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ANOTACE

Cilem této diplomové prace byla optimalizace extrakce a separace t€kavych latek ve vzorcich
zelen¢ho ¢aje pomoci plynové chromatografie s plamenové-ionizaénim detektorem. Nejprve
byly optimalizoviny podminky SPME extrakce s vyuzitim headspace techniky.
K optimalizaci byl pouzit Box, Hunter & Hunter faktorovy pldn. Optimalizované podminky
separace a extrakce byly vyuzity pro analyzu 13 vzorkl zelenych ¢aji. Dale byly tékavé latky
identifikovany pomoci spojeni GC/MS.

KLICOVA SLOVA

Zeleny ¢aj, SPME, plynova chromatografie, extrakce, pldnovani experimentd

TITLE

Analysis of Aromatic Compounds Present in Green Tea.

ANNOTATION

The aim of this thesis was optimization of extraction and separation of volatile compounds
presented in green tea samples by gas chromatography with a flame-ionization detector. First,
SPME extraction conditions were optimized using headspace technique. The Box, Hunter &
Hunter factor plan was used for optimization. Optimized separation and extraction conditions
were used for analysis of 13 green tea samples. Furthermore, volatile substances were

identified by GC/MS.

KEYWORDS

Green tea, SPME, gas chromatography, extraction, design of experiments
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Uvod

Zeleny ¢aj zna lidstvo jiz vice jak 5 tisic let a patfi tak v celosvé€tovém meéftitku mezi nejvice
konzumované a oblibené nealkoholické napoje. Svoji oblibu ziskal pfedevSim diky svym
vlastnostem, at’ uz jde o chut'ové, ¢i vonné vlastnosti, ale také diky svym pozitivnim zdravotnim
ucinkiim na lidsky organismus. T¢kavé latky tvoii v zeleném caji celkovy aromaticky profil a
tim tvofi vyznamny parametr pro urceni kvality i ceny samotného ¢aje. Na vyskyt t€kavych latek
v zeleném ¢aji ma vliv mnoho faktord jako jsou zemé ptvodu, klimatické podminky ¢i zptisob

zpracovani.

Tekavé latky v zeleném cCaji jsou nejcastéji stanovovany pomoci chromatografickych metod,
které jsou z duvodi nizkych koncentraci spojeny s piedchozim zakoncentrovanim pomoci
mikroextrakénich metod, kdy mezi nejvyznamnéj$i mikroextrakéni techniky pro stanoveni
tékavych latek v zeleném caji patii mikroextrakce na tuhou fazi (SPME) v provedeni headspace
(HS-SPME). Dal§imi divody pro pouziti mikroextrakénich metod jsou velmi nizké naklady,
nizkd Casovd naro¢nost, malad spotfeba vzorkli a velmi kratka ptiprava vzorkli pro samotné
stanoveni. Dal$i vyhodou SPME je moznost kombinace sorp¢nich teplot béhem jednoho
extrakéniho procesu, diky ¢emuz lze analyzovat vice latek najednou. Kombinaci teplot
pouzivanych je nutno optimalizovat, aby v prubéhu extrakce nedochazelo k desorpci jiz

nasorbovanych latek na vlakné.

Pro Analyzu izolovanych tékavych latek je nejCastéji pouzivdna plynovd chromatografie

s plamenové¢ ioniza¢nim detektorem (GC/FID) nebo s hmotnostnim detektorem (GC/MS).
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1 Teoreticka Cast

1.1 Caj

Caj je v dnesni dobé a v dlouhodobém méfitku, po vodé nejvice konzumovanym népojem
na sveété a je znacnou Casti populace ocefiovan pro svou charakteristickou chut’, viini, ptinos
pro zdravi a pro kulturni vyznam. Jako ¢aj pravy lze oznaclit takovy ¢aj, ktery je vyrobeny
z vyhonkt, listl, pupeni nebo jemnych casti zdfevnatélych stonkli Cajovniku Camellia
sinensis (linaeus) O. Kunze (Obrazek 1), nebo také caje vyrobené jejich kombinovanim.
Cajovnik je stilezeleny subtropicky strom nebo ket pattici do rodu Camellia L. fadici se do
celedi Camelliaceae (Cajovnikovité), kterd sdruzuje nejméné 50 druhd. Pro vyrobu
samotného Caje maji vSak prakticky vyznam pouze druhyjednoho druhu Camellia sinensis

(L.) Kuntze (syn. Thea sinensis L.) [1,11].

Legislativa Ceské Republiky pohlizi na &aj formou vyhlasky MZ &. 330/1997 Sb. pro &aj
a kdvoviny ve znéni Vyhlasky ¢. 91/2000 Sb. a Vyhlasky ¢.78/2003 Sb. ktera oznacuje Caj za
vyrobek rostlinného ptivodu slouzici k ptipravé napoje uréeného k ptimé spottebé nebo napoj

pfipraveny z tohoto vyrobku [2].

Obrazek 1 Camellia sinensis [3,4]
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Péstitelé a zpracovatelé de€li Cajovnik ¢insky na zékladni tfi skupiny, tzv dzaty [1]:

> Cinska skupina: ¢ajovniky z této skupiny jsou pomalu rostouci stromy 4-6 metrd vysoké
s malymi, vzpfimenymi, pomérn¢ zkymi, vyrazn¢ zoubkovanymi, tmavé zelenymi listy,
jejichz povrch je matny. Cajovniky ¢inské skupiny jsou odolné k nizkym teplotim a
péstuji se piedevdim v Cing, Japonsku, Turecku a Indii, pfedev§im v mistech s vyssi
nadmoiskou vyskou [5].

» Asamska skupina: na tuto skupinu c¢ajovnikl I1ze hledét jako na skupinu rychle
rostoucich vysokych stromti 12-15 metri vysokych slesklymi a eliptickymi listy.
Cajovniky jsou poskozovany teplotami pod -4 °C a jako takové mohou pieZit pouze ve
vysokych nadmotskych vyskach pobliz rovniku. Cajovniky asamské skupiny jsou
pestovany predevsim v Indii, na Sri lance, Javé a v Africe [1, 5].

> Indocinska (kampucijskd) skupina: v porovnani s ostatnimi skupinami ma velmi maly
vyznam. Caje produkované touto skupinou maji vysokou barvitost v $alku, ndlev je

drsnéjsi s typickou ¢ajovou vini a chuti [1].

1.2 Zemé produkujici ¢aj

Na svétovém trhu lze nalézt ¢aje z nejriznéjSich koutdl svéta. V dneSni dobé méme moznost
zakoupit ¢aje asijské, africké a v mensi mife také Caje jithoamerické. Mezi nejvétsi producenty
¢aje na svété fadime Indii, Cinu, Sri Lanku (Cejlon), Kena, Turecko, Indonésii, Japonsko a

Vietnam. Graf nejvétSich svétovych producentti je zobrazen na obrazku €. 2.

Caje jsou na trhu oznatovany z mnoha hledisek. Oznaduji se podle zemé& piivodu, zptisobu
zpracovani a také podle jakosti znaeného ¢aje. Znaceni dle zpiisobu zpracovani je pro vSechny
zem¢ sjednocené, rozdily vSak nastidvaji pfi znaceni jakosti, kde kazda zemé uplatiiuje svoje
zpisoby znaeni. Kazdd zem¢ ma své typické péstitelské regiony s vlastnimi zplsoby a
technologiemi zpracovani ¢aje a se svym specifickym podnebim. Tyto hlediska znacné ovliviiuji
kone¢nou barvu, vzhled a chut’ Caje. Pfedev§im z téchto diivodu jsou na trh dodavany cajové

vyrobky s oznacenim vyrobni oblasti pro ovéfeni a valorizaci vysledného produktu [1, 12].
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Obrazek 2 Svétova produkce Caje [22]

1.3 Technologie zpracovani ¢aje

Pti vyrobé ¢aje se za prvni zakladni materidl povazuji listy cajovniku Camellia sinensis, ovsem
v dtsledku rozdila jednotlivych technologii a druhii zpracovani, mame dnes Sirokou skalu druhi
¢aju s rozdilnymi vlastnostmi. Z hlediska technologie zpracovani délime caje do tii zakladnich
skupin podle dosazeného fermentacniho stupné: nefermentované (zelené, bilé),
polofermentované (oolong) a fermentované (Cerné). Fermentaci Caje myslime enzymaticky
ucinek polyfenol oxidasy (PPO), ktera je v €aji pfitomna a katalyzuje oxidaci a kondenzaci
polyfenoll na komplexni chinony a taniny. Zeleny ¢aj prochdzi pouze ¢astecnou fermentaci, a to
za UCelem inaktivace PPO suSenim a napafovanim. Polofermentovany ¢aj oolong podléhd
fermentaci ve form¢ drcenti listi a uvolnénim PPO, kdy jsou nasledné listy zahfivany a vysuSeny

za u¢elem inaktivace enzymil. Cerny ¢aj podléha uplné fermentaci, kdy velka vétsina z celkové
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koncentrace pfitomnych polyfenolti je kondenzovana a dochazi ke vzniku komplexnich
polyfenold, jest¢ pred zahdjenim inaktivace PPO. Jednotlivé postupy zpracovani Caje jsou

znazornény na obrazku ¢. 3 [12, 13].

BILY

Naparovani E Sugeni ’

Ly Zavadnuti | N@pafovani Lyl Suinovini  |=3 Sueni —>|  ZELENY

Pafeni

Fermentace

! Zavadnuti — Protfasani —- pak - Suseni —p- OOLONG

Naru3ovini Prafeni

p{  Zavadnuti — Svinovani =3| Fermentace |=p Sufeni — CERNY

Sekani

Obrazek 3 Schéma vyrovy jednotlivych druht ¢aja [7]

1.3.1 Zeleny ¢aj

4

Zeleny ¢aj je ve svétovém meétitku velmi oblibenym napojem a to predev§im diky
kombinaci pfijemné chuti a kladnych zdravotnich G¢inkl na lidsky organismus. Jednotlivé ¢aje
se od sebe lisi podle odridy, sezony plenéni, piidy, oplodnéni, klimatu a poskliziiové 1écby. Dalsi
rozdily zelenych ¢aji lze hledat v chemickém sloZeni, které ma vliv na vyslednou kvalitu
¢ajového produktu a také pro urCovani trzni hodnoty [14]. Zeleny ¢aj je oblibenym napojem
nejen pro jeho vyjimecnou chut’, ale také pro jeho prokazané prospésné 1€€ivé vlastnosti spojené
sjeho konzumaci. Zeleny ¢aj podporuje krevni ob¢h, zlepSuje funkci jater, podporuje
metabolismus rtiznych toxinl a je prokazatelné piinosné€j$i neZ napoje obsahujici pfemrsténé
mnozstvi vitamini C, E nebo B-karotenu. Mnoho studii jiz prokazalo, ze konzumace zelené¢ho
Caje je spojena s prevenci kardiovaskuldrnich onemocnéni, prevenci nékolika typi rakoviny
ktze, plic a jater. Dale bylo prokdzano snizeni cholesterolu v séru a prevence oxidace

lipoproteint s nizkou hustotou. Ptiznivé G¢inky zeleného ¢aje na lidsky organismus jsou z velké
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¢asti pripisovany flavonoidiim. Z tohoto hlediska lze povazovat zeleny ¢aj za takika ideélni
napoj, ovSem nékteré studie popisuji farmakologické ucinky zeleného caje za znacéné
kontroverzni. Hlavnim problémem je vysoké koncentrace kofeinu, ktery mize mit negativni vliv
na kardiovaskularni systém, deprivaci spanku, potraty a absorpci vapniku vedouci k osteoporéze.
Ironii osudu je, Ze zeleny Caj byl a je stdle povazovan za nahrazku kofeinovych napoji pro

téhotné Zeny, kojence a déti [15- 17].

