, epoxykgton
hydroxyalkoholy), vznikaji reakci aminokyselin sigavanymi lipidy. Tyto slogeniny
reaguji s aminoskupinou aminokyselin, kdy nasleddekarboxylaci a hydrolyzou vznika
odpovidajici aldehyd. Zaivanim sndsi oxidovanych lipid a aminokyselin viitomnosti

kysliku vznikaji ketodieny. Lipidové hydroperoxigtgnikaji oxidaci aminokyselin [20].

Schéma 1: Obecné schéma Streckerovy degradacekysetio.

RS
1

R2 o R3 OH R? N H
-H,0
H . >_< —HO Y7
o R H,N o OQ R!
‘ -CO,
RH/H
R?2 NH R2 N

2 i 2 RS _H +H,0 :_(
. \”/ -
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Maillardova reakce

s

aminoskupinu za vzniku heterocyklickych steain a pigmerit nazyvanych melanoidy.

Maillardova reakce je zahajena vznikem Schiffodgdy k niz dochazi reakci mezi
karbonylovou skupinou redukujicich se sacharidh aminoskupinou ifslusné
aminokyseliny za vznikuifslusného iminu. Imin se transformuje Amadoritfegmykem
na l-amino-1l-deoxyketosu, ktera podléha enolizaagvealini tak aminoskupinu. Z enolu
dalSimi reakcemi, nd&p kondenzaci, dehydrataci a izomeraci vznikaji &oé@eprodukty

neenzymatického Rdnuti, tzv. melanoidy [21].

Obrazek 7 ukazuje nejvyznasji terpenoidy vyskytujici se v zeleny¢hjich a
utvarejici jejich aroma [8, 11, 12, 14, 15, 16, 18, }®itemz za kikové latky lze oznat
linalool a geraniol [12, 16]. Vifpad nefermentovanycktaji se mezi terpenoidnimi
latkami neuvadi indol. vodem je jeho velmi nizk& koncentrace v tomto t§axi. Obsah
indolu rapid@ stoupa az s procesem fermentace, coZz znamenajze it vyznamnym
indikatorem (spolu s benzenacetonitrilem a metligidatem) pro rozpoznani zelenych a

cernychcaji [12].
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Alkoholy

M

HO

3,7-dimethylokta-1,6-dien-3-ol
(linalool)

Ao

3,7,11,15-tetramethylhexadec-2-en-1-ol

(fytol)
Ketony
o
/U\/\)\
6-methylhept-5-en-2-on 2-(but-1-enyl)-1,3,3-trimethy

cyklohex-1-en (B-ionon)
Heterocyklické slou¢eniny

=

o F

3,6-dihydro-4-methyl-2-(2-methylprop-1-enyl)-2H-pyran
(nerol oxid)

Uhlovodiky

1-methyl-4-(prop-1-en-2-yl)cyklohex-1-en
(limonen)

)\/\)\/\OH

3,7-dimethylokta-2,6-dien-1-ol
(geraniol)

HO
A s

3,7,11-trimethyldodeka-1,6,10-trien-3-ol
(nerolidol)

S

1-(but-1-enyl)-2,2 6-trimethyl-7-oxa-
bicyklo[4.1.0]heptan (B-ionon-1,6-epoxid)

Obrazek 7: Roztleni a strukturni vzorce vybranych terpenoidni¢blayskytu-

jicich se v zelenychajich.
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3 EXTRAK CNi METODY

3.1 Destilace vodni parou

Destilace vodni parou (SD, Steam distillation) gdrjou ze zakladnich extkakch
metod umo#ujici isolaci €kavych latek. Ziskany destilat je jiman dieglohy a nasledn
vytiepan do vhodného organického rozpedist (nap. hexan, dichlormetharxi
diethylether). V praxi je tato metoda pouZivana fidka a to pouze pro kvantitativni
analyzu vzhledem k faktu, Ze ziskartkawve latky jsou v extraktu obsazeny ve velmi
ziedné forne. Nevyhodou destilace vodni parou je, Ze vlivemokysh teplot, pimym
pusobenim pary a kyselym pHuxe v pfibéhu destilace dochazet ke ztr&tkavych latek
a latek rozpustnych ve védV porovnani s nejn@Simi extraknimi technikami je tato

metoda rovéZ ¢asow velmi nar@na [22, 23, 24].

3.2 Vakuova destilace

Vakuova destilace (VHD, Vacuum Hydrodistillatio®) gestilace za snizeného tlaku,
kterd se vyuziva k separaci sloZekésima zaklad jejich rozdilnych bod varu, a k izolaci
latek, které by se destilaci za normalniho tlalest{igaci vodni parou) rozkladaly. Vyhodou
této metody je &inna separace cilenych latek a nizka experimentgihdta, coZz znamena,

Ze tato metodarpdstavuje vhodny Zsob isolaceskavych latek [25, 26, 27].

3.3 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce (SE, Soxhlet Extraction) jesklgd metoda pro separaci
organickych latek z pevnych matetidlJe povazovana za vysoce extraktivni metodu,
jelikoz zkondenzovana organickd faze kontingaprochazi pes extrahovany pevny
vzorek [28].

3.4 Extrakce kapalina-kapalina

Tato extrakce ozmavana zkratkou LLE (z angl. Liquid-liquid Extraatip
predstavuje nejstarSi a nejrazsEjSi techniku izolace latek. iP této metod jsou
pouzivana organicka rozpo#&dla s nizkou polaritou a bodem varu o vysoké extrak

schopnosti nap trichlorofluormethan, pentan, hexan, diethyletimebo dichlormethan
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[20]. Hlavnimi nevyhodami jsou ztiaa spoteba rozpoustla, zdlouhavost metody a

nizka koncentrace cilenych latek ve vysledném kitri28].

3.5 Simultanni destilace-extrakce

SDE (z angl. Simultaneous Distillation-Extraction® nejvice vyuZivana a
nenahraditelnd metoda pro analyzketvych latek. Na rozdil od destilace vodni paronj v
probihd kondenzace pakkavych latek ze zkoumaného materialu spaies parami
rozpoustdla. Dochazi tak ke kontinualnimigvedeni parékavych latek do organického
rozpoustdla (nap. dichlormethanu), kde jsou zakoncentrovany. Jatti technika vhodh
optimalizovana, pak fiZe poskytovat, ve srovnani s jinymi exttakni metodami (nap
SD ¢i SPE), extrakty s vy$Sim podilegkavych latek [28, 29, 31].

3.6 Extrakce pevnou fazi

Princip extrakce pevnou fazi (SPE, Solid-phase d€titbn) spoiva v zachyceni
sledovanych analigt na sorbent, ktery je umést v extrakni mikrokolonce. K sorpci
analytu skrz mikrokolonku dochéazi pomoci vakua. $#&sto pouzivanou metodou pro

separaci terpena stanoveni organickych kyselin [23, 24].

3.7 Mikroextrakce pevnou fazi

Mikroextrakce pevnou fazi (SPME, Solid-phase Migtogction) je pordrné nova
metoda pouZzitelnd pro extrakekavych latek zikznych material (nag. rostlin) a jejich
naslednou detekci plynovou chromatografii. Principgéto metody je sorbcekiavych
latek na stacionarni fazi pokryvajidieknenné viakno, které se nachazi uvkiivové jehly,

a to b’ ptimo ze vzorku, nebo v prostoru nad hladinou vzofo.ukoeni sorpce je
vlakno vloZzeno do nés$kového prostoru plynového chromatografu (GC). Zse
naadsorbovany analyt o#ldlod kiemenného vidkna a projde kolonou GC. Vzorky neni
potreba rozpousgt ani jinak upravovat, proto je to velmi jednoduch&inna metoda pro
béZné analyzy organickych latek. Nevyhodou této metedze byt Kehkost a Zivotnost
vlakna [22, 24, 27, 30.

SPME umo#uje provadt dva zmisoby extrakce. Prvnim #pobem je fima SPME,
ozna&ovana zkratkouDI-SPME (Direct Immersing SPME), ip které dochézi iimo k
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ponadeni vliakna do vzorku. Druhym #épobem je headspace SPME, aowvana zkratkou
HS-SPME (Headspace SPME, Obrazek 8), tato varianta vyugixtéakci analyt z

prostoru nad vzorkem [24, 27].

NejvétSi prednosti SPME  je citlivost, rychlost stanoveni a okys stupé
automatizace, kdy manualni prace je omezena poaz@awazeni vzorku, coz vede

k vysoké pesnosti a reprodukovatelnosti dané analyzy [22, 27]

-~ Plunger

Plunger retaining
screw
Adjustable needle

® guide/depth
/ gauge
Fiber attachment Septum-piercing
needle / needle
Septum
Vial — ~€——— Fiber
TR s
1> &—1— Stirring
= 2 bar
Aluminum block heater

Obrazek 8: HS-SPME [34].

3.8 Dynamicka mikroextrakce pevnou fazi

NejnowjSi a nejmodergsi uspdgadani SPME je dynamick& mikroextrakce pevnou
fazi (SPDE, Solid-phase Dynamic Microextractiongdda se o dynamickou extrakci
kapalnych nebo plynnych vzarkPrincip metody je obdobny jako u SPME s tim rterdi
Ze sorbent je nanesen na imit povrch jehly pipojené k plynatsné stikacce.
Opakovanym nabirdnim plynné (HS-SPDE) nebo kapdéee (DI-SPDE) dochazi

k zakoncentrovani stanovovanych analyvnit: jehly [30, 31].

3.9 Superkriticka fluidni extrakce

Tento typ extraéni metody, ozn&gvané zkratkou SFE (z angl. Supercritical Fluid
Extraction), vyuzivd vlastnosti GO ktery se v superkritickém stavu vyvolaném
nadkritickymi teplotami a tlakem chova jako nepolarozpousidlo a je tak schopen
rozpoustt pevné vzorky. DalSimi pozitivnimi vlastnostmi katického oxidu uhkitého

jsou bezpenost, netoxicita a nizka extrak teplota. Winnost extrakce Ize vhodn
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upravovat zrdinami tlaku a teploty. Jelikoz je tato metoda rychlaepracuje s Zzadnym z
organickych rozpoustiel, je proto vhodnou technikou pro potra¥sidy prtimysl.
Nevyhodou metody je omezena schopnost extrakcermota latek a instrumentalni
narainost [22, 23, 24].

