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Abstrakt

Cuchové vnimanie telesného pachu zohrava dolezita ilohu pri vybere Zivotného
partnera, najmé u zien. Vyskumy ukazuju, ze zeny si vyberaju partnera, ktorého
telesny pach je podobny s pachom ich otca. Doposial’ bol tento fenomén potvrdeny
iba Stadiami etologickymi na zaklade subjektivneho vnimania pachovych

podobnosti.

Cielom mojej diplomovej prace bolo preto otestovat tuto hypotézu
inStrumentdlne  pomocou  komprehenzivnej  plynovej  chromatografie
GCxGC-TOFMS s naslednou multidimenzionalnou analyzou chemickych
profilov telesnych pachov partnerov a otcov dospelych zien. Telesny pach bol
vzorkovany z 'avych a pravych podpazusi partnerov a otcov 41 Zien (dokopy 164
vzoriek) pomocou vatovej tyCinky, ktord bola nésledné zamrazend a extrahovana
do hexanu. Typické prchavé latky detegované vo vsetkych skumanych vzorkach
boli uhlovodiky, karboxylové kyseliny, estery, alkoholy, aldehydy, ketony,
steroly a terpény. Pomocou novo dostupného “dlazdicového* chromatografického
alogritmu bola ziskand sada 341 zlaCenin systematicky sa vyskytujicich
v muzskom axilarnom zapachu. Pre ur€enie chemickych vzdialenosti medzi
vSetkymi parmi Studovanych jedincov bola pouzitd analyza hlavnych
komponentov a z nej vypocitané Euklidovské vzdialenosti medzi vSetkymi
subjektmi. Takto vyjadrené ,,chemické vzdialenosti® sa ukézali byt vyznamne
mensie pre otca a partnera jednej Zeny v porovnani s rozdielmi medzi ndhodnymi
parmi otcov a partnerov. Vysledky naznacuju, Ze Zeny si skutoCne vyberaju

partnera s telesnym pachom podobnym k ich otcom.

KPucové slova:

Telesny pach; podpazuSie; Tudské prchavé latky; vyber partnera;
GCxGC- TOFMS; komprehenzivna plynova chromatografia; analyza hlavnych

komponentov



Abstract

Body odour perception plays an important role in human mate choice, especially
in women. It was previously proposed that women select partners whose body
odour resembles that of woman’s fathers. Yet, this phenomenon has only been
confirmed using ethological studies based on subjective perception of body odour

similarities.

Therefore, the aim of my diploma thesis was to test this hypothesis instrumentally
using comprehensive GCxGC-TOFMS and subsequent multidimensional
analyses of body odour chemical profiles of male partners and fathers of adult
women. Body odour sampling from left and right axilla of fathers and partners of
41 women (altogether 164 samples) was performed using cotton swabs, which
were then frozen and extracted into hexane. Typical human volatile substances,
such as hydrocarbons, carboxylic acids, esters, alcohols, aldehydes, ketones,
sterols and terpenes were detected in all examined samples. Using a newly
available “tile-based” chromatographic alignment algorithm, we obtained a set of
341 compounds systematically occurring in male axillary odour. The principal
component analysis was used to calculate Euclidean distances for all pairs of the
studied male subjects. These estimates of “chemical distances” revealed to be
significantly smaller for father-partner pairs of individual women compared to the
differences between randomized father-partner pairs. Our results suggest that

women really do select partners with body odour similar to that of their fathers.

Keywords

Axillary odour; human volatiles; partner choice; GCxGC-TOFMS;
comprehensive two-dimensional gas chromatography; principal component

analysis
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Zoznam pouzitych skratiek

DNA
VOCs
SPME

SBSE

GC
GSC

GLC

TCD
ECD
FID

MS
GC-MS
EI

CI

TOF
GC-GC
GCxGC
GCxGC-TOFMS

S/N
ANOVA
PCA

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
prchavé organické zluceniny (z angl. volatile organic compounds)

mikroextrakcia na pevnej] faze (z angl. solid-phase
microextraction)

extrakcia na sorpcnych mieSadielkach (z angl. stir bar sorptive
extraxtion)

plynova chromatografia (z angl. gas chromatography)

plynova adsorpénd chromatografia (z angl. gas solid
chromatography)

plynovéd rozdelovacia chromatografia (z angl. gas liquid
chromatography)

tepelne vodivostny detektor (z angl. thermal conductivity detector)
detektor elektronového zachytu (z angl. electron capture detector)
plamenovo-ioniza¢ny detektor (z angl. flame ionization detector)
hmotnostnd spektrometria (z angl. mass spectrometry)

plynové chromatografia v spojeni s hmotnostnym detektorom
elektronova ionizacia (z angl. electron impact)

chemickd ionizacia (z angl. chemical ionization)

analyzator doby letu (z angl. time of flight)

dvojdimenzionalna ,, heart cutting ““ plynova chromatografia
komprehenzivna dvojdimenzionalna plynova chromatografia

komprehenzivna dvojdimenziondlna plynova chromatografia v
spojeni s hmotnostnym detektorom a analyzatorom doby letu

pomer signalu a Sumu (z ang. signal-to-noise ratio)
analyza rozptylu (z angl. analysis of variance)

analyza hlavnych komponentov (z angl. principal component
analysis)



Zoznam pouzitych symbolov

m hmotnost’

z naboj

n nasyteny nerozvetveny uhl'ovodik
S signal

N Sum

w Sirka piku

KI Kovatsov reten¢ny index

N pocet atomov uhliku

tr retencny cas

p pravdepodobnost’



1 Uvod

Cuch je evoluéne najstar$i zmysel. U Zivodichov zohrava vyznamnt ulohu pri
orientacii v prostredi, napriklad pri hl'adani potravy a tiniku pred predatormi, a taktiez pri
vnutrodruhovej komunikacii, Co zahriiuje aj hl'adanie partnera [1]. Sucasny cClovek je
dominantne vizualnym tvorom a preto ¢uchu uz nevenujeme takil pozornost’, no aj
naprieck tomu ostdva kliCovym zmyslom v niektorych zakladnych biologickych
procesoch. Ako jediny zo zmyslov neprechadza cez talamus ale rovno do limbického
systému v mozgu, kde je ¢uchové informacia spojend s prislusnou emoéciou (amygdala)
aihned’ zapamétana (hipokampus) [2]. Je to teda zmysel, ktory je najviac prepojeny
s emociami. Cuchové vnimanie zohrava délezitd ulohu pri vybere partnera najmi pre
zeny [3], tak ako aj iné atriblty ako napriklad ¢rty tvare [4].

Na zéklade niektorych evoluénych tedrii sa predpokladalo, ze si budeme vyberat
partnera, ktorého telesny pach je ¢o najviac odlisny s nasim telesnym pachom a pachom
naSich rodicov, kvoli génovej rdznorodosti potomkov. Empirické vyskumy vSak ukazuju,
Ze je to naopak a mdme tendenciu si vyberat’ partnera, ktorého telesny pach je podobny
s pachom nasho rodica opacného pohlavia. Toto subjektivne hodnotenie pachovych
podobnosti v predchadzajucich stadiach bolo potrebné overit’ na inStrumentalnom leveli.

Komprehenzivna plynova chromatografia v spojeni s hmotnostnym detektorom je
v sucasnosti najpouzivanejSia metodda pre separovanie a identifikaciu velkého mnozstva
analytov zo vzoriek s komplexnou matricou ako je telesny pach [5]. Pomocou dvoch
kolén o roznej polarite sme schopni dosiahnut’ lepSiu separaciu analytov s podobnymi
vlastnost’ami, oproti plynovej chromatografii klasicke;.

Tato praca je zamerand na vyvinutie metodického postupu pre robustnl
charakterizaciu jednotlivych jedincov podla ich telesného pachu a oddelenie tychto
jedincov pomocou komprehenzivnej plynovej chromatografie s naslednym Statistickym

spracovanim.
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2 Teoreticka Cast’

2.1 Cuchovi draha

Cuch je evolucne najstar§Sim zmyslom. Cuchovym vnimanim st rozpoznavané molekuly
z okolitého prostredia ¢o poskytuje organizmu informaciu o jeho chemickom zlozeni

a hlavne o zmenach v tomto zlozeni [6].

Uz jednoduché organizmy pouzivaji cuch pre hladanie potravy. Jednobunkové
organizmy obsahuju ¢uchovo-chut'ovy receptor v ich bune¢nej stene v priamom kontakte
s vonkajS$im prostredim. Pre herbivoridlny hmyz je ¢uch dominantnym zmyslom, ktory
mu sluzi pre hl'adanie rastlin a kvetov na opel'ovanie. Na druhej strane, paraziticky hmyz

vyuziva ¢uch k hl'adaniu svojho hostitel’a.

Cuch u stavovcov je dolezitym pri hl'adani potravy, orientacii v prostredi &i uniku pred
predatormi. Ryby maji cuchové receptory na pokozke, ktord je v priamom spojeni
s vodou ako ich okolitym prostredim. U vtakov je cuch dolezity pre orientaciu v prostredi
pri ich migracii. Cicav¢i predatori vyhl'addvaja korist’ pomocou ¢uchu a naopak, korist’
je schopna vd’aka ¢uchovému vnimaniu rozpoznat hroziace sa nebezpecenstvo a nasledne
pred predatormi uniknut’ [6]. Okrem toho, pre cicavce je typické, ze si svojim pachom
oznaduju svoje teritorium. Cuch je pre nich ddlezitym zmyslom vo vnutrodruhovej

komunikacii, aj pri vybere ich sexudlneho partnera.

Vyznam ¢uchu u ¢loveka je na rozdiel od inych cicavcov obmedzenej$i. No aj napriek
tomu, Ze v sucasnosti je ¢lovek dominantne vizudlnym tvorom, zohrava cuch doleziti
ulohu v niektorych zakladnych biologickych procesoch. Ked’Ze v pripade I'udi uz ¢uch
nie je az tak dolezity ako u evolu¢nych predkov, nie je mu venovana ani takd pozornost’
ako kedysi a nie je ani tak dobre vyvinuty v porovnani s inymi Zivo¢ichmi napriklad s
hlodavcami, ktoré patria do skupiny makrosmatickych cicavcov. Aj napriek tomu, ze
¢lovek je mikrosmaticky, je schopny vnimat’ obrovské mnozstvo prchavych latok, s
limitnou vel'kost'ou priblizne 300 Da [6]. Va¢Sie molekuly sa uz nedostanti do ¢uchového
epitelu, takze receptory ich nebudu schopné detegovat’. Aj u €loveka hra cuch vyznamnu
rolu pri prijimani potravy. Vdaka ¢uchu sme schopni rozlisit’ dobré jedlo od pokazeného.

Napriklad pokazené vajicka alebo miso, ktoré sa pokazilo v dosledku bakteridlnej
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aktivity, typicky pachnu po sirovodiku, ktorého geometricky priemer prahovej hodnoty
detekcie zapachu pre ¢loveka je 11 pg/m® (ppb) [7]. Cuchovym vnimanim sme schopni
odhalit’ a reagovat’ na nebezpecné situédcie ako tnik plynu v domécnosti ¢i blizky poziar.

Tak ako je to aj u inych cicavcov, ¢uch hrd u ¢loveka vyznamnu rolu pri vybere partnera.
2.1.1 Anatéomia l'udského ¢uchu

Predtym ako je prchavd molekula schopné iniciovat’ nervovi ¢innost’ zodpovednu za
vnimanie pachu, musi najskor vstapit’ do nosovej dutiny. Odorant sa dostane do nosove;j
dutiny bud’ z inhalovaného vzduchu (ortonazalny cuch) alebo cez ,,retronazélny ¢uch*
kedy molekuly z ustnej dutiny prechadzaji cez nosohltan do nosa [8] (Obr. 1). V nose sa
musi vstrebat’® a rozpustit v hliene, ktory je produkovany Specializovanymi
Bowmanovymi zl'azami a pokryva ¢uchovy epitel nosovej sliznice [9]. Nosova sliznica
lemuje nosovu dutinu a su v nej dva druhy epitelu, ktoré sa liSia vo svojej

funkecii — respirac¢ny epitel a cuchovy epitel.

¢uchovy bulbus

retronazalny cuch

ortonazalny ¢uch

Obr. 1: Cesta odorantu z prostredia do nosovej dutiny [10].

Cuchovy epitel obsahuje rézne typy buniek vratane bazalnych buniek, podpornych
buniek a cuchovych senzorickych neurénov (Obr. 2). Bazalne bunky st kmenové bunky,
ktoré st schopné neustile tvorit nové Cuchové senzorické neurdény, o umoZziuje
rekonstituovanie cuchového epitelu kazdé 2 — 4 tyzdne [11]. Vd’aka tomuto je poskodenie
¢uchového epitelu, napriklad mechanicky alebo vdychnutim toxickych vyparov va¢sinou

docasné a len malokedy ma trvalé nasledky. Podporné bunky predstavuju fyzicka
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podporou pre ¢uchové senzorické neurony a taktiez izoluju receptorové bunky medzi
sebou. Olfaktorické neurony st neurodny bipolarneho typu, takze obsahuju jeden axon a
jeden dendrit na opaénych poloch buneéného tela [11]. Clovek ma priblizne 10 az 20

milionov tychto senzorickych neurénov pre ¢uch [12].

Dendritické Casti olfaktorickych neuronov dosahuji na povrch epitelu sliznice, maju na
svojom konci vlasové vybezky cilie, kde sa nachadzaju ¢uchové receptory citlivé na
molekuly pachov a predstavuju vlastné miesto prijimania chemickych podnetov. Okrem
toho pohyblivé cilie slizia pre posun hlienu smerom ku gastrointestinalnemu traktu a tym
odstratiuju $kodlivé latky a iritanty z pl’ic a dychacich ciest [6]. Clovek ich ma v priemere
25 na jeden neurén [13] na rozdiel od psov, ktoré ich maji pre jeden neurén stovky.
Axony neurdnov st v hibke sliznice, zdruzuju sa v silnejsie zvizky, vstupuja do bulbus
olfactorius v mozgu, kde vytvaraju glomeruly a tam st ¢uchové vzruchy predavané na
synapsidch dendtritom mitralnych buniek, ktoré predstavuju druhé nervové bunky

olfaktorickej drahy (Obr. 3) [14].

Bowmanova 7laza axon

&uchovy bulbus
axény mitralnych buniek

I].I.llra a f = B
glomerulus 7 4 \/‘

e

ff’n

"\\ \
., !i \'A'AH\

bazalna synapsia
bunka

guchovy
epitel

éuchovy
Senzorcky
neuron

molekuly
odorantov

: .,alaieu H_ . kol 3 : : : ‘bunka

molekuly odorantu

Obr. 2: Popis buniek cuchového epitelu [15]. Obr. 3: Prepojenie prvych (Cuchové senzorické
neurony) a druhych (mitralne bunky) nervovych buniek
olfaktorickej drahy v ¢uchovom bulbe [16].

V nose sa nachddzaju aj nervové zakoncenia vlakien, ktoré sa drazdia iritujicimi latkami

ako ¢pavok, mentol ¢i chlor a spust’aja reflexné odpovede napriklad kychanie, slzenie ¢i

zastavenie dychania [12]. Na molekuldrnej urovni je dnes dobre zname, Ze pocit

ochladenia mentolu je sprostredkovany prechodnou aktiviaciou melastatinového

receptoru TRPMS [17], zatial' ¢o pocit bolesti je vysledkom aktivacie ankyrinového

receptoru TRPAT1 [18].
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Jeden cuchovy receptor rozpoznava viac odorantov a jeden odorant je rozpoznany
viacerymi cuchovymi receptormi, ale rdézne odoranty st rozpoznavané roznymi
kombinaciami &uchovych receptorov. Cuchovy systém teda pouZiva na kodovanie
pachovych identit kombinatorickii schému kodovania receptorov. Vysledny cuchovy

vnem zavisi na rozpoznani tohto kombinatorického vzoru [19].
2.1.2 Vnimanie pachu

Odorant po rozpusteni v hliene nosovej sliznice aktivuje cuchové receptory co nasledne
spusti komplexnu signaliza¢nu kaskadu, ktord v synapsidch na druhom konci neurénu
generuje elektricky signal. Udalosti signalizacnej kaskady, ktora nastava po aktivacii
receptoru zahfiiaju klasicky mechanizmus G proteinu, druhého posla (cyklicky
adenozinmonofosfat alebo inozitoltrifosat) a funkciu id6novych kanalov (Na“/K*; CI"), ¢o
vedie k polarizécii bunky a tvorbe vyboja na synapsiach s neurénmi v ¢uchovom bulbe
[20]. Cuchovy vzruch je z &uchového bulbu preneseny mitralnymi bunkami do
piriformnej kory, ktora je spolu s kdérou entoritdlnou a amygdalou zndma ako primarna
cuchova kora (Obr. 4). V piriformnej kore sa formuju pachové vnemy a porovndvaji sa
s predo§lymi vnemami, ktoré st uz v mozgu ulozené. Cuchové informacia prechadza
z piriformnej kory do dalSich casti mozgu. Vedomé vnimanie vone sa formuje

v orbitofrontalnej kore [6].

