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Abstrakt

Ukolem této diplomové prace bylo posoudit moznimkhtifikace proteinovych
a lipidovych aditiv, jakymi jsou nd&fklad krev, Zelatina, tvaroh, sadlo nebo vejce,
v modelovych vzorcich vapennych malt metodou Ramarspektroskopie a plynoveé
chromatografie s hmotnostni detekci.

Poddilo se zjistit, Ze Ramanovou spektroskopii Iz&tystitomnost organickych
aditiv od f&du jednotek hmotnostniho procenta. Pomoci plyradwématografie Ize
detekovat lipidové aditivum dokonce jiz othdu setin hmotnostniho procenta.
Proteinova aditiva Ize ale touto metodou jedndmdarozliSit az odfadu jednoho

hmotnostniho procenta.



Abstrakt

The aim of this diploma thesis was to determinepibesibility of identifying the
protein and lipid additives, such as blood, gefgticurd, lard and eggs, in the model
samples of lime based mortars using Raman speopgsand gas chromatography-
mass spectrometry.

It was proved that the method of Raman spectrosamy determine the
presence of organic additives in the order of oneigit percent. The gas
chromatography enables to detect lipid additivesnfthe order of hundredths weight
percent. Unambiguous resolution of protein add#igan be done in the samples with

the concentrations up to the order of one weightgye of the additives.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOL U

AFM
DSC

DTG

ELISA

FTIR

GC-FID

GC-MS

HPLC

LC-MS/MS

MALDI-TOF

NIR

m/z
Py-GC/MS

RS
SEM

SIM
TG
XRD

atomic force microscopy (mikroskopie atoméamsil)

differiential scanning calorimetry (difekgn  skenovaci
kalorimetrie)

differential thermal gravimetry (difer&m termick& gravimetrie)
enzyme-linked immunosorbent assay (heternganunoanalyza)
Fourier transform infrared  spectroscopy @dérvena
spektroskopie s Fourierovou transformaci)

gas chromatography - flame ionization detec{plynova
chromatografie s plamenovym ionérédm detektorem)

gas chromatography — mass spectrometry (p&no
chromatografie s hmotnostni detekci)

high performance liquid chromatography (vysokkinna
kapalinova chromatografie)

liquid chromatography coupled to tandemsmaspectrometry
(kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci)

matrix — assisted laser desorption/i@tisn time of flight
(laserova desoymi ionizace s pomoci matrice ve spojeni
S piiletovym analyzatorem)

near infrared (blizk& inféarvena oblast)

poner hmota/naboj u hmotnostni detekce

pyrolysis — gas chromatography — masstgpaetry (pyrolyza
kombinovand s plynovou chromatografii s hmotnostnim
detektorem)

Raman spectroscopy (Ramanova spektroskopie)

scanning  electron  microscopy (skenovaci elekivé
mikroskopie)

single/selected ion monitoring (sledovani riariého iontu)
thermogravimetry (termogravimetrie)

x-ray diffraction (rentgenova difrakce)



1 UVOD

Od davnych dob se do stavebniho materididgvaly ttizné gisady, kterymi se
vylepSovaly jeho vlastnosti. Tytaigady, neboli aditiva, mohla byt jak Zigisného, tak
i rostlinného fvodu. Identifikace organickych matefiapouzivanych v historickych
maltach dosud neni uspokdgjivyieSena. Jednim z moznyctivddi je, Ze analyzované
vzorky jsou fiznorodé smési, kde je aditivum fitomno pouze v nepatrném mnozstvi.
DalSim divodem je, Ze mnoho organickych aditiv podléhd digeran zfisobenym
napiklad vlivem s¥tla, pisobenim kyslikii vihkosti, a proto miZze byt jejich sloZzeni
v historickych maltach zga¢ odliSné od fivodniho. To se tyka zejména lipidovych a
pravdEpodobrt i nékterych proteinovych aditiv.

Tato diplomova prace je za&tena na identifikaci proteinovych a lipidovych
aditiv (tvarohu, Zelatiny, krve, sadla a vejce) edalovych vzorcich vapennych malt
Ramanovou spektroskopii a plynovou chromatografimstnostni detekci. Hlavnim

cilem prace bylo definovani citlivosti jednotlivyahetod na fitomnost &chto aditiv.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1  Prirodni p Fisady pouzivané v historickych maltach

Malty vyrobené smichanim pojiva a kameniva byvakt&e jsou pouzivany na
podklad, spojovani a omitani zdiva a kamk@mitky naproti tomu pokryvaji &ty
budov a chrani materidl tiiai sénu pred powtrnostnimi podminkanfi.Malty se @li
podle druhu pojiva na hlémé, vapenné, cementové a polymerni. Lze je it d
i podle pouZitého druhu plnivaig¢ni pisek, kopany pisek, ciheln& dslama atd 5.

NejstarSi pouzivanou maltou na stavebni prace bidto, které se dodnes
pouziva v mnoha zemich po celénttgy Ve staro¢kém Egyp¢ byla blaénd malta
pouzivana na vyrobu cihel, které se vysuSovalycgaom Pozdji byla pouzivana sadra
jako pojivo u cihlovych kleneb u monumentalnichveta Vapenné malty bylyehne
pouZivany B stavbach ve starékém Recku (1. stoleti H n. 1) aZ do psatku
19. stoleti. Vapenné malty jsou prim&msiozené z vapna jakozto anorganického pojiva
a jako vyph bylo pouZito kamenivd.V Brazilii byla v 16. stoleti poprvé pouZita
vapenna pojiva, ktera byla ziskana z lastur zevazdliaia de Todos os Santos. Mistni
obyvatelé potvrzuji, Ze sfa ,musSlového vapna“, pisku a velrybiho nebo rybdteje
byla pouZita pro vyrobu maltistavis mnoha historickych budov v Brazifii.

DalSim pojivem byl firodni cement, &dy také nazyvanyiimsky cement,
ktery byl objeven na konci 19. stoleti v Anglii. fbopojivo, pochazejici z vapersat
jilového kamene, bylo pouzito zejménia préci, kde bylo vyZzadovano rychlé zavedeni
vodogsnosti. Jeho objev se rychle rddSipo celé Evrop, kde bylo v piibéhu
19. stoleti objevenodkolik lomu. Vlastnosti tohoto cementu &gobily velky gevrat ve
stavitelstvi, zejménatpbudovani soukromych obydli, kde byl pouzivan aZrdku
1870, kdy byla objevena vyroba portlandského cemeBalSi vyuziti pirodniho
cementu nastalofprestaurovani budov préwkuviili jeho specifickym vlastnostem — je
tvrdy jako kdmen a ma i podobnou barvou, ale ir¢e mnohem levgsi>

Pouziti Gznych organickych ifisad, zarmenych na zlepSeni vybranych
vlastnosti malt, je staré jako malta sama. ByBtas Egyprané,Rekové aRimané, ktéf
zasali do malt gidavat fizné girodni latky jako je krev, Zivesny tuk nebo mlék8.

V Egypt byly jako girodni gisady pouzivany napvajeiny albumin, keratin a kasein.

V Recku pouzivali hrosi krevfdvu z fiki smichanou s vajaym Zloutkem a v Indii se
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pouzivaly fizné druhy kitin, fazole, duZina z ovoce nebo listy nateoé v oleji’

Ve druhé jilce 20. stoleti potlaly pouziti girodnich latek nové chemické
produkty. V poslednich letech se sisiem ekologickych trerid u stavebnich
krve, ktera se ifidavala do betonu pro lepSi odvod vzduchu, bylonaarnano
nagiklad v Ruskdf

Prehled rkterych organickychifisad i s jejich &inky je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1. Uginek organickych fisad na vlastnostierstvé a zavadlé malfy.

