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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zamétena na vonné latky vyskytujici se v potravinach.

V teoretické ¢asti popisuje jejich vlastnosti, pouziti vonnych latek rostlinného piivodu pro
aromatizaci potravin a poukazuje na jejich mozné negativni ucinky na lidsky organismus.
Evropskou legislativou je takto vymezeno 26 potencialné alergennich vonnych latek a piehled
jejich fyzikalnich vlastnosti, vyskyt a pouZiti je v této praci také zpracovan.

Cilem experimentalni Casti bylo vypracovat a validovat metodu stanoveni vonnych latek
s pouzitim headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii (HS-
SPME-GC-FID). Byly validovany nasledujici parametry: opakovatelnost, linearita, meze
detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ). Metoda HS-SPME-GC-FID byla nakonec
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aplikovana na vybrané vzorky potravin, bézné dostupnych v obchodni siti.

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on aromatic substances occurring in food.

The theoretical part describes their characteristics, the use of fragrances of plant origin for
flavoring of food and points to their possible negative effects on the human organism.
Twenty six potentially allergenic fragrances are thus identified in European legislation and an
overview of their physical properties, occurrence and use is also processed in this work.The
aim of the experimental part was to develop and validate a method for assessment of
fragrances using headspace solid phase microextraction combined with gas chromatography
(HS-SPME-GC-FID). The following parameters have been validated : repeatability, linearity,
limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ). The HS-SPME-GC-FID method
was finally applied to selected samples of foods commonly available on the market.
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1. UVOD

Vonné a chutové latky jsou pomérn¢ siln€ vonici organické slouceniny
s charakteristickou, vétSinou pfijemnou vini. Proto se vyuzivaji v parfémech
a parfémovanych vyrobcich, stejné jako latky urcené k aromatizaci potravin a napojt [1].

Aromata se pridavaji do potravin z divodu ovlivnéni organoleptickych vlastnosti
potraviny, zej. chuti a viné. Primyslové vyrabéné potraviny v poslednich letech obsahuji
podstatné vEétSi mnozstvi aromatickych latek nez v minulosti. Divodem je zajistit standardni
chut’ a viini potravin, pfizpusobit chut’ potraviny pozadavkiim spotiebitele, nahradit omezené
zdroje prirodnich surovin, a tim snizit naklady na vyrobu potravin. Néktera aromata prakticky
nahradila ve vyrobni praxi kofeni, jejichz pouziti méa oproti aromatim fadu nevyhod
(proménlivy obsah senzoricky u¢innych latek, mikrobiologickd kontaminace, atd.) [2].

VSechny aromatické latky v ptirod€ produkuji zivé organismy, predevs§im rostliny. I kdyz
nejsou pro Clovéka nezbytné nutné, jsou mu prospéSné, a to zejména svym piiznivym
plisobenim na jeho psychiku, stimuluji jeho vykonnost a maji také vliv na estetické citéni. [2].

Zavaznou okolnosti je skutecnost, ze k projeveni zaddaného ucinku aromatické latky
je nutné, aby na pfislusny smyslovy orgdn pulsobila v optimalni koncentraci. Ta nemize byt
niz§i a neméla by byt vyssi nez takova, jakd vyvola v ¢ichovém nebo chutovém ustroji
odezvu zadané intenzity, kterou registrujeme jako ptijemnou [2].

Oblast biologickych uc¢inkli vonnych latek je vSak velmi rozsahla. Mohou byt také silné
alergenni, baktericidni a protizanétlivé, spasmolytické, analepické, anestetické a antiseptické.
Nekteré terpeny a dalSi vonné latky vykazuji rovnéz riizné toxické ucinky. Obsah téchto
toxickych latek v potravinach je proto v mnoha zemich legislativné omezen [4,5].

Cilem této diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe zaméfené na vonné latky
urené k aromatizaci potravin (zejména rostlinného ptivodu), s diirazem na seznam a popis
potencialn¢ alergennich aromat. Experimentalni c¢ast se zabyvd metodikou stanoveni
vybranych zéstupcti alergennich vonnych latek, a to mikroextrakei tuhou fazi ve spojeni
s plynovou chromatografii (SPME-GC). Dand metoda byla optimalizovana, validovana a
nakonec aplikovana na nékolik redlnych vzorki potravin.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Vonné latky

Pivodné byly vonné latky pouzivany pouze pro potéSeni nebo pro své 1é¢ivé ucinky. Lidé
pouzivali vonné oleje a masti na sva téla po tisice let, napt. Egyptané pouzivali parfémované
balzdmy pii riznych ndbozenskych obtadech a pozdé€ji jako soucast afrodiziak. Napt. myrta
a kadidlo dodavaly atmosféru pfi ritudlech. Béhem ranného kiestanstvi vSak skoncilo
pouzivani parfému, k navratu doslo az béhem sttedoveéku [6].

Vonné latky jsou latky, které plisobi na Cichové receptory a vyvolavaji dojem viiné. Jsou
to prevazné¢ malo polarni nebo nepolarni (ve vodé malo rozpustné az nerozpustné) tékavé
latky vyvoléavajici Sirokou Skélu nejriiznéjSich senzorickych vjemt [5].

Viiné potravin je velmi ¢asto komplexnim vjemem vyvolanym velkym poc¢tem vonnych
latek. Celkovy pocet vonnych latek identifikovanych v potravinach se odhaduje na téméf
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10 000, bézné byva v kazdé potraviné nekolik set rtiznych vonnych sloucenin.

Intenzita a kvalita viin¢ 1 chuti v§ak zavisi nejen na ptitomnych vonnych latkach, ale také
na dalSich slozkach potravin, pfedevsim bilkovinach, sacharidech a lipidech, se kterymi vonné
latky interaguji [5].

Vonn¢é latky mohou byt klasifikovany podle zdrojt, ze kterych jsou ziskavany, na:
e Piirodni (ziskavany ptimo z pfirozenych zdroji fyzikalnimi postupy)

- rostlinné (z odliSnych c¢asti rostlin jako napft. kvéty, kofeny, listy, semena, ovoce,
ktira strom1, pryskyfice; nebo z celych rostlin)

- ZivoCisné (ze zvitecich zlaz a organti)
e Syntetické (snahou je napodobit ptirodni vonné slozky)

- pfirodné identické (ziskdvany syntézami, ale jsou identické s latkami pfitomnymi
v pfirozenych materialech)

- umélé (ziskavany syntézami, ale nejsou identické slatkami piitomnymi
v pfirozenych  materidlech, dosud nebyly identifikovany v rostlinnych
ani zivocisSnych zdrojich) [1,7,8]

Nejcastéji jsou v pfirodnich a umélych vinich obsazeny tyto tiidy latek: alkoholy,
aldehydy, ketony, estery a laktony [1].

2.2.  Vonné latky rostlinného pivodu

Rostliny maji schopnost syntetizovat, akumulovat a uvoliiovat vonné latky, které mohou
interakcemi s lidskymi receptory vytvaret aroma i chut molekul. Vzhledem k malému
mnozstvi vonnych latek v rostlinnych zdrojich byly mnohé z ptirodnich produktii nahrazeny
syntetickymi analogy [9].

Vonné latky vznikaji v rostlinnych organismech dvéma rliznymi zplsoby:



o Terpenické latky
- vznikaji biogenetickym procesem, ktery se nazyva mevalonovy

- zjednodusené se da tento postup popsat jako kondenzace isoprenovych jednotek
za pritomnosti specifického enzymu, kdy jednim z meziproduktd je mevalonova
kyselina (odtud také nazev procesu)

- po nckolika stupnich pak vznikaji vSechny terpenické latky vyskytujici
se v silicich jako napt. uhlovodiky (limonen, pinen), aldehydy (citral), alkoholy
(geraniol, linalool), estery (linalylacetat) a stovky dalSich sloucenin [3]

e Aromatické latky

- vonné latky majici ve své molekule aromatické jadro vznikaji procesem, ktery byl
nazvan Sikimatovy (nebo také fenylpropanovy)

- vychozim produktem tohoto procesu je glukéza, pres fadu meziproduktii véetné
Sikimové kyseliny vznikne nakonec kyselina skoficova

-z kyseliny skoficové pak postupné dalSimi biosyntetickymi procesy vznikaji
aromatické slouCeniny jako napf. kumariny a jejich derivaty, latky fenolické
povahy (eugenol) [3]

2.3. Vonné latky rostlinného pivodu uréené k aromatizaci potravin

Latky urcené k aromatizaci tvoii hlavni skupinu slozek zdmérné ptiddvanych do potravin
a krmiv. Jedna se o koncentrované latky, jejichz hlavnim tcelem je ud€lit aroma, s vyjimkou
latek, které maji vyhradné sladkou, kyselou nebo slanou chut. Tyto latky jsou ptfidavany
v malém mnozstvi do jidla nebo do krmiva pro dobytek, nejsou ale urceny ke spotitebé jako
takové [6].

Aromatické latky jsou ziskany vhodnymi fyzikalnimi, mikrobiologickymi nebo
enzymatickymi procesy z potravin nebo jiného materialu rostlinného nebo Zzivocisného
puvodu, a to bud’ v surovém stavu nebo po zpracovani tradicnimi postupy piipravy potravin
(vCetné suSeni, prazeni a fermentace) [6].
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olejopryskyfice, vyluhy, S$tavy, dfen¢ a destilaty. Ziskdvaji se prakticky vyhradné
z rostlinnych materidlii, z erstvych rostlin nebo susenych ¢i jinak upravenych casti rostlin,
které se nazyvaji drogy [5].

Odhaduje se, Ze ve vyspé€lych stitech se pro aromatizaci potravin zhruba ze 75 %
pouzivaji ptirodni aromatické latky, zbytky jsou latky syntetické [5].

2.3.1. Materialy pro vyrobu prirodnich potravinaiskych aromat

2.3.1.1. Silice (etherické oleje)

Z ptiblizné¢ 100 000 druhii rostlin, které jsou v souCasnosti popsany, asi 1700 druht
obsahuje silice. Pro praktické vyuziti ma vyznam asi jenom 200 druhi [3].



Silice jsou nositeli aromatickych latek. Rostliny obsahujici vétsi mnozstvi silice se Casto
pouzivaji jako kofeni, které ma charakteristickou vini a chut. Hlavnimi slozkami jsou
fenolické slouceniny, tékavé mono- a seskviterpeny, fenoly a jejich estery. Obsah silic
v rostlinach se pohybuje v rozmezi desetin az jednotek procent [12]. V Cerstvém stavu jsou
bezbarvé, olejovité, ve vode nerozpustné, ale dobte rozpustné v ethanolu a dalSich polarnich
organickych rozpoustédlech [10].

Jsou to riiznorodé smési terpentl, uhlovodiki, kyselin, esterii, aldehydd, ketonil, alkohola
atd. Slozeni téchto latek a jejich vzajemny pomér zavisi na druhu rostliny a na okolnich
podminkach v dobé¢ jejiho ristu [12].

2.3.1.2. Olejoprysky¥ice (oleoresiny)

Olejopryskyfice jsou extrakty ziskané zkofeni nebo zeleniny organickymi polarnimi
(methanol, ethanol, isopropylalkohol) 1 nepolarnimi rozpoustédly (hexan, petrolether, benzin).

Vétsina olejopryskytic obsahuje jako hlavni slozky silice podobné jako extrakty z koteni,
ale pritomny jsou i dalsi slozky. Nékteré olejopryskyfice obsahuji barviva ptislusného koieni
nebo zeleniny (napi. olejopryskyfice kurkumy a papriky) nebo palivé latky (napf.
olejopryskyfice palivé papriky, pepfe a zdzvoru).

Samotné olejopryskyfice nanesené na vhodnych nosic¢ich (napi. Skrobu nebo mouce)

se pouzivaji jako suroviny pro vyrobu potravinarskych aromat nebo misto ptirodniho koteni
k ochucovéani potravin [5].

2.3.1.3. Viluhy

Materidlem pro vyluhy byvaji drogy (suSené nebo jinak k extrakci pfipravené piirodni
suroviny), ovoce, zelenina, vylisky a dalsi. Vznikaji extrakci vychoziho materidlu jemnym
rafinovanym lihem nebo jinymi t€ékavymi organickymi rozpoustédly [11].

e maceraty — vznikaji provadi-li se extrakce (nejcastéji ethanolem) za normalni teploty
stanim s rozpoustédlem (macerace)

e perkoldty — vznikaji pfi extrakci za prutoku rozpoustédla (perkolace)
e extrakce za vyssich teplot (digesce)

e tinktura — lihovy (popi. vodny) extrakt nebo extrakt jinym rozpoustédlem z jednoho
druhu drogy [5]

Vyrobky ziskané za studena maceraci nebo perkolaci maji zpravidla lepsi organoleptické
vlastnosti.

v

2.3.14. Stavy (mosty) a diené
Mosty a dfené jsou vynikajicimi surovinami na piirodni bazi pro vyrobu aromat. Stavy se

kombinuji s vhodnym destilatem a lihovym roztokem silic nebo roztokem aromatického
komplexu [11].
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Jako zakladni sortiment se bézné pouzivaji ovocné Stavy citrusové, jableéné, hroznové,
rybizové, visiiové aj. Ze zeleninovych §tav se pouzivaji napt. mrkvoveé, zelné, rajcatové,
cibulové a ¢esnekové [5].

Ovocné a zeleninové diené jsou také nosnym médiem pro vyrobu pastovitych aromat [5].

2.3.1.5. Destilaty

Destilaty se pouzivaji bud’ jako hlavni aromatické slozky dodavajici zakladni charakter
viné nebo jako bonifikatory, které zjemnuji chut’ a viini aromatického komplexu.

Uplatiiuji se predevsim na vyrobu alkoholickych a nealkoholickych napojt, cukrarskych
krémd, naplni apod.

Naptiklad destilaty ananasové, jahodové, kakaové, malinové, rumové a visiioveé [11].

2.3.2. Zpiusoby ziskavani prirodnich aromatickych latek z rostlinnych materiali

2.3.2.1. Extrakce nepoldarnimi rozpoustédly

K nejstar§Sim zplsobim ziskavani vonnych latek z rostlinného materidlu patii extrakce.
Vonn¢é latky se adsorbovaly nejprve na tuk nebo do oleje, tento zplisob izolace se v pribchu
staleti zdokonaloval a az donedavna se pouzival zejména k ziskavani silic z kvéta [3].