Thal
Insula \
: OFE A-\ Hipp)

PC @Amygl Ento

Obr. 4: Cuchova draha v mozgu. Modrou farbou je vyznacenda primarna a zelenou sekundarna cuchova kora.
PC — piriformna kora, Amyg — amygdala, Ento — entoritalna kora, Hipp — hipokampus, Thal — talamus,
OFC - orbitofrontalna kora, Insula — ostrovcek [21].
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Spomedzi vsetkych zmyslovych stimulov sa zda, Ze Cuchové vnimanie vyvolava tie
anatomického hladiska. Cuchova draha pokrauje z piriformnej kory do dvoch
klucovych Struktir spojenych s emdciami a pamitou — amygdala a hipokampus. Na
rozdiel od ostatnych zmyslov, informdcia k tymto Struktiram neprechadza cez talamus
[21]. To znamend, ze Cuchova informacia nemusi byt vedome rozpoznatel'na a nie je
regulovana ¢i filtrovand touto tzv. ,branou vedomia“. Nervy olfaktorickej drahy su
priamo prepojené s mozgovymi Struktirami limbického systému, preto je prepojenie
s emociami pri ¢uchu zo zmyslov najsilnejsie [10]. Z tychto dvoch klIicovych oblasti sa
informécie potom prenaSaju do sekundarnej cuchovej kory. Vdaka anatomickému
prepojeniu medzi ¢uchovymi a paméatovymi Struktirami je ¢uch vyznamnym zmyslom

pre pristup k spomienkam.
2.1.3 Olfaktorické dysfunkcie

Dychacie infekcie, poranenia hlavy, vystavenie chemikalidm ¢i Ziareniu mozu viest’ k
olfaktorickej dysfunkcii. Oslabenie cuchového vnimania modze byt zapri¢inené aj
starnutim. Vyznamna ¢ast’ starSej populacie ma narusenu schopnost’ identifikovat’ bezné
domaéce pachy a vicSina z nich o tomto poSkodeni ani nevie [26]. Viac ako polovica
populacie USA medzi 65 — 80 rokmi ma preukézatel'na stratu ¢uchu a priblizne tri Stvrtiny
populacie nad 80 rokov [27]. Studia taktiez ukazuje, Ze Zeny maji lepSie &uchové

vnimanie ako muZi a to v kazdom veku a taktiez nefajCiari oproti faj¢iarom.

Cuchova dysfunkcia ma viacero nasledkov, napriklad niz§i zdujem o aktivity spojené
s jedlom ako varenie ¢i jedenie jedal s vyraznou chutou (citrusy, chren), vyssi prijem
sladkosti a v konecnom dosledku vyssie riziko srdcovych a chronickych chordb [28].
Takato dysfunkcia vyrazne ovplyviiuje psychicka pohodu ¢loveka, kvalitu zivota a najméa
kazdodennu bezpecnost. Neumerny pocet starSich I'udi zomiera kazdoro¢ne na otravu
toxickymi plynmi a pri vybuchoch [9]. Stidie ukazuji, Ze 'udia s poruchami ¢uchu sa
v zivote Castejsie stretli s nebezpecnou udalost’ou spojenou s cuchom. Medzi najcastejsie
pripady patrili udalosti spojené s varenim, ktor¢ predstavovali 45%, pozitie pokazenych
potravin (25%), neschopnost’ detegovat’ unik plynu (23%) a nedostatok schopnosti citit’
zapach ohna (7%). Existuje korelacia medzi frekvenciou nebezpecnych udalosti

a stupiiom ¢uchového poskodenia [29].
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2.2 Dudsky telesny pach

Telesny pach je jedine¢nou pachovou signatiirou kazdého ¢loveka. Obsahuje informacie
tykajuce sa genetickej konstitiicie daného €loveka, vnitorného a vonkajSieho prostredia,
fyziologického stavu (menstruacny cyklus) a jeho zivotospravy, zahritujicej jeho stravu

a hygienu [30].
2.2.1 Povod Pudského telesného pachu a faktory, ktoré ho ovplyviiuji

Telesny pach je vysledkom produkcie sekreénych Zliaz a pOsobenia baktérii, ktoré
produkované metabolity zliaz rozkladaji a premienaju [31]. Cudské telo je pokryté
potnymi a mazovymi zl'azami, ktoré maja doélezit ulohu v termoregulacii, ochrane
pokozky a d’alSie prospesné funkcie (Obr. 5). V naSom tele sa nachadzaju dva druhy
potnych Zliaz, a to ekrinné a apokrinné. Ekrinné Zl'azy su lokalizované po celom tele
a vylu¢uji vodny roztok obsahujuci soli a vo vode rozpustné latky (kyselina mlie¢na,
aminokyseliny). Apokrinné zlazy st sustredené iba v urCitych oblastiach ako je
podpazusie ¢i vlasova pokozka a vylucuju hydrofoébnejsie produkty (tuky, steroidy,
proteiny). Apokrinné ZI'azy st Zivnou pddou pre pdsobiace baktérie a spolu s nimi maja
najvacsi vplyv na telesny pach [11],[31]. Obzvlast’ v podpazusi sa nachadza obrovské

mnozstvo sekre¢nych Zliaz.

vlasovy
folikul

ekrinna
potna
zlaza

Obr. 5: Sekrecné Zlazy nachadzajiice sa v kozi ludského tela. Na obrazku su zndzornené potné Zlazy (ekrinna
a apokrinna) a mazova zlaza [32].
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Pach c¢loveka je ovplyvneny viacerymi faktormi. Ovplyviiuje ho jeho genotyp, ktory sa
s ¢asom za normalnych okolnosti nemeni a d’alSie faktory, ktoré sa v priebehu casu lisia
v zavislosti na vnutornych a vonkajsich podmienkach. Preto je l'udsky telesny pach
rozdeleny podl'a povodu do troch zakladnych kategorii: primarny, sekundarny a terciarny

[31].

Primarny telesny pach obsahuje zlozky, ktoré su v priebehu Casu stabilné bez ohl'adu na
stravu Cloveka ¢i okolité prostredie. Je rozliSovacim znakom jednotlivca a zavisi na jeho
veku [33], pohlavi [34], etnickej prislusnosti [35], zdravotnom stave [36], plodnosti [37],
genetickych vlastnostiach [38] a na konkrétnej Casti tela, odkial je ziskany (tvar, krk,
dych, podpazusie) [39]. Za niektorych okolnosti sa mdze pocas Zivota menit’ aj tato
primarna zlozka telesného pachu. Takato zmena méze byt spdsobend napriklad zhubnym
nadorovym ochorenim, ¢o nasledne vedie k zmene produkcie prchavych organickych
latok cloveka [40]. Kvoli tomuto poskodeniu DNA mo6zu niektoré latky tiplne vymiznut,
zmenit’ sa na iné zliceniny alebo sa zmeni ich relativna koncentracia [41]. Do zmeny
telesného pachu, ktord stuvisi s vekom modze byt zapojeny napriklad 2-nonenal,
generovany oxidacnou degradéaciou nenasytenych mastnych kyselin [33]. Prave primarny
telesny pach je vyznamny v medicinskych, bezpecnostnych, kozmetickych a forenznych

oblastiach.

Sekundarny telesny pach je vysledkom stravovacich a enviromentalnych faktorov.
Obsahuje zluc¢eniny, ktoré su tiez endogénneho povodu, ale st ovplyvnené faktormi
vnutorného a vonkajsieho prostredia. Medzi faktory vnttorného prostredia patri imunitny
systém, choroby, menstrua¢ny cyklus, psychicky ¢i1 emocny stav. Faktory vonkajSieho
prostredia sa tykaju stravy a st spojené so Specifickymi diétami [42],[43]. Pach muzov,
ktori boli na bezmisitej diéte bol v Studii Havli¢ka a kol. subjektivne Zenami hodnoteny
ako atraktivnej$i, prijemnejsi a menej intenzivny v porovnani s muzmi, ktori konzumovali
cervené méso [42]. Podobnym sposobom dosla Zuniga a kol. k tomu, ze muzi s vic¢Sim
prijmom ovocia a zeleniny v strave mali tiez prijemne;jsi telesny pach [43] Prekvapivo, aj
konzumacia cesnaku mozZe mat’ pozitivne u€inky na axilarny pach, pravdepodobne kvoli
jeho zdravotnym ucinkom [39]. Naopak je to s konzumaciou vysokého mnozstva
sacharidov, predovsetkym rafinovanych cukrov, kedy sa tento pach javi byt  intenzivne;jsi

a menej prijemny [43]. Medzi faktory vonkajSieho prostredia ovplyviiujuce telesny pach
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patri aj zivotné prostredie jednotlivca, ¢o zahriiuje napriklad teplotu, tlak ¢i vlhkost

vzduchu [31]. Sekundarny pach suvisi tiez s uzivanim lie¢iv a navykovych latok ako je

alkohol a tabak.

Terciarny telesny pach zahriiuje zlaceniny, ktoré maji exogénny pévod. Je vysledkom
pouzivania parfumov, Sampoénov, mydiel a dalSich kozmetickych a hygienickych

pripravkov [44]. Je ovplyvneny aj pachom okolitého prostredia a inych osob.
2.2.2 Zlozenie Pudského telesného pachu

Kozny pach je tvoreny stiborom latok s réznou prchavostou a odliSnymi fyzikalne-
chemickymi vlastnostami, ktoré¢ sa liSia vo svojich koncentraciach. V S§tididch
zaoberajucich sa telesnym pachom st rozoberané najmi prchavé organické zluceniny
(VOCs, z angl. volatile organic compounds), ktoré sa nachadzaju vo vsetkych telesnych
tekutinadch a sekrétoch [45]. Od roku 1953 je zname, ze Cerstva, sterilnd apokrinna
sekrécia a teda axilarny pot je bez zapachu [46]. Inkubdacia s rezidentnymi baktériami,
ktoré transformuji vo vode rozpustné chemické prekurzory na VOCs, vedie k produkcii

charakteristického pachu, jedine¢ného pre kazdy organizmus.

Vynimkou st l'udia, ktori st homozygotni pre gén ABCC11 s recesivnymi (AA) alelami,
v takom pripade st apokrinné zl'azy neaktivne [47]. ABCCI11 gén urCuje axilarny pach
[48] a typ usného mazu [49]. Strata funkéného génu ABCCI1 je =zapriCinena
jednonukleotidovym polymorfizmom. ABCCI1 je nevyhnutny pre vyluCovanie
aminokyselinovych konjugatov, ktoré su prekurzormi kI'icovych telesnych odorantov.
Jednonukleotidovy polymorfizmus génu ABCC11 ovplyviiuje apokrinné potné Zl'azy,
znizuje vylu€ovanie pachovych molekul a ich prekurzorov, vedie k zniZeniu
odorantovych zlicenin, poklesu vonnych steroidov a znizuje vlhkost’ axilarneho potu
[47]. Predpokladd sa, Ze dominantna alela (G) je nevyhnutnd pre vznik axilarneho

zapachu, zatial’ ¢o genotyp AA Uc¢inne oznacuje jedincov bez axilarneho zépachu [50].

Mazova sekrécia koze pozostava zo zmesi voskovych esterov, cholesterolovych éterov,
cholesterolu a dalSich sterolov, skvalénu, uhlovodikov a triglyceridov, ktoré pri
hydrolyze bakterialnymi a koznymi lipazami poskytuju mono- a diglyceridy a volné

mastné kyseliny [51],[52]. Mono-, di-, triglyceridy a volné mastné kyseliny tvoria
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priblizne 60 hmotnostnych percent povrchového lipidu l'udskej pokozky [53]. Hlavnou
vlastnost'ou lipidov l'udského mazu je rozmanitost mastnych kyselin zastipenych v
triglyceridoch. Biochemicky bezné mastné kyseliny predstavuju iba 37 hmotnostnych
percent celkového obsahu kyselin. Patri tu kyselina palmitovd, myristova,
stearovodikova, olejova a kyselina linolova. ZvySnych 63 % tvori viac ako 200 r6znych
mastnych kyselin Cio — Cs3o, ktoré su v zivo¢isSnom tkanive len v stopovych kvantitach
[53]. VolIné ¢i esterifikované diénové kyseliny s nerozvetvenym retazcom s parnym
poctom uhlikov v rozmedzi od Ci6 — Ca2 tvoria 3 % mastnych kyselin v lipide na povrchu
I'udskej pokozky. Ich hlavnymi zastupcami su kyseliny C18:2(5,8), C18:2(9,12),
C20:2(7,10). S to kyseliny s 18 alebo 20 uhlikmi v ret'azci a dvoma dvojitymi vdzbami
v roznych polohach uvedenych v zatvorkdch. Predpokladd sa, ze mierne rozdiely v
celkovom zlozeni zmesi mazovych mastnych kyselin moézu hrat vyznamnua ulohu v

jedine¢nych individualnych pachoch u l'udi [54].

Ekrinny pot pochadza z extracelularnej tekutiny, a preto odraza chémiu krvnej plazmy.
Medzi VOCs rozpustené v krvi patria alkoholy, aldehydy a alkany. Analyza ekrinného
sekrétu ukazala aj pritomnost’ bielkovin, enzymov, glykoproteinov, kyseliny mlie¢nej,
glukézy, aminokyselin a anorganickych soli [55]. Apokrinny sekrét obsahuje steroidné
sulfaty, cholesterol, lipidy a priblizne 10 % bielkovin [56]. V podpazusi su pritomné
vetky typy koZznych sekre¢nych zliaz ako mazové, tak aj potné (ekrinné a apokrinné)
apodielaji sa na tvorbe telesného pachu. Hlavné skupiny latok, ktoré prispievaju

k axilarnemu zapachu su:

e Steroidy, najmd androstenol (5a-androst-16-en-3-o0l) a androstenon (Sa-androst-
16-en-3-6n), ktoré maji piZzmovy zapach [57].

e Linearne, rozvetvené a nenasytené mastné kyseliny. Stiidia Zeng a kol. ukazuje,
Ze sa jedna hlavne o kyseliny s po¢tom uhlikov 6 aZ 11, pricom hlavnou pachovou
zlozkou je kyselina 3-metyl-2-hexénova [56]. Pachu prispievaju aj hydroxylované
kyseliny, z ktorych klIicova je kyselina 3-hydroxy-3-metyl-hexanova [47].

e Dodlezitymi komponentami, ktoré prispievaji k telesnému pachu st tiez
terminalne nenasytené kyseliny, rozvetvené kyseliny 2-metyl-Cs az -Cio
a 4- etyl- Cs az -Cy1 [56].

e Sulfanylalkanoly, najmd 3-metyl-3-sulfanylhexan-1-ol [58].
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Z hladiska relativneho zastiipenia sa zistilo, ze kyselina 3-metyl-2-hexénova a d’alSie
kyseliny Cs — Ci1 st pritomné vo va¢Som mnozstve ako steroidy u muzov, a preto by
mohli k axildrnemu zapachu aj vyznamnejsie prispievat’ [56],[59]. Podobna stadia o 5
rokov neskor naznacuje, ze rovnaka zmes latok spdsobujucich telesny pach sa nachadza
aj v zenskych axilarnych sekrétoch, s niekol’kymi malymi kvalitativnymi rozdielmi [60].
Zda sa, ze kyselina 3-metyl-2-hexénova je prendsand na povrch koze apokrinnymi
sekrétmi a naviazand na proteiny, ktoré st uvolnované s axilarnymi mikroorganizmami
[61]. Kvalitativna podobnost’ kyslych zloziek tvoriacich charakteristické axilarne pachy
zien 1 muzov ako aj proteinov pritomnych vo vodnej faze naznacuje podobny povod pre

axilarne pachy oboch pohlavi.
2.2.3 Oblasti vyuZzitia telesného pachu

2.2.3.1 Medicinske vyuZitie

Telesny pach moze byt diagnostickym indikatorom viacerych chordb, pretoze niektoré
spdsobuju jeho zmenu a vznik charakteristickych zépachov. Patria tu infekéné choroby
ako tuberkulozna lymfadenitida, kedy je telesny pach opisany ako zatuchnuté pivo ¢i
tyfus, ktory sposobuje pach ako Cerstvo upeceny chlieb. Aj niektoré neinfek¢né choroby
sposobuji zmeny v telesnom pachu napriklad dna a schizofrénia [62]. Medzi prchavé
latky spojené so schizofréniou patri sirouhlik a pentan. Pri pokro¢ilom karcinéme prsnika
je to dimetyltrisulfid a mastné kyseliny. Myslienka lekarskej diagnostiky chordb
pomocou analyzy VOCs z réznych casti tela a s tym spojeny vyskum viedol
k predpokladu, Ze v budicnosti budu prchavé biomarkery Specifické pre jednotlivé

choroby §iroko klinicky vyuzivané [63].

2.2.3.2 Kriminalistika a forenznd analyza

V kriminalistike je Castokrat potrebnd identifikacia osdb alebo veci. Osoby sa identifikuju
pomocou vonkajSich znakov, otlackov prstov, DNA a taktieZ pomocou ich pachu.
Kriminalistickym odborom, ktory sa zaobera identifikaciou os6b a veci na zéklade ich
pachov je odorologia, ktora sa d’alej deli na olfaktoriku a olfaktroniku podl'a toho ¢i je
identifikdcia prevadzand subjektivne za pomoci cvi¢enych psov alebo objektivne
vyuzitim pristrojov. Na kaZzdom mieste ¢inu zanechal pachatel’ svoj unikéatny pach.