Druhové vlastnosti ifrodni latka
Urychlovate Bilek, cukr, sadlo, tvaroh
Zpomalov&e Volska krev, lepek, bilek
Plastifikatory Mléko, bilek, tuky

Provzdusovate Slad, pivo, m¢
Tésnici a hydrofobniifisady Tuky, oleje, vosky, asfalt
Adheziva Kasein, klih, zelatina
Zpewovate Kasein, srazené mléko, syr, krev

2.2 Slozeni historickych malt

SloZeni historickych malt setrhe zn&né liSit v zavislosti na geografické poloze
a stdi stavby. Jejich slozeni je také Zn& zavislé na urovni poskozeni, vzhledem
k jejich vysoké degradaci ve srovnani s cihlou nkamenem. Malty jsou jako celek,
protoze obsahuji majoriénpouze d¥ slozky — pisek a kameniizné velikosti, velice
morfologicky podobné klasickym sedimentarnim hoéninobsahujicim uhditanovy
cement. Tato geologické metodika je proto velmidréok jejich charakteriza€iMalty
se skladaji z pojiva (2.2.2), kamene nebo plnivp(ka2.1) a #kdy i z riznych
piirodnich aditiv (2.2.3) jako jsou niklad vejce, zvieci klih, olej, sadlo atd.
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2.2.1 Plniva

Plniva pouzivana na stavbach jsotleda na anorganicka a organicka. Mezi
anorganicka plniva p#t hlavre pisky, fzné kamenné drti a jiné materialy, které
zlepSuji vlastnosti malt. Jako organickd plnivaabydsto pouzivanatizna rostlinna a
zviteci vlakna, kterd vyrazZnzlepSovala strukturu malt. V stasné dob byla ale

prirodni vldkna nahrazena vlakny sigmi.®
2.2.2 Pojiva

Malty s riznymi typy pojiv se pouZzivaji od davny¢hsi na fizné aplikace: na
zdkni mezi cihly nebo kameny, jako dokamvaci materidl na &by, jako zaklady na
podlahy, vyplg s&n, dekorace atd. Kompazii zmena historickych malt jeiekvapiw
velka s rozdily jak geografickymi, talasovymi. Blato, sadra a vapno byly trae tii
nejbszngjSi typy stavebnich pojiv jiz od 2. tisicileti.pn. I., Pozdji byly nahrazeny
piirodnimi druhy cementu a poté portlandskym cementidary je v sotasné dob
dominantnim typem pojiva ve stavebnictVi.

Bahno je nejstarSim typem pojiva, a bylo tiklpd nalezeno ve stavbach v Catal
Huyuk v Turecku (6000 let ip n. l.). Pouziti vapna jako pojiva saha az do
6. tisicileti red naSim letoptem. Teracova (terrazzo-druh podlahové krytiny)laoa
v Canjent ve vychodnim Turecku z vapenné malty lidégovana mezi 12 000 az
5000 let p. n. |. Vapenné malty pouzivané na podlahy chaéifyly Srbsku aCerné
Hore se datuji fiblizn¢ k 5600 @. n. |. | kdyZz se bahno a sadra jako pojiva pougiva
v nékterych oblastech v Evrépjen kEhem utitych c¢asovych obdobi, tak ¢tSina
historické malty v Evrop je na bazi vapna. Sadra byla pouZita §&inu staveb ve
faraonském Egypt a dalSich zemich ®dniho vychodu, ale také vetediowku

v severnim Nmecku a dokonce i v pidské oblastf’
2.2.3 Pr¥irodni aditiva

Pojivové materialy jsou ifrodni produkty, které mohou byt rageny podle
jejich hlavni sloZky do &kolika kategorii. Mezi hlavni dv kategorie pat slozky
anorganické (kap 2.2.2) a organické (kap 2.2.3V1fgto praci jsme se zaffili na
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slozky organické, a to hlagma bilkovinné a lipidové pojiva. Pojiva bilkovinpévahy
jsou napiklad zvieci klih (Zelatina), kasein, mléko, vajg albumin (vajény bilek) a
vajeiny Zloutek, protoZze maji vysoky obsah proteiatkoliv mléko a vajény Zloutek
obsahuji také ziay podil tuku. Mezi lipidova pojiva pétnag. olej (Ineny olej, olej
z vlasskych techi, olej z maku) a vosk. Jinymi typy organickych poktera obsahuji
vysoky obsah polysachafid jsou rostlinna lepidla nebotd@vy (Skrob, semena

tamarindu atd.) anebdipodni pryskyice obsahuijici terpenoidy.

2.2.3.1 Organicka aditiva

Velkou skupinu organickych aditiv tyio tzv. proteinova aditiva ziskavana
hlavre z ZivatiSné riSe. Z proteifh se pouZzivaly zejména kaseiny ve fértwarohu,
srazeného mléka, syra nebo podmasli, déale prosirgvatky, kolagen fipravovany
z kizi, kosti a Slach, keratin z viaa kopyt a v neposlediad také vajéné bilkoviny;
pouzival se jak Zloutek, tak bilek i celé vejte.

DalSi, hojr pouzivanou skupinou organickych aditiv jsou lipidanaterialy, ze

kterychse nefastji pouzival Ireny olej, fermezi sadlo.

Bilek

Hlavni slozkou vajgného bilku kromd vody (88 %) jsou bilkoviny. Ve
vajecném bilku jsou fitomny fizné typy proteifi, nagiklad ovalbumin (55 %),
konalbumin (13 %), ovomukoid (10 %), ovomucin (2, %¥s0zym (3,5 %) a globuliny
(4 %). 12

Bilek miZze v mal¢ v zavislosti na koncentraci fungovat jako uryclafvale i

zpomalova tuhnuti, podle toho, jde-li &erstvou nebo mighzavadlou maltd.

Zloutek

Zloutek je zhruba z jednéetiny tva‘en bilkovinami (16,6 %) a ze dvotetin
lipidy (32,6 %). Hlavni bilkoviny ve vajmém Zloutku jsou lipoproteiny, které zahrnuji
lipoviteliny a lipovitelininy. Lipidy ve vajéném Zlutku jsou zastoupeny mastnymi
kyselinami jakymi jsou kyselina palmitova, stearoweéejova, linolova, linolenova a
arachidonov&®

Zloutek ma v matt hydrofobizujici efek.
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Krev

Krevni plasma je kapalna slozka krve, tj. krev ayavkrevnichdisek (krvinek
a krevnich destek), tvai asi 60 % objemu krve. Obsahuje asi 90 % vody, %-8
bilkovin, 1 % soli, glukosu,dkteré kyseliny a Zlkova barviva:* Nejhojrsji zastoupeny
protein krevniho séra (tvibasi 60 % sérovych bilkovin) je albumin, ktery eesibiln
vaZe a tim transportuj@zné ionty, mastné kyseliny, bilirubin, hormony &td.

Krev se pouZivala v maljako zpeviovas.?

Tvaroh

Tvaroh je mlény vyrobek vznikly srdzenim migych bilkovin kaseih
nagiklad za pomoci kyseliny mé@é (tzv. kyselé srazeni). Nebo za pom&onosti
mikroorganisni, které se pouZzivaji v mlékarenskémimyslu (syidla obsahujici
enzym chymozin) tzv. sladké srédZzeni. Timto postupenika syenina, ktera se pouziva
pii vyrobs syr.*®

Tvaroh v mak puasobi zejména jako urychlo¥dauhnuti a zarovetaké zvysuje

tvrdost malty. Nevyhodowthto malt je nachylnost k mikrobiélni kontaminZci.

Kostni klih

Kostni Kklih je stedre silné lepidlo ziv@isSného fivodu vyrobené z kolagenu
piitomného v kostech. VSechna lepidla pochazejioia@Bnych tkani jsou slabkysela
a hodi se na vSechny typy powviich dievo, papir, $ny a mnoho dalsicH.

V malt¢ slouzi hlave jako ztuzovactinidlo a gidaval se také pro prodlouzeni

doby zpracovatelnosti malfy.

Zelatina

Zelatina je kolagen #astené hydrolyzovanych &Zi, pojiv, vaziv a kosti zvat.
Klihy se ziskavaji vyvienim z materidl jako jsou vySe zmimé kize, kosti nebo
Slachy. Zelatina se ziskava deldim varem, a prol@gen v ni obsaZeny je mnohem vice
nastpen. Je tocista, lehce stravitelnd bilkovina, skladajici sevydde z 18 tym
aminokyselin.  Zelatina s vyjimkou tryptofanu obsghu veskeré esencialni
aminokyseliny*®

Zelatina slouzi v maltjako ztuZovacéinidlo.?
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Lnény olej

Lnény olej pochazi ze Inu setého. Obsahuje kyselimamwané jako omega-3
(alfa-linoleové kyselina) a omega-6 mastné kyselkygelina linolovad) obsahuje také
fytoestrogeny?

-----

Sadlo

Sadlo — vefovy, ale téz dibeZzi tuk, paflo dlouha staleti ve vyzivclovéka
mezi dilezité energetické zdroje. Lipidy tkio kolem 85 % hmoty séadlavedle
absolutniho mnozZstvi tuku jail@zita jeho kvalita, ktera sédi zastoupenim mastnych
kyselin. Vefové sadlo obsahuje nasycené mastné kyseliny, aleys&linu olejovou a
malé mnoZstvi polynenasycenych mastnych kysélin.

