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uvoD

Mnohé likéry, alkoholické nédpoje vyrdbéné luhovanim bylin a kofeni v lihu, maji
staletou tradici a byly inzerovdny a uZividny jako doméci medicina (nostrum remedium).
V prubéhu 19.stoleti se pravé na téchto produktech vyvinulo mnoho novych reklamnich a

obchodnich technik. Zde uvadim tryvek z herbafe vyjadiujici se k tehdejsi situaci:

.V novejsi dobé vyskytlo se tolik Iékii tajnych, zdzracnych, jeZ vychvaluji se proti
v§em nemocim, Ze to povinnosti lékare a lidumila, varovati obecenstvo pred kupovdnim lékui
techto. Hlavni okolnosti, kterd zasluhuje uvdzeni, jest, Ze vyrdbitelé téchto lékii jsou obycejné
osoby, jez o lékarstvi nemaji ani zddni, a vyrobky své, tiplné necinné nebo nejisté, ba i
nebezpecné proddvaji za prilisné ceny na vijmu obecenstva. Jsou to vesmés ldtky zndmé a
smisSeniny. Mnohé z lékii téch jsou prostiedky pocistovact, a sice takové, jeZ nyni lékari neradi
predpisuji, jeZ si vSak obecenstvo preje; mnohé slibuji icinek proti neduhiim, jeZ lékar
obycejne vyléciti nedovede, jako jsou: padoucnice, souchoté, dna, cholera, ndsledky hejieni a
tajnych hrichii, pokousdni od psa vzteklého atd. ... Nelze popriti, Ze prudké léky, jestli se
nerozumné upotiebi, ucinkuji jako jedy, Ze zpiisobi nemoci nebezpecné, chradnuti a také smrt.
... Drydcnici pak a mastickdri, svindléri, vychvalujice tajné léky, radi je a posilaji kaZdému,
nezkoumajice drive, zdali se pron hodi cili nic. Nikde se nepracuje tak na Skodu a zdhubu
lidstva a jeho zdravi, ani pri falSovdni potravin a ndpojii, proti cemuZ policie zakrocuje, jako
v oboru tomto. ... VeSkeren svindl s tajnymi léky zasluhuje odsouzeni, nejen z ohledi
lékarskych, nybr? proto, Ze se obecenstvo podvddi; s lehkovérnosti nemocnych uboZdkii
provozuje se hanebnd hra osSemetnd, a zdroven jevi se snaha lidi ohlupiti. Podvod
provozovany v tomto odboru jest tak veliky, Ze v Zddném jiném odvétvi prumyslu nedéje se cos
podobného. ... Svindléii tito vydélaji nesmirné penize; proto vénuji tolik na inserty. Velmi
casto upotiebi se k hotoveni lekii téch zkaZenych a necistych véci, na pr. zkaZené vino,
plesnivé staré soli a byliny atd. ... Drydcnictvi jest cldnkem duleZitym v retézu, jejZ tvori riizné
prostredky klamné, jimiz mastickdri, hddaci, magnetisérové a pod. podvodnici otociti se snaZi
ndrody, by v prospéch svuj je drancovali. KaZdy, komu zdleZi na tom, by clovécenstvo

pokrocilo, musi pociti zdpas proti tomu, jako viibec proti vSelikému podvddeni. “ [1]

Technologie pifipravy likért je zaloZena na docela primitivnich principech, proto byla
také receptura (pomeér jednotlivych bylin a kofeni) vzdy stfezena jako nejdulezitéjsi Cést
vyrobniho tajemstvi. S rozvojem instrumentdlnich technik analytické chemie je mozno

identifikovat vonné (t€kavé) latky a z nich usuzovat na ingredience pouZité pii vyrobg.



K extrakci vonnych latek byla vybrana HS-SPME, metoda vyvinuta pfed dvaceti lety
Pawliszynem a kolektivem na University of Waterloo v Kanadském Ontariu. K separaci a

detekci extrahovanych t€kavych sloucenin byla zvolena multidimenzionélni technika GC-MS.

Zminénd kombinace analytickych metod (HS-SPME-GC-MS) jiz byla v minulosti
pouZita v oblasti analyzy potravin (kavy [2], coly [3], whisky [4], palenky [5]), vlini kvétin
[6], esencidlnich oleji [7 — 10], pesticidi [11]. Cilem prace je identifikovat t€kavé latky

v bylinnych likérech.



I. TEORETICKA CAST
1 VUNE LIKERU

Viné (olfaktoricky vjem) likérl je zpiisobena podrdZdénim Ccichovych receptort
specifickymi tékavymi latkami v malé koncentraci, jeZ maji pivod v rostlinném materidlu

(drogéach), ktery je vyluhovén potravindfskym lihem, jenZ sdm o sobé voni sladce.

Vyluhovini (extrakce) se provadi nékolikerym zplsobem, bud” za studena (macerace,
perkolace) nebo za tepla (digesce). Pii maceraci se droga zaplavi rozpousStédlem, nechd se
uréitou dobu vyluhovat a pak se macerdt stdhne. Perkolace se provadi ve vdlcovitém
perkolédtoru napéchovaném drogou, ptes kterou se proléva rozpoustédlo. Digerace je extrakci

za mirné€ zvysSené teploty (do 50 °C), pouziva se pro tvrdé ¢asti drog (kofeny, stonky) [12].

Arémata maji svij plivod v rostlinnych silicich, olejovitych smésich hydrofobnich
latek, které jsou nejcastéji tvoteny terpeny, terpenoidy (terpenové derivaty), aldehydy, estery
a dal$imi. VétSinou se jednd o produkty sekundarniho metabolismu, nepodileji se na rlstu a
vyvoji organismu (jsou neesencidlni pro Zivot, a¢koliv pro organismus dileZité). Casto maji
neznamou funkci, ale mohou pusobit napiiklad jako signdlni slouceniny, pro obranu nebo
zdokonaluji nékteré z funkci organismu. Pro rizné organismy se tyto latky 1isi ackoli se
syntetizuji pouze z malého mnoZstvi primdrnich metabolit, coZ je podkladem pro jejich

obecnou klasifikaci — terpenoidy, alkaloidy, fenolické slou¢eniny apod.

Struktura terpenti je postavena z jednotek isoprenu, podle poctu isoprenovych jednotek
podilejicich se na molekule je d€lime na: 1 — hemiterpeny, 2 — monoterpeny, 3 -
seskviterpeny, 4 — diterpeny atd. . Aromatické vyuziti maji ptedev§im mono- a seskviterpeny.
V biosyntéze terpentt nedochdzi k jejich vystavbé z jednotek isoprenu, ale kondenzaci ti{
jednotek Acetyl-CoA za vzniku prekurzoru (obr. 1) , ktery se dale spojuje s dalSimi (obr. 2).
[13].
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Obr. 1. Biosyntéza prekursoru ( isopentenyl pyrofosfdtu), upraveno podle [14]
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Obr. 2. Biosyntéza terpenii, upraveno podle [14]

Monoterpeny (CjoHj6) a jejich derivaty (obr. 3) mohou byt alifatické, monocyklické i
bicyklické, seskviterpeny (C;sHa4) mivaji i tfi cykly, nesou vzitd trividlni pojmenovani,
pficemZ se mohou vyskytovat ve vice geometrickych 1 optickych isomerickych forméch.
Kuprikladu menthol se svymi tfemi asymetrickymi uhliky existuje v osmi 2%

stereoisomerech (obr. 4) [15].
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Obr. 3. Priklady mono- a seskviterpenti a terpenoidu



