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ABSTRAKT

Studie je zaméfena na netradicni derivatizacni postupy v plynové chromatografii.
Vybrané analyty (karbonylové slouceniny, aminokyseliny, kyselina pyrohroznova a sotolon)
byly derivatizovany ve viné a pfipravené derivaty byly separovany, identifikovany a kvantifi-
kovéany metodou GC-MS.

Karbonylové slouceniny byly pouzitim ¢inidla cysteaminu pfevedeny na thiazolidi-
nové derivaty, ptfiCemz bylo zjisténo, ze pH reakéni smési vyznamné ovliviiuje vytéZnost
derivatizace. V ptipad¢ kyseliny pyrohroznové bylo vyuzito dvoukrokové derivatizace ¢inidly
o-fenylendiaminem a N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidem (BSTFA). Metoda byla
aplikovana pro kvantifikaci nékterych karbonylovych sloucenin a kyseliny pyrohroznové
v ¢ervenych vinech pouzitych pfi studiu pfemén anthokyaninovych barviv. Pro derivatizaci
sotolonu byla zvolena silylace pomoci BSTFA a postup byl aplikovan na vzorky vina
s vysokym obsahem zbytkového cukru. Zjistény limit detekce a kvantifikace byl 3,985 ng/l
a 5,905 pg/l. Jako alternativni metoda pro stanoveni sotolonu byla zvolena derivatizace
¢inidlem t-butyldimethylsilylchloridem. Za tucelem sledovani pfirozeného zastoupeni
aminokyselin ve vin¢, byly aminokyseliny pomoci ethylchloroformidtu ptevedeny
na piislusné N-ethoxykarbonylethylestery. Na zavér byla studie doplnéna o vstupni

experiment vztahujici se k analyze akrylamidu v potravinach.



SUMMARY

This study is focused on unconventional derivatization processes in gas
chromatography. Selected analytes (carbonyl compounds, amino acids, pyruvic acid and soto-
lon) were derivatizated in wine and prepared derivatives were separated, indentified and quan-
tified by GC-MS.

Carbonyl compounds were converted using cysteamine agents to thiazolidine
derivatives and strong influence of pH on derivatization recovery was found out. In the case
of pyruvic acid two-steps derivatization using o-phenylenediamine and N,O-bis(trimethyl-
silyl)trifluoroacetamide (BSTFA) agents was used. The method was applied for quantifica-
tion of some carbonyl compounds and pyruvic acid in red wines used in the study of anthocy-
anine dyes transformation. Silylation with BSTFA was chosen for derivatization of sotolon
and procedure was applied on wine samples with high-level of residual sugar. Limits of de-
tection and quantification were estimated to 3,985 pg/l and/or 5,905 pg/l respectively.
Derivatization using t-butyldimethylsilylchloride was chosen as an alternative method for so-
tolon determination. The amino acids were converted using ethylchloroformate on respective
N-ethoxycarbonylethylesters for the purpose of monitoring of natural appearance of amino
acids in wine. Finally, a pilot experiment related to analysis of acrylamide in foods was

included in the study.
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1 UVOoD

Chemicka derivatizace je proces piemény chemické struktury separované latky
provedena za ucelem zlepSeni chromatografickych vlastnosti a pro analyzu plynovou
chromatografii je tvorba derivati mnohdy nezbytnym krokem. Velmi mnoho organickych
latek totiz nelze prevést do plynné faze, anebo se pii pokusu o zplynéni rozkladaji. Hlavnim
divodem pro vyuziti derivatizace v plynové chromatografii je tedy zvySeni tékavosti,
popiipad¢ tepelné stability analyzovanych latek v disledku snizeni polarity. Vysoky bod varu
totiz maji nejen slouCeniny s vyssi relativni molekulovou hmotnosti, ale také slouceniny,
nesouci ve své molekule polarni funkéni skupiny. Nekteré znich (napt. COOH) mohou
podl¢hat dimera¢nim, hydratacnim a disocia¢nim reakcim. Tyto jevy se projevi nesyme-
trickym pikem v chromatografickém zaznamu, a tedy ztratou uc¢innosti a snizenim rozliSovaci
schopnosti. U aminosloucenin, které vykazuji bazicky charakter a mohou disociovat, dochéazi
rovnéz k chvostovani pikd, ale navic volné baze mohou interagovat s volnymi hydroxylovymi
skupinami nosice, coz zpisobuje zvySovani hodnot elu¢nich Cast. Pfitomnost dvou a vice
polarnich funkénich skupin v molekule (napf. aminokyseliny) zptsobuje jejich vzdjemné
interakce, pfi nichz se vytvafi nasobné vodikové vazby, které pfisuzuji témto latkam
netékavost. [1, 2]

Pti derivatizaci dochéazi k zdméné aktivniho vodiku polarni skupiny nejcastéji za alky-
lovou, silylovou ¢i acylovou skupinu. Blokovénim protonu se zamezi tvorbé vodikového
mustku, coz vede ke zvyseni té¢kavosti derivati ve srovnani s piivodnimi nederivatizovanymi
latkami. Na druh¢ stran¢ jsou piipady, kdy je nadmérna t€kavost analytu nezadouci, a chemi-
vat ztraty béhem manipulace. Derivatizace je také vyuzivano k zamezeni nezddoucich sorpci.
Polarni skupina totiz miize vytvaret silné interakce se st€énou kolony nebo se stacionarni fazi,
které se projevi nelinearitou v kalibra¢ni zavislosti. Tvorba derivati mize byt vyuzita pro zle-
pseni rozliseni. [2-4]

Chemické derivatizace také vede ke zvySeni citlivosti, selektivity a sniZeni meze
detekce. Do molekuly separované latky se zavadéji takové elementy, které vykazuji
selektivitu pfi urcitém zplisobu detekce. Jsou to napt. halogeny pii pouziti detektoru
elektronového zachytu (ECD). Odezva detektoru zavisi jak na druhu halogenu, tak na jeho
poctu. Jelikoz elektronova afinita halogent roste v potfadi I < Br < CI < F, jsou velmi ¢asto

vyuzivané polyfluorované derivaty. Polyhalogenové derivaty lze stanovit ve stopovém



mnozstvi také pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci pii uziti negativni
chemické ionizace (GC/MS-NCI). Nitroskupiny ¢i jiné dusikaté funkéni skupiny v molekule
derivatu umoznuji citlivou detekci dusiko-fosforovym detektorem (NPD), ktery je selektivni
na dusikaté a organofosforecné slouceniny. Chemicka derivatizace je vyznamna v MS, jelikoz
napomaha pfi strukturni analyze organickych sloudenin. Napf. EI' hmotnostni spektrum
silanizovaného derivatu se vyznacuje charakteristickym pikem, ktery odpovida ztraté
methylové skupiny z molekularniho iontu (m/z = M-15). [1,2,5]

Také chiralni separace, detekce a kvantifikace enantiomert GC/MS vyzaduje
derivatizaci. Pfimd metoda v GC zahrnuje separaci enantiomerti na chiralni stacionarni fazi,
jakou jsou cyklodextriny. Nepiima metoda spociva v konverzi racemické smési enantiomerti
na diastereomery uzitim vhodného derivatiza¢niho c¢inidla. Diastereomery maji rozdilné
fyzikéalné-chemické vlastnosti a mohou byt proto separovany na standardni fazi. [6]

V reakéni plynové chromatografii, je separacni systém doplnén o dalsi prvek, reaktor,
v némz dochazi k reakci a tim 1 k pfeméné ptivodnich latek. Derivatizacni techniky vyuzivaji
specifické¢ reakce pred chromatografickym procesem (pre-column) v jeho pribéhu (on-
column), nebo po jeho ukonceni pred vstupem do detektoru (post-column).

Vhodné zvolené cinidlo a derivatiza¢ni postup by méli produkovat pozadovanou
chemickou modifikaci slouceniny, ktera musi byt reprodukovatelna a efektivni. Na reakéni
proces jsou kladeny pozadavky, mezi které patii: jednoduchd ptiprava, rychla konverze
analytu, vysoké vytézky produktd analytu, minimum vedlejSich produkti a snadno
odstranitelny nadbytek cinidla. Obecné pii vybéru derivatizacniho postupu plati pravidlo
Occamovy bfitvy: ,,Nejjednodussi varianta z mnoha nabizenych feSeni je obvykle ta spravna“

(William z Occamu, 14 stoleti). [7, 8]



2 TEORETICKA CAST
2.1 Derivatizace z pohledu reakci

2.1.1 Silylace
Silylace je Casta derivatizacni reakce vyuZzivana v plynové chromatografii k ptipravé

vysoce teékavych a tepelné¢ stabilnich derivatii. Principem reakce je pusobeni silylacniho
¢inidla na slouceniny obsahujici polarni skupinu s aktivnim vodikem (OH, COOH, NH, SH).
Nejcastéjsi reakce jsou trimethylsilylacni, kdy je aktivni vodik v polarni skupiné latky
nahrazen trimethylsilylovou skupinou —Si(CHs); tzv. TMS (Obr. 1).

CH3 CHs3

RX—H + R'—éi—CHs ——>» RX—Si—CH; 4+ R'H
&y &y
R = alkyl, aryl apod.; R’=rdzné; X=0,COO,N,S

Obr. 1: Trimethylsilyla¢ni reakce

Schopnost raznych funkénich skupin tvofit silylové derivaty je nésledujici: alkoholy
> fenoly > karboxylové kyseliny > aminy > amidy, pfi€emz reaktivita alkohold kles4 v pota-
di: primarni > sekundérni > tercidlni, a u amind: primarni > sekundarni.

Silylacni reakce se odehravaji v pfitomnosti aprotického rozpoustédla, obvykle v pyri-
dinu, dimethylformamidu (DMF), dimethylsulfoxidu (DMSO), tetrahydrofuranu (THF)
a acetonitrilu (ACN). Pyridin je nejpouzivangj$i. Plni funkci rozpoustédla a katalyzatoru (HCl
akceptor v reakcich zahrnujici organochlorsilany). Aby byla derivatizace U€innd, je tfeba
reakéni smés zahtat. Pro specifické analyty a silyla¢ni ¢inidla jsou doporuceny rtizné reakéni
teploty (25 - 170 °C) a doba zahtivani (minuty - desitky hodin). [9-12]

TMS derivaty se snadno pfipravuji a vykazuji vyborné chromatografické vlastnosti.
Existuje Siroka Skala silylacnich ¢inidel liSici se reaktivitou, selektivitou a charakterem
vedlejSich reakci. Nejpouzivanéjsi Cinidla a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti shrnuje
Tab. II. TMS ¢inidla 1 derivaty jsou nachylné k vlhkosti a jejich hydrolyzou bézné vznika
hexamethyldisiloxan [CHj3);SiOSi(CH3)]. Pokud je v analyzovaném vzorku pfitomna voda
a nelze ji pred analyzou odstranit, je nutné piidat mnohonasobné mnozstvi silylaéniho ¢inidla,
které pisobenim vody zhydrolyzuje a tim ji odstrani. Dals$i molekuly silyla¢niho ¢inidla pak

mohou s analyzovanymi latkami pfitomnymi ve vzorku zreagovat. K dosazeni vyssi hydroly-
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tické stability derivati se do latky misto TMS skupiny zavadi skupina t-butyl-
dimethylsilylovda (TBDMS). Rovnéz tepelnd stabilita TBDMS derivatt je lepsi nez u TMS
derivati. Pfiprava TBDMS derivati nachazi uplatnéni v oblasti analyzy slou€enin s relativné
vysokou molekulovou hmotnosti (napf. dlouhé fetézce nasycenych kyselin), které vyzaduji
vyssi teplotu v GC injektoru nebo v chromatografické kolon¢. K derivatizaci vySemole-
kularnich derivatl se také vyuzivaji dimethylsilylacni ¢inidla. Jistou nevyhodou silylderivata
je zanaSeni elektrod a celého prostoru plamenové fotometrického detektoru (FID). Proto je
nezbytné vénovat vétsi péci udrzbé (€isténi) detektoru a pribéznému sledovani jeho citlivosti,
zvlasté v souvislosti s kvantitativnimi analyzami. V tomto sméru je velmi vyhodné pouzivat
¢inidla, ktera ve své struktuie obsahuji atom fluoru, jenz potlacuje depozice SiO, béhem FID
detekce. Silyla¢ni ¢inidla i derivaty mohou rovnéZ reagovat s aktivnimi vodiky obsazenymi
ve staciondrni fazi kolony, coz muze vést k jejimu poskozeni. Mezi materidly, které nejsou
pro tyto ucely vhodné, patii polyethylenglykoly (napt. CARBOWAX) a volné nasycené
kyselé taze (FFAP). Naopak jako stacionarni fazi je velmi vhodné pouzit silikony, které jsou
charakteristické inertnim chovanim, stabilitou a vynikajicimi separa¢nimi vlastnostmi pro tyto

typy derivati. [4,9-12]

2.1.2 Alkylace / esterifikace

Alkylaci se rozumi vymeéna aktivniho vodiku za alifatickou nebo alifaticko-
aromatickou skupinu (napf. benzyl). Vyména muize byt uskutecnéna u organickych latek
obsahujici funkéni skupinu OH, COOH, NH, SH a SOs;H (Obr. 2). N¢které reakce mohou byt
provedeny ve vodném prostiedi.

RX—H + R—Y =—>= RX—Y 4+ R'H
R = alkyl, aryl apod.; R’=rGzné; Y=alkyl; X=0, COO, S, SO, NH
Obr. 2: Alkyla¢ni reakce

Produkty alkylace jsou ve srovnani s ptivodni latkou méné polarni. Derivaty jsou také

velmi stabilni a mohou byt uchovavany po delsi dobu. Alkylhalogeny, zejména alkylbromidy

nebo alkyljodidy jsou castd alkylaéni cinidla. Reakce obvykle vyzaduji ptitomnost

katalyzatoru, (typicky Ag,O, BaO, NaH atd.) a mnohdy i uziti specifického rozpoustédla
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(DMF, DMSO). Dal$im zndmym cinidlem je N, N-dimethylformamid dimethylacetal. [10,
13]

K ptipravé alkylesteri karboxylovych kyselin se vyuziva esterifikace. Esterifikace
predstavuje kondenzacni reakci karboxylové skupiny kyseliny s hydroxylovou skupinou

alkoholu nebo fenolu za vzniku esteru a vody (Obr. 3).

R—COOH + R—OH —> R—COO—R’ + H,0
R, R’= alkyl, aryl apod.

Obr. 3: Esterifikac¢ni reakce

Nederivatizované kyseliny jsou reaktivni a vysoce polarni slouceniny, které

v disledku adsorpénich a nespecifickych interakci v koloné poskytuji chvostujici piky.
Na druhé strané¢ estery patii mezi latky s dobrymi chromatografickymi vlastnostmi. Jsou
podstatné t€kavéjsi a méné polarni nez jim odpovidajici kyseliny, a proto byva esterifikace,
predevsim v plynové chromatografii, prvni volbou pro derivatizaci karboxylovych kyselin.
Aby m¢la esterifikace kvantitativni pritb¢h, je tfeba reakci kysele katalyzovat. Mezi oblibené
katalyzétory patii chlorovodik nebo thionylchlorid, které mohou byt posléze rychle odstra-
nény spolu s nadbytkem alkoholu. Kyselina sirova byva také vyuzivana jako katalyzator,
ale neni jiz tak oblibena, jelikoz se vyznacuje fadou stinnych stranek (dehydratace, obtizné
odstranéni apod.). Dobie fizena esterifikace rovnéz vyzaduje odstranéni vytvorené vody
uzitim chemickych cinidel nebo azeotropni destilaci. Mezi materidly, které odstranuji vodu
patii molekulova sita, bezvody siran nebo latky, které svodou reaguji, napt.2,2-
dimethoxypropan reaguje s vodou za vzniku acetonu a methanolu (Obr. 4). [10,14]

CHs3 CHj

C=(OCHg), + H,0 —» C=—O + 2CH3OH

CH, CHs

Obr. 4: Reakce 2,2-dimethoxypropanu s vodou

Z estertt maji nejveétsi vyznam methylestery, které se oproti vysSim esteriim vyznacuji
fadou vyhod: nejvétsi t€kavosti ze vSech estertl, velkou reakéni rychlosti a vysokymi vytézky.
Methylestery se pfipravuji reakci kyseliny s methanolem =za katalytického pulsobeni

Lewisovymi kyselinami (BF; nebo BCIl;) nebo v pfitomnosti koncentrované kyseliny

12



chlorovodikové a kyseliny sirové. Nejcastéji se methylestery pfipravuji reakci karboxylové
kyseliny s diazomethanem v etherickém roztoku (Obr. 5). Tento zpiisob ptipravy methylestert
je nejvhodnéjsi, protoze se vyznacuje fadou vyhod: ptfiprava derivatu je rychld a proces
probiha za mirnych podminek s vysokym vytézkem, obvykle bez tvorby vedlejSich produkti.
Naopak nevyhody spocivaji v jeho karcinogennich ucincich a nestabilit¢. Reakce diazome-

thanu s kyselinou probiha za eliminace plynného dusiku.

R——COOH + CH2N2—> R_COO_CH3 + N2

Obr. 5: Reakce karboxylové kyseliny s diazomethanem

Nadbytek diazomethanu a rozpoustédla (diethyletheru) se odstrani odpafenim.
Diazomethan se pfipravuje rozkladem N-nitroso-N-methylmocoviny nebo N-methyl-N-
nitroso-N-guanidinu. [4, 10] Vedle esterifikaéni reakce se v derivatizacich uplatiuje také
reakce transesterifikacni, pii niz dochazi ptisobenim alkoholu k pfeméné ptislusného esteru
v ester jiny (Obr. 6).

R—COO—R" + R"—OH —> R—COO—R"” 4+ R'—OH

Obr. 6: Transesterifika¢ni reakce

Nejpouzivangjsi alkylacni a esterifikacni ¢inidla a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti

shrnuje Tab. III.

2.1.3 Acylace
Pti acylaci dochéazi k zaméné aktivniho vodiku polarni skupiny za skupinu acylovou
(Obr. 7). Acylace je alternativou k silylacim a uplatiuje se pti piiprave derivati alkoholi,

fenold, amind, amidu a thiold.
RX—H 4+ YCOR"— RX——COR" 4 YH
R = alkyl, aryl apod.; Y,R’=rdzné; X=0O,NH,S
Obr. 7: Acyla¢ni reakce
Derivaty jsou charakteristické niz$i polaritou, vysokou tcékavosti a stabilitou.

Ve srovnani se silylaci, jsou acylace zaméfeny na vysoce polarni, vicefunk¢ni slouceniny

(napf. sacharidy nebo aminokyseliny). Pii pfipravé derivati se obvykle pracuje s n€kolika-
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molarnim nadbytkem acyla¢niho cinidla, acylhalogenidu ¢i anhydridu, ve vhodném
rozpoustédle, které je schopné vazat vznikajici kyselinu a tim posouvat reakéni rovnovahu ve
sméru tvorby produktu. Nejlépe se osveédcil pyridin a tetrahydrofuran. Dalsi velkou skupinou
¢inidel jsou acylimidazoly, které na rozdil od acylhalogenidii a anhydridi netvoii kyselé
vedlej$i produkty. Nejpouzivanéj$i acylacni ¢inidla a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti
jsou shrnuty v Tab. IV. Reakéni doba (minuty — desitky hodin) zavisi na pouzitém cinidle,
rozpoustédle, analytu a teploté. Teplota se voli podle reaktivity ¢inidla v rozmezi laboratorni
teploty azpobod varu rozpoustédla. Oproti silylaénim cinidlim jsou acylaéni cinidla
hydrolyticky stabiln€jsi. Velmi vyznamné je zavadéni halogenti do molekuly derivatu, které
vykazuji selektivitu pfi ECD detekci. Jelikoz odezva EC-detektoru zavisi nejen na druhu
halogenu, ale i na jejich poctu, jsou ¢asto vyuzivané polyfluorované derivaty. Acyl derivaty se
fidi jistymi fragmentacnimi zdkonitostmi, a proto poskytuji uzite¢né informace o struktuie

téchto latek v aplikacich hmotnostni spektrometrie. [4,12]

2.1.4 Tvorba cyklickych derivata
Cyklické derivaty mohou tvofit slouceniny obsahujici dvé a vice funkénich skupin

OH, NH, nebo SH, které se v alkylovém fetézci nachazeji v pozicich 1,2-, 1,3-, 1,4-, nebo
se vyskytuji v ortho-poloze aromatického kruhu. Tyto slouceniny reaguji s vhodnym ¢inidlem
za vzniku péti, Sesti nebo sedmi Clennych cykli, které maji stabilni konfiguraci. Reakce,
pii kterych dochazi ke spojeni dvou molekul za eliminace vody, se nazyvaji kondenzacni.
Cyklické derivaty jsou charakteristické vyssi tékavosti a lep$imi chromatografickymi
vlastnostmi. Vyssi stabilita cyklickych derivati s ohledem na fragmentace ma za nésledek
ziskani hmotnostnich spekter s velkym mnoZzstvim iontl pfi vysSich hodnotach m/z. Reakce
za vzniku cyklickych derivati jsou rychlé a obvykle probihaji za mirnych podminek
s vysokymi vytézky. Nevyhodou je, Ze funkéni skupiny, které nejsou zapojeny do cyklizace,
mohou tvoiit vedlejsi produkty. [5, 14] Vybrana c¢inidla pouzivana pro tvorbu cyklickych

derivatt a jejich fyzikélné-chemické vlasnosti shrnuje Tab. V.

