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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva analyzou nizkomolekularnich t€kavych latek obsazenych v
kurkumé (Curcuma longa) s vyuzitim metody head space mikroextrakce z pevné faze v
kombinaci s plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii ((HS-SPME)-GC-MS).
Cilem prace bylo optimalizovat podminky extrakce a analyzy pro rizné typy kurkumy (BIO,
suSend, Cerstva) a provést kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni t€kavych sloZzek. Byly
testovany ruzné typy SPME vlaken, teplotni programy, navazky vzorkl a ptidavek
nasycen¢ho roztoku NaCl. Analyzou bylo identifikovano vice nez 50 tékavych latek, mezi
nimiz dominuji monoterpeny a seskviterpeny, jako je a-turmeron, B-turmeron, zingiberen a
karyofylen. Prace pfinasi poznatky o slozeni té¢kavych latek v riznych typech kurkumy a

ukazuje moznosti vyuziti (HS-SPME)-GC-MS v potravinaiské analyze.

Klicova slova: kurkuma, t€kavé latky, HS-SPME, GC-MS, optimalizace, analyza

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the analysis of low-molecular-weight volatile compounds
present in turmeric (Curcuma longa) using headspace solid-phase microextraction in
combination with gas chromatography and mass spectrometry ((HS-SPME)-GC-MS). The
aim of the thesis was to optimize the extraction and analysis conditions for different types
of turmeric (organic, dried, fresh) and to perform both qualitative and quantitative evaluation
of volatile components. Various types of SPME fibers, temperature programs, sample
weights, and the addition of saturated NaCl solution were tested. More than 50 volatile
compounds were identified by analysis, among which monoterpenes and sesquiterpenes
such as a-turmerone, B-turmerone, zingiberene, and caryophyllene predominated. The thesis
provides insights into the composition of volatile compounds in different types of turmeric

and demonstrates the potential of (HS-SPME)-GC-MS for the food analysis.

Keywords: turmeric, volatile compounds, HS-SPME, GC-MS, optimization, analysis
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UvVOD

Kurkuma (Curcuma longa) je rostlina pochazejici z jihovychodni Asie, ktera se jiz dlouhou
dobu pouziva jako koteni, barvivo, nebo 1é¢iva rostlina. Nejcastéji se s ni setkavame v
podobé zlutého prasku, ktery je soucasti riznych pokrmi, zejména v indické kuchyni.
Kurkuma je zndma nejen svou vyraznou barvou, ale také typickou viini a chuti. Tyto
vlastnosti jsou dany pritomnosti rdznych chemickych latek, mezi které patii i1

nizkomolekularni t€kave latky.

Tekavé latky jsou dulezité nejen pro chut’ a vini kurkumy, ale také mohou mit vliv na jeji

Proto je dillezité znat jejich sloZeni a mnozstvi v riznych typech kurkumy.

Analyza tékavych latek v kurkumé je velice komplexni, protoze se vyskytuji v malych
mnozstvich a v riznych formach. V soucasné dob¢ se pro jejich zjisténi Casto pouziva
metoda headspace mikroextrakce z pevné faze (HS-SPME) v kombinaci s plynovou
chromatografii a hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Tato metoda umoziiuje ucinné oddélit

a identifikovat jednotlivé t¢kavé latky.

Cilem této prace je optimalizovat podminky pro izolaci a analyzu nizkomolekularnich
tékavych latek v rtiznych typech kurkumy (BIO, susSend, Cerstvd) pomoci metody (HS-
SPME)-GC-MS. Déle bude provedeno srovnani slozeni tékavych latek mezi jednotlivymi

vzorky a zhodnoceni ziskanych vysledkd.
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I

TEORETICKA CAST
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1 KURKUMA

1.1 Obecna charakteristika

Curcuma longa z Celedi zazvornikovité spadd do skupiny vytrvalych bylin s oddenky,
puvodem z tropickych a subtropickych oblasti.[1] Aktudlné je pftiblizné okolo sta
uznavanych druhli Curcuma, avSak nejvice studovanymi druhy jsou Curcuma longa a
Curcuma zedoria. Ve svété je vSak pod pojmem kurkuma oznacovana pravé Curcuma

longa.[2]

Curcuma longa ptivodem z jihovychodni Asie je komeréné dostupna jako oddenek
nebo ve formé prasku a je nejcastéji pouzivanym druhem kurkumy. V soucasnosti je

nejvétsim vyrobcem i spotiebitelem Indie. [3,4,5]

Vyuziti kurkuma nachézi v oblasti aromatickych latek, medicin€ a v potravinaistvi,
jakoZto barvivo nebo koteni [6]. Nejcastéji vyuzivanou ¢asti rostliny je oddenek, ktery

obsahuje prevazné nevolatilni kurkuminoidy a tékavé oleje [7-9].

Obrézek 1 Kurkumovnik dlouhy (Curcuma longa) [57]
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1.2 Chemické slozeni

1.2.1 Obecné sloZeni

Oddenek kurkumy obsahuje ptiblizn€ 69,4 % sacharidu, 6,3 % bilkovin, 5,1 % lipidi a 3,5 %
minerdlnich latek [10]. Zbytek tvofi voda, esencialni oleje (seskviterpenoidy a

monoterpenoidy) a kurkuminoidy [11,12].

1.2.2 Kurkuminoidy

Kurkuminoidy jsou polyfenolické slouc¢eniny, mezi néz patii kurkumin, demetoxykurkumin

