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1. Uvod

Kumariny jsou v ptirodé velmi rozsitené latky, majici typické aroma vanilkového
lusku, a proto jsou vyuzivany jako aromatické ptidavné latky. Maji fadu vyznamnych
vlastnosti pro farmaceuticky pramysl. Také je ale diskutovan jejich mozny karcinogenni

efekt, ktery zatim, ale nebyl u ¢lovéka prokazan. [1;10-14;24]

Kumariny jsou diky svému vyskytu rozsifeny v jidle i napojich. Vyskytuji se
hlavné v takovych napojich, které pfichazi do kontaktu s rostlinnym materidlem a které
obsahuji organické slozky (rozpoustédla), které mohou kumariny z danych materiali
extrahovat. Hlavnimi zastupci takovych napoju jsou alkoholy, které jsou uchovavany
Vv sudech, ze kterych jsou pravé kumariny extrahovany. Typickymi zastupci jsou rumy,
konaky a whisky u kterych je pfitomnost kumarint vice pravdépodobné vlivem zrani, a
tedy delsi dobé pisobeni alkoholu na sud. [3;29] Podle jedné studie pfitomnost kumarint

Vv téchto destilatech piispiva ke zvyseni vnimani hotkosti. [32]

Cilem této diplomové prace je vypracovat optimalni zplsob upravy realnych
vzorkll, pro snizeni obsahu matricovych slozek a naslednou analyzu na GC-MS.
Nasledné porovnani metod kvantifikace kumarint. A v posledni fadé provést analyzu

sady redlnych vzork® rum, konaka a whisky.



2. Teoreticka cast
2.1. Kumariny

Kumariny patii do skupiny latek zvané fytochemikalie. Skupina téchto latek se
vyznacuje biologickym vyznamem. Piikladem latek spadajicich do fytochemikalii jsou:
karotenoidy, flavonoidy. Kumariny jsou 1,2-benzopyrony Siroce rozsitené v piirodé a
predstavuji dulezitou soucast vyskytujicich heterocyklti obsahujicich kyslik. [1]
V rostlinnych materialech je fada netékavych hydroxy-, a methoxy-substituovanych
kumarint a jejich glykosidi. [2] Bylo objeveno vice nez 1800 riiznych pfirodnich
kumarini pfevazné v rostlinach, nékteré vsak byly nalezeny i v mikroorganismech.
Kumariny lze klasifikovat jako: jednoduché, furanokumariny, dihydrofuranokumariny,

pyranokumariny, fenylkumariny a biskumariny. [3]

Jednoduché kumariny jsou tvofeny strukturou, kterou lze popsat benzenovym
jddrem s dvéma sousednimi vodiky substituovanymi laktonovym fetézcem, tvoticim
druhy Sesti¢lenny heterocyklus. Obr.1. [4] Chemicka struktura furanokumarini
(furokumarind) obsahuje furanovy kruh kondenzovany s kumarinem. Obr.2. [6]
Dihydrofuranokumariny maji totoznou strukturu s furanokumariny s tim rozdilem, ze
neobsahuji nasobnou vazbu ve furanovém heterocyklu. Obr.2. [6] Pyranokumariny
obsahuji pyranovy heterocyklus spojeny S kumarinovym zakladem. Obr. 4. [7]
Fenylkumariny obsahuji jednoduchy kumarin, na némz je ptipojen fenylovy zbytek. Obr.
5. [8] Strukturu biskumarinti ukazuje obr. 6. [6] Typickymi zastupci jednoduchych
kumarinti substituovanych v poloze C-6 nebo polohach C-6 a C-7 jsou umbelliferon
(Obr. 7) (odvozen od 4-kumarové kyseliny). Dale od umbelliferonu odvozeny eskuletin
(Obr. 10) (6,7-dihydroxykumarin), skopoletin (Obr.9) (7-hydroxy-6-methyoxykumarin)
a skoparon (6,7-dimethoxykumarin), tyto kumariny se vyskytuji v malém mnozstvi
v nékterych druzich ovoce a zeleniny. Eskuletin a skopoletin byly nalezeny v mnozstvi
asi 1 mg/kg v mrkvi, celeru a dalsich kofenovych zeleninach i v n¢kterych druzich ovoce
(merunky). [2]

Nazev Kumarin pochazi z francouzského vyrazu pro fazole Tonka ,, Coumarou*.
Seminka Dipteryx odorata byla jednim ze zdroji, ze kterého byl poprvé kumarin
izolovan v roce 1820 jako pfirodni produkt. Piedpoklada se, ze kumariny maji ucel
chemické obrany rostlin k odrazeni predace. [9,11] Kumarin vini pfipomina Cerstvy jetel
a vzdalené vanilku. [2] V literatufe je aroma kumarini Casto popisovano, jako sladké,

krémové aroma vanilkového lusku. [10] Pozdéji byly kumariny nalezeny v mnoha



dalsich rostlinach, jako: jetel sladky, vanilkova trava, skofice, ale i jahoda, ¢erny rybiz,

merunka a tfesen. [12]

X

X
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Obr. 1: Struktura jednoduchého kumarinu Obr. 4: Struktura pyranokumarinu
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Obr. 2: Struktura furanokumarinu Obr. 5: Struktura fenylkumarinu
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Obr. 3: Struktura dihydrofuranokumarinu Obr. 6: Struktura biskumarinu

Prikladem derivatu jednoduchych kumarini je umbelliferon (UMB). Vyuziva se
jako farmaceuticka substance a hojné se vyskytuje v celedi Rutaceae a Apiaceae. [13]
Obecné se ma za to, ze umbelliferon i furanokumariny jsou fytoalexiny, tedy hraji
fungicidni roli v rostlinach. Cisty UMB vykazuje mirné antibakterialni u¢inky proti
Escherichia coli a Staphylococcus epidermidis. [14] Rozsifené jsou furanokumariny, ale

relativn€ vzacné jsou pyranokumariny i fenylkumariny. [2]
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Obr. 7: Struktura umbelliferonu
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Obr. 8: Struktura 4-methyl-umbelliferonu
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Obr. 9: Struktura skopoletinu
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Obr. 10: Struktura eskuletinu
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Obr. 11: Struktura fraxetinu

Obr.7-11 zobrazuji struktury kumarinti zkoumanych v této praci

2.1.1. Vyznam kumarini

Kumarin a jeho derivaty maji Siroky rozptyl biologickych vlastnosti, které zavisi

hlavné na jejich chemické struktuie. [15] Z tohoto divodu, byly aplikovany v Siroké

Skale farmaceutickych aplikaci jako antimikrobialni latky [16], antioxidanty [17],

protizanétlivé latky [18], anti-HIV latky [19] aj. Mezi té€mito farmaceutickymi

vlastnostmi, maji kumariny také silny G¢inek na centralni nervovou soustavu (CNS),

ktery se zda byt velmi dilezitym biologickym efektem. Z tohoto divodu jsou kumariny

potencialnim zdrojem pro prevenci a lécbu nékterych onemocnéni. [20] Ptikladem je

Warfarin, ktery se prodava na predpis pod znackou Coumadin. Ptisobi jako antikoagulant

K inhibici tvorby krevni srazeniny. Dale se pouziva k terapii hluboké zilni trombézy a

plicni embolie. [21]
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Nékteré vyzkumy naznacuji, ze kumariny mohou mit spojitost s rakovinou, avsak stale
nebylo potvrzeno, ze maji genotoxicky uc¢inek na lidi. [22,23] Kumariny jsou stiedné
toxické latky pro jatra a ledviny hlodavcu se stfedni letalni davkou (LD50) 293 mg/kg u
potkanti. [24] Lidé metabolizuji kumarin pfevazné na 7-hydroxykumarin, slouc¢eninu
S nizsi toxicitou. Toxicky se furanokumariny pochazejici z potravy mohou u ¢loveka
projevit v mnozstvi 0,14-0,38 mg na 1 kg télesné hmotnosti, coz pii bézné spotiebé
zdravé kotfenové zeleniny neptipada v uvahu. Celkovy denni ptijem se odhaduje na 1,3
mg. [2;25] Kumariny se vyuzivaji v parfémech, kosmetice a jako primyslové ptisady.
Nekteré derivaty se pouzivaji, jako zesilovace aroma v tabaku a nékterych alkoholickych
napojich. [26,27]

2.1.2. Kumariny v potravinach a napojich

Roku 1868 byl kumarin poprvé syntetizovdn a uveden na trh, jako latka
ovlivitujici chut’ a aroma. [28,23] Kumariny jsou pfitomny v zelening, ovoci, ofiScich a
dalsich zdrojich potravin. Vysoky obsah je ve skofici a skofice mize byt vyznamnym
zdrojem kumarind v potravé. [3] Kromé ovoce a zeleniny, i nékteré Siroce pouzivané
dietni produkty, jako oleje (olivovy, s6jovy), kdva, ofechy, vino a ¢aj obsahuji kumariny.
[29] Sproll a kol. zjistili, ze ze zkoumanych potravinach je nejvétsi obsah kumarind
v pekaiskych produktech a snidanovych ceredliich (primémé 9 mg/kg). Nejvetsi

koncentrace, az 88 mg/kg byla objevena v nékterych susenkach ochucenych skoftici. [10]

Kumariny jsou obsazeny také v napojich, ale ve velmi malém mnozstvi. [30]
Ackoliv byly kumariny detekovany v mnoha rostlindch, jejich pfitomnost v ¢ajovych
listcich je malo prozkoumana. Yang a kol. (2009) zjistili, Ze stonkova ¢ast zelené¢ho caje
obsahuje mnohem niz$i koncentraci kumarinii nez list, kde se nejvice kumarint
vyskytovalo ve volné formé. [31] Kumariny se vyskytuji ve viné, pfestoZe nejsou
sudech. Vina jsou konzumovana po celém svété a jejich produkce ma dlouhou historii
v mnoha zemich. Kviili zna¢nému obchodnimu vyznamu vin je kladen vétsi diraz na
jejich kontrolu. [44] Winstel a kol. (2020) zkoumali pfitomnost kumarint (umbelliferon,
fraxetin, eskuletin, skopoletin, kumarin, 4-methyl-umbelliferon) v extraktu z dubového
dfeva a ve vzorcich vina (bilého i ¢erveného), v destilatech (konaku, brandy, rumu,
whiskey, bourbonu). Zjistili, Ze je vyssi koncentrace kumarinti v destilatech nez ve

vzorcich vin, coz je vysvétlitelné delsi dobou zrani 1 vysSim obsahem alkoholu destilati.
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Pti zkoumani senzorickych vlastnosti vzorkti vin a destilatd zjistili, Zze ptitomnost
kumarind zvySuje vnimani hotkosti takovych vzorkd. [32] Alkoholické napoje
prodavané v Evropské Unii jsou zakonem omezeny na obsah kumarinli 0 maximalni
koncentraci 10 mg/l. [33] K aromatizaci alkoholickych napoju (napi. polské Zubrovky)

slouzi stéblo Tomkovice obsahujici kumariny. [2]

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim kumarinti ve vzorcich alkoholickych
napoju. Alkoholické napoje obsahuji tékavé latky ale i netékavé komponenty, které
nejsou v GC-MS zjistitelné. Tento odstavec tedy se zabyva inovativnimi zpusoby
analyzy alkoholtl (vin) pomoci GC. Velky potencial ma pouziti uhlikovych sorbentii
s nanostrukturou jako stacionarni fazi. Tento sorbent ma strukturu podobnou fullerentim
a Siroky rozsah separovatelnych latek. Pouziti takové nanotrubice pro separaci alkoholi
a esterdl v destilovanych lihovinach vedlo k dobré separaci a kvantifikaci. Pravé analyza
methanolu a ethanolu mize byt obtizna na béznych stacionarnich fazich v dasledku nizké
retence. Kazdopadné kolona s takovou stacionarni fazi, ktera je levn&jsi a snadnéji
pfipravitelnd, poskytuje vyborné retence. Jejich nevyhoda je vSak v pouziti teploty.
Takovou kolonu lze pouzit pro nizkovrouci latky (do 200 °C). Dale velky vyznam muze
mit pouziti iontovych kapalin jako stacionarni faze. lontové kapaliny jsou soli s bodem
tani pod 100 °C. Vyhoda takovéto stacionarni faze je schopnost separace jak polarnich,
tak i nepolarnich latek. Byly také aplikovany pro chiralni separace. Nejen pouziti
inovativnich kolon, ale vétsi diraz je kladen na tipravu vzorkt. NejcastéjSimi tpravy se
mysli extrakce, derivatizace, které jsou popsany v samostatnych kapitolach 2.2 a 2.3.

[34]
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2.2. Analyza Kkumarint

Kumariny, jak bylo popsano v ptedchozi kapitole jsou latky vyskytujici se v fadé
materidlt a vzorkii. Maji také fadu zajimavych vlastnosti, které vybizi k jejich zkoumani.
Kumariny jsou nejcastéji analyzovany vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC). Jejich analyza si zada fadu uprav vzorku pted finalni analytickou koncovkou,
jelikoz se vyskytuji v matricich bohatych na dalsi latky. Nejcastéji se vyuziva
extrak¢nich technik, pro separaci a odstranéni nezadoucich latek. Extrakce a rizné druhy
extrak¢énich technik, vyuzivanych pro upravu vzorkt s ptiklady pro izolaci kumarint jsou

popsany nize v této kapitole.

2.2.1.Extrakce
Extrakéni techniky jsou nejbéznéj$im zpisobem upravy vzorku pro izolovani
analytd z komplexni matrice. V tomto textu jsou zminény principy zakladnich a
pouzitelnych extrakénich technik. Principem extrakce je pievedeni slozky X z faze A, do
faze B, ktera se s fazi A nemisi. Extrahovana ¢ast mize byt pfimo analyzovana, nebo
muze byt podrobena dal$im upraveam. Mezi fazemi se ustavuje rovnovaha, kterou lze

zapsat rovnici (1).
Xq© Xp 1)

Z této rovnovazné rovnice vychazi Nernstiv rozdélovaci zakon (2)

Kp = o 2)

vvvvvv

analytu X v obou fazich rovna. [35]
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2.2.2.Extrakce kapalina-kapalina
V piipad¢ extrakce kapalina-kapalina (LLE) jsou faze A i B kapalné a podminkou
je jejich nemisitelnost. V praxi se Casto vyuziva vodné faze a druhé organické faze.
Extrakce je dosazeno, pokud ma analyt pfiznivou rozpustnost v organickém

rozpoustédle. [35]

Jednoduché praktické provedeni ma vSak ve svém principu zasadni nedostatek.
A to chybéjici obecné pravidlo vybéru extrakéniho ¢inidla vhodného pro analyt v daném

matricovém systému.