Acetaly a ketaly

Cyklické acetaly a ketaly jsou tvotfeny reakci piislusnych aldehydi nebo keton
s dioly, polyoly, sacharidy, aminoalkoholy, aminokyselinami, hydroxykyselinami atd.

(Obr. 8). Reakce je obvykle uskute¢néna za kyselé katalyzy a laboratorni teploty. [5]
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X
RCHO > > R (acetaly)
XH Y
I RR'CO_ X
YH ><R (ketaly)
R’
Y

Obr. 8: Tvorba acetala a ketalu

XaY =NH, O, S alnebo COO

Cyklické boronaty

Cyklické boronaty jsou obvykle tvofeny ze sloucenin obsahujicich funkéni skupinu
OH, NH a/nebo COOH skupinu za vzniku péti, Sesti nebo sedmi ¢lenného kruhu (Obr. 9).
Sesti¢lenny kruh je nejstabilngjsi. P¥iprava boronat je jednoducha, rychla (nékolik minut)
areakce je uskuteCnéna pii laboratorni teploté s pouzitim pyridinu jako rozpoustédla.
Derivaty vykazuji dobré chromatografické vlastnosti a jsou vyuzZivany v GC-MS analyze.
Nejvétsi uplatnéni v praxi nachazeji methyl-, butyl- a fenylboronaty. [5, 10, 14]

e

@)

0]
XH

X a/nebo Y = NH, O, COO0O R=CH3, C4H9, C6H5 n= O, 1, 2

Obr. 9: Tvorba cyklickych boronati

Cyklické karbonaty

Cyklické karbonaty jsou tvofeny reakci 1,2-diold (polyold), aminoalkohol
a hydroxykyselin s fosgenem (COCI,) nebo thiofosgenem (CSCl,), (Obr. 10). Roztok analyta

v chloroformu nebo dichlormethanu je derivatizovan roztokem ¢inidla COCl, v toluenu nebo

dioxanu (1-3 hod., 25 °C). [5]
OH 0
I + cycl, — >:Y
XH X

X=0,NH,COO0 Y=0,S
Obr. 10: Tvorba cyklickych karbonatt
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Cyklické silikonidy

Cyklické silikonidy mohou byt pifipraveny z diolt reakci s dichlordimethylsilanem
nebo diethyldichlorsilanem v pyridinu (40 °C, 2 hod), (Obr. 11). K ziskéani dialkylsilikonidi
muze byt vyuzit také dimethyldiacetoxysilan v triethylaminu. Di-t-butyldisilikonidy jsou
s oblibou vyuzivané v GC-MS. Mohou byt pfipraveny z diolt, hydroxykyselin a aminokyselin

po jejich rozpusténi (acetonitril nebo N-methylmorfolin) a derivatizaci di-t-butyldimethylsila-

nem (80 °C, 15 hod.). [5]
OH O R
I + R,SiCl, — S
/ R
OH O

R = CH3, C2H5, t-C4H9
Obr. 11: Tvorba cyklickych silikonid

Pyrimidiny

Pyrimidiny jsou tvofeny plsobenim acetylacetonu nebo hexafluoracetylacetonu
na guanidinovou skupinu (Obr. 12). Reakce probihd v pfitomnosti methanolu po dobu
1-2 hodin a obvykle vyzaduje zahtati na teplotu 100 °C. Jako ¢inidlo pro tvorbu pyrimidint se
pouziva také malonaldehyd. [9]

R’ CHs
NH o) CH,OH N
SR e
NH, o) base N
R CHs

R =alkyl, aryl apod. R" = CH3, CF4

Obr. 12: Tvorba pyrimidint

Mezi ostatni cyklické derivatizace miize byt zatazena tvorba chinoxalini reakci
a-ketokyseliny nebo a-dikarbonylové slouceniny s o-fenylendiaminem. Déle vznik thiazoli-
dinovych derivati reakci karbonylovych sloucenin s cysteaminem. Neméné vyznamna je také
tvorba oxazolidinonii kondenzaci aminokyselin s 1,3-dichlortetrafluoracetonem. Neékteré

z téchto reakci jsou déle popisovany v kapitole 2.3 ,,Derivatizace z pohledu analyti‘.
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2.1.5 Bromace

Mén€ béznou derivatizaéni reakci je bromace, kterd mize mit charakter jak
elektrofilni adice, tak elektrofilni substituce. Jelikoz vytvoteny derivat obsahuje ve své
struktufe brom, je mozné provést citlivou analyzu GC-ECD nebo GC-MS/NCI.

Bromace byla vyuzita pii derivatizaci aromatickych amint. Elektrofilni substituce
v tomto piipadé probihd ve tfech pozicich, které jsou oznaCovany jako pozice orto a para

vzhledem k aminoskupiné (Obr. 13).

NH, NH,
N Br,/CH,COOH ' Br
S - O
>
Br

Obr. 13: Elektrofilni substituce bromu na jadro aromatickych amint

Aromatické aminy byly analyzovany v odpadni vodé. [15, 16] Pro Upravu vzorku
vody byla zvolena extrakce tuhou fazi. PreciStény a nakoncentrovany analyt byl eluovan
smési methanol : acetonitril (1 : 1). Extrakt byl smichén s ledovou kyselinou octovou a déle
derivatizovan. Cinidlo tvofila kyselina octova sycena bromem. Po 15 minutach byl nadbytek
bromu odstranén nasycenym roztokem sifi¢itanu sodného. Roztok byl ziedén vodou a zalka-
lizovan hydroxidem sodnym. Po dalSich 15 minutach byl alkalicky roztok extrahovéan penta-
nem a analyzovan GC-ECD nebo GC-MS. Obdobné byly aromatické aminy analyzovany také
v textilnim obleceni. [17]. Jiny postup byl zvolen pii stanoveni difenylaminu v ovoci. [18] Pro
derivatizaci byl pouzit roztok tetrachlormethanu nasyceny krystalky jodu a obsahujici kapalny
brom (5% v/v). Reakéni smés byla za michani zahtivana ve vodni lazni (40-45 °C, 10 minut).
Poté byl roztok odpaten do sucha, odparek byl rozpustén v hexanu a analyzovan GC.

Bromaci, pii niz dochéazi k adici bromu na dvojnou vazbu organické slouCeniny,
vystihuje Obr. 14.

R—CH—CH—R" 4+ Br, — R—CH—CH—R"’
b b

Obr. 14: Elektrofilni adice bromu na dvojnou vazbu
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Velmi cCasto je k ptipravé bromu uzita reakce KBr s KBrOs; v kyselém prostiedi. Brom
poté reaguje s nenasycenou slouc¢eninou. Po ukonceni reakce je nadbytek bromu odstranén
thiosiranem sodnym a roztok je extrahovan dichlormethanem. Nékteré studie se také zabyvaji
tzv. on-column bromaci vybranych alkenti. [19, 20]

Bromacnich reakci je s oblibou vyuzivano také ve volumetrii, konkrétné pfi bromato-
metrickych titracich, pii kterych se jako odmérny roztok pouziva bromi¢nan draselny. Pfimou
titraci odmérnym roztokem KBrOj; v pfitomnosti KBr v kyselém prostifedi 1ze na zakladé
substitucni reakce stanovit anilin, fenoly, 8-chinolinol a fadu dalSich organickych latek. Velmi
Casto se tyto slouceniny stanovuji zpétnou titraci. Do okyselené¢ho roztoku vzorku se ptida
bromid a zndmy nadbytek bromi¢nanu. Nezreagovany brom se piidavkem jodidu draselné¢ho
pfevede na jod a latkové mnozstvi jodu, které je stejné jako latkové mnozstvi bromu, se zjisti
titraci odmérnym roztokem thiosiranu za pfitomnosti Skrobového mazu. [21] Nepfimym
stanovenim Ize také stanovit dvojné vazby v nenasycenych organickych slouceninach,
na které se brom uvolnény reakci bromi¢nanu s bromidem aduje (Obr. 14). [22, 23]

Jelikoz je KBrOjs v kyselém prostiedi schopny oxidovat organické 1 anorganické latky,
pouziva se také pro oxidimetrické stanoveni iontl As3+, Sb*", Sn2+, Cu’, TI" a dale hydrazinu,

ktery je oxidovan na elementarni dusik. [21]
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2.2 Derivatizace z pohledu ¢inidel
Derivatizacni €inidla, analyty a reakéni podminky, které byly vyzivany v experimen-
talni ¢asti, shrnuje Tab. 1. Fyzikalné-chemické vlastnosti téchto latek jsou vedle ostatnich

¢inidel zahrnuty v Tab. II-V.

Tab. I: Cinidla pouZité pro derivatizaci vybranych analytl v experimentalni &asti prace

Cinidlo Analyty Typ reakce  Podminky

pH=3,
cysteamin karbonylové slouceniny kondenzace
lab. teplota

o-fenylendiamin kyselina pyrohroznova kondenzace  pH <4, 80 °C

N,O-bis(trimethylsilyl)  sotolon, kyselina pyrohroznova -

silylace pyridin, 80 °C
trifluoracetamid po reakci s o-fenylendiaminem
t-butyldimethylsilyl ‘ o
sotolon silylace pyridin, 80 °C
chlorid
. acylace, o
ethylchloroformiat aminokyseliny ‘ alkohol/pyridin
esterifikace
bromacni smés
akrylamid bromace H,S04 (10%)

(bromid a bromic¢nan)
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Tab. II: Souhrn nejpouzivanéjsich silylacnich ¢inidel a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti [(10-12, 24, 25]

Silylaé¢ni ¢inidlo (zkratka)

M T. v.

Chemicka struktura [g/mol] [°C/mm Hg]

Poznamka

Slaby donor. Ma funkci katalyzatoru a obvykle je

trimethylchlorsilan _
(TMCS) (H3C)3Si—Cl 108,64 57 uzivany v kombinaci s ¢inidly BSA, BSTFA, HMDS
a MSTFA. Jako vedlejsi produkt vznika HCI.
hexamethyldisilazan _ _ Slaby donor, derivatizuje alkoholy a fenoly. Obvykle
(H3C)3Si—NH—-Si(CH3); 161,39  124-127 _
(HMDS) uzivany v kombinaci s TMSC.

bis(trimethylsilyl)acetamid
(BSA)

, 203,43  71-73/35
HyC—C=—=N—Si(CH,),

Vysoce reaktivni, univerzalni c¢inidlo. Produkty
vznikaji za mirngjSich podminek. Velmi tékavy.
Vedlejsi produkt, TMS-acetamid, miize ptekryvat
piky derivatu. BSA smési oxiduji na SiO,, ktery

muze znedistit FID.

Je selektivni, ochotné reaguje s hydroxylovymi

trimethylsilylimidazol /ﬁ slouceninami, ale nereaguje s aminy. TMSIM se jiz
(H3C)3Si—N 140,26  93-94/14
(TMSIM) \=N vzdusnou vlhkosti rychle rozkladd za vzniku
imidazolu a hexamethydisiloxanu.
Vysoce reaktivni, univerzdlni c¢inidlo. Reaguje
N,O-bis(trimethylsilyl) _ rychleji nez BSA a poskytuje tekaveéjsi vedlejsi
O—Si(CH3)3

trifluoracetamid (BSTFA) ¢

_ 257,40  145-147
F3C—C=—N—Si(CH,),

produkty. Mé charakter rozpoustédla. Ve své struktu-
fe obsahuje fluor, ktery potlacuje depozice SiO,

béhem FID detekce. Idealni pro ECD a NCI-MS.
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N-methyl-N-trimethyl

)

I
F3C—C——N—CHj

Ma podobnou donorovou silu jako BSA a BSTFA

amuze byt uzit k sylilaci vSech protickych skupin.

silyltrifluoracetamid 199,25 130-132 . _ ‘
. Nejtékaveéjsi ze vSech TMS acetamidi. Idedlni
(MSTFA) Si(CH3)3
pro ECD a NCI-MS.
N-methyl-N-t-butyldime- ﬁ CHj3 CH, Pti reakci s analytem dochéazi k zdmeéné aktivniho
thylsilyltrifluoroacetamid F3C—C—N—Si—C|>—CH3 241,33 172-175 vodiku za skupinu TBDMS. Tyto derivaty se oproti
(MTBSTFA) CHj3 CH3 CH3 TMS derivatim vyznaduji vy3si hydrolytickou
CH; CI stabilitou. Casto se pouzivd kombinace MTBSTFA
t-butyldimethylsilyl . ) o
H3;C—CH3;—Si—CHs; 150,72 125 s1% TBDMSCL  Vhodné pro derivatizaci
chlorid (TBDMSCI) ¢ | | _ _ o
CHz CHj3 aminokyselin. Idealni pro ECD a NCI-MS.
N,N-diethyl-N-trimethyl- ‘ o
_ ‘ CH;  C,H, Stredné silny donor, pro derivatizaci karboxylovych
silylamin o/ _ ‘ _
HzC—Si—N 145,32 125-126 kyselin a aminokyselin. Jako katalyzator se pouziva
(TMSDEA) e.n . .
CH; ~2s TMCS, trifluoroctova kyselina apod.
N-methyl-N-trimethylsilyl- ~ H3C—C—N—Si(CH3)3 Vyborné ¢inidlo pro derivatizaci kyselin, alkohold,
. Il | 14527  159-161 .
acetamid (MSA) O CHj; fenold a amind.
CH
N,N-dimethyl-N-trimethyl- o/ S Podobné donorové schopnosti a uplatnéni jako
(H3C)3S'_N\ 117,26 84

silylamin (TMSDMA)

CHs3

TMSDEA.

% &inidlo pouzité v experimentalni ¢asti
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Tab. III: Souhrn nejpouzivanéjsich alkylacnich a esterifikacnich ¢inidel a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti [10,11 , 24, 25]

Alkylac¢ni a esterifikacni M T. v.
Chemicka struktura Poznamka
¢inidlo (zkratka) [g/mol] [°C/mm Hg|
Pro derivatizaci karboxylovych kyselin, alkohold, fenol
a aminl v prostfedi nepolarniho rozpoustédla. Rychla
diazomethan HzC:NJr:N' 42,04 - reakce, probihajici za mirnych podminek s vysokym
vytézkem. Nejvhodnéjsi Cinidlo pro piipravu methyl-
esterd.
_ _ K pripravé esteri karboxylovych kyselin. Pro methyl-
fluorid bority / alkohol BF;/R-OH 67,81 .
- estery se vyuziva také methanolicky roztok HCI nebo
R= CH3, C3H7, C4H9 (BF3)
H,SO,.
N,N-dimethylformamid . ' o ‘
H,c  OCHj; Reaguje s karboxylovymi kyselinami, fenoly, thioly
dimethylacetal \ _ o _ _ o
N—C—H 119,16 102-103/ 720 | a aminy. Citlivy vic¢i vlhkosti. Rozpoustédlo: pyridin,
(methyl-8-reagent) H C/
3 OCHj; DMF, ACN, THF, alkoholy, benzen.
trimethylanilinium (l;H3 TMAH v 0,2-M methanolu je ¢inidlo vhodné k ptipravé
hydroxid H3C—’T1;© OH 15322  65/760 methyestert. Je preferovanym N-alkylaCnim Cinidlem
(TMAH) CHy pro derivatizaci barbituratd a podobnych sloucenin.
F F
pentafluorbenzyl bromid Cinidlo k derivatizaci karboxylovych kyselin, fenoli
Br—CH, F 260,99 174-175 ]
(PFBBr) a thiolt. Vhodné pro ECD.
F F
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Tab. I'V: Souhrn nejpouzivangjsich acylacnich Cinidel a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti [10-12, 24, 25].

X ¢ e M T.v.
Acylacni Cinidlo Chemicka struktura Poznamka
(zkratka) [g/mol] [°C/mm Hg|
anhydrid kyseliny ‘ . . ‘
. O 0 Anhydridy reaguji s alkoholy, fenoly a aminy za vzniku
trifluoroctové (TFAA) I [l 210,03  39,5-40 ' ) o
CF3—C—O0—C—F;C stabilnich a vysoce té¢kavych derivati. Reaktivita perfluor-
acyl anhydridi klesa v poradi TFA > PFA > HBFA.
anhydrid kyseliny ) . ) o i )
HBFA derivaty jsou nejvice citlivé pfi ECD detekci.
pentafluorpropionové (PFPA) I I 310,05 69-70 o 5 ) ) o )
5C,—C—0O—C——C,Fs Bazickd latka (napf. triethylamin, pyridin, pevny
NaHCOs) je pfidavana za ucelem neutralizace kyselych
anhydrid kyseliny s . o y o
vedlejSich produktl vznikajicich béhem derivatizace.
heptafluormaselné¢ (HFBA) I I 410,06 108-110 o
,C4——C—0—C—CsF; Idealni pro ECD a NCI-MS.
trifluoracetylimidazol O Tato skupina latek reaguje za mirnych podminek
K\N_Q_CF 164,09  45-46/14 o o
(TFAI) N=/ 3 s alkoholy, fenoly, primarnimi nebo sekundarnimi aminy
- — o) a thioly. Vedlejsi produkt (imidazol) neni kysely. Lze
pentafluorpropionylimidazol _— Il
(PFPI) K\N_C_CZFS 214,09 - acylovat i latky citlivé vuci kyselinam. Acylace s HFBI
N~/ muze probihat bez pfitomnosti rozpoustédla, cinidlo
heptafluorbutyrylimidazol _ |C|) a analyt je ale tfeba zahfat na teplotu 80 °C po dobu
N—C—C,F 264,10 158-163 2-3 hod. Ideélni pro ECD a NCI-MS.
(HFBI) Ny 7
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anhydrid kyseliny octové
(AA)

Cinidlo mtZe byt uzito sbazickym katalyzatorem,
napt. pyridinem, ktery je akceptorem kyselych vedlejSich
produkti.

N-methyl-bis

Reaguje velmi ochotné s primarnimi a sekunddrnimi
aminy, mén€ ochotné¢ s hydroxylovymi slouceninami

a thioly. Acylace amini se uskuteCniuje za laboratorni

(trifluoroacetamid) F3C—C—N—C—CF,4 223,07 121-122 . ) . _
| teploty. Méné reaktivni skupiny latek jiz zahtati vyzaduji.
(MBTFA) CHj
Reakce probiha za mirnych nekyselych podminek. Idealni
pro ECD a NCI-MS.
F F
fluorb lvehlorid 0 Reaguje s alkoholy a sekundarnimi aminy. Reakci je tfeba
entafluorbenzolychlori
I(DPFBCI) Y F 230,52 158-159 katalyzovat pyridinem nebo podobnou bézi. Idedlni
Cl pro ECD a NCI-MS.
F F
F F PFPOH je spole¢n¢ s PFPA vyuzivan pro derivatizaci
pentafluorpropanol | o o _ o o _
(PEPOH) F—C—C-CH,—OH 150,05 80/748 béznych funkcnich skupin, zejména polyfunkénich bio-
||: ||: organickych sloucenin. Idealni pro ECD a NCI-MS
g 0 Chloroformiaty jsou vyuzivany k derivatizaci amind
methylchloroformiét I o _ . . . o
Cl—C—OCH3 94,5 70-72 (zejména aminokyselin), alkoholti a fenolti. Derivatizace
karboxylovych kyselin probiha za katalytického ptisobeni
ethylchloroformiat ¢ 108,52 93

I
Cl—C—OCH,CH,

pyridinu. Ideélni pro ECD a NCI-MS.