Specidlne cviéené psy st schopné ho identifikovat’ a porovnat’ s pachom podozrivého.
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2.2.3.3 Vyber partnera

Predchadzajuce vyskumy ukazujt, Zze cuchové vnimanie zohrava dolezitu ulohu aj pri
vybere zivotného partnera. Z hladiska fyzickych podnetov kladi zeny podstatne vacsi
doraz na telesny pach a muzi na vizualny vzhl'ad. Zeny st vieobecne viac Guchovo
orientované, nie len &o sa tyka vyberu partnera [3]. Studia ukazuje, Ze Zeny povaZovali
¢uchové vnimanie za doblezitejSie ako muzi jak v sexudlnom tak aj v enviromentalnom
kontexte. Predpokladalo sa, ze budeme mat tendenciu vyberat’ si partnera s ¢o najviac
odlisnym telesnym pachom s tym nasim a nasSich rodi¢ov, kvoli génovej roznorodosti
potomkov. Vysledky vSak ukazuju, Ze je to naopak a pritazlivejsi su partneri s podobnym

telesnym pachom ako rodi¢ opa¢ného pohlavia [4].
2.2.4 Priprava vzoriek telesného pachu

Od 70. rokov minulého storocia bolo publikovanych mnozstvo s§tadii, ktoré sa zaoberaji
I'udskym ¢uchovym vnimanim, telesnym pachom a jeho suvislostou s medzil'udskou
komunikaciou, napriklad interakciou matky s jej dietatom ¢i vyberom partnera.
Experimentalne metdédy v Studiach, zaoberajucich sa l'udskym pachom su velmi

variabilné, a zaroveil maju vyznamny vplyv na dosiahnuté vysledky.

Vzorkovanie a priprava vzorky st prvymi a vel'mi dolezitymi krokmi jej celkovej
analyzy. Vyrazne ovplyviluju spolahlivost’ a presnost’ pouZzitej metddy. Je podstatné
vzorkovat’ selektivne a eliminovat interferenciu pozadia. Prieskumy ukazuja, ze zberu
vzoriek a ich priprave je venovanych az 80 % celkovej doby analyzy [64]. To je
nevyhnutné, pretoZze analytické pristroje védcSinou nemdzu priamo manipulovat’
so vzorkami matric. Cely analyticky proces moze byt zbyto¢ny ak sa pouzije nevhodny
spOsob pripravy vzorky. Proces zhromazdenia vzoriek l'udského telesného pachu

zvycajne zahriiuje:

e Obmedzenia pre I'udi poskytujucich vzorky
e Meédium, z ktorého je telesny pach odobrany
e Dizku vzorkovania

e Skladovanie vzoriek

Obmedzenia sa tykaji ¢innosti a hygienickych ¢i stravovacich oblasti. S potrebné pre

minimalizédciu vonkajSich faktorov, ktoré by telesny pach ovplyvnili a vytvorenie
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jednotnych podmienok vzorkovanych jednotlivcov. Medzi obmedzené Cinnosti mdze
patrit’ fyzické cvicenie alebo pohlavny styk. Hygienickym obmedzenim, ktoré je potrebné
dodrzat’ niekol’ko dni pred odberom vzoriek je najCastejSie pouzivanie parfumov,
parfumovanych mydiel, kozmetiky, deodorantov, sprchovych gélov a podobne [65].
Niektoré Studie vSak zohladnuju aj tieto faktory, napriklad holenie, ktoré ovplyviuje
axilarny pach iba prechodne [66]. VicSina Studii vyzaduje pred odberom vzoriek urcité
stravovacie obmedzenia, vratane konzumacie alkoholickych napojov a zdkaz fajCenia.

Avsak zoznam tychto obmedzeni sa medzi Studiami znacne lisi.

Vzorky su vac¢sinou odoberané z oblasti podpazusia. Pre odber vzorky z podpazusia sa
v minulosti pouzivala drazkovana gumova kefa, ktorou sa mechanicky otacalo. Tento
odber bol vSak nekomfortny a vzorka nebola reprezentativna [67]. Neskodr bolo
vzorkovanie podpazus$ia prevadzané zachytavanim VOCs na polyetylénovu formu [68]
(Obr. 6A). Vzorkovanie z ust bolo uskutocnené pomocou naustku s dvoma hadicami,
jedna sluzila pre privod cistétho vzduchu a druhd pre odvod vydychovanej pary
regulovanou rychlostou (Obr. 6B). Kozné prchavé latky boli odoberané pomocou

teflonovej nadoby [69] (Obr. 6C).

Stadie Pudskych telesnych pachov boli povécsine prevadzané na nosenych trickach alebo
vatovych tamponoch, ktoré sa nosili v oblasti podpazusia po dobu niekolkych dni
[70],[71]. Pri trickach vSak nie je mozné urcit’ zdroj telesného pachu, ktory moze byt
vytvoreny z roznych casti tela. TaktieZ moézu byt znelistené prostredim. Preto st
v sucasnosti najcastejSie pouzivané bavlnené podlozky alebo vatové tampony, ktoré st
v dlhodobom kontakte s podpazusim [72],[73]. Analyt sa z tychto matric oddel'uje
pouzitim najstarSej metody pripravy vzorky — extrakcie, za pouzitia vhodného
rozpustadla s optimdlnym vytazkom a selektivitou. Nevyhodou extrakcie tri¢iek bolo, ze
spOsobila kontaminaciu pozadia z tkanin a stratu stopovych zli€enin, ktoré sa na

tkaninach zachytili.

Aby sa zabranilo pouzitiu extrakcie rozpustadlom, boli pouZivané iné metody
vzorkovania a pripravy vzoriek. Odoberanie vzoriek z celého Tl'udského tela bolo
prevedené umiestnenim jednotlivca do skleného valca, kde bola vzorka prchavych latok
odobrana prechodom pradu plynu trubicou [69] (Obr. 6D). Pri tomto odbere bolo
detegovanych priblizne 300 — 400 komponentov, z toho 135 bolo identifikovanych [74].
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Vzduch musi byt zavadzany v miere zodpovedajucej rychlosti odvadzania vzorky
a zaroven dostatocne pomaly aby sa odorant nevycerpal. Hadicky odvadzajiace vzorku by

mali byt’ vyhrievané aspon na 40 °C, kvdli zabraneniu kondenzécii vody v trubici [69].

Neskor, konkrétne v roku 1990, vynasiel Pawliszyn metodu mikroextrakcie na pevnej
faze (SPME, z angl. solid-phase microextraction), Co je vel'mi jednoduchd a efektivna
metoda pripravy vzorky bez pouzitia rozpustadiel [75]. Aj v sucasnosti je to popularna
metoéda v roznych oblastiach analytickej chémie a pouziva sa v spojeni s plynovou
chromatografiou, vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou, kapildrnou zénovou
elektroforézou a hmotnostnym detektorom. Potom bola zavedend aj dalSia
bezrozpustadlova metoda, extrakcia na sorpénych miesadielkach (SBSE, z angl. stir bar
sorptive extraxtion) v spojeni s termalnou desorpénou plynovou chromatografiou
s hmotnostnym detektorom [34]. MieSadielko moéze byt na bokoch upevnené do

valcekového zariadenia, ktoré je zndzornené na Obr. 7, pre odber vzorky z podpazusia

[76].
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Obr. 6: Moznosti odberu vzorky ludského telesného pachu do zbernych zariadeni. A — zachytavanie prchavych latok
na polyetylénovu formu, B — naustok pre vzorkovanie z ust, C — odber vzorky pomocou teflonovej nadoby, D — skleneny
valec pre odber vzorky prchavych latok celého tela. Prevzaté a upravené podla: [69].
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Obr. 7: Valéekové zariadenie urcéené na drzanie miesacej tycinky pre SBSE. Sipky ukazujii miesta pripojenia miesacej

tycinky [76].

Dal§im parametrom je diZka vzorkovania, ktora sa v §tadiach pohybuje v rozmedzi od 30
minut [77], cez 24 hodin [42], az po niekol’ko dni [78], ba dokonca i tyzden [79]. Tieto
rozdiely mézu viest k roznej sile pachu, takze ku kvantitativnym rozdielom

a ku kvalitativnej variabilite v dosledku aktivity koznych baktérii.

V niektorych sStudidch boli pouzité cerstvo nazbierané vzorky pre ich nasledné
spracovanie [72]. Tento postup je naro¢ny, obmedzuje pocet hodnotitel'ov a prevedenych
analyz a brani moZznosti spravodlivého porovnania medzi vzorkami odobratymi od toho
ist¢tho jedinca v roznych casoch. Preto su vo vécSine pripadov vzorky pred
experimentalnou castou najprv zamrazené¢ az do niekolkych hodin pred zaciatkom
hodnotenia ¢i merania. Zamrazenie vzoriek telesného pachu by nemalo vyznamne
ovplyviiovat’ ich kvalitu. Hodnotenie opakovane zmrazenych a rozmrazenych vzoriek
z hl'adiska hedonicity a intenzity sa tieZ vyznamne nelisi od hodnotenia Cerstvych vzoriek

[80].
2.2.5 Meranie prchavych latok telesného pachu

Po samotnom vzorkovani a spracovani vzoriek nasleduje ich subjektivne hodnotenie

alebo meranie vzoriek za pouZitia analytickych metod.

Pri subjektivnom posudzovani jedinci hodnotia a popisuju vzorky na zdklade ich
vlastného c¢uchového vnimania. Napriklad v $tadii Platek a kol. mali ucastnici spomedzi

piatich vzoriek, uloZzenych v injekénych liekovkach, identifikovat’ svoju vlastni vzorku
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predstavujucu ich telesny pach [77]. Vzorky vo fl'astickach sa potom hodnotili pomocou
tzv. vizualnej analogovej stupnice [81]. Ucastnici hodnotili vzorky podla toho ako sa pri
ich vnimani citia, a potom ku vzorkam priradzovali pridavné mené z 11 predpisanych
na zadklade ich prvotného dojmu. Taktiez opisovali vonu jednotlivych vzoriek, napr.
kvetinova. Vysledky ukazuju, ze Zeny vedeli lepSie identifikovat’ svoju vlastnu vzorku

v porovnani s muzmi.

V studii Mallet a kol. boli vzorky taktiez subjektivne hodnotené, pricom bola hodnotena
prijemnost’ a parfumovana stranka stimulov. Tieto dva aspekty boli hodnotené
v 5-bodovej Skale: od 1, ve'mi neprijemna, po 5, velmi prijemna, a od 1, vobec
neparfumovana, po 5, vel'mi parfumovana. Ugastnici mali tiez identifikovat’ svoju vzorku
a potom vzorky, ktoré podchadzaju od l'udi rovnakého a opaéného pohlavia [78]. Medzi
senzorické techniky, ktoré vyuzivaji cuchové vnimanie vzoriek jedincami, patri
napriklad dynamickd olfaktometria [82]. Fyziologické rozdiely v cuchovych
schopnostiach jednotlivych T'udi vSak moézu viest k subjektivnym vysledkom.
Olfaktometria je ndkladna na dosiahnutie spolahlivych vysledkov a tento systém
zaloZeny na zmyslovom vneme nie je realizovatel'ny pre nepretrzité monitorovanie vone.
Preto si potrebné pristroje, ktoré moézu poskytnut’ jednoznaéni a reprodukovatelnii

detekciu pachu.

Pre detekciu pachu méZu byt pouZité systémy s roznymi detekénymi mechanizmami.
Pouzivaji sa chemické senzory, biosenzory, plynovd chromatografia, hmotnostna
spektrometria a kombinacie tychto metdd [83]. Medzi najznamejSie chemické senzory
patria tzv. elektronické nosy, ktoré napodobiiuji biologické nosy, umoznuju zhodnotit’

skimant vzorku a vytvorit’ jej digitalny zdznam [84].

Ciel'om merania za pouZitia analytickych metod je urcit’ presné chemické zloZzenie VOCs
charakterizujice l'udsky pach. NajpouzivanejSou metddou pre meranie prchavych latok
atelesného pachu je plynovad chromatografia, spojend vicSinou s hmotnostnym
detektorom. Vel'mi casto sa tato metdda pouziva v spojeni so SPME [44] ¢i s
infracervenou spektroskopiou s Fourierovou transformaciou [56]. V niektorych Studiach
je pre meranie telesného pachu pouzita termalna desorpcia zo sklenenych gul6cok za

vyuzitia plynovej chromatografie s hmotnostnym detektorom [85].
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2.3 Plynova chromatografia v spojeni s hmotnostnou

spektrometriou

2.3.1 Plynova chromatografia

Plynova chromatografia (GC, z angl. gas chromatography) je jednou z najpouzivanejSich
anajdolezitejSich analytickych separaénych metdd v chémii. Je vhodné predovsetkym pre
delenie a stanovenie prchavych organickych latok rézneho pdvodu. Moderna plynova
chromatografia bola vyvinuta v roku 1952 [86]. V tychto rokoch bolo jednou z jej
najvacsich vyziev zlozenie ropy, ktora nahradila uhlie ako hlavny zdroj kvapalnych paliv
a chemickych surovin [87]. Plynova chromatografia je zdkladom vyskumu, vyvoja
a kontroly kvality vzoriek v mnohych odvetviach priemyslu, najmi v petrochemickej
vyrobe, v potravindrstve, v oblasti zivotného prostredia, vo farmaceutickom priemysle

a vo forenznej analyze.

Zakladnym principom metody je rozdelenie jednotlivych zloziek vzorky medzi dve fazy.
Po nastreku vzorky do injektora st analyty separované medzi mobilnou fazou (nosny
plyn) a stacionarnou fazou, ktora je umiestnend v chromatografickej kolone. R6zne latky
sa v kolone pohybuju rozdielnymi rychlostami, podl'a ich afinity ku staciondrnej faze

a tlaku nasytenych par.

vzorka zosilnenie signalu
a spracovanie

regulator

: nastrek vzorky
prietoku U a nosného plynu v
e | L

tp
chromatogram

detektor
\ jednotlivych zloziek

4
\ termostat

\chromatografické koléna

nosny plyn

Obr. 8: Schéma plynového chromatografu. Prevzaté a upravené podla: [88].

Sucastou plynového chromatografu je tlakovd nadoba obsahujlica nosny plyn
s regulatorom prietoku, nastrekova hlava, termostat so separa¢nou kolonou a detektor,

za ktorym byva zapojeny pocita¢ pre zobrazenie signalu (Obr. 8). Vzorka je nadavkovana
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v plynnom alebo kvapalnom skupenstve do pradu nosného plynu, kde je okamzite
splynena. Jednotlivé zlozky st detegované v detektore. Signal je zaznamenavany

pocitaom ako chromatogram ¢o predstavuje odozvu detektoru v zavislosti na ¢ase.

Ako nosny plyn bol najskor pouzivany dusik, moze nim byt aj hélium alebo vodik ¢i iny
inertny plyn, ktory sa neucastni separacie [89]. V sucasnosti s pouzivané kapilarne
separacné kolony, ktoré obsahuju staciondrnu fazu na vnutornej stene ako tenky film,
alebo naplnové kde je stacionarna faza impregnovana do porovitej vrstvy. Ako kapilarne
kolény st dnes pouzivané vyhradne kremenné kapilary, zloZzené z taveného oxidu
kremicitého s vrstvou polyimidu pre vysSiu pruznost’ a odolnost. Staciondrna faza
v kolénach moéze byt v pevnom (GSC, z angl. gas solid chromatography) alebo

kvapalnom skupenstve (GLC, z angl. gas liquid chromatography).

V spojeni s plynovou chromatografiou su pouZzivané rézne druhy detektorov. Tepelne
vodivostny detektor (TCD, z angl. thermal conductivity detector) je nedestruktivny
a univerzalny pre vSetky latky, ktoré sa liSia svojou tepelnou vodivostou od nosného
plynu. Detektor elektronového zachytu (ECD, z angl. electron capture detector) je taktiez
nedestruktivny, ale selektivny. Pouziva sa pre detekciu halogénderivatov a nitroderivatov.
Velmi citlivym detektorom, ktory je tiez selektivny ale deStruktivny je
plameno-ionizacny detektor (FID, z angl. flame ionization detector), pouzivany najmi
pre detegovanie uhl'ovodikov. Univerzalnym detektorom pre takmer vSetky organické
latky, ktory je vysoko Specificky a vel'mi citlivy, je hmotnostny detektor (MS, z angl.

mass spectrometry).
2.3.2 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria je nepostradatelnym analytickym nastrojom vo viacerych
vednych odboroch ako je chémia, biochémia, farmécia ¢i medicina. Je pouzivana
v roznych oblastiach od elementarnej a izotopove] analyzy, cez charakterizaciu
chemickych reakcii po objasnenie Struktury latok. Prvy pristroj pre separaciu iénov podl'a
pomeru ich hmotnosti k naboju (m/z) skonsStruoval zac¢iatkom 20. storocia Joseph John
Thomson, nositel’ Nobelovej ceny za objav elektronu. Jeho préaca viedla k objavu atdbmov
a izotopov a tym sa povazuje za otca hmotnostnej spektrometrie [90]. Toto bol zaciatok

viac ako storo€ia vyvoja hmotnostnej spektrometrie do podoby, ktord ndm je znama dnes.
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Pouzivanie plynovej chromatografie v kombinacii s hmotnostnou spektrometriou
(GC-MS) je stale castejSie. Hmotnostny detektor je vysoko citlivy, méa nizke limity
detekcie. Umoznuje kvalitativnu 1 kvantitativhu analyzu zlucenin vo vzorkach

a poskytuje informéciu o ich Strukture, ¢o je dolezité pri ich kone¢nej identifik4cii.

