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ABSTRAKT

Tato bakaldiskd prace je zaméfena na zavedeni metody stanoveni t€kavych aromaticky
aktivnich latek v riznych typech ptirodnich a tavenych syru.

V teoretické cCasti jsou popsany zakladni skupiny aromatickych latek. Dale metody
vyuzivané pro jejich stanoveni se zaméfenim na mikroextrakci pevnou fazi a plynovou
chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii.

Experimentalni ¢ast se zabyva predevsim optimalizaci vybranych parametrti metody. Pro
extrakci t€kavych latek z matrice vzorku bylo zvoleno vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um,
slouCeniny byly nasledné stanoveny plynovou chromatografii spojenou s hmotnostni
spektrometrii.

V ramci validace byla ovétena opakovatelnost metody, RSD reten¢nich ¢asti < 1 %, RSD
ploch pikit 7-21%. Optimalizovana metoda byla nasledné aplikovand na modelovy vzorek
taveného syra, ve kterém bylo identifikovdno 14 sloucenin, z toho 3 alkoholy, 3 aldehydy, 7
esterd a 1 keton.

ABSTRACT

This work deals with the introducing of the method for the determination of volatile aroma
active compounds in different types of natural and processed cheeses.

The theoretical part describes the basic groups of aroma compounds. Than the methods
used for their determination with focusing on solid phase microextraction and gas
chromatography coupled with mass spectrometry are described.

The experimental part deals with the optimization of the selected method parameters. For
extracting volatile substances from the sample matrix the fiber DVB/CAR/PDMS 50/30 pm
was selected, these compounds were then determined by gas chromatography coupled with
mass spectrometry.

In the frame of validating proces the repeatability of the method was verified, RSDs of
retention times < 1 %, RSDs of peak areas in rage 7-21%. The optimized method was then
applied on the model sample of processed cheese, where in total 14 compounds were
identified, including 3 alcohols, 3 aldehydes, 7 esters and 1 ketone.
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1 UVOD

Senzoricky aktivni latky charakteristicky ovliviluji senzorickou jakost potravin.
Nejvyznamnéj$i zastoupeni mezi témito latkami maji latky vonné (aromatické). Vznik
aromatickych latek je zplisoben sekundarnimi produkty metabolismu pouzitych surovin nebo
vznikaji pfi zpracovani a skladovani potravin. Aromatické latky jsou veskeré slouceniny,
které¢ vykazuji vjem viné a chuti. Mezi hlavni zéstupce fadime uhlovodiky, alkoholy,
aldehydy, ketony, kyseliny a estery. VSichni tito zastupci jsou nedilnou soucasti vSech druhti

syru.

Identifikaci aromatickych slou¢enin je mozno uskutecnit rGznymi metodami. V této
bakalaiské praci byla vyuzita metoda GC-MS. V soucasnosti bézna analyticka metoda, ktera
kombinuje vysokou separacni schopnost kapilarni plynové chromatografie s vysoce
specifickou MS detekei. K ziskani extraktu aromatickych latek existuje mnoho vyvinutych
metod, mezi néZ patii destilace s vodni parou, extrakce rliznymi rozpoustédly, simultanni
destilace—extrakce, superkriticka fluidni extrakce, headspace metody, extrakce tuhou fazi ptip.
mikroextrakce tuhou fazi.

Cilem této prace bylo nalézt optimalni podminky a ovéfit vybrané validacni parametry
metody stanoveni té¢kavych aromatickych latek v ptirodnich resp. tavenych syrech, zalozené
na pouziti mikroextrakce tuhou fazi a néasledné analyze pomoci plynové chromatografie s
hmotnostni detekci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Aromatické latky

Senzorickou jakost potravin urcuji piitomné senzoricky aktivni latky (SAL), tj. latky, které
vnimame svymi smysly. K nejvyznamnéj$im senzoricky aktivnim latkdm patii latky vonné
(tzv. aromaticky aktivni, resp. aromatické), chutové, barviva a latky urcujici texturu [1].
Podle zptisobu vzniku Ize SAL rozdélit do dvou zakladnich skupin: primarni a sekundarni.
Jako primarni SAL jsou oznacovany ty, které jsou jiz pfitomny v potravinach jako produkty
sekundarniho metabolismu pouzitych surovin. Latky vznikajici jako produkty enzymovych a
neenzymovych reakci bilkovin, lipidd a sacharidi se nazyvaji sekundarni SAL. K jejich
vzniku dochézi pfi zpracovani a skladovani potravin, zejména pfi fermentacnich pochodech a
tepelné zatézi [2, 3]

Aromatické latky jsou veSkeré slouceniny, které vykazuji vjem viné a chuti. Latky, které
pusobi na cichové receptory, se nazyvaji vonné. Mohou zirovenn plisobit na receptory
chutové, poté jsou rovnéz latkami chutovymi. Lze je nalézt v kazdé skupiné organickych
sloucenin (viz déle), pficemz celkovy charakter potraviny urcuje zpravidla vice téchto latek
(2, 4].

2.1.1 Uhlovodiky

Uhlovodiky jsou pfirozenou slozkou mnoha potravin. Uhlovodiky vyskytujici se
v potravinach mizeme podle struktury dé€lit na alifatické, alicyklické a aromatické. Vznikaji
hlavné jako sekundarni produkty oxidace lipida. Pro aromatizaci potravin jsou pomérné¢ malo
pouzivané, ale vyuzivaji se jako vychozi slozky pro syntézy jinych vonnych latek. Nékteré
uhlovodiky (hexan) nebo jejich smési (petrolether) maji uplatnéni jako rozpoustédla v oblasti
vonnych a chutovych latek a v tukovém primyslu [2, 5].

2.1.2 Alkoholy

Alkoholy a fenoly je moZné povaZovat za prvni stupen oxidacni fady uhlovodiki. Byvaji
jak primarnimi, tak sekundarnimi vonnymi a chutovymi latkami rostlinného a rovnéz
zivociSného pivodu. Nejvyznamnéjsi jsou volné primarni alkoholy a jejich estery, které tvori
aroma zejména u ovoce a alkoholickych napojl. Pfirodnimi vonnymi latkami jsou zejména
niz§i alifatické nenasycené a nasycené alkoholy. Vazany etanol je v malém mnoZstvi béZnou
slozkou aroma mnoha potravin. Volny etanol vznika jako hlavni produkt alkoholového
kvaSeni. Proto se vyskytuje ve vSech alkoholickych napojich, tést¢ a kysanych mlécnych
vyrobcich. Vlivem mezimolekularnich ptitazlivych sil vodikové vazby jsou alkoholy pomérné

alkoholil patii oxidace a esterifikace, vétSinou enzymové katalyzované [5, 3].

2.1.3 Aldehydy

Jako vonné latky maji vyznam skoro vSechny nasycené alifatické aldehydy.
Monoterpenové aldehydy jsou dulezité latky ze skupiny nenasycenych alifatickych aldehydu.
Aminokyseliny a nenasycené mastné kyseliny pfitomné v lipidech jsou prekurzory mnoha
senzoricky aktivnich karbonylovych slou€enin. Z aminokyselin aldehydy wvznikaji jako



sekundarni produkty alkoholového a mlééného kvaSeni. Streckerovou degradaci zase vznikaji
pii termickych procesech [2, 3].

2.1.4 Ketony

Obdobn¢ jako aldehydy se rovnéz ketony vyskytuji jako primarni nebo sekundarni slozky
aroma potravin a potravinaiskych surovin. Znacnd fada ketonii se vyznacuje
charakteristickym pachem, a proto se uplatituji jako zadouci 1 nezaddouci slozky rtiznych
aromat. NejrozsifenéjSim ketonem je aceton. Vznika dekarboxylaci acetoctové kyseliny, ktera
se tvoii jako meziprodukt degradace mastnych kyselin B-oxidaci nebo jinymi mechanismy
[3].

2.1.5 Kyseliny

Karboxylové kyseliny jsou dilezité slozky rostlinnych produktii. Nejcastéji se
v potravinach vyskytuji karboxylové kyseliny alifatické, alicyklické a aromatické nebo
heterocyklické. Podle obsahu karboxylovych skupin se déli na monokarboxylové a
polykarboxylové. Vicesytné karboxylové kyseliny jsou vyznamné piedev§im jako chutové
latky. Mnoho druhti karboxylovych kyselin je prekurzorem vzniku vonnych a chutovych
latek jakou jsou estery a laktony [2, 5].

2.1.6 Estery

Estery jsou produkty reakce kyselin s alkoholy. V potravindch patii k nejrozsifencjSim
slou¢enindm. Nejb&€znéjsi jsou estery jednosytnych kyselin, méné cCasté jsou pak estery
kyselin vicesytnych. Hlavni slozkou priméarniho aroma ovoce, zeleniny, napoji a kofeni jsou
estery niz§ich mastnych kyselin a nizsich alkoholl. Pti zahtfevu a dlouhodobém skladovani
estery vznikaji také sekundarné [3, 5].

2.1.7 Aromatické latky v syrech

Syry jsou typické mnoha aromatickymi latkami, pfi€emZ se jednotlivé druhy syru zna¢né
lisi vjejich kvalitativnim 1 kvantitativnim zastoupeni. Tvrdé syry typu Gouda jsou
charakteristické nékterymi estery (ethyl-butanoat), kyselinami (maselnd, octova, valerova). U
typu Roquefort jsou nejpodstatnéj$i nizS8i mastné kyseliny (hexanovd) a methylketony (2-
heptanon). Syry s mazem na povrchu (Romadur) jsou znamé zastoupenim fenolu, kresolu

nebo acetofenonu. Typ Camembert je typicky houbovou vini, kterd je zpisobena okt-1-en-3-
olem [2, 3, 6].

2.2 Pouzité instrumentalni techniky

2.2.1 Mikroextrakce pevnou fazi

Mikroextrakce pevnou fazi (SPME) je pomérné mladd moderni metoda extrakce. Pii jejim
vyuziti neni potieba rozpoustédel. Patii do kategorie velmi jednoduchych a pfesto t€¢innych
metod. Metoda se fadi mezi rychlé techniky s vyuzitim i pro malé koncentrace analytu [7, 8].