Hlavnim rozdilem mezi ¢ernymi €aji a ¢aji zelenymi je samotné technologické zpracovani. Pfi
vyrob¢ zeleného Caje je vynechan krok fermentace. Z tohoto diivodu nedochdzi k pfeménam
ptitomnych tfislovin (polyfenolll) a chlorofylu, a proto si ¢aj ponechavé svoji charakteristickou
zelenou barvu. Cajové listy jsou spafeny pii teplotich v rozmezi 85-90 °C, kdy se pii téchto
teplotach inaktivuji enzymy. V dalSich krocich se ¢ajové listy susi pfi teploté 95 °C a nasledné
jsou svinovany, ttidény a dosuSovéany. V konecné fazi vyroby jsou vysusené listy ¢ajovniku
vyleStény a vyttidény stejnym zptsobem jako u €aji Cernych a nasledné jsou zabaleny. Vysledny
nalev ze zeleného Caje ma slamové Zlutou barvu, ktera prechazi az do zlutozelené, disponuje

typickou vini a charakteristickou sviravou chuti [1].
Postup pri zpracovani:

Sbér

vvvvv

Dulezité je predevsim spravna a v€asna sklizen v dob¢, kdy se mladé listy zacinaji rozvinovat. U
nejkvalitnéjSich €ajl je Castd ruéni sklizen, u které se dba na spravné odlamovani vyhonkt. Pti

sklizni jsou ulamovany koncové vyhonky tzv. fleSe [6].
Zavadnuti

Zpracovatelské zavody z vétSiny piipadi lezi bezprostfedné v blizkosti plantazi, jelikoz si
nemohou dovolit dlouhou pfepravu sklizenych listkli ¢aje. Aby mohli byt Cajové listky dale
zpracovavany, je nutné z nich odstranit ¢ast vody. Toho se dosahuje zavedenym postupem
zavadnuti na draténych liskach, kde jsou listy rovnomérné rozvrstveny a v pravidelnych
intervalech se obraci. Behem tohoto procesu zacinaji biochemické premény jako napiiklad
zvySovani koncentrace aminokyselin, kofeinu, organickych kyselin, polyfenoli a polyfenolova
oxiddza je transformovéna z latentni na aktivni formu. Dale se zvySuje permeabilita bunécéné
membrany, coz umoziuje snadné€jsi naruseni bunécného obsahu v dalSich krocich postupu

vyroby [8,9]. Piiklad haly urcené pro zavadani listkli je vyobrazen na obrazku €. 4.
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Obrazek 4 Hala pro zavadani ¢ajovych listka [34]

Svinovani

V tomto kroku dochdzi k zahdjeni enzymatické oxidace flavanoli molekularnim kyslikem.
Zvadnuté listy se sta¢i a tim se poskozuje bunécna struktura a nasledné je uvolnéna bunécna
Stava, ktera reaguje se vzdusnym kyslikem. Tento krok je popisovan nazvem svinovani, ovSem
ve skutecnosti zahrnuje kroky fezani a stlacovani. Svinovani probiha ve stacecich pfistrojich po

dobu alespoii 30 minut [8, 9]. Na obrazku €.5, 1ze vidét roller pro svinovani ¢ajovych listki.

Obrazek 5 Roller na svinovani ¢aje [35]
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SusSeni

Fermentovany c¢aj se ihned vystavuje teplotdm zhruba 90 °C pro pieruseni fermentacniho
pochodu. Pro tento krok se vyuzivaji komory s rychlym ptecerpavanim horkého vzduchu nebo

primyslové susarny [9].
Tridéni a baleni

Niésledujicim krokem je krok tfidéni a nasledné baleni. Cerné ¢aje se déli do n&kolika skupin:

Caje listové (leaves), Caje zlomkové (brokens), ¢ajové drté (fannings) a ¢ajovy prach (dust) [1].

Technologie pripravy ¢aje:

Mezi nejnovéjsi zpusoby pripravy Caje patii technologie CTC, kdy CTC zkratka vznikla
spojenim slov ,,crushing”(drceni) ,,tearing” (trhéni) ,,curling” (svinovani). Pti vyuziti metody
CTC je list nejprve ponechan zavadnout, nésledné se jednou svine a poté se pomoci stroje
roztrhd. Vyhodou této metody je Ze se bunééné membrany listi rozrusi rychleji a efektivnéji nez
pii klasickém postupu. Listy prochazi strojem tfikrat az Ctyfikrat a nasledné se ponechavaji
fermentovat. Touto metodou se pievazné vyrabéji saCkové Caje, kde se rychle uvoliuje ving a
chut. Druhou hojné pouzivanou metodou je technologie LTP, kdy zkratkou LTP
pojmenovavame ,, Lawrie Tea Processor” coZ je oznafeni pro zkraceny zplsob zpracovavani

¢ajovych listli. Pfevazné je tento zpiisob vyuzivan pro vyrobu sackovych ¢aju [1,10].

1.4 Tékavé latky v zeleném caji

Vyskyt tékavych latek v zeleném caji piispiva predev§sim k vyslednému aromatickému
projevu, naopak netékavé latky vyskytujici se v zeleném ¢aji udavaji chut'ové vlastnosti, které
jsou velmi typické a projevuji se svoji charakteristickou hotkosti a astringenci. Astringence je
popisovdna jako hmatovy pocit na jazyku, ktery vyvolava reakce mezi ¢ajovymi polyfenoly a
bilkovinami vyskytujicimi se ve slindch [13]. Z hlediska zamétfeni diplomové prace bude upiena

pozornost pouze t¢kavym latkdm vyskytujicim se v zeleném caji.

Tekavé latky maji vliv na aroma, které je velmi dulezité pro konecnou podobu zeleného caje,

maji tedy vliv na celkovy vjem z vysledného ¢aje a miizou tak ovlivnit i konzumenta [12].

Tekavé latky v zeleném caji zabiraji zhruba 0,01-0,02 % z celkové susiny Caje. Zeleny ¢aj je na
celkovy obsah tékavych latek 4-5 krat chudsi nez ¢aj Cerny. Z vice nez 300 identifikovanych
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tékavych latek vyskytujicich se v ¢ajich 1ze povazovat za dilezit¢ pouze nékteré. Tekavé latky
jsou tvofeny v souvislosti s vyznamnou degradaci lipidi v obdobi, kdy je ¢aj zpracovavan.
VétSina aromatickych sloucenin je tvofena aminoskupinou kyseliny, mastné kyseliny,
karotenoidy a glykosidy. Té€kavé slouCeniny lze rozdélovat na neterpenoidy, které vznikaji
rozkladem mastnych kyselin a jsou nositely Cerstvé zelené piichuté a jejich hlavni slozkou jsou
monoterpenické alkoholy napf. (3Z)-hex-3-en-1-ol, (2E)-hex-2-enal a hexanal, poskytujici
kvétinovou sladkou viini a terpenoidy vcetné alkoholti a aldehydt jako hlavniho zdroje aromatu
zelené¢ho caje [12, 16, 18, 19]. Dalsi vyznamné t€kavé latky odpovédné za aroma zeleného cCaje

jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka 1 Vyskyt t€kavych latek odpoveédnych za aroma Caje [36]

Neterpenodidni latky Terpenoidni latky
Isovaleraldehyd Linalool oxide, (Z)-furanoid
2-Ethylfuran Linalool oxide, (E)-furanoid
Hexanal Benzaldehyde
1-Penten-3-ol Linalool
Heptanal B-cyclocitral
(Z)-3-hexenal Ho-trienol
(E)-2-hexenal 1-Ethylformylpyrrole
Penten-1-ol Phenylacetaldehyde
(Z2)-2-Penten-1-ol a- Terpineol
Hexan-1-ol Linalool oxide, (Z)-pyranoid
(Z)-3Hexen-1-ol Linalool oxide, (E)- pyranoid
Nonanal Methylsalicylate
(E)-2-hexen-1-ol Nerol
(E)-2,4-Beptadienal Geradiol
(E,E)-2,4-Heptadienal Benzy alcohol
Nerolidol
Bovolide
Dihydroactimdiolide
Neterpenoidni latky

Latky spadajici do skupiny neterpenoidnich jsou produktem rozpadu lipidi a pfedevSim
nenasycenych mastnych kyselin, plisobenim lipoxygenédzy. Déle 1ze do této skupiny zatadit

kyselinu linoleovou tvofici c-3-hexenal, ktery je néasledné redukovéan na cis-3-hexenol neboli
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alkohol oxidoreduktdz a CasteCn€¢ izomerizovan na trans Z-hexenal enzymem izomerazou.
Nékteré neterpenoidni l4tky jsou sniZovany na trans-2-hexenol, jako napfiklad kyselina linolova
tvotici n-hexanal, dale tvofici n-hexanol. Stejnym principem probiha degradace kyselin olejové a
palmitové, které tvofi m-nonanal, n-nonanol, n-heptanal a n-heptanol. Obdobnymi procesy
vznikaji 1-okten-3-on a 1-oktan-3ol z kyseliny linolové, a také 1-penten-3-on, 1-penten-3-ol, cis-
3-penten-1-ol a cis-3-penten-1-on z kyseliny linolenové za plsobeni enzymii oxidoreduktdza
izomerdz. Neterpenoidni latky, které jsou produkty degradace tuki béhem vyroby caje, maji
nezadouci vliv, jelikoz mohou za travnaty zapach a snizuji tak senzorickou hodnotu vysledného

¢aje. Na druhou stranu jsou u zeleného Caje nositely charakteristické zelené chuti [20, 21].
Terpenoidni latky

Druhou skupinou tékavych latek at’ uz v zeleném nebo Cerném caji jsou latky terpenoidni. Tyto
latky jsou z pfevazné cCasti odvozeny od glykosidi a zahrnuji terpenoidy, aromdty a jiné
neterpenoidy. Terpenoidni latky jsou sestaveny z oxidacnich latek iniciovanymi enzymy
zrozpadu karotenoidli a hydrolyzou terpenoidnich glykosid. Neékteii ze zastupct vznikaji
rozpadem z aminokyselin a cukri pomoci Steckerovi a Maillardovy reakce. Tyto reakce
znamenaji vyznamnou roli pfi hnédnuti potravin. Terpenoidni latky dodavaji Caji sladkou

kvétinovou vuni [20, 21].

1.5 Extrakce

Extrakci fadime mezi zakladni analytické separacni metody, kterd si i nadale drzi pevné
postaveni i v moderni analyze. Pti analyze zeleného ¢aje vyuzivame extrakci jako ptipravny krok
pfed samotnou analyzou a to predevsim kvuli nedostacujici citlivosti a vlivu matrice na
stanoveni. U potravinaiskych materiali se nejcastéji uplatiiuje extrakce typu pevna fize-
kapalina. V tomto systému je za pevnou fazi povazovan potravinaisky materidl a k samotné
extrakci pouzivame horkou vodu, organicka rozpoustédla a oxid uhli¢ity v nadkritickém stavu.
Pokud pouzivame jako extrakcni €inidlo vodu, 1ze popsat proces extrakce jako vyluhovani nebo
také jako extrakce v jednom stupni. Extrakce jako takovd md vyznamny vliv na samotnou
potravinaiskou technologii, kde dochazi k oddélovani vyznamnych latek z pfirodnich materiald,
jako ptiklady 1ze uvést semena olejnatych rostlin pfi vyrobé oleje, kdvova zrna pii vyrobé kavy,
nebo Cajove listky pii vyrob¢ ¢aje. Vlastni proces je velmi slozity a 1ze ho popsat matematickymi
vztahy, které vzdy plati pouze s urCitym omezenim. Pro provedeni kazdého procesu, pfedevSim

pro vypocet extraktoru je velmi dillezitd znalost rovnovaznych zavislosti, které mezi extrakcemi
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kapalina-kapalina a kapalina-pevna faze nevykazuji vyznamnéj$i rozdil, jelikoz jejich
rovnovazné kiivky lze méfit se stejnou piesnosti. Velmi dilezité je presné definovat fyzikalni

stav pevné faze, a to pfedevsim stupeii a zplisob naruseni materialu [15,24].