3.10Headspace

DalSi skupinou metod slouzicich k izolagkdvych latek jsou metody headspace
(HS) zaloZené nackavosti stanovovanych latek.¢mito metodami jsou staticky a
dynamicky headspaceidini vyhodou techniky nazyvarséaticky headspace(SHS) je
minimalni manipulace se vzorkem, jelikoZ ten je p@temperovan v uzésnem prostoru
(nagr. ve vialce), dokud se nevyttiorovhovaha mezi kapalnou a plynnou fazi. Na
chromatografickou kolonu je nasledmaveden pouze odebrany plynny podil z prostoru
nad hladinou. Specialnimrigladem statického headspace je mikroextrakce pevapi
(viz kap. 3.7) [23, 24].

Pfi dynamickém headspacgDHS) je do prostoru nad vzorkentiyadén inertni
plyn, ktery nasledh prochazi sorfni trubici, ve které jsou zachycovany uvgig tkavé

latky. Zachycené latky jsou nasledpirevedeny na chromatografickou kolonu.

Nevyhodou obou zmémych metod je, Ze umaaji pouze detekcickavych latek ze

silné koncentrovanych vzotk[23, 24].
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4 ANALYTICKE METODY VHODNE PRO STANOVENI
TEKAVYCH LATEK

Separace je selektivniitgvod latek mezi fazemi systému, nebo jejich deul
pohybem v jedné fazi v&itém sngru. Cilem je dosdhnout stavu, ve kterém lze
identifikovat (stanovit) poZadované slozky studadam systému #itenim s pozadovanym

stuprém nejistoty co nejrychleji, nejsnagina pokud mozno nejleii [25].

4.1 Plynovéa chromatografie

Plynova chromatografie (GC, Gass Chromatographyge nevé ozn#ni podle
skupenstvi mobilni faze, kterou je plyn. V systéchvomatografickych metod zaujima GC
velmi vyznamné misto a viséhu let se stala jednou z nejraestjSich metod analytické
chemie, coz je dano jeji jednoduchosti, citlivogggokou sepatai (Cinnosti a rozsahlymi
aplikatnimi moznostmi. Jako takova uminge GC identifikaci a stanoveni nejen piyn
ale i latek kapalnych a pevnych, které Ize defimywa zpisobem pevést do plynného

skupenstvi [25, 26].

Tato metoda vyuziva rozZlkni koncentrace analytu mezi stacionarni a molfémni
na zaklad adsorpce a rozpousl, pricemz se pedpoklada, ze toto rozni je
rovnovazneé. Jako zdroje pohybu mobilni faze vyuilskovy spad. Stacionarni faze je
uspdadana v kolo&, na které probiha nejtbzitejSi ¢ast chromatografického postupu.
Tato metoda slouzi ke kvalitativnimu a kvantitatan ueni analytu, pcemz nefici

zaizeni zaznamenava jeho signal, ktery je funkci ratvdanalytu a citlivosti [25, 26].

Mobilni faze v plynové chromatografii je @eptji vodik a helium, mé# casto
dusik, argorgi oxid uhlicity. Je znamo &kolik set fiznych stacionarnich fazi, ale zpravidla
jsou vyuzivany faze pro adsérp mechanismus (na bazi grafitizovaného uhliku,
uhlikovych molekulovych sit, zeolitovych molekula@by sit, polymeru, silikagelu nebo
oxidu hlinitého) a faze pro rozpowét mechanismus retence (alifaticky uhlovodik pro
nepolarni faze nebo polymer ethylen-glykolu prodpoi faze). Obecenplati, Ze siloxanové
stacionarni faze jsou tepélnstabilni a v zavislosti na slozeni fumkch skupin

makromolekularnihdetézce pokryvaji cely rozsah polarit [25].

Zpusob davkovani vzorku je vzdy podraimtypem vzorku a analytickym zadanim.

Zpravidla se vzorek davkuje injgki stikackou, ktera byva konstriké uspdadana tak,



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 25

Ze bu’' umoziuje nasati vzorku do kalibrované oghmeé casti stikacky, pricemz jehla
muze byt prazdna nebo ro¥h naplrna vzorkem, druhy typ pracuje s nagiou jehlou,

piicemz skledna kalibrovana odemnacast vzorkem naptma neni [25].

Obraz ptibéhu separace v kolénje zprostedkovan mificim zd&izenim (tzv.
detektor), do &hoz asti vystup kolony. Bfici za&izeni se netastni pimo separace, ale
vyuziva fyzikélnich princip, které pevadiji mnozstvi analytu na elektricky dfitelnou

veli¢inu ozn&ovanou jako signal [25].

zosilnenie signalu

vzorka a spracovanie
regulator néastrek vzorky

prietoku

a nosného plynu &

— la L.
r T 4+
chromatogram

A detektor

jednotlivych zloziek
S
u

termostat
(vyhrievanie kolony)

\ chromatograficka kolona

nosny plyn
(hélium/dusik/vodik)

Obrazek 9: Hstrojové vybaveni plynové chromatografie [37].

4.1.1 Detektory v plynové chromatografii

Plynova chromatografie se vyznge jak nej¢tSi variabilitou detesnich moznosti,

tak detektory s nejvyssi citlivosti a selektivitmezi vSemi sepataimi metodami [25].
Detektor elektronového zachytWECD, Electron Capture Detectol)

Detektor tohoto typu vyuZziva schopnost eluovanyatield vytvdit negativni iont
zachycenim nizkoenergetického elektronu. Tato gub&tp zavisi na elektronové
konfiguraci atonmi a molekul, obeahna elektronové afinit Jako zdroj ionizéni energie
pouZiva radioaktivni #&, nefastji *H nebo®Ni, o relativré vysoké energii (67 keV).
JelikoZz ma emitované &nip priliS velkou energii, nefize byt elektronegativnimi atomy
stanovované latky zachyceno. Detektor jefévomalou kovovou kofitkou, na jejichz
vnitinich sénach je umishna folie se zacem. V komirce jsou d¢ skérné elektrody a do

komiarky usti vystup kolony [25, 26].

Tento detektor ma vysokou selektivitu k elektrorizgm atomam a latkam

obsahujicim halogenovy atom v molekule (pesticRIgB apod.), proto je ECD intenzivn
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vyuzivan v analyzach slozek zivotniho ptedi, a to zpravidla v kombinaci s univerzalnim

detektorem, nap plamenog-ionizatnim [26].
Detektor tepelné vodivosti(TCD, Thermal Conductivity Detector)

Tento typ detektoru witi zmény tepelné vodivosti mobilni faze dgobené
piitomnosti eluované latky. Detektor ma dva paralekainalky, jeden referéni
s konstantnim fitokem nosného plynu a druhyémy, ktery je pipojen na vystup
z kolony. V kanalcich jsou umésta Zhavenaétiska ve forn¢ dratki zalitych ve skle,
termistofl nebo transistdr Téliska byvaji d¢ nebocdtyti, podle zfgisobu elektronického

zapojeni [25].

Jednd se o univerzalni detektor, jehoz signal lgpoditat z molekulovych
vlastnosti analyit a [@iblizit se tak absolutnim &enim a expertnim systém [16]. Jeho
vyhodou je, Ze signdl poskytuji vSechny latky. D&k jednd o typ nedestkirkho
detektoru, ktery ma potmé Siroky lineard dynamicky rozsah. iednosté se uziva p
analyzach anorganickych plym nizkomolekularnich organickych latek. Velky vgamma
jeho paimyslové vyuziti v oblasti kontroly technologickyphoces a @i analyzach slozeni

atmosfeér [26].
Plamenow-ioniza¢ni detektor (FID, Flame lonization Detectol)

Podstata plameneyonizainiho detektoru spdva v meteni zngny ionizaniho
proudu vodiko-kyslikového plamenetgobené fitomnosti eluovaného analytu. FID je
tvoren hdakem, do kterého usti vystup z kolonyiévpd vodiku. Nad Ustim htéku jsou
umisgny skErné elektrody iont a elektron, které vznikly pi hofeni vodiku a analytu, a

dale givod vzduchu pro difuzni plamen [25].

FID nevykazuje selektivitu, je tedy univerzalnimtedldorem pro organické latky
[25]. Je jednim z nejcitl§jSich neficich za&izeni v plynové chromatografii. Nejmensi
detekovatelné mnoZsteini fadow 102 g-s* a linearni dynamicky rozsah se pohybuije
v rozmezi Sesttadi [19]. FID ve spojeni s GC je pouzivan ke stanovexjen hlavnich

sloZzek analytu, ale také je schopen detekovat stopmozstvi latek v daném analytu [25].
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Plamenow-fotometricky detektor (FPD, Flame Photometric Detectoy

Je zaloZen na &eni intenzity emise heteroat@npiitomnych v molekule analytu.
Detektor je tvéen hdakem, do kterého Usti vystup z kolonyiévpd vodiku. Nad astim

horaku je umisin privod vzduchu pro difuzni reddki plamen a sstlovod.

FPD ve spojeni s plynovou chromatografii vykazujgsokou selektivitu pro
organické latky obsahujici fosfor, siru, halogénskupinu CN v molekule, a proto je
vhodny pro ndfeni jejich stopovych mnozstvi v komplexnich magtticivzorka zZivotniho
prostedi (pesticid, PCB apod.), a to zpravidla v kombinaci s univerira detektorem,
napt. FID [25, 26].

Hmotnostné-spektrometricky detektor (MS, Mass Spectrometric Detectoy

Jedna se o n&gstji pouzivany detektor v kombinaci s plynovou chrooggafii. U
MS vSak nelze howit o detektoru ve stejném slova smyslu jako u vysedenych
detektofi. Divodem je, Ze na rozdil od vySe uvedenyclizenbyt MS pouzivan jako
samostatny analyticky nastrdtada jeho detekich variant vede k vysoké selektvia
snizeni zbytkové nejistoty identifikace, proto jeSNbouzivan pro analyzy komplexnich
matric. Jeho citlivost je vSak az 1000krat men& REDu, proto pro zajighi citlivych a

selektivnich niteni je velmi¢asté spojeni detekinFID-MS [25].

Hmotnostni spektrometrii jeimovana nasledujici kapitola.

4.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyziké&themickA metoda vhodna pro ¢avani
hmotnosti atorin, molekul a jejich¢asti po jejich pevedeni na kladné nebo zaporné ionty.
organickych latek sidazem na zjigni jejich struktury. Ve spojeni s plynovou
chromatografii (GC-MS) vyraZnzvySuje selektivitu a umaije provadt identifikaci
komponent vzorku ve slozité matrici. V GC-MS pak dinostni spektrometr vystupuje
jako strukturg selektivni nastroj umaitijici, jak registraci zon latek eluovanych z kolpny

tak i jejich identifikaci na zakladziskaného hmotnostniho spektra [25].
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Zakladnimi stavebnimi prvky hmotnostniho spektramgtou:

1. lontovy zdroj - slouZi k pevedeni analyzované latky do ionizovaného

stavu.