Zaklad metody tkvi v extrakci analytu z roztoku nebo plynné faze na fazi stacionarni, ktera
je upoutdna na kifemenném vlakné (viz Obrazek 1). Po uplynuti urcité doby, kdy probiha
sorpce na pevnou fazi, nasleduje piesun k desorpénimu stupni. Pfi pouziti plynové



chromatografie probihd tepelnd desorpce analytl v nastfikovém prostoru plynového
chromatografu [5, 9].

Exirakee Erok 3

-

—_— L.

Krok 1
Ex

|

Obrazek 1: Schema SPME vidkna [22)]

2.2.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je separani metoda, ktera slouzi k odd€leni a stanoveni
analyzovat tékavé anorganické latky ¢i netékavé anorganické latky po prevedeni na tekavy
derivat [10]. Metoda spociva v rozdéleni slozek mezi dvé faze, kde jsou dané slozky vzorku
rozdéleny na zéklad€ odliSnych interakci se staciondrni fazi a jsou postupné vymyvany fazi
mobilni. Jednotlivé slozky opoustéjici kolonu jsou nasledné identifikovany pomoci detektoru

[11].

vzorek vystup plynu do atmosfery
] 4 signal detektoru
S Ff@—ﬂi@
\ \ N vyhodnocovaci
\ il
detextor  2anizen

davkoval glona
regulaéni
systém

\ termostat

gistici zafizeni
zdroj nosného plynu

Obrazek 2: Schéma plynového chromatografu [12]

2.2.2.1 Instrumentace plynové chromatografie

Podle stacionarni faze lze plynovou chromatografii rozdélit na adsorp¢ni a rozdélovaci. U
plynové adsorpéni chromatografie je primarnim déjem adsorpce sloZzky z plynné faze na
povrch tuhého adsorbentu. Tato metoda je omezena na pouZiti pro plyny a nékteré kapaliny
s nizkou molekularni hmotnosti. Plynova rozdélovaci chromatografie vyuziva jako stacionarni
fazi net¢kavou kapalinu, kterd je nanesena na povrchu tuhého nosice [10, 11].
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Nosny plyn

Mobilni faze (nosny plyn) je vyuzivany jako inertni transportér slozek plynného vzorku.
Podle zplisoby detekce se vyuziva vodik, helium, dusik nebo argon. Zdrojem téchto plynt
byvaji nejcastéji tlakoveé lahve, které jsou opatfeny regulatory tlaku a prutoku. Je kladen diraz
na vysokou c¢istotu nosnych plynd, proto jsou zde rovnéz pfipojeny suSi¢ky ¢i absorbenty
kysliku [10, 11].

Davkovaci zaiizeni

Dévkovaci zafizeni je urCené k pievedeni zkoumaného vzorku do plynného stavu a
naneseni na zacatek kolony. Teplota injektoru je zpravidla vyssi o cca 50°C nez teplota
kolony a teplota nejméné tékavé slozky. Nejvyuzivangjsi typy davkovact jsou [11, 14]:

e davkovani bez délice toku — splitless injector

e davkovani s déli¢em toku — split injector

e davkovani s programové zvySovanou teplotou vyparovani vzorku
e davkovani pfimo do kapilarni kolony — on column injector

Druhy kolon

Kolony vyuzivané pro plynovou chromatografii jsou ndpliové a kapilarni. Napliové
kolony jsou trubice plnéné adsorbenty nebo nosici, na kterych je nanesena stacionarni faze.
V soucasnosti jsou upiednostnény kolony kapilarni diky jejich vys§i ucinnosti. Kapilarni
kolony se nej€astéji vyrabi z kfemene nebo skla. Stacionarni faze je zde upevnéna ve formé
tenk¢ho filmu na sténach kolony [10, 14].
Termostat

Zajistuje udrZeni konstantni a dostatecné vysoké teploty davkovace, kolony a detektoru.
Jednotlivé ¢asti plynového chromatografu maji sviij vlastni termostat. Regulaci teploty kolony
ovlivitujeme retencni Cas [11, 12].
Detektory

Nedilnou soucésti plynového chromatografu je detektor, ktery ma za tikol rozpoznat

elektroda

jonizaéniho
napéti

hoi'dk

Obrazek 3: Schema FID detektoru [12]

signdly pfi priachodu nosného plynu obsahujiciho eluovanou slozku. Hlavnimi parametry pro
volbu detektorti jsou citlivost, odezva, Sum signélu, nejmensi detekovatelna koncentrace nebo
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hmotnostni pritok. Pro analyzu organickych sloucenin se nejvice vyuziva plamenovy
ionizacni detektor (FID) (viz Obrazek 3). Tento detektor vyuziva tvorby iontl a elektronii,
které vznikaji spalenim slozek unaSenych nosnym plynem. Tyto ¢astice proudi mezi dvé
elektrody, na nichz je vlozeno stejnosmérné napéti. Vzniklé ionty zvysuji vodivost plamene a
detektorem prochazi proud, ktery je piimo umérny koncentraci analyzované latky v nosném
plynu [10, 11].

2.2.3 Hmotnostni spektrometrie

Je to vysoce ucinna a Siroce vyuzivana fyzikalné chemickd metoda. Hlavni vyuziti této
metody je predevSim v oblasti stopové analyzy organickych latek s cilem zjistit jejich
strukturu. Velky vyznam ma hmotnostni spektrometrie po spojeni se separacnimi metodami.
Metoda spociva v urovani hmotnosti atomti, molekul a jejich ¢asti po jejich prevedeni na
kladn¢ nebo zaporné nabité ionty [13].

Instrumentace

Bézny hmotnostni spektrometr se sklada ze vstupu, iontového zdroje, separatoru, detektoru
se zesilovaem a zdznamovym zafizenim a vakuového systému [10].

Vstup

R I S S H
i i : D
: I , : ' ) 1
' ontovy | | Hmotnostni '

. R Detektor —
E zdroj analyzitor T’ —
' :
; 4
------------- , f-----------

Vakuovy

1 i
] 2 1
i systém !

L----------'

Obrazek 4: Schéma hmotnostniho spektrometru [14]

Vstup

Je to misto, kde se pfivadi vzorek do hmotnostniho spektrometru. Standardné se vyuziva
vstup pies zasobnik o objemu 1-2 1. Zde se vzorek vypafi pfi zvySeném tlaku a malym
otvorem putuje do iontového zdroje. Zavadéni vzorku pfimo do iontového zdroje je mozné u
malo tékavych latek. Pro techniku plynového chromatografu spojeného s hmotnostnim
spektrometrem se vyuziva tzv. chromatograficky vstup [10].

Iontovy zdroj

Tady vznikaji zmolekul vzorku ionty. Vznik je zplsoben nevratnym odStépenim
valen¢nich elektronli. Podle velikosti dodané energie se ionizacni techniky déli na mekké a
tvrdé. Existuji ti1 zakladni ionizaéni techniky [10, 14]:

1. Ionizace narazem elektronu
2. Chemicka ionizace
3. Sprejové ionizacni techniky
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Hmotnostni analyzator

Zatizeni, které déli vzniklé ionty podle poméru jejich hmotnosti a naboje m/z. Je znamo
nekolik druhti separatori:

e sektorovy separator — je tvoien elektromagnetem s pdlovymi ndstavei ve tvaru
kruhové vysece. lonty o wurcité kinetické energii vstupuji do homogenniho
magnetického pole, kde na né¢ plsobi Lorentzova (dostfediva) sila, ktera je
v rovnovaze se silou odstfedivou. Jestlize jsou tyto sily v rovnovaze tak ¢astici o dané
hmotnosti odpovida urcity polomér drahy r.

e kvadrupolovy separator — je sestaven ze Ctyf tyC¢i kruhového priufezu (viz Obrazek 5),
které jsou pfipojeny ke zdrojim stejnosmérného a vysokofrekvencniho stfidavého
napéti. lonty, které se dostanou mezi tyce, zacnou oscilovat. Podle zvolenych hodnot a
pomeéru stejnosmérného a stfidavého napéti, projdou kvadrupdlem ionty jen o urcité
hodnoté m/z.

detektor

jont.ovy
zdroi

Obrazek 5: Schéma kvadrupolového separatoru iontii [10]

e iontova past — je slozena ze tii elektrod. Vstupni elektrodou se pfivedou ionty do
iontové pasti. Na stfedni prstencovou elektrodu se pfivadi stiidavé napéti. lonty
vykonavaji v pasti kruhovy pohyb. Drahy iontl o niz§i hmotnosti zacnou postupné
vyletovat otvory ve vystupni elektrodé. Tento druh separdtorti je znam nizkou

rozliSovaci schopnosti [10, 14].

Detektor

Detektory vyuzivané v hmotnostni spektrometrii se déli do dvou kategorii:

1. detektory pro pfimd méteni — zaznamenavaji elektricky proud vznikajici po dopadu
iontl. Tyto detektory se pouZzivaji pro specifické Ucely, napf. pro stanoveni presného
izotopového zastoupeni prvkll nebo pii urovani stafi hornin.

2. nasobicové detektory — vyuzivaji nasobeni elektronti vytvoienych po dopadu iontt.
Vyuziti téchto detektori je ve veétSin€ instrumentaci. Difive pouzivané
elektronnasobicové detektory jsou postupné nahrazovany fotonasobicovymi detektory
s delsi zivotnosti a vys$i citlivosti [ 14].