Molekuly z kolony st najprv ionizované na molekulové i6ny a fragmenty. Tie su d’alej
fokusované a urychl'ované do hmotnostného analyzatora, kde sa separuju podl'a hodnot
pomeru ich hmotnosti k nadboju, m/z. Fragmenty, ktoré¢ maji tento pomer rézny poskytuju
rozny signdl a je mozné ich nésledne detegovat’ a identifikovat’. Relativne zastupenie
jednotlivych i6nov je zobrazené ako spektrum. Je nutné zariadenie udrzovat’ vo vysokom

vakuu, aby sa medzi jednotlivymi ¢asticami nevymieiala energia [91].

Existuje viacero ionizacnych technik, ktoré su pouzivané bud’ za znizeného tlaku alebo
za atmosférického tlaku a sposobujii mikku alebo tvrdu ionizaciu. Patria medzi nich
sprejové ionizacie ¢i ionizacia elektromagnetickym Ziarenim, no v spojeni GC-MS sa
pouziva predovsetkym elektronova (EL z angl. electron impact) a chemicka ionizécia (CI,
z angl. chemical ionization). Elektronova ionizacia je najstarSou pouZzivanou metddou,
kedy s molekulou interaguje prad urychlenych elektronov (spravidla 70 eV), ktoré z nej
vyrazia valenéné elektrony za vzniku molekularneho kation-radikalu. Elektrony st
emitované zo zeravého vldkna (W, Re) a urychlené vd’aka kladne nabitému kolektoru na
opacnej strane. EI patri do skupiny tvrdych ionizanych technik a poskytuje bohaté
fragmentacné spektrd na ukor intenzity molekulového i6nu, ba az jeho uUplnému

vymiznutiu [92].

Nasledne sa i6ny dostant do analyzatora, ktorého Ulohou je ich rozliSit' na zéklade
rozdielnych hodnét pomeru m/z. Medzi najpouzivanejsie analyzatory patri kvadrupolovy
analyzator, i0nova pasca a analyzator doby letu. Analyzator doby letu (TOF, z angl. time-
of-flight) ako jediny nema horny hmotnostny limit. VSetkym i6énom je dodana rovnaka
energia a rychlost’ ¢astic s rovnakym ndbojom zavisi na ich hmotnosti, idny s vic¢Sou
hodnotou m/z sa pohybuju pomalSie a naopak. Vysokého rozliSenia je dosahované
pomocou tzv. reflektoru ¢o je ststava kovovych elektrdd, ktord i6ny zabrzdi a odrazi
naspit’ pre prediZenie drahy a doby letu idnov [90]. TOF poskytuje vysoké rozlisenie a
ma najvysSiu skenovaciu rychlost, preto je vhodny pre spojenie s viacrozmernymi

technikami GC.
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2.3.3 Komprehenzivna plynova chromatografia s hmotnostnym detektorom

Oddelenie a kvantifikécia latok nachadzajtcich sa v Coraz zlozitejSich matriciach je aj
v sti¢asnosti analytickou vyzvou. Niektoré matrice su tak zlozité, ze klasickou GC nie
sme schopni oddelit’ jej jednotlivé zlozky. Medzi takéto komplexné zmesi patri napriklad
ropa, prirodné arémy, parfumy, potraviny c¢i telesny pach. Preto boli vyvinuté
multidimenzionadlne separacné techniky s lepSou separacnou schopnostou oproti
klasickej GC.

NajstarSou nekomprehenzivnou multidimenziondlnou separacnou technikou je ,heart
cutting* (GC-GC). Tato technika zahriiuje vzorkovanie frakcie efluentu vychadzajiceho
z jednej kolony a nasledné nadavkovanie do druhej koldny s rozdielnou selektivitou.
Oproti klasickej GC zvysuje selektivitu a pikovi kapacitu. Tato metoda sa vSak ukazala
byt efektivna iba v cielenej analyze, kde sa nevyzaduje informdcia tykajica sa celej

vzorky ale iba jednej alebo viacerych jednotlivych frakcii [93].

Koprehenzivna plynova chromatografia (GCxGC) predstavuje rieSenie pre necielent
analyzu, pretoze separacia v dvoch dimenzidch sa odohrdva v ramci celej vzorky.
Separacia pomocou komprehenzivnej dvojdimenzionélnej plynovej chromatografie
(GCxGC) bola po prvykrat opisand v roku 1991 prof. Phillipsom a jeho Studentom
Liu-om [94]. Komprehenzivna plynova chromatografia v spojeni s hmotnostnym
detektorom (GCxGC-TOFMS) je v sti¢asnosti najpouzivanejS$ia metdda pre separovanie
a identifikéciu velkého mnozstva analytov zo vzoriek s tak komplexnou matricou ako je
aj telesny pach [5]. Pomocou dvoch kolon o réznej polarite sme schopni dosiahnut’ lepSiu
separaciu analytov s podobnymi vlastnost’ami, oproti plynovej chromatografii klasicke;.
Pri GCxGC vzorka prechadza dvoma kolonami s rozdielnymi stacionarnymi fadzami
ananich sa separuje (Obr. 9). Jedna kolona je nepolarna a druhd je stredne az silne
polarna. Na nepolarnej koléne su jednotlivé analyty separované najmé na zéklade ich
tlaku nasytenych par, teda bodu varu a na polarnejSej kolone predovsetkym podla ich
polarity. V systéme mdze byt usporiadana ako prva nepolarna kolona a za iou polarnejsia
alebo naopak, podl'a povahy analyzovaného vzorku. Tieto dve kolony st umiestnené bud’

v jednej peci alebo v dvoch samostatnych.
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Obr. 9: Schéma GC*xGC separacného systému v chromatografe. Prevzaté a upravené podla. [95].

Medzi jednotlivymi kolénami sa nachadza teplotny modulator. Funkciou modulatoru je
zachytit’ frakcie efluentov z prvej kolony, refokusovat’ ich na uzke chromatografické pasy
a kontinudlne vstrekovat’ do sekundéarnej kolény. Modulator je nevyhnutnou stcast'ou
GCxGC pristroja, preto je oznadovany ako jeho srdce [93]. Cas potrebny pre dokonéenie
jedného cyklu modulacie sa nazyva modula¢né peridda. Modulatory mozu byt teplotné
alebo tlakové, pricom teplotné sa d’alej delia podla toho ¢i st zalozené na zohrievani
alebo chladeni efluentu z primarnej kolony na tzv. ,heater-based a ,,cooling-based".
,Heater-based* modulétory zachytavaja efluent z priméarnej kolony za teploty prostredia
alebo o nieco vyssej. Naopak, ,,cooling-based modulatory efluent zachytavaju za nizsej
teploty ako je v prostredi pomocou chladiacich mechanizmov za vyuzitia napriklad
tekutého dusika, alebo oxidu uhli¢itého. Tlakové, respektive prietokové modulétory

k modulécii vyuzivaju rozne prietoky mobilnej fazy [96].

NajpouZivanej§im modulatorom je teplotny kryogénny modulétor s tekutym dusikom,
ktory ma dvojstupiiovy systém modulédcie a Styri trysky (dve chladiace a dve hortce).
Jeho priebeh sa da opisat’ v Styroch etapach a je zndzorneny na Obr. 10. V prvej etape
modulacie je zapnuta 1. chladiaca tryska, ktord zakoncentruje efluent z primarnej kolony
a suCasne je zapnutd 2. horlca tryska pre vypustenie analytov z predchadzajice;
modulécie do sekundéarnej kolony. Nésledne je zapnutd 1. hortca tryska pre uvol'nenie

zakoncentrované¢ho efluentu a spolu s niou je zapnutd 2. chladiaca tryska pre d’al§iu
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fokuséciu. V tretej faze su zapnuté obe chladiace trysky, pricom 1. za¢ne fokusovat uz
d’alSiu moduléciu a 2. tryska nad’alej fokusuje aj tie analyty, ktoré v prvej etape neboli
zmodulované a fokusované. V poslednej etape ostava 1. chladiaca tryska nad’alej zapnuta
pre fokusaciu a v druhej modula¢nej Casti je zapnuta 2. hortca tryska pre uvolnenie
efluentu do sekundarnej kolony [97].
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Obr. 10: Priebeh kryogénneho Stvortryskového modulatoru zndazorneny v Styroch krokoch. Modrou sii zndazornené
chladiace trysky a cervenou horuce trysky. Prevzaté a upravené podla: [97].
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Vystupom z GCXGC je dvojdimenzionalny chromatogram. Tento chromatogram vznika
transforméciou a naskladanim jednotlivych klasickych chromatogramov z druhej kolony
vedla seba do druhej dimenzie. Schéma jeho vzniku je zndzornend na Obr. 11. Prva
dimenzia predstavuje retencné Casy analytov z prvej kolony a druhd dimenzia ich retenéné
Casy z druhej kolony. 2D chromatogram je nasledne vizualizovany v 2D alebo 3D
zobrazeni pre zvyraznenie intenzity signdlu ¢o predstavuje kvantitativne zastipenie
daného analytu. Podl'a nameranych retenénych ¢asov a spektier sme schopni jednotlivé
analyty identifikovat’® porovnavanim s informaciami v dostupnych knizniciach

a databazach.

/.\ modulacia J/ transformacia
.,/>\\ L ‘ il %%7//'

Nd_
1D-GC chromatogram »Raw” 2D chromatogram 2D chromatogramy
(vystup z 1. kolény) (vystup z 2. kolény) naskladané vedl'a seba
I
vizualizacia
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-—
farebné zobrazenie obrysové zobrazenie 3D zobrazenie

Obr. 11: Schematické znazornenie vzniku a vizualizdcie dvojdimenziondlneho plynového chromatogramu. Prevzaté
a upravené podla: [98].
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3 Ciele prace

e Na npilotnej S§tadii vypracovat metodiku pre analyzu telesného pachu
od vzorkovania cez meranie az po vyhodnotenie vysledkov

e Ukazat, ze vypracovand GCxGC-TOFMS metdéda je vhodnd pre rozliSenie
jedinca na zéklade odobrané¢ho pachu z podpazusia

e Kbvalitativna a kvantitativna analyza vzoriek telesného pachu otcov a partnerov
hlavnej stadie

e Statistickym spracovanim vyslednych dat zistit korelaciu medzi zloZenim

telesného pachu partnerov za¢astnenych Zien a ich otcov
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4 Experimentalna cast’

4.1 Pouzité chemikalie a pristroje
4.1.1 Pouzité chemikalie

e hélium o Cistote 5,0 (Messer Group, Nemecko)

e kvapalny dusik (Messer Group, Nemecko)

e n-hexan (86,18 g/mol; SupraSolv®; Merck KGaA, Nemecko)
e l-bromnonan (> 98%; Fluka AG, Buchs SG, gvaj ¢iarsko)

e 1-bromeikozan (98%; Sigma Aldrich, USA)

e alkidny C7 — Cyo (1 ng/ul; Sigma Aldrich, USA)

4.1.2 Pristrojové vybavenie

e Plynovy dvojdimenzionalny chromatograf Pegasus 4D (LECO Corp., St Joseph,
MI, USA) s hmotnostnym detektorom

e Ultrazvukovy sonikator (Ultrasonic LC 30, Elma, Nemecko)

e Striekacka Hamilton 10 pl

e Sklenené pipety s balonikom

e Sklenené vialky 2 ml
4.2 Participanti

4.2.1 Pilotna $tudia

Pilotnej Stadie sa za¢astnilo celkom 6 muZov. Boli to vysokoskolsky Studenti vo veku 18
az 40 rokov. Zucastneni muzi nemuseli dodrZovat’ obmedzenia v stravovani ale nemohli
pouzit’ antiperspirant ¢i deodorant v deii odberu vzoriek. Kazdy poskytol triplikat vzorky

z oboch podpazusi o dokopy €inilo 36 vzoriek.
4.2.2 Hlavna Studia

Stadie sa zucastnili Zeny vo veku 18 — 35 rokov, ich partneri a otcovia. Pozadovany vek

partnerov bol 18 — 40 rokov a vek ich biologickych otcov bol maximalne 65 rokov.
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Skumané boli vzorky otcov a partnerov od 41 zien, takze dokopy 41 prisluchajucich parov
otec-partner, teda 82 muzov. Kazdy poskytol jednu vzorku z pravého a jednu z l'avého
podpazusia ¢o dokopy Cinilo 164 vzoriek. Vekové rozpitie partnerov bolo stanovené
kvoli homogenite vzoriek na jedincov v reprodukénom obdobi a hornd vekova hranica
otcov bola stanovend kvoli zmenam telesného pachu vplyvom starnutia [33]. Podmienkou
bolo, aby Zeny vyrastali so svojim otcom aspoti 12 rokov v jednej domécnosti. Co sa tyka
partnerského vztahu Zien, ten musel byt parom hodnoteny ako dlhodoby s perspektivou
do buducna, pricom musel trvat’ aspont 6 mesiacov. Participanti nemali Ziadne zdravotné
problémy, najmaé tie, ktoré by mohli ovplyviovat ich telesny pach [62] a taktiez neboli

pravidelnymi fajciarmi.

Kazdy z participantov musel pred vzorkovanim telesného pachu dodrziavat diétu
a restrikcie po dobu 2 dni zahriiujiice zédkaz jedenia pikantnych jedal, cesnaku, cibule,
kyslych vyrobkov, zrejucich syrov, pitia alkoholu, fajcenia a fyzickej aktivity.
Participanti mali taktiez zakdzané pouZivanie antiperspirantov, deodorantov, sprchovych
gélov, mydiel parfumov a parfumovanej kozmetiky. Odber vzorky telesného pachu bol

prevedeny zucastnenymi jednotlivcami na druhy dei ich diéty.
4.3 Vzorkovanie a priprava vzoriek

Pre vzorkovanie bola pouzita sterilnd vatova tyc¢inka, ktorou sa v podpazusi 20x otocilo
a nasledne bola vlozend do 2 ml sklenenej vialky (Obr. 12). Okrem odberu vzorky
z podpazusia bol prevedeny aj odber kontrolnej vzorky prostredia méavanim cistou
vatovou tyCinkou v prostredi okolo jednotlivca. Tyc¢inky so vzorkami boli skratené,
uzavreté vo vialkach a ihned’ chladené na -20 °C aZ do extrakcie. Bola prevedena
extrakcia do 400 pl destilovaného n-hexdnu po dobu 24 hodin pri 8 °C s 10 minutovym
pOsobenim ultrazvuku. K1 pl extraktu boli pridané vnutorné Standardy (10 ng

1- bromnonanu a 100 ng 1-bromeikozéanu) a boli skladované pri -80 °C az do ich analyzy.

Obr. 12: Znazornenie vzorkovania jednotlivymi participantmi s naslednym uchovanim a oznacenim vzoriek.

35



4.4 Chromatografické podmienky

Vzorky boli analyzované pomocou GCxGC—TOFMS pristroja Pegasus 4D (LECO Corp.,
St Joseph, MI, USA). V chromatografe bola zapojena najprv dlhsia nepolarna koléna a za
tou kratka polarnejsia kolona. Prva bola nepolarna kolona Rxi®-5Sil MS (30 m, ID 0,25
mm, df 0,25 um, Restek, Bellefonte, PA, USA), ktorej staciondrna faza je zobrazena
na Obr. 13. V druhej dimenzii bola semi-polarna koléna Rxi®-17Sil MS (1,5 m, ID 0,1
mm, df 0,1 um, Restek, Bellefonte, PA, USA) so stacionarnou fazou znazornenou na
Obr. 14. Medzi nimi bol teplotny Stvortryskovy moduldtor s dvoma chladiacimi a dvoma

hortcimi tryskami. Hortici pulz trval 600 ms a modulacné perioda €inila 5 sekund.

Rxi®-5Sil MS Rxi®-17Sil MS
CH, CH, CH, @ CH, CH, CH,
| | | | | | |
si—O—si—0—|—si—o0- —Si—0- Si—R—8i—O0—|— si—0-
| | | | | | |
CH, CH, CH, O CH, CH, CH,
5% 95%
X y 50%
Obr. 13: Struktiira staciondrnej fizy Obr. 14: Struktiira staciondrnej fazy semi-poldrnej kolony v
nepolarnej kolony v prvej dimenzii. druhej dimenczii.