Vini drogy charakterizuji tékavé latky, jez jsou charakteristické pro dany druh,
zéroven sloZzeni a podil vonnych litek se 1i$i v jednotlivych ¢4stech rostliny. Kupiikladu
citrébnovou viini mé citral, citronellol, limonene a geraniol; matovou (menthol, eucalyptol,
carvone), dievénou (humulene, aromadendrene...), anyzovou (anisol, anethol), skoficovou
(cinnamaldehyde), hfebickovou (eugenol, B-caryophyllene), oregdnovou (thymol). Estery

voni po ovoci, mnoho formdt voni po Svestkach, isovaleraty maji jable¢nou vini apod.[12,

16]
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Obr. 5. Priklady nekolika neterpenoidnich vonnych ldtek



2 ZAKLADY POUZITE INSTRUMENTACE

2.1 SPME

SPME metoda (solid phase microextraction) je jednoduchd, propracovand a rychla
sorpéné/desorpéni technika pro piipravu vzorku (zakoncentrovani analytu). Jednd se o sorpci
na tuhou fézi. Lze ji pouzit pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. Oproti extrakci kapalinou

odpad4 pouzivani rozpoustédel, coz snizuje ndklady na ¢as a rozpoustédla o vysoké Cistote .

Princip je shodny s klasickou extrakei na tuhou fazi (SPE), 1i8i se jen technika
provedeni. Zdkladem je tenké vldkenko z taveného kfemene umisténé v duté ocelové jehle.
Vldkno byva pokryto riiznymi typy staciondrnich fazi, které se od sebe lisi rozdilnou polaritou
a tloustkou vrstvy tedy sorpcnimi vlastnostmi, coZz do zna¢né miry ovliviiuje faktor
selektivity. Polymery na pokryti vldkna se pouZzivaji bud” jednodruhové nebo smésné —

polyakrylat (PA), polydimethylsiloxan (PDMS), carbowax (CW) a divinylbenzen (DVB).

Zakladni provedeni sorpcniho (adsorpce + absorpce) stupné experimentu spo¢ivd v
umisténi vldkna do prostoru par nad kapalinou (head-space, HS-SPME) nebo pfimé ponoteni
do kapaliny (direct immersing, DI-SPME) na urcitou dobu. Dal$im stupném je analyticka
separace, coZ byva plynova nebo kapalinovd chromatografie (s adapterem pro SPME-HPLC).
V déavkovaci piistroje GC je vlakno zahtédto na teplotu 250 — 300 °C, pii niZ probéhne tepelna

desorpce analytli z vldkna, které pak vstupuji do separac¢niho systému.

HS-SPME se od klasickych extrak¢nich metod liSi tim, Ze analyt neni extrahovan ze
vzorku v co nejveétsSim mnozstvi, ale pouze v koncentraci odpovidajici rovnovaznému stavu
mezi dvéma druhy rovnovéah. Vytézek zavisi predev§im na hodnoté rozdé€lovaciho koeficientu
rovnovdhy L-G a G-S. Mez detekce je srovnatelnd s extrakci kapalinou, pfestoZe se sorbuje
jen cast analytu, tak vSechen extrahovany je nastfiknut do pfistroje na rozdil od extrakce

rozpoustédlem.[17 — 19]
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2.2 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Plynovd chromatografie (gas chromatography, GC) je metoda instrumentdlni
chemické analyzy pro separaci a stanoveni piedevSim plynnych a té€kavych kapalnych
latek. Své oznaCeni nese podle skupenstvi mobilni fize, kterou je plyn. Princip metody
jako takové spocivd v rovnovazném rozdéleni analytu mezi mobilni a staciondrni fazi
na zékladé€ adsorpce a rozpousténi. Latky se déli dle rozdili v t€kavosti a ve struktufe. Jako
mobilni fize se uZivaji permanentni plyny, napiiklad vodik, helium, dusik nebo argon.
Zdrojem jejtho pohybu je tlakovy spdd. Staciondrni fidze mé& rozhodujici vliv na
selektivitu separace. V principu existuji dvé moznd uspofddani kolon, podle ptevlidajici
vyznamnosti mechanismu retence. Jako sorbenty se pouzivaji napiiklad rtzné formy
grafitizovaného uhliku, uhlikovd i zeolitovd molekulovd sita, rGzné polymery ¢i latky
na bazi silikagelu nebo oxidu hlinitého. Pro rozpoustéci mechanismus retence jsou to
alifatické uhlovodiky a polymery na bazi dimethylsiloxanu (nepoldrni staciondrni faze)
nebo ethylenglykolu (poldrni staciondrni fdze). Dal$i moZnosti jsou smésné faze, které

vSak slouzi spiSe pro specidlni tcely.

naztrik
\ wyhodnocovani

\\ podpadd
kolona \

regulace toku

detektor

nosng plyn termostatovand trouba
Obr. 6. Schéma plynového chromatografu
Popsany dé&j je sledovan na konci kolony meéficim zafizenim, jehoZz signal je
umérny mnozstvi analytu a citlivosti (idedlnim vystupem by byla kiivka — pik -
odpovidajici normélnimu Gaussovu rozdé¢leni). Jako detektory lze pouzit napiiklad tepelné

vodivostni, plamenové ionizacni, detektor elektronového zachytu, ale také hmotnostni ¢i

infraCerveny spektrometr.
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Separaci je mozno charakterizovat n€kolika veli¢inami. Reten¢ni €as (tr) je doba, za
kterou litka od nastfiku doputuje kolonou k detektoru. Mrtvy Cas (ty) je doba, za kterou
doputuje k detektoru latka, kterd se na kolon& viibec nezadrZuje. Redukovany retencni Cas
(t'r) je pak doba, kterou latka strdvi béhem putovani kolonou ve staciondrni fazi (lze
ji vyjadtit rozdilem pfedchozich). K popsanym ¢astim jsou ddle definovany piislusné objemy
(odpovidaji objemim mobilni faze proteklé kolonou za dany ¢as).

v

Dulezitym méfitkem pro porovndni retence jednotlivych latek je kapacitni faktor (k),
jenZ je dan pomérem t7r/tym. Cim je jeho hodnota vy$si, tim je litka staciondrni fazi
siln&ji zachycovdana. Jinou charakteristikou systému je selektivita (o) — schopnost separace
dvou latek, zdvisi na specifickych interakcich analyt-staciondrni faze urCenych jejich
funkénimi skupinami. Je ddna pomérem kapacitnich faktorl (retencnich casti), neinformuje
vSak o kvalité rozd¢leni. Ta je ddna rozliSenim (R), zahrnujicim mimo retencni ¢as i Sitku
pikt (wy, — Sitka piku v poloviné jeho vysky, wb — Sitka piku na zdkladni linii) — rovnice (1).

Za dostate¢né rozdélené povazujeme analyty, jejichz rozliSeni je vétsi nebo rovno 1,5.