Vakuovy systém
U vzniklych iontlh nesmi dochazet k nechténym srazkam. Aby se tak nestalo, je potieba,

aby v celém systému byl udrzovan velmi nizky tlak. Pro tlak v rozmezi 10~ — 10™ Pa jsou
pouzivany turbomolekularni vyvévy. Pro tlaky niZ§i obvykle difuzni vyvévy [11].
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2.2.4 Plynovy chromatograf spojeny s hmotnostnim spektrometrem

Plynovy chromatograf spojeny s hmotnostnim spektrometrem (GC—MS) je Siroce rozsifena
metoda. UmozZiuje bezpecné identifikovat a kvantifikovat jednotlivé slozky slozitych smési
latek. Metoda vyuZzivajici separacnich schopnosti plynového chromatografu a identifika¢nich
vlastnosti hmotnostniho spektrometru je nedilnou soucasti pro feSeni slozitych analytickych
problém [10].

2.2.4.1 Chromatograficky vstup

Nejvétsim problémem je zplusob propojeni obou zafizeni vzhledem k jejich tlakové
nekompatibilité. Hlavnim pfedpokladem spravného spojeni GC-MS je u€inny Cerpaci systém,
ktery odcerpa nadbyte¢né mnozstvi nosného plynu. U vysoce ucinnych Cerpacich systémi se
vyuziva tzv. piimy vstup. Pokud tomu tak neni, byva zavedeno propojeni s délicem. Ten je
umistény na vystupu z kolony a déli proud nosného plynu s eluovanymi slozkami do dvou
vétvi. Jedna vstupuje do bézného detektoru a druha do iontového zdroje [10, 14].

2.2.4.2 Vybér kolony a plynu

Kromé kritérii, jako je primér kapilary nebo tloustka vrstvy staciondrni faze, kterd plati
pro optimalni dosaZeni chromatografické separace, je dale vyb&r omezen hmotnostnim
spektrometrem. Doporucuje se vyuzivat kolony s chemicky vadzanou stacionarni fazi a
s nizkym pokrytim. Negativni vliv na stabilitu stacionarni fdze mé plsobeni vysoké teploty a
vakua, kterym je vystavena kolona v zavislosti na spojeni s iontovym zdrojem. Preferovanym
nosnym plynem je helium [14].

Obrazek 6: Pouzity plynovy chromatograf Trace™ 1310 s hmotnostnim spektrometrem ISQ™ LT

2.3 Validace metody

Jednim z cilii této prace je validace GC-MS metody pro stanoveni aromatickych latek
v potravinovych matricich. Validace je proces, pii kterém se posuzuje platnost vybrané
analytické metody. Nejcastéji se provadi u zavedeni nové metody, nebo pokud rozsifujeme
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pouziti platné metody o jiny ucel. Za zakladni validaéni parametry jsou povazovany
opakovatelnost, linearita, meze detekce a meze stanovitelnosti [15, 16].

2.3.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost vyjadiuje tésnost shody mezi vysledky nezéavislych méfeni stejného
vzorku stejnou metodou na stejném materialu, v t¢ samé laboratofi, stejnym pracovnikem,
s vyuzitim stejnych piistrojit v kratkém ¢asovém rozmezi [16].

2.3.2 Linearita

Linearita je definovana jako pfimkové zavislost mezi dvéma proménnymi, a to mezi
analytickym signalem a koncentraci analytu. Linedrnost dvou nahodnych proménnych
charakterizuje korelacni koeficient, ktery nabyvéa hodnot v rozmezi 0—1. Cim vic se koeficient

2.3.3 Mez detekce

Mez detekce udava nejmensi mnozstvi latky, které je mozné danou metodou stanovit. Toto
mnozstvi vSak nemusi byt kvantifikované jako exaktni hodnota. Koncentrace, pro kterou je
analyticky signal patrn¢ odliSny od Sumu, odpovida mezi detekce. Pro separani metody je
mez detekce rovna trojnadsobku Sumu zékladni linie [15, 16].

Pro separa¢ni metody se vyuziva ke stanoveni meze detekce hodnota signalu slepého
pokusu. Z chromatogramu slepého pokusu se uréi maximalni kolisani zakladni linie (h,,, )

v oblasti dané dvaceti nasobkem polositky piku stanovovaného analytu.

Pro odezvu meze detekce plati:

Yp =3 Ny ()
Pro koncentraci na mezi detekce:
Yb 2)
Xp ="
D bl

Smeérnice kalibracni pfimky b, musi byt z koncentracni zavislosti y =5, - x, kde y je vySka
chromatografického piku [15].
2.3.4 Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti vyjadiuje nejniz§i mnozstvi stanovované latky, kterou lze stanovit jako
exaktni hodnotu se stanovenou pifesnosti. RovnéZ mez stanovitelnosti odpovida koncentraci,
pfi které je presnost stanoveni takova, ze dovoluje kvantitativni vyhodnoceni. U separacnich
metod je mez stanoveni charakterizovana jako desetindsobek Sumu zékladni linie.

Pro odezvu meze stanoveni plati:

Vs =10 3)
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Pro koncentraci na mezi stanoveni:

o2 )

Pro y =5, - x jsou charakteristické stejné podminky jako pro stanoveni meze detekce [15].

16



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vzorky

Jako testovaci vzorky byly pouzity: tvrdy syr holandského typu zakoupeny v bézné trzni
siti a modelovy taveny syr vyrobeny na Univerzit¢ Tomase Bati ve Zlin¢ standardnim
technologickym postupem.

Pro analyzu byl syr nakrajen na drobné kousky, promichan a ptisluSna navazka vpravena
na dno vialky. Taveny syr byl promichan a do vialky vpraven injek¢ni stiikackou.

3.2 Chemikalie
Byly pouzity nésledujici standardy aromatickych latek, vSechny v Cistoté p.a.:

e 2-(4-methyl-1-cyclohex-3-enyl) propan-2-ol (a-terpineol), Merck, Némecko
e 2 .6-dimethylokta-2,7-dien-6-ol (linalool), 97%, Alfa—Aesar, Némecko
e 2-methylbutan-1-o0l, 99%, Sigma—Aldrich, Némecko

e 2-methylpropan-1-ol &isty, Lachema, Ceska republika

e 2-methylpropanova kyselina pro syntézu 99%, Merck, Némecko
e 3-hydroxybutan-2-on 98%, Merck, Némecko

¢ 3-methylbutan-1-o0l 98%, Merck, Némecko

¢ 3-methylbutanal 98%, Sigma—Aldrich, Némecko

¢ 3-methylbutanové kyselina pro syntézu 99%, Merck, Némecko
e 4-methylpentan-2-on, Loba Chemie Indo Austranal Co., Indie
e Butan-1-ol ¢&isty, Lachema, Ceska republika

e Butan-2-ol, Reonal, Mad’arsko

e Butan-2-on 99%, Lachema, Ceska republika

e Butanova kyselina 99,5%, Sigma—Aldrich, Némecko

e Butylethanoat 98%, Lachema, Ceska republika

e Damascenon Sigma—Aldrich Nemecko

e Dekan-1-ol pro syntézu 99%, Merck, Némecko

e Dekan-2-on pro syntézu 95%, Merck, Némecko

e E-2-oktanal 94 %, Sigma—Aldrich Nemecko

e E-hex-3-en-1-ol 97%, Sigma—Aldrich, Némecko

e Ethanal pro syntézu 99%, Merck, Némecko

e Ethanol 96%, Lach—Ner, Ceské republika

e Ethanova kyselina 99%, Lach—Ner, Ceska republika

e Ethylbutanoat pro syntézu, 98%, Merck, Némecko

e Ethyldekanoat pro syntézu 99%, Merck, Némecko

e Ethylethanoat p.a. 99,5%, Lachema, Ceska republika

e Ethylheptanoat 98%, Merck, Némecko

e Ethylhexanoat 98%, Merck, Némecko

e Ethylpentanoat 98%, Merck, Némecko

e Ethyloktanoat 98%, Merck, Némecko

e Fenylethanal pro syntézu 90%, Sigma—Aldrich, Némecko
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Fenylethanol pro syntézu 96%, Merck, Némecko
Fenylmethanal, Reachim, Rusko

Fenylmethanol pro syntézu, Lachema, Ceska republika
Heptan-2-ol pro syntézu 99%, Merck, Némecko
Heptanal 97%, Merck, Némecko

Hexan-1-ol pro syntézu, Merck, Némecko

Hexanal pro syntézu 98%, Merck, Némecko
Hexanova kyselina pro syntézu, Merck, Némecko
Methanol 99,5%, Lach—ner, Ceska republika
Methylethanoat 99%, Merck, Némecko

Nonan-2-ol 98%, Merck, Némecko

Nonan-2-on pro syntézu, 98%, Merck, Némecko
Nonanal pro syntézu, Merck, Némecko

Okt-1-en-3-o0l 98%, Sigma—Aldrich, Némecko
Oktan-2-0l 98%, Fluka Chemie, SV}’/carsko

Oktanal pro syntézu 98%, Merck, Némecko

Oktanova kyselina p.a., Reachim, Rusko

Pentan-2-ol pro syntézu, Merck, Némecko
Pentan-2-on pro syntézu, Merck, Némecko

Pentanal pro syntézu 98%, Merck, Némecko
Propan-2-on 99%, Lachema, Ceska republika
Propanal pro syntézu 98%, Merck, Némecko
Propanova kyselina pro analyzu 99%, Merck, Némecko
Propylethanoat Cisty, Bruxelus, Belgie
Tetrahydro-4-methyl-2-(2-methylpropenyl)-2H-pyran, Sigma—Aldrich, Némecko
Undekan-2-on pro syntézu, Merck, Némecko
Z-hex-3-en-1-0l 97%, Sigma—Aldrich, Némecko

3.3 Laboratorni vybaveni

3.3.1 Pristroje

Plynovy chromatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Hmotnostni detektor ISQ™ LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA)

Knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 2.0 (Gaithersburg, Maryland, USA)
Analytické digitalni vahy HELAGO, GR-202-EC, Italie

3.3.2 Plyny

Helium, Gistota 4.8, v tlakové lahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceska republika)

3.3.3 Pracovni pomucky
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o DVB/CAR/PDMS 50/30 pm
e Mikropipety BiohitProline (100-1000 um), Spicky
e Vialky o objemu 10 a 20 ml se Sroubovacim magnetickym uzavérem
e B¢&zné laboratorni sklo a pomiicky