Pii opakované extrakci lze pomoci rovnice (3) vypocitat vytézek extrakce Rn, kde
r je pomé&r objemu jednotlivych fazi. Pomér r vyhodny pro optimalni extrakci v intervalu
1,5 > r > 1. Pfi zvySovani koncentrace organické faze nad urcitou hodnotu je zvySeni

vytéznosti extrakce Rn jiz zanedbatelné. D¢ rozdélovaci pomér z rovnice (4). [38]

1 n
Rp=1- [1—T*DC] )
_ (s
De = (©)a )

Pro Uc¢innou extrakci je tfeba, aby analyt byl alespont z 95 % Vv extrahovatelné
formé¢ jako volné baze nebo kyselina. Z tohoto diivodu je tfeba v fad¢€ ptipadl upravit pH

vzorku.

Vyuziti LLE mulZe pfinést dal$i nadbyte¢né kroky upravy vzorku. Naptf. pro
odstranéni toxického extrakéniho €inidla ¢i Cinidla nevhodného z jiného divodu pro
piimou instrumentalni analyzu je tfeba toto ¢inidlo odpafit do sucha. A odparek znovu

rozpustit ve vhodném rozpoustédle. [35]

2.2.2.1. Faktory ovlivilujici LLE
Michani
LLE vyzaduje vzajemny kontakt dvou fazi, kterého je dosahovéano nej¢astéji michanim,
ttepanim nebo vifivym promichanim. Obecné vyssi rychlost michadni vede k rychlejSimu
ustaleni rovnovahy. A delsi Cas zajistuje, ze bylo dosazeno rovnovahy. Proces michani

by mél pokazdé byt proveden za stejnych podminek, pro zajisténi reprodukovatelnosti.
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Vysoleni
Ptidani soli o vysoké koncentraci, jako naptiklad NaCl, ¢asto vede ke zvyseni extrakéni
ucinnosti. Dlivodem je snizeni rozpustnosti organické slouceniny ve vodné fazi vlivem

zvyseni iontové sily.

Zvolené pH

Jelikoz jsou analyty Casto slabé organické kyseliny ¢i zasady mtze pH prostiedi
znacn¢ ovlivnit jejich rozpustnost ve vodné fazi. Pro zlepseni extrakcéni vytéznosti
kyselin, mtize byt vodna faze upravena na niz$i pH, idealni o dva stupné nizsi, nez je

pKa daného analytu. Analogie plati pro baze se zvySenim pH.

Zvolena teplota

Zvyseni teploty muze vést ke snizeni distribu¢ni konstanty, a tedy k niz§imu
extrahovanému mnozstvi. Zaroven, ale pii zvysené teploté je Kinetika procesu
rychlejsi, tedy dochazi ke zrychleni extrakce. Casto je volba teploty rozhodnutim mezi
niz8i vytéznosti a rychlejsi extrakci. Pro zajiSténi reprodukovatelnych vysledkt je
nezbytné, aby vSechny vzorky byly zpracovany za stejnym teplotnich podminek.

Y 7 we

Zvolené extrakéni cinidlo
Idealni extrakéni rozpoustédlo by mélo vykazovat vysokou rozpustnost danych
analytli a nizkou rozpustnost pro interferujici latky. Extrakéni faze nesmi byt misitelna

S puvodni fazi. [39]

2.2.2.2. Aplikace LLE

Ochocka a kol. (1995) zkoumali pfitomnost kumarin v Chrysanthemum segetum
kapilarni elektroforézou. UsuSené a rozemleté kofinky a nadzemni casti rostliny byly
extrahovany methanolem. Extrakt byl zakoncentrovan pod vakuem. Vznikly koncentrat
byl ziedén 4 % vodnym roztokem octanu olovnatého, o stejném objemu jako mél
koncentrat. Roztok se nechal stat pfes noc a vznikla srazenina byla odstranéna filtraci.
Filtrat byl opét zakoncentrovan ve vakuu a extrahovan chloroformem. Elektroforetickou
separaci byly ziskany signaly pro herniarin, umbelliferon, aesculetin, dihydrokumarin a

kyselina kumarinova. [36]
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Sproll a kol. (2008) pouzili 15 g pevného vzorku potraviny, ktery umistili do
50 ml sirokohrdlé odmérné banky. Banku naplnili pod kalibra¢ni rysku extrakénim
roztokem (80 % methanol, V/V). Obsah banky byl michan magnetickym michadlem po
dobu 30 minut pii laboratorni teploté. Nasledovalo vytemperovani bainky na 20 °C a
doplnéni po rysku extrakénim roztokem. VSechny vzorky byly filtrovany jednorazovymi

filtry a nasledné bylo 5 pl extraktu nadavkovano do HPLC. [10]

Rhim a kol. (2011) analyzovali 155 vzorkii potravin (obsazené byly i népoje).
Pevné vzorky byly homogenizovany a extrahovany methanolem s naslednou sonifikaci

Vv ultrazvukové 1azni po dobu 10 minut. Extrakty byly filtrovany a nasledné nadavkovany
do GC. [37]

Salagoity-Augeste a kol. (1978) zkoumali kumariny obsazené ve viné a brandy.
Pro jejich extrakci pouzili diethylether a nasledné nadavkovali extrakty na HPLC kolonu
s reverzni fazi. [41] Této extrakce vyuzili také Ferndndez Izquierdo a kol. (2000) pfi
porovnani HPLC a spektrofluorimetrické metody pro stanoveni kumarinQ

Vv destilovanych napojich. [42]

2.2.3.Extrakce na pevné fazi
Extrakce na pevné fazi (SPE) vyuziva kolonky, kde je extrakéni faze tvotena
praskovym silikagelem modifikovanym vhodnou hydrofobni funkéni skupinou. Funkéni
skupina navazéana na nosici rozpousti hydrofobni latky ze vzorku ptisobenim van der
Waalsovych sil a extrahuje je tak z vodného roztoku. Bézné pouzivana extrakéni napln
je tvotena silikagelem s chemicky vazanou oktadecylovou skupinou (C18). [40]

v

Vyhodou SPE je selektivngjsi izolace analytu nez pti pouziti LLE. [35]

SPE ma oproti LLE tadu vyhod: vysoka vytéznost, u¢inné zkoncentrovani, nizsi
spotieba organickych rozpoustédel, precisténi. SPE obnasi ale fadu nutnych kroka pro
extrakci, jako je kondicionace kolonky, promyti a nasledna eluce. Pro uspésnou extrakci

je nutné, aby analyt m¢l vyssi afinitu k fazi pevné nez k matrici vzorku
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2.2.3.1. Aplikace SPE

Li a kol. (2019) vyuzili SPE pro izolaci kumarinti z citrusové st'avy. Vzorky po
centrifugaci byly extrahovany pomoci C-18 kolonky. Po promyti kolonky smési, voda:
acetonitril (75:25), byly analyty eluovany 5 ml ethyl-acetatu. Eluaty byly odpafeny do
sucha pii 35 °C pod proudem dusiku a nasledné rozpustény v methanolu a analyzovany

HPLC metodou. [43]

Pouzitim rtiznych SPE sorbenti pro izolaci kumarint se zabyvala Hroboiova a
kol. (2020). Zkoumany byly vzorky bilého vina s putnovym! &islem 5 z riznych oblasti
Slovenska. Pouzity byly komer¢ni sorbenty C18-Hydra; HR-P; HR-X; AFFINiMP-
phenolic a laboratorné¢ pfipraveny MIP-7-hydroxykumarin a Fe3O4/MIP-7-
hydroxykumarin. Konvenéni SPE: dany objem vzorku prosel kolonkou, nasledovalo
promyti vodou a eluovani analytl roztokem methanol/kys. octova (9:1, V/V). Extrakce
pomoci FesO4/MIP-7-hydroxykumarin: 3 ml vzorku byly pfidany k sorbentu (0,2 g) a
michany 30 minut magnetickych michadlem pti 25 °C. Sorbent byl vytahnut externim
magnetem, proplachnut vodou a usuSen za vakua pii 60 °C. Déle byl sorbent smichan
s roztokem methanol/kyselina octova (9:1, V/V). SPE S$pi¢kou pipety: MIP-7-
hydroxykumarin byl umistén v 1 ml polypropylenové $picce, na obou koncich uzaviené
vatou. Kondicionace sorbentu byla provedena methanolem a 10 % ethanolem. Byl
vpraven vzorek a sorbent byl promyt vodou. Eluce analyti byly provedeny smési
methanol/kyselina octova (9:1, V/V). Ve vSech ptipadech byly extrakty filtrovany pies

0,45 pm nylonovy membranovy filtr a nasledné analyzovany HPLC metodou. [44]

Zvlastnim typem SPE je vyuziti molekularné vtisténych polymert (MIP). Tyto
polymery jsou velmi selektivni pro dany analyt, coz umoziuje citlivéjsi a selektivnéjsi
kvantitativni analyzu. Pfiprava takovych polymert je neckolika-krokova syntéza,
obnasejici pripravu templatu a naslednou polymeraci. K jiz zmiftiovanym vyhodam
selektivity se fadi i moZnost opakovaného pouziti. Klasicka SPE je zatizena ekologickou

nevyhodou, tedy pouzitim sorbentti, které jsou pouzitelné pouze jednou. [38]

1 Putnové ¢islo podle poétu ,puten” nadob naplnénych cibébami (bobule napadené uslechtilou plisni).
Pocet prisypanych cibéb ma vlil na vyslednou cukernatost vin. [45]
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2.2.3.2. Aplikace MIP

Specidlnim magnetickym typem MIP se zabyvala Machyndkova a Hrabonova
(2017). Zabyvaly se ptipravou specialnich magnetickych MIP pro izolaci kumarint ze
vzorku skoficovych ty¢inek, mleté skofice, skoficovych cerealii. Ptipravené MMIP byly
kondiciovany roztokem methanol/kyselina octova (9/1, V/V) a nasledné¢ 5 ml
rozpoustédlem analytt. Sorbent byl oddélen externim magnetem. K aktivovanému
MMIP bylo piidano 1,25 ml (vodného) vyluhu vzorku (1 g vzorku v 8 ml vody pii 75
°C, s naslednou centrifugaci a filtraci nylonovym 0,45 um filtrem). Smés byla michana
30 minut. MMIP byly vytazeny externim magnetem, promyty vodou, vysuSeny Ve vakuu.

Analyty byly eluovany roztokem methanol/kys. octova (9/1/, V/V). [46]

2.2.4.Mikroextrakc¢ni techniky
Mikroextrakéni techniky jsou v dnesni dobé hojné€ uzivany a oblibeny, hlavné

Z divodu minimalni spotfeby organického rozpoustédla.

Nejpocetnéjsi skupinou téchto technik je mikroextrakce z kapaliny do kapaliny
(LLME). Moznym zpusobem provedeni je extrakce do jediné kapky rozpoustédla
(SDME) ve statickém ¢i dynamickém provedeni. Dalsi provedeni je mikroextrakce do
kapalné faze pomoci dutého vlaka (HF-LPME) a v neposledni tfadé disperzni
mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (DLLME). Ackoli jsou tyto techniky vyuzivany
ve farmaceutickém a enviromentalnim primyslu, jejich vyuziti je hlavné ve védecké
sféfe nez v rutinni praxi. Sir§imu vyuziti brani doba potfebna pro ustaleni rovnovahy,

opatrna manipulace, ¢i zajisténi stability kapky a vybér spravného rozpoustédla.

Mikroextrakce na pevné fazi ma také fadu variant provedeni. Mikroextrakce na
pevné fazi ve Spickach pipet (u-SPE-PT) a mikroextrakce tuhou fazi v mikrostiikacce
(MEPS) jsou do budoucna potencionaln¢ slibné extrakéni techniky. u-SPE-PT extrakce
probiha ve Spickach pipet naplnénych sorbentem. Vyhodou této techniky je moznost
ptipravy sorbentu dle pozadované aplikace. V ptipadé¢ MEPS je malé mnozstvi (1-4 mg)
sorbentu vpraveno do injekéni jehly, ktera je pfipojena ke specialni stiikacce a pohybem
pistu je provedena extrakce. SPM, mikroextrakce na pevné fazi pracuje se specialné
upravenou  stiikackou,  obsahujici  vlakno  pokryt¢  polymerem  (Casto
polydimethylsiloxan). Jedna se v podstaté o bez rozpoustédlovou techniku, kdy je vlakno
vysunuto a vystaveno vzorku, dochazi k adsorpci analytu. Vlakno je zasunuto a nasledné

pro desorpci vysunuto. Nejcastéji jsou takto extrahované vzorky vpraveny do GC. [38]
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2.2.5.Head-space extrakce

Tato diplomova prace se zabyva analyzou pomoci plynové chromatografie, a tedy
je namisté zminit princip a vyhodu head-space extrakce. Principem head-space extrakce
je odebrani tékavych latek, které se shromazd’uji nad kapalnym ¢&i pevnym vzorkem
V uzaviené nadobce a nadavkovani do GC systému. Evaporace tékavych latek mtze byt
usnadnéna zahfatim vialky. Prenos vzorku plynné faze mize byt proveden plynotésnou
injekéni stiikackou nebo davkovaci smyckou, umisténou mezi vialkou a GC. Jednim ze
zpusobti je sorpce tékavych slozek na sorbent a nasledna desorpce do GC. [34] Provedeni

se d¢li na statickou a dynamickou head-space extrakci.

Ve statické head-space extrakci dochazi k vneseni kapalného ¢i pevného vzorku
do vialky (typicky 10 nebo 20 ml) a t€kavé latky difunduji do head-space prostoru vialky.
Jakmile dojde k ustaleni rovnovahy koncentraci analyt v head-space prostoru a matrici,
je cast plynné faze z head-space prostoru pienesena do plynového chromatografu.
Vyhodou statického provedeni je vlozeni vzorku do vialky a analyza bez dalsi potiebné
upravy. V piipadé pevného vzorku je vhodné provést jeho rozetieni pro zvétseni plochy
povrchu dostupné pro tékavé analyty. V ptipadé dynamické head-space extrakce dochazi
ke kontinualnimu odebirani tékavych slozek proudicim plynem. Tato metoda je
oblibengjsi, protoze napomaha k uplné extrakci analytt. [35] Analyty obsazené v plynu

jsou zachyceny na sorbentu a nasledné desorbovény.

2.2.5.1. Aplikace Head-space
Manékova (2019) se ve své diplomové praci zabyvala zkoumanim pfitomnosti a
stanovenim vonnych latek v ne¢okolddovych cukrovinkéch, typu dropsi pomoci HS-
SPME-GC-MS. Pouzila SPME-vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 um (Supelco,
Bellefonte, Pennsylvania, USA). Vedle dalsich vonnych latek se ji podatilo pomoci GC-

MS identifikovat také kumarin s reten¢nim ¢asem 38,14 min. [47]
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2.2.6.SuperKkriticka fluidni extrakce

Superkritickd fluidni extrakce (SFE) vyuziva vyjimecnych vlastnosti
superkritickych tekutin k separaci slozitych materiali, jako jsou slozky zivotniho
prostiedi, farmaceutickych pfipravkll ¢i potravin. Superkritické tekutiny vznikaji

zahtatim média nad kritickou teplotu a stla¢enim nad kriticky tlak.

