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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na analyzu tékavych latek celych semen maku setého za
pomoci headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii a pomoci headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou
chromatografii s plamenovym ioniza¢nim detektorem. V teoretické ¢asti jsou shrnuty zakladni
informace o maku setém a jeho nutri¢ni parametry. Je zde popsano aroma potravin, moznosti
izolace t€kavych latek a jejich nasledna analyza. Dale jsou popsany postupy analyzy tékavych
latek zejména v makovych olejich. V praktické ¢asti byla provedena optimalizace extrakénich
podminek, jako je navazka vzorku, teplota a ¢as extrakce, za G¢elem extrakce co nejvétsiho
poctu tékavych latek. Vysledkem byly aromaprofily nékolika odriid semen mdku setého,
kde se podaftilo identifikovat podstatné mnozstvi tékavych latek. Dale byla semena riznych

odrid mezi sebou porovnana.

KLICOVA SLOVA

Semena maku setého, mikroextrace tuhou fazi, GC-MS, tékavé latky, makovy olej
TITLE

Analysis of poppy seeds volatile compounds profile using solid phase microextraction
ANNOTATION

This thesis deals with analysis of volatile substances of whole poppy seed by headspace solid
phase microextraction followed by gas chromatography and mass spectrometry and using
headspace solid phase microextraction followed by gas chromatography with a flame ionisation
detector. The theoretical part summarises the basic information about poppy seed and its
nutritional parameters. It describes the aroma of food, the possibilities of the isolation of volatile
substances, and their subsequent analysis. It also describes the procedures for analysing volatile
substances, especially in poppy oils. The practical part of this work consists of optimisation of
extraction conditions such as weight, temperature, and extraction time to extract as many
volatile substances as possible from poppy seeds. The results were aroma profiles of several
varieties of poppy seeds, where a substantial number of volatile substances were identified.

Additionally, seeds of different varieties were compared with each other.
KEYWORDS

Poppy seeds; Solid phase microextraction; GC-MS; Volatile substances; Poppy seeds oil
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UVvoD

Nejvyznamnéjsi rostlinou rodu mak (Papaver) je mak sety (Papaver somniferum L.). Ceska
republika dlouhodobé patii mezi nejvyznamnéjsi svétové producenty kvalitniho
potravinaiského maku. Kvalitni semena vyslechténych potravinarskych odriid maku setého se
vyuzivaji k pifimé lidské spotiebé. Zbyld makovina je vyuzita ve farmaceutickém primyslu pro

izolaci alkaloidii vyuzitelnych na vyrobu 1éCiv.

Makova semena, stejné jako kazda jina potravinaiska surovina, maji charakteristické aroma,
tedy specifickou skladbu tékavych latek, kterych je velké mnozstvi. Obsazené tékavé latky
mohou vypovidat o hygienické kvalité produktu, misté¢ pivodu, nebo mohou byt markery

falSovani atd.

Pied samotou analyzou je potieba provést izolaci tékavych latek a jako nejvyznamnéjsi metoda
izolace se jevi mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Mikroextraction, SPME). Jednou
z hlavnich vyhod je, ze béhem extrakce nedochézi k interferencim zplisobenym slozitou
potravinovou matrici. SPME extrakce z prostoru headspace (HS) se vyuZiva zejména ve spojeni
s analyzou pomoci plynové chromatografe (Gas Chromatography, GC). Detekce separovanych
t€kavych latek muze probihat riznymi zptsoby. Velmi Casto je k detekci vyuzita hmotnostni
spektrometrie (Mass Spectrometry, MS), kdy je mozné latky identifikovat. Jako dalsi zptsob,
ktery se v poslednich letech dostavd do popfedi, a to zejména u potravinovych analyz,

je olfaktometricka detekce (GC-O).

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo optimalizovat extrakéni podminky mikroextrakce
tuhou fazi z prostoru headspace (HS-SPME) pro ziskani co nejvétSiho poctu t€kavych latek
semen maku setého a po provedené optimalizaci extrakce analyzovat poskytnuté vzorky

nékolika riznych odrid maku setého a nelézt moznou spojitost mezi témito vzorky.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Mak sety

1.1.1 Taxonomie maku setého

Mak sety (Papaver somniferum L.) je stard kulturni plodina, jejiz ptivod neni zcela znamy.
Nejpravdépodobnéji v§ak vznikl z planého druhu maku $tétinkatého (Papaver setigerum DC.).
Taxonomické zatazeni maku setého je zobrazeno v Tabulce 1. Nejstar$i dochované tidaje o jeho
péstovani jsou jiz z mlads$i doby kamenné. Mék je fazen do ¢eledi makovitych a rodu mak.
Tento rod zahrnuje asi 120 druht rostlin rostoucich pievazné ve Stfedozemi. Taxonomicky se
maky tfidi do né¢kolika odlisnych sekci [1-4].

Tabulka 1: Taxonomické zatazeni méaku setého [5]

Rise Plantae Rostliny
Oddéleni Magnoliophyta Krytosemenné
Ttida Magnoliopsida Nizsi dvoudélozné
Rad Papaverales Pryskytnikotvaré
Celed’ Papaveraceae Makovité
Rod Papaver Mak
Druh Papaver somniferum L. Mak sety

1.1.2 Morfologie maku setého

Mk sety, ktery je zobrazen na Obrazku 1, je jednoleta bylina, ktera kvete v obdobi ¢erven az
srpen. Lodyha je vzpiimena, v prufezu duta a dosahuje vysky od 50 do 180 cm [2; 6]. Hloubka
kofenového systému je 50 az 80 cm. Poupata maku jsou pievisla a riznych tvard. Stonek je
pokryt listy, jejichz tvar se rizni dle umisténi na stonku [1]. Korunni listky jsou vétSinou
celokrajné, mirné zvinéné a rizné¢ barevné. Makovice ma rtizné tvary i velikosti, a to ptimo
ovlivituje velikost a mnoZstvi semen. V dobé& zralosti se makovice otevira malymi otvory,
nebo ziistava zaviend. Obvyklé mnozZstvi semen vV makovicich je okolo 46 tisic, coZ jsou 2 az
3 g. Ideélni tvar makovic je Siroky ovalny, semena jsou velikostné stejna a plnohodnotna. Pocet
I vyska vétvi, olisténi, hloubka kofenového systému, barva kvét, velikost a tvar makovice
I mnozstvi semen jSou piimo ovlivnény podminkami ristu a konkrétnim genotypem

rostliny [1; 2; 4].
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Rostliny obsahuji v pletivech mlécnice, které po naruSeni roni bilou $tévu (latex).
Tato §tava, ktera rychle schne a hnédne, se nazyva opium [1; 5]. Opium obsahuje ptirodni
alkaloidy — morfin, kodein, noskapin, thebain, papaverin aj. [7]. Mlé¢nice potravinaiského

maku vSak téméf latex neprodukuji a obsah alkaloidd je nizky [8].

Doba vysevu zalezi na pocasi. Jarni méak se doporucuje vysévat nejdéle do konce dubna. Sklizen
probihda v dobé, kdy jiz doslo k oddéleni semen od lamel uvnitt makovice (od poloviny
Cervence do zacatku zaii). Lze to poznat tak, Ze pii zatfeseni s makovici, mak uvniti Susti.

Vsechny tobolky jsou v tuto dobu hnédé a suché [2; 4; 9].

Obrazek 1: Mak sety (Papaver somniferum L.) [10]

1.1.3 Semena maku

Semena maku setého maji ledvinkovity, mirné€ zplostély tvar a jsou 1-1,5 mm dlouha. Povrch
semen je drsny a rozbrazdény na Sestithelnikové ploSky. Ty jsou ohraniceny vystouplymi
zebry. Jejich barva mize byt riiznd — ¢ernd, hnéda, fialova, blankytn€ modra, bilé aj. Blankytné
modra barva je nejCastejsi barva semen a urcitd zaruka typické makové chuti. Svétld semena
naproti tomu maji nevyraznou chut’, viini a maji vyssi obsah tuku [2; 4]. Bily mak ma az lehce
ofiskovou ptichut’ a je sladsi nez mak modrosemenny [11]. Barva semene je rozhodujici faktor

uziti semene v pekarenskych vyrobcich a kuchynské spotiebé [12].

Osemeni semen maku setého se skladd z n€kolika vrstev: epidermis, krystalicka, vlaknita,

pri¢na a pigmentova vrstva. Osemeni je velmi tenké a snadno propousti vodu. To zplisobuje
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rychlé vysychéani nebo vlhnuti. Kvili tomu jsou semena nachylnd k mechanickému poskozeni,
coz zpusobi uvoliiovani kapicek oleje, ktery rychle zlukne. Na takto poskozend semena se lepi
prach z makoviny, coZz nasledné vyrazné zvySuje obsah morfinu, obvykle i nad bezpe¢nou
hranici, kterd je 20 ppm (20 mg/kg semene). Skladovani takto poskozenych semen po delsi

dobu a ¢asta manipulace s nimi zvysuji obsah morfinu i riziko zluknuti [2; 4].

Makové semeno samo o sobé neobsahuje zadné alkaloidy. Ty se na semena dostavaji béhem
sklizn¢, kdy se na nich usazuje prach z makoviny. Zral¢ semeno obsahuje 42-55 %

polovysychavého oleje dle odrady a ristovych podminek [2; 4; 13].
1.1.4 Déleni maku setého

Druhy maku lze ¢lenit dle riznych hledisek. Mezi hlavnimi faktory, podle kterych se déli do
skupin, jsou vyuziti maku, kvalita semen, obsah morfinovych alkaloidi, otevirani makovic

nebo ozimost.
1.1.4.1 Déleni dle nasledného vyuziti (zemédélsky nejdiilezitéjsi clenéni)

Opiové maky jsou typické vy$sim obsahem morfinovych alkaloidd s dobfe vytvofenym
vodivym lykem a velkymi mlécnicemi. Je péstovan zejména v subtropickych oblastech.
Nasledné je vyuzivan K farmaceutické produkci opia. Ve velkém mnozstvi je péstovan

1 nelegalné.

Olejné maky maji oproti opiovému maku makovice, které téméf nemléci. Jejich péstovani
probiha zejména v zemich mirného pasu. Hlavnim produktem jsou makova semena,
ktera se vyuzivaji v potravinaiském prumyslu. Sucha makovina, jako vedlejsi produkt, se po

vymlatu vyuziva ve farmaceutickém pramyslu [2; 6].
1.1.4.2 Déleni na maky potravinaiské, primyslové a okrasné

Potravinarské maky jsou péstovany zejména pro sva semena, kterd se vyuzivaji

V potravinarském a tukovém primyslu. Maji nizky obsah morfinu v makovin¢ (do 1 %).

Pramyslové maky maji v suché makoviné obsah morfinu az 2,5 %. VyuZivaji se kK primyslové

extrakci alkaloidii ve farmaceutickém primyslu.

Okrasné maky jsou okrasné letnicky s dekorativnimi kvéty. Jejich péstovani probiha bez

omezeni [2; 6].
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1.1.4.3 Clenéni dle péstitelského zamé¥eni

Modrosemenné odrudy S velmi nizkym obsahem morfinu — semeno je vyuzito jako potravina.

Nehrozi zde zadné riziko zneuziti makoviny pro vyrobu narkotik.

Modrosemenné odridy S nizkym a nizkym aZ stfedné vysokym obsahem morfinu

cey

v makoviné — semena se vyuziji jako potravina.

Modrosemenné odridy se stifednim obsahem morfinu v makoviné — semeno je vyuzito jako

potravina, makovina jako surovina pro farmaceuticky pramysl.

Modrosemenné odrtidy se stiedné vysokym az vysokym obsahem morfinu v makoviné — semeno

je vyuzito jako potravina, makovina je vyuzitelna pro farmaceuticky pramysl.

Bélosemenné a okrovosemenné odriidy s nizkym a nizkym az stiedné vysokym obsahem

morfinu v makoviné — semeno je vyuzito jako potravina [14].
1.1.4.4 DalSi moZnosti déleni maku
Dle zpuisobu otevirani makovice:

« Hledak — otvory pod korunkou (Obrazek 2 vlevo).
« Slepak — makovice bez otvort (Obrazek 2 vpravo).

« Pfechodny typ méaku — maji malé neuplné otvory pod bliznou [2].

Obrazek 2: Otevieni makovic, zleva — hled’ak [15] a slepak [16]

Déleni podle genetického zakladu ozimosti:

« Jarni mak se vyséva v obdobi jara a sklizi béhem letnich mésict [4].

vvvvvv

« Ozimy mak je vysévan na podzim a sklizen je dfivéjsi nez u jarniho maku [2].
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1.1.5 Slechténi maku setého

Obdobné jako u vétSiny plodin probiha i u maku intenzivni $lechténi [8]. Zamér Slechténi maku
se odviji od pozadavkl zemédélské praxe, farmaceutického primyslu a potravinarského
prumyslu [17]. Mak je fazen mezi fakultativné cizospra$né rostliny. Rozhodujici podil opyleni

je tedy samosprasenim a od toho se odviji zptisoby Slechténi [4].

Slechténi maku mé nékolik obecnych ciltl. Mezi nimi je zvyseni vynosu semen a makoviny,
nebo v nékterych piipadech i opia, a morfologicka homogenita rostlin. Dalsim cilem $lechténi
je odolnost proti chorobam, vodnimu deficitu, herbicidiim a abiotickym stresovym faktorim

a ozimost [2; 17; 18].

Dalsi cile Slechténi jsou zavislé na oblasti vyuziti. Pro farmaceuticky prumysl je potieba
kultivard s vy$§im obsahem alkaloidt, Vv nékterych ptipadech i jinych nez s morfinem,
ale napt. s kodeinem nebo noskapinem. Potravinaiskému pramyslu vyhovuji kultivary maku
snizkym obsahem alkaloidt, riznych barev a olejnatosti. Tyto kultivary by se mohly
v budoucnu péstovat bez omezeni. Zadouci je §lechtit odriidy méku, které budou univerzalni

a vhodné pro vyuziti jak ve farmaceutickém, tak v potravinaiském primyslu [2; 17; 18].
Dosazeni vyse uvedenych $lechtitelskych cilti je dosahovano nasledujicimi metodami:

« Vybérem rostlin dle rodokmenu a naslednym ktiZenim

« Polyploidizaci — genova mutace, kdy dochéazi ke zmnoZeni poctii sad chromozomd,

coZ ma vliv na vlastnosti rostlin
« Mutagenezi — mutace pomoci y-zafeni na suchém semeni
« Mezidruhovym kiizenim

« Hybridnim péstovan — ktizeni kultivart atd. [17]

1.1.6 Mak sety a Ceska republika

Ceska republika je nejvyznamnéjsim producentem makovych semen jako potraviny na svété.
Dalsimi vyznamnymi producenty jsou Turecko, Spanélsko, Francie nebo Mad’arsko, kde jsou
semena maku vedlej$im produktem méku péstovaného pro farmaceutické ucely. V Ceské
republice se péstuji pievazné Ceské a slovenské modrosemenné odrudy. V poslednich letech
dochdzi ke zvétSovani osevnich ploch bélosemennych odriid a pedpoklada se, ze tento trend
bude pietrvavat [8; 14]. Cesky mak je znamy piedeviim svou &istotou. Zrno totiz neni

znec€isténo alkaloidy. Péstuji se zde odrudy s niz§im obsahem alkaloidi, kdy je makovina stale

20



vyuzitelna ve farmaceutickém pramyslu. Kromé toho se makova semena tési velké kulinarské

oblibé [2; 6].

Osevni plocha maku setého v Ceské republice se pohybuje okolo 33 tisic ha roéné s primérnym
vynosem 0,69 t/ha (tj. pramérné 23 t/rok) [19], coz déla z méaku druhou nejvyznamnéjsi olejninu
v ¢eském zemédélstvi. Nejvyznamnéjsi olejninou je fepka olejnd. Domaci produkce vysoce
pfesahuje spotfebu obyvatel, kterd je cca 400 g na osobu za rok [14]. Export maku se
dlouhodobé pohybuje okolo 85 % celkové produkce za &astku nad miliardu korun,
coz prevysuje i cesky chmel. Nejvétsimi odbérateli jsou staty, kde je mak kulinarni surovinou.
Jedna se o slovanské zemé¢, zejména Rusko a regiony stfedni, jihovychodni a vychodni

Evropy [20; 21].
1.1.6.1 Legislativni opatieni a normy tykajici se maku setého

Mik sety je oznatovan jako mozny zdroj navykovych latek, a to nejen v Ceské republice,
proto je jeho péstovani a prodej regulovan zakony [22; 23]. V Ceské republice se jednéa o zakon
¢. 167/1998 Sh. o navykovych latkach a o zméné nékterych dalsich zakonl. Soucasti tohoto
zakona je ustanoveni tykajici se oznamovaci povinnosti osob péstujicich mak sety nebo konopi
na celkové plose vétsi nez 100 m? [24]. Dali povinnosti uréuje vyhlaska &. 172/2015 Sb.
0 informa¢ni povinnosti pfijemce potravin v misté urCeni [25]. Tato vyhlaska je provadéjici
predpis k zakonu o potravinach a tabakovych vyrobcich ¢. 110/1997 Sb. [26]. Vyhlaska
¢. 399/2013 Sh., kterou se méni vyhlaSska Ministerstva zeméd¢lstvi ¢. 329/1997 Sb. urcuje
maximalni obsah morfinovych alkaloidi v maku pro pouziti v potravinaistvi. Toto mnozstvi je
maximalné 0,8 % alkaloidl v susin¢ makovice. Soucasné nesmi byt obsah téchto alkaloidl na
povrchu semen vys$si nez 25 mg/kg. Tato vyhlaska ve své Ptiloze ¢. 9 uvadi pozadavky na
chemické a fyzikalni vlastnosti maku ureného pro lidskou vyzivu. Mezi parametry,
které uvadi, jsou napi. povolena vlhkost, mnozstvi anorganickych neéistot aj. [27]. Pfiloha

¢. 9 vyhlasky je v Ptiloze | této diplomové prace.

V Cervenci vstoupilo v 2022 platnost nafizeni komise (EU) 2021/2142, kterym se méni nafizeni
(ES) €. 1881/2006, pokud jde maximalni limity opiovych alkaloidi v n€kterych potravinach.
Je zde stanoven maximalni limit opiovych alkaloidl pro cela, rozdrcena nebo mletd makova
semena, ktera jsou uvadéna na trh pro konecného spotiebitele na 20 mg/kg. Limit pro
pekaiské vyrobky obsahujici makova semena a nebo produkty z nich odvozené je stanoven
na 1,50 mg/kg [28].
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Miku jakozto olejniny se dotyka i nékolik mezindrodnich norem. Technické normy jsou
kvantifikovana doporuceni, jejichz pouzivani je dobrovolné, ale vSestranné vyhodné.
Jsou nezbytnou podminkou pro volny obéh zboZzi v Evropské unii [29]. Mezinarodni normy
zahrnuji napf. odbér vzorkti (CSN EN ISO 21294) [30], Gipravu laboratorniho vzorku na analyticky
vzorek (CSN EN ISO 664) [31], stanoveni obsahu negistot (CSN EN ISO 658) [32], referen¢ni
metodu stanoveni obsahu oleje (CSN EN ISO 659) [33] atd. Kromé mezinarodnich norem je
i n&kolik Ceskych technickych norem, které se tykaji maku setého, a to CSN 46 2300-1,
CSN 46 1011-2, CSN 46 2300-3 aj. [34-36].

1.1.6.2 Specialni oznaceni maku

Ceska cechovni norma stanovuje kvalitativni parametry uréité potraviny. Jednoznaéné uréuje,
co se do daného vyrobku musi a mize pouzit. Z normy vyplyvaji tzv. nadstandardni parametry.
Témito parametry jsou: definice povinnych slozek, stanoveni piipustnych a neptipustnych
slozek a definice téchto nadstandardnich parametrii. Navrhy na normy posuzuje odborna
hodnotici komise, kterd je slozena ze zastupct vysokych Skol, vyzkumnych tustavi, statnich
kontrolnich organi, Ministerstva zemédélstvi CR a Potravinaiské komory CR. Pokud vyrobek
spliiuje tuto normu, tak se miize znacit logem Ceské cechovni normy, které je zobrazeno na

Obrazku 3.

Obrazek 3: Logo Ceské cechovni normy [22]

Ceskému modrému maku a Ceskému modrému maku mletému byla tato Ceska cechovni
norma ptiznana v roce 2019. Nadstandardnimi parametry u téchto produktt jsou napt. odriidy
maku, maximalni obsah morfinovych alkaloidli (20 mg/kg), vlhkost, olejnatost, chemicka

Cistota, prub¢h sklizné, pouziti termostabilizace aj. [22; 37; 38].

Chranéné zemépisné oznaceni (CHZO), v anglictiné Protected Geographical
Indication (PGI), je nazev, ktery identifikuje produkt z ur¢itého mista nebo regionu. U tohoto

oznaceni je postacujici, kdyz pouze definovana ¢ast vyroby nebo zpracovani produktu probéhne
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na vymezeném uzemi. Toto zbozi ma urcitou kvalitu, povést nebo jiné vyjimecné vlastnosti,
které lze pfipsat tomuto zemépisnému puvodu. O registraci oznaceni CHZO rozhoduje

Evropska komise [22; 39].

Cesky modry mak oznaéeni CHZO, jehoZ logo je na Obrazku 4, ziskal v roce 2021. Hlavnim
divodem o uznani Chranéného zemépisného oznaceni pro tento produkt bylo rozliSeni dvou
rozdilnych komodit se stejnym ndzvem — maku technického a méaku potravinarského. Méak
technicky se nesmi pouZit jako potravina. Cesky modry mak je ze své podstaty potravina a ma

zcela jiné kvality nez mak technicky [22].

Obrazek 4: Logo Chranéného zemépisného oznaceni [22]

1.1.6.3 Péstované odriidy maku

V Ceské republice se v nejvétsim mnozstvi péstuji odriidy jarniho maku setého a jeho
modrosemenné odridy se stiedné vysokym az vysokym obsahem morfinu, modrosemenné
odrtdy se stfedn¢ vysokym obsahem morfinu a v mensi mife i bélosemenné a okrovosemenné
odridy snizkym anizkym az stfedné¢ vysokym obsahem morfinu. Péstovani téchto
bélosemennych a okrovosemennych odrid je v poslednich letech na vzestupu. Ve velmi malém

mnozstvi se péstuji i odrady ozimého maku [8; 14].

Vysecovy graf na Obrazku 5 zobrazuje procentudlni zastoupeni péstovanych odrid maku na
uznanych mnozitelskych plochach vroce 2022. Zaroven jsou uvedeny nékteré
z odrid, které byly poskytnuty jako vzorky k experimentalni ¢asti této diplomové prace od
spolku Cesky modry mak z.s. Veskeré jmenované odriidy jsou uréeny k produkci semene pro

potravinaiské ticely a soucasné i pro produkci makoviny pro farmaceuticky primysl [14].
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Obrazek 5: Uznané mnozitelské plochy maku setého v roce 2022 [12]

Odrida Major je stfedné¢ ranna modrosemenna odruda s dobrou barevnou vyrovnanosti.
Odrtida mé vysoky vynos semen a stiedni obsah morfinu v makoving. Rostliny této odridy jsou

odolné vuci chorobam, proti vyvraceni a polehavani [40; 41].

Aplaus je stiedné¢ rand modrosemenna odrida se stfedné¢ vysokym obsahem morfinu

v makoving€. Obsah oleje v semeni je stiedné vysoky [40].

MS Harlekyn typ modrosemenného maku se stiedné vysokym az vysokym obsahem morfinu
v makoving se sttedné vysokym obsahem oleje v semenech. Nejvétsi prednosti této odridy je

vysoky vynose semene [14; 42].

Onyx je také modrosemenna odruda se stiedné vysokym az vysokym obsahem morfinu
v makoviné. Semena maji stfedné vysoky az vysoky obsah oleje. Odrada byla v roce 2016

ocenéna ,,Zlatym klasem® [43].

Opex je jedna z nejrangjSich modrosemennych odruda se stiedné vysokym az vysokym

obsahem morfinu v makoving. Semena maji vysoky obsah oleje [43].

Orel je odrida bélosemenného maku s nizkym az stiedné vysokym obsahem morfinu
v makoviné. Sementum této odridy je pfipisovana ofiskova chut. Obsah oleje v semenech je

stfedné€ vysoky az vysoky [14; 44].



1.1.7 Nutri¢ni hodnota makovych semen

Nejvice zastoupenou slozkou v semenech maku je olej, kterého semena obsahuji dle nékterych
zdroji az 57 % [45] (vétSina zdroji uvadi obsah oleje do 50 % [2; 11; 46; 47]). Dale mak
obsahuje az 20 % bilkovin, do 3 % sacharidd, z toho 1,8 % cukri, okolo 9 % vlakniny,
az 6 % mineralnich latek a vyznamné mnozstvi vitamint [11; 45]. Tyto hodnoty se lisi

v zavislosti na odrudé maku.

1.1.7.1 Tuky

Makovy olej lisovany za studena je nazloutly, prihledny a nasladly [48]. Z nutri¢niho hlediska
ma zajimavé slozeni. Makovy olej obsahuje okolo 88 9% nenasycenych mastnych
kyselin — mononenasycenych mastnych kyselin i polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA),
z toho az 75 % kyseliny linolové (strukturni vzorec je na Obrazku 6), coz je -6 esencialni
mastna kyselina. V lidském téle piisobi napt. na sniZeni bolesti @ zmirnéni otoku. Pii nedostatku
této esencialni mastné kyseliny dochazi k vysousSeni vlast a jejich vypadavani, Spatnému hojeni
ran aj. Mezi dal$i nenasycené mastné kyseliny, které mak obsahuje, patii kyselina olejova (do
15 %), palmitolejova a linolenova (pod 1 %, strukturni vzorec je na Obrazku 6), ktera patii mezi
-3 esencidlni mastné kyseliny. Nasycené¢ mastné kyseliny jsou zastoupeny asi jen ve 12 %
a jsou zastoupeny kyselinou palmitovou (asi 9 %) a kyselinou stearovou (okolo 2 %).
Tyto nasycené mastné kyseliny ptsobi v lidském organismu spise negativng, protoze mohou
zvySovat hladinu celkového cholesterolu [46; 47; 49]. Vyssi obsah PUFA poukazuje na
nachylnost makového oleje k oxidaci [11]. Obsah a pomér mastnych kyselin urcuje oxidacni
stabilitu oleje, ktera je dulezitym kvalitativnim ukazatelem. Tuto stabilitu ovliviiuje kromé

jiného i obsah tokoferolt v oleji [50].

Obrazek 6: Kyselina linolova (nahote) a kyselina linolenova (dole) [51]

1.1.7.2 Bilkoviny

Pti extrakci olejii z méku vznika jako vedlejsi produkt makovy kolac¢, kde je pravé nejvetsi
zastoupeni makovych bilkovin, coz mlize byt slibna alternativa k zivo¢isSnym bilkovinam.

Mak totiz obsahuje vSechny esencialni aminokyseliny (AMK). Nejvice zastoupenou AMK je
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kyselina glutamova, déale arginin a kyselina asparagova. Dal§simi AMK, které méak obsahuje
jsou leucin, izoleucin a valin. Co se tyce kvality bilkovin, tak index esencialnich aminokyselin
(Essential Amino Acid Index, EAAI) [52], coz je geometricky prumér procentickych obsahii
esencidlnich aminokyselin v bilkoviné ve vztahu k tymz bilkovinam ve vaje¢né bilkoviné [53]

dosahuje podle této studie asi 125 %, coz ukazuje na vysoce kvalitni rostlinnou bilkovinu [52].