1.5.1 Extrakce rozpoustédlem

Nejprve je nutné si uvédomit, v jakém uspofaddani proces extrakce provadime. Tato
problematika velmi dzce souvisi nejenom s technologii procesu, mechanismem procesu, ale

hlavné s charakterem ustanoveni rovnovahy. V zéasad¢ lze extraktory rozd¢lit na:

Ponorné (imerzni): Naprosto typickych ptikladem tohoto uspotadani je ptiprava turecké kavy.
Proces v téchto extraktorech je obvykle nejblize rovnovaznym podminkam. V extraktoru je
velky nadbytek rozpoustédla oproti extrahované latce, kterd musi byt v extrakénim c¢inidle
ponoiena. Takto uspofaddana extrakce je velmi neefektivni, jednak z diivodl nizké koncentrace

extrahované latky tak i pro velkou spottebu extrak¢éniho Cinidla.

Skrapéné (perkolacni): V tomto usporadani je velmi dulezita filtracni ptepazka, oddé€lujici
roztok od ¢astic extrahovaného materidlu. Pro perkolacni extraktory je typicky proces, kdy je
extrahovany materidl ve vrstvé v klidu a je skrapén rozpoustédlem, které pies tuto vrstvu
protékd. Pomér rozpoustédla k materidlu je mensi nez u extraktorti ponornych a vyhodou je i

vys$si koncentrace extrahované latky [24].

1.5.2 Extrakce kapalina-kapalina

Extrakci v systémech kapalina-kapalina 1ze povazovat za rovnovaznou techniku déleni
latek podle rozdélovacich konstant mezi vodnou fazi a fazi organickou, kterd je nemisitelnd s
vodou. Tato separacni technika je jiz dobfe zavedena a je vyuZivana i v dneSni dobé ptes fadu
nevyhod, jako napfiklad, ze pfi provadéni extrakce kapalina-kapalina spotfebovavame velké
mnozstvi rozpoustédel, ve vétSin¢ pripadt toxickych, a také ze vzorky maji tendenci pfi
protifepavani prechdzet na emulze. V dneSni dob& se nejcastéji pouziva on-line LLE, kterd je
provadéna opakovanym davkovanim vodného vzorku do organického rozpoustédla a nasledné je
smes protiepavana. Po provedené extrakci jsou jednotlivé faze oddéleny pomoci
semipermeabilni membrany nebo fazového separatoru sendvicového typu. Oddélend organicka
faze spolecné se zachycenym analytem je pfevedena do pievodniku na davkovani velkych

objemtl a malé ¢ast cca 100-500 pl je pfimo davkovéana do GC [37].
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1.5.3 Mikroextrakce na pevné fazi

Mikroextrakci na pevné fazi (SPME) je jednoducha a G¢inna sorpcné/desorpcni technika
slouzici pro zakoncentrovani zkoumaného vzorku. Principem SPME je expozice malého
mnozstvi extrakéni faze nadbytkem vzorku. Metoda SPME je vyuzivédna jako ptipravny krok
pted analyzou vzorkl za ucelem ziskdni dostate¢ného mnozstvi ¢istého vzorku bez piipadnych
interferenci. Pfi metod¢ SPME jsou zkoumané analyty adsorbovany na vlakné po dobu, nez je
dosazeno rovnovahy. Metodu SPME je mozné vyuzit jak pro kvalitativni tak pro kvantitativni
analyzu, kdy ndm metoda udavd velmi presné a spravné vysledky a diale nam poskytuje
kalibra¢ni kfivky v Sirokém koncentracnim rozmezi. Zna¢nou vyhodou je, Ze pfi spravné volbé
vlakna lze dosahnout reprodukovatelnych vysledki i pro velmi mald mnoZstvi vzorki. SPME ma
v praxi velkou vyhodu oproti klasickym metodam pro ptipravu vzorka jako je extrakce kapalina-
pevna latka, kapalina-kapalina, pfedevsim proto, zZe neni nutné pouzivat slozité piistroje ani
velkd mnozstvi organickych rozpoustédel. Zakladnim kamenem SPME je kiemenné vlakno
(obrazek €. 6), které je pokryto riiznymi typy staciondrni faze, které se mohou liSit sorpénimi

vlastnostmi nebo polaritou.

Obrazek 6: SPME vlakno [38]

Jednotlivé rozdily a mozZnosti aplikace jsou uvedeny v tabulce €. 2. Nenavdzané faze jsou
stabilni pouze v organickych rozpoustédlech misitelnych s vodou, v téch je moZnost, ze budou
slab& bobtnat, proto nesmi byt nikdy ¢iSt€ny nepolarnimi organickymi rozpoustédly. Z tohoto
divodu neni mozné Cistit je nepolarnimi rozpoustédly. Vazané faze jsou stabilni ve vSech

organickych rozpoustédlech [25].
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Tabulka 2 Prehled vlaken pouzivanych pro SPME [25]

Stacionarni Zkratka Typ faze Urceno pro Doporuceno
faze/tloust'’ka vrstvy nazvu chromatografii pro analyzu
stacionarni
faze
polydimethylsiloxan PDMS Tekavé latky
100 um nevazana GC/HPLC Nepolarni, sttedné t€kavé latky
30 um nevazana GC/HPLC Slab¢ polarni az nepolarni
7 um vazana GC/HPLC stiedné tekavé latky
polydimethylsiloxan/ PDMS/DVB vazana Polarni tekaveé latky
divinylbenzen GC Obecné uziti (pouze HPLC)
65 um HPLC
60 um
StableFlex" GC
65 um
Polyakrylat Polarni, stfedné t¢kavé latky
85 um PA vazani GC/HPLC
Carboxen™/polydimneth CAR™/PDMS vézani Stopové koncentrace te¢kavych
ylsiloxan GC latek
75 um
StableFlex™
85 um GC
Carbowax™/divinylbenz CW"™/DVB Polarnf latky
en GC
65 um
StableFlex™
70 um GC
Carbowax™/pryskyfice =~ CW'/TPR Povrchovée aktivni latky, (pouze
50 um HPLC HPLC)
Divinylbenzen/Carboxen” DVB/CAR™/ Té&kavé a stiednd tékavé latky
M PDMS C3-C20
/polydimethylsiloxan GC
50 um/30 pm GC
50 um/30 pm

Zatizeni pro SPME Ize rozdé€lit podle dvou zdkladnich provedeni na manudlni SPME

(obrazek ¢. 7) a SPME s automatickym ddvkovacim systémem (,,autosamplerem SPME).

V soucasné dobé¢ jsou vyuzivany plné automatizované vzorkovaci zatizeni pro analyzu vodnych

vzorkli pomoci online SPME. Vzorek je kontinualné Cerpan pies sklenénou priitokovou celu,

namontovanou na automaticky davkovac a vldkno je v intervalech ponofovéano do protékajiciho

vzorku. Vzorek je umistén ve sklenéné nddobé a je Cerpan pies sklenénou pritokovou celu

pomoci peristaltického ¢erpadla [40].
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Obrazek 7 SPME v manualnim usporadani [39]

1.5.3.1 Provedeni SPME

Proces SPME se skladd ze dvou hlavnich ¢asti. Z procesu extrakce a z procesu desorpce.
Extrakéni proces se sklada z vice jednoduchych krokti. V1dkno se stdhne pomoci pistu do jehly
stiikacky a nasledné se propichne septum vialky, ve které je umistén vzorek. Vldkno se pomoci
pistu vytlaci do kapaliny nebo do plynné faze. Organické analyty se zachyti na stacionarni fazi
podle sorpcnich vlastnosti a po provedeni sorpce se vlakno zasune do jehly a stfikacka se
pfesune do plynového chromatografu. Jehlou se propichne septum davkovafe vyhiatého na
pozadovanou teplotu. V plynovém chromatografu dochdzi k termodesorpci. Extrakéni proces je

znazornén na obrazku ¢. 8 [40].
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Obrazek 8 Proces extrakce metodou SPME [39]

1.5.4 Extrakce plynnou fazi ,, head-space “

Podle zptisobu odbéru plynné faze 1ze metodu ,,head-space® na statickou a dynamickou. Tento
zpusob extrakce je pouzivan vyhradné pro analyzu pevnych a kapalnych vzorkd s obsahem

t€kavych latek, které jsou odebirdny v uzavieném prostoru nad analyzovanym vzorkem.
Staticka metoda ,, head-space «

Pii statické ,head-space” metodé¢ se analyzuje vzorek plynu odebrany z prostoru nad
kondenzovanou féazi v uzavieném prostoru, ktery je v dynamické rovnovaze. V ptipadé tohoto
provedeni se koncentrace slozek v koexistujicich fazich neméni, a to 1 v pfipadé€, Ze pti odbéru
dojde k poruseni rovnovahy. Stupeni poruseni rovnovahy je zavisly na mnoZstvi odebraného
vzorku a také na zplsobu odbéru. Nevyhodou této metody je nizkéd citlivost a s klesajici

tékavosti analyzovanych latek klesa také vytéznost metody [37].
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Dynamicka metoda ,, head-space *

Princip metody je zaloZen na extrakci kontinualné protékajici kapaliny inertnim plynnem, ¢imz
dosahneme izolace analytli z matrice vzorku. Te¢kavé latky jsou zachytavany v kolonkach
naplnénych sorbentem a z n¢j jsou nasledné desorbovany kapalinou nebo zvySenou teplotou do
chromatografické kolony. I kdyz je systém pomoci stripovani plynem neustdle vyvracen
z rovnovahy, predpoklddame, ze muzeme i1 za takovych podminek dosahovat kvalitnich
vysledkl. Mira sorpce zavisi na mife interakci mezi analytem a sorbentem a na typu samotného
sorbentu. Vyznamnou roli hraji v procesu termodynamické a kinetické faktory (teplota a rychlost
priniku plynu), ale také faktory geometrické a materidlové (velikost Castic sorbentu, délka
kolony, hustota ndplné, mnozstvi vzorku a vlhkost nosného plynu). Pro spravnou volbu
vhodného systému je dulezitym kritériem ochota izolovanych latek ptejit do inertniho plynu,

ktera je ptfimo imérna teplotdm varu a také afinita izolovanych latek k vodé [37].

1.6 Plynova Chromatografie

Chromatografie se fadi mezi analytické metody vyuzivané pro analyzu komplexnich vzorkt, pro
které neni k dispozici detektor s pozadovanou specifitou pro jednotlivé komponenty smési.
Obecné se jednd o fyzikalni metodu zaloZenou na rozdilech v rozpustnosti latek distribuovanych
mezi mobilni a staciondarni fazi. Plynova chromatografie (GC) zahrnuje plynnou mobilni a
kapalnou nebo pevnou fazi staciondrni. Plynova chromatografie se vyznacuje fenomenalné
rychlym vyvojem od prvni zminky o této technice. Dlvody pro tento rychly rozvoj lze hledat ve
vyhodach GC mezi, které lze zatadit snadnd proveditelnost, vysoka citlivost, mald spotieba
vzorku, malé mnozstvi odpadu, relativn€ nizké ndklady a snadnd automatizace. V dne$ni dobé¢ se
jednd o jednu z nejcast€ji pouzivanych separa¢ni metod pro stanoveni t€kavych latek v zeleném

&aji [41].