R=118. Tps =l =", Igs =l

W T W Wy, T Wiy

(1

Kinetické aspekty analyzy vyjadfuje tzv. van Deemterova rovnice (2), kde H je

vysSkovy ekvivalent teoretického patra (délka kolony/pocet teoretickych pater), u linedrni

rychlost mobilni féze, A koeficient odpovidajici vifivé difuzi v mobilni f4zi, B koeficient

odpovidajici axidlni molekuldrni difuzi v mobilni fazi a C koeficient pfispévku odporu proti
pfenosu hmoty v mobilni i staciondrni fazi.

B
H=A+—+Ci
U

2)

Vitiva difuze souvisi predevSim s nehomogenitami ve staciondrni fazi, v ptipadé dnes
prevazné pouzivanych kapilarnich kolon ji Ize zanedbat. Molekularni difuzi lze
charakterizovat pomoci Fickovych zdkonii a méd souvislost s koncentratnimi gradienty v
koloné. Odpor proti prenosu hmoty je urCovan difuzi analytu pies fazové rozhrani a
zavisi pro kapildrni kolony na tloustce staciondrni fidze a kapacitnim faktoru. Vyznam
jednotlivych veli¢in je ziejmy z obr. 3, z praktického hlediska se vSak Casto voli prutoky o

malo vyssi, neZ je optimdlni hodnota [20].
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A4+ Bfu 4+ Cu

Obr. 7. Zdvislost vysky teoretického patra (H) na linedrni pritokové rychlosti ( u ),

upraveno podle [20]

2.3 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS) je fyzikdlné¢ chemickd metoda
instrumentdlni analyzy slouZici k identifikovédni latek. Molekuly analyzované latky jsou
nejprve ionizovany, ¢imZz dochdzi k jejich rozpadu na fragmenty, které jsou pak rozdéleny
podle poméru hmotnost/naboj (m/z) a néasledné detekovany. Molekuly se stejnym sumdarnim
vzorcem liSici se strukturou také jinak fragmentuji a maji tedy i rozdilnd hmotnostni spektra.
Pfi vhodné interpretaci spektra md metoda dobrou vypovidaci schopnost o struktuie

analyzované latky.
Iontovy zdroj

Prvnim krokem hmotnostni analyzy je ionizace molekul, k ¢emuz dochéazi v
iontovém zdroji. Existuje mnoho rtiznych metod ionizace (dle tucelu analyzy, velikosti
molekuly, pfedfazené separacni techniky, ...); pro bé&Znou strukturni analyzu malych
Elektrony emitované zhavenym kovovym vldknem, které proleti dostate¢né¢ blizko
sledované molekuly ji ptedaji cast své energie, coZ zpiisobi vznik tzv. molekuldrniho iontu v
podobé kation-radikdlu (3). Vzhledem k piebytku pfedané energie (nejCastéji pouZivana
energie elektronli je 70 eV) se tento molekuldrni ion ihned rozpadd na fragmenty (energie
organickych vazeb se pohybuje okolo 10 eV), ty mohou dile fragmentovat. Navic mize

dochdzet k riznym presmykim, ¢i ztrdtdm neutrdlnich castic (4, 5). Vyhodou je, Ze pro
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pouzité parametry dochdzi témét vyhradné ke tvorbé jednou nabitych ¢astic, ¢imZ se

znacné¢ sniZuje sloZitost interpretace spektra.

el +M —se +M7T +e7 (3)
M™ = F"+N°® (4)
M™ = F"+N' (5)

Analyzatory ionti

Z prosttedi iontového zdroje jsou vzniklé ionty nej€astéji pomocnou elektrodou
(repelerem) vypuzeny do separdtoru (analyzatoru) iontti. Ten m4 za tkol ionty rozdélit podle
poméru m/z. JestliZe pouZitd technika ionizace rozhoduje o citlivosti analyzy, technika
separace pak o jeji pfesnosti.l zde existuje nékolik riznych metod, pfevazné zaloZenych na
chovani elektricky nabité ¢astice v elektromagnetickém poli. Nejstarsi tzv. sektorové piistroje
vyuzivaly zakfiveni drdhy letici Castice ve staciondrnim poli. Dnes béZné uZivany separdtor
kvadrupdl (quadrupole, Q) vyuziva rychle se méniciho elektromagnetického pole tvofeného
mezi ¢tyfmi ty¢emi. Pole obsahuje stfidavou a stejnosmérnou slozku. Pfi vhodném nastaveni
prochézeji analyzatorem pouze ionty o presné hodnoté m/z, drdhy ostatnich jsou nestabilni a
jsou pohlceny na ty¢ich kvadrupdlu (tj. chova se jako filtr). Pro zdznam spektra tedy probiha

sken, kdy kvadrup6lovy filtr postupné propousti ionty o definované hodnoté m/z (viz obr. 8).

k detektoru

tyde kvadrupolu

¥

wstupni otvor
"‘\
\ stabilni draha

nestabilni draha

vstupni otvor

Obr. 8. Schéma kvadrupolového analyzdtoru, upraveno podle [21]

Mezi dalsi pouZivané analyzétory patii iontovd past. Konstrukéné se skladd ze dvou
koncovych (vstupni a vystupni) a jedné sttedové prstencové elektrody (viz obr. 9). lonty jsou
zde pomoci elektromagnetického pole zachyceny uvnitf pasti a poté s ménicim se polem

postupné podle své hodnoty m/z vypuzeny k detektoru. Oproti kvadrupélu méa o malo veétsi
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rozliSeni i skenovaci rychlost a mize analyzovat vétsi rozsah hodnot m/z. Analyzétor je
pouZitelny pro tandemovou MS", avSak je draZsi, proto se pro spojeni se separacnimi

technikami pouziva méné Casto.

vstupni vstup z
koncova —, o iontoveho
elektroda zdroje

otvor pro
centralni = vatup ionta
elektroda

. otvary pro

wystup iontd
wystupni
koncova .
elekiroda —— detektor

Obr. 9. Schéma rezu iontovou pasti, upraveno podle [22]

Posledni soucdsti hmotnostniho spektrometru je detektor pro zdznam iontového
proudu. K tomu slouZi elektronovy ndsobi¢ s diskrétnimi nebo kontinudlni dynodou,
eventudlné scintilacni fotondsobiC. Pro sektorové pfistroje je mozno pouzit i detektoru

diodového pole [20].
Vakuovy systém

Aby nedochézelo v prostorach iontového zdroje a analyzatoru k nezddoucim srazkam
iontll, je nutno tyto prostory dokonale evakuovat. Z tohoto hlediska se jako nejndro¢né&jsi jevi
sektorové pristroje, pruletovy analyzédtor a orbitdlni past. NejCastéji pouzivané jsou olejova
difusni pumpa a turbomolekuldrni pumpa. V difusni pumpé¢ (obr. 10A) zahtivany olej stoupa
kominy a ventily je rozstfikovan. Strhavd s sebou molekuly plynu, které jsou odsaty
pfedpumpou. Je bezidrzbova a tichd, dosaZeni pracovniho tlaku vSak trvd nékolik hodin
existuje také moznost vniknuti oleje do pfistroje. Turbomolekuldrni pumpa (obr. 10B) je
tvofena sérii vhodné tvarovanych pevnych a oto¢nych lopatek. Rychlost az 90000 ot/min
odvadi molekuly plynu az k ptredpumpé. Jeji vyhodou je rychlejsi dosaZeni jesté nizs$iho
pracovniho tlaku (az 10 Pa), avSak ma vy$§i pofizovaci naklady, krat§i Zivotnost a hluén&ji

provoz [20].
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Obr. 10. Schéma olejové pumpy difusni (A) a turbomolekuldrni (B), upraveno podle [22]