Analyza prebiehala za teplotného gradientu (Obr. 15). Teplotny program bol 50 °C
(1 min), 8 °C/min az do 320 °C (20 min). Sekundéarna kolona bola o 10 °C teplejSia
amodulator o 20 °C teplejsi ako primarna kolona. Mobilnou fazou bolo hélium

s konStantnym prietokom 1 ml/min. Celkovy ¢as jednej analyzy bol 54,75 min (3285 s).
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Obr. 15: Teplotny program pouzivany pri analyze vzoriek.
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Extrakty boli naddvkované o objeme 1 pl pomocou automatického davkovaca
do injektora s/bez delica toku o teplote 250 °C v rezime bez delica toku (angl. splitless).
Skenovanie zacalo po uplynuti 400 s rychlostou 100 skenov za sekundu a zbierané boli
hmoty v rozmedzi 29 — 600 Da. Oneskorend akvizicia bola nastavend pre vylucenie

signalu, ktory poskytoval hexan ako rozpustadlo. Napétie detektora bolo 1 500 V.
4.5 Spracovanie dat

4.5.1 Spracovanie pomocou softvérov

Ziskané chromatogramy boli spracované pomocou softvérov s cielom odstranit’ piky,
ktoré nepredstavuju latky I'udského pachu ale su to napriklad analyty vymyté z kolony
alebo kontaminanty z vatovej tyCinky ¢i prostredia. To bolo docielené vylucenim
klasifika¢nych oblasti, kde sa vyskytuju najmaé siloxany a ruénym odstranenim tradi¢nych
kontaminantov. Chromatogramy boli spracované dvomi softvérmi fungujucimi na
r6znom principe. Najprv boli spracované pomocou LECO ChromaTOF® software v. 4.72
(LECO, St. Joseph, MI), ktory zaradom detegoval vSetky analyty na zadklade vstupnych

parametrov zahriiujicich pomer signalu a Sumu (S/N) a typicku Sirku piku (w).

Nasledne boli chromatogramy spracované pomocou novo vyvinutého softvéru
ChromaTOF- Tile® v. 0.27 (LECO, St. Joseph, MI), ktory pouziva tzv. ,,dlazdicova‘
metodu. Cielom tohto nového softvéru je najst’ tie chemické latky, ktoré su v stubore
vzoriek vyznamné hl'adanim rozdielov kvantit medzi skupinou vzoriek a referen¢nou
skupinou. Softvér chromatogramy rozdeli na malé dlazdice, ktoré porovnava
s referen¢nou skupinou a posuva tak, aby sa kazdy analyt vyskytoval v strede danej
dlazdice. Tie musia byt dostatocne vel’ké aby pokryli Sirku piku analytu aj s jeho moznym
posunom. Medzi tri zakladné vstupné parametre pre tento novy algoritmus patri vel’kost’
dlazdice, kvantitativny odstup od Sumu (S/N) a prijatelny F pomer, ktory predstavuje
zastupenie analytov v porovnani s referencnou skupinou. Pre Ucely tejto analyzy boli
vSetky vzorky l'udského pachu definované ako jedina skupina a ako referencna skupina
bola pouzitd skupina nasytenych nerozvetvenych alkanov (C; — Cao, 1ng/pl, Sigma
Aldrich) v roztoku n-hexanu. Softvér potom previedol F test analyzy rozptylu (ANOVA,
z angl. analysis of variance) medzi vzorkou a referencnou skupinou. Analyty boli

softvérom hl'adané v knizniciach a identifikované s prislusnou pravdepodobnostou.
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Vysledkom bola tabulka s analytmi, ktoré¢ st na definovanej hladine F vyznamne
zastapené vo vsetkych l'udskych vzorkach, automatické identifikacie analytov spolu
s prisluSnou mierou pravdepodobnosti, kvantitativne zastipenie, retencné ¢asy v oboch

kolonach, reten¢né indexy a d’alSie prislusné informacie.
4.5.2 Statistické spracovanie dat

Vysledna tabul’ka vyznamnych analytov z ChromaTOF-Tile® v. 0.27 (LECO, St. Joseph,
MI) bola nasledne spracovana Statisticky na zéklade kvantitativneho zastipenia kazdého
analytu v jednotlivych vzorkach. Kvantita analytu je vyjadrena ako sucet vsetkych ploch
pikov daného analytu, teda jeho objem. Tabulka bola opét’ prefiltrovana a boli z nej
vylicené vnatorné Standardy a analyty pochddzajlice z vatovej ty€inky. Vysledna tabul’ka
objemov pikov bola podrobend odmocninovej transformacii, ktora znizuje vyznam
kvantitativne dominantnych pikov a zarovenn homogenizuje rozptyl hodnét objemov

pikov (heteroscedasticitu).

Objemy boli potom relativizované podelenim hodndt sumou objemov vsetkych analytov
danej vzorky. To je dolezity krok pre to, aby sme chromatogramy mohli medzi sebou
porovnavat, ked’ze samotné vzorkovanie ovplyviiuje kvanitu analytov a niektoré vzorky
boli silnejSie ako iné. Vysledné hodnoty boli Standardizované pre priradenie rovnake;j
vahy vSetkym pikom. V poslednom kroku bolo relativne zastupenie kazdého z analytov
porovnané pomocou analyzy hlavnych komponentov (PCA, z angl. Principal component
analysis), a vzajomna chemickd zhoda vzoriek bola interpretovand z prvych troch
komponentov. Vynesenim hodnot prvych troch komponentov pre vSetky vzorky boli
ziskané grafy chemickej variability medzi vzorkami. Tieto hodnoty boli zaroven vyuzité
pre vypocitanie Euklidovskych vzdialenosti medzi kazdou dvojicou vzoriek a vysledna
hodnota bola pouzita pre vyjadrenie ,,chemickej* vzdialenosti medzi vzorkami.
Pre Statistické spracovanie dat boli pouzité programy Microsoft Excel, Canoco

a Statistica.
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4.6 Identifikacia analytov

Identita jednotlivych analytov z vyslednej sady bola uréend za pomoci kniznic
s naslednou manualnou kontrolou. Softvéry pouzivali kniznice mainlib, replib a wiley8st.
Identifikéacia bola zistovana na zaklade dvoch aspektov, ktoré boli porovnavané medzi

kniznicami ¢i databdzami (NIST, PubChem) a nameranymi datami.

Boli porovnavané hmotnostné spektra s elektrénovou ionizaciou jednotlivych analytov
(EI-MS spektrum). Dalej boli porovnavané ich retenéné indexy. Ked’ze retenény ¢as nie
je nemennou sucastou ale so zmenou systému a podmienok (napr. zmena koldny) sa
meni, je mozné ho pri identifikdcii pouzit' iba ak porovnadvame neznamu latku
so Standardom za rovnakych podmienok. Bez pouzitia Standardov s pouzivané retencné
indexy, kedy je nezndma latka porovnavana s referentnymi latkami alebo skupinou latok.
Bol pouzivany tzv. Kovatsov retenény index (K/) a retencné data boli v danych
podmienkach vzt'ahované na homologicku radu n-alkdnov. Kovatsov retenény index

zavisi na stacionarnej faze a na teplote. K/ je definovany ako [99, 100]:

lo.gtR(vz) - logtR(N—l)

KI =100 - (N —1) + 100 - , 1
logtR(N+1) - logtR(N—l)
pri¢om pre reten¢ny index alkanu plati:
KI =100 -N 2

kde N — 1 predstavuje pocet atomov C v najblizZSom niZzSom n-alkdne, N + 1 pocet
atomov C v najblizSom vysSom n-alkane, tz(vz) predstavuje retencny ¢as analytu vo
vzorke, tg (N — 1) reten¢ny ¢as najblizSicho niz§ieho n-alkanu, tgx(N + 1) retenény Cas
najblizsieho vysSieho n-alkdnu a N v rovnici (2) predstavuje pocet atomov C v danom

alkane.
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5 Vysledky prace

5.1 Optimalizacia zakladnych parametrov

5.1.1 Modulac¢na periéda

Modulacna peridoda predstavuje ¢as potrebny pre dokoncenie jedného cyklu modulacie
pri merani pomocou komprehenzivnej dvojdimenzionalnej plynovej chromatografie. Boli
skiimané modulacné periddy 3 s a 5 s a z toho bola zvolena doba modulacnej periddy 5 s

ako optimalna a ta bola pouzitd pri merani vyslednych chromatogramov.
5.1.2 Sirka piku

Pre procesovanie chromatogramov pomocou LECO ChromaTOF® software v. 4.72 bolo
potrebné zvolit’ ocakéavanu Sirku piku analytu (w). Ta bola vypocitana ako nasobok poctu
modula¢nych zén (3 az 6) a modulacnej periddy. Pre vypocet Sirky piku analytu sa
pocitalo so 4 modula¢nymi zénami. Z toho boli pre Sirku piku analytu podla nastavene;j
modulacnej periddy (3 s alebo 5 s) vypocitané hodnoty 12 s, 15 s a 20 s a z nich bola
zvolend hodnota 20 s ako optimdlna Sirka piku, najmd kvoli najlepsej detekcii

abundantnych analytov.
5.1.3 Pomer signalu a Sumu

Pomer signédlu a Sumu je dolezitym vstupnym parametrom pre oba pouZité softvéry. Boli
skimané pomery S/N v rozsahu 10 — 200, konkrétne hodnoty 10, 20, 50, 100 a 200.
Z nasledne vygenerovanych tabuliek analytov bol podl’a relevancie jednotlivych analytov
zvoleny ako optimalny pomer S/N = 50 pre obidva softvéry. Tento pomer bol zvoleny
pre redukciu celkového poctu pikov na ¢o najviac relevantné, ktoré pochadzaju z
I'udskych vzoriek a tvoria telesny pach, a zaroven aby pri spektrach jednotlivych analytov

nebol prili§ vel'ky Sum.
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5.1.4 F pomer

F pomer je vstupny parameter potrebny pre spracovanie dat softvérom ChromaTOF-Tile®
v. 0.27. Tento pomer sa pouziva pre vyhladdvanie Statisticky vyznamnych rozdielov
medzi triedami vzoriek. V tomto pripade boli vzorky rozdelené do dvoch tried, pricom
prva trieda zahrnovala vzorky l'udského pachu muzov a druhd trieda obsahovala
referennt skupinu n-alkanov C; — C40. Tento pomer slazi pre zdoraznenie rozdielov
medzi jednotlivymi triedami a ignorovanie tych latok, ktoré sa medzi triedami neliSia. F'
pomer je pocitany ako podiel varidcie medzi triedami a varidcie v ramci triedy. Vysoky
F pomer je ocakavany pre analyt, ktory je rozdielny medzi triedami ale zhodny v ramci
triedy. Nizky F' pomer sa ocakava u latky, ktord je bud’ takmer rovnako zastupena
v obidvoch triedach alebo vyrazne variabilna v rAmci jednej alebo oboch tried. Cim vagsi
teda F pomer je, tym menej analytov bolo najdenych, pretoze softvér vyhladaval tie, v
ktorych sa chromatogramy ¢o najviac lisili od referen¢nej skupiny ale zaroven boli vel'mi
podobné v chromatogramoch v rdmci skupiny. Boli skimané hodnoty F pomeru 1, 2, 5,
10 a 20. Pre kazdy F pomer bola hodnotend kvalita separéacie vzoriek jednotlivych l'udi a
na zaklade toho bol zvoleny F pomer 2 ako najlepsi a s touto hodnotou vstupného

parametru boli vSetky vzorky spracované.
5.1.5 Velkost’ dlazdice

Velkost' dlazdice je dal$im vstupnym parametrom potrebnym pre softvér
ChromaTOF-Tile® v. 0.27. Vo vSeobecnosti sa vhodna velkost dlazdice vypocita ako
sucet Sirky piku a posunu v oboch dimenzidch v ramci analyzovanej sady vzoriek. Je
potrebné aby sa rovnaky analyt vo vSetkych chromatogramoch nachadzal v rovnake;j
dlazdici. Potom je moZné jednotlivé analyty porovnavat medzi réznymi
chromatogrammi. Ak je dlazdica prili§ vel'ka moZe rozmazat’ analyt a obsahovat’ viacero
roznych analytov a naopak, ak je prili§ mald tak mdze rozdelit’ jeden analyt do viacerych
dlazdic. Velkost’ dlazdice moZe byt softvérom vypocitana pomocou zadanych Sirok piku
v polovici vysky pre obe dimenzie a posunu alebo mdze byt jej rozmer manuélne zadany
ako pocet modulécii x pocet spektier. Chromatogramy boli spracované pri vel'kostiach
dlazdic 6x10 a 5x14, pricom rozmery si uvedené v sekundach. Ako optimalna velkost

dlazdice bol zvoleny rozmer 6 s % 10 s.
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5.2 Chemicky profil 'udského telesného pachu

Meranim pomocou komprehenzivnej dvojdimenziondlnej plynovej chromatografie
s optimalnou modula¢nou periddou (5 s) boli ziskané dvojdimenzionalne chromatogramy
jednotlivych vzoriek 'udského telesného pachu. Tieto chromatogramy su zndzornené tak,
Ze os x predstavuje retencny Cas analytov v prvej kolone (v tomto pripade nepolarnej)
aos y predstavuje ich retencny ¢as v druhej, semi-polarnej kolone. Intenzita pikov
jednotlivych analytov je znazornena pomocou farebnej skaly od modrej po ¢ervenu, kde
Cervena predstavuje najvacsiu intenzitu. Priklad ziskaného 2D chromatogramu je

zobrazeny na Obr. 16.

Masses: TIC

395

295

trz (Rxi-17 Sil MS) / s

1.95

095

410 910 1410 1910 2410
tr1 (Rxi-5 Sil MS) /s

Obr. 16: Vizualizacia 2D chromatogramu. Retencné casy v oboch kolonach su uvedené v sekundach. Najvyraznejsim
analytom v tomto chromatograme je skvalén (tg 1 = 1940 s; tgr, = 2,44 s; KI = 2842).
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Chromatogramy je mozné vizualizovat aj v 3D zobrazeni, kedy piky jednotlivych

analytov vystupuji do tretej osi, ktora zndzorfiuje ich intenzitu. Priklad ziskané¢ho

dvojdimenzionalneho chromatogramu v 3D zobrazeni je uvedeny na Obr. 17.

Obr. 17: Vizualizacia 2D chromatogramu v 3D zobrazeni. Retencné casy sii uvedené v sekunddach. Cim intenzivnejsi je
pik analytu, tym vdcsi je v tretej osi z.
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5.3 Filtrovanie analytov

Chromatogramy boli najprv spracované pomocou LECO ChromaTOF® software v. 4.72.
Pre spracovanie bolo potrebné nastavit’ zdkladné vstupné parametre na optimalne zistené
hodnoty. To zahriiuje o¢akavanu Sirku piku analytu, w, ktord bola nastavena na hodnotu
20 s a pomer signalu a Sumu, ktorého hodnota bola nastavena na pomer S/N = 50. Softvér
na zaklade vstupnych parametrov detegoval 800 — 3 500 analytov nachadzajtcich sa
v jednotlivych analyzovanych vzorkach. Z tychto analytov bolo potrebné odstranit’ tie,
ktoré nepochadzaju z 'udského podpazusia. V ziskanych chromatogramoch nameranych
vzoriek boli ru¢ne vyznacené klasifikacné oblasti (Obr. 18) pre odstranenie siloxanov,

ktoré predstavuju analyty vymyté z kolény a nepochadzaju z telesného potu.

tr2 (Rxi-17 Sil MS) /s

400 1400 2400
tr1 (Rxi-5 Sil MS) /s

Obr. 18: Chromatogram s vyznacenymi detegovanymi analytmi. Bodmi su zndzornené analyty ndjdené softvérom
LECO ChromaTOF® software v. 4.72. MrieZkovanou éervenou plochou je vyznacend oblast, ktord bola vyliicend spolu
s analytmi, ktoré sa v nej nachadzaju a su v nej oznacené ciernymi bodmi. Retencné casy su uvedené v sekundach.
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V softvéri ChromaTOF- Tile® v. 0.27 boli taktiez vylicené oblasti kde sa vyskytuju
najma siloxany. Na rozdiel od prvého softvéru, v tomto pripade oblasti neboli vyznacené

rucne, ale boli presne vymedzené tak ako je to zndzornené v Tabulke 1.

Tabulka 1: Vylucené oblasti v chromatogramoch. Symbol ty | predstavuje retencny cas v prvej dimenzii (nepolarna

kolona) a tp, v druhej dimenzii (semi-polarna kolona). Retencné casy su uvedené v sekunddach.

tp1/s tpo /s

od do od do

0 3275 0 1,05
1300 3275 0 1,30
1500 3275 0 1,37
1900 3275 0 1,50
2100 3275 0 1,60
2200 3275 0 1,74
2300 3275 0 2,23
2400 3275 0 2,65
2500 3275 0 3,10
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5.4 Charakteristické skupiny analytov Pudského telesného
pachu

V chromatogramoch nameranych vzoriek boli najdené analyty patriace do tychto skupin:

e Uhlovodiky e Ketony

e Karboxylové kyseliny e Aromatické zluceniny
e Voskové estery e Estery

e Amidy e FEtery

e Steroly e Laktony

e Alkoholy e Terpény

e Aldehydy

Niektoré z tychto charakteristickych skupin analytov maji v chromatogramoch typické

miesto vyskytu. Oblasti ich vyskytu si vyznacené na nasledujicom obrazku (Obr. 19).