3.4 Podminky SPME extrakce

Optimalizace podminek metody byla podstatou této prace, nize uvedené podminky SPME—
GC-MS analyzy byly urceny jako optimalni a budou pouzivany dale pro analyzu vzorkd.

e Doba inkubace (temperovani) 10 min.

e Doba extrakce 20 min.

e Teplota extrakce a inkubace (teplota agitatoru) 40 °C
e Agitator zapnuty 5 s, vypnuty 30 s

e Mnozstvi vzorku 3 g

¢ Hloubka ponoteni vldkna do vialky 20 mm

3.5 Podminky GC-MS analyzy

e Kapilarni kolona TG-WaxMS (30 m x 0,25 mm x 0,5 pum)

e Teplota injektoru (desorpce) 240 °C

e Doba desorpce 40 min.

e Davkovani splitless, ventil uzavien 10 min.

e Hloubka ponofteni vldkna do injektoru 40 mm

e Nosny plyn helium, priitok 1 ml-min™

e Teplotni program: 40 °C s vydrzi 2 min., vzestupny gradient 3 °C/min. do 130 °C
s vydrzi 0 min., vzestupny gradient 5 °C/min. do 200 °C s vydrzi 0 min., celkova doba
analyzy 46 min.

e Hmotnostni detektor v modu EI, energie ioniza¢nich elektroni 70 eV, teplota
iontového zdroje 200 °C, skenovaci rozsah m/z 30—-370 amu, rychlost skenovani 0,2 s

3.6 Statistické zpracovani vysledku

Data byla zpracovdna a vyhodnocena pomoci programu MS Excel 2010. Vysledky
optimalizace parametri jsou vyjadfovany jako plocha piki vybranych slou¢enin na
chromatogramu. V ramci statistického vyhodnoceni bylo pouZito nésledujicich statistickych
parametrii: aritmeticky primér, smérodatna odchylka (SD) a relativni smérodatna odchylka
(RSD).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Podstatu chuti a viin¢ syrti, obecn¢ i jakékoli potraviny, tvoii t€kavé aromatické latky,
které se uvolnuji béhem jejich konzumace. Podle chemického sloZeni sem patii zastupci
prakticky vSech chemickych tfid: uhlovodiky, aldehydy, ketony, alkoholy, fenoly, ethery,
mastné kyseliny, estery, laktony, dusikaté a sirné slouceniny [17, 18]. Pro studium
aromatickych latek v tak komplexni matrici, jako je syr, je dilezité mit i¢innou metodu, ktera
umozni jejich identifikaci a kvantifikaci. Cilem této prace bylo nalézt optimalni podminky a
ovefit vybrané validaéni parametry metody vhodné pro stanoveni tékavych aromatickych
latek zaloZené na technice GC-MS; v soucasnosti b&ézné analytickd metoda, kterd kombinuje
vysokou separaéni schopnost kapildrni plynové chromatografie s vysoce specifickou MS
detekci [12]. Metoda byla vypracovana tak, aby byla pouzitelnd pro analyzu riiznych typt
pfirodnich a tavenych syrd, lze ji vSak aplikovat i na jiné druhy potravinovych matric.

Studiu t€kavych aromatickych latek riznych druhli syrt je dnes vénovana velk4 pozornost
a byla vyvinuta fada analytickych metod vhodnych pro jejich stanoveni. Pro pfipravu extraktu
se pouziva destilace s vodni parou, extrakce riiznymi rozpous$tédly, simultanni destilace-
extrakce, superkritickd fluidni extrakce, headspace metody, extrakce tuhou fazi pfip.
mikroextrakce tuhou fazi. Analytickou koncovku prakticky vzdy tvoii GC nebo GC-MS,
které vyuzivaji jejich t€kavosti [17, 19].

4.1 Optimalizace experimentalnich podminek

Diky evropskému projektu "Modernizace aredlu VUT v Brné* ziskalo nase pracovisté

Obrazek 7: Autosampler TriPlus RSH pro primy nastrik kapalin, headspace a SPME nastrik
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novy moderni pfistroj GC-MS, vybaveny nejmodernéjSim typem autosampleru (viz Obrazek
7), ktery umoznuje pln¢ automatizované provedeni celé analyzy prakticky bez zasahu lidské
ruky. Vzhledem k tomu, Ze obdobna metoda pro stanoveni t¢kavych aromatickych latek je uz
na naSem ustavu zavedena a pomérn¢ dlouhou dobu pouzivani, ale na plynovém
chromatogramu s FID detekci [19, 20], jako vychozi zdklad byly zvoleny zde pouZzivané
podminky, které byly nasledné optimalizovany pro potieby GC-MS, tedy jiny detektor, jina
separacni kolona, jiny nosny plyn.

Parametry byly testovany na modelovych vzorcich pfirodnich a tavenych syrd, pfip. na
smési vybranych standardd. Vzhledem k poctu sledovanych parametra byl sledovan vzdy vliv
jedné proménné, zatimco ostatni parametry zlstaly konstantni. Podminky SPME extrakce
byly optimalizovany tak, aby bylo dosazeno maximdalniho extrakéniho vytézku cilenych
analytl, pficemz extrakéni vytézek byl stanoven jako plocha pikG vybranych analyti na
chromatogramu, v nékterych ptipadech byl bran v uvahu i pocet ziskanych pikd. Podminky
GC-MS analyzy byly optimalizovany za ucelem co nejlepSiho rozliSeni, zisku ostrych a
symetrickych pikd a moznosti nasledné identifikace a kvantifikace. Pro pfesnou analyzu je
potom nezbytné dodrzeni konstantnich podminek méteni i v§ech dale uvedenych parametrti
[8].

4.1.1 Optimalizace SPME extrakce

Pitimé stanoveni aromatickych latek je mozné jen ziidka, protoze se v syrech nachazeji
vétdinou ve velmi nizkych koncentracich (um-ng-kg™). Pied analyzou je tieba je extrahovat
z matrice syra a zakoncentrovat [20].

Pro extrakci aromatickych latek z matrice vzorku byla vyuZita metoda SPME. Jeji hlavni
vyhody jsou jednoduchost, rychlost a pfedev§im velmi Setrné extrakéni podminky, pfi nichZ
nedochazi k tepelné, chemické ani mechanické modifikaci vzorku. Principem SPME je
expozice malého mnoZstvi extrakéni fadze nadbytkem vzorku. Na rozdil od klasickych
extrak¢nich metod neni analyt extrahovan ze vzorku uplné, ale pouze do dosazeni rovnovahy

[8].

4.1.1.1 Vybér typu viikna

Selektivitu a maximalni vytézek extrakéniho procesu lze ovlivnit typem stacionarni faze
pokryvajici SPME vldkno. Stacionarni fdze lze hodnotit podle mnoha kritérii, asi

v

nejvyznamnéjsi je déleni na:

e absorbenty — homogenni ¢isté polymery
e adsorbenty — porézni ¢astice suspendované v polymeru

Pti absorpci je analyt zachycen pifimo ve vrstvé pokryvajici kiemenné vldkno, v ptipadé
adsorpce je analyt zachycen na povrchu poréznich Castic, které jsou suspendované ve vrstve
na povrchu vlékna [8, 21].

Dal§im moZnym dé¢lenim je na polarni a nepolarni. Nepolarni faze jsou efektivngjsi pro
extrakci nepolarnich latek, polarni faze naopak pro extrakci polarnich analytd [8, 21]. V

Tabulce 1 je pro zajimavost uveden piehled zakladnich komer¢éné dostupnych SPME vladken,
pouzité sorpcni materidly, jejich tloustka a doporucené pouziti.
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Volba vhodného vldkna zalezi pfedevsim na vlastnostech analytl: molekulové hmotnosti,

tvaru molekuly, jeji polarit€¢ a pritomnosti funkénich skupin [8]. Dulezitd je také tloustka

vrstvy stacionarni faze: silnéjsi vrstva je schopna sorbovat vétsi mnozstvi analytu, ale
extrakce 1 desorpce trva dlouho. Silngjsi vrstva se tedy hodi pro vice t€kavé latky, protoze
analyt je na tuto vrstvu sorbovan rychleji, ve vétSim mnozstvi a dochazi k menSim ztratam.
Analyty s vy$§im bodem varu se sorbuji dlouho a pfi nedostatecném oSetieni vlakna mezi
jednotlivymi extrakcemi mohou byt pfendSeny az do dalsi extrakce (tzv. ,,carry over efekt®).

Tabulka 1: Prehled komercné dostupnych SPME vidken [22]

Stacionarni faze/tloustka vrstvy Zkratka nadzvu Urceno Doporuceno pro analyzu
stacionarni faze pro
chromatog
rafii
Polydimethylsiloxan PDMS GC/HPLC
100 pm Tekavé latky
30 pm Nepolarni stiedné tekavé
latky
7 um Slabé polarni az nepolarni
sttednétékavé latky
Polydimethysiloxan/divinylbenzen PDMS/DVB GC
65 pm Polarni tekavé latky
60 um HPLC Obecné uziti
(pouze pro HPLC)
Polyakrylat PA GC/HPLC
85 um Polarni stfedné tékavé
latky
Carboxen/polydimethysiloxan CAR/PDMS GC
75 pm Stopové koncentrace
tékavych latek
Carbowax/divinylbenzen CW/DVB GC
65 pm Polarni latky
Carbowax/pryskyftice CW/TPR HPLC
50 pm Povrchové aktivni latky
Divinylbenzen/Carboxen/Polydimethylsiloxan | DVB/CAR/PDMS GC

50 pm Carboxen /30 pm Polydimethylsiloxan

Tékavé a stiedné tékavé
lé.tky C3-C20
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Oproti tomu sice tenkéd vrstva nema tak dobré extrakéni vlastnosti, ale extrakce i desorpce
probiha rychleji. Proto je tieba pii vybéru vhodné tloustky vrstvy ptihlédnout nejen
k mnozstvi extraktu ziskaného pii extrakci, ale také k casové narocnosti celého postupu
(8, 21].