Sédlo sloui v maltjako urychlovaci a hydrofobizujicijsada®
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3 ANALYZA HISTORICKYCH MALT

Analyza historickych malt a omitek je nezbytnd podhalovani starych
technologickych postupa pro pochopeni jejich neobvyklych vlastnosti aled® pro
vybér spravného technologického postupdi pgejich restaurovani. Identifikace
anorganickych sloZzek malt je jiz di@ propracovana, ale identifikace organickych
piimési byla dosud nepravem opomijenackéli organické pisady vyraz# meéni
vlastnosti malty, nebyly do nedavné doby k dispozé&xiné analytické metody k jejich
rutinni identifikaci’

Omitky a malty jsou zria¢ ovlivnény faktory Zivotniho prosgédi, proto se na
historickych objektech opravuji rgstji. | kdyZz slouzi v rdmci budovy kiznym
Gcelam, jejich analyza by fa byt provadna spoléné, protoZe jsou v podstaize
stejnych material. Historické malty jsou slozité systémy, které dhgapojiva nebo
jejich smesi, agregaty (ne vzdy krystalick€) &meési, které interaguji s pojivem. Pouziti
technik pro charakterizaci mikrostruktury materi@lmoziuje stanovit sloZzeni askteré
vlastnosti malty. Nicménhkazda technika ma své limity a v mnohigppdech musi byt
pouZito rékolik riiznych technik k ziskani spolehlivych vyslédk

Analytické techniky, ndjklad termicka analyzacetrg termogravimetrie (TG),
derivani termogravimetrie (DTG) neboli diferem termick4 analyza a diferem
skenovaci kalorimetrie (DSC), rentgenova difraktbree (XRD) a infr&ervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR)lybgrokazany jako nejvhodysi
metody pro chemicky rozbor historickych malt. Migkopie, zejména opticka
mikroskopie v polarizovaném &le (PLM), rastrovaci elektronova mikroskopie (SEM)
a mikroskopie atomarnich sil (AFM), jsou stale bblgjSi pro jejich morfografické
pozorovani. Nkteré vysledky ukazaly, Ze malty jsou sloZzené hiaxmnorganickych
materiah jako je vapno, pucolan, soli barya adiku a v rekterych gipadech obsahuji
i organické pojivo jako vajmy bilek a Zloutek, krev, mléko, fiky, kasein, irdgi klih,
pivo, zeleninovét&vy, tanin, me atd*

Dnes se népstji pouzivaji ke stanoveni organickychigad chromatografické
metody. Jde i@devSim o vysokainnou kapalinovou chromatografii (HPLC) s UV
detekci, plynovou chromatografii s hmotnostni deite¢GC-MS) nebo s plamenév
ionizatnim detektorem (GC-FID¢§i pyrolyzni plynovou chromatografii (Py/GC-MS).

-17 -



Nedilnou souasti chromatograficky metod je derivatizace vzorKku. plynovée
chromatografie se pouZiva ke zlepS&kavosti vzorki?

Mezi pouzivané spektroskopické metodytuzeme z#adit infra&ervenou
spektroskopii s Fourierovou transformaci (FTIR) aeBRamanovu spektroskopii.
Infracervena spektroskopie, zejména ve spojeni s mikpeEsko umo#uje rozpoznat
piitomnost bilkovinné latky nedestruktivnim tgobem. Nicméh v pripact slozitych
smesi mize byt vyklad spekter komplikovany, neboozdil mezi vejcem, klihem a
mlénou bilkovinou Ize provést jen vojedifich pripadectt? Snadgji
interpretovatelna spektra poskytuje Ramanova sp&ktpie, a to jak u anorganickych,
tak i organickych latek. @sto se pro analyzu organickych latéKi$ ¢asto nepouziva,
a to z divodu maskovani rozptylu fluorescenci. NicrérzlepSeni ve vybaveni
Ramanova spektrometru (zahrnujici blizkou itdraenou (NIR) excitaci s disperzi,
nebo Fourierovu transformaci atd.) je slibné piekpnani problérins fluorescenct®

V sowasné dob se rozviji pouzivani imunologickych technik, jakypsou
nagiklad heterogenni imunoanalyza (ELISA) nebo imummféscence. Nevyhodou
téchto metod je ale jejich vysoka finani nar@&nost a zejména obtizné identifikace
degradovanych proteinovych pofi¥.

3.1  Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Spojenim plynové chromatografie s hmotnostnim detiek systémem (a
iontovou pasti nebo kvadrupdélovym hmotnostnim gpekétrem) je mozné ziskat
informace o struktie neznamych slozek. DalSi vyhodou pouziti hmotnadtekce je,
Ze lze rozliSit analyty sitznymi stabilnimi izotopy, které nabizeji moZnogcje pouZiti
jako vnittni standardy pro kvantifikaci analytu. Pouziti ntkt® hmotnostni detekci
muze mit velky vliv na gesnost a citlivost, které mohou byt dale posilenyyy kdyz je
derivatiz&ni reakce soatasti chromatografického protokolu. Tento unikatspekt
detekce, specifnosti a citlivosti je spolu s&Si dostupnosti a s nizkymi naklady na
provedeni analyzyipatelny a je jednim ziodi, prad jsou tyto techniky pouzivané
stalecastji. >

Plynova chromatografie v kombinaci s hmotnostni ekleit je vhodna

k identifikacim minoritnich komponent ve velmi matymnoZzstvi komplexnich vzaik
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(1 ng az 1 mg), nap k identifikaci snési vaje&ného Zloutku a oléj v umgleckych

dilech®
3.1.1 Identifikace proteinovych aditiv

Bilkoviny obsazené v udéteckych dilech a historickych maltach mohou byt
identifikovany pomoci relativniho obsahu aminokysetespektive pomoci sledovani
poneri mezi svymi jednotlivymi aminokyselinami. Pro tentyp analyzy musi byt
vzorek hydrolyzovan za ¢élem uvolgni aminokyselin a naslednje nutné tento
hydrolyzat derivatizovat pro zlepSeskavosti aminokyselif® Jiny zpisob identifikace
bilkovin vyuzivA enzymové &beni za vzniku peptid a je vyuzivan fedevsim
hmotnost& spektrometrickymi technikami MALDI-TOF a LC-MS/M$.

3.1.1.1 Hydrolyza

Dveé typické metody k dosazeni hydrolyzy peptidové yaEou enzymaticka a
chemicka katalyz&® Reakni ¢asy enzymatické hydrolyzy se pohybuji zpravidla v
rozmezi 4-8 K Dale je poteba vzorek purifikovat, aby do$lo
k odstragni prebyt&neého enzymu, ktery by mohl negativrovlivnit identifikaci
bilkoviny. Tento zjgsob hydrolyzy neni vhodny pro metody (GC-MS, HPLC)
pouzivajici sledovani poni jednotlivych aminokyselin k identifikaci proteingsh
aditiv. Pro takové metody je vhogai pouziti alkalické nebo kyselé analyzy, které se
ukazaly byt velmi efektivni s re&kimi ¢asy v rozmezi 1 az 24 h.

Kysela hydrolyzgpomoci kyseliny chlorovodikové o koncentraci 6 roi® a
teplog 110 °C se &nr¢ pouziva pro roz8peni proteid a peptid obsaZenych
v barevnych vrstvach uteckych @l na jednotlivé aminokyselin§? ***3*Tento proces
se provadi ve vakuu nebo v inertnim pfedi dusikwi argonu po dobudkolika hodin.
Rizné experimentalni podminky kyselé hydrolyzy poskytrizné zastoupeni
aminokyselin, coZ je kompromisem mezi¢innou hydrolyzou nejstabiéSich
peptidovych vazeb (lle-lle, Val-Val, Ala-Ala, lleld) a minimalni ztratou meén
stabilnich aminokyselin (fenylalaninu, argininuggbninu, tyrosinu, serinu). Tryptofan,
cystin, cystein, methionin obvykle podléhaji Uplnenebocast&nému rozkladu.

Hydrolyza v plynné fazi byla ijata jako nastroj pro snizeni moznosti

kontaminace souvisejici sfiganim roztoku HCI ke vzorkt*® 2° Jinym zpisobem
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hydrolyzy je pouziti mikrovinného #éni (250 W), které byla pouzito néidad i
podminkéch: HCI o koncentraci 6 mol dnv dusikové atmosfé za tlaku 8 atm a
teplo& 160 °C po dobu 40 mindf nebo pomoci HCI o koncentraci 10 mol dpii
vykonu 240 W po dobu 90 mif.Asistence mikrovinného #éni vyrazg zlepsila
vysledky kyselé hydrolyzy vedouci d#iuk srovnatelnym, nebo lepSim vyrios a
vyrazre snizila dobu trvani hydrolyzy. Elektromagnetickdemgie zlepSuje dinnost
hydrolyzy peptidové vazby a sniZuje ztraty aminaliys zpisobené jejich oxidaci a
degradaci, které jsou charakteristické pro met&threé vyZzaduji delSi redki casy. Ke
ztratam aminokyselin ale dochd&zi itkv piitomnosti dalSich organickych latek ve
vzorku. Krong bilkovin se totiz v barevnych vrstvach vyskytugipiiklad polysacharidy
(Skrob, med atd.), které vigehu hydrolyzy reaguji s aminokyselinami.

