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ABSTRAKT

Tato diplomova priace se veénuje problematice potencidln¢ alergennich aromaticky
aktivnich latek v potravinidch. Aromata pridavana do potravin jsou piedevSim rostlinného
puvodu. Na lidsky ogranismus maji tyto vonné latky a jejich smési fadu pozitivnich
i negativnich ucinkt. Pfestoze aromata nepatii mezi hlavnich skupiny alergenti, nékteré studie
upozornuji na potencialni nebezpeci alergennich uc¢inkt nekterych vonnych latek.

Teoreticka Cast této prace obecné charakterizuje vonné latky rostlinného pivodu a podava

Cilem experimentalni casti bylo ovéfit selektivnost a vhodnost jiz zavedené metodiky
headspace mikroextrakce tuhou fazi (HS-SPME-GC-FID) ve spojeni s plynovou
chromatografii pro stanoveni vybranych alergennich aromaticky aktivnich latek.
Poté ovéfenou metodu pouzit na Siroké spektrum realnych vzorkil potravinarskych vyrobkii.

ABSTRACT

The thesis deals with the issue of potentially allergenic aroma compounds in food. Aroma
compounds suitable for food flavouring are mainly of plant origin. These aroma compounds
and their mixtures have a lot of positive and negative effects on human organism. Although
the aroma compounds are not among main groups of allergens, several studies indicate
a potential risk of allergenic effects of some aroma compounds.

The theoretic part of this thesis focuses on aroma compounds of plant origin and gives
an overview of 26 the most important fragrance allergens according to the European cosmetic
legislation.

The aim of the experimental part was to verify the selectivity and appropriateness of the
currently used methodology of headspace solid-phase microextraction and gas
chromatography-flame ionization detection (HS-SPME-GC-FID) for determination
of selected allergenic aromatic active compounds. Secondly, it is to use a proven method
for a wide spectrum of real food products.

KLICOVA SLOVA
Vonné latky, potraviny, SPME, GC
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Aroma compounds, food, SPME, GC



SKOPOVA, 1. Stanoveni vybranych vonnych ldtek v potravindch. Brmo: Vysoké uéeni
technické v Brné, Fakulta chemicka, 2010. 82 s. Vedouci diplomové prace Ing. Eva Vitova,
Ph.D.

PROHLASENI

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné¢ a ze vSechny pouzité
literarni zdroje jsem spravné a Upln¢ citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu
majetkem Fakulty chemické VUT v Brné a mize byt vyuzita ke komerénim ucelim
jen se souhlasem vedouciho diplomové prace a dékana FCH VUT.

podpis studentky

Podeékovani:

Touto cestou bych rada podekovala
vedouci mé diplomové prdce Ing. Evé
Vitové, Ph.D. a konzultantce Ing. Radce
Mokanové za ucinnou pomoc, cenné
rady a pripominky pri veSeni této prdce.



OBSAH

1

2

UvVoD 7
TEORETICKA CAST 8
2.1 Vonné latky 8
2.1.1 Obecné informace 8
2.1.2 Vonné latky v potravinach 8
2.13 Pojmy pouZivané v potravinach 9
2.2 Piirodni vonné latky 10
2.2.1 Rostlinné vonné latky 10
2.2.1.1  Suroviny pro vyrobu aromat 11
2.2.2 SloZeni aromat 14
2.2.2.1 Chemické skupiny ldatek urcené k aromatizaci 15
2.23 Formy aromat 16
2.3 Potencialné alergenni vonné latky 17
2.3.1 Vlastnosti vybranych potencialné alergennich vonnych latek..........cecceueruunee. 19
2.3.1.1 4-metoxybenzylalkohol (INCI: Anise alcohol) 19
2.3.1.2  2-benzylidenheptanal (INCI: Amyl cinnamal) 20
2.3.1.3 (E)-3-fenylpropenal (INCI: Cinnamal) 20
2.3.1.4  3-fenyl-2-hexylpropenal (INCI: Hexyl cinnamal) 21
2.3.1.5  7-hydroxycitronellal (INCI: Hydroxycitronellal) 22
2.3.1.6  Methyl-okt-2-inodt (INCI: Methyl 2-octynoate) 22
2.3.1.7  Citral (INCI: Citral) 23
2.3.1.8 Citronelol (INCI: Citronellol) 23
2.3.1.9  Eugenol (INCI: Eugenol) 24
2.3.1.10 Geraniol (INCI: Geraniol) 25
2.3.1.11 Izoeugenol (INCI: Isoeugenol) 25
2.3.1.12 D-limonen (INCI: Limonene) 26
2.3.1.13 Linalol (INCI: Linalool) 27

2.4 Biologické ucinky aromat 28
24.1 Pozitivni ucinky aromat 28
24.2 Negativni ufinky aromat 30
2.5 Piehled platné legislativy 32
2.6 Moznosti stanoveni aromatickych latek v potravinach 33
2.7 Stanoveni potencialné alergennich aromatickych aktivnich latekK .........ccoecervrsursuenns 36
2.7.1 Mikroextrakce tuhou fazi 36
2.7.2 Plynova chromatografie 37
2.7.2.1  Plamenové ionizacni detektor 39

2.8 Vybrané statistické metody zpracovani dat 40
2.8.1 Opakovatelnost metody 40
2.8.1.1 Aritmeticky priumér 40
2.8.1.2 Smérodatna odchylka 40



2.8.1.3  Relativni smérodatnd odchylka

2.8.2 Linearita metody

2.8.3 Mez detekce

2.8.4 Mez stanovitelnosti

EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni

3.1.1 Chemikalie

3.1.1.1 Standardy vonnych alergennich ldtek 1
3.1.1.2  Standardy vonnych alergennich ldtek I1.

3.1.1.3  Rozpoustédla

3.1.2 Plyny

3.1.3 Piistroje a pracovni pomiicky

3.2 Podminky SPME-GC-FID

3.3 Realné vzorky potravin

34 Pracovni postupy

34.1 Piprava standardu

342 Piiprava realného vzorku

343 Sorpce a desorpce aromaticky aktivnich latek
VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Identifikace jednotlivych standardu

4.1.1 Standardy vonnych alergennich latek I
4.1.2 Standardy vonnych alergennich latek II

4.1.3 Smési standardi vonnych alergennich latek

4.2 Opakovatelnost metody

4.3 Linearita

4.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

4.4.1 Pfiklad vypoctu meze detekce a meze stanovitelnosti

4.5 Realné vzorky

ZAVER

SEZNAM POUZITE LITRATURY

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

SEZNAM PRILOH

PRILOHY

40
41
41
41
43

43
43
43
43
43
43
44

44
45

46
46
46
46
47

47
47
48
48

51
52

57
60

62

65

66

73

75

76



1 UVOD

Vétsina vonnych latek je dnes pouZzivana k vyrobé aromat, kde spolu s latkami ptsobicimi
na chutové buiiky vytvaii jednotny senzoricky viem (flavour).
se podileji Cetné védecké obory, jako jsou chemie, fyzika, biologie aj. Rozvoj poznatkil
a metodik téchto védnich obort umoziuje stale dokonalejs$i analyzovani potravin a vonnych
ptirodnich surovin.

Aromata se pridavaji do potravin z divodu ovlivnéni senzorickych a organoleptickych
vlastnosti, zejména chuti a viiné. Dale umoziuji maskovat mozny zapach ostatnich materialt
nebo v nekterych piipadech i ovlivnit naladu ¢lovéka. Proto jsou dnes aromatizované
potravinaiské vyrobky soucasti bézného zivota. Primyslové vyrabéné potraviny v poslednich
letech vSak obsahuji podstatné vétsi mnozstvi aromatickych latek nez v minulosti. Diivodem
je zajistit standardni chut a viini potravin, pfizplisobit chut pozadavkim spotiebitele
a nahradit omezené zdroje ptirodnich ochucovacich surovin v podstaté surovinami levnéj$imi
a tak snizit ndklady na vyrobu potravin. Néktera aromata prakticky nahradila ve vyrobni praxi
kofeni, jehoz pouziti v primyslové vyrobé ma oproti aromatim fadu nevyhod (naptiklad
proménlivy obsah senzoricky aktivnich latek a mikrobiologicka kontaminace).

Pted aplikaci aromat do potravin je tfeba vzdy brat v uvahu jak vysledky fyzikalné
chemickych stanoveni, tak 1 senzorickych posudki a charakter produktt, v nichz
ma byt posuzovana latka aplikovana. Davkovani téchto aromat do potravin je velmi dtlezité
a konkrétni ptidavek do urcité potraviny je zapotiebi prodiskutovat s vyrobcem aromat
a experimentalné ovérit. Predavkovani aroma témét vzdy vede k poskozeni kvality vyrobku.

Sortiment aromatizovanych potravinarskych vyrobku se stale rozSifuje, od ¢aji, bonbdni,
zvykacek az po likéry, a o vonnych latkach v nich obsazenych, je jen malo dostupnych
informaci. Na lidsky organismus maji vonné latky a jejich smési fadu pozitivnich
i negativnich ucinkli. Prave jednou skupinou latek, které aromata ptidavana do potravin
mohou obsahovat, se zabyva tato diplomova prace: potencialné alergennimi aromaticky
aktivnimi latkami. Ptidavek téchto latek do potravin, na rozdil od kosmetickych vyrobki,
neni nijak legislativné oSetfen (mimo kumarinu). Pfitom jde o stejné latky. Potraviny obsahuji
mnoho vyznamnéjSich alergentli, aromata nepatii do hlavnich skupin, alefada studif
upozornuje na potencialni nebezpeci i z této strany.

Cilem prace bylo vypracovani literarni reSerSe zamétené na piehled vonnych latek
urcenych k aromatizaci potravin, seznam potencialné alergennich aromat a mozZnosti
analytického stanoveni téchto latek. Dale ovéfit selektivnost a vhodnost jiz zavedené
metodiky headspace mikroextrakce tuhou fazi (HS-SPME-GC-FID) ve spojeni s plynovou
chromatografii pro stanoveni vybranych alergennich aromaticky aktivnich latek.
Poté oveérenou metodu pouzit na Siroké spektrum realnych vzorki potravinatrskych vyrobkii.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Vonné latky
2.1.1 Obecné informace

Vonné latky jsou klasifikovany riiznymi zpiisoby. Pro potieby védy se vonné latky
d&li na:"2

= piirodni — pochazi z ptirodnich produktl (ziskdvani vini z ptirody)
v' rostlinné — nabizeji Sirokou paletu rozli¢nych vini
v’ Zivo&isné — také vyznamnym zdrojem vini pouZivanych ¢lovékem

= gyntetické — tvoieny syntetickymi latkami
v’ pfirodné identické
v umélé

Dal§im z moznych déleni vonnych latek, které pouZzivaji pfedev§im parfuméfi, je rozdéleni
podle charakteristické viing a nasledné fazeni do tiid.?

Mezi hlavni typy vini patii naptiklad aldehydické, balzamické, bylinné, citrusové, dievité,
fialka, hyacint, jasmin, jehli¢naté, konvalinka, kotenité, kvétinové, levandule, lilie a dalsi.
Dé€leni chutovych aromat je odvozeno od ndzvi rdznych pozivatin, napoji a kofeni.
Napftiklad ananas, banan, boriivka, brandy, broskev, citrusy, hotkd aromata, hruska, jablko,
jahoda, kakao a Cokolada, kotfeni (anyz, bazalka, kmin, majoranka apod.), malina, maso
a masné vyrobky, koufovéa aromata, mlééné vyrobky a dalsi.?

2.1.2 Vonné latky v potravinach

Tekavé vonné latky mohou vznikat ve vSech vyrobnich etapach z jakychkoli soucasti
potravin. Jsou pfitomny v surovinach, vznikaji umysiné nebo neumysln¢ béhem
technologického procesu, a také béhem skladovani potravin a potravinarskych vyrobki
(schematické znazornéni na Obr. 2.1.1). Jiz tisice vonnych sloucenin bylo detekovano a stale
se objevuji latky nové. V potravinach se vyskytuji vonné profily, které jsou vysledkem
obrovského mnozstvi reakci probihajicich mezi slozkami potravinarskych vyrobki. Aby bylo
dosazeno plngjsi ving, charakteristické pro danou potravinu a vyvolat pifjemny vjem,
vyzaduje vé&tsina vyrobkil smési 10 — 30 piidatnych vonnych latek.>*>%7

Vonné latky interaguji s bilkovinami, sacharidy, lipidy i s jinymi slozkami potravin,
a témito nevazebnymi interakcemi je ovlivnéna koncentrace vonnych latek v plynné fazi.
Charakter vysledného aroma zavisi na:>’

struktufe reagentd a jejich dostupnosti

mnozstvi tuku

pritomnosti aminokyselin a sacharidii

reakénich podminkach (napf. teplote, ¢asu, vodni aktivité, pH, pfitomnosti
kysliku)

ANANENEN
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Obr. 2.1.1: Hlavni zdroje tékavych slozek potravin®
2.1.3 Pojmy pouzivané v potravinach

Pfitomnost aromatu v potraviné se obecné oznacCuje pouze slovem ,,aroma“ ve vyctu

slozek. Aroma lze dale specifikovat jako ,, prirodni“, , prirodné identické* nebo ,,umelé”,
o < ot s o 8
ptipadné konkrétnim ndzvem popisujicim druh aromatu.

Nize uvedené definice vychazeji z vyhlasky ¢. 447/2004 Sb., o pozadavcich na mnozstvi
a druhy latek uréenych k aromatizaci potravin:’

* Aroma (flavouring) — je definovano jako smés aromatickych latek, aromatickych
pripravkill, reakcnich aromatickych pripravkd, koufovych aromatickych ptipravki
obsazenych jednotlivé nebo v kombinaci

= Aromaticka latka (flavouring substance) — je chemicky definovana latka,
kterd ptisobi na Cichové a chutové receptory ¢lovéka a vyvolava vjem viné a chuti
a to jednotlivé nebo v kombinaci

= Prirodni aromaticka latka (natural flavouring substance) — je latka ziskana
fyzikdlnimi procesy (napfiklad destilaci a extrakci rozpoustédly), enzymovymi
nebo mikrobidlnimi postupy ze surovin rostlinného nebo zivocisného pivodu
jako takovych nebo upravenych pro lidskou spotfebu postupy uréenymi k ptipraveé
potravin



= Prirodné identicka aromaticka latka (flavouring substance identical to natural
substance) — je latka ziskana chemickymi postupy (syntézou ¢i izolacnimi kroky
chemické povahy), kterd je chemicky identickd slatkou ptirozené ptitomnou
ve zdrojich rostlinného ¢i zivo¢isného piivodu

* Uméla aromaticka latka (artifical flavouring substance) — je latka ziskana
chemickymi postupy, kterd neni chemicky identicka s latkami pfitomnymi ve zdrojich
rostlinného nebo zivoc¢isného ptvodu

= Aromaticky pripravek (flavouring preparation) — je ptipravek ziskany fyzikalnimi,
enzymovymi nebo mikrobialnimi pochody ze surovin rostlinného nebo zivocisného
puvodu, ktery neni chemicky definovanou latkou a ktery piisobi na Ccichové,
nebo Cichové a chut'ové receptory ¢lovéka a vyvolava vjem ving, nebo viné a chuti

= Reak¢éni aromaticky pripravek (process flavouring preparation) — je piipravek
ziskany zahfevem smési vychozich surovin, které nemusi byt samy o sob& aromatické
pti teplot¢ neptekracujici 180 °C po dobu nepiekracujici 15 minut. Alesponi jedna
z vychozich surovin musi byt dusikatou latkou s funkéni aminoskupinou a dalsi latkou
je latka redukujici cukr. VétSina téchto pfipravkii vychazi z Maillardovy rekce
a je zamétfena na masové aromata nejriznéjSich typi (naptiklad hovézi a kuteci)

= Koufovy aromaticky pripravek (smoke flavouring preparation) — je pripravek
ziskany extrakci zplodin pyrolyzy (tepelného rozkladu) vychozich surovin uzivanych
pfi tradicnim procesu uzeni potravin

2.2 Ptirodni vonné latky

Ptirodni vonné latky jsou ziskavany z riznych ¢asti rostlin, ze zvitecich 714z a také organt.
V ptirod¢€, pii degradaci dostatecného mnozstvi vysokomolekularnich produktd primarniho
metabolismu, vSak produkuji aromatické latky predevsim rostliny. Vonné latky vznikaji
v rostlinach dvéma zpasoby:"'
v' Terpenické latky — vznikaji slozitym biogenetickym procesem nazyvanym
mevalonatovy; napi. uhlovodiky, jako limonen, pinen, z aldehydd napft. citral
a z alkoholt geraniol, linalool a stovky dalSich sloucenin
v Aromatické latky — vznikaji procesem nazyvanym $ikimatovy (fenylpropanovy);
napt. aromatické slouceniny, jako kumariny a jejich derivaty, a dale fenolické
latky, napft. eugenol

2.2.1 Rostlinné vonné latky

Rostliny maji schopnost syntetizovat, shromazd’ovat a uvoliiovat vonné latky, které mohou
interakcemi s lidskymi receptory vytvaret aroma i chut” molekul. Nabizeji Sirokou paletu
rozlicnych vini, které se lidé snazi jiz odpradavna ziskavat a hlavné uchovévat. Nejprve
byly vSechny viiné ptirodni, pozd¢ji se zacaly izolovat jednotlivé chemické latky, odpoveédné
za charakteristické aroma, z pfirodnich produktti (napt. cinnamaldehyd ze skoticového oleje
nebo benzaldehyd z hotkého mandlového oleje). Syntetické vonné latky maji stejné slozeni
jako jejich ptirodni protéjsky a jejich vyroba je méné nakladna, pfesto se pouzivaji méne,
nez latky ptirodni.>'"!?