Jak jiz bylo zminéno, aromatické latky patti do riiznych chemickych skupin, které se lisi
svymi fyzikadlné—chemickymi vlastnostmi. Vzhledem k uvedenym diferencim mezi analyty
byly pro tuto praci vyzkouSeny tfi typy vlaken doporucené vyrobcem pro extrakci polarnich
tékavych sloucenin: Carboxen/PDMS 85 um; PDMS/DVB 65 um; DVB/CAR/PDMS 50/30
um. Tyto tii typy vldken jsou zaroven v dostupnych publikacich nejcastéji pouzivané pro
extrakci aromatickych sloucenin z riiznych typt potravin [23] Porovnéni jejich extrakéni
poskytuje vldkno PDMS/DVB. Toto Vlakno ma nejtenci Vrstvu staciondrni faze, navic je
podle literatury vhodné pro extrakci polarnich latek, ale s vy$s$i molekulovou hmotnosti [22].
Podstatné vyssi vytézky byly ziskany na vldknech Carboxen/PDMS a DVB/CAR/PDMS.
Vlédkno Carboxen/PDMS je vhodné pro extrakci molekul s uhlikovym fetézcem Co—»
(molekulovd hmotnost asi do 200), vyrobcem doporu¢ovano obecné pro nizkomolekularni
latky. V1dkno DVB/CAR/PDMS je urceno pro stopovou analyzu latek s uhlikovym fetézcem
Cs—0 a molekulovou hmotnosti cca 40-275. Vyrobcem je pfimo doporuceno pro extrakci
aromatickych latek. Tato dvé vlakna jsou pouzivana ve vétSiné publikaci [23].

Na Obrazku 8 je pro zajimavost uvedeno porovnani ziskanych chromatogrami
modelového vzorku taveného syra. Vlakno PDMS/DVB poskytuje nejlepsi tvar pikd, ale je
jich celkové méng¢, ostatni dvé vldkna poskytuji obdobné chromatogramy.
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Obrazek 8: Porovnani vybranych typit SPME vidken — Carboxen/PDMS 85 um (modré); PDMS/DVB
65 um (ruzove); DVB/CAR/PDMS 50/30 um (Sedé)
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Po posouzeni vsech ziskanych vysledki bylo pro dalsi analyzy zvoleno vldkno

DVB/CAR/PDMS 50/30 pm, které je pifimo urceno pro extrakci

poskytuje vysoké vytézky a kvalitni piky na chromatogramu.
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4.1.1.2 Vybér extrakcniho zpuisobu
Obecn¢ existuji dva zplsoby extrakce:

e direct immersion (DI-SPME) — vlakno je ponofené pfimo do vzorku
e headspace (HS—SPME) — vlakno je umisténo do plynné faze nad vzorkem

Hlavni kritéria pro zptsob vybéru extrakce jsou matrice vzorku, t€kavost analyta a afinita
analyti k matrici [8, 21]. Pro izolaci t€kavych latek z tuhé matrice syra byla zvolena metoda
HS-SPME, kdy je vlakno exponovano plynné fazi nad vzorkem v uzavieném prostoru. Tato
technika je pro tékavé latky jednoznacné vhodnéjsi, protoze je citlivéjsi, rychlejsi, vykazuje
vys$$i selektivitu, zabranuje kontaminaci, snizuje vliv matrice a prodluzuje zivotnost vlakna
(cca 100-150 extrakci). Technika DI-SPME je vhodnd spiSe pro stiedné¢ a malo tckavé

analyty a ¢iré kapalné vzorky [8, 19, 20, 21].

4.1.1.3 Doba inkubace (dosaZeni rovnovihy)

Metoda HS-SPME je zalozena na rovnovaze analytl mezi tfemi fazemi: sorp¢ni vrstva,
headspace a vzorek. Nejprve je vialka se vzorkem ponechana pii vhodné teploté pro
ustanoveni rovnovahy mezi pevnou a plynnou fazi, potom je do prostoru nad vzorkem
zavedeno SPME vldkno a analyty se sorbuji az do dosazeni rovnovahy mezi headspace a
povrchem vlakna [8]. Jakmile je dosaZeno rovnovahy, je koncentrace analytl pokladéna za
konstantni ve vSech tfech fazich [19]. Diky modernimu pfistroji Ize oba tyto kroky provadét
automaticky v tzv. ,agitatoru®, ktery umoziuje zahfivani a zaroven i michéani vzorku, je vSak
tteba optimalizovat pottebné teploty a doby trvani.

RT: 24.71-37.37

28.90 NL:
100+ | 2 80ES3
] || 29.02 TIC MS syri
50 25-1?9 J:'.'| 33.49
J2482 3417 3513 3638
g o0lA I 26,47 26.59 J LQQ-?B 30.90 3275 e R,
2 26.88 NL:
& 100~ r 2 44E8
g 7 25.76 | 29.00 33.48 TIC MS syr2
2 507 ] r|
5
= 5 26.47 2658 || 29.77 3026 3191 32.73
o 26.90 NL:
te 100 | 2 06ES
3 | 2902 TIC MS syr3
- 'w!| 3350 34.18 36.40
3 2581 | 18 3615 ;
o i Maar o MS ) somapg IS -
3196 NL:
100 1 4.24E8
7 [ TIC MS syrd
] 26.93
s I 29.04 H il
] 2581 = I 3416 | 3685
] 2748 2814 ['\2938 3q39 3233 N RO
0-
26 28 30 32 34 36
Time {min}

Obrazek 9: Zmeny chromatogramu v zavislosti na dobé inkubace — 10 min. (Cerna); 20 min.

(Cervend); 30 min. (zelend); 40 min. (modra)
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V ramci této prace byla testovana inkubac¢ni doba 10, 20, 30 a 40 min. Podle teorie SPME
je pravé doba inkubace krokem limitujicim, nebot’ pfechod analyti ze vzorku do headspace
muze byt u vétsich molekul velmi pomaly (pro slouceniny s vys$si molekulovou hmotnosti i
delsi nez 2 hod) [8, 20, 21]; te¢kavejsi latky se uvoliiuji mnohem rychleji [20].

Na Obrazku 9 je pro =zajimavost uvedeno porovnani ziskanych chromatogramt
modelového vzorku syra. Jsou zde patrné rozdily, z ¢ehoz lze soudit, Ze ne u vSech analyti
bylo dosazeno rovnovahy. Nicméné jak je patrné z Grafu 2, k nasyceni headspace prostoru
parami t€kavych latek ziejmeé dochazi pomérné rychle a delsi doba inkubace nema na zvyseni
extrakéniho vytézku tak vyznamny vliv. Vzhledem k udrzeni pfiméfené dlouhé analyzy byla
jako optimalni zvolena doba inkubace 10 min.
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Graf 2: Zavislost plochy pikii vybranych sloucenin na dobé inkubace

4.1.1.4 Doba extrakce

Extrakéni (adsorpcni doba), tj. doba potiebna k dosazeni rovnovahy mezi SPME vlaknem a
headspace ve vialce, zavisi na obalu vldkna a na vlastnostech analytd. I kdyZ SPME ma
maximalni U¢innost v rovnovazném stavu, plné dosazeni rovnovahy neni nutné, protoze
existuje linedrni vztah mezi mnoZstvim nasorbovaného analytu a jeho pocate¢ni koncentraci
ve vzorku. Kritické obdobi extrakce nastava v okamziku, kdy je zména koncentrace analytu
na vlakné za ¢asovou jednotku velka, v této fazi neni vhodné extrakci provadét [8, 21].

V ramci této prace byla testovana extrak¢ni doba v rozmezi 10—60 min. Z Grafu 3 je
ziejmé, ze extrakéni vytézek s delSi dobou extrakce stoupd, u nékterych analytii rychleji, u
nékterych pomaleji. Analyty s niz8§i molekulovou hmotnosti dosahuji rovnovahy po 15-20
min., latky s vyssi molekulovou hmotnosti pottebuji 1 vice nez 60 min. Na druhou stranu vSak
v pribéhu extrakce miize dojit k tzv. kompetitivni sorpci, kdy aktivnéjsi analyty obsadi pory
vldkna a vytla¢i ostatni, proto neni vhodné extrakci pfili§ protahovat [8, 20, 21]. Z tohoto
divodu a v zdjmu zachovani pfimétené dlouhé doby analyzy byla nakonec jako optimalni
zvolena doba extrakce 20 min.
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Graf 3: Zavislost plochy pikii vybranych sloucenin na dobé extrakce

4.1.1.5 Teplota extrakce a inkubace

A4

Pouziti vyssi
zvySeni diftize analytu smérem k vldknu, a tudiz zkracuje extrakc

Soucasné¢ se ale zachyceny analyt z vlakna snaze uvoliiuje a snizuje se

70

teploty pti HS—SPME usnadiiuje uvoliiovani analyti ze vzorku, dojde ke

ni 1 inkubacéni dobu.
tak extrak¢éni u¢innost

vlakna. Mezi témito dvéma procesy neni pfimd uméra a je tedy nezbytné provadét vSechna

meéfeni pii stejné, nejlépe optimalni teploté [8, 20, 21].
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Graf 4: Zavislost plochy pikii vybranych sloucenin na teplote extrakce

umoziuje nastaveni agitatoru, az do 50 °C. Pouziti vyssi teploty neni

55

v

pfili§ vhodné, protoze

muze dochéazet k ptedCasnému uvolnéni analytl z vlakna, pfip. ztraté termolabilnich analyti,
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navic hrozi degradace vzorku [8, 20, 21]. Uz pti 50 °C byly pozorovany zietelné nezddouci
zmény konzistence vzorku.