nebo bisdemehoxykurkumin [11,12]. Kurkumin, nejaktivné;si kurkuminoid v oddencich, ma

~~~~~

[16], analgetické, travici, antidepresivni a hypoglykemické vlastnosti [17] a téz prokazal

potencial proti kardiovaskularnim onemocnénim [18] nebo Alzheimerové chorobé. [19]

o o
/O O \ / O O\
HO OH

Obrazek 2 Kurkumin

Obrazek 4 Bisdemetoxykurkumin
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1.2.3 Esencialni oleje

Esencialni olej ziskavany destilaci nebo extrakci superkritickou kapalinou z ¢erstvého ¢i
suchého oddenku [20,21] obsahuje prevazné seskviterpenoidy a monoterpenoidy [22]. Jeho
slozeni se vyrazné lisi v zavislosti na klimatu, genotypu rostliny, dob¢ sklizné, zptisobu

extrakce i pouzité analytické metodé¢ [23-25].

Mezi nejcastéji se vyskytujici latky v esencialnim oleji kurkumy patii:

Obrézek 5 a-turmeron Obrazek 6 B-turmeron
Y\’m/ij/ W
o)
Obrazek 7 Ar-turmeron Obrazek 8 B-seskvifelandren
)
=

Obrazek 9 Zingiberen Obrazek 10 Germakron

DY

Obrazek 11 Terpinolen Obrazek 12 Ar-kurkumen
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Obrazek 13 a-felandren

1.2.4 Procentualni zastoupeni:

Tabulka 1: Procentudlni zastoupeni sloucenin v esencidlnim oleji

Nazev slouceniny Obsah v esencialnim oleji [%]
o-turmeron (12,6-44,5 %)
B-turmeron (9,1-37,8 %)

Ar-turmeron (12,2-36,6 %)

B-seskvifelandren (5,0-14,6 %)
Zingiberen (5,0-12,8 %)
Germakron (10,3-11,1 %)
Terpinolen (10,0-10,2 %)

Ar-kurkumen (5,5-9,8 %)
o-felandren (5,0-6,7 %)

Slozeni bioaktivnich ¢i aromatickych latek se miZe znacné liSit v zavislosti na danych
faktorech. V Curcuma longa, kterou se budeme nadéle zabyvat a kterou budeme analyzovat
na (HS-SPME)-GC-MS mohou byt latky obsazené v oddencich zna¢né€ ovlivnény zplisobem

zpracovani i zplisobem izolace. Majoritné jsou v kurkumeé obsazeny latky vySe zminéné [26].
1.3 Vyuziti v potravinarstvi

1.3.1 Vyuziti kurkuminoidi

Kurkuma je béZné vyuzivana jako koteni kari nebo jako ptisada do vanilkového pudinku,
syru, jogurtu, hoicici ¢i margarinu. Kurkumin obsazeny v kurkumé je oznacovan jako

pridatna latka s kddem E 100. Jeho vyuziti je jako barvivo, typicky zluté barvy a pouziva se



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

napfiiklad jako piisada do hoicice, té€stovin, chleba a v n¢kterych zemich i tfeba masla [27-

29].

1.3.2 Vyuziti esencialnich oleji

Diky své antioxida¢ni a antimikrobidlni aktivité proti béznym bakteriim a houbam
pfenosnym potravinami jsou esencialni oleje obsazené v kurkumé studovany v ramci
zlepSeni uchovavani a prodlouzeni trvanlivosti potravin, ¢i zlepSeni vlastnosti obalovych
materiali. Esencialni oleje ziskané z bylin a kofeni se ukazaly byt Gi€inné;jsi neZ syntetické
chemické prisady. [30]. Byly aplikovany na uchovavani masa a masnych vyrobki [31],
chleba [32], mlé¢nych produkti [33], vodnich potravin [34] a ovoce a zeleniny [35]. Pouziti
esencialnich olejl pti konzervaci potravin je vSak spojeno s ur€itymi omezenimi kvili jejich
vysoké t€kavosti, nizké lipofilii a snadné degradaci. Tato omezeni 1ze prekonat enkapsulaci

esencialnich oleja [36].

Esencialni oleje mohou byt ptinosné v oblasti udrzitelného zemé&délstvi. Prokazaly
vyznamnou aktivitu proti rostlinnym patogentim, plevelim a Sirokému spektru
mikroorganismit v raznych in vitro a in planta studiich. [37]. Diky svym vyraznym
fytotoxickym vlastnostem jsou vhodnymi kandidaty pro vyvoj novych bio herbicidi [38].
Maji také potencialni vyuziti jako pesticidy v ramci integrované ochrany rostlin a
ekologického zemédélstvi, jelikoz jsou Setrné k Zivotnimu prostiedi [39]. Esencialni oleje
by mohly hrat potencialni roli v prodluzovani Zivotnosti obalovych vrstev ovoce tim, Ze

brani ovoce po sklizni proti patogenim [40].

1.3.3 Expozi¢ni limity

Bezpecnd uroven piijmu kurkuminu (E 100) byl dle EFSA stanovena na 180 mg u dospélé
osoby o hmotnosti 60 kg [41]. Dle natizeni (ES) ¢. 1333/2008 je pouzivani kurkuminu
podminéné specifickymi limity pro pouziti kurkuminu v riznych kategoriich potravin. Dle
legislativy kurkumin musi byt bezpec¢ny, technologicky nezbytny a jeho uziti musi pfinaset

uzitek [42].
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2 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE S HMOTNOSTNE-

SPEKTROMETRICKOU DETEKCI.

2.1 Uvod plynové chromatografie

Plynova chromatografie (GS) ma vyznamné postaveni v analyze tékavych latek. Tento typ
separa¢ni metody funguje na principu afinity analytu k pohyblivé (mobilni) a nepohyblivé
(stacionarni) fazi. U plynové chromatografie je pohyblivou fazi inertni plyn, typicky dusik,
helium, vodik. Tyto plyny pfi metodé¢ GS putuji kolonou, ve které je umisténa faze
stacionarni a nesou s sebou dany typicky tékavé nebo nizko t€kavé analyty. Analyty jsou
unaSeny fazi mobilni a pfi kontaktu se staciondrni fazi dochazi opakované k jejich adsorpci
a desorpci. Dle afinity daného analytu k fazi mobilni ¢i stacionarni, kterd je dana pievazné
chemickou strukturou dvou fazi a analytu, je prichod kolonou bud'to rychlejsi, nebo
pomalejsi. Naptiklad pii pouziti polarni staciondrni faze a nepoldrniho analytu tazenym
typicky nepolarnim plynem, bude prichod kolonou rychlejs§i nez pi1 pouziti analytu
polarniho. Analyt poté, co projde kolonou, se dostava do detektoru, kterym je hmotnostni
spektrometr. Ten rozd€luje analyt na ionty, které jsou dale separovany dle podilu hmotnosti

ku naboji. [43]

2.2 Obecna teorie chromatografie

Plynovou chromatografii je mozno vyuzit ke kvantitativnimu 1 kvalitativnimu stanoveni
analytu ve vzorku. Vysledkem chromatografického meéteni je potom signal. Signal je
zpracovan pomoci detektort, které mizou byt rizné (TCD, ECD, FID, MS, atd.). Signal,
ktery detektor zachyti, uddva obsah a citlivost detekéniho zatizeni. Faktor, ktery urcuje
slozeni se nazyva retencni Cas (tr) a udava, kolik Casu stravil analyt v koloné. Lze ho

vypocitat z rovnice: [43]

Kde: L = délka kolony v cm
u = primérna linearni rychlost analytu

Dalsi dulezita veli¢ina je mrtvy retencni Cas, ten udava za jak dlouho projde mobilni faze