Tyto tekutiny kombinuji vlastnosti kapalin a plynt. Nadkriticka teplota zamezuje
zkondenzovani do kapalného stavu jednoduchym stlacenim. Nejpouzivanéj$im médiem
v SFE je oxid uhli¢ity pii teploté¢ vyssi 31 °C a tlaku vysSim 7,38 MPa. Za téchto
podminek se molekuly CO2 pohybuji nezavisle na sobé, jako v plynu. Tato vlastnost
ptinasi vyhodu plyni, a to velkou difuzivitu oproti kapalinam. Dalsi vyjimec¢nou
vlastnosti superkritickych tekutin je velkéd hustota, kterd se blizi hustoté kapalin. Tato
vlastnost piinasi vyhodu kapalin, a to velkou rozpoustéci schopnost. Superkritické

tekutiny umoznuji rozpoustét velké net€kavé molekuly. [40]

Nejpouzivangj$im superkritickym médiem je CO2, ktery ma fadu vyhodnych
vlastnosti. Hlavnim z vyhod je nizka superkriticka teplota a tlak, dale vysoka Cistota,
nizka toxicita, a nehotlavost. CO2 jako nepolarni molekula je vhodny pro extrakci
nepolérnich latek. Nepolarni charakter pfinasi problém, a to v extrakci pravé polarnich
slou€enin. Jind média s polarnim charakterem, ktera by se dala pouZit pro superkritickou
extrakci (napt. NH3z) maji ale fadu nevyhod. Hoflavost, toxicitu, vysoké superkritické

hodnoty. Nepolarnost COz2 se obchazi pfidanim modifikatoru (napt. methanol, acetonitril
aj.). [35]

Velkou vyhodou a ditvodem vyuzivani SFE je zkraceni doby extrakce, v ptipadé

superkritické fluidni chromatografie (SFC) zkraceni ¢asu analyzy. [48]

2.2.6.1. Aplikace SFE

Superkritické fluidni extrakce vyuzili Wang a kol. (2011) pro izolaci kumarint
z Angelica dahurica, coz je tradi¢ni ¢inské 1é¢ivo vyuzivané k 1é¢bé bolesti hlavy
zpusobené béznym nachlazenim, astmatem aj. [49] Kumariny (imperatorin,
isoimperatorin), jsou hlavnimi biologickymi slozkami, u kterych byly pozorovany
protirakovinné, antibakterialni a ,kodeinové“ ucinky. [50;51] UsuSené (ve vakuové
susarn€) a rozmélnéné koteny rostlinného materialu byly pouzity k extrakci. SFE
extrakce byla provedena oxidem uhli¢itym po dobu 2 hodin pii pritoku 25 1/h pti tlaku
35 MPa a 50 °C. Extrakt z SFE byl smichan s 50 ml petroletherem (LLE). Pro odstranéni
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necistot byl roztok extrahovan vodou. Finalni extrakce byla provedena 60 %
methanolem. Faze byly oddéleny a obsah kumarinti v methanolu byl stanoven pomoci
HPLC. [52]

Jak lze vidét z uvedenych ptikladi aplikace, byla provedena izolace kumarind
riznymi zpusoby extrakce. Tato prace se zabyva stavenim kumarinti v destilatech, tedy
by se nabizela moznost pouziti SPE kolonek. LLE vSak nebyla pouzita v této
problematice v takové $ifi. LLE je tedy zajimavou vyzvou pro izolaci kumarint

Z realnych vzork.

2.3. Derivatizace

Plynova chromatografie vyuziva vysoké tékavosti analyti pro jejich separaci.
Moznost ovlivnéni tékavosti sloucenin byla zkoumana jiz od pocatkli plynové
chromatografie. Tento vyzkum umoznil jednak vznik inovativnich chromatografickych
systému, jako je vysokoteplotni plynova chromatografie, gradientova eluce s teplotnim
programem, superkritickd fluidni chromatografie, ¢i pouziti specidlnich sorbentil
v chromatografickych kolonach, jedna umoznil vyvoj metod chemické konverze cilové
slouc¢eniny vzorku na vhodny derivat této slou¢eniny. Derivatizace je vyjimecny postup
upravy vzorku. V pfedchozich chromatografickych systémech je retence solutu
ovlivilovana pouzitym charakteristickym systémem ¢i pracovnim programem.
Derivatizace méni pravé charakter slouCeniny jako takové. Pravé kombinace plynové
chromatografie a chemické derivatizace nasla Siroky rozsah vyuzitelnosti pro zkoumani
biochemickych, biomedicinskych procesii a velkého pocétu molekul, které by bez

derivatizace nemohly byt studovany plynovou chromatografii. [53]

Derivatizace se vyuziva i ve vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC).
Nejrozsitenéjsim zptisobem derivatizace v HPLC je miseni mobilni faze (S analyty)
vychazejici z kolony s vhodnymi ¢inidly ve sméSovaci komirce a nasledné v reaktoru,
ve kterém dochazi k vlastni reakci derivatizace. Dalsimi technikami derivatizace v HPLC
jsou: zména pH; pouziti tuhé latky (slouzici, jako vlastni reagent ¢i nosi¢ enzymu);

fotochemické piemény puisobenim UV zafenim a elektrochemicka derivatizace. [54]

V chromatografickych systémech je mozna derivazitace piedkolonova a
postkolonova. VétSina derivatizaci v GC je provadéna predkolonové v ,,offline* rezimu.

[55]
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2.3.1.Davody derivatizace
Karboxylové, hydroxylové, karbonylové, thiolové a amino skupiny, maji polarni
charakter, a tedy tendenci vytvaiet vodikové vazby. Nasledkem je jak nizka tékavost
sloucenin obsahujicich tyto skupiny, tak silna tendence adsorpce na nosi¢ stacionarni
faze a asymetrie eluovanych pikii. Dalsim problémem je tepelna ¢i chemicka nestabilita
slouCenin, ktera zapficinuje ztratu vzorku, tedy nekvantifikovatelné eluce ¢i eluci

produkti rozkladu vzorku.

NejcastéjSim divodem pro derivatizaci je jiz zminovana zména tékavosti
zkoumané latky. Pfitomnost polarnich skupin snizuje tékavost jesté vice. Eliminaci
moznych silnych intermolekularnich interakci polarni skupiny ¢i kompenzovani jejich
elektrického naboje mize znaéné zvysit t€kavost molekuly. Zablokovanim nepolarnim
substituentem muze byt ziskan derivat, ktery lze chromatografovat v plynné fazi,
v kontrastu s netékavou matetskou molekulou. Duvod pro pouziti derivatizace mize byt
i opacny, tj. snizit t€kavost latky. Slouceniny s vysokou tékavosti mohou vykazovat
ztratu V kvantifikaci, napt. jiz béhem procesu piipravy vzorku. Pfikladem muze byt

analyza karboxylovych kyselin ve vzorcich biologickych materialt.

Polarni latky maji ¢asto tendenci se adsorbovat na chromatograficky nosi¢ nebo
dochazi k rozkladu pfi reakci s nim. Nasledkem je chvostovani piki, coz znesnadiuje ¢i
pfimo znemoziuje kvantifikaci pikd. To je dalsi divod pro vyuziti derivatizacni
techniky. Asymetrie eluovanych piki mize poukazat na piekroceni kapacity
chromatografického systému. Tedy piekroceni kapacity stacionarni faze. V tomto
piipadé praveé chemicka pfeména na derivat, s jinymi adsorpénimi vlastnostmi, mize byt

prospésna pro ziskani symetrického piku a moznosti pracovat v linearnim rozsahu. [53]

2.3.2. Pouzivané derivaty
Jiz zminéné funkéni skupiny (Karboxylové, hydroxylové, karbonylové, thiolové
a amino), které jsou problematické pro GC stanoveni, nabizi ve své podstaté feSeni.
Vysoka polarita téchto skupin umoznuje jejich reakci s ¢inidly. V piipadé karboxylové

skupiny je nejcastéjsi derivatizacni reakci esterifikace.

Hydroxylové skupiny mohou byt derivatizovany vytvorenim etherti. Snaha o
vytvofeni procesu, ve kterém by doslo k derivatizaci vice ¢i vSech skupin v molekule
vjedné reakci vedla kvyvoji metod piipravy silanizovanych, acylovanych,

isopropylovych a jinych derivata. [53]
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2.3.2.1. Silanizacni ¢inidla

Jednéd se o pravdépodobné nejpouzivanéjsi derivaty pro netékavé latky a pro

blokovani jejich funk¢nich skupin. Velkou vyhodou téchto Cinidel je, ze rizné funkcéni

skupiny slouéeniny jsou pfeménény v derivat v jednom kroku. K okamzitému pouziti

jsou komer¢né piipravena Cinidla, smési ¢inidel a rozpoustédla dodavany pro metody na

zpracovani jednotlivych substrati. [53] Mohou byt pouzivana Cista reakéni Cinidla, ¢i

smés vice ¢inidel. Smés Cinidel poskytuje vyssi efektivitu pii reakci se specifickou

slouc¢eninou. Velky vliv na rychlost reakce ma teplota. Zahtivani vzorku s Cinidlem pfti

teploté okolo 70 °C na 15 az 30 minut je bézné provadéno. Ackoliv jsou Silanizacni

derivatiza¢ni Cinidla oblibena a reaguji s riznymi funkénimi skupiny, Ize obecné fict, ze

nejlepsi vysledky poskytuji derivatizaci karboxylovych a hydroxylovych skupin.

Obrazky 7-12 ukazuji struktury ¢asto pouzivanych silaniza¢nich ¢inidel. [55]

(CHa)5Si-Cl

Obr. 12: Trimethylchlorsilan (TMCS)

Si(CH3)5

e

\Si(CH3)3

R——N
Obr. 13: N-Alkylhexamethyldisilazan

HsCo

H5C2/

Obr. 14: Trimethylsilyldiethylamin
(TMDSEA)
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Obr. 15: Trimethylsilylimidazol (TMSIM)
(CH3)3Si-NH-Si(CH 5)5
Obr. 6: Hexamethyldisilazan (HMDS)
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Obr. 17: Tetrakis-TMS-diaminoalkan
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Bézné je reakce provadéna v prostiedi rozpoustédla, které nemad aktivni vodik.
[55] Pyridin ¢i jind rozpoustédla svelkou solvataéni kapacitou (acetonitril,
dimethylformamid) jsou casto pouzivana. Reakce probiha v reakénich nadobkach
uzavienych vickem se silikonovym septem. Nadavkovani vzorku do systému je

provadéno pres septum davkovaci jehlou. [53]

Vyhodna muze byt zména takto derivatizované slouceniny pro jeji detekci za
pouziti hmotnostni spektrometrie. Nicméné hmotnostni spektra mnoha derivath

silanizace nemusi byt obsaZzena v knihovnach spekter. [55]

2.3.2.2. Estery
Estery jsou bézné derivaty karboxylovych skupin. Nejcastéji uzivané jsou
methylestery, pro jejich dostacujici tékavost dokonce i vyssich mastnych kyselin
obsazenych V tucich. Je znamo vice metod pro piipravu methyl-esterd, elegantni

metodou vsak jsou esterifikace diazomethanem nebo methanolovym roztokem BF3. [53]

Diazomethanova metoda: Je popséano vice variaci piiprav derivatu touto
metodou. Obecné lze derivatizaci popsat rovnici (5). Zakladem, je ptiprava
diazomethanu, rozkladem N-methylmocoviny, N-nitroso-N-methyl-p-
toluensulfonamidu nebo dalsi 1atky s podobnou konfiguraci. Roztok takto pfipraveného

diazomethanu je postupné ptidavam k roztoku vzorku do trvalého zlutého zbarveni.

R-COOH + CH>=N*=N" ————» R-COOCH3 + N (5)

Methanolova metoda: zde také literatura uvadi vice variaci této derivatizace.
Obecné derivatizaci popisuje rovnice (6). Zakladem metody je probublavani BF3
methanolem. Takto pfipraveny regent se pfidava k roztoku vzorku a smés se necha vafit
po dobu 2 minut. Po ochlazeni jsou vzniklé estery extrahovany zreakéni smési
diethyletherem. Extrakt je zakoncentrovan pii pokojové teploté a chromatografovan.
Rizikem této metody jsou vSak nezadouci reakce kvili reaktivité ¢inidla na dvojnych

vazbach, nebo na reak¢nich centrech. [53]

R-COOH +CHsOH ——» R-COOCHs + H20 (6)
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2.3.2.3. Acyl derivaty

Acyl derivaty jsou bézné derivaty hydroxylovych, amino a thiolovych skupin.
Derivaty jsou méné polarni nez latky vychozi a s nahrazenim aktivniho vodiku skupiny
podstatné klesa tendence tvofit vodikovou vazbu. Disledkem je zvySeni tékavosti i
pivodné netékavych sloucenin, nebo sloucenin termicky nestabilnich. Pfiprava acyl
derivatli nejcastéji zahrnuje reakci acylac¢niho ¢inidla (Casto anhydrid odpovidajici
kyseliny) v pyridinu, tetrahydrofuranu ¢i jiném rozpousStédle schopném vazat
produkovanou kyselinu. Reakéni ¢as a teplota zavisi na vlastnostech substratu a
reaktivité pouzitého ¢inidla. Mize byt v rozmezi od 15 minut po 1 hodinu ¢i v ptipadé
teploty od pokojové teploty po bod varu. Pii této derivatizaci je zadouci udrzovat

bezvodé prostiedi. [53]

2.3.2.4. Ethery
Ethery jsou pouzivany pro blokovani hydroxylové skupiny, avSak jejich vyznam
neni pfili§ velky a jsou vyuzivany ve specialnich pifipadech. Naptiklad hydroxylové
skupiny polyhydroxylovych slou¢enin s vVys$si molekulovou hmotnosti (napt. cukry) jsou
pfemény na ethery reakci jodmethanu v pfitomnosti oxidu stfibrného

v dimethylformamidu, rovnice (7). [53]

2R-OH + 2 CHsl + Ag20 —» 2 R-OCHs +2 Agl + H,0 )

2.3.2.5. Cyklické derivaty
Cyklické derivaty mohou vzniknout reakcei latky obsahujici dvé funkéni skupiny,
s ¢inidlem majicim také dvé funkéni skupiny. Naptiklad cis-dioly (v polohach 1,2 nebo
1,3) mohou byt derivatizovany alkylboronou kyselinou. Reakce probiha v prostredi
ethyl-acetatu ¢i pyridinu. Diky charakteristickym hmotnostnim spektrim jsou vhodné

pro analyzu v kombinaci s hmotnostni spektrometrii.