Masses: TIC

trz (Rxi-17 Sil MS) /s

1000 1500 2000 2500
tr1 (Rxi-5 Sil MS) /s

Obr. 19: Chromatogram s vyznacenymi skupinami analytov, ktoré sa nachadzaju vo vzorkach telesného pachu.
Znazornenymi skupinami su uhlovodiky (cervena), karboxylové kyseliny (Zlta), voskové estery (zelend), amidy
(Cierna) a steroly (fialova).
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5.5 Pilotna Studia

Este pred samotnym meranim vzoriek 41 prisluchajicich parov otec-partner bola
prevedena pilotna Studia, ktorej sa zucastnilo 6 muzov. Kazdy poskytol triplikat vzorky
z pravého a lavého podpazusia. Namerané chromatogramy jedného cloveka pilotnej
Stidie st znazornené na Obr. 20. Horny riadok (Obr. 20A, B, C) predstavuje triplikat
vzoriek z jeho 'avého podpazusia a dolny riadok (Obr. 20D, E, F) triplikat vzoriek z jeho

pravého podpazusia.

Masses: TG Masses TIC

Obr. 20: Vysledné chromatogramy patriace jednému cloveku pilotnej studie. A, B, C — triplikat z lavého podpazusia;
D, E, F — triplikat z pravého podpazusia.
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Chromatogramy pilotnej §tadie boli spracované v softvéri ChromaTOF- Tile® v. 0.27
so vstupnymi parametrami S/N = 50, F pomer = 2 a velkostou dlazdice 6 s x 10 s.
Spracovanim vsetkych 36 chromatogramov Siestich zi¢astnenych muzov pilotnej Studie
v tomto softvéri vznikla tabulka obsahujuca kvantitativne zastipenie jednotlivych
analytov, v ktorych sa chromatogramy liSia v porovnani s referencnou skupinou. Této
tabul’ka obsahovala dokopy 418 vyznamnych analytov. Tabul'ka bola d’alej pouzita pre
Statistické spracovanie dat. Bola prevedena PCA analyza, ktorej vysledok je zobrazeny
na Obr. 21. Z tohto obrazku je vidiet, ze pomocou vypracovanej metodiky bola docielena
dostatocna separacia jednotlivych participantov na zaklade chemickych profilov ich

telesnych pachov.

@ Pravé podpazusie
O Lavé podpazusie

o|\ " N \lO
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Obr. 21: Vysledok PCA pilotnej studie. Boli pouzité tri hlavné komponenty, ktoré pokryvaju dokopy 65% variability.
Variabilita, ktoru pokryvaju jednotlivé hlavné komponenty je uvedend pod osami v zatvorkach. Participanti su
vyznaceny réznymi farbami. Vyplnenou farebnou kruznicou su oznacené triplikaty pravého podpazusia a kruznicou bez
vyplne su oznacené triplikaty lavého podpazusia zucastnenych muzov. Modrou farbou je oznaceny muz, ktorého
chromatogramy su zndzornené vyssie, na predchadzajucom Obr. 20.

48



5.6 Hlavna Studia

V prvom rade bola prevedena analyza vSetkych 82 kontrolnych vzoriek prostredia pre
zistenie, ktoré latky zo vzoriek telené¢ho pachu pochadzaju z vatovej ty€inky ¢i prostredia
okolo jednotlivcov a nepredstavuju latky tvoriace ich axilarny pach, ktoré boli v studii
skimané. Na Obr. 22 je uvedeny namerany chromatogram kontrolnej vzorky jedného
otca z hlavnej $tadie. V kontrolnych vzorkach boli okrem vnutornych Standardov najdené
uhlovodiky s dizkou retazca v rozmedzi od Ci6 — C3s, ftalaty, aldehydy, ketény a dalsie

latky, ktoré st uvedené v Prilohe 1.

Masses: TIC

trz (Rxi-17 Sil MS) /s
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Obr. 22: Chromatogram kontrolnej vzorky prostredia. Retencné casy su uvedené v sekundach.
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Boli merané vzorky partnerov 41 Zien a ich otcov. Z povodnych analytov, ktorych bolo
priemerne 1 500 v jednej vzorke, boli odstranené tie, ktoré nepochddzaji z Cloveka.
Chromatogramy boli spracované softvérom ChromaTOF-Tile® v. 0.27 po zadani
vstupnych parametrov zahriiujiicich pomer signalu a Sumu (S/N = 50), F pomer (2) a
vel'kost’ dlazdice (6 s < 10 s). Tymto bol ziskany kone¢ny pocet 341 vyznamnych
analytov hlavnej Stadie, v ktorych sa jednotlivé chromatogramy lisili a tie boli nasledne
Statisticky spracované. Vyznamné analyty st vyznacenych na Obr. 23 spolu s ich
prislusnymi retenénymi ¢asmi v oboch dimenziach. Z tychto 341 analytov bolo
kompletne identifikovanych 120 analytov, zvysné boli identifikované ¢iastocne (vid’

Priloha 2).
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Obr. 23: Analyty spracované softvérom ChromaTOF- Tile® v. 0.27 sich retenénymi ¢asmi na oboch kolénach.
V chromatograme je vyznacenych 341 konecnych aynalytov. Nalavo vedla chromatogramu je farebna Skdla pre
zndzornenie intenzity pikov co predstavuje kvantitativne zastupenie prislusnych analytov. Najvyraznejsim analytom
v tomto chromatograme je I1-oktadekanol (tg 1 = 15105, tgr, = 1,69 s; KI = 2108).
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Na Obr. 24 st pre porovnanie zobrazené chromatogramy v 3D zobrazeni patriace otcom
a partnerom dvoch réznych zien. Je vidiet, Ze rozny l'udia maji uz na prvy pohlad
rozdielne chromatogramy a liSia sa jak v kvalitativnom tak v kvantitativnom zastipeni
obsahujucich latok. Zaroven je vidiet podobnosti chromatogramov muzskych vzoriek

v ramci otcovsko-partnerskych dvojic.

otec 1 partner 1

1000

1500 %
Rxi-55il MS 2 Rxi-17Sil MS

reteniny ¢as / s

otec 2 partner 2

Obr. 24: Styri chromatogramy v 3D zobrazeni patriace dvom otcovsko-partnerskym prislichajiicim dvojiciam.
Chromatogramy prislichajucich dvojic otec-partner su zobrazené v rovnakom riadku.

Bola prevedena PCA analyza pre 82 vzoriek hlavnej studie a jej vysledok je na Obr. 25.
Pre analyzu boli pouZité priemerné hodnoty z pravého a 'avého podpazusia vSetkych
zOastnenych, takze sa pracovalo s 82 hodnotami. Hodnoty boli spriemerované pri
Statistickom spracovani dat v ich relativnych percentach. Z Obr. 25 je vidiet’ ze otcovia a
partneri sa medzi sebou prekryvaju a nezhlukuju sa do skupin. Dalej je mozné poéitat’
Euklidovské vzdialenosti medzi jednotlivymi muzmi s pomocou PCA skore pre prvé tri

komponenty (Obr. 26). PCA suradnice jednotlivych I'udi su uvedené v Prilohe 3.
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Obr. 25: Vysledok PCA analyzy hlavnej studie. Graf zobrazuje tri hlavné komponenty, ktoré pokryvaju 41% variability.
Modrou siu vyznaceni partneri a zelenou otcovia. Modra a zelend elipsa zndzornuje rozptyl vzoriek vo vsetkych troch
osdach, ich 95% konfidencny interval.
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Obr. 26: Vysledok PCA s tromi hlavnymi komponentmi hlavnej studie. Modrou su vyznaceni partneri a zelenou otcovia.

Useckou sii pospajané jednotlivé prislichajiice dvojice otec-partner. Usecky odpovedajit Euklidovskym vzdialenostiam
medzi prisliuchajicimi parmi.
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Z PCA skore pre prvé tri komponenty (Priloha 3) bola vypocitana priemernd Euklidovska
vzdialenost medzi prisluSnymi otcovsko-partnerskymi dvojicami odpovedajica
jednotlivym useckam na obrazku. Jej hodnota ¢ini 0,64 a je zndzornend modrou Sipkou
na Obr. 27. Boli porovnavané vzdialenosti medzi otcami a k nim prislusnymi partnermi s
otcami a ndhodnymi partnermi. Bola prevedena permutacia predstavujuca prepojenie
otcov tisickrat s nahodnymi partnermi. Z kazdej permutacie bola vzdy spocitana
priemernd hodnota vzdialenosti vzniknutych ndhodnych dvojic otec-partner a tieto
hodnoty su vyznacené na Obr. 27. Z tohto obrazku je vidiet, Ze najCastejSie pozorovana
hodnota priemeru vzdialenosti medzi ndhodnymi parmi je 0,85 a to konkrétne stokrat. V
Ziadnej z permutovanych matic nebola priemerna vzdialenost’ medzi otcom a ndhodnym

partnerom mensia ako pozorovana priemerna vzdialenost’ 0,64 (p < 0,001).

pozorované permutované
data
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W
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T T T
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otec-partner

Obr. 27: Vypocitané priemerné vzdialenosti medzi otcami a k nim prislusnymi partnermi a medzi otcami a nahodnymi
partnermi. Modrou je vyznacenda priemernd hodnota vzdialenosti medzi prislusnymi otcovsko-partnerskymi dvojicami
a ¢ini 0,64. Na ose x je hodnota Euklidovskej vzdialenosti a na ose y je uvedeny pocet, kolkokrdt sa tato vzdialenost
pri permutacii vyskytovala.
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6 Diskusia

Analyza telesného pachu a jeho spoloCensky vyznam v medzil'udskej komunikécii je
aktualnym predmetom Stadia vedcov roznych odvetvi. Najmé pre jeho jedinecnost’ je
telesny pach dolezity vo viacerych oblastiach ako kriminalistika, forenzna analyza ¢i
medicina. Telesny pach zohrava vyznamnu rolu aj pri vybere partnera ako ukazuji
predchadzajuce stadie, pricom navzdory tomu ¢o sa prvotne predpokladalo vyskumy
ukazuju, ze mame tendenciu vyberat’ si partnera, ktorého telesny pach je podobny

s pachom nésho rodi¢a opac¢ného pohlavia.

Podobnost’ pachu partnera Zeny s pachom jej otca bola skimana subjektivne vedcami
na Katedre Zoologie Prirodovedeckej fakulty Univerzity Karlovej nezavislymi
hodnotitel'mi, ktori priradzovali ku vzorke otcov vzdy 4 vzorky partnerov (z toho jeden
bol partner dcéry prislusného otca a ostatni boli ndhodni partneri) od najpodobnejsej po
najmenej podobnu, na zéklade ich ¢uchového vnimania [101]. Z toho bolo spocitané
percentudlne poradie vzorky prislichajiceho partnera na prvom (najpodobnejsia),
druhom, tretom a Stvrtom (najmenej podobnd) mieste. Vysledky tejto Studie ukazuju,
ze najcastejsie sa vzorka daného partnera vyskytovala na prvom mieste a to konkrétne v

34% ¢o je viac ako nadhoda (25%).

V predkladanej diplomovej praci je tato podobnost’ skimand objektivne za vyuzitia
metddy GCxGC-TOFMS a vyhodnocovand pomocou Statistického spracovania dat.
Participanti hlavnej stadie boli zaisteni Katedrou Zooldgie. Uchadza¢i museli vyplnit
vstupny online formuldr a nésledne boli vybrani ti, ktori vyhovovali stanovenym
podmienkam [101]. Po dodrzani dvojdiiovych obmedzeni si uc€astnici odobrali vzorku

telesného pachu z l'avého a pravého podpazusia pomocou sterilnych vatovych tyciniek.

V metode pouZzitej pre meranie jednotlivych vzoriek bola nastavena oneskorena akvizicia,
takze vzorky boli merané az po uplynuti doby 400 s od ich nastreku kvoli pouzitému
rozpustadlu — n-hexanu, ktory v tejto oblasti poskytoval vysoky a rozmyty pik.
Nevyhodou toho je, Ze analyty ktoré si podobne prchavé ako n-hexan nie je mozné pri
tejto priprave vzoriek vidiet’ a detegovat. Hmotnostny detektor je vhodny pre necielenu

analyzu, takze aj v tomto pripade, kedy sa vyzadovala informécia tykajuca sa celej
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vzorky, nie len jej frakcii. Hmotnostny spektrometer poskytuje informéciu o Struktire
analytu o je vyhodné v tak komplikovanej matrici ako je telesny pach a zaroven dolezité
pri konecnej identifikacii jednotlivych analytov. Analyzétor doby letu je sice deStruktivny
ale vel'mi rychly, je schopny skenovat’ az 100 spektier za sekundu a to je vyhodou pri
merani vzoriek s takymto vel'kym poctom analytov. Koldny boli tvorené tavenym oxidom
kremicitym s r6znymi stacionarnymi fazami znazornenymi na Obr. 13 a Obr. 14. Z tychto
Struktar je hned’ na prvy pohl'ad vidiet’, ze kolona v druhej dimenzii je polarnejsia kvoli
fenylovym zvySkom a analyty sa tu teda delia podl'a miery interakcie s touto polarnou
fazou, takze podla ich polarity. Opac¢né usporiadanie kolon, Cize najprv polarnejsia
a potom nepoldrna koldéna, mdze byt o nieco G€innejSie a modze viest’ k lepSej separécii
analytov ich rozmiestnenim vo vic¢Som priestore chromatogramu [102]. AvSak
identifikacia by bola omnoho zlozitejsia vzh'adom na to, ze k tomuto usporiadaniu nie
su v databazach dostupné retenéné¢ indexy na zaklade ktorych by boli analyty
identifikované. Usporiadanie kolon je vZdy urcené podl'a povahy analyzovaného vzorku.
Pouzitie teplotného gradientu (Obr. 15) namiesto izotermického merania malo za
nasledok to, e separacia analytov vo vzorkach prebehla rychlejsie. Tazké a malo prchavé
analyty sa dostanu zvySenim teploty skor z kolony k detektoru a tym je celkovy Cas jednej

analyzy podstatne skrateny a €inil 54,75 minut.

V prvom rade bolo potrebné optimalizovat’ niektoré zédkladné parametre tykajice sa
chromatografickych podmienok a parametre pre nasledné softvérové spracovanie
chromatogramov. Najprv bola optimalizovand doba trvania modula¢nej periody. Ak by
bola modula¢nd peridda prili§ kratka, nemuselo by dojst k dostatocnej separacii
jednotlivych analytov v chromatograme a naopak, ak by modula¢na peridda trvala vel'mi
dlho, niektoré vyrazné analyty s vysokym m/z by z druhej kolony vysli az po uplynuti
tejto doby a ich retenéné Casy v druhej dimenzii by sa zmenili k niz§im hodnotam a uz by
sa nenachadzali na svojom charakteristickom mieste. Z tohto dovodu by bolo vhodné
namiesto konS$tantnej modulacnej periddy zvolit’ jej gradient, ak by to pristrojové
vybavenie umoziiovalo, takze jej doba by sa s postupnym ¢asom zvySovala. Vzhl'adom
na tieto poznatky bola zo skiSanych modulacnych peridéd 3 s a 5 s vybrata doba 5 s ako
optimalna. Pre LECO ChromaTOF® software v. 4.72 bola zistovand o¢akavana $irka piku
analytu. Pri nastaveni Sirky pikov na mali hodnotu by mohli byt niektoré abundantné

analyty softvérom detegované ako dve rézne zliCeniny a na druhej strane, ak by bola
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nastavena Sirka piku prilis vel’kd, softvér by mohol povazovat’ viaceré rozne zluceniny
za jeden vyrazny analyt. Preto bola na zdklade prevedenych experimentov nastavena
hodnota pre o¢akavanu $irku piku analytu na 20 s. Pomer signalu a Sumu je dolezitym
parametrom pre obidva pouzivané softvéry potrebny pre redukciu poctu analytov na tie,
ktoré su relevantné. Ako optimalna bola zvolend hodnota S/N = 50. Pre spracovanie
chromatogramov softvérom ChromaTOF-Tile® v. 0.27 bolo potrebné optimalizovat F
pomer pre ziskanie rozumného konecného poctu relevantnych analytov a hladanie
rozdielov medzi jednotlivymi vzorkami v porovnani s referen¢nou skupinou. Vhodné
nastavenie hodnoty tohto pomeru je tiez potrebné pre kvalitni separaciu I'udskych vzoriek
pri PCA. Bol nastaveny vstupny parameter F pomeru na hodnotu 2. Velkost’ dlazdice pre
tento softvér je parameter potrebny pre spravnu detekciu analytov analogicky ako je
vysSie spominand Sirka piku pre prvy softvér. Ako optimalna velkost' dlazdice boli

nastavené rozmery 6 s x 10 s.