Princip plynové chromatografie lze popsat jako proces, kdy je smés plynli rozdélovana na
chromatografické kolon¢ se staciondrni fazi, coz mize byt kapalina nebo pevn4 ldtka interagujici
se slozkami vzorku undSené¢ho proudem nosného plynu, ktery slouzi jako mobilni faze. Pii
prachodu pies kolonu jsou jednotlivé slozky na kolon¢€ zadrzovéany a to umérné k mite absorpce
kapalinou nebo absorpce na povrch pevnych €astic stacionarni faze [42]. ZjednoduSeny princip

je zndzornény na obrazku €. 9.
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1.6.1 Instrumentace V GC

Plynovy chromatograf (obrdzek ¢.10) se skladd ze zasobniku nosného plynu, regulatoru pritoku

nosn¢ho plynu, davkovaciho zafizeni, termostatu, kolony, detektoru a vyhodnocovaci techniky.
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Obrazek 10 Plynovy chromatograf [43]

1.6.2 Davkovaci zarizeni

Pro dévkovani vzorku u plynové chromatografie pouzivame injekéni sttikacku, pomoci které,
zavadime vzorek ptfes gumové septum do proudu nosného plynu, ktery se rychle odpatuje
v hlavé kolony. Vzorek musime ddvkovat tak abychom zachovali co moZznéd nejkratsi délku
sloupce vzorku. Zbytky vzorku, které zistavaji v injekéni oblasti, by méli byt pfed zahajenim
analyzy systémem odstranény. VétSina primyslové vyrabénych chromatografii je vybavena

dvéma zdkladnimi ddvkovacimi systémy split, splitless [42, 44].

Split: Pti této metode je vétSina nosného plynu vstupnim otvorem odvedena ven z chromatografu
a pouze velmi mald ¢ast tohoto proudu je uvedena na kolonu. Ve split programu je vzorek
nejprve odpafen a na zdklad¢ splitovaciho poméru je ¢ast vzorku vedena do chromatografické

kolony a zbytek vzorku je odveden. Splitovaci pomér se pohybuje od 1:5 do 1:1000 [44].

Splitless: Tato technika spo¢iva v davkovani veskerého vzorku, spolecné s malym pifidavkem
rozpoustédla zatimco vzorek se udrzuje pii teplot¢ 10-30 °C pod teplotou varu tohoto

rozpoustédla [44].
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1.6.3 Nosny plyn

Vybér nosného plynu je jednim ze zakladnich kritérii v celém procesu. Nosny plyn musi byt
inertni a nesmi reagovat s analyzovanymi slozkami. Dal§im kritériem pfi vybéru nosného plynu
je pouzity detektor, protoze n€které detektory spravné pracuji pouze s ur€itym nosnym plynem.
Nejcastéji pouzivané nosné plyny jsou dusik, helium, argon a pii nizsich teplotach lze pouzit i

vzduch [42].

1.6.4 Kolona

Chromatografickd kolona je ¢ast chromatografu nesouci stacionarni fazi. U plynové

chromatografie rozezndvame tyto typy kolon:

Napliiové kolony: stacionarni fize je navazana na pevné Castice, kterymi je nasledné kolona
naplnéna. U néapliovych kolon vyuzivame pro zachytavani slozek analyzovanych smési adsorpci
na povrch pevné hmoty, nebo adsorpci na tenkém filmu kapaliny zakotveném na pevném nosici.
Néplnové kolony jsou vyrobeny nejcastéji z mechanicky a chemicky odolnych materidld,

nejcastéji ze skla a oceli [42].

Kapilarni kolony: jedna se o tenké kapilary o vnitinim praméru 0,1-0,5 mm. V dnesni dobé
jsou vyrabéné ztaveného kiemene, ktery je potazen vrstvou polyimidu, ktery déld kolonu

pruznou a tvrdou. RozliSujeme tf1 zakladni typy kapilarnich kolon.

» WCOT (Wall Coated Open Tubular): u tohoto druhu je na sténach kapilary zakotvena
kapalina.

» SCOT (Support Coated Open Tubular): u kapilarnich kolon typu SCOT je na sténach
kapilary umistén nosic, na ktery je navazéana kapalina.

» PLOT (Porous Layer Open Tubular): za kolony tohoto typu povazujeme takové, které

maji na stén¢ kapildry zachycen pérovity adsorbent [41].
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Obrazek 11 Jednotlivé druhy kapildrnich kolon [45]

1.6.5 Detektor

Z mnoha typu detektord, které¢ byly v pribchu let navrzeny lze povazovat za nejpouzivané;si
detektory tepeln¢ vodivostni, plamenov¢ ionizacni a detektor elektronového zichytu predevsim

diky jejich jednoduchosti, robustnosti a vysoké citlivosti pro velkou fadu latek [41, 42].

Plamenové-ioniza¢ni detektor (FID): FID detektory disponuji vysokou citlivosti, Sirokym
dynamickym rozsahem a mimo nékolik nizkomolekularnich latek schopnosti analyzovat veskeré
latky obsahujici uhlik. Detekci lze popsat jako proces, kdy vodik se smisi s eluentem
z chromatografické kolony a zafind hofet v malé trysce. Cylindrickd elektroda je obklopena
plaminkem a nésledné€ mezi trysku a elektrodu je vkladano vysoké napéti, které vybird v plameni
vzniklé ionty. Na konci detekce je pomoci vysokoimpendacniho zesilovace zesilen vysledny

proud a ptes vystup z chromatografu je veden do vyhodnocovaciho systému [46].

Detektor elektronového zachytu (ECD): ECD je slozen z ioniza¢ni komirky se zdrojem 3
zateni (nikl-63) a trysky pfivadéjici inertni plyn. Inertni plyn je nasledné ionizovan 3 paprsky a
vytvafi tak tok volnych elektrond. Ionizacni cela je pfipojena ke zdroji potencidlu, nasledné
vloZeny potencial zahaji migraci volnych elektronl a to smérem k anod¢, kde jsou vybirany.
Jakmile se dostanou elektrofilni slouceniny do detektorové cely okamzit¢ dochazi k reakci
s volnymi elektrony a v disledku reakce jsou rychle se pohybujici elektrony zaménény za
pomalé negativni ionty. Poté tedy dochazi ke vstupu elektrofilni latky do detektoru a k poklesu

proudu, coz detektor zaznamena jako pik [46].

Tepelné vodivostni detektor (TCD): TCD vyuziva principu rozdilnych tepelnych vodivosti

nosného plynu a analyzované slozky smési. Konstrukce detektoru je velice jednoduchd, detektor
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se sklada z komitirky valcového tvaru, v jejiz ose se nachdzi elektrickym proudem vytapény
dratek, ve vétsin¢ piipadi platinovy. V priibéhu analyzy se méni teplota dratku, coz se projevi

zménou odporu, ktery se pievadi na elektrické napéti [42].

1.7 Navrh experimentii a analyza dat

Navrh experimentii a analyza dat (DOE) je v dnesni dobé zavadéna do vyrobniho procesu jako
nejucinngjsi prostiedek pro zajisténi kvality a spolehlivosti provadéného procesu. DOE je velmi
ucinnym nastrojem, ktery je lehce zaveditelny jiz do rané faze vyvojového cyklu. Dnes se jiz
DOE vyuzivd v mnoha odvétvich primysli (automobilovy, polovodicovy, zdravotnicky ¢i
chemicky), nicmén¢ neni omezen pouze na inzenyrstvi, 1ze ho snadno uplatnit v administraci
nakladd, zlepSeni ucinnosti operacnich procesti nebo vytvotfeni lepSich reklamnich strategii.
DOE pouzivame k rychlému zjisténi rusivych prvka a eliminaci jejich vlivii na experiment.

Nasledné¢ miizeme poskytnout navrh pro zefektivnéni procesu a ke zvySeni spolehlivosti [47].

Pro zajisténi vysSsi spolehlivosti analyzujeme ptfenosové funkce, coz je vztah mezi vstupnimi
proménnymi a vystupni odezvou, které lze analyzovat v ptipad€, Ze jsou jiz mala mnozstvi
proménnych identifikovana jako dulezita pro jejich vliv na vykon nebo reakci systému. Pokud se
funkce prenosu vyskytuje mezi proménnymi a odpovéd'mi, lze ji vyuzit pro optimalizaci
systétmu. DOE ndm poskytuje inteligentni sekvenéni strategii pro posunuti experimentu do
oblasti obsahujici optimdlné¢ nastavené proménné. Mimo optimalizaci systému lze pouZit
techniku DOE pro zji$téni robustnosti systému, kterd zahrnuje faktory prostiedi a ostatni faktory

[47].
1.7.1 Faktorovy plan

Faktorovy plan patifi mezi nejobecnéjSi a nejCastéji pouzivany design, ktery vyzaduje pocet

experimentd rovny 2%, kde k vyjadfuje poet proménnych. Kazd4 proménna se vyskytuje ve dvou

v

jejich hodnot bude vysledny pocet experimenti 2° = 8 jak lze vidét v tabulce &. 3 [48, 49].

Grafické vyobrazeni faktorového planu Ize vidét na obrazku €. 13.
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Tabulka 3 Experimentalni matrice 2° [48]

Faktor A Faktor B ‘ Faktor C
-1 -1 -1
1 -1 -1
-1 1 -1
1 1 -1
-1 -1 1
1 -1 1
-1 1 1
1 1 1
(+) -
{+)
£ - -
| |
) (+)

Obrézek 12 Grafické znazornéni modelu 2°[48]

1.7.2 Hvézdicovy plin

Hvézdicovy plan slouzi k odhadu zakfiveni plochy. I v tomto ptipad¢ je budovani experimentalni
matice pomérné jednoduché a obdobné jako u faktorového planu, nicméné hvézdicovy plan
disponuje tfemi Grovnémi na faktor znacenymi -1, 0, 1 (tabulka 4), ovS§em vyhyba se rohiim
prostoru a vypliluje kombinace centra a extrémnich Urovni [48-50]. Na obrazku ¢. 14 je

vyobrazeno grafické zndzornéni hvézdicového modelu.
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Tabulka 4 Experimentalni matice hvézdicového planu [45]

Faktor A Faktor B Proménna Klasifikator Y, v,
-1 -1 5 1 oo ¥
1 -1 15 | oot 005
_1 | : ; 63,50 0,03
1 1 B ] 5842 0%
_1 O 5 ; s0.7> 001
1 i 0 2 69,22 0.88
0 -1 10 | s o
0 1 10 3 Js 04t
0 0 10 5 o 008
1.5+
1 *:i___—— .—'——i\v
0.5+ \ —
4 é
054 e
A :
‘T—'—'_Z——'—‘_: __‘\_‘
1.5 8 L3

Obrazek 13 Grafické znazornéni hvézdicového modelu [48]

1.7.3 Metoda odezvové (responzni) plochy

Metoda odezvové plochy RSM (Response Surface Methology) je pouzivana k odhadu pienosové
funkce v optimdlni oblasti. SlouZi k optimalizaci podminek. Vyuziva se kvadraticky model. Pti
modelovani se pouziva matematickd funkce vyjadiujici celkovou variabilitu pozorované odezvy
(zévisle proménné y) vlivem vstupnich faktori (nezavisle proménné xi.x,....... x1 a ndhodné
slozky (g), kterd vsobé zahrnuje chybu méfeni a chybu modelu konkrétniho rozdé¢leni

pravdépodobnosti [47,50].
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Obrazek 14 Grafické znazornéni odezvové plochy [47]

1.8 Stanoveni tékavych latek v zeleném caji

Z ptedpokladu, Ze ¢aj je v globalnim méfitku jednim z nejoblibenéjsich napoji a také vzhledem
k tomu ze se s ¢ajem obchoduje po celém svéte, je velmi dilezité dohlizet na kvalitu Caje a
chranit tak konzumenty. K témto U¢eliim je nezbytné, aby celnici a obchodni vySetfovatelé
ziskali jednoduchou a spolehlivou metodu pro kontrolu a odliSovani ¢aje, kterd by pfinesla
zamezeni klamavych technik, kvili kterym jsou spotiebitelé uvadéni v omyl. Do této doby
neexistovala standardni a mezinarodné uznavand metoda pro klasifikace ¢aje kromé metod
parametrem je tzv. chut’ Caje, kterd je popsana chuti a viini. V minulosti byl zaméten vyzkum
predev§im na organické slozky odpovédné za chut caje, jako jsou polyfenoly, kofein a
odpovédnych za aroma vysledného c¢aje. Postupnym zdokonalovani jednotlivych metod
stanoveni je zabranéno falSovani ¢aje, kdy jsou nckteré oolongové Caje vydavany za zelené a

dochazi tak ke klamani spottebiteli [23].