kolonou. Pro zjisténi mrtvého retencniho Casu se typicky pouziva plyn, ktery ma velice



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

malou afinitu k staciondrni fazi a zaroven je snadno detekovatelny detektorem. Mrtvy

retencni ¢as je dan rovnici:

kde  tj = mrtvy reten¢ni ¢as
L = délka kolony v cm

u = lineédrni rychlost mobilni faze v koloné

Cas, ktery analyt strdvi ve staciondrni fazi se nazyva redukovany retencni Cas a lze jej

vyjadfit vztahem:

kde tr- = redukovany reten¢ni Cas
tp = retencni Cas
t) = mrtvy retencni ¢as

Jelikoz u chromatografie neni dulezity jen Cas, za jak dlouho analyt kolonou projde, ale také
objem mobilni faze. Je nutné zminit pojmy, jako je reten¢ni objem. Ten vyjadiuje mnozstvi
(ml) jaké musi projit kolonou, aby se analyt dostal na konec separa¢ni kolony. Mrtvy objem
kolony udava mnozstvi mobilni faze, ktera musi projit kolonou, aby se nezadrzovany analyt
dostal na konec kolony. Mrtvy ¢as kolony vyjadiuje Cas, kdy se analyt pohybuje stejnou
rychlosti jako mobilni faze.[43]
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2.3 Hmotnostné-spektrometricka detekce

2.3.1 Princip MS

Principem hmotnostni spektrometrie je, obdobné jako u chromatografie, rozdéleni daného
analytu. V pfipadé¢ MS z anglického mass-spectrometry se jednd o rozdéleni na zaklad¢
interakci nabitich ¢astic pfi vakuu v magnetickém a elektrickém poli. Existuje vice druhi

hmotnostnich spektrometrt, ale vSechny obsahuji:[44]
1. lontovy zdroj
2. Analyzator

3. Detektor Castic

2.3.2 lontovy zdroj

Ukolem iontového zdroje je vytvofit z analytu ionty v plynné fazi. Tyhle kladn& nebo

zéporn¢ nabité ionty pak putuji pfi vakuu do analyzatoru.

Iontovych zdroj existuji desitky, ale obecné se daji rozdélit na tvrdé a mekké dle

mnozstvi energie, kterou pii ionizaci uvoliuji. [44]

2.3.3 Elektronova ionizace

Typickou tvrdou ioniza¢ni metodou je elektronova ionizace. Principem téhle metody je
pieneseni energie proudu elektronit do molekul analytu, ¢imz dochazi k tvorb¢ kladn¢ nabity
radikal a jeho fragmentacni spektrum. Typicky je tenhle typ vyuzivan u spojeni plynové
chromatografie a hmotnostniho spektrometru (GS-MS). Vyhodou téhle metody je, Ze pfi
fragmentaci vznikaji bohata fragmentacni spektra, kterd je mozné porovnat s knihovnou

spekter a vyhodnotit na jejich zakladé¢ strukturu analyzované slouceniny.[44]

Zahfaté vlakno (katoda)
Analyty z GC 5 . Smeér analyzator
@G D= R ., 3 Wh  hisumae Y
B gt >
. ¥
-".-7 5
Proud elektront Anoda

Obrazek 14 Schéma elektronové ionizace [44]
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2.3.4 Trojity kvadrupol

Trojity kvadrupdl je hojné vyuzivany hmotnostni analyzator. Mezi jeho ptednosti patii
relativné nizka cena, mechanickd odolnost, citlivost a latkova specificita. V trojitém
kvadrupdlu jsou umistény dva kvadrupdly, které funguji jako hmotnostni analyzatory.
Uprostied se nachazi kolizni cela, kterd nemusi byt nutné kvadrupo6l. ionty prochazeji prvnim
kvadrupdlem, kde jsou urychleny. Urychlené ionty nardzeji v kolizni cele do plynu (argon,
dusik), kde pfi narazu dochazi k jejich fragmentaci. Fragmenty nasledné postupuji do

druhého kvadrupolu.
Trojity kvadrup6l ma 4 rezimy:

1. Sken produktovych iontl
Prvni kvadrupol selektivné propousti ionty s danou hodnotou hmotnosti vici
naboji, aby mohly byt v kolizni cele fragmentovany. Tteti kvadrupdl skenuje
fragmenty v definovaném rozsahu hmotnosti vii¢i naboji a detektor je

zaznamenava.

Q1 Q2 - Kolizni cela Q3

Tonty Smér do detektoru

z iontového zdroje

Obrazek 15 Schéma trojitého kvadrupdlu pti skenu produktovych ionth [44]

2. Sken prekurzorovych iontl
Prvni kvadrupdl skenuje molarni hmotnost iontu vii¢i naboji a postupné propousti
ionty s jeji nartstajici hodnotou. Ionty postupuji do kolizni cely a jsou
fragmentovany. Fragmentované ionty z kolizni cely prostupuji do tietiho
kvadrupolu, ktery selektivné propousti pouze jeden fragment, ktery je detektorem

zaznamenan.
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Tonty Smér do detektoru

7 i0ntového zdroje w3 (4 &

Obrazek 16 Schéma trojitého kvadrupolu pii skenu prekurzorovych iontt. [44]

3. Sken neutralni ztraty

Prvni i tfeti kvadrupdl sleduji zaroven ionty s konstantni rozdil hmotnosti iontu vici
naboji. Rozdil vznika v kolizni cele a odpovida neutrdlnimu fragmentu vzniklému

pii sraZce

Ionty e > ¥ T t gy Smér do detektoru
z jontového zdroje w3 (4 ™ PP AR | G 1%

Obrazek 17: Schéma trojitého kvadrupdlu pii skenu neutralni ztraty [44]
4. Sledovani rozpadu iontu

Prvni kvadrupo6l funguje jako selektor pro iont prekurzoru, ktery v kolizni cele bude
mit idedlni fragmentaci. Tieti kvadrupol selektivné vybirda nejintenzivnéjsi iont
produktu kolizni fragmentace. Rozdil hmotnosti iontu vii¢i naboji iontu prekurzoru
a produktu je tzv. hmotnostni pfechod, ktery je pro mnohé latky zndmou a velmi

specifickou hodnotou. [44]

@Q@Q@E

fonty o e (R Smér do detektoru

> = il

z iontového zdee

@:@;—)@@@;)

Obrazek 18 Schéma trojitého kvadrup6lu pii sledovani rozpadu iontu [44]
2.3.5 Detektory

Hmotnostni analyzator selektivné propousti ionty do detektoru, ktery pfi interferenci

s iontem tvoii signal, ktery pak jiz vidime na chromatogramu jako tzv. pik. Detektory je
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mozné rozdélit do dvou kategorii. Detektory schopné zaznamendvat ptichozi ionty dle

hmotnosti vii¢i ndboji a detektory métici primo elektricky proud.

Do prvniho typu patii iontové cyklotronova rezonance a orbitrap. Detektor detekuje
ionty jako tzv. proudovy obraz, tedy rtizné ionty i s jejich hmotnostmi vii¢i nadboji. Signal je
nasledné zpracovan pomoci Fourierovy transformace.
Druhy typ méfi ptimy elektricky proud, ktery vznika pfi srazce iontu s dynodou. Vznikly

signal je zesilovan pomoci elektronovych nasobict. [44]

Obrazek 19 Schéma fungovani dynodového néasobice elektroni [44]
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3 VYUZITI (HS-SPME)-GC-MS V ANALYZE POTRAVIN

3.1 Uvod

