Univerzita Palackého v Olomouci

Prirodovédecka fakulta

Katedra fyzikalni chemie

Kontrola potravin kapalinovou chromatografii

a hmotnostni spektrometrii

Bakalarska prace

Autor prace: Eva Tedova
Studijni obor: Aplikovana chemie
Vedouci prace: Andreea Maria lordache, Ph.D.

Olomouc 2013



Prohlasuji, ze jsem tuto bakalafskou praci na téma Kontrola potravin kapalinovou
chromatografii a hmotnostni spektrometrii vypracovala sama a uvedla jsem vSechny pouZzité

prameny, které cituji a uvadim v pfilozeném seznamu.

Souhlasim s tim, Ze je tato prace prezenc¢né piistupnd v knihovné Katedry analytické

chemie, Pfirodovédecké fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci.
V Olomoucidne: ...............

Podpis: ............t.



De¢kuji sle€n€é Andreei Marii lordache, Ph.D. za odborné vedeni mé bakalatské prace,
za ochotu a cas, ktery mi vénovala pfi pomoci s experimentalni ¢asti. Rovnéz deékuji prof.

RNDr. Karlu Lemrovi, Ph.D. za konzultace, ptipominky a cenné rady.



Bibliograficka identifikace:
Jméno a pfijmeni autora:

Nazev prace:

Typ prace:
Pracovisté:

Vedouci prace:

Rok obhajoby prace:

Abstrakt:

Kli¢ova slova:

Pocet stran:
Pocet stran pfiloh:

Jazyk:

Eva Tedova

Kontrola  potravin  kapalinovou  chromatografii

a hmotnostni spektrometrii
bakalaiska

katedra analytické chemie
Andreea Maria lordache, Ph.D.
2013

V teoretické casti této bakalaiské prace je uvedena
zékladni orientace Vv analytickych technikich, které se
vyuzivaji pfi analyze potravin a jejich kontrole. Dalsi
velkou cast tvofi reSerSe =zabyvajici se piehledem
vybranych praci, které souvisi s metodami HPLC/MS
VvV této oblasti. Experimentdlni ¢ast se zabyva ionizaci
monosacharidii véetné vyuziti jejich reakce s kyselinou
boritou a analyzou karamelu provadénymi na
hmotnostnim  spektrometru a Vv pfipadé¢ karamelu
I pomoci ultrati¢inné kapalinové chromatografie (systém
hydrofilni interakéni chromatografie) ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii. Ukazuje se, Ze vyuziti
kyseliny  borit¢ mize napomoci k  odliSeni
monosacharidi  (konkrétné v této praci glukosy
a fruktosy) a ze lze v praci testovanou metodou sledovat

markery pfitomnosti karamelu.

kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie,

glukosa, fruktosa, karamel
41

13

¢eStina



Bibliographical identification:

Author’s first name and surname:

Title:

Type of thesis:
Department:

Supervisor:

The year of presentation:

Abstract:

Key words:

Number of pages:
Number of pages of appendices:

Language:

Eva Tedova

Food control by liquid chromatography and mass
spectrometry

bachelor

Department of Analytical Chemistry

Andreea Maria lordache, Ph.D.

2013

The theoretical part introduces the basic information
of analytical techniques that are used in food analysis
and control. Another part is the literature work which
dealing with an overview of selected works related to
HPLC/MS. The experimental part deals with ionization
of monosaccharides including their reaction with boric
acid and analysis of caramel. The experiments were
carried out with the mass spectrometer and in case
of caramel also with ultra performance liquid
chromatograph with mass spectrometer. It appears that
the use of boric acid may help to distinguish
monosaccharides (specifically glucose and fructose) and
that can be found markers of caramel by this testing

method.

liquid chromatography, mass spectrometry, glckose,
fructose, caramel

41

13

Czech



UVOD ..ttt b ettt bttt ettt 8
TEORETICKA CAST ..ottt 9
2.1 KONLrola POIAVIN ... 9
2.1.1 Systém kontroly v Ceské republice ..........cccvvevevevevevercceeeecieerenenee e, 9
2.1.2  DUVOAY KONLIOLY....ooiiiiiiiiiciiiie e 10
2.2 Analytické metody vyuzivané v kontrole potravin...........ccccceveieiiiinnnnnnn, 10
2.2.1 Metody klasické analyzy — gravimetrie, titraCe ...........cccooevvvvvevieennennnn. 10
2.2.2 Separacni metody — chromatografie, elektroforéza...............ccocceernnrnnn. 11
2.2.3  Spektralni a optick€ MEtody.........cveviiiiiiiiiiiiiie e 12
2.3  Spojeni vysokouc¢inné chromatografie a hmotnostni spektrometrie .............. 13

2.4  Priklady aplikaci kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

vyuzivanych pii analyze potravin..........cccceeeiiiiiiiiiiiiieeeessiiiiiiiee e 14

2.4.1 TOXICKE LAtKY ...ooiiiiiiiiie e 14
2.4.2 Latky s nutricni hodnotou ...........vuvviiiiiiiiiiiiiiii e 16
2.4.3  ANLIOXIAANTY ....ceiiiieiiie e 19
2.5 MONOSACNAIIAY ......vveeeiiie et 20
2.6 KAramel ..o 21
PRAKTICKA CAST ... 22
3.1  Pristroje, pomicky a chemikalie............ccoriiiiiiiiiiiii e 22
3.2 PraCOVIT POSTUP ..ceiiuiiiiie ittt e ettt e et e e e e e 23
3.3 Vysledky a diSKUZE .....cooiiiiiiiiiic 24
ZAVER ..ottt 34



10.

11.

LITERATURA e 36

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....cooviviiieeeeesees s st en s 38
SEZNAM OBRAZKU ......ooviiiieiieeieeeeee ettt en s en sttt en s 40
SEZNAM TABULEK ..ottt en sttt 41
2323 0] 5 TR 42

SEZNAM PRILOH ..o oo e e 54



1. UVOD

Potrava je soubor latek nutnych k udrzeni zakladnich fyziologickych funkci. Béhem
zivota dochazi k opotiebovani bunék, tkani a organd. Lidé vyviji mnoho ¢innosti, pti kterych
pottebuji velké mnozstvi energie. A proto prijimaji potravu, ktera je zdrojem jak energie
(cukry a tuky), tak zdrojem stavebnich latek (bilkoviny). Potrava je vSak velmi slozitym
chemickym materialem. Podle hrubych odhadii se v Cerstvych potravinach vyskytuje asi ptl
milionu rdznych chemickych sloucenin. Mnohem vét§i mnozZstvi slouc¢enin dale vznika

enzymovymi a neenzymovymi reakcemi pii skladovani potravin.

v v s

Nejdtlezitéjsi  slozkou potravin jsou ziviny, které wurCuji jejich vyZivovou
a energetickou hodnotu. Hlavni Ziviny jsou bilkoviny, tuky, cukry, vitaminy, minerdlni latky
a voda. Dalsi slozkou potravin jsou senzorické latky, které potravindam dodavaji aroma, chut’,
barvu a konzistenci. A kromé& ptirozenych latek se v potravinach vyskytuji také latky
s negativnim vlivem na vyzivu ¢lovéka. Do této skupiny patii toxické latky, karcinogeny

a kontaminanty. [1, 2]



2. TEORETICKA CAST

2.1 Kontrola potravin

Pojmem potrava se rozumi veskeré materialy slouzici k vyzivé organismil. Potravou,
ktera slouzi vyziveé lidského organismu, jsou pozivatiny. Pozivatiny se déli na potraviny
vyzivovou neboli nutricni hodnotu, ktera je dana obsahem zivin a jejich energetickou
hodnotou. Energeticka hodnota souvisi piedevsim s obsahem tukd (37 kJ-g™, 9 kcal-g™),
cukrtt (17 kJ-g™, 4 kcal'g™) a bilkovin (17 kl-g?, 4 kcal'g™). Energetickou hodnotu ma
i ethanol (29 kJ-g™, 7 kcal-g™), nékteré organické kyseliny, napt. kyselina citronova (13 kJ-g™,
3 keal-g™), cukerné alkoholy, jako je D-glucitol (10 kJ-g?, 2,4 kcal'g™). Pochutiny jsou
poZivatiny, které maji malou nebo zadnou vyZivovou hodnotu. Maji vSak senzorickou

hodnotu (napft. koteni) nebo osvézujici a povzbuzujici u€inky (kava, ¢aj). [1]

Analyza potravin, v¢etné surovin potfebnych k jejich vyrobé¢, je nedilnou soucasti
posouzeni kvality potravinaiskych produktti. V soucasnosti zahrnuje analyzu cizorodych latek
vyznamnych z hlediska toxicity, ale i stanoveni hlavnich slozek potravin dulezitych z hlediska
jejich nutricni hodnoty a souvisejici kontrolu dodrzovani zdkonnych norem. Moderni
analytické metody umoziuji ziskat celou fadu informaci, které charakterizuji potraviny nejen
na zaklad¢ jejich slozeni, tj. obsahu zivin jako jsou bilkoviny, sacharidy, tuky, mineraly,
senzoricky a biologicky aktivni latky, kontaminanty, aditivni latky a latky endogenni,

ale i jejich fyzikaln&-chemickych vlastnosti. [3]

2.1.1 Systém kontroly v Ceské republice

Kontrolu potravin v Ceské republice realizuje Statni zemédélska a potravinaiska

inspekce (SZPI) a Statni veterinarni sprava (SVS).