Z mnoha studii vyplyva, Ze fada analytickych technik se dnes jiZ hojn¢ vyuzivaji ke stanovovani

latek v Caji. Mezi tyto technik fadime vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) [26-

28], plynovou chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) ¢i s plamenové

ioniza¢nim detektorem (GC/FID) [27, 29], chromatografii na tenké vrstvé (TLC) [27], UV
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spektrofotometrii [30, 31], FT-IR spektrofotometrii [32] a lze nalézt zminky o hmotnostni
latek 1ze povazovat plynovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) a
to zejména pro jeji potencial, kdy lze analyzovat komplexni smési a rovnou identifikovat
separované slozky pomoci hmotnostnich spekter. Dalsi vyhody GC-MS je jeji vysoka citlivost a

nizkd mez detekce (LOD) [15].

Nicméné predevsim kvili nedostacujici citlivosti a velkému vlivu matrice na stanoveni je pfima
analyza rostlinnych materialii zna¢n¢ omezena. Pro izolaci t€kavych latek z rostlinnych tkéni, je
pfed samotnou analyzou dulezité provést krok separace nebo predkoncentrace. Mezi cCasto
pouzivané piipravné separacni a koncentracni kroky lze zaradit destilaci, extrakci rozpoustédlem
[27, 33], extrakci superkritickou tekutinou (SFE) [27,33], ultrazvukovou extrakci (UAE) [27, 33]
a mikroextrakci na pevné fazi (SPME) [27, 29, 33].

Stanoveni t€kavych latek v zeleném caji bylo publikovano v mnoha ¢lancich a védeckych
pracich [51-57]. Izolaci tékavych latek ze vzorkd zelenych €ajii je mozné provést nékolika
zpusoby, napt. Soxhletova extrakce [51], destilace vodni parou [57], destilace za snizeného tlaku
[56], ovSem nejCastéji pouzivanou technikou pro extrakci t€kavych latek je SPME [51] vétSinou
v provedeni HS-SPME (headspace SPME) [52-55]. Pro samotnou separaci a ndaslednou
identifikaci tckavych latek ve vzorcich zeleného Ccaje se nejCastéji vyuzivd plynové
chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem (GC/FID) [57], a ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (GC/MS) [51-55]. Celkem 190 tekavych latek bylo identifikovano v zeleném caji
pomoci Soxhletovy extrakce a SPME v kombinaci s GC/MS a déle byly vzorky analyzovany
pomoci plynové chromatografie s olfaktometrickou detekci pro zjiSténi aromatické trovné [51].
97 tékavych latek bylo stanoveno ve specialnim Biluochun zeleném ¢aji pomoci HS-SPME ve
spojeni s GC/MS [53]. Stejnou technikou tedy HS-SPME ve spojeni s GC/MS byly porovnavany
zelené Caje Jingmai a Wuliang [54], suSen¢ Wujiatai zelené €aje [52] a tato technika byla vyuZzita
1 pro stanovovani t€kavych latek v ¢aji ¢erném [55]. Plynovd chromatografie v provedeni
GC/FID byla pouzita pro kvantifikaci vysledki z GC/MS pfi testovani zelenych ¢aji z oblasti
jihovychodni Asie [57].

Jednotlivé vysledky ziskané riznymi koncentratnimi ¢i extrakénimi technikami nejde
porovnévat z diivodu odlisn€ pouzitych odriid ¢aje, mista péstovani a zplisob zpracovani, coz je

pro obsah tékavych latek velmi dilezité.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pristroje a zaFizeni

vV VvV

vV V.V V V VYV V

Plynovy chromatograt GC- 2010 Plus s FID detekci (Shimadzu, Japonsko)

Plynovy chromatograf GC 17 A spojeny s hmotnostnim spektrometrem QP-5050 A,
(Shimadzu, Japonsko)

Tlakové lahve s heliem a vodikem (Linde Gas, CR)

Kapilarni kolona DB 5 (30 m x 0,25 mm, tloustka filmu 0,25 pum), (Agilent
Technologies, USA)

Kapilarni kolona ZB5 SHT Inferno (30 m x 0,25 mm, tlouStka filmu 0,25 um),
(Phenomenex)

Datova stanice s vyhodnocovacim programem GC Solution 2.4, GCMS Solution 1.2
Datova stanice s vyhodnocovacim programem Origin

Mikroextrakéni vlakno Supelco, Stableflex 50/30 pm DVB/CAR/PDMS (Sedé-
divinylbenzen/carboxen/polydimethylsiloxan)

SPME drzak (Supelco, USA)

Termostatova vodni lazen Julabo ED 5 (Julabo Labortechnik, Némecko)

Susarna Thermo Scientific (Fisher Scientific, CR)

Sklenéné vzorkovaci niadobky (Simax, CR)

Vialky ( Sueplco, USA)

Analytické vahy Sartorius (Fisher Scientific, CR)

Hmozdif a tloucek
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2.2 Vzorky

Pro analyzu tékavych latek v zelenych cCajich byly pouzity vzorky sypanych i porcovanych
zelenych ¢ajii zakoupenych v obchodnich fetézcich v CR. Prehled pouzitych vzorkil je uveden

v tabulce ¢. 5.

Tabulka 5 Ptfehled analyzovanych vzorki

Oznaceni Typ caje Nazev Zemé Specifikace
puvodu
A Sypany ¢aj Gunpowder Cina -
Templeof
Heaven
B Sypany ¢aj Ché ngon so Vietnam Sklizeno
v oblasti Tam
Duong
v provincii Zai
Chau
C Sypany ¢aj Ceylon Green Srilanka Sklizeno
v oblasti Kandy,
oblast hlavniho
mésta Srilanky
D Sypany ¢aj Assam Green Indie -
Tea OP
E Sypany ¢aj Joongjak Korea Caj z ostrova
Cedzu
F Sypany ¢aj Sencha Cina -
G Sypany ¢aj Zealong Green Novy Zéland -
H Sypany ¢aj Tesco Green Cina -
Leaf Tea
I Sypany ¢aj Chun Mee Cina -
J Sypany ¢aj Bancha Japonsko Arashiyana
Arashiyana oznaceni
bouflivé hory
K Porcovany ¢aj Jemca Zeleny neuvedena Garantovany
Caj cesky vyrobek
L Porcovany ¢aj  Sir Winston Tea neuvedena Vyrobeno v EU
M Porcovany €aj Dukat Green Cina -
Tea
N Porcovany ¢aj Sonnentor bio Cina -

zeleny Caj
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Vietnam Sri Lanka

Japonsko

Obrazek 15 Analyzované vzorky zelenych ¢aji rozdélené dle zeme ptivodu

2.3 Pracovni postup

2.3.1 Chromatograficka analyza vzorki

GC/FID

Pro separaci byla pouzita kapildrni kolona DB 5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum), Agilent
Technologies USA. Nosnym plynem bylo helium 5.0 s linedrni rychlosti 25 cm/s. Teplota

nasttiku byla udrzovana na 250 °C. Desorpce analyti z vldkna probihala pfi nasttikové teplote.
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Teplotni program byl nastaven na 50 °C po dobu 2 minut, nasledn¢ dochdzelo ke zvySovani

teploty az na 250 °C rychlosti 6°C/min. Davkovani vzorkl probihalo pii splitovacim poméru 1:5.
GC/MS

Pro separaci byla pouzita kapilarni kolona ZB5 SHT Inferno, Phenomenex. Nosnym plynem
bylo helium 5.0 s linedrni rychlosti 30 cm/s. Teplota nastfiku byla udrzovédna na 200 °C.
Desorpce analytii z vlakna probihala pii nasttikové teploté. Teplotni program byl nastaven na 50
°C po dobu 2 minut, ndsledn¢ dochdzelo ke zvySovani teploty az na 250 °C rychlosti 6°C/ min.
Davkovani vzorkt probihalo pfi splitovacim poméru 1:5. Byla pouzita ioniza¢ni energie 70 eV.

Latky byly porovnavéany s knihovnami spekter FF NSC 2, NIST 14, NIST 14s.

2.3.2 Headspace mikroextrakce na pevnou fazi

Pro stanoveni tékavych latek bylo pouZito Sedé mikroextrakéni vldkno se stacionarni fazi
DVB/CAR/PDMS 50/30 um. Pfed prvni extrakci byla provedena kondicionace vldkna podle
navodu dolozeného vyrobcem. Piesné podle postupu bylo vldkno vlozeno do néstfikového
prostoru vyhtatého na 270 °C po dobu 1 hodiny. Pro analyzu bylo navazeno vzdy 0,5 g zeleného
¢aje do 15 ml vialky. Vialky byly uzavieny vicky se septy pokrytymi filmem teflonu. Kazdy
vzorek byl pfed samotnou extrakci temperovan pfi teploté v rozmezi 70-100 °C (v zdvislosti na
teploté extrakce) po dobu 30 minut. Po temperaci byla provedena extrakce pfi teploté v rozmezi
70-100 °C po dobu 25 minut, kdy pomoci jehly bylo propichnuto septum vicka a s pomoci
pohyblivého pistu bylo vldkno zasunuto do prostoru nad vzorkem. Po extrakci byla provedena

kréatkd desorpce v nastfikovém prostoru plynového chromatografu.

2.3.3 Optimalizace teplotniho programu

Optimalizace teplotniho gradientu byla provadéna na vzorcich porcovaného c¢aje Dukat Green
Tea s uvedenou zemi ptivodu Cina. Extrakce byla provadéna podle postupu popsaného v kapitole
2.3.2. Vzorek byl temperovan pii teplot¢ 70 °C po dobu 30 min a nasledné byla provedena
SPME pfi teplot¢ 70 °C po dobu 25 min. Gradienty pouZité pro optimalizaci jsou uvedeny

v tabulce €. 6.
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Tabulka 6 Tabulka testovanych teplotnich gradientl

Teplotni gradient Ohrev Teplota Cas udrZovani
[°C/min] [°C] teploty na koloné
[min]
Gradient1 00 o 55 3
7 250 0
Gradient2 00 o 55 3
6 250 0
Gradient3 00— 50 3
6 250 0

2.3.4 Optimalizace HS-SPME pro kombinaci 2 teplot

Pro optimalizaci headspace mikroextrakce na pevnou fazi byl pouzit vzorek sypaného ¢aje Chun
Mee ptvodem z Ciny. Optimalizace HS-SPME byla provedena pomoci planovéni experimentu
s faktorovym planem Box, Hunter & Hunter (2"). Nejprve byla optimalizovéna kombinace 2
teplot v jednom kroku, kdy jako proménné byly zvoleny 2 teploty T1 a T2 a 2 ¢asy tl a t2, tzn. 4
proménné (k = 4). Do faktorového planu byly zahrnuty 2 centrdlni body, a 4 opakovani.
Optimalizace byla provadéna pro rozmezi teplot T1 = 30-50 °C a T2 = 70-90°C se soucasnou
optimalizaci Cast extrakce v rozmezi t1 = t2 = 5-20 minut. Jednotlivé podminky optimalizace
jsou uvedeny v tabulce €. 7. Vzorek byl pro extrakci vzdy pfipraven nadrcenim pomoci hmozdite
a tloucku, navézeno bylo 0,5 g a dile bylo postupovdno podle ndvodu popsaného v kapitole
2.3.2. Rozdilem v provedeni extrakce byly pouze dvé rozdilné pouzité teploty a dva rozdilné

Casy extrakce.