1.1.7.3 Mineralni latky

Makovd semena vynikaji vysokym obsahem minerdlnich latek. V porovnani s jinymi
potravinami ma mak napf. 3% vice Zeleza nez Spenat, kdy z maku je 1 4x lepsi vstiebatelnost
tohoto mineralu nez ze Spenatu. 2x vice drasliku nez v bandnu a az 15x vice vapniku nez
v kravském mléce. Vstiebatelnost tohoto rostlinného Ca je nizka v disledku vazby vapniku na

vvvvvv

v Tabulce 2.

Tabulka 2: Obsah mineralnich latek v maku (upraveno) [46]

Mineralni latky Bily mak Modry mak
Fosfor 1060 mg/100 g 1010 mg/100 g
Draslik 780 mg/100 g 830 mg/100 g
Vapnik 1480 mg/100 g 1500 mg/100 g
Hoi¢ik 370 mg/100 g 380 mg/100 g
Sodik <10 mg/100 g <10 mg/100 g
Zelezo 10,6 mg/100 g 9,7 mg/100 g

Med’ 2,6 mg/100 g 2,0 mg/100 g
Zinek 11,9 mg/100 g 8,7 mg/100 g
Mangan 8,4 mg/100 g 7,3 mg/100 g
Kadmium 0,02 mg/100 g 0,05 mg/100 g

Vapnik je velmi dillezitym mineralem pro tvorbu kosti a zubfi, ale je nezastupitelny i v fad¢
dalsich fyziologickych procesii. Mezi ty patii napiiklad sraZlivost krve nebo ptenos nervovych

impulzt [54].

Fosfor, ktery je soucasti fosfati, ma klicovou roli v nékolika riznych biologickych procesech,
je dilezitou slozkou lipidové dvojvrstvy bunécnych membran a dalSich intracelularnich

sloucenin jako jsou nukleové kyseliny atd. [55].
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Draslik ma v lidském téle dulezitou roli Vv regulaci krevniho tlaku. Zvyseny piijem drasliku
snizuje vylucovani vapniku moci, ¢imz snizuje riziko ledvinovych kamend a pomaha

predchazet demineralizaci kosti (osteoporoze) [56].

Zelezo je nezbytnym prvkem, protoZe se ulastni Siroké $kaly metabolickych procesi, véetnd
ptrenosu kysliku, syntézy deoxyribonukleové kyseliny a ptenosu elektront. Nedostatek zeleza

muze byt pfi¢inou anémie [57].
1.1.7.4 Vitaminy, sacharidy a dalsi biologicky aktivni latky

Obsah sacharidi v makovych semenech je pomérné maly, zatimco zastoupeni vldkniny je

vyznamng¢ vys§i [47]. Databaze slozeni potravin uvadi az 23 % [58].

V nejvétsi mife je v makovych semenech zastoupen vitamin E (tokoferoly a tokotrienoly).
Jedni se zejména y-tokoferoly, v mensim mnozstvi i a-tokoferoly a tokotrienoly. Udaje
o obsahu téchto latek se vSak zna¢né 1iSi a nckterd literatura uvadi obsah tokoferoll az
280 mg/kg. V malé mife se v maku také nachazi vitaminy fady B (B1, B2, B3, Bs, Bs, B7 a Bg)
a vitamin C. Makova semena obsahuji i jiné biologicky aktivni latky, mezi které patii
fytosteroly nebo dalSi polyfenolové latky, jejichZz celkovy obsah v maku je vyjadren jako
395 mg ekvivalentu kyseliny gallové/100 g [11; 47; 49]. Obsah vétSiny uvedenych vitaminti je
uveden v Tabulce 3 na konci této kapitoly.

Vitaminy E a dalSi fenolické latky jsou latky, kterym je pfisuzovan antimutagenni,
antibakterialni, antivirovy a protizanétlivy ucinek, které maji vliv v prevenci proti mnohym
onemocnénim. VéEtSina téchto pozitivnich vlastnosti souvisi s antioxidacnim potencidlem
jmenovanych latek. To znamena, Ze jsou schopny neutralizovat volné radikaly a vychytavat
singletovy a tripletovy kyslik [11]. Celkova hladina vitamini E ma dilezitou roli pii ochrang

proti oxida¢ni degradaci PUFA [49].

Vitaminy skupiny B jsou soucasti bunétnych enzymatickych systémt energetického

a substratového metabolismu nebo se ucastni pii vedeni nervového vzruchu [59].

Fytosteroly jsou steroly rostlinného pavodu, latky strukturné podobajici se cholesterolu,

které dokazi snizit jeho hladinu v krvi. Maji tak pfiznivy vliv na lidské zdravi [11].
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Tabulka 3: Obsah nékterych vitamini v maku (upraveno) [46]

Vitamin Bily mak Modry mak
E 18,3 mg/kg 22,8 mg/kg
B:1 11,6 mg/kg 5,8 mg/kg
B: 0,58 mg/kg 0,35 mg/kg
Bs 7,88 mg/kg 1,7 mg/kg
Bs 15,7 mg/kg 15,3 mg/kg
Bs 3,3 mg/kg 1,6 mg/kg
B 0,24 mg/kg 0,21 mg/kg
Bo 28,2 mg/kg 30,6 mg/kg
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1.2 Aroma potravin

Pro jakéhokoliv spotiebitele potravin jsou velice dalezité organoleptické vlastnosti a kvalita
téchto vlastnosti. Mezi témito ukazateli organoleptické kvality maji své misto viiné a chut'ové
vjemy. Uvadi se, Ze mezi aroma a kvalitou produktu existuje silny vztah. Pfitomnost, obsah
a slozeni tekavych a polotékavych latek v potravindch ma vyznamny vliv na jejich kvalitu.

Navic kazdy produkt ma charakteristické a jedine¢né sloZeni a obsah téchto latek [60-62].

Aromatické latky jsou tékavé slouCeniny, které jsou vniméany pomoci Cichovych receptorii
¢ichového organu a vyvolavaji vjem viing. K receptoriim se dostanou, kdyz jsou vtazeny nosem
nebo hrdlem poté, co jsou uvolnény Zvykanim. Aroma potravinaiskych produkti se sklada
z komplikovanych smési, nékdy az stovek sloucenin. Vysledny vjem viné nebo chuti lze jen
tézko prisoudit jen jediné latce (tzv. klicové latce) nebo nékolika malo latkam. Ptiklady téchto
klicovych latek jsou uvedeny v Tabulce 4. Obecné to jsou latky malo polarni nebo nepolarni

s nizkou molekulovou hmotnosti, nizkym bodem varu a s vysokou tenzi par [60; 63—65].

Tabulka 4: Ptiklady klicovych aromatickych latek [63]

Latka Vine Vyskyt
(R)-Limonen Citrusova Pomerancovy dZzus
(R)-1-p-Methan-8-thiol Grapefruitova Grapefruitovy dzus

Benzaldehyd Hotké mandle Mandle

Neral/Geranial Citronova Citrony

1-(p-Hydroxy-fenyl)-3-butanon

(malinovy keton) Malinova Maliny
(R)-(-)-1-Okten-3-ol Houbova Zampiony, camembert
(E,Z2)-2,6-Nonadienal Okurkova Okurky

Geosmin Zemita Cervena fepa
Trans-5-Methyl-2-hepten-4-on OFiskové Liskové ofisky
(filberton)
2-Furfurilthiol Prazena Kava
4-Hydroxy-2,5-dimethyl- , y . ,
3(2H)-furanon Karamelova Susenky, ¢erné pivo, kava
2-Acetyl-1-pyrollin Prazena Kdurka bilého chleba

Tekavé latky, které potravina obsahuje, mohou pochéazet ze vSech slozek této potraviny.

Jsou pfitomny V surovinach nebo zaméré ¢i nechténé vznikaji béhem technologického
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procesu. Také vznikaji i béhem procesu skladovani potravinaiskych vyrobki. Presto je
mnozstvi t€kavych latek v potravinach extrémné nizké (cca 10—15 mg/kg). Profily vini, které
se nachazi v potravinach, jsou vysledkem velkého mnozstvi reakci pobihajicich mezi slozkami,
které se v nich nachazi. Charakter a intenzita vysledného aroma zavisi na fadé faktoru:
dostupnosti a struktute reagujicich latek, reakénich podminkach (hladina kysliku, pH, aktivita
vody, teplota atd.), podilu tuku, volnych aminokyselin, bilkovin a sacharidii v potraviné. Vonné
latky s témito slozkami potravin interaguji, coz ovliviluje koncentraci aromatickych latek

v plynné fazi [60; 61; 63; 64].

Analyza viin¢ nebo zapachu mize piedstavovat cenny zdroj informaci o kvalité potravin,
které zahrnuje jak organoleptické vlastnosti, tak zdravotni nezavadnost pro spotiebitele. Bylo
detekovano jiz tisice pachovych sloucenin a stale jsou identifikovany nové. Hlavni zdroje
tékavych latek, véetné aromatickych, se déli do tfech skupin, z nichz jsou dvé hlavni

znazornény na nasledujicim schématu (Obrazek 7) [60].

Suroviny jlzeb s procikes Skladovani
potravin
Biologicke a Chemické a
enzymatické Mechanicke Tepelne mikrobiologické
procesy zpracovani zpracovani procesy
b Topns
procesy Procesy
Mikrobiologicke
procesy [ Fxorennitbaiky J

¥
DPotravindiska aditiva
Rostlinné pesticidy
Komponenty zvitecich krmiv
Komponenty obalovych materiahi
Latky zneéiftujici Hvotni
prostiedi

Y Y
PRIMARNI AROMA SEKUNDARNI AROMA

Obrazek 7: Hlavni zdroje t€kavych slozek potravy (upraveno) [60]
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1.2.1 Primarni aroma

Jak je zfejmé z Obrazku 7, mezi primarni aroma se fadi ptirodni pachové slouceniny. Jsou to
takové slouceniny, které vznikaji pii metabolickych drahach aminokyselin a tuka (alkoholy,
karboxylové kyseliny, karbonylové slou¢eniny a laktony), nebo latky vznikajici pfi zrani ovoce
(terpeny, estery a ethery) aj. Obecné Ize fict, Ze jsou to sekundarni metabolity produkované
nitrobunéénymi procesy. Jsou to slouceniny charakteristické pro danou surovinu nebo
produkt, ale zaroven jsou zavislé na fadé faktord (druh a puvod suroviny, zralost, podminky
prostiedi atd.). Tyto latky také mohou svédéit o pravosti produktu. Na zakladé stanoveni
tekavych slozek je mozné detekovat falSovani olejd, nebo rozliSovat produkty podle jejich

zemé&pisného puvodu (napt. syry, Caje, ovoce, med a dalsi) [60; 64].
1.2.2 Sekundarni aroma

Sekundarni aroma tvofti latky vznikajici pii vyrobé a zpracovani potravin, které mohou mit
pozitivni i negativni zdravotni efekty. Obsah téchto latek, jak kvalitativni, tak kvantitativni,
siln¢€ zavisi na podminkach priibéhu procesu a je vysledkem velkého mnozstvi riiznych a Casto
ne zcela prozkoumanych enzymatickych, mikrobidlnich a tepelnych procesti probihajicich
Vv potravinach. Stanoveni tékavych latek lze vyuzit pro fizeni technologickych procest

(sledovani stupné oxidace lipida pifi vyrobé suseného mléka, vyrobé vafeného masa atd.) [60].

Dilezitym ukazatelem kvality jsou tékavé latky vznikajici pti skladovani potravin.
V nejjednodussim piipadé behem skladovani tékavé latky unikaji a dochdzi k postupnému
rozkladu viing. Castéji viak také nové aromatické latky vznikaji, a to podobnymi mechanismy
jako pfi zpracovani potravin — chemickymi nebo mikrobiologickymi procesy nebo za tcasti
mikrobiologickych enzymu. Jsou to latky, které maji pozitivni vliv na organoleptickou kvalitu,
ale i latky vznikajici ve zkazenych potravinach. Nejcastéji jsou to sekundarni produkty oxidace
lipidi — aldehydy, ketony nebo organické kyseliny. Jako indikator stupné oxidace
potravinarskych produktd, zejména u masa, lze povazovat hexanal, u kterého je pozorovan
vzestup koncentrace béhem skladovani. U rostlinnych oleji bylo navrzeno spiSe stanoveni
nonanalu jako indikatoru, protoze v produktech tohoto typu pochazi znaéné mnozstvi hexanalu

také z enzymatické ,,lypoxygenazové drahy* [60].

Jak béhem skladovani, tak béhem technologického procesu, mize dojit ke kontaminaci vyrobka
plisnémi. Dochazi nejen k vyraznému zhor$eni organoleptickych vlastnosti, ale i ke zdravotni
zavadnosti potravin, coz lze také zjistit na zaklad¢ pozorovanych zmén v aromatickych

profilech. Kontaminace nezadoucimi mikroorganismy je rovnéz zasadni problém béhem
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fermentacnich procest. Piikladem miize byt pfitomnost zvySeného mnozstvi butylovych

sloucenin, predevsim isobutylakoholu, v surovych lihovinach [60].

Tteti skupinou je tercialni aroma, které neni na diive uvedeném obrazku. Jedna se o aroma vina
vzniklé enzymatickymi a fyzikalné-chemickymi reakcemi. Tyto reakce probihaji béhem

konzervace a zrani vina [66].

1.2.3 Skupiny vonnych latek

Uhlovodiky (terpeny a dalsi alifatické, alicyklické a aromatické uhlovodiky) jsou v potravinach
nejcastéji pritomny jako slozky silic a lipidového podilu potravin. Jsou bud’ pfirozenou slozkou
surovin nebo vznikaji béhem skladovani nebo zpracovani potravin. Vyskytuji se také jako

sekundarni produkty oxidace lipidd, ale i mnoha dalSich slozek.

Alkoholy jsou primarni i sekundarni vonné a chutové latky a lze je povazovat za prvni stupei
oxidac¢ni tady uhlovodiki. Mezi aromatické alkoholy patii zejména primarni alkoholy
(methanol, ethanol atd.) a jejich estery, nizsi alifatické nasycené a nenasycené alkoholy

(zejména monoterpenové a seskviterpenové alkoholy).

Ethery odvozené od mono- a seskviterpent a aromatické ethery se jako vonné latky uplatiiuji
nejvice. V potravindch se vyskytuji 1 dal§i ethery — symetrické, asymetrické alifatické,

aromatické a ethery s atomem kysliku vazanym v cyklu.

vvvvvv

latkam a v potravinach se vyskytuji jako primarni i sekundarni aromatické latky. Mnohdy jsou
zadoucimi slozkami aroma a Vv nekterych ptipadech slouzi i1 jako indikatory nezadoucich zmén
V potravinach. Zaroven s karbonylovymi slouceninami v piebytku alkoholli se vyskytuji

acetaly a ketaly, které maji charakteristické ving.

Kyseliny se jako vonné latky uplatiuji zejména ve formé nizSich karboxylovych kyselin
a nékterych aromatickych kyselin. Nékteré karboxylové kyseliny jsou prekurzory jinych

vonnych a chutovych latek.

Mezi dalsi skupiny vyznamnych vonnych latek, jak zadoucich, tak nezadoucich, patii funkéni
derivaty karboxylovych kyselin a laktony, fenoly, sirné slouceniny, dusikaté slouceniny

a heterocyklické slouceniny [64].
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1.2.4 Princip uvolitiovani aromatickych latek

Odoranty lze charakterizovat podle jejich senzorickych vlastnosti. Za vini je odpovédna jak
chemicka struktura, tak i koncentrace téchto latek. T¢kavost aromatickych latek zavisi kromé
vlastnosti a struktury surovin i na fyzikalné-chemickych vlastnostech samotného aroma.
Velkou roli hraje molekulova hmotnost — ¢im vyssi, tim je nizsi rychlost uvoliiovani tékavé
latky. To znamend, ze slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti mohou difundovat skrze

matrici snadnéji nez jiné slouceniny [67].

Mimo jiné se zda, Ze struktura téchto latek, zejména pozice a povaha jejich funkénich skupin,
ma vyrazny vliv na typ a silu interakci s matrici. U tohoto pravidla vSak existuje i n¢kolik
vyjimek. Obecné plati, Ze jak polarita latek, tak sloZzeni matrice fidi schopnost uvolfiovat latky
a jejich schopnost difundovat do prostiedi [67]. Jsou dva hlavni faktory, které fidi rychlost
uvolnovani aroma z potravin — tékavost aromatickych sloucenin v produktu a rezistence pro
prenos hmoty z matrice do vzduchu. Tékavost aromatické slouceniny se vyjadiuje jako podil

jejich koncentraci ve vzduchu a v produktu za rovnovaznych podminek:
Py =Co/GCp 1)

kde Pap je rozdélovaci koeficient vzduch-produkt, Ca a Cp jsou koncentrace (g/1) aromatické
slouceniny ve vzduchu a produktu. Rozdélovaci koeficient vzduch-produkt je funkci slozZeni
produktu a teploty, ale neni ovlivnén texturou a strukturou tohoto produktu. Pfenos aroma
z produktu do parni faze probiha jen tehdy, pokud je narusena fazova rovnovaha. Nerovnovaha
je hnaci silou pro transport latek. Rychlost, kterou lze dosahnout rovnovahy, je ufcena
koeficientem ptenosu hmoty Kk, coz je mira rychlosti, kterou latka z produktu difunduje.
Odolnost proti ptenosu hmoty (1/k) je ovlivnéna texturou a mikrostrukturou produktu, nikoliv
rozdélenim. Vliv odporu proti pfevodu se projevi az za dynamickych podminek, kdy jsou

naruseny fazové rovnovahy [68].

Velké rozmanitost chemického sloZeni odorantt a jejich riznd mnozstvi v redlnych vzorcich
¢ini analyzu slozitou. Nekteré latky, které jsou zodpovédné za viini nebo zapach, se vyznacuji
velmi nizkymi koncentracemi. Selektivni extrakce aroma je zaloZena na tékavosti (analyza
prostoru nad potravinou) nebo rozpustnosti vonnych latek (extrakce rozpoustédlem).
Vlastnosti, které jsou potfebné pro vyzkum a kontrolu, jakoZto spravnost, ptesnost a robustnost,
maji do zna¢né miry analytické techniky, jako jsou plynova chromatografie kombinovana

s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) a/nebo olfaktometrickou detekci (GC-O) [67].
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1.2.5 Metody izolace tékavych latek

Izolace tckavych latek je zvlast¢ dulezitd. Izolované latky musi byt, pokud mozno,
reprezentativni pro zkoumany produkt, proto je volba vhodné metody pro izolaci klicova.
Ve vétsiné piipadi je nezbytné izolovat pozadované slozky vyrobku, aby se eliminovaly rusivé
signaly ze slozité potravinové matrice [60]. Po mnoho let byly standardnimi technikami
extrakce kapalina-kapalina. V poslednich letech pokrok pfinasi zjednoduseni, miniaturizaci
a minimalizaci pouziti organickych ¢inidel [62]. Nejcastéjsi feSeni izolace tékavych latek jsou

uvedena v nasledujicich kapitolach.

1.25.1 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (SPE) je s velkou pravdépodobnosti Vsoucasné dob€ jednou
Z nejpouzivanéjsich extrak¢énich metod, a to v riznych modech a modifikacich. K izolaci
analytl ze slozitych matric dochazi soucasné s precisténim a zakoncentrovanim cilovych latek
na tuhé fazi. Dochézi tim k vyznamnému snizeni spotieby organickych rozpoustédel. DalSimi
vyhodami je vyssi vytéznost, uc¢inngjsi zakoncentrovani a moznost automatizace [69]. SPE Ize
ptimo pouzit i K izolaci t€kavych latek z kapalnych vzorki. V zavislosti na typu sorbentu (tuhé
faze) a vlastnostech analytl dojde k fadé¢ interakci, které¢ umoZiuji separaci analytu od ostatnich

slozek vzorku [70].

1.2.5.2 Headspace analyza

Techniky statické headspace (HS) i dynamické headspace (DH) umoznuji pfimou analyzu ze
surovin bez naruSeni nebo zmény jejich struktury a bez pouziti chemickych latek,
tedy z kapalného nebo tuhého vzorku. Pfi obou metodach dochazi k extrakci pouze tékavych
nebo poloteékavych latek a zaroven se jedna o jednu z nejjednodussich a levngjsich
technik extrakce. Dalsi vyhodou téchto technik je minimalizace kontaminace kolony
chromatografu [60; 67; 71].

Vyznamnéjsi roli ma staticka headspace analyza, kdy se vzorek vlozi do uzaviratelné nadoby.
Mezi vzorkem a plynnou fazi se ustanovi rovnovaha a plyn se nasledné davkuje do
chromatografické kolony. Slozeni headspace je zavislé na rozdé€leni tékavych latek mezi
vzduchem a matrici. Metoda statické headspace je nejjednodussi metoda pro analyzu t€kavych
latek, jde mimo jiné i snadno automatizovat a zkracuje dobu potiebnou k pfipravé vzorku.
Detekéni limity, Které se nachazi v jednotkach ppm, vSak mohou byt v nékterych piipadech

nedostateéné. Pro zlepSeni lze vyuzit napt. zvySeni teploty [67; 72].
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Metoda dynamické headspace, nebo-li ,purge and trap®“, je zaloZzena na dynamickych
podminkach. Inertni plyn prochazi termostatovou komorou se vzorkem tak dlouho, dokud
nejsou ze vzorku extrahovany vsSechny, nebo vétSina tékavych sloucenin. Zaroven dochazi
k zachycovani analytu na lapaci, nej¢astéji prostiednictvim kryogenniho zachytu. Zachycovani
analytd za pomoci kryogenniho zachytu je nejucinngjsi s ohledem na vétSinu tékavych
slou¢enin. Kuvolnéni zachycenych analyti dochézi vétSinou teplenou desorpci.
Jako v piedchozim piipadé je i zde moznost automatizace, zaroven proces kryofokusace
pomaha ke zlepSeni detekénich limith az na jednotky ppb. Navzdory takové citlivosti ve
srovnani s mikroextrakci tuhou fazi je pouziti této metody omezeno na vzorky S nizkym
monitorovani a optimalizaci vétsiho poétu kroka [60; 67].

1.2.5.3 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME) je metoda zaloZzend na rovnovazné extrakci sledovanych
latek. Metoda byla vyvinuta Pawliszynem a jeho spolupracovniky vroce 1990 a stala se
vyznamnou pro odbér vzorkd a jako prekoncentracni technika. To zejména kvili své
jednoduchosti a citlivosti, kdy odbér a pfiprava vzorku jsou provadény v jednom kroku.
Extrakce probiha na malém mnozstvi stacionarni faze, kterd je umisténa na povrchu
tenkého kfemenného vlakna. Tato vlakna maji velmi jednoduchy design, ktery je zndzornén na

Obrazku 8 [63; 69]

1 —pist

2 — aretace pistu

3 — Z-itérbina

4 — okno pro barevny kod vldkna
5 — ochranna jehla

6 — ocelova tyéinké

7 — SPME vlakno

Obrazek 8: Schématické zobrazeni zafizeni pouzivaného pti SPME [69]
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Zaroven neni potfeba zadnych organickych rozpoustédel a umoznuje rychlé a cenové vyhodné

extrakce. Principem SPME z prostoru headspace (HS-SPME) je rovnovazné déleni analytl

mezi povlakem vldkna, prostorem headspace a matrici vzorku. Metoda vyzaduje pouze malé

mnozstvi vzorku, umoznuje izolovat tékavé a polotékavé analyty z matric, které jsou v tuhém

nebo i kapalném stavu v kratkém case, jednoduchym zplsobem a s relativné nizkymi

finan¢nimi naklady. Zajistuje také linearitu vysledki v Sirokém rozmezi koncentraci a je

aplikovatelna v mnoha oblastech analytické chemie [60; 69; 73; 74].

Mikroextrakce tuhou fazi 1ze provést ve tfech zadkladnich moédech:

Piima sorpce z roztoku (DI-SPME = Direct Immersion-Solid Phase Microextraction),
na Obrazku 9 zobrazena jako varianta (A). Vlakno se béhem tohoto rezimu ponoii
pfimo do matrice vzorku a analyty jsou pfenaseny ze vzorku pfimo do extrakéni

faze [75].

Sorpce analytl z plynné faze nad vzorkem (HS-SPME = Headspace-Solid Phase
Microextraction), na Obrazku 9 zobrazena jako varianta (B). Vlakno potazené
sorbentem je v tomto piipadé v prostoru nad vzorkem, kde jsou latky zachycovany.
Toto provedeni je upfednostiiovano pro extrakci tékavych latek u komplexnich

vzorkd [75].

Mikroextrakce tuhou fazi s ochrannou membranou, na Obrazku 9 zobrazena jako

a zaroven umoziuje pienos cilovych analyta [75].

varianta (C) [75]. Membrana zabranuje difuzi velkych molekul do extrakéni faze
(A) i (B) i (C) ;
i HE [ | =

Vzorek Viakno Sorbent Membrana Sorpce

Obrazek 9: Rezimy SPME (upraveno) [76]
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1.25.3.1 Proces mikroextrakce tuhou fazi

Vzorek ve vhodném mnozstvi je umistén do lahvicky se septovym uzavérem. VIdkno se vzdy
pred extrakci vycCisti od moznych kontaminanti. Nésledné jehla propichne septum
a vlakno se vysune do vzorku nebo prostoru nad vzorkem. Cilové analyty se rozdéli mezi
matrici vzorku a stacionarni fazi vlakna. Po vhodné dlouhé dobé extrakce se vlakno zatahne
zpét do ochranné jehly. Jehla se vyjme z nadobky a vlozi se ptimo do nastfikového prostoru
plynového chromatografu, nebo desorpcni komory rozhrani SPME-HPLC. Analyty se nésledné

pfenesou piimo do kolony k analyze [77].

Techniky HS-SPME a DI-SPME jsou kombinovatelné s libovolnym systémem GC, GC-MS,
HPLC a LC-MS [77].

1.2.5.3.2 Optimalizace procesu mikroextrakce tuhou fazi

Ustanoveni rovnovahy, citlivost a opakovatelnost SPME jsou ovlivnény velkou fadou faktort.
Mezi dilezité faktory, které maji vyznamny vliv na proces extrakce, patfi: sorbent SPME
vlakna (viz kapitola 1.2.5.3.3), mnozstvi vzorku, povaha matrice, teplota extrakce, vliv pH

a iontové sily, doba sorpce a michani [69; 77].

Extrakce se obvykle urychluje a zlepsuje michanim. Dochazi tim k urychleni pfenosu analytl
zmatrice. Dalsi moznosti je pridavek rozpustnych soli (NaCl, NaHCOs;, K>COs
nebo (NH4)2SO4). Piesyceni vzorku solemi je pro extrakci analyti G¢inné diky efektu vysoleni.
Ptidavek soli je upfednostiiovan u metody HS-SPME kviili moznému poskozeni vlakna béhem
DI-SPME. Velky vliv na formu analytti ma pH. Obecn¢ se vzorek okyseli, pokud se extrahuji
kyselé analyty a naopak. Dojde tim k potlaceni disociace, ¢imz se snizi rozpustnost danych
latek ve vodé. Také se pouziva netékava kyselina nebo zasada pro HS-SPME a té€kavé pro
DI-SPME, kdy je vsak povlak vlakna citlivy na vysoké/nizké pH [77]. Pro zvyseni koncentrace
analytd v plynné fazi se vzorek zahiiva. Teplota méa vyznamny vliv na kinetiku extrakce méné
t€kavych latek. Mize vSak dojit k rozkladu nékterych termolabilnich sloucenin, nebo tvorbé
fragmentd. Pro pfesnou a precizni analyzu jsou konzistentni doba extrakce, teplota a dalsi

parametry nezbytné [77; 78].