SZPI je organiza¢ni sloZka statu, kterd je pfimo podiizena ministerstvu zeméd¢€lstvi.
Pojeti a uskute¢néni kontroly potravin vychazi z nové pravni Gpravy (ze zakona ¢. 110/97 Sb.,
o potravinach a tabakovych vyrobcich, z novely zakona ¢. 146/2002 Sb., o SZPI nebo zakona

¢. 552/91 Sb., o statni kontrole) a odpovida principlim kontroly potravin uplatiovanym



ve statech Evropské unie. SZPI kontroluje potraviny, suroviny potiebné pro jejich vyrobu,
zemédelské a tabakové vyrobky. Toto opravnéni se vztahuje na vyrobu, skladovani, ptepravu,

prodej a dovozu potravin. [4]

SVS CR je organem statni spravy ministerstva zemédélstvi a je fizena podle zikona
¢. 166/1999 Sb., o veterinarni péci a o zmén¢ nékterych souvisejicich zdkont. Jejim tikolem je
ochrana spottebiteltl pied pripadnymi zdravotné zavadnymi produkty zivoc¢iSného puvodu,
monitorovani a udrZzovani ptiznivé ndkazové situace zvitat, veterindrni ochrana statniho tizemi

Ceské republiky a ochrana zvitat ped tyranim. [5]

2.1.2 Duvody kontroly

Kontrola potravin je cileny proces, jehoz tcelem je ochrana ekonomickych zajmu
obcantl 1 statu. Chrani nds pted zdravotné zdvadnymi potravinami, pfed potravinami, které
jsou klamavé oznaCené, dale s proSlym datem pouzitelnosti nebo neznamého plvodu.

Dulezitou soucasti kontroly je kontrola vyrobnich podminek a prodeje. [4]

Pod pojmem kontrola zdravotni nezdvadnosti je zahrnuta kontrola mikrobiologickych
pozadavki a cizorodych latek (napt. chemickych prvkd, aditiv, rezidui pesticidi atd.).
Zjistuje se pritomnost toxickych latek vstupujicich do potravin z okolniho prostiedi, obala

nebo vznikajicich pti vyrobé potravin. [4]

Pojmem kontrola jakosti rozumime kontrolu analytickych znakl (napt. obsah tuku,
obsah cukru, vlhkosti apod.) a kontrolu senzorickych znaka. Déle se kontroluje slozeni
potravin a potravinovych doplikt vzhledem Kk informacim uvedenym na obalu (napf.

pridavek levnéjsi ingredience) nebo ovétreni deklarovaného geografického ptivodu. [4]

2.2 Analytické metody vyuzivané v kontrole potravin

2.2.1 Metody klasické analyzy — gravimetrie, titrace

Gravimetrie — analyt ve vzorku se sraZzenim s vhodnym c¢inidlem kvantitativné
pfevede na malo rozpustnou slouceninu o presné¢ definovaném slozeni. Obsah analytu

se stanovi z jeji hmotnosti zjisténé vazenim. Touto jednoduchou metodou Ize urcit napi. obsah
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sirantl, sulfidi, hydroxidd, oxidd, halogenidii, chromanti, fosfore¢nant, stavelant, fosforu,

vapniku a skrobu. [6, 7]

Titrace — mnozstvi analyzované latky se ur¢i z mnozstvi odmérného roztoku, ktery
se spotfebuje pii reakci s analytem. Vypocet latkového mnozstvi analytu ze spotieby
odmérného roztoku vychazi ze stechiometrickych vztahti mezi reagujicimi komponentami.
Titraénimi metodami se ur¢i napi. mnozstvi anorganickych i organickych kyslin, hydroxidu,

sifi¢itantl, sirant, uhli¢itand, halogenidd, amoniaku, médi, vapniku a zeleza. [7]

2.2.2 Separacni metody — chromatografie, elektroforéza

Chromatografie — chromatografie je separacni metoda, pfi které se oddéluji slozky
obsazené ve vzorku. Vzorek se vnasi mezi dvé faze. Jedna je nepohybliva — stacionarni faze
a ptes ni se pohybuje druhd — mobilni fdze. Pohybem mobilni faze je vzorek touto soustavou
unaSen. Doba, po kterou molekuly urcité¢ slozky setrvavaji ve staciondrni fazi, zavisi
na velikosti interakce mezi sloZkou a stacionarni fazi a urcuje potadi, v jakém slozky
vychazeji. Cim silngjsi je interakce, tim pozdéji je slozka evaluovana. Rozdé&lovani se dgje

na zaklad¢ fyzikalné-chemickych interakci, jako jsou adsorpce, iontova vyména apod. [8, 9, 10]

a) Plynova chromatografie — mobilni fazi je plyn. Hlavnimi vyhodami této metody jsou
jednoduché a rychlé provedeni analyzy, malé mnozstvi vzorku potifebné k analyze
a vysokd ucinnost separace. Plynova chromatografie (GC) ma vysadni postaveni
v analyze tékavych latek. Vyuziva se napf. pro stanoveni obsahu methanolu v ovocnych
destilatech.[11]

b) Kapalinova chromatografie — Mobilni fazi je kapalina. Tato metoda se vyznacuje
vysokou citlivosti a robustnosti a umoziuje analyzovat prakticky veskeré organické latky
ve velkém rozpéti relativnich molekulovych hmotnosti. Kapalinova chromatografie (LC)
se vyuziva pro stanoveni sacharidfi, Skrobu, konzervacnich latek, vitaminil, organickych

kyselin, alkoholti a dalsich pomocnych potravinarskych latek.[12, 13]

Elektroforéza — elektroforéza se fadi mezi elektromigra¢ni metody a slouzi k separaci
nabitych ¢astic ucinkem elektrického pole. K separaci vyuziva rozdilnych pohyblivosti latek

ve stejnosmérném elektrickém poli. Elektrické pole je vytvofeno vloZenim konstantniho
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napéti mezi dvé elektrody. Elektroforéza ma vyuziti naptiklad pfi analyze bilkovin

a charakterizaci povrchil organismil, jako jsou viry a bakterie. [9, 14]

2.2.3 Spektralni a optické metody

Metody zalozené na interakci vzorku s elektromagnetickym zafenim nebo

na vyzarovani elektromagnetického zafeni vzorkem.

a) Nespektralni metody — metody, u kterych se sleduji zmény elektromagnetického zafeni

(napf. zmény rychlosti zatfeni, rozptyl zafeni a otaceni roviny polarizovaného svétla).

Refraktometrie — principem refraktometrie je méfeni indexu lomu. V praxi se vyuziva
k ovéfovani Cistoty latek.
Polarimetrie — tato metoda vyuziva schopnosti opticky aktivnich latek stacet rovinu

polarizovaného svétla. Polarimetrie se pouziva pro stanoveni sacharidi.

b) Spektralni metody — metody, zaloZzené na vyméné energie mezi latkou a zafenim.

Atomova emisni spektrometrie (AAS) — analytickd technika, kterd spociva
ve sledovani emise elektromagnetického zafeni volnymi atomy latek v plynném stavu.
Excitované elektrony pii pfechodu na zakladni hladiny emituji zafeni, vytvaii se
spektralni Cary, charakteristické pro kazdy prvek. AES se pouziva pro kvantitativni
stanoveni mineralnich prvku (sodik, vapnik, draslik, hoicik, Zelezo, jod, zinek, apod.)
V potravinach.

Atomova  absorp¢ni  spektrometrie  (AES) -  principem je  absorpce
elektromagnetického zéafeni volnymi atomy v plynném stavu. Jako zdroj zafeni se
pouziva prvek, ktery chceme stanovovat. Ten emisi zafeni bude poskytovat
pozadované vinové délky, které odpovidaji rezonan¢nim ¢aram stanovovaného prvku.
Pomoci metody AAS se da stanovit 60 prvka periodické tabulky.

Ultrafialova a viditelna spektrometrie (UV-VIS) — podstatou je absorpce
ultrafialového a viditelného zéfeni zfedénymi roztoky molekul. V potravinarském
pramyslu se UV-VIS pouziva pro kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni zejména
organickych latek.

Infracervena spektrometrie (IR) — principem je absorpce infraerveného zafeni
molekulami latek. IR je v analyze potravin vyuZivana v blizké (0,8-2,5 um) a stiedni
(2,5-15 pm) infracervené oblasti pro kvalitativni i kvantitativni analyzu. Stiedni

infraCervena oblast se pouziva pro stanoveni funk¢nich skupin v latkach.
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- Nuklearni magneticka rezonance (NMR) — je metoda, kterd vyuziva interakce
atomovych jader majicich nenulovy spin s magnetickym polem. Absorpci
elektromagnetického zateni v oblasti kratkych radiovych vin dochézi k ptechodu jadra
na vysSi energetické hladiny. NMR spektroskopie se pouziva k identifikaci
a strukturni analyze organickych latek. [9, 13]

Hmotnostni spektrometrie — hmotnostni spektrometrie je separa¢ni metoda, ktera
prevadi vzorek na ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty separuje podle hodnoty podilu
hmotnosti a ndboje (m/z). Pti vhodné interpretaci vysledki méfeni ma tato technika velmi

dobrou vypovidaci schopnost o struktuie analyzovanych latek.
Tato metoda zahrnuje pét zakladnich kroku:

- Odpateni vzorku

- lonizace

- Akcelerace iontti do hmotnostniho analyzéatoru
- Separace iontli hmotnostnim analyzatorem

- Detekce ionta

V analyze potravin slouzi hmotnosti spektrometrie jako efektivni nastroj pro stanoveni
pritomnosti toxickych latek, které do potravin vstupuji z obald, z vyroby, z dovozu a ze
skladovani. [9, 13, 15]

2.3 Spojeni vysokoucinné chromatografie a hmotnostni spektrometrie

V poslednich letech byl zaznamenan velky pokrok v oblasti pifimého spojeni
separacnich a spektralnich technik. V prvnim kroku se smés latek rozdéli separacni technikou,
ve druhém kroku se pomoci spektralni metody ziskaji strukturni informace

o jednotlivych slouc¢eninach.