% ¢inidlo pouzité v experimentalni ¢asti
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Tab. V: Souhrn vybranych derivatizac¢nich ¢inidel tvoticich cyklické derivaty a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti.[5, 9, 10, 25]

Cinidla tvo¥ici cyklické M T.v. Poznamka
Chemicka struktura
derivaty (zkratka) [g/mol] [°C]
Reaguje s karbonylovymi sloueninami za tvorby
. SH . . . 1 . e
cysteamin ¢ HQN/\/ 113,61 - stabilnich thiazolidinovych derivati. Citliva NPD
detekce. Reakce obvykle vyZzaduje pH nad 7.
NH,
o Kondenzuje s o-ketokyselinami a a-dikarbonylovymi
o-fenylendiamin (OPDA) % 108,14 256-258 o
slou¢eninami za tvorby chinoxalint.
NH,
OH . . . wr
. / Ze sloucenin, obsahujici OH, NH a/nebo COOH tvofti
t-butanboronova kyselina H3C—(CHp);—B 101,94 - , . -
\OH cyklické boronaty. Reaguje v prostiedi pyridinu.
. Reakci s aminokyselinami poskytuje oxazolidinony
1,3-dichlortetrafluoraceton /) S _
CIF,C 198,93 - areakci s o-hydroxykyselinami tvofi dioxolanony.
(DCTFA) CF,Cl . e
2 Idealni pro uziti ECD.
. . ) 0 CHg 0 . o oo . .
dimethyldiacetoxysilan N\ | // Reaguje v pfitomnosti triethylaminu s dioly za tvorby
C—O—S'—O—C\ 176,24 163 _ _
(DMDAS) HsC C|:H3 CHj, cyklickych silikonidd.
Reaguje v pfitomnosti methanolu se slouceninami
O o]
hexafluoracetylaceton 208,06 70-71 obsahujicimi guanidinovou skupinu za tvorby pyrimidi-

nu.

% ¢inidlo pouZité v experimentalni ¢ast
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2.3 Derivatizace z pohledu analyti
2.3.1 Karbonylové slouceniny

Karbonylové slouceniny jsou derivaty uhlovodiki, které ve své molekule obsahuji
velmi reaktivni karbonylovou skupinu (Obr. 15).
R
>:o
Rz
aldehydy: R, = H, R, = alkyl, aryl apod.; ketony: R,, R, = alkyl, aryl apod.

Obr. 15: Chemicka struktura karbonylové slouceniny

Obecné maji aldehydy a ketony nizsi bod varu nez alkoholy se stejnym poctem atomt
uhliku. Tato skutecnost je zplisobena mensi tendenci vytvaret vétsi nadmolekularni agregaty
pomoci vodikovych vazeb jako je tomu u alkoholl. Na druhé strané¢, aldehydy a ketony maji
vyrazné¢ vysS$i body varu nez ethery nebo dokonce uhlovodiky se stejnou molekulovou
hmotnosti. Pfi¢inou je pfitomnost karbonylové skupiny, ktera je znacné polarizovana
a zpusobuje, ze se na mezimolekulovych soudrznych silach podileji také ptitazlivé sily mezi
dip6ly. Za normélnich podminek jsou vSechny zakladni aldehydy a ketony kapaliny.
Vyjimkou je formaldehyd, ktery je plyn. Vyssi derivaty jsou jiz tuhé latky. Nejjednodussi
strukturni zastupci obou homologickych fad jsou ve vodé neomezené rozpustné (formaldehyd,
acetaldehyd, aceton), vyS$§i homology jsou jiZz omezené¢ rozpustné, popiipadé zcela
nerozpustné (benzaldehyd). Zatimco zékladni aldehydy a ketony se vyznacuji nepiijemnym
az Stiplavym zépachem, mnoho vys$Sich derivath ma charakteristickou pfijemnou vini.
Naptiklad cyklické ketony vykazuji pfijemnou vini a nachéazi uplatnéni pti vyrob¢ parfémd.
[26, 27]

Karbonylové slouceniny jsou bézné zastoupeny v ptirodé¢ a mnohé z nich se vyskytuji
jako vonné slozky rostlinnych silic nebo jako intermediaty ¢etnych biochemickych pochodd.
Hojn¢ se vyskytuji v riznych potravindch. Né&které aldehydy a ketony vznikaji jako
sekundarni produkty oxidace tukd a oleji a zplsobuji jejich Zluknuti. V alkoholickych
napojich je v nejvetsi mife zastoupen acetaldehyd, ktery vzniké jako meziprodukt pii kvaSeni
cukernych roztoki. Pfirozenym vstupem karbonylovych slou¢enin do pfirody jsou mimo jiné

1 lesni pozary a sopecnd ¢innost. [28]
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Mnohé karbonylové slouceniny mohou mit negativni dopad na Zzivotni prostiedi.
Znacné mnozstvi téchto latek je produkovano lidskou Cinnosti. Zejména to jsou spalovaci
procesy. Vyznamnym zdrojem je rovnéz cigaretovy kouf a automobilovy primysl, kde jsou
tyto latky emitovany hlavné vznétovymi motory. Aldehydy a ketony jsou meziprodukty
fotochemického smogu a prispivaji k jeho toxicité. Nejen, ze drazdi o¢i, kiizi a dychaci cesty,
ale n¢které jsou také podezielé z karcinogennich a mutagennich ucinkt. Proto je tfeba jejich
mnozstvi v Zivotnim prostfedi neustdle sledovat. Velkd pozornost je vénovana zejména
formaldehydu a acetaldehydu, které jsou v zivotnim prostiedi zastoupeny v nejvétsi mife.
Aldehydy byvaji monitorovany nejen v atmosféte, ale i ve vodé, kde vznikaji jako vedlejsi

produkty pii dezinfekci vody. [29]

Derivatizace

o Derivatizace vedouci ke tvorbé hydrazonu

Tvorby 2.,4-dinitrofenylhydrazonovych (DNPH) derivati aldehydi a keton je
v plynové chromatografii vyuzivano jiz mnoho let. DNPH reaguje v kyselém prostiedi
s aldehydy a ketony (Obr. 16). U n¢kterych derivati mohou vznikat dva piky odpovidajici
geometrickym izomertim cis a trans. Tyto derivaty mohou byt separovany HPLC nebo GC.
Ackoli jsou DNPH derivatizace kvuli vysoké robustnosti a dobré opakovatelnosti vice
upiednostiiovany v HPLC, v mnohych aplikacich 1ze uplatnit 1 GC. V nékterych komplexnich
smésich (naptf. kondenzéat cigaretového koufe) se pii separaci pomoci HPLC mohou
vyskytovat interference a stanoveni karbonylovych sloucenin ve stopovém mnozstvi mize byt
obtizné. ReSenim je separace pomoci plynové chromatografie, kterd poskytuje vysoké
rozliSeni a ve srovnani s HPLC 1 krats§i dobu analyzy. [30, 31] Nicménég, GC analyza DNPH
derivati vyzaduje vysoké teploty, kvuli nizké t€kavosti téchto latek. [32] Pred nastfikem je
nezbytné odstranit nadbytek DNPH, ktery by jinak mohl vést k poskozeni kolony a detektoru.

V plynové chromatografii byly DNPH derivatizace uzity pro stanoveni karbonylovych
sloucenin v cigaretovém kouii a vyfukovych plynech motorovych vozidel. Saito a kol. [33]
analyzovali stopové mnozstvi aldehydii a ketonli ve vyfukovych plynech motorovych vozidel
pomoci GC-FID. Vyfukové plyny byly prosaty pies dva sériové spojené impingry, které
obsahovaly kyselinu chlorovodikovou nasycenou DNPH. Derivaty byly extrahovany

chloroformem. Jako vnitfni standard byl pouZzit antracen. V jiné studii byl k zachytu
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karbonylovych sloucenin z cigaretového koute pouzit roztok DNPH v acetonitrilu okyseleny

kyselinou chloristou. [34]

NO, NO,
R R
>:o + O,N NH—NH, — O,N NH—N:< + H,0
R, R,

Obr. 16: Reakce karbonylové slouc¢eniny s DNPH [9]

Derivatizace karbonylovych slouc¢enin halogenovanymi aromatickymi hydraziny nasla
uplatnéni pfi GC analyze s ECD nebo MS. Mezi nejbéznéjsi Cinidla patii 2,4,6-trichlor-
fenylhydrazin (TCPH) a 2,3,4,5,6-pentafluorfenylhydrazin (PFPH). Cinidla jsou charakteri-
stickd tvorbou vysoce tékavych derivatl karbonylovych slou€enin. Metody v GC zalozené
na derivatizaci karbonylovych sloucenin ¢inidly TCPH a PFPH poskytuji nizké limity
detekce. [34]

Cinidlo TCPH bylo vyuzito pii analyze karbonylovych slougenin pfitomnych
v atmosféfe s pouzZitim vzorkovaci patrony s naplni CI18, kterd byla nasycena timto
derivatizacnim c¢inidlem. Reakce TCPH s nizkomolekularnimi karbonylovymi slouc¢eninami
byla uskute¢néna pii 100 °C po dobu 6 minut za nepiitomnosti kyselého katalyzatoru
(Obr. 17). Poté nasledovala eluce acetonitrilem a GC-ECD analyza. V ptipad¢ formaldehydu

byl stanoven detek¢éni limit 0,1 ppb (v/v) v deseti litrech vzorku, pro ostatni karbonylové

slouceniny byly detek¢ni limity mnohem mensi a to 0,02-0,3 ppb (v/v). [35]

R4 R4

\ /

f=0 + ¢ NH—NH, — Cl NH—N=C + H,0
R R,

Obr. 17: Reakce karbonylové slouc¢eniny s TCPH [36]

Derivatizace 2,3,4,5,6-pentafluorfenylhydrazinem byla vyuzita ke stanoveni
karbonylovych slou¢enin vznikajicich béhem peroxidace lipidi. PFPH reagoval v pfitomnosti
HCI s karbonylovymi slouceninami za vzniku pfisluSnych hydrazoni (Obr. 18). Reakce

probihala za laboratorni teploty. Vytvofené derivaty byly extrahovany nepolarnim rozpouste-
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dlem. P¥i GC-ECD nebo GC-MS analyze ¢&inily dosaZené limity 10"* a 10™'? mol/ml. Tato
metoda byla aplikovéna pfi analyze tékavych karbonylovych slou¢enin v zahfatém rostlinném

oleji a v lidské moci. [37]

F F F F
R4 R4
\ /
) =0 + F NH—NH, —> F NH—N:C\ + H,0
R, Rz
F F F F

Obr. 18: Reakce karbonylové slouc¢eniny s PFPH [9]

o Derivatizace vedouci ke tvorbé oximovych derivatu

Principem oximové derivatizace je reakce O-alkylhydroxylaminu s karbonylovou
slouceninou vedouci ke vzniku pfislusného O-alkyloximu. [28] Oximové derivaty vykazuji
vys$i t€kavost ve srovnani s DNPH derivaty. [38] ProtoZe v molekulach oximi je vazan atom
dusiku, je vyhodné pouzit dusiko-fosforového detektoru (NPD), ktery umoziuje citlivéjsi
a selektivnéjsi detekci O-alkyloximii nez klasicky plamenové ioniza¢ni detektor. Obdobné je
vhodné pouzit detektor elektronového zachytu kdetekci derivatt 0-(2,3.4,5,6-
pentafluorbenzyl)oximti. Za predpokladu, Ze je pouzita polarni kolona, reaguji nesymetrické
karbonylové slouceniny (R;# Ry; napt. acetaldehyd) s benzylhydroxylaminem (BHA)
za vzniku dvou geometrickych isomerd, které se projevi dvéma piky v chromatografickém
zaznamu. [39] Bylo popsano pouziti hydroxylaminu a O-alkylhydroxylaminu s témito alkyly:
methyl-, benzyl-, p-nitrobenzyl- a pentafluorbenzyl-. [28] Aplikace zamétfené na benzyl-
oximové a O-(2,3,4,5,6-pentafluorbenzyl)oximové derivatizace jsou nejcastéjsi.

Vroce 1980 Magin [40] popsal metodu, vyuZzivajici benzyloximovych derivati
ke kvalitativni ~a semikvantitativni GC analyze té€kavych karbonylovych sloucenin
v cigaretovém koufi. Aldehydy a ketony byly zachyceny na silikagelu, eluovany vodou a poté
derivatizovany benzylhydroxylaminem (Obr. 19). Derivaty byly analyzovany plynovou
chromatografii s citlivou NPD detekei. Ackoli je vétSina derivatizaci uskutecnéna za kyselych
podminek, existuje také studie, ve které benzylhydroxylamin reaguje s aldehydy v bazickém
prostiedi tvofeném triethylaminem (25 °C, 2 hodiny). Oximové derivaty byly extrahovany
hexanem. Zjisténé limity detekce GC-FID analyzou byly v jednotkach pg/ml. Touto metodou

je mozné kvantitativné stanovit aldehydy az do Cyy. [39]
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R1
\

R1

/
/C:O + @*CHZ—O—NH2—> @CHz—O—N:C\ + H,0O
R2 R2

Obr. 19: Reakce karbonylové slouc¢eniny s BHA [9]

Derivatizace 0-(2,3,4,5,6-pentafluorbenzyl)hydroxylaminem (PFBHA) bylo poprvé
vyuzito pii analyze ketosteroidii. [41] Posléze naSlo ¢inidlo uplatnéni pfi pfeméné nejen
ketontl, ale také aldehydu na ptislusné O-(2,3,4,5,6-pentafluorbenzyl)oximy (PFBO; Obr. 20).
PFBHA byl porovnan s PFPH [42]. Tvorby PFBO derivati aldehydi bylo dosazeno
pfi mnohem nizs§i koncentraci ¢inidla PFBHA nez je vyzadovano u PFPH. Jelikoz jsou PFBO
derivaty mnohem vice tékavé nez korespondujici PFPH derivaty, muze byt separace
uskutecnéna pii1 nizsi teploté (70-100 °C). PFBO derivaty, uchovavany v ethylacetatu pii
pokojové teploté, mohou byt stabilni az n€kolik dni.

Derivatizace vyuzivajici PFBHA je ideélni pro analyzu stopového mnozstvi aldehydt
ve vzduchu. Ptikladem aplikace je analyza formaldehydu, ktery byl po absorpci v destilované
vodé¢ modifikovin PFBHA. Reakce probihala pii pokojové teploté po dobu 40 minut.
Derivaty byly extrahovany hexanem a analyzovany GC-ECD. V péti litrech vzorku vzduchu
byly stanoveny sub-ppb hodnoty formaldehydu. [43] Jind metoda vyuziva k zachytu aldehydt
ze vzduchu dva sériové spojené impingery naplnéné ethanolickym roztokem PFBHA. [44]
PFBO derivaty karbonylovych sloucenin byly také analyzovany v pitné vodé, dale v pive,
vin€ a jinych alkoholickych napojich. [45-49] PFBHA byl uzit také k nepfimému stanoveni
kyseliny mocové v séru. [50]

Mnoho studii je zaméfeno na derivatizaci karbonylovych slou¢enin s uzitim extrakce
na tuhé fazi (SPE) nebo mikroextrakce na tuhé fazi (SPME), které ve srovnani s extrakci
kapalina-kapalina (L-L) vykazuji vyssi navratnost, poptipadé¢ kratsi ¢as analyzy. [51] Deriva-
tizace, vyuzivajici SPE lze rozdélit do tii krokl.. Nejprve je pfislusny objem PFBHA
nasorbovan na loze sorbentu. Poté dochazi k reakci mezi ¢inidlem a analytem ve vodné fazi
prochézejici lozem. Nakonec jsou oximy eluovany hexanem. Timto zplisobem byly stanoveny
aldehydy v pitné vodé¢. [52]

Vétsina aplikaci vyuziva SPME. Vysokaé tékavost PFBO totiz umozituje pouzit head-

space techniku vzorkovani (HS; sorbce analytl z parni faze nad vzorkem), kterd minimalizuje
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interference zpusobené matrici. Existuji dva mozné piistupy kombinujici derivatizaci

a techniku SPME:

a)

b)

mm\ /_\m

o

Derivatizace v roztoku s ndslednou SPME — c¢inidlo reaguje s analytem v roztoku

za vzniku derivatu, ktery je posléze sorbovan vldknem z head-space prostoru. Tato
technika byla uzita pti analyze karbonylovych sloucenin v pivé. PFBO derivatizace byla
uskutecnéna pii 45 °C po dobu 105 minut. Pro SPME bylo pouzito vlakno pokryté
vrstvickou polydimethylsiloxan/divinylbenzenu (PDMS/DVB). Sorbce z head-space
prostoru probihala optimalné pti 60 °C po dobu 40 minut a derivaty byl desorbovany
v GC injektoru. [53] Tato metoda byla pouzita také pii analyze aldehydd v pitné vodé [54]

a karbonylovych sloucenin ve ving [55].

Prima derivatizace _na SPME vldkné - vlakno nasycenné PFBHA je umisténo

do head - space prostoru nad vzorek. Této techniky bylo vyuzito pii analyze alifatickych
aldehydt v travni a kukufi¢né silazi. PFBHA byl pii 25 °C po dobu deseti minut sorbovan
na vlakno, pokryté vrstvickou PDMS/DVB. Vlakno, nasycené ¢inidlem, poté bylo
vystaveno head-space prostoru nad vzorkem silaze (60 °C, 8 min) a vytvofené oximy byly
desorbovany v GC injektoru. [56] Obdobné byly stanoveny karbonylové slouceniny
v rybim mase [57].

F F F F
A
=0+ F CH,—O—NH, —F CH,—O0—N=C_ + Hy0
R
F F F F

Obr. 20: Reakce karbonylové slouc¢eniny s PFBHA [9]

Derivatizace vedouci ke tvorbé cyklickvch derivatu

Shibamoto a jeho spolupracovnici vyvinuli derivatizacni metodu, kterd za mirnych

podminek poskytuje pro kazdy aldehyd jen jeden derivat. Principem je reakce aldehydi

s 2-aminoethanthiolem (cysteaminem) za vzniku stabilnich thiazolidinovych derivata

(Obr. 21). Vytvotené thiazolidinové derivaty mohou byt dokonale separovany kiemennou

kapilarni kolonou s citlivou NPD detekci. Tuto metodu je mozno aplikovat jak na nasycené,

tak nenasycené karbonylové slouceniny.
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T. Shibamoto a kol. zvefejnili mnohé publikace zaméfené na analyzu aldehyda
v potravinach. Napiiklad kvantitativné analyzovali acetaldehyd v jidle a napojich. Acetalde-
hyd pfitomny v potravinach byl derivatizovan vodnym roztokem cysteaminu pii pH 8 (25 °C,
1 hod). Po upravé pH na 7 kyselinou -chlorovodikovou nésledovala extrakce
dichlormethanem. Pro odstranéni vlhkosti byl k extraktu pfidan bezvody siran sodny. Analyza
byla provedena pomoci GC-NPD. Zjistény obsah acetaldehydu byl v rozsahu 0,46 (cola)
az 101,9 ppm (whisky) a limit detekce byl 16,7 pg. [58]. Obdobnym postupem byl v jidle
a napojich také stanoven obsah methylglyoxalu. [59] Rovnéz analyzovali aldehydy v potravi-
novém oleji [60], v pfepaleném hovézim [61] a vepfovém tuku [62] a také kvantitativné
stanovili obsah aldehyd vytvofenych béhem tepelného zpracovani riiznych druhti rybiho
masa [63]. Dale se vénovali analyze karbonylovych sloucenin v zivotnim prostredi, napt. v ci-
garetovém koufi. [64] Stopové mnozstvi aldehydl bylo zjisténo i ve vyfukovych plynech
motorovych vozidel. [65]

Kataoka a kol. vyuzili thiazolidinovou derivatizaci pro GC-FPD analyzu derivata
aldehydt ve vybranych potravinach [66] a v koufi po spaleni riiznych vzorka (dfevo, vlasy,
cigarety, plasty, odpad atd.). [67] Limity detekce u obou aplikaci byly 4-100 pg.

Derivatiza¢ni metoda byla také aplikovana pfi analyze aldehydt v alkoholickych napojich.