Pro extrakci vonnych latek nepolarnimi rozpoustédly se pouzivaji uhlovodikova
rozpoustédla, nejcastéji petrolether, dale také isohexan, methanol, ethanol nebo méné Casto
benzen [8,37,38]. Napiiklad silice se =ziskdvaji extrakci odparku ethanolem. Jedna
se o ekonomicky ndkladnou izolacni techniku a vyplati se tam, kde je obsah silice nizky
nebo tam, kde je dilezité ziskat vonné latky v nezménéném slozeni [37].

Extrakce probihd v uzaviené nadobé, na roStu jsou nasypany kvéty, pfes né protéka
rozpoustédlo, které se tak syti vonnymi substancemi kvéth. Vznikd miscela a odpatuje
se rozpoustédlo. Produkt ziskany extrakci a nésledujicim oddestilovanim rozpoustédla je
zpravidla voskovita, polotuha hmota nazyvana silice konkrétni neboli konkrét. Konkrét
obsahuje navic vosky, jez jsou pro nds nezadouci. Proto se tato silice rozmicha v lihu, smés se
vymrazi a prefiltruje. Filtrat se pak zpracuje na silici absolutni [3,8].

2.3.2.2. Destilace vodni parou

Destilace vodni parou je nejbézn€jSim zplsobem izolace vonnych latek s nejveétsi
vytéznosti a s vysokou kapacitou [37].

Touto metodou se zpracovava témet 80 % rostlinného materidlu a vyrdbéji se napf. silice
z plodii (kminova, koprova, badyanovd, pepfova aj.), zcelé naté¢ nebo jen z listl (silice
matova, geraniova, citronellova, levandulova, aj.), dale také zjinych casti rostlin jako
napiiklad z oddenki, kotenti a kvétt [3,8].
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Vodni péra za vysokého tlaku prochézi rostlinnym materidlem a aromatické komponenty
jsou z n¢j extrahovany. Vonné latky jsou parou undseny do horni ¢asti kolony a chladice,
kde spolu s vodou kondenzuji, esencidlni oleje jsou poté zvodni hladiny oddéleny
a vysusSeny. Destilace muze probihat pii 100 °C, regulaci tlaku také pfi teplotach vysSich
1 nizsich [3,38].

2.3.2.3. Lisovani

Lisovanim se ziskavaji silice, které nelze bez rozkladu destilovat. Zvlast¢ vyhodna
izolace, pokud jsou silicné buniky nebo kandlky umistény v povrchovych vrstvach jako
napiiklad v oplodi pomerance nebo citronu [37].

Tato extrakéni metoda je pouzivand zejména pro ziskani esencidlnich oleji z Cerstvé
ovocné kury, jez je za studena stlacovana. Klra se nejprve oddéli od plodu a poté se na
dievénych lisech lisuje za studena pod proudem vody. Vznika emulze, z niz se odstiedénim
ziskéva silice. Takto se vyrdbi pfedevsim silice pomerancova, citrébnova a grapefruitova
[3,38].

2.4. Slozeni aromat

Aromata obvykle obsahuji smési jen tézko definovatelnych latek, které jsou soucdasti
aromatickych pfipravkii, reakénich nebo koufovych aromatickych piipravkl, anebo silic
¢i oleoresinil ziskanych destilaci ¢i extrakci riznych pfirodnich materialii [2].

Ptikladem pouziti silic ¢i oleoresinti jsou kofenita aromata, kde vychozi surovinou jsou
rizna kofeni pouzivand pii bézné kulindrni Gpravé pokrmil. Smés silic a oleoresini lze
navzajem kombinovat s klasickymi aromaty (aroma syrové, masové, atp.). Takova aromata
se pouzivaji do masnych vyrobki, polévek, pomazanek, kecupi, dressingli, tavenych syri
a do tady dalSich potravinarskych vyrobka [2].

Aromata s reakénimi aromatickymi pfipravky, kde vychozi surovinou jsou rtzné druhy
bilkovin, obsahuji jesté dalsi latky, napt. latky zvyraznujici chut’ (glutamat sodny, inosinat
sodny, guanylat sodny), dale tuk, byliny, kofeni. Takto jsou pfipravena aromata typu slanina,
uzena Sunka, hovézi vyvar [2].

2.4.1. Chemické skupiny latek uréené k aromatizaci

Rozdé€leni aromatickych latek do 34 skupin podle chemické piibuznosti [2]:

1. Nerozvétvené primdrni alifatické alkoholy/aldehydy/kyseliny, acetaly a estery,
pficemz jde o estery nasycenych alkoholi a acetaly nasycenych aldehydt. Estery
ani acetaly nesmi obsahovat aromatické nebo heteroaromatické casti.

2. Rozvétvené primarni alifatické alkoholy/aldehydy/kyseliny, acetaly a estery, pfi¢emz
jde o estery rozvétvenych alkoholi a acetaly rozvétvenych aldehydii. Estery
ani acetaly nesmi obsahovat aromatické nebo heteroaromatické ¢asti.

3. Nenasycené (s dvojnymi nebo trojnymi vazbami v poloze o a ) nerozvétvené
a rozvétvené primarni alifatické alkoholy/aldehydy/kyseliny, acetaly a estery, pii¢emz
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10.

11.
12.
13.
14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.

jde o estery nenasycenych alkoholli (s nasobnou vazbou v poloze a a B) a acetaly
nenasycenych alkoholii nebo aldehydt (s nasobnou vazbou v poloze a a ). Estery
ani acetaly nesmi obsahovat aromatické nebo heteroaromatické casti.

Nekonjugované a akumulované nerozvétvené a rozveétvené primarni alifatické
alkoholy/aldehydy/kyseliny, acetaly a estery, pficemz jde o estery nenasycenych
alkoholli a acetaly nenasycenych alkoholi nebo aldehydi (s ndsobnou vazbou
v poloze a a B). Estery ani acetaly nesmi obsahovat aromatické nebo heteroaromatické
casti.

Nasycené a nenasycené sekundarni alifatické alkoholy/ketony/ketaly/estery, pticemz
jde o estery sekundarnich alkoholid. Estery ani ketaly nesmi obsahovat aromatické
nebo heteroaromatické ¢asti.

Alifatické, alicyklické a aromatické nasycené a nenasycené tercialni alkoholy a estery,
pfiCemz estery obsahuji tercialni alkoholy. Estery mohou obsahovat jakykoliv zbytek
kyseliny.

Primarni alicyklické nasycené a nenasycené alkoholy / aldehydy / kyseliny / acetaly /
estery, pricemz jde o estery alicyklickych alkoholt. Estery / acetaly mohou obsahovat
alifatické acyklické nebo alicyklické zbytky kyselin nebo alkohold.

Sekundarni alicyklické nasycené a nenasycené alkoholy/ketony/ketaly/estery, pficemz
jde o ketaly alicyklickych alkoholii nebo ketonli a estery sekundarnich alicyklickych
alkoholli. Estery mohou obsahovat alifatické acyklické nebo alicyklické zbytky
kyselin.

Primarni alifatické nasycené nebo nenasycené alkoholy / aldehydy / kyseliny / acetaly
/ estery s druhou primarni, sekundarni nebo tercialni kyslikatou funkéni skupinou,
vcetné alifatickych laktoni.

Sekundarni alifatické nasycené nebo nenasycené alkoholy / ketony / kyseliny / ketaly /
estery s druhou sekundarni nebo tercialni kyslikatou funkcéni skupinou.

Alicyklické a aromatické laktony.
Derivaty maltolu a ketodioxanu.
Furanony a tetrahydrofurfurylové derivaty.

Furfurylové derivaty a derivaty furanu s dalSimi substituenty a heteroatomy
v postrannim fetézci a bez nich.

Fenyl-ethylakoholy, fenyloctové kyseliny, piibuzné estery, fenoxyoctové kyseliny
a pfibuzné estery.

Alifatické a alicyklické ethery.
Propenylhydroxybenzeny.
Allylhydroxybenzeny.

Latky ptibuzné kapsaicinu a ptibuzné amidy.

Alifatické a aromatické monothioly a dithioly a monosulfidy, disulfidy, trisulfidy
a polysulfidy s dalsi kyslikatou funkéni skupinou nebo bez ni.
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21.
22.

23.

24.
25.

26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

2.5.

Aromatické ketony, sekundarni alkoholy a pfibuzné estery.

Arylem substituované derivaty primarnich alkoholti/aldehydi/kyselin/estert/acetalt,
vcetné nenasycenych. U téchto skupin latek sestavenych z chemického hlediska
se predpoklada, ze vykazuji urcité spolecné metabolické a biologické chovani.

Benzylakoholy/-aldehydy/-kyseliny/-estery/-acetaly. Vcetn¢ benzylesterti a benzoatu.
Mohou také obsahovat alifatické acyklické nebo alicyklické zbytky esterti
nebo acetali.

Derivaty pyrazinu.

Derivaty fenolu s alkylsubstituentem v kruhu a alkoxysubstituentem v kruhu
a s postrannim fetézcem s kyslikatou funk¢ni skupinou.

Aromatické ethery vcetné derivatl anisolu.
Derivaty anthranilatu.

Derivaty pyridinu, pyrolu a chinolinu.

Derivaty thiazoli, thiofenu, thiazolinu a thienylu.
Riazné latky.

Alifatické a aromatické uhlovodiky.

Epoxidy.

Alifatické a aromatické aminy.

Aminokyseliny.

Biologicky tcinek aromat

Mezi odhadovanymi 60 000 — 100 000 raznych sekundarnich metabolitli 1ze nalézt takové,
které maji znacny vliv na lidsky organismus, tzn. Ze jsou biologicky aktivni [6].

Pozitivni vlastnosti aromatickych latek vSak nejsou zdaleka jedinymi biologickymi
aktivitami. Nékteré rostlinné materidly povolené jako zdroje vonnych latek obsahuji jako
ptirozené slozky zdravotné zavadné latky (tabulka 1) [7].

2.5.1. Pozitivni G¢inky aromat

Vonné latky a jejich smési, napft. silice, vykazuji fadu blahodarnych ucinkii pro néz
nalezly pouziti jako lé¢iva, slozky farmaceutickych vyrobkl nebo potravinarska aditiva [5].

Neékteré pozitivni ucinky vonnych latek:

Baktericidni a protizanétlivé — napt. borneol, eugenol, pineny, kafr, thymol a menthol,
také vétSina silic ni¢i choroboplodné mikroorganismy, pouzivaji se nejcastéji silice
cedrové, hiebickové, eukalyptové, lemongrasové, levandulové, atd.

Podpora traveni — aromatické a hotké latky obsazené v rostlinach (zej. hluchavkovitych)
povzbuzuji chut' k jidlu, stimuluji Cinnost gastrointestindlniho traktu a vylucovani
travicich §tav. Proto se Casto ptidavaji do zaludecnich likéra, aperitivii a likérovych
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kotenénych vin, napt. bazalka, oregdno, mata, listy rozmaryny, saturejka, Salv¢j, tymian
a majoranka.

Spasmolytické (cholinolytické) — brani poklesu krevniho tlaku a potlacuji sekre¢ni ¢innost
riznych organti, napi. amylsalicylat, benzylalkohol, benzylbenzoat, kafr, kamfen a pineny.

Antiseptické — predevSim aldehydy jako citral, anyzaldehyd, vanilin, dale fenoly napf.
eugenol, thymol a alkoholy jako linalool, geraniol, terpineol a 4-terpineol.

VzpruZujici a povzbuzujici (analeptické) — stimuluji Cinnost ob&éhového a dychaciho
ustroji, napt. kafr, methylvalerat, kamfen a dalsi terpeny.

Analgetické — potlacuji bolest, napt. amylsalicylat, kafr, hefrméankova silice.

Antioxidacni — vykazuji silice mnoha druhti kofeni napf. majorankova, Salvéjova,
tymidnova, pouZzivaji se jako pfirodni antioxidanty tuki [3,5,12].

2.5.2. Negativni u¢inky aromat

Zminujeme-li se o biologickych tcincich aromatickych latek, musime upozornit také na
ty, které Clovéku skodi [3]. Toxické latky obsahuje fada bylin, které se mohou pouzivat
vyhradné k aromatizaci lihovin, kofenénych vin a jinych alkoholickych napoji s obsahem
ethanolu > 10 % obj. Obsah téchto toxickych latek v potravindch je v mnoha zemich
legislativné omezen (kap. 2.7) [7].

Tyto latky se projevuji drazdivé, dale zvySuji citlivost (senzibiliza¢ni), podporuji
rakovinné bujeni (kancerogenni), poskozuji plod (teratogenni) [3].

Zhoubné bujeni vyvolavd napt. safrol, ktery byl dfive hojné pouzivan k parfemaci
levnéjSich mydel a do nékterych masti jako komponenta podporujici prokrveni pokozky.
Skodlivé G¢inky ma také thujon, vyvolava potrat a pii dlouhodobém pouzivani poskozuje
mozkovou ktiru. Déle je toxicky napf. asaron, myristin, bergapten, benzaldehyd, skoficovy
aldehyd [3].

Tabulka 1: Prirozené toxické latky rostlinnych materialii pouzivanych k aromatizaci [7]

rostlina toxicka latka rostlina toxicka latka
aromatizace potravin aromatizace alkoholickych napoji
bez Cerny kyanovodik aloe (rizné druhy) |aloin
chinovnik (rizné
druhy) chinin hotkon obecna kvassin
marinka vonna kumarin puskvorec obecny [-asaron
mata kadefava (m. komonice lékaiska | kumarin
peprna, m. polej) pulegon silovon obecny kumarin
muskatovnik pravy safrol a isosafrol tomka severni kumarin
Salvéj 1€karska a- a B- thujon tomka vonna kumarin
febricek obecny a- a B- thujon pelynék cicvarovy | a- a B- thujon
rebticek muskatovy o- a B- thujon pelynék Cernobyl a- a - thujon
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2.6. Hodnoceni bezpecnosti aromat

Hodnocenim bezpecnosti aromatickych latek se zabyva Evropsky ufad pro bezpecnost
potravin EFSA (= European Food Safety Autority) a mé odpovédnost za vSechny oblasti
v bezpecénosti potravin [2,13].

Soucasti hodnoceni bezpecnosti aromatickych latek je také odhad jejich expozice. Ten
vychézi ze dvou nepfimych metod, a to MSDI a TAMDI. Za vychozi metodu je povazovan
MSDI (Maximized Survey-Derived Daily Intake), ta ale ignoruje skute¢né uziti aromat
v praxi, protoze vychdzi ze sumy vyrobeného mnozstvi latek. Proto se pouzivd metoda
TAMDI (Theoretical Added Maximum Daily Intake), ktera vychazi zhodnot nejvyssich
pouzitych hladin aromatickych latek v potravindch vynasobenych mnozstvim spotfebované
potraviny urcité kategorie za den ¢lovékem o primémé télesné hmotnosti 60 kg [2,13].