Pti vybéru metody ziskani pfirodnich vonnych latek se zohlediiuji chemikalie zodpovédné
za vini a také samotny produkt. VétSina izolacnich technik vyuziva nékterou z forem extrakce
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nebo destilace, poptipad¢é jejich kombinaci. Obé tyto metody jsou zaloZzeny na rozdilné
rozpustnosti latek v riznych rozpoustédlech (extrakce, chromatografie) a na rozdilech
v tlacich par (destilace).l’13

Vznikla aromata slouzi ke zlepSeni viing, piipadné chuti potraviny. Obsahuji u¢inné latky,
které jsou chemicky jednotné a viné i chut je velice intenzivni, naptiklad u cokolady
a cukrovinek dostacuje ptiblizné 10 g na ochuceni 100 kg hmoty. Nékteré z takovych latek
maji viak vydatnost je§td mnohokrat vyssi."!

Zakladni aromatické latky, ze kterych se aromata sestavuji, mohou byt silice, stavy,
destilaty a jednotlivé, ztéchto materialti izolované latky — napt. citral vydestilovany
z lemongrassové silice, menthol ze silice pepmomatové, nebo syntetické latky, chemicky
jednotné, vyrobené riznymi postupy (napf. citral vyrobeny z pinenu a menthol z m-kresolu).
Ziskavaji se ve vétsing piipadi z rostlinnych materiali, z Cerstvych nebo susenych rostlin,
oznacovanych jako drogy. Pfirodni aromata se ziskavaji pouze lisovanim za studena,
pouze tak je dosazeno vérné viné pfirodniho materialu, ze kterého byla ziskdna. Teplem
dochazi k chemickym zm&nam a vznikaji nové aromatické latky.”"

2.2.1.1 Suroviny pro vyrobu aromat

Aromatické rostliny jsou zdrojem vonnych latek, pfevazné silic (diive éterické oleje)
a kumaring."

Materialy pro vyrobu piirodnich potravinaiskych aromat:

vvvvvv

= Silice — mneboli éterické oleje, patii knejdilezitéjsim ztéchto surovin.
Tyto komplikované smési latek, vyskytujici se v ptirodnich materidlech mnoha celedi
rostlin (napf. zceledi Hluchavkovité, Tab. 2.2.1), obsahuji vzdy uhlovodiky
a kyslikaté latky. VétSina z nich ma skelet slozeny z izoprenovych molekul fazenych
za sebou podle izoprenového pravidla — patii tedy mezi terpeny. Terpenické
uhlovodiky vétSinou nemaji rozhodujici vyznam z hlediska aroma. Par vyjimek
ale existuje, napiiklad limonen jako monoterpenicky uhlovodik propijéuje
citrusovym silicim v produktu pfijemnou lahodnou svézest. Kromé monoterpent
a seskviterpentt jsou silice sloZzeny i z alifatickych, cyklickych a aromatickych
sloucenin. Ty obsahuji nejen atomy uhliku, ale maji v molekule atom nebo atomy
kysliku, dusiku ¢i siry. Kvalitu silic tedy neudava obsah terpenickych uhlovodiki,
ale obsah komponentd, které obsahuji v molekule kyslik, fika se jim ,,vonné principy
silic < L1215

Hlavni sloZzkou napiiklad citronovych silic jsou terpenické latky: limonen

(ptes 90 %), citral (5 %), linalool, citronellol, nerol, a-terpineol, hexanol, citronelal

a mnoho dalSich slou¢enin. Nekteré odridy citronti poskytuji silice s pomérné hrubou

vuni. Ta se zjemnuje piidavkem silice pomerancové. Naopak citronové silice s prilis

jemnou viini se daji upravit pfidanim lisované limetové silice nebo &istym citralem. "

Silice se ziskavaji z rliznych ¢asti rostlin (Obr. 2.2.1) napt. z kvétd (jasmin, raze),
stonkl (mata, levandule), oplodi plodd (citrusy), semen (pepf, kmin), listd (bobkovy
list), cibuli (Cesnek), kofenti (hofec) nebo z pryskyfic produkovanych nékterymi
rostlinami (myrhova silice)."'®"
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Silice se vyrabi:
destilaci vodni parou — ze semen, stonkd, listl, dfeva, kofent a pryskyftic
extrakci rozpoustédlem — z kvétl, mezi silice patii produkty extrahované

v
v

v L, ;v e . , 5. 18
Obr. 2.2.1: Bezné pouzivané Casti rostlin na vyrobu silic

7,16

z ptirodniho materidlu petroletherem nebo benzinem (silice konkrétni)
a dale rafinované extrakci lihem (silice absolutni)

lisovanim a naslednym odd¢€lenim vrstvy silice — z kiiry citrusovych plodi,

ziskavaji se velmi kvalitni silice hlavné pfi vyrobé citrusovych §tav

Tab. 2.2.1: Hlavni slozky silic vybranych rostlin celedi Hluchavkovité™"

Kofeni Lflthky Hlavni sloZky silic
nazev
Ocimum estragol; linalool; 1,8-cineol; eugenol; izoeugenol;
Bazalka - . , . . ,
basilicum methyl-cinnamat; nerol; nerolidol; linalyl-acetat
Majordnka Origanum terpinf‘:n-l-en-4-ol; thujenhydrat; 1,8-cineol; estragol;
majorana a-terpineol; eugenol
Mentha mentol; menton; menthyl-acetat; menthofuran; a-pinen;
Méta piperita a-fellandren; B-kryofyllen
Me.m‘ha karvon; limonen; dihydrokarvon; thujenhydrat; menton
spicata
Oregano Origanum | karvakrol; thymol; p-cymen; karvakryl(metyl)ether;
(dobromysl) | vulgare linalool; a-pinen; bornyl-acetat; kafr
Rozmaryna f;:;:;gus 1,8-cineol; a-pinen; kafr; kamfen; borneol; bornyl-acetat
Salvei Salvia kafr; 1,8-cineol; thujon; a-, B-pinen; bornyl-acetat;
] officinalis | myrcen; borneol; linalyl-acetat; ocimen
Tvmin Thymus thymol; karvakrol; p-cymen; linalool; limonen; a-pinen;
Y vulgaris kamfen; terpinen; B-kryofyllen; geraniol; borneol
Levandula | linalyacetat; linalool; borneol; isoborneol; geraniol;
Levandule . .
officialis cineol; kafr




» Deterpenované silice (koncentrdty) — pro zvlast¢ jemnou vini i chut, a také lepsi
rozpustnost silic ve zfedéném ethanolu, se pouzivaji silice, které jsou z ¢asti nebo
uplné zbaveny terpenickych a seskviterpenickych uhlovodiki. Vzniklé koncentraty
jsou mnohonasobné¢ vydatnéj$i nez vychozi produkty, stabilngj§i vi¢i oxidacnim
procestim a je v nich zachovan pivodni senzoricky charakter vychozi suroviny.'®
Deterpenované silice se vyrabi:'®

destilaci

extrakei

adsorpci

kombinacemi destilace a extrakce

ANEANEA NN

v QOlejopryskyrice — neboli oleoresiny, jsou extrakty z cerstvého kofeni nebo zeleniny
ziskavané extrakcemi za pomoci:”'®
v' organickych polarnich rozpoustédel (methanol, ethanol, isopropylalkohol)
v’ organickych nepolarnich rozpoustédel (hexan, petrolether, benzin)
v' oxidu uhli¢itého
Olejopryskyftice nebo olejopryskyfice nanesené na vhodném nosici (Skrob, mouka),
se pouZzivaji jako suroviny pro vyrobu potravinafskych aromat nebo misto ptirodniho
kofeni k ochucovani potravin.”'®
Prikladem olejopryskyfic jsou kakaova aromata, kterd jsou vétSinou piirodni
a vznikaji extrakei kakaa ethylalkoholem nebo jinym povolenym rozpoustédlem.'!

» Vyluhy — materidlem pro vyluhy byvaji drogy (susené nebo jinak k extrakei
pfipravené pfirodni suroviny), ovoce, zelenina, vylisky a dalsi. Vznikaji extrakci
vychoziho materialu jemnym rafinovanym lihem nebo jinymi tékavymi organickymi
rozpoustadly.'®

v maceraty (nalevy) — vznikaji extrakci za normalni teploty stanim
s rozpoustédlem (macerace)
v perkolaty — vznikaji extrakci za pratoku rozpoustédla (perkolace)
v extrakce za vyssi teploty (digesce)
v’ tinktura — lihovy popfipadé vodny ektrakt (i jina rozpoustédla) z jednoho
druhu drogy
Latky vyrabéné za studena maceraci nebo perkolaci maji lepsi organoleptické
vlastnosti nez extrakce za vyssich teplot.”'®

» Ovocné a zeleninové stavy a diené — jsou vynikajicimi surovinami na piirodni bazi
pro vyrobu aromat. Stavy se kombinuji s vhodnym destilatem a lihovym roztokem
silic nebo roztokem aromatického komplexu. Ptikladem zeleninovych S§tav, které
se unas pouzivaji k aromatizaci nealkoholickych napojui, je Stava celerova, stava
zmrkve, zeli a rajskych jablicek. Ovocné a zeleninové dien¢ jsou zakladem
pro vyrobu ovocnych, zeleninovych a kofenitych pastovitych aromat.'®

» Destilaty — patfi mezi ptirodni suroviny a uplatiiuji se predev§sim v mén¢ vydatnych
aromatech na vyrobu nealkoholickych i alkoholickych napojt, cukrarskych krémi,
naplni apod. Piikladem jsou destilaty ananasové, jahodové, kakaové, malinové,
rumové a visiiové."®
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2.2.2 SloZeni aromat

Vonné latky jsou pomérné siln¢ vonici organické slouceniny s charakteristickymi, obvykle
pfijemnymi vinémi. Obsahuji smési jen tézko definovatelnych latek. Jsou soucasti
aromatickych ptipravki, reakénich nebo koufovych aromatickych ptipravkd, silic a oleoresini
ziskanych destilaci ¢i extrakci riznych pfirodnich materialti. Prikladem pouziti silic
¢i oleoresinil jsou kofenitd aromata, kde vychozi surovinou jsou rtuzna kofeni pouzivana
pti bézné kulindrni tpravé pokrmid. Smeés silic a oleoresinii lze navzajem kombinovat
s klasickymi aromaty (napiiklad aroma syrové a masové). Takova aromata se pouzivaji
do masnych vyrobkl, polévek, pomazanek, kecupt, dressingli, tavenych syri a do tady
dalSich potravinaiskych vyrobkid. Aromata s reak¢énimi aromatickymi ptipravky (kap. 2.1.3),
kde vychozi surovinou jsou rtizné druhy bilkovin, obsahuji jesté dalsi latky, napt. latky
zvyraziujici chut’ (glutamat sodny, inosinat sodny, guanylat sodny), dale tuk, byliny, kofeni.
Takto jsou piipravena aromata typu slanina, uzena $unka, hovézi vyvar.?**!

Jako vychozi latky pro pfipravu aromat se pouzivaji materidly, které lze rozdélit
do ti skupin:*?
= potraviny rostlinného ¢i Zivo¢isného pivodu uré¢ené pro lidskou konzumaci
= suroviny rostlinného ¢i zivoc¢iSného ptvodu, které se bézné jako potraviny
nekonzumuji
= latky syntetizované chemickymi postupy

V soucasné dob¢ se aromatizace potravin, neboli pridavani aromatickych latek ¢i pripravki
obsahujicich aromatické latky, provadi v souladu s legislativnimi pozadavky uvedenymi
v kap. 2.5.%*

V ptipad¢ pouziti chemicky definovatelné latky, lze pouzivat pouze latky uvedené
v registru, respektive v Rozhodnuti komise 1999/217/EC, ve znéni pozdé¢jSich predpist.
Registr obsahuje seznam chemicky definovanych latek, ktery je rozd&len do &tyt &asti:*

I. cast obsahuje latky definované registracnim Cislem CAS (Chemical Abstracts Servise)
II. c¢ast obsahuje latky definované pouze ¢islem CoE (Council of Europe)
III. ¢4st obsahuje abecedni seznam latek, které nemaji CAS ani CoE
IV. cast obsahuje latky uvedené pouze pod Cislem, bez uvedeni nazvu latky z divodu
ochrany dusevniho vlastnictvi vyrobce aromatické latky

Tento seznam obsahuje 2628 aromatickych substanci. Pro ucely hodnoceni byly latky
rozdgleny do 34 skupin podle chemické piibuznosti (kap. 2.2.2.1).%

V ptipad¢ pouziti ¢asti rostlin nebo jejich extrakti (silic), lze pouzivat kromé latek
ziskanych z rostlinnych materiali povazovanych za potraviny, pouze rostliny uvedené
v ptiloze €.1 vyhlasky ¢.447/2004 Sb. Pouziti n€kterych téchto rostlin je omezeno ptitomnosti
latek, jejichz mnozstvi v potravinach je limitovano vzhledem k tomu, Ze tyto latky mohou
byt ve vyssich koncentracich pro ¢loveka toxické. Nejvyssi pripustnd mnozstvi (NPM) téchto
latek v jednotlivych druzich potravin uvadi ptiloha ¢.4 vyhlasky ¢.447/2004 Sb. Z potencialné
alergennich vonnych latek mezi n€ pati kumarin (kap. 2.5, Tab. 2.5.1 )22

»  Kumarin (CAS: 91-64-5) — patii mezi kumariny, kterych se v ptirod¢ vyskytuje
vice nez 600 druhti. Jsou obsaZeny v fadé rostlin — skoficovnik, mrkev obecna,
vanilovnik, koriandr, tabak, fikovnik smokvori, citrusové ovoce a dalsi.
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Pro pfipravu aromat se pouzivaji: mafinka vonnd (synonymum svizel vonny),
e w1 ey , . ;2324
komonice lékarska, slivon obecna, tomka vonna a tomka severni.

2.2.2.1 Chemické skupiny ldtek urcéené k aromatizaci

Rozd&leni aromatickych latek do 34 skupin podle chemické pribuznosti:*

1))

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Nerozvétvené primarni alifatické alkoholy/aldehydy/kyseliny, acetaly a estery,
pficemz jde o estery nasycenych alkoholli a acetaly nasycenych aldehydu.
Estery ani acetaly nesmi obsahovat aromatické nebo heteroaromatické ¢asti.
Rozvétvené primarni alifatické alkoholy/aldehydy/kyseliny, acetaly a estery,
pricemz jde o estery rozvétvenych alkoholli a acetaly rozvétvenych aldehydu.
Estery ani acetaly nesmi obsahovat aromatické nebo heteroaromatické Casti.
Nenasycené (s dvojnymi nebo trojnymi vazbami v poloze o a P) nerozvétvené
arozvétvené primarni alifatické alkoholy/aldehydy/kyseliny, acetaly a estery,
pricemz jde o estery nenasycenych alkoholii (s nasobnou vazbou v poloze a a )
a acetaly nenasycenych alkohold nebo aldehydu (s nasobnou vazbou v poloze o a f).
Estery ani acetaly nesmi obsahovat aromatické nebo heteroaromatické ¢asti.
Nekonjugované a akumulované nerozvétvené a rozvétvené primarni alifatické
alkoholy/aldehydy/kyseliny, acetaly a estery, pficemz jde o estery nenasycenych
alkoholii a acetaly nenasycenych alkoholli nebo aldehydid (s nasobnou vazbou
v poloze a a B). Estery ani acetaly nesmi obsahovat aromatické nebo heteroaromatické
casti.

Nasycené a nenasycené sekundarni alifatické alkoholy/ketony/ketaly/estery,
pficemz jde o estery sekundarnich alkoholii. Estery ani ketaly nesmi obsahovat
aromatické nebo heteroaromatické casti.

Alifatické, alicyklické a aromatické nasycené a nenasycené tercialni alkoholy a estery,
pricemz 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 alkoholu. Estery / acetaly mohou obsahovat
alifatické acyklické nebo alicyklické zbytky kyselin nebo alkohold.

Sekundarni alicyklické nasycené a mnenasycené alkoholy/ketony/ketaly/estery,
pticemz jde o ketaly alicyklickych alkoholti nebo ketonii a estery sekundarnich
alicyklickych alkoholii. 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 funk¢ni
skupinou, véetn¢ alifatickych laktont.

10) Sekundarni alifatické nasycené nebo nenasycené alkoholy / ketony / kyseliny / ketaly /

estery s druhou sekundarni nebo tercialni kyslikatou funk¢ni skupinou.

11) Alicyklické a aromatické laktony.

12) Derivaty maltolu a ketodioxanu.

13) Furanony a tetrahydrofurfurylové derivaty.

14) Furfurylové derivaty a derivaty furanu s dalSimi substituenty a heteroatomy

v postrannim fetézci a bez nich.
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15) Fenyl-ethylakoholy, fenyloctové kyseliny, pfibuzné estery, fenoxyoctové kyseliny
a ptibuzné estery.

16) Alifatické a alicyklické ethery.

17) Propenylhydroxybenzeny.

18) Allylhydroxybenzeny.

19) Latky ptibuzné kapsaicinu a ptibuzné amidy.

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

21) Aromatické ketony, sekundarni alkoholy a piibuzné estery.

22) Arylem substituované derivaty primarnich alkoholt/aldehydii/kyselin/esterti/acetalt,
veetné nenasycenych. U téchto skupin latek sestavenych z chemického hlediska
se predpoklada, ze vykazuji urcité spolecné metabolické a biologické chovani.

23) Benzylakoholy/-aldehydy/-kyseliny/-estery/-acetaly. Vcetné benzylesterti a benzoati.
Mohou také obsahovat alifatické acyklické nebo alicyklické zbytky esteril
nebo acetaltl.

24) Derivaty pyrazinu.

25)Derivaty fenolu s alkylsubstituentem v kruhu a alkoxysubstituentem v kruhu
a s postrannim fetézcem s kyslikatou funkéni skupinou.

26) Aromatické ethery v¢etné derivati anisolu.

27) Derivaty anthranilata.

28) Derivaty pyridinu, pyrolu a chinolinu.

29) Derivaty thiazoli, thiofenu, thiazolinu a thienylu.

30) Rizné latky.