Jak je vidét z Grafu 4 vliv zvySené teploty na extrakéni vytézky neni jednoznaény, vétSina
analyti vykazovala mirné zvySovani vytézkl. Pro dal$i analyzy byla jako optimalni zvolena
teplota 40 °C. Poskytuje dostatecné vytézky, v obdobnych publikacich je ¢asto pouzivana [23]
a navic je (vzhledem k zamySlenému porovnavani budoucich vysledkid se senzorickou
analyzou vzorkl) blizka teploté v ustech pii konzumaci.

4.1.1.6 Velikost vialky vs. mnoZstvi vzorku

Hmotnost vzorku musi byt dostate¢nd, aby byla vyuzita adsorpéni kapacita vldkna. Na
druhé stran¢ pii dosazeni maximalni kapacity se uz nasorbované mnozstvi analytd s vétSim
mnozstvim vzorku nezvySuje. U HS—SPME navic neni diileZit4 jen hmotnost vzorku, ale také
objem headspace. M4 byt spiSe maly, doporucuje se asi 30-50 % vialky. Vldkno pak
extrahuje vice vzorku, rychleji a s vyssi u¢innosti [8, 20, 21].

K uvedenému typu autosampleru jsme méli k dispozici dva typy vialek, mensi o objemu 10
ml a vétsi o objemu 20 ml (viz Obrazek 10). VéEtsi vialka nabizela moznost vétSiho mnozstvi
vzorku a tudiz vétSich vytézki, na druhou stranu objem headspace je pomérn¢ velky. V malé
vialce naopak sta¢i mald navazka vzorku, objem headspace je relativn€ maly, coz slibuje vyssi
extrakéni ucinnost.

Urcitou nevyhodou se ukazala byt konstrukce pfistroje, nebot’ agitator je kovovy,
neprithledny a neni mozné vizualné kontrolovat kontakt vlakna se vzorkem. Proto byl tento
parametr testovan na kapalné smési vybranych standardii, aby nedoslo v piipadé vétsiho
mnozstvi vzorku k poskozeni vldkna. Byly testovany rtizné objemy vzorku v rozmezi 3—7 ml
v mensi vialce a 5-10 ml ve vé&tsi vialce. Jak je patrné z Grafu 5 extrakéni vytézky byly
obdobné v obou typech vialek a zaviseji spiSe na typu analytu, s vy$§im objemem dochazelo
k mirnému zvySovani vytézku.

Obrazek 10: Porovnani velké a malé vialky

Mensi vialky jsou praktictéjsi z hlediska manipulace a pro analyzu je dostacujici jen malé
mnozstvi vzorku, proto byl pfedbézné pro dalsi méteni zvolen objem 5 ml v malé vialce. Po
provedeni kontrolnich analyz se vzorkem syra vSak bylo zjiSténo, Ze rozdil ve vytézku pfi
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navazce 3, 4 a 5 g vzorku je zanedbatelny a pro dalsi analyzy byla jako optimalni zvolena
navazka syra 3 g (resp. 3 ml standardu). Tato navazka poskytuje dostatecné vytézky, zabira
cca tfetinu objemu vialky a neni tfeba se obavat poskozeni vldkna.
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Graf 5: Zavislost plochy pikii vybranych sloucenin na mnozstvi vzorku ve velké a malé vialce — mala

vialka (svétle modra), velka vialka (Cervena)

4.1.1.7 Hloubka ponoieni viikna do vialky

Také tento parametr byl testovan na kapalné smési vybranych standardi, aby nedoslo
v ptipadé vétsi hloubky ponoieni k poskozeni vldkna o dno vialky, ptip. o vzorek. Minimalni
hloubka ponofeni, kterou nastaveni pfistroje umoziuje, je 10 mm, coz je pravdépodobné
ochrana proti poSkozeni vldkna o uzavér nebo septum vialky.

Byla testovana hloubka ponoteni vldkna 15, 20 a 30 mm ve velké i malé vialce.
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Graf 6: Zavislost plochy pikii vybranych sloucenin na ponoreni vidkna do velké vialky
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Vzhledem k tomu Ze headspace prostor je rovnomé&rné nasycen parami aromatickych latek,
nem¢l by byt vliv hloubky vlakna velky. Jak je patrné z Grafti 6 a 7 hloubka ponofeni mirné
ovliviiyje extrakéni vytézky, v ptipadé malé vialky (Graf 7) je nejvyssi vytézek pii hloubce 20
mm. Stejna hloubka ponoteni vldkna béhem analyz zlepsuje reprodukovatelnost [20].
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4.1.1.8 Michani vzorku

Pro urychleni transportu analytli ze vzorku do obalu vlédkna lze pouzit michani. Zkracuje
dobu extrakce, je vSak vhodné spiSe u DI-SPME a kapalnych vzorkd, na tékavé analyty nema
michani vliv [8, 21]. Pohyb agitatoru vSak nelze zcela vypnout, intenzita michani tedy byla

cvwr

je velmi namahano SPME vlakno a hrozi jeho poSkozeni aZ ulomeni.

4.1.1.9 Vliv vysolovini a pH

Zvyseni extrakéni ti¢innosti 1ze dosahnout také ptidavkem soli nebo upravou pH, podstatou
je zmeéna rozpustnosti analyti ve vzorku [8, 21]. Hrozi vSak riziko vneseni necistot [20].

Jak jiz bylo zminéno, vysledky analyz syri budou v konecné fazi porovnavany se
senzorickym hodnocenim, cilem je tedy ponechat matrici syrii v pfirozeném stavu a
dosahnout tak podminek co nejblizSich lidské konzumaci. Efekt t€chto parametr nebyl tedy
zkouman.

4.1.2 Optimalizace desorpce

Pti desorpci je SPME vldkno zavedeno do injektoru plynového chromatografu, kde jsou
analyty tepeln¢ desorbovany a pifevedeny na kolonu. I tyto parametry je tfeba optimalizovat.
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4.1.2.1 Zpusob davkovani vzorku (split/splitless)

Na GC je k dispozici klasicky split/splitless injektor. Pti pouziti SPME je nutné davkovani
tzv. splitless (bez délice toku) pro ptimé zavedeni analytti na kolonu [21]. Dé&li¢ je v tomto
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Graf 8: Zavislost plochy pikii vybranych sloucenin na dobé uzavreni délice

pfipadé uzavieny, otevie se az po urité dobé a veSkeré zbytky vzorku, které zistaly
v injektoru, odchazi do prostfedi. Doba uzavieni délice ovliviiuje velikost a tvar pikt a je
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Graf 9: Zavislost plochy pikii vybranych sloucenin na pritoku nosného plynu délicem

vhodné ji optimalizovat. Jak je vidét na Grafu 8 delSi doba uzavieni d€liCe zvySuje plochu
ziskanych pikl, zhruba po 10 min. dochazi k desorpci vétSiny sloucenin, nicméné jak je
uvedeno dale (viz kap. 4.1.2.3) nékteré analyty jsou na vldkn€ navdzany pevnéji. Doba
uzavieni déli¢e byla nastavena na 10 min. pro max. naneseni analytl na kolonu, pritok
nosného plynu délicem (Graf 9) nemél vyznamny vliv a v ramci Setfeni byl nastaven na

nejnizsi hodnotu 5 ml-min™".
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Pro zlepSeni tvaru pikli je vhodné pouzit ,liner* (sklenénd vlozka v injektoru) s malym
vnitinim primérem (0,75—1 mm) [8]. Vzhledem k tomu, Ze jsme m¢li od vyrobce k dispozici
pouze liner 4 mm, testovani probihalo s timto typem.

4.1.2.2 Teplota desorpce

U¢inna desorpce analytll je zavisla na tékavosti analytl, tloustce vrstvy vldkna, injekéni
teploté a dobé desorpce. Teplota injektoru ovliviiuje rychlost desorpce, musi byt minimalné o
50 °C vyssi nez bod varu nejmén¢ tekavé slozky vzorku, aby nedoslo ke kondenzaci analytu.
Tak se ziskaji uzké a vysoké piky, které¢ lze snadno interpretovat. Na druhou stranu piilis
vysoka teplota nadmérné poskozuje septum v injektoru, pocatek kolony a také samotné
vlakno snese max. teplotu 300 °C, navic miize dochézet k tepelnému rozkladu nekterych latek
[8, 20, 21]. Vzhledem k velkému mnozstvi riznych typi cilenych analyti (alkoholy, ketony,
aldehydy atd.), rozsah jejich bodi varu je pomérné Siroky a je tieba pocitat s moznosti
diskriminace vySevroucich, nebo naopak nizkovroucich slozek vzorku [20].

K zajisténi optimalniho vzhledu pikli byla testovana injekéni teplota v rozmezi 230-
250 °C. Vysledky jsou uvedeny v Grafu 10, vliv na plochu pikd vybranych parametri nebyl
vyznamny, rozdily se projevily spiSe ve vzhledu piki na chromatogramu. Jako optimalni byla
zvolena teplota 240 °C, kterd poskytla kvalitni, dobte rozdélené piky.
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Graf 10: Zavislost plochy pikii vybranych sloucenin na teploté desorpce

4.1.2.3 Doba desorpce

Mén¢ tékavé analyty mohou byt na SPME vldkno vazany tak pevné, ze se velmi tézko
desorbuji a pienaseji se az do dalsi extrakce (tzv. ,carry over” efekt) [8, 20, 21]. Doba
desorpce tedy musi byt dostatecné dlouhd, aby doslo k upIné desorpci vSech analytu.