Moderni trend zelené chemické analyzy vedl k vyvoji mikrométitkovych extrakénich metod.
Jednou z takovych metod je headspace mikroextrakce na tuhé fazi (HS-SPME). Vyhodou
dané metody je, Ze neni potieba pfili§ rozpoustédla nebo pouziti slozité aparatury [45].
Metoda byla objevena v roce 1990 Arthurem a J. Pawliszem a byla pouzivana pivodné
k extrakci organického zneciSténi z vody. Postupem Casu se zacala pouzivat na matrice

biologického charakteru. [46-47]

3.2 Mechanismus HS-SPME

Z anglického headspace neboli prostor nad vzorkem (2) je oblast, kde se nachazi dany analyt
v plynné fazi (3). Pro adsorpci analytu je typicky pouzita métici ty€ (7), ve které je pfiblizné
1 cm dlouhé kiemenné vldkno, na kterém je naneseny organicky polymer (6). Pfi samotném
meifeni je jehlou (8) propichnuta extrakéni nadoba (1), zjehly je vysunuta méfici tyC
s organickym polymerem (6) slouzicim jako sorbent a na ném dochazi k adsorpci relativné
malého mnozstvi analytu (3). Po 15-20 minutach dochazi k rovnovaznému stavu plynna faze

— adsorp¢ni faze a adsorpce je u konce. [48]

4 Injekeni stiikacka

8 Jehla

Adsorpéni faze 6 7 Metrici ty¢
\ r
— /3

Plynna faze

B 2 Vzorek

\ 1 Extrakéni nadoba

Obrézek 20 Schéma mechanismu headspace [49]
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3.2.1 Rychlost a mnoZstvi adsorpce

Jak rychle adsorpce probiha je pak ovlivnéno tiemi faktory:
1. Molekulova hmotnost
2. Mnozstvim a typem polymeru na vlakné
3. Koncentrace analytu ve vzorku [48]

Mezi pocatecni a adsorbovanou koncentraci analytu je pak linearni vztah vyjadien rovnici:

_ KxVsxCxVy
K+Vs+Vy

kde  n = mnozstvi analytu sorbovaného na adsorp¢ni fazi
C = pocatecni koncentrace analytu ve vzorku
K = rozdélovaci koeficient pro analyt mezi adsorp¢ni fazi a vzorkem
Vs = objem sorbentu
V, = objem vzorku
Pomoci dané rovnice je mozné kvantitativné stanovovat mnozstvi analytu napf. v matrici

biologické, v ovzdusi nebo ve vodé. [50]

Typy polymernich vliken

SPME vlékno
Barva oznatujici typ vlikna Jehla pro propichnuti septa Faze z kiemiku
— .
Nastavitelny vodi¢ jehly / hloubkovy mé&Fie Vnitini primér T

jehly =04 mm  §pixka jehly pro

propichnuti septa

Obrazek 21 Charakteristika SPME vlékna [51]

Typ polymerniho vldkna, ktery zvolime pro analyzu, by mé¢l odpovidat charakteru analytu.
Tedy jeho polarité, té€kavosti a molekularni hmotnosti. Pii spravném zvoleni vldkna je mozné

z matrice separovat a nasledn¢ analyzovat latky o pfedem znamych polaritach a t€kavosti a
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molekularni hmotnosti. Polymerni materialy, které se na nanasi na kiemenné vlakno, jsou

typicky:

1. PDMS — polydimethylsiloxan

2. Polyacrylate

3. Carbon

4. DVB — Divinylbenzen

5. jejich kombinace (Carbon/PDMS, DVB/PDMS)

Polymerni materidly nanesené na vlakno se pak daji rozdélit, dle polarity a tékavosti viz
Obrazek 22

Nepolarni slouéeniny s vysokou

molekulovou hmotnosti P 7 um PDMS & e
Nepolami polotékavé latky P 30 pm PDMS = | —— } Nepolarni
Tékavé litky 3 100 ym PDMS =8 - ———
Polarni polotekavé latky 3 85 um Polyacrylate —— } Polarmi
Plyny a tékavé litky 3 95/10 pm CAR-WR/PDMS = e
Polérni t€kavé latky 3 65um DVB/PDMS =2 n— } Bipolérni
Viiné a aroma 3 80/10 ym DVB/CAR-WR/PDMS €3 ———

Obrazek 22 Faze vlaken SPME a jejich pfidruzené polarity [51]

Nebo dle typu interakce s analyty na absorpcni/adsorpéni viz Obréazek 23

100 um PDMS @6

Absorbent
100 pm Polyacrylate ; = -
120 um CAR WR/PDMs @ == -
120 ym DvB/PDMS TR == — Adsorbent . "

Absorpee | Adsorpee

120 ym DVB/CAR WR/PDMS

250 um PDMS B8 —— ————— } Absorbent

Obrazek 23 Faze vlaken SPME a jejich materidlové vlastnosti [51]
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3.3 Vyuziti (HS-SPME)-GC-MS v analyze potravin

HS-SPME v kombinaci s GC-MS je Siroce vyuzivanou metodou pro analyzu tékavych
aromatickych sloucenin v potravinach, jako je naptiklad maso, vino, brambory, ¢aj, syr a
ovoce [52]. Diky velice vysoké separacni a detekéni schopnosti téhle analytické metody je
mozné méfit 1 slozeni velice slozitych matric, jako jsou napiiklad kofeni. Metoda je vhodna
1 pro stanovovani falSovani kofeni typicky tfeba Safranu, ktery je nejdraz§im kofenim na
svété. Pomoci matematickych modeld je moZzné rozlisit falSovany Safran jiz pfi kontaminaci

w2 % [53].

3.3.1 Miléko

Tekavé aromatické latky znacné ovliviiuji kvalitu a senzorické vlastnosti mléka. Ml€ko je
navic typické svou schopnosti vazat a zadrzovat cizi pachy. Soucasné¢ metody zahrnujici
elektricky nos a jazyk nedokdzou kvalitativné ¢i kvantitativné stanovit tak Siroké spektrum,
jako je spektrum tékavych latek v mléce. Pii pouziti (HS-SPME)-GC-MS bylo rozpoznéano
az 42 riaznych latek, které bylo mozné kvantifikovat. Pfi pouziti plynové chromatografie
spolec¢né s elektrickym nosem a elektrickym jazykem lze hledat korelace mezi sloZzenim

tékavych aromatickych latek v mléce a jejich vlivem na vini a chut’ [54].

3.3.2 Maso

Dalsi vyuziti je naptiklad v analyze tékavych aromatickych latek v mase, které se tvoii
béhem procesu vareni. Tékavé aromatické latky jsou produkovany prevazné maillardovymi
reakcemi a oxidativnimi degradacemi lipidii a k jejich detekci se bézné pouzivaji elektricky
nos a senzorické testovani. Obé& metody vSak maji své uskali a neni pomoci nich mozné
provadét kvalitativni ¢i kvantitativni analyzu. (HS-SPME)-GC-MS v téhle oblasti poskytuje

velice piesnou jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu [52].

3.3.3 Oleje

Extra panensky olivovy olej dle evropskych kritérii nesmi mit neZddouci senzorické vady.
Senzorické stanoventi, je velice subjektivni a je t€Zko kvantifikovatelné. Ve studii zabyvajici
se senzorickymi latkami v olivovém oleji a jejich stanovenim pomoci (HS-SPME)-GC-MS
bylo dosazeno kvalitativniho a kvantitativniho stanoveni 52 té¢kavych aromatickych latek,
na zakladé kterych je mozné urcit kvalitu daného oleje, dle standardu panenského olivového

oleje [55].
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II

PRAKTICKA CAST
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1 VYBAVENI

