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1. UVOD

Chut a ¢ich predstavuji neoddélitelnou soucast vnimani potravin a hotovych pokrma.
Ne nadarmo jsou chut’ a Cich fazeny mezi pét zakladnich lidskych smysla. Lze predpokladat,
ze jiz pravéci lidé rozuméli dalezitosti chuti a Cichu, napfiklad kdyz poprvé zacali vyuzivat
ohen a byli tak schopni vnést nové aroma do svych pokrma. O zlepSeni chuti a viin€ pokrma
se snazili i nasledujici civilizace, a to az do soucasné doby. Z aroma pokrmu se tak stala
jakasi identifikacni charakteristika jednotlivych kultur, napt. pro vychodni Asii je typicka
chut umami pochazejici napt. z fermentovanych sdjovych bobu, pro jizni Asii pouzivani
kurkumy a chilli, pro Blizky vychod je typicky fimsky kmin a pro Ceskou republiku
napt. mak ¢i kmin. Pivod aroma je dan charakteristickym chemickym sloZzenim pokrmu,
predev§im obsahem latek s organoleptickymi vlastnostmi. Silné organoleptické vlastnosti
ma kofeni, ¢imz laka pozornost kuchaiti a vyvolava tak poptavku na trhu i pres jeho Casto
vysokou cenu. Neni pfekvapenim, ze tyto podminky jsou pfihodnym prostfedim pro jeho
falSovani, nekalou praktiku okradani ¢i dokonce ohrozovani konzumenta. Z tohoto divodu
je dulezité zabyvat se metodami schopnymi falSovani odhalit, aby konzument obdrzel to,
za co plati. Vzhledem k rozmanitosti koteni, a tedy chemickych individui Ize pro zkoumani
falSovani vyuzit Sirokou nabidku analytickych metod. Kontrola falSovani potravin je nikdy
nekoncici souboj mezi schopnostmi kontrolnich laboratofi a praktikami nepoctivych
obchodnikl ¢i vyrobct. Z tohoto diavodu je potieba se zabyvat novymi metodami
pro odhalovéani falSovani a rozSifovat tak arsenal analytickych metod, které pfispivaji
k ochrané konzumenta, ale také k udrzeni duveéry mezi konzumentem a obchodnikem.

V ptedlozené praci je kombinovana iontova mobilita s hmotnostni spektrometrii, coz
predstavuje spojeni metod zatim viibec nepouzivané pii kontrole falSovani koteni. Navrzené
metody byly ovéfovany pomoci modelovych vzorkl simulujicich falSovani dvou vybranych

druht kofeni a nasledné aplikovany na analyzu realnych vzorka Safranu a oregana.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Problematika falSovani potravin
2.1.1. Potraviny, jejich hlavni a vedlejsi slozky

Potraviny predstavuji nezbytnou soucast vSech lidskych zivott, nebot poskytuji
nezbytné ziviny a energii lidskému organismu. Je na nich zavislé jeho spravné fungovani,
v piipadé nedostatku nekteré ze slozek potravy se mohou projevit zdravotni nasledky,
ve vaznych piipadech az smrt. Ziviny (také nazyvané nutrienty) se tradiéné dé&li na hlavni
a pridatné (akcesorni). Do skupiny hlavnich zivin se tadi bilkoviny, tuky a sacharidy.
Pridatné ziviny jsou vitaminy a mineralni latky. Dilezitou Zivinou je voda. Pro kulinafstvi
jsou kromé zivin velmi dulezité latky senzoricky aktivni, které maji organoleptické
vlastnosti — vliv na smyslovy (senzoricky) vjem vznikajici pfi konzumaci potraviny.
Nejcasteji jsou vyvolany vjemy olfaktorické (Cichové), gustativni (chutové), vizualni
(zrakové), haptické (hmatové) a auditorské (zvukové). NejCastéji vnimanymi
organoleptickymi vlastnostmi u potravin jsou viné a chut, pro které se vzilo souhrnné
oznaCeni aroma. [1]

Vyznamnou slozkou potravin jsou latky biologicky aktivni, které mohou mit
na lidské zdravi vliv pozitivni (antioxidanty), tak 1 vliv negativni (latky toxické pro ¢loveka).