K ptekonani tohoto typu negativniho ovlém analyzy byla navrzena Setrna
metoda hydrolyzy, ktera se provadi ve vakiiuldO °C po dobu 24 h viftomnosti
siln¢ kyselého ionexu. lonex je rozmichan v roztokua/ethanol, ktery {sobi jako
katalyzator’®>® Jakmile jsou peptidové vazby hydrolyzovany, uok aminokyseliny
a kationty z pigmeiitjsou vyneénény za kationty v pryskiyci, zatimco zaporhnabité
polysacharidy @stavaji v roztoku. Aminokyseliny jsou z ionexu elday roztokem
gpavku o koncentraci 7 mol dinTypy kyselé hydrolyzy jsou dale shrnuty v tabulce

Tabulka 2. Srovnaniiiznych podminek kyselé hydrolyzy.
Cinidlo Podminky Cas Teplota (°C)
6 mol dm® HCI ve vakuu, inertnim prastdi 24 h 110

dusiku nebo argonu

6 mol dm® HCI  dusikovéa atmosféra (8 atm), 250 W 40 min 160

mikrovinna trouba

10 mol dm® HCl  dusikova atmosféra (8 atm), 240 W 90 min 160

mikrovinna trouba

Alkalick& hydrolyzapproti kyselé, umatuje pro identifikaci proteinovych pojiv
vyuZiti dokonce i tryptofanu®*' Vzorky (25 mg) jsou vaZeny ve skbsrych
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zkumavkach z varného skla se Sroubovacim d&reav s teflonovou vlozkou, které se
pouZivaji jako hydrolytické nadobky. Ke vzérk se pidaji 3 ml 4,2 mol drit
hydroxidu sodného a sim se pod dusikovou atmosférou micha v ultrazvukaé po
dobu 2 minut. Naslednjsou vzorky hydrolyzovany z@ivanim i 120 °C po dobu 4 h
a ochlazeny v ledové lazni. Poté se koncentrovdysalinou chlorovodikovou upravi
pH na hodnotu 9. Vysledny roztok musi byt vakugiefiltrovany ges Whatmadiv
filtra¢ni papir¢. 41. Filtrat se #di na 50 ml boratovym pufrem v odmé bdice a
5 ul vysledného roztoku je pouZito k analyZe.

Jini autdi navrhuji pouZziti misto kyselé hydrolyzy alkalickoza pouziti
hydroxidu barnatého o koncentraci 1 mol dpii 108 °C po dobu 48 H* Srovnani
typt alkalické hydrolyzy je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3. Srovnani alkalické hydrolyzy.

Cinidlo Podminky Cas (h)  Teplota (°C)

3ml 4,2 mol drit NaOH ultrazvukova |4z (2 min) 4h 120
ochlazeni po hydrolyze
upraveni pH na 9 s konc. HCI
filtrace pres Whatmeiv p.,
zredni 50 ml boratovym
pufrem, 5uL vysledného

roztoku analyzujeme

1 mol dm® BaOH 48 h 108

3.1.1.2 Derivatizace

Analyza aminokyselin pomoci plynové chromatografigaduje derivatizéni
krok ke zvySenidkavosti aminokyselin. Obeé&rplati, Ze norleucin a/nebo norvalin jsou
jako vnittni standardy fidavany do hydrolyzatu, aby byla umeéha kontrola vynosu
derivatizace. Podle experimentalnich metod se pauziez detekce (LOD) pohybujici
se v rozmezi 10 az 100 pg pro kazdou aminokyselinthromatografickych kolon, kde
vétSina derival jsou estery — jen polarnich st@mnin — jsou negseji pouzivané

kapilarni kolony z tavenéhoidmene s minimalnim unikanim stacionérni faze, jeko
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5% fenyl/95% methylpolysiloxan. Tyto kolony uniagi lepsi citlivost a maly zakladni
nastik pii programovani teploty. Pro analytickéely se ale pouZzivaji i vice polarni
stacionarni faze jako je ndklad polyethylen glycerol.

Tabulka 4 shrnuje derivatizai metody nejasgji pouzivané pro analyzu
aminokyselin v hydrolyzatu ziskaném z historickdtyna

Modifikace aminokyselin na jejich N-trifluoroacetyhethylestery®® nebo na

jejich odpovidajici propylester§’, butylestery3®3

nebo N-pentafluoropropionyl n-
propylestery*, vyZaduje dva odli§né reak kroky. V prvnim kroku je methanol,
propanol, butanol, nebo n-propanol pouzit na dgtadi kyselych funknich skupin, a
nasledg se odp# chemikdlie a rozpouidla. V dalSim kroku se provadi
trifluoroacylace nebo pentyfluoropropionylace ansikgpiny. SusSici krok k odstrami
veskeré vody jeféba v obou dvougthto krocich. Zatimco N-trifluoroacetylova skupina
se vyznauje dobrou stabilitou, O-trifluoracetylova snadnodf@hd hydrolyze. To
znamena, Ze aminokyseliny s OH skupinami, jakcaj@iklad hydroxyprolin, poskytuji
pouze kvalitativni vysledky. Jednou z vyhod tohogpu derivatizace je iftomnost
fluoru v molekule, ktery umaitije detekci dchto derival pomoci negativni chemické
ionizaci spojené s hmotnostni spektrometrii nebongum detektoru elektronového
zachytu (ECD). Detekce pomoci ECD umoje stanoveni obsahu aminokyselin v tak
nizkém rozsahu, jak jsou pikogramy.

3941 nhebo terc-

Silylace s tvorbou trimethylsilylového (TMS) dertua
butyldimethylsilylového (TBDMS) derivatlF*®***®* ma tu vyhodu, Ze soasre
derivatizuje kyselé a aminové fultk skupiny. Nicmé# negitomnost vihkosti je v
této metod také rozhodujici, protoZze voda by degradovalalegiy c¢inidla. To je
duvod, pr@ je dileZité se ujistit, Ze aminokyselinovy hydrolyzadjetre vysusen. Tyto
typy derivatizace jsou rozg&né v GC-MS metodach, &V ziskavani komplementarnich
vlastnosti latek. Tento Aapob analyzy poskytuje podrobnou identifikaci, haglfa-
aminokyselin, které mohou byt selekttvndetekovany sledovanim vyznamnych
fragmenti od m/z218 [TMS-NHCH-COOTMS]. Kromé toho, TBDMS derivaty jsou
pomeérné stabilni slodeniny. Fragmentai vzor je pordrné jednoduchy. Dominujici
vysledny vzorec, ionty sn/z odpovidaji [M-57] (ztrata terc-butyl skupiny), e
umoznit uteni molekulové hmotnosti, a jsou velmi vhodné pvarkitativni analyzu

sledovani vybranych iotit(SIM — single/selected ion monitoring). Pouze f¥pact
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prolinu nebo hydroxyprolinu dochazi &8i fragmentaci a jsou ziskany dva odvozené
produkty.