1.1 Pristroje a zarizeni

Shimadzu GCMS-TQ8040 NX — plynovy chromatograf s trojitym kvadrup6lovym
hmotnostnim spektrometrem, iontovym zdrojem, vysokovykonnym koliznim ¢lankem
(UFsweeper™), pokroCilym fizenim pratoku helia a teploty (Nexis™ GC-2030), a
patentovanou technologii kontroly elektrického pole pro ptesné rozliSeni hmotnosti.

davkovani vzorkid AOC-6000 Plus. Kapilarni kolona Shimadzu SH-I-1MS.
Shimadzu Smart SPME Fibers Acrylate - 85 pm, DVB/Carbon WR/PDMS - 80 um

Headspace vialky Shimadzu 20 ml sklo, ¢iré; 18 mm piesny Sroubovy zavit; kulaté dno;
75,50 x 22,5 mm, magnetickd krytka 8 mm se stfedovym otvorem; silikon modry

transparentni/PTFE bily; UltraClean; tloustka 1,3 mm; tvrdost 45° podle stupnice Shore A
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2 METODY ANALYZY

2.1 Vzorky

1. Wolfberry Kurkuma mletad BIO 50 g, slozeni: Mleté oddenky Kurkumy BIO 100 %
od dodavatele Wolfberry s.r.o., Bohunicka 187/5, Brno - Horni Herpice, PSC 619
00. Dale jen jako kurkuma BIO

2. Kurkuma mleta 30 g, od vyrobce Ramdam s.r.0. Pfikop 843/4, 602 00 Brno. Dale jen

jako kurkuma suSena.

3. Kurkuma cerstvd, zemé ptavodu Indie, dodavatel Chaudary Food Traders Sp. z o

Ul.Domaniewska 22/5 02-672, VarSava 02-672. Déle jen jako kurkuma Cerstva

2.2 Priprava vzorku

Vzorky kurkumy BIO a susené byly umistény do headspace vialek v mnozstvi 0,025; 0,05 a
0,1 g. U kurkumy cerstvé bylo mnozstvi 0,1; 0,2 a 0,3 g. Soucasné byly pfipraveny obdobné
vzorky, ale s pfidavkem 2 ml nasyceného roztoku NaCl. Vialky byly ihned uzavieny pomoci
Sroubového zavitu. Jako vzorky pro méfeni pozadi byly pouzity prazdné vialky. Nakonec
byla zvolena mnozstvi 0,050 g u kurkumy BIO a suSené a 0,1 g u vzorki kurkumy cerstvé.
Pouziti nasycené¢ho roztoku NaCl se ukézalo jako neefektivni a lepSich nebo obdobnych

vysledkt bylo dosazeno bez jeho pouziti.

2.3 Metoda GC

Teplotni program 1

Rezim vstiikovani: Splitovy rezim (5:1)

Teplota injektoru: 240 °C
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Tabulka 2: Nastaveni teplotniho programu 1 GC

Tempo Teplota Doba drZeni teploty
[°C/min] [°C] [min]

- 40 2

2 65 0
0,5 70 0

2 80 0

5 100 0
0,5 114 0

2 120 0

5 184 0
20 240 9,9

Nastaveni hmotnostniho detektoru

Teplota iontového zdroje: 230.00 °C
Teplota rozhrani: 280.00 °C

Cas odstranéni rozpoustédla: 3 min
Cas zatatku detekee: 3,05 min

Cas konce detekce: 89,99 min
Rezim akvizice: Q3 Scan

Délka skenu: 0,050 s

Rychlost skenovani: 20000

Dolni mez m/z: 40,00

Horni mez m/z: 550,00
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Teplotni program 2

Rezim vsttikovani: Splitovy rezim (10:1)

Teplota injektoru: 230 °C

Tabulka 3: Nastaveni teplotniho programu 2 GC

Tempo Teplota Doba drZeni teploty
[°C/min] [°C] [min]
- 50 5
20 150 0
5 230 4

Nastaveni hmotnostniho detektoru

Teplota iontového zdroje: 200.00 °C
Teplota rozhrani: 250.00 °C

Cas odstranéni rozpoustédla: 3 min
Cas zatatku detekee: 3,05 min

Cas konce detekce: 29,99 min
Rezim akvizice: Q3 Scan

Délka skenu: 0,050 s

Rychlost skenovani: 20000

Dolni mez m/z: 40,00

Horni mez m/z: 550,00

2.4 Parametry SPME vliken
DVB/Carbon WR/PDMS - 80 pm

Teplota kondicionovani: 240 °C
Doba pfedkondicionovani: 30 min
Teplota inkubace: 45 °C

Doba inkubace: 20 min

Doba extrakce vzorku: 10 min
Doba desorpce vzorku: 3 min

Doba postkondicionovani: 5 min
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Acrylate - 85 pm

Teplota kondicionovani: 240 °C
Doba ptedkondicionovani: 30 min
Teplota inkubace: 45 °C

Doba inkubace: 20 min

Doba extrakce vzorku: 10 min
Doba desorpce vzorku: 3 min

Doba postkondicionovani: 5 min
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace vlaken
Pro méfeni byly zvoleny dva typy vlaken:

1. Acrylate - 85 pm
2. DVB/Carbon WR/PDMS - 80 um

Akrylové vlakno bylo zvoleno na zdkladé ¢lanku [56], kde jej autofi srovnavali s vldknem
polydimetylsiloxanovym (PDMS) a kde vlakno akrylové shledali, jako vlakno vhodnéjsi pro
analyzu kurkumy. Pfi nasi analyze kurkumy se akrylové vldkno v analyze neosvédcilo a
zvolili jsme k métfeni vldkno divinilbenzen-carbon-polidimetylsiloxanové (DVB/Carbon
WR/PDMS), které jsme se rozhodli pouzit na zdklad€ ¢lanku [53]. Pii srovnani akrylového
vlédkna s vldknem divinilbenzen-carbon-polidimetylsiloxanovym jsme dosli k vysledku, Ze
pouziti divinilbenzen-carbon-polidimetylsiloxanového vlakna, vede k vétSimu mnoZstvi a

intenzité pikt viz Grafy 1-3.

GC-MS analyza bio kurkumy
Srovnani SPME vlaken Akryl a DVB/Carbon WR/PDMS

18000000 ARy
—— DVB/Carbon WR/PDMS

16000000 4 2000000
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4000000 —

2000000 +
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Graf 1: Srovnéni akrylového a DVB/Carbon WR/PDMS vlakna pii analyze bio kurkumy
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GC-MS analyza susené kurkumy
Srovnani SPME vlaken Akryl a DVB/Carbon WR/PDMS
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Graf 2: Srovnani akrylového a DVB/Carbon WR/PDMS vlakna pfi analyze suSené
kurkumy
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3.2 Optimalizace vzorkovani — Pridavek NaCl

Dle ¢lanku [53] jsme vzorky zkusili ptipravit s ptidavkem 2 ml nasyceného roztoku NacCl,
kde autofi uvadéli, ze dosahovali lepsich vysledki s takto upravenymi vzorky. Pfi srovnani
vzorki s ptidavkem NaCl a bez ptidavku jsme dosli k zavéru, Ze nasyceny roztok soli nema
néjak znacny vliv na intenzitu ¢i mnozstvi pikd a spiSe mirn¢ snizuje jejich intenzitu viz
Grafy 5 a 6. U Grafu 4 byly rozdily ve chromatogramech zanedbatelné. Hmotnostni spektra,
byla prakticky totozna a nasyceny roztok NaCl mél vliv pouze na intenzity pikt. Na zékladé

danych poznatki jsme zvolili pro analyzu vzorky bez ptidavku NaCl.

GC-MS analyza bio kurkumy
Srovnani vzorku s pfidavkem NaCl oproti bez pfidavku
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Graf 4: Srovnéni vzorkl biokurkumy s pfidavkem NaCl a bez ptidavku
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Graf 5: Srovnani vzorkl susené kurkumy s piidavkem NaCl a bez ptidavku