Tabulka 7 Faktorovy ndvrh Box, Hunter & Hunter (2") pro optimalizaci 2 teplot, k = 4

Standardni pokus ¢. T1[°C] T 2[°C] t1 t2
[min] [min]

15 30 90 20 20

40 50 90 5 5

22 50 90 5 5

25 30 90 20 5
17 (C) 40 70 12,5 12,5
54 (C) 40 70 12,5 12,5

45 30 50 5 20

24 50 50 20 5
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Standardni pokus ¢. T1[°C] T2[°C] tl t2

[min] [min]
16 50 90 20 20
41 30 50 20 5
19 30 50 5 5
36 (C) 40 70 12,5 12,5
37 30 50 5 5
50 50 50 20 20
44 50 90 20 5
30 50 90 5 20
61 30 90 20 5
70 50 90 20 20
64 50 50 5 20
32 50 50 20 20
72 (C) 40 70 12,5 12,5
20 50 50 5 5
49 30 50 20 20
39 30 90 5 5
69 30 90 20 20
6 50 50 20 5
9 30 50 5 20
28 50 50 5 20
47 30 90 5 20
8 50 90 20 5
53 (C) 40 70 12,5 12,5
10 50 50 5 20
56 50 50 5 5
5 30 50 20 5
58 50 90 5 5
1 30 50 5 5
71 (C) 40 70 12,5 12,5
27 30 50 5 20
55 30 50 5 5
23 30 50 20 5
62 50 90 20 5
42 50 50 20 5
4 50 90 5 5
26 50 90 20 5
46 50 50 5 20
57 30 90 5 5
35(C) 40 70 12,5 12,5
65 30 90 5 20
14 50 50 20 20
59 30 50 20 5
31 30 50 20 20
60 50 50 20 5
18 (C) 40 70 12,5 12,5
29 30 90 5 20
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Standardni pokus ¢. T1[°C] T 2[°C] t1 t2
[min] [min]
2 50 50 5 5
13 30 50 20 20
11 30 90 5 20
52 50 90 20 20
63 30 50 5 20
33 30 90 20 20
43 30 90 20 5
48 50 90 5 20
21 30 90 5 5
3 30 90 5 5
68 50 50 20 20
38 50 50 5 5
12 50 90 5 20
51 30 90 20 20
7 30 90 20 5
66 50 90 5 20
67 30 50 20 20
34 50 90 20 20

2.3.5 Optimalizace HS-SPME pro 1 teplotu

Na zaklad¢ vysledki z prvni série byla vybrdna pouze jedna teplota pro cely HS-SPME
experiment. Z tohoto divodu byl pro dalSi krok zvolen plan pouze s?2 proménnymi a to
s teplotou T, a ¢asem t;. Optimalizace teploty byla provadéna v rozmezi teplot 40-100 °C a se
soucasnou optimalizaci Casu extrakce vrozmezi 10-50 min. Podminky optimalizace jsou

uvedeny v tabulce €. 8. Extrakce byla provadéna podle postupu popsaného v kapitole 2.3.2.

Tabulka 8 Faktorovy ndvrh Box, Hunter & Hunter (2*) pro optimalizaci 1 teploty, k = 2

standard pokus ¢. T[°C] ¢as [ min]

11 (C) 70 30
14 100 10
10 100 50
19 40 10
40 10

40 50

22 100 50
4 100 50
18 (C) 70 30
13 40 10
15 40 50
21 40 50
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standard pokus ¢. T [°C] ¢as [ min]

7 40 10

9 40 50
23 (C) 70 30
6 (C) 70 30
12 (C) 70 30
17 (C) 70 30
5(C) 70 30
24 (C) 70 30
20 100 10
16 100 50
2 100 10
100 10

2.3.6 Optimalizace ¢asu extrakce

Pro optimalizaci kone¢né doby extrakce byl pouzit vzorek sypaného ¢aje Chun Mee piivodem z
Ciny. Postup byl identicky s postupem popsanym v kapitole 2.3.2. Jednotlivé testované &asy jsou

uvedeny v tabulce ¢. 9.

Tabulka 9 Testované Casy pro optimalizaci celkové doby extrakce

standard pokus ¢. T[°C] ¢as [ min]
1 80 10
2 80 20
3 80 30
4 80 40
5 80 50
6 80 60
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace teplotniho programu

Nejprve byla provedena optimalizace separace t€kavych latek v porcovaném zeleném caji, tak
aby bylo co nejvice litek rozseparovanych. Optimalizace separace byla provedena se vzorkem
porcovaného zeleného ¢aje (Dukat). Optimalizované parametry byly poc¢atecni teplota a strmost
gradientu (tabulka ¢. 6). Ukdzky jednotlivych chromatogrami jsou uvedeny v pfiloze na
obrazcich P1-P3. Nejlepsi separace vSech ptitomnych tékavych latek byla pozorovana s pouzitim
gradientu €. 3 s pocatecni teplotou 50 °C a koncovou teplotou 250 °C s rychlosti zahievu 6 °C/

min. Findln{ separace je zobrazena na obrazku ¢. 16.

35
mV -
30
25

20

10

min
Obrazek 16 Chromatograficka separace tékavych latek obsazenych v zeleném ¢aji Dukat. HS-SPME 70

°C 30 minut, doba sorpce 25 minut, teplota nastiiku 250°C , teplota detektoru 250°C, linearni rychlost 25
cm/s, teplotni program 50°C- 3 minuty, 6°C/min do 250 °C.

46



3.2 Vyhodnoceni HS-SPME pro kombinaci 2 teplot

Optimalizace extrak¢nich podminek byla provedena se vzorkem sypaného ¢aje Chun Mee, ze
kterého byly tékavé latky extrahovany pomoci HS-SPME s kombinaci dvou teplot a dvou cast
vytvotenych z faktorového planu uvedeného v tabulce ¢. 7. Jednotlivé chromatografické
zdznamy jsou zobrazeny na obrdzcich P4-P20 v ptiloze. Chromatogramy byly vyhodnoceny
z hlediska celkového poctu pikli a celkovych ploch pikii. Z Paretova grafu (obrazek ¢. 17) je
patrné, ze Cas tl a teplota T2 nejsou statisticky vyznamné, z ostatnich parametri mé nejvétsi
vyznamnost ¢as t2. Na obrazku ¢. 18 jsou uvedeny profily pro ptedpovéd jednotlivych
parametrii, kde je rovnéz vidét mald vyznamnost Casu tl. Dale je mozné vycist dobrou
opakovatelnost méfeni pfi provadéné optimalizaci, nicméné z profilu piredpovédi a vhodnosti
meéfeni nelze zjistit optimalni teplotu a ¢as HS-SPME a to ani z celkového poctu pikil, ani
z celkovych ploch pikt, protoze jako optimalni se jevi vZdy maximalni hodnota parametra ze
studovaného rozsahu. Ani z grafu responznich ploch (obrdzek ¢. 19) neni moZné odecist
optimdlni kombinaci teploty a Casu pro extrakci t€kavych latek, protoZze neni pozorovana
maximalni hodnota studovanych parametrti a stile dochazi k nartistu jak celkového poctu piki
tak i celkové plochy piki. Ze statistickych udaja vyplyva, Zze metoda kombinace dvou teplot a
¢asll neni pro méfeni piinosnd, protoze teplota T2 neni statisticky vyznamné. A pro méfeni je

jednodussi vyuzit pouze 1 teplotu extrakce.
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1% | ‘-2,30812

(4)Cas2 [ min] |
(HT1 [°C] } | 2,078887
(2)T2 [°C] 1,134872
1%3 | -,920877
2%3 | 9182667
(3)Casl [ min] | 5200942
2%4 | 4817341
3%4 | 0480432

1*4 ¢ -,043489

p=,05
Standardizovany odhad efektu (absolut. hodn.)

Obrazek 17 Paretiiv graf standardizovanych efekti HS-SPME pro kombinaci 2 teplot
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Obrazek 18 Profily pro pfedpovédi a vhodnost pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci 2 teplot
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o5

I <0425
[]1<0:325
B <0225
<0125

oo
Bl <06
[]<o0s5
<04
<03

o7

B < 0625
B < 0,525
[ ]<0425
[ <0325
Bl <0225
Bl < 0,125

Obrazek 19 Odezvové responzni plochy pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci 2 teplot

3.3 Vyhodnoceni HS-SPME pro 1 teplotu

Optimalizace HS-SPME podminek s jednou extrakéni teplotou byla provedena se vzorkem
sypaného ¢aje Chun Mee (tabulka ¢. 8). Na rozdil od extrakce s dvéma teplotami bylo z grafu
responznich ploch u jedné teploty (obrazek ¢. 20) pozorovano maximum pii teploté sorpce
80 °C. Z grafu responznich ploch vSak nebylo jasné optimum pro celkovy ¢as extrakce, se
zvySujicim se ¢asem dochazelo k narlistu ploch i poctu pikli, proto bylo nutné provést dalsi

optimalizaci Casu pro zvolenou teplotu. Jednotlivé chromatogramy jsou zaznamenany v piiloze

na obrazcich P20-P25.

49

Il > 055
Bl <054
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B > 0,3
Bl <0,3
[]<0,2
[1<0,1
<0

B < -0,1
B <-02
B <-0,3

Obrazek 20 Odezvova responzni plocha HS-SPME pro 1 teplotu

3.4 Optimalizace celkového ¢asu HS-SPME

Z predchozi série planovani experimentu nebylo mozné z grafu responznich ploch spolehlivé
urCit idealni cas extrakce, proto byl vtomto kroku optimalizovan celkovy ¢as vzhledem
k celkovému poctu pikd a celkové plochy pikil pfi rGznych Casech extrakce, jak je uvedeno
v tabulce €. 9. Z obrazku ¢. 21 je patrné, Ze celkova plocha linedrné roste s rostouci dobou
extrakce, az do Casu 40 min. S dalSim zvySovanim Casu extrakce dochazi pouze k mirnému
nariistu celkovych ploch pikt. S ohledem na usporu ¢asu byl pro ucely této diplomové prace
vybran Cas extrakce 40 min, ktery je dostacujici k extrakci vSech analyzovanych t€kavych latek a

zaroven nedochdzi ke zbyte¢nému prodluzovani analyzy.
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Obrazek 21 Zavislost plochy pikli na celkovém c¢ase extrakce

3.5 Analyza vzorku

Analyzovany byly vzorky sypanych i porcovanych &aji zakoupené v CR. Jednotlivé
analyzované vzorky jsou uvedeny v tabulce ¢. 5. Té€kavé latky byly extrahovany pomoci
optimalizované HS-SPME pii 80 °C po dobu 40 min postupem popsanym v kapitole 2.3.2 a
naslednou chromatografickou analyzou, jejiz podminky jsou jiz popsany v kapitole 2.3.1.
Jednotlivé chromatogramy jsou zaznamendny v pfiloze na obrazcich P26-P39. Vzorky byly
vyhodnoceny z hlediska celkového poctu pikli a celkové plochy piki a nasledné byly
vyhodnoceny charakteristické piky pro dany vzorek. Vzhledem k poctu pikli a celkové plose
pika vykazovaly jednotlivé vzorky v podstaté stejné vysledky, porcované ¢aje vykazovaly vyssi
pocty pikt a vétsi celkovou plochu pikill, cozZ lze pfipsat lepSimu zpiisobu drceni pfed samotnou
analyzou. U vzorkl zriznych zemi plvodu bylo pozorovdno rozdilné zastoupeni
charakteristickych latek. Z naméfenych chromatogramt bylo zjisténo, ze celkové zastoupeni a
mnozstvi té¢kavych latek v zelenych cCajich je ovlivnéno vice faktory, jako jsou podnebi, zplisob
vyroby, zpusob sklizn¢ a dal$i. Nejprve byly vzorky posouzeny z hlediska senzorické stranky.
Byl porovnavan vzhled listkii jednak barva sklizenych listkl, tvar listkli a mnozstvi piimési.
Jednotlivé vzorky se zna¢né liSily ve vSech zminénych parametrech, jak 1ze vidét na obrazku ¢.
15. Z analyzovanych vzorkil vSak nelze najit souvislost mezi charakteristickymi znaky pro
uréitou zemi. Kazdy ¢aj ma svoji specifickou barvu, kdy lze oznacit ¢aje z Indie a Japonska za

tmavs$i, maji charakteristicky tvar sklizenych listkli, ktery miize byt ovlivnény néslednym
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zpracovanim caje. Specificky tvar maji ¢aje ze Sri Lanky, které poskytovaly nejvétsi listky a
Japonska, které maji charakteristické rovné listky. Naprosto specificky tvar listkii mé zeleny caj
Gunpowder Temple of Heaven pivodem z Ciny. Obecnd senzorickd analyza neposkytuje

charakteristicky znak pro urcitou zemi.