2. Hmotnostni analyzator - slouzi jako disperzni prvek a uninge rozalit
VvV prostoru nebatase smis ionti 0 niznych pongérech hmotnosti k naboji

(m/2, produkovanou v iontovém zdroji.
3. Detektor - poskytuje analogovy signal @mmy patu dopadajicich iofit

Signal je po digitalizaciifgveden dgocitaée s vhodnym softwarovym vybavenim

a zpracovan do formy hmotnostnich spektekitad zaji¥'uje, krong skéru dat v realném
¢ase a jejich zpracovani, rasiniidici a kontrolni funkce souvisejici s chodeffs{roje a
optimalizaci jeho provoznich parametMS je zdizeni pracujici za velmi nizkych thak
proto je soudasti také vykonny, né&pstji dvoustupiovy vakuovy &erpaci systém
umoziujici udrzet dostate¢ nizky tlak za vSech provoznich podminek. Nedilsouasti

je i vhodnyvstup slouZici k pevedeni vzorku analyzované latky Zj@iho prostedi do
prostoru iontového zdroje. \fipadt kombinace GC-MS je do prostoru iontového zdroje
piivadéna mobilni faze spolu s latkami vystupujicimi zdw}, bul’ pfimo, nebo pes

vhodnérozhrani snizujici podil mobilni faze [25].

4.2.1 lontové zdroje

Nezbytnym pedpokladem MS analyzy je ionizace analyzovane Jatkeyiz
energeticka natmost zavisi na typu analytu. Prahova iotidaenergie pro &sinu
organickych latek se pohybuje v rozmezi 7-16 edfe giesahujici tuto hodnotu vedou

k ptechodu latky do ionizovaného stavu [25].

Podle mnozstvi dodané energie se iotnzaechniky dli na tzv.mékké, pri nichz
je prebytek energie dodany ionizované molekule maly avgpodobnost fragmentace
nizka, atvrdé, pri nichz dodana energie poskytuje rozsahlejsi fragawe vzniklého iontu
[25].
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a) mékkeé ionizaéni techniky
Chemicka ionizace(Cl, Chemical lonization)

Chemicka ionizace jeé&iré pouzivana rekka ioniz&ni technika z plynné faze.
Spolu s ionizaci elektrony (blize viz tvrdé ionima techniky) se &n¢ vyuZiva u
kombinace GC-MS. Primarnim zdrojem je proud urycidd elektroi, jejichz energie je
piendSena na ionizovanou molekuliep reakni plyn (nap. methan, dusik). Vyip
reakéniho média znmé ovliviiuje mnozstvi energieipdané fi ionizaci, a tim i rozsah

moznych fragmentaci [25].

Jako zdroj elektrah se nejastji pouziva elektricky Zhavené vlakno rfap
wolframové, které slouzi jako katoda. Proud elakirje snéiovan prostorem iontového
zdroje k anod. Za standardni energii, ktera zgjie vznik maximalniho pfiu ionti a

jejich rozsahlou fragmentaci, se povazuje 70 eV.[25
Termosprejova ionizace(TSI, Thermospray lonization)

Tato technika je jednou z nejstarSich sprejovymhizecnich technikiadici se do
mekkych ioniz&nich technik v kapalné fazi, které jsou vhodné prombinaci
hmotnostniho spektrometru s vysokiminym kapalinovym chromatografem (HPLC-MS) a
kapilarni elektroforézou (CE-MS) [25].

Charakteristicky znak této metodiepstavuje kovova kapilara vfiana na teplotu
200-300 °C, do které je veden vystup z chromatag@fkolony. Ri této teplo¥ dojde
k prudkému varu mobilni faze a tim k tzviirpému vypé&eni ionfi z kapalné faze do
plynné. Vzniklé ionty jsou vedeny vstupnérfinou @ges iontovou optiku do hmotnostniho
analyzatoru. Nevyhodou chemické ionizace je zasishykZku ionizace na sloZeni
mobilni faze a tepleétvyhiivané kapilary, proto je tento @gob nevhodny pro termolabilni
latky [25].

Elektrosprejova ionizace(ESI, Electrospray lonization)

Elektrosprej je v satasnosti nejpouzivasi iontovy zdroj pro kombinaci HPLC-
K rozpraseni kapalné faze dochazi mezi Ustim kypitéa kterou je vioZzeno vysoké riip
a protielektrodou, jeZ je uzerma. Rozprasené drobné k&pi kapalné faze jsou rychle

vysusSeny proudem inertniho plynu,(N teplot 200—300 °C) a mechanismem iontového
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vypaovani fechazeji gimo do plynné faze. Vzniklé ionty jsou vedeny vstugerbinou
pies iontovou optiku do hmotnostniho analyzatoru.sgektrech prvnihdddu pozitivié
nabitych ¢astic Ize kzn¢ pozorovat nejen protonovanou formu molekulovéhatuo
[M+H]", ale také jeho sodné [M+Naldraselné [M+K] ¢ amonné [M+NH]" adukty. Pro
negativni skenovaci mod je pak typickdt@mnost deprotonovaného molekulového iontu
[M-H]*, ktery miZze byt nejasgji doprovazen chloridovym [M+Cl] aduktem
molekulového iontu. # této ioniz&ni technice mze dochazet k tvotovicekrat nabitych
ionta (2-8krat), coZz umailje i analyzu slogenin s relativd velkou molekulovou
hmotnosti [24, 25].

Chemicka ionizace za atmosférického tlakAPCI, Atmospheric Pressure Chemical

lonization)

Tento iontovy zdroj je stefnjako TSI a ESI z@mzen do kategorie &kkych
ionizatnich technik pro kapalnou fazi. Vzorek jéveden do vyhivané c¢asti iontového
zdroje (az 700 °C), kde dochazi k efektivnimu ré&pni a odgani kapalné faze spdia
s rozpoustdlem. lonizace probiha v koronovém vyboji pomotiyena kterou je vioZzeno
vysoké napti. Vznikd vySSi energeticka ionizace oproti ESImZ dochazi k &si
fragmentaci vzorku. Hlavnim rozdilem APCI je, v@wsrani s ESI, nemoznost vyieh
sodné, amonné, draseldé chloridové adukty v prbéhu ionizace, coZz znamena, Ze ve
spektrech prvnih@adu lze pozorovat pouze protonovanotippdeprotonovanou formu
molekulového iontu. Tento fakt je @gobem tvorbou kapek s menSim povrchem nez je
tomu v gipact ESI a také vlivem rychlejSiho suSiciho procesuikagitich kapéek.
Urcitou nevyhodou tohoto iontového zdroje je oblastj¥jej Ize aplikovat. APCI nachazi
uplatreni pouze p analyze nepolarnich nizkomolekularnich gknin (zpravidla <500

g-mol?).
Modifikacemi této metody mohou byt raAPPI (fotoionizace za atmosférického
tlaku) nebo APLI (laserova ionizace za atmosfétickiaku) [24, 25].

lonizace urychlenymi atomy(FAB, Fast Atom Bombardmen)

Vzorek je nanesen spolu s matrici (glycerol) narkavaci tet¢ik a je ionizovan
proudem urychlenych ataimXe nebo Ar. Metoda je vhodna pro Siroké spektrateH, a
ionizace je relativiSetrnd. Nevyhodami této metody jsou instrumentén@nost a obsah

kontaminujicich iont z matrice ve vysledném spektru [23, 24].
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lonizace laserem za @fasti matrice (MALDI, Matrix-Assisted Laser

Desorption/lonization)

V piipact této techniky je analyzovana latka nanesena &pbkmatrici na teik,
kde dochazi ke krystalizaci obou slozek. Jako matrse vyuZivaji latky schopné
absorbovat energii laseru a naskedmizovat analyt (kyselina-hydroxyskdicova). Diky
tvorbé mnohonasobin nabitych iont (az 20krat) umaluje tato technika analyzovat

sloweniny s relativa velkou molekulovu hmotnosti (nagproteiny) [24].
b) tvrdé ionizaéni techniky

lonizace elektrony(El, Electron Impact)

vvvvvv

obvzlas¢ ve spojeni s GC-MS. Energetickym procesem vedoukitvorbé ionti je
interakce molekul analytu s proudem urychlenyctktebai. Vznikaji spektra bohatad na
fragmenty. Konstrukce iontového zdroje je praktidotozna s konstrukci zdroje pro
chemickou ionizaci (viz Chemické ionizace), protows wtSiny modernich hmotnostnich
spektrometk vyuziva kombinovany zdroj EI-ClI umsdjici pouzivat ob ionizani
techniky [24, 25].

4.2.2 Hmotnostni analyzatory
Magneticky hmotnostni analyzator(Magnetic Mass Analyze)

Je nejstarSim typem hmotnostniho analyzatoru. digka hmotnostniho rozsahu a
rozliSeni je to velmi kvalitni disperzni prvek. Umioje prostoroveé rozgdeni
monoenergetickeho svazku iénpodle m/z Konstrukiné se jedna o elektromagnet, mezi

jehoz pélovymi nastavci mohou prochazet ionty [25].
Kvadrupolovy analyzator (Q, Quadrupole)

Kvadrupdl se &Zr¢ uplatiuje u hmotnostnich spektromitarcenych pro spojeni
s plynovou chromatografii (GC), vysokadnou kapalinovou chromatografii (HPLG)
kapilarni elektroforézou (CE). Konstri€é se jedna atyii kovové tye kruhového nebo
hyperbolického pifezu, které jsou fifpojeny ke zdrajm stejnosmrného a

vysokofrekveriniho stidavého nagti. Zaizeni se chova jako hmotnostni filtr nastaveny
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na ugitou hodnotum/z Postupnou z#mou nagti na kvadrupdl je mozno nechat timto

filtrem projit jen ionty ve zvoleném intervalu haetrm/z[25].