Latky, které jsou piidavany do potravin ¢i pokrmu se nazyvaji aditiva. Jejich hlavnich
ukolem  muze Dbyt zlepSeni  vyZzivové  hodnoty  potraviny, trvanlivosti
(konzervanty — prodluzuji stabilitu potraviny), aroma (aromata), barvy (barviva)
¢i textury potraviny (zahustovadla — zvySuji viskozitu, emulgatory — stabilizatory
disperznich systémul). Nezadoucimi latkami v potravinach jsou kontaminanty, které se
do nich dostavaji v dasledku lidské aktivity. Kontaminanty se déli na primarni (exogenni),
které jsou pfitomny ve vnéjSim prostiedi (typické jsou zbytkova mnozstvi pesticidd, ktera
mohou hrat zasadni roli pfi odhalovani falSovani biopotravin), a sekundarni, které mohou
vznikat pfi zpracovani ¢i skladovani potraviny. [1]

Potraviny mohou obsahovat latky, které snizuji jejich nutricni hodnotu, kvalitu
(vlivem na organoleptické vlastnosti potraviny), ¢i latky jinak nezadouci, v nejhor§im
piipadé az toxické. Z tohoto duvodu je dulezité zabyvat se falSovanim potravin,
resp. pravidelné kontrolovat potraviny pro odrazeni od falSovani ¢i rychlé odhaleni fal§ované

potraviny.



Nabidka potravin napfic svétem je rozsahla a jejich slozeni je komplexni.
To poskytuje rozsahlou skalu latek, které je tieba analyzovat, resp. latek u kterych se projevi
razné typy falSovani. Je zfejmé, Ze zabyvat se v§emi potravinami, kde je mozné falSovani,
neni prakticky mozné. Vzdy je tieba se zaméfit na rizikové potraviny v ramci dané zem¢,
popt. Sirsiho zemépisného celku, ve kterém se setkava obchod dané zemé s dal§imi zemémi.
U Ceské republiky tak dava smysl zabyvat se falovanim potravin v Evropské unii. Jaka je
definice falSovani, jaky je motiv pachatele, jak falSovani poskozuje konzumenta a jaké jsou
nékteré z nejhorSich ptipadi falSovani minulosti? Na tyto otazky se snazi odpoveédét

nasledujici kapitoly této prace.

2.1.2. FalSovani potravin v Evropské unii

FalSovani se v Evropé vyskytovalo uz ve starovéku. Existuji zminky o padélani
fimskych peceti na amforach s olivovym olejem ¢i vinem. [2] FalSovani se v prubéhu let
vyvijelo. Vyvijely se predev§im praktiky pachateld, ktefi se vzdy pfizptsobovali zavedenym
normam a kontrolam. Motiv pachatele se vSak nezmenil a ziistava i po tisiciletich stale
stejny. Je vSak nutné zminit, Ze vlivem vyrobni infrastruktury mize v dne$ni dobé ovlivnit
mnohem vétsi pocet lidi a je narocnéjsi na odhaleni vzhledem ke slozit€jSim a rozsahlej§im
vyrobnim procestim. [3]

Je tfeba definovat falSovani potravin a odliSit jej od ostatnich vlivii na slozeni
potravin (napf. od kontaminace ze zivotniho prostfedi). Podle Evropské komise je ¢in

povazovan za falSovani potravin, jestlize spliiuje nasledujici Ctyfti kritéria:

1) poruSeni pravidel Evropské unie (€. 1 odst. 2 nafizeni (EU) 2017/625 — legislativa
zemédélsko-potravinarského tetézce)

2) oklamani zakaznikli — vyrobce neuvadi pii prodeji pravdivé informace

3) ekonomicky zisk — €in generuje pachateli ekonomickou vyhodu

4) zamér — musi byt dokazano, zZe €in se nestal nahodou, ale s védomim vyrobce.
Z hlediska zptsobu falSovani 1ze odlisit napt. nasledujici pfipady:

1) Vymeéna — kompletni nebo castecnd vyména drazsi slozky produktu za levnéjsi
bez védomi konzumenta (zatajeni obsahu na obalu produktu)
2) Neschvalené vylepSeni — pifidani neuvedené slozky s cilem vylepSeni vlastnosti

produktu, zpravidla maskovani $patné kvality produktu (rizna neuvedena aditiva)
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3) Padélani — poruseni autorskych prav

4) Nepravdivé oznaceni — nepravdivé i zkreslené tvrzeni na baleni vyrobku. [4; 5]

FalSovani ptredstavuje problém, jak pro obchodnika, tak pro zakaznika. Jeho nasledky
jsou predevsim finanéni ztraty, ale maze predstavovat i zdravotni riziko pro konzumenta.
Toto v§ak neni motivace ¢i zamér pachatele, je to pouze mozny dusledek. Motivem pachatele
vzdy zistava ekonomicky zisk. V literatufe se pro takovéto Ciny pouziva zkratka
EMA - economically motivated adulteration. Z pravniho, ale také z analytického hlediska
je tieba rozlisit EMA a €iny cilici pfimo proti bezpecnosti potravin (zdmeérna pfimes toxické
potraviny za ucelem ublizit konzumentovi). Hlavni rozdil je predevsim v latkach, které jsou
vyuzity. [3]