2.4 GC-MS

Spojeni obou metod

Spojeni plynové chromatografie jako separacni techniky s hmotnostni spektrometrii
jako detektorem (obr. 11) je dnes rutinné pouZivdno pro kvalitativni identifikaci i
kvantitativni stanoveni nezndmych sloucenin ve vzorcich z nejriiznéjSich odvétvi od
klinickych aplikaci po analyzu Zivotniho prostfedi (omezeni plynové chromatografie na

tékavé, mélo polédrni a teplotné stabilni l4tky 1ze kompenzovat vhodnou derivatizaci).

s injekéni port

NOSMY
Iyn
o ioniovy eleklronovy
zdrgj kvarupal nasobié
[— |
ot !
[—]
PC
\
lramsiar fokusadni Eodky

Obr. 11. Schéma GC/MS

Uskali metody spo&ivéd ve vlastnim propojeni obou piistroji: problém je v rozdilu
tlaki a velkém pfebytku nosného plynu, ktery je nutno pied zavedenim do hmotnostniho
spektrometru odstranit. Jako feSeni byla navrhnuta mnoZstvi rozhrani tzv. koncentratort,
napiiklad Ryhagetv (proudovy koncentritor, jet, obr. 12A), pracujici na principu odséti helia
jako lehkého nosného plynu piimo za pouZiti postupné se zuzujicich otvoril, zatimco se
predpokladd, Ze t&z8i analyty pokracuji ddle do hmotnostniho spektrometru. Tento

koncentrator je spolehlivy, ale vykazuje nizké vytézky (okolo 25 %), ptesto je stile pouzivan
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ve spojeni s ndplilovymi kolonami, kde jsou vyzadovany vyssi pratoky. Jiny koncentrator
(Biemantv, obr. 12B) pracuje na podobném principu. I soucasné vyuziti je obdobné: nosny
plyn je od¢erpdvan pies sklenénou fritu nebo polytetrafluorethylenovou folii. Toto feSeni je
schopno pracovat s vétsimi vytézky, protoZe zde nedochdzi k tak velké ztraté analytd, pracuje
vsak s 0 néco mensimi pratoky nosnych plynt.

Vétsina piistroji v dnesni dob¢é vsak pouziva jiz kapilarni kolony (béZné pro GC/MS
jsou nepolérni o priméru 0,25 mm a délce 30 m) s niZ§imi priitoky (okolo 1 ml/min). V tomto
piipadé za pouZziti vykonného vakuového systému neni nutné zatazovat Zadny koncentrator,
kapilarni kolona usti pfimo do iontového zdroje. Pfechod je nutno vyhtivat, aby v jeho

prostoru nedochdzelo ke kondenzaci analytl a je také nutno zajistit jeho teplotni stabilitu [23].

A vakuva pumpa B
4

vakuova pumpa sklenéna frita

./

; eluent : ; hmornostni

" ——  z kolony spektrometr
plynowy hmotnostni
chromatograf | spektrometr

Obr. 12. Konstrukcni Feseni Ryhageova (A) a Biemanova (B) koncentrdtoru, upraveno
podle [23]
Hodnoceni vysledki analyzy

Pro kvalitativni urCeni latky pomoci plynové chromatografie lze pouZzit nékolik
postupli. V principu se jednd o metody zaloZené na retenci a metody vyuZivajici vlastnosti
samotnych analytli. Pro retenci (zadrzeni) jsou to nejcastéji retencni Cas (tg, doba, po niZ se po
injekci analyt eluuje), korigovany retencni Cas (t’r, retencni Cas zkraceny o dobu eluce latky,
jez se pii danych podminkach na analytické kolon¢ nezadrzuje), Ci nejlépe retencni indexy.
Retenc¢ni index (RI, Kovats, 1958) je charakteristika dané latky (reten¢ni ¢as normalizovany
dle vztahu (6), kde n znac¢i pocet uhlikovych atomu piislusného n-alkanu), kterd celkovée
zhodnocuje procesy probihajici pfi separaci, je proto reprodukovateln€j$i a je za danych

podminek pro danou litku konstantou, vyuzivd se pro isotermdlni GC. Pii analyzich

s teplotnim programem (konstantni rychlosti zmény teploty) se poc€ita index podle vzorce (7).
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Jako standard pro urcovani reten¢nich indexi se nejcastéji pouzivaji po sob¢ jdouci homology

n-alkanu. [24, 25]

RI =100-208e 1%8%m 100,
]':'E L _]QE Lo

(6)

RI=100- 12 ""0 11001 (7)

Lrust ~Lra
Pro identifikaci pomoci MS se pouZivad tzv. full scan méd, kdy jsou zaznamendvany
vSechny ionty ve vybraném rozsahu m/z. Z néj obdrzime TIC (total ion chromatogram). Ze
zéznamu hmotnostniho spektra 1ze srovnanim s knihovnou spekter piimo urcit, o jaky analyt
se jednd. Tyto aplikace byvaji soucdsti ovladactho softwaru. Pokud se vSak dand latka v
databdzi nenachdzi (procentudlni shoda je jen velmi nizkd a diference mezi hodnotami m/z

nezanedbatelné), musime pfistoupit k interpretaci spektra.

V rutinnich analyzdch v laboratofich, které analyzuji vzorky stejnych typl latek a
zejména pak pro kvantifikaci, 1ze s vyhodou pouZzit tzv. SIM mdd (selected ion monitoring),
kdy nesnimdme celé spektrum, ale jen vybrané hodnoty m/z charakteristické pro analyzované
latky, ¢imz lze dosdhnout poklesu limitu detekce a také zvyseni selektivity analyzy pro velmi

slozité smeési [20].

= ‘ ‘ ‘ TIC

_| estery kyseliny seneciove
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|
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e B TTE R TR TR B R F o bk e d e i A o H b 3k i b

Obr. 13. Vystup z vyhodnocovaciho softwaru ( TIC, SIM, MS)

Pro kvantitativni vyhodnoceni analyzy se uzivd metod vnitini normalizace, interniho a

externiho standardu, standardniho pfidavku. Kvantita latky je imérna plose piislusného piku.
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II. PRAKTICKA CAST

3 PRACOVNI POSTUP A INSTRUMENTACE

3.1 CHEMIKALIE A MATERIAL

Ze standardi pouzitych n-alkani (C; — Cj) byl pfipraven roztok v acetonu

(koncentrace 3 mg/ml), znéhoZz byl nafedénim ethanolem pfipraven zdsobni roztok

(koncentrace 30 pg/ml). Rovnéz byl pfichystdn nasyceny zdsobni roztok NaCl.