Zakladnim piedpokladem uspé€Sného spojeni vysokoulinné chromatografie
a hmotnostni spektrometrie (HPLC/MS) je G¢inné odstranéni slozek mobilni faze pred vlastni
separaci iontl. V dne$ni dobé se pro spojeni HPLC/MS vyuzivaji vyhradné ionizace za
atmosférického tlaku (API), mezi které patti ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka

ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI).
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Pouziti hmotnostniho spektrometru jako detektoru nijak nezuzuje vybér typu
stacionarni faze. NejCastéji se pouziva chromatografie v systémech s obracenymi fazemi, kde
se jako stacionarni fize vyuzivaji kolony s chemicky vazanou stacionarni fazi C8 nebo C18.
Urcita omezeni jsou kladena na volbu mobilni fize, zejména z hlediska prutoku mobilni faze

a tékavosti slozek. [16]

2.4 Priklady aplikaci  kapalinové  chromatografie s hmotnostni

spektrometrii vyuzivanych pri analyze potravin

2.4.1 Toxické latky

Akrylamid je karcinogen, ktery vznikd pii vyrobé potravin a zpracovani potravin
(napt. pfi smazeni). Byla vyvinuta LC-MS/MS metoda pro stanoveni akrylamidu
V potravinach. Jako vnitini standard byl pouzit *Cs-akrylamid. Homogenizované vzorky byly
extrahovany vodou a centrifugovany. Poté byl pfidan 1 ml ds-3-chloropropandiolu. kvili
Piidavek ds-3-chloropropandiolu mé¢l za nasledek minimalizovani vlivi matrice vzorku
a zvySeni kvality analyzy Extrakt byl analyzovan pfimo pomoci LC-MS/MS bez derivatizace.
Jako nejspolehliveéjsi pro identifikaci a kvantifikaci akrylamidu byly iontové ptechody
72-55 m/z, pro “Cs-akrylamid 75-58 m/z a pro ds-3-chloropropandiol 116-98 m/z. Tato

metoda muze byt pouzivana ke kvantifikaci akrylamidu pfi vyrobé potravin. [17]

Scan ES+

100+ 55 8.77e6

44 54\“56 72
O+ e

m/z
Obr. 1. ESI + hmotnostni spektrum akrylamidu. Pievzato z literatury [17]
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Primérna hodnota denniho piijmu akrylamidu u dospélych ve Svédsku se odhaduje
ptiblizné okolo 100 pg. Protoze tento pfijem by mohl byt spojen s rizikem rakoviny, bylo
dulezité urcit jeho piivod. Akrylamidu, vznikajici pti ohfevu riznych potravin, byl analyzovan
metodou GC/MS a LC/MS s pouzitim MS/MS modu. Mez detekce akrylamidu byla metodou
GC/MS 5 pg/kg, metodou LC-MS/MS 10 upg/kg. Metoda LC-MS/MS je vyhodnéjsi
pro vétsinu béznych analyz. Studie prokazala teplotni zavislost pro vznik akrylamidu. Stfedni
mnozstvi akrylamidu (5-50 pg/kg) vznikalo pti ohfevu latek bohatych na bilkoviny, vysoké
mnozstvi akrylamidu (150-4000 pg/kg) vznikalo pti ohfevu latek bohatych na sacharidy, jako
jsou napf. smazené brambory, Cervena fepa a suchary. Akrylamid nebyl detekovan

V neohiivanych nebo vafenych potravinach (< 5 pg/kg). [18]

Ochratoxin A (OTA) je mykotoxin produkovany Aspergillus ochraceus a Penicillium
verrucosum. Vzhledem ke své toxicit¢ maji nékteré evropské zeme vlastni predpisy pro obsah
OTA Vv napojich a potravinach. Byla popsdna metoda pro stanoveni OTA v pivu. Analyza
byla provedena pomoci metody LC-MS/MS. Tato metoda byla srovnana se standardnimi
validovanymi metodami. Vzhledem K jeji dobré reprodukovatelnosti, opakovatelnosti

a robustnosti je tato metoda perspektivni alternativou k metod¢ kapalinové chromatografie

s fluorescen¢ni detekcei (LC-FD). [19]

Byla vyvinuta a validovana metoda LC-MS/MS pro simultanni stanoveni Sesti
hlavnich namelovych alkaloidi v potravinaich — ergometrinu, ergosinu, ergotaminu,
ergocorninu, ergokryptinu a ergocristinu, vcetné jejich odpovidajicich epimerti. Metoda
zahrnovala extrakci za alkalickych podminek a nasledné cCiSténi za pouziti jednoduché
a rychlé extrakce kapalina-kapalina. Poté probéhla analyza LC-MS/MS. Dle hodnoceni
metoda vykazovala dobrou linearitu, piesnost a spravnost. Meze stanovitelnosti se
pohybovaly od 0,1 do 1 pg/kg v zavislosti na analytu a matrici. Tato metoda byla uspé$né
aplikovdna na stanoveni namelovych alkaloidi v nékterych belgickych potravinach.
Néamelové alkaloidy byly nalezeny ve 104 ze 122 zkoumanych vzorkil. NejCastéji se
vyskytoval alkaloid ergosin. Celkovy obsah alkaloidd u pozitivnich vzorktu se pohyboval od
1 do 1145 pg/kg. [20]
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2.4.2 LatKky s nutri¢ni hodnotou

Kvalitni vina hraji dtlezitou roli na svétovém trhu. To podnitilo vyzkum k potvrzeni
jejich pravosti a ochrané spotiebitelti proti podvodim Pouzita byla metoda HPLC-MS. Byl
vyvinut postup za pouziti kyseliny trifluoroctové, ktera slouzi jako kysely modifikator
v mobilni fazi. Metoda muze byt pouzita jako rutinni S MS detekci a umoziuje simultanni
analyzu strukturalnich ryst antokyanini. V devatenacti riznych vzorcich extraktt hrozni
a vina bylo detekovano dvacet riznych antokyanind. Poprvé byly touto metodou zjistény cis
a trans izomery derivati p-coumarylu. Déle byly zjistény dulezité kvalitativni 1 kvantitativni

rozdily mezi odridami. [21]

Clovék rozlisuje zakladni chuté — slané, sladké, kyselé a hotké. Vyraz kokumi se
pouziva, kdyz chut nelze specifikovat. Bylo provedeno stanoveni kokumi peptidu, y-glutamyl-
valyl-glycinu v syrovych muslich a jejich zpracovanych produkti pomoci HPLC/MS.
Stanoveni y-Glu-Val-Gly bylo dosaZeno pouzitim metody monitorovani vice reakci (MRM).
Optimalizované podminky umoznily piesné stanoveni y-Glu-Val-Gly. Syrové musle
obsahovaly 0,08 pg/g y-Glu-Val-Gly. Produkty, jako jsou susené musle nebo extrakt z musli,
obsahovaly od 0,64 do 0,77 ug/g y-Glu-Val-Gly. Tato studie poprvé prokazala existenci
v-Glu-Val-Gly v potravinach. [22]

V posledni dobé je vénovana velka pozornost metodam pro identifikaci biologicky
aktivnich latek v dietnich doplncich stravy. Euterpeoleracea (agai) je latka bohata na zdravi
prospésné slozky. Autorky vyvinuly metodu LC/MS k identifikaci mastnych kyselin,
athokyanint a dalSich polyfenoli. Analyzovaly latky. které se pouzivaji pro pfipravu dietnich
doplnkti stravy. Pro LC/MS analyzu byly vzorky acai postupné extrahovany. Nejdiive
dichlormethanem, poté methanolem. Separace mastnych kyselin, polyfenolti a antokyani
v acai produktech byla provedena na koloné C18. lonizace byla provedena elektrosprejem.
LC/MS analyza extraktd stanovila obsah mastnych kyselin, y-linolenové kyseliny, linolové
kyseliny, palmitové a olejové kyseliny. Vysledky této studie mohou byt uZite¢né
pro provéfovani a hodnoceni agai dietnich dopliku stravy. [23]

Folaty patii do skupiny vitaminli B a maji byt konzumovany kazdy den. Zde autofi
popsali presnou metodu pro detekci a kvantifikaci syntetickych (kyselina listova) a pfirozené
se vyskytujicich folatd v potravinach. Autofi vyvinuli systém, ktery je schopny analyzovat

béhem 20 minut pomoci LC-MS/MS pét nejcastéji se vyskytujicich folatd. Kvantifikace
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folat byla provedena pomoci stabilniho izotopu**C. Tato pomérmné rychla LC-MS/MS metoda
je vhodnd pro kvantitativni analyzu rtznych forem folati v potravinach i pfes jejich

rozmanitost a nestabilitu. [24]

Amarant je obilovina, kterd obsahuje nejvice proteinli ze vsSech obilovin. Byla
vyvinuta metoda pro stanoveni volnych aminokyselin v zrnech amarantu pomoci LC-MS/MS.
Doposud znamé, spolehlivé a reprodukovatelné metody pro identifikaci a kvantifikaci
aminokyselin vyzadovaly derivatizaci. Avsak technika LC-MS/MS mitize pro toto stanoveni
derivatizaci obejit. Tato analyza odhalila vyS$i koncentraci esencidlnich aminokyselin,
zejména threonin a tryptofan, nez aminokyselin neesencialnich. Studie pfedstavovala prvni
zpravu o pouziti metody LC-MS/MS pro analyzu volnych aminokyselin v zrnech amarantu.
[25]