Vhodnym diaminem muze byt derivatizovana molekula obsahujici karboxylovou
a karbonylovou skupinu v a-poloze. Reakci vznika heterocyklus, ktery nema vhodné
vlastnosti pro analyzu pomoci GC. Nasleduje modifikace takto vzniklé molekuly
silanizaci. Vlastnosti vhodnych pro analyzu detektorem elektronového zachytu (ECD)
muze byt dosazeno pouzitim diaminu substituovaného halogeny na benzenovém jadre.
Pfitomnost hydroxylové a a-amino skupiny v molekule zvySuje moznost piipravy
cyklickych derivata. [53]
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2.3.2.6. Chiralni derivaty
Obecné existuji dva postupy separace enantiomerti chromatografii. Za prvé je to
separace na opticky aktivni stacionarni fazi. Za druhé jde o ptipravu diastereomerniho
derivatu, ktery lze separovat na ne-chiralni stacionarni fazi. Derivatizace zahrnuje reakci
enantiomera s ¢istym enantiomerem chiralniho derivatiza¢niho ¢inidla (CDA) za vzniku
dvou diastereomernich derivatd. Diastereomery maji odlisné fyzikalni vlastnosti a
reaktivitu. [56]

2.4. Metody kvantitativniho vyhodnoceni

2.4.1.Metoda vnéjsiho standardu
Metoda také znama jako metoda kalibracni kiivky je zaloZena na méfeni série
standardii o ruzné, ale znamé koncentraci V definovaném rozmezi. Vysledkem je

nalezeni zavislosti kalibra¢ni funkce, a neznamé koncentrace analytu je uréena pomoci

o 24

v

ziskana linearni funkce. Linearni funkce déava nejspolehlivéjsi vysledky. Linedrni
zavislost je dana rovnici (8) ve které b je smérnice kalibra¢ni pfimky a vyjadiuje citlivost

metody, a je tsek. [38]
X =a i bCi (8)

Metoda neni vhodna pro analyzu slozek slozitych matric. Je vhodna pro

stanoveni, JSOU-1i vzorky i standardy svymi vlastnostmi rovnocenné.

2.4.2.Metoda standardniho pridavku
Tato metoda se vyuziva v piipadé prace s analytem ve sloZzité matrici, kterou
nelze napodobit. Dochazi ke spikovani vzorku. Vzorek po homogenizaci je rozdélen na
dvé casti. Jedna ¢ast je analyzovana podle dané metody. Ke druhé ¢asti je pridano znamé
mnozstvi standardu analytu. Za ptedpokladu linearni zavislosti jsou odezvy téchto

méfeni pouzity pro vypocet koncentrace analytu. [40]
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2.4.3.Metoda vnitiniho standardu
Principem této metody je ptidavek presn¢ znamé koncentrace vnitiniho standardu
k roztoku analytu a k roztoku standardu. Vnitini standard musi byt latka, dobie oddélena
od vsech slozek a méla by byt eluovana v blizkosti stanovované slozky. Vyhodou je

interni standard s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi podobnymi analytu. [38]

Metodou vnitiniho standardu se dosahuje nejvyssi pfesnosti pro kvantitativni
vyhodnoceni pii analyze plynovou chromatografii. Ma vyhodu kompenzace jistych chyb
méteni, které ovliviiuji vysledny vystup vSech interferentl a analytt stejné€, napf. kolisani

prutokd, tlaku aj. [40]

Koncentrace analytu ci ve vzorku se vypoc¢te podle rovnice (9)

e = Y/, 0+ cis * ©)

Kde Ai znaci plochu analytu a Ais plochu interniho standardu, cis je koncentrace
interniho standardu a fi je odezvovy faktor dané latky. Odezvovy faktor se vypocte

z rovnice (10).

fi= (AIS/Ai) * (Ci/cls) (10)
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3. Experimentalni cast

3.1.1.Chemikalie, pristroje a pomiicky
4-methyl-umbelliferon (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)
Aceton (Penta, Praha, CR)
BSTFA (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)
Dichlormethan (Penta, Praha, CR)
Diethylether (Penta, Praha, CR)
Esculetin (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)
Ethyl-acetat (Bc-Chemservis, Roznov pod Radhostém, CR)
Ethyl-formiat (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)
Fraxetin (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)
Heptan (Penta, Praha, CR)
Hexan (Lach-Ner, Neratovice, CR)
HMDS (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)
Chloroform (Penta, Praha, CR)
Chrysene-di2 (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)
Isooktan (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)
Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Methanol (Penta, Praha, CR)
Methylisobutylketon (Loba-Chemie indo Austranal co, Indie)
Methyl-terc-butylether (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)
m-nitrofenol (Loba Fienchemie GmBH, Fischamend, Rakousko)
Pyridin (Penta, Praha, CR)
Scopoletin (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)
Toluen (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)
Umbelliferon (Sigma Aldrich, St. Louis. Missouri, USA)

Centrifuga 5702 (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Agilent Technologies 7890A GC systém (Agilent, Palo Alto, Kalifornie, USA)
Hettich Centrifuga Mikro 120 (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Blokovy termostat SBH130 (Stuart, stone, Staffordshire, Velka Britanie)
Heidoplh tfepacka Reax Top (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

Automatické pipety Eppendorf, plastové $picky, plastové Eppendorf zkumavky, vialky.
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3.2. GC-MS analyza
Vzhledem Kk tomu, Ze se kumariny vyskytuji v rostlinnych, ale i dfevinnych
zdrojich, byly vybrany vzorky destilati, které zraji v dievénych sudech. Byly vybrany

vzorky Karibského rumu, konaku a whisky.

Pro ovéfeni moznosti ¢i nemoznosti piimé analyzy na GC-MS byly pfipraveny
standardy kumarinii. Byly pfipraveny zasobni roztoky navazenim 1 mg standardu
kumarinu; umbelliferonu; 4-methylumbelliferonu; skopoletinu; eskuletinu a fraxetinu a
rozpuSténim v 1 ml methanolu. Pfipravené zasobni roztoky byly nafedény na

koncentraci 50; 100 a 200 pug/ml a byla provedena analyza pomoci GC-MS

3.3. Uprava vzorku
Jelikoz se tato prace zabyva vzorky alkoholickych népojli s bohatou matrici
vlivem pfipravy a zrani, byla zvolena extrakce, jako vhodna technika pro lepsi izolaci
hledanych kumarinti. Pokusy o optimalizaci upravy vzorky byly provedeny na rumu Dos

Maderas P.X. 5+5.

Prvnim extrakénim ¢inidlem byl ethyl-acetat, jakozto typické extrakéni Cinidlo.
K 5 ml vzorku rumu (v plastové zkumavce eppendorf) bylo piidano 10 pl standardu o
koncentraci (10 pg/ml) kumarinti. Do druhé zkumavky obsahujici 5 ml vzorku nebyly
pfidany standardy. K roztokim byl pfidan 1 ml ethyl-acetatu. Zkumavky byly protiepany
a nasledné bylo pfidano 2,5 ml nasyc. roztoku NaCl pro vysoleni. Zkumavky byly
centrifugovany 2 min pii 4400 RPM na centrifuze 5702 Eppendorf. Byla odebrana horni
faze do sklenénych vialek. Do zkumavek byl opét ptidan ethyl-acetat a extrakce byla
provedena znova. Po centrifugaci byly odebrany horni faze do ptislusnych vialek. Vialky
byly zahfivany na topném bloku STUART 130 pii 80 °C do sucha za soucasného
odfoukavani dusikem. K odparku bylo pfidano 100 pl pyridinu a 100 pl
hexamethyldisilazanu (HMDS). Vialky byly uzavieny krimpovacim vickem a hodinu

zahtivany pii 80 °C. Po ochlazeni byly roztoky dofedény 300 ul hexanu.

Jako dalsi extrak¢ni Cinidla, pied detailn€j$im pohledem na vhodné ¢inidlo, byla
vybrana dvojice dichlormethan a chloroform. Nyni bylo pouzito mensiho objemu vzorku.
Do 4 plastovych eppendorfek byl odpipetovan 1 ml vzorku rumu. Do dvou zkumavek
byl ptidan pridavek 10 pl standardu kumarina (10 pg/ml). Zkumavky byly uskupeny do
dvojic obsahujicich zkumavku s piidavkem a bez pfidavku. Do jedné dvojice bylo

odpipetovano 0,5 ml dichlormethanu a do druhé dvojice 0,5 ml chloroformu. Zkumavky
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byly protfepany a nasledn¢ centrifugovany na centrifuze Mikro 120 po dobu 2 minut pii
otackach 14 000 RPM. Do priipravenych vialek byla po centrifugaci odebrdna spodni
vrstva. Extrakce byla provedena jest¢ jednou se stejnymi Cinidly. Po centrifugaci byly
opét spodni faze odebrany do urcenych vialek. Odebrané faze byly zahtivany pii 80 °C
za soucasného odfoukavani dusikem do sucha. K odparkiim bylo pfidano 100 ul pyridinu
a 100 ul HMDS. Vialky byly uzavieny a hodinu pti 80 °C zahtivany. Po ochlazeni byl

obsah vialek natedén 300 pl hexanu.

Dalsim krokem, jiz kvuli detailnéjsimu pohledu, byla analyza vlivu rozpoustédla
pro finalni fedéni, na analyty a vliv pocatecni teploty programu méfeni. Do jedné
eppendorfky obsahujici 1 ml rumu bylo ptidano 10 pl standardu kumarinti o koncentraci
(10 pg/ml) a do druhé zkumavky byl pfidan pouze 1 ml rumu. Takto byly pfipraveny tii
dvojice. Do vSech pfipravenych zkumavek bylo piidano 0,5 ml dichlormethanu a bylo
S nimi pracovano, jak je popsano vyse. Pouze ve finalnim kroku byla jedna dvojice
nafedéna 300 pl pyridinem, druha toluenem a tfeti heptanem. Dale byla nastavena

metoda pro poc¢atecni teplotu 50; 70 a 90 °C.

7 a VvV

3.3.1.Vytéznost extrakce

Doposud byly dané vzorky vZdy extrahovany dvakrat. Pro ovéfeni tohoto postupu
a jeho vyhody byla zkouména vytéznost extrakce. Do zkumavky byl odpipetovan 1 ml
rumu, do kterého bylo ptidano 10 pl ze zasobnich standard kumarint (1 mg/ml). Bylo
ptidano 0,5 ml dichlormethanu. Roztok byl protiepan a nasledné centrifugovan po dobu
2 minut pii 14 000 RPM. Byla oddélena spodni faze do uréené vialky. Opét bylo ptidano
do zkumavky 0,5 ml dichlormethanu a po centrifugaci byla spodni faze odebrana do
prazdné vialky. Extrakce byla provedena pétkrat a kazda odebrana faze byla odebrana do
prazdné, Cisté vialky. Nasledné s vialkami po extrakcich bylo zahazeno stejné, tedy
odpareni do sucha, ptidavek 100 pl pyridinu a HMDS, hodinové zahtivani pii 80 °C a
nafedéni 300 pl heptanem. Jednotlivé vialky byly analyzovany na GC-MS.

3.3.2.Vliv prostredi

Pro dal$i praci byl vytvofen zasobni natedény roztok kumarini o koncentraci
200 ug/ml. Piipraven byl odebranim 20 pl kazdého zkumarini (umbelliferon, 4-
methylumbelliferon, scopoletin, esculetin a fraxetin) o koncentraci 1 mg/ml bez

nasledného fedéni.
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Jelikoz pH a pfitomnosti soli jsou faktory ovliviiujici extrakci bylo provedeno
zkoumani vlivu prostiedi na efektivitu extrakce. Byla pfipravena pétice zkumavek
obsahujici 0,5 ml vzorku rumu a ptidavek 1 pul smésného roztoku kumarint (200 pg/ml).
Druha sada pétice obsahovala 0,5 ml vzorku rumu. Opét byly vytvofeny dvojice 0
uskupeni vzorek a vzorek s ptidavkem. Do kazdé dvojice bylo odpipetovano 0,5 ml
ptislusného roztoku pro upravu prostredi. Zkoumana prostiedi byla: voda; nasyc. roztok
NaCl; fosfatovy pufr o pH 2,2; fosfore¢nanovy pufr o pH 12; koncentrovana HCI.
Vzorky byly promichany. Nasledné do nich bylo ptidano 0,5 ml dichlormethanu a postup
upravy byl stejnym zplsobem, s pouzitim heptanu jako finalniho zifed’ovaciho

rozpoustédla.

Nasledné bylo provedeno zkoumani vlivu kombinace kyselého prostiedi
s vysolovacim efektem. Do jedné dvojice zkumavek byl odpipetovan 1 ml rumu. Dale
byly ptipraveny dvé dvojce obsahujici 0,5 ml rumu a opét jedna zkumavka z dvojice s
pridavkem 1 pl kumarint (200 pg/ml). Do druhé dvojice bylo odpipetovano 0,5 ml vody
a do tfeti bylo pfidano nasyc. roztoku NaCl okyseleného koncentrovanou HCI (44 pl HCI
(35 %) + 456 pl nasyc. NaCl). Ptipravené roztoky byly promichany a extrahovany 0,5 ml
dichlormethanem. Vzorky byly dale upraveny podle postupu popsaného vyse. Opét pii

finalnim fedéni byl pouzit heptan.

3.3.3.Volba extrakcniho cinidla

Volba solanky a kyselého prostiedi oteviela moznost pouziti dalsich extrakénich
¢inidel, ktera by bez tohoto prostfedi nemusela oddélovat sva fazova rozhrani (napf.
ethyl-acetat). VV ramci optimalizace Upravy vzorku byla sada zkumavek obsahujici 0,5 ml
rumu, 1 pl kumarint (200 pg /ml) a 44 pl HCI (35 %) s 456 ul nasyc. NaCl extrahovana
ruznymi rozpoustédly. Bylo napipetovano 0,5 ml vybranych zkoumanych ¢inidel: hexan;
isooktan; diethylether; chloroform; dichlormethan; methyl-terc-butylether, ethyl-acetat;
toluen; ethyl-formiat; methylisobutylketon. Takto pfipravené roztoky byly extrahovany

a upravovany stejnym zpusobem, jak bylo uvedeno vyse.