Hlavni vyhodou tohoto analyzatoru je moznost rychkny hodnot nagti
vkladanych na ®%e, coZ umotuje zvolit rychly sken a mnohonasa@brzaznamenat
hmotnostni spektra i velmi Uzkych chromatografi¢ckyaiki. DalSi vyhodou je relativn
rychly zaznam réreného spektra a linearita stupnioéz Nevyhodou kvadrupoélu je jeho
nizkeé rozliSeni a rozsah hodmotz (40—-4000). VyuZziti nalézafpanalyzach anorganickych
a lehkych az gedre velkych organickych slaienin. U tohoto typu analyzatoru neni mozné
mefit tandemova spektra, to je mozné pouze ve spgjéandemovym uspadanim MS.
Prikladem niize byt pouziti trojitého kvadrupdlu (QgQ) nebo kanawe hmotnostnich
analyzatoh Q-TOF. Ve spojeni s ESI je mozna ré¥ranalyza peptitla malych proteii
[24, 25].
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Obrazek 10: Kvadrupolovy analyzator [36].

lontovéa past(IT, lon-trap)

lontova past je trojrozmnou obdobou kvadrupélového analyzatoru, ktera
umoziuje pomoci sfdavého elektrického pole uzdlv ionty v ohranieném prostoru.
Hmotnostni rozsah (az 10 kDa) a relatimysoké rozliSeni umdikiji vyuZiti iontové pasti
v oblasti GC-MS § analyzach stopovych mnoZstvi organickych lateo @ pro analyzy
vysokomolekularnich latek. Jednou z rich vyhod tohoto hmotnostniho analyzatoru je
mozZnost prova#t fragmentaci vybranych iottdo vice stufiti obecr oznaovanou (MS).

lontové pasti dostupné na trhu umojt fragmentaci v rozmezi MSMS [24, 25].
Priletovy analyzéator (TOF, Time of Flight)

Principielré jde o nejjednodussSi typ hmotnostniho analyzatitery je tvdaeny
pouze evakuovanou trubici. dasovému rozéleni ionti o rozdilnych hodnotachm/z

dochéazi na zakladjejich odliSné doby letu z iontového zdroje doedébru, tzn. Ze leh
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iont uleti danou vzdalenost v kratStfase. Hlavni fednosti tohoto Z&eni je teoreticky

neomezeny hmotnostni rozsah [24].

Priletovy analyzator existuje v dnesni dobe dvou moznych provedenich a to,
jakolineéarni TOF analyzator a nebo jakd@ OF analyzator s reflektronenmReflektronovy
analyzator umaiuje dosazeni vySSi fgsnosti a rozliSeni hmotnostniho spektra
analyzované latky, ale jeho hmotnostni rozsah feitdvan. Naopak linearni TOF

nedosahuje takovégsnosti, ale vyhodou je jeho neomezeny hmotnosisah /2 [24].

Prevazr se TOF analyzator pouziva v kombinaci s iontovydnoem MALDI
(MALDI-TOF), vyjimkou neni ani spojeni s ESI (ESBOF). V sodasnosti se tento
analyzator pouziva v kombinaci s HPLC pro analyassokomolekularnich latek a
v kombinaci s kvadrupolovymi hmotnostnimi analyzgtar hybridnich tandemovych

pristroji pro fragmentaci do n-tého stupfMS") [24, 25].
Orbitrap

Tento hmotnostni analyzator, nazyvany také jakdt@yo hmotnostni analyzator, je
jednim z nejnoyjSich a nejmodessjSich. Dosahuje vysokérgsnosti a rozliSeni (az 150

000), cozZ naléza uplatni viadt biochemickych aplikaci hmotnostni spektrometrig] [2

lonty v orbitrapu neosciluji pouze radialnim&em kolem centralnihofgtena, ale
také kolem jeho os. Jestlize je orbitrap v komhinac ESI je schopen analyzy

vysokomolekularnich latek nagbiopolymeti [24].

Obrazek 11: Orbitrap [37].
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Cyklotron (ICR, lon-Cyclotron Resonance

s

umoziujicim rozliSeni nad 150 000, coz zdalekasahuje vSechny konmiek dostupné
analyzatory (Q, IT, TOF). Cyklotron pracuje s vygok magnetickym polem
supravodiveho magnetu, kteréuaspbuje rotaci iort i uvnitt bunék analyzované latky
[24].

4.2.3 Detektory v MS

Detektory pouzivané v hmotnostni spektrometrii j@Zzné rozdlit do dvou
kategorii. Detektory proifma ntteni, kde detekujici elektricky proud vznika dopadem
ionta (elektronnasolibvé detektory) a nasatuivé detektory, které vyuzivaji efekt nasobeni
elektroni vzniklych po dopadu iodta poskytujici nititelné signaly i pro jednotlivé ionty

(fotonnasohiové) [25].
Elektronnasobi¢ové detektory

Tyto detektory se pouzivaji nappro neieni gesného izotopového zastoupeni
prvkia pri uréovani sté hornin. Jsou &Sinou sodasti specializovanych zakazkovych

systént. Existuji dva typy elektronnasaiovych detektai:

1. s disktrétnim dynodovym polensérie tvarovanych kovovych deéstk (dynod)
elektricky propojenych i@s vhodné odpory tak, Ze po vloZeni vysokého
napiti mezi prvni a poslednfadu dynod jsou elektrony urychlovany
smérem k nésledujici dyned a nakonec zachyceny kolektorem. Po
dopadu iontu jsou z materialu prvni konverzni dynodyrazeny
elektrony, jejichz péet se dopadem na dalSi dynody nasokinB je
Zaluziové usptadani zabnhaujici zpitné emisi nahodh vzniklych
kladnych iont do vstupniho prostoru. Tyto nasédbi se ¥tSinou
konstruuji jako 17—20 stiipvé a dosahuiji zesileni A [25].

2. s kontinualni dynodou- zakivend trubice z olovnatého skla s vysokym
elektrickym odporem, pokrytd na wvimt strag vrstvickou oxidu
berylnatého nebo hlinitého. Kontakty na obou komctcubice jsou
piipojeny ke zdroji vysokého nap. Elektrony, které jsou po dopadu

iontu vyraZzeny z materialu trubice, jsou urychloydabektrickym polem
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smérem ke kolektoru. Opakovanymi narazy nansttrubice spojenymi
s emisi dalSich elektrénjejich paiet lavinow roste. Zakiveni trubice
brani piichodu nahodnvzniklych kladnych iont do vstupniho prostoru
nasobte [25].

Fotonnasobtové detektory

Pri pouziti tohoto typu detektoru jsou ionty na pomé&dovové elektrotl predem
konvertovany na elektrony, ty po dopadu na scinilastinitko poskytuji fotony, jez
detektor, ale ma vysSi citlivost a delSi Zivotngsikoz vnitrek fotonasoliie neni ve styku
s vnittnim prostedim MS [25].

Zawrem této kapitoly Ize uvést, Ze hmotnostni spekéi® umo#uje zn&nou
variabilitu pi sestavovani pozadovaného typdispoje. V podst#t zalezi jen na
pozadavcich a pochopitélriaké na finatnich moZznostech daného zéakaznika. Kage
produkt pak mize mit mnoho podob, kdy néfn¢jSimi kombinacemi jsou EI-Q-MS, ESI-
QqQ-MS, MALDI-Q-TOF-MS¢i ESI-IT-MS [24].
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5 EXTRAKCE VZORK U AANALYZA ZISKANYCH EXTRAKT U

5.1 Material

VSechny vzorky nefermentovanych zeleny&a (Obrazek 12) byly zakoupeny
v komekni siti se zarrenim na nejvysSi kvalitu dostupnou na tuzemském dripouZzity

bez dalSi Upravy.
Vzorek¢. 1: Assam green tea — zé&pivodu: Indie
Vzoreké. 2: Gundpowder green tea — zeptivodu: Cina
Vzoreké. 3: Lung Ching ,Dréi studna“ green tea — zémpavodu: Cina

Vzorekgé. 4: Sencha green tea — zepiivodu: Cina

B L
(=

Assam Green
Tea OP

Obrazek 12: Vzorky pouzitych zelenyehjia (zleva: vzorek 1 — Assam Green Tea,
vzorek 2 — Extra Gundpowder Green Tea, vzorek 8rglLChing Green Tea, vzo-

rek 4 — China Sencha Green Tea)
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5.2 Popis extrakénich metod

5.2.1 Destilace vodni parou

Do 500 cni destila&ni baiky bylo navaZeno 10 g (¥esnosti na 0,1 g)islusného
vzorku Gaje, poté bylo do hiky piidano 250 crh destilované vody. V okamZiku
prokazatelného uniku vodni pary z vy¢kg pary byla cela aparatura utama a bylo
pristoupeno k destilaci (proi@nos pary z vyvijgky do destiléni baiky byla pouZzita
meédéna trubka). Jako tmy zdroj tepla bylo pouZzito topné hnizdo. Desglabyla
provadna buto po dobu 2 hodin, nebo do okamZiku ziskani coa &® kapalného
podilu v fredloze. Po ukafeni destilace byl ziskany kapalny podil extraho§an20 cmi
dichlormethanu. Spojené organické podily byly promyasycenym roztokem chloridu
sodného (2 x 15 ¢ vysuSeny nad siranem sodnym a poté zahy#ta vakua na objem
0,5 cni. Takto ziskany extrakt byl porigani vnitniho standardu (kap. 5.3.2jigraven
k analyze metodou GC-MS.

5.2.2 Simultdnni destilace a extrakce

Jednotlivé reakce byly provéady v Likensono¥-Nickersono¥ aparatie. Do 500
cm® destil&ni baiky bylo navaZeno 10 g (Sgsnosti na 0,1 g)ifslusného vzorkgaje,
poté bylo do biky piidano 250 cridestilované vody. Do druhé destitd baiky o objemu
250 cni bylo pidano 100 cr dichlormethanu. Extrakce byla prowéa po dobu 1,5
hodiny nebo do okamziku vydestilovani cca 70 °Caargkeho podilu s tim, Ze ziskané
organické podily byly jimany do Erlenmeyerovyiikg se zabrusem o objemu 100 tm
Spojené organickeé podily byly vysuSeny nad sirasedmym a poté zahu$ty za vakua na
objem 0,5 cml Takto ziskany extrakt byl pofigani vnitniho standardu (kap. 5.3.2)

piipraven k analyze metodou GC-MS.

5.3 Analyza tékavych latek metodou GC-MS

5.3.1 Popis instrumentace a parameté analyz GC-MS

Analyzy vSech studovanych vzdrkkapitola 4.1) metodou GC-MS byly provdny
na plynovém chromatografu GC-2010 (Shimadzu) sm@bjen s hmotnostnim
spektrometrem GCMS-QP2010 (Shimadzu) vybavenym rwadovym hmotnostnim
analyzatorem (floha I). Jednotlivé vzorky byly do plynového chratografu pivadeny
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s

pomoci mikrostikacky (Hamilton) v objemu 1,Qul. Nejdilezit¢jSi parametry @eni jsou
uvedeny nize.