31) Alifatické a aromatické uhlovodiky.

32) Epoxidy.

33) Alifatické a aromatické aminy.

34) Aminokyseliny.

2.2.3 Formy aromat

Aromata se vyrab¢ji v mnoha formach, ptizptisobuji se tak technologii vyroby potravin,
které se aromatizuji. Aroma se do produktu musi stejnomérné rozptylit a je idealni je pridavat
az nakonec vyroby. Cisté vonné latky, silice nebo olejopryskyfice se fedi na pozadovanou
koncentraci pomoci zdravotné nezdvadnych, inertnich tekutych, prasSkovitych, gelovitych
a dalSich materialt podle toho, v jaké formé ma byt aroma vyrobeno. Naopak néktera ptirodni
aromata (Stavy, destilaty) maji malo vlastnich aromatickych latek, proto jsou k nim pfidavany
piislusné koncentréty a tak vznikaji pfirodni aromata uméle zesilena.""

Do potravin se nejéastéji pridavaji aromata v t&chto fyzikalnich forméach:'"*?

» kapalna aromata — obsahuji aromatickou slozku a rozpoustédla, dale se kapalna
aromata déli na:
v’ rozpustna v tucich
v’ rozpustna ve vodé
= emulzni aromata — obsahuji smési aromatickych slozek, zapracovanych v emulzich
typu olej ve vodé (O/V). Pouzivaji se nejcastéji pii vyrobé nealkoholickych napoji
se zakalem nebo jako kofenité emulze k ochuceni masnych vyrobka.
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»  praskova — koncentrované aroma je naneseno na povrchu suchého nosice (stl,
Skrob, sachardza)

=  prdskovad zapouzdiend neboli enkapsulovand (sprejové suSend) — z vodné emulze
polymeru (napf. arabskd guma), vniz je dispergovano kapalné aroma
se ve sprejové susarné rychle odpafi voda. Vzniknou drobné kapky aroma, které
jsou zapouzdiené v mikrokapslich polymeru. Tato aromata jsou velmi stabilni
auplatfiuji se hlavné pii vyrobé dehydratovanych a instantnich produkti
(praskové napoje, pudinky, polévky, omacky). Aroma se uvolni az po ptidavku
vody a rozpusténi polymerniho pouzdra.

2.3 Potencialné alergenni vonné latky

V Evropé na ving aktivng dohliZi Evropska komise (EC — European Commission).”®

Védecky vybor pro kosmetické produkty a nepotravinové produkty urcené spotiebitelim
EU (SCCPNFP — Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-Food Products),
v soucasné dobé& znam jako Védecky vybor pro spotiebni zbozi (SCCP — Scientific Committee
on Consumer Products), vydal zprdvu o potencidlnich alergennich substancich (PASs —
Potentially Allergenic Substance) souvisejici s vinémi (SCCPNFP, 1999). Piiloha III
Evropské kosmetické direktivy (direktiva 2003/15/EC) poté stanovila podminky pouziti
kosmetickych produktd pro 26 vonnych latek (7ab. 2.3.1) souvisejicich se substancemi, které
pravdépodobné zplisobuji alergické reakce. Kromé dvou vyjimek, jsou vSechny chemicky
stanovené t€kavé slouceniny. Dvé latky jsou pfirodni mechové extrakty, které nekoresponduji
se stanovenymi chemikéliemi.?®

Tab. 2.3.1: Seznam 26 potencidlnich alergennich aromaticky aktivnich ldtek***%*7*%%

Nazev podle INCI Cislo podle CAS Struktura

Amyl cinnamal [122-40-7]

Amylcinnamyl alcohol [101-85-9]

Anise alcohol [105-13-5] . g

Benzyl alcohol [100-51-6]

Benzyl benzoate [120-51-4]

Benzyl cinnamate [103-41-3] @V \H/\
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Tab. 2.3.1: Seznam 26 potencidglnich alergennich aromaticky aktivnich latel******2 _

pokracovani

Benzyl salicylate [118-58-1] @\/“7‘/(;

o

/S

: -
Cinnamyl alcohol [104-54-1]

Cinnamal [104-55-2] @ﬁ

Butylphenyl methylpropional [80-54-6] <~_©_>_\\n

Citral [5392-40-5] W

Citronellol [106-22-9] YV\(\/

Coumarin [91-64-5] Qij/
P

Eugenol [97-53-0]

Farnesol [106-28-5] Y Y

Geraniol [106-24-1] M

Hexyl cinnamal [101-86-0] Q/I\A/\

Hydroxycitronellal [107-75-5] : W )

Hydroxyisohexyl wo
3-cyclohexene carboxaldehyde [31906-04-4]

Isoeugenol [97-54-1]
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Tab. 2.3.1: Seznam 26 potencidlnich alergennich aromaticky aktivnich ldtek* ¥ _
pokracovani

Alpha-isomethyl ionone [127-51-5]

Limonene [5989-27-5] 4©—<
/J\/\></

Linalool [78-70-6]
NN
Methyl 2-octynoate [111-12-6] /°T ¢
Vytazek z vétvicniku slivového,
Evernia prunastri extract [90028-68-5] Evernia prunastri (Oakmoss
extract)
Vytazek z terCovky otrubicnaté,
Evernia furfuracea extract [90028-67-4] Evernia furfuracea (Treemoss
extract)

2.3.1 Vlastnosti vybranych potencialné alergennich vonnych latek

V této praci byly pouzity nasledujici standardy alergennich vonnych latek. Jejich dilezité
vlastnosti jsou popsany v nasledujicich kapitolach.”!¢2%-30-31-3233

2.3.1.1 4-metoxybenzylalkohol (INCI: Anise alcohol)

= Alkohol (Obr. 2.3.1)
= Synonyma: anisyl alkohol; anyzalkohol; methoxybenzyl alkohol; benzenemethanol;
4-methoxybenzene methanol; p-anisol alkohol; p-methoxybenzyl;
4-methoxy(4-methoxyphenyl)methanol
=  Sumarni vzorec: CgH;0O,
= Vyroba
v redukci anyzaldehydu
= Vlastnosti, aroma: bila az nazloutla kapalina nebo tuha latka, kvétinova ving;
rozpustny v benzylalkoholu; nerozpustny v parafinovych olejich
a ve vod¢
= Vyskyt, pouziti: synteticky nebo pfirodni; v pfirod¢ jej obsahuji anyzova seminka,
med i vanilkové lusky; pouzivé se do broskvovych, fikovych,
kakaovych, vanilkovych a jinych aromat

Tab. 2.3.2: Fyzikalni a chemické viastnosti 4-metoxybenzylalkoholu

Mol. hmotnost | Hustota p | Teplota varu
138,16 gmol™ | 1,113 g.cm™ | 259 °C
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L)

Obr. 2.3.1: 4-metoxybenzylalkohol*
2.3.1.2 2-benzylidenheptanal (INCI: Amyl cinnamal)

= Aldehyd (Obr. 2.3.2)
= Synonyma: a-amylcinnamal; a-amylcinnamaldehyd; a-amylskoticovy aldehyd;
flomine; jasminaldehyde; 2-(phenylmethylene); jasminal; jasminovy
aldehyd; 2-benzylidenheptanal; amylcinnamaldehyde; heptanal; mahonia;
2-pentylcinnam-aldehyde; a-pentyl skoticovy aldehyd
*  Sumérni vzorec: Ci4H;30
=  Vyroba
v" kondenzaci benzaldehydu s heptanalem
= Vlastnosti, aroma: viskozni zluta, ¢ira kapalina, jasminova az liliova ving;
rozpustny v ethanolu a v olejich
=  Vyskyt, pouziti: nelze nalézt v pfirod¢, je soucasti fady syntetickych esencialnich
oleji, naptiklad syntetického jasminového oleje; pouZziva
se do nekterych potravinaiskych aromat ke zlepSeni nebo zvyraznéni
chuti

Tab. 2.3.3: Fyzikalni a chemické viastnosti 2-benzylidenheptanalu

Mol. hmotnost | Hustota p | Teplota varu
202,29 grmol™ | 0,970 g.cm™ | 287 — 290 °C

fa

Obr. 2.3.2: 2-benzylidenheptanal®
2.3.1.3 (E)-3-fenylpropenal (INCI: Cinnamal)

= Aldehyd (Obr. 2.3.3)
= Synonyma: cinnamaldehyde; cinnamic aldehyde; skoticovy aldehyd; phenylacrolein;
cassia aldehyde; 3-phenylpropenal; 3-phenylacrolein; zimtaldehyde;
benzylideneacetaldehyde
=  Sumarni vzorec: CoHgO
= Vyroba
v’ syntetizovan z benzaldehydu a acetaldehydu
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= Vlastnosti, aroma: zluta az nazelenala kapalina, skoficova ving¢ i chut’;
rozpustny v ethanolu a ve vodé, misitelny s etherem
a chloroformem
= Vyskyt, pouziti: synteticky nebo ptirodni; v pfirod¢ je slozkou skoticovych silic
i jinych silic napt. paculové a myrhové, a také mnoha etherickych
oleji, napt. levandulového, hyacintového a dalSich, obsahuji
jejioleje zlistd Cajovniku avinné révy; pouziva se piedevs§im
v potravinafském primyslu do aromat a kotenicich smési

Tab. 2.3.4: Fyzikalni a chemické viastnosti (E)-3-fenylpropenalu

Mol. hmotnost | Hustota p | Teplota varu
132,16 grmol™ | 1,048 g.em™ | 248 °C

_/

Obr. 2.3.3: (E)-3-fenylpropenal®
2.3.1.4 3-fenyl-2-hexylpropenal (INCI: Hexyl cinnamal)

=  Aromaticky nenasyceny aldehyd (Obr. 2.3.4)

» Synonyma: a-hexylcinnamaldehyde; 2-benzylideneoktanal; hexyl cinnamic aldehyde;
2-hexylcinnamaldehyde; a-hexylskoticovy aldehyd; 2-(phenyl-methylene);
2-hexyl-3-phenyl-2-propenal; octanal

*  Sumérni vzorec: CisH»O

=  Vyroba

v" kondenzaci benzaldehydu s oktanalem; synteticky
= Vlastnosti, aroma: bezbarva, ¢ird az nazloutla kapalina, kvétinova, jasminova ving;
rozpustny v ethanolu a ve vod¢, misitelny s etherem a chloroformem
= Vyskyt, pouziti: ptirodni aromaticka latka, ziskivana z rychle rostouci liany (Cina,
Indie); pouzivana prevazné v kosmetice, ale také do aromat

Tab. 2.3.5: Fyzikalni a chemické viastnosti 3-fenyl-2-hexylpropenalu

Mol. hmotnost | Hustota p Teplota varu
216,33 gmol™ | 0,953 g.cm™ | 174 — 176 °C

=2

Obr. 2.3.4: 3-fenyl-2-hexylpropena129
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2.3.1.5 7-hydroxycitronellal (INCI: Hydroxycitronellal)

Aldehyd (Obr. 2.3.5)
= Synonyma: 7-hydroxydihydrocitronellal; citronellalhydrat; fixol; cyclosia;
3,7-dimethyl-7-hydroxyoktanal; majal; laurine; hydronal; phixia
=  Sumarni vzorec: C19Hz00;
=  Vyroba
v" hydrataci citronellalu
= Vlastnosti, aroma: bezbarva viskozni kapalina; jemna, sladka konvalinkova az liliova
viné
= Vyskyt, pouziti: nelze nalézt v pfirod¢, synteticka viné; do nékterych aromat
napfiklad lipa, med

Tab. 2.3.6: Fyzikalni a chemické viastnosti 7-hydroxycitronellalu

Mol. hmotnost | Hustota p | Teplota varu
172,26 grmol™ | 0,920 g.em™ | 257 °C

o)
0~
) Y\/\r\y

Obr. 2.3.5: 7-hydroxycitronellal®

2.3.1.6 Methyl-okt-2-inodt (INCI: Methyl 2-octynoate)

Ester (Obr. 2.3.6)
= Synonyma: methyl heptin karbonat; methyl heptine carbonate; methyl 2-oktynoat;
methyl ester 2-octynoic acid; methyl 2-octinate; folione; 2-octynoic acid;
methyl hept-1-yne-1-carboylate
=  Sumarni vzorec: CoH;40,
Vlastnosti, aroma: bezbarva az nazloutla kapalina, fialkova ving;
rozpustny v alkoholu a v olejich; nerozpustny ve vodé a v glycerinu
Vyskyt, pouziti: v pfirod¢ se nevyskytuje, jde tedy o synteticky vyrobenou latku;
do nékterych aromat naptiklad vino, jahoda a jiné

Tab. 2.3.7: Fyzikalni a chemické viastnosti methyl-okt-2-inodtu

Mol. hmotnost | Hustota p | Teplota varu
154,21 gmol™ | 0,924 g.cm™ | 217 — 220 °C
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Obr. 2.3.6: Methyl-okt-2-inodr®

2.3.1.7 Citral (INCI: Citral)

Alifaticky nenasyceny aldehyd (Obr. 2.3.7), vyskytuje se ve dvou izomerech (citral A
— geranial; citral B — neral)
Synonyma: citronal; citralone; 3,7-dimethylokta-2,6-dienal; geranial; geranal;
geranialdehyde; neral; lemonal; lemarome
Sumarni vzorec: C;oHi1s0
Vyroba
v' izolaci ze silic (napf. z lemongrassové a litera cubeba)
v' synteticky — oxidaci geraniolu nebo linaloolu, poptipadé z geranylchloridu
pfesmykem dehydrolinaloolu
Vlastnosti, aroma: nazloutla olejovita kapalina, citrénova vin¢, nahotkla chut’; dobte
misitelny s ethanolem a etherem; nerozpustny ve studené vodé
Vyskyt, pouziti: synteticky nebo ptirodni; je vonnou slozZkou mnoha silic (napf. silic
citrusovych plodl, zazvoru a pepie); pouziva se do potravinarskych
aromat, citrusovych olejii, ¢ajovych smési a do riznych vyrobku
ke korekei zapachu

Tab. 2.3.8: Fyzikalni a chemické viastnosti citralu

Mol. hmotnost

Hustota p

Teplota varu

152,24 g-mol”

0,885 — 0,895 g.cm™

104 - 107 °C

Obr. 2.3.7: Citral®®

2.3.1.8 Citronelol (INCI: Citronellol)

=  Alifaticky nenasyceny monoterpenicky alkohol (Obr. 2.3.8)

Synonyma: 3,7-dimethylokt-6-en-1-ol; rodinol; cefrol; 3,7-dimethyl-6-octen-1-ol;
cephrol; dihydrogeraniol
Sumarni vzorec: C;oH,0O
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= Vyroba
v' destilace listl rostlin
v" redukei geraniolu, citralu nebo citronellalu
v' opticky aktivni se syntetizuji z pinenu
= Vlastnosti, aroma: nazloutla olejovita kapalina, nasladla vyrazna ving kvéti, rize;
dobfe misitelny s ethanolem; nerozpustny ve vod¢
= Vyskyt, pouziti: synteticky nebo ptirodni; je obsazen v mnoha piirodnich rostlinnych
olejich (geraniovy, rizovy), v ¢erném c¢aji a mnoha druzich ovoce
(citrusy); potravinaiska aromata, ¢ajové smési, ochucovani napoju

Tab. 2.3.9: Fyzikalni a chemickeé vlastnosti citronelolu

Mol. hmotnost Hustota p Teplota varu
156,27 g'mol™ | 0,850 — 0,860 g.cm™ | 106 — 108 °C

Obr. 2.3.8: Citronelol”
2.3.1.9 Eugenol (INCI: Eugenol)

= Alkylfenol (Obr. 2.3.9)
= Synonyma: 4-allyl-2-methoxyphenol; 1-hydroxy-2-methoxy-4-prop-2-enylbenzene;
4-allylguajacol; 2-methoxy-4-allylphenol
=  Sumarni vzorec: C;oHi,0,
= Vyroba
v' alkalicka extrakce nebo destilace hiebickové silice
v’ synteticky — z guajakolu a allylchloridu nebo allylalkoholu
= Vlastnosti, aroma: bezbarva kapalina hnédnouci na vzduchu a na svétle, hiebickova
a karafiatova vin¢; ma antiseptické a antibakterialni vlastnosti;
rozpustny v ethanolu, chloroformu, etheru a v oleji; nerozpustny
ve vode
Vyskyt, pouziti: synteticky nebo pfirodni; obsazen v muskatovém ofiSku a hiebickové
silici; pouziva se do kotenitych aromat

Tab. 2.3.10: Fyzikalni a chemické viastnosti eugenolu

Mol. hmotnost Hustota p Teplota varu
164,21 gmol™ | 1,071 = 1,074 g.em™ | 121 °C
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Obr. 2.3.9: Eugenol®

2.3.1.10 Geraniol (INCI: Geraniol)

= Alifaticky nenasyceny monoterpenovy alkohol (Obr. 2.3.10)

=  Synonyma: (E)-3,7-dimethylokta-2,6-dien-1-ol; 2,6-dimethyl-2,6-octadien-8-ol; nerol;
meranol; gerallol; lemonol

=  Sumarni vzorec: C;oH;30
=  Vyroba

v' izolaci ze silic, napiiklad citronelové nebo palmorizové

v" hydrogenaci citralu
v' piesmykem linaloolu

v’ synteticky z B-pinenu pies myrcen

= Vlastnosti, aroma: nazloutla kapalina, viin¢€ riizi; rozpustny v alkoholu, etheru
a ve veétsiné organickych rozpoustédel; nerozpustny ve vodé
= Vyskyt, pouziti: obsazen v rostlinach (rize, jasmin, levandule); synteticky
nebo piirodni; potravinafské aromata — jablko, broskev, merutika

Tab. 2.3.11: Fyzikalni a chemické viastnosti geraniolu

Mol. hmotnost Hustota p

Teplota varu

154,25 g'mol™ | 0,871 — 0,886 g.cm™

110111 °C

0.
M’ H

Obr. 2.3.10: Geraniol®

2.3.1.11 Izoeugenol (INCI: Isoeugenol)

= Alkylfenol (Obr. 2.3.11)