Zazvor je kofeni ziskavané z oddenki stejnojmenné rostliny. Zejména v asijskych
zemich ma velké vyuziti pfi ptipravé omacek, nakladané zeleniny a tradicnich kulinatskych
vyrobkt. Pro stanoveni [labda-8(17),12-dien-15,16 dialu], jako antituberkulozni latky, byla
vyvinuta metoda HPLC-MS na reverzni fazi pii pratoku 1 ml/min. Mobilni faze byla slozena
z kyseliny octové (0,5%) a acetonitrilu v poméru 25:75. Metoda vykazovala dobrou linearitu,
vysokou spravnost i ptfesnost. Je vhodna pro stanoveni [labda-8(17),12-dien-15,16 dialu]

Vv zazvoru. Metoda byla pfezkoumana na vzorcich z riznych geografickych lokalit. [26]

S cilem ziskat nové védomosti o vitaminu D, byla upravena a vylepSena metoda
pro kvantifikaci vitaminu D3 a 25-hydroxivitaminu D3 V potravinach. Vitamin D3 byl
kvantifikovan pomoci LC na reverzni fazi s UV-DAD detekci, 25(OH)D3 pomoci APCI
MS/MS. Kvantifikace byla pomoci vnitinich standarda — vitamin D, a 25(OH)D,. Pro ovéieni
kvality byl pouzit certifikovany referenéni material (CRM-421 obsahujici vitamin Dj3)
a kontrolni vzorek (mleté vepifové maso obsahujici oba vitaminy). Limity detekce obou latek
byly 0,04 ng/100 g. Spravnost stanoveni vitaminu D3 v CRM-421 byla 99 %. Pomoci této
metody byla ziskana data o vitaminu D325-hydroxivitaminu D3 v riznych potravinach, jako
jsou veptove, hovézi, driibezi a rybi maso a ve vejcich. [27]

Autofi Lisa a Hol¢apek optimalizovali metodu HPLC s obracenymi fazemi a mobilni
fazi acetonitril-propan-2-ol pro analyzu pfirodnich smési triacylglyceroli (TG) S pouzitim
dvou chromatografickych kolon Nova-Pak C18 v sérii pii teplot¢ 25 °C. Tato metoda

poskytuje dobré rozliSeni TG vramci jedné skupiny. Byla pouzita pro analyzu deseti
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rostlinnych oleji (olej z liskovych ofechti, vlasskych ofechd, keSu ofechli, mandli, maku
tmavého, peci¢ek zlutého melounu, S$ipki, fikt, datli a cerného rybizu). Celkem bylo
v rostlinnych olejich identifikovano 130 TG slozenych z 22 mastnych kyselin obsahujicich
8 az 24 uhlika a 0 az 4 dvojné vazby. U identifikovanych TG byla na zdkladé pomérii intenzit
uréena prevladajici kyselina v poloze sn-2. Prednostné jsou v této poloze zastoupeny

nenasycené MK (pfevazné kyselina linolova). [28]

Byly porovnany dvé chromatografické metody stanoveni biogennich amint po jejich
derivatizaci ftaladehydem a dansylchloridem. Obé metody byly pouzity pro kontrolu jejich
obsahu v masnych vyrobcich. U obou metod byly ziskany uspokojivé vysledky z hlediska
rozsahu linearity, detekénich limitd a opakovatelnosti. Sekundarni aminy (spermin
a spermidin) nereaguji s ftalaldehydem, proto je mozné jejich stanoveni pouze po derivatizaci
dansylchloridem. V piipadé procesu zrani a skladovani salamt zistava obsah sekundarnich
aminil konstantni nebo se naopak snizuje, proto neni nutné sledovat béhem procesu jejich
obsah. Ptiprava vzorkl pro chromatografické stanoveni aminti po derivatizaci ftalaldehydem

je vyrazné jednodussi a vyzaduje podstatné méné Casu. [29]

120 1. histamin, 2. tyramin, 3. tryptamin,
‘ ‘ 4. putrescin, 5. 2-fenylethylamin, 4
LU ‘ ‘ 6. kadaverin, 7. 1,7-diaminoheptan
|
80 |- ‘ | ‘
{ ! 2 ‘
40t i .|| ‘ ‘. l‘" ' 7
V1 L I i . ‘
i N LVAS Y [y 3|15 I
0 f L/ \ P ," ‘.;\A N J \ o §
1 1 1 1 1
5 10 15 20 {, min 25

Obr. 2. HPLC chromatogram biogennich aminii extraktu salamu po derivatizaci.

Pievzato z literatury [29]
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Obr. 3. HPLC chromatogram dansylderivatii biogennich aminu extraktu salamu.

Pievzato z literatury [29]

2.4.3 Antioxidanty

Autoti se pokusili identifikovat a kvantifikovat ruzné slozky (zejména fenoly)
Z jablecnych dzusii a kvantitativné porovnat celkové antioxidacni kapacity $t'av ziskanych
Z jable¢nych odrud péstovanych v Turecku. Experimentalni studie byly provedeny na zaklad¢
stanoveni celkové antioxidacni kapacity pomoci dvou spektrofotometrickych metod —
CUPRAC (vyuziti méd’natého iontu ke sniZeni antioxida¢ni kapacity) a ABTS (2,2'-azinobis-
(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova  kyselina)). Identifikace a kvantifikace hlavnich
antioxida¢nich slozek byla pomoci HPLC. Celkova antioxida¢ni kapacita kvantifikovanych

slouéenin byla v rozmezi od 40,0 % do 70,6 %. [30]

Granatova jablka se péstuji v subtropickych a tropickych oblastech po celém svéte.
Pfedmétem byla identifikace a kvantifikace latek v granatovém jablku. Fenolické slouceniny
byly extrahovany z jeho slupek a duzin. Extrakty byly analyzovany metodou HPLC-DAD-
ESI/MS". Bylo identifikovano celkem 48 sloucenin. P&t latek bylo v granitovém jablku
identifikovano poprvé. Prevladajici fenolickou latkou ve vSech vzorcich byl punicalagin.
V susiné se vyskytoval v rozmezi od 11 do 20 g/kg, v dzusu od 4 — 565 mg/l. Tuto metodu
vyrazné ovliviiuje vybér surovin a tlak, proto je nutné optimalizovat parametry pro ziskani

ptesnych vysledku. [31]

Byl vyvinut jednoduchy a rychly zpusob stanoveni volné a-lipoové kyseliny

vV matricich rliznych potravin (vejce, suSeny vajecny praSek, majonéza, hraSek a brambory).
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Je zalozeny naultrazvukové extrakci o-lipoové kyseliny s0,5% kyselinou octovou
v methanolu. Kvantitativni analyza extraktu byla provedena izokratickou RP-HPLC (smés
acetonitril/methanol/50 mM pufr dihydrogenfosfore¢nanu draselného v poméru 350/65/585 se
upravi kyselinou fosforecnou na pH = 3) pii pratoku 0,45 ml/min. Detekce byla
coulometrickd pii potencidlu mezi +300 a +700 mV. Kvalitativni analyza byla provedena
pomoci LC-ESI-MS. Obsah volné a-lipoové kyseliny v potravindch byl v rozmezi
0,1 do 4,2 pg/g. Limity kvantifikace byly mezi 0,1 a 0,3 pg/g. Tato nové vyvinutd metoda

muze byt pouzita pro uréeni obsahu volné a-lipoové kyseliny v riznych potravinach. [32]

Byla provedna metoda HPLC/TOF-MS pro identifikaci a kvantifikaci jedenacti
syntetickych antioxidantli a konzervaénich latek ve vzorcich jedlych rostlinnych oleji. Vsech
11 vzorkd vykazovalo v koncentraénim rozmezi od 0,05 do 5,00 mg/kg linearni zavislost
S korelacnim koeficientem > 0,997. Tato metoda je vhodna pro bézné kvalitativni

a kvantitativni analyzy syntetickych antioxidanti a konzervacnich latek v jedlych rostlinnych

olejich. [33]

Deoxynivalenol (DON) je mykotoxin produkovany plisnémi rodu Fusariu. Byla
vyvinuta a zavedena metodika pro extrakci a stanoveni deoxynivalenolu V obilovinach.
K extrakci DON zrostlinného materialu byla vybrana selektivni kolona Envicarb.
K vlastnimu stanoveni byl pouzit kapalinovy chromatogram s hmotnostni detekci. Limit
detekce pro vzorky je¢mene byl roven 25 pg'kg” a limit kvantifikace 83 pgkg™. Limit
detekce pro vzorky sladu byl 30 pug-kg™ a limit kvantifikace 100 ug-kg™. Doba analyzy byla
15 min, coz tuto metodiku pfedurcuje jako vhodné feSeni pro vétsi série analyz. Vyvinuta
metoda je relativné rychld, levnad a ma dostatecnou citlivost. Aplikaci tohoto postupu byly
ziskany hodnoty obsahu DON ve vzorcich jeCmene a zn¢j vyprodukovaného sladu.
Naméfené hodnoty DON ve vSech analyzovanych vzorcich byl pod maximalnim povolenym

limitem danym legislativou. [34]

2.5 Monosacharidy

Monosacharidy jsou jednoduché cukry, jejichz molekula je sloZzena ze tfi az sedmi
atomu uhliku, obsahuje hydroxylovou skupinu a jednu skupinu aldehydovou nebo ketonovou.