Model TAMDI byl vyzkouSen na riznych latkach. Ziskané hodnoty vSak byly nerealné
vysoké, proto byla metoda modifikovana tak, Ze nejvySsi hladiny aromatickych latek
pouzitych pro jednotlivé kategorie potravin byly nahrazeny hodnotami redln¢ uZzivanymi
v praxi (stiedni hodnoty). Tato metoda se nazyva m-TAMDI (modified Theoretical Added
Maximum Daily Intake) a je v soucasné dob& pouZzivana pro odhad expozice aromatickym
latkam EFSA [2].

2.7. Legislativa tykajici se alergenii

Rozhodujici je zédkon €. 110/1997 Sb. o potravinach a tabdkovych vyrobcich, v platném
znéni [14,15].

V soucasné dob¢ plati tyto predpisy tykajici se pouzivani a hodnoceni aromatickych latek

[2]:

2.7.1. Vyhlaska ¢.447/2004 Sb.

Vyhlaska €.447/2004 Sb. o pozadavcich na mnozstvi a druhy latek ur€enych k aromatizaci
potravin, podminky jejich pouziti, pozadavky na jejich zdravotni nezavadnost a podminky
pouziti chininu a kofeinu (zapracovava smérnice EU 88/388/EHS a 91/71/EHS).

Pro ulely této vyhlasky a v souladu s pravem Evropskych spoleenstvi' se rozumi pod
pojmem [16]:

Smérnice Rady 88/388/EHS ze dne 22. ¢ervna 1988 o sblizovani zakoni ¢lenskych stati tykajicich se aromat pro pouziti do potravin a surovin pro jejich
vyrobu.

Smérnice Komise 91/71/EHS ze dne 16. ledna 1991, kterou se doplituje smérnice Rady 88/388/EHS o sblizovani zakont ¢lenskych statl tykajicich se aromat
pro pouziti do potravin a surovin pro jejich vyrobu.

Rozhodnuti Rady 88/389/EHS ze dne 22. Cervna 1988 o seznamu surovin a latek pouzivanych pii piipravé latek uréenych k aromatizaci, ktery vytvofi
Komise.

Nafizeni Evropského Parlamentu a Rady 2232/96/ES ze dne 28. fijna 1996, kterym se stanovi postup Spole¢enstvi pro latky uréené k aromatizaci pouzivané
nebo uréené k pouziti v potravinach nebo na nich.

Natizeni Komise 1565/2000/ES ze dne 18. ¢ervence 2000 stanovujici opatfeni nezbytna pro piijeti hodnoticiho programu pfi uplatiiovani nafizeni Evropského
Parlamentu a Rady 2232/96/ES.

Doporuéeni Komise 98/282/ES ze dne 21. dubna 1998 o zplsobech, jakymi by &lenské staty a signataiské staty Dohody o Evropském hospodatském prostoru
mély chranit dusevni vlastnictvi ve spojitosti s vyvojem a vyrobou ochucovacich latek uvedenych v nafizeni Evropského Parlamentu a Rady 2232/96/ES.

Nafizeni Evropského Parlamentu a Rady 2065/2003 ze dne 10. listopadu 2003 tykajici se uzenych piichuti pouzivanych nebo planovanych k pouziti uvniti
potravin nebo na jejich povrchu.
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a) Aroma - latka urend k aromatizaci potravin, kterd obsahuje aromatické latky,
aromatické ptipravky, reakéni aromatické ptipravky, koufové aromatické ptipravky,
a to jednotlivé nebo v kombinaci.

b) Aromaticka latka - chemicky definovana latka, ktera ptisobi na ¢ichové nebo ¢ichové
a chutové receptory clovéka a vyvolava vjem viné a chuti, ato jednotlivé nebo
v kombinaci.

c) Prirodni aromaticka latka - latka ziskand fyzikalnimi procesy (napiiklad destilaci
a extrakci rozpoustédly), enzymovymi nebo mikrobidlnimi postupy ze surovin
rostlinného nebo Zzivocisného plvodu jako takovych nebo upravenych pro lidskou
spotfebu postupy urcenymi k piipravé potravin.

d) Prirodné identicka aromatickad latka - latka ziskana chemickymi postupy (syntézou
¢1 1zolanimi kroky chemické povahy), kterd je chemicky identicka s latkou ptirozené
pfitomnou ve zdrojich rostlinného ¢i Zivoc¢isného ptavodu.

e) Uméla aromaticka latka - latka ziskana chemickymi postupy (syntézou), kterd neni
chemicky identicka s latkami pfitomnymi ve zdrojich rostlinného ¢i Zivocisného
puvodu.

f) Aromaticky pripravek - ptipravek ziskany fyzikalnimi, enzymovymi nebo
mikrobidlnimi pochody ze surovin uvedenych v pismenu c), ktery neni chemicky
definovanou latkou a ktery plsobi na Cichové nebo cichové a chutové receptory
Clovéka a vyvolava vjem viing, nebo ving a chuti.

g) Reakéni aromaticky pripravek - ptipravek ziskany zahifevem smési vychozich
surovin, které nemusi byt samy o sobé& aromatické, pii teploté nepiekracujici 180 °C
po dobu nepiekracujici 15 minut. Alespont jedna z vychozich surovin musi byt
dusikatou latkou s funkéni aminoskupinou a dalsi latkou je redukujici cukr, pfip.
cukry.

h) Kourovy aromaticky piipravek - piipravek ziskany extrakci zplodin pyrolyzy
(tepelného rozkladu) vychozich surovin, uzivanych pii tradicnim procesu uzeni
potravin.

vvr v

: . , 7 v , v ’ ’ ’ 2 v , . .
1) Nejvyss$i pripustné mnoZstvi zdravotné nezdavadnych latek” uréenych k aromatizaci -
mnozstvi stanovené ¢iselnou hodnotou.

j) Nezbytné mnoZstvi - mnozstvi nezbytné¢ nutné pro dosazeni zamysleného
technologického tc¢inku a pii zachovani zasad spravné vyrobni praxe.

k) dislo "FL" - cislo pfidélené aromatické latce z databdzového systému s ndzvem
"FLAVIS".

K aromatizaci potravin lze pouzivat pouze rostliny uvedené v ptiloze ¢. 1 vyhlasky ¢.
447/2004 Sb., latky jsou definované ¢islem Asociace vyrobcli aromat — FEMA. Pouziti téchto
latek je u rostlin omezeno ptitomnosti latek, které mohou byt pro clovéka ve vysSich

latek pouzivanych v potravinach nebo na nich.

Rozhodnuti Komise 2002/113/ES ze dne 23. ledna 2002, kterym se dopliiuje rozhodnuti Komise 1999/217/ES, kterym se piijima rejstiik aromatickych latek
pouzivanych v potravinach nebo na nich.

2
§ 10 odst. 1 pism. a) zakona ¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich a 0 zméné a doplnéni nékterych souvisejicich zakond.
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koncentracich toxické, jsou uvedeny v pfiloze ¢. 4 vyhlasky €. 447/2004 Sb. (napfi. aloin,
B-asaron, kumarin, kyanovodik, pulegon, a- a B-thujon — tabulka ¢. 2) [16].

Latky povolené k aromatizaci potravin uréenych pro kojeneckou a détskou vyzivu jsou
uvedené v priloze €. 3 vyhlasky ¢. 447/2004 Sb. K ochucovéni pokracovaci mlécné vyzivy,
urcené pro kojence od ukonceného Etvrtého mésice véku, se sméji pouzivat latky uvedené
v tabulce €. 3. K ochucovani piikrmt pro vyzivu ur¢enou pro kojence a malé déti se sméji
pouzivat latky uvedené v tabulce ¢. 4 [16].

Tabulka 2: Nejvyssi pripustna mnozstvi latek, které mohou byt ve vyssich koncentracich
pro cloveka toxické, v ruznych druzich potravin [16]

latka potravina NPM [mg.kg'l, resp. mg.l'l]
napoje 0,1
aloin | alkoholické napoje 50
ostatni potraviny 0,1
napoje 0,1
alkoholické népoje 1
B-asaron | kofenici ptipravky pro ochuceni 1
snackll a podobnych vyrobki
ostatni potraviny 0,1
napoje 2
karamelové cukrovinky 10
kumarin | alkoholické napoje 10
zvykacka 50
ostatni potraviny 2
napoje 1

1 na kazdé procento objem.

alkoholické napoje alkoholu v napoji

kompoty z neodpeckovaného

kyanovodik | peckového ovoce >
cukrovinky (nugat, marcipan,
nahrady nebo v podobnych 50
vyrobcich)
ostatni potraviny 1
napoje 100
napoje aromatizované matou
peprnou a dalSimi druhy rodu 250

pulegon Mentha

cukrovinky aromatizované
aromaty odvozenymi z rostlin 350
rodu Mentha
ostatni potraviny 25
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Tabulka 3: Nejvyssi pripustné mnozstvi latek pouzivanych k ochucovani mlécné vyzZivy pro
kojence od ukonceného ctvrtého mésice veku [16]

latka NPM [mg.kg’l, resp. mg.l'l]
extrakt z vanilky | nezbytné mnozstvi (NM)
vanilin 50
ethylvanilin 50

Tabulka 4: Nejvyssi pripustné mnozstvi latek pouzivanych k ochucovani prikrmii pro vyZivu
urcenou pro kojence a male deti [16]

latka NPM [mg.kg”, resp. mg.I'']
extrakt z vanilky NM

extrakt z ovoce NM

vanilin 70
ethylvanilin 70

2.7.2. Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 2232/96

Naftizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 2232/96 stanovi postup pro vytvaieni
pravidel tykajicich se latek urcenych k aromatizaci, které jsou pouzivany nebo urceny
k pouziti v potravinadch. Uvedenym nafizenim se piijimé seznam latek urc¢enych k aromatizaci
(déle jen ,,seznam*) [17].

2.7.3. Narizeni Komise (ES) ¢. 1565/2000

Natizeni Komise (ES) ¢. 1565/2000 stanovi opatfeni nezbytnd pro pfijeti programu
hodnoceni podle natfizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 2232/96 ,stanovi, Ze osoba
odpovédna za uvedeni urcitych latek urCenych k aromatizaci zatazenych do ,,seznamu‘ na trh
musi poskytnout urCité informace, aby bylo mozné provést hodnoceni ptislusné latky [18].

2.7.4. Narizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 2065/2003

Natizeni ES ¢.2065/2003 o koufovych aromatickych pfipravcich pouzivanych nebo
urcenych k pouziti v potravinach nebo na jejich povrchu [2].

2.7.5. Narizeni komise (ES) ¢. 622/2002

Natizeni komise (ES) €. 622/2002 stanovi lhity pro piedlozeni informaci pro hodnoceni
chemicky definovanych latek uréenych k aromatizaci pouzivanych nebo uréenych k pouziti
v potravinach nebo na jejich povrchu [19].
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2.7.6. Rozhodnuti EC ¢. 217/1999EC

Rozhodnuti EC ¢. 217/1999EC, kterym se piijima seznam latek urcenych k aromatizaci
pouzivanych v potravindch nebo na jejich povrchu vypracovany podle natfizeni evropského
parlamentu a Rady ¢.2232/96 (ES) ve znéni pozdé&jsich predpisi [2].

2.8. Potencidlné alergenni vonné liatky

V Evropé aktivné monitoruje vonné latky Evropska komise (European Commission, EC).
V USA spadaji vonné latky pod dohled amerického Ufadu pro kontrolu potravin a 1éGiv.
Pokud jde o kontaminace ovzdus$i a vod, spadaji pod Agenturu pro ochranu Zivotniho
prostiedi (U. S. Environmental Protection Agency, EPA). Zajima se o pouzivani vonnych
latek, které mohou ovlivnit kvalitu ovzdusi a tim zhorSit astma [20].

Zpravu o potencidlnich alergennich substancich (Potentially Allergenic Substance, PASs)
vydal védecky utvar pro spotfebni zbozi (Scientific Committee on Consumer Products,
SCCP). Poté¢ byly stanoveny podminky pouziti pro 26 vonnych latek souvisejicich se
substancemi, které¢ pravdépodobné¢ zplsobuji alergické reakce. Kromé 2 piirodnich
mechovych extraktl jsou vSechny potencidlné alergenni vonné latky tékavé [21,22,23].

2.8.1. Vlastnosti potencialné alergennich vonnych latek

V nasledujicich tabulkach ¢. 5 - 28 je uveden podrobny popis, vlastnosti a pouziti
vybranych vonnych latek s alergennimi ucinky. Jejich stanoveni bude hlavni naplni
experimentalni ¢asti této diplomové prace.