= Synonyma: 2-methoxy-4-propenylfenol; 4-hydroxy-3-methoxy-propenylbenzene;

4-propenylguajacol
=  Sumarni vzorec: CoH 2,0,
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= Vyroba

v' z guajakolu pies 4-hydroxy-3-methoxypropiofenon piimo na isoeugenol

v’ piesmykem eugenolu, poptipadé safrolu
= Vlastnosti, aroma: zluté olejovita kapalina, karafidtova ving;
rozpustny v organickych rozpoustédlech; slabé rozpustny ve vode
=  Vyskyt, pouziti: synteticky nebo ptirodni, v ptirodé se vyskytuje v cis-forme
v karafidtové silici a trans-formé v bazalkové silici, je obsaZen
v mnoha rostlinach a esencialnich olejich (napt. hiebickovy olej);
pouziva se do riznych vyrobkl ke korekci vin€, aromatizovanych
¢aju, kotenicich smési

Tab. 2.3.12: Fyzikalni a chemické viastnosti izoeugenolu

Mol. hmotnost

Hustota p

Teplota varu

164,21 g'mol

1,087 — 1,091 g.cm™

130 - 132 °C

-~

o

L

Obr. 2.3.11: Izoeugenol®”

2.3.1.12 D-limonen (INCI: Limonene)

= Terpenicky uhlovodik (Obr. 2.3.12)

= Synonyma: (R)-1-metyl-4-(1-metyletenyl)cyklohexen; dipentene; carvene; cajeputen
=  Sumarni vzorec: CjoHje

= Vyroba

v' izolaci z citrusovych terpenti
= Vlastnosti, aroma: bezbarva kapalina, citrusové viin¢; na vzduchu se snadno oxiduje
a ziskava nepfijemnou az kminovou vini; rozpustny v diethyletheru
a v ethanolu; nerozpustny ve studené ihorké vodé a v propylen

glykolu

= Vyskyt, pouziti: synteticky nebo ptirodni; v piirod¢ se vyskytuje predevsim opticky
aktivni, racemickd smés se nazyva dipenten; obsahuji jej citrony,
limetky, pomerance a dalsi citrusové plody; pouziva se do aromat
a k vyrobé syntetickych vonnych latek

Tab. 2.3.13: Fyzikalni a chemické vilastnosti D-limonenu

Mol. hmotnost

Hustota p

Teplota varu

136,23 grmol”

0,840 — 0,850 g.cm™

71°C
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Obr. 2.3.12: D-limonen®

2.3.1.13 Linalol (INCI: Linalool)

Alifaticky nenasyceny monoterpenicky alkohol (Obr. 2.3.13)
Synonyma: 3,7-dimethylocta-1,6-dien-3-ol; likareol; 3,7-dimethyl-1,6-octadien-3-ol;
linalyl alkohol; linalodor; phantol; koriandrol
Sumarni vzorec: C;oHi50
Vyroba
v’ izolaci ze silic
v' parcialni hydrogenaci dihydrolinaloolu
v’ popiipadé z myrcenu pies acetat
Vlastnosti, aroma: bezbarva az svétle zluta kapalina, kvétinové (konvalinkové) viing;
rozpustny v olejich, propylen glykolu a parafinovém oleji,
nerozpustny ve vod¢ a glycerinu
Vyskyt, pouziti: synteticky nebo pfirodni; v pfirod¢ je obsazen v mnoha silicich
napt. v koriandrové silici; vyskytuje se v jable¢né, mandarinkové
a v pomerancové S$taveé, v merunikach, broskvich, jahodach,
majorance, tymianu, levanduli a dalSich surovindch; pouziva
se do svézich aromat

Tab. 2.3.14: Fyzikalni a chemické viastnosti linalolu

Mol. hmotnost Hustota p Teplota varu

154,25 g-mol™ | 0,858 — 0,870 g.cm™ 85 °C

!
Pl
M

Obr. 2.3.13: Linalol®
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2.4 Biologické ucinky aromat

Hodnocenim bezpecnosti aromatickych latek v potravinach se zabyva v soucasné dobé
Evropsky ufad pro bezpe¢nost potravin (EFSA — European Food Safety Autority).

Soucasti hodnoceni bezpecnosti aromatickych latek je odhad expozice. Pracovni skupina
pro aromatické latky pfi Evropské komisi (EK) pouzila prvné metodu MSDI (Maximized
Survey-Derived Daily Intake). Tato metoda vSak ignoruje skutecné uziti aromat v praxi,
protoZe vychazi se sumy vyrobené¢ho mnozstvi latek. Proto se zacala pouzivat metoda znama
pod zkratkou TAMDI (Theoretical Added Maximum Daily Intake), ktera vychazi z hodnot
nejvyssich pouzitych hladin aromatickych latek v potravinach, vynasobenych mnoZzstvim
spotfebované potraviny za den ¢lovékem (primérna télesna hmotnost 60 kg). Po vyzkouSeni
tohoto modelu na rtiznych latkach, byly ziskané hodnoty az nerealné vysoké. Metoda se tedy
modifikovala tak, ze nejvyssi hladiny aromatickych latek pouzitych pro jednotlivé kategorie
potravin byly nahrazeny hodnotami uzivanymi v praxi (stfedni hodnoty). Tato metoda
se nazyva m-TAMDI (modified-Theoretical Added Maximum Daily Intake) a je v soucasné
dobé pouzivana pro odhad expozice aromatickych latek EFSA.***

Prakticky vSechny aromatické latky jsou biologicky aktivni a mély by ptisobit na ¢ichové
a chutové ustroji v optimalni koncentraci. Poté je Zadand odezva registrovana jako piijemna.
Pokud je koncentrace vysokd, naptiklad u latky furylmethanthiol (a-furfurylmerkaptan),
vyvola pii ¢ichnuti dojem silného zapachu. Po ziedéni na 1 : 200 000, ptipomina tato latka
cerstveé prazenou kavu. Menthol vdechnuty ve vysoké koncentraci vyvola drazdivy az palcivy
pocit, zfedénim je ziskdna osveézujici viné. Existuji i latky, které maji v rtiznych
koncentracich riznou viini. Znamymi vlastnostmi vonnych latek jsou také schopnosti ptsobit
inadal§i smysly. Prikladem je kafr, menthol nebo methylacetait plsobici na hmat.
Po naneseni na pokozku vyvolavaji pocit chladu a znecitlivéni. Pocit tepla zplsobuje
napiiklad fenylethylalkohol &i fenchon.'®'"!¢

2.4.1 Pozitivni u¢inky aromat

Aromatické rostliny patii do skupiny LAKR (Lécivé, aromatické a kotfeninové rostliny),
kterd je velmi rozmanita. Jeden druh muize byt zaroven aromatickou i lé¢ivou rostlinou.
LAKR se péstuje celosvétoveé a naléza uplatnéni v odvétvi farmaceutickém, kosmetickém,
ale predevsim v potravinaiském a likérnickém primyslu jako soucast potravin, napoja, likérd
a vin. Také ve védecké a lidové medicing.' ¥

Aromaticky aktivni latky, které jsou pouzivany v aromatech v davkach prichazejicich
v ivahu, plisobi na clovéka vesmés priznive. Zvlasté silice vykazuji fadu blahodarnych
ucinkli, pouzivaji se i jako léciva, slozky farmaceutickych vyrobki nebo potravinaiska
aditiva.”"!

Ptiklady pozitivnich u¢inki vonnych latek:

» Podpora traveni — aromatické a hotké latky obsazené v rostlinach, podporuji chut
k jidlu, stimuluji Cinnost gastrointestindlniho traktu a vylucovani travicich S$tav.
Proto jsou ptidavany do Zzaludecnich likérd, aperitivi a likérovych kofenénych vin.
Mezi b&7né& pouzivané drogy patii bazalka, oregano, mata, majoranka a dalsi."
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= Antimikrobidlni a antifungalni ucinky — t€kavé latky mohou chranit sacharidy bohaté
na nektar a inhibovat mikrobialni riist. Vykazuji aktivitu nejen proti mikroorganismtim,
ale také proti bylozravcim, chrani cenné reprodukéni casti rostlin. Naptiklad
monoterpenol S-linalool a jeho derivaty vyznamné odradily zemédélské sktidce (msice
Myzus persicae).12
Vétsina silic ni¢i choroboplodné mikroorganismy. Biologicka aktivita silic nékterych
rostlin ukédzala vlastnosti antimikrobidlni, antimykotické a insekticidni. Ze zékladnich
aromaticky aktivnich latek ptsobi antisepticky predevsim aldehydy, jako citral, vanilin
a dalsi, dale z fenoll predevs§im eugenol a thymol, a také alkoholy jako linalool, geraniol
a terpinol. Napiiklad tymianova silice pisobi proti Escherichia coli a Cesnekova silice,
pokud je Cerstva, obsahuje allicin, ktery se fadi mezi fytoncidy. DalsSim piikladem
je lemongrassova silice, kterd ma mimotfadné ucCinky proti mikroorganismim
Staphylococcus aureus, Escherichia coli a Salmonella typhimurium . Hlavni slozkou
lemongrassové silice je monoterpen citral (65 — 85 %), u kterého byla zjisténa silna
antifungalni aktivita proti kvasinkam druhu Candida spp. Tato silice byla tedy

prokézana jako potencialni antimykotikum, %6336
Tab. 2.4.1: Inhibicni efekt vybranych rostlin na mikroorganismy**3">®
™ Nazev - Obsahové latky Inhibované mikroorganismy
cesky latinsky
linalool Bacillus: pumilus, anthraces; Microsporum
L A ilus: ] igar,
Bazalka Ocimum methylchavikol, gypsecum; Aspergillus: fumigatus, mgaff,
\ . Enterbacter aerogenas; Proteus vulgaris;
(nat)) basilicum eugenol, . .
. i Staphylococcus aureus, Shigella: sonnei,
methyl-cinnamat .
flexneri
Aspergillus (toxinogenni kmeny),
Oregano Origanum thymol, Sal.monella spp..; Vibrio Pamhaemolyticus;
; Shigella: sonnei, flexneri; Salmonella
(nat) vulgare karvakrol ) L
enterica, Listeria monocytogenes;
Escherichia coli
i . karnosol, silice, Bacillus cereus, Staphylococcus
Rozmaryna | Rosmarimus I . .
\ . borneol, rosmanol, | aureus; Vibrio parahaemolyticus, Shigella:
(nat) officinalis ) i 5
bornyl-acetat sonnei, flexneri
Salvé; Salvia Bacillus cereus, Staphylococcus aureus;
\ .. thymol, eugenol o .
(nat) officinalis Vibrio parahaemolyticus
Sigak Scutellaria linalool Staphylococcus aureus; Bacillus subtilis,
(koten) albida Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa

® Analgetické ucinky — mezi aromatické latky potlacujici bolest patii napt. amylsalicylat,
kafr, fenchon, hefmankova & peprnomatova silice, terpinol a dalsi."

» Antioxidacni ucinky — silice z mnoha druhid kofeni vykazuji antioxida¢ni ucinky,
napt. silice majorankova, Salvéjova a tymidnova. Pouzivaji se jako ptirodni antioxidanty

tuki. 10

» Jednim z mnoha piikladii je i pfiznivy ucinek anetholu (soucast anyzové a fenyklové

silice) v tradi¢nich bonbonech nazyvanych ,,Haslerky*.

o 11
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2.4.2 Negativni u¢inky aromat

Podle Evropské kosmetické direktivy existuje 26 potencidlné alergennich aromaticky
aktivnich latek (Tab. 2.3.1), jejiz pouzivani v kosmetickych ptipravcich je dano legislativou.
Vétsina z nich je soucasti i potravinarskych aromat, pfidavani do potravin vsak legislativné
oSetfeno neni (vyjimkou je kumarin, Tab. 2.5.1).>

= Alergie a nesndSenlivost — potravinova precitlivélost se d€li na potravinovou alergii
a nealergickou potravinovou nesnasenlivost (intolerance). Potravinové alergie zahrnuji
abnormalni imunitni reakci na antigen (nejcastéji bilkovinnd povaha), zatimco
nesnaSenlivost urCitych typi potravin nezahrnuji reakci imunitniho systému.
Potravinova alergie je viak znama piiblizn& u 1 — 2 % dospélych jedinci.****
Pojem alergie oznacuje nepfiméfenou reakci imunitniho systému organismu na latky
bézné se vyskytujici v prostfedi. Latky vyvolavajici alergii se nazyvaji alergeny
(napk. prach, pyl, potraviny, 1éky a spousta dalsich)."*
Ving jsou vyrabény z ¢etnych piirodnich i syntetickych zdrojt, které mohou obsahovat
alergenni komponenty. Proto je na vybér surovin kladen diraz, zvlast’ pokud jsou ving
vyprodukované ze zdrojt potravin obsahujicich alergeny (napft. s6ja).
Dale mohou vonné latky obsahovat proteiny, vétSinou jen malé tékavé organické
molekuly, které predstavuji potencidlni nebezpec¢i pro vnimavé jedince. Pfi vyrobnich
operacich, jako jsou destilace ¢i extrakce, je pritomnost proteini vyznamné redukovana.
Nesnasenlivost potravin ovliviiuje limitovany pocet jedinct a vétSinou ji zptisobuji jiné
latky nez proteiny. Mnoho vonnych substanci z potravin spontann€ mizi, jiné tvori
jen okolo 1 % potravinafského vyrobku.*’
Bezpecnostni opatieni pro vonné latky, jako potencidlni alergeny, se tedy zaméfuji
predevsim na plivod a chemické sloZzeni surovin, zplisob vyroby a stanoveni nejvyssiho
pFipustného mnozstvi latky (NPM) uréené ke konzumaci.*’

v’ Kontaktni alergicka dermatitida (cheilitida) — infekéni zanét rtu mize
zpiisobovat geraniol obsaZeny ve zmrzling, bonbonech &i Zvykagkach.*!

v Hematogenni kontaktni alergickd dermatitida — je vyvolavana u osob

precitlivélych na cinnamaty. Jedna se predevsim o skoticovy alkohol, skoficovy
aldehyd, isoeugenol, eugenol, hydroxycitronellal, geraniol a dal$i. Obsazeny
jsou varomatizovanych ¢ajich, zmrzlinach, Zvykackach, bonbonech,
cukrafskych vyrobcich a kofenicich smésich.*
DalSimi vonnymi latkami zplisobujicimi hematogenni kontaktni alergickou
dermatitidu jsou komponenty peruanského balzamu, jako benzylestery
benzoovych a skotficovych kyselin a vanilin. Jsou ziskavany ze stromu
Myroxylon pereirae, ktery roste ve stiedni a jizni Americe. Tyto komponenty
jsou obsazeny také ve slupkach z citrusovych plodili, aromatizovaném pecivu,
cukrarskych vyrobcich, v kofeni (vanilka, skofice, htebi¢ek), zvykackach,
bonbonech a ve spousté dalsich potravin.*?

v' PoZitim latek z peruanského balzamu muze dojit i kjinym zdravotnim
problémim, jako je svédéni klze, prchavy erytém, kopfivka nebo oziveni
jiz odhojenych loZisek kontaktni alergické dermatitidy.***
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Ptiklady jinych negativnich uc¢inka vonnych latek:

» Toxické ucinky — nekteré rostlinné materialy mohou obsahovat toxické latky, pouzivani
téchto latek do aromat je limitovano (kap. 2.5). Je to napiiklad agaricinova kyselina,
aloin, B-asaron, berberin, hypericin, kumarin, kyselina kyanovodikova, pulegon, safrol,
santonin, thujon a dal$i. Pulegon se nachazi v silicich riznych druhti maty. Tyto rostliny
se pouzivaji naptiklad proti nadymani, uvoliiovani kfe&i a k aromatizaci potravin.”**
Seskviterpenicky hotky santonin se vyskytuje v kvetouci nati pelyrika a dalSich silicich.
Intoxikace santoninem se projevuje bolestmi hlavy, poruchami sluchu, respira¢nim
a kardiovaskularnim kolapsem a dal§imi piiznaky. Centralni nervovy systém
je santoninem stimulovan kfe¢emi, zavratémi a piipadné halucinacemi a blouznénim.”*

= Chronicka neurotoxicita — bicyklické monoterpeny a-thujon a B-thujon jsou slozkami
silic riznych pelynkt, také silice Salvéjové, thujové, febtiCkové a dalSich. Pouzivaji
se jako 1écivé byliny, pro aromatizaci potravin a k hoiceni alkoholickych napojl
(pelynék pro Absint). Kontakt pokozky se silici obsahujici thujon mize zpusobit jeji
podrazdéni, svédéni az ekzémy. Po poziti mohou vznikat zdravotni problémy
doprovazené zvracenim, prijmem az degenerativnimi zménami na jatrech a ledvinach.
Vykazuji chronickou toxicitu, ktera zptisobuje halucinace, hyperexcitabilitu a mize vést
az k poSkozeni mozkové kiry. Tyto projevy jsou nazyvany absinthismem. Soucasni
vyrobei tvrdi, ze tuto latku dokéazi z absintu technologicky odstranit. Oba thujony
jsou v alkoholickych napojich i potravinach regulovany ptislusnymi predpisy.”!**%*¢

= Karcinogenni ucinky — vykazuji nckteré substituované alkenylbenzeny, napt. safrol,
isosafrol, estragol, methyleugenol a myristicin. Podeziely z karcinogenity je B-asaron,
ktery je obsazen v puskvorci obecném.”!"2*

= Hepatotoxické ucinky (poskozujici jdtra) — zpusobuje kumarin, ma hemoragicky efekt,
ktery zplisobuje hematurii (pfitomnost ¢ervenych krvinek v moci). Dochazi k blokaci
protrombinu a dalSich hemokoagulacnich faktori v jatrech, z divodu antagonistického
pisobeni kumarinu k vitaminu K.”**
V posledni dob¢ se Evropska komise (EK) zabyva obsahem kumarinu v riznych druzich
potravin obsahujicich skofici, v nichz byla zjisténa mnozstvi kumarinu né€kolikanasobné
vys$si, nez povolena mnozstvi stanovena evropskymi predpisy. Zastupci ¢lenskych statl
EU se dohodli, Ze se stanovi novy limit, ktery bude zohlediovat riziko pro spotiebitele,
vychazejici z toxicity a podezieni na karcinogenitu kumarinu. Zejména je nezbytné
upravit limit u potravin konzumovanych détmi (napf. ryzova kase s prichuti skofice).?