Vybrané parametry pro GC
Chromatograficka kolona:  Equity -1 (30 m x 0,32 mm x 1,0m; Supelco)

Teplotni program [14]: 60 °C/0 min; 2 °C/min zvysemm 250 °C/25 min (Obra-
zek 13)

Tlak na kolor: 20,8 kPa

Nosny plyn: Helium

Pritok nosného plynu: 45 cmts

Injekéni mod: Splitovaci

Splitovaci porr: 50,0

Teplota nastku: 250 °C

Vybrané parametry pro MS

Skenovani mod: Pozitivni
lonizace: lonizace elektrony
lontovy zdroj: 70 eV, 200 °C
Interface: 250 °C
Skenovaci rychlost: 10 008/zs*
Patatek analyzy: 4,50 min

Konec analyzy: 119,9 min

Rozsahm/z 40-450
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|—— Teplotni programGC |
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225 -
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Obrazek 13: Teplotni program na chromatografickérikobéhem analyzy GC-MS.

Pro samotna #teni, stejd jako pro vyhodnocovani vysledednotlivych analyz,
byl pouzivan software GC-MS Solution typu Real tiargalysis a Postrun analysigi P
kvantifikaci jednotlivych latek byla plocha vSeckkip vztazena @i ploSe piku vnitniho
standardu (kap. 5.3.2)fiRuréovani struktury jednotlivych latek byla pouZzitaggtovana

knihovna hmotnostnich spekter NIST 02.

5.3.2 Priprava interniho standardu

Jako interni standard (IS) byl zvolen ethyl-dekar{@4, 12], ktery byl zakoupen
z kometnich zdrofi (Sigma-Aldrich) v analytické kvalita na zaklagl provedené analyzy
GC-MS (kap. 7.1) byl pouzivan bez jakychkoliv delSiuprav. B ptipraw IS bylo
postupovano nasledujicim tgobem. Nejprve byl fipraven zasobni roztok IS o
koncentraci 5ul-ml™, kdy bylo do 10 crhdichlormethanu fidano 50pl IS. Ze zasobniho
roztoku IS bylo vzdy bezprasdre pred samotnou analyzou GC-MS odebrano takové

mnoZstvi, aby vysledna koncentrace IS v analyzawaeéraktucinila 0,1 pl-mi™.

5.3.3 Priprava vzorka pro GC-MS

Extrakty ziskané ze vSech studovanych viiot&je byly zahu$ny za vakua na
objem 0,5 cra uchovavany ve sklénych vialkach pod ochrannou argonovou atmosférou

pii teplo€ 4 °C na tmavém mi&tVesSkeré vzorky byly analyzovany metodou GC-MS (po
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pridani IS, viz kap. 5.3.2) v co nejkratSi mozné &ol jejich ziskani, nejpozf vSak do
24 hodin.
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. VYSLEKDY A DISKUZE
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6 EXTRAKCE T EKAVYCH LATEK

Pro extrakci dkavych latek z nefermentovanydajo byly pouzity 4 fizné druhy
zelenéhataje zakoupené v komn siti (viz kap. 5.1). U kazdého ze studovanycorki
caje byly provedeny 2uené typy extrakce, a sice destilace vodni parourmalgnni
destilace-extrakce, figemz kazdy experiment byl, s cilem &iv opakovatelnost dané

extrakeni metody, proveden dvakrat.

Nutno podotknout, Ze byla vyzkouSena také Soxh&etextrakce, nicménod této
metody bylo po &olika Gvodnich experimentech ustoupendv@dem bylo prokazatelné
znegistovani systému GC-MS ip analyzach vzork ziskanych touto metodou, kdy
dochazelo k velmi rychlému zanaSeasti hmotnostniho spektrometru (tzv. lineru), ktery
tak musel byt opakové@rcisten. | pres zavedeni dkolika opateni (sniZzeni koncentrace
vzork, opakovana filtrace ziskaného extraktu) se nefilodaySe zmihované komplikace

odstranit, proto bylo od této extkak metody upugho.

6.1 Destilace vodni parou

Pro destilaci vodni parou byla pouzita klasickarapaa s vyvijékou vodnich par.
Pary mohou byt do destéiai baiky s extrahovanym vzorkem vedeny pomoekalika
noscia. Pro poteby této prace byly vyzkouSeny celketin & sice silikonova hadice,

polyethylenova hadice a &na trubka.

Pro zjiseni, ktery z uvedenych ndsi bude nejvhod¥jSi pro vedeni par, a z&e&lem
oveéieni jejichcistoty byly provedeny slepé pokusy, které byly gmavany metodou GC-
MS. Ze ziskanych dat byla jako nejvhé@i médium pro fenos vodnich par zvolena
medénd trubka, ktera prokazovala oproti silikonové &ygitylenové (PE) hadici nejnizsi
koncentraci zn&St'ujicich latek. Z chromatograiruvedenych na Obrazku 14 je patrné, ze
v ptipad® PE hadice byla intenzita a mnoZstvi kontaminujidéttek nejvyssi. Ve vSech
slepych pokusech bylo identifikovano celkem 12 styoti kontaminarit (Priloha II:
Tabulka kontaminai), prevazre vysSich uhlovodilk, silikati a ftalafi. NejvyznamgjsSim
z nich a zarouve nejintenzivijSim byl 2,4-ditert-butylfenol, ktery se pouziva jako
antioxid&ni ¢inidlo nejen v potravin&tvi, ale také v jinych gmyslovych odétvich, nap.
pii vyrob¢ riznych typi hadic a plast Vzhledem k tomu, Ze vyskyt kontaminujicich latek

byl pozorovan i fi pouziti médéné trubky, Ize uvazovat, Ze mohou pochazet zJamdi
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aparatury (nap z pryzové zatky uzavirajici usti vyule vodnich par). V Gvahu
piichazela rovéZ moznost, Ze vodcem kontaminace e byt pouzité rozpouitlo
(dichlormethan¥}i interni standard. Ty moznosti vSak byly, na zdklprovedenych analyz
GC-MS (Obrazek 16 a 17, strana 51 a 52), \yéoy.

s

medéné trubky, bylo pro celou sérii experiménd realnymi vzorky pouzito pror@nos
vodnich par pravtoto médium. B vyhodnocovani ziskanych chromatogiapak nebyly

piky pozorované ve slepych pokuse brany v tvahu.

Nasled# byla provedena optimalizace metody s pouzitim nygdl vzorki. Byl
sledovan pibéh extrakce, Zehoz bylo stanoveno, Ze idedlni doba extrakce hedny,
piipadré doba, po kterou dojde k vydestilovani 500°cextraktu (vzdy >1,5 hodiny).
Souasti optimalizace metody byla také volba spravngpa organického rozpoustia,
do kterého by se idealnim {gobem extrahovaly vSechngkave latky ze ziskanych
destilati. Predem bylo vylogeno pouziti nepolarnich alifatickych rozpaid&l jako je
nag. hexan. Mvodem nebyla pouze obava z mozného obsahu jinyidvaidiki, ale také
nizSi extrakni schopnost tohoto typu rozpotdl. Nakonec byla vybrana év
rozpoustdla, a sice dichlormethan a diethylether. Jako wi&d rozpoustdio byl vybran
dichlormethan, jelikoZ i pouZiti diethyletheru dochézelo ke vzniku Zlutény ktera
znemo#ovala oddleni organického podilu od vodné faze (nepomohlo p@idani

nasyceného roztoku chloridu sodného).

Po samotné extrakci vodné faze organickym rozgdiesn byly ziskané organické
podily promyty nasycenym roztokem chloridu sodnéhodivodu odstraéni molekul
vody) a nasledhpo dobu 12 hodin dosuSeny na tmavém ¢msid siranem sodnym. Poté
byly organické podily zahuSty na rotani vakuové odparce na objem 0,5 *cm
profouknuty inertnim plynem (argonem). Takto ziskaxtrakt byl (po pdani interniho

standardu) co nejtve analyzovan metodou GC-MS.
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Obréazek 14: Destilace vodni parou — chromatogrdepysh pokus.
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6.2 Simultanni destilace-extrakce

Pro simultdnni destilaci-extrakci byla pouzita Llikenova-Nickersova aparatura
[32], v niz dochazi ke spaieé kondenzaci parkavych latek zkoumaného materialu

spole&né s parami organického rozpoédia.

Stejre jako u destilace vodni parou, byl nejprve provedsiepy pokus.
Chromatogram ziskany metodou GC-MS (Obrazek 15phutel taktéZ kontaminanty
strukturre podobné jiz detekovanych kontaminant z destilace vodni parou (kap. 6.1)
avSak ve velmi nizké koncentraci. Na zaklaoho, nelze s ditosti poukazovat na zdroj,
ze kterého tyto latky pochazeji. Stejjako v gipadt destilace vodni parou, nebyly také
v pripadt SDE tyto latky pi vyhodnocovani ziskanych vysladkvazovany.
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Obrazek 15: SDE — chromatogram slepého pokusu.

Stejre jako v @gipadt destilace vodni parou, byl také pxtrakci €kavych latek ze
zkoumanych vzork pouzit jako organické rozpowsio dichlormethan. Vzhledem k

odliSnému principu této metody, byly ziskané orgké@ipodily pimo obsahujiciskavé
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latky prevadiny primo z aparatury do Erlenmeyerovy kg Nasled® byly spojené
organické podily vysuSeny po dobu 12 hodin suSeaty siranem sodnym na tmavém

misg. DalSi postup byl analogicky jako u destilace viqohrou.
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7 ANALYZAT EKAVYCH LATEK METODOU GC-MS

Obsah &kavych latek v ziskanych extraktech vSech viaasdje byl studovan metodou
GC-MS. VSechny zahuSté extrakty obsahujici interni standard bylyiemy vzdy
duplicitné pro potvrzeni opakovatelnosti metody GC-MS. Vecidgipadech byla zjigha
experimentalni chyba mensi nez 5 %, a byla tedpulasiu s limitem uujicim
opakovatelnost GC. Vzniklé chyby jsoutBpbeny experimentalni chybou dané extnak

metody a bude o nich pojednano v nasledujicichtéigei.

Nasledr byly ziskané vysledky vyhodnoceny za pouziti safttvého vybaveni GC-
MS tzv. Postrun analysis, diky které byla detekav@fitomnost a navrZzena struktura
tekavych latek obsazenych v jednotlivych vzorcich. 2d#llad toho byl vytvden seznam
vSech identifikovanych ¢kavych latek (Tabulka 1) vyskytujicich se v analyawoych
vzorcich zelenyclaji s&azenych vzestugndle jejich specifickych reténich ¢asi (tg).
Pro snad§si orientaci pipadnéhaitende v textu je seznam vSech identifikovanych latek

piiloZzen k diplomové praci ve forértzv. ,handoutu*.

Tabulka 1: Seznam vSech identifikovanyeketvych latek.