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Graf 6: Srovnani vzorku Cerstvé kurkumy s ptidavkem NaCl a bez pfidavku
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3.3 Optimalizace vzorkovani — Navazka

Navazka vzorkl BIO a susené kurkumy byla pro optimalizaci zvolena 0,1; 0,05 a 0,025 g.
Pro vzorky cerstvé kurkumy byla zvolena navazka 0,1; 0,2 a 0,3 g kvtli vysokému obsahu
vody, a tudiz niz§imu podilu susiny. Navazky vychazely z ¢lanku [53], kde autofi uvadéli,
ze mnozstvi 0,05 g bylo dle jejich analyzy nejvhodnéjsi. Dle Grafti 7 a 8 jsme dosli k zavéru,
ze mnozstvi vzorku 0,05 g je skutecné nejvhodnéjsi, jelikoz u jak vyssSiho, tak nizSiho
mnozstvi byly intenzity piki o néco mensi. U kurkumy Cerstvé, kde navazky byly zvoleny
po logické uvaze ohledné suSiny, jsme doSli k zavéru, Zze ve zvoleném rozmezi nemélo

mnozstvi vzorku néjak znacny vliv na intenzity pikt viz Graf 9.

GC/MS analyza BIO kurkumy
Srovnani vzorkl s navazkou 0,1 : 0,05: 0,025 ¢
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Graf 7: Srovnani vzorkl bio kurkumy — navazka 0.1/0,05/0,025 g
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GC/MS analyza Cerstvé kurkumy
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3.4 Optimalizace teplotniho modelu

3.4.1 Teplotni program 1

U teplotniho programu 1 jsme vychazeli z ¢lanku [53], kde autofi méli program uréeny
k analyze Sir§Sitho mnozstvi vzork, a proto tedy i samotna metoda je delsi a teplotné pomaleji
eskalujici, nez teplotni program 2. Pfi pouziti dané¢ho teplotniho modelu byly prakticky
zanedbatelné rozdily, mezi jednotlivymi méfenimi stejného typu vzorku, a tedy dobra
reprodukovatelnost méteni. Intenzity pika byly zna¢né oproti Sumu a separace latek byla ve
veétsing pripadl dostacujici, retencni ¢asy analytl se témér nepiekryvaly viz Grafy 10-12.

GC/MS analyza BIO kurkumy
Srovnani méfeni dvou riznych vzorka BIO kurkumy
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Graf 10: Srovnani vzorki BIO kurkumy — Teplotni program 1
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Graf 11: Srovnani vzorki susené kurkumy — Teplotni program 1
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Graf 12: Srovnani vzorki cerstvé kurkumy — Teplotni program /
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3.4.2 Teplotni program 2

U teplotniho programu 2 jsme vychazeli z ¢lanku [56], kde autofi méli program uréeny
pfimo k analyze kurkumy. Pfi pouziti daného teplotniho modelu byly intenzity pikti o néco
vys$s$i nez u modelu 1, ale reprodukovatelnost méfeni byla signifikantné nizsi, avSak pro
analyzu majoritnich slozek kurkumy by teplotni model byl stidle vhodny. Problém se
vyskytoval u slozek minoritnich, kde pfi dvou po sob¢ jdoucich méfeni nékteré latky mély

cvwr

zakladé danych poznatki o teplotnich modelech byl zvolen Teplotni program 1.

GC/MS analyza BIO kurkumy
Srovnani méfeni dvou riznych vzorkt BIO kurkumy
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Graf 13: Srovnani vzorki BIO kurkumy — Teplotni program 2
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Graf 14: Srovnani vzorki susené kurkumy — Teplotni program 2

GC/MS analyza Cerstvé kurkumy
Srovnani méfeni dvou raznych vzorka cerstve kurkumy
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Graf 15: Srovnani vzorki cerstvé kurkumy — Teplotni program 2
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3.5 Analyza BIO kurkumy

Pti analyze BIO kurkumy bylo stanoveno celkem 28 latek. Majoritnimi slozkami byly viz

Tabulka 4.

Tabulka 4: Majoritni slozky BIO kurkumy stanovené pomoci HS-SPME-GC/MS

Nazev slouceniny Obsah v BIO kurkumé Pik
[o]
Ar-Turmeron 15,30 22
Ar-Kurkumen 13,34 10
Seskvisabinen B 12,84 14
o-Santalene 12,67 5
Karyofylen 9,04 4
Kurlon 6,37 26220
B-Bisabolen 6,12 13
Zingiberen 3,94 12
Turmeron 3,82 23
trans-o-Bergamoten 3,19 7
cis-a-Bisabolen 3,15 8

Celkovy obsah majoritnich slozek ¢inil 89,68 %. Jejich retencni Casy, jsou zaznacené viz

Tabulka 5 spolecné s hodnotou plochy piku v %, absolutni hodnotou plochy piku a SI

(similarity index), ktery udava shodu hmotnostniho spektra analytu s knihovnou spekter.

Vyznacené retencni piky mizeme vidét na Grafech 17-19. Strukturni vzorce sloucenin jsou

zaznaceny Vv tabulce 10.
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Graf 17: Chromatogram (14-34) analyzy BIO kurkumy s vyznacenymi piky
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Graf 19: Chromatogram (67-77) analyzy BIO kurkumy s vyznacenymi pik
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Tabulka 5: Seznam analyzovanych latek v BIO kurkumé s ndzvem slouceniny retencnim

Casem, relativni plochou piku (area %), absolutni plochou piku (area) a procentualni shodou

hmotnostniho spektra s knihovnou spekter (SI-similarity index)

Retencni

Plocha

Peak# Nazev slouceniny ‘ Plocha  SI
¢as [min] [%]
1 Eukalyptol 17.95 0.37 2102 508 96
2 p-Cymen-8-ol 31.41 0.55 3153802 94
3 o-terpineol 32.14 0.19 1096 738 94
4 Karyofylen 51.67 9.04 51650 96
5 o-Santalene 52.71 12.67 72 605 93
6 Teresantalol 53.96 0.98 5592104 87
7 trans-a-Bergamoten 54.52 3.19 18229 87
8 cis-o-Bisabolen 55.38 3.15 18056 87
9 cis-B-Farnesen 57.32 1.17 6 766 563 92
10 o-Kurcumen 59.68 13.34 76 700 90
11 B-Seskvisabinen 60.07 1.99 11445 93
12 Zingiberen 61.84 3.94 22608 96
13 B-Bisabolen 63.71 6.12 35035 91
14 Seskvisabinen B 65.16 12.84 73512 94
15 Karyofylenoxid 68.16 1.24 7076 387 89
16 (E)-y-Atlantone 69.20 1.08 5804 169 87
17 Benzene, 1-metyl-4-(1-metylpropyl) 69.50 0.53 3033460 85
18 Humulene-1,2-epoxid 69.72 0.19 1091776 85
19 Zingiberenol 70.79 0.19 1085853 091
20 Kurlon 71.27 0.15 888214 86
21 Bergamotol, Z-a-trans- 71.52 0.28 1 600357 78
22 Ar-Turmeron 72.51 15.30 86602 93
23 Turmeron 72.81 3.82 21966 91
24 B-Bisabolol 73.13 0.42 2400288 93
25 Germacron 73.42 0.17 974 566 93
26 Kurlon 73.97 6.22 35097 96
27 (6R,7R)-Bisabolon 75.32 0.26 1417 066 94
28 (E)-Atlanton 76.30 0.57 3214894 93
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3.6 Analyza suSené kurkumy