Skodlivy vliv nékterych vonnych latek Ize vyznamné utlumit jinymi vonnymi latkami.

Napiiklad takovymi, které maji povzbuzujici nebo bolesti tlumici uc¢inky. Lze pouzit n€které
terpeny jako jsou &isté pineny.'

31



2.5 Prehled platné legislativy

V Ceské republice je rozhodujici Zakon &.110/1997 Sb. o potravinach a tabakovych
vyrobeich, v platném zn&ni.'"**
V soucasné dob¢ plati tyto predpisy tykajici se pouzivani a hodnoceni aromatickych
latek: ™
= Vyhlaska ¢.447/2004 Sb. o pozadavcich na mnozstvi a druhy latek urcenych
k aromatizaci potravin, podminky jejich pouziti, pozadavky na jejich zdravotni
nezavadnost a podminky pouziti chininu a kofeinu (zapracovavd smérnice
EU 88/388/EHS a 91/71/EHS).

v' K aromatizaci potravin lze pouzivat pouze rostliny uvedené v piiloze
¢.1 vyhlasky ¢.447/2004 Sb., krom¢ latek ziskanych z rostlinnych materiala
povazovanych za potraviny.

v Jak bylo uvedeno v kap. 2.2.2, pouziti nékterych téchto rostlin je omezeno
pritomnosti latek, které mohou byt ve vysSich koncentracich pro c¢loveka
toxické, ty uvadi pfiloha ¢.4 vyhlasky ¢.447/2004 Sb. (napt. kumarin,
Tab. 2.5.1).

Tab. 2.5.1: Nejvyssi pripustné mnoZstvi kumarinu v jednotlivych druzich potravin®

Latka Potravina _INPM 1
mg.kg ', resp. mg.l
napoje 2
karamelové cukrovinky 10
Kumarin | alkoholické napoje 10
zvykacka 50
ostatni potraviny 2

v Latky povolené k aromatizaci potravin uréenych pro kojeneckou a détskou
vyzivu jsou uvedené v piiloze ¢.3 vyhlasky ¢.447/2004 Sb. K ochucovani
mlééné vyzivy, pro kojence od ukonceného ctvrtého meésice veku, se sméji
pouzivat latky uvedené v Tab. 2.5.2. K ochucovani ptikrml pro vyzivu
urcenou pro kojence a malé déti se sméji pouzivat latky uvedené v Tab. 2.5.3.
Nejvyssi povolena mnozstvi (NPM) jsou stanovena pro potraviny upravené
k pozivani podle navodu vyrobce, pokud takovou upravu vyzaduji.

Tab. 2.5.2: Nejvyssi pripustné mnozstvi latek, pouzivanych k ochucovani mlécné
VWEivy, pro kojence od ukonceného ctvrtého mésice veku’

NPM
mg.kg'l, resp. mg.l']
Extrakt z plodl vanilky |nezbytné mnozstvi (NM)
Vanilin 50
Ethylvanilin 50

Latka
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Tab. 2.5.3: Nejvyssi pripustné mnozstvi ldtek, pouzivanych k ochucovdani prikrmii
pro vEivu uréenou pro kojence a malé déti’

, NPM
Latka mg.kg'l, resp. mg.l'1
Extrakt z plodl vanilky |nezbytné mnozstvi (NM)
Extrakt z ovoce nezbytné mnozstvi (NM)
Vanilin 70
Ethylvanilin 70

Natizeni Evropského parlamentu a Rady ¢.2065/2003 o koufovych aromatickych
piipravcich pouzivanych nebo urcenych k pouziti v potravinach nebo na jejich
povrchu.

Naftizeni Komise (Evropské spolecenstvi — ES) €.622/2002, kterym se stanovi lhiity
pro predlozeni informaci pro hodnoceni chemicky definovanych latek urcenych
k aromatizaci pouzivanych nebo urCenych k pouziti v potravinach nebo na jejich
povrchu.

Natizeni Komise (ES) ¢€.1565/2000 kterym se stanovi opatfeni nezbytnd pro pfijeti
programu hodnoceni podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady ¢.2232/96.
Natizeni uvadi pravidla, postupy a lhity pii vyhodnocovani aromatickych latek,
rozdéluje vSechny latky do skupin podle jejich chemické ptibuznosti, stanovi
pozadavky na informace o kazdé aromatické latce, ktera ma byt vyhodnocena.
Rozhodnuti Evropské komise (EC) ¢.217/1999EC, kterym se piijima seznam latek
urenych k aromatizaci pouzivanych v potravinach nebo na jejich povrchu
vypracovany podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady ¢.2232/96 (ES) ve znéni
pozd¢jsich predpist.

Natizeni Evropského parlamentu a Rady ¢.2232/96 kterym se stanovi postup
Spolecenstvi pro latky urcené k aromatizaci, pouzivané nebo urCené k pouzivani
v potravinach nebo na jejich povrchu.

V nejblizsi budoucnosti vejde v platnost natizeni Evropského parlamentu a Rady o latkach
urcenych k aromatizaci a n€kterych slozkach potravin vyznacujici se aromatem pro pouZziti
v potravinach nebo na jejich povrchu a o zméné nafizeni Rady (Evropské hospodaiské
spolecenstvi — EHS) ¢€.1601/91, natizeni Evropského spolecenstvi (ES) €.2232/96 a smérnice
EHS ¢.1576/89, nafizeni Rady (EHS) ¢.1601/91, nafizeni Evropského spoleCenstvi (ES)
€.2232/96 a smérnice 2000/13/ES.*

Stanoveni aromaticky aktivnich latek je slozeno ze dvou zdkladnich fazi:

Moznosti stanoveni aromatickych latek v potravinach
4,6,16

v’ izolaéni — cilem této faze je ziskat reprezentativni tékavé slozky, zalezi
na t€kavosti a rozpustnosti vonnych sloZzek

v detekéni — vhodné instrumentalni zafizeni (separace a identifikace latek
ze smesi)
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Ke spravnému vybéru izolacni techniky je t¥eba si presn¢ stanovit cile studia,
jako naptiklad ziskat ,.kompletni“ aromaticky profil, identifikovat jen kliCové komponenty
vung, identifikovat pfipachy potravinafského vyrobku nebo charakterizovat zmény viné
v &ase atd. Kazdy z t&chto cilti vyzaduje specifickou metodologii.®

Ptehled metod vyuzivanych pro stanoveni aromatickych latek v potravinach:

» GC-MS (gas chromatography-mass spectrometry) — plynova chromatografie
s hmotnostnim spektrometrem, pouZziva se pro analyzu potravin, toxikologickych ptipravka
a pii objektivnim hodnoceni chuti a viini, naptiklad stanoveni:
v' zmén aroma v brandy z hrugek, ktera byla ovlivnéna slune¢nim zafenim*
v citralu a geraniolu v lemongrassové silici*®

= HS-SPME/GC-MS (headspace-solid-phase microextraction/gas chromatography-mass
spectrometry) — headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii
a hmotnostnim spektrometrem, kterou byly stanovovany vybrané aromaticky aktivni
latky v:
v' jablkéch — estery, terpenoidy*®
v bananech?’

v' ovoci (maliny, jahody, ostruZiny, banany, mango) - alkoholy, estery
a terpenoidy™

v'  tropické ovoce (cupuassu, cajd, siriguela, graviola) — alkoholy, estery,
terpenoidy®

v’ Gerstvém &ili™

v rajéatech™

v' olivovém oleji — alkoholy, aldehydy, estery, ketony™ >~

v rostlinny olej — kyseliny, alkoholy, aldehydy™*

v"masle — kyseliny, alkoholy, aldehydy, estery a ketony™"

v rajéatovém dzuse — alkoholy, aldehydy, ketony, fenoly, terpenoidy a dal3i*®

v letitém Sumivém ving Cava®’

v" medech — alkoholy, aldehydy, furany, uhlovodiky, ketony, terpenoidy a dal3i™®

v' hoititné past&®

= HS-SPME/GC-FID (headspace-solid-phase microextraction/gas chromatography-flame
ionization detector) — headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou
chromatografii a plamenové ionizaénim detektorem, kterou byly stanovovany vybrané
aromaticky aktivni latky v:
v bananech?’
v' ovoci (maliny, jahody, ostruZiny, banany, mango) - alkoholy, estery
a terpenoidy™*

v' olivovém oleji — alkoholy, aldehydy, estery, ketony**>

= HS-SPME/GC/GC-FID (headspace-solid-phase microextraction/two-dimensional gas
chromatography-flame ionization detector) headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni
s dvourozmérnou plynovou chromatografii a plamenové ionizacnim detektorem, kterou
byly stanovovany vybrané aromaticky aktivni latky v:

v' jahodach — aldehydy a estery®
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HS-SPME/GC-O  (headspace-solid-phase  microextraction/gas ~ chromatography-
olfactometric analysis detector) — headspace mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni
s plynovou chromatografii-olfaktometrii, kterou byly stanovovany vybrané aromaticky
aktivni latky v:

, 47
v" bananech

DHS/GC-FID (dynamic headspace/gas chromatography-flame ionization detector) —
dynamicka headspace ve spojeni s plynovou chromatografii a plamenové ionizacnim
detektorem, kterou byly stanovovany vybrané aromaticky aktivni latky ve:

v fikach — alkoholy, aldehydy, estery, uhlovodiky a terpenoidy®"
v broskvich a nektarinkach — alkoholy, estery, laktony®?
v' olivovém oleji — alkoholy, aldehydy, estery, ketony*

DHS/GC-MS (dynamic headspace/gas chromatography-mass spectrometry) — dynamicka
headspace ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostnim spektrometrem, kterou
byly stanovovany vybrané aromaticky aktivni latky ve:

v fikach — alkoholy, aldehydy, estery, uhlovodiky a terpenoidy®"
v broskvich a nektarinkach — alkoholy, estery, laktony®
v' masle — kyseliny, alkoholy, aldehydy, estery a ketony

SDE/GC-MS  (simultaneous  distillation  extraction/gas  chromatography-mass
spectrometry) — simultanni destilacni extrakce ve spojeni s plynovou chromatografii
a hmotnostnim spektrometrem, kterou byly stanovovany vybrané aromaticky aktivni
latky v:

v Cervené paprice — alkoholy, aldehydy, derivaty benzenu, estery, uhlovodiky,
ketony, terpeny a dal§i®
letitém $umivém viné Cava®’
Gerném &aji — alkoholy, aldehydy, terpenoidy®

MW

ANANENEN

&ajich — kyseliny, alkoholy, aldehydy, estery, terpenoidy®

SDE/GC-FID (simultaneous distillation extraction/gas chromatography-flame ionization
detector) — simultanni destilacni extrakce ve spojeni s plynovou chromatografii
a hmotnostnim spektrometrem, kterou byly stanovovany vybrané aromaticky aktivni
latky v:

v &ajich — kyseliny, alkoholy, aldehydy, estery, terpenoidy®

TD/GC-MS (thermal desorption/gas chromatography-mass spectrometry) — tepelna
desorpce ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostnim spektrometrem, kterou byly
stanovovany vybrané aromaticky aktivni latky v:

v olivovém oleji — alkoholy, aldehydy, estery, ketony™*

DI/GC-FID (direct injection/gas chromatography-flame ionization detector) — piimy
nastiik/plynova chromatografie s plamenové ionizaénim detektorem, touto metodou byly
stanovovany vybrané aromaticky aktivni latky v:

v' hroznovém destilatu ,,Orujo* — alkoholy, aldehydy, estery®®
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* DI/GC-MS (direct injection/gas chromatography-mass spectrometry) — piimy
nastiik/plynovad chromatografie s hmotnostnim spektrometrem, touto metodou byly
stanovovany vybrané aromaticky aktivni latky v:

v' hroznovém destilatu ,,Orujo* — alkoholy, aldehydy, estery®®

» CLSA/GC-MS (closed-loop stripping analysis/gas chromatography-mass spectrometry) —
,closed-loop stripping®™ analyza ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostnim

spektrometrem, kterou byly stanovovany vybrané aromaticky aktivni latky v:
57,67

V' Sumivém ving
» LLE/GC-MS (liquid-liquid extraction/gas chromatography-mass spectrometry) — extrakce
kapalina-kapalina ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostnim spektrometrem,

kterou byly stanovovany vybrané aromaticky aktivni latky v:
/68,69

v citrénovych likérech (Limoncello) — terpenoidy a dalsi

» LLE/GC-FID (liquid-liquid extraction/gas chromatography-flame ionization detector) —

extrakce kapalina-kapalina ve spojeni s plynovou chromatografii a plamenové ioniza¢nim
detektorem, kterou byly stanovovany vybrané aromaticky aktivni latky v:

v citrénovych likérech (Limoncello) — terpenoidy®®

» Elektronicky nos (electronic nose), kterym byly stanovovany vonné latky v:

v’ rajéatech™
v rostlinny olej — kyseliny, alkoholy, aldehydy™*

2.7 Stanoveni potencidlné alergennich aromatickych aktivnich latek
2.7.1 Mikroextrakce tuhou fazi

Ke stanoveni aromaticky aktivnich latek je predevsim vhodna mikroextrakce tuhou fazi
(SPME - Solid phase microextraction), coz je jednoduchd, relativné rychla a ucéinna
sorpéné/desorpéni technika zakoncentrovani a izolace analytu. Nevyzaduje rozpoustédlo
ani komplikovanou aparaturu (P¥iloha XIT).>"""">7

Usp&sné pouziti SPME je zavislé na spravné volbé a vhodnosti vldkna. V soudasné dob&
existuje n€kolik typl vlaken, které se pouzivaji k extrakci analytd. Principem afinity vlakna
k analytu je teorie: ,podobné latky rozpoustéji podobné®, tzn., Ze polarni slouceniny
se sorbuji na polarni vlakna a nepolarni slouc¢eniny na nepolarni vlakna. Povrchy vldken maji
rizné vlastnosti i tlouStku a vybiraji se podle zkoumaného analytu. Obecné plati, Ze tckavé
latky vyzaduji silngj$i vrstvu polymeru a pro stfedné t€kavé analyty je ucinnéjsi slabsi
Vrstya, T2 7475.76

Na extrakci tékavych aromaticky aktivnich latek se nejcastéji pouzivd SPME vlékno
Carboxen/Polydimethylsiloxan (CAR™/PDMS) o tloustce 85 pum (Obr. 2.7.1).
SPME jednotka je tvotfena kiemennym vldknem pokrytym sorpéni vrstvou. V1dkno je spojeno
s ocelovym pistem a umisténo v duté ocelové jehle, ktera chrani vlakno pfed mechanickym
poskozenim, 777787980
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PDMS faze Carboxenové ¢astice

tavené kifemenné vlikno

Pro zvys$eni kapacity mohou
analyty migrovat mezi vrstvami

Obr. 2.7.1: Detailni pohled na Carboxen — PDMS vidkno™

. s y (0.70,71,72,74
Samotna analyza je sloZzena ze dvou fazi:

1. Sorpéni — vsunuti vldkna do vzorku (headspace prostoru), analyty se sorbuji
do vrstvy pokryvajici vlakno dokud nedojde k distribu¢ni rovnovaze mezi matrici
vzorku a adsorp¢ni vrstvou vlakna.

2. Desorpéni — vldkno s analyty je pieneseno do analytického zafizeni, v kterém
probéhne desorpce, separace a kvantifikace analytu.

Je nezbytné kompletné desorbovat vlakno mezi jednotlivymi analyzami, protoze
by mohlo dochazet k ptenosu analytii do dal$i analyzy (carry over effect).

e , . . e T
Ucinna extrakce a nasledna desorpce z SPME vlakna zavisi na:

v molekulové hmotnosti a tvaru molekuly
v" bodu varu a tenzi par
v’ polarité analytu a vlakna
v’ funkénich skupinach v molekule analytu
Typy extrakci pii analyze pomoci SPME:""*!
v’ pfima extrakce (direct extraction) — vlakno je umisténo do vzorku
v’ extrakce v headspace (headspace mode) — vlakno je umisténo do prostoru
nad vzorkem
v’ extrakce membranové chranénd (membrane protected mode) — vzorek
je od extrakéni faze oddélen membranou, pro velmi znecisténé vzorky

2.7.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC — Gas chromatography) je separacni metoda, pti niz dochazi
k distribuci plyni a par separovanych latek mezi mobilni a stacionarni fazi (Obr. 2.7.2).
Cilem chromatografického procesu je rozdélit vzorek na jednotlivé slozky. Je vhodna
pro analyzu tékavych latek, které je mozné prevést do plynného stavu. Inertni nosny plyn
protéka kolonou a unasi vzorek. Dochazi k interakci mezi vzorkem a stacionarni fazi,
pii ¢emz jsou jednotlivé slozky rizné pevné zadrzovany. Podle stupné zadrZzeni pak vystupuji
diive ¢ipozdéji. Slozky opoustéjici kolonu vstupuji do detektoru. Signal z detektoru
se vyhodnocuje a z ¢asového pribéhu intenzity signalu se ur¢i druh a kvantitativni zastoupeni
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slozek. Doba, ktera uplyne od okamziku vneseni vzorku do vystupu inertni, nesorbované
slozky, se nazyva mrtvy cas (ty) a doba prichodu sorbované latky se oznacuje jako retencni
L).5283

Metodu plynové chromatografie lze pouzit k déleni latek, které se pfi zplynovani
nerozkladaji ani nepodléhaji jiné nezadouci zméné slozeni. Pouziva se k separaci, identifikaci

. N 82,83
mensim nez cca 400 °C.