Tab. 1. Vzorky bylinnych likéri

Likér Vyrobce Objem | EtOH SloZeni
1 (V/IV) %
Fernet STOCK Plzen a.s. 0,5 40 Lih, smés bylin, cukr,
E 150a
Squash (}RANETTE a.s. 0,5 16 Lih, cukr, E 330, aroma
Cannabis Usti nad Labem z konopf a bylin, E 102,
E 131
Becherovka Jan Becher - Karlovarska 0,5 38 Lih, cukr, smés bylin a
Becherovka, a.s. kofeni
Bylinna horka | Palirna u Zeleného stromu 0,5 35 Lih, cukr, smés bylin a
- StaroreZnd Prostéjov a.s. koreni, E 150a, E 102,
E 132
Jagermeister Mast-Jdgermeister AG, 0,7 35 Lih, cukr, smés bylin
Wolfenbiittel, Germany
Magister STOCK Plzen a.s. 0,5 28 Lih, cukr, smés bylin,

E 150a

3.2 INSTRUMENTACE

Analyza vzorkl byla provddéna na plynovém chromatografu Agilent Technologies

7890A (Agilent, Palo Alto, CA, USA) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Agilent
Technologies 5975C (EI/CI). Nosnym plynem bylo helium (99,998 %, SIAD, Bergamo, IT).
Separace byly uskute¢nény na kapilarni koloné HP-5MS (30 m x ID 0,25 mm, df 0,25 pm).
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Injektor byl nastaven na pulsni splittless mod, teplota néstfiku na 250 °C, Teplotni
program na koloné byl 50 °C po 0 min pak 3 °C/min do 188 °C, pak 10 °C/min do 250 °C po
2 min. Dale byl nastaven pocatecni tlakovy pulz 0.9 ml/min po 0 min pak 15 ml/min do 2
ml/min po 0.2 min pak 15 ml/min do 0.9 ml/min po 0 min, posléze byl udrzovan konstantni

pritok 0.9 ml/min.

MS skeny (TIC) byly zaznamendvany v rozmezi 29 — 520 m/z s frekvenci 3 Hz,
teploty spojeni (Aux 2), iontového zdroje a kvadrupdlu byly nastaveny na 280 °C, 230 °C a

150 °C v daném potadi. Bylo pouZito elektronové ionizace (70 eV).

Pro SPME bylo pouZito 50/30 um DVB/Carboxen/PDMS StableFlex™ extrakéni
vlakno délky 2 cm (SUPELCO, Bellefonte, PA, USA) v drZzdku bez pruZinky, dile 30 ml
standardni, vdlcové HS vialky se zdvitem uzaviené silikonovym septem, michadlo, sklenéné i

pistové mikropipety.

Ke zpracovéani vysledkt GC/MS byl pouzit software Enhanced ChemStation verze
G1701CA s knihovnou hmotnostnich spekter NIST 2002.

3.3 POSTUP PRACE

Kapalny vzorek (5 ml likéru) byl napipetovén sklenénou pipetou do 30 ml HS vialky
s magnetickym michadélkem, bylo pfiddno 5 ml koncentrovaného roztoku NaCl, vialka byla
uzaviena vickem se silikonovym septem a byla polozena na michadlo, michani (300 rpm)
bylo zapnuto, pak byla pfes septum zavedena jehla z niZ bylo vysunuto extrakéni vldkno (2
cm) do HS. Extrakce probihala 60 minut pfi laboratorni teploté (cca 25 °C), poté bylo vlakno
zasunuto do jehly, kterd byla vyndédna z vialky, okamZité¢ byla prenesena k GC, kde byla
zavedena do injektoru, bylo vysunuto vldkno a zahdjil se sbér dat. V injektoru (250 °C) bylo

ponechdno 5 minut k vycisténi.

Vialky stejné jako michadélko byly vyvatrené vodou a oplachnuté ethanolem. Zaroven
s analyzou vzorkli byla provedena analyza s pfidavkem standardli n-alkant (C; — Cazp),
pficemz se ke stejné piipravenému vzorku piidalo 10 pl ze zdsobniho roztoku standarda
(30 pg/ml), tudiz jejich koncentrace v roztoku ve vialce odpovidala 30 ng/ml. Postupovalo se
obdobné jako u analyzy bez standardid. VSechna méfeni probéhla se stejnou instrumentaci

béhem 3 dnu.
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Identifikace byla provedena na zdklad€ srovnani MS spekter s knihovnou NIST 2002 a
predevs§im S MS spektry a vyhodnocenymi RI  podle [25] na

http://webbook.nist.gov/chemistry/ [26], v mensi mife s [27], retencni indexy byly rovnéz

srovnavany s Casopiseckymi Clanky [7 — 10]. Metodou ,,selected ions chromatogram* byly

lokalizovény ,,bleed* signaly (m/z: 193, 207, 267, 355...), jeZ byly vyjmuty z integrace.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 ANALYZA SMESI N-ALKANU

Pro vypocet RI bylo tfeba zndt retencni ¢asy n-alkanii (C; — Cyy), k vyhledani jejich

signdlli ve smési se vzorkem bylo vyuZito ,,selected ion monitoring (SIM)* pro ion 57.
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Obr. 14. Chromatogram SIM modu (m/z = 57) méreni smési alkanii se vzorkem

Ze zdznamu je patrné, Ze nejlépe se extrahovaly z HS alkany Cj4 — Cy7, pfiCemzZ

alkany C; — Cg a Cy9 — Cy, se extrahovaly v malé mite, coZ u prvnich bylo zapfi¢inéno

nejspiSe adsorp¢ni rovnovédhou a u druhych fazovou rovnovédhou (c,/ci). Reten¢ni Casy alkani

nameétené v riznych vzorcich si vzajemné odpovidaly.

Tab. 2. Shrnuti viastnosti vybranych pouZitych n-alkanii

C 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Mr 1282 | 1423 | 156,3 | 170,3 | 1843 | 1984 | 2124 | 2264 | 254,5 | 268,5
t.v.(°C) | 151 174 195 216 234 252 270 287 295 317
tg (min) | 6,15 9,56 13,70 | 18,11 | 22,51 | 26,78 | 32,84 | 34,71 | 3839 | 41,30
RI 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

C — pocet uhlikii; Mr — relativni molekulovd hmotnost; t. v. — bod varu; tg — retencni c¢as; RI —

retencni index
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4.2 ANALYZA VZORKU LIKERU

Zaznam TIC (total ion chromatogram), byl integrovdn néstrojem ChemStation
Integrator se stejnymi parametry pro kazdy vzorek, integra¢ni prah byl nastaven na 16.0 a Cas
integrace od 7,15 do 38,40. Signdly prislusejici degradacnim produktiim stacionérni faze byly
rozpoznany a lokalizovdny pres SIM (ionty 207, 267...) a nédsledné vyjmuty z integrace.
Nékteré solitérni piky s hodnotou té€sné pod prahem integrace byly integrovdny manudlné.
Manualné byly opraveny i piky nesprdvné integrované automatickou integraci, coZ bylo

ovéfovano zobrazenim jednotlivych skent MS nebo funkci Peak Purity.

Integrace byla zapocata s prvnim monoterpenem a byla skonfena s poslednim
seskviterpenoidem, pied integracnim casem se nachdzel obrovsky pik rozpoustédla (ethanol) a
nékolik zanedbatelnych (ethylacetat, butylacetét...), po 39 min se u par vzorkl vyskytovaly

nad integra¢nim prahem latky neptirodniho piivodu (ftalaty).

U jednotlivych vzorkli bylo po integraci srovndno relativni zastoupeni (v %)

piislusnych sloucenin na zdklad¢ srovnéni plochy piku s celkovou plochou.