Rozdily zastoupeni tékavych latek ve vzorcich zeleného c¢aje z rtiznych zemi plvodu byly
vyhodnoceny pomoci statistické metody analyza hlavnich komponent. Z Cattelova grafu
(obrazek €. 22A) vyplyva, ze k popisu celého systému by mély byt pouzity 4 faktory (hodnota
vlastniho ¢isla vétsi nez 1). Pro zjednoduSeni byly vybrany pouze tii faktory s celkovym
pokrytim 66,75 %, coz je postacujici pro popis systému. Z grafii komponentnich vah na obrazku
¢. 22B,C,D byly ur€eny a popsany charakteristické proménné. Mald vzdalenost mezi proménnou
a kruznici zna¢i vét§i vyznam proménné (piky s retenénimi casy 21,766, 20,332). Kratka
vzdalenost mezi jednotlivymi proménnymi znaci silnou korelaci (piky s reten¢nimi asy 21,766,
20,332). Proménné nachdzejici se na obrazku proti sobé maji zapornou korelaci a plisobi proti
sob¢ (piky s reten¢nimi casy 21,766, 23,719), proménné na obrazku v pravém thlu spolu

nekoreluji (piky s reten¢nimi ¢asy 26,361, 9,327).

Grafy komponentniho skére (obrazek ¢. 23) byl pouzit k identifikaci odlehlych objektt, trendii a
ttid, shluku objektli a k objasnéni podobnosti objekti. Pokud jsou objekty pftili§ vzddlené od
pocatku lze je oznacit za extrémni jako na obrazku €. 23 vzorky N (bio zeleny ¢aj pivodem
z Ciny) a I (Cina). Objekty, které se shlukuji Ize povaZovat za podobné, coz jsou vzorky C, K, B,
A, E, L (obrizek ¢&. 23). Dal§im extrémem je vzorek F (Sencha ptivodem z Ciny), ktery je
vyrabén odliSnym zplisobem oproti ostatnim ¢inskym cajim. Protoze je vyroben jako caj
japonského typu, je zde pozorovdna podobnost v rdmci faktoru 2 se vzorkem J (Bancha), ktery je
puvodem z Japonska. Vyznamna odlisnost vzorku N je pravdépodobné zpiisobena bio zptisobem
péstovani, zatimco odliSnost vzorku I je moZzné vysvétlit dlouhou dobou skladovdanim
v laboratofi a moznym znehodnocenim vzorku. Vzorky D (pGvodem z Indie), B (ptivodem
z Vietnamu), G (ptivodem z Nového Zélandu) a H (ptivodem z Ciny) jsou si statisticky podobné,
protoze se nachazi v jednom shluku. U vzorkt B a H 1ze tuto podobnost vysvétlit, zemi pivodu,
jelikoz u vzorku B piivodem z Vietnamu je specifikovéna oblast sklizn¢ Tam Duong v provincii
Zai Chau, kterd se vyskytuje na severu Vietnamu téméf na hranicich s Cinou a pokud neni u
¢inského c¢aje specifikovana oblast sklizn¢ je mozné, ze byly sklizeny ve stejné oblasti. Shodu se
vzorky ptvodem z Indie (D) a Nového Zélandu (G) je mozné popsat pouze podobnosti zplisobu
vyroby, ovSem ani u jednoho Caje nebyl zplisob vyroby uveden, proto se jednd o pouhou
spekulaci. Dalsi podobnost je pozorovana mezi ¢ajem A z Ciny a vzorkem zeleného &aje ze Sri

Lanky (C), jelikoz zeleny ¢aj ze Sri Lanky je vyroben ¢inskym zptisobem, 1ze shodu mezi vzorky

52



piicist stejnému zptisobu vyroby. Podobnost mezi ¢aji z Ciny (A) a Koreji (E) lze vysvétlit
podobnym podnebim péstovani, jelikoZ zeleny &aj z Koreji je vypéstovan na ostrové Cedzu
nedaleko od biehti Ciny. Ze shluku vyplyva, ze porcované ¢aje K, L bez uvedenych zemi piivody

budou pravdépodobné pochazet z Ciny.
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Obrazek 22 Analyza hlavnich komponent: A) Catteltiv graf, B) komponentni vahy PC1-PC2, C)
komponentni vdhy PC1-PC3, D) komponentni vahy PC2-PC3
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Obrazek 23 Analyza hlavnich komponent a faktorova analyza: A) komponentni skoré PC1-PC2, B)
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Nasledné byly tekavé latky ve vzorcich zeleného caje identifikovany pomoci techniky
GC/MS. Pro stanoveni byly pouZity vzorky A (ptivodem z Ciny), B (piivodem z Vietnamu) a
vzorek J (pivodem z Japonska). Ve vzorcich bylo identifikovdno celkem 173 latek, které jsou
zaznamenany v tabulce ¢. 10. Mezi identifikovanymi latkami je Sirokd Skala latek od alkoholt
pies aldehydy, ketony, estery a nitroslouceniny. Jako zajimavost lze uvést piitomnost
triacetinu, coz je bézné vyuzivany fungicid. Pfitomnosti fungicidnich prostiedk lze vysvétlit
velkou odlisnost bio zelené¢ho caje, ktery metody komponentniho skére a komponentnich vah

oznacily za extrémni vzorek, coz dokazuje bio vyrobu vzorku N.

Tabulka 10 Identifikované latky pomoci GC/MS

Latka Reten¢ni
cas
Trifluoroethanol, derivat TBDMS 3.277
1-pentanol 4.440
2-penten-1-ol, (Z) - 4.493
Toluen 4.983
Hexanal 5.037
2-Hexenal, (E) - 6.200
3-Hexen-l-ol, (Z) - 6.237
3-hexen-l-ol, formiat, (Z) - 6.250
Oxim-, methoxy-fenyl- 7.243
Heptanal 7.310
a-pinen 8.800
Benzaldehyd 8.850
Acetofenon 8.850
Benzen, 1,2,4-trimethyl- 9.027
Vinyl amylkarbinol 9.263
1-okten-3-ol 9.267
Bicyklo [3.1.1] heptan, 6,6-dimethyl-2-methylen-, (1S) - 9.323
3-oktanon, 2-methyl- 9.343
a-methylstyren 9.433
S-hepten-2-on, 6-methyl- 9.463
Furan, 2-pentyl- 9.570
2,4-nonadienal, (E, E) - 9.633
Mesitylen 9.673
2,4 nonadienal 9.760
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Reten¢ni

Latka cas
3-hexanol 9.927
3-Hexen-l-ol, acetat, (E) - 9.953
2,4-heptadienal, (E, E) - 10.107
2-propanol, 1- (2-methoxy-l-methylethoxy) - 10.190
Benzen, (1-methylethyl) - 10.427
Cymen <para-> 10.490
Limonen 10.517
Hexanol <2-ethyl-> 10.517
Limonen 10.573
Benzylalkohol 10.717
Benzenacetaldehyd 10.970
1H-pyrrol-2-karboxaldehyd, 1-ethyl- 11.133
2-Aminobenzylalkohol 11.150
Tetrahydrolavandulol 11.193
trans-f-Ocimen 11.270
1-dekanol 11.307
Cyklopenten <3,5-dimethylen-1, 4,4-trimethyl-> 11.337
Ethanon, 1- (IH-pyrrol-2-yl) - 11.373
gama-Terpinen 11.390
[zoforon 11.527
3,5-oktadien-2-on 11.617
2-Nonyn 11.620
Linalool * oxid <cis-> 11.707
2-furanmethanol, 5-ethenyltetrahydro-a, a, 5-trimethyl-, cis- (linanol oxid) 12.003
Benzen, 1-ethyl-2,3-dimethyl- 12.043
3-okten-2-ol 12.083
Linalool * oxid <trans-> 12.117
trans-Linalool * oxid 12.123
3,5-oktadien-2-on 12.213
Linalool 12.357
Nonanal 12.460
1,7-oktadien-3,6-diol, 2,6-dimethyl- 12.467
Ethanol, 2- (hexyloxy) - 12.547
3,7-oktadien-2,6-diol, 2,6-dimethyl- 12.597
Cyklohexanol, 2,6-dimethyl- 12.627
3-okten-2-ol 12.713
Fenylethylalkohol 12.753
(E) -4,8-Dimethylnona-1, 3,7-trien 12.780
Benzen, [[(1-ethenyl-l, 5-dimethyl-4-hexenyl) oxy] methyl] 12.833
0-Cymen 12.953
Verbenen 13.133
p-Mentha-1, 5,8-trien 13.207
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Reten¢ni

Latka cas
2,5-Pyrrolidindion, 1-ethyl- 13.210
6-Azathymin 13.223
Piperidin, 1-acetyl- 13.367
Benzylnitril 13.463
Acetat <hexyl-, 2-ethyl-> 13.593
Decamethylcyklopentasiloxan 13.690
Bicyklo [3.1.0] hexan-6-methanol, 2-hydroxy-1, 4,4-trimethyl- 13.827
cis-Piperitonového epoxidu 13.840
Cyklohexanon, 5-methyl-2- (1-methylethyl) -, cis- 13.853
2-nonenal, (E) - 13.920
Fenylmethylester kyseliny octové 13.993
Benzylacetét 13.997
Cyklohexanon, 5-methyl-2- (1-methylethyl) -, cis- 14.097
Dodecanal 14.113
Cyklohexanol, 2,3-dimethyl- 14.120
Linalool * oxid <trans-> * (pyranoid) 14.210
Linalool * oxid <trans-> * (pyranoid) 14.260
Cyklohexanol, 5-methyl-2- (I-methylethyl) -, [1S- (la, 2a, 5p) 14.317
2-propanolu, 1- (2-methoxypropoxy) - 14.343
1- (1-Methoxypropan-2-yloxy) propan-2-ylacetat 14.373
Terpinen-4-ol 14.397
Terpinen-4-ol 14.453
Okta-1, 7-dien-3,6-diol <3,7-dimethyl-> 14.483
3-hexenylester kyseliny butanové, (Z) - 14.580
Methyl oktylketon 14.667
3,7-oktadien-2,6-diol, 2,6-dimethyl- 14.673
a-Terpineol 14.710
Dodekan 14.823
Safranal 14.947
Cyklohexanol, 2-methyl-5- (1-methyletenyl) -, (la, 2p, Sa) 14.967
I-cyklohexen-l-karboxaldehyd, 2,6,6-trimethyl- 15.447
2-propenové kyseliny, 6-methylheptylester 15.537
1H-pyrrol-2,5-dion, 3-ethyl-4-methyl- 15.607
cis-3-hexenyl-a-methylbutyrat 15.610
Kyselina octova, diethyl- 15.707
Kyselina uhli¢itd, izobutyl-2-ethylhexylester 15.753
2-ethylhexylester kyseliny pentadekafluoroktanové - 15.800
1,3-propandiol, 2,2-dimethyl-, diacetat 15.850
1-okten-3-yl-acetatu 15.857
Isoamyl ester kyseliny acetoctové 15.923
Triacetin 15.927
Carvone 16.080
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Reten¢ni