Podle toho se rozdéluji na aldosy (glukosa) a ketosy (fruktosa). [2]
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Obr. 4. Strukturni vzorce glukosy a fruktosy

Monosacharidy jsou béznou slozkou téméf vSech potravin, ale jejich obsah je
proménlivy. V relativné velkém mnozstvi jsou zastoupeny v ovoci, kde se jejich obsah
zvySuje béhem zrani. Obsah glukosy v ovoci se pohybuje vrozmezi 0,5-32 %, fruktosy
0,4-24 %. Déle se tyto monosacharidy vyskytuji v medu. Zde je primérny obsah glukosy
31,3 % a fruktosy 38,2 %. Glukosa a fruktosa jsou hlavnimi monosacharidy zelenin, lusténin,

jsou stavebnimi jednotkami mnoha oligosacharidi, polysacharidt a heteroglykosida. [1]

2.6 Karamel

Karamel je latka hnédé barvy, kterd se bézné pouzivd jako potravinarské barvivo,

prodavané pod nazvem E150.

Vytvati se pii zahiivani riznych druht cukri. Je prokdzano, ze karamel, ktery vznikl
zahtivanim standardu glukosy, je transformovan do nckolika tisicti reakénich produktii. Tyto
produkty obsahuji oligomery aZz seSesti sacharidovymi jednotkami propojenymi
glykosidickou vazbou. Dale obsahuji dehydrata¢ni produkty oligomerti az do ztraty osmi

molekul vody a hydrataéni produkty. [35]

Pouziva se k barveni napojt, ¢okolad, sirupd, bonbont, piva, ¢erveného vina, rumu
a celozrnného peciva. Napiiklad u peéiva miZe jit o snahu vyrobce vylepsit barvu a pfipadné
navodit dojem, Ze se jednd o celozrnné pecivo. V této souvislosti byly déle testovany
moznosti hmotnostni spektrometrie a jejiho spojeni s kapalinovou chromatografii pfi

prokazovani piitomnosti karamelu. [35, 36]
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3. PRAKTICKA CAST

3.1 Pristroje, pomiicky a chemikalie

lonizace monosacharidi byla provedena na hmotnostnim spektrometru LCQ Deca
(Thermo Finnigan, San Jose, USA) s ionizaci elektrosprejem (ESI) a s integrovanou linearni
pumpou. Pro studii fragmentace fruktosy byla pouzita metoda ESI-MS/MS. M¢éteni bylo
provedeno na hmotnostnim spektrometru Q-TOF Premier (Waters, Milford, USA). Analyza
karamelu byla provedena na ultra-u¢inném kapalinovém chromatografu Acquity (Waters,
Milford, USA) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Q-TOF Premier. Byla pouzita
chromatograficka kolona Luna 3 pm HILIC 150%2 mm (Phenomenex, Torrance, USA).

Pro experiment byly pouzity standardy glukosy a fruktosy (Sigma Aldrich, Praha,
Ceska republika) a kyselina borita p.a. (Fluka, Buchs, Svycarsko). Uprava pH byla provedena
hydroxidem sodnym p.a. (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika). Déle byl pouzit methanol
HPLC, acetonitril HPLC (oba Lab-Scan, Gliwice, Polsko) a deionizovana voda, vyrabéna
stanici pro ptipravu ultracisté vody (Direct-Q UV Millipore, Billerica, USA). Pro analyzu

karamelu byl pouzit cukr krystal Korunni (Hru$ovany nad Jevisovkou, Ceska republika).

Obr. 5. Hmotnostni spektrometr LCQ Deca
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Obr. 6. Kapalinovy chromatogram ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem

3.2 Pracovni postup

Byl ptipraven 1mmol/l roztok kyseliny borité navazenim 15,45 mg do 250ml odmérné
bariky. Pomoci 0,2 mol/l hydroxidu sodného, ptipraveného navazenim 0,4 g do 100 ml, bylo

upraveno jeho pH na 9,25.

18 mg glukosy a 18 mg fruktosy bylo rozpusténo V piipravené 1mmol/l kyseliné

borité. Vysledn4 koncentrace standardi byla tedy 10 mmol/l.

Vsechna méfeni byla provadéna Vv negativnim modu pii pratoku 5 pl/min. Nejdiive
byly zméfeny slepé vzorky roztoku kyseliny borité, poté zfiltrovany vzorek daného
monosacharidu. Filtrace byla provedena, aby nedoslo k zaneseni vstupni kapilary. Byly
testovany rizné podminky pro dosazeni vyssi intenzity, a to zménami prutoku zmlzujiciho

plynu, sprejovaciho napéti a teploty vstupni kapilary.

Pro studii fragmentace bylo rozpusténo 10 mg fruktosy ve 100 ml roztoku
metanol:voda (1:1). Vysledna koncentrace roztoku byla 100 mg/l. P¥i méfeni byla provedena

optimalizace kolizni energie v rozmezi 4-20 eV.
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Karamel byl piipraven v susi¢ce z 1 g cukru pii teploté 180 °C po dobu dvou hodin.

Zkaramelizovany vzorek byl uchovavan pii pokojové teploté.

K analyze karamelu byl pfipraven roztok karamelu v metanolu o koncentraci
1 mg/ml, roztok karamelu v methanol:voda (1:1) o koncentraci 1 mg-ml™ a 10mmol/I roztok
karamelu v roztoku kyseliny borité. V tomto experimentu byla pozorovana ionizace s pfimym
zavadénim roztoku karamelu v methanolu, v roztoku metanol:voda (1:1) s ionizaci karamelu
za pritomnosti kyseliny borité. ESI byl provozovan v zaporném modu ionizace a prutok byl

5 pl/min.

3.3 Vysledky a diskuze

Cilem bylo testovat metodu pro ionizaci glukosy a fruktosy a dosahnout co nejvyssi

intenzity. Zvolené piistrojové parametry jsou shrnuty v tabulce I.

Tab. I: Zvolené parametry pro ionizaci monosacharidu

glukosa fruktosa fruktosa
prutok zmlZujiciho plynu (arb) 70 70 85
sprejovaci napéti (kV) 5 5 5
teplota vstupni kapilary (°C) 200 200 200
napéti vstupni kapilary (V) -15 -15 -15
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Obr. 8: Hmotnostni spektrum glukosy 10 mmol/l v prostiedi H3BOs/slepy pokus.

Pritok zmlzujiciho plynu 70 arb
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Obr. 9: Hmotnostni spektrum glukosy 10 mmol/l v prostredi H3BOs/slepy pokus.

Priitok zmlzZujiciho plynu 85 arb

Jako ptiklad zde byla uvedena spektra, kde byla absolutni intenzita zakladniho iontu
nejvyssi (obr. 7, obr. 9). Obé obsahuji zakladni ion 224,8. Spektrum glukosy ma intenzivnéjsi
piky pii m/z 178,8 a 358,7, zatimco spektrum fruktosy piky pii 178,9, 214,9 a pik 367,1, ktery
jako jediny odpovida reakci s kyselinou boritou. To je potvrzeno pifitomnosti izotopického
piku ve spektru (intenzita 20 %) A m/z =1 (obr. 10). Pro porovnani byla uvedena také spektra
glukosy a fruktosy, ktera jsou naméfena za stejnych podminek (obr. 7, obr. 8). Absolutni
intenzita zakladniho iontu ve spektru fruktosy zde byla niz$i. Pfedpokladané sloZeni
zminénych iontd je patrné z jejich popisu Vv obrazcich. Ztraty CsHi004 a C3H12,0s mohou

nastavat postupné opakovanou eliminaci CH,O a H;0, ale 1 od$tépenim vétsi ¢asti molekuly.

Dale zde bylo uvedeno spektrum fruktosy (obr. 11) naméiené pii podminkach
uvedenych v tabulce Il. Zajimavosti je, Ze za téchto podminek se zvysila relativni intenzita
piku 367,1. Tato skutenost naznaCuje mozZny vliv pfistrojovych parametrli na relativni
zastoupeni iontd, které by mohlo byt charakteristické pro urcity cukr, ale s podminkou méteni

pii definovanych parametrech pfistroje.
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Pii testovani bylo zjiSténo, Ze pfi snizovani sprejovaciho napéti a teploty vstupni

kapilary se absolutni intenzita signalu snizovala.

367.11 NL: 1.64E4

1003 Fructose_01#1-60
3 RT:0.00-0.96 AV:
90 60 T: - p ESIFull ms
k| [70.00-800.00]
80
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3 //\ 358.13 ) / / 368.11
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Tab. 1I: Parametry pro ionizaci fruktosy

Obr. 10. Detail spektra z obr. 9 v okoli iontu m/z 367/slepy pokus

fruktosa

prutok zmlzujiciho plynu (arb)

sprejovaci napéti (kV)

teplota vstupni kapilary (°C)
napéti vstupni kapilary (V)

80
3,5
200
-15
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Obr. 11. Hmotnostni spektrum fruktosy 10 mmol/l v prostiedi H3BOs/slepy pokus.

Podminky viz tabulka 11

Fragmentace fruktosy byla studovéna na pfistroji Q-TOF Premier. Byly testovany

rizné podminky méfeni — rizné kolizni energie. Zvolené parametry jsou shrnuty v tabulce I11.