Pri spracovani chromatogramov pomocou dvoch softvérov sa zdal byt presnejsi softvér
ChromaTOF-Tile® v. 0.27 v porovnani s LECO ChromaTOF® software v. 4.72.
Problémovou bola najmé detekcia mastnych kyselin a d’al§ich analytov, ktorych zény sa
vel'mi rozmyvali a softvér LECO ChromaTOF® &astokrat detegoval jeden analyt ako
viacero roznych analytov alebo detegoval rozmyty analyt viackrat. V tomto sa zdal byt’
spravnejSi druhy softvér, ktory nedetegoval jeden analyt viackrat. Preto bol pre
spracovanie vyslednych chromatogramov pouzivany prevazne ChromaTOF-Tile®.
Neskor pri konecnej identifikacii analytov, kde uz niektoré informacie z tohto softvéru
neboli dostacujice, boli EI-MS spektrd a retencné indexy jednotlivych analytov
v chromatogramoch porovnavané aj so softvérom LECO ChromaTOF®. Ked bolo pri
konecnej identifikacii analytu detegovaného viackrat zistené, Ze sa skuto¢ne jedna o jeden
a ten isty analyt, boli zli¢ené hodnoty jeho kvantitativneho zastupenia vo vyslednej

tabul’ke analytov.

Chemicky profil 'udského telesného pachu je zobrazeny na Obr. 16 ako priklad ziskaného
chromatogramu jednej skimanej vzorky. Je vidiet’, Ze latky telesného pachu st roznorodé
a liSia sa svojou prchavostou, polaritou a intenzitou v jednotlivych vzorkéch.
Dvojdimenzionalny chromatogram je mozné vizualizovat' v 3D zobrazeni tak, ako je to

uvedené na Obr. 17 pre lepsiu prehl’adnost’. Namerané neupravené chromatogramy (Obr.
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16, Obr. 17) obsahovali radovo tisice roznych analytov. Medzi tymito analytmi sa
nachadzali aj také, ktoré netvoria 'udsky telesny pach. V prvom rade bolo potrebné tieto
analyty pred vyhodnocovanim vysledkov vylucit. Patria tu napriklad analyty vymyté
z kolony, siloxany. Detegované boli siloxdny ako tetrametyl cyklooktasiloxan ¢i
dekametyl cyklopentasiloxan a mnoho d’al$ich. Siloxdny maja charakteristické EI-MS
spektrum s vyraznym fragmenta¢nym signalom pri m/z = 73. S malo polarne a vyskytuja
sa po celej Sirke chromatogramu a v oblastiach nizsich retencnych ¢asov druhej dimenzie,
pod uhlovodikmi. Z celkovej sady analytov bola ru¢ne vylicena oblast, ktord je
zobrazena na Obr. 18 v softvéri LECO ChromaTOF® software v. 4.72. a presne
vymedzena oblast’ tak ako ukazuje Tabulka 1 pre spracovanie pomocou softvéru
ChromaTOF- Tile® v. 0.27. V tychto oblastiach sa mohlo nachadzat’ aj zopar I'udskych
analytov, napriklad tazké steroly, ktoré neboli schopné vyjst’ z druhej kolony k detektoru
v ramci nastavenej modulacnej periddy (5 s) ale z kolony vysli az neskor, co mohlo mat’
za nasledok zmenu retenéného Casu v druhej kolone k niz§im hodnotdm, do vylacene;j

oblasti siloxanov.

Predchadzajuce studie telesného pachu ukazuju, Zze medzi latky, ktoré ho tvoria patria
voskové estery, étery, steroly, skvalén, uhl'ovodiky a vel'’ké mnozstvo roznych mastnych
kyselin. Tieto a dalSie skupiny latok boli ndjdené vo vSetkych skiimanych vzorkéch
telesného pachu. NajvyraznejSim analytom, ktory je vidiet na Obr. 19 a zaroven
najvyraznej$im v asi polovici nameranych chromatogramoch je skvalén (tg ; = 1940 s;
tr, = 2,44 s; KI = 2842). V ostatnych chromatogramoch predstavuje jeden
z najintenzivnejSich pikov 1-oktadekanol (tg; = 1510 s; tp, = 1,69 s; KI = 2108), ktory
je vidiet na Obr. 23. Zo sterolov je najkvantitativnejSim analytom cholesterol
(tr1=2100s; tr, = 2,74 s; KI = 3162). Dal§imi vyraznymi pikmi, ktoré je mozné v
chromatogramoch vidiet’ st vnutorné Standardy, bromnonan (tz ; = 780 s; tp, = 1,58 s;
KI=1248) a bromeikozan (tg 1 = 1700 s; tg , = 1,74 s; KI = 2409), ktoré boli pridané ku
vzorkdm pre kontrolu stability reten¢nych casov analytov a intenzity ich pikov.
Kvantitativnymi pikmi su taktieZ aj niektoré¢ mastné kyseliny, ktoré sa zaroven
v chromatogramoch rozmyvaji a maja tzv. “chvost™ ¢o obcas spésobovalo problém pri
ich detekcii a pri detegovani analytov, ktoré boli nimi prekryté. Jednotlivé skupiny

analytov sa liSia vo svojej prchavosti a polarite, takze maji v chromatogramoch
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charakteristick¢é miesta. Oblasti vyskytu niektorych charakteristickych skupin su
znazornené na Obr. 19. Nerozvetvené nasytené uhl'ovodiky st roztiahnuté po celej Sirke
chromatogramu a s rastucim retazcom maji nizSiu prchavost. PolarnejSou skupinou
oproti tymto uhlovodikom su karboxylové kyseliny, obsahujuce funkénu skupinu
— COOH. O nieco tazSie a menej prchavé su voskové estery, ktoré obsahuju esterova
skupinu — R — COOR’ a st tvorené mastnou kyselinou s dizkou retazca Ci» — Co4
a mastnym alkoholom obsahujicim pocet uhlikov C24 — C34. S vysSimi retenénymi casmi
v koléne v druhej dimenzii st amidy s funkénou skupinou — R — CONH,. NajpolarnejSou

a najmenej prchavou skupinou vyznac¢enou na Obr. 19 su steroly.

Pre vypracovanie metodiky zahrilujucej odber vzorky, jej meranie s nastavenim
vhodnych chromatografickych podmienok, spracovanie ziskanych chromatogramov
softvérmi podla optimalizovanych vstupnych parametrov a Statistické spracovanie
vyslednych dat s naslednym prevedenim PCA analyzy bola prevedena pilotna stadia. Pre
znézornenie variability vzoriek multiplikatov jedného €loveka bol vytvoreny Obr. 20.
Z chromatogramov na Obr. 20 je vidiet, Ze jednotlivé triplikaty vzoriek daného
participanta sa liSia v intenzite obsiahnutych analytov ¢o mdze byt dosledkom
rozdielneho vzorkovania r6znymi rukami. Chromatogramy l'avého podpazusia vyzeraji
byt intenzivnejSie ako pravého ¢o moze byt vysledkom toho, Ze jedna ruka je
dominantnejSia a vzorkuje sa s lou podpazuSie na opacnej strane l'ahSie. Z obrazku je
taktiez vidiet’, Ze medzi oboma podpazusiami jedného ¢loveka nie su vyznamné rozdiely
v ich zlozeni. Po prefiltrovani analytov nepochddzajticich z podpazusného potu bola
ziskana konecna sada 418 latok pilotnej Stadie pre ktoré bola prevedena PCA analyza.
Z vysledku PCA analyzy pilotnej Studie (Obr. 21) je vidiet Ze jednotlivi I'udia sa od seba
dostatocne oddelili, takze na zaklade telesného pachu sme schopni rozlisit’ jednotlivcov
pouzitim vypracovane] metodiky. Lavé a pravé podpazuSia s v ramci jedinca
premieSané, takZe si zameniteI'né a neskor, v hlavnej Stidii, je mozné pracovat’ s ich

priemernymi hodnotami.

Este predtym ako boli merané vzorky participantov hlavne;j Stadie, boli analyzované
kontrolné¢ vzorky prostredia. Tie poskytli jednotlivi participanti okrem vzoriek
odobranych z podpazus$ia, mavanim sterilnou vatovou ty¢inkou v prostredi okolo seba.

Analyty, ktoré predstavuju kontaminanty z vatovej tyCinky alebo prostredia boli

58



detegované z kontrolnej vzorky prostredia (Obr. 22) a st uvedené v Prilohe 1. Extrakcia
vatovej tyCinky z prostredia poskytuje kontaminanty ako vyssie uhl'ovodiky ¢i ftalaty.
Pre vysledné chromatogramy by mohla byt lepSou metédou napriklad priama tepelna
desorpcia, pretoze by pravdepodobne dochadzalo k mensej kontamindcii vzoriek
v porovnani s extrakciou vatovej tyCinky. Pre vzorkovanie bola pouzita vatova tyCinka
s jej naslednou extrakciou, kvoli jednoduchosti odberu vzorky a preto, aby mohli byt
vzorky viacnasobne pouzité ak by to bolo potrebné. Napriklad ked’ sa vzorku nepodarilo
po prvykrat zmerat’, kvoli prasknutiu kolony, nespravnemu automatickému nadavkovaniu

¢1 z inych technickych pricin, bolo mozné ju zmerat’ opétovne.

Nésledne boli merané vzorky participantov hlavnej Studie. Zo vSetkych poskytnutych
vzoriek hlavnej Stadie, ktorych bolo na zaciatku 268 (67 prisluchajucich parov
otec-partner) boli pre vysledné spracovanie pouzité tie, ktoré sa podarilo zmerat' na
rovnakej kolone a ktoré boli participantmi spravne odobrané, takze chromatogram nebol
prazdny ani nijak vyrazne kontaminovany. Tychto kone¢nych vzoriek bolo dokopy 164
(41 prisltchajtcich otcovsko-partnerskych dvojic). Z vyslednej tabul’ky analytov hlavnej
studie boli opat’ vylucené zvysné siloxany, ktoré sa v nej vyskytovali aj po
predchadzajicom vymedzeni oblast, a spolu s nimi aj d’alSie kontaminanty pochadzajice
z vatovej ty¢inky ¢i prostredia podla detegovanych analytov nachadzajtcich sa v Prilohe
1. Po tomto prefiltrovani analytov z chromatogramov bola ziskand vysledna sada 341
analytov, s ktorou sa d’alej pracovalo (Obr. 23). Medzi tymito analytmi sa aj nad’alej mézu
vyskytovat’ d’alSie kontaminanty z pouZivanej kozmetiky, oblecenia C¢i potravin.
Prikladom je analyt homosalat Co je latka, ktora je pouzivana v niektorych v opalovacich
krémoch. Dalsim takymto analytom je versalid tvoriaci pizmovy zapach a nachadzajuci

sa v mydlach a d’alSej kozmetike.

Prisluchajuca dvojica otec-partner sa niekedy uz na prvy pohlad zdd byt v ich
chromatogramoch viac podobna (Obr. 24) v porovnani s otcom a cudzim partnerom. Otec
1 a partner 1 maji napriklad vécSie zastipenie vysoko prchavych a menej polarnych
analytov na rozdiel od otca 2 a partnera 2, ktori maju v tejto oblasti chudobnejSie
chromatogramy. Ked'Zze na pilotnej Stadii bolo ukazané, ze l'avé a pravé podpazusie
jedného ¢loveka su zamenitel'né, pri spracovani vysledkov hlavnej Stadie obsahujucej 164

vzoriek otcov a partnerov sa pracovalo s ich priemernymi hodnotami. Preto je v grafe na
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Obr. 25 namiesto 164 bodov znazornenych 82 predstavujicich jednu hodnotu
reprezentujucu obe podpazusia dan¢ho ¢loveka. Hodnoty predstavujtice analyty pravého
a avého podpazusia boli zlucené pri Statistickom spracovani vysledkov v relativnych
percentach. Farebné elipsy znadzornené na obrazku ukazuji rozptyl vzoriek, ich 95%
konfiden¢ny interval. Dalej je vidiet,, Ze otcovia a partneri sa prekryvaju a nie je to tak,
ze by boli otcovia v PCA grafe na jednej strane a partneri na druhej ¢o by spdsobovalo
problém pri merani vzdialenosti medzi nimi. Konkrétne PCA koordinaty jednotlivych

participantov st uvedené v Prilohe 3.

Nasledne boli porovnavané Euklidovské vzdialenosti medzi otcami a partnermi. Tie,
ktoré predstavujii vzdialenost’ medzi otcom a partnerom jednej zeny su zndzornené na
Obr. 26. Su to teda prisluchajuce otcovsko-partnerské dvojice. Z tychto vzdialenosti
znazornenych useckami na obrazku bola vypocitana ich priemernd hodnota, ktora Cinila
0,64 a je znazornena modrou Sipkou ako pozorovana hodnota na Obr. 27. Po prevedeni
permutacie, teda priradeni tisickrat nahodnych partnerov k otcom, bol vzdy spocitany
priemer Euklidovskych vzdialenosti medzi vzniknutymi nahodnymi
otcovsko-partnerskymi dvojicami a najéastejSia bola vzdialenost’ 0,85. Tato vzdialenost’
bola pozorovand konkrétne stokrat. VsSetky vzdialenosti medzi nahodnymi
otcovsko-partnerskymi parmi s zobrazené v grafe na Obr. 27 ako permutované data.
Tento obrazok ukazuje, Ze ani v jednom pripade nebola Euklidovské vzdialenost’ medzi
nahodne vzniknutou dvojicou otec-partner menSia ako vzdialenost’ prisluchajticich
otcovsko- partnerskych dvojic. Z toho vyplyva, Ze partner a otec jednej Zeny su si najviac

podobni v ich telesnom pachu v porovnani s otcom a partnerom réznych Zien.

V buducich stadiach by mohli byt analyzované vzorky Zien. Nasledne by mohla byt
analogicky porovnavana podobnost’ telesného pachu odobran¢ho z podpazusia partneriek

muzov a ich matiek.
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7 Z.aver

Tato diplomova praca sa zaobera Stidiom l'udského telesného pachu a bol v nej

analyzovany telesny pach dospelych muzov.

Pri optimalizacii vstupnych parametrov potrebnych pre softvérové spracovanie
chromatogramov bola zvolend modulacnd peridoda 5 s ako najvhodnejsia. Ocakavana
sirka piku analytu pre softvér LECO ChromaTOF® software v. 4.72 bola nastavena na
hodnotu 20 s. Ako optimalny pomer signalu a Sumu pre obidva softvéry bola zvolena
hodnota S/N = 50. Pre spracovanie softvérom ChromaTOF-Tile® v. 0.27 bol nastaveny

vstupny parameter ' pomer na hodnotu 2 a optimalna velkost’ dlazdice 6 s x 10 s.

Bola prevedena pilotnd Stidia, ktorej sa zG€¢astnilo 6 muzov vo veku od 18 — 40 rokov.
Na nej bola vypracovana metodika od odberu vzorky, cez samotné meranie pouzitim
GCxGC-TOFMS az po spracovanie a vyhodnotenie vysledkov za pouzitia Statistickej
metddy PCA. Vysledky pilotnej stadie ukazali, Ze sme schopni od seba dostatocne

rozlisit’ jednotlivych l'udi na zéklade ich telesného pachu odobraného z podpazusia.

Hlavnym cielom tejto diplomovej prace bolo analyzovat pachové vzorky otcov
a partnerov a vyhodnotit’ ich podobnost medzi sebou. V ramci hlavnej Stadie bola
prevedena kvalitativna a kvantitativna analyza vzoriek telesného pachu 41
otcovsko-partnerskych dvojic. Vysledky hlavnej Stadie ukazali, Ze rozdiely medzi
pachom otca a partnera jednej Zeny su mensSie v porovnani s rozdielmi medzi pachom
otca a nahodnym partnerom. Telesny pach otca sa teda viac podobé pachu partnera jeho
dcéry nez s pachu nahodne vybraného partnera. Vysledky teda naznacuju, Ze Zena si

vybera partnera s podobnym telesnym pachom k jej otcovi.
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Prilohy

Priloha 1 — Tabul’ka analytov kontrolnych vzoriek

Tabulka 1: Analyty, ktoré boli najdené v kontrolnych vzorkach prostredia. Symbol tp, znaci retencny cas analytu
v prvej, nepoldarnej kolone a tg, v semi-polarnej kolone. KedZe sa jedna o dvojdimenziondlne chromatogramy,

kvantitativne zastupenia analytov su vyjadrené pomocou objemov ich pikov a pre ich vypocet boli potrebné
kvantifikacné hmoty uvedené v tabulke.