Byly testovany rtzné doby desorpce: 10, 20, 30 a 40 min. K ovéfeni, zda je desorpce
dostate¢nd a nedochazi ke ,carry over“ efektu, bylo vldkno vlozeno do injektoru vzdy
podruhé bez predchozi extrakce. Teprve pii desorpei 40 min nebyl na chromatogramu zadny
mefitelny pik. Pro dalsi analyzy byla zvolena doba desorpce 40 min., ¢imZ bylo zaroveil
zaruceno pravidelné tepelné kondicionovani vldkna.
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4.1.2.4 Hloubka ponoieni vlikna do injektoru

Pti desorpci by mélo byt vlakno umisténo v nejteplejsi Casti injektoru [8, 21]. V ramci této
prace jsme testovali hloubku ponofeni v rozsahu 20-60 mm. Jak je vidét z Grafu 11, hloubka
ponofeni vldkna ma skutecné zietelny vliv na vytézek jednotlivych analytti. Pokud bylo
vldkno ponoiené pouze 20 mm, na chromatogramu byly velmi nekvalitni, Spatn¢ rozdélené
piky, max. vytézek je patrny mezi 40-50 mm, jako optimalni byla nakonec zvolena hloubka
40 mm. Stejn¢ jako pii extrakci, konstantni hloubka ponofeni vldkna do injektoru zlepSuje
reprodukovatelnost méteni [20].
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Graf 11: Zavislost plochy pikii vybranych sloucenin na hloubce ponoreni vidkna do injektoru

4.1.3 Optimalizace chromatografickych podminek

Optimalni nadstaveni chromatografickych podminek podstatné ovliviiuje u€innost separace
danych latek [20].

4.1.3.1 Pratok nosného plynu

Volba optimélniho priitoku nosného plynu mé zésadni vliv na rychlost analyzy, u¢innost
separace a rozSifovani zon separovanych latek, které by mélo byt co nejmensi [12]. Z hlediska
ucinnosti je pro danou kolonu vzdy urcity pritok nosného plynu — mobilni faze, optimalni a
¢ini jednotky aZ desitky mililitri za minutu. Optimalni rychlost roste s klesajicim primérem
kapilary a je pfimo timérna difiznimu koeficientu dané latky v nosném plynu [12].

Pro nase ucely byla pouzita kapilarni kolona TG-WaxMS (30 x 0,25 mm x 0,5 um)
doporucena vyrobcem pro stanoveni tékavych aromatickych latek a jako mobilni faze bylo
pouzito helium (He). Podle literatury je pro tento typ kolony doporuceny optimalni pritok

nosného plynu I ml-min™".
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4.1.3.2 Teplotni program

Pro dosazeni kvalitniho rozdéleni vSech separovanych latek je zasadni pribéh teplotni
ktivky béhem GC analyzy (tzv. teplotni program), kdy se v pritbé¢hu analyzy zvySuje teplota,
takze 1 mén¢ t€kavé slozky opousti kolonu rychleji [12]. Teplotni program byl ptfevzat z jiz
zavedené metody na naSem ustavu: 40 °C, vydrz 1 min., vzestupny gradient 5 °C/min. do
200 °C s vydrzi 5 min. [20]. Vzhledem k pouziti jiného nosného plynu (He) a kolony jinych
rozmérd, v ramci této prace byly provedeny drobné zmény s cilem dosdhnout co nejlepsi
separace a zaroven pokud mozno zachovat co nejkratsi celkovou dobu analyzy.

Cv v

nizké body varu [24]. Z tohoto diivodu byla zvolena pocatecni teplota kolony 40 °C. Pro lepsi
separaci analytd s velmi kratkym retenCnim c¢asem (na zacatku chromatogramu) byl
vyzkouSen pomalejsi zacatek analyzy, tj. vydrz pti pocatecnich 40 °C byla prodlouzena na 2
min.

Ze stejného ditvodu (lepsi separace) byl testovan 1 pomalejSi ohfev, na Obrazku 11 je
uvedeno srovnani ziskanych chromatogrami modelového vzorku syra pifi ohfevu 2, 3 a 5
°C/min. Jak je vidét, pfi nejpomalejSim ohfevu dochazi k vyraznému prodlouzeni celé
analyzy, proto byl zvolen kompromis 3 °C/min, piky jsou dobie rozdélené a celkova doba
analyzy cca 56 min. je pfijatelna.
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Obrdazek 11: Optimalizace zacatku teplotniho programu - ohiev 2 °C/min (Cervena), 3 °C/min
(modra), 5 °C/min (zelenad)
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Obrazek 12: Optimalizace konce teplotniho programu - ohiev 3 °C/min (Cernda), 4 °C/min (Cervena),
5 °C/min (zelena) a 6 °C/min (modra)

Z chromatogramii na Obrazku 11 je dobfe patrné, ze v poslednich cca 10 minutach je uz
pocet pikii minimalni. Z tohoto diivodu byl ke konci analyzy (zhruba od 30 minuty) aplikovan
naopak rychlejsi ohfev pro urychleni maélo tékavych analytd. Na Obrazku 12 je uvedeno
srovnani ziskanych chromatogramti modelového vzorku syra pii ohievu 3, 4, 5 a 6 °C/min.
Pti ohfevu 5 °C/min. bylo zachovano dostate¢né rozliSeni pika pfi rychlejsi analyze, tento byl
zvolen jako optimalni, celkova doba analyzy se tak zkratila na 46 min.

4.1.4 Parametry MS detektoru

Pti spojeni GC-MS je nejvétsim problémem zpisob propojeni obou zatizeni vzhledem
k jejich tlakové nekompatibilité. V soucasné dobé se vSak v GC pouzivaji kapilarni kolony,
které mohou byt diky malému pouzitému objemu nosného plynu piimo spojeny s MS [12].
Toto spojeni se bézné nazyva ,,interface®, tj. teplotni (tlakovy) pfestup a optimalni teplota zde
by méla byt zhruba stejné jako konec kolony [10, 14], tedy v naSem piipadé 200°C. Pokud je
teplota pfili§ nizkd, méné t€kavé latky zde mohou zlistat zachyceny a viibec se nedostanou do
iontového zdroje; pokud je teplota zde prili§ vysoka, mize dojit k poSkozeni kolony, pfip.
tepelnému rozkladu analytu. Obecné by teplota méla byt cca o 10 °C vyssi nez je nejvyssi bod

varu cilenych analyt [10, 14]. V souladu s tim také teplota iontového zdroje byla nastavena
na 200°C.

4.1.4.1 Vysledné optimalni podminky SPME-GC-MS analyzy

Vysledné optimalni parametry celé SPME-GC-MS analyzy jsou shrnuty v experimentalni
Casti prace v kapitolach 3.4 s 3.5.
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4.2 Ovéreni vybranych valida¢nich parametra

Pro zjisténi kvality a funkcnosti metody je nezbytné ji validovat. Validace je definovana
napt. jako proces, pii kterém se urCuje vhodnost pouziti daného systému pro ziskani
relevantnich dat. Za zakladni valida¢ni parametry jsou povazovany opakovatelnost, linearita,
meze detekce a meze stanovitelnosti [15, 16]. Z Casovych divodi byla ovéfena pouze
opakovatelnost metody, ostatni parametry budou ovéfeny v ramci navazujici diplomové
prace.

4.2.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost je typ presnosti vztahujici se k méfenim provedenym za opakovatelnych
podminek; charakterizuje metodu a preciznost jejiho provedeni v laboratofi. Analyzy se
provadéji vSechny najednou, na témze zatizeni s touz obsluhou [12].

Tabulka 2: Opakovatelnost plochy pikii vybranych sloucenin

plocha piki (mV-s)

¢islo méreni ethanol acetoin kyselina octova butyrolakton
1 433717745 4872511 13860470 6625461
2 460745816 3986586 16090104 8817065
3 429394977 3986586 16090104 8188525
4 392354676 4550237 14214654 7017009
5 380719441 2644473 18652329 8289594
SD (mV-s) 32565350 851692 1909024 924244
RSD (%) 7,76 21,25 12,10 11,87
Tabulka 3: Opakovatelnost retencnich casii vybranych sloucenin
retencni ¢as (min)
¢islo méreni ethanol acetoin kyselina octova butyrolakton
1 4,35 12,96 17,78 22,00
2 4,39 12,98 17,77 22,00
3 4,36 12,97 17,76 21,99
4 4,39 12,98 17,78 22,00
5 4,40 12,98 17,77 21,99
SD (min) 0,02 0,01 0,01 0
RSD (%) 0,47 0,07 0,04 0
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Opakovatelnost byla vypoctena ze série 5 méfeni modelového vzorku syra, ktera byla
realizovana v prib¢hu jednoho dne. Analyzy byly provedeny za optimalizovanych podminek
metody SPME-GC-MS. Naméiené hodnoty retenc¢nich castt a ploch piki pro vybrané
slouceniny, SD a RSD jsou uvedeny v Tabulce 2 a 3. Metoda je opakovatelna, pokud u vSech
vysledkit méteni, provedenych za podminek opakovatelnosti, neptfesahla RSD hodnotu 10 %
[25]. Z Tabulky 3 je vidét, Zze pti méfeni retencnich Casti se chyba métfeni pohybovala pod
0,5 %, coz je vyborné zhlediska budouci identifikace analytl. V ptfipadé ploch pika
(Tabulka 2) se vSak RSD pohybovala v rozmezi 7-21 % a pro ziskéni dobrych kvantitativnich
vysledkii bude potieba jeste pracovat na zlepSeni piesnosti metody. Bude ji vénovéana
pozornost v rdmci validace metody béhem dalSich experiment.

4.3 Identifikace tékavych (aromatickych) litek ve vzorku taveného syra

Na zéavér byl optimalizovany postup SPME-GC-MS aplikovan pro identifikaci t€kavych
sloucenin ve vzorku modelového taveného syra.

Identifikace aromatickych latek byla provedena na zéklad¢ srovnani hmotnostnich spekter
s knihovnou spekter a potvrzena srovnanim retencnich cCasti s dostupnymi identickymi
standardy. Reten¢ni Casy dosud analyzovanych standardl za optimalizovanych podminek jsou
uvedeny v Tabulce 4, jejich hmotnostni spektra v Ptiloze 2-20.