Tab. 11I: Parametry pro fragmentaci fruktosy

sprejovaci napéti (KV) 3
napéti na vstupnim konusu (V) 14
extrakéni napéti (V) 5
Kolizni energie (eV) 8
teplota zdroje (°C) 80
teplota desolvata¢niho plynu (°C) 250
pritok plynu vstupnim konusem (l/hod) 33
priitok desolvata¢niho plynu (I/hod) 250
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Pii studiu fragmentace fruktosy bylo zjisténo, ze dochazi ke ztratam vody a skupiny
CH;0. Byly vypozorovany ztraty dvou molekul vody a jedné molekuly CH20, vedouci k piku
113 a ztratu molekuly vody a tii molekul CH,0, coz odpovida piku 71. Uvedené neutralni

ztraty jsou v souladu s literarnimi daty. [37]

Po zkusenostech ziskanych s analyzou cukrt bylo piikro¢eno k analyze karamelu na
ptistroji Q-TOF s ionizaci elektrosprejem. Analyzovan byl vzorek karamelu v metanolu o
koncentraci 1 mg/ml a v prostfedi kyseliny borité o koncentraci 10 mmol/l. Po testovani
rizného nastaveni byly pro dalsi analyzy zvoleny parametry uvedené v tabulce IV. Kritériem

bylo dosazeni nejvyssi absolutni intenzity zakladniho iontu.

Tab. 1V: Piistrojové parametry ESI-Q-TOF pro analyzu karamelu

vzorek v methanolu za pritomnosti kys. borité
sprejovaci napéti (kV) 3 1,67
napéti na vstupnim konusu (V) 14 30
extrakc¢ni napéti (V) 6 6
teplota zdroje (°C) 120 120
teplota desolvatacniho plynu (°C) 250 250
caramel in MEOH 100%
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100, 359.0902 4.63e4
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Obr. 12. Hmotnostni spektrum karamelu v methanolu/slepy pokus
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caramel in boric acid
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Obr. 13. Hmotnostni spektrum karamelu v prostredi H3BOs/slepy pokus

Po srovnani spekter bylo urc¢eno jako vhodnéjsi pouziti methanolu. Ve spektru pfi jeho
pouziti byl pfifazen sumarni vzorec sedmi iontim, za piitomnosti kyseliny borité¢ nebyl
identifikovan zadny ion. Absolutni intenzita signalu iontt slozek karamelu v methanolu byla
také vysSi. Pouziti kyseliny borité pii téchto analyzach nepiineslo oproti pouziti methanolu
zadné dalsi informace, a proto dalSi experimenty s karamelem byly provadény bez piidavku
kyseliny borité. Diskutované ionty by mohly byt vyuzity jako markery ptitomnosti karamelu.
Vzhledem k mozné slozitosti realnych vzorku byl karamel dale analyzovan i s vyuzitim

chromatografické separace.
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Tab. V: Hmotnostné spektrometricka data pro karamel pfi pouziti metanolu. Navrzené

sumarni vzorce vychazeji ze srovnani namétenych dat a dat publikovanych V literatuie [35]

m/z [M - H]
pik nazev sumarni zméFena  Kkorigovana teoreticka  chyba
vzorec hodnota  hodnotana hodnota (ppm)
glukosu
1 C4HgO4 119,0409 119,0340 119,0344 3,5
2 Glukosa CeH1206 179,0660 179,0556 179,0556 0,0
3 Ci15H2,04 265,1616 265,1462 265,1440 8,3
4 C1sH3602 283,2789 283,2625 283,2637 4,4
5 (Glu);-3H,0 CyoHy60s 287,0920 287,0753 287,0767 4,8
6 (Glu);-H,0O C12H20010 323,1140 323,0952 323,0978 79
7  (Glu)z-3H,O CigH013 449,1509 449,1248 449,1295 10,4

V metodé UPLC/MS bylo pracovano v systému HILIC a scasové proménnym

slozenim mobilni faze (s gradientovou eluci). Mobilni fazi tvotil A: acetonitril, B: voda.

SloZeni mobilni faze se ménilo podle tabulky VI.

Tab. VI: Slozeni mobilni faze

t (min) A (%) B (%)
0 95 5
5 95 5
20 70 30
30 70 30
35 95 5
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caramel 1mg/ml in MeOH

Jor_ﬁrameI_MeOH_23_04_13 1. TOF MS ES-
TiC
100 1.84 267e4

O

500 1000 1500 2000 2500 3000
Jor_blank_MeOH_23 04 13 1: TOF MS ES-
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oo 191 1.6084

17.99

488679 1053 4701

%

——————Time

500 1000 1500 2000 2500 3000
Obr. 14. Chromatogramy pro celkovy iontovy proud ziskané pomoci UPLC/MS —
karamel/slepy pokus

Tab. VII: Hmotnostn¢ spektrometricka data pro karamel pii pouziti metanol:voda (1:1).
Navrzené sumarni vzorce vychazeji ze srovnani naméienych dat a dat publikovanych v

literatuie [35]

m/z [M - H]
pik nazev sumarni zméfenda  korigovana teoreticka  chyba
vzorec hodnota  hodnotana hodnota (ppm)
glukosu
1  Glukosa CeH1206 179,0586 179,0556 179,0556 0
2  (Glu); - HO C12H20010 323,1036 323,0982 323,0978 1,2
3 (Gl), C12H2,011 341,1139 341,1082 341,1084 0,6
4  (Glu)s - H,O C18H30015 485,1548 485,1467 485,1506 8,1
5 (Glu)s C18H32016 503,1714 503,1630 503,1612 3,5
6 (Glu),-HO C24H40020 647,2131 647,2023 647,2035 1,9
7 (Glu)s C24H120,¢ 665,2263 665,2152 665,2140 1,7
8 (Glu)s - 4H,O  C3oHu402 755,2427 755,2300 755,2246 7,2
9 (Glu)s C30H52026 827,2803 827,2664 857,2669 0,6
10 (Glu)s - H,O C3sH60030 971,3243 971,3080 971,3091 1,1
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Je ztejmé, Ze celkovy iontovy proud (obr. 14) sice naznacuje rozdily mezi vzorky, ale
neposkytuje zddnou pifimo vyuzitelnou informaci. Proto byla zkoumana detailnéji.
Vyhodnocovéani spekter probihalo minutu po minuté a byly v nich hleddny piky, které
odpovidaji iontim uvedenych v literatute [35]. Bylo detekovano 10 piki, tedy vice nez pii
pouziti pfimého zavadéni vzorku do iontového zdroje, a navic S nizsi chybou. Tato metoda je
vhodna pro identifikaci karamelu. Je ziejmé, Ze metoda zalozena na UPLC/MS, kdy je

vyuzito chromatografie hydrofilnich interakci, dovoluje sledovat fadu markerti karamelu.
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4. ZAVER

V teoretické casti bakalatské prace byly shrnuty analytické metody vyuzivané pti
analyze potravin a byla vypracovand reSerSe tykajici se metody HPLC/MS pro tuto

problematiku.

Experimenty potvrdily moZnost uplatnéni ionizace elektrosprejem v zaporném modu
pro analyzu cukrti hmotnostni spektrometrii. Doplnéni postupu o reakci sledovanych cukra
S kyselinou boritou poskytuje moznosti pro odliSeni riznych monosacharidi. U glukosy
nebyly produkty reakce pozorovany, zatimco u fruktosy ano a cukry, které maji stejnou
molekulovou hmotnost tak lze odliSit. Experimenty ale také ukézaly, ze pii zméné
ptistrojovych parametrii se méni relativni zastoupeni iontd. Ma-li byt toto zastoupeni vyuZito
k odliseni nékterych cukru, je nutné méfeni rtznych vzorku provadét za stanovenych

podminek.

Sledovani fragmentace fruktosy ovéfilo soulad téchto procesu s literaturou, kdy byly

pozorovany typické ztraty molekul H,O a CH,0.

Pfi analyze karamelu se jako nejlepsi metoda jevila metoda UPLC/MS. Pomoci této
metody bylo detekovano nejvice pikli s nejmensimi chybami v ppm. Vyhodnéjsi bylo u obou
metod pouziti metanolu pied prostiedim kyseliny borité, které v ptipadé analyzy karamelu
nepiineslo zadnou vyhodu. Je ziejmé, Ze metodou UPLC/MS lze ve vzorcich hledat markery
piitomnosti karamelu. Testovany postup by mohl byt zakladem metody odhalujici naptiklad
piibarvovani peciva karamelem, které mize byt vyuzivano k navozeni dojmu celozrnného
peciva. Pro ovéteni metody by bylo vhodné ptipravit pecivo s definovanou piimési karamelu

a zhodnotit meze jeho detekce.
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5. SUMMARY

In the theoretical part of the thesis there were summarizes analytical methods used in

food analysis. There were also literature work dealing with HPLC/MS.

Experiments confirmed the possibility of applying electrospray ionization in negative
mode for analysis of sugars by mass spectrometry. Reaction with boric acid provides the
possibility to distinguish different monosaccharides. The glucose reaction products weren’t
observed whereas fructose were. Sugars that have the same molecular weight can be
distinguished. Experiments also showed that changing of the instrument parametres change
relative representation of ions. If this representation be used to distinguish some sugars, it is

neccesary to carry out measurements of different samples under specified conditions.

Monitoring fragmentation of fructose checked compliance of these processes with the

literature. There were observed typical losses of molecules H,O and CH,0.