3.3.4.Volba derivatizacniho cinidla

Dal§im parametrem optimalizace Upravy vzorkil byla volba derivatizacniho
¢inidla. Prace se zabyva silaniza¢nimi Cinidly, jakozto ¢inidly s vysokou variabilitou
funkénich skupin pro derivatizaci. Z tohoto divodu bylo vybrano jako dalsi mozné

¢inidlo BSTFA (N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid).
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Byly opét vytvoieny dvé dvojice obsahujici 0,5 ml rumu a jedna z dvojice s
pridavkem 1 pl kumarini (200 mg/ml). Bylo upraveno prostiedi ptidanim 44 ul HCI (35
%) a 456 pl nasyc. NaCl. Extrahovany byly ptidavkem 0,5 ml dichlormethanu. Po
protiepani nasledovala centrifugace 14 000 RPM po dobu 2 minut a nasledné odebrani
spodni faze. Extrakce byla opakovadna a opét po extrakci byla odebrana spodni faze.
Odebrané faze byly zahtivany a odpafovany do sucha pod inertnim dusikem. Nasledné
bylo pfidano 100 pl pyridinu a 100 pl HMDS do jedné dvojice a do druhé dvojice 100 pl
BSTFA. Vialky byly uzavieny a hodinu pii 80 °C zahtivany. Po ochlazeni byly nafedény
300 pl heptanu.

3.3.5.Finalni uprava

K 0,5 ml odebraného vzorku bylo pfidano 44 ul HCI (35 %) a 456 pl nasyc. NaCl.
Vzorek byl extrahovan pfidanim 0,5 ml dichlormethanu. Roztok byl promichan tfepanim
a promisenim na tfepacce Reax Top. Roztok byl nasledné centrifugovan po dobu 2 minut
pti 14 000 RPM. Pipetou byla odebrana spodni faze. Postup s danym vzorkem byl
opakovan jesté¢ jednou. Odebrand spodni faze byla pti 80 °C odpaiena do sucha, za
souc¢asného foukani inertnim dusikem. Po odpafeni bylo do vialky pfidano 100 pl
pyridinu a 100 ul HMDS. Vialka byla uzaviena a hodinu pii 80 °C zahtivana. Nasledn¢
bylo ptidano 300 pl heptanu. V piipadé vzniku malych srazenin, ¢astecek, které by
mohly ucpat davkovaci jehlu, byla provedena dalsi centrifugace a odebrani kapalné ¢asti

do nové vialky.

3.3.6.Vliv retencniho gapu
Po nalezeni optimalni upravy vzorku byla na pfistroji vyménéna kolona. Kolona
S totoznou stacionarni fazi, avSak hlavni rozdil byl v pfitomnosti 5 m reten¢niho gapu.
Byl zkouman vliv tohoto reten¢niho gapu na retencni ¢asy a na chovani analytl pfi
raznych pocatecnich teplotach programu. Zkoumany byly teploty: 110; 100; 90; 80; 70;
60; 50 °C.

3.4. Kvantifikace
Po optimalizaci upravy vzorkll byla zkoumana fada kvantifika¢nich metod a
jejich vhodnost a pravdivost. Pro ptidavek standardi do vzorki ¢i standardt kalibraéni
zavislosti byl pfipraven zasobni smésny roztok odebranim 200 pl skopletinu (1 mg/ml)

a 20 ul umbelliferonu, 4-methylumbelliferonu, eskuletinu a fraxetinu (1 mg/ml) do 1 ml
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methanolu. Pro zkoumani metod kvantifikace na realném vzorku byl vybran vzorek

karibského rumu Dos Maderas P.X. 5+5.

3.4.1. Metoda standardniho pridavku

Byla pouzita metoda spikovani vzorkt standardy kumarini. Byly pfipraveny tii
zkumavky, v§echny obsahujici 0,5 ml vzorku karibského rumu. Do druhé zkumavky byl
pfidan 1 pl standardu kumarint (200 pg/ml) a do tieti 2 pl stejného standardu. Dale bylo
prostiedi vzorkt upraveno piidavkem 44 ul HCI (35 %) a 456 pl nasyc. roztoku NaCl.
Vzorky byli extrahovany dichlormethanem a upraveny, jak je pospano v kapitole Finalni

uprava.

3.4.2. Metoda vnéjsiho standardu

Dalsi metodou byla metoda kalibra¢ni zavislosti. Byl pfipraven zfedény roztok o
koncentraci 5 pg/ml (pro skopoletin), odebranim 25 pl smésného roztoku (200 ug/ml pro

skopoletin) do 1 ml.

Kalibra¢ni fada byla pfipravena odpipetovanim ptislusnych objemu (Tab. 1) ze
smésné¢ho a ziedéného roztoku kumarini do 50 % ethanolu pro napodobeni prostiedi
rumu. Do roztokd bylo ptidano 44 pl HCI (35 %) a 456 pl nasyc. roztoku NaCl. Roztoky
byly upraveny jako vzorky tedy extrahovany 0,5 ml dichlormethanem, odebranim
spodnich fazi, nasledné odpateni do sucha a silanizaci za pouziti HMDS v pyridinu a

ziedéni 300 ul heptanu.

Tab. I: Pfiprava kalibraéni fady

Koncentrace OdePrany POUi’iW
(ug/ml) objem  odebrany roztok
(ul) (ng/ml)
0,04 2 -
0,1 10 5
0,2 20 5
0,4 40 5
1 1 200
2 5 200

3.4.3. Metoda vnitiniho standardu

Byl pfipraven zasobni roztok izotopové znaceného standardu Chrysenu-di2,
navazenim 1 mg a rozpusténim v 1 ml acetonu. Déle byl pfipraven standard, podléhajici

derivatizaci a to m-nitrofenol. Pfipraven byl navazenim 1 mg a rozpusténim v 1 ml

34



methanolu. Zasobni roztoky byly zifedény na koncentraci 200 ug/ml. Byla pfipravena
kalibra¢ni tada, jak je popsano vyse (Tab. 1), do kazdé vialky bylo odpipetovano 2,5 pl
standardu m-nitrofenolu a chrysenu-di2 (200 pg/ml). Stejny objem byl také pridan do

roztokl vzorktl pfed procesem extrakce.

3.4.4. Opakovatelnost

Po vyhodnoceni kvantifikacnich metod byla pfipravena série pro ziskani
informace o odchylkach danych metod pro n vzorkid. Byla pfipravena sada 5 zkumavek
obsahujicich 0,5 ml vzorku Dos Maderas P.X. 5+5 a dalSich 5 zkumavek s obsahem 0,5
ml Dos Maderas P.X. 5+5 a 1 ul smésného roztoku kumarini (200 pg/ml pro skopoletin).
Takto piipravené roztoky byly upraveny a extrahovany, jak bylo popsano diive. Byly
provedeny tfi nasttiky do GC-MS z kazdé¢ vialky.

3.5. Analyza realnych vzorki

Mnozstvi kumarinli obsazenych v realnych vzorcich bylo zkoumano na sadé

riznych druht rumu, kotlaku a whisky.

Ze vzorkt rumu byly vybrany: Pyrat XO Reserve (0,71 40 %); Old Pascas Dark
Rum (0,71 37,5 %); Ron Zacapa Centenario 23 (11 40%); Don Papa 7y (0,71 40%); Ron
Cubay 10 Anejo (0,71 40%); Royal Danish Navy Rum (71 55 %); Bozkov Tuzemsky;
Technologicky vzorek rumu X, Technologicky vzorek rumu A a Technologicky vzorek

rumu B

Ze vzorki konakl byly vybrany: De luze vsop (40 % 0,71); Camus Ile de Ré Fine
Island (0,7 | 40 %); Claude Chatelier XO (0,7 | 40 %) a Armagnac Chateau du Tariquet
Carafe XO Reserve (0,7 | 40 %)

Ze vzorkl whisky byly vybrany: Tomatin 8 YO (1 1 40 %); Laphroaig 10 YO (0,71
40 %); Caol ila 12 YO (0,7 1 43 %); Irisch mist honey liquer (1 | 35 %); Koval Millet (0,5
I 40 %); Scarabus 10 YO (0,71 57 %); Hankey Bannister 12 YO (0,7l 40 %); Nikka
Taketsuru Pure Malt (0,7 | 43 %); Scallywag blended malt scotch whisky (0,71 46 %)

Bylo odebrano 0,5 ml zkaZ?dého vzorku. DalSich 0,5 ml do zkumavky
s ptidavkem standardti kumarind (1 pl smésného roztoku (200 ug/ml pro skopoletin)).
Prostiedi vSech zkumavek bylo upraveno podle Kkapitoly Findlni tiprava. Po ziedéni
heptanem byly vzorky analyzoviany na GC-MS a obsah kumarinii byl vyhodnocen

zkoumanymi kvantifikacnimi metodami.
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4. VysledKky a diskuse

4.1. Moznost GC-MS analyzy
Nasttikem jednotlivych zfedénych standardi kumarind byla potvrzena teorie
vychazeji z kapitoly 2.3.1. V kapitole je vysvétleno, Ze latky obsahujici polarni skupiny
jsou huaie analyzovatelné pomoci GC-MS. Jak ukazuje Obr. 26 standardy neposkytuji

odezvu. Pouze kumarin pfti koncentraci 100 pg/ml vykazoval naznak signalu.

Z tohoto duvodu byla provedena derivatizace, a to konkrétné silanizace. Byla
vybrana silaniza¢ni derivatizace zdavodu rychlé reakce a SirSiho portfolia
derivatizovatelnych funk¢nich skupin, jak pojednava kapitola Chyba! Nenalezen zdroj
odkazu.. Derivatizace standardti byla provedena ¢inidlem BSTFA. Jak ukazuje Obr. 27
derivatizované standardy jiz poskytuji signal. Dale v praci vSak bylo pracovano
s ¢inidlem HMDS, kter¢ je jedno z nejpouzivanéjsich ¢inidel, rychle reagujici s riznymi

skupinami.

4.2. Uprava vzorku
Béhem prvniho pokusu upravy realnych vzorkl byla zjisténa nevyhoda pouziti
ethyl-acetatu. Nevyhodou bylo nutnost pouziti vysolovaciho efektu nasyc. roztokem
NaCl, protoZe nedochéazelo k odd¢leni fazi. Dalsi nevyhodu ukézala analyza vysledného

roztoku, a to nesymetrické piky.

V druhém zkoumdani vhodnégjsiho extrakéniho €inidla byl pouzit chloroform a
dichlormethan. Tato rozpoustédla jsou t€Z8i nez voda, a tedy byla odebirana spodni faze.
Odebrani spodni faze je jednodussi a je také zatizeno mensi pravdépodobnost nechténého
odebrani nezddouci (horni) vrstvy, nez tomu bylo pii odebrani horni vrstvy v ptipadé
ethyl-acetatu. Z téchto dvou extrakénich Ccinidel byl vybran dichlormethan, jako
vhodnégjsi ¢inidlo. Vysledky analyzy totiz ukézaly, Zze byly ziskdny piky lepsi odezvy a

symetrie.

Vzorky dosud fedéné hexanem vykazovaly Stépeni pii zvySujici se teploté
chromatografického systému. Z toho divodu byly pfipraveny vzorky, které byly pfti
findlni apravé fedény jinymi rozpoustédly (heptan, pyridin, toluen). Piku nejlepsi
symetrie pro scopoletin bylo dosazeno pii pouziti heptanu, jak ukazuje Obr. 28. Pti

pouziti pyridinu dohézelo k rozStépeni piku a pii pouziti toluenu byl ziskan nesymetricky
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pik. Chovani pouzitych rozpoustédel bylo sledovano i v zavislosti na pocatecni teploté
chromatografického systému (50; 70; 90 °C). Pii nizké teploté, tj. 50 °C dochazelo ke
Stépeni ve vSech rozpoustédlech, jak ukazuje Obr. 29 a tedy tato teplota se ukazala jako
nevhodna. Jiz komentovany Obr. 28 zobrazuje chovani pika pii 70 °C. A pii 90 °C (Obr.
30) byly ziskany relativné symetrické piky pro vSechna rozpoustédla. Pik nejlepsi
symetric a nejvyssi odezvy byl vSak pro skopoletin nafedény heptanem. Ziskané
informace tedy vedly k zavéru pouziti heptanu, jako finalniho zfed’ovaciho rozpoustédla.
Srovnani chovani pika skopoletinu v heptanu pii riznych teplotach lze vidét na Obr. 31.
Na tomto obrazku lze vidét, Ze k nejvyssi odezveé piku scopoletinu dochdzi pti 90 °C.

Z tohoto diivodu byla metoda nastavena na pocatecni teplotu 90 °C.

/g

4.2.1.VytéZnost extrakce
Prace stale byla provedena tak, ze byl vzorek podroben extrakci dvakrat. Pro
potvrzeni ¢i vyvraceni nutnosti dvojité extrakce byla provedena analyza péti extrakénich
frakci z jedné zkumavky. Jak ukazuje Tab. Il, frakce z druh¢ extrakce vykazuje vytéznost
extrakce 98,42 %. Pii prvni extrakci je ziskana efektivita extrakce 87,08 %. Tedy

podrobit vzorek dvojité extrakce ma zpohledu vytéZnosti dostacujici vyznam.

Tab. Il: Vyhodnoceni vytéZnosti péti extrakci skopoletinu, TMS, s pfidavkem 10mg/ml
(SIM, 264 m/z)

n-extrakce Plocha piku Pramér ploch Recovery Kumulativné

13073182
1. Extrakce 13044477 12841377,667 0,8708 0,8708
12406474
1687865
2. Extrakce 1659732 1658862,333 0,8777 0,9842
1628990
212114
3. Extrakce 199133 202906,333 0,9268 0,9988
197472
14558
4. Extrakce 15009 14846,333 0,8720 0,9999
14972
1825
5. Extrakce 2073 1899,667
1801
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4.2.2.Vliv prostredi
Nasledujici obrazky zobrazuji ziskané plochy pik kumarinG pro dana prostiedi.
Z ptedpokladu disociace kumarind byl zkouman vliv prostiedi: zfedéni, vysoleni,
kyselého a zasaditého pH. Z Obr. 18 je zifejmé, ze kyselé prostiedi zvySuje vytéznost
extrakce a podporuje disociaci kumarini. Na druhou stranu pufr o zasaditém pH

radikaIné snizuje vytéznost extrakce.

Z Obr. 18 zobrazujiciho roztoky vzorku s ptidavkem standardd, je patrné snizeni
ploch pikil v zasaditém prostfedim. Proto se prace dale zadsaditym prostfedim nezabyvala.
ZvySend pozornost byla vénovana kyselému a solnému prostredi. Kysely puftr ¢i ptimo
pouziti kyseliny chlorovodikové vede ke zvySeni extrakce. Rozdil mezi kyselym pufrem
a HCI neni nijak markantni a je dosaZzeno podobnych vysledkt. Hlavni rozdil ptichdzi
v prostiedi NaCl. Lze vidét zna¢né zvySeni plochy pikti hlavné pro eskuletin. Dale také

doslo k minoritnimu zvyseni pro 4-methyl-umbelliferon.