Cislo

latky [rrEiRn] Nazev slogeniny Strukturni vzorec
1 4,94 hexanal NN
2 6,43  (FE)-hex-2-enal Wo
3 6,85 (¥)-hex-3-en-1-ol N0
4 8,25  (&)-hept-4-enal P N
5 845 heptanal PPN
6 10,82 benzaldehyd ©/\O

\‘

12,31 hexanova kyselina /\/\)J\
OH
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Tabulka 1: pokréovani

8

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

12,48

12,57

12,89

13,56

14,92

15,22

16,04

17,3

18,07

19,93

27,38

30,0

oktan-2,7-dion

6-methylhept-5-

en-2-on

2-propylfuran

(2E,4E)-hepta-2,4-

dienal

benzylalkohol

benzenacetaldehyd

limonen

(3E,5E)-okta-3,5-

dien-2-on

oktan-1-ol

linalool

B-cyklocitral

geraniol

/\/\/\/\OH
HO
X =
~o
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Tabulka 1: pokréovani

IS 39,49 ethyl-dekanoat o~ )J\/\/\/\/\
o)
20 42,6 geranylaceton W

B-ionon-1,6-
21 44,45 _ o
epoxid
22 44,65 B-ionon iji\/\
2(4H)- =
23 45,83 0
benzofuranon o
. HO
24 49,82 nerolidol S _

(@)
/
\N N
25 62,34 kofein )\ />
o~ °N N
|
(@)

26 70,95 palmitova kyselina /\/\/\/\/\/\/\)J\
OH

27 8,3 fytol )\/\/k/\/k/\/&/\
OH

7.1 GC-MS analyza vnitrniho standardu

Pri analyzach dkavych latek \aji se obec# jako interni standard pouzivaji estery
nasycenych mastnych kyselin [11, 12], které nejsepich pfirozenou so&asti. Pro pdaeby
této prace byl zvolen ethyl-dekanoat, ktery bylagben z komenich zdroji v analytické

kvalité. Presto byl&istota pouzitého IS @ena pomoci GC-MS. Z Obrazku 16a je patrné,
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Ze pouzity IS byl naprostéisty, bez obsahu jakychkoliv kontaminujicich lat€ilezité

bylo rovreéz urkeni reteinihoc¢asu (k) IS za danych podminek, kdy set 39,49 minut.

Ethyl-dekanoat poskytuje v EI-MS spektru kromolekulového iontm/z200)fadu
dalSich vyznamnych fragmeéntvznikajicich pi ionizatnim procesu (Obrazek 16b).
Zakladnim pikem je fragment m/z 88 vznikajici odtrzenim 1sO, z molekuly IS. Déale
byly v MS spektru této latky pozorovany fragmentynmdz 157, 155 a 101 vznikajici
odtrzenim GH;70,, CigH10 a GHgO,. Ziskané hmotnostni spektrum IS mohlo byt
porovnano se spektrem obsazenym v knikowiS NIST 02, picemz shoda mezi

nantienym spektrem a spektrem z databézia 98 %.

(a)

CGas [min]

5 10 15 20 25 30 35 40 45 5650 5 60 65 70 75 80 8 90

Cas [min]
(b) 100 88
1 +
904 155 ]
80 - o 101
£ 704 6
e J
05!).60— 88 157] 43
g 200 m/z
% ' I
8507
S 404 43 101
® J
£ 30
20 185 157
10 115
. b o L0
50 75 100 125 150 175 200 225 250
mz

Obrazek 16: GC-MS analyza interniho standarduslfegmatogram ziskany GC-MS
analyzou ethyl-dekanoatu, (b) hmotnostni spektrthyl-€lekanoatu a navrh jeho

fragmentace.
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Ze stejného dvodu, jako byla provedena GC-MS analyza internitamdardu, bylo
podrobeno GC-MS analyze také pouzité rozpalidt (dichlormethan), ktery byl taktéz
zakoupen z komenich zdrogi (IPL - Ing. Petr LukeS). itoZzeny chromatogram (Obrazek
17) potvrzuje ¢istotu pouzivaného rozpoddta. Nutno podotknout, Ze pik nalezici
dichlormethanu neni na Obrazku 17 uveden&atn Divodem je poatek analyzy wase
4,50 min, picemZ pik odpovidajici dichlormethanu by mohl byt danych podminek
otekdvan vrozmezi 3 az 4 minuty. Jedna sec¢bndu praxi, kdy cilem je Seni
hmotnostniho spektrometru, ktery by byl, s ohledem Filis vysokou koncentraci
rozpoustdla v mefeném vzorku, zcela jistvysaturovan a tak naprosto neopodsiatn
zatzovan.
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2000000 —

1000000 —

0

LU L L L L L L L L L L L L BN LR IR |
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90

Cas [min]

Obrazek 17: GC-MS analyza extéakho rozpousidla.

7.2 Analyza extrakta ziskanych destilaci vodni parou

Dle stanovené metodiky a teplotniho programu (ka@.1) byla provedena strukturni
analyza zkoumanych vzaikaje. Kazdy vzorek byl dvakrat extrahovan a kazexizakt
nasleds dvakrat analyzovan pomoci GC-MS. Ve vSech spektréd) kazdého

z analyzovanych vzotk caje byla studiem ziskanych hmotnostnich spektenzeaa
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struktura jednotlivych &kavych latek a dale provedena jejich kvantifikacgazenim
k ploSe piku vniiniho standardu. Ze ziskanych vyslédkyla sestavena tabulka (Tabulka

2) relativniho zastoupendkavych latek ve vybranych nefermentovanyeliich ziskana ze

Ctyi méreni.

Tabulka 2: Zastoupendkavych latek detekovanych metodou GC-MS po destiladni

parou.
Cislo t'_‘ Nazev slouéeniny Vzorek 1? Vzorek 2° Vzorek 32 Vzorek 4°
latky [min]
2 6,547 (2E)-hexenal ND° 0,045 £ 0,002 ND° ND°
4 8,383 (4E)-heptenal ND® 0,075 + 0,003 ND® NDP
5 8,575 heptanal ND® 0,109 + 0,031 ND® NDP
10 13,051 2-propylfuran 0,071 + 0,002 0,566 + 0,008 0,060 + 0,008 NDP
1 13,751 (2E,4E)-hepta-2,4-dienal 0,106 + 0,013 0,493 + 0,026 0,065 + 0,014 0,109 + 0,004
12 15,123 benzylalkohol 0,055 + 0,006 0,152 + 0,010 0,116 + 0,004 0,160 + 0,012
13 15,368 benzenacetaldehyd 0,048 + 0,002 0,118 + 0,002 0,104 + 0,015 0,026 + 0,016
15 17,477 (3E,5E)-okta-3,5-dien-2- ND° 0,120 + 0,001 0,070 0,018 0,045 + 0,004
17 20,159 I(i):alool 0,161 + 0,008 0,618 + 0,001 0,528 + 0,018 0,312 + 0,006
19 30,207 geraniol ND° ND® 0,113 0,011 ND®
20 42,837 geranylaceton ND® NDP ND® 0,085 + 0,004
21 44,671 B-ionon-1,6-epoxid 0,073+ 0,012 0,157 + 0,035 0,142 + 0,049 0,107 + 0,013
22 44,888 B-ionon 0,087 + 0,014 0,209 + 0,026 0,112 + 0,000 0,156 + 0,004
23 46,097 2(4H)-benzofuranon 0,244 + 0,007 1,225 £0,145 0,393 + 0,086 0,338 + 0,010
25 62,621 kofein 0,881+0,030 17,080 £6,797 1,255+ 0,323 2,207 + 0,122
26 71,13 palmitova kyselina ND" ND° 0,343 + 0,167 0,446 + 0,070
27 78,523  fytol 0,622 + 0,011 0,500 + 0,163 0,231 + 0,094 0,301 0,063

Vzorek 1: Assam Green Tea
Vzorek 2: Gundpowder Green Tea
Vzorek 3: Lung Ching Green Tea
Vzorek 4: Sencha Green Tea

@ relativni zastoupeni detekovanych latek vztazeno k vnitinimu standardu

° ND: not detected - nedetekovano

Z Tabulky 2 je patrné, Ze ve vSech analyzovanyartoizh bylo detekovano celkem
16 tkavych latek a kofein, které jsoutaaeny pod svym specifickyislem vzestuph
podle retennich ¢adi, jak jiz bylo zmigno dive (Tabulka 1, strana 48-50). Na prvni
pohled je patrné, Ze vyznamne&ast detekovanych latek tiderpenoidni latky (slateniny
17, 21, 22, 23 a 27). Z neterpenoidnich latek byly u vSech vZoritetekovany pouze
benzylalkohol 12) a benzenacetaldehydd), kdezto aldehydy2, 4 a 5 byly obsazeny
pouze ve vzorkiislo 2. Ve vzorcicltislo 1, 2 a 3 pak byla detekovanat@mnost 2-
propylfuranu (0), piicemZ nejvysSi koncentrace této sleminy byla zaznamenana ve
vzorku ¢islo 2. Minoritnimi latkami vyskytujicimi se v jedtlivych vzorcich byly keton

15, geraniol 19) a geranylaceton 2(Q). Destilaci vodni parou doslo také kizolaci
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purinového alkaloidu kofeinu2f). Ten svoji povahou sice nespada do skupikgvych
latek, ale jak je patrné nejen z Tabulky 2, aledevSim z ploZzenych choromatograin
ziskanych analyzami GC-MS (Obrazky 18, 19, 20 g Baghazi se zde ve vyznamnych
mnoZstvich. Obsah kofeinu byl vSak zatizen relétivelkou experimentalni chybou
(zejména u vzorkwislo 2). DalSi vyznamné experimentalni chyby byjisteny u

palmitové kyselinyZ26), fytolu (27), a ve vzorcich 2 a 3 také u B{4benzofuranonu2Q).
Vzorek 1: Assam Green Tea

V tomto vzorku bylo metodou GC-MS po destilaci mo@arou detekovano celkem
9 tkavych latek a kofein (Tabulka 2, Obrazek 18). \z®mrku byly obsazenyipvazri
terpenoidni latky, ze kterych byl nejvice zastoyperfytol (27). Ve wWtSim mnoZstvi se
vyskytovaly také 2(M)-benzofuranon43d) a terpenoid linalool1(7). Ostatni terpenoidys-
ionon-1,6-epoxid 41) a B-ionon @2), byly zastoupeny v minoritnim mnoZstvi.
Z neterpenoidnich latek se ve vzorku 1 objevilyzmsalodeniny10, 11, 12a13. V rdmci
zjisSttnych hodnot relativniho zastouperikdvych latek vtomto vzorkwiaje nebyla
pozorovana Zzadna vyznamna experimentalni chyba e tkdy poukazovat na
opakovatelnost pouzité metody. Na druhou strandigba fici, Ze koncentrace v3ech

detekovanych latek byla velmi nizka.
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Obrézek 18: Vysledek GC-MS analyzy vzorku 1 (Assamen Tea) po destilaci vodni parou.
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Vzorek 2: Gundpowder Green Tea

Profil tohoto zelenéhdaje tvdilo celkem 13 &kavych latek a kofein (Tabulka 2,
Obrazek 19), ktery byl obsazen ve velmi vyznamnémozatvi. Nicmé#, mnoZstvi
kofeinu se ve dvou provedenych extmaich experimentech vyragnisilo, coz mize byt
zpiusobeno prav pouzitym typem extrakce. DalSi st@miny, u nichZz byly nagfené
hodnoty zatiZeny relati¢nvysokou experimentalni chybou byly P{Ybenzofuranon23) a
fytol (27), které pedstavovaly jedny z nejvice zastoupenych &ain ve zkoumaném
vzorku. Na druhou stranu, u dalSich slenin s vyznamnym zastoupenim, jako ingg»
propylfuranu (0) a linaloolu (7) byly ze dvou nezavislych experiméniziskany
v podsta¥ shodné hodnoty, a sice 0,566 + 0,008 pro l4tkua 0,618 + 0,001 pro

sloweninul?.