[68]
R HS R, S
\ =0 + \?Hz 1)( / + H,0
p— —_—
/ /CH2 R2 N 2
Rz HoN H

Obr. 21: Reakce karbonylové slouceniny s cysteaminem [9]

Jiné cyklické derivaty (tzv. oxazolidiny) mohou byt pfipraveny reakci karbonylové
slouceniny se substituovanym ethanthiolem. Pro stanoveni formaldehydu bylo vyuzito reakce
s 2-N-benzylethanolaminem (BEA) za vzniku pfislusného 3-benzyloxazolidinu (Obr. 22).
Plynny formaldehyd byl zachycen na sorbentu Chromosorb 102 s navdzanym ¢inidlem BEA,
nasledovala eluce isooktanem a analyza GC-FID. Metoda je pouzitelnd v rozmezi koncentraci
0,55-4,71 mg/m’ formaldehydu a neni vhodna pro analyzu formaldehydu v okolnim

vzduchu. [69]
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Rz
Obr. 22: Reakce karbonylové slouceniny s BEA [36]
Obdobné byl stanoven akrolein po reakci s 2-(hydroxymethyl)-piperidinem (HMP),
(Obr. 23). Vzorek byl prosavan pies trubici se sorbentem (XAD-2), na kterém byl navazan
HMP. Nasledovala eluce toluenem a analyza GC s dusikovym specifickym detektorem.

Metoda je pouzitelna v rozmezi koncentraci 0,13 - 1,5 mg/m’ akroleinu. [70]

Ry

OH R1>k
O
+ HO

H |
N CH, N
= () —

Obr. 23: Reakce karbonylové slouc¢eniny s HMP [36]

R

7 —

N

Pro derivatizaci a-dikarbonylovych slou¢enin je mozné vyuzit reakci s o-fenylen-
diaminem, kdy vznika alkylderivat chinoxalinu (Obr. 24). Reakci s glyoxalem vznika
chinoxalin, s methylglyoxalem 2-methylchinoxalin, s diacetylem 2,3-dimethylchinoxalin.
Podobn¢ reaguji 1 aromatické a-dikarbonylové slouceniny, dokonce 1 benzoin. Reakce probiha
ve vodném a alkoholickém prostfedi, nebo v prosttedi kyseliny octové jiz za chladu

¢i pfi mirném zahtati. [71]
NH
2 0O=—C—R, N
+ — + 2H,0
O—C—R P
NH, ? N Ro
Obr. 24: Reakce a-dikarbonylové slouceniny s o-fenylendiaminem; R;, R, = alkyl

2.3.2 Kyselina pyrohroznova

Kyselina pyrohroznova (Obr. 25) je nejznaméjsi a-ketokyselina. Ve své molekule
obsahuje kromé funkcni skupiny karboxylové jesté skupinu karbonylovou. Tato latka, znama
také pod nazvem 2-oxopropanova nebo a-ketopropanova kyselina, ma sumarni vzorec

C3H403 a moléarni hmotnost 88,06 g/mol. Tato kyselina je naZloutla ostfe pachnouci kapalina
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dobie misitelna s vodou. Jeji bod varu je 165 °C a bod tani 11 - 12 °C. Disocia¢ni konstanta

pKa pfi 25 °C je 2,49. [25]

)
[/
H;C—C—C
Iy
0 OH

Obr. 25: Chemicka struktura kyseliny pyrohroznové

Kyselina pyrohroznova je biologicky dulezitd molekula podilejici se na rtiznych
biochemickych reakcich v téle Cloveka, zvifat a v rostlinach. Klicovou roli v bunééném
metabolismu zaujima sul kyseliny pyrohroznové tzv. pyruvat (CH3;-CO-COQ’). Pyruvat se
ucastni mnoha katabolickych (degradacnich) a anabolickych (biosyntetickych) drah.
V katabolismu sacharidii vznikd pyruvat v cytosolu v zavérecné fazi glykolyzy (Sté€peni
cukru). [72] Uhrnna rovnice glykolyzy je:

Glukosa + 2 NAD" + 2 ADP + 2 Pi — 2 NADH + 2 pyruvat + 2 ATP + 2 H,O + 4 H',
kde ADP = adenosindifosfat, ATP = adenosintrifosfat, Pi = monofosfat (PO43'), NAD"
a NADH = nikotinamidadenindinukleotid a jeho redukovana forma. [73] Za anaerobnich

podminek je pyruvat mlécnym kvasenim redukovan na laktat (Obr. 26),

NS . O3°
C|3 laktatdehydrogenasa C|3
c=0 * NADH+H =< = HO—C—H + NAD'
CHj CHs3

pyruvat L-laktat

Obr. 26: Mlécné kvaSeni [73]

nebo alkoholovym kvasenim na acetaldehyd, ktery je poté redukovan na ethanol (Obr. 27).

o 4 H Co, o NADH+H'" NAD' OH
I - A / A |
CH3—C—C\/ , CH;—C¢” CH;—C—H
o Pyruvatdekarboxylasa \H alkoholdehydrogenasa ||_|
pyruvat acetaldehyd ethanol

Obr. 27: Alkoholové kvaseni [73]

Pfi aerobnim procesu je pyruvat oxida¢ni dekarboxylaci pfeménén na Acetyl CoA,

ktery dale vstupuje do citratového (Krebsova) cyklu (Obr. 28).
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o NAD" H'+ NADH + CO, o
0 . \_ I
CH;—C—C7 H + HS-CoA : > CH;—C—S—CoA
\O- pyruvatdehydrogenasa
pyruvat acetyl-CoA

Obr. 28: Aerobni proces [73]

V anabolismu  sacharidi  vystupuje pyruvat jako prekurzor biosyntézy glukozy
(tzv. glukoneogeneze). V metabolismu aminokyselin je pyruvat kone¢nym produktem
odbourdvani uhlikového skeletu cysteinu, serinu, glycinu, threoninu a hydroxyprolinu.
Z alaninu vznika pyruvat transaminaci. [72] Kyselina pyrohroznova se ptirozen¢ vyskytuje
v ¢erném pivu a ve ving, dale v ovoci (napft. jablkach) a v nékterych druzich syrt. [74]
Kyselina pyrohroznova se rovnéz vyskytuje v atmosféie. Jeji pfitomnost byla
zaznamenana Vv aerosolu, deStové vodé a vplynné fazi atmosféry jak v méstech,
tak i ve vzdalenych kontinentdlnich a motskych oblastech. Je produktem biogennich emisi

a fotochemické oxidace ptirodnich organickych sloucenin (napft. izopren a krezoly). [75]

Derivatizace

Pti analyze kyseliny pyrohroznové, mize byt vyuzita dvoukrokova derivatizace, ktera
zahrnuje kondenzacni reakci ketokyseliny s PFBHA a poté silanizaci trimethylsilyla¢nim
¢inidlem (Obr. 29). 0-(2,3,4,5,6-pentafluorbenzyl)oximtrimethylsilyl estery rtznych
ketokyselin, v€etné kyseliny pyrohroznové, byly analyzovany v mo¢i GC-MS. Ke vzorku
moci, obsahujici ketokyselinu, byl pfidan PFBHA, pH roztoku bylo upraveno na 2-3
kyselinou sirovou a reakéni smés byla ponechana dvé hodiny pfi laboratorni teploté. Pro
odstranéni  biologickych interferenci byla pouzita kolonova kationtové-vyménna
chromatografie. Poté byly ketokyseliny extrahovany ethylacetitem a podrobeny silanizaci
¢inidly N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA) a trimethylsilylchloridem
(TMCS) v poméru 100 : 1 pii 60 °C po dobu 30 minut. [76]
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HyG CH,
O+ F CH,~O—NH, —> F CHy—O—N=—
HOOC -H,0 COOH
F F F F

F F

trimethylsilylace /CH3
- F CHp—O—N=C
\C00Si(CHs)s
F F

Obr. 29: Reakce kyseliny pyrohroznové s PFBHA a nasledna trimethylsilylace

Jinou alternativou oximové derivatizace je reakce ketokyseliny s hydroxylaminem.
Produkt reakce je poté podroben trimethylsilylaci (Obr. 30). Kimura a kol. [77, 78]
analyzovali ketokyseliny v mo¢i GC-MS. Ke vzorku mo¢i, jejiz pH bylo upraveno na 12 - 14
NaOH byl pfidan 5 % vodny roztok hydroxylaminu hydrochloridu. Derivatizace probihala pfi
laboratorni teplot¢ po dobu 1 hodiny. Po okyseleni a vysoleni, byly derivaty extrahovany
diethyletherem. Organicka vrstva byla oddé¢lena, vysuSena bezvodym siranem sodnym
a odpatfena pod proudem dusiku pti 60 °C. Konec¢ny produkt byl derivatizovan N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidem (BSTFA) a TMCS v poméru 10 : 1 (80 °C, 30 min).

H,C H,C
3™ -H,0 S
/C:O + NH,OH ——— » /C:N—OH
HOOC HOOC
. . H,C
H3C\ trimethylsilylace KN .
Te=n—ot - C=N—O0Si(CH3)3
HOOG (HsC)3Si00C

Obr. 30: Reakce kyseliny pyrohroznové s hydroxylaminem a TMS ¢inidlem

Siroce vyuZivanou derivatizaéni technikou pro analyzu ketokyselin je tvorba
O-(trimethylsilyl)chinoxalinovych derivati. Kondenzaci ketokyseliny s o-fenylendiaminem
(OPDA) pii pH <4 vznikaji 2-hydroxychinoxaliny (I), které jsou tautomerni s 1,2-dihydro-
chinoxalin-2-ony (II). 2-hydroxychinoxaliny mohou byt poté podrobeny trimethylsilylaci
za vzniku O-(trimethylsilyl)chinoxalinovych derivati (Obr. 31). Tento typ derivatizace
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ruznych ketokyselin, vcetné kyseliny pyrohroznové, byl aplikovan pii GC-MS analyze

v plazmé a moci. [79-81]

NH
2 O\ /CHS HCI
+ | trlmethylsuylace I
2 H,0
NH, COOH 2 OH O—Si(CHy)g

(i
Obr. 31: Reakce kyseliny pyrohroznové s OPDA a trimethylsilyla¢nim ¢inidlem

Kawamura [82] ve své studii popsal analyzu kyseliny pyrohroznové v destovych
srazkach a aerosolu GC-MS. Karboxylova skupina a ketoskupina kyseliny pyrohroznové byla
derivatizovana 14 % roztokem BF; v n-butanolu (100 °C, 30 minut), (Obr. 32). Poté

nasledovala extrakce hexanem.

14 % BF, / n-butanol
HsC—CO—COOH >  HyC—C(OC4Hg),—COOC,Hqg

Obr. 32: Reakce kyseliny pyrohroznové s BF; a n-butanolem. [82]

2.3.3 Sotolon
Sotolon, nebo-li 4,5-dimethyl-3-hydroxy-2(5H)-furanon (Obr. 33), je fazen do skupiny

péticlennych laktonti. Molarni hmotnost sotolonu je 128 g/mol. Vyskytuje se v podob¢ tékavé
kapaliny (t.v. 184 °C), ktera je dobie rozpustna v polarnich rozpoustédlech. [25] Ve vysokych

koncentracich je sotolon charakteristicky kotfenénou vini (kari), v niZSich koncentracich se

HaC OH

Obr. 33: Chemicka struktura sotolonu

vyznacuje vuni sladkou ¢i ofiSkovou.
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Sotolon je klicovou aromatickou slozkou v semenech rostliny piskavice fecké seno
a libecku. Dale je pfitomny ve tfinové melase, kaveé, suSeném tabdku, javorovém sirupu,

houb¢ Lactarius helvus, japonském Sake a nékterych vinech. [83-86]

Derivatizace

Vétsina studii se zabyva analyzou nederivatizovaného sotolonu. V rdmci této studie se
nepodafilo nalézt publikace, které by se detailné¢ zabyvaly analyzou sotolonu po derivatizaci.
Nicméné mnohé publikace se vénuji derivatizaci jinych hydroxyfurant, zejména
chlorovanych, které se z hlediska toxicity mnohdy vyznacuji karcinogennimi ¢i mutagennimi
ucinky. Plynovou chromatografii byl v pitné vod¢ stanoven obsah 3-chloro-4-(dichlormethyl)-
5-hydroxy-2[5H]-furanonu (MX). Pfi analyze byla vyuzita silylace s BSTFA (Obr. 34) [87],
acylace s N-methyl-bis-trifluoracetamidem (MBTFA; Obr. 35) [88] a alkylace s 2-propa-
nolem [89], sek. butanolem [90], pentafluorpropanolem [91] ¢i methanolickym roztokem BF;

[92].

Cl Cl
Cl Cl Cl Cl
BSTFA, 80°C, pyridin
— - CH, —
HO o (0] H3C ?I 0] o O
CHs
MX TMS-MX

Obr. 34: Reakce 3-chloro-4-(dichlormethyl)-5-hydroxy-2[5H]-furanonu (MX) s BSTFA

Cl Cl
Cl Cl Cl Cl
p— MBTFA, 90 °C, 2 hod. F O —
> | ]

S C—C— S

HO o 0] F | CcC—oO o 0]
F
MX N-trifluoracetylovany MX

Obr. 35: Reakce 3-chloro-4-(dichlormethyl)-5-hydroxy-2[SH]-furanonu (MX) s MBTFA
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2.3.4 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou substituéni derivaty karboxylovych kyselin, které obsahuji
aminoskupinu —NH, vézanou obvykle na centralni uhlikovy atom oznaCovany jako uhlik o
(Obr. 36).

R——CH—COOH
H,

Obr. 36: Chemicka struktura aminokyseliny; R=alkyl, aryl apod.

Piitomnost skupin -COOH a —NH,, které mohou byt ionizovany na -COO™ a -NH;",
dodéva aminokyselinam bez ohledu na zbytek molekuly dipolarni charakter a aminokyseliny
se mohou chovat v zavislosti na pH jako kyseliny nebo zasady. [93] Aminokyseliny se proto
fadi mezi amfolyty nebo amfoterni latky. Pfi ur€itém pH, které se oznacuje jako izoelektricky
bod (pl), jsou ionizovany obé& skupiny a molekula se navenek chové jako elektroneutralni.
Pti tomto pH jsou aminokyseliny nejméné rozpustné. V prostiedi, které ma nizsi hodnotu pH
nez pl, nastavd protonizace aminokyseliny, a proto vném pievlada kladn¢ nabita forma.
Naopak v zasaditém prostiedi aminokyselina proton odevzdava a pievazuje forma aniontu.
Hodnota pl je pro kazdou aminokyselinu charakteristickd. Tuto vlastnost lze vyuzit naptiklad
pfti jejich separaci isoelektrickou fokusaci. [73]

Aminokyseliny jsou vétSinou krystalické latky pomérné dobie rozpustné ve vodé
a polarnich rozpoustédlech. V nepoldrnich rozpoustédlech jsou jiz nerozpustné. Chemicka
riznorodost aminokyselin je ddna postrannim fetézcem —R, ktery je také ptipojen k uhliku a.
Vzhledem k tomu, Ze uhlik o je v aminokyselinadch s vyjimkou glycinu (postrada postranni
fetézec; R=H ) chiralni, mohou tyto latky existovat ve form¢ dvou optickych isomerti D a L.
Tyto enantiomery se v béZzném makrosvété chovaji totozné, rozliSitelné jsou pouze
v asymetrickém prostiedi, z ¢ehoz plyne nutnost uzit pro GC separaci jeden ze dvou
zakladnich pfistupti:

a) Derivatizace aminokyselin opticky inaktivnim cCinidlem (napi. BSTFA) a separace
derivatl chiralni stacionarni fazi.

b) Derivatizace aminokyselin opticky aktivnim ¢inidlem tak, aby derivat nesl dvé chiralni
centra a bylo mozno separovat par fyzikalné-chemicky odlisSnych diastereoizomert.

Diastereomery mohou byt tvofeny esterifikaci nebo acylaci. Piikladem chiralniho

acyla¢niho ¢inidla pro aminokyseliny je N-trifluoracetyl-L-prolyl chlorid. [94]
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V soucasné dob¢ je zndmo vice nez sto aminokyselin znichz nejvyznamnéjSich

je 20 L aminokyselin, které jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami proteini. [93, 95]

Derivatizace

Aminokyseliny, jako siln¢ polarni latky, jsou velmi malo t€kavé, a proto neni mozné
je chromatografovat piimo. Nejdiive je nutné pfevést aminokyseliny na vhodny derivat,
dostate¢né tékavy, stabilni, neinteragujici s nosi¢em. [96]

Vr. 1962 Zomzely a kol. [97] analyzovali 22 bézné se vyskytujicich aminokyselin
pomoci GC-FID. K modifikaci aminokyselin byla vyuZita derivatizace, kterd zahrnovala
esterifikaci karboxylové skupiny n-butanolem a acylaci aminoskupiny anhydridem kyseliny
trifluoroctové (TFAA). V r. 1965 Gehrke a kol. [98] popsali ptipravu n-butyl-(N-trifluor-
acetyl)esterti pro kvantitativni analyzu aminokyselin plynovou chromatografii. Jelikoz cystin
a nékteré bazické aminokyseliny jsou v butanolu nerozpustné, bylo zapotiebi nejprve ptipravit
methylester, ktery je rozpustngjsi. Esterifikaci aminokyseliny v methanolu pfi laboratorni
teploté byl pfipraven methylester, ktery byl poté interesterifikovan butanolem pii 90 °C po
dobu 3 hodin. V obou ptipadech bylo uzito HCI jako katalyzatoru. N-butylester hydrochloridu
byl poté podroben acylaci roztokem TFAA v CH,Cl,. Pozdgji byly reakéni podminky
upraveny tak, aby bylo dosazeno piimé esterifikace aminokyseliny n-butanolem. Optimélniho
prabéhu esterifikace bylo dosazeno pti katalyze 3-M HCI a reak¢ni teploty 100°C (Obr. 37).
Doba esterifikace se tak vyznamné zkratila na 15 minut, s vyjimkou isoleucinu, ktery
vyzadoval 35 minut. [99] Aminokyseliny derivatizované butanolem a anhydridem
trifluoroctové kyseliny byly analyzovany v krvi GC-FID a GC-MS [100]. Navzdory vysokym
vytézklim derivatizace, neni tato metoda v soucasnosti oblibena. Diivodem je zejména Casova

naro¢nost provedeni.

/0 3 M HCI, 100°C 0
R—c|3H~< + H3C—CH,—CH,—CH,—OH » R—CH—<C/
+ o -H,0 lh.*cr. O—(CHp)sCH
NH, NH; CI- (CH2)3CH3
0
(@) //
I R—CH—C
F;C—C—0-C—CF; — » \

| F,C—COOH
F3C—ﬁ—NH O-(CH,);CH; + T3

Obr. 37: Reakce aminokyseliny s n-butanolem a TFAA
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Mezi nejpouzivanéjsi silylacni ¢inidla k derivatizaci aminokyselin patii bezesporu
BSTFA a N-methyl-N-t-butyldimethylsilyltrifluoracetamid (MTBSTFA). Na rozdil od
derivatizace n-butanolem a anhydridem kyseliny trifluoroctové, mohou cinidla BSTFA
a MTBSTFA modifikovat aminoskupinu i karboxylovou skupinu v jednom kroku (Obr. 38),
a silylace probiha pifi vyznamné kratSim ¢ase (80 °C, 30 minut). Jelikoz je BSTFA velmi
citlivy vici vlhkosti, je tfeba zajistit suché podminky béhem reakce. BSTFA byl uzit

k modifikaci aminokyselin a organickych kyselin v moci v klinické diagnostice. [101, 102]

?i(CH3)3 0
R—CH—COOH + 0 — > R—(l)H—C—O—Si(CH3)3
NH, F,C—C=——N—Si(CH,), TH
Si(CH3),

Obr. 38: Reakce aminokyseliny s BSTFA

V r. 1979 Husek a kol. [103] studovali podminky pro kondenzaci aminokyselin s 1,3-
dichlortetrafluoracetonem (DCTFA; Obr. 39). Reakce probihala pii pokojové teploté
v pritomnosti aprotického rozpoustédla po dobu nékolika minut. Neméné vyznamna je takeé
dvoukrokova derivatizace zahrnujici reakci aminokyseliny s DCTFA a poté s anhydridem
kyseliny heptafluormaselné (HFBA). Tato metoda je vhodna pro GC analyzu proteinovych

aminokyselin, v€etn¢ argininu. Fluorované derivaty mohou byt citlivé detekovany ECD.