Tab. 3. Srovndni relativniho mnoZstvi tekavych ldtek

Likér Celkova plocha pikt Srovnani (% max.)
(zaokrouhleno na 2 platné
C¢islice)
Fernet 2,0.10° 100
Squash 1,4.10’ 0,7
Becherovka 1,1.10° 55
Bylinn4 hoik4 6,1.10° 31
Jigermeister 1,8.10° 90
Magister 6,3.10° 32
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Obr. 15. Srovndni chromatogramii vSech Sesti vzorkii
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Tab. 4. Relativni zastoupeni tekavych ldtek ve vzorcich bylinnych likérii v %.

Sloucenina RI Fernet Squash Becher Byl hotk. Jiagmeist. Magister
a-Pinene 932 0,23 - 0,07 1,87 0,12 -
Camphene 947 0,34 - 0,14 0,45 0,07 -
1,1-dimethoxy-2-methylbutane 952 - - 0,07 - - -
Benzaldehyde 957 - - 0,24 - - 0,14
B-Pinene 975 0,37 - - 0,69 - -
B-Myrcene 991 | 0,68 - 0.11 0,65 0,07 -
Ethyl hexanoate 1000 - 1,16 0,16 - - -
Octanal 1003 - - 0,13 - - 2,12
Phelandrene 1004 0,09 - 0,11 0,44 - -
3-Carene 1010 - - - - 0,11 -
1,4-Cineol 1015 - 1,66 - - - -
a-Terpinene 1016 0,14 1,32 - 0,22 - -
O-Cymene 1024 0,39 12,81 0,81 5,63 0,31 0,45
Limonene 1028 25,98 4,94 16,90 13,31 18,10 6,02
Eucalyptol (=1,8-Cineol) 1030 | 0,56 - 0,80 1,08 0,22 3,84
Indane 1034 - 1,09 - 0,09 0,02 -
2-heptyl acetate 1042 - - 0,17 - - -
trans-Ocimene 1047 0,03 - - - - -
v-Terpinene 1058 0,69 2,79 - 3,04 0,10 -
Artemisia ketone 1060 - - 0,76 - - -
1-Octanol 1069 - - - - - 0,36
2-methylpropyl senecioate 1079 - 8,44 - - - -
Terpinolen 1087 0,18 1,00 0,04 0,37 0,08 0,17
p-Cymene 1087 0,07 0,92 0,04 0,19 - 0,05
2-Nonanone 1092 - - 0,09 - - -
6-Camphenone 1095 - 0,76 - - - -
Linalool 1100 0,11 - 0,20 10,68 0,19 7,74
Nonanal 1105 0,03 0,66 0,49 0,17 0,04 1,11
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Slouc¢enina RI Fernet Squash Becher Byl hotk. Jiagmeist. Magister
p-Ethylanisole 1113 - 3,76 - - - -
(E)-Thujone (=B-Thujone) 1116 0,03 - 1,17 0,23 - -
Butyl senecioate 1122 - 2,58 - - - -
Camphor 1143 0,27 - 0,13 0,52 - 0,34
Isopulegol 1144 0,13 - - - - -
trans-Menthone 1153 6,69 - - - - 0,61
Isoborneol 1156 0,15 - - - - i
Pinocamphone 1159 - - 0,24 - - -
cis-Menthone 1164 2,82 - - - - -
Borneol 1164 - - 0,09 - - 0,38
Ethyl benzoate 1170 - - 0,51 - 0,03 0,11
Menthol 1172 535 - 0,60 - - 0,57
Isopinocamphone 1173 - - - 0,90 - 0,18
4-Terpine01 1176 0,50 39,74 0,17 0,83 0,05 3,18
Neoisomenthol 1183 0,20 - - - - -
Verbenyl ethyl ether 1183 - - 0,23 - - 0,55
Pentyl senecioate 1185 - 1,30 - - - -
a-Terpineol 1190 0,06 3,63 0,07 0,12 0,04 1,18
Methyl salicylate 1193 - - 0,23 - - -
Ethyl octanoate 1198 0,09 0,69 1,50 0,22 - -
Estragol 1199 - - - - 6,23 3,58
Decanal 1206 0,10 1,31 0,53 0,54 0,35 7,30
Octyl acetate 1213 0,18 - 0,09 - - 043
Cinnamaldehyde (Z) 1218 - - 0,06 - - -
Citronellol 1228 - - - - - 0,24
Thymol methyl ether 1235 - 1,46 - - - -
cis-hex-3-enyl valerate 1236 1,30 - - - - -
Chrysanthenyl acetate (E) 1236 - - 2,04 - - -
Pulegone 1239 0,16 - - - - -
Neral (=cis-Citral) 1241 - - - - - 0,16
3-methylhexyl crotonate 1243 0,15 - - - - -
Carvone 1243 - - - - - 0,22
Anethol (Z) 1252 - - - - 0,44 0,43
Piperitone 1253 0,04 - - - - -
Geraniol 1255 - - - - - 0,23
Linalyl acetate 1257 0,32 - - - - -
Chrysanthenyl acetate (Z) 1261 - - 0,22 - - -
Cinnamaldehyde (E) 1269 - - 1,50 - - 0,28
Geranial (=trans-Citral) 1270 - - - - - 0,42
Perillaldehyd 1273 - - - - - 0,64
Neomenthyl acetate 1276 0,22 - - - - -
Anethol (E) 1285 - - - 2,15 64,55 23,65
Hexyl senecioate 1286 - 4,84 - - - -
Bornyl acetate 1287 0,13 - 0,90 - - -
Safrol 1288 - - - 18,52 - 3,05
Thymol 1292 - - - 0,16 - 1,15
2-Undecanone 1294 - - 0,34 - 0,24 1,08
Menthyl acetate 1295 10,10 - - 0,45 - -
Ethyl nonanoate 1298 0,10 - 0,10 - 0,12 -
Carvacrol 1301 - - - - - 0,48
Undecanal 1308 - - - - 0,02 0,31
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Slouc¢enina RI Fernet Squash Becher Byl hotk. Jiagmeist. Magister
Neoisomenthyl acetate 1309 0,15 - - - - -
Nonyl acetate 1312 0,15 - - - - -
Heptyl senecioate 1321 - 1,06 - - - -
d-Elemene 1338 1,96 - - - - -
Ethyl hydrocinnamate 1349 0,11 - - - - -
a-Terpenyl acetate 1349 - - - 4,87 0,11 11,42
a-Cubebene 1350 0,03 - - - - i
Citronellyl acetate 1354 - - - - - 0,20
Eugenol 1357 - - 6,16 0,38 0,27 3,71
Neryl acetate 1365 - - - 0,13 0,03 0,68
Ylangene 1371 0,14 - 0,11 - - -
Isosafrol 1371 - - - - - 0,15
Copaene 1375 1,06 - 0,90 1,42 0,16 -
Bourbonene 1384 2,35 - - - - -
Geranyl acetate 1384 - - - 2,81 0,05 1,76
B-Elemene 1391 9,04 - 0,17 0,53 0,14 -
Ethyl decanoate 1397 0,15 0,30 2,36 0,82 0,10 0,65
Diphenyl ether 1398 - 0,48 - - - -
Cyperene 1399 0,13 - - - - -
Eugenol methyl ether 1405 - - - - - 0,29
y-Caryophyllene 1407 0,04 - 0,44 - - -
Dodecanal 1408 - - 0,15 - - 0,35
a-Gurjunene 1409 0,08 - - - - -
Decyl acetate 1411 0,08 - - - - -
(Z)-a-Bergamotene 1416 0,14 - - - 0,22 -
Caryophyllene (trans, ) 1418 4,27 - 33,72 9,97 1,72 -
neidentifikovany seskviterpen 1429 0,53 - - 0,29 - -
Calarene 1431 - - - 0,65 - -
v-Elemene 1433 1,71 - - 0,77 - -
(E)-a-Bergamotene 1436 0,13 - - 0,16 0,42 -
Aromadendrene 1438 0,14 - - - - -
Isogermacrene D 1444 0,54 - - - - -
a-Caryophyllene (=Humulene) 1453 1,38 - 6,27 3,58 0,29 -
B-Farnesene (E) 1458 0,22 - - - 0,10 -
Alloaromadendrene 1460 0,17 - 0,39 0,28 0,12 -
Ethyl cinnamate (E) 1465 0,12 - - - - -
neidentifikovany seskviterpen 1466 0,12 - - - - -
Aristolene 1469 0,15 - - - - -
1-Dodecanol 1474 - 1,63 - - - -
y-Muurolene 1476 1,72 - 1,18 0,25 0,15 -
o-Amorphene 1480 0,44 - 0,31 - - -
a-Curcumene 1484 0,19 - 6,07 0,86 1,58 -
B-Selinene 1486 3,16 - 0,66 0,34 0,08 -
Eremophilene 1487 - - - 0,30 - -
d-Selinene 1491 0,17 - - 0,19 - -
v-Maaliene 1493 3,07 - 0,61 - 0,10 -
a-Selinene 1494 0,33 - 0,65 0,69 0,12 -
v-Amorphene 1496 1,04 - 0,35 - 0,10 -
a-Muurolene 1499 0,08 - 0,63 0,69 0,06 -
o-Bisabolene (Z) 1503 0,14 - - - - -
B-Bisabolene 1509 0,18 - 0,50 0,20 0,37 -
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Slouc¢enina RI Fernet Squash Becher Byl hotk. Jiagmeist. Magister
Linalyl valerate 1511 - - 0,08 0,53 - -
Ionol (=Butylated hydroxytoluene) 1513 - - - - - 0,23
y-Cadinene 1514 0,66 - 0,59 0,89 0,17 -
o-Panasinsene 1517 0,12 - 0,16 - - -
Myristicin 1521 - - - - - 0,15
Calamene 1522 0.15 - 1,86 0,57 0,28 041
d-Cadinene 1523 1,60 - 0,55 0,67 0,45 0,11
Eugenyl acetate 1528 - - 0,31 - - -
Cadine-1,4-diene 1532 0,05 - - - - -
B-Panasinsene 1535 0,25 - - - - -
Selina-3,7(11)-diene 1541 0,34 - - - - -
a-Calacorene 1543 0,16 - 0,62 0,69 0,06 0,24
neidentifikovany ox. seskviterpen 1552 - - 0,67 - - -
Germacrene B 1557 0,63 - - 0,22 - -
Nerolidol (E) 1564 - - - - - 0,71
B-Calacorene 1564 0,05 - - - - -
Neryl isovalerate 1578 - - 0,10 0,60 - -
Caryophyllene oxide 1582 0,07 - 0,89 0,73 0,12 -
Foeniculin (Z) 1584 - - - - 0,13 -
Neryl 2-methylbutanoate 1585 - - - 0,36 - -
Ethyl dodecanoate 1595 0,07 - 0,16 0,92 0,04 -
neidentifikovany ox. seskviterpen 1602 - - - - - 1,34
B-Elemenone 1603 0,19 - - - - -
neidentifikovany ox. seskviterpen 1628 0,10 - - - - 2,20
a-Muurolol 1643 - - - - - 1,41
ar-Turmerone 1666 - - - - 0,05 1,17
Cadalene 1675 - - 0,35 0,17 - -
Foeniculin (E) 1678 - - - - 0,95 -
neidentifikovany ox. seskviterpen 1678 0,80 - - - - -
Germacron (E,E) 1695 0,30 - - - - -