700000
600000
500000
E
3 400000
5]
<
S 300000
a
200000
100000
0
voda NacCl pH 2,2 pH 12
Prostredi
H Umbelliferon  ® 4-methyl-umbelliferon Skopoletin Eskuletin  ® Fraxetin

Obr. 14: Vliv prostredi na extrakci vzork( s pridavkem standardt

Obr. 19 ukazuje, jaky vliv ma prostiedi na vzorky bez piidavku standardu.
Z obrazku je patrné, Ze nejvétsi zastoupeni ve vzorku rumu ma skopoletin. V ptipadé
Cistych vzorkli je opé€t potvrzeno nevyhovujici pouziti zasaditého prostiedi kvili
zna¢nému snizeni extrakcni G¢innosti. Oproti Obr. 18 lze vidét, Ze nejvyssiho signalu
eskuletinu se nedosahuje pti vysoleni ale pii ziedéni vodou. Byt by tedy mohla byt

pouzita pouze voda, i zde jsou vidét vyhody kyselého prostfedi a pouziti solanky.
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Dochazi ke zvySovani ploch pikt, hlavné skopoletinu, kdezto v pfipadé vodného
prostfedi dochazi ke zvySovani pouze eskuletinu. Pfinos ziedéni ovSem zlstava

zachovan, jelikoZz pro vysoleni se pouzil nasyceny vodny roztok NaCl.
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Obr. 15: Vliv prostfedi na extrakci nativnich vzorkd

Jak bylo popsano pti vyhodnocené Obr. 18, kyselé¢ prostiedi a vysoleni ma
pozitivni vliv na extrakci. Z toho divodu byla zkoumana kombinace nasyc. roztoku NaCl

a koncentrované HCI.

Obr. 19 graficky zobrazuje vliv ziedéni a okyseleného roztoku solanky a je z néj
patrné, Ze pouZiti vysoleni v kyselém prostredi ma pozitivni vliv. Jak bylo vypozorovano
z Obr. 18, i zde dochazi k vyraznému zlepSeni extrakce pro eskuletin. Tyto pozitivni
vlastnosti podpofily tvahu a postup, pracovat se vzorky v kyselém prostiedi za
soucasného vysoleni nasyc. roztokem NaCl. Prace s nasyc. roztokem ma zaroven vyhodu
Vv roz$ifeni moznych extrakcnich ¢inidel. Jak bylo zjisténo pii vybéru takového ¢inidla,
praveé ethyl-acetat se fazové neoddéloval, dokud nedoslo k pfidani jist¢tho mnoZstvi

solanky.
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Obr. 16: Zobrazeni vlivu vody a kyselé solanky na extrakci vzorku s pridavkem
standard

Obr. 21 ukazuje vliv zkoumanych prostifedi na extrakci vzorkd bez standarda
kumarinu. Jako v piipadé Obr. 20 je potfeba brat v uvahu, ze vzorek ¢istého rumu mél
dvojndsobny objem (nebyl zfedén) a tedy vykazuje vySSi hodnoty. Opét je zde
potvrzeno, ze pouziti kombinace kyseliny a solanky zvySuje vytéznost, zejména
skopoletinu a eskuletinu. Tyto poznatky opét podporuji ptedchozi ziskané ivahy o

pouziti takové kombinace vhodné pro Gpravu vzorkd.
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Obr. 17: Zobrazeni vlivu vody a kyselé solanky na extrakci nativnich vzork(
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4.2.3.Volba extrak¢niho €inidla
Finalni volba pouziti solanky a HCI pro upravu prostiedi a zvyseni efektivity
extrakce oteviela moznost pouziti dalSich extrak¢nich Cinidel. Jak tfeba pravé v prvnim
pokus bylo zjisténo ethyl-acetat se fdzové od vzorku bez pfitomnosti solanky neodd¢luje.
Bylo zjisténo, Ze z pouzitych rozpoustédel hexan a isooktan neextrahuji dané latky, jak

lze vidét v Tab. XV nebyly dané kumariny detekovany (ND).

Tab. XV, graficky zobrazena na Obr. 22. Na prvni pohled je ziejmé, Ze toluen
neni vhodnym extrakénim cinidlem z divodu nizkych ploch piki. Ostatni cinidla
vykazuji minoritni zmény vuci sob&, kromé posledni dvojice (ethyl-formiat a
methylisobutylketon). Posledni dvojice vykazuje zlepSeni extrakce umbelliferonu,
methyl-umbeliferon a esculetin. Nevyhodou methylisobutylketonu je vSak vyssi teplota
varu (116 °C). Ethyl-acetat zvySuje extrakci eskuletinu, av§ak extrakce umbelliferonu a
4-methyl-umbelliferonu snizuje. Pro nepfili§ velké rozdily ostatnich extrakénich ¢inidel
byl pro praci dale vybran dichlormethan, ktery pfinasi vyhodu nizké teploty varu (39,6
°0).
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Obr. 18: Efektivita extrakénich cinidel
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4.2.4.Volba derivatiza¢niho ¢inidla
Pro silanizace analyt byla testovana dvé Cinidla: HMDS a BSTFA. Ziskané
hodnoty pikii zaznamenava Obr. 23. Je zde patrné, ze pouziti téchto dvou ¢inidel nevede
k markantné rozdilnym vysledkiim. Stejny zavér 1ze usoudit z Obr. 24 pii derivatizaci
vzorkl bez ptidavku standardu. Nevyhodou pouziti BSTFA je zvySeni poctu signali
v matrici, jak je patrné z TIC zaznamu Obr. 32. Nové signaly identifikovala MS
knihovna pfevazné, jako derivaty sacharidi. Zavérem je tedy vyhodnéjsi pouziti HMDS,

jako selektivngjsiho ¢inidla.
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Obr. 19: Porovnani ploch pikl dvou derivatizac¢nich Cinidel v nativnim vzorku
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Obr. 20: Porovnani ploch pikd dvou derivatiza¢nich Cinidel v nativnim vzorku
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4.2.5.Vliv retencniho gapu

V priibéhu prace doslo k vyméné kolony v GC. Nova kolona obsahujici stejnou
stacionarni fazi obsahovala navic 1 retencni gap o délce 5 m. Pfitomnost reten¢niho gapu
byla vyuzita pro zkoumani jeho vlivu na posun retencnich ¢asti, také hlavné na vliv
symetrie signalu zpisobenou fokusaci (zakoncentrovanim) analytt. Dale byl zkouman
vliv reten¢niho gapu na odezvu signald analytt pfi riznych teplotach. Na Obr. 33 jsou
porovnany odezvy signalu skopoletinu. Je patrné, ze nejvyssi odezvy je dosazeno pfi
teplot¢ 70 °C. Pro potvrzeni, ze stejnou vlastnost budou mit i ostatni kumariny byly
porovnany odezvy fraxetinu Obr. 34. I zde je nejvyssi odezvy dosazeno pii 70 °C.
Tab. Il porovnava reten¢ni ¢asy kumarini S pivodni kolonou a kolonou obsahujici
retencni gap. Prodlouzeni Casi je zifejmé z prodlouzené kolony o 5 m reten¢niho gapu.
AvSak také sniZzeni teploty, pro nejvysSi odezvu signalu, coz je zplsobeno

zakoncentrovanim analytt, a hlavné diivéj$im odpatrenim rozpoustédla.

Tab. lll: Zména retencnich ¢ast

PUvodni RT pfi RT s retenénim gapem

Kumarin 90 °C (min) pFi 70 °C (min)
Umbelliferon 14,15 16,47
4-methylumbelliferon 15,61 18,03
Skopoletin 16,06 18,45
Eskuletin 16,62 18,97
Fraxetin 17,2 19,53

4.3. Kvantifikace
Byly porovnany tii kvantifikatni metody pro zjisténi koncentrace vybranych

kumarin v redlnych vzorcich destilati.

4.3.1.Metoda standardniho pridavku
Z metody vnéjSiho standardu byla zjiSté€na linearni zavislost analytii z kalibra¢ni
fady. Tato linearni zavislost byla potvrzena na metod¢ standardniho pifidavku, kdy byl
pfipraven vzorek rumu bez pfidavku a s dvéma ptidavky kumarind. Ziskané rovnice

zavislosti jsou vypsany v Tab. V.
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Tab. IV: Ziskané zavislosti z metody STD pfidavku

Kumarin Rovnice zavislosti
Umbelliferon y=661520x +3499,1

4-methyl-umbelliferon y=71720x +12920
Skopoletin y=617350x +78579

Eskuletin y=57854x +33116
Fraxetin y=475970x +1878,9

4.3.2.Metoda vnéjsiho standardu
Byla zméfena kalibra¢ni fada zkoumanych kumarint, pfipravena podle Tab. I.
Takto ptipravend fada méla pro kazdy z kumarini linearni charakter a linedrni regresi
byla zobrazena rovnice dané p¥imky a korelaéni koeficient R?. Ziskané hodnoty ukazuje

Tab. V.

Tab. V: Ziskané rovnice a korelacni koeficienty

Kumarin Rovnice R?
Umbelliferon y=556837,749x - 27,760 0,99397
4-methyl-umbelliferon y=731852,536x - 1712,264 0,99141
Skopoletin y=576602,774x - 23594,448 0,99272
Eskuletin y=482518,872x - 1483,883 0,99534
Fraxetin y=322457,734x - 476,760 0,99902

4.3.3.Metoda vnitiniho standardu
Pro m-nitrofenol a chrysen-di byly ziskany linearni zavislosti a linearni regresi
byly ziskany rovnice korigovanych pfimek a korela¢ni koeficienty. Ziskané rovnice a

korelacni koeficienty pro korekci kalibracni fady na m-nitrofenol zobrazuje Tab. VI.

Tab. VI: Rovnice pfimky a korelac¢ni koeficient s korelaci na m-nitrofenol

Kumarin Rovnice R?
Umbelliferon y=2,7397x + 0,0068 0,9947
4-methyl-umbelliferon y=3,5942x - 0,0004 0,9974
Skopoletin y=2,83x-0,0412 0,9947
Eskuletin y=2,3716x - 0,0008 0,9921
Fraxetin y=1,5918x + 0,0023 0,9770
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Ziskané rovnice a korela¢ni koeficienty s korekci na chrysen-di2 zobrazuje Tab.

VII.

Tab. VII: Rovnice pfimky a korela¢ni koeficient s korelaci na chrysen

Kumarin

Rovnice R?
Umbelliferon y=0,1918x - 0,0003 0,9903
4-methyl-umbelliferon y=0,252x - 0,0009 0,9871
Skopoletin y=0,1983x - 0,0101 0,9888
Eskuletin y=0,166x - 0,0007 0,9921
Fraxetin y=0,1108x + 0,0003 0,9983

Druhym pohledem byl vypocet odezvovych faktorti pro dany kumarin s danym

internim standardem, a tedy moznosti analyzy kumarint bez nasledné ptipravy kalibra¢ni

fady. Ziskané odezvové faktory pro m-nitrofenol a chrysen jsou vypsany v Tab. VIII.

Tab. VIII: Odezvové faktory internich standardt

Prlimérny odezvovy

Prlimérny odezvovy

Kumarin faktor m-nitrofenolu + faktor chrysenu +
Smodch Smodch
Umbellifern 0,3345 £ 0,0487 4,9815 +1,0798
4-methyl-umbelliferon 0,2872 £0,0393 4,2514 +0,7452
Skopoletin 0,4425 +0,1197 6,3645 + 00,8232
Eskuletin 0,4980 £ 0,1244 7,1779 £ 0,8083
Fraxetin 0,7253 £ 0,2036 10,3693 +1,0103
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4.3.4.Porovnani metod kvantifikace
Obsah zkoumanych kumarinti byl stanoven ve vzorku karibského rumu Dos
Maderas P.X. 5+5. Obsah kumarini byl porovnan vSemi kvantifika¢nimi metodami.

Vysledné hodnoty obsahu zobrazuje Tab. IX.

V Tab. IX lze vidét v prvnim sloupci koncentrace kumarinti pfi pouziti metody
standardniho pfidavku. Metoda standardniho piidavku se zda byt vhodnou metodou
vyhodnoceni, diky linearnimu chovani pfi zvySujicich se pfidavcich a také jisté
kompenzaci matri¢niho efektu. Metoda vné&jsiho standardu se zda byt nevhodnou, a to
Z hlavniho ditvodu chybéjici korekce odezvy signdlu na matricovy efekt. Pravdépodobné
hlavné z tohoto diivodu, je pfi metodé¢ vnéjsiho standardu také ziskano rozdilnych
koncentraci kumarint. Korekci na matricovy efekt vnasi metoda interniho standardu.
Korekce kalibra¢ni zavislosti na m-nitrofenol se zda byt vyhodnéjs$i variantou nez
korekce na chrysen. Ackoli chrysen-diz je izotopové znaceny standard, ktery se
nevyskytuje v matrici vzorku, ve srovnani s m-nitrofenolem poskytuje koncentrace,
které se vice odlisuji od hodnot ziskanych metodou standardniho pfidavku. Vyhodnou
vlastnosti m-nitrofenolu, mize byt pravé taktéz probihajici derivatizace, tedy podléhani
stejnym reakcim jako u zkoumanych kumarinti. Obdobné zavéry lze usoudit 1 z vypoctu
koncentrace pomoci odezvového faktoru daného interniho standardu. I zde je patrné, ze
lepSich vysledkd, které jsou méné vzdalené od vysledkl ze standardniho ptidavku je

dosazeno pfti vyhodnoceni m-nitrofenolem.