SPME mé maximalni citlivost V rovnovazném bod¢, ale uplna rovnovaha neni pro piesnou
analyzu nutna kvuli linedrnimu vztahu mezi mnozstvim analytu sorbovaného SPME vldknem
a pocate¢ni koncentraci v matrici vzorku v nerovnovaznych podminkach [77]. Tékavé analyty

maji typicky vysokou Henryho konstantou (Kn) a jsou extrahovany rychleji nez mén¢ tékavé
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analyty, které jsou délené mezi vzorkem, headspace prostorem a vlaknem. Rychlost piechodu

latek mezi fazemi je fizena odporem na rozhrani matrice/headspace [73; 74; 79].

1.2.5.3.3 Vlakno

Vlakno pro SPME je vyrobené z taveného oxidu kiemicitého, coz je chemicky inertni material,
a je potazeno extrak¢ni fazi. NejCastéji se jako stacionarni faze pouzivaji polymerni organické
materialy, nebo jejich smési s tuhym absorbentem [67; 80]. Organické polymery nebo jejich
smési jsou zesitované a pevné pripevnéné na kiemenné vldkno. Takto upravené vlakno je
vystaveno matrici vzorku vysunutim z ochranného pouzdra do nadobky skrze septum. Tento
krok je automatizovatelny, nebo se provadi ru¢né [67]. V soucasné dob¢ je na trhu velky vybér
riznych druhii vldken s riznymi typy sorbentti, které¢ maji riizné vlastnosti. Ty se li§i riznymi
tloustkami, polaritou a afinitou k riznym analytim. Afinita vldkna je na principu ,,podobné se
rozpousti v podobném*. Na Obrazku 10 jsou zndzornény charakteristiky n¢kterych z Castéji

pouzivanych fazi [70; 77].

Podle povahy filmu, ktery je na vlaknu nanesen, jsou latky absorbovany, nebo adsorbovany.
K absorpci dochazi u Cist¢ polymernich filma a k adsorpci dochdzi na poréznich ¢asticich
suspendovanych v polymeru:

« Absorbenty — polydimethylsiloxan (PDMS) nebo polyakrylat (PA)

« Adsorbenty — suspendované porézni Castice — divinylbenzen (DVB) nebo Carboxen

(CAR) [81]
PDMS (30 pm) PDMS (100 pm)
| CAR/PDMS (75 pm) |
! DVB/CAR/PDMS
e 0 oo (50/30 pm)
.*E | PA (85 pm),
=
=]
Ry
Es
- Retence +
[ vizans L _! Cistetné zesitovand
Nevazani 1 Vysoce zesit’ovani

Obrazek 10: Vlastnosti rtiznych stacionarnich fazi pouzivanych v SPME (upraveno) [70]
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Selektivnéjsi extrakci zajiStuje vhodny vybér vldkna. Spravny vybér vldkna pii analyze
vonnych latek je dilezity nejen kvili riznému sloZeni potravinovych matric, ale rizné vldkna
zajist'uji i riznou opakovatelnost. Zaroven zalezi i na zpusobu extrakce — z prostoru headspace
nebo z ponoteni do roztoku [60]. Mnozstvi analytu, které se sorbuje na vlakno, je ur¢eno
predevsim rozdélovacim koeficientem samotného analytu mezi matrici vzorku a povlak

vlakna [67].
1.2.5.3.4 Vyhody mikroextrakce tuhou fazi

Metoda HS-SPME je zvlasté uzite¢na pii stanoveni t€kavych pachovych latek. Pii této metode
dochazi zaroven kizolaci a obohacovani bez interferenci matrice. Dalsi vyhodou této
metody je to, ze do systému chromatografu neni zavedena voda. Také zachovava mirné
podminky procesu, které nezplisobuji zmény ve slozeni vzorku, a vykazuje vétsi opakovatelnost

vysledkii [60].

U jednoduchych vzorki, které neobsahuji zadné slozky, co by mohly interferovat (tuky,
bilkoviny atd.) a zaroven obsahuji stfedné¢ a malo tékavé latky se upfednostiiuje SPME
S ptimym ponofenim vlakna do kapalné matrice (DI-SPME). Dochazi tim zaroven ke zkraceni
Casu extrakce a ke zvySeni ucinnosti [60]. DI-SPME je vhodna metoda pro extrakci analyti

Vv kapalnych vzorcich [77].

1.2.5.3.5 Nevyhody mikroextrakce tuhou fazi

Citlivost technik headspace analyzy, véetné¢ SPME, siln¢ zaleZi na sloZeni matrice a soucasné
je vysoce citliva na zmény v jejim slozeni. Naptiklad vysoky obsah tuku snizuje u¢innost
extrakce, zejména u méné té¢kavych slozek. Citlivost SPME pfi izolaci tékavych latek z jedlych
olejii je nizsi nez u stejnych tékavych latek z vodnych roztokt. Dlivodem je rozpustnost téchto
latek, ktera je v oleji mnohem vétsi nez ve vode€. Proto analyza pachu olejii vyzaduje vyssi
extrakéni teploty. Dalsi nevyhodou je, Ze pfitomnost nékterych organickych ¢inidel muize

snizovat adsorpci analyti na vlakno [60].

V ptitomnosti velkého mnoZstvi analytu s vysokym rozdé€lovacim koeficientem stacionarni
faze vlakna — plynna faze vznika kompeticni efekt a zaroven dochazi k vytésnéni jinych analyti
z povrchu vlakna. V takovém piipadé, kdy muze dojit k pietizeni vlakna, nebo faleSnym

vysledkum, Ize chybam ptedejit zkracenim doby extrakce [60].
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1.2.5.3.6 Trendy mikroextrakce tuhou fazi

Modifikace metody SPME jsou vyvijeny s cilem rozsifeni vyuziti této techniky. Né&které
z téchto modifikaci, jako tfeba extrakce na michadélku (SBSE) a sorpéni extrakce na
michadélku v headspace prostoru (HSSE) umoziuji stanoveni analytt vyskytujicich se ve

stopovém nebo dokonce ultrastopovém mnozstvi [60].

Metoda SPME v trubiéce (in-tube) je vyuzitelnad hlavn¢ pro HPLC. Vyuziva se oteviena
tubularni kfemennd kapilara, ve které je extrakéni faze. Ta muze byt ve form¢ povlaku
imobilizovaného na stén¢, nebo sorbentové loze. Tato technika ma dal$i modifikace. Jednou
znich je wire-in-tube, kdy je do extrakéni kapilary vlozen ptidavné vlakno z nerezové
oceli [82].

Zavizeni pro HS-SPME s vnitiné chlazenym vlaknem bylo vyvinuto za Gcelem urychleni
procesu pienosu hmoty a zvySeni distribu¢ni konstanty. Soucasné mize dochazet k zahiivani

matrice vzorku a zachytu analyti na chlazeném vlakné [82].

Nevlaknové SPME techniky byly vyvijeny béhem poslednich dvou desetileti. Mezi tyto
techniky extrakce patii napt. mikroextrakce na tenkém filmu (Thin-Film Microextraction,
TEME). Pii TFME se jako extrakéni faze pouziva tenky film s vysokym pomérem plochy
povrchu ku svému objemu. Dalsi ztéchto metod jsou techniky in-needle SPME, kdy se
k extrakci vyuziva jehly namisto zkumavky. Castice a aerosoly ze vzduchu se zachycuji na
kfemennou vatu, ktera je chranéna jehlou. MEPS (Microextraction In A Packed Syrringe) je
miniaturizovand forma SPE, kde extrakce probiha v naplni uvniti jehly mikrosttikacky. Miize

byt on-line propojena s HPLC a GC systémy [82].

Vakuové asistovana headspace mikroextrakce na tuhou fazi (Vac-HS-SPME) byla vyvinuta
K urychleni kinetiky extrakce analytd s nizkou afinitou k headspace prostoru — slouceniny
s nizkou Henryho konstantou Kn. Metoda dosahuje vysoké ucinnosti a citlivosti béhem
kratkych cCasi extrakce pii mirnych teplotach. Jedinym krokem, ktery je tfeba ud¢lat,

je evakuace vzorkovnice [73].

Nizky tlak ma pozitivni vliv na kinetiku extrakce. Tento stav miize byt zvlasté prospé€sny pro
latky s nizkou hodnotou Kn (latky s malou tendenci unikat do prostoru headspace),
protoze dojde ke snizeni odporu pievodu hmoty do plynné faze na tenké plynové vrstvé rozhrani
vzorku a plynu. Vac-HS-SPME proto zlepsi rychlost odpafovani téchto sloucenin a vysledkem
by mél byt rychlejsi proces nez klasické HS-SPME. Vzorek rychleji reaguje na pokles
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koncentrace analytl Vv prostou nad nim. Naopak se neocekava, ze by tato metoda zlepsila

rychlost extrakce u latek s vysokou hodnotou Kn [73; 74; 79].

1.2.5.3.7 Spojeni mikroextrakce tuhou fazi s plynovou chromatografii

U stanoveni te¢kavych latek pomoci plynové chromatografie je velmi dulezita pfiprava vzorku
a prekoncentrace. Metoda SPME je jedna z nejslibnéjsich a zaroven nejpouzivanéjsich metod
pro extrakci tékavych organickych slouc¢enin z komplexnich matric. Kombinace téchto metod
umoziuje ziskat chemické informace o vini potravin, a to s dostate¢nou citlivosti [83-85].
Detekéni systémy vhodné pro analyzu tékavych latek jsou popsany v kapitole 1.2.6.2 Plynova
chromatografie.

1.2.5.4 Extrakce rozpoustédlem

Extrakce rozpoustédlem jsou klasické extrakéni techniky, které se déli do n€kolika podskupin
Vv zavislosti na povaze extrahovaného vzorku, a to na extrakci kapalina-kapalina (Liquid-Liquid
Extraction, LLE), extrakci tuha latka-kapalina (Solid-Liquid Extraction, SLE).

Klasicky postup je zalozen na rozdrceni tuhého vzorku a nésledném smiseni s rozpoustédlem.
Extrakt je odfiltrovan a nerozpustna ¢ast je podrobena opétovné extrakci. VSechny casti
extraktll se spoji a zkoncentruji [86]. V piipad¢ extrakce kapalina-kapalina jsou ob¢& faze
kapaliny, kdy hlavni podminkou je jejich nemisitelnost. Nej€astéji je jednou kapalinou voda

a druhou organické rozpoustédlo [69].

Soxhletova extrakce je pouZzivana pro extrakci lipidl z tuhych matric. Tuto extrakéni techniku,
ktera je zalozena na extrakci pevna latka-kapalina, v soucasné dob¢é nahradily moderngjsi

metody, ale dodnes se vyuziva jako referen¢ni metoda [69].

Pouziti typickych rozpoustédel obvykle vede k extrakci dalSich sloZzek matrice, nez pozadované
frakce tékavych latek [67]. Dalsi nevyhodou je pouzivani velkého mnozstvi organickych
rozpoustédel, které znecist'uji zivotni prostiedi, jsou zdravi nebezpecné a drahé. Navic ptidani
rozpoustédla znamend i naslednou potiebu jeho odstranéni, kterého se nejcastéji dosahuje
zvySenim teploty, coz zplisobuje ztratu t€kavych slozek, které jsou skryty za piky rozpoustédel

béhem chromatografickych analyz [86].

1.2.5.5 Parni destilace

Parni destilace (Steam Distillation, SD) je separa¢ni metoda pro tékavé slozky a destilaci

esencidlnich oleji. Vodni para prochazi materialem, pficemz se tékavé latky odpatuji,
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kondenzuji a shromazd’uji v nadobkach [87]. Metody, pii kterych dochazi k zahtivani vzorku,

mohou kvalitativné i kvantitativné zménit slozeni latek [72].

1.2.5.6 Extrakce nadkritickou tekutinou

Extrakce nadkritickou tekutinou (Superctical Fluid Extraction, SFE) je relativné rychla
analyticka technika. K extrakci se vyuziva CO2, coz je netoxicky, inertni, nehoflavy a cenove
dostupny plyn. Hlavni vyhodou je snadné dosaZeni jeho kritického tlaku (px = 7,38 MPa) a také
kritické teploty (Tx = 31,1 °C) [69]. To umoziuje zpracovani vzorka pii nizSich teplotach,
¢imz se omezi tepelna degradace a pouziti organickych ¢inidel. SFE u pfirodnich produkti je
vyuzitelnd zejména pro nepolarni skupiny latek (zejména u esencialnich oleji), jinych

aromatickych a vonnych slou¢enin, lipidu, karotent, alkaloidd, tokoferolt, tokotrienold aj. [88]

Dalsi metody, které by bylo vhodné zminit v souvislosti z izolaci t€kavych latek, patii

kontinualni extrakce kapalina-kapalina, simultanni destilace/extrakce (SDE) aj. [60]

1.2.6 Instrumentalni metody stanoveni tékavych latek

Klasické metody stanoveni pachovych latek, tj. senzorické analyzy, jsou Vv dnesni dobé
nahrazeny kvili svym nedostatkim analyzami instrumentalnimi [60]. ldentifikace
a kvantifikace aromatickych latek ptirodnich produkti, pfitahuje stale vétSi pozornost. Vonné
latky se pouzivaji nejen V potravinaiském pramyslu, ale i napf. ve farmaceutickém nebo
kosmetickém prumyslu [67]. Informace ziskané témito analyzami umoznuji charakterizovat
rizné produkty sohledem na kvalifikaci, bezpecnost, padélani, znecisténi aj. Porovnanim
aromatickych profild mize vést k oddéleni jednotlivych latek nebo skupin latek, které mohou
poukazovat na rozdily mezi produkty. To jak v kvalité téchto produktu, tak i v pivodu.
Nejcastéji pouzivanymi technikami jsou plynova chromatografie a v mensi mite elektronicky
nos [54].

1.2.6.1 Elektronicky nos

Elektronicky nos, nebo také e-nos, je rychld nedestruktivni a nechromatografickd metoda
hodnoceni kvality produktii. Jedna se o zafizeni, které je kompatibilni s lidskym ¢ichem. Proces
snimani-interpretace-rozliSovani napodobuje mechanismus lidského ¢ichu. Tékavé molekuly
reaguji se snimacimi materialy senzorl a zpusobi nevratné zmény v elektrickych vlastnostech,
jako je vodivost. Takové zmény jsou detekovany a charakterizovany algoritmy rozpoznavani
vzorkl k provedeni diskriminace nebo klasifikace [61; 89]. Odezva systému V zavislosti na Case

vytvaii aromaticky profil pachu vzorku [60].
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Konfigurace elektronickych nost se lisi dle planovaného vyuziti, napf. riznymi snimacimi
materialy plynovych senzorti nebo algoritmy na vyhodnoceni. Jako snimaci materialy slouzi
napiiklad vodivé polymery, polovodi¢e oxidi kovi, snimaée povrchovych akustickych vin aj.
Mezi pouzivané algoritmy rozpoznavani vzorkt nebo klasifikatory vzorki patii analyza hlavnich
komponent, umélé neuronové sité a dalsi algoritmy, které umoznuji rozpoznani riznych typt

vzorku [61; 89].

Metoda se vyuziva v ruznych odvétvich, jako jsou zemédélstvi, potravinaistvi, farmacie,
1ékafstvi atd. Elektronicky nos se pouziva zejména pro hodnoceni kvality, detekci zralosti
a identifikaci poddruht pii testovani ovoce a zeleniny. V 1ékafstvi se tato metoda vyuziva jako

diagnosticka metoda pro v¢asnou detekci nemoci [61; 90].

1.2.6.2 Plynova chromatografie

Nejvetsi uplatnéni u stanoveni tékavych latek ma plynova chromatografie (GC) s riznymi
detek¢énimi systémy [60]. Popularita GC souvisi s vysokou selektivitou a rozlisenim, dobrou
pfesnosti, Sirokym dynamickym rozsahem a Vvysokou citlivosti. Jednim ze zdkladnich
pozadavkli GC je, Ze testované latky musi byt tékavé a stabilni pii teploté vstiikovani,
aby mohly byt eluovany a detekovany za provozni teploty. Netékavé latky se na t€kavé prevadi

pomoci derivatizace [67; 85].

Existuji dva typy GC. Prvnim typem je chromatografie s plynnou mobilni fazi (MF) a kapalnou
stacionarni fazi (SF) — GLC (Gas-Liquid Chromatography). Analyt je v tomto piipadé
rozdé€lovan mezi plynnou MF a znehybnénou kapalinovou netékavou SF na sténach kolony.
Tento typ chromatografie je vyuzivan ve vSech védnich oborech a nazev se zkracuje na GC.
Druhym typem je s plynnou MF a SF tvofi tuha latka — GSC (Gas-Solid Chromatography).
Tuha latka zadrzuje analyty z dusledku fyzikalni adsorpce. Aplikace GSC je omezena kvili

semipermanentni retenci aktivnich nebo polarnich molekul [85; 91].

Zpusob distribuce molekul mezi faze v chromatografické koloné definuje distribucni
konstanta Kp (pomér koncentrace molekul v SF ke koncentraci v MF). Cas, ktery uplyne od
nastfiku latky po dosazeni maxima piku, Se nazyva retencni Cas tr. Béhem této doby se
molekuly latek pohybuji mezi MF a SF. Latka, ktera se na staciondrni fazi nezadrzuje,
je charakterizovana mrtvym retenénim ¢asem to [92; 93]. Za tcelem kvalitativni analyzy se
pouzivaji reten¢ni data, jako reten¢ni ¢asy nebo retencni objemy. Tato data jsou vsak funkcemi
experimentalnich podminek a pro snizeni zavislosti hodnot byly navrzeny reten¢ni indexy

(Kovatsovy aj.), které se zaznamenavaji v databazich. Pro kvalitativni ucely je dulezité
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kombinovat GC s dokonalejsimi identifika¢nimi vlastnostmi, které mize poskytnout
napf. hmotnostni spektrometrie. Pro kvantitativni analyzu se vyuziva vyska nebo plocha

piki [69; 91; 94].

Kolona chromatografu je misto, kde dochazi k separaénimu procesu a jeji volbou — typu
(kapilarni nebo napliova), rozmérl, druhem stacionarni faze — Ize urcit proveditelnost, kvalitu
a dobu trvani analyzy [85]. Napliiové kolony maji oproti kapilarnim 10 az 1000x vétsi kapacitu,
ale maji v nékterych ptipadech az o 50 % mén¢ teoretickych pater. Kapilarni kolony maji
vysokou separa¢ni ucinnost oproti naplihovym, a proto jsou v GC pouzivané cCastéji [91].
Dalsimi vyznamnymi faktory, které ovliviiuji analyzu jsou: nosny plyn a jeho pratok, teplotni
program, vybér zptisobu ddvkovani vzorku a teplota nastfikového prostoru po separaci latek

a jejich nasledna detekce vhodnym detektorem [93].

Idealni detektor by mél byt pfiméfeng citlivy. Obecné se citlivost dnesnich detektorti pohybuje
v rozmezi 108 az 101 g rozpusténé latky/s. Mé&l by mit linearni odezvu pro sledované latky
v ramci nékolika tadii, dobrou stabilitu a reprodukovatelnost, teplotni rozsah od laboratorni
teploty po minimaln¢ 400 °C, kratky cas odezvy nezavisle na prutoku MF, vysokou spolehlivost
a snadnost pouziti a V neposledni fadé¢ selektivni odezvu a nedestruktivnost. Detektor, ktery by

vykazoval vSechny tyto vlastnosti, v§ak neexistuje [91].

V nasledujicich podkapitolach jsou popsany nejvyuzivangj$i detektory pro identifikaci
tékavych a vonnych latek. Mohou se vyuzivat i jiné detektory, nez jsou nize popsané,
napf. detektory elektronového zachytu nebo fotoionizaé¢ni detektory. V ptipadé tékavych latek

jejich vyuziti neni tak Casté [95].
1.2.6.2.1 Plamenovy ioniza¢ni detektor

Zpusob detekce pomoci plamenového ioniza¢niho detektoru (FID), jehoz konstrukce je
zobrazena na Obrazku 11, je v analyze potravin hojné vyuzivan kvili vysokému vyskytu
uhlikatych sloucenin. Pfi detekci téchto slou€enin je mnohonésobné citlivéjsi nez naptiklad
tepelné-vodivostni detektory [85; 91]. FID soucasné umoznuje ziskat plny aromagram dané

potraviny [60].

Plyn, ktery vychazi z kolony, je spalovan v plameni vzduch-vodik za vzniku ionti a elektrontl,
které vedou elektricky proud, jez se sleduje. Potencidlovy spad mezi hrotem hotaku
a kolektorovou elektrodou umisténou nad plamenem zplisobi piesun iontl a elektrond ke

kolektoru a vysledny proud je méfen pikoampérmetrem [91; 93].
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Plamenovy ioniza¢ni detektor reaguje na pocet atomt uhliki vstupujicich do detektoru za
jednotku casu. Pocet vzniklych iontl je zhruba umérny poctu redukovanych atomii uhliku
v plameni. Vyhodou tohoto detektoru je maly vliv zmény prutoku MF, necitlivost vuci
nehoflavym plyntim, uSlechtilym plyniim a NOx, zadna nebo mala produkce iontii funkénich
skupin, jako jsou karbonyly, alkoholy, halogeny nebo aminy [91].

e Kolektor

Izolant

Plamen H,-vzduch

Uzemnéni

Vnitini sténa
termostatu

Obrazek 11: Plamenovy ioniza¢ni detektor (upraveno) [91]

1.2.6.2.2 Hmotnostni spektrometr

Hmotnostni spektrometr (MS) je jednim z nejvykonngjSich detekénich systémd, které se
pouzivaji ve spojeni s plynovou chromatografii. Spojeni GC-MS, kter¢ je vidét na Obrazku 12,
je jedna z nejkomplexnéjsich instrumentalnich technik v analyze potravin. Tato metoda nabizi
velmi dobré detekéni limity, spektra, ktera jsou pro kazdou latku jedine¢na, a schopnost méfit
atomové izotopové poméry a molekulové hmotnosti. Poskytuje proto spolehlivé informace pro
identifikaci sloucenin, coZ Ize vyuzit napf. v oblasti bezpe¢nosti potravin (identifikace toxint,

pesticidu aj.). Nevyhodou je relativné vysoka potizovaci cena [85; 91].

Hmotnostni spektrometr se sklada ziontového zdroje, separacni jednotky hmota/néboj
(analyzatoru) a iontového detektoru, ktery ptevadi intenzitu jednotlivych fragmenti na
elektricky signal. Pro spravnou funkci musi byt v hmotnostnim spektrometru vakuum.

V piipadé spojeni GC a MS se v chromatografii pouzivaji kapilarni kolony, kde jsou prutoky
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plynu dostatecné nizké na ptimé spojeni téchto metod. Konec kapildrni kolony je zaveden ptimo

do iontového zdroje, kde je vakuum [69; 85].

ﬁ nastiik
'ﬂt‘! GC kolona
/ "\. ™\ lf‘\. ™\ f\ Iontovy Hmotnostni  Elektronovy
Piivod zdroj analyzator  multiplikator
nosného plynu ( ]
‘_ lBIJl | ——————
Termostat \
\
Transfer  Zaostfovaci
line tocky

Obrazek 12: Schéma typického kapilarniho GC/MS systému (upraveno) [91]

Nejbéznéjsi ionizacéni technikou v GC-MS je elektronova ionizace (EI), popf. chemicka
ionizace (Cl) [85]. Elektronova ionizace se pouziva v MS pro relativné tékavé vzorky,
které¢ jsou tepeln¢ stabilni a maji niz§i molekulovou hmotnost. K ionizaci dochazi za pomoci
interakce proudu vysokoenergetickych elektrontt (70 eV) s neutralnimi molekulami analytu
anasledného odstranéni elektronu za vzniku radikalkationtu (t¢Z molekulovy ion). El je vysoce
energeticky proces a prebyteCna energie miZze zpusobit fragmentaci kovalentnich vazeb
v molekularnim iontu. Tato fragmentace je definovana chemickou strukturou analytu a jeji
proces je vysoce reprodukovatelny, coz bylo vyuzito krozvoji komercnich knihoven

MS spekter [96].

Chemicka ionizace je méné energeticky proces nez EI [96]. Hlavnim rozdilem oproti EI je
pouziti reagencniho plynu, bézn¢ methanu, isobutanu aj., za urcité¢ho tlaku. Reagencni plyn je
nejprve ionizovan za pomoci elektronové ionizace, tim dojde ke generaci molekularniho iontu.
Ten se poté fragmentuje a/nebo reaguje s jinymi molekulami plynu a ionty. Jelikoz je reakéni
plny v nadbytku, tak k ionizaci vzorku dochazi ve vétsi mife reakci s ionty tohoto plynu nez EI.
Vzhledem k tomu, ze ionty v tomto pfipadé nemaji takovy piebytek energie jako v ptipad¢ EI,
dochazi pouze k malé fragmentaci. Proto je CI vhodnéjsi pro molekuly, které nadmeérné
fragmentuji béhem EI. Neposkytuje v8ak takové mnozstvi informaci o struktufe jako EI [97].
Mezi dals$i zplsoby ionizace patii napi. ionizace elektrosprejem, rizné druhy ionizace za

atmosférického tlaku atd. [96].
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Béznymi hmotnostnimi analyzatory Vv téchto sestavach jsou kvadrupdlové analyzatory nebo
iontové pasti. Pouzivaji se i jiné druhy analyzatoru, jako analyzator doby letu, magneticky
sektorovy analyzator aj. Kvadrupo6lovy analyzator nabizi nizké skenovaci Casy, coz je velmi
vyhodné pro snimani chromatografickych eluentti v redlném case. Zaroven je velmi kompaktni,
levny a robustni [91]. Analyzator se sklada ze ¢ty paralelnich valcovych ty¢i, které slouzi jako
elektrody. Kazdy par protilehlych ty¢i je elektricky propojen a mezi jednim parem a druhym
parem tyCi S potencidlem stejného znaménka je aplikovano vysokofrekvencni napéti se
stejnosmérnym napétim. Témito faktory je ovliviiovana trajektorie putujicich iontii a pouze
ionty ur€ité m/z (pomér hmotnosti ku naboji) maji stabilni trajektorie pro dosazeni detektoru
pro dany pomér napéti [98]. V poslednich letech se v rutinnich laboratofich rozsifuji tandemova
uspofddani hmotnostnich analyzatori jako trojity kvadrupdl (QgQ) nebo kvadrupol
S prilletovym analyzitorem (QqTOF). Trojity kvadrupdl je popularni, protoZze je cenové
dostupny, vysoce citlivy, specificky a robustni. Jedna se o tfi kvadrupoly, kdy druhy slouzi jako

kolizni cela [99].

Pii zndmosti slozek, které nejlépe popisuji kvalitu produktu je mozné piti pouZiti systémi
s vysokym rozliSenim, pteskoCit fazi chromatografické separace a vyuZzit pifimo metodu
HS-MS. Tento novy piistup vede k aromatickému profilu celku nerozdéleného na jednotlivé
slozky. Nedostatkem tohoto spojeni je absence mozné identifikace a kvantitativniho stanoveni

jednotlivych sloucenin [60].
1.2.6.2.3 Olfaktometricky detektor

Kombinace plynové chromatografe s olfaktometrii (GC-O) se jevi jako G¢inny nastroj pro
rozliseni relevantnich pachové aktivnich vonnych slozek v potravinach. Zavedeni GC-O bylo

prilomem v analytickém vyzkumu aroma [100]. Analyticky potencial tohoto spojeni jesté neni
plné vyuzit [67].