Derivatizace pomoci alkylchloroformiétve sngsi ethanol/voda/pyridirf® se
provadi v jediném kroku, ktery vyZzaduje pouzkalik sekund afidi se podle skupin
aminokyselin a hydroxylové skupiny. Derivatizacensthyl- a ethylchloroformiatem
byla pouzita @i analyze proteinovych pojiv a prezentovala vyhode, reakce neni
ovlivnéna gitomnosti vody, a tak je fjmo pouzitelna po hydrolyze. Nicm&n
jednoduchost prace s vodnym roztokem je #hikemplikovana tim, Ze vyzaduje
piisnou kontrolu pH, aby byla provedena efektivniidgizace a nastala jefasténa
ztrata aminokyselin, kter@igtavaji nezreagované a saar¢ se ve vodné fazi vyskytuji
jako sole® Tato omezeni spolu srozsahlou fragmentaci ethylefdrmiatovych
derivati, ¢ini tuto metodu ménefektivni pro kvantitativni stanoveni pomoci aketz
v rezimu SIM. Nedavno byl testovan novy fluoroatitybroformiat setemi actyimi
atomy uhliku pro okamzitoureménu aminokyselin na hydrofobni derivaty ve vodném
prostedi®* Tato derivatizani ¢inidla se zdaji byt velmi slibna vzhledem k vysoké
reaktivitt aminokyselin ve vodném présti, a to i bezifdavku alkoholu, p vytvéreni
vysoce t¢kavych derival s molekulovou hmotnosti 850 Da. Obégiati, Ze je iteba
zdaraznit, ze p praci s chloroformiaty, by #ho byt vzato do Gvahy, Ze gatmezi

toxickacinidla s korozivnimi dinky.
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Tabulka 4. Derivatiz&ni metody pouzivané pro GC analyzu praiein

Derivani ¢inidlo Derivované aminokyseliny literatura
ala, val, gly, ile, leu, thr, met,
Trifluoroacetamid + methanol  ser, pro, asp, glu, phe, lys, hyp 30

ala, val, gly, ile, leu, thr, ser,

Trifluoroacetamid + isopropylalkoholpro, asp, glu, phe, hyp 32,52,53
ala, val, gly, ile, leu, thr, met,
Trifluoroacetamid + butanol ser, pro, asp, glu, phe, lys, hyp, 38
tyr

ala, val, gly, ile, leu, thr, ser,
N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid  pro, asp, glu, phe, hyp, tyr 39

ala, val, gly, ile, leu, thr, met,
N-tert-butyldimethylsilyl-N- ser, pro, asp, glu, phe, lys, hyp,  25,29,46
methyltrifluoroacetamid arg, his, tyr

ala, val, gly, ile, leu, thr, met,
Methylchloroformiéat, ser, pro, asp, glu, phe, lys, 33,54
Ethylchloroformiat his, hyp, tyr, cis

3.1.2 Identifikace lipidovych aditiv

Pro analyzu steralslozenych z mastnych kyselin a kyselych nezmytinich
frakci je plynova chromatografie s hmotnostni detekhodnou chemickou metodou.
Plynova chromatografie je také vyhodna pro zkoundm@mického slozeni lipidové
hmoty ve vzorcich malt. Umdaje identifikaci rozkladnych produkt stejré jako
rozliSeni mezi lipidy pochazejicimi z vajec a sy&tnoleji.>

Plynovd chromatografie se pouziva k identifikacipi#padre i kvantifikaci
lipidad po hydrolyze mastnych kyselin a nasledné deriaatizMethylestery jsou
obvykle pouzity v Bznych analyzach lipitl pouZivaji se taky ethyl nebo
2-propylestery, alkylace s alkylchloroformiaty jeelice jednoduchd a ime byt
provedena ve vodnych roztocithAnalyza lipidi pomoci plynové chromatografie
piedpoklada, Ze sl@eniny mastnych kyselin, ngjsgji mono-, di- a triacylglycerid,
budou pevedeny na dalSEékavé derivaty. Pro minimalizaci manipulace se veanka
ztraty analytu se pouziva v jednom kroku transdit@én¢e derivatiz&ni postup, tedy
pievedeni vazané i volné mastné kyselifimp na methylestery mastnych kyselin.
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Postup zahrnujeffgani bezvodého methanolu a methanolické H@inp do vzorku.
Methanol tvdi ester s uhlikem karbonylové skupiny, a tak viyitd-ester v pipadech,
kdy jsou mastné kyselinyfipojeny ke glycerolu. f#nos protonu igrusi vazbu mezi
glycerolem a esterem, coz vedefikpé gemené vazeb mastnych kyselin za vzniku
methylestek mastnych kyselifi’

Mezi mozné zpsoby jak analyzovat lipidova aditiva patmydelrni, pfi némz
se vzorky zmydelni pomoci 10% KOH (4 h, 60 °C),épsbu ponechanytippokojové
teplo€ pfes noc. Steroly a jiné organické neutrdini &miny, obsaZené
v nezmydelané frakci, se extrahuji n-hexanem a zbytkovy rojéokkyselen a mastné
kyseliny jsou extrahovany diethyletherem. Zbytkyoobextrakéi jsou vysuSeny
proudem dusiky a silylovany pomoci MTBSTFN-{-butylmethyl-silyl N-methyl tri-
fluoroacetamid) a/nebo BSTFA (bis trimethyl-silyiflloro-acetamid) jakozto
derivatiz&nimi prostedky. Derivatizace se provadiiganim 15ul silylaénich ¢inidel a
180ul iso-oktanu jako rozpouidla, poté se sés zaliiva i 60 °C po dobu 30 min. Do
plynového chromatografu s hmotnostnim detektoremaikuji 2 ul vzorku a jako

vnitini standardy se pouZivaji hexadekan a tridekangselika®*
3.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je nedestruktivni, rychlalysickd technika, ktera
vyZzaduje pouze malé vzorky & @nalyze nedochazi k t&nzadnému ruSeni vodou.
Ramanova spektra jsou debieSitelné v porovnani s podobnymi spektroskopickymi
technikami, jako je ndgklad infralervena spektroskopie. Proto je velmi oblibena
v mnoha oblastech chemie i v oblasti analyzy histgch objeki.>®

Pomoci Ramanovy spektroskopie lze zkoumat jakyla@hkorganické, tak i
organické, které mohou byt s@sti unsleckych &l *°, ale zidka kdy se pouZiva k
identifikaci proteinového aditivaCasty problémem ip této metod je maskovani
Ramanova rozptylu fluorescenci, jenz asto spojena sfpomnosti proteinového
pojiva. K vyfeSeni tohoto nedostatku se pouziva FT — Ramamakireskopie (pouziti
delSi excitani vinové délky). Dalsim komplikaci je nedostatekzgahlé spektralni

databaze referénich materi&l acas potebny pro prorsieni spektef?
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1  Pouzité chemikalie a materialy

Kiemenny pisek (Vlence — LiteCesky Kras)

Véapno ve fornd vapenné kase (Lhoist group, Vapeulextovy schody a.s.)
Voda (pitna voda z vodovodnitiadu)

Vejce (domaci chov)

Tvaroh t&ny (Milko, Polabské mlékarny a.s.; suSina min. 22&. min. 8,4 %,
bilkoviny 9,6 %, sacharidy 3,3 %, tuk 8,4 %)

Zelatina (katalogové. 2408, Deffner)

Kostni klih (katalogové. 2406, Deffner)

Rafinovany Igny olej (Umton barvy)

Sadlo (domaci neupravované)

Ethanol (99,8% — Sigma Aldrich chemie, Steinheirarr@any)

Pyridin (99,0% — Sigma Aldrich chemie, Steinheingr@any)
Ethylchloroformiat (Sigma Aldrich chemie, Steinhei@ermany)
Chloroform (Lach- Ner, s.r.o, Neratovice)

Kyselina chlorovodikova (35,0% - Lach-Ner, s.r.@ratovice)

Pentan (Fluka, Sigma Aldrich chemie, Steinheim ntzery)

Heptan (Sigma Aldrich chemie, Steinheim, Germany)

Acetylchlorid (99,0%- Fluka, Sigma Aldrich chem&tginheim, Germany)
Mehtylchloroformiat (Sigma Aldrich chemie, SteinfmeiGermany)
Methanol (99,9% — Sigma Aldrich chemie, Steinhé@ermany)
Methanoléat sodny (97,0% — Fluka, Sigma Aldrich clegrBteinheim, Germany)
Benzen (99,7% — Lachema n. p. Brno, Neratovice)

4.2 Pouzita aditiva

Na zaklad dosud ziskanych informaci, analytickych mozZnostila vyzkumu
byly vybrany nejastji citované girodni organické latky, které jsou uvedeny v

tabulce 5, kde jsou uvedeny také obsahy protaituli v pouzitych aditivect®?%
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Tabulka 5. Znaeni zkuSebnichketes pro laboratorni hodnoceni.

Oznateni vzorku Aditivum Obsah proteini (%)  Obsah tuku (%)
A zloutek 16 32-33
B bilek 11 0
C krev 20 -22 0
D tvaroh tiny 9,6 8,4
E zelatina 100 0
F kostni klih 100 0
G Inény olej rafinovany 0 100
H sadlo 0 100
REF referegni vzorek 0 0

Davkovani aditiv bylo provedeno v surovém homogevéném stavu s vyjimkou klihu
a zelatiny. U &chto aditiv byly pro davkovani 0,01 % a 0,10 %pmveny roztoky
v koncentraci, ktera odpovida sesré mnozstvi zarsové vody pidavané daerstvé
malty a mnoZzstvi aditiva. Pro Zelatinu o koncentra©0 % byl do malty vmichan

suchy prasek v odpovidajicim mnoZzstvi.