H
o] CIF,C N R
R—CH—COOH + CIFZC‘/< - > \C/ j/
' N

/ \
NH, cr,c -H0 CIF.C 07 g

Obr. 39: Reakce aminokyseliny s DCTFA [9]

V r. 1991 P. Husek [104] poprvé zverejnil studii, kterd byla zamétena na derivatizaci
aminokyselin alkylchloroformiaty. Tato Cinidla spolecné s alkoholy mohou rychle (béhem
nckolika sekund) derivatizovat aminokyseliny ve vodné-organickém prostfedi za vzniku N-
(alkoxykarbony)alkylester (Obr. 40). V literatufe byly popsany modifikace aminokyselin
methyl-, ethyl-, propyl-, butyl- a isobutylchloroformiaty. [105] Sobolevsky a kol. [106] ve své
praci porovnavali ¢inidla BSTFA, MTBSTFA a isobutylchloroformiat pro GC analyzu

aminokyselin. Na zaklad¢ experimenti shledali stanoveni aminokyselin derivatizaci alkyl-
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chloroformiaty za nejlepsi. N-(alkoxykarbonyl)alkylestery byly analyzovany GC-MS v lidské
moci [105], krvi a plazmé [104, 107].

Vzorek, obsahujici aminokyseliny byl derivatizovan alkylchloroformiaty v prostredi
smési alkohol-pyridin (1 :4). Reakéni smés byla michdna po dobu asi jedné minuty
pti laboratorni teploté. Reakce byla charakteristickd tim, ze vjednom reakénim kroku
dochazelo k esterifikaci karboxylové skupiny a zaroven acylaci aminoskupiny timtéz Cini-
dlem. Derivaty byly poté extrahovany organickym rozpoustédlem (napf. chloroformem).

[104] Derivatizace mize byt také uskute¢néna v kombinaci se SPME. [108]

R—C—COOH //O alkohol/pyridin  R—C—COOCOOR’
ILH + C—X > | ,
, - NHCOO'R
R—C—COOR’
_— =
- CO, NHCOO'R

N-(alkoxykarbonyl) alkylester aminokyseliny

Obr. 40: Reakce aminokyseliny s alkylchoroformiatem

2.3.5 Akrylamid

Akrylamid (2-propenamid; Obr. 41) je bezbarva krystalicka latka bez chuti a zapachu
s molarni hmotnosti 71,8 g/mol. Teplota tani této latky je 84 °C a teplota varu
125 °C/25 mm Hg. Akrylamid je monomer, obsahujici amidovou skupinu a elektrofilné
reaktivni dvojnou vazbu. Ma vlastnosti slabé kyseliny i zdsady. Je vysoce rozpustny ve vodé
(215,5 g /100 ml pti 30 °C) a jinych polarnich rozpoustédlech. V nepolarnich rozpoustédlech
je prakticky nerozpustny. Ma vysokou mobilitu vpidé a podzemnich vodéach, je
biodegradovatelny. Z hlediska toxicity je akrylamid povazovan za potenciondlni lidsky
karcinogen. [24, 25, 109, 110]

O

|
H2N_C_CH:CH2
Obr. 41: Chemicka struktura akrylamidu

42



Pfitomnost akrylamidu v zivotnim prostiedi je zplisobena jak pfirodnimi,
tak 1 antropogennimi procesy, které jsou zejména primyslového pivodu. Zdrojem této latky
vovzdusi mize byt také cigaretovy kout. [111] Vr. 2002 [114] S§védsti védci
ze Stockholmské University a Statniho ustavu pro kontrolu potravin zvefejnili vysledky
vyzkumu, podle néhoz byly v ne€kterych zakladnich potravinach bohatych na skrob nalezeny
neobvykle vysoké hodnoty akrylamidu. Vyskyt tohoto karcinogenu v potravinich muize byt
zpisoben kontaminaci z vnéjSiho prostiedi, nejpravdépodobnéjsi je ale vznik akrylamidu
béhem tepleného zpracovani potravin bohatych na Skrob pii teplotach nad 120 °C. Za hlavni
mechanismus vzniku akrylamidu je vSeobecné povazovana Maillardova reakce, kterd patii
mezi nejvyznamnéj$i a zaroven nejrozSifencj$i reakce probihajici po dobu skladovani
a zpracovani potravin. [113] Vzhledem k pfitomnosti elektrofilné reaktivni dvojné vazby, byl

akrylamid zvolen jako modelovy vzorek pro bromaéni reakce (kapitola 3.3.5).

Derivatizace

Bromaci akrylamidu je tvofen derivat, ktery je méné tékavy a méné¢ polarni nez
ptvodni latka. Zavedenim bromu do molekuly separované latky se zvysi citlivost pii detekei
elektronovym zachytem. Z pohledu MS detekce, se derivaty vyznacuji vyS§si iontovou hmotou
a charakteristickymi 79Br/g;Br zakonitostmi. [114] Hashimoto [115] popsal analyzu
akrylamidu ve vod¢ pomoci GC-ECD. Derivatizace zahrnuje ptidavek KBr, kyseliny
bromovodikové a nasycené¢ho roztoku bromu (Obr. 42). Nadbytek bromu je pak odstranén
ptidavkem thiosiranu sodné¢ho az do odbarveni roztoku. Vznikly 2,3-dibrompropanamid je
mén¢ polarni nez ptivodni sloucenina a je proto dobfe rozpustny v nepolarnich organickych
rozpoustédlech (napf. ethylacetat a hexan). 2,3-dibrompropanamid je nestabilni a podléha
dehydrobromaci. Tento typ bromace byl vyuzit také pii analyze akrylamidu v polnich
plodinach [116], ceredliich [117], houbach [118] a vybranych jidlech [119] Tento
derivatizacni postup predstavuje rizika spojend s manipulaci s toxickym bromem a silnou

kyselinou bromovodikovou. [114]
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Br o) (o)

H
Y >\)CL KBr, HBr, Br, H (C,H,);,N
> _—
H NH H NH
H N N o2 2
Br Br
akrylamid 2, 3-dibrompropanamid 2-brompropenamid

Obr. 42: Reakce akrylamidu s KBr, HBr a nasycennym roztokem bromu

Nemoto a kol. [120] popsal alternativni metodu, kterd je zaloZzena na derivatizaci
akrylamidu v potravinach smési KBr a KBrOj; v pritomnosti 10 % kyseliny sirové (Obr. 43).
Reakce je uskute¢néna pii teploté 4 - 10 °C po dobu 90 minut. Stanoveny limit detekce byl
9 ng/kg. Jelikoz brom je produktem oxidacné-redukéni reakce mezi KBr a KBrOs, neni tato
metoda jiz tak nebezpecnd. Touto metodou byl akrylamid stanoven ve smazenych jidlech

a v dalsich jidlech bohatych na cukry. [121]

KBr03 + 5KBr +3 H2804 —» 3 Br2 +3 K2804 +3 Hzo

Br (0] H 0]
P .
-
H NH H NH
N N, Ho 2 2
Br Br
akrylamid 2,3-dibrompropanamid 2-brompropenamid

Obr. 43: Reakce akrylamidu s KBr a KBrOs [122]

Lagalante a Felter [123] publikovali metodu kvantitativni analyzy akrylamidu,
zaloZenou na derivatizaci a HS-SPME. Akrylamid byl reakci s BSTFA v prostiedi acetonitrilu
pfeveden na tékavy N,O-bis(trimethylsilyl)akrylamid (BTMSA; Obr. 44). BTMSA byl poté
extrahovan SPME vlédknem, pokrytym vrstvou polydimethylsiloxanu. Metodou GC-MS bylo
dosazeno detekéniho limitu 0,9 pg/kg.

O .
Qk BSTFA, CH,CN QSi(CH3)s
AN NH X NSi(CHa)s

2

akrylamid N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid

Obr. 44: Reakce akrylamidu s BSTFA. [123]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pristrojové vybaveni a pomicky
o plynovy chromatograf HP 6890, Hewlett Packard, USA
o hmotnostni spektrometr Agilent 5973, Agilent Technologies, USA
o autosampler HP 7683, Hewlett Packard, USA
o kiemenna kapilarni kolona ZB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm),
o nosny plyn — He 5.0. Siad, Italie
@ N,, Messer, Némecko
o centrifuga Eppendorf 5702, USA
o pH metr inoLab, pH elektroda SenTix 41, WTW Némecko
o analytické vahy Mettler toledo, NewClassic MS205S, Svycarsko
o ultrazvukova lazei, Merci, CR
o SPME zafizeni - vldkno carboxen/polydimethylsiloxan 85 um, Supelco, USA
o magneticka michatka MM2A, Laboratorni piistroje Praha, CR
o suchy termostat Evaterm, Labicom, CR
o bodotavek HMK 68/2085, Franz Kustner Nacht. K. G., Némecko
o automatické mikropipety
o Jaboratorni sklo, plastové Spicky, zkumavky a eppendorfky, vicka, septa, krimpovaci

vialky (1,8 ml), krimpovaci kleste.
3.2 Chemikalie

3.2.1 Derivatiza¢ni ¢inidla

o cysteamin hydrochlorid, p.a., Fluka, Svycarsko

o N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid, p.a., Fluka, Svycarsko
o o-fenylendiamin, p.a., Lachema N.P. Brno, CR

o bromid a bromi¢nan draselny, p.a., Lachema N.P. Brno, CR

o ethylchloroformiat, p.a., Fluka, Svycarsko

o t-butyldimethylsilylchlorid, p.a., Fluka, Svycarsko

o hexamethylendisilazan a trimethylchlorsilan, p.a., Fluka, Svycarsko - pro silanizaci vialek
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3.2.2 Standardy

o formaldehyd, acetaldehyd, propionaldehyd, butyraldehyd, isobutyraldehyd, valeraldehyd,
kapronaldehyd, furfural: p.a., Fluka, Svycarsko

o benzaldehyd, p.a., Loba-chemie, Wien-Fischamend, Australie

o 4-hydroxybenzaldehyd, p.a., Sigma Aldrich, USA

o aceton, p.a., Lach-Ner, CR

o kyselina pyrohroznova, p.a., Fluka, Svycarsko

o sotolon, p.a., SAFC supply solutions, Cina

o akrylamid, p.a., Fluka, Svycarsko

3.2.3 Rozpoustédla

o dichlormethan, p.a., Lach-Ner, CR

o methanol, p.a., Lach-Ner, CR

o ethanol, denaturovany, Moravsky lihovar Kojetin a.s., CR
o chloroform, p.a., Lach-Ner, CR

o hexan, p.a., Lach-Ner, CR

o pyridin, p.a., Lach-Ner, CR

3.2.4 Analyzované vzorky

o bilé vino Veltlinské zelené, r. 2008, ZD Némcicky, CR

o Cervené vino Cabernet Moravia, r. 2009, ZD Némcicky, CR

o vzorky cerveného vina Cabernet Moravia s pridavky acetaldehydu, acetonu,
4-hydroxybenzaldehydu a kyseliny pyrohroznové, r. 2009, ZD Néméicky, CR, odbéry:
26.05.2010, 26. 08. 2010, 08. 11. 2010, 09.03. 2011

o vino Mistelle de Muscat, r. 2004, Jan Stavek, CR

o ¢ervené vino Old Porter, r. 2005, spol. Petr Baruero SA, gpanélsko

o bilé vino Old Porter, r. 2005, spol. Petr Baruero SA, Spanélsko

o destilat, merutikovice, r. 2006, CR

o Straznické brambiirky, Petr Hobza, CR
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3.2.5 Ostatni chemikalie

o kyselina chlorovodikova 35 %, p.a., Lach-Ner, CR

o kyselina sirova 96 %, p.a., Lach-Ner, CR

o thiosiran sodny, p.a., Lachema N.P. Brno, CR

o uhli¢itan sodny a hydrogenuhli¢itan sodny, p.a., Lachema N.P. Brno, CR
o hydroxid sodny, p.a., Lachema N.P. Brno, CR

o tris(hydroxymethyl)aminometan (TRIS), p.a., Fluka, Svycarsko

o destilovana voda
3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Karbonylové slouceniny

Priprava derivatiza¢niho ¢inidla

Roztok c¢inidla byl pfipraven rozpusSténim asi 0,568 g cysteaminu hydrochloridu
ve 20 ml destilované vody. Roztok byl titrovan 1-M NaOH na pH 8 a doplnén na objem 25 ml

destilovanou vodou.

Analvza vzorku

K derivatizaci bylo pouzito 0,5 ml vina a 2 ml cysteaminu o pH 8. Po 5 minutovém
ttepani byla reak¢éni smés ponechédna 1 hodinu pii laboratorni teploté. Poté byl roztok
extrahovan dichlormethanem o objemu 2 ml a odstfedén. Doba extrakce byla nastavena na
5minut a doba centrifugace na 2 minuty. Spodni organickd vrstva byla odebréna,
zakoncentrovana proudem dusiku na objem 1 ml a analyzovana GC-MS. Pro citlivou analyzu
v SIM mddu byly vyuzity selektivni ionty (Tab. VI).

Pro stanoveni pfirozené koncentrace karbonylové slouceniny ve viné byla aplikovana
metoda standardniho pfidavku. V pfipadé zjisténi koncentrace ve viné obohaceném

o ptislusnou karbonylovou slou¢eninu byla pouzita metoda kalibra¢ni ptimky.

Stanoveni vytéznosti derivatizace

Syntéza 2-fenylthiazolidinu
V 10 ml 50 % methanolického roztoku bylo rozpusténo 0,68 g cysteaminu
hydrochloridu a roztok byl titrovan 1-M hydroxidem sodnym na pH 7. Benzaldehyd (0,64 g)

v 5 ml methanolu byl po kapkéch ptidan k pfipravenému roztoku cysteaminu a reakéni smés
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byla za pokojové teploty michana po dobu asi 15 hodin. Poté byly za michani pfikapavany
3 ml vodného roztoku uhli¢itanu draselného (0,43 g/1). Reak¢ni smés byla ziedéna 15 ml vody
a pak extrahovana ¢tyifmi podily dichlormethanu o objemu 5 ml, pfic¢emz vzdy byla odebirana
spodni organickd vrstva. Vyextrahované podily byly spojeny a extrakt byl proudem dusiku
odpaten dosucha. Vytvoreny produkt se vyznacoval bilymi jehlicovitymi krystalky. Pomoci

bodotavku byla zméfena teplota tani.

Zpracovani vzorkit pro stanoveni vytéZnosti derivatizace a extrakce
Vytéznost extrakce, derivatizace a celkového pracovniho postupu byla urcena

z vysledkt analyz nasledujici vzorkd.

Vzorek ¢. 1: K derivatizaci bylo odebrano 50 pl benzaldehydu (2 g/l v 10 % ethanolu), ktery
by dale nafedén vinem na objem 0,5 ml. Nasledovala derivatizace a extrakce
dichlormethanem o objemu 2 ml. Extrakt byl zakoncentrovan proudem dusiku na objem 1 ml

a analyzovan GC-MS.

Vzorek ¢. 2: 50 pl roztoku 2-fenylthiazolidinu (3,11 g/l v 10 % ethanolu) bylo odpipetovano

do vialky a doplnéno na objem 1 ml dichlormethanem. Nésledovala GC-MS analyza.

Vzorek ¢. 3: 50 ul roztoku 2-fenylthiazolidinu (3,11 g/l v 10 % ethanolu) bylo nafedéno
vinem na objem 0,5 ml a extrahovano 2 ml dichlormethanu. Extrakt byl zakoncentrovan

proudem dusiku na objem 1 ml a analyzovan GC-MS.

3.3.2 Kyselina pyrohroznova

Priprava derivatiza¢niho ¢inidla

Roztok ¢inidla o-fenylendiaminu (OPDA) byl pfipraven rozpusténim asi 0,133 g

o-fenylendiaminu ve 100 ml 3-M kyseliny chlorovodikové.

Analvza vzorku

K derivatizaci bylo pouZzito 0,5 ml vina a 8 ml roztoku ¢inidla OPDA. Po protfepani

byla reakéni smés inkubovana 20 minut pii 80 °C. Po ochlazeni byl roztok extrahovan dvéma

48



podily dichlormethanu o objemu 1 ml a odstfedén v centrifuze. Doba extrakce byla zvolena na
pét minut a doba centrifugace na dvé minuty. Spojené extrakty (organické faze) byly
odpateny proudem dusiku témét do sucha. Odparek byl rozpustén v 60 pl pyridinu a 60 ul
BSTFA a derivatizovan pti 80 ° C po dobu 30 minut. Po ochlazeni byl objem doplnén na 1 ml
hexanem. Pro citlivou analyzu v SIM mdédu byly vyuzity selektivni ionty 217 m/z a 232 m/z.
Pro stanoveni pfirozené koncentrace kyseliny pyrohroznové ve viné byla aplikovana
metoda standardniho ptidavku. V piipad¢ zjiSténi koncentrace ve viné obohaceném o kyselinu

pyrohroznovou byla pouZita metoda kalibra¢ni pfimky.

3.3.3 Sotolon

Priprava derivatiza¢niho Cinidla

Pro analyzu sotolonu bylo vyuzito derivatizace t-butyldimethylsilylchloridem
(TBDMSCI) a N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidem (BSTFA). Roztok ¢inidla
TBDMSCI byl ptipraven rozpusténim asi 0,080 g TBDMSCI ve 100 pl pyridinu.

Analyza vzorki
10 ml vina bylo extrahovano dvéma podily dichlormethanu o objemu 1 ml a roztok byl

odstiedén v centrifuze. Doba extrakce byla zvolena na 5 minut a doba centrifugace na
2 minuty. Spojené extrakty (organické faze) byly odpafeny proudem dusiku témeét do sucha.
Odparek byl rozpustén v 60 pl pyridinu a 60 pl BSTFA a derivatizovan pii 80 °C po dobu
30 minut. Po ochlazeni byl objem doplnén na 1 ml hexanem a analyzovan GC-MS. Jako
alternativa k derivatiza¢nimu postupu byla zvolena modifikace sotolonu reakci s TBDMSCI.
Odparek byl rozpustén v 50 ul roztoku ¢inidla TBDMSCI a derivatizovan pii 80 °C po dobu
1 hodiny. Oba zplsoby derivatizace byly aplikovany na vzorky vin Mistelle de Muskat
(¢. 1 -6)a OId Porter (¢. 7 a 8). Pro citlivou analyzu v SIM moédu byl zvolen selektivni ion
185 m/z (reten¢ni ¢as: BSTFA - 11,40 min, TBDMSCI — 14,70 min).

3.3.4 Aminokyseliny

Analvza vzorku

Ke 2 ml vina bylo ptidano 50 pl ethylchloroformiatu a 100 pl pyridinu. Roztokem se

protiepalo, aby doslo k uvolnéni oxidu uhli¢itého. Poté nasledoval ptidavek 1 ml chloroformu
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a 2 ml 1-M roztoku uhli¢itanu-hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho. Po minutovém tifepani byla
spodni organicka vrstva odebrana do silanizované vialky a podrobena analyze.

Vialky byly silanizovany smési pyridinu, hexamethylendisilazanu
a trimethylchlorsilanu v poméru 5:5:1 (60 °C, 2 hodiny). Pfed pouzitim byly vymyty

vodou, ethanolem a na zavér methanolem.

3.3.5 Akrylamid

Analvza vzorku

20 g bramborovych lupinkii bylo zhomogenizovano a dvakrit extrahovdno smési
H,O0 - hexan 3 :2 (v/v) vultrazvuku. Po extrakci vzdy nasledovalo odstfedéni v centrifuze.
Doba extrakce byla zvolena na 15 minut a doba centrifugace na 5 minut. Celkem bylo ziskéno
50 ml extraktu (vodné faze). K 10 ml extraktu byl (po okyseleni 2 ml H,SOy) pfidén asi 1 g
KBr a2 ml 0,1 M KBrOs. Reakéni smés byla ponechana 30 minut ve tmé pfi teploté 4 - 5 °C.
Nadbytek bromu byl odstranén Na,S,0s, ktery byl pfikapavan az do odbarveni oranzového
roztoku. Poté bylo pfidano 400 pl 10 % triethylaminu. Nakonec nésledovala extrakce dvéma
podily dichormethanu o objemu 1 ml, zakoncentrovani extraktu proudem dusiku na objem
I ml a GC-MS analyza. Pfirozend koncentrace akrylamidu v bramburkdch byla zjiSténa
metodou standardniho ptidavku. Pro citlivou analyzu v SIM moddu byly vyuzity selektivni

ionty 150 a 152 m/z (reten¢ni ¢as 12,86 min).