Pouze mala ¢ast z velkého mnozstvi tékavych latek v matrici ptispiva k celkovému vnimanému
aroma. Proto nemusi nutn€ znamenat, ze velka plocha piku detekovana chemickym detektorem,
je vysoka intenzita viing€. V dusledku toho byl z4jem o vyvinuti metody, kterd bude zamétena
na stanoveni piispévku jednotlivych slozek k celkové vini. GC-O umoznuje stanoveni
pachové aktivnich slozek v komplexnich smésich [100]. Eluované latky mohou byt vnimany
soucasn¢ dvéma detektory. Jednim z nich je prave lidsky ¢ich a jako druhy detektor je nejcasté;ji
FID nebo MS [60; 100]. Znazornéni kombinace GC-O soucasné s GC-MS je vidét na Obrazku

13. Na vystupu z GC kolony je cichaci maska, kde vyskoleny pracovnik mize citit
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rozseparované latky. Pokazdé, kdyz pracovnik wuciti pachovou latku, stiskne
tlacitko a popiSe a poskytne informace o pfitomnosti zadpachu a jeho charakteristice. Timto

zpusobem vznikne olflaktogram [101].
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Obrazek 13: Diagram plynové chromatografie-olfaktometrie (upraveno) [101]

Kvantitativni metody pii GC-O lze rozd¢lit do téchto skupin: metody vyhodnocujici intenzitu
zapachu analytd jako funkci ¢asu béhem jedné chromatografické analyzy a metody zaloZené na

prahu senzorické vnimatelnosti [60].

1.2.7 Tékavé latky v semenech maku setého a jejich analyza

Mak ma, stejné jako spoustu jinych produktt, charakteristické aroma [102]. VétSina studii [103—-108]
zkoumalo té€kavé slozky makovych oleji (semena obsahuji okolo 45 % oleje), jen jedna
dostupna studie zkoumala mleta makova semena [102], Zzadna makova semena jako celek.
Extrakce t€kavych latek témét vzdy probiha metodou HS-SPME, vyjimeéné jinak. Pro analyzu
tékavych latek z makového oleje byla ve vsech studiich pouzita GC-MS nebo riizné varianty
této metody. Plocha pikli v8ak v tomto pfipad€ nemusi znamenat intenzitu viné. V takovém
ptipad¢ je vhodné vyuzit GC-O, ktera poskytuje selektivni detekci sloucenin, jejichz

koncentrace je nad jejich prahem vnimani.

Co se tyce obsahu t€kavych latek v maku nebo v makovém oleji, tak vétSina latek, které se
v ném vyskytuji, jsou produkty oxidace lipidi. Mezi typické markery oxidace patii hexanal

(hlavni oxidacni produkt kyseliny linolové) a nonanal. Na produkty oxidace byla zaméfena
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studie A. Gaca a kol. [104]. Hexanal byl vzdy ve zkouSenych vzorcich nalezen ve vyrazném
mnozstvi. Také bylo zjisténo, ze zastoupeni tékavych latek zavisi na zptisobu tipravy makovych
semen a zpusobu lisovani (prazeni, zahiati aj.). Pokud je vzorek vystaven vys$Sim teplotam,

dojde k tvorbé pyrazinovych sloucenin, které maji typicky prazeny a ofechovy pach [103].

Nejcastéji detekované tekavé latky v olejich jsou: hexanol, 2-heptanon, 2-pentanon,
2-pentylfuran, limonen, hexanal a kyselina kapronova [106]. Celkovy pocet detekovanych latek
v makovych olejich se mezi autory lisi od 15 latek, které identifikoval Guo J. a kol. [105] po
75 latek v praci D. D. Emira [107]. Studie, které zatadily mezi zkousené vzorky i bily mak nebo
olej z bilého maku, se shoduji v tom, ze tyto vzorky obsahuji vice t€kavych latek [102; 104].
Variabilita latek v makovych olejich podle Luhmerové [106] neni zavisla pouze na odridé
maku, ale i na smési vnéjsich vlivi, jako jsou misto péstovani a abiotické a biotické stresové
faktory. V nasledujicich odstavcich je prezentovano nékolik studii zabyvajici se skladbou

tékavych latek maku setého.

1.2.7.1 Tékavé latky v makovych olejich

Sabine Krist a kol. [103] zkoumali t€kavé slouceniny u olejii z riznych odrad maku. Olej byl
lisovan za raznych podminek — za pokojové teploty, nebo byla lisovana semena zahtata na
teplotu 60 °C. K extrakci tékavych latek pouzili metodu SPME-GC-MS. Mikroextrakce
probihala na vlakné 50/30 um DVB/CAR/PDMS StableFlex o délce 2 cm v prostoru headspace.
Mnozstvi oleje v nadobce Cinilo 10 ml, ¢as extrakce byl 60 minut za pokojové teploty. Separace
probihala na nepolarni kolon¢ HP-5MS 30 m x 0,25 mm (id), tloustka filmu 0,25 pm,
a alternativn€ pomoci polarni kolony Nukol FFAP 30 m x 0,25 mm (id), tloustka filmu
0,25 um. Pocatecni teplota kolony byla 38 °C a byla udrzovana 1 min, poté se postupné
zvySovala o 5 °C/min az na 220 °C, kter4 byla udrzovéna jesté po dobu nésledujicich 2 min.
Ve vSech zkousenych vzorcich byly identifikovany tyto slouceniny: pentanal, hexanal
a kyselinu kapronovou, které byly zodpovédné za mastny a ofechovy ¢ichovy dojem; sladké
a ovocné dojmy byly pfipisovany 1-pentanolu, 3-okten-2-onu a y-hexalaktonu; zelené tony
trans-2-heptenalu, 2-pentylfuranu a také hexanalu, kterého bylo velké mnozstvi. Kromé vyse
uvedenych tékavych sloucenin byly v olejich identifikovany latky jako 3-karen, limonen,
p-cymen, a-pinen aj. Dohromady v makovych olejich identifikovali 30 t€kavych latek, z nichz
vétsina predstavuje oxidacni produkty lipidi. Také bylo zjisténo, ze Kvalitativni a kvantitativni

sloZeni tékavych latek bylo ovlivnéno lisovaci metodou [103].
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Stejna  vyzkumna skupina publikovala c¢lanek o detekci falSovani makového oleje
slune¢nicovym olejem pomoci analyzy té¢kavych latek a triacylglycerolového slozeni. T¢kavé
latky byly stanoveny metodou HS-SPME-GC-MC. T¢kavou latku, ktera byla zvolena jako
marker pro detekci falsovani, byl a-pinen. Ten se nachazi ve slune¢nicovém oleji jako jedna
z ptrevladajicich latek, kdezto v makovém oleji nebyl detekovan viibec, nebo ve velmi malém,

minoritnim mnozstvi [108].

Tékavé latky v za studena lisovanych olejich prazeného maku (prazeni pii 150 °C, po dobu
30 min) a enzymaticky (pomoci hemicelulazy) oSetfeného maku zkoumal D. D. Emir
a kol. [107]. Analytické techniky, které pouzili, vychazeli ze studie Krist a kol. [103].
K extrakci bylo pouzito 5 ml oleje (ve 40ml lahvicce spolecné s 1 g NaCl a 10 pl vnitiniho
standardu). Pied extrakci byla lahvicka se vzorkem zahtivana na 40 °C, po dobu 20 min.
Extrakce probihala pti 40 °C, po dobu 20 minut na vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS
StableFlex o délce 2 cm. K separaci byla pouzita nepolarni kolona HP-5MS (30 m x 0,25 mm
(id) x 0,25 um) pfi teplotnim programu: 38 °C po dobu 1 minuty a 38 az 220 °C pii 5 °C/min,
kdy kone¢na teplota byla udrzovana po dobu 20 minut. Analyzou pomoci SPME-GC-MS bylo
stanoveno 75 te€kavych latek. T¢kavé latky stanovené ve vétsiné vzorkt byly 1-hexanol,
1-okten-3-ol, 1-pentanol, y-butyrolakton, y-nonalakton, y-oktalakton, 2-heptanon, 2-nonanon,
2-pentanon, 3-ethyl-2-methyl-1,3-hexadien, o-pinen, limonen, kyselina merkaptooctova,
naftalen, dekanal, heptanal, hexanal a kyselina kaprylova. Dale tito autofi uvadi vztahy mezi

obsahem téchto tékavych latek a aromatem olejii [107].

Anna Gaca a kol. [104] zkoumali chemické zmény béhem skladovani u vice druhti za studena
lisovanych olejii, mezi nimiZ byl zastoupen i olej z modrého a bilého méku. Tyto zmény bche
skladovani vétSinou souvisi s oxidaci nenasycenych mastnych kyselin. K rozliSeni profilt
tékavych latek byla aplikovana metoda SPME-GC-HRMS. Oxidace lipidi byla mimo jiné
charakterizovana i1 peroxidovym cislem. Pro extrakci bylo pouzito vlakno 50/30 pm
DVB/CAR/PDMS StableFlex o délce 1 cm. Samotna extrakce trvala 10 min. Jesté predtim byla
10ml lahvicka s 250 mg oleje inkubovana pii 40 °C po dobu 5 min. Jako kolona v GC byla
pouzita HP-Innowax (30mx025mm x 0,25um) a byl pouzit nasledujici teplotni
program: pocatecni teplota 40 °C po dobu 2 minut, poté 6 °C/min az na 130 °C, nasledn¢
30 °C/min az na 270 °C a tato teplota byla udrzovana po dobu 2 minut. V makovych olejich
byly ptitomny latky jako pentanal, 2-pentylfuran, hexanal a 1-pentanol.V obou olejich bylo
hojné zastoupeni 2-pentylfuranu, hexanalu, 1-hexanolu a 1-okten-3-olu. V prubéhu

experimentu doslo Vv makovych olejich k mirnému narustu poctu tékavych latek.
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Jako nejdulezitéjsi tekavé produkty oxidace lipida byly u oleje z modrého maku identifikovany
tyto latky: (E)-2-oktenal, (E,E)-2,4-heptadienal, 2-hexenal, 2-heptenal, 2-pentenal, 2-propenal,
1-okten-3-ol, kyselina octova, kyselina kapronova, kyselina maselna a kyselina valerova.
U oleje zbilého maku to byly tyto latky: (E,E)-2,4-dekadienal, 2-pentenal, 2-propenal
a propanal. Pti porovnani oleje z modrého a bilého maku z hlediska obsahu tékavych latek
zjistili, stejné¢ jako i v dalSich studiich, ze olej z bilého maku obsahuje téchto latek vice.

Zejména se jednalo o derivaty furanu [104].

V dalsi studii Katharina Luhmer a kol. [106] zkoumali tékavé latky v oleji n€kolika odrid
maku. Pro extrakci metodou HS-SPME bylo pouzito vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS
StableFlex o délce 2 cm stejné jako ve vétSing jmenovanych studii. Extrakce probihala v 10ml
nadobky s1 mg makového oleje S vnitinim referenénim standardem skatolem (5 pl
s koncentraci 10 g/l). Doba preinkubace byla 20 min pii 85 °C a doba extrakce nasledné
20 minut pfi téze teploté. Teplotni program byl nasledujici: 38 °C a nasledné zvySovani po
1,5 °C/min do 140 °C, udrzeno po dobu 7 min, zvySovani po 30 °C/min az na 300 °C.
Jako kolona byla pouzita RTX-5 s vnitinim pramérem 0,25 mm. V prostoru HS se podatilo
detekovat 44 tékavych sloucenin. Latky pfitomné ve vétsiné vzorkt byly hexanal, 1-hexanol,
kyselina pentanova, a-pinen, 2-heptenal, 1-heptanol, 1-okten-3-ol, 2-pentylfuran, limonen,
kyselina valerova, 2-oktenal, 1-oktanol, fenchon, 2-nonen-1-ol, kyselina enanthova, estragol,
dekanal, anethol a 2-butyl-2-oktenal. Velka c¢ast identifikovanych latek byly degrada¢nimi
produkty autooxidace nenasycenych MK. V této studii byla nejhojnéjsi latkou v maku kyselina
kapronova, hexanal byl az druhou nejhojnéjsi latkou. Latky jako a-terpinolen, methylsalicylat,
a-gurjunen, B-bisabolen a dva neznamé seskviterpeny byly nalezeny pouze v jednom ze vzorki
spolu s neobvykle vysokym mnozstvim B-farnesenu. Autofi tuto skuteCnost piipisuji
abiotickému stresu béhem sklizné€. Tyto seskviterpeny se totiz podili na stresovych reakcich
rostlin [106].

Jian Guo a kol. [105] také zkoumali makové oleje. Extrakce tékavych latek probihala metodou
SDE, kdy extrakce trvala 2 hodiny a tékavé latky byly extrahovany do dichlormethanu,
ktery byl nasledn¢ suSen bezvodym siranem sodnym. Analyza extraktu byla provedena
metodou GC-MS. Pouzitou kolonou byla kapilarni kolona DB-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm
tloustka filmu). Teplota kolony byla naprogramovana s pocatecni teplotou 50 °C, 5 min,

poté zvyseni rychlosti 10 °C/min na 200 °C. Identifikovali 15 t€kavych latek s aktivnim aroma [105].
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1.2.7.2 Tékavé latky v mletém maku

Maria Kopuncova a kol. [102] charakterizovali kvalitu semen slovenskych odrid maku
Z hlediska organoleptickych vlastnosti za pomoci metod HS-SPME-GC-MS a GC-FID/O.
Vzorky maku byly vzdy pted extrakci namlety za pomoci kuchyiiského mlynku. Extrakce
z prostoru HS probihala z5 g vzorku ve 40ml nadobce pii 50 °C po dobu 30 min.
Pro extrakci bylo pouzito stejné vlakno jako ve studii S. Krist a kol. [103]. Separace, ktera byla
provadéna na soustavé GC-MS, probihala na kapilarni kolon¢ Ultra 1 (50 m x 0,32 mm X 0,52
um) pracujici s teplotnim programem 40 °C (1 min), 5 °C/min, 250 °C (1 min). Analyza pomoci
GC-FID/O probihala za ucasti komise o 5 ¢lenech, kteti méli za kol intenzitu zapachu popsat
na stupnici 0 az 3. Pro separaci latek byla pouzita stejnd kolona i teplotni program jako
v predchozim ptipadé. Experimenty HS-SPME-GC-MS neprokazaly zadny vyznamny rozdil
mezi modrosemennymi odridami maku, nejvice se odliSovala bélosemennd odriida Albin.
U této odrady bylo az o 1/3 latek vice. VSechny z ptitomnych latek se vice ¢i méné vyznamné
podilely na jeho celkovém aromatu. Celkova viné této odridy se skladal z 23 tékavych
sloucenin (21 ¢ichovych odezev). Kombinace vSech ptitomnych slozek vedla k jedine¢nému
aromatu odridy Albin, které nakonec evokovalo vice ofechové aroma nez typické makové
aroma. Jako nejhojnéjsi t€kava latka ve vSech semenech byl popsan hexanal. Dalsi aldehydy,
jako pentanal, (E)-2-oktenal a (E)-2-nonenal a alkoholy, jako 1-pentanol, 1-hexanol
a 1-okten-3-ol, jsou uvadény jako te€kavé latky vznikajici rozkladem hydroperoxidi kyseliny
linolové. Nonanal a dekanal byly identifikovany jako produkty autooxidace kyseliny olejové.
V tékavych frakcich analyzovanych makovych semen nebyla zjiSténa zaddnd pyrazinova
sloucenina. Vysledky ziskané metodou GC-FID/O jasn¢ prokazaly, Ze ne vSechny tékavé latky
s vysokym obsahem poskytovaly také nejvysSi intenzitu zdpachu. Nejzietelngj$i to bylo

v

U 1-hexanolu, ktery vykazoval nizkou intenzitu 1, ptestoze se jednalo o druhou nejhojnéjsi
tékavou slouceninu. Podobné hexanal, nejhojnéjsi sloucenina ve vSech odriidach, vykazoval
pouze stfedni intenzitu 2. Naopak limonen vykazoval nejvyssi intenzitu 3 ve vSech odridach
navzdory nizkému relativnimu obsahu. Z pohledu senzorické aktivity pti danych koncentracich
bylo zjisténo, ze nejvyznamnéjsi vliv na aromaticky charakter a kvalitu vSech analyzovanych
makovych variaci maji limonen, nonanal, nezndma sloucenina se silnou balzamikovou viini
(RI mezi 1030-1081), 2-pentylfuran, 1-pentanol a hexanal. Bylo popsano, Ze 2-pentylfuran ma

v urcitych koncentracich typickou viini maku, coz doklada jeho vyznam pro tvorbu typického

aromatu maku [102].
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2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Vzorky

Na optimalizaci podminek extrakce a separace byl pouzit mak znacky Dr. Esna (ENCINGER SK
s.r.o., Bratislava, Slovensko) pofizeny v obchodnim fetézci Kaufland. Pro analyzu t€kavych latek
maku byl pouzit mak, ktery byl darovan spolkem Cesky modry mak z. s. Jednalo se 0 12 vzorki
semen odlignych odriid maku setého, které byly sklizeny v roce 2022 ve Vyzkumné stanici CZU
v Cerveném Ujezdg. Vzorky byly poskytnuty v mnozstvi asi 100 g, byly baleny v papirovém pytliku
a skladovany v mrazaku pfi teploté¢ —18 °C. Vzhled a oznaceni vzork je uveden v Obrazku 14.

i l m}-:ﬂ V§
Azurit
". ’t‘

MS Topas

T

Obrazek 14: ZkousSené odridy makovych semen

53



Zkoumané odridy se déli do nékolika skupin dle obsahu morfinu v makoving, coz je zobrazeno

v Tabulce 5.

Tabulka 5: Zatfazeni odrtid do skupin dle obsahu morfinu v makoviné

Rozdéleni odrud dle obsahu morfinu v makoviné Nazev odridy
Bélosemenné a okrovosemenné odrtidy s nizkym az stfedné
, . Orel, Redy
vysokym obsahem morfinu v makoving
Odrudy s nizkym obsahem morfinu v makoviné Sedan
Odrady s nizkym az stfedné vysokym obsahem morfinu Oal
vV makoviné P
Odrudy se stfednim obsahem morfinu v makoviné Azurit, MS Topas, Diamant, Zafir

Odrudy se stfedné vysokym az vysokym obsahem morfinu

v makoving Aplaus, Opex, Onyx, Harlekyn

2.2 Chemikalie

« Destilovana voda (centralni rozvod Univerzity Pardubice, Ceska republika),
. n-pentan, n-hexan a n-heptan (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)

« Homologicka fada n-alkanti C8—C40 (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika).
2.3 Instrumentace a nadobi

« Automaticka pipeta 100-1000 pl a 1000-5000 ul (Biohit Oyj, Helsinki, Finsko),

« Keramicka tfeci miska s tlou¢kem,

o Horkovzdus$na suSarna (Memmert UM 300, Swabach, Némecko),

. Plastova injekéni stiikacka s jehlou (20 ml, Chirana, Slovensko),

. Mikrostiikacka Hamilton 10 pl (HAMILTON Bonaduz AG, Bonaduz, Svycarsko),

« Vzorkovaci nddobky o objemu 20 ml s vicky se silikonovym septem (Supelco

Bellefonte, PA, USA),
« Analytické vahy Kern ABT 220-4M (Kern&Sohn GmbH, Balingen, Némecko),

« Plynovy chromatograf GC-2030 s MS-QP2020 NX detekci a moznosti FID detekce
zobrazeny na Obrazku 15 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),

« Autosampler AOC-6000 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),

« Nepolarni kapilarni kolona SLB-5MS (30 m x 0,25 mm, tloustka filmu 0,25 pm),
(Supelco Bellefonte, PA, USA),
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« SPME vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS (Supelco Bellefonte, PA, USA),
« Nosny plyn helium o ¢&istoté 4.6 (Linde Gas, Praha, Ceska republika),

« Vodik o ¢istot& 3.0 (Linde Gas, Praha, Ceska republika),

« Tlakovy vzduch (centralni rozvod Univerzity Pardubice),

« Sbér dat: GC Solution, GCMS Solution 4.20 a LabSolution (Shimadzu, Kyoto,
Japonsko),

o Interpretace MS spekter: knihovna spekter Narodniho institutu pro standardy
a technologii (NIST 17 Mass Spectral library) a knihovha FFNSC 2 (Flavour &
Fragrance Natural & Synthetic Compounds GC/MS library),

. Software Statistica 14 (StatSoft, Inc., Praha, Cesk4 republika).

" |

Obrazek 15: Plynovy chromatograf GC-2030 s MS-QP2020 NX detekci a moznosti FID detekce

2.4 Pracovni postupy
2.4.1 Optimalizace podminek HS-SPME

Pted prvnim pouzitim bylo mikroextrakéni vlakno 50/30 pm DVB/CAR/PDMS o délce 1 cm
kondiciovano pii 270 °C po dobu 30 min. Nasledné byla provedena optimalizace extrak¢nich
podminek: navazky, extrakéni teploty a doby extrakce. Jako testovaci vzorek byl vyuzit cely

mak Dr. Esna.

Jako prvni byla optimalizovana navazka celého maku (tj. nedrceného) pro HS-SPME.

Do vzorkovaci nadobky byl navazen 1,00 + 0,01 g maku, nasledné byla nadobka umisténa do
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drzaku autosampleru AOC-6000 Plus a pomoci n&j byla provedena extrakce a analyza
HS-SPME-GC-MS (podminky GC-MS jsou uvedeny v nasledujici kapitole). Extrakce zapocala
po propichnuti septa a vysunuti extrak¢niho vlakna, probihala pii 90 °C po dobu 60 minut,
coz jsou podminky, které¢ se jevily jako idedlni béhem vypracovani studentské védecké
a odborné c¢innosti [109]. Nasledné pfi stejnych podminkach byly extrahovany a prométeny
navazky 2,00 g, 3,00 g, 4,00 g, 5,00 g a 6,00 g s piesnosti na 0,01 g, vzdy dvakrat (celkem 12
vzorkovacich nadobek). Cely proces byl zopakovanu navazek s vétSim rozptylem vysledkd.

Zvolena navazka byla vyuzita pii testovani dalSich parametra.

Kromé¢ celého maku byla testovana optimalni navazka i drceného maku. Zkusebni vzorek byl
ve vhodném mnozZstvi drcen V tfeci misce po dobu asi 5 minut vzdy pied kazdou sérii analyz
zvlast’. Po rozdrceni bylo navazeno a analyzovéano dvakrat 1,00 az 6,00 s ptesnosti na 0,01 g.
Poté byla provedena série méfeni, kdy bylo k navazce 2,00 = 0,01 g vzorku pfidano rtzné
mnozstvi destilované vody. Ptidavky destilované vody k drcenému maku byly 0,5 ml, 1 ml

a 2 ml. Méfeni bylo provedeno u kazdého objemu dvakrat.

Byla provedena i méfeni, kdy extrakce tékavych latek probihala pii 30 °C po riznou dobu.
Testované Casy extrakce byly 30 min, 60 min, 90 min, 120 min a 180 min. U extrakce pi1 30 °C
byl testovan i vliv vakua na rychlost extrakce. Jeho vliv byl testovan pfi stejnych ¢asech
extrakce jako v piipad¢ extrakce bez vakua. Vsechny pokusy byly provedeny za danych

podminek tiikrat.

Dal$imi optimalizovanymi parametry byla doba extrakce a teplota extrakce. Cilem bylo
extrahovat a nasledné identifikovat co nejvétsi pocet t€kavych latek. Testované podminky jsou
uvedeny v Tabulce 6 a byly sestaveny na zakladé metody centralné kompozitniho planovani
(CCD) experimenttl. Stejny plan experimentu byl vyuzit pii optimalizaci extrakce za vyuziti
vakua. Do 12 vzorkovacich nadobek bylo navazeno po 4,00 g s piesnosti na 0,01 g maku,
které byly podrobeny HS-SPME extrakci pii podminkach dle Tabulky 6 a nasledné analyze
GC-MS.
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Tabulka 6: Podminky HS-SPME extrakce na zakladé CCD

islo Cas Teplota
métent extra_lkce extrakce
(min) (°C)
1 60 51.7
2 30 60
3 90 60
4 60 80
5 60 80
6 17,6 80
7 102,4 80
8 60 80
9 60 80
10 30 100
11 90 100
12 60 108,3

2.4.2 Podminky separace na plynovém chromatografu s hmotnostni spektrometrii

a kvalitativni analyza

Extrakce a nasledné davkovani do GC byly provedeny pomoci autosampleru AOC-6000 Plus.
Pted kazdou analyzou byla provedena aktivace vlakna pii 200 °C po dobu 1 min. Desorpce
analytl probihala v nastfikovém prostoru GC pfi teploté 250 °C po dobu 1 minuty. Separace
analyt probihala na nepolarni kapilarni kolon¢ SLB-5MS (30 m x 0,25 mm % 0,25 pm).
Po kazdé analyze bylo SPME vlakno ¢isténo pii teploté 200 °C po dobu 5 minut, aby se

zabranilo nezadoucim interferencim.

Rezim davkovani vzorkt byl realizovan ve splitovacim poméru 1:10. Teplota nastiiku byla
250 °C a teplotni program byl nasledujici: teplota 55 °C byla udrzovana po dobu 3 min,
nasledné teplota rostla do 250 °C rychlosti 6 °C/min, kde byla udrzovana 10 minut. Celkovy
Cas programu V obou piipadech ¢inil 45,5 minuty. Teplota GC-MS pievodniku byla 200 °C.

Ioniza¢ni energie zdroje byla nastavena na 70 eV a teplota iontového zdroje na 200 °C.
Pro méfeni byl pouzit SCAN madd pro zaznamenani vSech latek ve spektru. Pouzitym nosnym

plynem bylo helium s konstantni linearni rychlosti 30 cm/s.
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Ziskané chromatogramy v zavislosti intenzity odezvy na retenénim case byly vyhodnoceny
pomoci programu GSMS Solution 4.2. Pro vypocet reten¢nich indext (RI) podle Van den
Doola, které byly vyuzity pro identifikaci separovanych latek ze vzorkt maku, byla proméiena
homologicka fada n-alkanti C5-C40. Samotny vypocet byl proveden zpusobem dle Van den
Doola a Kratze [110]. Spole¢né s RI byly vyuzity k identifikaci zaznamenana hmotnostni
spektra, ktera byla porovnana s knihovnami NIST 17 a FFNSC 2, kdy jako nejmensi piijatelna
shoda byla nastavena 85 %. K potvrzeni identifikace byla pouzita i online databaze,
jako napi. NIST WebBook nebo dostupné studie. Krom¢ RI byly hodnoceny i relativni obsahy

jednotlivych latek, a to jako podil na celkové plose.

2.4.3 Podminky separace na plynovém chromatografu s plamenovym ioniza¢nim

detektorem

Analytické podminky, jako teplota nastiiku, teplotni program, nosny plyn a typ kolony, byly
stejné pro GC-FID i GC-MS. Pro FID detektor GC-2010 byla nastavena teplota na 255 °C.
Pritok plynt pro detektor byl nasledujici: prutok vodiku 32 ml/min, pritok vzduchu
200 ml/min, dopliikovym plynem byl dusik s pritokem 24 ml/min. Splitovaci pomér byl 1:5.