4.3  SloZeni a p Fiprava malt s aditivy

Po zkuSenostech sipravou zkuSebnichkéles vapennych malt, byla zvolena
zkuSebni dlesa o rozrrech 20 x 20 x 100 mm. Z kazdé malty bylo vzdy tadym
postupem fipraveno minimala Sest zkuSebnickles. Pondr pojiva a plniva odpovidal
tradicnimu objemovému poénu vapenné kasSe : pisku 1 : 3. Pro dodrZzeni kotrdtam
sloZzeni malt byly objemové dilyigvedeny na dily hmotnostni, a slozky malty byly
nadavkovany v hmotnostnich jednotkach. Vapennéymgly pripraveny s minimalnim
a vzdy konstantnim vodnim sBnitelem (pondr hmotnosti dinného obsahu vody
k hmotnosti cementu gerstvé matt), ktery byl 0,61, a to ztvodného pedpokladu, Ze
mnohd aditiva budou &nit (pfevazrit zlepSovat) jejich zpracovatelnost. SloZzeni malt
pied gidanim aditiv je uvedeno v tabulce 6.

Metodika gipravy modelovych vzork malt i jejich samotna fiprava byla

provedena v technologické laboratdarodniho pamatkoveho Ustavu.
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Tabulka 6. SloZeni studovanych malt v hmotnostnich jednotkaezlastoupeni pojiva a

plniva.
vapenna kaSe [g] kamenivo [g] voda [g] celkova hmotnost [g]
vSechna
zkuSebni €lesa 500 1500 125 2125

Vybrana aditiva byla davkovana do vdpennych makioncentraci, ktera
odpovida pitomnosti proteif, pripadré tuka, v malg v iadu 0,01 %, 0,10 % a 1,00 %.
Toto mnoZstvi aditiv bylo fidavano do 500 gerstvé malty (viz tab. 7). Jednotlivé
vzorky s rozdilnou koncentraci byly ozeay podle obsahu aditiva v hmotnostnim
procentu. Pro 1,00 hm. % je vzorek ozma 1, pro 0,10 hm. % je ozfen 2 a vzorek
s 0,01 hm. % je ozian 3.

Malty s nejvySSi koncentraci tvarohu a klihu nebplypraveny. V gipac
malty s 1,00 % tvarohu byla $s81 nadmdrné tekutd, v pipact malty s 1,00 % Klihu

nebylo moZnédesa gipravit, z divodi odmeSovani klihu.

Tabulka 7. SloZeni studovanych malt v hmotnostnich jednotkazhstoupeni aditiv.

Davkovani aditiv (g)

Oznafeni vzorku Aditiva 0,01 % 0,10 % 1,00 %
A Zloutek 0,16 1,6 16,0
B bilek 0,5 50 50,0
C krev 0,24 2,38 23,8
D tvaroh tiny 0,58 5,8 -
E Zelatina 0,05 0,5 50
F kostni klih 0,05 0,5 -
G Inény olej 0,05 0,5 5,0
H sadlo 0,05 0,5 5,0
REF Referentni vzorek 0 0 0

Vzorky malt pro analyzu byly odebirany ped zahajenim, v fibéhu (po
5 cyklech) a po ukafeni oSefovani (zrychlené karbonatace) malt (po 20 cyklech).

Jeden cyklus oS&tvani malty s cilem urychlené karbonatace vapenpéiiva
spaiival v ponoru &les do vody na dobu 15 minut, po tesa 3 dny vysychala

v laboratornich podminkach.
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4.4  Uprava vzorku p fed méfenim

Plynové chromatografie s hmotnostni detekci

PROTEINY — Vzorky s proteinovymi aditivy byly fipravovany k analyze
pomoci kyselé hydrolyzy a nasledné derivatizaci gamethylchloroformiatu jako
derivatiz&niho¢inidla.

Bylo navazeno 30Qg vzorku, k gmuz bylo gidano 500ul HCI o koncentraci
6 mol dm® a ponechano hydrolyzovat se v topném hhfzi 100 °C po dobu 24 hodin.
Nasledr® byl hydrolyzat odp&n proudem dusiku. K vysuSenému hydrolyzatu bylo
piidano 100ul smeési voda/ethanol/pyridin (60:32:8) a |d derivatiz&niho ¢inidla
ethylchloroformiatu, vzorek byl pripan a bylo k&mu pidano 100ul chloroformu
s 1% ECF (ethylchloroformiat). Poté byl k pegpdni pouzit vortex a nasledibylo
piidano par kapek kyseliny chlorovodikové pro okyselezorku. K analyze byla
odebrana spodni faze (10Qu), které byl do plynového chromatografu
aplikovan 1ul.

LIPIDY — Vzorky s lipidovymi aditivy byly pipravovany k analyze metodou
transesterifikace mastnych kyselin.

Bylo navazeno 30Qug vzorku do mikrozkumavky, ke kterému byldidano
150 ul pentanu. Vzorek byl ponechan 3 x 1 min v ultrd&komé 14zni na promichani a
poté byl umisin do centrifugy pro oddeni fazi. Oddleny extrakt byl nasledn
odebran do vialky a odpen proudem dusiku. K odparku byléidgano 200ul roztoku
methanolatu sodného a roztok byl ponechan reagmwatobu 5 minut. Nasledrnse
roztok zneutralizoval bezvodou HCI o koncentrach@ dm?, indikaci bylo vymizeni
barvy. Poté bylo fidano derivatizéni ¢inidlo jimZ byl methylchloroformiat. Po dalSich
5 minutach bylo do vzorkuigano 200ul pentanu a vSe bylo zamichano na vortexu.
V piipact neoddleni fazi bylo pidano par kapek destilované vody a odebrana horni
faze do kdnické vialky. Tato extrakce byla 2 krpakovana. Obsah vialky byl odiea
proudem dusiku a rozpgst ve 100ul heptanu, a naslednbyl aplikovan 1ul do
plynového chromatografu.

Ramanova spektroskopie

Vzorky byly homogenizovany v kulovém mlynku na jemprasek. Takto

upravené vzorky byly pro&iieny Ramanovou spektroskopii.
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4.5 Pristroje

Plynova chromatografie s hmotnostni detekgiro analyzu byl pouZzitifstroj
GCMS-QP2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japonsko), veb@wkolonou RTX-200MS
(Chrompack) s parametry: 30 m x 0,25 mm i. d.,cagkou filmu 0,25pum. Nosnym
plynem bylo helium (99,999 %, Linde) stpskem 0,9 ml mift. Davkovaci méd byl
pouzit Split (objem vzorku 1ul) pii 250 °C (split ventil uzaten za 1 min). Teplota
termostatu byla po dobu 2 minut drZzena na 80 °@té pvySovana o 10 °C/min na
280 °C a opt drzena po dobu 10 minut (celkowgs analyzy 32,00 min). Hmotnostni
spektrometr pracoval ve skenovacim modu.

Ramanova spektroskopie Ramanova spektra byla ¢fena pomoci FT
Ramanova modulu Nexus Nicoletigojeného k FTIR spektrometru Nicolet 6700
(rozliseni 4 crit, 100-3700 cm, poet skarmi 256, excitani laser o vinové délce
1064 nm o vykonu 0,2-0,4 W). VSechna spektra biddana ve formatu SPA pomoci
programu Omni€® Jako detektor byl pouZit germaniovy detektor cétgz tekutym
dusikem. Pouzitim laseru s vysSi vinovou délkodgdavana mensi energie, a tim je

snizeno riziko fluorescence.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1  Analyza adi tiv pomoci plynové chromatografie

Metodou plynové chromatografies hmotnostni detekcbyla analyzovan
proteinova aditivabilek, krev, Zelatina a klih. piipact Zloutku a tvarohu se jedi
0 smes proteinového a lipidového aditivproto byly tyto vzorkypripraveny jak prc
metodu n&feni proteinovyc, tak i lipidovych aditiv. Nejdive byly zmeteny
chromatogramy samotnych aditiv, davodu zjiS&ni péitomnosti jednotlivyct
aminokyselin, a poté byl zmgteny chromatogramyaditiv ve smési < maltou. Na
obrazku 1mazeme vidt porovnanicistého aditiva aditivem ve smési < maltou, jako
piiklad byl vybran chromatogre bilku a v gipa modelového vzorku malt
chromatogram bilku o 1,00 hm. % ied procesem karbonate Jednotlivé

aminokyseliny jsou ozrg@né jednopisennou zkratkou podle zavedené konve

— Cisty bilek ——Bilek 1,00 hm.%
air

5 75 10 125 15 175 20 225 25
1. min

Obr. 1. Porovnani spektatistého aditiv. bilku s aditivembilku (1,0 hm. %)ve sngsi

s maltou.