The best method for analysis of caramel were UPLC/MS. Using this method, there
were detected the most of the peaks with the smallest errors in ppm. For both methods were
better to use methanol. It is clear that using UPLC/MS method can be found markers of
caramel in the sample. The test procedure could be the basis of method for revealing coloring
of bread by caramel. For verification of this method should be prepared bread with a defined

addition of caramel and evaluate the leimits of detection.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAS
ABTS
ACPI
AES
API
APPI
Cl
CUPRAC
DON
El

ESI

GC
HPLC
IR

LC
LC-FD
MRM
MS
NMR
OTA
RP-HPLC
SVS CR

SPE

Atomova absorpcni spektrometrie
2,20-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonat
Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
Atomova emisni spektrometrie

Ionizace za atmosférického tlaku

Fotoionizace za atmosférického tlaku

Chemicka ionizace

Médnaty ion redukujici antioxidac¢ni kapacitu
Deoxynivalenol

Elektronova ionizace

lonizace elektrosprejem

Plynova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Infracervena spektrometrie

Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie s fluorescencni detekci
Monitorovani vice reakei

Hmotnostni spektrometrie

Nukledrni magneticka rezonance

Ochratoxin A

Vysokoucinna kapalinova chromatografie na obracenych fazich

Statni veterinarni sprava Ceské republiky

Extrakce na tuhé fazi
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SZPI Statni zemédélska potravinarska inspekce

TOF Prtletovy analyzator

TG Triacylglycerol

UV-DAD Ultrafialova spektrometrie s detekci diodového pole
UV-VIS Ultrafialova a viditelna spektrometrie
v-Glu-Val-Gly y-Glutamyl-valyl-glycin

25(0OH)D3 25-hydroxivitamin D3
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10. PRILOHY

100— 178.84 NL: 1.17E4
] Glucose_16.4.13_05
3 #1-60 RT:0.01-0.96
905 AV:60T:-pESI
] Full ms
80 [70.00-800.00]
70
60
50
407
307 /
3 /
209 176.78
1 / \\
10
3 17491 47 179.70
0117210 17265 173.92 /\/\\in?i/ s ~ FBW 18217 18310 18403 184.96 18656
100 17691 NL: 1.34E2
| Blank_BoricAcid_13
o0 #1-60 RT:0.01-0.96
E 175.85 AV:60T:-p ESI
] Full ms
80 [70.00-800.00]
70
60 185.82
50 17751
403 173.18 174.78
30
20
104
k| 17352 J 177.84 186.29
0t e e e T e T T T T T T T T T T T T e T T T
172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186

m/z

Priloha 1: Detail spektra glukosy v okoli iontu miz 178/slepy pokus
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224.81 NL: 7.79E4

1005 Glucose_16.4.13_05
B #1-60 RT:0.01-0.96
904 AV: 60 T: - p ESI
i Fullms
80 [70.00-800.00]
704
60}
22281 / 205.87
/“\ S (P
218.02 218.76 220.82 22182 / _ 7 N\ 22681 22767 22867 230.33 231.00 23239 23372 234.79
218.36 NL: 1.12E2
Blank_BoricAcid_13
21789 #1-60 RT:0.01-0.96
232.46 AV:60T:-pESI
Fullms
[70.00-800.00]
B 234.86
k| 232.13
60
50 220.42
E 232.66
40 226.74
B 225.61
307 219.95
204
10
B 218.76 / 227.07
O e e haans B S ianaannansaoes ooy T haase
218 220 222 224 226 228 230 232 234
m/z
v . - 7. 4
Priloha 2: Detail spektra glukosy v okoli iontu ml/z 224/slepy pokus
100— 358.73 NL: 7.95E3
3 Glucose_16.4.13_05
B #1-60 RT:0.01-0.96
904 AV:60T:-p ESI
] Fullms
80 [70.00-800.00]
704
60
50
40
304
1 \ 359.80
356.54 356.87 358.07 /
354.47 355.01 356.14 \ . 360.73
S = __/ S 03 36199 36279 36319 36419 36465
100 356.47 NL: 6.04E1
i Blank_BoricAcid_13
E #1-60 RT:0.01-0.96
90; AV:60T:-p ESI
1 35461 Fullms
[70.00-800.00]
30
204
107
B \356.80
o e P e e e e e e e e
355 356 357 358 359 360 361 362 363 364 365
m/z

Priloha 3: Detail spektra glukosy v okoli iontu m/z 358/slepy pokus
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Priloha 4: Detail spektra fruktosy v okoli iontu miz 178/slepy pokus

224.81

214.96

N
7

216.96
/ ™
2/];2\.97 -/ \Ejégll/ \_217.76 = 218.89

/

-
o
il

222.88
212.37 220.49 222.28

=}

225.87

212.90

i
1)
7

©
=}

216.69
210.84 212.04

218.62 221.95

221.68

20

223.68 224.81

[
o

\ | \219.02 | 228 |\

o

225.14

L L I I B B B e
211 212 213 214 215 216 217 218 219 221 222 223 224
m/z

225

226 227 228

Priloha 5: Detail spektra fruktosy v okoli iontu m/z 224/slepy pokus

44

NL: 1.94E4
Fructose_01#1-60
RT:0.00-0.96 AV:
60 T:-p ESIFullms
[70.00-800.00]

NL: 1.06E2
Blank_BoricAcid_25
#1-60 RT:0.00-0.95
AV:60T:-pESI
Fullms
[70.00-800.00]

NL: 8.62E4
Fructose_01#1-60
RT:0.00-0.96 AV:
60 T: - p ESIFull ms
[70.00-800.00]

NL: 2.86E2
Blank_BoricAcid_25
#1-60 RT:0.00-0.95
AV:60T:-p ESI
Fullms
[70.00-800.00]



caramel in MEOH 100%
JOR_ES|_CARAMEL_MEOH_23 04 13 06 21 (0.388) Cm (1:108) TOF MS ES-

1.96e3
100, 119.0409
LIS
L B e e L L L 5 B S B B mI’Z
118.900 119.000 119.100 119.200
JOR_ESI_BLANK_MEOH_23_04 13 03 84 (1.554) Cm (1:108) TOF MS ES-
100, 119.0006 2

118.9845 | 1190449

%

“'I“"I“"I""""\""\""\""I"‘ml’Z
118.900 119.000 119.100 119.200
Priloha 6: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 119/slepy pokus
caramel in MEOH 100%
JOR_ES|_CARAMEL_MEOH 23 04_13 06 21 (0.388) Cm (1:108) TOF MS ES-
141e4
0. 179.0660
P
178.800 178900 179000 179400 179200  179.300
JOR_ESI_BLANK_MEOH_23 04_13_03 84 (1.554) Cm (1:108) TOF MS ES-
2
0. 178.9671
178.8584  178.9374  179.0363 179.0660
D\O( N N " ~ .
0 T T T T T /\/\_/\ T T T T T
178.800 178.900 179.000 179.100 179.200 179.300

Priloha 7: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 179/slepy pokus
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Blank MeOH 100%
JOR_ES|_CARAMEL_MEOH_23_04_13_06 21 (0.388) Cm (1:108) TOF MS ES-

1.494
100, 265.1616
0\0_
\““\““““\““““\““\““\““““\““\““\““mllz
265.050 265.100 265.150 265.200 265.250 265.300
JOR_ESI_BLANK_MEOH_23 04 13 03 84 (1.554) Cm (1:108) TOF MS ES-
29
100, 265.1535
. 265.1435
LI N
. 265.0352 265.2217
‘\““\““““\““““\“"\‘“‘\““\‘“‘\““\““\““mllz
265.050 265.100 265.150 265.200 265.250 265.300

Priloha 8: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 265/slepy pokus

caramel in MEOH 100%
JOR_ES| CARAMEL_MEOH 23 04 13 06 21 (0.388) Cm (1:108) TOF MS ES-

5.08¢3
100, 283.2789 ¢

283200 283225 283250 283275 283300 283325 283350 283375
JOR_ES|_BLANK_MEOH_23 04_13_03 84 (1.554) Cm (1:108) TOF MS ES-

100, 283.2727 283.2852 o

%

283.1919  283.2354

0 1 T 1 T 1 T 1 T
283.200 283.225 283.250 283.275 283.300 283.325 283.350 283.375

Priloha 9: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 283/slepy pokus
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caramel in MEOH 100%
JOR_ES| CARAMEL_MECH 23 04 13 06 21 (0.388) Cm (1:108) TOF MS ES-

3.36e3
100, 287.0920 €
LIS
0 ‘ m/z
287
JOR_ESI BLANK MEOH 23 04 13 03 84 (1.554) Cm (1:108) TOF MS ES-
100, 286.9605 o
1286.9792

S 286.9417 287.1671
286.8541 287.0920M87.3425?87-4741\ 287.5743
Lo bt L AL ”
287
Priloha 10: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 287/slepy pokus
caramel in MEOH 100%
JOR_ES|_CARAMEL_MEOH 23 04 13 06 21 (0.388) Cm (1:108) TOF MS ES-
323.1140 1.77e4
100
P
323000 323050  323.100 323.150 Y Y
JOR_ES|_BLANK_MEOH_23 04 13 03 84 (1.554) Cm (1:108) TOF MS ES-
323.2402 8
100
8 323.2070
323.1007 3231273 ) 3.2668
322.9878
0 . . . ‘ . . ‘ ‘ . T T —Mm/Z
323.000 323.050 323.100 323.150 323.200 323.250 323.300

Priloha 11: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 323/slepy pokus
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caramel in MEOH 100%
JOR_ES|_CARAMEL_MEOH_23 04 13 06 21 (0.388) Cm (1:108) TOF MS ES-

1.46e3
100, 449.1509 €
P
T w0 aeme a0 ez M
JOR_ES|_BLANK_MEOH_23_04_13_03 84 (1.554) Cm (1:108) TOF MS ES-
100, 4491978 2
J 4491274 449.1430  449.182 449.2370
T a0 aeme a0 wezmo M-