RI (retencni index) byl spocten ze zaznamenanych

retencnich casii podle [25]
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Fernet

V aréma bylo nalezeno 90 latek (18 s obsahem nad 1 %). Z monoterpenickych latek byl
nejvic zastoupen limonene, menthyl acetate, cis- a trans-menthone, menthol.
Nejzastoupenéjsimi seskviterpeny byly B-elemene a f-caryophyllene. Srovndnim sum ploch
po integraci bylo zjisténo, Ze nejveétsi celkové zastoupeni t€kavych latek ze vSech Sesti vzorkl

piislusi prave fernetu, proto mu byla pfidélena srovndvaci hodnota 100 %.

Fernet

cis-hex-3-enyl valerate

a-Caryophyllene

(=Humulene) Ostatni (<1 %)

Limonene

Menthyl acetate

B-Elemene

trans-Menthone
Menthol

Caryophyllene (trans, B)

Obr. 16. Aroma Fernetu

28



Squash

V arébma bylo nalezeno 25 latek (19 sobsahem nad 1 %), monoterpenicky 4-terpineol,

limonene, aromaticky o-cymene a n¢kolik esterii kyseliny seneciové (3-methylbut-2-enoic

acid). Vzorek mél nejmensi obsah tékavych latek v porovndni s fernetem pouze 0,7 % jeho

hodnoty.

Squash Cannabis

Heptyl senecioate
Terpinolen

Ostatni (<1 %)

Indane
Ethyl hexanoate

Pentyl senecioate

Thymol methyl ether
1-Dodecanol
1,4-Cineol

4-Terpineol

2-methylpropyl
senecioate

Obr. 17. Aroma Squashe Cannabis
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Becherovka

V ar6ma bylo nalezeno 69 latek (12 s obsahem nad 1 %). Velké zastoupeni -caryophyllenu a
eugenolu napovidd na jednu z ingredienci (hfebicek), ddle byl hojné zastoupen limonene,
humulone a a-curcumene. Zajimavosti je pfitomnost B-thujonu (plivodem z pelyiiku), jehoz
koncentrace je limitovand podle lékopisu. Mnozstvi tékavych latek bylo 55 % hodnoty

fernetu.

Becher

(E)-Thujone (=B-Thujone)

Caryophyllene (trans, B)

Cinnamaldehyde (E)

Calamene

Chrysanthenyl acetate (E)

Limonene
a-Caryophyllene
(=Humulene)

Obr. 18. Aroma Becherovky
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Bylinna horka

V aréma bylo nalezeno 59 latek (13 s obsahem nad 1 %). Nejvétsi zastoupeni mél safrol
(rostlinny pesticid) obsaZeny pievazné v rostlinindch z rodu sassafras, monoterpenické litky
(limonene, linalool, a-terpenyl acetate), aromaticky o-cymene a seskviterpen -caryophyllene.

Mnozstvi t€kavych latek bylo 31 % hodnoty fernetu.

Bylinna horka

Eucalyptol (=1,8-Cineol)

Safrol
Ostatni (<1 %)

Anethol (B

Geranyl acetate
y-Terpinene

a-Caryophyllene
(=Humulene)

a-Terpenyl acetate \‘

o-Cymene  Caryophyliene (trans, p)

Obr. 19. Aroma Bylinné horké
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Jagermeister

Vv s

V aréma bylo nalezeno 52 litek (5 s obsahem nad 1 %). NejzastoupenéjSim byl cis-anethol
(vyskytujici se v silici anyzu), ddle limonene a estragol (polohovy izomer anetholu). MnoZstvi

t€kavych latek bylo 90 % hodnoty fernetu.