Tabulka 5: Viastnosti amylcinnamalu [22,23,24,25,27,28]

Identifikace latky
X
AMYLCINNAMAL
NS
O
chemicka tfida aldehyd
CAS 122-40-7
molekulovy vzorec C14H 30
molekulova hmotnost 202,29 g.mol™
synonyma 2-benzylidenheptanal, jasminovy aldehyd, mahonia

Fyzikalni a chemické vlastnosti
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Tabulka 5: Viastnosti amyl cinnamalu [22,23,24,25,27,28] - pokracovani

vzhled, skupenstvi zluté kapalina
aroma viné pfipominajici jasmin
rozpustny v olejich a ethanolu, nerozpustny v glycerinu
rozpustnost
a propylenglykolu
Toxikologie

LD50 (oralni, potkan) 3730 mg.kg™

toxicky pfi poziti, mirn¢ drazdi ktzi, vydava stiplavy kout a vypary

Vyskyt a pouZiti

vyskytuje se v nékterych rostlinach (oilbanum-pryskyftice), v cerném caji

pouziva se jako ochucovadlo, ptidava se do cukrovi, zvykacek a do peciva

Tabulka 6: Viastnosti amylcinnamyl alkoholu [23,26,27,28,39]

Identifikace latky
©/\E\/\/
0-AMYLCINNAMYL ALKOHOL
OH
chemicka tfida alkohol
CAS 101-85-9
molekulovy vzorec C14H,00
molekulova hmotnost 204,31 g.mol
synonyma 2-benzylidenheptan-1-ol, buxinol
Fyzikalni a chemické vlastnosti
teplota varu 141-143 °C
vzhled, skupenstvi bezbarva az slabé zluta kapalina
aroma lehkd kvétinova ving
rozpustnost rozpustny v ethanolu, nerozpustny ve vodé
Toxikologie

LD50 (orélni, krysa): 4000 mg.kg”
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Tabulka 6: Viastnosti amylcinnamyl alkoholu [23,26,27,28,39] - pokracovani

Vyskyt a pouZiti

synteticka slou¢enina, vyskytuje se spise v kosmetickych vyrobcich

pouzivan jako ochucovadlo pro pfimé ptidavani do potravin

Tabulka 7: Viastnosti anyzalkoholu [23,27,28]

Identifikace latky

ANYZ ALKOHOL

J@AOH
~o

chemicka tfida alkohol

CAS 105-13-5
molekulovy vzorec CsHi00,
molekulova hmotnost 138,16 g.mol”’

synonyma

p-anyz alkohol, p-methoxybenzyl alkohol

Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu

259,1 °C

vzhled, skupenstvi

bezbarva az mirné nazloutla kapalina nebo

neprithledna krystalicka latka

aroma

mirné sladka kvétinova vuné

rozpustnost

rozpustny v organickych rozpoustédlech,

nerozpustny ve vodé

Toxikologie

LD50 (orélni, potkan): 1200 mg.kg™,

mirné toxicky pii poziti, drazdi kiizi a oc¢i

Vyskyt a pouziti

piirozené se vyskytuje se v rostliné Pimpinella anisum, v raj¢atech, medu, také se pfipravuje

synteticky

pouziva se jako ochucovadlo, pouziva se pii vyrob¢ Zelatiny a pudingt, peciva, mrazenych

mlécnych dezertl, ndpojii a mékkych bonbonii
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Tabulka 8: Viastnosti benzylalkoholu [23,24,28,29]

Identifikace latky
OH
BENZYLALKOHOL

chemicka tfida alkohol
CAS 100-51-6
molekulovy vzorec C,;HgO
molekulova hmotnost 108,14 g.mol
synonyma hydroxytoluen, bentanol, fenylcarbinol

Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu 205 °C
vzhled, skupenstvi ¢ird bezbarva kapalina
aroma pfijemnd mandlové ovocna viingé

lehce rozpustny ve vod¢, organickych
rozpustnost

rozpoustédlech a olejich

Toxikologie

LD50 (oralni, potkan) 1230 mg.kg™

muze drazdit o¢i, kizi a sliznici, pfi poziti mirné toxicky

Vyskyt a pouZiti

pfirozené se vyskytuje v meruiikach, kufecim a hovézim masu, syru Cheddar, pivu, mandlich,
jablcich, bananech, ¢erném rybizu a chiestu
pouziva se jako aditivum v ovocnych népojich, bonbonech, zvykackach nebo sirupech proti

kasli a pii vyrobé dalSich chemikalii
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Tabulka 9: Viastnosti benzylbenzoatu [24,28,29,31,32]

Identifikace latky
BENZYLBENZOAT ©\/O
@)
chemicka tfida ester
CAS 120-51-4
molekulovy vzorec C14H 1,0,
molekulova hmotnost 212,24 g.mol

synonyma

benzylester kyseliny benzoové, ascabiol,

novoscabin

Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu

323-324 °C

vzhled, skupenstvi

bezbarvé krystaly nebo bezbarva témért olejovita

kapalina
aroma pfijemnéd mandlova viiné

rozpustny v ethanolu, etheru, mastnych olejich,
rozpustnost

nerozpustny ve vodé

Toxikologie
LD50 (oralni, potkan) 1700 mg.kg™
Vyskyt a pouZiti

soucast insekticidl (akaricid = pesticid pouzivan na hubeni roztocii), v ptipravcich k 16€be

svrabu

pouziva se jako stabilizator syntetickych pfichuti, v primyslu jako plastifikéator
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Tabulka 10: Vlastnosti benzylcinnamatu [27,28,31]

Identifikace latky
BENZYLCINNAMAT ©\/O X
O
chemicka tfida ester
CAS 103-41-3
molekulovy vzorec Ci16H140,
molekulova hmotnost 238,28 g.mol
synonyma cinnamein, benzyl ester kyseliny skoticové
Fyzikalni a chemické vlastnosti
teplota varu 195-200 °C
vzhled, skupenstvi ¢ird bezbarva az nazloutld krystalickd latka
aroma sladka viiné kv¢étt a plodi tfeSni
rozpustny v ethanolu, dipropylglykolu a v olejich,
rozpustnost ve vode pouze 9 mg/l, nerozpustny v glycerinu
a propylenglykolu
Toxikologie

LD50 (orélni, potkan) 5530 mg.kg™

Vyskyt a pouZiti

pro svou piijemnou aromatickou vlni Siroce pouzivan v kosmetice, je soucasti mnoha
slozenych viini pouzivanych pii vyrob¢ napt. vody po holeni, pény do koupele, Cisticich

a toniza¢nich piipravcich na plet, deodorantech, vlasovych kondicionérech, Samponech aj.

Tabulka 11: Vlastnosti benzylsalicylatu [24,27,28,31]

Identifikace latky

BENZYLSALICYLAT ©\/0
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Tabulka 11: Vlastnosti benzylsalicylatu [24,27,28,31] - pokracovani

chemicka tfida ester

CAS 118-58-1
molekulovy vzorec C14H1205
molekulova hmotnost 228,26 g.mol

benzylester kyseliny salicylové,

SYROMYIE benzyl-2-hydroxybenzoat

Fyzikalni a chemické vlastnosti
teplota varu 320°C
vzhled, skupenstvi lehce nariizovéla kapalina
aroma piijemna sladkd viné

rozpustny v ethanolu, etheru, malo rozpustny ve
rozpustnost vods
Toxikologie
LD50 (orélni, potkan), 3000 mg kg
Vyskyt a pouZiti

v aromatizovanych kosmetickych piipravcich riznych typt, hlavné v§ak v samoopalovacich
krémech a mlécich
pouziva se jako fixativum vonnych latek zejména v parfémech, hlavni rozpoustédlo pro vonné

latky a silice

Tabulka 12: Vlastnosti cinnamalu [23,24,28,29,31,32]

Identifikace latky
CINNAMAL ©\/\/O
/ =
chemicka tfida aldehyd
CAS 104-55-2
molekulovy vzorec CoHg0O
molekulova hmotnost 132,16 g.mol”!
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Tabulka 12: Vlastnosti cinnamalu [23,24,28,29,31,32] - pokracovani

Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu

246 °C

vzhled, skupenstvi

¢ira zluta kapalina

aroma sladkd a skoficova viné

nerozpustnd ve vodé, dobie rozpustna v ethanolu
rozpustnost )

a olejich

Toxikologie
LD50 (orélni, potkan) 2220 mg.kg™
toxicky pii poziti, drazdi kiizi a o€i
Vyskyt a pouZiti

v prirod¢ se vyskytuje jako pfirozena slozka skoticovych silic a étherickych oleja, dale také

v bortivkach, brusinkach, melounu, visnich, guave, hiebicku, skofici, pivu a brandy

v potravinaiském priamyslu do aromat a kofenicich smési, ochucovadlo §t'av, bonbontl, masa,

napoji a peciva

Tabulka 13: Vlastnosti cinnamyl alkoholu [27,28,29,30,31]

Identifikace latky

CINNAMYL ALKOHOL

O\/\/OH

chemicka tfida alkohol
CAS 104-54-1
molekulovy vzorec CoH;00O

molekulova hmotnost

134,18 g.mol”!

synonyma

skoficovy alkohol, styron, styryl carbinol

Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu

250 °C

vzhled, skupenstvi

bezbarva pevna latka

aroma

hyacintova, kvétinové az skoficova
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Tabulka 13: Vlastnosti cinnamyl alkoholu [27,28,29,30,31] - pokracovani

rozpustnost

rozpustny ve vodé a glycerolu, snadno rozpustny

v alkoholu a éteru

Toxikologie

LD50 (pokozka, kralik), > 5000 mg.kg™,

LD50 (orélni, krysa) 2000 mg kg™,

v

Vyskyt a pouZiti

v mnoha rostlinach, v oleji z hyacintovych kvéta narcisovych rostlin, v oleji ze skoficovych

listli a v peruanském balzdmu

Tabulka 14: Vlastnosti citralu [24,27,28,31,32]

Identifikace latky
/o
CITRAL /
chemicka tfida aldehyd
CAS 5392-40-5
molekulovy vzorec C1oH160
molekulova hmotnost 152,24 g.mol™!

synonyma

geranialdehyd, lemonal, geranial, neral

Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu

229 °C

vzhled, skupenstvi

svétle zluté olejovitd kapalina

aroma pfijemna citronova viiné
nerozpustny ve vodé, dobfe misitelny s ethanolem a
rozpustnost
éterem
Toxikologie

LD50 (orélni, krysa): 4960 mg.kg ",

toxicky pii poziti, drazdi kizi
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Tabulka 14: Vlastnosti citralu [24,27,28,31,32] - pokracovani

Vyskyt a pouZiti

v citrusovych plodech (citréon, pomeranc), v citrusovych silicich tvoii az 80 %, v citrusovych

olejich (vétsina rostlin rodu Cymbopogon), v Cajovych smésich (znacka Dichi)

Tabulka 15: Vlastnosti citronellolu [28,31,32]

Identifikace latky
O/
CITRONELLOL
HO
chemicka tfida alkohol
CAS 106-22-9
molekulovy vzorec Ci0H200
molekulova hmotnost 156,27 g.mol
synonyma dihydrogeraniol, cefrol, rhodinol, cephrol
Fyzikalni a chemické vlastnosti
teplota varu 222 -225°C
vzhled, skupenstvi svétle zluté olejovita kapalina
nasladla kvétinova ving, ruze, kiize a s jemnou
aroma L
nuanci citrust
rozpustnost nerozpustny ve vodé¢, misitelny s ethanolem
Toxikologie

LD50 (oralni, krysa): 3450 mg.kg™,
drazdi oci, dychaci organy a kiizi

Vyskyt a pouziti

pritomny ve vice nez 30 rostlinnych olejich (geraniovy, rizovy, citronellovy), v ¢erném caji
a mnoha druzich ovoce (napf. citrusy), v exotickych napojich, v pfirodnim citronella oleji
(znamy jako Ceylonsky nebo Javsky olej)

pouziva se k ochucovani napoji
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Tabulka 16: Vlastnosti kumarinu [28,31,32]

Identifikace latky
X
KUMARIN @
O @)
chemicka tfida lakton
CAS 91-64-5
molekulovy vzorec CoHO,
molekulova hmotnost 146,15 g.mol
anhydrid kyseliny o-kumarové, 1,2-benzpyron,
SYRomma Tonka bean camphor
Fyzikalni a chemické vlastnosti
teplota varu 298 °C
vzhled, skupenstvi bila krystalickd latka
aroma pfijemna viné lucniho sena, podobna vanilce
rozpustny ve vétsin¢ organickych rozpoustédel a ve
rozpustnost vods
Toxikologie
LD50 (orélni, krysa): 293 mg.kg™
Vyskyt a pouZiti

pfitomen v Cerstvych rostlinnych pletivech, v nati komonice, svizele vonného a n€kterych
druhti trav, v malém mnozstvi také v jahodach, meruiikach a skofici

pouziva se k aromatizaci tabdku a alkoholickych napojl (napt. polskéd Zubrovka)

Tabulka 17: Vlastnosti geraniolu [5,23,28,31,32]

Identifikace latky

GERANIOL \
OH
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Tabulka 16: Vlastnosti geraniolu [5,28,31,32] - pokracovani

chemicka tfida alkohol

CAS 106-24-1

molekulovy vzorec Ci1oH130

molekulova hmotnost 154,25 g.mol
synonyma geraniovy olej, lemonol,

Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu 229 —-230 °C
vzhled, skupenstvi svétle zluté olejovita kapalina
aroma sladké viné rize

misitelny s ethanolem a étherem, nerozpustny

rozpustnost ve vods
Toxikologie
LD50 (orélni, krysa): 3600 mg. kg
Vyskyt a pouziti

pritomen ve vétSin€ rostlin a silic (napft. v rizich, levanduli, jasminu, pelargoniich, kakostu aj.),
v mnozstvi asi 8 % je slozkou geraniového oleje, nachazi se také v bulharském razovém oleji, v
jablcich, merunkéch, bortivkach, ¢erném rybizu, hroznovém vinu, skofici, kopru, zazvoru,

kakau, medu, citronu, pomeranci a pivu

Tabulka 18: Vlastnosti eugenolu [27,28,31,32]

Identifikace latky
O/
EUGENOL
HO

chemicka tfida alkohol
CAS 97-53-0
molekulovy vzorec CioH120,
molekulova hmotnost 164,21 g.mol
synonyma eugenolum, kyselina eugenolova, allylguajacol
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Tabulkal8: Viastnosti eugenolu [27,28,31,32] - pokracovani

Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu

254 °C

vzhled, skupenstvi

bezbarva az slabé zluta kapalina

aroma

silna vané hiebicku

rozpustnost

rozpustny v ethanolu, chloroformu, étheru a oleji,

prakticky nerozpustny ve vodé

Toxikologie

LD50 (orélni, krysa): 2680 mg.kg ",

zdravi Skodlivy pfi poziti, drazdi o€i, dychaci organy a kizi

Vyskyt a pouZiti

je vyznamnou soucasti karafiatového a skoficového oleje, ptitomen v muskatovém ofisku,

hlavni slozka silic nového kofeni

Tabulka 19: Vlastnosti farnesolu [24,27,28,31]

Identifikace latky
\ \ oH
FARNESOL
chemicka tfida alkohol
CAS 106-28-5
molekulovy vzorec Ci5Ho60
molekulova hmotnost 222,37 g.mol”

synonyma

3,7,11-trimethyl-2,6-10-dodekatrien-1-ol,
Stirrup — H (HB, A/WF, CRW, TPW)

Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu

149 °C (4 mm Hg)

aroma

jemna kvétinova viiné

rozpustnost

dobfe misitelny s oleji, nerozpustny ve vodé

Toxikologie
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Tabulka 19: Vlastnosti farnesolu [24,27,28,31] - pokracovani

LD50 (orélni, krysa): 6000 mg.kg ™,

toxicky pii styku s kiizi a poziti

Vyskyt a pouZiti

pfitomny v mnoha esencialnich olejich (rizovy, citronella, neroli), také se vyskytuje v kvétech

pomerancovniku, rize, jasminu, konvalinky nebo lipy, piidava se do cigaretového tabaku

Tabulka 20: Vlastnosti hexylcinnamalu [24,27,31]