N . 2,83,84
Hlavni &asti plynového chromatografu:#*#**

= zasobnik plynné (mobilni) faze

= (istici zafizeni

= zafizeni na regulaci tlaku, resp. pritoku plynné faze

» davkovaci zafizeni

» chromatograficka kolona

» termostat se zafizenim pro izotermickou analyzu a pro analyzu s programovanou
zménou teploty

= detektor

» zafizeni na zpracovani a zaznam signalu detektoru a vyhodnoceni analyzy

Nosny plyn Pomocneé plyny Vstup vzorku Detektor Signal

Termostat

Obr. 2.7.2: Schéma plynového chromtorgafu®

Mnoho detektort je zalozeno na tvorb¢ iontli, nejpopularnéj$im z nich se stal FID (Flame
Ionization Detector, plamenové ionizacni detektor). DalSimi pouzivanymi detektory jsou
TCD (Thermal Conductivity Detector, tepelné vodivostni detektor), ECD (Electron Capture
Detector, detektor elektronového zachytu), MS (Mass Spectrometry, hmotnostni spektrometr)
a dali. 3®
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2.7.2.1 Plamenové ionizacni detektor

Plamenové ionizacni detektor (FID — Flame lIonization Detector), je nejpouzivanécjsi
detektor v plynové chromatografii a je piikladem ioniza¢niho detektoru, ktery byl vynalezen
ptimo pro plynovou chromatografii (Obr. 2.7.3).

Vzorek je nejdiive spalovan plamenem vzniklym hofenim vodiku v syntetickém vzduchu.
V plameni se tvofi ionty a volné elektrony. Nabité ¢astice v nosném plynu vytvareji métitelny
tok proudu v prostoru mezi dvéma elektrodami detektoru. Vysledny tok proudu ma vétsi
intenzitu nez tok proudu vzniklého pfi pratoku pouze cCistého nosného plynu a vodiku.
Rozdil zméfeného signalu podava presnou informaci o vzorku, protoze proud je piimo
umérny ionizaci, ktera zavisi na slozeni vzorku.

Plamenoioniza¢ni detektory jsou extrémné citlivé a koeficient linearity rovny jedné,
maji Siroky rozsah linearity. Jejich nevyhodou je pouze destrukce vzorku.

Dtlezitym aspektem je vybér nosného plynu k ptevedeni vzorku z injektoru ptes kolonu
do detektoru. Nosny plyn musi byt inertni a nesmi se adsorbovat na material kolony.
Jako nosné plyny pro FID se obvykle pouzivaji helium nebo dusik, vyjime¢né také vodik.

Pomocné plyny — vodik a synteticky vzduch, naopak slouZzi jako palivo a oxidacni plyn
pro proces spalovani. Necistoty, zvlasté uhlovodiky, vlhkost a kyslik piisobi rusive, snizuji
citlivost a mohou zhors$it mez detekce. Jejich obsah v pomocnych plynech je proto stanoven
limitem, 13:3486.87.88

: Odvod plynu

Elektroda & ||
. _ Signal
Iniciace —mm—= g
Vzduch —)>B
(_ Vodik
Pfivod plynu
z kolony

Obr. 2.7.3: Plamenové ionizacni detektor™
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2.8 Vybrané statistické metody zpracovani dat

Validace je zkoumani riznych parametri analytického systému z hlediska
metodologického. Zahrnuje analytickou techniku, charakterizaci metody i analytické postupy.

Cilem validace je demonstrovat vhodnost metody k zamySlenému pouziti vyhodnocenim
vSech pozadovanych validacnich parametrti. ZjiStovani jednotlivych parametrt se déje podle
pevného a predem dohodnutého protokolu.*****!

2.8.1 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody je definovana jako té€snost shody mezi jednotlivymi, navzijem

nezavislymi vysledky méfeni ziskanymi za podminek opakovatelnosti, a ty jsou:”"*!

v' identicky analyt

v’ totozna zkuSebni metoda a stejné piistrojové vybaveni

v’ tatdz laboratof (stejné podminky), v kratkém Easovém useku
v’ stejny experimentator

2.8.1.1 Aritmeticky priumér
Aritmeticky pramér je definovan jako soucet vSech hodnot pfi opakovani analyzy x;,

vydélenych jejich celkovym poctem xn. Obvykle se znaci symbolem x s vodorovnym
89,92,93,94
pruhem:™" "

x=1 (1)

2.8.1.2 Smérodatnd odchylka

Smérodatna odchylka je mirou piesnosti vysledkii stanoveni. Charakterizuje rozptyleni
jednotlivych hodnot x; kolem aritmetického priméru X . Je definovana vztahem:**?% 93

5= 2)
Xi.eveerenr......prislusna jednotliva hodnota
X oo, aritmeticky primer
[/ pocet nezavislych métreni

2.8.1.3 Relativni smérodatnd odchylka

Relativni smérodatnd odchylka udava procentudlni miru rozptylenosti dat od stfedni
hodnoty:****%*
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100 3)

S.ieiinein......smerodatna odchylka
X oo, aritmeticky prameér

2.8.2 Linearita metody

Linearita je chapana jako pifimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi proménnymi,
tj. odezvou instrumentace neboli analytickym signdlem (v nasSem piipadé plocha piku)
a koncentraci stanovované latky. Te&snost vzajemné zavislosti téchto dvou nahodnych
proménnych charakterizuje korelacni koeficient. Linearni zavislost je vyjadfena obecnym
vztahem:*"*

y=a+bx 4)
Xy Veoraanannannnn nahodné proménné
S smérnice kalibracni pfimky
7 U usek posunuti

2.8.3 Mez detekce

Mez detekce individudlniho analytického postupu (LOD — Limit Of Detection)
je definovana jako nejniz§i koncentrace analytu ve vzorku, které muize byt detekovano.
To znamena, Ze poskytuje analyticky signal, ale nemusi byt nezbytné¢ kvantifikovana
jako exaktni hodnota.

U separacnich metod je mez detekce obvykle stanovovana pomoci hodnoty signalu slepého
pokusu. Z chromatogramu slepého pokusu je zjiSténo maximalni kolisani zakladni linie (/,,,y)
v oblasti dané dvacetindsobkem polositky piku stanovovaného analytu. Pro odezvu meze
detekce yp a pro koncentraci meze detekce xp plati:¥*"!

yD = 3'hmax (5)
Vb
X, ="+ 6
»=5 (6)
/) PR smérnice kalibracni pfimky; vychazi z koncentracni zavislosti y = b;.x,

kde y je vyska chromatografického piku a ne plocha jak je obvyklé.”
2.8.4 Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti individudlniho analytického postupu (LOQ — Limit Of Quantification)
jako exaktni hodnota se stanovenou pfesnosti.

Obecné je vSak mez stanovitelnosti rovna hodnoté y;, coz je prvni bod kalibracniho
modelu, a jeji odpovidajici hodnoté€ x;. Pro odezvu meze stanovitelnosti ysa koncentraci meze

. . +.89,90,91
stanovitelnosti xg plati:
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vy =10-h (7)

X =25 ®)
bl
/) P smérnice kalibracni pfimky; vychazi z koncentracni zavislosti y = b;.x,

kde y je vyska chromatografického piku a ne plocha jak je obvyklé.”
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti je vypracovat a validovat SPME-GC-FID metodu pro stanoveni
vybranych alergennich aromaticky aktivnich latek. Nasledné metodu aplikovat na realné
vzorky potravin.
3.1 Laboratorni vybaveni
3.1.1 Chemikalie

Ktéto praci bylo pouzito celkem tfinact standardi alergennich vonnych latek.
Pro standardy oznacené I, byly stanoveny zakladni valida¢ni parametry metody, u standardd

oznacenych II, byly pouze zjistény retencni Casy jednotlivych latek (identifikace).

3.1.1.1 Standardy vonnych alergennich ldatek I

= Anyzalkohol 98 % Sigma-Aldrich

= g-Amylcinnamaldehyd, cis + trans 97 % Sigma-Aldrich

= Cinnamaldehyd >93% SAFC Supply Solution
= o-Hexylcinnamaldehyd >95 % SAFC Supply Solution
= 7-Hydroxycitronellal >95% Fluka Analytical

= Methyl 2-oktynoat 99 % Sigma-Aldrich

3.1.1.2 Standardy vonnych alergennich ldtek 11

= Citral, cis + trans 95 % Alfa Aesar
= (Citronellol 96 % Alfa Aesar
= Eugenol 99 % Alfa Aesar
= Geraniol 97 % Alfa Aesar
= [soeugenol, cis + trans 98 % Alfa Aesar
= Limonen 97 % Alfa Aesar
= Linalool 97 % Alfa Aesar

3.1.1.3 Rozpoustédla

= Heptan >99 % Sigma-Aldrich
= Ethanol 96 % Lach-Ner
3.1.2 Plyny
= Dusik 5.0 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem a kovovou membranou
= Vodik 5.5 SIAD v tlakové lahvi s redukénim ventilem
=  Vzduch 5.0 SIAD v tlakové 1ahvi s redukénim ventilem pro kyslik
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3.1.3

Piistroje a pracovni pomiicky

Plynovy chromatograf TRACE GC 2000 (ThermoQuest Italia S. p. A., Italie)
Vodni lazen Julabo TW 12, LABORTECHNIK GMBH , Némecko
Analytické digitalni vahy GR-202-EC, HELAGO, Italie
Pocitac PC Intel Celeron CPU, systém Microsoft Windows XP Profesional 2002,
program Chrom-Card
Chladnicka s mrazni¢kou Amica, model AD 250
SPME vlakno se stacionarni fizi Carboxen/Polydimethylsiloxan (CAR™/PDMS)
o tloust’ce 85 pm, SUPELCO
Automatické mikropipety: BIOHIT Proline, 100,0 —1000,0 ul;
BIOHIT Proline, 10,0 — 100,0 pl;
GILSON Pipetman, 2,0 — 20,0 pl;
BIOHIT Proline Plus, 0,1 — 3,0 pl;
LABSYSTEMS Finnpipette, 0,2 — 2,0 pl
Vialky o objemu 4 ml se Sroubovacim uzavérem a septem
Tieci miska s tlou¢kem
Drzak, stojan
Bézné laboratorni sklo
Spicky, lzice, $pachtle, parafilm

3.2 Podminky SPME-GC-FID

Teplotni program GC, SPME vldkno, extrakéni podminky pro metodu SPME a ostatni

parametry analyzy (Tab. 3.2.1, Tab. 3.2.2 a Tab. 3.2.3) byly pievzaty z literatury

a predchozich praci zabyvajicich se stejnou nebo podobnou problematikou.

95,96,97,98

Plynovy chromatograf TRACE GC 2000 (ThermoQuest Italia S. p. A., Italie)
s plamenovée ioniza¢nim detektorem a split/splitless injektorem (PFiloha XIII)
Kapilarni kolona DB-WAX (30 m x 0,32 mm x 0,5um), teplotni limit: 20 — 240°C
Nosny plyn: dusik — pratok 0,9 ml.min-1

Injektor: pravy injektor, 250 °C, davkovani rucné, CT splitless injection (konstantni
teplota v celém injektoru)

Tab. 3.2.1: Teplotni program GC

Teplotni program GC

Pocétecni teplota 40 °C 1 min

Vzestupny gradient 4 °C.min"", do 200 °C | 9 min

Celkova doba analyzy | 50 min

Tab. 3.2.2: Detektor

Plamenov¢ ioniza¢ni detektor (FID)

Teplota 220 °C
Priitok vzduchu 350 ml.min™’
Prittok vodiku 35 ml.min’!
Make-up dusiku 30 ml.min™
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Tab. 3.2.3: Optimalizované podminky metody SPME

Typ SPME vlakna

Carboxen/Polydimethylsiloxan
(CAR™/PDMS), tloustka 85 pm

Extrak¢ni postup headspace prostor (HS-SPME)
Extrakéni teplota (teplota vodni 1azné) | 35 °C

Doba dosazeni rovnovahy 20 min

Doba extrakce 30 min

3.3 Realné vzorky potravin

Namatkoveé byla vybrana skala riznych vzorkl potravinarskych vyrobka (7ab. 3.3.1),
které byly analyzovany testovanou metodou SPME-GC-FID. Vzorky byly zakoupeny v bézné

obchodni siti a uchovavany dle pokynti vyrobce vyznacenych na obale.

Tab. 3.3.1: Analyzované potravindarské vyrobky

Vyrobek
. . Objem Vyrobce
Nazev Popls (hmotnost) (Prodavajici)
, & R , P&kny — Unimex s.1.0.,
Avokado - Spagety | Kofenici pfipravek sypky 27¢g
Praha 2
s . Jan Becher —
Becherovka Likér, obsah alkoholu 20 % obj.; ,
Lemond firodni aroma 0,51 Karlovarska
P Becherovka, a.s.
. Bonbdny: meloun s visiiovou Nestlé Cesko s.r.0,
Bon Pari o e 50g
naplni; piirodni aroma Praha 4
Cejlonsky ¢aj ¢erny pravy
Dilmah Strawberry | aromatizovany; pfirodni aroma 375¢ MJF Group, Sri Lanka
jahody
HALLS Dropsy s prichuti mentolu 135 Cadbury Adams
Blackcurrant a ¢erného rybizu; aroma ~ 8 Colombia S.A.
Kojenecka vyziva s borivkami Hamé s.r.o
Hamanek Bortivka | od dokon¢eného 4. mésice; 190 g L%
) o Kunovice, CR
neobsahuje uméla aromata
Komprimat s ptichutémi; The Candy Plus Sweet
Lipo aroma: pomerang, citron, hruska, 60 g Factory, s.r.0.,
meruiika, malina Rohatec, CR
Millenium Vital, Bylinny ¢aj s levanduli )
BIO Relax z ekologického zemédélstvi 40g LEROS, s.r.0.; Praha 5
Nestea Peach Ledovy ¢aj s prichuti broskve; 0.51 roai Cola HBC
aroma Ceska republika, s.r.0.
: Zvykatka bez cukru s ptichuti Wrigley Poland
Orbit Watermelon melounu se sladidly; aroma l4g SP.Z.0.0., Poznan
PICKWICK Ovocny ¢aj aromatizovany, Sara Lee Czech
Cranberry & . . . 40¢g :
brusinky s malinami; aroma Republic, a.s., Praha 9
Raspberry
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3.4 Pracovni postupy
3.4.1 Priprava standardu

Vsechny standardy alergennich latek byly rozpustény v urcitém poméru s heptanem
popt. s ethanolem na pozadovanou koncentraci. 1 ml tohoto vzorku byl vzdy umistén
do vialky se Sroubovacim uzavérem a plynotésnym septem. Standardy alergennich latek
byly uchovavany v lednici.

3.4.2 Priprava realného vzorku

Z kapalnych redlnych vzorka (Becherovka Lemond) byl odebran 1 ml a umistén do vialky
se Sroubovacim uzavérem a plynotésnym septem. Vzorky pevného skupenstvi (€aje, bonbony)
byly rozdrceny a rozmélnény v tfeci misce stlouckem. 1 g tohoto realného vzorku
byl umistén do vialky se Sroubovacim uzavérem a plynotésnym septem.

3.4.3 Sorpce a desorpce aromaticky aktivnich latek

Vialka s ptipravenym vzorkem (1 ml) byla umisténa do vodni lazn¢ vytemperované
na extrakéni teplotu 35 °C. Zde byla vialka ponechana 20 minut. Po tuto dobu dochézelo
ve vialce k ustalovani rovnovdhy mezi vzorkem a headspace prostorem. Poté se SPME
extraktor umistil do drzaku na stojanu (Pifloha XII). Do headspace prostoru nad vzorkem
byla vsunuta pfes septum dutd ocelova jehla s vlaknem, coz je 1 cm dlouhé kiemenné sklo,
na kterém je nanesen sorbent. Vlakno bylo pomoci pohyblivého pistu vysunuto a aromaticky
aktivni latky se extrahovaly po dobu 30 minut. Pohyblivym pistem bylo vldkno opatrné
zasunuto zpét do ochranné jehly a SPME extraktor byl ihned vyjmut ze stojanu a pfenesen
do nastiikové komory plynového chromatografu. Vldkno zde bylo opét vysunuto a vlivem
vysoké teploty (250°C) byly analyty desorbovany po dobu 20 minut a dale proudem nosného
plynu unaseny na kolonu (Pfiloha XIII).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace navazuje na diplomové prace’®, které se také zabyvaly problematikou
stanoveni alergennich vonnych latek. Bylo vybrano vhodné SPME vldkno, které se osvédéilo
pti extrakci t€kavych aromaticky aktivnich latek. Déle byly stanoveny optimalni extrakcni
podminky pro metodu SPME tak, aby bylo dosaZeno co nejvétsitho extrakéniho vytézku.
Zjisténé optimalni podminky metody SPME-GC byly ptevzaty a aplikovany v této praci.

Celkem bylo analyzovano tfinact standardi alergennich vonnych latek (7ab. 4.1.1
a Tab. 4.1.2) z celkového poctu 26, které uvadi Evropska kosmeticka legislativa (Tab. 2.3.1).
Pro standardy vonnych alergennich latek I byly stanoveny zakladni valida¢ni parametry,
tj. opakovatelnost, linearita, mez detekce a mez stanovitelnosti. U standardd vonnych
alergennich latek II byly pouze zjistény retencni Casy jednotlivych latek (identifikace),
dali parametry byly naplni pfedchozich diplomovych praci.’>*®

4.1 Identifikace jednotlivych standardi

Kazdy alergenni standard byl nafedén do jedné separatni vialky a proméfovan pomoci
metody SPME-GC-FID. Ur¢ilo se vhodné rozpoustédlo pro kazdou alergenni vonnou latku
az chromatogramt jednotlivych standard( byly zjistény jejich retencni Casy. Zasobnimi
roztoky standardii vonnych latek: a-amylcinnamalu, citralu a isoeugenolu, byly smési
cis a trans izomerd. V chromatogramech téchto latek byly tedy identifikovany dva piky.
Nebylo mozno stanovit, ktery zpikdi chromatogramu odpovidd kterému izomeru,
proto jsou tyto piky zapsany jako: a-amylcinnamal I a I, citral I a Il a isoeugenol I a 1.