Latky, kterymi jsou potraviny dopovany (EMA) ¢asto nejsou sledovany v rutinnich
analyzach, které byvaji zaméfeny na kontrolu bezpe€nosti potravin (napi. kontrola
aflatoxint v potravinach, hlidani obsahu tézkych kovi. ..). Existuji tfi typy zdravotnich rizik.
Primé je dasledkem piidani akutné toxické latky. Druhym typem je nepiimé zdravotni riziko,
kdy je konzument vystaven nizkym koncentracim toxické latky, ktera se hromadi v téle
béhem dlouhodobého vystaveni. Do této skupiny patii také vynechani dulezitych latek
v potraving (napf. konzervanty a vitaminy). Tretim typem je technické zdravotni riziko, kdy
falSovani nema hmotnou podstatu a nastava napf. pii umyslném chybném oznaceni pavodu
potraviny. [3]

NejdrastictéjSim a nejznaméj§im prikladem falSovani potravin (EMA) s pfimym
zdravotnim rizikem z Geské historie byla methanolové aféra z roku 2012, ktera si v Ceské
republice vyzadala celkem 47 mrtvych a pres 100 lidi ponechala s trvalymi zdravotnimi
nasledky. [6] Dal§im piipadem falSovani bylo napft. pfidavani melaminu (Obr. 1) do mléka.
Tento piipad se objevil v roce 2008 v Cing, kdy vyrobci deklarovali vyssi obsah bilkovin
v mléce, aby bylo atraktivn&j$i pro konzumenta. [3; 7] Princip spocival v tom, ze obsah
bilkovin na obalu potravin vychazi ze stanoveni dusiku pomoci Kjeldahlovy metody.
Tou se stanovuje pouze celkovy dusik a nerozliSuje se, zda se skute¢né jedna o bilkoviny.
Takto stanovenému obsahu bilkovin se fika hruba bilkovina. [8; 9] Nasledek falSovani bylo
nékolik mrtvych novorozenct a tisice dalSich hospitalizovanych. [3; 7] Poné€kud specialnim,
ale taktéz nebezpecnym pifipadem je nahrazeni slozky alergenem, coz nepfedstavuje
zdravotni riziko pro Sirokou verejnost, ale mize mit u senzitivnich jedinct fatalni nasledky.

[10]
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Obr. 1: Struktura melaminu

V potirani falSovani potravin se uplatriuji dva pfistupy — aktivni a pasivni. Aktivni
zpusob je zalozeny predev§im na feSeni hrozeb v okamziku, kdy nastanou. Oproti tomu
pasivni monitoring spociva v rutinni kontrole potravin rychlymi nespecifickymi metodami,
kdy v momenté odhaleni se poté prechazi na aktivni monitoring. Budouci vyvoj sledovani
falSovani potravin by meél byt zaméfen predevSim na pasivni monitoring potravin
lukrativnich k falSovani. [3] Roli Evropské unie by mélo byt prfedev§im odrazeni pachatele

od spachani ¢inu soustavou striktnich vnitinich kontrol a pravnim definovanim Cinu a trestu.

[11]

2.1.3. Nejcasté&ji falSované potraviny

FalSovani je mozné u vSech potravin, je patrné, ze smysl ma zabyvat se potravinami,
kde v minulosti doslo k falSovani, ¢i obecné potravinami, kde by falSovani mohlo pachateli
prinést ekonomicky zisk. Nejvice nachylné k falSovani, a tedy skupiny s nejvyssim poctem

pfipadi jsou (poradi je nahodné a neodpovida Cetnosti falSovani):

1) mléko a mlécné vyrobky (napf. nahrazeni buvoliho/ov¢iho mléka kravskym

pfi vyrobé mozzarely/feta syru)
2) maso a masné vyrobky (napf. nedeklarované koriské maso v klobaséach)

3) ryby a motské plody (napt. falSovani jeseterského kaviaru kaviarem jiného

ptvodu, kvality a ceny)

4) oleje a tuky (napf. nahrazovani extra panenského olivového oleje olejem

z pokrutin €i jiného rostlinného pivodu)

5) sladidla (napf. falSovani pavodu medu ¢i dopovani javorového sirupu kukufi¢nym

sirupem)
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6) kava a Caj (napf. u kavy — pifimés levnéjsi robusty v draz§i arabice a u Caju
nahrazovani prémiovych ¢aju z vyhlasenych lokalit za Caje horsi kvality a jiného

pavodu)
7) ovocné dzusy (napf. substituce pomerancového dzusu jable¢nym)

8) alkoholické napoje (napft. pouziti jiného druhu hroznt pro pfipravu vina ¢i uméle

pfidany cukr/ barviva)