Identifikace latky
(0]
HEXYLCINNAMAL
chemicka tfida aldehyd
CAS 101-86-0
molekulovy vzorec Ci5Hy00,
molekulova hmotnost 216,32 g.mol
synonyma caproaldehyd, 2-benzylidenoktanal, jasmonal H
Fyzikalni a chemické vlastnosti
teplota varu 174 -176 °C
vzhled, skupenstvi ¢ira zluta kapalina
aroma jemna kvétinova jasminova viingé
rozpustny ve vodé, ethanolu, misitelny s étherem,
rozpustnost chloroformem a olejem
Toxikologie
LD50 (orélni, krysa): 3100 mg.kg,
drazdi o¢i, dychaci organy a kizi
Vyskyt a pouZiti

ziskéava se z rychle rostouci lijany rostouci v Cing, Indii a Sri Lance: Jasmin 1ékaisky (pravy),

pouziva se prevazné v kosmetice
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Tabulka 21: Vlastnosti hydroxycitronellalu [22,27,28,31]

Identifikace latky
J
HYDROXYCITRONELLAL OH
chemicka tfida aldehyd
CAS 107-75-5
molekulovy vzorec Ci10H200,
molekulova hmotnost 172,26 g.mol™
liliovy aldehyd, cyslalia, cyclosia, lavrine, phixia,
Synomyma fixol, majal
Fyzikalni a chemické vlastnosti
teplota varu 257 °C
vzhled, skupenstvi bezbarva viskdzni kapalina
aroma liliové lipové aroma
rozpustnost dobie rozpustny ve vodé
Toxikologie

LD50 (orélni, krysa): 5000 mg.kg ",

mozna koni senzibilizace

Vyskyt a pouZiti

nelze nalézt v ptirod¢, syntetickd viing, pfidava se do nékterych aromat napf. lipa a med

Tabulka 22: Viastnosti lyralu [22,24,27,31,33,34]

Identifikace latky

LYRAL \/@/WOH
o

chemicka tfida aldehyd

* navozeni ,,pfichystané* precitlivélosti pii prvnim kontaktu s alergenem [36]
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Tabulka 22: Viastnosti lyralu [22,24,27,31,33,34] - pokracovani

CAS 31906-04-4
molekulovy vzorec Ci13H20,
molekulova hmotnost 210,31 g.mol”
3-cyklohexen-1-karboxaldehyd,
synonyma
hydroxyisohexyl 3-cyklohexene karboxaldehyd
Fyzikalni a chemické vlastnosti
teplota varu 318,7 °C
vzhled, skupenstvi bezbarva olejovité viskozni kapalina
sladké kvétinova viné lilii, cykldmenti, brambotiku
aroma
nebo Setiku
rozpustnost dobie misitelny se 70% az 96% ethanolem
Toxikologie
LD50 (oralni, krysa): 5000 mg.kg™
Vyskyt a pouziti

pritomen v alkoholickych népojich

Tabulka 23: Vlastnosti isoeugenolu [24,27,28,29,31]

Identifikace latky
OH
ISOEUGENOL /\/@
HaC™ X o~
chemicka tfida alkohol
CAS 97-54-1
molekulovy vzorec Ci1oH120,
molekulova hmotnost 164,21 g.mol
synonyma isoeugenolum, 4-propylenguajacol
Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu 266 °C
vzhled, skupenstvi svétle zlutd viskozni kapalina
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Tabulka 23: Vlastnosti isoeugenolu [24,27,28,29,31] - pokracovani

aroma karafiatova vuné

velmi mélo rozpustny ve vod¢, misitelny
rozpustnost

s ethanolem a étherem

Toxikologie

LD50 (orélni, krysa): 1560 mg.kg ",

drazdi o¢i, dychaci organy a kizi, zdravi Skodlivy pii poziti

Vyskyt a pouZiti

vyskytuje se v mnoha rostlinach a v éterickych olejich (napt. v hfebickovém),
pouziva se ke korekci viin€ v aromatizovanych ¢ajich a jinych vyrobcich potravinarského

pramyslu napft. kofenicich smésich aj.

Tabulka 24: Vlastnosti a-isomethyliononu [24,28,31]

Identifikace latky
O

a-ISOMETHYLIONON X
chemicka tfida aldehyd
CAS 127-51-5
molekulovy vzorec C14sH»,O
molekulova hmotnost 206,32 g.mol

(3E)-3-methyl-4-[(1S)-2,6,6-trimethylcyklohex-2-en-
SYROMYIE -1-yl]but-3-en-2-on, a-cetone
Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu 110 °C (4 mm Hg)
vzhled, skupenstvi ¢ira, bezbarva nebo zluté tekutina
aroma borovicové jehlici, rize
rozpustnost rozpustny v alkoholu, nerozpustny ve vodé

Toxikologie

LD50 (orélni, krysa): mg.kg™
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Tabulka 24: Vlastnosti a-isomethyliononu [24,28,31] - pokracovani

Vyskyt a pouZiti

nelze nalézt v pfirodé, syntetickd viing, vyskytuje se pfevazné v kosmetickych vyrobeich

Tabulka 25: Vlastnosti lilialu [28,30,31]

Identifikace latky
e
LILIAL
chemicka tfida aldehyd
CAS 80-54-6
molekulovy vzorec C14H200
molekulova hmotnost 204,31 g.mol
synonyma 3-(4-terc-butylfenyl)-2-methylpropanal
Fyzikalni a chemické vlastnosti
teplota varu 258 °C
bezbarva nebo lehce nazloutla, ¢ird, olejovita
vzhled, skupenstvi tekutina
aroma kvétinova viiné
rozpustny v alkoholu, parafinovém oleji, ve vodé
rozpustnost bouze 38 m
Toxikologie
LD50 (orélni, krysa): 1390 mg.kg,
drézdi oc¢i a kizi
Vyskyt a pouZiti

nelze nalézt v ptirodé, vyskytuje se prevadzné v kosmetickych vyrobcich
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Tabulka 26: Vlastnosti limonenu [23,27,28,31]

Identifikace latky
LIMONEN 4©_<
chemicka tfida terpen
CAS 5989-27-5
molekulovy vzorec CioHsg
molekulova hmotnost 136,23 g.mol
synonyma 4-isopropenyl-1-methylcyklohexen

Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu 176-177 °C
vzhled, skupenstvi bezbarva kapalina
aroma citrusova ving

rozpustny v alkoholu, olejich, kerosinu, parafinovém

rozpustnost oleji, ve vodé pouze 14 mg/l, nerozpustny v

propylenglykolu

Toxikologie

LD50 (orélni, krysa): 3600 mg kg

Vyskyt a pouZiti

vyskytuje se v grapefruitech, citronech, limetkach, pomerancich, pepfi, austalském tea tree oleji
a v muskatovém ofisku

pouziva se vyrobé pe€iva, mrazenych mlécnych dezertli, masovych vyrobcich, koteni a napoji

Tabulka 27: Vlastnosti linaloolu [24,27,28,31,34]

Identifikace latky
HO
X
LINALOOL |
CH,
chemicka tfida alkohol

38



Tabulka 27: Vlastnosti linaloolu [24,27,28,31,34] - pokracovani

CAS 78-70-6

molekulovy vzorec CioH 130

molekulova hmotnost 154,25 g.mol”!

synonyma 13,7-dimethylokta-1,6-dien-3-ol, linalylalkohol
Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu 197 - 199 °C

vzhled, skupenstvi bezbarva az svétle zlutd kapalina

aroma kvétinova viné

rozpustny v olejich, parafinovém oleji, ve vodé 1590

rOZpUSIOst mg/l, nerozpustny v glycerinu
Toxikologie
LD50 (orélni, krysa): 2790 mg kg
Vyskyt a pouZiti

vyskytuje se v jable¢né, mandarinkové a pomerancové st'aveé, meruiikach, broskvich, jahodach,
Svestkach, gardeniich, levandulich, mrkvi, bergamotovém oleji, majorance, tymianu,

kardamonu, koriandru a brusinkach

Tabulka 28: Vlastnosti methylheptin karbonatu [22,27,28,31]

Identifikace latky
O
METHYLHEPTIN KARBONAT P o~ o
7
HsC
chemicka tfida ester karboxylové kyseliny
CAS 111-12-6
molekulovy vzorec CoH 40,
molekulova hmotnost 154,21 g.mol™
synonyma methylokt-2-yonat, folione
Fyzikalni a chemické vlastnosti

teplota varu 217 -220°C
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Tabulka 28: Vlastnosti methylheptin karbonatu [22,27,28,31] - pokracovani

vzhled, skupenstvi bezbarva nebo lehce nazloutla, ¢ira tekutina

aroma kvétinova vuné

rozpustny v alkoholu, olejich a dipropylglykolu,

rozpustnost
nerozpustny ve vodé a glycerinu
Toxikologie
LD50 (oralni, krysa): 1530 mg.kg”
Vyskyt a pouZiti

nelze nalézt v prirodé€, synteticky vyrobeny, vyskytuje se prevazné v kosmetickych vyrobcich

pfidava se do nékterych aromat, naptiklad vino, jahoda aj.

2.9.

Moznosti stanoveni aromatickych latek v potravinach

Ptehled metod vyuzivanych pro stanoveni aromatickych latek v potravinach:

2.9.1. GC-MS

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci byla pouZzita napf. pro stanoveni:

v ovocnych §tavach - Yu Qiao a kol. identifikovali tyto alergenni latky: benzaldehyd,
limonen, linalool, geraniol a citral [40]

v japonském zeleném caji Sen-cha — Kumazawa a Masuda stanovili alergenni
geraniol, eugenol, kumarin a linalool [41]

2.9.2. HS-SPME/GC-MS

40

Headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni
detekci, kterou byly stanovovany aromaticky aktivni latky v:

merunikdch - Guillot a kol. identifikovali tyto alergenni latky: citral (cis + trans),
benzylalkohol, limonen a linalool [42]

malinach, jahodach, ostruzinach, bananech a mangu - Ibanez a kol. identifikovali
linalool v mangu, linalool a citral v malinach [43]

kavovych zrnech kavy Arabica a Robusca - Mondello a kol. stanovili tyto alergenni
latky: limonen, linalool a benzylalkohol [44]

sicilském kozim syru - Mondello a kol. stanovili limonen [45]
panenském olivovém oleji - Vichi a kol. identifikovali limonen a benzylalkohol [46]

citrusovém ovoci - Yoo a kol. v citrusu identifikovali limonen, linalool, v citronu
citral, limonen, linalool, geraniol, v pomeranc¢i limonen [47]




2.9.3.

Stavach mandarinky a mandarinky druhu Klementina — Barboni a kol. identifikovali
44 vonnych latek, z nichz se v obou druzich vyskytoval alergenni citronellol, limonen
a linalool [48]

hroznech (odrida Muscat) - Sanchez-Palomo a kol. stanovili benzylalkohol,
citronellol, geraniol a linalool [49]

lepkové ryzi - Zeng a kol. identifikovali vonné latky ve trech kultivarech této ryze,
z alergennich stanovili farnesol [50]

zvykackach — Wong a kol. identifikovali benzylcinnamat, geraniol, limonen a linalool
[51]

Cerstvém chilli - Mazida a kol. stanovili linalool [52]
hermelinu — Perés a kol.identifikovali limonen [53]

Dong Ding Oolong ¢aji - Wang a kol. identifikovali citral, benzylalkohol, geraniol a
linalool a déle v pravém jasminovém ¢aji benzylalkohol, geraniol a linalool [54]

masle — Polovo a Contarini stanovili alergenni limonen [55]

rajéatovém dzusu — Servili a kol. identifikovali benzylalkohol, citral, geraniol a
linalool [56]

Sumivém vinu — Bosch-Fusté a kol. stanovili tyto alergenni latky: benzylalkohol,
limonen a lilial [57]

vinech (Rulandské Sedé a Chardonnay) — Howard a kol. identifikovali geraniol a
linalool [58]

cigaretovém tabaku — Stanfill a Ashley stanovili eugenol a kumarin [59]

HS-SPME/GC-FID

Headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii s plamenové
ionizacnim detektorem, ktera byla pouzita pro stanoveni aromaticky aktivnich latek v:

2.94.

panenském olivovém oleji - Vichi a kol. identifikovali limonen a benzylalkohol [45].

Limoncellu® - Crupi a kol. identifikovali tyto alergenni latky: citral, geraniol, limonen
a linalool [60]

esencialnim oleji z rize Rosa Damascena — Jirovetz a kol. stanovili tyto alergenni
latky: citral, citronellol, eugenol, farnesol, geraniol, limonen a linalool [61]

HS-SPME/GC/GC-MS

Headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s dvourozmérnou plynovou
chromatografii s hmotnostni detekci, kterou Williams a kol. identifikovali v jahodéach
alergenni linalool [62].

* citronovy likér, vyroben z citront, alkoholu, vody a cukru, piivodné vyrdbén v jizni Italii
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2.9.5. HPLC

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie, kterou stanovili Sproll a kol. kumarin ve
svafeném vinu, mléénych produktech (jogurt, jogurtovy napoj, ryzovy pudink, quark syr),
skoficovych susenkach a vodce (Zubrowka) [63].

2.9.6. LC-MS/MS

Kapalinovéa chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni detekci, kterou Raters a
Matissek stanovili kumarin v riznych druzich potravin, a to ve smési kofeni, skoficovych
suSenkach, perniku a cukrovinkach [64].

2.9.7. DHS/GC-MS
Dynamické headspace ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni detekci, kterou
byly stanovovany vybrané aromaticky aktivni latky v:

e tiech druzich evropskych ovcich syri (s ozna¢enim ptivodu CHOP) — Larrayoz a kol.
identifikovali limonen [65]

2.9.8. SDE/GC-MS
Simultanni destila¢ni extrakce ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni detekci,
ktera byla pouzita pro stanoveni vybranych aromaticky aktivnich latky v:

e cerném Caji vyrabéném v indické oblasti Kangra — Rawat a kol. stanovili alergenni
geraniol a linalool [66]

e thajskych ¢ajich — Pripdeevech a Machau identifikovali vonné latky v riznych typech
thajskych ¢aja:
o Green Oolong tea, Green Assam tea — benzylalkohol, geraniol a linalool

o Chin Shin Oolong tea — benzylbenzoat, benzylsalicylat, geraniol, kumarin a
linalool

o Chin Hsuan Oolong tea — benzylalkohol, geraniol a linalool

o Four Season tea — benzylalkohol, benzylbenzoat, benzylsalicylat, geraniol,
kumarin a linalool [67]

e madarské Cervené paprice — Kocsis a kol. stanovili tyto alergenni latky: farnesol,
geraniol, linalool a limonen [68]
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2.9.9. DI/GC-FID(GC-MS)

Ptimy nastiik/plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem (hmotnostni
detekci), kterou pouzili  Cortés a kola v destilatu Orujo’ identifikovali alergenni
benzylalkohol [69].