Zav€rem lze fict, Ze pouziti kalibra¢ni fady bez korekce na interni standard je
zcela nevhodné pro velky rozdil vyslednych koncentraci. Pro laboratorni méfeni par
vzorkl destilatt je pak méné pracné pouziti metody standardniho ptidavku. Pro méfeni
vétsiho poctu vzorkl je vyhodné€j$i pouziti kalibracni fady, avSak s korekci na interni
standard, a to konkrétné spise m-nitrofenol nez chrysen. Dale by se nabizela i moznost
urceni koncentrace pomoci prepoctu odezvového faktoru, opét idealné na m-nitrofenol.
Avsak tento zptisob vyhodnoceni udéava vice odlisné vysledky, nez je tomu u metody

kalibra¢ni fady s korekci na m-nitrofenol.
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Tab. IX: Porovnani obsahd kumarint metodami kvantifikace

2 . Kalibracni Kalibracni odezvovy Odezvovy
Kumarin V,STD Kalvlbracnl fada ISTD fada ISTD faktor faktor
pridavek fada . .

nitrofenol chrysen nitrofenol chrysen

Umbelliferon 0,083 0,0071 0,0033 0,0089 0,0053 0,0070
4-methyl-umbelliferon  0,0179 0,0206 0,0151 0,0226 0,0155 0,0203
Skopoletin 0,1273 0,186 0,134 0,2018 0,1495 0,1904
Eskuletin 0,0572 0,0745 0,0591 0,0785 0,0693 0,0885
Fraxetin 0,0039 0,0098 0,0059 0,0060 0,0079 0,0100

4.3.5.0pakovatelnost

Opakovatelnost byla vyhodnocena z péti stejnym zptisobem upravenych vzorkl
obsahujicich stejny druh rumu. Kazdy ze vzorki byl nastiiknut a vyhodnocen tiikrat.
Z jednotlivych nastfikti byl vyhodnocen obsah daného kumarinu. Opakovatelnost byla
vyhodnocena z priméru tfech koncentraci daného vzorku a jejich smérodatné odchylky.
Tyto hodnoty zobrazuje Tab. X. Odchylky jednotlivych kvantifikaénich metod byly
pfepocteny na relativni smérodatnou odchylku (RSD). Ziskané RSD zobrazuje Tab. XI
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Tab. X: Prlmérné hodnoty koncentraci kumarin( se smérodatnou odchylkou pro dané kvantifikacni metody

Kumarin

Vzorek

STD ptidavek +
smodch (pg/ml)

Kalibracni frada £
smodch (pg/ml)

Kalibracni fada IST
nitrofenol tsmodch

(ng/ml)

Kalibracni fada IST
chrysen + smodch

(ng/ml)

odezvovy faktor
nitrofenol * smodch

(ng/ml)

odezvovy faktor
chrysen + smodch

(ng/ml)

Umbelliferon

0,00303 + 0,00015
0,01439 +0,0010
0,00900 + 0,00041
0,00172 +0,00014
0,00402 + 0,0006

0,00206 + 0,00009
0,00509+ 0,00019
0,00394 + 0,00021
0,00089 + 0,00004
0,00192 + 0,00022

0,00140 + 0,00028
0,00571 + 0,00046
0,00366 + 0,00039
0,00137 + 0,00004
0,00012 + 0,00035

0,01575 + 0,00146
0,03062 +0,00272
0,02335 +0,00115
0,00702 + 0,00036
0,01139 + 0,00079

0,00356 + 0,00146
0,00751 + 0,00272
0,00563 + 0,00115
0,00102 + 0,00036
0,00216 + 0,00079

0,01355 + 0,00146
0,02776 +0,00272
0,02082 + 0,00115
0,00521 + 0,00036
0,00939 + 0,00079

4-methyl-
umbelliferon

0,122 +0,0236
0,2609 £ 0,0644
0,0948 +0,0127
0,0643 £ 0,0263
0,0676 £ 0,0380

0,0154 + 0,00004
0,0171 £ 0,0003
0,0144 +0,0003
0,0125 £ 0,0003
0,0131 £ 0,0008

0,02533 +0,0011
0,0242 £ 0,0005
0,0191 + 0,0004
0,0137 + 0,0004
0,0138 £ 0,0013

0,0955 +0,0062
0,0888 + 0,0059
0,0708 £ 0,0008
0,0700 £ 0,0007
0,0605 £ 0,0016

0,0260 £ 0,0011
0,0249 + 0,0005
0,0196 + 0,0004
0,0140 £ 0,0004
0,0141 £ 0,0013

0,0985 + 0,0067
0,0914 £ 0,0064
0,0720 £ 0,0008
0,0711 £ 0,0008
0,0610 + 0,0017

Skopoletin

0,1264 + 0,0025
0,1714 + 0,0144
0,1458+ 0,0138
0,1176 + 00,0181
0,1481 + 0,0369

0,109 £ 0,001
0,113 £0,004
0,1093 + 0,003
0,101 £ 0,003
0,110 + 0,004

0,146 + 0,005
0,132 £ 0,007
0,123 + 0,001
0,094 + 0,003
0,103 + 0,008

0,529 £ 0,030
0,467 £0,036
0,434 £ 0,005
0,440+ 0,010
0,419 + 0,005

0,164 + 0,006
0,147 + 0,008
0,135 + 0,002
0,100 £ 0,004
0,110+ 0,010

0,603 + 0,037
0,526 + 0,046
0,483 + 0,006
0,491 + 0,013
0,464 + 0,006

Eskuletin

0,0493 £ 0,0004
0,1648 + 0,0077
0,0708 £ 0,0136
0,0485 +0,0108
0,0572 +0,0126

0,0490 + 0,0008
0,0543 + 0,0006
0,0502 £ 0,0004
0,0435 +0,0014
0,0487 + 00,0027

0,5000 +0,0176
0,4709 £ 0,0105
0,4207 £ 0,0116
0,3041 + 00,0091
0,3256 +0,0275

0,3276 £ 0,0201
0,2999 +0,0223
0,2685 + 0,0058
0,2673 +0,0039
0,2450 + 0,0044

0,1046 £ 0,0037
0,0985 +0,0022
0,0879 £ 0,0024
0,0635 +0,0019
0,0680 £ 0,0058

0,3854 £ 0,0240
0,3523 £ 0,0265
0,3148 + 0,0069
0,3134 +0,0147
0,2869 + 0,0052

Fraxetin

1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5

0,0054 + 0,0003
0,0077 +0,00024
0,0058 +0,00041
0,0049 + 0,0005
0,0055 +0,00145

0,00693 + 0,00016
0,00746 +0,00013
0,00723 +0,00010
0,00644 + 0,00025
0,00692 + 0,00061

0,00741 +0,00012
0,00689 + 0,00030
0,00627 + 0,00034
0,00402 + 0,00032
0,00435 + 0,00088

0,02989 + 0,00313
0,02703 +0,00238
0,02484 + 0,00116
0,02418 + 0,00072
0,02160 + 0,00222

0,01022 +0,00014
0,00963 + 0,00035
0,00891 + 0,00039
0,00631 + 0,00037
0,00669 + 0,00101

0,03745 + 0,00360
0,03416 +0,00274
0,3165 +0,00134
0,03089 + 0,00083
0,02793 + 0,00255
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Tab. XI: Ziskané RSD kvantifikacnich metod

e Kalibracni odezvovy odezvovy
Kalibracni fada y ¥

Kumarin Vzorek STD pridavek Kalibracni fada IST nitrofenol fada IST faktor faktor
RSD (%) RSD (%) RSD (%) chrysen RSD nitrofenol chrysen RSD
(%) RSD (%) (%)
c 1 4,95 4,51 20,08 9,28 41,08 10,78
S 2 6,95 3,75 8,02 8,89 36,27 9,81
% 3 4,56 5,35 10,57 4,94 20,51 5,55
£ 4 8,14 4,9 3,05 5,2 35,78 7,00
> 5 14,93 11,63 5,36 6,93 36,54 8,41
c 1 19,34 0,25 4,22 6,52 4,24 6,77
;‘> ;2_, 2 24,68 1,55 1,98 6,68 1,99 6,96
‘qE‘, = 3 13,4 2,26 1,92 1,1 1,94 1,16
ol a4 40,9 2,69 3,06 1,03 3,09 1,09
> 5 56,21 5,82 9,48 2,66 9,56 2,83
1 1,98 1,02 3,27 5,61 3,64 6,21
§ 2 8,4 3,14 4,93 7,79 5,54 8,74
S 3 9,47 2,54 1,13 1,17 1,28 1,32
g 4 15,39 2,64 31 2,26 3,67 2,56
5 24,92 3,77 7,48 1,11 8,71 1,26
1 0,81 1,72 3,52 6,14 3,53 6,22
£ 2 4,67 1,08 2,24 7,42 2,25 7,53
= 3 19,21 0,73 2,75 2,14 2,77 2,18
K 4 22,27 3,18 2,99 1,45 3,01 4,69
5 22,03 5,51 8,45 1,78 8,5 1,81
1 5,56 2,36 1,58 10,48 1,32 9,61
< 2 3,12 1,73 4,38 8,82 3,62 8,02
% 3 7,07 1,32 5,44 4,68 4,42 4,22
o 4 10,2 3,96 7,88 2,98 5,79 2,68
5 26,36 8,79 20,19 10,28 15,15 9,14
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Z tabulek je patrné, ze nizkych relativnich smérodatnych odchylek je dosazeno
pfi pouziti vyhodnoceni kalibracni kiivky, jak samotné, tak i skorekci na interni
standardy. Také vyhodnoceni pomoci odezvovych faktori ma nizké RSD hodnoty.
Nejvyssich hodnot RSD az 56,21 % (4-methyl-umbelliferonu) je dosazeno pii
vyhodnoceni metody standardniho pridavku, ktera se v souvislosti s tipravou vzorku a
vnaSenim chyby zdala byt nejvhodnéjsi, jak je popsano v odstavci Porovnani
kvantifikaénich metod. Z pohledu zisku opakovatelnosti vysledkd, je tedy nevhodné
vyuzit metodu standardniho piidavku. Na prvni pohled se mtize zdat nejvhodnéjsi pouzit
metodu vn&jsiho standardu kdy se dosahuje RSD do 12 %. Metoda vnéjsiho standardu
vSak ssebou nese nevyhodu, a to chybéjici korekci na matrici vzorku. Pro korekci
matricového efektu je ovSem vyhodnéjsi a presnéj$i pouziti kalibracnich modelt
s internim standardem. Konkrétné z pohledu vyslednych koncentraci a také vlastnosti
internich standardd jiz diskutovanych v odstavci Porovnadni kvantifikacnich metod, je
vhodnéjsi pouziti m-nitrofenolu, ktery ma RSD do 21 % (fraxetin). Ackoliv pii metodé
vnitfniho standardu chrysenu je dosazeno RSD do 11 % (fraxetin), chrysen neni latka
podobnych vlastnosti jako kumariny, tj. neprobiha na ni derivatizace. Vhodné by bylo i
pouziti odezvového faktoru. Zde vSak oba pouzité interni standardy vykazuji o néco vyssi
hodnoty RSD (az do 42 % v piipad¢ umbelliferonu), nez je tomu v ptipadé kalibraénich
modeli. RSD 41,02 % umbelliferonu v ptipadé vypoc¢tu pomoci odezvového faktoru na

m-nitrofenol vS§ak mize byt zptsoben jen obecnou nizkou koncentraci ve vzorcich.

Zaveérem pii vyhodnoceni opakovatelnosti metody je pro opakované vysledky
s relativné nizkou hodnotou RSD vhodné pouzit metodu vnitiniho standardu. Vnitini
standard m-nitrofenol poskytuje nizké RSD, pouze v jednom méteni je dosazeno 20,19
%. Také dosahuje 20,08 % u umbelliferonu, ale tento kumarin se ve vzorcich vyskytuje
v malém obsahu, tedy piipadné fluktuace vyslednych signald mohou zpisobovat jeho

vy$8i RSD (i v ptipadé jinych kvantifikaénich metod).
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4.4. Analyza realnych vzorki
Tab. X11-XIV ukazuji ziskané koncentrace v realnych vzorcich vybranych rumd,
konakl a whisky. Ziskané¢ koncentrace jsou opét vypocteny pro porovnani vysledkl

vSemi kvantifikaénimi metodami dosud uvazovanymi.

Optimalizovanym postupem upravy vzorkl bylo zjisténo, ze vSechny vybrané
vzorky destilatl obsahuji jisté mnozstvi zkoumanych kumarina. Z vybranych kumarint,
je vétsinou nejmensi koncentrace dosazeno pro umbelliferon. Vypoctena koncentrace
umbelliferonu v nékterych ptipadech dosahuje i zapornych hodnot, coZ je zptuisobeno
prave jeho nizkou koncentraci, a tedy dosazenim limitu detekce. Druhym extrémem je
scopoletin. Coz koresponduje s praci Winstel a kol. (2020) [32]. V jejich praci bylo tak,
jako v této diplomové praci zjistén nejniz$i obsah umbelliferonu a vysoky obsah
skopoletinu. Skopoletin v jejich praci vykazoval rizné koncentrace pro dané vzorky, coz
autofi pfisuzuji materidlu a ptvodu sudu, ve kterém byl dany vzorek skladovan.
Skopoletin je nejvice zastoupenym kumarinem ve vzorcich rumi a whisky. V ptipadé
konaku je ziskana vysoka koncentrace eskuletinu. V téchto vzorcich je koncentrace
skopoletinu a eskuletinu pfiblizn¢ rovna. Také z pohledu vyhodnoceni 1ze vidét Ze je
dosazeno podobnych vysledki pti vyuziti metody standardniho pifidavku a kalibra¢ni
zavislosti s korekci na m-nitrofenol, ¢i odezvovy faktor na m-nitrofenol. Samotna
kalibra¢ni zévislost poskytuje pievdzn€ odlisné vysledky, od metody standardniho
ptidavku ¢i metody interniho standardu, z diivodu zminovaného matricového efektu,
ktery neni v tomto piipadé korigovan. Dale vzorky whisky maji oproti rumu vy$si
koncentraci fraxetinu a eskuletinu. Stale nejvice zastoupenym zistava skopoletin.
Zvysené koncentrace kumarinit mohou, jak jiz bylo uvedeno, byt zplisobeny materidlem

a pivodem pouzitych sudi.