Poté se standardy stanovily i ve smésich (Tab. 4.1.3). Vyjimkou byl pouze anyzalkohol,
ktery v heptanu tvofil 2 faze, bylo tedy nutné pouzit jiné rozpoustédlo (ethanol) a aplikace
do smési nebyla mozna. Prehled analyzovanych standardi a jejich retencni casy uvadi
Tab. 4.1.1 — Tab. 4.1.3 a Graf 4.1.1 — Graf 4.1.4.

4.1.1 Standardy vonnych alergennich latek I

Tab. 4.1.1: Retencni casy standardii a prislusna rozpoustédia

Alergenni standard | Retencni ¢as tg [min] | RozpousStédlo
a-Amylcinnamal I 24,46 heptan
Methyl 2-oktynoat 27,76 heptan
7-Hydroxycitronellal 36,02 heptan
Cinnamal 38,39 heptan
a-Amylcinnamal II 43,53 heptan
Anyzalkohol 44,41 ethanol
a-Hexylcinnamal 46,67 heptan
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4.1.2 Standardy vonnych alergennich latek I1

Tab. 4.1.2: Retencni casy standardii a prislusné rozpoustédio

Alergenni standard | Reten¢ni ¢as tg [min] | Rozpoustédlo
Limonen 13,70

Linalool 24,82

Citral 1 29,02

Citral II 30,39

Citronellol 31,10 heptan
Geraniol 33,28

Eugenol 41,14

Isoeugenol I 43,37

Isoeugenol 11 46,23

4.1.3 Smési standardi vonnych alergennich latek

Tab. 4.1.3: Rozdéleni standardii do smési

Alergenni standard | Retencni ¢as tg [min] | Rozpoustédlo
o-Amylcinnamal [ 24,46

Smés A 7—Hydro>?ycitronellal 36,02 Heptan
o-Amylcinnamal II 43,53
a-Hexylcinnamal 46,67

Smés B Methyl 2-oktynodat 27,76 Heptan
Cinnamal 38,39

samostatné | Anyzalkohol 44,41 Ethanol
Limonen 13,70
Linalool 24,82
Citral 1 29,02
Citral 11 30,39

Smés C Citronellol 31,10 Heptan
Geraniol 33,28
Eugenol 41,14
Isoeugenol | 43,37
Isoeugenol 11 46,23
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4.2 Opakovatelnost metody

Ke stanoveni opakovatelnosti byly pouzity smési identifikovanych standardii. Pro stejnou
koncentraci kazdého standardu vonnych alergennich latek bylo provedeno pét méfeni
za ucelem porovnani plochy pik. Kazdéa sada péti métfeni byla provadéna vzdy v jednom
dni, jednim pracovnikem a v jedné laboratofi. Nasledn¢é byla urCena smérodatna odchylka
arelativni smérodatna odchylka (RSD), kterd byla vybrana jako hlavni ukazatel
opakovatelnosti. Pro vypocet byly pouzity rovnice Cislo 1 — 3 (kap. 2.8.1).

Dobra opakovatelnost zavisi na extrakéni dobé, kterd byla velmi dobfe sledovana.
Vypoétené hodnoty RSD nesmi presahnout 10 %.”® Opakovatelnost metody byla ovétena,
hodnoty RSD se pohybovaly vrozmezi 0,53 — 6,15 %. Lze tedy konstatovat, ze zvolena
metoda SPME-GC-FID je dostatecné pfesna pro analyzu uvedenych vonnych alergennich
latek v potravinach. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4.2.1 — Tab. 4.2.3. Pro lepsi prehled
jsou vysledky znazornéné i graficky (Graf 4.2.1).

Tab. 4.2.1: Opakovatelnost metody pro standardy: a-Amylcinnamal I, 7-Hydroxycitronellal,
a-Amylcinnamal 11

., o Alergenni standard
Cislo méfeni X . .
a-Amylcinnamal I | 7-Hydroxycitronellal | a-Amylcinnamal II
1 15957390 90374450 134165000
2 15735820 99744490 135711500
Plocha piku
[mV-s] 3 15645510 99552870 135820100
4 15547870 95637380 134901600
5 15000730 106853000 135716000
Priméma plocha piku 15577464 98432438 135262840
[mV-s]
Smérodatna odchylka s 35621221 6054465,97 716403,43
RSD [%] 2,29 6,15 0,53

., o Alergenni standard
Cislo méteni X -
a-Hexylcinnamal Methyl 2-oktynoat
1 44309890 213844600
Plocha nik 2 45928420 203335100
pona prd 3 44829880 202025900
[mV:s]
4 44064290 190070600
5 44326540 197076200
Pramémd plocha piku 44691804 201270480
[mVs]
Smérodatna odchylka s 745207.02 8746014.89
[mV:s]
RSD [%] 1,67 4,35

Tab. 4.2.2: Opakovatelnost metody pro standardy. o-Hexylcinnamal, Methy! 2-oktynoat
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Tab. 4.2.3: Opakovatelnost metody pro standardy: Cinnamal, Anyzalkohol

Cislo mefent Alergenni standard
1S10 mereni
Cinnamal Anyzalkohol
] 234359400 276836200
S 2 252415500 286282100
ocha piku 3 223296000 294907500
[mV:s]
4 236331600 296037100
5 224636200 293015800
Primérné plocha piku 234207740 289415740
[mV-s]
Smérodatnd odchylka s 11691201,33 7984779,18
[mV-s]
RSD [%] 4,99 2.76
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3,00E+08 -
7 2,50E+08 - @1
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E 2,00E+08 - |2
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Graf 4.2.1: Porovnani ploch pikii alergennich standardii pri zkousce opakovatelnosti metody
4.3 Linearita

Linearita metody neboli linearita pouzitého detektoru byla proméfena pro kazdy standard,
a to minimalné¢ pro pét vzorkd v riznych ekvidistantnich koncentracnich rozmezich.
Vysledky jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach (7ab. 4.3.1 — Tab. 4.3.3).

Z koncentraci standardd a ziskanych ploch pikii byly sestrojeny grafy linearni zavislosti
(Graf 4.3.1 — Graf 4.3.7). Body jednotlivych zavislosti byly proloZeny spojnici trendu
a ziskala se rovnice regrese a dosazené korelagni koeficienty R? (Tab. 4.3.4).
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Tab. 4.3.1: Stanoveni linearity pro standardy: a-Amylcinnamal I, 7-Hydroxycitronellal,

o-Amylcinnamal 11

Alergenni standard

a-Amylcinnamal I

7-Hydroxycitronellal

a-Amylcinnamal II

Plocha piku o Plocha piku ol Plocha piku ol
[mV-s] ¢ [ug'ml™] (mV-s] ¢ [pg'ml™] [mV-s] ¢ [pg'ml™]
494574 4,85.10° 109882 2,53 1255395 4,85.10°
724006 9,70.10° 244791 4,60 2106877 9,70.10°
1156676 14,55.10° 527027 25,30 4486553 14,55.10°
1305016 19,40.10° 1186509 46,00 6804529 19,40.10°
1675524 24,25.10° 8314005 253,00 8184780 24.25.10°

Tab. 4.3.2: Stanoveni linearity pro standardy: o-Hexylcinnamal, Methyl 2-oktynodt

Alergenni standard
a-Hexylcinnamal Methyl 2-oktynoat
461050 4,77 83571 0,18
1752624 21,44 293582 1,02
3056739 47,65 492780 1,85
15459180 214,42 614616 10,16
28813590 476,51 801849 18,48
— — 3286580 101,64

Alergenni standard

Cinnamal Anyzalkohol
Pl([);:rlll\a;gku ¢ [ugml”] Pl?f;ls.ziku ¢ [ugml™]
20800 0,12 178536 4,18
30299 0,21 329612 7,60
181825 1,15 1963680 41,80
309641 2,10 3349813 76,00
2022571 11,53 13569610 418,00

3955088 20,96 — —

Tab. 4.3.3: Stanoveni linearity pro standardy: Cinnamal, Anyzalkohol
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Graf 4.3.1: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci: a-Amylcinnamal 1
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Graf 4.3.2: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci: 7-Hydroxycitronellal
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Graf 4.3.3: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci: o-Amylcinnamal 11
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Graf 4.3.4: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci: a-Hexylcinnamal
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Graf 4.3.5: Linedrni zavislost plochy piku na koncentraci: Methyl 2-oktynodt
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Graf 4.3.6: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci: Cinnamal
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Graf 4.3.7: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci: Anyzalkohol

Tab. 4.3.4: Hodnoty spolehlivosti jednotlivych standardii

Alergenni standard Korela¢ni koeficient R?
a-Amylcinnamal [ 0,9839
7-Hydroxycitronellal 0,9969
a-Amylcinnamal II 0,9805
a-Hexylcinnamal 0,9927
Methyl 2-oktynoét 0,9904
Cinnamal 0,9986
Anyzalkohol 0,9954

Linearita ovéfované metody byla zhodnocena jako dobrd, vSechny hodnoty korelac¢nich
koeficientl byly vyssi nez 0,9800. Detektor FID se vyznacuje koeficientem linearity rovnym
jedné, fadi se tedy mezi linearni detektory, coz se ovéfilo.**”* U jednotlivych standardi
se linearni rozsahy znacné 1isi, pfehled koncentracnich rozmezi je uveden v Tab. 4.3.5.

Tab. 4.3.5: Koncentracni rozmezi linearity jednotlivych standardii

Alergenni standard Koncentraéni rozmezi linearity [pg-ml’l]
o-Amylcinnamal [ 4,85.10° — 24,25.10°
7-Hydroxycitronellal 2,53 — 253,00
o-Amylcinnamal I 4,85.10° - 24,25.10°
a-Hexylcinnamal 4,77 — 476,51

Methyl 2-oktynoét 0,18 - 101,64

Cinnamal 0,12 - 20,96

Anyzalkohol 4,18 -418,00

56



4.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Ke stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti byly alergenni standardy postupné
zied'ovany s ekvidistantnimi rozdily koncentraci a proméfovany metodou SPME-GC-FID.
Pro kazdy standard minimalné pét hodnot koncentrace. Po analyze se jiz pracovalo
s chromatogramy za ucelem zjistit mez detekce a mez stanovitelnosti. Pro vypocet
byly pouZity rovnice ¢islo 5 — 8 (kap. 2.8.3 a 2.8.4).

Z koncentraci standardil a zjisténych vySek pika z pfislusnych chromatogramu (Tab. 4.4.1
— Tab. 4.4.3) byly sestrojeny grafy linearni zavislosti. Body jednotlivych zévislosti
byly prolozeny spojnici trendu a ziskaly se odpovidajici rovnice regrese z nichz byly odecteny
smérnice kalibra¢nich ptimek by (Graf 4.4.1 — Graf 4.4.7).

Z chromatogramu slepého pokusu neboli ze zdznamu Sumu detektoru bylo urceno
maximalni kolisani zakladni linie (4,.) v oblasti dané dvacetinasobkem polositky piku

. 90
stanovovaného analytu.

Tab. 4.4.1: Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti pro standardy: a-Amylcinnamal I,
7-Hydroxycitronellal, a-Amylcinnamal 11

Alergenni standard
a-Amylcinnamal [ 7-Hydroxycitronellal a-Amylcinnamal [I

W ety | VR e gy | YD g

9220 4,85.10° 1609 2,53 17593 4,85.10°

12174 9,70.10° 3660 4,60 36161 9,70.10°

18967 14,55.10° 7493 25,30 76522 14,55.10°

24622 19,40.10° 17556 46,00 125016 19,40.10°

31607 24,25.10° 121655 253,00 161917 24,25.10°

Tab. 4.4.2: Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti pro standardy: o-Hexylcinnamal,

Methyl 2-oktynoat

Alergenni standard
a-Hexylcinnamal Methyl 2-oktynoat
5160 4,77 1472 0,19
19422 21,44 4510 1,02
34145 47,65 8102 1,85
170478 214,42 10794 10,16
308965 476,51 14187 18,48
— — 52369 101,64
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Tab. 4.4.3: Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti pro standardy: Cinnamal,

Anyzalkohol
Alergenni standard
Cinnamal Anyzalkohol
Vyska piku o Vyska piku ol
[mV] ¢ [pgml™] (mV] ¢ [ugml™]
386 0,12 2664 4,18
586 0,21 4921 7,60
3444 1,15 29452 41,80
5885 2,10 50477 76,00
37823 11,53 200323 418,00
74621 20,96 — —
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Graf 4.4.1: Linearni zavislost vysky piku na koncentraci.: o-Amylcinnamal 1
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Graf 4.4.2: Linearni zavislost vysky piku na koncentraci: 7-Hydroxycitronellal
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Graf 4.4.3: Linearni zavislost vysky piku na koncentraci: o-Amylcinnamal 11
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Graf 4.4.4: Linearni zavislost vysky piku na koncentraci: o-Hexylcinnamal
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Graf 4.4.5: Linedrni zavislost vysky piku na koncentraci: Methyl 2-oktynoat
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Graf 4.4.6: Linedrni zavislost vysky piku na koncentraci: Cinnamal
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Graf 4.4.7: Linearni zavislost vysky piku na koncentraci: Anyzalkohol

4.4.1 Priklad vypoctu meze detekce a meze stanovitelnosti

Rovnice ¢islo 5 — 8 k vypoctiim jsou uvedeny v kap. 2.8.3 a 2.8.4.

= Alergenni standard: o-Amylcinnamal |
* Maximalni kolisani zakladni linie: /. = 563 mV

=  Mez detekce

v Odezva meze detekce: yp = 3.Max

yp=13.563 = 1689 mV

v Smérnice (z rovnice regresni ptimky kalibraéni kiivky): by = 1,18

v" Koncentrace na mezi detekce; LOD: x, =

60

_p

1

_ 1689 _ 1,43.107 pgml™

b

Xp



=  Mez stanovitelnosti

v Odezva meze stanovitelnosti: ys = 10./,,4,

v" Koncentrace na mezi stanovitelnosti; LOQ: x, =

ys=10.563 = 5630 mV
v Smérnice (z rovnice regresni ptimky kalibraéni kiivky): by = 1,18

_ Vs

1

Xs

b

5630

=4,77.10" pg'ml”

Uvedeny zplsob vypoctu meze detekce a meze stanovitelnosti byl pouzit u vsech
alergennich standardti. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 4.4.4 a Tab. 4.4.5.

Tab. 4.4.4: Meze detekce pro jednotlivé standardy

Alergenni standard | hy., [mV] by yp [mV] |LOD [pg'ml™]
a-Amylcinnamal [ 563 1,18 1689 1,43.10°
7-Hydroxycitronellal 121 484,64 363 0,75
a-Amylcinnamal [T 3889 7,78 11667 1,50.103
a-Hexylcinnamal 296 651,91 888 1,36
Methyl 2-oktynoat 10 471,11 30 0,06
Cinnamal 45 3539,93 135 0,04
Anyzalkohol 205 468,54 615 1,31

Tab. 4.4.5: Meze stanovitelnosti pro jednotlivé standardy

Alergenni standard | hp, [mV] b ys [ mV] |[LOQ [ug-ml’l]
o-Amylcinnamal I 563 1,18 5630 4,77.10°
7-Hydroxycitronellal 121 484,64 1210 2,50
a-Amylcinnamal II 3889 7,78 38890 4,99.10°
a-Hexylcinnamal 296 651,91 2960 4,54
Methyl 2-oktynoat 10 471,11 100 0,21
Cinnamal 45 3539,93 450 0,13
Anyzalkohol 205 468,54 2050 4,38

Obecné by méla mez stanovitelnosti odpovidat hodnoté y;, coz je prvni bod kalibracniho
modelu, a odpovidajici hodnoté x;°°, coZ bylo u viech promé&fovanych standardd splnéno.
Meze detekce jednotlivych analyti se pohybovaly v koncentratnim rozmezi 0,04 —

1,36 ug'ml” a meze stanovitelnosti koncentraénim rozmezi 0,13

4,54 pgml.

Plynova chromatografie s FID detektorem ve spojeni s SPME extrakei je pro tyto standardy
dostatecné citlivd. Vysokou mez detekce 1 stanovitelnosti, oproti ostatnim alergennim
standardim, mél pouze a-amylcinnamal. Jeho odezva byla slaba, proto je citlivost metody
u tohoto standardu nizkd. Navrhuji bliz$i studium v jedné z navazujicich praci.
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4.5 Realné vzorky

Namatkoveé byla vybrana skala riznych vzorkl potravinarskych vyrobka (7ab. 3.3.1),
které byly analyzovany testovanou metodou SPME-GC-FID. Na obale téchto potravin uvadi
vyrobce vétSinou pojem ,,aroma“, ptipadné , prirodné identické aromatické latky"“.
Mohou tedy obsahovat i n¢které z vybranych alergennich aromatickych latek.

Sledované alergenni aromatické latky byly zchromatogramli redlnych vzorka
identifikovany na zaklad¢ retenénich cCast standardt (Tab. 4.5.1, Tab. 4.5.2 a Tab. 4.5.3)
a porovnany s pripadnou deklaraci na obale vyrobku.

Vzhledem k tomu, Ze u ¢asti identifikovanych latek nebyly z ¢asovych divodu k dispozici
parametry standardl potiebné pro kvantifikaci, v tabulkach je uvedena pouze pritomnost dané
latky. Po dokonceni validace metody a kompletniho proméfeni vsech legislativou danych
standardii (coz bude naplni dalSich navazujicich diplomovych praci) bude samoziejmé
sledovana pfitomnost danych latek i z hlediska kvantitativniho.