2.9.10. HSSE-GC-MS

Headspace sorp¢ni extrakce ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni detekci
identifikovali Callejou a kol. benzylalkohol a eugenol v Sherry vinu [70].

Z uvedeného ptehledu je patrné, Ze sledované alergenni vonné latky se nachézeji
v Sirokém spektru riznych typl potravin a vzhledem k jejich moznym nezadoucim G¢inkiim
je zadouci mit k dispozici metodu pro jejich rutinni stanoveni. Pro izolaci tekavych
aromaticky aktivnich latek z matrice vzorku se nejcastéji pouziva metoda SPME, ktera byla
aplikovana i v této praci, jako analyticka koncovka pro identifikaci a kvantifikaci jednotlivych
latek je idealni GC-MS.

2.10. Vybrané valida¢ni parametry analytické metody

Validace je proces,ptfi némz se urcuje vhodnost pouziti dan¢ho analytického systému pro
ziskani relevantnich dat.

Validace je dana vzdy rovnovahou mezi néklady, riziky a technickymi moznostmi (CSN
EN ISO/IEC 17025) [71].

2.10.1. Opakovatelnost metody

Opakovatelnost je definovana jako tésnost shody mezi navzajem nezéavislymi vysledky
zkousek ziskanymi za podminek opakovatelnosti (podminky, kdy navzdjem nezévislé
vysledky zkousek se ziskaji opakovanym pouzitim téze zkuSebni metody na identickém
materidlu, v téZe laboratofi, tymz pracovnikem za pouZiti tychZ pfistrojii a zafizeni, béhem
kratkého Casového rozmezi) [72].

2.10.2. Linearita metody
Linearita je chapana jako pfimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi proménnymi, tj.

odezvou instrumentace (analytickym signalem) a koncentraci analytu. Tésnost vzajemné
zévislosti dvou nahodnych proménnych charakterizuje korela¢ni koeficient (R) [71].

> Destilat, ktery obsahuje 50% obj. alkoholu a je velmi popularni na severu Spanélska.
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2.10.3. Mez detekce

Limit of detection (LOD). Mez detekce dan¢ho analytického postupu je dana nejmenSim
mnozstvim analytu ve vzorku, které mize byt detekovano, ale které nemusi byt stanovitelné
jako exaktni hodnota.

U separacnich metod se pouziva k vypoctu meze detekce velikost hodnoty signalu slepého
pokusu. Podminkou je, Zze jsou k dispozici chromatogram slepého pokusu a smérnice
kalibra¢ni pfimky. Z chromatogramu slepého pokusu se ur¢i maximalni kolisani zékladni linie
v oblasti dané 20-ti nasobkem polositky piku stanovovaného analytu.

Pro koncentraci meze detekce plati:

xp =22 M

yD :3.hmax (2)

Je nutné uvést, Ze smérnice kalibra¢ni pfimky b; musi byt z koncentracni zavislosti
y=b,-x,kde y je vyska chromatografického piku a ne plocha, jak je obvyklé [71,72].

2.10.4. Mez stanovitelnosti

Cvwr

vzorku, které¢ miize byt stanoveno jako exaktni hodnota s pozadovanou hodnotou nejistoty.

Casto volime jako nejnizsi bod kalibraéni kiivky (v;).

Pro koncentraci meze stanovitelnosti plati:

xg =25 3)

Pro odezvu meze stanovitelnosti plati:

vy =10-h_, 4)

Pro y =b, - x plati stejné podminky jako u meze detekce [71,72].
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2.11. Statistické vyhodnoceni namérenych dat

Pro vyhodnoceni namétenych dat byly pouzity nésledujici statistické parametry [75,76]:

Aritmeticky priumér

Aritmeticky pramér se obvykle zna¢i vodorovnym pruhem nad nazvem proménné a je

definovan:
)_c:l(x1+x2+...+xn):le. (%)
n

tzn. soucet vSech hodnot vydéleny jejich poctem.

Smérodatna odchylka

Uvadi se ve stejnych jednotkach, v jakych je vyjadiena veli¢ina x a charakterizuje
rozptyleni jednotlivych hodnot xi kolem aritmetického priméru. Smérodatnd odchylka je
mirou presnosti série paralelnich vysledki a je definovana:

s:\/ LS (,—x)f 6)

n—143

Relativni smérodatna odchylka

Relativni smérodatna odchylka udava procentudlni rozptyleni od aritmetického priméru,
uvadi se v procentech a je definovéna:

s, ==.100[%] (7)
X
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace je vypracovat a validovat metodu
SPME-GC-FID pro stanoveni vybranych alergennich vonnych latek. Nésledné ji pak
aplikovat na vybrané realné vzorky potravin.

3.1. Laboratorni vybaveni

3.1.1. Chemikalie

V experimentalni ¢asti bylo zpracovano Sest standardii alergennich vonnych latek (tab.
29).

Tabulka 29: Seznam pouzitych chemikalii

nazev chemikalie Cistota vyrobce
a-amylcinnamyl alkohol > 85 % Fluka Analytical
a-isomethylionon > 85 % Fluka Analytical
benzylalkohol 99 % Alfa Aesar
cinnamyl alkohol 98 % Alfa Aesar
kumarin 98 % Alfa Aesar
lyral > 97 % Sigma-Aldrich

Jako rozpoustédlo pro vSechny tyto chemikalie byl pouzit heptan (¢istota > 99 %, vyrobce
Sigma-Aldrich).

3.1.2. Pfistroje a pracovni pomucky

e Plynovy chromatograf TRACE GC 2000 (ThermoQuest Italia S. p. A., Italie)
e Vodni lazen Julabo TW12
e Analytické digitalni vahy GR-202-EC, HELAGO, Italie
e Program Chrom-Card
e Chladnicka Amica, model AD 250
e SPME vlikno se stacionarni fazi CAR™/PDMS o tloust’ce 85um, SUPELCO
e Automatické mikropipety:
e Biohit Proline 0,5 — 10,0 pl
¢ Biohlit Proline 10,0 — 100,0 pul
e Biohlit Proline 100,0 — 1000,0 pul
¢ Biohlit Proline Plus 0,1 — 3,0 pul
e Labsystems Finnpipette 0,2 — 2 pl
e Gilson Pipetman 2,0 — 20 pl
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e Vialky o objemu 4 ml se Sroubovacim uzavérem a septem

3.2. Podminky SPME-GC-FID

Teplotni program GC a extrak¢éni podminky pro metodu SPME byly ptevzaty z predeslych
praci, které se touto problematikou také zabyvaly [22,23,29,73,74].

e plynovy chromatograf: TRACE GC 2000 (ThermoQuest Italia S. p. A., Italie)
s plamenové ioniza¢nim detektorem, split/splitless injektor

e kapilarni kolona: DB-WAX (30 m x 0,32 mm x 0,5 pm)

e nosny plyn: dusik - pritok 0,9 ml.min™

e dalsi plyny: vodik, vzduch

e injektor: 250 °C, mdd CT splitless s konstantni teplotou v celém injektoru

e detektor: plamenové ionizaéni (FID), 220 °C, pritok vzduchu 35 ml-min™, pritok

vodiku 35 ml'min”', make-up dusiku 30 ml-min"

1

Tabulka 30: Optimalizované extrakcni podminky metody SPME [22,23,29,73,74]

Extrak¢ni postup Headspace SPME (HS-SPME)
Extrakéni teplota 35°C

Doba dosaZeni rovnovahy 20 minut

Doba extrakce 15 minut

3.3. Realné vzorky potravin

Metoda SPME-GC-FID byla aplikovand na nahodné vybrané vzorky potravinovych
vyrobki. Vzorky byly zakoupeny v bézné obchodni siti a uchovavéany dle pokynti uvedenych

na obale.

Tabulka 31: Realné vzorky potravinovych vyrobkii

Potravinovy vyrobek

Nézev Ponis Objem Virobce Na obale uvedeno
P (hmotnost) y obsahuje aroma
Aktivni Zena A_]lv,lI‘V,edSka smés bylinného Caje a 70 ¢ OXALVIS,.s.r.o., ne
kofeni. Slusovice
) s . Nestlé Cesko, o ,
Bon Pari Drops s ovocnymi piichutémi. 100 g s.r.o., Praha 4 ptirodni
) . X-Cite s.t.0.,
Energy drink | Bitter lemon. 0,251 Kraliy Dvir ano
. Jemné perlivy alkoholicky napoj, Plzensky o .
Frisco obsah alkoholu 4,5%. 0.331 1 prazdroj, as. pfirodni
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Tabulka 31: Realné vzorky potravinovych vyrobku - pokracovani

Zelatinovi medvidci s ovocnou WISSA. spol
Gumovi medvidci | pfichuti. Bez chemické 100 g > SPO% ano
oy . s.r.o., Praha 4
konzervace a umélych barviv.
Jable¢no medunkovy napoj v HIPP Czech ” ,
HIPP prasku s vitaminem C. 200g s.r.o., Praha 5 pfirodni
Johnnie Walker - | Skotska whisky s kofenitou 071 Johnnie ne
Red Label vuni, obsah alkoholu 40 - 43 %. ’ Walker, a.s.
Jupik — Mayské | Nesyceny nealkoholicky napoj. 0331 Kofola a.s., ano
dobrodruzstvi | Jahoda, jablko. ’ Krnov
. Mletéa kava Lavazza Espresso Luigi Lavazza
Lavazza arabica | /500, A rabica. 250g | goA. Talic ne
Teekanne - chiipka S ) , Teekanne,s.r.o.,
a nachlazent Bylinny ¢aj proti nachlazeni. 10x2¢g Praha 5 ne
Teekanne - jatra a | Bylinny ¢aj povzbuzujici funkci 10 x 2 Teekanne,s.t.0., ne
sluénik jater a zluéniku. & Praha 5
Teekanne - Bylinny ¢aj pro vyluovani. Ma 10 x 2 Teekanne,s.r.0., ne
urologicky ¢aj | dezinfekéni Géinky. & Praha 5
John Wesson Americka blended whisky. 0,71 Kaufland, s.r.o. ne

3.4. Pracovni postupy

3.4.1. Priprava alergenniho standardu

Pozadované mnozstvi standardu alergenni vonné latky bylo doplnéno rozpoustédlem
(heptanem) vzdy do objemu 1 ml. Tento objem byl umistén do vialky a uzavien Sroubovacim
uzavérem se septem. Standardy byly uchovavany v chladnicce.

3.4.2. Priprava realného vzorku

Vzorky pevného skupenstvi (Caje, bonbony) byly nakrajeny na malé kousky nebo

rozmélnény ve tfeci misce s tlouckem. 1 gram takto upraveného vzorku byl umistén do vialky
a uzavien Sroubovacim uzavérem s plynotésnym septem. Kapalné realné vzorky (alkoholické
napoje, dzusy) byly o objemu 1 ml umistény ptfimo do vialky.

3.4.3. Sorpce a desorpce aromaticky aktivnich latek

Roztok piipraveného standardu (viz. 3.4.1) byl umistén do vodni lazné€, ktera byla
vytemperovana na teplotu 35 °C (extrak¢ni teplota). Béhem 20 minut dochazelo k ustavovani
rovnovahy mezi vzorkem a headspace prostorem. Po této dob¢ byla pies piredpichnuté septum
pomoci pistu vpichnuta ochranna jehla SPME extraktoru (uchycen v drzdku na stojanu).
Z jehly bylo vysunuto vlakno s extrakéni vrstvou, na kterou se 15 minut adsorbovaly
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aromaticky aktivni latky. Poté bylo vldkno vtazeno zpét do jehly a okamzité¢ pfeneseno do
injektoru plynového chromatografu, kde bylo opét pomoci pohyblivého pistu vysunuto
z ochranné jehly a doslo vlivem vysoké teploty (250 °C) k tepelné desorpci aromaticky
aktivnich latek z extrakéni vrstvy.

Extrakce a desorpce aromaticky aktivnich latek ze vzorkl potravin probihala stejnym
zpusobem.

3.4.4. Statistické vyhodnoceni vysledki

Pro zpracovani naméfenych parametra byl pouzit program MS Excel, byly pouzity vzorce
z kapitoly 2.11.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomové prace navazuje na pfedchozi prace zabyvajici se problematikou vonnych
latek [22,29,73,74].

4.1. Identifikace standardi alergennich vonnych latek

Vramci této prace byla provedena identifikace a-amylcinnamylalkoholu, -
isomethyliononu a lyralu. Reten¢ni Casy zbylych alergennich standardl (tabulka 32) byly
pievzaty z predeslych praci zabyvajicich se touto problematikou [22,29,73,74].

Chromatogramy dosud identifikovanych standardi jsou uvedeny v piiloze I a Il.