Latka cas
2,6-oktadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, (Z) - 16.143
Linalyl acetat 16.207
2-fenylethylester kyseliny hexanové 16.233
Kyselina pentanovd, 2-methyl-, anhydrid 16.250
Hexanodt <trans-2-hexenyl-> 16.297
Cyclohomocitral <beta-> 16.327
6-methyl-6-nitroheptan-2-on 16.723
Tridekan <n-> 16.793
Heptadekan, 4-methyl- 17.053
Cyklohexanol, 5-methyl-2- (1-methylethyl) acetat, (la, 2a, Sp) 17.147
1-dekanol, 2-hexyl- 17.177
Indolizin 17.187
2 (4H) -benzofuranon, 5,6,7,7a-tetrahydro-3,6-dimethyl- 17.343
Cyklohexanol, 5-methyl-2- (1-methylethyl) acetat, (la, 2a, 5p) 17.437
2-isopropyl-5-methyl-1-heptanol 17.467
trans-2-dodecen-1-olu, trifluoracetatu 17.540
(4aS, 7S, 7aR) -4,7-dimethyl-5,6,7,7a-tetrahydrocyklopenta [c] pyran-1 (4aH) 17.677
Triacetin 17.723
2-oxatricyklo [4.3.1.0 (3,8)] dekan 17.753
Cyklohexasiloxan, dodekamethyl- 17.777
p-Menth-8-en-1-ol, stereoizomer (Terpeniol) 18.423
a-Cubeben 18.563
2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, acetat, (Z) - 18.720
Kyselina hexanovai, kyselina 3-hexenylov4, kyselina (Z) - 18.993
1H-benzocyklohepten, 2,4a, 5,6,7,8,9,9a-oktahydro-3,5,5-trimethyl-9-methylen-,
(4aS-cis) 19.043
Bicyklo [3.1.1] heptan-2-karboxaldehyd, 6,6-dimethyl- 19.097
Copaen <alfa -> - 19.183
1-tridecen 19.263
Bourbonen <beta-> 19.343
Tetradekan 19.397
2-pentadecanon, 6,10,14-trimethyl- 19.507
Jasmone <(Z) -> 19.513
2-cyklopenten-1-on, 3-methyl-2- (2-pentenyl) -, 19.567
Tridecanal 19.597
1,2,4-Methenoazulen, dekahydro-1, 5,8a-tetramethyl-, [1S- (la, 2a, 3aa, 4a, 8aa, 9R  19.723
Dodecanal - 19.777
Longifolene 19.817
Longipinen<beta-> 19.823
B-Longipinene 20.023
Karyofylén 20.103
Ionon <(E) -, alfa-> 20.110
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Reten¢ni

Latka cas
2- (3,3-dimethylbut-I-inyl) -1, I-dimethyl-3-methylencyklopropan 20.213
a-ionon 20.273
Kumarin 20.433
trans-a-Bergamot 20.510
5,9-Undecadien-2-on, 6,10-dimethyl- 20.547
(E) -p-Famesen 20.690
Octadekan 20.723
cis-a-Bisabolen 20913
Isoshyobunon 20.960
2,5-cyklohexadien-1, 4-dion, 2,6-bis (1, I-dimethylpropyl) 20.970
(1R, 3aR, 5aR, 9aS) -1,4,4,7-tetramethyl-1, 2,3,3a, 4,5a, 8,9-oktahydrocyklopenta
[c] benzofuran 21.240
4- (2,6,6-Trimethylcyklohexa-1, 3-dienyl) but-3-en-2-on 21.273
Benzen, 1- (1, 5-dimethyl-4-hexenyl) -4-methyl- 21.303
trans-p-ionon 21.343
Germacrene D 21.677
a-Farnesen 21.707
Naftalen, 1,2,4a, 5,6,8a-hexahydro-4,7-dimethyl-1- (I-methylethyl) - 21.707
Bisabolen <beta-> 21.833
Kyselina cyklohexankarboxylova, ethenylester 22.000
(S, 1Z, 6Z) -8-isopropyl-l1-methyl-5-methylencyklodeka-1, 6-dien 22.097
Nerolidol <(E) -> 22.160
(3E, 7E) -4,8,12-Trimethyltrideka-1,3,7,11-tetraen 23.440
Hexadecan <n-> 23.480
Kofein 28.090
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4 Zaveér

Cilem diplomové prace bylo stanoveni té¢kavych latek ve vzorcich zeleného ¢aje pomoci
metody plynové chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem, identifikace
jednotlivych té€kavych latek pomoci GC/MS a nésledné porovndni jednotlivych vzorki
zelenych caji dle zemi ptivodu. Pomoci principti planovani experimenti byla provedena
optimalizace pro vzorkovidni HS-SPME s vyuzitim dvou sorp¢nich teplot, ze které nebylo
mozné urcit idealni podminky vzorkovéni. Poté byla provedena optimalizace vzorkovani HS-
SPME s vyuzitim jedné teploty opét pomoci metody planovani experimentli a poté
optimalizace celkového Casu extrakce. Na zékladé¢ vyhodnoceni celkového poctu pikil a
celkové plochy pikli pomoci statistické metody responznich ploch byly vybrany idedlni

podminky vzorkovani pti teploté 80 °C po dobu extrakce 40 min.

V dal$im kroku byly pomoci optimalizovaného postupu HS-SPME extrahovany tékavé latky
ze vzorkd zelenych ¢aji z riznych zemi puvodu. Nasledn€ byly jednotlivé vzorky zelenych
¢aji analyzovany pomoci plynové chromatografie ve spojeni s plamenové ionizacnim
detektorem. Vzorky byly vyhodnoceny na zakladé celkového poctu piki, celkové plochy piki
a piitomnosti charakteristickych piki. Za pomoci statistickych metod analyzy hlavnich
komponent a faktorové analyzy byly jednotlivé vzorky zelenych €aji z riznych zemi pivodu
porovndvany a hleddny podobnosti mezi jednotlivymi vzorky ze stejnych zemi piivodu. Na
zastoupeni té¢kavych latek v zeleném ¢aji ma vliv mnoho faktort jako podnebi, zptisob sbéru a
zpusob vyroby. Jednotlivé Caje 1ze porovnéavat na zaklad¢ zemi piivodu nicméné je dilezité,
mit na védomi dal$i faktory. Posledni Casti prace byla identifikace t¢kavych latek ve vzorcich

zelen¢ho Caje, kdy bylo identifikovdno na 173 latek.
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6 P¥ilohy
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Obr. P1 Chromatograficka separace t€kavych latek obsazenych v zeleném ¢aji Dukat. HS-SPME
70 °C 30 minut, doba sorpce 25 minut, teplota nésttiku 250 °C ,teplota detektoru 250 °C, line4rni
rychlost 25 cm/s, teplotni program 55 °C- 5 minut, 7 °C/min do 250 °C.
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Obr. P2 Chromatograficka separace t€kavych latek obsazenych v zeleném ¢aji Dukat. HS-SPME
70 °C 30 minut, doba sorpce 25 minut, teplota nastiiku 250 °C ,teplota detektoru 250 °C, linearn{
rychlost 25 cm/s, teplotni program 55 °C- 5 minut, 6 °C/min do 250 °C.
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Obr. P3 Chromatograficka separace t€kavych latek obsazenych v zeleném ¢aji Dukat. HS-SPME
70 °C 30 minut, doba sorpce 25 minut, teplota nasttiku 250 °C , teplota detektoru 250 °C, linearni
rychlost 25 cm/s, teplotni program 50 °C- 5 minut, 6 °C/min do 250 °C.
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Obr. P4 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot 50/90 °C
a kombinaci ¢ast 5/5 min.
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Obr. PS Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot 30/90 °C
a kombinaci ¢astt 20/20 min.
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Obr. P6 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot 30/90 °C
a kombinaci ¢asti 20/5 min.
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Obr. P7 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot 40/70 °C
a kombinaci ¢ast 12,5/12,5 min.
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Obr. P8 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot 50/50 °C
a kombinaci cast 20/5 min.
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Obr. P9 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot 50/90 °C
a kombinaci ¢ast 20/20 min.
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Obr. P10 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot 30/50
°C a kombinaci ¢ast 20/5 min.
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Obr. P11 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot  30/50
°C a kombinaci ¢ast 5/5 min.

Zwﬂwu L .

0 5 10 15 20 25 30 35
min

Obr. P12 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot  50/50
°C a kombinaci ¢asti 20/20 min.
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Obr. P13 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot  50/90
°C a kombinaci ¢asti 20/5 min.
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Obr. P14 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot  50/90
°C a kombinaci ¢ast 5/20 min.
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Obr.P15 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot 50/50 °C
a kombinaci ¢asti 5/20 min.
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Obr. P16 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot  50/50
°C a kombinaci €ast 5/5 min.
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Obr. P17 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot  30/50
°C a kombinaci ¢asti 20/20 min.

10

mV

Obr. P18 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot 30/90
°C a kombinaci ¢ast 5/5 min.
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Obr. P19 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot  30/90
°C a kombinaci ¢ast 5/20 min.
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Obr. P20 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci teplot  30/50
°C a kombinaci ¢ast 5/20 min.
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Obr. P21 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci jedné teploty a
jednoho ¢asu 40 °C/50 min.

mV 35+

Obr. P22 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci jedné teploty a
jednoho ¢asu 100 °C/50 min.
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Obr. P23 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci jedné teploty a
jednoho ¢asu 70 °C/30 min.
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Obr. P24 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci jedné teploty a
jednoho ¢asu 100 °C/10 min.
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Obr. P25 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci HS-SPME pro kombinaci jedné teploty a
jednoho ¢asu 40 °C/10 min.
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Obr. P26 Chromatogram vzorku sypaného zeleného ¢aje Gunpowder Temple of Heaven puivodem
z Ciny.
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Obr. P27 Chromatogram vzorku sypaného zeleného ¢aje Ché ngon so ptivodem z Vietnamu.
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Obr. P28 Chromatogram vzorku sypaného zeleného ¢aje Ceylon Green ptivodem ze Sri lanky.
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Obr. P29 Chromatogram vzorku sypan¢ho zeleného ¢aje Assam Green Tea Op pivodem z Indie.
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Obr. P30 Chromatogram vzorku sypaného zeleného ¢aje Joongjak piivodem z Koreje.
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Obr. P31 Chromatogram vzorku sypaného zeleného &aje Sencha ptivodem z Ciny.
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Obr. P32 Chromatogram vzorku sypaného zeleného Caje Zealong Green pivodem z Nového
Z&landu.
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Obr. P33 Chromatogram vzorku sypaného zeleného &aje Tesco green Leaf Tea pavodem z Ciny.
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Obr. P35 Chromatogram vzorku sypaného zeleného ¢aje Chun Mee ptivodem z Ciny.
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min
Obr. P36 Chromatogram vzorku sypan¢ho zeleného ¢aje Bancha-Arashiyana pivodem z Japonska.
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Obr. P37 Chromatogram vzorku porcovaného zeleného &aje Jemca Zeleny Caj bez uréené zemé
puvodu.
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Obr. P38 Chromatogram vzorku porcovaného zeleného ¢aje Sir Winston Tea bez urcené zemé
puvodu.
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Obr. P39 Chromatogram vzorku porcovaného zeleného &aje Sonnentor ptivodem z Ciny.
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Obr. P40 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci celkového ¢asu HS-SPME 80°C/10 min.
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Obr. P41 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci celkového ¢asu HS-SPME 80°C/20 min.

86



mV 35+

z_' sl wML '

0 5 10 15 20 25 30 35

min

Obr. P42 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci celkového ¢asu HS-SPME 80°C/30 min.
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Obr. P43 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci celkového ¢asu HS-SPME 80°C/40 min.
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Obr. P44 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci celkového ¢asu HS-SPME 80°C/50 min.

mV 40
30
20
10 +
0- WMol
] ! 1 ' ! ' I ' ! ' 1 ! 1 ! 1
0 5 10 15 20 25 30 35

min

Obr. P45 Chromatogram vzorku Chun Mee pro optimalizaci celkového ¢asu HS-SPME 80°C/60 min.
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