3.4 Experimentalni podminky

3.4.1 Analyza derivati

Veskeré analyzy byly uskuteénény na plynovém chromatografu HP 6890, ktery byl
vybaven hmotnostnim spektrometrem Agilent 5973N MSD s kvadrupdlovym analyzatorem.
Ptimé davkovani kapalnych vzorka bylo provedeno prostfednictvim autosampleru HP 7683.
K analyze byl odebran 1 pl vzorku a naddvkovén na kolonu metodou pulzniho davkovani
(140 kPa, 24 s) bez délice toku. Teplota nastiiku byla nastavena na 280 °C. Jako nosny plyn
bylo pouzito helium s pratokem 0,9 ml/min. Separace byla provedena na kapilarni koloné
ZB - 5MS o délce 30 m, vnitinim praméru 0,25 mm a s tloustkou filmu 0,25 um. Teplotni

program byl nastaven na 50 °C - 2 min - 10 °C/min - 300 °C - 15 min. Hmotnostni spektro-

50



metr vyuzival pozitivni ionizaci elektronem (70 eV). Sbér dat byl realizovan v modech
zaznamu celkového iontového proudu (TIC) a monitorovani selektivnich iontd (SIM).
Celkova doba analyzy byla 42 minut. Obsluha pfistroje byla provadéna pomoci softwaru

ChemStation G1701D pro GC/MSD.

3.4.2 Analyza s vyuzitim mikroextrakce na tuhé fazi

I pist Techniky mikroextrakce na tuhé fazi (SPME) bylo vyuzito
. | pro analyzu karbonylovych sloucenin ve viné bez ptedchozi
aretace
pistu | derivatizace. K extrakci bylo odebrano 0,5 ml vina do vialky.
! Pro ruéni vzorkovani bylo pouzito SPME vldkno pokryté vrstvou
tél
;-f-?kaéky sorbentu (carboxen/polydimethylsiloxan) o tlouStce 85 pm.
ochranna Jehlou se zasunutym vlaknem bylo propichnuto septum vialky
jehla
ocelovda  a posunutim pistu bylo vldkno vysunuto do volného prostoru nad
SPME | tytinka
viakno hladinou vzorku, tzv. head-space metoda. Doba expozice byla
SChevn,l a,lf SPME zvolena na 30 minut a pfestup t€kavych latek ze vzorku do plynné
uspotadani

faze byl podpofen michdnim. Po ukonceni extrakce bylo vldkno
op¢t zatazeno do jehly a spolu sni vytaZzeno z vialky. Jehla byla zavedena do injektoru
plynového chromatografu, kde bylo vldkno vystaveno teplot¢ 250 °C po dobu 4 minut.
Za téchto podminek byly analyty z povrchu vlakna tepelné desorbovéany a undseny na kolonu.
Zaroven nebyl pozorovan pienos analytd (carry over) do dal§i analyzy. Vzorky byly
analyzovany pomoci plynového chromatografu HP 6890, ktery byl vybaven hmotnostnim
spektrometrem  Agilent 5973N  MSD. Teplotni program byl nastaven na
50°C-2min-5 °C/min - 250 °C - 10 min. Celkova doba analyzy byla 52 minut. Ostatni
podminky GC-MS analyzy byly déle stejné jako v ptipad¢ analyzy derivati.

3.5 Vyhodnoceni

Vysledky méfeni byly vyhodnoceny v prostfedi ChemStation, pfi¢emz namétfena
spektra byla porovnavana sknihovnou spekter NIST 08 Mass Spectral Library
(NISTO8/EPA/NIH). Vysledky byly dale zpracovany v tabulkovém procesoru Microsoft
Excel. Limity detekce a kvantifikace byly vypocitainy pomoci statistického softwaru

QC-Expert. V ptipadé urceni zavislosti plochy thiazolidinovych derivati na pH reakéni smési
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byl pouzit program CurveExpert 1.3 (Daniel Hyams, 1998), ktery modeluje regresni kiivky
podle adekvatnich matematickych vztahu.

V této studii byly kromé reten¢niho Casu a plochy piku posuzovany nasledujici
chromatografické parametry:

Asymetrii piku charakterizuje asymetricky faktor A;:
A4 =2, (1.5.1)

kde a a b vyjadiuji Sitku piku v jeho vzestupné a sestupné Casti. Je-1i 4s < I je pik frontujici,
pokud je As > I je pik chvostujici. V ptipadé, ze As = I, vyznacuje se pik symetrickym

tvarem. Asymetrie piku se méfi nejcastéji v 10 % jeho vysky.

Ucinnost chromatografické kolony je vyjadiena bezrozmérnou veli¢inou, kterda se nazyva

pocet teoretickych pater:

2
N:5,54-[ d ] , (15.2)

kde #z je retenéni Cas a w;; je Sitka piku v poloving jeho vysky.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Karbonylové slouceniny

Analyza nizSich aldehydt plynovou chromatografii je bez pfedchozi derivatizace
problematickd. V dusledku vysoké tékavosti obvykle dochazi k piekryti piki aldehyda
s pikem rozpoustédla. Divody pro derivatizaci aldehydi proto spocivaji ve zvySeni
molekulové hmotnosti analytu, coz dale vede ke zvyseni teploty varu a tedy i reten¢niho Casu.
Vybranym derivatizatnim cinidlem, které respektuje pozadavky kladené na vlastnosti
derivatu, je cysteamin. Cysteamin reaguje s aldehydy za vzniku thiazolidinovych derivati.
Derivatizace byla provedena v methanolickém roztoku, obsahujicim butyraldehyd,

propionaldehyd, furfural a benzaldehyd (Obr. 45).
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Obr. 45: Chromatogram vzorku obsahujici smés aldehydi v methanolu (0,0103 mol/l
butyraldehyd; 0,0035 mol/l propionaldehyd; 0,0103 mol/l furfural a 0,0083 mol/l
benzaldehyd)

Vzorek destilatu a vina byl podroben derivatizaci cysteaminem. Chromatogramy vSech
derivatt alifatickych aldehydt, s vyjimkou formaldehydu, jsou charakteristické¢ zakladnim
pikem pii 88 m/z, ktery odpovida deprotonovanému thiazolidinovému kruhu. Derivaty
analytd, jejich reten¢ni Casy, charakteristické ionty a ionty pouzité pro kvantifikaci shrnuje

Tab. VI.
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Tab. VI: Retentni casy, charakteristické ionty a ionty pouzit¢ pro kvantifikaci

thiazolidinovych derivata

tr Charakteristické ionty SIM
Analyt Derivat
[min] [m/z] [m/z]
formaldehyd thiazolidin 5,87 89, 88, 84, 59, 44, 30 89
acetaldehyd 2-methylthiazolidin 6,12 103, 88, 56, 44, 30 103
2,2-dimethyl-
aceton 6,48 117,102, 84, 70, 58, 42,30 117
thiazolidin
propionaldehyd 2-ethylthiazolidin 7,79 117, 88, 70, 56, 41, 30 117
2-isopropyl-
isobutyraldehyd 8,92 131, 88, 70, 61, 30 131
thiazolidin
butyraldehyd 2-propylthiazolidin 9,38 131, 88, 70, 56, 42, 30 131
145,117, 98, 88, 70, 61, 56,
valeraldehyd 2-butylthiazolidin 10,25 145
42, 30
159, 112, 103, 88, 70, 56,
kapronaldehyd  2-pentylthiazolidin 12,47 159
41, 30
155,122, 109, 94, 81, 69,
furfural 2-(2-furyl)thiazolidin 12,78 155
60, 52, 39
165, 132, 118, 106, 91, 77,
benzaldehyd 2-fenylthiazolidin 15,16 165
60, 50, 44, 39, 28
4-hydroxy 2-(4-hydroxy)fenyl- 3.0 181,179, 133, 119, 107, 77, 1o
benzaldehyd thiazolidin ’ 60, 39

4.1.1 Stanoveni teplot varu derivati
Prostfednictvim plynové chromatografie byly zjistény teploty varu jednotlivych
thiazolidinovych derivati. Pro experiment byla wvyuzita skuteCnost, Ze pifi separaci

na nepoldrni kolon€ je elu¢ni pofadi dané potfadim posloupnosti teplot varu. Ke smési
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studovanych derivati, byla piidana smés alkani (oktan, dekan, dodekan, tetradekan,
hexadekan, oktadekan a eikosan), jejichz teploty varu byly znamé a byla provedena GC-MS
analyza. Z vysledkii méteni byl sestrojen graf zavislosti teploty varu na retencnim cCase
pro pouzité¢ standardy a neznamé teploty varu derivati byly vypocitany zrovnice regrese
(Obr. 46). Zjisténé teploty varu jsou vedle tabelovanych hodnot shrnuty v Tab. VII. Jelikoz
jsou tabelované teploty varu karbonylovych sloucenin a stanovené teploty varu derivati
ve stejnych jednotkach, mohou byt hodnoty porovnavany. Bylo tedy ovéfeno, Ze reakci
s cysteaminem jsou tvofeny derivaty s vys$i teplotou varu nez je tomu u vychozich latek.

Konkrétné u acetaldehydu teplota varu po derivatizaci narostla o 134,85 °C.

350 - y=-0,1193%° + 16,625x + 67,869
R?=0,9996

300 -

100 | | | |
0 5 10 15 20

retencni ¢as [min]

\ O alkany o karbonylove slouceniny

Obr. 46: Graf zavislosti teplot varu ptislusnych analytli na retencnim cCase
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Tab. VII: Struktury, tabelované tepoty varu karbonylovych sloucenin a derivati a zmétené teploty varu derivata [124, 125]

Strukturni vzorec

Tabelované t.v.

Strukturni vzorec

Tabelované t.v.

Zmérené t.v.

KS /DKS
KS KS [°C] DKS DKS [°C/mmHg] DKS [°C]
0] S
formaldehyd / \ H -193 § v i 151.40
thiazolidin (roztok) N ’
H H
CH,
acetaldehyd / O\ S CHj
2-methylthiazolidin /—CH3 21 \ 37/5 155, 85
H N
H
aceton / @] S CHSCH
2,2-dimethylthiazolidin > CH, 56 < #/ 3 35384 160.74
HsC N
’ H
e} S
propionaldehyd / 7/\CH
2-ethylthiazolidin CH,CH3 46-50 ; N 3 48/5 178,70
H H
0 CHs ] oHa
isobutyraldehyd / > < 7/&
2-isopropylthiazolidin 63 \ CHj >1-52/4 193,23
H CHs; m
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S
butyraldehyd / Q V/(CHz)zCHs
2-propylthiazolidin »(CHZ)ZCH;& 75 N 58-60/4 201,15
H H
S
valeraldehyd / Q V/(CHz)sCHs
2-butylthiazolidin >—(CH2)3CH3 102-103 X 77-79/4 223,90
H H
— S
furfural / @) / \
2-(2-furyl)thiazolidin N 162 tt. [°C]: 51,5-58,5 247,57
O N 0]
H H
benzaldehyd/
_ . . . S
2-fenylthiazolidin O 178-179 ( tt. [°C]: 109-110 280, 55
H t
OH OH
4-hydroxybenzaldehyd /
2-(4-hydroxy)- o S
fenylthiazolidin 310-311 Q - 340, 80
N
H H

KS — karbonylova slou¢enina

DKS — derivat karbonylové slouceniny
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4.1.2 Vliv pH prostredi na tvorbu derivata

Byl studovan vliv pH prostiedi na tvorbu thiazolidinovych derivatd. Pii obvyklém
zpusobu stanoveni se k vinu pfidalo ¢inidlo cysteaminu o pH 8 a vysledné pH roztoku bylo
7,3 - 7,7. Pro posouzeni vlivu pH byl ovSem k vinu pfidan nealkalizovany roztok cysteaminu
hydrochloridu. Pomoci 1 a 4-M NaOH bylo pH roztoku upraveno na 4 - 10, pficemz
objemové zmény byly zanedbany. Dale byl roztok zpracovan obvyklym postupem.
Z vysledki bylo zjiSténo, ze zatimco alifatické aldehydy dosahovaly maximalni plochy piku
nad pH 7, nejvétsich vytézkt u aromatickych aldehydi bylo dosazeno pii pH 7 a pti dalSim
zvySovani pH vytézky klesaly. Aceton, jakoZto zastupce ketonil, poskytoval maximalni
plochu piku pfi nejvyssim méfeném pH (Obr. 47).

Dale byl studovan vliv pH prostfedi na extrakci thiazolidinovych derivatl.
Derivatizace v destilatu probihala za pfitomnosti baze tris(hydroxymethyl)aminomethanu
(TRIS) a vytvotené derivaty byly extrahovany dichlormethanem. Extrakt byl rozdélen na
4 podily. Prvni podil extraktu byl podroben GC-MS analyze. Zbylé tifi podily byly
reextrahovany citradtovym pufrem (pH 4,76 a 6), poptipadé¢ 0,01-M kyselinou
chlorovodikovou (pH ~ 2), a dichlormethanova faze byla analyzovana GC-MS. Sledovaly se
plochy pikt derivati v pivodnim extraktu a po reextrakci (Obr. 48). Zavérem lze shrnout,
ze pH vyznamné ovliviluje nejen tvorbu derivatd, ale 1 jejich extrakci. V piipadé
aromatickych aldehydu je tfeba dodrzet optimalni pH reakéni smési. V ptfipad¢ alifatickych
aldehydt je nutné upravit pH reakéni smési nad 7, kdy je zajistén kvantitativni pribéh
derivatizace a extrakce. Metoda je vhodna také pro nékteré ketony, u niz je ovSem vyhodné;jsi

pracovat pii vyssim pH.
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Obr. 47: Vliv pH prostiedi na tvorbu derivati vybranych karbonylovych slouc¢enin
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Obr. 48: Chromatogram reextrakce propylthiazolidinu z dichlormethanu citratovym pufrem a

HCl
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4.1.3 Stanoveni vytéZnosti derivatizace a extrakce

Vytézek extrakce i1 derivatizace byl stanoven pro benzaldehyd. Za ucelem zjisténi
vytézku derivatizace byl pfipraven 2-fenylthiazolidin. Derivat se vyznacoval bilymi
jehlicovitymi krystalky. Pro posouzeni Cistoty preparatu byla zméfena jeho teplota tani
108 — 109 °C, ktera byla v souladu s tabelovanou hodnotou (108,3 - 108,8 °C). Vytézky byly
zjiStény ze srovnani odezvy standardu 2-fenylthiazolidinu a odezvy standardu
2-fenylthiazolidinu po extrakci z vina, respektive odezvy 2-fenylthiazolidinu po derivatizaci
a extrakci. Byl stanoven vytéZek extrakce 99, 97 % a vytézek celkového postupu (derivatizace

a extrakce) 79,68 %.

4.1.4 Linearita

Pro derivaty acetaldehydu, propionaldehydu, isobutyraldehydu, butyraldehydu,
furfuralu a benzaldehydu (Obr. 49) byla testovana linearita kalibra¢ni zavislosti v rozsahu
koncentraci 0-0,2 g/l a byly vypocitany limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ),
(Tab. VIII).
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y = 2E+07x + 166546 y = 1E+07x + 62776 y = BE+06x + 20271 y = 1E+07x + 33298 Yy = 5E+07x - 79450 y = S5E+06x - 91206
R? = 0,9993 R? = 0,9978 R2 = 0,9987 R? = 0,999 R? = 0,9996 R? = 0,9348

Obr. 49: Kalibra¢ni zavislosti derivati vybranych aldehydi
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Tab. VIII: Limity detekce a kvantifikace derivati aldehyda

Aldehyd Derivat aldehydu LOD [mg/1] LOQ [mg/1]
acetaldehyd 2-methylthiazolidin 4,010 5,873
propionaldehyd 2-etyhylthiazolidin 7,027 10,130
isobutyraldehyd 2-isopropylthiazolodin 3,644 5,346
butyraldehyd 2-propylthiazolidin 6,972 10,040
furfural 2-(2-furyl)thiazolidin 15,360 22,430
benzaldehyd 2-fenylthiazolidin 91,330 114,600

4.1.5 Stanoveni karbonylovych sloucenin ve viné

Stanoveni acetaldehydu ve viné

Acetaldehyd je nejvyznamnéjsi aldehyd obsazeny ve viné, jelikoZ zaujima kolem 90 %
z celkového mnozstvi aldehydu. Je predposlednim meziproduktem fermentace. Acetaldehyd,
vznikajici nikoli pfi kvasném procesu, nybrz zpétné z alkoholu (napi. probublavanim vina
kyslikem), se podili na stabilizaci barvy a barevného odstinu cervenych vin pfi procesu zrani.
Barva mladych Cervenych vin je tvofena pfedev§im monomernimi anthokyaniny, které jsou
nestabilni. Acetaldehyd vytvaii produkty polymerizace mezi anthokyaniny a taniny.
Polymerni barviva, kterd se mohou takto vytvaret, jsou odoln¢jsi ke zménam pH vina
a zménam obsahu oxidu sifi¢itého. [126, 127] Cilem studie bylo navrhnout metodu pro
stanoveni acetaldehydu ve vzorcich ¢erveného vina, pfi¢emz vysledky analyzy byly uplatnény
ve studiu anthokyaninti. Odbér vzorki pro experiment, byl proveden ve ¢tyfech intervalech
a sledovala se zména koncentrace v zavislosti na ¢ase. V souvislosti se studiem anthokyanint
byly ve vzorcich vina rovnéz sledovany koncentrace 4-hydroxybenzaldehydu, acetonu

a kyseliny pyrohroznové, viz dale.

Pro stanoveni pfirozené koncentrace acetaldehydu v pouzitém viné byla aplikovana
metoda standardniho piidavku. Kalibraéni standardy byly pfipraveny rozpusténim
acetaldehydu v pivodnim vin€ v rozmezi koncentraci O - 11 g/l. Dale nasledovala derivatizace
cysteaminem a analyza GC-MS. Pro kvantifikaci 2-methylthiazolidinu byl zvolen molekularni
ion 103 m/z (reten¢ni ¢as 6,12 min). Kalibra¢ni kiivka vykazovala linearni priitbéh (Obr. 50).

V puvodnim vin¢ byla nalezena pfirozena koncentrace acetaldehydu 0,1038 g/I. Pro zjisténi
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koncentrace ve vin¢ obohaceném o acetaldehyd byla pouzita metoda kalibra¢ni piimky

a nalezena koncentrace Cinila 6,194 g/1.

Karbonylové slouceniny Ize bez ptedchozi derivatizace analyzovat s pouzitim SPME.
Mikroextrakce na tuhé fazi (SPME) je jednoducha a Uc¢innd sorpéné-desorpéni technika
zakoncentrovani analyt, kterd oproti exrakci kapalina-kapalina nevyzaduje ptfitomnost
organického rozpoustédla. V oblasti analyzy nizkomolekularnich karbonylovych sloucenin
predstavuje SPME alternativni pfistup k zamezeni pifekryvu piku analytu s pikem
rozpoustédla. Pro extrakci bylo pouzito extrakéni vladkno carboxen/polydimethylsiloxan
85 um. Vzorky byly analyzovany head-space technikou, pifi niz bylo vlakno umisténo
do volného prostoru nad hladinou vzorku. Pro stanoveni acetaldehydu ve vzorku vina byla
op¢t aplikovand metoda vice standardnich pfidavkl. Kalibra¢ni standardy byly pfipraveny
rozpusténim acetaldehydu v plivodnim vin€ v rozmezi koncentraci 0 - 10 g/l Pro kvantifikaci
acetaldehydu byl zvolen ion 29 m/z, ktery vznikl odstépenim methylové skupiny (reten¢ni ¢as
1,34 min). Kalibra¢ni kifivka vykazoval linearni prabéh (Obr. 51). V ptivodnim viné byla
nalezena piirozena koncentrace acetaldehydu 9,213.10% g/l. Zjisténa koncentrace

acetaldehydu ve vzorku byla 6,189 g /1.
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Obr. 50: Kalibracni zavislosti pro stanoveni acetaldehydu ve vzorku s uzitim

derivatizace
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Obr. 51: Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni acetaldehydu ve vzorku s uzitim SPME

bez ptedchozi derivatizace
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Obr. 52: Rekonstruovany iontovy chromatogram pro ion 103 m/z (2-methylthiazolidin); 1 g/l

ve vin¢ (derivatizace)
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Obr. 53: Rekonstruovany iontovy chromatogram pro ion 29 m/z (acetaldehyd); 1 g/l ve viné
(SPME)
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Z chromatografického zaznamu derivatizované¢ho a nederivatizovaného acetaldehydu
(Obr. 52, 53) byly vyjadieny vybrané chromatografické parametry, které shrnuje Tab. I1X, kde
As = asymetricky faktor, N=pocet teoretickych pater. Z vysledkii lze vyvodit zavér,

ze derivatizaci je dosazeno jak vySSi ucCinnosti separace, tak lepSi symetrie piku.