Rozdilnost chromatograri v ramci hmotnostni koncentrace Ize #&idna
obrazcich 2-4Je zde moZznost pozorovat jakiZzeni intensity jednotlivych pik tak
zastoupeni jednotlivych aminokyselin. Se snizujigiotnostni koncentraci se sniz

intensita piku a moznost identifikace&kterych aminokyselin. U vzotk < nejnizsi
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hmotnostni koncentraci, coz j naSem fipact 0,01 hm. %, jsowyjimecné patrné jiné

aminokyseliny nez jsoisoleucir, leucin a prolin.

—Bl1
a..

500000
400000

300000 |- A v

200000
G K Y

100000 | J B M M
W vt

5 7.5 10 12,5 15 17,5 20 22,5 25

t, min

Obr. 2. Chromatogranvzorkumalty s gidavkem bilku — 1,00 hm. %
—B2
55000 L F ?‘
45000 v P
A |

35000 - N ° W M m
26000 : : !
7.5 10 12,5 15 17,5 20
t,min
Obr. 3. Chromatogram vzorku malty s gdavkem bilku - 0,10 hm.
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Obr. 4. Chromatorganvzorkumalty s gidavkem bilku — 0,01 hm. %

Proces karbonatace se na jednotlivych vzorcichepilojpouze snizZenir
intenzity jednotlivych piku, cozZ je patrn obrazku 5kde jsou pro zndzogni vybrany
chromatogramy malty giidavkem bilku 0 1,00 hm. béhem proesu karbonatac

pred karbonataci

N . TV T N | _»,—//MN

S ' | U S T

v priibéhu karbonatace po karbonataci

5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 22,5 25

t, min

Obr. 5. Porovnani vzorkibilku o 1,0 hm. % vzhledem grocesu karbonata (pied

zahajenim procesu karbonatac pribéhu procesu a po skéeni procesu karbonatac

Zastoupeni jednotlivych aminokyselitkazdém vzorku je shrnutc tabulce 8,
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ve které je patrné, Ze s postdpkiesajici koncentraci jsolekteré aminokyselinyégko
detekovatelné. Moznarigina mize byt, samadzjm¢ nizka koncentrace nebo vlivem
karbonatace, kdy se tthe sniZzovat mnoZstvi aditivatsledkem zvySovéani podilu

anorganické sloZzky ve vzorku. Aminokyseliny mohoaké degradovat vlivem

alkalického progedi vapenné malty, sittem atd.

Tabulka 8. Zastoupeni aminokyselin ve vzorcich s proteinovaditivy.

Materiél

Nalezené charakteristické aminokyseliny

Koncentrace

1,00 %

Obsah aditiva

pred karbonataci

[ karbonataci

po karbonataci

Bilek AG\V,LIPBMFK)Y AG)V,L,IPB,FY A,G,\V,L,I,PFY
Kostni klih A,G\V,L,IP,BFK)Y AG,\V,L,I,PFK AG,\V,L,IPFK
Krev AG,\V,LIP,B,FK AG\V,LI,PFK AG\V,L,PF
Tuény tvaroh - - -
Zelatina - - -
Zloutek AG\V,LIPBFKY AGVLIPBFYKAG)V,L,IPB,FK)Y
0,10 %
pired karbonataci @i karbonataci po karbonataci
Bilek AG\V,LIP,F, AG\V,L,IP,F AG,\V,L,PF
Kostni klih AG\V,LIP,B,FK,)Y AG,L,IP,F AG,L,IP
Krev AV,L,IP,F, AV,L,P,F AV,LPF
Tuény tvaroh AV,LI,P.F L,P,F L,P
Zelatina AG\V,LIP,B,FK,)Y AG\V,LIP,F AG,L,ILP,F
Zloutek - - -
0,01 %
pied karbonataci @i karbonataci po karbonataci
Bilek L, L, L
Kostni klih A,G\V,L,IP,F, L,P L
Krev (I L -
Tuény tvaroh L,P L,P, L
Zelatina AG\V,LIP,B,FK,)Y AL LP,F LI,P,F
Zloutek - - -

-34 -



U lipidovych aditiv jako jsou lgny olej a sadlo bylo metodou plynoveé
chromatografie zji$ho zastoupeni mastnych kyselin, které jsou shraugbulce 9.

V této tabulce jsou jednotlivé mastné kyseliny @y pd@tem uhliki a pdtem
dvojnych vazeb.

Vzhledem k tomu, Ze tato aditiva jsou 100% lipidyla lehce detekovatelna pro
vSechny koncentrace. Pro znazminbyl vybran chromatogram sadla o 1,00 hm. %,
které je na obrazku 6. Rozdil mezi koncentracemiigitelny jen z hlediska poklesu
intenzity piki, a u mastnych kyseliny s dvojnou nebo trojnou wazbpoklesem pod
mez detekce.
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Tabulka 9. Zastoupeni mastnych kyselin ve vzorcich s lipjhoivaditivy. Palmitova
kyselina — C16:0, stearova kyselina — C18:0, okejkyselina — C18:1(9)Z, elaidova —
C18:1(9)E, linolenova kyselina — C18:3(6, 9, 12).

Material Nalezené charakteristické mastné kyseliny
1,00 %
Obsah
aditiva pred karbonataci @i karbonataci po karbonataci

Lnény olej C16:0,C18:1Z,C18:0 C16:0, C18:1Z, C18:0 C16:0,C18:1Z, C18:0
C16:0, C:18:1E, C16:0, C:18:1E, C18:3, C16:0, C:18:1E, C18:3,

Sadlo C18:3, C18:.0 C18:0 C18:0
Tvaroh - - -
Zloutek C16:0,C18:1z, C:18 C16:0,C18:1z, C:18 Cl6:08¢z, C:18
0,10 %
pired karbonataci i karbonataci po karbonataci

Lnény olej C16:0,C18:1Z,C18:0 C16:0,C18:1Z, C18:0 C16:0, C18:1Z, C18:0

C16:0, C:18:1E,

Séadlo C18:3, C18:.0 C16:0, C18:1E, C18:0 C16:0, C18:CH8:0
Tvaroh C16:0, C18:0 C16:0, C18:0 C16:0, C18:0
Zloutek C16:0,C18:1z,C18:0 C16:0,C18:1z,C18:.0 C16:0, C18:0

0,01 %
pired karbonataci @i karbonataci po karbonataci
Lnény olej C16:0, C18:1Z, C18:0 C16:0, C18:0 C16:0, C18:0

Séadlo C16:0, C18:1E, C18:0 C16:0,C18:1E, C18:0 C16:0, C18:0
Tvaroh C16:0, C18:.0 C16:0, C18:0 C16:0, C18:0
Zloutek C16:0, C18:.0 C16:0, C18:0 C16:0, C18:0
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ai C18:1E

c18:3

| \ C18:0

14 15 16 17
t, min

Obr. 6. Lipidovy chromatogram vzorku malty sidavken sadla o 1,00 hr %.

U lipidovoproteinovych adiv jakymi jsou Zloutek a tvaroh, které by
podrobeny kyselé hydrolyze a nasledné derivatizeei,fi méreni chromatogran
projevily jak aminokyselin, tak i mastné kyseliny. Nabrazku 7 je porovnani

chromatograr vzorki malt < ptidavkem Zloutku 1,00 hm. % &arohu 0,10 hn %.

—Al ——D2
.- Cl6:0
a.i.
L L p F C18:0
A v |
B C16:0
| A v Ly P
J..G A ,u A A
1 1 1 1 1 1 1
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
t, min

Obr.7. Porovnani lipidov- proteinovych chromatograirze vzork malt s gidavken
Zloutku (A1 — 1,0 hm. % tvarohi (D2 — 0,1 hm. %)
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5.2  Analyza aditiv metodou Ramanovy spektroskopie

Metodou Ramanovy spektroskopie byla dijd zmeiena spektraistych aditiv
(Obrazek 8), ktera pak byla porovnavana se spektgyelovych vzork malt s gidavky
jednotlivych aditiv. Namstena spektra byla ziskana vzdy od vZoskobsahem 1,00 hm.
% organickych aditiv. U vzofk malt s gidavkem tvarohu a Zelatiny byla ziskana
spektra s projevy obou aditiv az od vziork koncentraci 0,10 hm. %. Keéheni byly
vybrany vzorky ped zah4jenim karbonatace a po wn procesu karbonatace.