Chromatogramy realnych vzorkl jsou uvedeny v Pfiloha I — Piiloha XI.

Tab. 4.5.1: Vyskyt zkoumanych ldatek ve vybranych typech potravin

oy Avokado — Becherovka . Dilmah
Realné vzorky x Bon Pari
Spagety Lemond Strawberry
= ~ a-Amylcinnamal [ v v v -
2 S | Methyl 2-oktynoit — v - -
§ i 7-Hydroxycitronellal — - - —
.E‘ E Cinnamal v v - v
,.‘é a a-Amylcinnamal II - — — -
8 3 Anyzalkohol — — - -
<
i a-Hexylcinnamal v — v -
Limonen v v v v
= = | Linalool v v v v
[ > B
2§ | Citral I - 4 4 -
§ = | Citral II - v v v
=
Z 2 | Citronellol — - v —
= = -
- g‘i‘) Geraniol v v - v
g S | Eugenol v v v -
= Isoeugenol 1 v - - v
Isoeugenol 11 - - - -

Na obale kofeniciho piipravku Avokado — Spagety je uveden obsah bazalky, oregany,
pepie cerného a dalSich ptisad. Silice bazalky obsahuje linalool, limonen, eugenol
a isoeugenol, silice oregana taktéz linalool. Do kofenicich smési se pifiddva cinnamal
a ke zlep$eni, nebo zvyraznéni chuti arnylcinnamal.7’16’19 Chromatogram koteniciho ptipravku
je uveden v Piiloha I.

U Becherovky Lemond uvadi vyrobce na etiketé obsah piirodniho aroma. Tento bylinny
likér obsahuje vonné latky citral a limonen, které mu udavaji citrusové aroma (P¥iloha IT)."®
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Bonbony Bon Pari s pfichuti melounu s visfiovou naplni, maji na obale uvedeno,
7e obsahuji pfirodni aroma, v kterém bylo identifikovano osm vonnych alergennich latek
(Priloha III).

Dilmah Strawberry je pravy cerny Cejlonsky ¢aj aromatizovany piirodnim aroma jahody
(uvedeno na etiket¢), cemuz mulze odpovidat ptitomnost linaloolu a limonenu.
Do aromatizovanych &aji se pouziva také isoeugenol.'® Dale tento ¢aj obsahuje cinnamal,
citral, citronellol a geraniol (Pfiloha IV).

Tab. 4.5.2: Vyskyt zkoumanych ldatek ve vybranych typech potravin

Redlné vzorky HALLS Hamaének e Mille.:nium
Blackcurrant Bortvka Vital

< ~ | o-Amylcinnamal [ - v v v
E‘ % Methyl 2-oktynoat v - - v
S = 7-Hydroxycitronellal - - - -
22 | Cinnamal - — v v
5 §n a-Amylcinnamal II - v v -
g 3 | Anyzalkohol — - - -
% = | g-Hexylcinnamal - v v -

Limonen v - v v
s = Linalool v - v v
= é Citral I v - v -
$ = | Citral I v v v -
-E‘ 2 | Citronellol v - v _
S § | Geraniol - — v -
g E?;D Eugenol — - v -
S Isoeugenol 1 — - - -

Isoeugenol 11 - - - -

Dropsy s pfichuti mentolu a c¢erného rybizu HALLS, obsahuji aroma s terpenickymi
latkami, které odpovidaji predevsim citrénovym silicim (Pfiloha V).'®

Hamanek je kojenecka vyziva s borivkami od dokonceného 4. mésice ditéte, by neméla
obsahovat uméla aromata, jak uvadi vyrobce na obale. Z chromatogramu (Priloha VI)
jsou patrné opravdu minimalni mnozstvi aromatickych latek. Nejvétsi podil tvoii citral,
ktery je nejspiS soucasti aroma bortavky.

Komprimat s ovocnymi piichutémi Lipo ma na etiketé uvedeno aroma: pomerang, citron,
hruska, merutika, malina. Slozkou pomerancovych aromat byva limonen a linalool.
Do meruikovych je ptfiddvan taktéz linalool a dale geraniol. Aroma citron obsahuje
samozfejmé citral a citronellol, zaruujici vimi i chut vyrobku.'® Da se fici, Ze Lipo
je opravdu bohaté na potencialné alergenni aromaticky aktivni latky (Pfiloha VII), ptitom
se jedna o pochutinu, ktera je konzumovana predevsim détmi.

Na obale bylinného c¢aje Millenium Vital, BIO Relax zekologického zemédélstvi
je uveden obsah kvétu levandule, Sipku a plodu ¢erného rybizu. Mezi vonné latky obsazené
v levanduli patii predeviim linalool a trochu geraniolu.”" Tento &aj neobsahuje velké
mnozstvi vybranych vonnych latek, jak je patmmé z chromatogramu (Priloha VIII).
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Rostliny obsahuji jen mala mnozstvi o-amylcinnamalu, methyl 2-oktynoatu, cinnamalu,
limonenu a linaloolu.

Tab. 4.5.3: Vyskyt zkoumanych latek ve vybranych typech potravin

Orbit PICKWICK
Redlné vzorky Nestea Peach Cranberry &
Watermelon

Raspberry
< —~ | a-Amylcinnamal I v v v
=3 § Methyl 2-oktynoat - v -
§ ﬁ 7-Hydroxycitronellal v 4 -
= E Cinnamal - v v
5 db:)b a-Amylcinnamal II v v -
g 5 | Anyzalkohol - v —
% = | 4-Hexylcinnamal v v —_
Limonen - v v
= = | Linalool v v v
E’ § Citral | - v -
§ = | Citral I - v v

g =

-E’ E Citronellol - v -
=S § | Geraniol — - v
g %D Eugenol v v -
S Isoeugenol I - - -
Isoeugenol 11 - - -

Ledovy c¢aj spfichuti broskve Nestea Peach obsahuje linalool, ktery se piidava
do potravinaiskych aromat pro pozadovanou vini a prichut broskve.'® Dale obsahuje a-
amylcinnamal, 7-hydroxycitronellal, a-hexylcinnamal a eugenol (Pfiloha IX).

Zvykaky Orbit s melounovou piichuti obsahuji aroma s bohatou 3kalou vybranych
vonnych latek. Ze Sestnacti analyzovanych standardi aromaticky aktivnich latek (vetné
izomerll) bylo nachromatogramu (Priloha X) identifikovano tfinact. Opét se jedna
o pochutinu konzumovanou ¢asto détmi.

Poslednim analyzovanym vzorkem byl ovocny aromatizovany ¢aj PICKWICK s ptichuti
brusinek a malin (PFilloha XI).

64



5 ZAVER

Analyza viné, jeji identifikace a vyhodnoceni miize ptedstavovat cenny zdroj informaci
o kvalit¢ a zdravi potravin, ktery zahrnuje jak organoleptickou kvalitu, tak zdravotni
nezéavadnost pro spotiebitele.

Potravinafska aromata jsou vyrabéna z prirodnich materiald (silic, destilatd, extrakti),
dale z ptirodn¢ identickych latek a také z latek, které se v ptirodé nevyskytuji a jsou vyrobeny
synteticky (umélé aromatické latky). Pritomnost t€chto aromat v potraviné se obecné oznacuje
pouze slovem , aroma“ ve vyctu slozek. Aroma Ize dale specifikovat jako ,,prirodni*,
., Prirodné identické “ nebo ,,umelé “, ptipadné konkrétnim ndzvem popisujicim druh aromatu,
ale detailni sloZeni ze §titku potravinarského vyrobku nevycteme.

Pozornost v této diplomové praci byla vénovana problematice aromaticky aktivnich latek
jako potencialnich alergenti v potravinach a také ovéfenim vhodnosti a selektivnosti
analytické metody SPME-GC-FID a jeji validace. Bylo analyzovano celkem tfinact standardi
alergennich vonnych latek z celkového poctu 26, které uvadi Evropska kosmeticka legislativa.

Pro nasledujicich Sest standardi: anyzalkohol, o-amylcinnamaldehyd (cis + tranms),
cinnamaldehyd, o-hexylcinnamaldehyd, 7-hydroxycitronellal a methyl 2-oktynoat, byly
stanoveny zékladni validacni parametry metody SPME s plynovou chromatografii,
tj. opakovatelnost, linearita, mez detekce a mez stanovitelnosti. Bylo identifikovano i dalsich
sedm standardt vonnych alergennich latek: citral (cis + trans), citronellol, eugenol, geraniol,
isoeugenol (cis + trans), limonen a linalool, jejichz dal$i parametry byly néplni ptedchozich
diplomovych praci.

Opakovatelnost metody bylaoveéfena a zhodnocena jako dobra. Hodnoty RSD
se pohybovaly v rozmezi 0,53 — 6,15 %.

Linearita ovéfované metody byla taktéz uspokojiva, vSechny hodnoty korela¢nich
koeficienti byly vyssi nez 0,9800. Detektor FID se tadi mezi linearni detektory, coz bylo
ovéfeno.

Meze detekce jednotlivych analyti se pohybovaly v koncentracnim rozmezi 0,04 —
1,36 pgml’ a meze stanovitelnosti koncentradnim rozmezi 0,13 — 4,54 pgml’.
Vysokou mez detekce (1,50.10° pgrml™) i stanovitelnosti (4,99.10° pg'ml™), oproti ostatnim
alergennim standardiim, vykazoval a-amylcinnamal. Jeho odezva byla slaba, proto je citlivost
metody u tohoto standardu nizka. Navrhuji blizsi studium v jedné z navazujicich praci.

Poté byla metoda aplikovana na jedenact realnych vzork potravinaiskych vyrobkdad,
které byly zakoupeny v bézné obchodni siti. Vybrané potravinové vzorky obsahovaly
nejcastéji limonen, linalool a a-amylcinnamaldehyd.

V budoucnu je mozné, Ze obsah téchto latek v potravinach bude také legislativné oSetten,
stejné jak je tomu v kosmetickych vyrobcich. Tato metoda je prikladem, jak I1ze kontrolovat
(identifikovat a kvantifikovat) obsah aromaticky aktivnich latek v potravindch. Metoda
plynové chromatografie s FID detektorem ve spojeni s SPME extrakei je dostatecné piesna
acitlivda pro analyzu uvedenych vonnych alergennich latek v potravindch. Je rychla,
univerzalni a Setrna k zivotnimu prostiedi.

Problematika aromat je velmi slozitd vzhledem k poctu pouzivanych preparatd. Jejich
slozeni mize v nekterych piipadech i kolisat. Proto bych v ramci mozného navazani na tuto
praci doporucila stanoveni aromaticky aktivnich latek jako potencialnich alergent
v potravinach i technikou SPME-GC-MS.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CAR

CAS

CoE
CLSA/GC-MS

DHS/GC-FID

DHS/GC-MS

DI/GC-FID

DI/GC-MS

EC
ECD
EFSA

EHS
EK

ES

EU

FID
GC
GC-MS

HS
HS-SPME/GC-MS

HS-SPME/GC-FID

HS-SPME/GC/GC-FID

HS-SPME/GC-O

Carboxen

Chemical Abstracts Service, Databaze chemickych latek

Council of Europe, Rada Evropy

Closed-loop  stripping  analysis/gas  chromatography-mass
spectrometry, ,,Closed-loop stripping® analyza ve spojeni
s plynovou chromatografii a hmotnostnim spektrometrem
Dynamic  headspace/gas  chromatography-flame ionization
detector, Dynamickd headspace ve spojeni s plynovou
chromatografii a plamenov¢ ioniza¢nim detektorem

Dynamic headspace/gas chromatography-mass spectrometry,
Dynamicka headspace ve spojeni s plynovou chromatografii
a hmotnostnim spektrometrem

Direct injection/gas chromatography-flame ionization detector,
Ptimy  nastfik/plynovovd  chromatografie s plamenové
ioniza¢nim detektorem

Direct injection/gas chromatography-mass spectrometry, Pfimy
nasttik/plynovova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
European Commission, Evropska komise

Electron capture detector, Detektor elektronového zachytu
European Food Safety Autority, Evropsky tfad pro bezpecnost
potravin

Evropské hospodarské spoleCenstvi

Evropska komise

Evropské spolecenstvi

Evropska unie

Flame ionization detector, Plamenové ioniza¢ni detektor

Gas chromatography, Plynova chromatografie

Gas chromatography-mass spectrometry, Plynova
chromatografie s hmotnostni detekci

Static headspace, Statickéa headspace

Headspace-solid phase microextraction/gas chromatography-
mass spectrometry, Headspace mikroextrakce tuhou fazi
ve spojeni s plynovou chromatografii a hmotnostnim
spektrometrem

Headspace-solid phase microextraction/gas chromatography-
flame ionization detector, Headspace mikroextrakce tuhou fazi
ve spojeni s plynovou chromatografii a plamenové ioniza¢nim
detektorem

Headspace-solid phase microextraction/two-dimensional gas
chromatography-flame  ionization  detector, = Headspace
mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s dvourozmérnou plynovou
chromatografii a plamenové ioniza¢nim detektorem
Headspace-solid phase microextraction/gas chromatography-
olfactometric analysis detector, Headspace mikroextrakce tuhou
fazi ve spojeni s plynovou chromatografii-olfaktometrii
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INCI

LAKR
LLE/GC-MS

LLE/GC-FID

LOD
LOQ
MSDI
m-TAMDI
NM
NPM
o/vV
PASs
PDMS
RSD
SCCP

SCCPNFP

SDE/GC-MS

SDE/GC-FID

SPME
TAMDI

TCD
TD/GC-MS
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International Nomenclature for Cosmetic Ingredients,
Mezinarodni nazvoslovi pro oznac¢ovani ingredienci

na kosmetickych prostiedcich

Lécivé, aromatické a kofeninové rostliny

Liquid-liquid extraction/gas chromatography-mass
spectrometry, Extrakce kapalina-kapalina ve spojeni s plynovou
chromatografii a hmotnostnim spektrometrem

Liquid-liquid extraction/gas chromatography-flame ionization
detector, Extrakce kapalina-kapalina ve spojeni s plynovou
chromatografii a plamenov¢ ioniza¢nim detektorem

Limit of Detection, Mez detekce

Limit of Quantification, Mez stanovitelnosti

Maximized Survey-Derived Daily Intake, Maximalni denni
piijem odvozeny z pruzkumu (specificka metoda)
modified-Theoretical ~ Added — Maximum  Daily  Intake,
Modifikovany teoreticky maximalni pfidany denni piijem
Nezbytné mnozstvi

Nejvyssi pripustné mnozstvi

Emulze typu olej ve vodé

Potentially Allergenic Substances, Potencialn¢ alergenni
substance

Polydimethylsiloxan

Relative standard deviation, Relativni smérodatna odchylka
Scientific Committee on Consumer Products, Védecky vybor
pro spotiebni zbozi

Scientific Committee on Cosmetic Products and Non-Food
Products, Védecky vybor pro kosmetické produkty
a nepotravinové produkty urcené spotiebitelim

Simultaneous distillation extraction/gas chromatography-mass
spectrometry, Simultanni destilaéni extrakce ve spojeni
s plynovou chromatografii a hmotnostnim spektrometrem
Simultaneous distillation extraction/gas chromatography-flame
ionization detector, Simultanni destilacni extrakce ve spojeni
s plynovou chromatografii a hmotnostnim spektrometrem,

Solid phase microextraction, Mikroextrakce tuhou fazi
Theoretical Added Maximum Daily Intake, Teoreticky
maximalni pfidany denni ptijem

Thermal conductivity detector, Tepelné vodivostni detektor
Thermal desorption/gas chromatography-mass spectrometry,
Tepelna desorpce ve spojeni s plynovou chromatografii
a hmotnostnim spektrometrem
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9 PRILOHY

Piiloha I: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych ldtek. Avokdado — Spagety.

460.0
Limonen .__
366.0
27201
Linalool
(mVolt) -
178.0
Isocugenol 1
-
L = o-Hexylcinnamal
£
=
&
=
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Priloha II: Chromatogram identifikovanych alergenmch vonnych latek. Becherovka Lemond

400.0
Limonen
e
31801
26or Methyl 2-oktynoit
(mVolt)
154.0F
Citral I
7
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Priiloha III: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Bon Pari

300.0
/u—;\myluinnamal 1
398.0+
2960
(mVolt) -
194.0F
920
| Citral I Citral IT
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Priloha IV: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Dilmah Strawberry

900.0
T18.0F
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Priloha V: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. HALLS Blackcurrant

1300

1034 -

TR -
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01k

-30
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T0.00
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Eae (i)

Piiloha VI: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Hamdnek Borivka

100.0
5Bl (jtrul 1
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Priloha VII: Chromatogram identifikovanych alergenmch vonnych latek. Lipo

8500
Citral I1__
G780
Citral 1
i -
60
(mVolt)
334.0p
162,01
Linalool Citronellol Linmeasial a-Amylcinnamal 11
|- Limonen : \ /
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Piiloha VIII: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Millenium Vital
155.0

123.01

a-Amylcinnamal I

(mVolt) -
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Priloha IX: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Nestea Peach
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211.0

157.0
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49.0

L Linalool
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Priiloha X: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych latek. Orbit Watermelon

450.0
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\
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(mVolt) -
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Priloha XI: Chromatogram identifikovanych alergennich vonnych ldatek. PICKWICK
Cranberry & Raspberry
1350
a-Amyleinnamal T
1074 -
i Linalool
7981
Citral 11
(mVolt) -
5221
2461
Limonen Cinnamal
r AN h . Geraniol /
I WS I\JL._I\_Ju Ul_t A [_\_,JL,_L%JL\_,,ZJUL_ﬁ ﬂ_"
30600 ' 0.00 ‘ W00 Cas mim) 3000 ' 0.00
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Priloha XII: Aparatura pro sorpci analytit na SPME vidkno

Priloha XIII: Plynovy chromatograf TRACE GC 2000 s plamenové ionizacnim detektorem
pri probihajici desorpci analytii z SPME viakna do GC
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