C.  Zlidenina tpy!s tro /s Hmota Objem
1 3-metyl-2-heptanén 405 1,32 43 87061
2 neznama 410 1,55 43 25189
3 neznama 440 1,37 43 181 995
4 vinyl butanoat 450 1,69 43 11480
5 metyl 2-metylcyklopropyl keton 455 1,51 43 126 256
6 dipropylénglykol metyl éter 495 1,55 59 14 195
7 neznama 510 1,56 59 87 697
8  neznama 645 1,52 43 9306
9 1-bromnonan* 775 1,51 137 202 632
10  neznama 850 1,27 57 7815
11  triacetin 860 1,98 43 66 825
12 neznama 925 1,30 57 4 680
13  neznama 1015 2,18 99 11 682
14  neznama 1070 2,24 99 5653
15  1-izopropyl-2,2-dimetyltrimetyléndiizobutyrat 1100 1,62 71 14 460
16 neznama 1110 1,33 57 6183
17  neznama 1150 1,32 57 4334
18 neznama 1195 1,34 57 11783
19 neznama 1230 1,34 57 10911
20 neofytadién 1305 1,41 68 3244
21  hexahydrofarnesyl aceton 1310 1,54 43 7511
22 dipropylftalat 1330 2,06 149 13 548
23 7,9-di-terc-butyl-1-oxaspiro(4,5)deka-6,9-dién-2,8-dion 1365 2,09 57 9271
24  neznama 1385 1,37 57 3197
25  dibutylftalat 1400 2,14 149 12 836
26  1-nonadecén 1420 1,42 55 27 555
27  eikozan 1425 1,39 57 6 747
28 neznama 1430 1,43 55 4589
29 neznama 1440 1,44 55 4324
30 heneikozan 1495 1,41 57 4469
31 neznama 1505 1,99 85 9695
32 dokozan 1560 1,43 57 16 778
33  neznama 1580 1,64 57 3892
34  trikozan 1625 1,45 57 27799
35 neznama 1625 1,59 57 131 969
36 neznama 1645 2,00 85 4053
37 neznama 1665 1,86 99 22077
38 bromeikozan* 1685 1,67 135 1019 880
39  bis(2-etylhexyl)ester kyseliny hexandiovej 1685 1,75 129 610999
40 tetrakozan 1690 1,46 57 80 693
41 neznama 1725 1,46 57 11552
42 pentakozan 1745 1,48 57 240 547
43  neznama 1745 1,62 70 3534
44  neznama 1755 1,74 57 12 363
45  neznama 1770 1,48 57 9221
46  diisooktylftalat 1770 2,07 149 22242
47  neznama 1780 1,49 57 29176
48  hexakozan 1805 1,51 57 324 326
49  neznama 1805 1,72 137 2473
50 neznama 1820 1,49 57 10 726
51 neznama 1840 1,50 57 37117
52  neznama 1855 1,62 68 2387
53  heptakozan 1860 1,53 57 348 776
54  neznama 1860 1,66 82 3048
55 neznama 1875 1,51 57 5121
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56 neznama 1890 1,53 57 41905

57  oktakozan 1910 1,56 57 283 654
58 neznama 1910 1,65 68 3005
59 neznama 1915 1,68 82 4511
60 neznama 1945 1,56 57 34709
61 nonakozan 1960 1,59 57 262 305
62 neznama 1960 1,69 68 3675
63 neznama 1970 1,70 82 5282
64 neznama 1980 1,67 83 4320
65 neznama 1990 1,60 57 34536
66 triakontan 2010 1,62 57 180 080
67 neznama 2020 1,75 82 6757
68 neznama 2035 1,84 57 10 536
69 neznama 2040 1,63 57 23131
70  hentriakontan 2060 1,66 57 155261
71  neznama 2070 1,79 82 4050
72 neznama 2075 1,88 59 5881
73  neznama 2085 1,68 57 21 086
74  dotriakontan 2105 1,74 57 95135
75  neznama 2135 1,82 57 13 020
76  tritriakontan 2155 1,90 57 65195
77  tetratriakontan 2215 2,11 57 37272
78  neznama 2235 4,20 55 15 809
79  neznama 2250 4,07 43 8 745
80  pentatriakontan 2275 2,34 57 21 877

*vnutorny Standard
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Priloha 2 — Tabul’ka identifikovanych vyznamych analytov hlavnej Studie

Tabulka 2: Vyznamné analyty hlavnej Studie, ktoré boli identifikované. Symbol tp, znaci retencny cas analytu v prvej, nepoldrnej kolone a ty, v semi-polarnej kolone. F predstavuje

hodnotu F pomeru a M., molekulovii hmotnost zlucenin. ADBE a KAPO su skratky dvoch skupin participantov, skratka OL znamena lavé podpazusie otca a PL lavé podpazusie partnera.
ADBE-OL a ADBE-PL predstavuju takisto ako aj KAPO-OL a KAPO-PL prishichajiicu otcovsko-partnerski dvojicu. Kvantitativne zastupenie analytov vo vzorkach je vyjadrené objemami
pikov jednotlivych analytov. Hmota uvadza kvantifikacni hmotu fragmetu, ktora bola pouzita pre vypocet kvantitativneho zastupenia analytov.

C.  Zluenina Skupina tr1/s tra /s KI F M, Hmota ADBE-OL ADBE-PL KAPO-OL KAPO-PL
1 nonan uhlovodik 410 1,15 9174 6249,5 - 85 50,24 46,55 35,25 131,0
2 2(5H)-furanén lakton 410 2,35 918,4 6,5 84 39 1031 120,6 37,10 4612
3 2,5-hexandion keton 415 1,96 9224 93,1 114 42 1053 1176 966,4 696,2
4 1-metyletylbenzén arén 420 1,45 926,3 189,9 120 77 583,8 647,3 637,6 480,7
5 o-pinén terpén 435 1,29 939,2 466.9 136 93 1954 2274 285,9 245.,6
6 3-hexén-2,5-diol alkohol 460 1,62 961,2 45,6 - 79 161,6 169,0 158,3 84,15
7 lakton kyseliny mevalonove;j lakton 460 1,77 961,4 433 130 43 3502 3884 1973 1338
8 kyselina hexanova kyselina 465 1,56 965,5 23,4 116 42 1309 870,7 685.,8 1456
9 benzaldehyd aldehyd 465 1,94 965,9 24,5 106 50 148.,0 203,6 291,3 2237
10  2-pentylfuran - 490 1,49 987,2 20,3 138 69 120,2 56,19 50,08 412,1
11  maleimid - 495 2,21 992,2 8,9 97 69 241,1 54,60 25,49 718.,5
12 limonén - 540 1,47 1030,6 9,3 136 53 92,32 119,1 87,50 116,4
13 3-metyl-2-hexénova kyselina kyselina 545 1,69 1035,2 16,7 128 85 90,26 62,40 51,70 116,5
14  benzylalkohol arén 545 2,03 1035,5 16,6 108 79 50,83 37,26 49,56 71,92
15  4-metylhex-5-én-4-olid - 550 2,15 1039,9 17,2 126 83 96,46 35,66 59,49 2255
16 tetrahydro-2,2,5,5-tetrametylfuran - 565 1,73 1052,6 23,4 - 70 2272 163,2 263,3 347,7
17  4-hexanolid lakton 565 2,27 1053,0 5,6 114 41 46,96 29,84 140,6 1454
18  kyselina heptanova kyselina 585 1,55 1069,8 19,2 130 42 1854 120,4 121,5 3452
19  acetofenon arén 585 2,07 10703 6,3 120 120 27,12 5,923 24,18 69,53
20  2-nonandn keton 605 1,61 1087,2 8,9 142 111 34,47 61,74 94,21 103,2
21  undekan uhlovodik 620 1,31 1100,0 228804,1 - 57 3783 297,8 197,6 426,0
22 nonanal aldehyd 625 1,59 1104,8 13,4 142 54 93,42 72,75 89,56 97,22
23 kyselina oktanova (kyselina kaprylova) kyselina 685 1,61 11594 18,3 144 83 1214 52,17 18,60 128,7
24 uracil - 690 2,33 1164,6 6,8 112 69 71,24 23,55 13,70 83,02
25  butyldiglykol - 715 1,81 1186,8 22,3 162 41 802,1 1069 206,6 551,5
26  dodekan uhlovodik 730 1,34 1200,0 2783445 - 57 302,5 271,3 259,0 711,6
27  dekanal aldehyd 735 1,61 1205,0 21,6 156 83 106,2 76,13 68,10 117,8
28  1,3-ditiolo[4,5-b]furan, tetrahydro-3a-metyl- zlG¢enina siry 770 1,86 1238,6 11,1 162 84 90,97 102,6 166,7 3559
29  4-oxononanal aldehyd 775 2,01 12435 12,2 156 81 183,7 21,87 16,35 40,67
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uhlovodik
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825
835
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940
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1085
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1110

1120
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1140
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1330
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1,64
2,62
1,64
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1,65
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1,69
2,04
1,44
221
1,73
2,07
2,13
1,66

74

12574
1258,4
1290,8
1300,0
1355,3
1360,5

1375,4
1380,3
1400,0
1405,6

14478
1458,2
1473,9
1500,0
1506,1
1511,4
1528,6
1561,8
1566,9

1589,2
1600,0
1612,1
1623,7
1653,3
1653,8
1676,8
1683,0
1700,0
17259
1744,2
1762,8
1769,5
1800,0
1801,1
1860,4
1860,9
1874,3
1887,0

18,7
11,2
9,3
262664,7
8,2
30,1
20,4

7,6
2243957
22,8
16,6

6,2
6,2
1812757
6,6
7,6
19,3
20,0
15,2
19,7

93629,0
20,7
13,5

8,5
6.8
7.9
4.6
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212
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962,9
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2858
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1043

1126

33,04
212,1
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217,0
57,00
206,0
67,44
1697
76,58
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256,7
68,33
1273
64,36
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38,20
2323
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96,10
56,95
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1334
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10,19
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140,1
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205,9
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88,63

1522
64,31
42,91
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32,54
6,481
40,12
143,7
320,9
34,43
67,10
196,0
275,1
80,86
26,72
0,7310
108,1
40,90

13,10
65,98
5,856
3143
57,36
621,0

117,1

10,91
185,8
150,9

38,64

19,99
0,4950
127,5
54,11
36,10
119,1
85,59
21,90

36,89

248,7
31,43
54,12
22,41
5,810
10,07
10,62
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98,68
12,27
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28,45
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1248
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40,73

36,43
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78,78
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nonadekan

homosalat

springén
7,9-di-terc-butyl-1-oxaspiro(4,5)deka-6,9-dién-2,8-
dion

kyselina 9-hexadecénova
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eikozan
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1-oktadekanol

dodecyl benzoat

kyselina olejova

hexadekanamid
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trikozan
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1,46
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2,16

1,78
1,73
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1,48
1,49
1,69
1,86
1,74
2,07
1,52
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1,72
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1,68
2,23
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45
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107  kampesterol sterol 2155 3,12 3272,3 37,0 400 95 79,93 152,7 20,38 58,68

108 cholest-4-en-3-6n sterol 2165 3,42 3292,8 21,4 - 145 75,63 69,90 57,64 105,0
109 tritriakontan uhl'ovodik 2170 2,04 3300,0 10,3 - 100 98,18 30,20 150,5 148,3
110  cholesta-4,6-dien-3-6n sterol 2185 3,69 3327,7 27,7 - 43 481,0 4259 292,1 632,3
111  B-sitosterol sterol 2210 3,49 3368,9 68,5 414 233 210,3 230,1 96,13 146,7
112 tetratriakontan uhl'ovodik 2225 2,25 3391,7 63,6 - 113 644,0 105,9 461,0 549,0
113  alfa/beta-amyrin sterol 2240 4,11 3419,7 41,5 426 189 184,5 181,8 58,99 48,35
114  alfa/beta-amyron sterol 2250 4,39 3436,8 39,7 424 134 4546 458,5 119,9 97,87
115  stigmasta-3,5-dien-7-6n sterol 2265 4,26 3461,5 95,7 410 161 605,8 564,3 392,2 412,7
116 pentatriakontan uhlovodik 2290 2,50 3500,0 165,3 - 141 205,8 34,43 86,79 104,3
117  hexatriakontan uhlovodik 2370 2,81 3600,0 4514 - 141 247,6 5,411 45,53 51,94
118  heptatriakontan uhlovodik 2465 3,15 3700,0 679.,3 - 113 245,0 19,45 31,05 48,28
119  octatriakontan uhlovodik 2565 3,60 3800,0 1365,0 - 113 260,2 13,19 4,360 -

120  nonatriakontan uhlovodik 2695 4,13 3902,9 538,2 - 99 148,1 - 8,623 3,256

Kompletna tabulka 341 analytov vSetkych 82 zucastnenych muzov, ktord zahriluje aj nezname a Ciastocne identifikované zluceniny, je
dostupnd v online verzii ako samostatna priloha k diplomovej praci v digitdlnom repozitari Univerzity Karlove;.
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Priloha 3: PCA koordinaty jednotlivych participantov

Tabulka 2: PCA suradnice zucastnenych muzov hlavnej studie, na zaklade ktorych boli zostrojené PCA grafy na Obr.
25 a Obr. 26. Pocitalo sa s priemernymi hodnotami lavého a pravého podpazusia participantov. Jednotlivé
otcovsko- partnerské dvojice participantov su oznacené Stvorpismenkovou skratkou (ADBE, ADIL, ...). Pismeno za
pomlckou ukazuje ¢i sa jedna o otca (O) alebo partnera (P). V zatvorkach za hlavnym komponentom je uvedend
variabilita, pricom vsetky tri hlavné komponenty spolu pokryvali 41 % variability.

Participant PC 1 (21%) PC 2 (16%) PC 3 (6%)
ADBE-O 0,4607 0,5537 -0,0597
ADBE-P 0,4041 0,5371 0,2078
ADIL-O -0,6681 -0,0945 0,1529
ADIL-P 0,3923 -0,1868 0,3688
ADPO-O -0,6285 -0,1424 -0,0744
ADPO-P -0,3551 -0,2539 0,0211
ADST-O 0,4509 0,6920 0,1653
ADST-P 0,5153 0,5267 0,1483
ALBI-O 0,4623 0,5568 -0,2730
ALBI-P -0,2309 0,9941 -0,0965
ANDU-O 0,4583 -0,1703 0,3547
ANDU-P -0,0351 -0,1578 -0,1689
ANSI-O -0,1307 -0,2505 -0,1169
ANSI-P 0,1474 -0,2676 -0,2001
ANSM-O 0,3870 -0,3460 0,1569
ANSM-P 0,0082 -0,2487 0,4966
ASLA-O -0,0546 -0,1816 -0,0025
ASLA-P -0,0247 20,2511 0,1628
BAPR-O -0,1263 -0,0889 0,1467
BAPR-P -0,1187 0,0668 0,6098
BAVO-O -0,5664 -0,1649 0,0156
BAVO-P -0,3347 -0,1641 0,0179
BETE-O -0,4286 0,1226 -0,0258
BETE-P 0,6787 -0,2228 0,5199
CLDU-O 0,4777 -0,2367 -0,0571
CLDU-P -0,2215 -0,2350 0,0393
DOGR-O -0,4527 -0,1827 -0,1044
DOGR-P -0,3482 -0,1939 0,0192
HLKI-O -0,5200 -0,1568 -0,0514
HLKI-P -0,2303 -0,2369 0,5147
JAKO-O 0,0241 0,9832 0,0468
JAKO-P 0,4427 0,5647 0,1534
JAKR-O 0,1379 20,2215 -0,0073
JAKR-P 0,7826 -0,4258 -0,1293
JAVE-O -0,1546 -0,2058 0,4966
JAVE-P 0,0615 -0,2810 -0,4716
JAZI-O 0,7768 -0,2661 0,5076
JAZI-P 0,2754 -0,0715 0,6503
KANA-O -0,4495 -0,2912 0,2398
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KANA-P
KAPO-O
KAPO-P
KAVO-O
KAVO-P
KNKR-O
KNKR-P
KRBA-O
KRBA-P
KRKD-O
KRKD-P
KRNA-O
KRNA-P
MABE-O
MABE-P
MAHO-O
MAHO-P
MAKY-O
MAKY-P
MANE-O
MANE-P
MAUR-O
MAUR-P
MIBU-O
MIBU-P
NIMA-O
NIMA-P
NTUT-O
NTUT-P
PAZE-O
PAZE-P
RARI-O
RARI-P
SAPA-O
SAPA-P
TRCY-O
TRCY-P
TRZB-O
TRZB-P
VALU-O
VALU-P
ZANE-O
ZANE-P

-0,3682
-0,7764
0,6482
0,2993

0,2825

-0,7538
-0,4028
0,3895

-0,1554
0,3357
-0,2478
-0,3228
0,1814
-0,8476
-0,2861
0,3791

0,2506
-0,4404
-0,7794
-0,2652
-0,2702
0,5390
0,0373
-0,3255
0,7970
0,6084
0,9718
-0,5886
-0,0126
-0,4466
-0,2633
0,6179
-0,6705
0,0611

-0,1806
-0,7642
0,1441

-0,7334
0,2886
0,9174
0,3723
0,0342
0,4813
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-0,1156
-0,1538
-0,3000
0,5940
0,6795

-0,1914
-0,2794
0,5753

1,0181

0,6416
0,9092
1,1487
0,4588
-0,1411
-0,2494
-0,2204
-0,2367
0,1337
0,0659
-0,1065
-0,1332
-0,2247
-0,0847
0,9662
0,2821

-0,2656
-0,4165
-0,2349
-0,3224
-0,2084
-0,2557
-0,3146
-0,0746
-0,1182
-0,1254
-0,0062
-0,1782
-0,1335
-0,2645
-0,5253
-0,3823
-0,2314
-0,3794

0,0756
-0,1011
-0,0206
0,0432
-0,1769
-0,1697
0,0652
0,0361
-0,0548
-0,1125
-0,1723
-0,0188
-0,1518
-0,1433
0,2564
-0,2462
-0,0920
-0,0457
-0,3216
0,0733
0,0562
-0,1446
-0,0517
-0,0221
-0,1729
-0,1912
-0,5251
-0,2368
0,0356
-0,2552
0,1745
-0,0177
0,0344
-0,0545
-0,0840
-0,0205
-0,3640
-0,3600
0,0772
-0,5443
-0,1920
0,1922
-0,4300