Ziskané chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci programu LabSolution a retenéni indexy
byly vypocteny na zdklad€ namétenych retencnich ¢asti separovanych latek a homologické fady

n-alkant.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Optimalizace podminek extrakce

Veskeré optimalizace podminek byly provadény na redlném vzorku celého maku Dr. Esna.
Prvnim parametrem, ktery byl optimalizovan, byla navdzka celych semen maku.

Po optimalizaci navazky nasledovaly parametry teplota extrakce, ¢as extrakce a vyuziti vakua.

3.1.1 Optimalizace navazky celych semen maku setého

Do 20ml vzorkovaci nadobky bylo navdzeno urc¢ité mnozstvi celého maku. Jednalo se 0 1 g
az 6 ¢. Extrakce probihala pfi teplot¢ 90 °C po dobu 60 min. Tato extrakéni teplota
a Cas se jevily jako nejvhodnéjsi kombinace extrak¢nich podminek béhem vypracovavani
studentské védecké a odborné Cinnosti, ktera byla také zameétena na optimalizaci extrakce
tekavych latek semen maku setého [109]. Nejprve byl pokus proveden u kazdé navazky
dvakrat, nasledné u navazek 3 g az 6 g byl proveden dvakrat znovu. Divodem byly velmi

rozdilné vysledky jednotlivych méfeni téchto navazek.

Z namé&fenych hodnot byl sestaven graf na Obrazku 16, ve kterém jsou porovnany celkové

plochy chromatogrami, pocet vSech pikt a zaroven pocet vSech piku identifikovanych latek.

u celkova plocha  ® celkovy pocet pikii  ® pocet identifikovanych latek

7,00E+07 140
6,00E+07 120
5,00E+07 100
4,00E+07 80
£ b5}
o Q
o o
o a
3,00E+07 60
2,00E+07 40
1,00E+07 20
0,00E+00 0
1g 29 39 49 59 69
Navazka celého maku

Obrazek 16: Porovnani vhodnosti navazky celych semen maku (navazky 1a 2 gn=2, zbylé navazky n = 4)
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Na zakladé tohoto porovnani na Obrazku 16, byla vybrana navazka 4 g celého maku. Celkova
plocha chromatogramu a celkovy pocet piki se nadale zvétSoval, ale pocet identifikovanych
latek, resp, pika identifikovanych latek, byl relativné podobny, CoZz znamena, Ze se vzristajici

navazkou klesal podil piku, které se nasledné podatilo identifikovat.

Pro srovnani — pfi navazce 3 g celych semen maku bylo detekovano primérné 92 pika s plochou
5,45-10" a u 62 pika se podafilo identifikovat konkrétni latku. Pii navazce 4 g bylo detekovano
96 pikti o plose 5,72-107 a 64 piki bylo identifikovano. Zaroven se vys$§i navazky nez 4 g maku
nejevily vyhodné, a to kvuli vysoké spotiebé vzorkd. Soucasné s nartistajicim objemem vzorku
se zvySovalo riziko poSkozeni SPME vldkna, protoZe misto v nadobce jizZ nebylo dostatecné

pro jeho bezpecné zavedeni a aby nedochazelo k pfimému kontaktu vlakna a vzorku.

3.1.2 Optimalizace navazky drcenych semen maku setého

Dale byl proveden pokus optimalizace navazky drcenych makovych semen, za uc¢elem extrakce
a nasledné analyzy vétSiho mnozstvi tékavych latek nez u celych semen. Vzorek celého maku
Dr. Esna byl drcen v keramické tieci misce po dobu asi 5 minut. Nadrceny ma byl navazen do
20ml vzorkovaci nddobky. Navazky byly 1 g az 6 g. Vhodné mnozstvi maku bylo vzdy
nadrceno pfed extrakci. Hlavnim diivodem byla moZna oxidace oleje, ktery je v makovych
semenech majoritni slozkou. Extrakce probihala stejné jako v pfedchozim piipad¢ pii teploté

90 °C po dobu 60 min. Kazda navazka byla extrahovana a méfena vzdy dvakrat.

Z namétenych hodnot byl sestaven graf — Obrazek 17, ve kterém jsou porovnany stejné
parametry jako u celych semen méku — celkové plochy chromatogrami, pocet vSech piki

a zaroven pocet vSech pikl identifikovanych latek.

Z tohoto grafu (Obrazek 17) se jevi jako nejvhodné&jsi navazka 2 g drcenych semen maku. Bylo
pramémé detekovano 63 piki jejichz celkova plocha ¢ini 1,93-107 a identifikovano bylo

53 latek. U ostatnich navazek, kromé 1 g jsou tyto hodnoty vyznamné niZsi.

Zaroven je ztohoto grafu ziejmé, Ze celkova plocha chromatogramu se rapidné zmensila,
a to o vice nez polovinu celkové plochy ku nedrcenym makovym sementim. Soucasné bylo
detekovano a identifikovdno méné latek. Diivodem takto velkého poklesu odezvy miize byt
veEtsi afinita t€kavych latek k uvolnénému makovému oleji. Latky pak méné ochotné prechézi

do prostoru headspace odkud by mély byt nasledné extrahovany.
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m celkova plocha ® celkovy pocet pikii  ® pocet identifikovanych latek
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Obrazek 17: Porovnani navazek drcenych semen maku (n = 2)

Vzhledem K zjisténi, ze mnozstvi t€kavych latek se vyrazn€ snizi po rozdrceni semen,
byl proveden pokus, kdy bylo ke 2 g drceného maku (drceného vzdy pied analyzou po dobu asi
5 min) odméfeno ur¢ité mnozstvi destilované vody. Pfidavky byly 0,5 ml az 2 ml a méfeni
probihalo vzdy ve dvou opakovanich. Divodem toho pfidavku je vyssi tékavost silic s vodni

parou.

Z naméfenych hodnot byl sestaven graf — Obrazek 18, ve kterém jsou porovnany parametry
jako: plochy chromatogramtl, pocet vSech piki a zaroven pocet vSech identifikovanych latek.

Soucasné jsou namétené hodnoty s ptidavkem vody porovnany s méfenim bez ptidavku.

Z tohoto grafu (Obrazek 18) vyplyva, Ze ptidavek destilované vody ptiznivy vliv na uvoliovani
tékavych latek drcenych semen maku nemd. Ptidavek vody zplsobil jesté vétsi pokles
detekovanych tékavych latek. U navazky 2 g bez ptidavku vody byla celkova primérna plocha
63 detekovanych pikti 1,93-107 a u 2 g navazky s pfidavkem 2 ml destilované vody byla plocha
38 detekovanych piki 1,53-10.
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Obrazek 18: Vliv pridavku destilované vody k drcenému maku (n = 2)

Na zéklad¢ téchto poznatkd a moznosti vzniku vyznamné lidské chyby béhem drceni maku, byl
Z naslednych experimentii drceny méak vynechan a zaméfilo se na vliv teploty, ¢asu a vakua na

extrakci.

3.1.3 Extrakce tékavych latek celych semen maku pii 30 °C

cvwvr

nastavit na agitatoru, kde probiha vyhiivani vzorkovaci nadoby se vzorkem. Extrakce probihala
po ruzn¢ dlouhé ¢asové useky. Nejkratsi Cas extrakce byl 30 min, nasledné¢ 60 min, 90 min,
120 min a nejdelsi ¢as extrakce byl 180 min. Navazka celych semen maku pouzitych pro tuto
sérii extrakci byly 4 g, které byly pro extrakci vybrany jako optimalni. Méfeni probihalo vzdy
ve tfech opakovanich. Z naméfenych hodnot byl sestaven graf na Obrazku 19 zobrazujici

porovnani celkové plochy, poctu pikll a poctu identifikovanych latek.
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u celkova plocha = celkovy pocet pikii ® pocet identifikovanych latek
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Obrazek 19: Vliv délky extrakce pii 30 °C na vybrané parametry (n = 3)

Na prvni pohled je z grafu (Obrazek 19) ziejmé, ze ¢im delsi dobu extrakce probiha, tim je vétsi
celkova plocha pikt a zaroven vzrista i mnozstvi detekovanych latek. Zaroven lze pozorovat,
7ze extrakce po dobu delsi nez 90 minut nevede k vyznamnéj§imu naristu poctu
identifikovanych latek — u extrakce trvajici 90 min bylo identifikovano primérmneé 27 latek,
u 120 min extrakce 28 latek a u 180 min extrakce 31 latek. Prodluzovani extrakce z 90 minut

na 180 minut se jevi jako neefektivni kvili ¢asové narocnosti.

Duivodem pro zkouSeni 30 °C extrak¢ni teploty byly nékteré ze studii uvedené v kapitole 1.2.7.
Jedna se naptiklad o studie D. D. Emira a kol., kdy byla pouzita extrakéni teplota 40 °C po
dobu 20 min sidentickou dobou preinkubace. Nasledné se jim podatilo identifikovat
75 tékavych latek [107]. Ve studii S. Krist a kol., kdy extrakce tékavych latek probihala pii
pokojové teploté po dobu 60 minut, identifikovali 30 tékavych latek [103]. V obou téchto
studiich vSak byl jako vzorek pouzity makovy olej, nikoli celd makova semena. AvSak
naméefené mnozstvi t€kavych latek pfi nizsich extrakénich teplotach se béhem vypracovavani
této diplomové prace ani zdaleka neblizi studii D. D. Emira. Mnohem podobnéjsich vysledkt

1 ptes rozdilnou matrici vzorki bylo dosazeno s druhou jmenovanou studii S. Krist.
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3.1.4 Vakuové asistovana mikroextrakce tuhou fazi pii 30 °C

Vzhledem k ¢asové narocnosti extrakci, které se jevi nejvyhodnéji, byla do experimentalni ¢asti

zafazena vakuové asistovana mikroextrakce tuhou fazi.

Nejprve byl testovan vliv vakua na extrakci probihajici pii 30 °C po stejné dlouhé ¢asové useky
jako v kapitole 3.1.3. Navazka celého maku vzdy c¢inila 4 g a méfeni vzdy probihalo ve
ttech opakovanich. Z naméfenych hodnot byl sestaven graf na Obrazku 20, kde jsou porovnany
celkové plochy, pocty pika a pocty identifikovanych latek extrakce bez vakua s extrakci za

asistence vakua.

Z grafu na Obrazku 20 vyplyva, ze extrakce za vakua se za¢ina vyplacet z pohledu mnozstvi
vSech i identifikovanych latek jiz u 60 minutové extrakce, kde bylo ziskano primérné
30 detekovanych latek, ztoho 27 identifikovanych, oproti 29 detekovanych, ztoho
24 identifikovanych latek u extrakce bez vakua. Tento trend, kdy je detekovano
a identifikovano vice tékavych latek, trvd az do 180minutové extrakce. Celkova plocha
chromatogramu se za¢ina vyrovnavat s extrakci bez vakua u 90 min extrakce a jeji hodnoty jsou

vys$si az do 120 min extrakce, kde jiz o néco klesa.

mcelkova plocha  mcelkovy podet piki M pocet identifikovanych latek
2,00E+07 50,0

1,80E+07 45,0

1,60E+07 40,0

1,40E+07 5,0
1,20E+07 0,0
1,00E+07 5,0
8,00E+06 0,0
6,00E+06 5,0
4,00E+06 0,0
2,00E+06 0

0,00E+00 0,0

bez vakuum| bez vakuum| bez vakuum| bez wvakuum| bez vakuum
vakua vakua vakua vakua vakua

30 min 60 min 90 min 120 min 180 min
Cas extrakce

w w

Plocha
= = N N
Pocet

0

Obrazek 20: Porovnani extrakce pii 30 °C bez vakua s extrakci s vakuem (n = 3)
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Rozdily pti extrakei za vyuziti vakua a bez jeho vyuziti pii extrakéni teploté 30 °C nejsou tak

vyrazné. VIiv vakua byl testovan i pii extrakcich za vyssich teplot.

3.1.5 Centralné kompozitni planovani

Na optimalizaci teplotnich a ¢asovych podminek extrakce bylo vyuzito CCD. Pomoci softwaru
Statistica 14 byl navrzen experiment pro jejich optimalizaci. V tabulce 6 (viz Experimentalni
Cast) je zobrazeno 12 experimentd, kde extrakce probiha za riznych teplot a rizné dlouhou
dobu. Navazka pro kazdy experiment byla 4,00 g s piesnosti na 0,01 g. Tento postup byl

realizovan jak u postupu bez vakua, tak i s vakuem.

3.1.5.1 Centralné kompozitni planovani pro extrakci bez vakua

Obrazek 21 znazornuje odezvovy profil, ktery popisuje vhodnost optimalizovanych parametrti
extrakce teékavych latek maku bez vakua (celkovy Cas extrakce a jeji teplota). Ze ziskanych
vysledki lze zjistit vliv teploty a casu extrakce na mnozstvi pikd, celkovou plochu
chromatogramu, pocet identifikovanych latek, plochu pikl identifikovanych latek a procento

identifikovanych latek vici veSkerym detekovanym latkam.

U celkového poétu piku, jejich plochy a plochy piki identifikovanych latek se vhodnost se
stoupajici teplotou a prodluzujicim se Casem extrakci zvySuje. Pro ziskani vétsiho poctu
identifikovanych latek se jevi lepsi vyssi teplota bez nutnosti delsi extrakce nez 90 minut. Vyssi
extrakéni teplota a del$i Cas extrakce maji neptiznivy vliv na procento identifikovanych latek,

které postupné klesa.
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Profily pro pfedpovédi a vhodnost
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Obrazek 21: Profily pro vhodnost a ptfedpovédi pro optimalizaci extrakénich podminek

Obrazek 22 na kterém je zobrazena odezvova plocha, je znazornén vztah mezi testovanymi
parametry. Tmavé Cervenou barvou jsou znazornény maximalni hodnoty parametrli, tmavé

zelenou naopak nejnizsi.

Pomoci Obrazki 21 a 22 byly vyhodnoceny jako nejlepsi parametry pro extrakci: teplota 95 °C
po dobu 90 minut.
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Vhodnostni povrch/vrstevnice; Metoda: Spline

ACROONN

Il >04
B <03
[ 1<0,1
= <-0,1
B <-0,3

Obrazek 22: Metoda odezvové plochy pro optimalizaci extrakénich podminek

Graf pozorovanych a ptedpovézenych hodnot na Obrazku 23 porovnava vhodnost metody
z pohledu celkového poctu identifikovanych latek. Za nejvhodnéjsi jsou povazovany body
v grafu, které¢ lezi pfimo na ¢ervené ptimce. Je vidét, Ze navrzeny model velmi dobie popisuje

realné chovani tohoto systému.

Pozorované vs. predpovédi
2 faktoru, 1 Bloky; MS rezidui =4,28202
ZP: Identifikovano
85

80
75
70
65 o)
60
55

Predpoveédi

50
45
40
35

30 S

25

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Pozorov. hodnoty

Obrazek 23: Porovnani pozorovanych a predpovézenych hodnot pro pocet identifikovanych latek
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Paretliv graf standardizovanych efektt, ktery je na Obrdzku 24, zobrazuje vyznam
experimentalnich proménnych na pocet identifikovanych latek pfi extrakci tékavych latek
z celych semen maku setého. Z grafu vyplyva, Ze statisticky vyznamnymi parametry na
mnozstvi identifikovanych latek jsou oba testované parametry extrakce.

Paretav graf standardizovan. efekt(; Proménna: Identifikovano

2 faktort, 1 Bloky; MS rezidui =4,28202
ZP: Identifikovano

(1)Teplota(L) | - 18,96209 -
(2)Cas(L) 11,37868
Cas(K) | -3,20919
1Lby2L f -1,20814
Teplota(K) , 764092

p=,05

Standardizovany odhad efektu (absolut. hodn.)

Obrazek 24: Paretlv graf standardizovanych efektti na pocet identifikovanych latek

Po dalSich n€kolika métenich doslo k upravé pivodnich dat pouzitych k této datové analyze.
Uprava spocivala ve zvy3eni limitu minimalni plochy a vysky p#i integraci chromatografickych
pikt, aby vyhodnoceni zaznamt bylo pokud mozno co nejvice jednotné. Datova analyza byla
s takto upravenymi daty provedena znovu. Vysledkem byly profily pro pfedpovédi a vhodnosti
na Obrazku 25. Nasledn¢ byla data vyhodnocovana dle pfistupu, ktery byl na konci

optimalizace zvolen za nejlepSi mozny.

Z Obrazku 25 jsou vidét podobné zavislosti jako u Obrazku 21 u celkového poctu pikd, jejich
plochy, plochy piki identifikovanych latek a procenta identifikovanych latek. Doslo ke zméné
zavislosti u mnozstvi identifikovanych latek, kdy u dels§i extrakce nedochdzi k ustalovani
mnozstvi identifikovanych latek, ale k jejich poklesu. Jako optimalni podminky extrakce

V tomto piipadé¢ vychazi 100 °C po dobu 60 minut.

Na zaklad¢ téchto profili na Obrazku 21 a 25 bylo rozhodnuto otestovat tyto podminky na

realnych vzorcich a dle vysledku vybrat nejlepsi moznou variantu.
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Profily pro pfedpovédi a vhodnost
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Obrazek 25: Profily po vhodnost a piedpovédi pro optimalizaci extrak¢énich podminek po upravé

vstupnich dat
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3.1.5.2 Centralné kompozitni plinovani pro extrakei za ucasti vakua

Na Obrazku 26 zobrazuji profily pro predpovédi a vhodnost popisujici

optimalizovanych parametri extrakce tékavych latek maku za casti vakua.
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Obrazek 26: Profily po vhodnost a pfedpovédi pro optimalizaci extrakénich podminek za Gcasti vakua

V tomto ptipad€ je na Obrazku 26 vidét vhodnost vyssi teploty u 4 parametri — celkového

mnozstvi pikd, jejich celkové plochy, mnozstvi identifikovanych latek a jejich plochy. Delsi

Cas extrakce se jevi jako lepsi feSeni U parametri jako celkové mnozstvi pikd, jejich plochy

a mnozstvi identifikovanych pikt. U plochy identifikovanych pik dochazi k ustalovani jejich
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poctu u 90 min. Vyssi teplota i delsi Cas extrakce plisobi negativné na posledni zobrazeny

parametr, kterym je procento identifikovanych latek.

Obrazek 27 na kterém je vidét odezvova plocha zobrazuje vztah mezi testovanymi parametry.

Barevné rozlozeni plochy je stejné jako u Obrazku 22.

Pomoci Obrazki 26 a 27 byly vyhodnoceny jako nejlepsi parametry extrakce za ucasti vakua
extrakéni teplota 95 °C po dobu 110 minut.

Vhodnostni povrch/vrstevnice; Metoda: Spline

ASOUOOMN

Il >04
B <03
[1<0/1
[ <-0,1
I <-03

Obrazek 27: Metoda odezvové plochy pro optimalizaci extrakénich parametrii za ucasti vakua

Graf pozorovanych a pfedpovézenych hodnot na Obrazku 28 porovnava vhodnost metody za
ucasti vakua z pohledu celkového poctu identifikovanych latek. Je zde vidét, Ze body se
pohybuji v tésné blizkosti ¢ervené piimky, coz znamena, ze navrzeny model je pro tento systém

vhodny.
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Pozorované vs. predpovédi
2 faktord, 1 Bloky; MS rezidui =8,794524
ZP: Identif.

Predpovédi
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Pozorov. hodnoty

Obrazek 28: Porovnani pozorovanych a piredpovézenych hodnot pro pocet identifikovanych latek

Parettiv graf standardizovanych efektt, ktery je na Obrazku 29, zobrazuje vyznam
experimentalnich proménnych na celkové mnozstvi identifikovanych latek pii extrakci

tékavych latek celych semen maku setého za Gcasti vakua.

Paretlv graf standardizovan. efektl; Proménna: Identif.
2 faktort, 1 Bloky; MS rezidui =8,794524

ZP: Identif.
(1)Teplota(L) - 10,641 A
(2)Cas(L) | 5,908788
1Lby2L | 3,372049
Teplota(K) 2,186116
Cas(K) | -,159265
.p:,05

Standardizovany odhad efektu (absolut. hodn.)

Obrazek 29: Paretlv graf standardizovanych efektt pro pocet identifikovanych latek
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3.1.5.3 Porovnani vybranych optimalnich podminek na realnych vzorcich celého maku

Po vyhodnoceni dat naméfenych podle experimentu sestaveného pomoci CCD bylo
vyhodnoceno nékolik optimélnich podminek pro extrakci tékavych latek celych semen méku
setého. Témito podminkami extrakce jsou: 95 °C extrakce po dobu 90 min bez vakua,
100 °C extrakce po dobu 60 minut bez vakua a 95 °C extrakce po dobu 110 minut za ucasti
vakua. Soucasné pro piimé porovnani byla testovana extrakce pii 95 °C po dobu 110 min bez
vakua. Podminky extrakce byly testovany na navazce 4,00 g s pfesnosti na 0,01 g ve tfech

opakovanich.

Graf na Obrazku 30 porovnava vSechny 4 zpusoby extrakce. Jsou zde znazornény Ctyti
podstatné parametry — celkovy pocet piki a jejich plocha a pocet identifikovanych piki a jejich

plocha.

Nejvyhodnéji ve vSech téchto aspektech, kromé celkového poctu pikill, se ukazuje vakuové

asistovana extrakce pti 95 °C po dobu 110 minut. Rozdil mezi touto, na prvni pohled nejlepsi
metodou, a tou s nejhorsimi vysledky, extrakce pti 100 °C trvajici 60 min a bez vakua, neni

viak tak rapidni. Ciselné jsou hodnoty pro tyto dvé metody porovnany v Tabulce 7, kde jsou

uvedeny primérné vysledky méfeni.

u celkova plocha piki  ® celkovy pocet pikit M pocet identifikovanych pikti ® plocha identifikovanych piki

125
1,00E+08
100
8,00E+07
75
= 6,00E+07 B
[&] >Q
[} ]
o =9
4,00E+07 50
2,00E+07 25
0,00E+00 0
95-110 95-90 100-60 95-110
Vakuum Bez vakua
Podminky extrakce

Obrazek 30: Porovnani vyhodnocenych optimalnich podminek (n = 3)
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Tabulka 7: Porovnani vybranych metod extrakce

Metoda extrakce Celkova Celkovy pocet Identifikovany  Plocha piki

plocha pika podet latek id. latek

95 °C — 110 min za 1,04-10° 115 64 7,75:107
vakua

100 °C — 60 min bez 9,12-107 106 59 6,43-107
vakua

Extrakce pti 100 °C po dobu 60 min se jevila jako nejmén¢ efektivni a metody extrakce trvajici
110 minut mély sice o néco lepsi vysledky, ale prodluzovani délky extrakce nad 90 minut se

jevi jako zbyte¢né a zdlouhavé.

Pii ptfimém porovnani extrakce za i¢asti vakua a bez vakua, které je vidét v Tabulce 8, metoda
bez vyuziti vakua Vv n€kterych hodnotach pted¢ila metodu vyuzivajici vakuum. Na zdkladé
tohoto porovnani bylo vyhodnoceno, Ze krok evakuace vzorkovaci nadobky je nadbytec¢ny a je
prostorem pro zaneseni moznych chyb nebo neptesnosti, a proto se vyuziti vakua pro extrakci

tékavych latek ze semen maku také jevi jako nevyhodné.

Tabulka 8: Pfimé porovnani extrakci pti 95 °C po dobu 110 minut

Metoda extrakce Celkova Celkovy po¢et  Identifikovany  Plocha pika

plocha pikt pocet latek id. latek

95 °C - 110 min za 1,04-108 115 64 775107
vakua

95°C-110minbez 4 548 122 61 6,98-107
vakua

Z vyhodnocenych dat, konkrétné z identifikovanych latek byl vytvofen Venniv diagram,
ktery je na Obrazku 31. Ten ukazuje mnoZstvi latek, které byly extrahovany pti vSech metodach

extrakce, pii dvou zptisobech extrakce nebo pouze pii jednom zpisobu extrakce.

Po porovnani namétenych hodnot u vSech téchto zplisobii extrakce byla jako nejvhodné;jsi
metoda pro extrakci tekavych latek z realnych vzorkti vybrana metoda extrakce pii 95 °C

pusobici po dobu 90 minut bez vyuziti vakua.
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Vakuum Bez vakua 100-60

Bez vakua 95-90

Obrazek 31: Venntv diagram porovnavanych podminek

3.2 Extrakce a analyza tékavych liatek vzorkid maku

Extrakce tékavych latek ze vzorkii makovych semen probihala pomoci optimalizovanych
podminek: navazka 4,00 g s ptesnosti na 0,01 g, extrak¢ni teplota 95 °C a ¢as extrakce 90 minut.
Extrakty byly nejprve analyzovany pomoci GC-MS, nasledn¢ i pomoci GC-FID za podminek
popsanych v kapitole 2.4.2 a 2.4.3. Vsechny analyzy vzorkt probihaly tfikrat.

Zaznamy jednotlivych méfeni byly vycistény od chybné nebo neptesné integrovanych piki.
Nasledné€ u zaznami z hmotnostniho spektrometru byla provedena identifikace latek na zaklad¢
linearnich retencnich indexti (LRI) a hmotnostnich spekter. Tato spektra byla porovnana
s knihovnami spekter NIST 17 a FFNSC 2. Reten¢ni indexy byly v pfipadech pochybnosti
porovnany S internetovymi databazemi nebo dostupnymi studiemi. Pokud byly piky
identifikovany pomoci databaze jako siloxany, byly z vysledného zaznamu odstranény.
V piipadé zaznami z FID byly pomoci naméfenych retenc¢nich ¢asti vypocitany LRI. U obou
druhli zaznamt byl proveden vypocet relativniho zastoupeni jednotlivych latek jako podil na
celkové plose. Jako celkova plocha byl po celou dobu bran soucet ploch vSech spravné

integrovanych piku, které byly detekovany.
3.2.1 Porovnani vzorku

Pfi pfimém grafickém porovnani na Obrazku 32, kdy jsou porovnavanymi parametry jako
celkovy pocet pikti, celkova plocha chromatogramu a pocet identifikovanych latek ze zaznamut
GC-MS. Je ihned ziejmé, Ze prvni Ctyfi vzorky — Aplaus, Azutit, MS Topas a Sedan jistym
zpisobem vyc¢nivaji. Obsah teékavych latek je u téchto 4 vzorkd suverénné nejvétsi. Je takeé
zfejmé, Ze na
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tekavé latky ,,nejchudsim* vzorkem je okrovosemenny mak Redy a po ném modrosemenny

mak Onyx. Vzorky se stiednim obsahem tékavych latek jsou Onyx, Harlekn, Diamant, Zafir,

Opal a Orel.
B celkova plocha pik celkovy pocet piki  ®pocet identifikovanych latek
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Obrazek 32: Porovnani vzorka

Shrnuti celkového poctu piki, jejich plochy a dalSich posuzovanych parametrti z obou zptisobti
méfeni (GC-MS i GC-FID) je shrnut v Tabulce 9. Tabulka vSech detekovanych
a identifikovanych latek pomoci GC-MS je v P¥iloze II. Cisla pikii u chromatografickych
zaznamu metody GC-MS neodpovida potadi uvedeném v Tabulce 11/1, jedna se pouze o poradi
latek, které jsou fazeny vzestupné na zakladé RI. Tabulky detekovanych latek pomoci
GC-FID u jednotlivych vzorkt jsou v Priloze III. Jednotlivé chromatografické zaznamy jsou

v Ptiloze IV této diplomové prace.