Obecné 1ze odpozorovat vyssi obsah kumarint ve kvalitnich vzorcich rumu. Ceny
zkoumanych rumt se pohybuji okolo 1000 K¢ a vice. Byl, ale vybran i rum nizsi ceny,
Bozkov Tuzemsky, ktery ma nizs§i koncentraci skopoletinu i eskuletinu oproti ostatnim

cenove vysSSim rumim.
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Tab. Xll: Koncentrace kumarinQ ve vzorcich rumua

kalibracni kalibracni

STD  Kalibragni Odezvovy odezvovy

Vzorek Kumarin pFidavek ¥ada .Fada + fada + .faktor faktor
(ug/ml)  (ug/mi) nitrofenol Chrysen nitrofenol chrysen
(ng/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)
Umbelliferon 0,006  0,0011 -0,0011 0,0040 00012  0,0023
4-methyl- 0,0054  0,0053  0,0062 00114  0,0045  0,0084
umbelliferon
Pyrat skopoletin 0,1377  0,1305 0,1322  0,2621  0,1473  0,2666
Eskuletin 0,0475  0,0554 00689  0,1274  0,0810  0,1468
Fraxetin 0,0194  0,0245  0,0276  0,0497  0,0335  0,0602
Umbelliferon 0,0020  0,0013  -0,0010 0,0041 _ 0,0014  0,0024
4-methyl- 0,0010 0,0032 00024 00062 00017  0,0028
Ron Cubay umbelllfer.on
skopoletin 0,0570  0,0643  0,0440 0,0997  0,0369  0,0616
Eskuletin 00314 0,0196 00211  0,0385  0,0245  0,0409
Fraxetin 00133  0,0110 02194 00154 02550  0,0208
Umbelliferon 0,0150  0,0107  0,0100  0,0220  0,0115 0,019
4-methyl- 0,0007 0,030 0,0019 00056  0,0013  0,0022
umbelliferon
Don Papa skopoletin 02782  0,2498 02597 04519  0,3070  0,5060
Eskuletin 0,0787  0,0848 00961 0,1610  0,1131  0,1868
Fraxetin 0,0276  0,0381  0,0404  0,0661  0,0483  0,0791
Umbelliferon 0,0099  0,0086  0,0061  0,0025  0,0079  0,0009
4-methyl- 00173 00162  0,0201 0,048 00149  0,0013
Ron Zacapa umbelllfer.on
skopoletin 04173 03719 053489 00522  0,4187  0,0016
Eskuletin 0,1266  0,1278  0,1261  0,0068  0,1485  0,0031
Fraxetin 0,0285  0,0386  0,0350 -0,0003  0,0421  0,0028
Umbelliferon 0,0015  0,0005 -0,0018 0,0025  0,0006  0,0009
4-methyl- 0,0021 0,025  0,0014 0,048  0,0009  0,0013
Old Pascas umbelliferon
skopoletin 00109 0,0416 00155 0,052  0,0011  0,0016
Eskuletin 0,0089  0,0044 00022 0,0068  0,0022  0,0031
Fraxetin 0,0146  0,0036  0,0003 -0,0003  0,0021  0,0028
Umbelliferon 0,0020  0,0023  0,0005  0,0055  0,0027  0,0038
Technologicky u:n;:ﬁ:mon 0,0014  0,0036 00032  0,0065  0,0023  0,0032
"z°re')‘(""“” skopoletin 0,0354  0,0750 0,0595  0,1109  0,0563  0,0757
Eskuletin 00161  0,0251 00294  0,0430  0,0343  0,0462
Fraxetin 0,0058  0,0130 0,0126 00161  0,0162  0,0216
Umbelliferon 0,0199 0,00909 0,00993 0,01656 0,01138  0,01433
Technologicky u:“:;ﬁf?gr'on 0,0013  0,00258 0,00140 0,00465 0,00092  0,00116
"z°re:"’m” skopoletin 0,0591 0,06841 0,05239 0,09660 0,04738  0,05764
Eskuletin 0,0050 0,00640 0,00490 0,00973  0,00539  0,00657
Fraxetin 0,0063 0,00809 0,00646 0,00690 0,00913  0,01104
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Pokracovani Tab. XII.

kalibracni kalibraéni Odezvovy odezvovy
fada + fada + faktor faktor
nitrofenol Chrysen nitrofenol chrysen

(ug/ml)  (ug/ml)  (ug/ml)  (ug/ml)

STD  Kalibracni
Vzorek Kumarin pridavek fada

(ng/ml)  (ug/ml)

Umbelliferon 0,0073 0,00525 0,00282 0,01051 0,00486 0,00855
4-methyl- 0,0022 0,00358 0,00249 0,00641 0,00174 0,00304

Technologicky umbelliferon

vzorekrumuB |  Skopoletin 0,0688 0,08674 0,06134 0,12979 0,05858 0,09952
Eskuletin 0,0255 0,03106 0,02887 0,05237 0,03370 0,05738
Fraxetin 0,0076 0,01244 0,00883 0,01473 0,01186 0,02003
Umbelliferon 0,0221 0,02305 0,02975 0,04344 0,02954 0,04002

Royal Danish u‘r‘r;;or;’ﬁitf';‘r"c;n 0,0184 0,02152 0,03825 0,03925 0,02839 0,03823

navy Skopoletin 0,2582 0,31155 0,39471 0,54449 0,47605 0,62291
Eskuletin 0,0822 0,14958 0,20583 0,27131 0,24270 0,31825
Fraxetin 0,0211 0,03958 0,05060 0,06532 0,06009 0,07815
Umbelliferon 0,0026 0,00202 -0,00022 0,00481 0,00207 0,00310
4-methyl- 0,0008 0,00256 0,00116 0,00461 0,00075 0,00111

Bozkov umbelliferon

Tuzemsky Skopoletin 0,0061 0,04492 0,01916 0,05753 0,00576 0,00833
Eskuletin 0,0022 0,00491 0,00244 0,00725 0,00249 0,00361
Fraxetin 0,0014 0,00386 0,00032 -0,00015 0,00204 0,00294
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Tab. XIlI: Koncentrace kumarint (ug/ml) ve vzorcich konak

kalibracni kalibracni Odezvovy odezvovy
fada + fada + faktor faktor
nitrofenol Chrysen nitrofenol chrysen

(ug/ml)  (ug/ml)  (ug/ml)  (ug/ml)

STD Kalibracni
Vzorek Kumarin pridavek fada

(ng/ml)  (ng/ml)

Umbelliferon 0,0018 0,0018 -0,0008  0,0045  0,0015  0,0028
4-methyl-umbelliferon 0,0042 00063 00058  0,0106  0,0042  0,0075

De luze skopoletin 0,0316 00688 00409 0,091 00330  0,0569
Eskuletin 00312  0,0494 00440  0,0792 00516  0,0894

Fraxetin 0,0159  0,0287  0,0233  0,0400  0,0286  0,0491

Umbelliferon 0,0016 00014 -0,0010 0,0039  0,0013  0,0023
4-methyl-umbelliferon 0,0012  0,0029  0,0016 0,005 00011  0,0019

Camus skopoletin 00172 00526 00271 00715 00156  0,0260
Eskuletin 0,0182 00233 00220 0,0399  0,0256  0,0425

Fraxetin 00112 00181 03251  0,0251 03770  0,0319

Umbelliferon 0,0024 0,0023 0,00001  0,0055  0,0023  0,0037

Claude | 4Methyl-umbelliferon 0,0071  0,0091 00111 0,015 00082  0,0132
Chatelior skopoletin 0,0518 00850 00633  0,1269  0,0611  0,0959
Eskuletin 0,0578  0,0806  0,0861  0,1379  0,1012  0,1593

Fraxetin 0,0212  0,0344 00338  0,0526  0,0407  0,0636

Umbelliferon 0,0045 00041 00011  0,0045 00032  0,0028
4-methyl-umbelliferon 0,0304 0,0264 00302 00106 00224  0,0075

Tariquete skopoletin 02154 02171  0,1706 0,091  0,1954  0,0569
Eskuletin 03105 02123  0,1854  0,0792  0,2185  0,0894

Fraxetin 0,0499 00814 00682  0,0400 0,0804  0,0491
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Tab. XIV: Koncentrace kumarin® (ug/ml) ve vzorcich whisky

STD  Kalibraéni kavllbracnl kavllbracnl Odezvovy odezvovy
Kumarin . - N fada + fada + faktor faktor
Kumarin pridavek fada . .
(ug/ml)  (ug/ml) nitrofenol Chrysen nitrofenol chrysen
(ng/ml)  (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Umbelliferon 0,0020 00017  -0,0007  0,0047 _ 0,0016 0,0030
4--methyl- 0,0052 0,059 0,062 00114  0,0045 0,0084
umbelliferon
Tomatin .
skopoletin 0,1348 0,1347  0,1182 02370  0,1298 0,2349
Eskuletin 00524 0,0742 00788  0,1452  0,0927 0,1680
Fraxetin 0,0224 00333 00326 00589 0,039 0,0708
Umbelliferon 0,0023 0,017  -0,0009 00048  0,0015 0,0031
4-methyl- 0,0049 0,0050  0,0044  0,0097  0,0031 0,0065
Laohroai umbelliferon
Phroalg | syopoletin 0,4978 02806 02498 05235  0,2946 0,5965
Eskuletin 02587 01332 0,279 02608  0,1507 0,3057
Fraxetin 0,0453 00497 0,513 0,098  0,1764 0,1074
Umbelliferon 0,0013 00009  -0,0016  0,0035  0,0008 0,0019
4-methyl- 0,0036 0,0043 0,037 0,009  0,0026 0,0059
Caol Ila umbelliferon
Skopoletin 01952 01556 0,371 023127  0,1534 0,3303
Eskuletin 0,0555 00733 00753  0,1645  0,0885 0,1909
Fraxetin 0,0214 0,290 0,269 00582  0,0327 0,0700
Umbelliferon 0,0015 0,011  -0,0014 00119  0,0010 0,0099
4-methyl- 0,0044 0,0050 0,0048  0,0362  0,0035 0,0350
] umbelliferon
Iscay mist .
Skopoletin 0,1631 0,704 0,564  2,5415  0,1776 3,1433
Eskuletin 00503 00861 00912 1,571  0,1073 1,3737
Fraxetin 0,0218 00319 00308 06957  0,0372 0,8024
Umbelliferon 0,0044 0,0038  0,0014 00119 _ 0,0035 0,0099
4-methyl- 00150 0,137 00169 00362  0,0125 0,0350
Koval umbelliferon
skopoletin 0,8082 0,9335 09376  2,5415  1,1559 3,1433
Eskuletin 0,1975 0,4164 04271 1,571  0,5041 1,3737
Fraxetin 0,1275 02524 02557  0,6957  0,2968 0,8024
Umbelliferon 0,0036 00024  -0,0001  0,0069 0,002 0,0051
4-methyl- 0,0077 0,069 0,074 00151  0,0054 0,0123
Scarabus umbelliferon
u Skopoletin 02887 0,915 0,736 04025  0,1992 0,4438
Eskuletin 0,1508 0,1096  0,1127  0,2529  0,1327 0,2963
Fraxetin 0,0659 0,789 00790 0,764  0,0929 0,2057
Umbelliferon 0,0021 00012 -0,0012 00044  0,0012 0,0027
4-methyl- 0,0035 0,036 0,028 00077  0,0020 0,0044
Hankey umbelliferon
bannister Skopoletin 0,1389 0,0968 0,0796 0,1929 0,0815 0,1792
Eskuletin 0,0506 00412 00447 0,011  0,0524 0,1154
Fraxetin 0,0182 00195 00184 0,409  0,0229 0,0501
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Pokracovani Tab. XIV

STD Kalibragni kavllbracnl kavllbracnl Odezvovy  odezvovy
. v v rada + rada + faktor faktor
Vzorek Kumarin pridavek fada . .
(ug/ml)  (ug/ml) nitrofenol Chrysen nitrofenol chrysen
(ug/ml)  (pg/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Umbelliferon 0,0043 0,0026  0,0002  0,0079 0,0024 0,0061
4-methyl- 0,0113 0,0081  0,0089  0,0188 0,0065 0,0163
umbelliferon
Pure malt skopoletin 03233 01641  0,1402  0,3532 0,1573 0,3815
Eskuletin 0,4472 0,1673  0,1675  0,4071 0,1975 0,4801
Fraxetin 0,0319 0,0353 00320  0,0784 0,0387 0,0932
Umbelliferon 0,0037 0,0022  -0,0002  0,0068 0,0021 0,0050
4-methyl- 00159 00102  0,0124  0,0239 0,0091 0,0218
umbelliferon
Scallywag Skopoletin 0,1499 0,1112  0,0892  0,2233 0,0935 0,2175
Eskuletin 0,1129 0,0775 00794  0,1868 0,0933 0,2176
Fraxetin 0,0278 0,0336 00316  0,0740 0,0381 0,0882
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5. Zavér
Cilem diplomové prace bylo optimalizovat metodu Upravy vzorki pro pouziti
plynové chromatografie, jako analytické koncovky a naslednéd kvantifikace kumarint

Vv realnych vzorcich.

Podafilo se vytvofit optimalni upravu vzorki, a to extrakci dichlormethanem za
pouziti okyseleného nasyc. roztoku NaCl. Extrakce byla provedena dvakrat pro lepsi
vytéznost. Pro moznost uziti plynové chromatografie byla provedena derivatizace
odpateného extraktu za pouziti HMDS v pyrdinu. Takto upraveny vzorek poskytoval
signal pro dané kumariny, tj. umbelliferon, 4-methyl-umbelliferon, skopoletin, fraxetin

a eskuletin.

Pro kvantifikaci byly zkoumany 3 kvantifika¢ni metody. Pfi¢emz nejvhodné;jsi
metodou se ukazala metoda interniho standardu a to m-nitrofenolu. Tato pouzita metoda
ma nizké hodnoty RSD (do 21 %) pii opakovani a ziskané koncentrace blizké ke
koncentracim ziskanym metody standardniho ptidavku. Vyhodou metody je korekce na

vliv matrice a také, ze m-nitrofenol podl¢ha, tak jako kumariny, derivatizaci.

Pti analyze redlnych vzorkli rumi, konaki a whisky bylo zjisténo, ze vSechny
vzorky obsahuji v nejvétsim zastoupeni skopoletin (0,016-0,94 pg/ml) a nejméné
umbelliferon (0,0005-0,01 pg/ml). Jednotlivé druhy alkoholi se nasledné 1isi obsahem

eskuletinu a fraxetinu.
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7. Priloha 2: Tabulka ploch

Tab. XV: Ziskané plochy pikd pfi pouziti rGznych extrakénich €inidel.

Kumarin Umbelliferon 4—me§hy|- Skopoletin Eskuletin  Fraxetin
L . umbelliferon
Extrakeni Pridavek o iy 14,01 15,61 16,06 16,56 17,21
€inidlo (mng/ml)
SIM 234 248 264 322 352
(m/z)
Plocha piku
ND ND ND ND ND
Hexan 0,4
ND ND ND ND ND
. ND ND ND ND ND
isoOktan 0,4
ND ND ND ND ND
DE 04 290809 155152 146507 323921 92472
’ 295081 155976 148866 321392 92301
256765 186537 133289 300469 160071
CHCI3 0,4
257005 184968 129984 296993 157870
227215 199328 132942 277063 151602
CH2CI2 0,4
225050 194173 134434 270136 147928
241165 198341 133691 376981 140844
TBME 0,4
234598 201716 129211 374753 139024
EtA 04 194202 195948 132838 368393 136077
C :
176643 191772 133971 360528 135341
204129 147141 47494 27822 24361
Toluen 0,4
208374 145013 47614 27597 24290
. 365748 278554 154750 368354 136201
EtFormiat 0,4
350520 273935 151116 352935 135297
MIBK 04 339035 276889 168646 381351 86917
’ 352643 279752 171438 387910 91443
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8. Priloha 2: Vystupy z GC-MS analyz
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Obr. 21: TIC vystup analyzy jednotlivych standardd kumarin(
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Obr. 22: TIC vystup standard(l po derivatizaci ¢inidlem BSTFA, v Pyridinu
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Obr. 23: SIM skopoletinu (TMS) (264 m/z) v rlznych rozpoustédlech s tep. programem

(70 °C start)
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Obr. 24: SIM skopoletinu (TMS) (264 m/z) v riznych rozpoustédlech s tep. programem

(50 °C start)
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Obr. 25: SIM skopoletinu (TMS) (264 m/z) v rlznych rozpoustédlech s tep. programem

(90 °C start)
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Obr. 26: Porovnani SIM Skopoletinu v heptanu (264 m/z) v heptanu pfi rldznych
pocatecnich teplotach analyzy
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Obr. 27: SIM tfech zastupcl kumarind ve vzorku rumu
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Obr. 28: TIC vystup dvou derivatiza¢nich Cinidel
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Obr. 29: SIM zaznam skopoletinu (TMS) pfi rznych pocatecnich teplotach
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