4o hilek

20

1] T e g ol PP

Jsoutek

Jxratiéi Klih

10Jkasein

Nx\;/\./\\/\jk_—

Zelatina

Raman intensity Raman intensity Raman intensity Raman intensity Raman intensity Raman intensity

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Raman shift (cm-1)

Obr. 8. Spekteracistych aditiv pouzitych jako ffisady v modelovych vzorcich
historickych malt.

V disledku komplexniho sloZeni vzorku, byla rédema spektra vyrazn
ovlivnéna fluorescenci — zakladni linie spektra jsownti&omplikované. Diky excitaci
v NIR, se také ve spektrech projevily komplikapgsobené absorpci vodni pary (2500
— 2000 cri). Vyrazné pasy ifsludejici valetnim CH vibracim (2980 a 2880 &h
byly nalezeny u lipidovych aditiv — &ného oleje, sadla a Zloutku. Vikra projevy

amidické vazby u proteinovych aditiv nebyly zaznaamy ani u vzork s obsahem
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aditiva 1,00 hm. %.

1 #loutek po karbonataci

09 Hloutek pied karbonataci

6851REF AB

Raman intensity
L
T

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Raman shift (cm-1)

Obr. 9. Porovnani Ramanovych spekter Zloutkiedp a po karbonataci. REF -

referergni vzorek bez fidavku aditiva. * - spektralni projev aditiva

Pro posouzeni zém ve spektrech ip zrychlené karbonataci, byly vybrany
vzorky pred a po oséeni. Nejprve byly zréreny vzorky s minimalni karbonataci (ihned
po vyschnuti zagsové vody, vzorek nebyl zrychkenkarbonatovan; cca po 2,5
mesicich od pipravy) a poté $ 100% karbonataci (po 5 dsicich od pipravy). Tato
meieni byla provedena pro modelové vzorky maltidavkemjednotlivych aditiv o
1,00 hm. %. Pouze u vzorku Zzelatiny a tvarohu kpdyzity vzorky o 0,10 hm. %.
U vSech studovanych vzarkbyl zjiS€n vzmst uhlitanového piku v idksledku
karbonatace (1080 ¢t Byly také pozorovany zémy intenzit u pas odpovidajicich
projevim SiO, pochézejiciho z pisku (800 — 900, 460 ¥mTyto projevy jsou
pravdépodobré spojeny se z#mou morfologie vzorku i piipraw vzorku (starnuti,
homogenizace, atd.). Jako ilustrativiiikiad jsou na obrazku 9 zobrazena spektra
Zloutku s 1,00 hm. %ipd zahajenim procesu karbonatace a po jehocekdbnNa tomto

obrazku je karbonatace patrna zvySenim citatiového piku p 1080 cm'. Projev
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valerénich vibraci pi 2980 a 2880 cih piislusi CH vibracim. To, Ze se jedna o

aditivum Zloutku, je patrné z obrazku 10.

Zloutek pred karbonataci f
60 |

55_5 ¢isty zloutek I

Raman intensity

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Raman shift (cm-1)

Obr. 10. Porovnani spekter malt gigavkem Zloutku (1 hm. %) se spektrémtého
Zloutku.

Na obrazcich 11-15 jsou zobrazeny spektra matidaykem proteinoveho
aditiva (bilek, krev, tvaroh, Zelatina a klih) vrpenani se spektrem refetgiho
vzorku malty. Z obrazk je patrné, Ze ve spektrech nejsou zadné projevigicka
vazby, jez by mdly prisluSet proteinovym adittm. Je zde patrny pouze vliv
karbonatace, a to zvySenim wktinového piku § 1080 cm. Byly meieny vzorky s
0,10 hm. % tvarohu a Zelatiny, ale nebyly zaznamgadné spektralni projevy u této

koncentrace, coz je takdivbd, pr@& byly méteny pouze vzorky o nejvyssi koncentraci
(1,00 hm. %).
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Raman shift {cm-1)

Obr. 11. Porovnéani spekter malt gigavkem bilku (1 hm. %) se spektrem reférého
vzorku malty.

1000 500

{krev po karbonataci
%qkrev pited karbonataci

] f
0] REF |

Raman intensity

3500 3000 2500 2000
Raman shift (cm-1)

Obr. 12. Porovnani spekter malt gigavkem krve (1 hm. %) se spektrem reférgho
vzroku

1500 1000 500

malty
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Obr. 13. Porovnani spekter malt siggavkem tvarohu (0,1 hm
refereniho vzorku malty.
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Obr. 14. Porovnani spekter malt gigavkem Zelatiny (0,1 hm.
referetniho vzorku malty.
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Obr. 15. Porovnani spekter malt gigavkem klihu (1 hm. %) se spektrem reférg@ho
vzorku malty.

Na obrazcich 16 a 17 jsou znazora spektra malt sffglavky lipidovych aditiv
(Inény olej a sadlo) ve srovnani se spektrem refgriémm vzorku malty. Na obou
spektrech jsou pozorovatelné CH valehvibrace pi 2980 a 2880 cih a zarové je
patrny vliv karbonatacet{p1080 cni'.

Metodou Ramanovy spektroskopie, je moZnéituptitomnost organického
aditiva pouze v fipact, jedna-li se o lipidové aditivum. Valémi vibrace CH skupinip
2980-2880 cm jsou pozorovatelné jen u vzdrlo 1,00 hm. %. Bsledek zrychlené
karbonatace Ize zaznamenat pouze zvySeniniitamdvého piku i 1080 cm' a neméa
vyrazny vliv na uéeni organického aditiva.
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5.3  Porovnani Ramanovy spektroskopie a plynove

chromatografie

Porovnani obou dvou metod pouzitych k identifikamiganickych aditiv
v modelo pripravenych vzorcich historickych malt je shrnuttaliulce 10, ze které je
patrné, Ze pro identifikaci organickych aditiv jdodrgjSi plynova chromatografie

s hmotnostni detekci nez Ramanova spektroskopie.

Tab. 10.Porovnani identifikace organickych aditiv metodddaimanovy spektroskopie

a plynové chromatografie s hmotnostni detekci~ identifikovana pitomnost aditiva,

p — proteinové aditivum, | — lipidové aditivum)

Davkovani Ramanova GC-MS

Aditivum (hm. %) spektroskopie (p/1)

1,0 - X/ -

bilek 0,1 - X/ -

0,01 - -/ -

1,0 - X/ -

kostni klih 0,1 - X/ -

0,01 - -/ -

1,0 - X/ -

krev 0,1 - X/ -

0,01 - -/ -

1,0 X -/ X

Inény olej 0,1 - -/ X

0,01 - -/ X

1,0 X -1 X

sadlo 0,1 - -/ X

0,01 - -/ X

1,0 - -/ -

tvaroh 0,1 - XX

0,01 - -/ X

1,0 - -/ -

Zelatina 0,1 - X/ -

0,01 - -/ -

1,0 X XX

Zloutek 0,1 - XX

0,01 - -/ X
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6 ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo posouzeni mo#inoRamanovy
spektroskopie a plynové chromatografie s hmotnostietekci pi identifikaci
proteinovych a lipidovych aditiv v modelovych vapgch maltach, a zji&hi
procentualniho obsahu aditivii fxterych je mozné tato aditiva ¥ipravenych vzorcich
malt jeSt spolehli identifikovat.

Metodou Ramanovy spektroskopie se gddadokazat, Ze Ize dit pritomnost
organického aditiva, respektive jen lipidového, @@du jednotek hmotnostniho
procenta. U této koncentrace bylo mozné nalézt @@émsy pislusejici valetnim CH
vibracim, které jsou iftomny ve vSech organickych latkach. ¥pgad aditiva
proteinového nebylo mozné prokazattgmnost jakéhokoliv spektralniho projevu.
Dusledek zrychlené karbonatace rénvliv na vyrazné zrény spekter, jediny
pozorovatelny projev karbonatace bylo zvySeniditaliového piku $ 1080 cmi'.

U plynové chromatografie, Ize detekovat lipidovétimdm uz odiadu setin
hmotnostniho procenta. RozliSeni proteinovych wadize aZz od fadu desetin
hmotnostniho procenta, pouze &@diu jednotek hmotnostniho procenta iicé, o jaké
aditivum se jedna. Vliv karbonatace se u této mefmojevil pouze sniZzenim intensity
pikia a nendl vyrazny vliv na zndny chromatograri

Na zéklad ziskanych vysledk se podélo ovérit, Ze metoda plynové
chromatografie je pro identifikaci organickych adit umeleckych dilech vhod#si
nez metoda Ramanovy spektroskopie (tabulka 10).
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