V souhrnu Ize konstatovat, Ze ve vzorku 2 bylytaageny jak terpenoidni, tak
neterpenoidni latky, iptemz z terpenoit tvoril nejvyznamejsi podil linalool 47), a z
neterpenoidnich sl@enin byly nejvice zastoupeny heterocyklti® a aldehydl1l. V
minoritnim mnozstvi byly ve vzorku 2 obsazeny tak&teré jednoduché aldehydy jako
nag. (2E)-hexenal 2), (2E)-heptenal 4) a heptanalg). Zaznamenana byla tak&itpmnost
ketonu 15. Z terpenoid se pak vyskytovaly-ionon-1,6-epoxid Z1) a (-ionon @2).
Rovrez obsah benzylalkohold ®) a benzenacetaldehydl@] byl minoritni.
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Obrazek 19: Vysledek GC-MS analyzy vzorku 2 (GunvdgoGreen Tea) po destilaci vodni parou.
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Vzorek 3: Lung Ching Green Tea

V tomto typu nefermentovanéliaje bylo detekovano celkem 1ékavych latek a
kofein (Tabulka 2, Obrazek 20), ktery bylsvgatiZzen relativérvyznamnou experimentalni
chybou. DalSimi latkami, jejichZ zastoupeni se traktech ziskanych dwma nezavislymi
experimenty vyznaminliSilo byly 2(4H)benzofuranongd3), kyselina palmitovab) a fytol
(27).

Z terpenoidnich latek t¥id nejvyznammjSi podil linalool (7), dale byly v mensi
mite zastoupeng-ionon-1,6-epoxid Z1) a -ionon @2). Jako v jediném ze studovanych
typt nefermentovanychaji se v tomto vzorku podido detekovat fitomnost vyznamného
terpenoidu znamého pod trivialnim nazvem gerarii). (Neterpenoidni latkyt0, 11, 12,
13 a 15 tvorily pouze velmi maly podil v celkovém obsakiavych latek v tomto vzorku

zelenéhaaje.
Vzorek 4: Sencha Green Tea

Pomoci metody GC-MS bylo ve vzorku 4 detekovan&esel 11 volnychdkavych
latek a kofein, ficemz gevaznoucast tvdily terpenoidni latky (Tabulka 2, Obrazek 21).
Obsah slo&enin 26 a 27, tedy kyseliny palmitové a fytolu, byl, v porovidmostatnimi
detekovanymi latkami, @p zatizen relativé vysokou experimentalni chybou. To samé Ize

konstatovat pro obsah kofeinu.

Na tvor® aroma tohoto vzorkucaje se vyznamnym #Agobem podileji
2(4H)benzofuranon 23) a terpenoid linalool 17), které jsou dopkmy v mensi nie [3-
ionon-1,6-epoxidem21) a [3-iononem R2). Jako v jediném vzorku podrobeném destilaci
vodni parou byl v minimdlnim mnoZstvi detekovan étakgeranylaceton 2().

Z neterpenoidnich latek se na tvdrroma tohoto typuaje podili slogeninall a ve

velmi nizkych koncentracich jsou obsazeny takéicgioiny12, 13a15.
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Obrazek 20: Vysledek GC-MS analyzy vzorku 3 (Lurian@ Green Tea) po destilaci vodni parou.
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Obrézek 21: Vysledek GC-MS analyzy vzorku 4 (Ser@heen Tea) po destilaci vodni parou.
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Z vysledki ziskanych pomoci GC-MS analyz extfakvSech vzork caje
izolovanych destilaci vodni parou jeegmé, Ze 4 ze 17 detekovanych latek byly prakticky
ve vSech studovanych vzorcich zatizeny vyznamnperaxentalni chybou. Konkréirse
jednalo o kofeinZ5), 2(4H)-benzofuranonZ3), palmitovou kyselinuZ6) a fytol (27). Na
tomto mist Ize pouze spekulovat, zda ktak vyznamnym experateim chybam
dochéazelo v tisledku Spatné opakovatelnosti pouzité metody, retiovodu fyzikalre-

chemickych vlastnosti uvedenych stenin.

Zawrem této kapitoly Ize konstatovat, Ze destilaceniqgrhrou nefedstavuje flis
vhodnou metodu pro izolaagikavych latek z nefermentovanyéhji. Divodem je detekce
pouze 16 slotenin z celkového mnoZstvi 26 latek detekovanych waorcich
extrahovanych metodou SDE (kap. 7.3). Pouzéipagt vzorku 2 (Gundpowder Green
Tea) bylo analyzou GC-MS zji&to relativié vyznamné zastoupeni jak terpenoidnich, tak i

neterpenoidnich latek.

7.3 Analyza extrakta ziskanych simultanni destilaci-extrakci

VSechna data, kterd budou diskutovana v této Kapitbyla ziskana totoznym
zpisobem jako P destilaci vodni parou (kap. 7.2). V Tabulce 3ujaovedena konkrétni
data z GC-MS analyz extrakiziskanych simultanni destilaci-extrakci (SDE). fipad
této metody bylo detekovano celkem 27 gknin, z nichz 26 bylogkavych a jednou byl
ve stopovych mnoZstvich obsazeny kofein, kteryé&to skupiny latek nepat Prevazna
¢ast detekovanych latek byla ve zkoumanych vzorohidazena, & internimu standardu,
ve velmi malém mnozstvi. Pouze il $lowenin, a to ne ve vSech vzorcich, byly ziskané
vysledky zatizeny vyznandj$i experimentalni chybou, coZ ve vysledku poukazo@

vybornou opakovatelnost této metody.

Nasledujicich 17 latek bylo obsazeno ve vSech zlkmyah vzorcicltaje, jsou tedy
spole&nym znakem jejich senzorického profilu. Jedna séoateninyl, 2, 5, 6, 9, 11, 12,
13,15,17,18, 19, 20, 21, 22, 23 a27.
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Tabulka 3: Zastoupendkavych latek detekovanych metodou GC-MS po SDE.
Cislo tg
Nazev slouéeniny  Vzorek 1° Vzorek 2° Vzorek 3?2 Vzorek 4°
latky [min]
1 497  hexanal 0,083+0,001 0,128 +0,003 0,079+0,017 0,079 + 0,001
2 6,48  (2E)-hexenal 0,032 +0,004 0,047 +0,008 0,022+ 0,006 0,020 + 0,005
3 6,83  (3E)-hexen-1-ol ND® ND® 0,034 + 0,002 ND®
4 8,29  (4E)-heptenal ND° 0,048 + 0,000 ND° 0,013 £ 0,002
5 8,47  heptanal 0,021 £0,001 0,075+0,011 0,043 +0,004 0,039 + 0,001
6 10,87 benzaldehyd 0,026 + 0,001 0,107 + 0,006 0,065+ 0,006 0,065 + 0,015
7 12,32 hexanova kyselina ND® 0,074 + 0,000 ND® ND®
8 12,50 2,7-oktandion ND" 0,022 + 0,001 0,023 + 0,001 ND"
9 12,62 6-methylhept-5-en- 0,023 + 0,007 0,030 + 0,001 0,046+ 0,014 0,073 + 0,008
10 12,92 g—g?opylfuran 0,022 £ 0,015 0,095 + 0,007 ND° 0,042 + 0,002
11 13,63 (2E.4E)-hepta-2,4- 0,097 +0,007 0,303 + 0,001 0,047+ 0,001 0,122 + 0,000
dienal
12 14,98 benzylalkohol 0,020 £ 0,007 0,031+ 0,004 0,046+ 0,009 0,036 + 0,005
13 15,25 benzenacetaldehyd 0,057 + 0,012 0,080 + 0,019 0,084 + 0,006 0,036 + 0,018
14 16,06 limonen ND" ND" ND° 0,080 + 0,004
15 17,32 (3E,5E)-oktan-3,5- 0,039 +0,008 0,115+0,010 0,036+ 0,006 0,083 + 0,006
dien-2-on
16 18,12 1-oktanol ND® ND° ND° 0,028 + 0,001
17 20,00 linalool 0,243+0,001 0,465+ 0,062 0,503+ 0,061 0,286 + 0,027
18 27,42 B-cyklocitral 0,028 £ 0,019 0,080 + 0,016 0,033+ 0,021 0,068 + 0,006
19 30,03 geraniol 0,045+ 0,001 0,093 +0,001 0,111+0,003 0,076 + 0,019
20 42,65 geranylaceton 0,071 £0,001 0,111+0,020 0,069+ 0,011 0,134 + 0,006
21 44,50 B-ionon-1,6-epoxid 0,054 + 0,003 0,135+ 0,005 0,087 + 0,005 0,132 + 0,009
22 44,71  B-ionon 0,105+ 0,001 0,283 +0,011 0,183+0,009 0,212+ 0,017
23 4591  2-(4H)- 0,018+ 0,002 0,081 +0,022 0,057 + 0,004 0,039 + 0,006
benzofuranon
24 49,83 nerolidol ND" 0,069 + 0,007 0,097 + 0,005 0,052 + 0,013
25 62,32 kofein ND" 0,053 £ 0,011 0,051+ 0,015 ND"
26 70,94 palmitova kyselina ND® 0,237 + 0,013 ND° ND®
27 78,33 fytol 0,689 + 0,077 0,480+ 0,002 0,203+0,017 0,134 + 0,011