Tabulka 32: Retencni casy jednotlivych standardii alergennich vonnych latek

Alergenni standard Retencni ¢as fg [min]
Limonen 12,50
a-Amylcinnamyl alkohol |19,00
Amylcinnamal | 21,15
Linalool 21,34
Methylheptin karbonat 23,87
Citral I 24,78
Citral II 25,88
Citronellol 26,27
Geraniol 28,14
a-Isomethylionone 28,50
Benzylalkohol 29,05
Hydroxycitronellal 30,33
Cinnamal 32,42
Lyral 33,05
Eugenol 34,68
Isoeugenol | 36,88
Amylcinnamal 11 37,00
Cinnamyl alkohol 37,80
Anyzalkohol 37,85
Isoeugenol 11 39,72
Hexylcinnamal 40,16
Kumarin 44,58

4.2. Validace metody

Zakladni valida¢ni parametry (tj. opakovatelnost, linearita, meze detekce a meze
stanovitelnosti), byly stanoveny celkem u péti standardii alergennich vonnych latek, a to u o-
amylcinnamylalkoholu, a-isomethyliononu, benzylalkoholu, cinnamylalkoholu a kumarinu.
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4.2.1. Stanoveni opakovatelnosti

Opakovatelnost byla stanovena u péti standardt alergennich vonnych latek. Byla zvolena
jedna koncentrace, pro kterou pak bylo provedeno pét méfeni za t¢elem porovnani ploch
pikl. Z namétenych dat byl nejprve vypocten pramér, smérodatna odchylka (SD) a nakonec

vvvvvv

Pro vypocty byly pouzity vzorce 5 — 7 (kap. 2.11.). Naméfené a vypoctené hodnoty jsou
uvedeny v tabulce €. 33 a tab. 34

Tabulka 33: Opakovatelnost metody pro o-amylcinnamylalkohol, a-isomethylionon a
benzylalkohol

jednotlivé plochy Alergenni standard
piki [V .s] a-amylcinnamylalkohol a-isomethylionon benzylalkohol
1 14446530 17414500 41301790
2 12527620 17564580 43747100
3 14706560 15669020 40194520
4 15922490 18678290 42563040
5 12388750 19017860 39872910
x [uV.s] 13998390 17668850 41535872
SD [uV.s] 1353410,53 1175898,23 1453551,89
RSD [%] 9,67 6,66 3,50

Tabulka 34: Opakovatelnost metody pro cinnamylalkohol a kumarin

jednotlivé plochy Alergenni standard
piki [uV.s] cinnamylalkohol kumarin
1 89072320 7676349
2 87113710 7707805
3 87423960 8444695
4 77293490 6838125
5 96908210 6818980
x [LV.s] 87562338 7497190
SD [uV.s] 6249720,38 611319,53
RSD [%] 7,14 8,15

RSD by neméla ptesdhnout 10 %, coz bylo splnéno, metoda SPME-GC-FID je tedy
dostatecné pfesnd a lze ji pouzit pro opakovatelna stanoveni vonnych latek ve vybranych
druzich potravin.
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4.2.2. Stanoveni linearity

Linearita pouzit¢ého FID detektoru byla proméfena u péti alergennich standardi (o-
amylcinnamylalkohol, a-isomethylionon, benzylalkohol, cinnamylalkohol a kumarin).

Pro kazdy standard bylo pfipraveno minimaln¢ pét roztokli o rGznych koncentracich
s ekvidistantni vzdalenosti (tab. 35 — 37). Jednotlivé koncentrace bylo nutné proméfit vzdy
ttikrat pro stanoveni chybovych usecek.

Po analyze standardl byly vyneseny zavislosti ploch pikti na koncentraci a prolozeny
spojnici trendu (grafy 1,3,5,7,9). Timto byly ziskany rovnice regrese a korelacni koeficienty
(tab. 38). Pro vyneseni chybovych tsecek bylo nutné data nejprve statisticky zpracovat. Tti
naméfené plochy pikit pro kazdou koncentraci byly pomoci programu MS Excell
zprumérovany, byla vypocitana SD a RSD, ktera byla vynesena do grafu (grafy 2,4,6,8,10).

Tabulka 35: Stanoveni linearity pro a-amylcinnamylalkohol a a-isomethylionon

a-amylcinnamylalkohol a-isomethylionon
1 plocha pika o 1 plocha piki o
¢ [g.ml] [WV.s] RSD [%] ¢ [g.ml]] [LV.s] RSD [%]
0,03 541118 2,33 0,01 727935 5,00
0,30 16925370 7,90 3,00 19017860 0,90
0,50 30844050 7,85 5,00 30235730 3,39
0,70 45736300 8,48 7,00 47087840 4,65
1,00 67118820 9,84 10,00 66006930 10,99
Tabulka 36: Stanoveni linearity pro benzylalkohol a cinnamylalkohol
benzylalkohol cinnamylalkohol
a1 plocha piki o 1 plocha pikii o
¢ [g.ml]] [WV.s] RSD [%] ¢ [g.ml]] [WV.s] RSD [%]
0,00025 182742 3,61 0,010 6189435 6,36
0,00050 682416 4,37 0,015 27591470 8,49
0,00070 1112584 10,09 0,020 51033130 5,03
0,00090 1617552 7,75 0,025 77293490 5,60
0,00110 1857778 12,19 0,030 108921300 8,39
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Tabulka 37: Stanoveni linearity pro kumarin

kumarin

plocha pikii

[WV.s] RSD [%]

¢ [g.ml]]

0,00001 409451 7,07

0,00010 1213265 3,78

0,00100 1275812 6,89

0,01000 6818980 5,62

0,10000 63972870 11,54
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40000000 -

plocha [uV.s]
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20000000 -
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Graf 1: Linedrni zavislost plochy piku na koncentraci — a-amylcinnamylalkohol
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Graf 2: Chybové usecky linedrni zavislosti — a-amylcinnamylalkohol
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Graf 3: Linedrni zavislost plochy piku na koncentraci — a-isomethylionon
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Graf 4: Chyboveé usecky linearni zavislosti — a-isomethylionon
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Graf 5: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci — benzylalkohol
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Graf 6. Chybové usecky linedrni zavislosti — benzylalkohol
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Graf 7: Linedrni zavislost plochy piku na koncentraci — cinnamylalkohol
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Graf 8: Chybové usecky linearni zavislosti — cinnamylalkohol
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Graf 9: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci — kumarin
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Graf 10: Chybové usecky linearni

1400000 -

1200000 +

1000000 +

800000 -

600000 -

400000 -

200000 -

0

kumarin

plocha piku [pV.s]

80000000 -

70000000 -

60000000 -

50000000 -

40000000 -

30000000 -

20000000 +

10000000 -|

0<>'

0,00002

0,00004

0,00006

¢ [g.ml]

0,00008

0,0001

0,00012

zavislosti (detail koncentraci 0,00001 — 0,0001 g.ml‘j) —

0,02

0,04

0,06

¢ [gml']

0,08

0,1

0,12

Graf 11: Chybové usecky linedrni zavislosti (detail koncentraci 0,001 — 0,01 — 0,1 gml”’) —
kumarin
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Tabulka 38: Korelacni koeficienty jednotlivych standardu

Alergenni standard Korelatni koeficient (R?)
a-amylcinnamylalkohol 0,9984
a-isomethylionon 0,9966
benzylalkohol 0,9916
cinnamylalkohol 0,9939
kumarin 0,9999

Hodnoty korelac¢nich koeficientti nesmi klesnout pod hodnotu 0,98. V tabulce ¢. 38 je
jasné vidét, Ze namétené hodnoty tuto podminku spliuji, a proto 1ze potvrdit linearitu metody,
resp. linearitu FID detektoru, ktery je fazen mezi detektory linedrni a koeficient linearity je
roven jedné [74,77,78,79]. V koncentratnim rozsahu 1-10°—10 g.ml" (viz tab. 35, 36, 37) lze
tedy metodu pouzit pro kvantifikaci.

4.2.3. Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti

U testovanych standardi (o-amylcinnamylalkohol, a-isomethylionon, benzylalkohol,
cinnamylalkohol a kumarin) byla zaroven stanovena jejich mez detekce a mez stanovitelnosti
s pouzitim stejnych roztoki jako pro méteni linearity .

Vypocet LOD a LOQ vychazi z vysky piku (viz kapitola 2.10) (tab. 39 a 40). Po analyze
byly tedy sestrojeny grafy linearni zavislosti vysky pikli na koncentraci (kalibra¢ni pfimky) a
prolozeny spojnici trendu. Ze zjisténych rovnic regrese byly odecteny smérnice kalibracnich
ptimek b; a ze zdznamu Sumu detektoru bylo ur¢eno maximalni kolisani zékladni linie (/ax)
v oblasti dané dvacetinasobkem polositky piku stanovovaného analytu.

Tabulka 39: Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti pro a-amylcinnamylalkohol a a-
isomethylionon

a-amylcinnamylalkohol a-isomethylionon benzylalkohol

c [g.ml'I] vysﬁil \};lku c [g.ml'I] Vys:(: ‘;}lku c [g.ml'l] vysﬁil \};lku
0,03 10056 0,1 2551 0,00025 5623
0,05 26915 0,2 12494 0,00050 21675
0,07 46198 0,3 36669 0,00070 34680
0,09 76464 0,4 57964 0,00090 52136
0,11 99999 0,5 80670 0,00110 58939

59




Tabulka 40: Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti pro cinnamylalkohol a kumarin

cinnamylalkohol kumarin
- ySka piki - vyska piki
¢ [g.ml” vys«ap ¢ [g.ml” ysap
gl | V] gl | (V]
0,010 115053 0,001 9993
0,015 443362 0,003 18938
0,020 743032 0,005 24461
0,025 1164674 0,007 33249
0,030 1286754 0,009 37140
120000 -
y= 1E+06x - 28376
100000 - R” = 0,9886 *
i~ 80000 +
=
2
‘e 60000 -
S
:(0
s 40000 -
20000 +
0 T T T T T
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

c [g.ml"]

Graf 12: Linearni zavislost vysky piku na koncentraci — a-amylcinnamylalkohol
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Graf 13: Linearni zavislost vysky piku na koncentraci — o-isomethylionon
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Graf 14: Linearni zavislost vysky piku na koncentraci — benzylalkohol
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Graf 15: Linearni zavislost vysky piku na koncentraci — cinnamylalkohol
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Graf 16: Linearni zavislost vysky piku na koncentraci — kumarin
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4.2.3.1.

Vypocty meze detekce a meze stanovitelnosti

Pro vypocty LOD a LOQ byly pouzity vzorce 3 a 4 (kap. 2.10). Jako ptiklad pro vypocet
je zde uveden standard a-amylcinnamylalkoholu.

Rovnice regresni piimky: y =1- 10° — 28376 ,tzn. b;=1-10°; hmax= 3101 uv
Odezva meze detekce a meze stanovitelnosti:

y, =3-h_ =3-3101=9303nV, y, =10-4__ =10-3101=31010 pV

Koncentrace na mezi detekce (LOD) a mezi stanovitelnosti (LOQ):

X, _ b _ 93036 =0,0093 g,ml'l, X s _ 310160 =0,0310 g.ml'1
b 1100 —— b, 1100 ——

Tabulka 41: Meze detekce jednotlivych standardii

Alergenni standard hmax [1V] o [nV] by LOD [g.ml'l]
a-amylcinnamylalkohol 3101 9303 1-10° 0,93-107
a-isomethylionon 1270 3810 2:10° 1,89-107
benzylalkohol 1780 5340 7-10’ 7,63-107
cinnamylalkohol 63797 191391 6-107 0,32-107
kumarin 4277 12831 3.10° 0,43-107
Tabulka 42: Meze stanovitelnosti jednotlivych standardii

Alergenni standard Mmax [1V] s [nV] by LOQ [g.ml'l]
a-amylcinnamylalkohol 3101 31010 1-10° 3,10-107
a-isomethylionon 1270 12700 2-10° 6,29-107
benzylalkohol 1780 17800 7-107 2,54-107
cinnamylalkohol 63797 637970 6-10’ 1,06-107
kumarin 4277 42770 3.10° 1,43-107

hmax - maximalni kolisani zékladni linie v oblasti dané 20-ti nasobkem polositky piku

stanovovaného analytu

by - smérnice kalibra¢ni ptimky (zavislost vysky piku na koncentraci standardu

Z uvedenych vysledk vyplyva, ze metoda je dostatecné citlivd pro méfeni 1 nizkych
koncentraci sledovanych latek ve vzorcich potravin.
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4.3.

Analyza realnych vzorki

Validovanou metodou SPME-GC-FID byly stanoveny jednotlivé alergenni vonné latky ve
vybranych druzich potravin. Vonné latky jsou soucasti Sirokého spektra riznych typua
aromatizujicich kompozic, které¢ se pfidavaji do potravin a napoji. Vzorky byly zvoleny
nahodn¢ na zaklad¢ predpokladu, kde by se mohly sledované vonné latky nachazet,
u nékterych vyrobki bylo piimo uvedeno na obalu, zda obsahuje aroma.

Identifikace jednotlivych alergenti v potravinovych vyrobcich byla provedena pomoci

retencnich Cast (kapitola 4.1). Vysledky jsou shrnuty v tabulkdch 43 — 46 a ziskané
chromatogramy jsou uvedeny v ptilohach III - XV.

Tabulka 43: Vyskyt alergennich vonnych latek ve vybranych potravinach

Realny vzorek

Aktivni
zena

Bon
Pari

Energy
drink

Frisco

Gumovi
medvidci

HIPP

Johnnie
Walker

Alergenni standard

Limonen

(\

(\

x

<

<

Amylcinnamyl alkohol

Amylcinnamal [

Linalool

Methylheptin karbonat

Citral I

Citral II

Citronellol

Geraniol

Isomethylionone

Benzylalkohol

IENANEAEEE S ENENENAN

LI ENENESEAANEARNENEN

LI ENENESENANENENERRN

x| ® x| ]%|%]|%

LERNENESANANESANANAN

XIS [ % (%[ |%[\|¥%

LERNENE SN EANENEIRERN

Tabulka 44: Vyskyt alergennich vonnych latek ve vybranych potravinach

Realny vzorek

Aktivni
zena

Bon
Pari

Energy
drink

Frisco

Gumovi
medvidci

HIPP

Johnnie
Walker

Alergenni standard

Hydroxycitronellal

x

X

X

<

(\

X

Cinnamal

Lyral

Eugenol

Isoeugenol 1

Amylcinnamal II

Cinnamyl alkohol

Anyzalkohol

Isoeugenol 11

Hexylcinnamal

Kumarin

x| %% %[ |%|[<|%]|<

X[ X | %X | %[ X | %X |[%X %X |S|X%

X|%X | X[ X[ X|%|% | %X |%X|X%

%% % |%x|%x|%x|%x|%x]|<

x| %% |%x|[%x|%|%|%x|[%x|<

X |% | X[ X |X|%X|% | % |%X|[%X|X%

X | X[ X[ X |X|%|%|%X|X%
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v' v dané potraving se alergenni vonna latka vyskytuje

Xx - vdané potraving se alergenni vonna latka nevyskytuje

Na obale ¢aje aktivni zena neni uvedeno, ze obsahuje aroma. Je zde ale uvedeno slozeni:
kousky zazvoru a skofice, hiebicek, kousky pomerancové kiiry, kardamon, jalov¢inky, kofen
1ékotice, kofen pampelisky, ¢erny pepf, fenykl a kofen and¢€liky. Celkové bylo v tomto
vyrobku identifikovano 14 alergennich vonnych latek. Cinnamal vyskytujici se ve skofici a
hiebicku, geraniol v zdzvoru a skofici, eugenol v hiebicku, linalool v pomerancové kure,
limonen v pepfi, ddle amylcinnamylalkohol, amylcinnamal, isomethylionon a hexylcinnamal
(priloha IIT).