Z Tabulky 9 je vidét, ze co se tyCe nejniz§iho obsahu tékavych latek, tak plati to samé,
jako v predchozim pripadé i pfi detekci pomoci FID. Zbylé roziazeni na vzorky s vysokym

a sttednim obsahem tékavych latek neni na prvni pohled tak zjevné.
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Maximalni pocet identifikovanych latek u jednoho vzorku, konkrétné u vzorku maku Azurit, byl
82. Coz je o 7 latek vice nez ve studii D. D. Emira, kde dohromady ve vSech vzorcich,
které zkoumali, bylo identifikovano 75 tékavych latek [107]. Celkovy pocet detekovanych tékavych
latek v této diplomové praci ve vSech vzorcich byl 221 a z toho bylo identifikovano 108 latek.
Studie, které mezi vzorky zahrnuly produkty z bélosemennych makd, dosly k zavéru, Ze tyto
produkty obsahovaly vétsi mnozstvi tékavych latek nez modrosemenné odridy maki [102].
V pfiipad¢ této diplomové prace je tomu spiSe naopak, bélosemenna odrtida Orel patii ke vzorkiim
s menSim poctem tckavych latek a nékteré modrosemenné odriidy maji vyrazné veEtsi pocet

tekavych latek, nez prave tato bélosemenna odrida.

Tabulka 9: Souhrn naméfenych parametri ze zaznami GC-MS i GC-FID

Zaznam z GC-MS Zaznam z GC-FID
vzorek Pocet Celkova . Pocet Plocha id. F_’rocento Pocet Celkova
piku plocha  id.* latek piku id. latek piku plocha
Aplaus 143 1,386:108 76 9,038-107 65,4 153 6,276-10°
Azurit 146 1,442-108 82 9,483-107 65,9 148 5,602-10°
MS Topas 146 1,337-108 77 9,215-107 69,1 157 5,488-10°
Sedan 149 1,475-108 74 9,016-107 61,5 163 6,715-10°
Opex 107 8,862:107 63 6,129-107 69,2 127 4,584-10°
Onyx 97 8,459-107 58 5,673-107 67,2 115 4,314-10°
Harlekyn 109 1,038-108 60 6,818-107 65,7 146 5,483-10°
Diamant 113 9,865-107 65 6,925-107 70,2 141 4,873-10°
Zafir 110 9,205-107 57 6,338-107 68,9 147 4,871-10°
Opal 106 8,449-107 61 5,868-107 69,4 130 4,293-10°
Orel 113 7,371-10° 61 4,777-107 64,8 127 3,449-10°
Redy 87 7,379-107 50 5,247-107 71,1 108 3,963-10°

* id. — identifikovanych

Vsechny vzorky ve vSech 3 méfenich obsahovaly v relativnim zastoupeni vysoké mnozstvi
hexanalu a to v rozmezi 6,3-10,8 %, 3,1-8,7 % 2-pentylfuranu, coz souhlasi se studiemi
uvedenymi v kapitole 1.2.7. Dalsimi latkami, které se v podstatném mnozstvi nachazely ve
vSech vzorcich, ale nebyly nalezeny v zadnych piedeslych studiich, jsou: 6,10,14-trimethyl-2-
pentadekanon v relativnim zastoupeni 1,4-10,4 %, neidentifikovana latka s Rl 1385 2,5-5,8 %,
neidentifikovana latka s R1 1347 2,7-6,0 %, Kyselina palmitova, ktera byla detekovana u vzorkt

Opex srel. zastoupenim 6,0-6,5 % a u vzorku Redy srel. zastoupenim 9,2-12,4 %.
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2-pentadekanol byl detekovan v rel. zastoupeni 6,5-7,0 % u vzorkti Diamant a Zafir. Vzorek
Orel obsahoval 3,2-4,2 % (E,E)-2,4-dekadienalu, ktery byl detekovan i v ptedeslych studiich.

Bylo identifikovano velké mnozstvi latek, které byly identifikovany ve vySe jmenovanych
studiich a to ze skupiny alkoholt, ketonti, aldehydu, organickych Kyselin, estert, derivati

furanu nebo terpeny, ale nebyly nalezeny latky ze skupiny methoxypyrazint.

Vzorky byly porovnany také pomoci bublinového grafu, ktery je na Obrazku 33. Zobrazuje
latky dle jejich retenénich Casi a zaroven jejich zastoupeni ve vzorcich. Vzorky jsou v grafu
fazeny do skupin, které jsou si vV tomto grafickém uspotadani nejvice podobné. Rozdilnosti
mezi vzorky jsou zejména v useku od 24 minuty. V prvni poloviné grafu nejsou mezi vzorky

vidét vyznamné rozdily.

Jedna se o skupinky — Aplaus, Azurit a MS Topas, dale Diamant a Zafir, nebo Onyx, Opex, Opal,
Harlekyn Sedan a Orel. Posledni skupinou je samostatny Redy, ktery si S ostatnimi vzorky v této

¢asti grafu je nejméné podobny. Zaroven je zde vidét, Ze se jedna o ,,nejchudsi vzorek.
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3.2.2 Analyza naméienych dat

Pted samotnou analyzou dat byl celkovy pocet 221 vstupnich proménnych (celkové mnozstvi
detekovanych latek pii GC-MS analyzach, jejich seznam je v Tabulce 11/1) zredukovat. Byla
pouzita metoda shlukové analyzy (metoda k-nejblizSich sousedit), ktera roz¢leni objekty dle
podobnosti do shlukl. Vzorky byly rozfazeny do skupin 1 az 4, jak je uvedeno v nasledujici
Tabulce 10.

Tabulka 10: Skupiny podobnych objekti

Skupina Vzorek
1 Diamant, Zafir, Opal, Orel
2 Aplaus, Sedan
3 Opex, Onyx, Harlekyn, Redy
4 Azurit, MS Topas

Poté byla pouzita metoda analyza sousednich komponent (NCA), ktera nalezla proménné
nejvyznamngéjsi pro tuto klasifikaci. Tyto proménné jsou vidét na Obrazku 34 nad modrou linii,

ktera oddé€luje vyznamné proménné (s vahou vétsi nez 0,1) od nevyznamnych.

1 . . .
0o+ Pentanal 1
081 Aridekanglgy |
0.7 r 1
'g 06 | fsopropyl myristat
E Diethyl Ralat
S o5 L iethyl-ftala ]
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2 176
w 04 - |
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0.3 L PRl NIgE 1
152
r@dﬁgz‘“ﬂ %-Heptyldiil dietplaktyfihanzen
02 wm% al  #1-Dodekanck e Henzefokanol
Bll12 1-Pentylhe -benzen
01 F ekanaﬁ-ﬁﬁﬁﬂé-aktenal A ! ’E}Pé% -
: 2l Mi23 wafifina of

150
FPofadi proménné

Obrazek 34: Analyza sousednich komponent
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Téchto vyznamnych proménnych bylo 27. Jejich seznam spolecné s vypoctenym RI, protoze
ne ve vSech pripadech byla konkrétni latka identifikovdna (oznaceno NI), je nésledujici:
1-penten (RI 553), pentanal (Rl 698), hexanal (Rl 804), benzaldehyd (RI 968), NI4 (Rl 986),
2-nonenal (RI 1164), N113 (RI 1210), N122 (RI 1322), 1-dodekanol (Rl 1477), 1-pentadecen
(Rl 1493), tridekanal (Rl 1514), heptylbutyrolakton (Rl 1579, na obrazcich jako
5-heptyldihydro-2(3H)-furanon), NI52 (Rl 1571), diethylftalat (RI 1593), NI160 (Rl 1623),
NI64 (Rl 1642), 3-fenylundekan (RI 1669, 1-ethylnonyl-benzen), N166 (Rl 1648), NI67
(R1 1652), heptadekan (Rl 1700), NI71 (Rl 1684), 5-fenyldodekan (Rl 1734, 1-butyloktyl-
benzen), NI76 (RI 1745), NI77 (Rl 1761), NI86 (RI 1808), isopropyl myristat (Rl 1824)
a 1-hexadekanol (RI 1884).

Dale byla pouzita metoda hlavnich komponent (PCA), jejiz vysledky jsou zobrazeny na
Obrazku 35. Tato metoda transformuje data do 3D nebo 2D dimenze. Pokud se ve 2D dimenzi
objevi rozdilné shluky boda, reprezentuje to rozdil mezi riznymi shluky, pokud se body spise

ptekryvaji, nebo jsou si velmi blizké, tak to znamena urcitou shodu.
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Komponenta 1- 56.08 %

Obrazek 35: Analyza hlavnich komponent
Je zde vidét, Ze data se vyrazné separovala a usporadala do skupin, které jsou jiz dfive uvedeny
v Tabulce 10. To znadi, ze mezi jednotlivymi vzorky je vyrazny rozdil v obsazich vybranych
analytd (proménnych), coz je také vidét na nasledujicim Obrazku 36, kde je zobrazen

rozptylovy diagram komponentnich skére. Do 2D dimenze se promitaji i latky (proménné),
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které maji vyznamny podil na rozdilnosti vzorkid. Soufadnice téchto proménnych jsou uvedeny

na heat map¢ na Obrazku 37.
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Obrazek 36: Rozptylovy diagram komponentnich skore
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Diagram standardizovanych hodnot koncentraci vybranych analytii zatfazenych do ptislusnych
skupin, ktery je na Obrazku 38, zobrazuje standardizované koncentrace analytli v kazdé z vyse

definovanych skupin vzorkii.

Standardizovana koncentrace

Analyt

Obrazek 38: Diagram standardizovanych hodnot koncentraci vybranych analytli zafazenych do

prislusnych skupin

Vzhledem k tomu, ze vSechny poskytnuté vzorky byly péstovany na stejném tzemi béhem
sezony 2022, tak rozdily mezi odridami nemohou byt s nejvétsi pravdépodobnosti zpiisobené
riznymi podminkami béhem péstovani (mnozstvi vlahy, slune¢niho svétla, nadmotska
vyska aj.). Soucasné odrudy jinych barev semen ,,zapadly“ do rtznych skupin s odridami
modrosemennych méaku a nevytvofily rozdilnou skupinu. Zaroven domnénka, ze odliSnost bude
na zakladé obsahu morfinu v makoviné (viz Tabulka 5 v experimentalni ¢asti diplomové prace)

také nebyla potvrzena.

Mozné pojitko mezi témito skupinami je jejich slechtitelsky ptivod a genetika rostlin.
Skupina 4 — Azurit a MS Topas — pochazi od stejného Slechtitele a maji ptivod na Slovensku.
Velka ¢ast skupiny 3, Opex, Onyx a Redy, pochazi také ze stejné Slechtitelské dilny, tentokrat
v Ceské republice. Vé&tsina skupiny 1 ma nejspise stejny geneticky zéklad, pouze odriida Orel
ma jinou historii, ale zastoupenim latek se podoba zbytku skupiny — odriidam Opal, Diamant
a Zafir. Sedan, ktery byl zatazen do skupiny 2, je slovenska odrida, ktera se slozenim latek

blizi odrad¢é Aplaus vySlechténé na ¢eském tzemi.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo najit optimalni podminky pro mikroextrakci tuhou fazi ve
spojeni s metodou GC-MS a nasledn¢ i GC-FID, pro ziskani a naslednou identifikaci co
nejvétsiho mnozstvi tékavych latek zcelych semen maku setého. Experimentalné byly
optimalizovany tii hlavni parametry extrakce — navazka, ¢as a teplota extrakce. Dale byl
testovan vliv vakuové asistované mikroextrakce tuhou fazi na extrakci tékavych latek,

nebo byly provedeny extrakce ze vzorkt drceného maku.

v

Optimalizaci bylo zji$téno, ze nejvhodnéjsi je navazka 4 g celého maku s naslednou extrakci
pti 95 °C po dobu 90 minut bez asistence vakua. Vyssi teploty a delsi ¢asy extrakce poskytovaly
vétsi pocet detekovanych latek, ale zaroven se stoupajici teplotou a cCasem nebylo
identifikovano vice latek, nez pii zvolenych podminkach. Extrakce za vakua neméla tak
vyznamny vliv na pocet identifikovanych latek, aby byla aplikovana na testované vzorky.
Drceny mak mél vice nez o polovinu mensi odezvu nez cela semena maku. Divodem nejspise
bylo uvolnéni makového oleje a nasledné snizena ochota tékavych latek prechazet do prostoru

headspace.

Po optimalizaci metody bylo analyzovano 12 vzorki riiznych odriid méku setého, a to pomoci
GC-MS a nasledné i GC-FID. Z chromatografickych zaznami GC-MS byly identifikovany
jednotlive latky. Identifikace probehla na zéklad¢é vypoctenych reten¢nich indexti dle Van den
Doola a zaznamenanych hmotnostnich spekter. Timto zpisobem se podafilo dohromady
detekovat 221 latek a identifikovat 108 latek. Ukazalo se, ze nejméné detekovanych tékavych
latek obsahoval okrovosemenny mak Redy (87 latek) a nejvétsi modrosemenny mék Sedan

(149 latek). Nejvice tekavych latek se podafilo identifikovat u vzorku Azurit, a to 82.

Nasledna datova analyza roziadila testované vzorky do ¢tyf skupin na zéklad¢ 27 vyznamnych
proménnych, které mély hlavni vliv na odliSnost vzorki. Pticina téchto odliSnosti bude nejspiSe
pramenit z genetického zakladu rostlin. Tyto odliSnosti by mély byt pfedmétem dalSiho

zkoumani.
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Piiloha I: Priloha ¢. 9 k vyhlasce €. 329/1997 Sb. — Fyzikalni a chemické poZadavky na

jakost olejnatych semen

Tabulka I/1: Semeno maku setého (Papaver somniferum L.) semenného, olejného typu [27]

Barva Modra Nejvyse 0,2 % hmotnosti maku bilého
SEMENE  Bila nebo smés barev Nad 0,2 % hmotnosti maku bilého
Vihkost Jakost Nejvyse 8,0 % hmotnosti

jakost Nejvyse 10,0 % hmotnosti

Semena nevybarvena tmava az ¢erna

Primési a necistoty celkem

Nejvyse 5,0 % hmotnosti
Nejvyse 8,0 % hmotnosti

Z toho:

a) Semena nevyzrala rezavé barvy Nejvyse 5,0 % hmotnosti

b) Poskozena semena Nejvyse 3,0 % hmotnosti
necistoty Celkem 1. jakost Nejvyse 0,2 % hmotnosti

X Celkem 2. jakost Nejvyse 1,0 % hmotnosti

d) Semena binu ¢erného (Hyoscyamus niger L.) Nejvyse 0,00 % hmotnosti

e) Semena laskavce a merliku Nejvyse 0,2 % hmotnosti

f) Anorganické necistoty Nejvyse 0,0 % hmotnosti

Q) Obsah kadmia Nejvyse 0,8 mg/kg

h) Obsah arsenu Nejvyse 0,1 mg/kg

i) Obsah rtuti Nejvyse 0,012 mg/kg

)} Obsah olova Nejvyse 1,0 mg/kg

k) Obsah morfinovych alkaloida Nejvyse 25 mg/kg



Priloha Il: Seznam detekovanych a identifikovanych litek pomoci GC-MS a jednotlivych vzorcich a jejich relativni zastoupeni ve vzorcich

Tabulka 11/1: Seznam detekovanych a identifikovanych latek pomoci GC-MS a jednotlivych vzorcich a jejich relativni zastoupeni ve vzorcich

Poradi Detle él;(lzlana RI2  RIP CAS  Aplaus Azurit Tlc\)/lpas Sedan Opex Onyx Hlj;:]e' rlr?;:t Zafir Opal Orel Redy
1 Acetaldehyd 435! 418 75-07-0 0,15 ND ND ND ND ND 0,18 0,23 ND ND ND ND
2 Ethanol 468! 444 64-17-5 0,16 0,14 ND 0,14 ND 0,24 0,19 0,20 0,21 ND ND 0,26
3 Aceton 485! 481 67-64-1 ND 0,24 ND 0,30* 0,36* 0,45* ND ND ND 0,28 0,33 0,38
4 Pentan 558 500 109-66-0 0,30 ND 0,14 ND ND ND 0,34 0,34* 042* 0,48* ND ND
5 NI1 530 ND ND ND ND 0,23 ND ND ND ND ND ND ND
6 1-Penten 554 487 109-67-1 ND ND ND ND 0,17* 0,16* ND ND ND ND ND 0,15
7 Kyselina octova 572 600 64-19-7 0,28 0,17 0,21 ND 0,13 0,35 0,22 0,20 024 080 0,30 0,71
8 Butanal 591 593 123-72-8 0,17 0,13 0,17 0,18 0,799 0,16 0,17 0,18 ND ND ND ND
9 NI2 660 ND ND 0,12 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
10 NI3 665 ND ND 0,19 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
11 Pentanal 698 698 110-62-3 1,17 0,82 0,89 1,18 1,04 1,10 1,18 094 088 098 0,79 1,28
12 1-Pentanol 766 764 71-41-0 0,83 0,50 0,90 1,03 0,64 0,66 0,99 069 069 069 043 1,20
13 Hexanal 804 802 66-25-1 8,26 6,25 6,64 8,49 883 988 970 878 89 918 7,81 10,83
14 (E)-2-Hexenal 856 856 6728-26-3 0,12 ND 0,13 0,12 ND ND 0,12 ND ND ND ND ND
15 1-Hexanol 871 865 111-27-3 0,34 0,34 0,46 053 050 o060 076 071 08 092 121 1,40
16  Kyselina valerovda 883 879 109-52-4 0,22 0,12 ND 0,20 ND ND 0,23 0,17 ND ND ND 0,39
17 2-Heptanon 892 893 110-43-0 0,30 0,24* 0,27* 0,29 031 034 035> 038 039* 0,36* 0,33 0,38
18 Heptanal 905 896 111-71-7 0,37 0,26 0,29 0,35 035 041 038 034 032 036 028 0,34
19 (E)-2-Heptenal 960 957 18829-55-5 1,60 0,92 1,55 1,47 1,49 1,65 1,53 117 121 135 0,81 1,29
20 Benzaldehyd 968 966 100-52-7 0,12 0,16 0,10 0,11 ND ND ND ND ND ND ND ND
21 1-Heptanol 974 975 111-70-6 0,25 0,15 0,25 0,31 0,24 0,25 0,30 025 025 0,24 ND 0,22
22 1-Okten-3-on 980 980 4312-99-6 0,22 0,16 0,16 0,23 0,23 0,32 0,22 023 026 024 0,34 0,33
23 1-Okten-3-ol 983 983 3391-86-4 1,57 1,12 1,71 1,48 1,70 1,92 1,68 161 1,75 1,77 162 1,67
24 NI4 986 1,07 0,75 ND 1,07 1,28 1,56 1,04 1,30 1,21 1,13 150 1,76




Tabulka II/1: Seznam detekovanych a identifikovanych latek pomoci GC-MS a jednotlivych vzorcich a jejich relativni zastoupeni ve vzorcich (pokracovani)

. .. Detekovana a b . MS Harle- Dia- .

Poradi latka RI RI CAS Aplaus Azurit Topas Sedan Opex Onyx kyn  mant Zafir Opal Orel Redy
25 Kyselina 989 986 142621 ND ND 054 ND ND ND ND ND 141 ND 203 ND

kapronova
26 2-Pentylfuran 992 993 3777-69-3 658 490 311 577 779 707 849 68l 493 873 38L 871
27 Oktanal 1006 1007 124-13-0 060 044 049 060 065 071 064 059 055 062 044 050
28 Z'Ethyr']jl'hexa' 1032 1028 104-76-7 049 026 033 042 022 023 014 057 034 043 ND ND
29 3'?23’"192)(2(‘1?;23" 1036 1030 61142-36-7 066 049 080 062 067 075 067 065 069 070 051 050
30  Okt-3-en-2-on 1042 1034 1669-44-9 058 040 038 057 058 065 063 055 062 065 056 057
31 NI5 1050 013 ND 008 011 013 ND 012 ND ND ND ND ND
32 yKaprolakton 1058 1043 695-06-7 016 012 014 020 014 ND 019 015 ND 017 ND 028
33 (E)-2-Oktenal 1062 1063 2548-87-0 335 2,01 283 305 344 383 358 28 299 325 179 225
34 NI6 1064 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 033 055
35 1-Oktanol 1074 1074 111-87-5 062 039 062 071 055 064 069 08L 080 072 047 046
36 Kyselina 1578 1078 111148 024 024 ND 013 038 032 027 ND ND 022 022 043
heptanova

37 NI7 1093 ND ND 01 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
38 NIS 1097 121 071 039 09 121 146 118 09 084 111 058 094
39 NI9 1102 ND ND 018 ND ND ND ND 013 019 024 ND ND
40 Nonanal 1107 1104 124-19-6 138 094 114 136 154 175 151 140 140 145 1,00 1,06
41 B-Thujon 1113 1112 471158 013 011 012 012 ND ND 013 ND 025 025 ND ND
42 Non-3-en-2-on 1142 1144 14309-57-0 010 ND 010 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
43 NI10 1146 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 019
44 NI11 1150 02 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
45  (E)-2-Nonenal 1164 1164 18829-56-6 0,36 027 027 034 043 048 043 035 036 040 036 039
46 k‘:gi;:'onvaé 1174 1176 124072 057 061 ND 037 090 085 059 036 029 066 101 096
47 1-Nonanol 1175 1175 14308-8 ND ND 014 ND ND ND ND 014 017 ND ND ND




Tabulka II/1: Seznam detekovanych a identifikovanych latek pomoci GC-MS a jednotlivych vzorcich a jejich relativni zastoupeni ve vzorcich (pokracovani)

Detekovana

MS

Harle-

Dia-

— - ° . .
Poradi latka RI RI CAS Aplaus Azurit Topas Sedan Opex Onyx kyn  mant Zafir Opal Orel Redy
48 Levomenthol 1185 1178 2216-51-5 019 023 020 022* ND ND 020 025 032 029 ND ND
49 NI12 1194 012 ND 013 011 018 ND 020 015 024 024 ND ND
50  24-Nonadienal 1199 1199 6750-03-4 019 ND 020 019 024 023 029 022 024 027 ND 022
51 a-Terpineol 1202 1192 10482-56-1 023 048 024 025 ND 017 018 ND 020 070 047 ND
52 Dekanal 1208 1208 112312 ND ND 015 ND ND ND ND 048 ND ND ND ND
53 NI13 1210 058 061 016 047 073 083 060 ND 047 062 086 1,00
54 (E’E)C'iféﬁzl\'o”a' 1221 1216 5910-87-2 177 128 161 178 180 210 205 194 220 193 152 1,73
55 NI14 1242 026 020 019 024 027 030 032 023 022 028 025 039
56 NI15 1250 222 144 125 240 226 257 290 236 211 205 102 211
57 NI16 1258 ND ND ND 012 ND ND ND ND ND ND ND ND
58 NI17 1262 ND ND ND 007 ND ND ND ND ND ND ND ND
59 (E)-2-Decenal 1266 1264 3913-81-3 152 090 177 178 153 177 172 148 140 134 074 1,09
60 NI18 1269 044 037 ND 060 ND 057 08 051 037 08 082 1,22
61 Kyselina 1271 1272 112-05-0 032 056 ND ND 127 065 ND ND ND ND 047 ND
nonanova
62 NI19 1273 034 021 042 046 035 044 045 045 051 044 040 037
63 1-Dekanol 1275 1272 112301 ND ND 009 011 ND ND ND ND ND ND ND ND
64 NI20 1284 032 023 026 037 028 031 038 037 037 032 023 029
g5  rentylesterkyse- .00 1087 540078 012 ND 009 013 ND ND 011 010 ND ND ND ND
liny kapronové
66 NI21 1295 019 012 028 015 ND ND 015 025 029 022 ND ND
o7 (EA2ADedl 1299 1905 25152834 035 029 052 040 039 042 042 044 045 044 040 051
68 Undekanal 1310 1310 112-44-7 014 010 011 020 ND ND 016 016 ND ND ND ND
69 NI22 1321 009 008 ND ND ND ND ND ND 010 ND 014 ND




Tabulka II/1: Seznam detekovanych a identifikovanych latek pomoci GC-MS a jednotlivych vzorcich a jejich relativni zastoupeni ve vzorcich (pokracovani)

. .. Detekovana a b . MS Harle- Dia- .