Tab. IX: Chromatografické parametry acetaldehydu a jeho derivatu

Analyt / Typ analyzy As (popis) N
acetaldehyd / SPME bez derivatizace 1,79 (chvostujici pik) 189
acetaldehyd / derivatizace cysteaminem 1,00 (symetricky pik) 120646

Stanoveni 4-hvdroxybenzaldehydu ve viné

4-hydroxybenzaldehyd reaguje s cysteaminem za vzniku 2-(4-hydroxyfenyl)-
thiazolidinu. Pro stanoveni pfirozené koncentrace 4-hydroxybenzaldehydu v pouzitém viné
byla aplikovdna metoda standardniho ptidavku. Kalibraéni standardy byly pfipraveny
rozpu$ténim 4-hydroxybenzaldehydu v piivodnim viné v rozmezi koncentraci 0 — 8 g/l. Dale
nasledovala derivatizace cysteaminem a analyza GC-MS. Pro kvantifikaci 2-(4-hydroxy)-
fenylthiazolidinu byl zvolen molekularni ion 119 m/z (retencni ¢as 18,92 min). Kalibra¢ni
ktivka vykazovala linearni pribéh (Obr. 54). V piivodnim viné¢ byla nalezena pfirozena
koncentrace 4-hydroxybenzaldehydu 3,041.107 g/l. Pro zjisténi koncentrace ve ving obohace-
ném o hydroxybenzaldehyd byla pouzita metoda kalibracni pfimky a nalezena koncentrace
¢inila 3,429 g/l. Jako srovnavaci metoda byla stejné¢ jako v ptipad¢ acetaldehydu zvolena

SPME bez piedchozi derivatizace.
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Obr. 54: Kalibracni zavislost pro stanoveni 4-hydroxybenzaldehydu ve vzorku
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Obr. 55: Rekonstruovany iontovy chromatogram pro ion 119 m/z (2-fenyl-(4-hydroxy)-

thiazolidin); 4 g/l ve viné (derivatizace)

66



Abundance

1800

1400

1000

600

200

Time->

Obr. 56: Rekonstruovany iontovy chromatogram pro ion 122 m/z (4-hydroxybenzaldehyd);
4 g/l ve viné (SPME)

Z chromatografického zdznamu derivatizovaného a nederivatizovaného 4-hydroxy-
benzaldehydu (Obr. 55, 56) byly vyjadieny vybrané chromatografické parametry, které
shrnuje Tab. X. Bylo zjisténo, ze v dasledku silné chvostujiciho piku je analyza 4-hydroxy-
benzaldehydu pomoci SPME nevhodna. Také bylo ovéfeno, ze derivatizaci 4-hydroxybenz-
aldehydu se mnohonasobné zvysi u¢innost chromatografické separace, odstup signalu od

Sumu a citlivost stanoveni.

Tab. X: Chromatografické parametry 4-hydroxybenzaldehydu a jeho derivatu

Analyt / Typ analyzy As (popis) N

4-hydroxybenzaldehyd / SPME

bez derivatizace 10,50 (chvostujici pik) 15769

4-hydroxybenzaldehyd /

derivatizace cysteaminem 0,43 (frontujici pik) 382629

4-hydroxybenzaldehyd obsahuje ve své struktufe hydroxyskupinu, kterd snadno podléha

silylaci. V tivahu tedy pfichazi i dvoukrokova derivatizace zahrnujici kondenzaci 4-hydroxy-
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benzaldehydu s cysteaminem a nasledné silanizaci 2-(4-hydroxyfenyl)thiazolidinu silylacnim

¢inidlem (napt. BSTFA). Nicmén¢ experiment jiz v této studii nebyl realizovan.

Stanoveni acetonu ve viné

Pro stanoveni pfirozené koncentrace acetonu v pouzitém viné byla aplikovana metoda
standardniho pfidavku. Roztok standardu o koncentraci asi 4 g/l byl pfipraven rozpusténim
acetonu v pivodnim viné. Déle nasledovala derivatizace cysteaminem a analyza GC-MS.
Pro derivat acetonu byl zvolen molekularni ion 117 m/z (reten¢ni ¢as 6,60 min). V ptivodnim
vin& byla nalezena piirozena koncentrace acetonu 6,663.107 g/l. Pro zjiiténi koncentrace ve
viné obohaceném o aceton byla pouzita metoda kalibrani piimky a nalezena koncentrace

¢inila 2,625 g/I.
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Obr. 57: Rekonstruovany iontovy chromatogram pro ion 117 m/z (2,2-dimethylthiazolidin);
4 g/l ve viné

Z chromatografického zdznamu derivatizovaného a nederivatizovaného acetonu
(Obr. 53 a 57) byly vyjadieny vybrané chromatografické parametry, které shrnuje Tab. XI.
Z vysledkil lze vyvodit zavér, Ze zatimco symetrie piku byla lepSi u postupu vyuzivajici

SPME, vyssiho poctu teoretickych pater bylo naopak dosazeno v pifipadé€ derivatizace.
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Tab. XI: Chromatografické parametry acetonu a jeho derivatu

Analyt / Typ analyzy As (popis) N
aceton / SPME bez derivatizace 2,07 (chvostujici pik) 3640
aceton / derivatizace cysteaminem 0,24 (frontujici pik) 66993

4.2 Kyselina pyrohroznova

Kyselinu pyrohroznovou ve form¢ soli lze separovat kapilarni elektroforézou,
popfipad¢ izotachoforézou. [128, 129] Aplikace v kapalinové chromatografii jsou vzhledem
k horsi detekci omezené, avSak pouZzitim fluorescencni detekce lze citlivost zvysit. Jelikoz
kyselina pyrohroznova je latka, jez ptirozené nefluoreskuje, je tfeba ji vhodnou derivatizaci
prevést na latku fluoreskujici. K tomuto ucelu se pouziva ¢inidlo o-fenylendiamin (OPDA),
které reakci s ketokyselinou poskytuje 2-hydroxychinoxalin. [130, 131] Cinidlo OPDA se
soblibou vyuzivd 1 pifi derivatizaci ketokyselin v plynové chromatografii. Vyhody
derivatizace téchto latek spocCivaji v potlaceni tautomerie, zvySeni stability struktury,

a v dasledku toho k dosazeni lepSich separa¢nich a detek¢nich vlastnosti.

Derivatizace kyseliny pyrohroznové

Kyselina  pyrohroznovd byla ve vzorku vina podrobena kondenzaci
s o-fenylendiaminem za vzniku 2-hydroxy-3-methylchinoxalinu (Obr. 58). Hydroxyskupina
chinoxalinového derivatu byla poté silanizovana ¢inidlem BSTFA (Obr. 59). Pro kvantifikaci
derivatu byl zvolen molekuldrni ion 232 m/z a ion 217 m/z, odpovidajici ztrat€¢ methylové
skupiny. Z chromatogramu (Obr. 60) si lze déale povSimnout, Ze OPDA derivat kyseliny
pyrohroznové je eluovan v ¢ase 8,83 min, zatimco kyselina modifikovana ¢inidly OPDA
a BSTFA v ¢ase 7,95 min. Z toho vyplyva, ze dvoukrokovou derivatizaci je dosazeno vyssi

tékavosti analytu.
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Obr. 58: Hmotnostni spektrum kyseliny pyrohroznové po derivatizaci OPDA
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Obr. 59: Hmotnostni spektrum kyseliny pyrohroznové po derivatizaci OPDA a BSTFA
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Obr. 60: Chromatogram kyseliny pyrohroznové po derivatizaci OPDA a po derivatizaci

OPDA - BSTFA

Pro oba zpilsoby derivatizace byly z chromatogramii vyjadfeny vybrané
chromatografick¢ parametry, které shrnuje Tab. XII. Z vysledkt lze vyvodit zavér, zZe

dvoukrokovou derivatizaci je dosazeno jak vyssi symetrie piku, tak vy$si u€innosti separace.

Tab. XII: Chromatografické parametry kyseliny pyrohroznové derivatizované OPDA
a OPDA-BSTFA

Zpusob derivatizace As (popis) N
OPDA 0,42 (frontujici pik) 298929
OPDA a BSTFA 0,94 (frontujici pik) 1367053

Analvza vzorku

Pro stanoveni pfirozené koncentrace kyseliny pyrohroznové v pouzitém viné byla

aplikovana metoda standardniho ptidavku. Kalibra¢ni standardy byly pfipraveny rozpusténim
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kyseliny pyrohroznové v piivodnim viné¢ v rozmezi koncentraci 0 - 12 g/l. Déle nasledovala
derivatizace OPDA-BSTFA a analyza GC-MS. Pro kvantifikaci kyseliny pyrohroznové byl
zvolen molekularni ion 232 a ion 217 m/z (reten¢ni Cas 7,95 min). Kalibracni kiivka
vykazovala linearni pribéh (Obr. 61 a 62). V pivodnim viné byla nalezena ptirozena koncen-
trace kyseliny pyrohroznové 0,1972 g/l pro ion 217 m/z a 0,1942 g/l pro ion 232 m/z. Pro
zjisténi koncentrace ve viné obohaceném o kyselinu pyrohroznovou byla pouzita metoda
kalibra¢ni pfimky a nalezend koncentrace ¢inila 5,328 g/l pro ion 217 m/z a 5,366 g/l pro ion

232 m/z.
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Obr. 61: Kalibracni zavislost pro stanoveni kyseliny pyrohroznové ve vzorku; 217 m/z
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Obr. 62: Kalibracni zavislost pro stanoveni kyseliny pyrohroznové ve vzorku; 232 m/z

Metodou standardniho ptidavku byla s vyuzitim derivatizace stanovena koncentrace
acetaldehydu, 4-hydroxybenzaldehydu, acetonu a kyseliny pyrohroznové ve vzorcich vina

Cabernet Moravia pii dalSich odbérech. Zjisténé koncentrace zahrnuje Tab. XIII.

Tab. XIII: Zjisténé koncentrace analytil ve vzorcich vina metodou standardniho pfidavku.

koncentrace [g/l]
analyt
kvéten 2010 srpen 2010 listopad 2010  biezen 2011
acetaldehyd 6,189 5,226 5,299 3,755
4-hydroxybenzaldehyd | 3,429 3,648 3,868 2,933
kyselina pyrohroznova | 5,347 4,922 3,369 2,940
aceton - 4,034 3,447 2,625
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4.3 Sotolon

Vyskyt sotolonu ve vin¢ byl poprvé zaznamenan ve ,, flor sherry* v roce 1976. [132]
Posléze byl analyzovan i ve viné Jura, Tokajském, Portském, ve fortifikovaném viné Madeira
a vin¢ infikovaném plisni Sedou, tzv. Botrytické vino. Mnoho autorti podotklo, ze praveé
sotolon muze prispivat k typické vini, charakterizujici staré¢ vino. [133] Sotolon byva
nejcastéji analyzovan plynovou chromatografii bez predchozi derivatizace, kdy se vyuziva
metoda pfimého nastfiku nebo metoda zaloZzend na SPME. DalSim pfistupem k analyze
sotolonu je kapalinova chromatografie.

Tato studie je zaméfena na GC analyzu sotolonu po predchozi derivatizaci. Sotolon je
lakton obsahujici ve své struktuie hydroxylovou skupinu, kterd snadno podléha silylaci. Jako
derivatiza¢ni ¢inidlo byl zvolen BSTFA. Vyhody reakce s BSTFA spocivaji v jednoduchosti
a rychlosti. Pro kvantifikaci sotolonu (Obr. 63) byl zvolen ion 83 m/z (reten¢ni ¢as 9,10 min)

a pro kvantifikaci derivatizovaného sotolonu (Obr. 64) ion 185 m/z (reten¢ni ¢as 11,40 min).
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Obr. 63: Hmotnostni spektrum sotolonu po derivatizaci BSTFA
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Obr. 65: Rekonstruovany iontovy chromatogram pro ion 83 m/z (sotolon) a 185 m/z (BSTFA

derivat sotolonu); 1 mg/l ve viné
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Z chromatografického zadznamu derivatizovaného a nederivatizovaného sotolonu
(Obr. 65) byly vyjadifeny vybrané chromatografick¢ parametry, které shrnuje Tab. XIV.
Z vysledki Ize vyvodit zavér, ze derivatizaci je dosazeno mnohonasobné vyssi symetrie piku

a vyssi ucinnosti chromatografické separace, nez v pripad¢ primého nastiiku.

Tab. XIV: Pocet teoretickych pater sotolonu a jeho derivatu

Analyt / typ analyzy As (popis) N
Sotolon / piimy nastiik 9,00 (chvostujici pik) 11021
Sotolon / derivatizace - BSTFA 0,75 (frontujici pik) 860459

Dale byl sledovan vliv derivatizace na detekcéni limity. Odstup signélu (S) od Sumu
(N) byl stanoven pro sotolon (0,1 mg/l) zanalyzy pifimého néastitku a zanalyzy
po derivatizaci. Méfeni bylo provedeno v SIM moédu. Zjistény pomér S/N byl pro sotolon
3 a pro derivat sotolonu 230. Pomér S/N byl tedy v ptipad¢ derivatu 70 krat vyssi. Z vysledkt
lze shrnout, ze derivatizaci je dosazeno vyssi citlivosti stanoveni nez v piipad¢ piimého

nastfiku.

4.3.1 Navratnost extrakce

V souvislosti s derivatizaci sotolonu, byla sledovana navratnost extrakce pracovniho
postupu, ktery zahrnoval extrakci sotolonu z vina dvéma podily dichlomethanu o objemu
1 ml. Dale nésledovala derivatizace a analyza GC-MS. Zbyly objem vina (po odd¢leni
dichlormethanové faze) byl extrahovan opét dvéma podily dichlormethanu a dale se
pokraCovalo stejné¢ jako v piedchozim kroku - postup se opakoval celkem 3x (Obr. 66).
Vypocitana ndvratnost prvniho extrakéniho stupné (tzn. po opakované extrakci dvéma podily
rozpoustédla) byla pouze 21,73 %. Nizkd hodnota mize byt disledkem malé ucinnosti
extrakce, pfipadné ztratou relativné tékavého derivatu sotolonu pfi odpafovani. Névratnost
druhého extrakéniho stupné byla 30,32 %. Mozny divod, pro¢ se navratnost téchto dvou
extrakénich stupiit 1iSi, spociva v tom, Ze pii prvni extrakci bylo ve viné obsazeno mnoho
balastnich latek a schopnost dichlormethanu solvatovat sotolon byla niz$i nez v ptipadé

druhého extrakéniho stupné. Dalsim diivodem mohou byt konkurence sotolonu s jinou latkou
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o rozpoustédlo. Bylo tedy zjisténo, Ze opakovanou extrakci (dvakrat dvéma podily

rozpoustédla) se ndvratnost vyznamné zvysi (52,05 %).

Abundance
¢, @Xtrakéni stupen

340000
300000
260000
220000 g 2 @Xtrakeni stupen
180000
140000
100000) g 3. extrakéni stupen

60000

20000
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T T T

11.35 11.45 11.55

11 .é5 11 .7‘5
Obr. 66: Rekonstruovany iontovy chromatogram pro ion 185 m/z (BSTFA derivat sotolonu);

pro 1.,2. a 3. extrakéni stupent

4.3.2 Analyza sotolonu ve viné

Ptfi umélém zrychlovéani zrani fortifikovanych vin byl prokdzan zvySujici se obsah
sotolonu. [134] V roce 2004 byla provedena studie, dokazujici, ze vyS$si koncentrace sotolonu
se nachazeji ve vinech s vy§§im obsahem zbytkového cukru. [135] Z tohoto divodu bylo pro
redlnou analyzu sotolonu zvoleno likérové vino Mistelle de Muscat, poptipadé vina portského
typu, kterd jsou charakteristicka vysokym obsahem zbytkového cukru. Vina byla po riznou
dobu vystavena riiznym skladovacim podminkam a teplotam:
Vzorky 1-6: Mistelle de Muscat, r. 2004, J. Stavek, CR
Vzorek 7: cervené vino Old Porter, r. 2005, spol. Petr Baruero SA, Spanélsko
Vzorek 8: bilé vino Old Porter, r. 2005, spol. Petr Baruero SA, S’panélsko

Derivatizace Cinidlem BSTFA byla vyuzita pii analyze sotolonu v osmi vzorcich vina

Mistelle de Muscat a Old Porter. Pro stanoveni pfirozené koncentrace sotolonu v pouZitém

vin¢ byla aplikovana metoda standardniho ptidavku. Kalibra¢ni standardy byly pfipraveny
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rozpusténim sotolonu v pivodnim viné v rozmezi koncentraci 0 - 100 pg/l. Dale nasledovala
derivatizace Cinidlem BSTFA a analyza GC-MS. Pro kvantifikaci sotolonu byl zvolen ion
185 m/z (retencni ¢as 11,40 min). Kalibrac¢ni pfimka vykazovala linearni pribéh (Obr. 67) a
vypocitany limit detekce a kvantifikace mél hodnotu 3,985 a 5,905 pg/l. V ptivodnim viné
byla nalezena pfirozena koncentrace sotolonu 20,29 ug/l. Pro zjisténi koncentrace sotolonu
ve vzorcich vina Mistelle de Muscat a Old Porter byla pouzita metoda kalibracni piimky

a nalezené koncentrace zahrnuje Tab. XV.
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Obr. 67: Kalibracni zavislost pro stanoveni sotolonu ve vzorku s uzitim derivatizace BSTFA

Jinou alternativu derivatizace sotolonu pfedstavuje reakce s t-butyldimethyl-
silylchloridem (TBDMSCI; Obr. 68, 69). Pro stanoveni pfirozené koncentrace sotolonu
v pouzitém vin¢ byla aplikovéna rovnéz metoda standardniho piidavku. Kalibracni standardy
byly pfipraveny rozpusténim sotolonu v piivodnim viné¢ v rozmezi koncentraci 0 - 100 pg/l.
Déle nasledovala derivatizace Cinidlem TBDMSCI a analyza GC-MS. Pro kvantifikaci
sotolonu byl zvolen ion 185 m/z (reten¢ni Cas 14,70 min). Kalibraéni pfimka vykazovala
linearni pribeh (Obr. 70) a vypocitany limit detekce a kvantifikace mél hodnotu 1,126

a 1,682 ng/l. V ptivodnim viné byla nalezena pfirozena koncentrace sotolonu 6,977 ng/l. Pro
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zjisténi koncentrace sotolonu ve vzorcich vina Mistelle de Muscat a Old Porter byla pouzita

metoda kalibra¢ni pfimky a nalezené koncentrace zahrnuje Tab. XV.
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Obr. 68: Hmotnostni spektrum sotolonu po derivatizaci TBDMSCI
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Obr. 69: Rekonstruovany iontovy chromatogram pro ion 185 m/z (TBDMSCI derivat
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Obr. 70: Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni sotolonu ve vzorku suzitim derivatizace

TBDMSCI

Tab. XV: Experimentaln¢ zjisténé koncentrace sotolonu ve vzorku vina pomoci derivatizace

BSTFA a TBDMSCI, méfeno v TIC modu.