Tabulka 4a: Retencni casy a body vari analyzovanych standardii

latka retenéni ¢as [min] bod varu [°C]

acetaldehyd 2,34 20

propionaldehyd 3,02 46-50
aceton 3,22 57
methylacetat 3,41 57
ethylacetat 4,16 77
methanol 4,33 65

butan-2-on 4,40 79-80
3-methylbutanal 4,75 94
1sopropanol 4,89 82
ethanol 5,07 78
propylacetat 6,05 102
pentanal 6,20 103
methylisobutylketon 6,90 116
butan-2-ol 7,52 100

ethylbutanoat 7,79 119-121
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Tabulka 4b: Retencni casy a body varii analyzovanych standardii (pokracovani)

butylacetat 8,93 124-127
hexanal 9,27 128
pentan-2-ol 10,80 114-119
ethylpentanoat 11,04 146
butan-1-ol 11,93 117
heptan-1-al 13,30 152-154
peptan-2-on 13,50 149-151
3-methylbutan-1-ol 14,30 131
2-methylbutan-1-ol 14,30 128
ethylhexanoat 15,71 166
3-hydroxybutan-2-on 17,76 148
oktanal 18,25 171
heptan-2-ol 19,74 159
ethylheptanoat 19,81 188-189
trans-hex-3-en-1-ol 21,04 61-62
hexanol 21,28 157
cis-hex-3-en-1-ol 22,00 156-157
nonanal 22,38 79-81
nonan-2-on 22,84 195
oktan-2-ol 23,50 179-180
E-2-oktanal 23,82 84-86
kyselina octova 24,80 118
ethyloktanoat 24,86 206-208
okt-1-en-3-ol 25,60 173-175
dekan-2-on 27,50 210212
benzaldehyd 27,91 178-179
2,6-dimethylokta-2,7-dien-6-ol 28,65 199-200
nonan-2-ol 28,77 196
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Tabulka 4c: Retencni casy a body varii analyzovanych standardii (pokracovani)

kyselina propanova 30,15 141
undekan-2-on 30,80 228
kyselina 2-methylpropanova 31,20 155
kyselina butanova 32,29 162-165
fenylethanal 32,61 194-196
ethyldekanoat 33,61 250-252
kyselina 3-methylbutanova 35,26 175-177
dekan-1-ol 38,46 230-232
E-1-(2,6,6-trimethyl-1-
cyklohexa-1,3-dienyl)but-2- 39,02 276
en-1-on
1-fenylethanol 40,73 204
benzylalkohol 41,14 205
kyselina hexanova 42,11 205
kyselina oktanova 47,36 236240

Vzhledem k tomu, Ze se jednd o vyvoj nové metody a identifikaci v podstaté neznamych

latek, bylo aplikovdno sniméni spekter v TIC (,,Total Ion Current”) modu, ktery poskytuje
vice informaci, pokud jde o ur€eni nebo potvrzeni obsahu urcité slouceniny ve vzorku.

Vzhledem k o¢ekavanym analytim byla nastavena §itka skenovaciho intervalu 30-370 m/z.

Tabulka 5a: ldentifikace tekavych sloucenin ve vzorku taveného syru

identifikované . retencni ¢as | pravdépodobnost
slou¢eniny necistoty [min] shody spekter [%]
- kyselina fosfonoctova 18,62 _
oktanal - 18,79 34
2-oktanol - 24,24 28
— oktasiloxan 25,87 -
ethyl-5-methylnonanoat - 26,47 15
2-ethylhexan-1-ol - 27,36 42
benzaldehyd - 29,14 49
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Tabulka 5b: Identifikace tekavych sloucenin ve vzorku taveného syru (pokracovani)

ethyl-4-decenoat - 31,01 9
ethyldekanoat - 33,61 66
- farnesene 34,74 _

J— 3_
trifluoroacetoxypentadekan 35,13 B
ethyldodekanoat - 39,87 78

3.
methylbutylpenadekanoat 40,67 s
fenylethylalkohol - 43,15 40
2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-
- ( yiethyD 44,66 -
4-(1-oxopropyl)fenol
N-[2-(4-
- morpholinyl)ethyl]-4- 45,71 _
nitro-benzensulfonamid
ethyltetradekanoat - 48.44 60
2-hydroxy-iso-
b y g - 50,37 94
utyrofenon

5-hydroxymethylfurfural - 53,07 66
ethylhexadekanoat — 55,52 64

V Tabulce 5 jsou uvedené slou€eniny, které se podafilo identifikovat v modelovém vzorku
taveného syra. Ziskany chromatogram je uveden v Ptiloze 1. Jak je patrné, bylo detekovano
mnozstvi necistot, které pravdépodobné pochéazeji z SPME vldkna, piip. z GC kolony.
Z cilenych analytd se zatim se podafilo identifikovat pouze 14 sloucenin, coz je
pravdépodobné zplisobeno aplikaci TIC modu. Na zakladé ziskanych hmotnostnich spekter
standardi budou pro dal$i praci zvoleny vhodné podminky pro rezim SIM (Selective lon
Monitoring), ktery umoznuje dosazeni podstatn¢ nizSich detekcnich limitd a mélo by se
podafit detekovat mnohem vice sloucenin. Interpretaci ziskanych spekter bude vénovana
hlavni pozornost v dalSich experimentech.
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S ZAVER
Tato bakalaiska prace je zaméfena na zavedeni metody stanoveni t€kavych aromaticky
aktivnich latek v riznych typech ptirodnich a tavenych syru.

V teoretické Casti byla zpracovana literarni reserse tykajici se aromatickych latek. Zejména
jejich rozdéleni, vlastnosti a slozeni téchto latek ptirozené se vyskytujicich v riznych druzich
syri. Rovnéz zde byly popsany metody aplikované v experimentalni ¢asti prace.

Hlavnim cilem experimentalni casti bylo nalézt optimalni podminky a ovéfit vybrané
valida¢ni parametry metody zalozené na pouziti mikroextrakce tuhou fazi (SPME) a nasledné
analyze pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Pro extrakci t€kavych latek z
matrice vzorku bylo zvoleno vldkno DVB/CAR/PDMS 50/30 um. Extrakce probihala
headspace zptisobem, kdy je vlakno umisténo do plynné faze nad vzorkem.

Jako modelova matrice byly vybrany: tvrdy syr holandského typu zakoupeny v bézné trzni
siti a taveny syr vyrobeny na Univerzit€ Tomase Bati ve Zlin¢.

V ramci optimalizace metody byly optimalizovany nasledujici parametry: teplota a doba
inkubace/ SPME extrakce, velikost vialky vs. mnoZstvi vzorku, hloubka ponotfeni vldkna do
vialky a do injektoru GC, teplota a doba desorpce, teplotni program béhem GC analyzy.
Parametry byly optimalizovany za ucelem dosazeni maximalniho vytézku sloucenin a co
nejlepSi GC separace pii zachovani pfimérené dlouhé doby analyzy. Vybrané optimalni
podminky SPME-GC-MS metody jsou piehledné shrnuty v kapitolach 3.4 a 3.5. Metoda je
jednoduchd, pomérné rychla (analyza jednoho vzorku trva i s pfipravou cca 80 min.),
nenaro¢na na chemikalie a laboratorni material, pIné automatizovana.

V ramci validace byla z ¢asovych diivodl ovéfena pouze opakovatelnost metody, RSD
retencnich Castt < 1 %, RSD ploch piki 7-21%.

Optimalizovana SPME-GC-MS metoda byla nasledné¢ aplikovana pro identifikaci t€kavych
sloucenin v modelovém vzorku taveného syra, ve kterém bylo pfedb&ézné identifikovano 14
sloucenin, z toho 3 alkoholy, 3 aldehydy, 7 estert a 1 keton.

V navazujicich  experimentech  budou ovéfeny dal§i validacni  parametry
(reprodukovatelnost, linearita, limity detekce a kvantifikace), vylepSeny mozZnosti identifikace
a kvantifikace analyti. Optimalizovand a validovand metoda bude pouzita pro sledovani
obsahu aromatickych slou¢enin v pribchu vyroby, zrani a skladovani pfirodnich a tavenych

o

syru.
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7 POUZITI ZKRATKY

SAL — senzoricky aktivni latky

SPME — mikroextrakce pevnou fazi

GC — plynové chromatografie

FID — plamenovy ioniza¢ni detektor

GC-MS - plynovy chromatogram spojeny s hmotnostnim spektrometrem
DI-SPME - extrakce, kdy je vlakno ponofen¢ pfimo do vzorku
HS—SPME - extrakce, kdy je vldkno umisténo do plynné faze nad vzorkem
SD — smérodatna odchylka

RSD - relativni smérodatna odchylka

TIC — Total Ion Current

SIM — Selective Ion Monitoring
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Ptiloha 1: Chromatogram tékavych sloucenin ve vzorku taveného syra
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Pozn.: Ildentifikace sloucenin na zdkladé retencnich casiu (viz Tabulka 5)
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Ptiloha 2: Hmotnostni spektra vybranych standardii
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Ptiloha 3: Hmotnostni spektra vybranych standardii
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Ptiloha 4: Hmotnostni spektra vybranych standardii
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Ptiloha 5: Hmotnostni spektra vybranych standardii
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Ptiloha 6: Hmotnostni spektra vybranych standardii
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Ptiloha 7: Hmotnostni spektra vybranych standardii
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Ptiloha 8: Hmotnostni spektra vybranych standardii
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Ptiloha 9: Hmotnostni spektra vybranych standardii
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Ptiloha 10: Hmotnostni spektra vybranych standardu
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Ptiloha 11: Hmotnostni spektra vybranych standardu
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Ptiloha 12: Hmotnostni spektra vybranych standardu
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Ptiloha 13: Hmotnostni spektra vybranych standardu
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Ptiloha 14: Hmotnostni spektra vybranych standardu
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Ptiloha 15: Hmotnostni spektra vybranych standardu
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Ptiloha 16: Hmotnostni spektra vybranych standardu
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Ptiloha 17: Hmotnostni spektra vybranych standardu
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Ptiloha 18: Hmotnostni spektra vybranych standardu
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Ptiloha 19: Hmotnostni spektra vybranych standardu
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Ptiloha 20: Hmotnostni spektra vybranych standardu
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