Jagermeister

Ostatni (<1 %)

a-Curcumene
Caryophyllene (trans, B)

Estragol

Obr. 20. Aroma Jigermeistra
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Magister

V aréma bylo nalezeno 55 latek (20 s obsahem nad 1 %). Mezi identifikovanymi latkami se
nachdzelo né€kolik fenylpropanoidl (anethol, eugenol, estragol, safrol, isosafrol, myristicin),
monoterpenickych latek (o-terpenyl acetate, linalool, limonene, eucalyptol), aldehydil

(decanal, octanal). Seskviterpeny byly zastoupeny v malé mife a spiSe v oxidované form¢).
Mnozstvi t€kavych latek bylo 32 % hodnoty fernetu.

Magister

Nonanal
ar-Turmerone

2-Undecanone
a-Terpineol Ostatni (<1 %)

neidentifikovany ox.
seskviterpen

a-Muurolol

Geranyl acetate Anethol (E)

. . Octanal
neidentifikovany ox.

seskviterpen Safrol o-Terpenyl acetate
4-Terpineol
Estragol
Eugenol

Eucalyptol (=1,8-Cineol)

Linalool
Decanal

Limonene

Obr. 21. Aroma Magistra

Ptilohy na konci prace obsahuji vzdjemné grafické srovndni obsahu tékavych latek

vsech vzorkill v jednom prstencovém diagramu.
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ZAVER

Metodou HS-SPME-GC-MS bylo varéma Sesti bylinnych likérti pfi zvolenych
integrac¢nich parametrech nalezeno celkem 160 pfevdZné terpenickych latek. Srovnanim MS
spekter a retencnich indext [25] podle rok od roku se rozristajici chemické databdze NIST
[26] bylo identifikovdno 154 litek, zbylych 6 se podafilo alespoii klasifikovat podle
charakteristickych hodnot m/z. Proti jinym metoddm zkoncentrovdni md metoda HS-SPME
vyhodu v rychlosti a jednoduchosti, oproti metodé HS-GC podstatné zvySuje citlivost k méné

tékavym latkam na tkor tékavych (ethanol).

Porovnani procentudlnich zastoupeni jednotlivych latek prob&hlo pouze srovnanim
ploch pikli bez jakychkoli korekénich faktort, proto vysledky neodpovidaji skute¢nému
obsahu. Metoda by mohla mit vyuZiti k srovndvani jednotlivych SarZi vyrobku, odhalovani

falsifikati nebo naopak k rozkli€ovani receptury.
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PRILOHY
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Prstencovy diagram viné bylinnych likéri.

Vzorky jsou setazeny v pofadi od vnittku prstence dle tabulky 4 (Fernet, Squash

Cannabis, Becherovka, Bylinnd hotkd, Jigermeister, Magister). Léitky jsou zobrazeny podle

reten¢niho indexu ve sméru Sipek.
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Legenda

O o-Finene

O Benzaldetwyde

M Ethyl hexanoate

W 3-Carene

W o-Cymene

M Indane

O y-Terpinene

O Z-methylpropyl senecinate
B ?-Monanone

O Mananal

M BEutyl senecioate

M trans-Menthone

M cis-Menthon

H Menthol

B Meoisomenthaol

O g-Terpineol

MW E=tragol

E Cinnamaldehyde (£)
O cis-hex-3-enyl valerate
B Meral (=cis-Citral)

B8 Anethal ()

O Linalyl acetate

O Geranial (=trans-Citral)
& Anethal (E)

B Safrol

O Menthyl acetate

& Undecanal

& Heptyl senecionate

B a-Terpenyl acetate

& Eugenaol

& Izosafrol

B Geranyl acetate

& Diphenyl ether

& y-Caryophyllene

& Decyl acetate

B neidentifikovany seskviterpen
@ (E)-a-Bergamotene

E a-Caryophyllens (=Humuleneg)
O Ethyl cinnamate (E)

& 1-Dodecanal

E o-Curcumene

# 6-5Selinene

# y-Amorphene

O B-Bisabolene

@ y-Cadinene

B Calamene

O Cadine-1 4-diene

H o-Calacorene

& Meralidol (E)

@ Caryophyllene oxide
@ Ethyl dodecanoate

E neidentifikovany ox. seskviterpen
E Cadalene

A Germacran (E E)

B Camphene

M E-Finene

O Qctanal

01 4-Cinenl

M Limonene

E Z-heptyl acetate

O Artermnisia ketone

O Terpinolen

HE B-Camphenone

O p-Ethylanisole

E Camphaor

M |sobormeol

B Eorneol

M |sopinocamphone

= erbenyl ethyl ether

W Methyl salicylate

W Decanal

M Citronellol

B Chrysantheny! acetate (E)
O 3-methylhexyl crotonate
B Fiperitone

B Chrysanthenyl acetate ()
@ Perillaldefyd

B Hexyl senecioate

O Thymal

O Ethyl nonanoate

O Menisomenthyl acetate
@ 3-Elemene

H o-Cubebene

& Meryl acetate

B Copaene

& p-Elemene

& Cyperene

O Dodecanal

8 (Z)-a-Bergamotene

B Calarene

O Aromadendrene

E p-Farnesene (E)

& neidentifikovany seskviterpen
O y-Muuralene

O B-Selinene

# y-Maaliene

& o-Muurolene

O Linalyl valerate

@ o-Panasinsene

@ 3-Cadinene

@ B-Fanasinsene

HE neidentifikovany 0x. seskviterpen
A P-Calacorene

@ Foeniculin (£)
neidentifikovany ox. seskviterpen
& o-Muurolal

@ Foeniculin (E)

>

O 1, 1-dimethoo-2-methylbutane
O B-Myrcene

W Phelandrene

O a-Terpinene

B Eucalyptol (=1,8-Cineol)
O trans-Ccimene

O 1-Cctanol

O p-Cymene

E Linaloal

B (E)}-Thujone (=R-Thujone)
M |sopulegol

B Finocamphone

W Ethyl benzoate
O4-Terpineal

W Pentyl senecioate

O Ethyl octanoate

W Cctyl acetate

B Thymol methyl ether

B Pulegone

O Carvone

B Geraniol

B Cinnamaldehyde (E)

& MNeomenthyl acetate

B Bornyl acetate

O 2-Undecanane

O Carvacral

B Monyl acetate

O Ethyl hydracinnamate
& Citronellyl acetate

& Ylangene

B Bourbonene

& Ethyl decanoate

& Eugenal methyl ether

& o-Gurjunene

B Caryophyllene (trans, 2)
B y-Elemene

B lsogermacrene O

O Alloaromadendrene

B Aristolene

B o-Amorphene

& Eremophilene

H o-Selinene

O a-Bisabholene (£)

A lonol {(=Butylated hydrosytaluene)
O Mhyristicin

E Eugenyl acetate

H Selina-3,7(11)-diene

B Germacrene B

B Meryl isovalerate

B Meryl 2-methylbutanoate
B [-Elemenane

O ar-Turmerone

B neidentifikovany ox. seskyiterpen
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