Poradi latka RI RI CAS Aplaus Azurit Topas Sedan Opex Onyx kyn  mant Zafir Opal Orel Redy
70 (E’Egaizéﬁ;?e_ 1324 1325 25152-84-5 277 253 393 240 343 392 316 314 350 376 416 387
71 NI23 1347 499 368 267 487 528 589 566 433 406 546 543 6,00
72 NI24 1351 061 046 056 060 070 085 075 070 069 072 067 0,63
73 NI25 1358 150 090 1,02 194 140 164 218 190 162 130 065 141
74 NI26 1363 052 033 047 044 042 050 046 037 033 045 023 0,32
75 Y'Amy'gjntym'ak' 1367 1366 104610 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 310 ND
76 2-Undecenal 1368 1368 2463-77-6 281 207 251 319 321 365 351 32 306 312 ND 335
77 6-Dodekanon 1372 1355 6064-27-3 029 020 036 035 027 033 036 042 043 035 042 031
78  2-Butyl-2-oktenal 1375 1378 13019-16-4 034 042 053 048 037 052 056 089 118 061 094 047
79 WanS-4.5-EPOXy- 4400 1378 134454312 152 099 163 166 130 157 168 136 121 136 084 108

(E)-2-Decenal
80 NI 27 1385 502 326 513 556 450 552 581 463 429 453 250 392
81 Tetradekan 1400 1400 629-59-44 009 009 010 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
82 NI28 1404 022 ND 021 018 ND ND 021 031 034 ND ND ND
83 NI29 1405 ND 022 ND ND 023 025 ND ND ND 028 031 ND
84 Dodekanal 1412 1411 112-54-9 020 020* 020« 015 018 016 015 019 019 017 026 ND
85 NI30 1419 ND ND NDI 022 ND ND ND ND ND ND ND ND
86 NI31 1423 009 ND 017 013 ND ND 015 015 016 ND ND ND
87 NI32 1427 013 015 ND 010 024 021 017 ND ND ND 024 036
88 trans'cce;gg”y'a' 1452 1452 3796-70-1 026 029 036 031* 036* 028* 029* 033* 028 029* 046* 0,31*
89 NI33 1458 012 013 ND 018 014 017 013 012 015 017 034 026
90 NI34 1466 040 038 043 047 030 029 033 032 038 029 049 023
91 NI35 1470 ND ND 008 ND ND ND ND 013 017 ND ND ND
92 NI36 1471 ND ND ND 021 ND ND 015 ND ND ND 028 ND




Tabulka II/1: Seznam detekovanych a identifikovanych latek pomoci GC-MS a jednotlivych vzorcich a jejich relativni zastoupeni ve vzorcich (pokracovani)

Detekovana

MS

Harle-

Dia-

Poradi latka RIZ2  RIP CAS Aplaus Azurit Topas Sedan Opex Onyx kyn  mant Zafir Opal Orel Redy
93 NI37 1472 056 045 027 055 049 063 063 062 070 062 063 0,70
94 NI38 1475 010 006 ND 018 ND ND 012 ND ND ND ND ND
95 1-Dodekanol 1477 1473 112538 036 038 07 039 ND ND ND 012 ND 018 025 ND
96 Kyﬁ;gig;zxo' 1481 1483 2553-175 0,11* 020 ND 015 033 014 019 ND ND ND 030 038
97 NI39 1487 ND ND 011 011 ND ND ND ND ND ND ND ND
08 1-Pentadecen 1493 1493 13360617 011 ND ND 012 ND ND ND 011 ND ND ND ND
99 NI40 1498 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 027 ND
100 Pentadekan 1500 1500 629-62-9 0,36 0,33 039 028 037 033 028 031 032 043 050 ND
101 NI41 1506 041 044 043 039 030 015 028 050 040 027 069 ND
102 NI42 1507 ND ND ND ND ND 015 ND ND ND ND ND 054
103 Tridekanal 1514 1512 10486-19-8 012 008 ND 011 ND ND ND 012 013 019 033 ND
104 NI43 1522 025 021 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
105 NI44 1522 ND ND 028 032 ND ND ND 027 034 031 030 ND
106 NI45 1523 ND ND ND ND ND ND 022 ND ND ND ND ND
107 NI46 1533 ND ND ND 021 ND ND ND ND ND ND ND ND
108 NI47 1536 ND 025 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

4,4, 7a-Trimethyl-
5,6,7,7a-tetra-

109 ot e 1546 1548 17092-92-1 020 028* 033 021 021 017 016 021 025 020 035 ND

yaro enzo
furan-2(4H)-on

110 NI48 1559 016 016 015 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
111 NI49 1561 ND 026 045 069 ND ND ND ND ND ND ND ND
112 NI50 1562 055 ND ND ND ND 086 073 08 074 065 101 NI
113 Kyselinalaurova 1563 1562 14307-7 ND 032 ND ND 070 ND ND ND ND ND ND 0,89*
114 NI51 1567 040 040 018 037 042 042 041 033 024 036 056 079
115 NI52 1571 015 023 016 021 019 020 017 021 024 021 037 061




Tabulka II/1: Seznam detekovanych a identifikovanych latek pomoci GC-MS a jednotlivych vzorcich a jejich relativni zastoupeni ve vzorcich (pokracovani)

Poradi  DCUKOVAM pp R CAS  Aplaus Azurit T'c\)"pzs Sedan Opex Onyx Hlf;:]e' r'g;'t Zafir Opal Orel Redy
116 NI53 1574 019 025 019 029 022 023 022 025 024 020 027 ND
117 Y'Hefsﬂgﬁtym' 1579 1574 104676 017 026 011 018 ND ND ND ND ND ND ND ND
118 NI54 1583 010 010 011 014 ND ND ND ND ND ND ND ND
119 NI55 1587 ND ND ND 008 ND ND ND ND ND ND ND ND
120 NI56 1589 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 040
2,2,4-Trimethyl-
121 13-pentanediol 1591 1591 6846-50-0 0,28 043 028 048 028 ND 017 022 027 037 049 ND
diisobutyrat
122 Diethyl fralat 1594 1592 84662 014 016 019 013 ND ND ND ND ND ND ND ND
123 NI57 1597 ND ND 010 018 ND ND ND 018 020 ND ND ND
124 Hexadekan 1600 1600 544-76-3 026 031 037 037 023 027 027 038 056* 052* 050 ND
125 NI58 1609 ND 012 ND 020 ND ND ND 015 ND ND ND ND
126 Tetradekanal 1616 1615 124-25-4 0,34 030 024 039 029 033 038 037 033 032 031 031
127 NI59 1622 ND ND ND 021 ND ND ND ND ND ND 051 ND
128 NI60 1623 047 041 034 022 045 058 ND 057 062 ND ND ND
129 NI61 1627 ND 011 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
130 NI62 1635 017 018 020 015 ND ND ND 015 015 ND ND ND
131 NI63 1638 ND 008 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
132 NI64 1642 011 017 015 ND ND ND ND ND ND ND 02 ND
133 NI65 1648 ND 061 075 ND ND ND ND 029 045 164 243 ND
134 NI66 1648 168 ND ND 173 160 100 28 ND ND ND ND ND
135 NI67 1652 ND 01 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
136 Hedion 1656 1656 24851-98-7 097 247 062 076 043 ND ND 020 NI 020 043 ND
137 (GOLBL- e 1650 24851-98-7 0.33% 037% 033% 024% 024 020 018% 022% 022% 021* 022 017
Heptadekatrien
138 3-Fenylundekan 1669 1665 56134-03-3 ND 013* 011 ND ND ND ND ND ND ND ND ND




Tabulka II/1: Seznam detekovanych a identifikovanych latek pomoci GC-MS a jednotlivych vzorcich a jejich relativni zastoupeni ve vzorcich (pokracovani)

. .. Detekovana a b . MS Harle- Dia- .
Poradi latka RI RI CAS Aplaus Azurit Topas Sedan Opex Onyx kyn  mant Zafir Opal Orel Redy
139 NI168 1671 010 011 012 011 ND ND ND ND ND ND ND ND
140 NI69 1675 032 044 044 022 025 ND ND 026 016 025 040 ND
141 C'S'Si'lgs’l(:t”y' 1679 1670 65405-77-8 ND 080 ND 041* 037* ND ND 023* ND 024* ND ND
142 NI70 1680 047 ND 051 ND ND 026 ND ND ND ND 032 ND
143 NI71 1685 120 145 171 143 099 101 144 219 246 146 131 065
144  SHYAOXy-56- 100 1600 38274010 021 020 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
epoxy-B-ionon
145 NI72 1697 NI NI 014 018 NI NI 020 015 013 ND ND ND
146 Heptadekan ~ 1700 1700 629-787 044 ND ND ND 041 043 ND ND ND 051 ND ND
147  2-Pentadekanon 1700 1699 2345-28-0 NI 084 088 061 ND ND 073 109 105 NI 101 039
148 NI73 1703 010 ND ND 016 ND ND ND ND ND ND ND ND
149 2-Pentadekanol 1708 1710 040 261 265 206 037 037 311 700 645 080 350 031
150  Pentadekanal 1718 1717 1653-34-5 032 036 040 030 037 037 027 031 035 031 049 033
151 NI74 1728 2765119 ND ND 008 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
152 6-Fenyldodekan 1730 1718 2719622 ND 011 008 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
153 NI75 1732 ND ND ND 011 ND ND ND ND ND ND ND ND
154  5-Fenyldodekan 1734 1723 2719633 ND 012 012 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
155 8'Methl3(’;t‘]eptade' 1744 1746 13287-23-5 0,10* 011* 018 013* ND ND ND ND 016* ND ND ND
156 NI76 1745 ND ND ND ND ND ND 013 012 ND ND ND ND
157  oHexyl- 1756 1750 101-86-0 157 391 179 150 065 ND 017 040 ND 016 1,00* 0.23*
cinnamaldehyd
158 NI77 1761 ND ND ND 015 ND ND ND ND ND ND ND ND
159 Kyselina 1762 1762 544-63-8 016 ND ND ND 090 040 015 017 027 021 057 050
myristova
160 NI78 1764 026 060 057 017 ND ND ND ND ND ND ND ND




Tabulka 11/1: Seznam detekovanych a identifikovanych latek pomoci GC-MS a jednotlivych vzorcich a jejich relativni zastoupeni ve vzorcich (pokracovani)

Detekovana

MS

Harle-

Dia-

Poradi latka RIZ2  RIP CAS Aplaus Azurit Topas Sedan Opex Onyx kyn  mant Zafir Opal Orel Redy
161 NI79 1771 016 040 049 008 ND ND ND ND ND ND ND ND
162 NISO 1778 013 015 ND 016 ND ND 011 017 ND ND ND 013
163 NISL 1781 047 110 047 043 018 ND ND 015 ND ND ND ND
164 NIg2 1790 ND ND ND 012 ND ND ND ND ND ND ND ND
165 NI83 1791 015 016 025 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
166 NI84 1795 068 087 142 047 023 ND ND 019 NI 037 046 ND
167 Oktadekan 1800 1800 593-45-3 021 026 026 022 023 026 017 023 023 030 030 0,14
168 NI85 1806 ND 027 ND 022 ND ND ND ND 018 030 ND ND
169 NI86 1808 030 016 066 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
170 NIS7 1812 020 051 053 016 ND ND ND ND ND ND ND ND
171 Hexadekanal 1820 1822 629-80-1 045* 061* 07* 028 0,19* 019 ND 019 013 028 037* 0,25*
172 Ifl(l))l;)lrlgfgil 1823 1823 110270 012 015 015 010 ND ND ND ND ND ND ND ND
173 NIS8 1827 046 063 102 022 ND ND ND ND ND 018 028 ND
174 NIS9 1831 018 023 042 007 ND ND ND ND ND ND ND ND
175 NI90 1837 ND 017 013 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
6,10,14-Trime-
176  thyl-2-pentadeka- 1844 1847 502-69-2 640 7,22 1037 527 653 595 541 774 677 824 784 1,38
non
177 NI91 1850 ND ND ND ND ND 016 ND ND ND ND 025 ND
178 Galaxolid 1857 1851 1222-055 081 213 072 067 029 ND ND ND ND ND ND ND
179  Diisobutyl ftalst 1866 1868 84-69-5 38 421 46 161 113 058 073 053 07 117 200 ND
180  1-Hexadekanol 1884 1882 36653-82-4 014 012 011 013 ND ND ND ND ND ND 025 ND
181 NI92 1889 014 041 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
182 NI93 1890 ND ND 031 035 NI 040 033 028 028 035 044 ND
183 NI194 1891 002 ND ND ND 03 ND ND ND ND ND ND 028
184 NI95 1899 027 045 061 032 026 028 021 031 028 028 045 0,18




Tabulka II/1: Seznam detekovanych a identifikovanych latek pomoci GC-MS a jednotlivych vzorcich a jejich relativni zastoupeni ve vzorcich (pokracovani)

Poradi  DCUKOVAM pp R CAS  Aplaus Azurit T'c\)"pzs Sedan Opex Onyx Hlf;:]e' r'g;'t Zafir Opal Orel Redy
185  2-Heptadekanon 1903 1901 2922512 ND ND ND 008 ND ND ND ND ND ND ND ND
186  2-Heptadekanol 1910 1909 16813-18-6 011* 036 021 024 ND ND 028 042 035 ND 042 ND
187 NI96 1917 ND ND ND ND ND 026 053 033 ND 05 ND 053
188 NI97 1919 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 024 ND
189 NI98 1920 ND 023 017 ND ND ND ND ND ND 017 ND ND
190  Methylpalmitit 1926 1926 112-39-0 0,16 008 009 013 017 020 020 011 019 018 036 0,20
191 NI199 1933 ND 016 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
192 NI100 1942 ND ND 019 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
193 NI101 1946 ND 016 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
194 NI102 1950 ND 018 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
195 NI103 1962 ND 220 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
196 Kyselina 1964 1963 57-10-3 2,10 291 224 268 631 518 167 290 510 223 376 12,43
palmitova
197 NI104 1972 NDI 012 013 012 ND ND ND ND ND ND ND ND
198 Eicosan 1999 2000 112958 012 011 026 011 019 019 017 021 030 036 028 ND
199 NI105 2019 ND ND 011 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
200 NI106 2022 ND ND ND ND 02 ND ND ND ND ND ND ND
201 NI107 2031 011 026 ND 012 ND ND ND ND ND ND ND ND
202  Manoyloxid 2041 2010 596849 ND ND 016 ND ND ND ND ND 024 017 ND ND
203 NI108 2070 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,19
204 NI109 2076 ND 012 017 ND 017 ND ND ND 028 033 018 ND
205 Kauren 2078 2071 34424572 ND 012 012 ND ND ND ND ND 014 ND 026 ND
206  1-Oktadekanol 2088 2084 112-92-5 030 033 027 027 036 041 020 023 021 037 071 027
207  Methyl linoleat 2095 2095 112-630 011 009 ND 010 017 018 ND 014 ND 018 029 0,31
208 Heneikosan ~ 2100 2100 629-94-7 0,49* 017 052* 052* 063 099* 051* 034 087 090 1,68% 043*
209 NI110 2108 011 011 013 ND 014 ND ND ND 018 027 022 ND




Tabulka II/1: Seznam detekovanych a identifikovanych latek pomoci GC-MS a jednotlivych vzorcich a jejich relativni zastoupeni ve vzorcich (pokracovani)

Poradi  DCUKOVAM pp R CAS  Aplaus Azurit T'c\)"pis Sedan Opex Onyx Hlf;:]e' r'g;'t Zafir Opal Orel Redy
210  y-Palmitolakton 2112 2106 730-46-1 018 020 ND 016 023 021 017 015 018 ND 040 0,19
211 Fytol 2113 2111 150867 ND ND 018 ND ND ND ND ND ND 020 ND ND
(2,2)-9,12-Okta-
212 dekadienova 2136 2144 60333 ND 044 ND ND 054 028 ND 023 ND ND 030 1,39
kyselina
213 (i)ofa?(;tsae‘fﬁff 2141 2141 112798 ND 038 011 014 102 033 ND 036 030 ND 022 237
214 NI111 2144 ND ND 010 021 ND ND ND ND 022 ND 027 ND
215 NI112 2145 011 03 ND ND ND 023 ND 016 ND ND ND ND
216  Kyselinastearovd 2165 2162 57-114 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 0,30
217 NI113 2192 ND 022 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
218 Dokosan 2199 2200 629-97-0 011 009 016 010 019 017 015 016 023 026 023 ND
219 Trikosan 2209 2300 638-67-5 012 011 015 010 017 015 013 014 02 022 024 ND
220 Pentakosan 2499 2500 629-99-2 011 014 010 010 022 ND ND ND ND ND 023 ND
221 B')S(glzl)e;:‘a3l’;rt‘e 2533 2500 117817 ND 015 ND ND 030 ND ND ND ND ND ND ND

I —mimo homologickou fadu n-alkand; RI? — reten¢ni index vypoéteny dle Van den Doola; RIP — retenéni index nalezeny; CAS — registracni ¢islo; NIX — latka,

ktera nebyla identifikovana; ND — latka nebyla detekovana; * — latka byla detekovana s uvedenym RI, ale nebyla identifikovana jako latka jmenovana na

zacatku fadku



Piiloha I1I: Seznamy detekovanych litek u jednotlivych vzorki pomoci GC-FID

Tabulka 111/1: Seznam detekovanych latek ve vzorku Aplaus pomoci GC-FID

Poradi RI? % A Poradi RI? % A Poradi RI12 % A
1 466! 0,20 52 1371 0,10 103 1708 0,13
2 488! 0,09 53 1378 2,40 104 1715 0,29
3 508 0,22 54 1382 0,49 105 1718 0,07
4 578 0,07 55 1387 0,13 106 1722 0,17
5 599 0,13 56 1395 0,36 107 1735 0,11
6 662 0,06 57 1398 0,13 108 1747 0,21
7 801 1,92 58 1409 0,17 109 1755 0,18
8 865 1,26 59 1412 0,32 110 1764 0,13
9 902 13,77 60 1422 0,18 111 1771 0,08
10 955 0,17 61 1446 0,07 112 1776 0,10
11 969 0,43 62 1450 2,30 113 1779 0,26
12 978 0,37 63 1455 5,58 114 1784 0,51
13 991 0,29 64 1462 0,31 115 1794 0,24
14 1003 0,08 65 1467 1,74 116 1799 0,07
15 1007 0,39 66 1471 0,54 117 1807 0,23
16 1059 0,07 67 1474 2,39 118 1818 0,25
17 1067 1,81 68 1478 0,16 119 1844 0,74
18 1071 0,11 69 1484 0,23 120 1856 0,12
19 1078 0,29 70 1500 1,60 121 1859 0,31

20 1080 0,63 71 1503 6,21 122 1864 0,31
21 1091 1,77 72 1511 0,07 123 1872 0,31
22 1104 7,71 73 1522 0,11 124 1876 0,06
23 1130 0,53 74 1526 0,12 125 1882 0,15
24 1136 0,14 75 1551 0,12 126 1891 1,08
25 1140 0,64 76 1556 0,07 127 1896 0,46
26 1149 0,50 77 1560 0,06 128 1906 0,20
27 1156 0,13 78 1563 0,06 129 1909 0,23
28 1161 0,22 79 1569 0,24 130 1912 0,14
29 1172 3,75 80 1571 0,16 131 1921 0,39
30 1195 0,94 81 1576 0,08 132 1928 0,14
31 1201 1,13 82 1582 0,44 133 1931 0,56
32 1206 0,07 83 1586 0,12 134 1943 0,11
33 1212 1,22 84 1592 0,49 135 1959 0,11
34 1241 0,07 85 1599 0,45 136 1966 0,19
35 1247 0,07 86 1602 0,17 137 1983 0,36
36 1256 0,09 87 1605 0,13 138 1988 0,31
37 1259 0,10 88 1613 0,14 139 1992 0,16
38 1263 0,09 89 1621 0,20 140 1998 3,95
39 1270 0,34 90 1631 0,08 141 2017 0,52
40 1273 0,56 91 1647 0,33 142 2025 3,13
41 1283 0,09 92 1659 0,17 143 2040 0,15
42 1293 0,19 93 1662 0,16 144 2061 0,07
43 1298 0,09 94 1667 0,08 145 2071 0,07
44 1301 0,05 95 1670 0,16 146 2133 0,26
45 1307 0,19 96 1673 0,38 147 2187 0,09
46 1319 0,26 97 1678 0,42 148 2195 0,12
47 1341 0,58 98 1682 0,17 149 2200 0,19
48 1347 1,42 99 1685 0,16 150 2212 1,93
49 1355 0,41 100 1691 0,12 151 2245 0,10
50 1361 1,90 101 1696 0,14 152 2300 0,06
51 1365 0,18 102 1700 0,10 153 2400 0,07

I — mimo homologickou fadu n-alkant; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI? — reten¢ni index
vypocteny dle Van den Doola



Tabulka I11/2: Seznam detekovanych latek ve vzorku Azurit pomoci GC-FID

Poradi RI? % A Poradi RI? % A Poradi RI12 % A
1 467! 0,24 51 1423 3,13 101 1755 0,59
2 489! 0,13 52 1446 4,72 102 1761 0,09
3 509 0,27 53 1450 0,36 103 1764 0,20
4 600 0,11 54 1455 1,20 104 1771 0,12
5 801 1,61 55 1462 0,57 105 1776 0,32
6 865 0,97 56 1467 2,23 106 1779 0,23
7 902 12,36 57 1471 0,16 107 1784 0,88
8 955 0,12 58 1474 0,34 108 1794 0,18
9 969 0,42 59 1477 1,27 109 1799 0,59

10 976 0,18 60 1484 4,74 110 1807 2,74
11 991 0,31 61 1500 0,10 111 1817 0,38
12 1003 0,38 62 1504 0,15 112 1844 0,14
13 1059 1,45 63 1511 0,14 113 1856 1,24
14 1067 0,11 64 1522 0,27 114 1859 0,69
15 1072 0,30 65 1526 0,10 115 1864 0,18
16 1081 2,78 66 1551 0,26 116 1872 0,20
17 1089 3,34 67 1556 0,22 117 1876 0,14
18 1091 3,11 68 1562 0,13 118 1882 0,38
19 1104 0,53 69 1563 0,28 119 1891 0,14
20 1130 0,18 70 1565 0,09 120 1896 0,37
21 1136 0,70 71 1569 0,18 121 1899 0,09
22 1140 0,47 72 1571 0,46 122 1905 0,13
23 1149 0,10 73 1576 0,50 123 1909 0,09
24 1157 0,15 74 1582 0,11 124 1912 0,14
25 1161 3,01 75 1592 0,11 125 1921 0,32
26 1172 0,92 76 1600 0,22 126 1927 0,22
27 1196 0,83 77 1602 0,14 127 1931 0,15
28 1206 1,18 78 1605 0,45 128 1943 5,44
29 1241 0,07 79 1613 0,19 129 1959 0,66
30 1247 0,10 80 1622 0,14 130 1965 1,25
31 1256 0,09 81 1647 0,18 131 1983 0,13
32 1259 0,10 82 1659 0,45 132 1988 0,09
33 1263 0,35 83 1662 0,51 133 1998 0,17
34 1270 0,79 84 1667 0,16 134 2002 0,08
35 1273 0,07 85 1670 0,25 135 2009 0,23
36 1283 0,12 86 1674 0,16 136 2025 0,08
37 1293 0,10 87 1678 0,11 137 2040 0,38
38 1298 0,21 88 1683 0,08 138 2063 5,30
39 1301 0,22 89 1685 0,19 139 2170 0,09
40 1307 0,80 90 1691 0,29 140 2187 0,35
41 1319 1,46 91 1696 0,08 141 2195 0,15
42 1341 0,24 92 1701 0,24 142 2200 0,11
43 1347 1,38 93 1708 0,15 143 2212 0,33
44 1355 0,10 94 1715 0,27 144 2234 0,26
45 1365 2,44 95 1718 0,16 145 2239 0,25
46 1371 0,42 96 1722 0,21 146 2245 0,16
47 1382 0,27 97 1736 0,15 147 2300 0,09
48 1395 0,15 98 1741 0,10 148 2400 0,09
49 1398 0,37 99 1747 0,19 149 2487 0,18
50 1409 0,16 100 1751 0,09

I — mimo homologickou fadu n-alkani; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI? — reten¢ni index
vypoéteny dle Van den Doola



Tabulka I111/3: Seznam detekovanych latek ve vzorku MS Topas pomoci GC-FID

Poradi RI? % A Poradi RI? % A Poradi RI12 % A
1 465! 0,24 54 1361 0,10 107 1736 0,15
2 487! 0,10 55 1365 2,14 108 1741 0,09
3 508 0,23 56 1371 0,59 109 1747 0,18
4 598 0,08 57 1378 0,15 110 1755 0,10
5 661 0,07 58 1382 0,39 111 1765 0,11
6 801 1,67 59 1387 0,13 112 1776 0,22
7 864 1,69 60 1395 0,26 113 1779 0,12
8 890 0,08 61 1398 0,47 114 1784 1,04
9 902 13,58 62 1409 0,21 115 1795 0,14

10 955 0,19 63 1423 3,42 116 1799 0,46
11 969 0,72 64 1446 3,98 117 1807 1,86
12 975 0,11 65 1450 0,36 118 1817 0,23
13 991 0,34 66 1455 1,62 119 1827 0,09
14 1003 0,41 67 1463 0,46 120 1835 0,08
15 1059 2,06 68 1468 2,89 121 1844 0,14
16 1063 0,07 69 1471 0,23 122 1856 0,52
17 1067 0,09 70 1474 0,51 123 1859 0,61
18 1071 0,43 71 1478 1,92 124 1864 0,16
19 1078 0,69 72 1484 6,98 125 1873 0,18
20 1081 2,61 73 1500 0,08 126 1876 0,09
21 1091 3,57 74 1503 0,22 127 1881 0,18
22 1104 0,59 75 1512 0,17 128 1891 0,08
23 1130 0,35 76 1522 0,16 129 1895 0,26
24 1136 0,95 77 1551 0,19 130 1900 0,12
25 1140 0,46 78 1556 0,13 131 1906 0,16
26 1149 0,12 79 1560 0,07 132 1909 0,07
27 1156 0,22 80 1563 0,39 133 1912 0,16
28 1161 3,82 81 1568 0,16 134 1921 0,21
29 1169 0,10 82 1571 0,46 135 1927 0,18
30 1172 0,77 83 1576 0,30 136 1931 0,15
31 1192 0,13 84 1585 0,09 137 1944 8,81
32 1196 0,61 85 1592 0,13 138 1959 0,33
33 1201 0,13 86 1598 0,08 139 1965 0,91
34 1206 1,28 87 1600 0,09 140 1983 0,15
35 1213 0,16 88 1602 0,17 141 1988 0,10
36 1230 0,08 89 1604 0,17 142 1999 0,30
37 1241 0,08 90 1615 0,09 143 2009 0,16
38 1256 0,10 91 1622 0,18 144 2017 0,12
39 1263 0,36 92 1647 0,27 145 2025 0,12
40 1268 0,07 93 1662 0,56 146 2040 0,31
41 1270 0,10 94 1667 0,14 147 2060 1,12
42 1273 0,18 95 1670 0,19 148 2100 0,15
43 1284 0,23 96 1673 0,14 149 2123 0,08
44 1285 0,08 97 1678 0,08 150 2146 0,06
45 1293 0,20 98 1683 0,09 151 2180 0,09
46 1298 0,28 99 1686 0,09 152 2187 0,35
47 1301 0,22 100 1691 0,17 153 2195 0,07
48 1308 0,32 101 1696 0,10 154 2199 0,24
49 1319 1,89 102 1701 0,23 155 2212 0,31
50 1341 0,31 103 1708 0,09 156 2300 0,11
51 1347 1,52 104 1715 0,17 157 2400 0,08
52 1351 0,17 105 1718 0,15 158 2487 0,16
53 1355 0,14 106 1722 0,16

! — mimo homologickou fadu n-alkant; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI? — reten¢ni index vypocteny dle
Van den Doola



Tabulka I111/4: Seznam detekovanych latek ve vzorku Sedan pomoci GC-FID

Poradi RI12 % A Poradi RI? % A Poradi RI12 % A
1 465! 0,18 54 1365 2,37 107 1764 0,16
2 487! 0,09 55 1371 0,47 108 1771 0,07
3 507 0,22 56 1378 0,14 109 1776 0,18
4 598 0,12 57 1382 0,40 110 1779 0,26
5 661 0,06 58 1387 0,16 111 1784 0,91
6 801 1,95 59 1395 0,15 112 1796 0,14
7 864 1,57 60 1398 0,32 113 1799 0,48
8 902 14,63 61 1409 0,19 114 1807 1,40
9 955 0,16 62 1412 0,07 115 1818 0,37
10 969 0,64 63 1422 2,11 116 1830 0,16
11 977 0,33 64 1446 5,36 117 1844 0,15
12 991 0,30 65 1450 0,33 118 1856 1,53
13 1003 0,42 66 1455 1,95 119 1864 0,19
14 1007 0,06 67 1463 0,46 120 1873 0,34
15 1059 1,80 68 1468 2,81 121 1876 0,15
16 1067 0,12 69 1471 0,22 122 1882 0,40
17 1071 0,41 70 1474 0,35 123 1891 0,12
18 1078 0,69 71 1478 1,61 124 1896 0,31
19 1081 1,81 72 1484 6,00 125 1900 0,09
20 1091 7,52 73 1500 0,07 126 1905 0,12
21 1104 0,61 74 1503 0,14 127 1909 0,08
22 1130 0,31 75 1511 0,13 128 1912 0,14
23 1136 0,65 76 1515 0,16 129 1921 0,32
24 1140 0,58 77 1522 0,12 130 1927 0,21
25 1149 0,12 78 1551 0,21 131 1931 0,14
26 1156 0,25 79 1556 0,15 132 1943 3,16
27 1161 3,60 80 1563 0,47 133 1959 0,54
28 1172 0,96 81 1568 0,15 134 1965 1,27
29 1192 0,08 82 1571 0,49 135 1978 0,08
30 1196 1,03 83 1576 0,33 136 1983 0,19
31 1201 0,07 84 1592 0,09 137 1988 0,06
32 1206 1,29 85 1599 0,15 138 1998 0,26
33 1213 0,06 86 1605 0,48 139 2009 0,18
34 1241 0,07 87 1613 0,15 140 2017 0,24
35 1243 0,08 88 1621 0,20 141 2025 0,18
36 1247 0,13 89 1647 0,14 142 2040 0,18
37 1256 0,10 90 1659 0,35 143 2061 1,23
38 1263 0,36 91 1662 0,37 144 2094 0,10
39 1269 0,42 92 1667 0,20 145 2100 0,07
40 1273 0,12 93 1669 0,12 146 2133 0,11
41 1283 0,21 94 1673 0,16 147 2158 0,15
42 1286 0,08 95 1678 0,11 148 2187 0,23
43 1293 0,14 96 1682 0,08 149 2195 0,09
44 1295 0,06 97 1685 0,15 150 2200 0,14
45 1298 0,23 98 1691 0,25 151 2212 0,25
46 1301 0,29 99 1696 0,10 152 2245 0,08
47 1304 0,08 100 1701 0,16 153 2293 0,14
48 1308 0,35 101 1708 0,12 154 2300 0,08
49 1319 1,65 102 1715 0,23 155 2399 0,06
50 1341 0,37 103 1718 0,18 156 2423 0,07
51 1347 2,10 104 1722 0,19 157 2488 0,20
52 1355 0,17 105 1747 0,16
53 1361 0,11 106 1755 0,52