Bonbdny Bon Pari s ovocnou pfichuti maji na obale uvedeno, ze obsahuji pfirodni aroma.
Ve vzorku bylo ale identifikovano 8 alergennich latek: a-amylcinnamyl alkohol,
amylcinnamal I, citral, geraniol, isomethylionon, limonen, linalool a lyral (pFiloha IV).

Energy drink (bitter lemon) ma na obale uvedeno, ze obsahuje aroma. V nejvétsi
koncentraci se zde vyskytuje citral, ktery doddvd ndapoji citronové aroma. V menSich
koncentracich se vyskytuje a-amylcinnamylalkohol, geraniol, a-isomethylionon, linalool a
methylheptin karbonat (pFriloha V).

Alkoholicky néapoj Frisco (jablko a citrén) méa na obale uvedeno, Ze obsahuje ptirodni
aroma. Nejveétsi koncentraci ma hydroxycitronellal, ktery spolu s citralem a linaloolem
dodavaji citrobnové aroma a geraniol, ktery se vyskytuje v jablcich. V mensich koncentracich
se vyskytuje methylheptin karbonat, a-isomethylionon, cinnamal a kumarin, ktery se pouziva
k aromatizaci alkoholickych népoja (priloha VI).

Gumovi medvidci maji na obale uvedeno aroma: malina, ananas, lesni ovoce, citron,
pomeranc a tropické ovoce. Slozkou pomerancovych aromat byva geraniol a linalool, které se
v tomto vyrobku vyskytuji v nejvysSich koncentracich (pFiloha VII). Aroma citronu pak
obsahuje citral I a citral II. Cinnamal, ktery zde byl také identifikovan, se pouziva
v potravinafském pramyslu do aromat bonbonii. Dale se vyskytuji jesteé tyto alergenni vonné
latky: amylcinnamal, hydroxycitronellal a isomethylionon.

HIPP (jable¢no-meduiikovy) instantni ¢aj pro déti a novorozence od ukonceného 1. tydne
ma na obale uvedeno, Ze neobsahuje uméla aromata. Z chromatogramu (priloha VIII) je ale
patrné, ze se zde ve vysoké koncentraci vyskytuje geraniol, ktery dodava jablecné aroma a
dale a-amylcinnamylalkohol, amylcinnamal, cinnamal, citral I a citral II, hydroxycitronellal,
limonen, linalool a a-isomethylionon.

Z chromatogramu skotské whisky Johnnie Walker (priloha IX) je patrnd vysoka
koncentrace limonenu, domnivam se, Ze je to proto, ze se limonen pouziva pfi vyrob¢ kofeni a
tato whisky je charakterizovana jako skotskd whisky s kotfenitou vini.
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Tabulka 45: Vyskyt alergennich vonnych latek ve vybranych potravinach

Reflng vzorek e Lavgzza Teelgane Teek7ane Teek?ne John
arabica I II I Wesson
Limonen x v v v v x
Amylcinnamyl alkohol x v v v v x
= Amylcinnamal [ x x v v v v
S | Linalool v v v v v x
§ Methylheptin karbonat v x 4 4 v v
E Citral I v x v x v x
$ | Citral IT x v v x v x
3 | Citronellol x x x x x x
< | Geraniol v v x x v x
Isomethylionone v v x x v x
Benzylalkohol x x v x v x
Tabulka 46. Vyskyt alergennich vonnych latek ve vybranych potravinach
Redlng vzorek Tupik Lava;za Teelgane Teek7ane Teekgne John
arabica I II I Wesson
Hydroxycitronellal x x x x x x
Cinnamal x v x x v v
= Lyral v x x x x x
< | Eugenol x v v x x x
E Isoeugenol | x 4 x v x x
2 Amylcinnamal II x x x x x v
§o Cinnamyl alkohol x x x x x x
5 | Anyzalkohol x x x x x x
< Isoeugenol 11 x v x v x v
Hexylcinnamal x x x x x x
Kumarin x x x x x v

Jupik ma na obale uvedeno, ze obsahuje aroma. Z chromatogramu (pFiloha X) je jasné, ze
se v nejvyssi koncentraci vyskytuje citral, ktery dodava citronové aroma. Dalsi alergenni latky
nalezené v tomto népoji jsou: linalool, ktery je soucasti jablecnych $tav; geraniol, obsazen
v jablcich; methylheptin karbonat, ktery se piidava do aroma jahoda; a-isomethylionon a
lyral.

Lavazza arabica (priloha XI) nema na obale uvedeny obsah aroma. Identifikovany byly
tyto alergenni vonné latky: a-amylcinnamylalkohol, a-isomethylionon, cinnamal, citral II,
eugenol, geraniol, isoeugenol I a I1, limonen a linalool.

6 chtipka a nachlazeni
7 jatra a zluénik
$ urologicky
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Bylinny ¢aj Teekane (chfipka a nachlazeni) je podle vyrobce nearomatizovany. Jak ale
vyplyva z chromatogramu (pFiloha XII) obsahuje tyto alergenni vonné latky: amylcinnamal,
a-amylcinnamylalkohol, benzylalkohol, citral I, citral II, eugenol, limonen, linalool a
methylheptin karbonat.

Bylinny ¢aj Teekane (jatra a zlucnik) obsahuje : amylcinnamal, a-amylcinnamylalkohol,
isoeugenol I, isoeugenol II, limonen, linalool a methylheptin karbonat (pFiloha XIII).

Bylinny c¢aj Teekane (urologicky) obsahuje: amylcinnamal, a-amylcinnamylalkohol,
benzylalkohol, cinnamal, citral I, citral II, geraniol, limonen, linalool, a-isomethylionon a
methylheptin karbonat (pFiloha XIV).

Whisky John Wesson nema na obale uvedeno, Ze obsahuje aroma. Jak ale vyplyva
z chromatogramu (pFiloha XV) obsahuje vysokou koncentraci kumarinu a isoeugenolu II,
dale pak amylcinnamal I a II, cinnamal, geraniol a methylheptin karbonat.
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5. ZAVER

Vonné latky byly piivodné pouzivany pro potéseni nebo pro své 1é¢ivé ucinky. Dnes jsou
ale velmi dulezitou soucasti zivota, plisobi na Cichové receptory a vyvolavaji Sirokou skalu
nejruznéjSich senzorickych vjemt, predev§sim vini. Mohou ale ptisobit i negativné.
Evropskou legislativou jsou proto stanoveny podminky pro pouziti 26 vonnych latek, které
pravdépodobné zplisobuji alergické reakce.

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat literarni reser§i zaméienou na vonné latky
ur¢ené k aromatizaci potravin. Diiraz byl kladen zejména na 26 potencialné alergennich
vonnych latek, jejich popis, vlastnosti, pouziti a vyskyt v potravinach.

Pro stanoveni téchto latek byla zvolena metoda SPME-GC-FID. Experimentalni ¢ast byla
zaméiena na optimalizaci a validaci této metody, a jeji aplikaci na vybrané druhy potravin.
Optimalizované podminky analyzy byly ptevzaty z ptfedeSlych praci zabyvajicich se touto
problematikou a jsou uvedeny v kapitole 3.2.

Z 26 legislativou stanovenych potencialn¢ alergennich vonnych latek bylo pracovéano
celkové se Sesti standardy, a to: a-amylcinnamyl alkohol, a-isomethylionon, benzylalkohol,
cinnamyl alkohol, kumarin a lyral. Jako rozpoustédlo byl pouzit heptan. Identifikovany byly
tyto standardy: o-amylcinnamylalkohol, a-isomethylionon a lyral. Zakladni valida¢ni
parametry (opakovatelnost, linearita, mez detekce, mez stanovitelnosti) byly stanoveny u
téchto standardii: a-amylcinnamylalkohol, a-isomethylionon, benzylalkohol, cinnamylalkohol
a kumarin. Z ¢asovych diivodi nebylo mozné urcit validacni parametry u lyralu. Méfeni
dalsich sloucenin bude naplni nasledujicich diplomovych a bakalatrskych praci.

Opakovatelnost pro jednotlivé standardy byla dobrd, relativni smérodatnd odchylka
vypocitand z namétenych dat nebyla vySsi nez 10 %, proto bylo mozné metodu SPME-GC-
FID pouzit pro stanoveni téchto alergent ve vybranych druzich potravin.

U linearity byly taktéz ziskany uspokojivé vysledky. Z graft pro jednotlivé standardy byly
zjistény hodnoty korela¢nich koeficientl, které nesmi klesnout pod 0,98. Tato podminka byla
také splnéna. Hodnoty korelacnich koeficienti se pohybovaly v rozsahu 0,9916 — 0,9999.
Timto byla ovéfena linearita pouzit¢ho plamenové ionizacniho detektoru v koncentra¢nim
rozsahu 1-107°-10 g.ml™.

Meze detekce se pohybovaly v rozmezi 7,63-10°-1,89-10 g.ml”, meze stanovitelnosti
vrozmezi 2,54-10%-6,29-107 g.ml”'. Pouze benzylalkohol vykazoval oproti ostatnim
standardim nizkou mez detekce a stanovitelnosti, tj. LOD = 7,63-107° g.ml'l, LOQ =
2,54-10™ gml”.

Na zavér byly pomoci validované metody SPME-GC-FID proméfeny alergenni vonné
latky v riznych druzich potravin. Vyrobky byly zvoleny ndhodné, u nékterych bylo pfimo na
obale uvedeno, ze obsahuji aroma. Byly proméfeny alkoholické a nealkoholické népoje,
napoje pro déti, cukrovinky a rizné druhy caji.

Zajimavé je, ze napiiklad v sypaném néapoji HIPP, ktery je uren vyhradné pro déti a
nem¢él by tyto latky obsahovat, byla stanovena vysoka koncentrace linaloolu, a-amylcinnamyl

alkoholu a citralu II. Také gumovi medvidci, Bon Pari a napoj Jupik, které¢ konzumuji ve
vetsing deéti, obsahuji velké mnozstvi alergennich vonnych latek.
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Z alkoholickych napojii byl naméfen ve vyssich koncentracich limonen u skotské whisky
Johnnie Walker, kumarin u whisky John Wesson a hydroxycitronellal u néapoje Frisco.

U Teekane bylinnych ¢aji riznych druht se ve vSech vyskytovaly tyto alergeny: o-
amylcinnamyl alkohol, amylcinnamal I, limonen, linalool a methylheptin karbonat.

Narozdil od kosmetickych vyrobki neni obsah potencidlné alergennich vonnych latek
v potravinach legislativné oSetfen, pfestoze jejich obsah v nékterych potravinidch je
pravdépodobné pomérné vysoky. Je tedy mozné, ze do budoucna budou i zde stanoveny
povolené koncentrace pro jednotlivé latky, zvlasté pokud se jedna o potraviny uréené pro
kojence a malé déti.

Jako moZnost navazani na tuto praci doporucuji identifikovat a validovat zbyvajici vonné
latky, které dosud nebyly analyzovany. Dale upravit teplotni program tak, aby bylo mozné
presné urcit 1 latky, u kterych se prekryvaji jejich retencni ¢asy a v neposledni fad¢ bych pro
presnéjsi identifikaci doporucila spojeni metody GC s hmotnostni detekci (GC-MS), kterd je
ale mnohem nékladng;jsi a v sou¢asné dobé neni na Ustavu chemie potravin a biotechnologii k

dispozici.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

DHS/GC-MS

DI/GC-FID (GC-MS)

EC
EFSA

EPA

ES

GC-MS

HPLC
HSSE-GC-MS

HS-SPME/GC/GC-
MS

HS-SPME/GC-FID

HS-SPME/GC-MS

CHOP

LC-MS/MS

LOD
LOQ
MSDI
m-TAMDI

NPM

Dynamické headspace ve spojeni s plynovou chromatografii s hmotnostni
detekci

Dynamic headspace/gas chromatography-mass spectrometry

Piimy nastiik/plynovéa chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem
(hmotnostni detekci)

Direct injection/gas chromatography-flame ionization detector (mass-
spectrometry)

Evropské komise

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin

European Food Safety Autority

Agenturu pro ochranu zivotniho prosttredi

U. S. Environmental Protection Agency

Evropsky parlament a Rada

European Commission

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Gas chromatography-mass spectrometry

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

High-performance liquid chromatography

Headspace sorp¢ni extrakce ve spojeni s plynovou chromatografii a
hmotnostni detekci

Headspace sorptive extraction gas chomatography-mass spectrometry
Headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s dvourozmérnou plynovou
chromatografii s hmotnostni detekci

Headspace-solid phase microextraction/two-dimensional gas
chromatography-mass spectrometry

Headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii
a plamenov¢ ioniza¢nim detektorem

Headspace-solid phase microextraction/gas chromatographyflame
ionization detector

Headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii
s hmotnostni detekci

Headspace-solid phase microextraction/gas chromatographymass
spectrometry

Chranéné oznaceni ptivodu

PDO = Protected Designation of Origin

Kapalinovéa chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii

Liquid chromatography with tandem mass spectrometric detection
Mez detekce

Limit of detection

Mez stanovitelnosti

Limit of Quantitation

Modifikovany teoreticky maximalni pfidany denni piijem

Theoretical Added Maximum Daily Intake

Maximalni denni pfijem odvozeny od prizkumu

Maximized Survey-Derived Daily Intake

Nejvyssi pfipustné mnoZzstvi
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PASs

SCCP

SDE/GC-MS
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Potencialné alergenni substance

Potentially Allergenic Substance

Védecky utvar pro spotiebni zbozi

Scientific Committee on Consumer Products

Simultanni destilacni extrakce ve spojeni s plynovou chromatografii
s hmotnostni detekci
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9. PRILOHY
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Priloha V:

Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Energy drink.
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Piiloha VII: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Gumovi medvidci.
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Piiloha VIII: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. .HIPP.
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Piiloha IX: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Johnnie Walker.
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Piiloha X:  Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Jupik.

Ma0

19§ 7+ | Canall
|
xR
fmole) -
THE
. M|
Lopral
| L ;
- dethyr] ook /j-l‘“”"“’} f
- L N— - T W . L e e II"': e e L S —— A

ITH] ' [y ' IR ' S ' i ' s

Tirrse (eniri]

82



Piiloha XI: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Lavazza Arabica.
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Piiloha XII: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Bylinny Caj

Teekane (chtipka a nachlazeni)
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Piiloha XIII: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Bylinny Caj

Teekane (jatra a zZlu¢nik)
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Piiloha XIV: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Bylinny Caj

Teekane (urologicky).
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Piiloha XV: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Whisky John
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