Pti analyze suSené kurkumy bylo stanoveno celkem 41 latek. Majoritnimi slozkami byly viz
Tabulka 6.

Tabulka 6: Majoritni slozky susené kurkumy stanovené pomoci HS-SPME-GC/MS

Nazev slouceniny Obsah v susené kurkumé [%] Pik
Ar-Turmeron 23,11 36
o-Kurkumen 18,94 24

Seskvisabinen B 13,06 27
Kurlon 10,57 38
Turmeron 6,23 37
Caryofylen 5,51 20
Zingiberen 4,24 25
B-Bisabolen 3,14 26

Celkovy obsah majoritnich slozek ¢inil 84,8 %, Jejich retencni Casy, jsou zaznafené viz
Tabulka 7 spolecné s hodnotou plochy piku v %, absolutni hodnotou plochy piku a SI
(similarity index), ktery udava shodu hmotnostniho spektra analytu s knihovnou spekter.
Vyznacené retencni piky mizeme vidét na Grafech 21-23. Strukturni vzorce sloucenin jsou

zaznaceny Vv tabulce 10.
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Graf 20: Chromatogram analyzy susené kurkumy
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Graf 21: Chromatogram (14-27) analyzy suSené kurkumy s vyznacenymi piky
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GC/MS analyza susené kurkumy
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Graf 22: Chromatogram (30-50 min) analyzy suSené¢ kurkumy s vyznacenymi piky
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Graf 23: Chromatogram (51-77) analyzy suSené kurkumy s vyznacenymi piky
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Tabulka 7: Seznam analyzovanych latek v susené kurkumeé s nazvem slouc¢eniny retencnim

casem, relativni plochou piku (area %), absolutni plochou piku (area) a procentuélni shodou

hmotnostniho spektra s knihovnou spekter (SI-similarity index)

Retencni

Plocha piku

Plocha

Peak# Nazev slouceniny ‘ SI
¢as [min] [%] piku

1 Sabinen 14.34 0.10 443261 92
2 B-Myrcen 15.71 0.08 392399 92
3 a-Felandren 16.34 0.04 144904 92
4 3-Karen 16.89 0.42 1953383 94
5 0-Cymen 17.48 0.55 2585310 93
6 Eukalyptol 17.94 1.71 7736539 95
7 D-Limonen 18.21 1.15 5442697 93
8 Sabinen hydrat 2091 0.14 615160 91
9 Linalool 24.63 0.37 1604399 97
10 4-Acetyl-1-metylcyclohexene 26.17 0.69 3029405 94
11 Ethanon, 1-(4-metylfenyl)- 30.61 0.39 1700569 96
12 (-)-4-Terpineol 31.28 0.25 1111381 93
13 p-Cymen-8-ol 31.42 0.09 408074 90
14 a-Terpineol 32.14 0.28 1242180 94
15 Kumaldehyd 34.45 0.13 603247 91
16 (-)-Carvon 34.70 0.52 2299251 94
17 Linalyl acetat 37.08 0.07 297083 93
18 a-Terpinyl acetat 44.00 0.44 1883049 90
19 Kopaen 47.51 0.39 1659740 92
20 Caryofylen 51.59 5.51 24121094 96
21 m-Camforen 54.63 1.57 6906654 76
22 Humulen 55.28 0.56 2494279 92
23 cis-p-Farnesen 57.30 0.67 2991571 92
24 a-Kurkumen 59.68 18.94 83929766 91
25 Zingiberen 61.83 4.24 19109562 96
26 B-Bisabolen 63.63 3.14 13961852 93
27 Seskvisabinen B 65.11 13.06 58131887 94
28 cis-y-Bisabolen 65.80 0.22 980730 86
29 Humulen-1,2-epoxid 67.21 0.26 1085460 86
30 ar-Turmerol 68.38 0.38 1647866 89
31 Turmeron 68.49 0.62 2755563 86
32 (E)-y-Atlantone 69.19 0.36 1601410 85
33 Benzen, 1-metyl-4-(1-metylpropyl) 69.50 0.82 3673445 85
34 Kurlon 71.28 0.28 1243136 88
35 Bergamotol, Z-o-trans- 71.52 0.29 1332895 81
36 Ar-Turmeron 72.53 23.11 102440249 93
37 Turmeron 72.84 6.23 28603834 93
38 Kurlon 73.99 10.57 47258414 96
39 (Z2)-0-Atlanton 74.45 0.14 635112 86
40 (6R,7R)-Bisabolon 75.33 0.25 1132090 94
41 (E)-Atlanton 76.31 0.92 4153938 93
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3.7 Analyza Cerstvé kurkumy

Pti analyze suSené kurkumy bylo stanoveno celkem 41 latek. Majoritnimi slozkami byly viz

Tabulka 8.

Tabulka 8: Majoritni slozky susené kurkumy stanovené pomoci HS-SPME-GC/MS

Nazev slouceniny Obsah v Cerstvé kurkume [%] Pik
a-Thujen 21,59 3
Turmeron 17,31 31
Zingiberen 12,80 19
Seskvisabinen B 8,89 21
Ar-Turmeron 6,09 30
Kurlon 5,50 32
m-Cymen 5,45 6
Ar-Kurkumen 5,16 18
Caryofylen 3,01 14

Celkovy obsah majoritnich slozek ¢inil 85,8 %, Jejich retencni Casy, jsou zaznafené viz
Tabulka 9 spolecné s hodnotou plochy piku v %, absolutni hodnotou plochy piku a SI
(similarity index), ktery udava shodu hmotnostniho spektra analytu s knihovnou spekter.
Vyznacené retencni piky mizeme vidét na Grafech 25-26. Strukturni vzorce sloucenin jsou

zaznaceny Vv tabulce 10.
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Graf 25: Chromatogram (10-30) analyzy Cerstvé kurkumy s vyznacenymi piky
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GC/MS analyza ¢erstvé kurkumy
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Graf 26: Chromatogram (50-78) analyzy Cerstvé kurkumy s vyznacenymi piky
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Tabulka 9: Seznam analyzovanych latek v cerstvé kurkumé s nazvem slouceniny retencnim

casem, relativni plochou piku (area %), absolutni plochou piku (area) a procentuélni shodou

hmotnostniho spektra s knihovnou spekter (SI-similarity index)

Retenc¢ni ¢as

Plocha piku

Plocha

Peak# Nazev slouceniny ‘ SI
[min] [%] piku
1 a-Pinen 12.17 0.41 2392 94
2 B-Myrcen 15.70 0.77 4527 93
3 a-Thujen 16.44 21.59 125698 93
4 3-Karen 16.88 0.30 1772 95
5 (+)-4-Karen 17.26 0.36 2078 93
6 m-Cymen 17.51 5.45 32457 93
7 Eukalyptol 17.94 2.72 16 081 93
8 D-Limonen 18.19 1.12 6543 93
9 y-Terpinén 20.69 1.12 6463 94
10 Cyclohexen-3-metyl-6-(1-metyletyliden) 23.54 1.22 7163 96
11 Myrcenon 28.42 0.12 718 212 93
12 (-)-4-Terpineol 31.28 0.10 565587 88
13 a-Terpineol 32.12 0.10 576 749 93
14 Caryofylen 51.53 3.01 17180 96
15 m-Camforen 54.58 0.49 2855 76
16 1,4,7,-Cycloundecatrien, 1,5,9,9-tetrametyl 55.23 0.26 1272 92
17 cis-pf-Farnesen 57.25 0.55 3230 92
18 a-Kurkumen 59.45 5.16 30205 91
19 Zingiberen 61.97 12.80 74246 96
20 B-Bisabolen 63.58 1.83 10690 94
21 Seskvisabinen B 65.04 8.89 52004 88
22 trans-y-Bisabolen 65.78 0.90 5229 90
23 Humulen-1,2-epoxid 67.18 0.07 422 075 81
24 Turmeron 68.47 0.19 2354 91
25 (E)-y-Atlanton 69.17 0.43 1139 86
26 Zingiberenol 70.77 0.17 1028 91
27 Kurlon 71.26 0.08 452779 86
28 Zingiberenol 71.51 0.11 683 894 83
29 (E)-y-Atlanton 71.68 0.10 606 322 83
30 Ar-Turmeron 72.43 6.09 35275 95
31 Turmeron 72.89 17.31 101 705 93