Cislo vzorku vina Koncentrace sotolonu [pg/l] Koncentrace sotolonu [ug/1]
derivatizace BSTFA derivatizace TBDMSCI

1 48,61 53,72

2 30,54 36,15

3 40,16 39,77

4 82,59 102,20

5 38,36 39,83

6 44,75 73,39

7 20,77 18,69

8 18,99 18,22
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4.4 Aminokyseliny
Dalsi typ sloucenin, které se ve vin¢ vyskytuji, jsou aminokyseliny. Aminokyseliny se

v technologii vyroby vina uplatiiuji pfedevSim jako hlavni zdroj dusiku pro ¢innost kvasinek.
Posledni studie ovSem také dokazuji, Ze jejich biochemickou pfeménou v priubéhu rtiznych
fazi zpracovani (fermentace, leZzeni vina na kvasnicich) vznikd celd fada organolepticky
vyznamnych latek a jsou tedy povazovany za dilezité prekurzory aromatické skladby vina.
Aminokyseliny se také spolecné s redukujicimi sacharidy ucastni Maillardovy reakce,
tzv. reakce neenzymatického hnédnuti. [136, 137]

Mezi bézné piistupy pro analyzu aminokyselin patfi: papirova chromatografie a chro-
matografie na tenké vrstvé, iontoméniova chromatografie, kapalinovd chromatografie,
kapilarni elektroforéza a plynova chromatografie. Aminokyseliny jako siln¢ polarni latky jsou
velmi malo t€kavé, a proto neni mozné provadét ptimou GC analyzu. Nejprve je nutné prevést
aminokyseliny na vhodny derivat, ktery je dostate¢né tcékavy, stabilni a neinteraguje

s nosicem. [76]

4.4.1 Analyza aminokyselin ve viné

Vramci této studie bylo sledovano pfirozené zastoupeni aminokyselin ve ving.
Pro analyzu bylo zvoleno bilé vino Veltlinské zelené a Mistelle de Muscat (vzorek €. 1 a 2).
Aminokyseliny ve vin¢ byly derivatizovany ethylchloroformidtem. Tento zplisob derivatizace
se vyznacuje rychlou reakci (sekundy) probihajici za laboratorni teploty ve vodné-organickém
prostiedi, pricemz soucasné¢ dochazi k esterifikaci —-COOH a acylaci —-NH, skupiny. Ve vin¢
bylo identifikovano 11 bézné se vyskytujicich aminokyselin, jejichZz retencni casy
a charakteristické ionty shrnuje Tab. XVI. Déle bylo zjisténo, Ze v nejvétsi mife je ve viné
zastoupen prolin (Obr. 71, 72). Zajimavé bylo také zjisténi, Ze ve vinech Mistelle de Muscat
byl zaznamendm vyskyt threoninu, zatimco ve Veltlinském zeleném pfitomnost threoninu
nebyla prokdzana. Threonin je povazovan za jeden z moznych prekurzori sotolonu. [138]
Predchozi studii bylo zjiSténo, Ze narozdil od vina Veltlinského, obsahuje vino
Mistelle de Muscat stopové mnozstvi sotolonu. Z vysledkii se tedy da predpokladat,

ze existuje souvislost mezi vyskytem sotolonu a threoninu ve ving.

81



a)
Abundance

3000000

2600000

2200000

1800000

1400000

1000000

600000

200000

Ala

Leu

Pro

e

Thre

.

Time-->

b)
Abundance
320000

280000
240000
200000
160000
120000

80000

40000
Time-->

Obr. 71:

a),

1150 1200 1250 13.00 1350 1400 1450 1500 1550 16.00
g 5
2 a [
o
|
v I
17.00 18.00 19.00 20.00 21.00 22.00 23.00
b) Chromatogram redlné analyzy AMK ve viné po derivatizaci

ethychloroformiatem; TIC maéd

82



Tab. XVI: Retencni cCasy, charakteristick¢é ionty a ionty pouzité pro kvantifikaci

aminokyselin
AMK tr Charakteristické ionty SIM
(zkratka) [min] [m/z] [m/z]
alanin (Ala) 11,52 170, 139, 116, 72, 44 116
glycin (Gly) 11,67 175, 130, 102, 74, 30 102
valin (Val) 13,17 174, 144, 129, 116, 98, 72, 55, 30 144
leucin (Leu) 14,09 231, 186, 158, 142, 129, 114, 102, 86, 74, 56, 44 158
isoleucin (Ile) 14,29 186, 158, 142, 129, 114, 102, 86, 74, 56, 41 158
threonin (Thr) 14,37 204, 175, 158, 151, 146, 129, 101, 74, 45 129
prolin (Pro) 14,63 215,179, 142, 120, 114, 98, 70, 32 142
fenylalanin 250, 220, 198, 192, 176, 148, 131, 120, 102, 91, 74,

18,5 176
(Phe) 56, 30
lysin (Lys) 21,93 156, 144, 128, 102, 84, 56, 30 156

327, 282, 254, 238, 193, 182, 166, 154, 136, 122, 121,
histidin (His) 22,45 238
109, 94, 81, 54, 31

_ 280, 264, 241, 220, 208, 192, 164, 147, 135, 120, 107,
tyrosin (Tyr) 23,46 413 107
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Obr. 72: Graf zastoupeni jednotlivych aminokyselin ve viné Mistelle de Muscat a Veltlinském zelené.
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4.5 Akrylamid

Za hlavni proces vzniku akrylamidu v potravinach je povazovdna Maillardova reakce
mezi asparaginem a redukujicimi sacharidy, probihajici v matrici béhem tepelného zpracovani
pii teplotach nad 120 °C. [137] Jelikoz je akrylamid klasifikovan jako mozny karcinogen pro
clovéka (IARC 2004) [139], je mnoho publikaci zaméfeno pravé na analyzu akrylamidu
v potravinach.

Uskali pii analyze akrylamidu v potravinach jsou zpiisobena fyzikalné chemickymi
vlastnostmi akrylamidu, variabilitou vzorkli potravin a jejich komplexnosti, tvorbou
akrylamidu z pfitomnych prekurzori pti zpracovani vzorku pfi vyssi teploté (napt. Soxhletova
extrakce) a moznosti vyskytu akrylamidu v nékterych materidlech, (napf. obalova technika,
voda na oplach atd.) ¢imz muze dojit ke kontaminaci vzorku. Za tradi¢ni zpisob analyzy
akrylamidu v potravinach je pokladana GC-MS a GC-ECD analyza po ptedchozi derivatizaci.
Existuji také studie zabyvajici se pfimym GC-MS stanovenim, zdeje ale potieba
optimalizovat GC nastfik a/nebo upravit vzorek za ucelem eliminace tvorby akrylamidu
béhem néstiiku z ptitomnych prekurzorii. Novéjsi pristupy vyuzivaji HPLC-MS nebo 1épe
HPLC-MS/MS, piiCemz je vyuzivand metoda izotopov€é znaCeného standardu a/nebo
derivatizace (napt. 2-merkaptobenzoovou kyselinou). [140]

V této studii byla pro GC-MS analyzu akrylamidu zvolena derivatiza¢ni metoda,
pfiniz se k modifikaci analytu vyuziva bromacni smési tvofené bromidem a bromi¢nanem
draselnym. Reakce probihala v prostfedi 10 % kyseliny sirové. V hmotnostnim spektru
2,3-dibrompropanamidu (Obr. 73) chybi molekularni ion (229 m/z). Pro kvantifikaci tedy
byly zvoleny ionty 150 nebo 152 m/z (retencni ¢as 12,86 min), ktery vznikl odstépenim
"Brnebo ¥'Br. Jelikoz jsou intenzity tdchto piku piiblizng v pomdru 1:1 (100 : 97,3), lze
v rekonstruovaném iontovém chromatogramu pro ionty 150 a 152 m/z bromovany derivat

snadno identifikovat a stanovit (Obr. 74).
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Obr. 73: Hmotnostni spektrum 2,3-dibrompropanamidu

4.5.1 Analyza akrylamidu v bramburkach

Pro stanoveni pfirozené koncentrace akrylamidu v bramborovych lupinkach byla
aplikovana metoda standardniho ptfidavku v rozmezi koncentraci 0 - 50 mg/kg. Brambtrky
byly homogenizovany a extrahovany vodou. Pfidanim hexanu k extrahovanému vzorku byly
odstranény tuky z vodné faze. Kalibracni standardy byly pfipraveny rozpusténim akrylamidu
ve vodném extraktu. Déle nasledovala derivatizace smési KBr a KBrO; v pfitomnosti 10 %
H,SO,4 a analyza GC-MS. Pro kvantifikaci akrylamidu byly zvoleny ionty 150 a 152 m/z
(reten¢ni cas 12,86 min). Kalibra¢ni pfimka vykazovala linearni pribéh (Obr. 75). Z nej-
niz§iho ptidavku byla stanovena pfirozena koncentrace akrylamidu v brambirkach, kterd

¢inila 53,59 pg/kg.
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Obr. 75: Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni akrylamidu ve vzorku s vyuzitim derivatizace
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5 ZAVER

Cilem studie bylo navrhnout netradi¢ni derivatizacni postupy v plynové chromatografii.
Vybér analytl (karbonylové slouc¢eniny, aminokyseliny, kyselina pyrohroznova a sotolon) byl
realizovan z hlediska potieb pro dalsi vyzkumy. Pro vybrané latky je typické, ze jejich
analyza plynovou chromatografii je bez piedchozi derivatizace obtizna, v nékterych ptipadech
dokonce nemoznd. Jako matrice bylo zvoleno vino, vnémz se vSechny studované latky
pfirozené¢ vyskytuji. Studium bylo déle doplnéno o vstupni experiment smétujici k analyze
akrylamidu v potravinach.

Pfevedenim nizkomolekularnich karbonylovych sloucenin na méné t€kavé derivaty se
zamezi jak jejich koeluci s rozpoustédlem na pocatku analyzy, tak ztratdm béhem manipulace.
Témito vlastnostmi se vyznacuji thiazolidinové derivaty, které vznikaji kondenzaci
cysteaminu s karbonylovymi slou¢eninami. Karbonylové slouc¢eniny ve vin€ byly
derivatizovany vodnym roztokem cysteaminu o pH 8 (vysledné pH reakéniho roztoku bylo
7,3 — 7,7). Prostfednictvim plynové chromatografie byly zjistény teploty varu jednotlivych
thiazolidinovych derivati. Stanoveni vychazelo z poznatku, Ze pfi separaci na nepolarni
koloné je elu¢ni poradi dané potadim posloupnosti teplot varu. Experimentem bylo zjisténo,
7ze se teploty varu po derivatizaci karbonylovych sloucenin vyrazné zvysi, coz vede
k dostatecnému zvySeni retence pro selektivni stanoveni (napt. pro acetaldehyd je tabelovana
t.v.21 °C, pro 2-methylthiazolidin je tabelovand t. v. 160-163 °C [141] a zm¢fena
t. v. 155, 85 °C).

Dale bylo zjisténo, ze pH prostiedi vyznamné ovliviiuje jak tvorbu derivati, tak jejich
extrakcei. V ptipad¢ alifatickych aldehydt je tfeba, aby hodnota pH reakéni smési byla nad 7,
kdy je =zajistén kvantitativni prib&éh derivatizace a extrakce. NejvétSich vytézkl
u aromatickych aldehydii bylo dosazeno pii pH~7 a pfi dal$im zvySovani pH vytézky klesaly.
Metoda miize byt tedy vyuzita jak pro alifatické, tak aromatické aldehydy. Je také vhodna
i pro nekteré ketony. V ramci této studie byl sledovan aceton, u n¢hoz byl pozorovan nartst
vytézku derivatiza¢ni reakce az do pH 10. Pomoci pfipraveného standardu 2-fenylthiazolidinu
byla pro benzaldehyd stanovena vytéZnost extrakce 99,97 % a vytéznost celkového postupu
(derivatizace a extrakce) 79,68 %.

Navrzend metoda byla déale aplikovdana pro stanoveni acetaldehydu, 4-hydroxy-

benzaldehydu a acetonu ve vzorku Cerveného vina, pficemz vysledky analyzy byly dale
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uplatnény ve studiu anthokyanina. Jako srovnavaci metoda byla zvolena analyza vyuzivajici
SPME bez ptedchozi derivatizace. V ptipad¢ acetaldehydu a 4-hydroxybenzaldehydu vedla
derivatizace k vyrazné lepsi symetrii piku a ve vSech pfipadech bylo derivatizaci dosazeno
mnohonasobné vyssi i€innosti separace a tedy 1 niz§ich limit detekce.

Kyselina pyrohroznova ve viné byla nejprve kondenzaci s o-fenylendiaminem
prevedena na 2-hydroxy-3-methylchinoxalin, ktery byl dale podroben silyla¢ni reakci
s BSTFA. Bylo zjisténo, ze v ptipad¢ kyseliny pyrohroznové je dvoukrokova derivatizace
prizniveéjsi nez derivatizace jednoducha. Navzdory casové ndro¢nosti provedeni, je
dvoukrokovou derivatizaci dosazeno vyss$i tékavosti analytu, lepsi symetrie piku a ucinnosti
separace, a tedy 1 niz$ich limita detekce. Metoda byla rovnéz uplatnéna pii stanoveni kyseliny
pyrohroznové ve vzorcich vina, pficemz vysledky byly opét uplatnény ve studiu
anthokyanint.

Pro derivatizaci sotolonu byla zvolena silylace pomoci BSTFA. Reakce se
vyznaCovala rychlosti a jednoduchosti. Metoda derivatizace byla porovnavana s metodou
pfimého nastiiku a bylo zjisténo, Ze derivatizaci je dosaZzeno mnohondsobné vyssi symetrie
piku, Gc¢innosti chromatografické separace a vyssi citlivosti stanoveni. Pro redlnou analyzu
byla zvolena vina s vysokym obsahem zbytkového cukru. Stanovené koncentrace sotolonu
byly v rozmezi 18,99 - 82,59 pg/l a zjistény limit detekce a kvantifikace byl 3,985 pg/l
a 5,905 pg/l. Jako alternativni metoda byla zvolena derivatizace ¢inidlem TBDMSCI, které
oproti BSTFA poskytuji hydrolyticky stabilnéjsi derivaty. Analyzou ptedlozenych vzorkl vin
se dospélo k podobnym vysledkiim jako v ptipad¢ derivatizace s BSTFA. Jednou z nevyhod
silylacnich postupil je citlivost ¢inidel vii¢i vlhkosti.

Aminokyseliny ve viné¢ byly derivatizovany ethylchloroformidtem ve vodné-
organickém prostiedi. Reakce se vyznacovala jednoduchosti a rychlosti provedeni. Metody
bylo vyuzito pfi sledovani pfirozeného zastoupeni aminokyselin ve vinech lisici se technologii
vyroby. Ve viné Mistelle de Muscat, v némz bylo nalezeno stopové mnoZzstvi sotolonu, byla
zaznamenana také pfitomnost threoninu. Na druhé stran¢ ve vin¢ Veltlinském zeleném nebyl
pritomen ani sotolon, ani threonin. Vysledky této prace se priklanéji k hypotéze, ze by
threonin mohl byt jednim z prekurzorii sotolonu.

Bromace je zcela odliSny typ derivatizace, ktery miize mit charakter jak elektrofilni
adice, tak elektrofilni substituce. Bromace, zalozend na adici bromu na dvojnou vazbu

analytu, byla vyuzita pfi stanoveni akrylamidu v bramborovych lupinkach, ve kterych
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akrylamid vznikd pfi smazeni. Jako derivatizatni ¢inidlo byl zvolen bromid a bromic¢nan
draselny, reagujici s analytem v kyselém prostiedi. Zjistény obsah akrylamidu v bramboro-

vych lupinkach byl 53,59 ug/kg. Vyzkum v této oblasti je nadale predmétem dalSiho studia.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AA anhydrid kyseliny octové

ACN acetonitril

ADP adenosindifosfat

Ala alanin

As asymetricky faktor

ATP adenosintrifosfat

BEA 2-N-benzylethanolamin

BHA benzylhydroxylamin

BSA bistrimethylsilylacetamid
BSTFA N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
DCTFA 1,3-dichlortetrafluoraceton
DCTFA 1,3-dichlortetrafluoraceton
DKS derivat karbonylové slouceniny
DMDAS dimethyldiacetoxysilan

DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNPH 2,4-dinitrofenylhydrazon

DVB divinylbenzen

ECD detektor elektronového zachytu
EI+ pozitivni elektronovéa ionizace
FFAP volna nasycené kysela faze
FID plamenové ionizacni detektor
GC plynova chromatografie

Gly glycin

HFBA anhydrid kyseliny heptafluorméselné
HFBI heptafluorobutyrylimidazol
His histidin

HMDS hexamethyldisilazan

HMP 2-(hydroxymethyl)-piperidin
HPLC kapalinova chromatografie

HS head-space

Ile isoleucin

KS karbonylova slou¢enina

Leu leucin

L-L extrakce kapalina-kapalina

Lys lysin

M molarni hmotnost

MBTFA N-methyl-bis(trifluoroacetamid)
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methyl-8-reagent
MS

MSA
MSTFA
MTBSTFA
MX

N

NAD'
NADH
NCI

NPD
OPDA
PDMS
PEPOH
PFBBr
PFBCl
PFBHA
PFBO
PFPA
PFPH
PFPI

Phe

Pi

Pro

SIM

SPE
TBDMS
TCPH
TFAA
TFAI
THF

Thr
TMAH
TMCS
T™S
TMSDEA
TMSDMA
TMSIM
Tyr

Val

N,N-dimethylformamid dimethylacetal

hmotnostni spektrometrie
N-methyl-N-trimethylsilylacetamid
N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamin
N-methyl-N-t-butyldimethylsilyltrifluoroacetamid
3-chloro-4-(dichlormethyl)-5-hydroxy-2[5SH]-furanon
pocet teoretickych pater
nikotinamidadenindinukleotid

redukovana nikotinamidadenindinukleotid
negativni chemicka ionizace

dusikofosforovy detektor

o-fenylendiamin

polydimethylsiloxan
pentafluorpropanol

pentafluorbenzyl bromid

pentafluorbenzolychlorid
O-pentafluorbenzylhydroxylamin
O-pentafluorbenzyloxim

anhydrid kyseliny pentafluorpropionové

pentafluorfenylhydrazin
pentafluoropropionylimidazol
fenylalanin

monofosfat (PO4)

prolin

selektivni iontovd hmota
extrakce tuhou fazi
t-butyldimethylsilylova skupina
2,4,6-trichlorfenylhydrazin
anhydrid kyseliny trifluoroctové
trifluoracetylimidazol
tetrahydrofuran

threonin

trimethylanilinium hydroxid
trimethylchlorsilan
trimethylsilylova skupina
N,N-diethyl-N-trimethylsilylamin
N,N-dimethyl-N-trimethylsilylamin
trimethylsilylimidazol

tyrosin

valin
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8 PRILOHY

8.1 Hmotnostni spektra derivati karbonylovych sloucenin
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Obr. 76: Thiazolidin
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Obr. 77: 2-methylthiazolidin
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Obr. 78: 2,2-dimethylthiazolidin

Abundance 88
750000
650000
550000
450000
350000
250000
150000

6170
41
50000 30 Ll 53‘\ i ‘ 80,

131
‘s 102 115123 141 154 168 192
miz-> 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Obr. 79: 2-isopropylthiazolidin
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Obr. 80: 2-propylthiazolidin
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Obr. 81: 2-butylthiazolidin
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Obr. 82: 2-pentylthiazolidin

Abundance

65000

55000

45000

35000

25000

15000

5000

m/z-->

39

155

81 109
94

122
“138 ‘M 171 193 215 237247
| .

26 40

60

80 100 120 140 160 180 200 220 240

Obr. 83: 2-(2-furyl)thiazolidin
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Obr. 84: 2-fenylthiazolidin
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Obr. 85: 2-(4-hydroxy)-fenylthiazolidin
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8.2 Hmotnostni spektra derivati aminokyselin
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Obr 86: ecthylester N-(ethoxykarbonyl) alaninu
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Obr. 87: ethylester N-(ethoxykarbonyl) glycinu
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Obr. 88: cthylester N-(ethoxykarbonyl) valinu
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Obr. 89: ethylester N-(ethoxykarbonyl) leucinu
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Obr. 90: ethylester N-(ethoxykarbonyl) isoleucinu
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Obr. 91: ethylester N-(ethoxykarbonyl) threoninu
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Obr. 92: ethylester N-(ethoxykarbonyl) prolinu
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Obr. 93: ethylester N-(ethoxykarbonyl) fenylalaninu
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Obr. 94: ethylester N-(ethoxykarbonyl) lysinu
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Obr. 95: ethylester N-(ethoxykarbonyl) histidinu
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Obr. 96: ethylester N-(ethoxykarbonyl) tyrosinu
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