! — mimo homologickou fadu n-alkant; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI? — reten¢ni index vypocteny dle
Van den Doola



Tabulka I11/5: Seznam detekovanych latek ve vzorku Opex pomoci GC-FID

Poradi RI? % A Poradi RI? % A Poradi RI12 % A
1 466! 0,34 43 1347 1,89 85 1700 0,17
2 488! 0,15 44 1352 0,12 86 1708 0,12
3 508 0,29 45 1354 0,20 87 1715 0,25
4 600 0,11 46 1361 0,11 88 1718 0,12
5 801 1,52 47 1365 3,16 89 1747 0,14
6 865 0,98 48 1371 0,53 90 1754 0,24
7 902 13,06 49 1382 0,35 91 1764 0,18
8 955 0,15 50 1395 0,17 92 1771 0,11
9 969 0,55 51 1398 0,46 93 1776 0,26
10 975 0,19 52 1409 0,21 94 1779 0,15
11 991 0,33 53 1422 3,63 95 1784 0,74
12 1003 0,42 54 1446 5,98 96 1799 0,31
13 1059 1,88 55 1450 0,45 97 1806 0,33
14 1067 0,13 56 1455 1,47 98 1817 0,31
15 1072 0,36 57 1462 0,63 99 1844 0,12
16 1079 0,98 58 1467 2,89 100 1856 0,34
17 1081 2,36 59 1471 0,17 101 1859 1,03
18 1089 3,66 60 1474 0,33 102 1876 0,13
19 1091 3,46 61 1477 1,44 103 1881 0,16
20 1104 0,64 62 1484 531 104 1896 0,22
21 1130 0,13 63 1504 0,17 105 1920 0,18
22 1136 0,75 64 1511 0,13 106 1927 0,10
23 1140 0,57 65 1522 0,28 107 1930 0,11
24 1149 0,14 66 1526 0,11 108 1943 4,47
25 1157 0,16 67 1551 0,24 109 1948 0,10
26 1161 4,01 68 1556 0,17 110 1959 0,40
27 1172 1,07 69 1563 0,24 111 1965 0,77
28 1196 1,20 70 1569 0,10 112 1998 0,24
29 1206 1,50 71 1571 0,46 113 2025 0,16
30 1241 0,10 72 1576 0,42 114 2040 0,23
31 1247 0,15 73 1592 0,10 115 2062 4,82
32 1256 0,10 74 1599 0,17 116 2100 0,12
33 1259 0,15 75 1604 0,19 117 2180 0,10
34 1263 0,48 76 1613 0,10 118 2187 0,29
35 1270 1,03 77 1621 0,12 119 2195 0,15
36 1283 0,14 78 1647 0,15 120 2200 0,15
37 1293 0,12 79 1659 0,52 121 2212 0,28
38 1298 0,24 80 1662 0,47 122 2233 0,27
39 1301 0,17 81 1667 0,14 123 2239 0,27
40 1307 0,82 82 1670 0,21 124 2244 0,16
41 1319 1,77 83 1685 0,17 125 2300 0,11
42 1341 0,38 84 1691 0,17 126 2399 0,10

I — mimo homologickou fadu n-alkanti; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI? — reten¢ni index vypocteny dle
Van den Doola



Tabulka 111/6: Seznam detekovanych latek ve vzorku Onyx pomoci GC-FID

Poradi RI? % A Poradi RI? % A Poradi RI2 % A
1 467! 0,41 40 1347 1,54 79 1715 0,18
2 488! 0,20 41 1352 0,10 80 1718 0,18
3 509 0,34 42 1355 0,16 81 1722 0,34
4 600 0,09 43 1365 2,77 82 1747 0,13
5 801 1,54 44 1371 0,47 83 1764 0,18
6 865 1,04 45 1382 0,28 84 1776 0,17
7 902 11,17 46 1398 0,69 85 1779 0,11
8 955 0,20 47 1408 0,19 86 1784 0,65
9 969 0,58 48 1411 0,14 87 1799 0,23
10 975 0,14 49 1423 5,67 88 1806 0,27
11 991 0,28 50 1446 5,34 89 1817 0,21
12 998 0,13 51 1450 0,41 90 1843 0,10
13 1003 0,37 52 1455 1,49 91 1859 1,72
14 1059 2,72 53 1462 0,81 92 1873 0,48
15 1072 0,29 54 1467 2,60 93 1899 0,13
16 1078 0,93 55 1471 0,19 94 1930 0,20
17 1081 2,80 56 1474 0,22 95 1943 2,54
18 1087 2,41 57 1477 2,03 96 1959 0,70
19 1091 2,83 58 1484 7,46 97 1965 0,61
20 1104 0,50 59 1500 0,09 98 1983 0,17
21 1130 0,12 60 1504 0,18 99 1992 0,12
22 1136 0,93 61 1522 0,19 100 1999 0,29
23 1141 0,46 62 1526 0,14 101 2017 0,24
24 1149 0,18 63 1551 0,20 102 2040 0,78
25 1157 0,14 64 1556 0,18 103 2062 5,75
26 1161 4,99 65 1563 0,50 104 2077 0,36
27 1172 0,85 66 1568 0,21 105 2092 0,13
28 1196 1,00 67 1571 0,46 106 2100 0,23
29 1206 1,17 68 1576 0,47 107 2180 0,19
30 1241 0,08 69 1592 0,09 108 2187 0,20
31 1256 0,12 70 1599 0,16 109 2200 0,20
32 1263 0,51 71 1604 0,12 110 2212 0,31
33 1270 0,85 72 1621 0,15 111 2233 0,29
34 1298 0,24 73 1647 0,12 112 2239 0,30
35 1301 0,40 74 1659 0,45 113 2244 0,15
36 1305 0,23 75 1662 0,41 114 2299 0,19
37 1307 0,44 76 1667 0,17 115 2399 0,14
38 1319 1,64 77 1670 0,11 116 2499 0,10
39 1341 0,37 78 1701 0,14

! — mimo homologickou fadu n-alkan®; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI* — retencni index vypocteny dle
Van den Doola



Tabulka 111/7: Seznam detekovanych latek ve vzorku Harlekyn pomoci GC-FID

Poradi RI? % A Poradi RI? % A Poradi RI? % A
1 465! 0,31 51 1361 0,09 101 1708 0,09
2 487! 0,14 52 1365 2,27 102 1715 0,20
3 507 0,30 53 1371 0,52 103 1718 0,21
4 598 0,10 54 1378 0,12 104 1722 0,16
5 661 0,07 55 1382 0,32 105 1747 0,11
6 801 1,66 56 1387 0,09 106 1754 0,07
7 864 1,46 57 1395 0,13 107 1764 0,16
8 902 11,80 58 1398 0,63 108 1771 0,08
9 955 0,20 59 1409 0,20 109 1776 0,15

10 969 0,71 60 1411 0,09 110 1779 0,09
11 977 0,25 61 1423 4,49 111 1784 0,88
12 991 0,28 62 1446 4,63 112 1795 0,12
13 998 0,10 63 1450 0,36 113 1799 0,34
14 1003 0,36 64 1455 1,54 114 1806 1,86
15 1007 0,06 65 1463 0,61 115 1817 0,15
16 1048 0,07 66 1467 2,54 116 1841 0,12
17 1059 2,42 67 1471 0,20 117 1844 0,11
18 1072 0,29 68 1474 0,26 118 1856 0,21
19 1078 0,70 69 1478 2,10 119 1860 1,31
20 1081 2,32 70 1484 7,65 120 1876 0,11
21 1091 7,19 71 1500 0,07 121 1881 0,13
22 1104 0,48 72 1504 0,15 122 1890 0,08
23 1130 0,10 73 1511 0,10 123 1896 0,15
24 1136 0,84 74 1522 0,18 124 1900 0,07
25 1141 0,42 75 1526 0,12 125 1905 0,14
26 1149 0,15 76 1551 0,16 126 1911 0,17
27 1152 0,07 77 1556 0,13 127 1920 0,17
28 1157 0,18 78 1563 0,49 128 1930 0,21
29 1161 4,30 79 1568 0,12 129 1943 3,18
30 1172 0,80 80 1571 0,51 130 1959 0,80
31 1196 0,68 81 1576 0,21 131 1965 0,48
32 1206 1,00 82 1579 0,15 132 1971 0,07
33 1213 0,08 83 1586 0,13 133 1983 0,09
34 1241 0,11 84 1592 0,10 134 1992 0,07
35 1243 0,07 85 1598 0,12 135 1999 0,13
36 1247 0,09 86 1599 0,09 136 2009 0,15
37 1256 0,11 87 1604 0,22 137 2025 0,09
38 1263 0,41 88 1608 0,11 138 2040 1,20
39 1268 0,43 89 1615 0,10 139 2063 4,79
40 1273 0,13 90 1621 0,16 140 2100 0,11
41 1284 0,13 91 1647 0,10 141 2180 0,08
42 1293 0,10 92 1659 0,37 142 2187 0,15
43 1298 0,21 93 1662 0,36 143 2195 0,14
44 1301 0,35 94 1667 0,20 144 2199 0,17
45 1307 0,29 95 1670 0,11 145 2212 0,23
46 1319 1,43 96 1674 0,15 146 2233 0,21
47 1341 0,34 97 1686 0,14 147 2239 0,28
48 1347 1,43 98 1691 0,13 148 2262 0,08
49 1351 0,10 99 1696 0,07 149 2299 0,09
50 1355 0,15 100 1701 0,13 150 2399 0,06

! — mimo homologickou fadu n-alkant; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI? — reten¢ni index vypocteny dle
Van den Doola



Tabulka 111/8: Seznam detekovanych latek ve vzorku Diamant pomoci GC-FID

Poradi RI? % A Poradi RI? % A Poradi RI? % A
1 465! 0,24 49 1371 0,57 97 1754 0,15
2 486! 0,13 50 1378 0,13 98 1764 0,18
3 507 0,27 51 1382 0,38 99 1771 0,09
4 598 0,10 52 1387 0,13 100 1776 0,27
5 801 1,58 53 1395 0,19 101 1779 0,18
6 864 1,16 54 1398 0,35 102 1784 1,51
7 902 14,23 55 1422 2,61 103 1795 0,18
8 955 0,13 56 1446 4,47 104 1799 0,70
9 969 0,92 57 1450 0,43 105 1807 5,03
10 976 0,26 58 1455 1,78 106 1817 0,32
11 991 0,37 59 1462 0,29 107 1840 0,16
12 1003 0,39 60 1467 2,72 108 1844 0,15
13 1059 1,48 61 1471 0,24 109 1856 0,35
14 1071 0,37 62 1474 0,58 110 1859 0,95
15 1078 0,78 63 1477 1,23 111 1865 0,16
16 1081 2,05 64 1484 4,58 112 1872 0,17
17 1084 1,00 65 1500 0,08 113 1876 0,21
18 1089 2,31 66 1503 0,26 114 1881 0,19
19 1091 4,21 67 1511 0,15 115 1890 0,10
20 1104 0,57 68 1521 0,18 116 1895 0,33
21 1130 0,32 69 1550 0,24 117 1900 0,12
22 1136 0,68 70 1556 0,15 118 1906 0,17
23 1140 0,57 71 1562 0,12 119 1909 0,08
24 1149 0,10 72 1563 0,27 120 1912 0,15
25 1156 0,18 73 1568 0,16 121 1921 0,25
26 1161 3,30 74 1571 0,59 122 1927 0,18
27 1172 0,90 75 1576 0,30 123 1930 0,17
28 1192 0,09 76 1592 0,12 124 1943 5,30
29 1195 0,89 77 1599 0,10 125 1959 0,41
30 1201 0,08 78 1604 0,38 126 1965 0,78
31 1206 1,28 79 1613 0,09 127 1983 0,15
32 1212 0,08 80 1621 0,18 128 1999 0,19
33 1263 0,35 81 1647 0,15 129 2001 0,07
34 1267 0,24 82 1659 0,39 130 2009 0,25
35 1270 0,08 83 1662 0,42 131 2025 0,10
36 1273 0,14 84 1667 0,14 132 2039 0,37
37 1283 0,18 85 1670 0,19 133 2061 1,76
38 1293 0,15 86 1673 0,15 134 2100 0,16
39 1298 0,24 87 1682 0,10 135 2146 0,09
40 1301 0,23 88 1686 0,14 136 2180 0,11
41 1307 0,35 89 1690 0,21 137 2187 0,28
42 1319 1,80 90 1695 0,11 138 2200 0,16
43 1341 0,28 91 1701 0,21 139 2212 0,25
44 1347 1,92 92 1708 0,10 140 2244 0,08
45 1352 0,13 93 1715 0,24 141 2300 0,13
46 1354 0,16 94 1718 0,10 142 2400 0,09
47 1361 0,09 95 1722 0,19 143 2482 0,21
48 1365 2,07 96 1746 0,16 144 2486 0,15

I — mimo homologickou fadu n-alkanti; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI? — reten¢ni index vypocteny dle
Van den Doola



Tabulka 111/9: Seznam detekovanych latek ve vzorku Zafir pomoci GC-FID

Poradi RI? % A Poradi RI? % A Poradi RI? % A
1 467! 0,29 51 1371 0,60 101 1755 0,12
2 489! 0,15 52 1378 0,14 102 1764 0,12
3 509 0,29 53 1382 0,41 103 1776 0,28
4 600 0,09 54 1387 0,12 104 1779 0,11
5 801 1,41 55 1395 0,29 105 1784 1,67
6 865 1,16 56 1398 0,39 106 1796 0,13
7 902 13,08 57 1409 0,15 107 1799 0,69
8 955 0,14 58 1422 2,93 108 1807 4,69
9 969 0,84 59 1446 4,16 109 1817 0,28
10 975 0,18 60 1450 0,42 110 1844 0,15
11 991 0,36 61 1455 1,84 111 1856 0,26
12 1003 0,35 62 1462 0,30 112 1859 0,57
13 1059 1,66 63 1467 2,57 113 1864 0,21
14 1071 0,36 64 1471 0,23 114 1872 0,26
15 1078 0,80 65 1474 0,64 115 1876 0,17
16 1081 2,19 66 1477 1,33 116 1881 0,17
17 1086 1,97 67 1484 5,00 117 1891 0,13
18 1091 4,12 68 1500 0,09 118 1895 0,55
19 1104 0,50 69 1503 0,28 119 1899 0,15
20 1130 0,32 70 1511 0,17 120 1906 0,18
21 1136 0,73 71 1522 0,17 121 1909 0,14
22 1140 0,56 72 1531 0,10 122 1912 0,18
23 1149 0,11 73 1550 0,24 123 1921 0,33
24 1156 0,18 74 1556 0,13 124 1927 0,35
25 1161 3,53 75 1563 0,26 125 1931 0,18
26 1170 0,15 76 1567 0,21 126 1943 5,36
27 1172 0,76 77 1571 0,49 127 1959 0,25
28 1192 0,10 78 1576 0,32 128 1965 1,66
29 1196 0,83 79 1602 0,15 129 1983 0,13
30 1201 0,16 80 1604 0,29 130 1999 0,36
31 1206 1,20 81 1613 0,14 131 2009 0,29
32 1212 0,17 82 1621 0,19 132 2017 0,12
33 1230 0,08 83 1647 0,16 133 2025 0,18
34 1263 0,36 84 1658 0,34 134 2039 0,16
35 1266 0,14 85 1662 0,39 135 2060 1,34
36 1270 0,11 86 1667 0,16 136 2092 0,09
37 1273 0,16 87 1670 0,19 137 2100 0,20
38 1283 0,29 88 1674 0,15 138 2123 0,10
39 1293 0,12 89 1678 0,11 139 2146 0,12
40 1298 0,25 90 1682 0,12 140 2180 0,15
41 1301 0,23 91 1686 0,16 141 2187 0,25
42 1307 0,36 92 1691 0,32 142 2195 0,13
43 1319 2,00 93 1696 0,13 143 2200 0,20
44 1335 0,09 94 1701 0,36 144 2212 0,27
45 1341 0,30 95 1708 0,14 145 2299 0,18
46 1347 1,84 96 1715 0,24 146 2399 0,12
47 1351 0,16 97 1718 0,14 147 2482 0,20
48 1354 0,17 98 1724 0,29 148 2486 0,21
49 1361 0,09 99 1735 0,16
50 1365 1,93 100 1746 0,18

! — mimo homologickou fadu n-alkant; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI? — reten¢ni index vypocteny dle
Van den Doola



Tabulka 111/10: Seznam detekovanych latek ve vzorku Opal pomoci GC-FID

Poradi RI? % A Poradi RI? % A Poradi RI1? % A
1 467! 0,34 43 1347 1,31 85 1695 0,11
2 489! 0,17 44 1351 0,15 86 1701 0,40
3 508 0,30 45 1354 0,12 87 1708 0,14
4 600 0,11 46 1365 2,19 88 1715 0,29
5 801 1,48 47 1371 0,48 89 1718 0,11
6 865 0,96 48 1381 0,28 90 1722 0,28
7 902 13,80 49 1395 0,19 91 1736 0,17
8 955 0,13 50 1398 0,40 92 1747 0,25
9 969 0,96 51 1408 0,24 93 1764 0,20
10 975 0,20 52 1422 3,84 94 1776 0,28
11 991 0,38 53 1446 5,56 95 1779 0,13
12 1003 0,41 54 1449 0,50 96 1784 1,29
13 1059 1,54 55 1454 1,24 97 1799 0,44
14 1072 0,34 56 1462 0,50 98 1806 0,94
15 1078 1,02 57 1467 2,82 99 1817 0,31
16 1081 2,35 58 1471 0,26 100 1844 0,10
17 1088 3,34 59 1474 0,67 101 1859 0,94
18 1091 4,14 60 1477 1,21 102 1876 0,12
19 1104 0,60 61 1483 4,38 103 1896 0,20

20 1130 0,34 62 1503 0,31 104 1899 0,14
21 1136 0,79 63 1511 0,18 105 1906 0,19
22 1140 0,67 64 1521 0,24 106 1920 0,18
23 1149 0,10 65 1526 0,11 107 1930 0,13
24 1157 0,17 66 1550 0,28 108 1943 6,69
25 1161 3,55 67 1556 0,26 109 1959 0,29
26 1172 1,00 68 1561 0,20 110 1965 0,63
27 1192 0,11 69 1563 0,22 111 1983 0,19
28 1195 0,91 70 1567 0,27 112 1999 0,21
29 1201 0,13 71 1571 0,59 113 2001 0,09
30 1206 1,39 72 1576 0,39 114 2009 0,10
31 1212 0,25 73 1602 0,46 115 2025 0,15
32 1230 0,10 74 1613 0,22 116 2040 0,19
33 1263 0,45 75 1621 0,21 117 2061 2,44
34 1268 0,60 76 1647 0,24 118 2100 0,16
35 1273 0,18 77 1658 0,45 119 2180 0,12
36 1283 0,28 78 1662 0,48 120 2187 0,43
37 1293 0,18 79 1666 0,16 121 2195 0,17
38 1298 0,26 80 1669 0,24 122 2200 0,33
39 1301 0,53 81 1674 0,14 123 2212 0,33
40 1307 0,46 82 1682 0,13 124 2244 0,12
41 1319 1,93 83 1686 0,17 125 2300 0,13
42 1341 0,38 84 1690 0,22 126 2399 0,12

I — mimo homologickou fadu n-alkant; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI? — reten¢ni index
vypoéteny dle Van den Doola



Tabulka 111/11: Seznam detekovanych latek ve vzorku Orel pomoci GC-FID

Poradi RI? % A Poradi RI? % A Poradi RI? % A
1 466! 0,38 45 1408 0,16 89 1794 0,18
2 487! 0,12 46 1422 3,96 90 1799 0,62
3 508 0,19 47 1446 5,78 91 1806 2,70
4 801 1,30 48 1450 0,50 92 1817 0,44
5 865 0,78 49 1454 0,71 93 1844 0,13
6 902 11,61 50 1462 0,41 94 1855 0,84
7 969 1,31 51 1466 2,47 95 1859 1,28
8 974 0,17 52 1471 0,21 96 1865 0,13
9 991 0,35 53 1474 0,60 97 1872 0,16
10 1003 0,31 54 1477 0,63 98 1881 0,23
11 1059 1,14 55 1483 2,25 99 1891 0,12
12 1067 0,13 56 1503 0,28 100 1895 0,40
13 1072 0,26 57 1511 0,22 101 1899 0,14
14 1079 1,21 58 1522 0,29 102 1906 0,15
15 1081 2,17 59 1550 0,28 103 1909 0,13
16 1084 1,51 60 1556 0,34 104 1912 0,14
17 1087 1,50 61 1560 0,15 105 1921 0,32
18 1091 3,43 62 1563 0,19 106 1927 0,26
19 1104 0,42 63 1568 0,47 107 1931 0,20
20 1136 0,62 64 1571 0,51 108 1943 6,21
21 1140 0,63 65 1576 0,50 109 1959 0,53
22 1157 0,20 66 1582 0,17 110 1965 1,61
23 1161 2,57 67 1597 0,18 111 1983 0,27
24 1172 0,87 68 1602 0,31 112 1988 0,13
25 1196 0,67 69 1604 0,44 113 1991 0,13
26 1206 1,00 70 1613 0,32 114 1999 0,30
27 1243 0,13 71 1621 0,24 115 2001 0,16
28 1263 0,38 72 1647 0,27 116 2009 0,35
29 1269 0,97 73 1659 0,62 117 2025 0,26
30 1283 0,17 74 1662 0,66 118 2040 0,37
31 1298 0,16 75 1670 0,62 119 2061 4,08
32 1301 0,65 76 1685 0,24 120 2100 0,21
33 1304 0,20 77 1691 0,29 121 2180 0,17
34 1307 0,59 78 1701 0,37 122 2187 0,78
35 1319 1,46 79 1708 0,20 123 2195 0,22
36 1341 0,44 80 1715 0,27 124 2200 0,44
37 1347 0,85 81 1724 0,20 125 2212 0,61
38 1351 0,13 82 1741 0,13 126 2234 0,18
39 1360 0,12 83 1747 0,35 127 2239 0,17
40 1365 2,19 84 1754 0,36 128 2244 0,13
41 1371 0,53 85 1764 0,18 129 2300 0,22
42 1381 0,23 86 1776 0,41 130 2399 0,23
43 1383 0,13 87 1779 0,20 131 2599 0,17
44 1398 0,43 88 1784 1,03

I — mimo homologickou fadu n-alkant; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI? — reten¢ni index
vypocteny dle Van den Doola



Tabulka 111/12: Seznam detekovanych latek ve vzorku Redy pomoci GC-FID

Poradi RI? % A Poradi RI? % A Poradi RI? % A
1 466! 0,36 38 1298 0,16 75 1662 0,70
2 487! 0,14 39 1301 0,12 76 1668 0,39
3 508 0,25 40 1307 0,95 77 1685 0,25
4 570 0,13 41 1319 1,46 78 1708 0,12
5 599 0,17 42 1341 0,40 79 1715 0,21
6 661 0,11 43 1347 1,79 80 1718 0,19
7 801 2,07 44 1354 0,20 81 1722 0,15
8 864 1,78 45 1361 0,14 82 1760 0,13
9 902 15,07 46 1365 2,29 83 1764 0,10
10 955 0,14 47 1371 0,42 84 1784 0,50
11 968 1,57 48 1382 0,36 85 1799 0,21
12 977 0,42 49 1387 0,14 86 1807 0,20
13 990 0,37 50 1398 0,44 87 1817 0,18
14 1003 0,38 51 1408 0,21 88 1844 0,09
15 1059 1,47 52 1422 3,28 89 1855 0,10
16 1072 0,31 53 1446 6,16 90 1859 1,12
17 1079 1,02 54 1450 0,39 91 1876 0,11
18 1081 1,92 55 1455 1,76 92 1897 0,13
19 1084 1,25 56 1462 0,44 93 1918 0,15

20 1091 6,90 57 1467 2,72 94 1930 0,12
21 1104 0,46 58 1471 0,21 95 1943 0,68
22 1136 0,54 59 1474 0,37 96 1959 0,48
23 1140 0,52 60 1477 1,24 97 1965 0,13
24 1149 0,10 61 1484 4,29 98 1998 0,14
25 1156 0,35 62 1503 0,12 99 2025 0,10
26 1161 2,98 63 1522 0,78 100 2040 0,54
27 1172 0,95 64 1551 0,19 101 2064 9,06
28 1196 0,86 65 1556 0,25 102 2170 0,17
29 1206 0,94 66 1563 0,28 103 2195 0,20
30 1243 0,21 67 1569 0,28 104 2200 0,15
31 1247 0,12 68 1571 0,45 105 2211 0,20
32 1252 0,17 69 1577 0,64 106 2234 1,09
33 1256 0,12 70 1598 0,34 107 2239 0,90
34 1259 0,13 71 1606 0,54 108 2244 0,59
35 1263 0,37 72 1614 0,18 109 2262 0,19
36 1270 0,92 73 1631 0,12

37 1283 0,16 74 1659 0,44

I — mimo homologickou fadu n-alkant; % A — relativni zastoupeni latky v %; RI? — reten¢ni index
vypoéteny dle Van den Doola



Piiloha I'V: Chromatografické zaznamy jednotlivych vzorki z GC-MS a GC-FID
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Obrazek IV/1: GC-MS chromatogram méku Aplaus
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" Obrazek IV/2: GC-FID chromatogram maku Aplaus
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Obrazek 1V/3: GC-MS chromatogram maku Azurit
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Obrazek 1V/4: GC-FID chromatogram maku Azurit
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Obrazek V1/5: GC-MS chromatogram méaku MS Topas
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Obrazek V1/6: GC-FID chromatogram maku MS Topas
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Obrazek IV/7: GC-MS chromatogram maku Sedan
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Obrézek 1V/8: GC-FID chromatogram maku Sedan
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Obrazek 1V/9: GC-MS chromatogram maku Opex
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Obrazek IV/10: GC-FID chromatogram maku Opex
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Obrazek IV/11: GC-MS chromatogram maku Onyx
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Obrazek IV/12: GC-FID chromatogram maku Onyx
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Obrazek 1V/13: GC-MS chromatogram maku Harlekyn

150000-]

125000

100000

]
a1
o
o
T

50000

N
a1
o
o
?

FID ©

70

T
0,0

2,5 5,0 7,5

Obrazek 1V/14: GC-FID chromatogram maku Harlekyn
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Obrazek 1V/15: GC-MS chromatogram maku Diamant
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Obrazek 1V/16: GC-FID chromatogram maku Diamant
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Obrazek 1V/17: GC-MS chromatogram maku Zafir

Obrazek 1V/18: GC-FID chromatogram méku Zafir
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Obrazek IV/19: GC-MS chromatogram maku Opal
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Obrazek 1V/20: GC-FID chromatogram maku Opal
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Obrazek IV/21: GC-MS chromatogram méku Orel
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Obrazek 1V/22: GC-FID chromatogram maku Orel
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Obrazek 1V/23: GC-MS chromatogram maku Redy
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Obrazek 1V/24: GC-FID chromatogram maku Redy