Vzorek 1: Assam Green Tea

Vzorek 2: Gundpowder Green Tea

Vzorek 3: Lung Ching Green Tea

Vzorek 4: Sencha Green Tea

? realtivni zastoupeni detekovanych latek vztaZzeno k vnitfnimu standardu

® ND: not detected - nedetekovano
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Vzorek 1: Assam Green Tea

Ve vzorku tohotaiaje bylo detekovano celkem 1&kavych latek a kofein (Tabulka
3, Obrazek 22), z nichz pouze fyto27] obsazeny v neftSim mnozstvi vykazoval
vyznamjSi experimentalni chybu (7,7 %). Nejvice obsaZzengterpenoidem byl hexanal
(1) a (&,4E)-hepta-2,4-dienal 1(1), i kdyz jejich obsah se pohybovali&du jednotek
procent. DalSi neterpenoidy (st@niny2, 5, 6, 9, 10,12, 15a 23) byly obsaZzeny ve velmi
nizkych koncentracich st&jnjako terpenoidyX8, 19, 20 a21). VyznamrjSi koncentrace
byly zaznamenany pouze u terpenoidnigkatych latek1l7 a 22, tedy u linaloolu &3-

iononu.
Vzorek 2: Gundpowder Green Tea

V tomto vzorku zelenéh@aje bylo identifikovano celkem 22ZKkavych latek a
kofein (Tabulka 3, Obrazek 23), z nichZ 17 byloettevano ve vSech studovanych typech
caje. Tento druhtaje jako jediny obsahoval kyselinu hexanova@y 4 také palmitovou
kyselinu @6), ktera byla obsazena v relatéviysoké koncentraci (ve srovnani s ostatnimi
detekovanymi latkami). Nejvyznarg8i podil €kavych terpenoidnich latek v tomto druhu
tvorily latky 17, 20, 21, 22 a 27, piicemz obsah linaloolul{) byl zatizen experimentalni
chybou 6 %. DalSi z terpenoidnich latek byly jizabeny v mensi i@ (sloteniny 18, 19
a 24). V ptipadt neterpenoil se zde ve vysSich mnozZstvich vyskytly hexargl (
benzaldehyd®), (2E,4E)-hepta-2,4-dienalll) a (FE,5E)-okta-3,5-dien-2-on1(5), zbytek
detekovanych neterpendichabyval hodnot téait prahovych 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 12a 13).

V tomto vzorku byl detekovan také kofei@s, ktery jak jiz bylo uvedeno v kapitole 7.2

mezi €kavé latky nepdt, a jeho obsah nabyval pouze prahovych hodnot.

Z vySe uvedeného vyplyva, Zze ze vSech 23 latekkdeanych na zakl&ddvou
nezavislych experimeint byl pouze obsah jedné z nich, a sice linalodld),(zatizen
vyznammjSi experimentalni chybou. Proto IZei, Ze pouzita extraki metoda zajidije

také velmi dobrou opakovatelnost ziskanych vysiedk



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 64

Cas [min]

27

Cas [min]

Obrazek 22: Vysledek GC-MS analyzy vzorku 1 (Asgaraen Tea) po simultanni destilaci-extrakci
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Obrazek 23: Vysledek GC-MS analyzy vzorku 2 (GunvdgoGreen Tea) po simultanni destilaci-extrakci.
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Vzorek 3: Lung Ching Green Tea

Pomoci metody GC-MS bylo ve vzorku 3 (Tabulka 3rd2kbk 24) detekovano
celkem 22 volnychékavych latek a kofein2b), ktery se zde projevil pouze v nepatrném
mnozstvi 0,051 + 0,015. Linalooll?) jako jediny z detekovanych latek vykazoval
vyznamrjSi experimentalni chybu (6,1 %), zaraveyl ale jeho obsah v tomto vzorku
nejvyssi. Na rozdil od ostatnich vzorkaje se v profilu toho vzorku objevil neterpenoidni

alkohol (E)-hexen-1-ol 8), kdezto slotenina 2-propylfuranl0) zde detekovana nebyla.

Z terpenoidnich latek se na uteai aroma vzorku 3 podilely, kr@njiz zmirgného
linaloolu (17), ve vyznamném mnoZstvi také geranitb)( p-ionon @2) a fytol @7).
DalSimi zastupci terpenaidobsazenych vtomto vzorku jsou lat@y, 20, 21 a 24
V malych mnoZstvich bylo obsazeno i Siroké spektneterpenoidnich latek (sléeniny
2,3,5 6,89, 11 13a15), pficemz vyznamnych mnozstvi, v ramci hodnot této skypin
nabyvaly pouze hexanall)( benzaldehyd & a benzenacetaldehydld). V malych

mnozstvich se v tomteaji vyskytl i benzylalkohol 12).
Vzorek 4: Sencha Green Tea

Profil zelenéhotaje Sencha (Tabulka 3, Obrazek 25)fite022 tkavych latek,
z nichz ani jedna nebyla zatizena experimentalgbah vySSi nez 3 %, coz potvrzuje
vybornou opakovatelnost pouzité metody. Bl®e vtomto vzorku objevil terpenoi#

(limonen) a primarni alkohdl6 (oktan-1-ol).

Nejvice obsaZzenymi neterpenoidy byly hexadgl fenzaldehyd@), 6-methylhept-
5-en-2-on 9) a 3,5-oktadien-2-onLp) piesto, Ze se jejich obsah pohyboval poutédech
jednotek procent. U terpenoidnictekavych latek byly vyznanmisi koncentrace
zaznamenany u linalooldT), geranylacetonu2(), B-ionon-1,6-epoxidudl), p-iononu
(22) a fytolu Q7). DalSi terpenoidy (slaeniny 18, 19, 23 a 24) byly obsaZzeny ve velmi
nizkych koncentracich, st&jjpko neterpenoid®, 4, 5, 10, 12a 13.
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Obrazek 24: Vysledek GC-MS analyzy vzorku 3 (Lurigr@ Green Tea) po simultanni destilaci-extrakci
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Obrazek 25: Vysledek GC-MS analyzy vzorku 4 (Ser@heen Tea) po simultanni destilaci-extrakci



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 69

VSechny analyzované vzorkiaje ziskané metodou simultanni destilace-extrakce
obsahovaly pogrn¢ Siroké spektrum latek figemz 17 detekovanych latek bylo ve vSech
vzorcich totoZznych a&sina z nich se vyskytovala (ve vztahu k internistandardu) v
priblizn¢ stejnych mnoZstvich a mohou tak byt povazovanyyzaamné slozky determi-

nujici aroma nefermentovanétaje.

Zawrem lze konstatovat, Ze simultanni destilace-exgade ukazala byt vhoggi
metodou pro stanovenikiavych latek, nez destilace vodni parou, jelikoglegiky ziskané
pomoci GC-MS analyzy byly pouze u dvou latek zatyzeyznamujSi experimentalni
chybou. Bmito latkami byly terpenoidy linalooll?) a fytol 27), obsazené ve vysokém
mnozstvi ve vSech analyzovanych vzorcidlicgmz experimentalni chyba ani u jedné ze
slowenin nepesahovala hodnotu 8 %. DalSirfikdzem poukazujicim na vhodnost pouzité
metody, je mnoZstvi volnyclkavych latek (celkem 26 sldenin), které byly pomoci SDE
ziskany. Ve studovanych extraktech byly metodou NBE- detekovany jak latky

neterpenoidniho charakteru, tak i terpenoidnicdainy.
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ZAVER

Obe¢ provedené extraki metody, tedy jak destilace vodni parou, tak #iamni
destilace-extrakce, se pdida UspsSre optimalizovat a byly tak pouzity pro extrakci
tékavych latek ze 4idznych tym nefermentovaného zelenéh@je. Jako vhodfSi
extrakini metoda se ukazala byt simultanni destilace-ks#raa to nejen proto, Ze
z jednotlivych vzork caje bylo pomoci této metody vyextrahovano SirSikspen
tekavych latek, ale také s ohledem na &jist experimentalni chyby, kterymi byl obsah

detekovanych slaienin ve studovanych vzorci¢hju zatizen.

V ramci pedloZzené diplomové prace byla &Sp aplikovana metoda GC-MS,
kterd se fi analyze &kavych latek Bzné pouziva. Po optimalizaci parametnéieni (nap.
teplotniho programu, splitovaciho pém a samoiejmé také koncentrace pouZzitého
interniho standardu) bylofigtoupeno k analyzdm realnych vzorkaje. Kazdy ziskany
extrakt byl analyzovan pomoci dvou bezpfedit na sebe navazujicichéheni, @gicemz
chyba néteni nepesahla v tégi zadném fpadt hodnotu 5 %. Tento fakt poukazuje na

dosazeni velmi dobré opakovatelnostiremi GC-MS.

Pfi vyhodnocovani vysledk ziskanych metodou GC-MS byla detailstudovana
hmotnostni spektra vSech detekovanych latek. Poustghi kontaminarit (zejm. vySSich
uhlovodika, ftalati, silikati a jednoho antioxidantu) bylo v jednotlivych vzatei
nefermentovanyckiaji detekovano celkem 27 skenin. V gipac nejistoty @i urcovani
konfiguratni izomerie ®gkterych detekovanych latek (nageraniolu 19), B-iononu @2) ¢i

nerolidolu @4)) nebyla tato vlastnostislusné sloteniny uvazovana.

Z celkového p&tu 27 detekovanych sléanin, bylo pouze 8 z nich obsazeno
v kazdéem zeityi studovanych vzork (nehle@ na pouzity typ extrakce).émito latkami
byly (2E,4E)-hepta-2,4-dienalll), benzylalkohol 12), benzenacetaldehyd J), linalool
(17), p-ionon-1,6-epoxid41), p-ionon @2), 2(4H)-benzofuranon3d) a fytol 27).

Vzhledem k tomu, Ze u zadného ze studovanych vizadbyla pomoci GC-MS
analyz detekovanarfpomnost indolu, benzenacetonitrilu ani methylsaditu, tedy latek
jejichz obsah je typicky pro fermentovadde, lze konstatovat, Zze Zadny ze studovanych
vzorka ¢aje nebyl podroben fermewtdmu procesu, jak deklaruji vyrobci jednotlivych

vyrobki na jejich etiket.
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PRILOHA P I: GC-MS SHIMADZU QP-2010




PRILOHA P Il: KONTAMINUICI LATKY

tr [Min] Nazev slogeniny Strukturni vzorec
|
—Sl— |
25,63 Silikat® é
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