32 Kurlon 73.96 5.50 29882 94
33 (6R,7R)-Bisabolon 75.32 0.09 533532 92
34 (E)-Atlanton 76.29 0.19 1092 91
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4 SOUHRN ANALYZOVANYCH LATEK V KURKUME

4.1 Seznam vSech analyzovanych sloZek kurkumy

Tabulka 10: Seznam sloucenin napfi¢ vzorky jejich plochy piku a strukturni vzorce

Nazev slouc¢eniny

plocha [%]

Susena
plocha [%]

Cerstva
plocha [%]

Strukturni vzorec

1 a-Pinen 0.41

2 Sabinen 0.1

3 p-Myrcen 0.08 0.77 \)J\/\)\
AN F

4 a-Felandren 0.04

5 a-Thujen 21.59

6 3-Karen 0.42 0.30
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Nazev slou¢eniny

BIO SuSena Cerstva

plocha [%] plocha [%] plocha [%] Chemicky vzorec

7 (+)-4-Karen 0.36 )i>><

8 0-Cymen 0.55 (ji;

9 m-Cymen 5.45 \@)\
10 Eukalyptol 0.37 1.71 2.72 @7
11 D-Limonen 1.15 1.12
12 y-Terpinén 1.12
13 Sabinen hydrat 0.14
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BIO SuSena Cerstva

Nazev slouceniny plocha [%] plocha [%] plocha [%]

Chemicky vzorec

Cyclohexen-3-

14 metyl-6-(1- 1.22 g
metyletyliden)
HO
15 Linalool 0.37
N =
(o}
4-Acetyl-1-
16 v 0.69
metylcyclohexene
o)
17 Myrcenon 0.12
N P
(e}
Ethanon, 1-(4-
18 0.39
metylfenyl)-
19  (-)-4-Terpineol 0.25 0.10
OH

20  p-Cymen-8-ol 0.55 0.09 p
HO
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Nazev slou¢eniny

BIO

plocha [%)]

Susena
plocha [%]

Cerstva

plocha [%] Chemlcky VZorec

21 a-Terpineol 0.19 0.28 0.10
HO
(0]
22 Kumaldehyd 0.13 \r©/kri
(o}
23 (-)-Carvon 0.52 YdH
24 Linalyl acetat 0.07
o
0 X
25 a-Terpinyl acetdt 0.44
)J\o Z
26 Kopaen 0.39
27 Karyofylen 9.04 5.51 3.01
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Nizev sloudeniny BIO SuSena Cerstva Lo
plocha [%] plocha [%] plocha [%] L] VAR
28 a-Santalene 12.67 /K/\ﬂ
29 Teresantalol 0.98
HO
30 m-Camforen 1.57 0.49 Y\/\H/O\/\)\
trans-o-
31 3.19 N
Bergamoten
=
32  cis-a-Bisabolen 3.15
33 Humulen 0.56 42:>|v
1,4,7-
34 Cycloundecatrien, 0.26
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Nazev slou¢eniny

BIO
plocha [%)]

Susena
plocha [%]

Cerstva

plocha [%] Chemlcky VZorec

35 cis-f-Farnesen 1.17 0.67 0.55
36  Ar-Kurkumen 13.34 18.94 5.16
37 Zingiberen 3.94 4.24 12.80
38 Seskvisabinen B 14.83 13.06 8.89
39 B-Bisabolen 6.12 3.14 1.83
40 p-Bisabolol 0.42

=

OH

41  cis-y-Bisabolen 0.22
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BIO SuSena Cerstva

Nazev slouceniny plocha [%] plocha [%] plocha [%]

Chemicky vzorec

42 trans-y-Bisabolen 0.9 Y\/W/O/

43 Germacron 0.17
44  Karyofylenoxid 1.24
45  (E)-y-Atlanton 1.08

Benzene, 1-
46 metyl-4-(1- 0.56 0.82
metylpropyl)

Humulene-1,2-
47 0.19 0.26 0.07 o
epoxid

K\(\r@/
OH
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Nazev slou¢eniny

BIO

plocha [%)]

Susena
plocha [%]

Cerstva

plocha [%] Chemlcky VZorec

OH
50 Zingiberenol 0.19 0.28
/
51 Kurlon 6.22 10.85 5.58
s
O
5 Bergamotol, Z-a- 0.28 0.29
. . HO
trans- AN
H
53 Ar-Turmeron 15.3 23.11 6.09 \m/C/
=
0]
54 Turmeron 3.82 6.84 17.74 w/
=
o
(6R,7R)-
55 0.26 0.25 0.09
Bisabolon
56  (E)-Atlanton 0.57 0.92 0.19
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5 ZAVER
V ramci této bakalarské prace byla provedena optimalizace a aplikace metody HS-SPME-
GC-MS pro analyzu nizkomolekularnich t€kavych latek v riznych typech kurkumy. Byly

porovnany ruzné typy SPME vléken, teplotni programy a navazky vzorkt. Optimalni

vysledky byly dosazeny pti pouziti vlidkna DVB/Carbon WR/PDMS, které vykazovalo

-----

Analyzou vzorkl kurkumy (BIO, suSena a Cerstva) bylo identifikovano 56 tékavych
latek, pricemZ mezi majoritni slozky patfily zejména a-thujen, turmeron, zingiberen,
seskvisabinen B, Ar-turmeron, kurlon a caryofylen. Vysledky ukazuji, Ze sloZeni tékavych
latek se lisi v zavislosti na typu vzorku. U vSech vzorka byl vysoky podil seskviterpend,

které jsou charakteristické pro esencialni olej kurkumy.

Pouziti nasyceného roztoku NaCl se ukézalo jako neucinné a lepsich vysledktli bylo
dosazeno bez jeho ptidavku. Optimalizace navazky potvrdila, Ze pro susené i BIO vzorky je
vhodné mnozstvi 50 mg, u ¢erstvé kurkumy 0,1 g. Z porovnani teplotnich programi vyplyva,
ze krat$i (30minutovy) program je dostateCny pro kvantitativni analyzu majoritnich slozek,

ale pro ptfesnéjsi a reprodukovatelnéjsi analyzu je vhodnéjsi program 90minutovy.

Metoda HS-SPME-GC-MS se ukazala jako vhodna pro rychlou a efektivni analyzu
tékavych latek v kurkumé. Vysledky této prace mohou slouzit jako podklad pro dalsi
vyzkum zaméfeny na srovnani rtiznych druht kurkumy ¢i sledovani zmén slozeni v
zéavislosti na puavodu, zpracovéni a skladovéani. Pro jednozna¢nou volbu optimalnich
podminek SPME analyzy by vSak bylo vhodné provést dalsi experimenty zaméfené na vliv

dalsich faktord, jako je délka extrakce, inkubacni ¢as nebo pouziti riznych typt vlaken.
Celkov¢ lze fict, Zze zvolena metoda umoznuje spolehlivé identifikovat a kvantifikovat
majoritni té¢kavé slozky kurkumy a ptispivé k lepSimu pochopeni jejiho chemického slozeni.

Do budoucna by dany vyzkum mohl smétfovat k jesté sofistikovangj$i optimalizaci,
jako je napfiiklad teplota inkubace nebo nastaveni hmotnostniho detektoru a tim docilit

k lepSimu a efektivnéjSimu poznani nizkomolekularnich tékavych latek v kurkumé.
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HS-SPME

GC-MS

BIO

SB

E100

PDMS

DVB

TCD

ECD

FID

MS

SI

PTFE

Headspace solid phase microextraction (mikroextrakce z pevné faze v
prostoru nad vzorkem)

Gas Chromatography-Mass Spectrometry (plynova chromatografie s

hmotnostni spektrometrif)

Biologicky péstovana (oznaceni typu vzorku)

Sbirka zédkontli

Kod potravinaiské pridatné latky (kurkumin)
Polydimethylsiloxan

Divinylbenzen

Thermal Conductivity Detector (detektor tepelné vodivosti)
Electron Capture Detector (detektor zachytu elektronti)
Flame Ionization Detector (plamenovy ionizacni detektor)
Mass Spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

Similarity Index (index shody spektra)
Polytetrafluorethylen

Pomér hmotnosti ku naboji
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