Priloha 12: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 449/slepy pokus

caramel 1mg/ml in MeOH

Jor_caramel_MeOH_23 04 13 248 (9.677) Cm (129:256) 1: TOF MS ES-
179.0586 8.44e3
100,
'@
178.9640 179.0044 1790079 179.1362__179.1871
178950  179.000 179.050 o000 479050 79200
Jor_blank_MeOH_23 04_13 130 (5.070) Cm (129:256) 1: TOF MS ES-
100, 179.0376 990

%

179.0000
178.9238 179.0755
178.9639 179.1236

1 79.j 876
179450  179.200

m/z

178950 179.000 179.050 179.100

Priloha 13: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 179/slepy pokus UPLC/MS
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blank MeOH 100%
Jor_caramel_MeOH_23 04 13 150 (5.851) Cm (65:192) 1: TOF MS ES-

7.87e4
100, 323.1036 €

3226632 322.8977.322.9482 323.2209323.3232 3234350

322600 322800 323000 323200 323.400
Jor_blank_MeOH_23 04_13 70 (2.730) Cm (65:192) 1: TOF MS ES-
100, 323.1235 381
323.1741
LIS
322.9697\323'0211 3232130

w6710 328013 | | | Tt m3aee

382fsdo‘ T e smoo | smao e M

Priloha 14: Detalil spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 323/slepy pokus UPLC/MS

caramel 1mg/ml in MeOH

Jor_caramel_MeOH_23 04 13 262 (10.226) Cm (258:384) 1: TOF MS ES-
2 48e4
100, 341.1139
. )
T T T T T T T T T T m"z
341.000 341.100 341.110 341.120 341.130 341.140
Jor_blank_MeOH_23_04_13 270 (10.531) Cm (258:384) 1: TOF MS ES-
116
100, 3411172
D\O_
341.0911 /
T T + T T T T T T T T m Z
341.000 341.100 341.110 341.120 341.130 341.140

Priloha 15: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 341/slepy pokus UPLC/MS
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caramel 1mg/ml in MeOH

Jor_caramel_MeOH_23_04_13 248 (9.677) Cm (129:256) 1: TOF MS ES-
100, 485.1548 3.35e4
P
14849504 484. 9979 485.1191 485 2812485 3150 485 3614 485 4570
' 485 000 485.100 T2 a0 asdw | dgsoo
Jor_blank_MeOH_23_04_13 130 (5.070) Cm (129:256) 1: TOF MS ES-
100, 485.2794 201
485.1875
o 485.13992
485.0118 485.2333
1349960 4853195 435 3658
[ T amsaes
U000 485400 | 485200 | 485300 | 485400 | 485500

Priloha 16: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 485/slepy pokus UPLC/MS

caramel 1mg/ml in MeOH

Jor_caramel_MeOH_23 04 13 412 (16.076) Cm (386:512) 1: TOF MS ES-
100, 503.1714 1.80e4
¥
0 502.8525 502.9055 502.9570 503.3394  503.4929 .
503
Jor_blank_MeOH_23 04 13 461 (17.989) Cm (386:512) 1: TOF MS ES-
100, 502.8278 9.0
502.776Q
< 502.8737 503.1469
D 502'729% / 5503.:8222592
503.0199 oo 503.5065
0 | [ | [ | | m/z
503

Priloha 17: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 503/slepy pokus UPLC/MS
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caramel 1mg/ml in MeOH

Jor_caramel_MeOH_23 04 13 47 (1.839) Cm (1:204) 1: TOF MS ES-
o 647.2131 2834
"
646.8271 647.0106 647.1736| 647.3014 647.3809 647 4307
""" o0 e 0 e emme | eaw
Jor_blank_MeOH_23_04_13 49 (1.913) Cm (1:204) 1: TOF MS ES-
0. 647.1960  647.2564 205
647.1134 6474482
6459605 047.0158 647.3560
o\q— N
646.9154 647.0594 1 647.1557 6473945
""" w0 | eow | e e emme | eraw

Priloha 18: Detalil spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 647/slepy pokus UPLC/MS

caramel 1mg/ml in MeOH

Jor_caramel_MeOH_23 04 13 412 (16.076) Cm (384:538) 1: TOF MS ES-
100, 665.2263 1.35e4
'@
664.8039\ 6648959  665.0353 665.1884: /665.2562 665.4629\665.5127
| 664.800 ' 665.000 | 665.200 | 665.400 ' mz
Jor_blank_MeOH_23 04 13 461 (17.989) Cm (384:538) 1: TOF MS ES-
664.7153 67.8
100;
664.7881
# 665.1990 6652491
664.8399 664.8936 665.0043 | 665.3329
X " ‘ 665.4840
‘ | | ‘ ‘ ‘ | \ L [ miz
664.800 665.000 665.200 665.400

Priloha 19: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 665/slepy pokus UPLC/MS
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caramel 1mg/ml in MeOH

Jor_caramel_MeOH_23_04 13 116 (4.532) Cm (65:128)

1. TOF MS ES-
1.72e3
o 755.2427 e
P
RO 757.2769
7512282 7s3q7a (992094 T 75g0009
750 751 752 753 754 755 756 757 758 5"
Jor_blank_MeOH_23_04 13 70 (2.730) Cm (65:128) 1: TOF MS ES-
o 751.2938 203
749.5337 751.5847
/ / 753.3096
J 750.1379 759 1942 755.1036 757 4711 758.0761
0 dh”H‘ll\H ‘| H\MW\ Hhh o HMH‘H \,‘\ ||U||H|L|, | \Hl\ m\hh‘nm,z
750 751 752 753 754 755 756 157 758 759

Priloha 20: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 755/slepy pokus UPLC/MS

caramel 1mg/ml in MeOH

Jor_caramel_MeOH_23 04 13 262 (10.226) Cm (258:384)

1: TOF MS ES-
1.94e4
0 827.2803
n
827.2036  827.2381
i 4 T T i + T i i i i i T T T T mllZ
827.200 827.220 827.240 827.260 827.280 827.300 827.320
Jor_blank_MeOH 23 04 13270 (10.531) Cm (258:384) 1: TOF MS ES-
17.2
0 827.2403
827.2856
o 827.3217
0 T T T T T T T i i i T T T T mllz
827.200 827.220 827.240 827.260 827.280 827.300 827.320

Priloha 21: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu miz 827/slepy pokus UPLC/MS
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caramel 1mg/ml in MeOH

Jor_caramel_MeOH_23_04_13 116 (4.532) Cm (65:128) 1: TOF MS ES-
- 971.3243 5.07e3
* 972.3307
973.3355
9702678 9712888| 9713503 9722960 72,3675 |
0 971 | 972 973 mz
Jor_blank_MeOH_23_04_13 70 (2.730) Cm (65:128) 1: TOF MS ES-
- 9732875 M
970.4395
£ 971.9879 972'103?21716 32353 | 072 5000
970.5978970.9585 e 9725695 '
IR 0 Wl o
971 972 973

Priloha 22: Detail spektra karamelu v methanolu v okoli iontu m/z 971/slepy pokus UPLC/MS

frucotse 100mg/L in MeOH:H20, col energ 10

JOR_FRUCTOSE _12_04_13_07 8 (0.080) Cm (3301) TOF NS ES-
% 52 170e4
1004
Kolizni energie 10 eV
N
7101 807 173 060
79950 98956
0% |75009 N 2 s I WU 0
O ‘\"“\""\""I' L L L ) AR ey
JOR_FRUCTOSE 12_04_13_05 254 (2 532) Cm (3:301) TOF NS ES-
% 52 2.37e
1004
Kolizni energie 8 eV
g_
126,906
nes nw ae.im ?a.sse 7 190 1 T g 0
N
JOR_BLANK_FRUCTOSE _12_04_12 400 (2.302) Cm (172:470) TOF NS E&-
- 131050 B21e3
Slepy pokus
s 126,902
: 8023
o 700
105 016
85 026 161 050
9% | 112382 ol
sogsim o | P¥ \l 101002 7.0 110,03 | 0;;‘5'“27 1005, | igpgsy 150 01 010
(I 1:\ e \l\l \ - |‘ T Jlilm\ll Inllmhil ‘“t i AJ\ INPRTI | THU. |J\ o
80 5 G0 65 70 75 8 8 W 95 100 105 10 15 120 15 10 13 140 145 190 195 160 165 170 175 180 185 190 185 200

Priloha 23: Hmotnostni spektrum fragmentace fruktosy/slepy vzorek
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Detail spektra karamelu v metanolu v okoli iontu m/z 179/slepy pokus UPLC/MS
Detail spektra karamelu v metanolu v okoli iontu m/z 323/slepy pokus UPLC/MS
Detail spektra karamelu v metanolu v okoli iontu m/z 341/slepy pokus UPLC/MS
Detail spektra karamelu v metanolu v okoli iontu m/z 485/slepy pokus UPLC/MS
Detail spektra karamelu v metanolu v okoli iontu m/z 503/slepy pokus UPLC/MS
Detail spektra karamelu v metanolu v okoli iontu m/z 647/slepy pokus UPLC/MS
Detail spektra karamelu v metanolu v okoli iontu m/z 665/slepy pokus UPLC/MS
Detail spektra karamelu v metanolu v okoli iontu m/z 755/slepy pokus UPLC/MS
Detail spektra karamelu v metanolu v okoli iontu m/z 857/slepy pokus UPLC/MS
Detail spektra karamelu v metanolu v okoli iontu m/z 971/slepy pokus UPLC/MS

Hmotnostni spektrum fragmentace fruktosy/slepy vzorek
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