9) kofeni a extrakty (napf. barviva Sudan I-IV v kurkumég, suSené paprice a kari,

falSovani Safranu pomoci kurkumy)
10) obilniny (napft. produkt s lepkem deklarovany jako bezlepkovy)
11) bioprodukty. [12]

FalSovani se dotyka rozsahlého spektra potravin, které jsou jiz tak slozitou smeési
desitek az stovek chemickych latek. V analyze se lze zaméfit na lipidy (oleje, tuky),
bilkoviny (maso) ¢i sacharidy (obilniny), ale 1 na latky bez kalorické hodnoty
(napf. u potravin jejichz obsah makronutrientti je minimalni ¢i zcela nulovy — kava, ¢aj
a koteni). Skupina potravin s nizkym obsahem makronutrientd se spravné€ nazyva pochutiny.
Hlavnim ukolem pochutin je navozeni ¢i zlepSeni senzorického vjemu, typicky se jedna
o aroma (napf. kofeni), nebo povzbuzeni organismu diky obsahu urcitych chemickych
individui (napf. ¢aj ¢€i kava). [1] Pravé na kofeni, pfip. bylinky a jejich falSovani jsou

zaméteny nasledujici kapitoly této prace.
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2.2. FalSovani koreni
2.2.1. Historie kofeni a jeho pozice v dneSnim svété

Kofteni bylo lidem znamo jiz od praveéku, kdy pouzivali listky ket ofechy, seminka,
bobule ¢i kury ke zlepSeni chuti masa. Postupem casu se kofeni zaCalo pouZzivat
1 pro medicinské ucely. Uz 2700 let ptf. n. 1. se v Cinskych spisech objevuji zminky o skofici.
V Bibli je uvadéno pouziti kofeni pfi ritudlech. V 8. stoleti pf. n. 1. v Babylonii jsou
zminovany kralovské zahrady, jako misto kultivace nékolika druhti kofeni a bylin
(napt. kardamon, koriandr, tymian, Safran ¢i kurkuma). V Persii probihala produkce
esencialnich oleji z vonnych rostlin. V Indii byly a dodnes jsou vyuzivany skofice,
kardamon, zazvor, kurkuma ¢i pept pro 1éCitelské ucely a jsou jim pfipisovany blahodarné
ucinky na lidské zdravi. [13]

Starovéka historie kofeni v Evropé zalina v antickém Recku a Rim&. Rekové své
kofeni importovali z vychodu, ale také z okolnich civilizaci (napt. fenykl, mata...). Bylinky
a kofeni naly i tady uplatnéni v medicin€ (napf. Safran, tymian, koriandr, skofice, mata
a majoranka). Vubec poprvé se poznatky mediciny zacaly odklanét od magie a predtuch
k bylinkam a kofeni. Rimané si libovali v kofen&ném vin& a koupelich ovonénych kofenim
& bylinkami. Byli to pravé Rimané, ktefi pii svych expanzich pfinesli pept a dalsi kofeni
z vychodu ostatnim obyvatelim tehdejsi Evropy. [13]

Vraném stiedovéku bylo kofeni bé&zn€ pouzivano jako platidlo, napf. 1 libra
(454 grami) Safranu méla stejnou hodnotu jako 1 kin, mnoho druhli kofeni se tak stalo
privilegiem bohatych. V mnohych méstech a zemich byly dané a najemné vybirany ve forme
kuli¢ek pepte. Cena kotfeni zacala klesat az po obdobi ktfizackych vyprav. V 15. stoleti bylo
poprvé do Evropy pfivezeno koteni z Nového svéta (nové koreni, vanilka) a o stoleti pozdéji
zaCalo namorni dovazeni skofice, hiebiCku, muskatového ofisku a dalSiho koreni z Indie.
[13]

Dnes hraje koreni nejvétsi roli v kulinaf'stvi k dochucovani pokrmti a stava se ¢im dal
dostupnéjsim. Obchod s nim je znacné decentralizovany, coz znamena lepsi dostupnost.
Navic s nastupem internetu stoupa poptavka a konzumace koreni ze zahranici i v béznych
domacnostech. Pravdépodobné nejvét§im tispéchem pro koteni v moderni dobé je prokazani
jeho prospésnosti pro lidské zdravi, coz potvrzuje domnénky starodavnych civilizaci. [13]

Evropsky dovoz koteni €ini asi ctvrtinu svétového importu koteni a bylinek (je skoro

dvojnasobny oproti USA). Témét 95 % importu kofeni do Evropy je uskutecriovano

14



zrozvojovych zemi. Cena kofeni v Evropé je oproti ostatnim regionim vysoka
(napt. oproti Asii dvojnasobna). Z pohledu rozvojovych zemi je Evropa lukrativni trh.
Vyjimkou jsou bylinky, které jsou produkovany ve velkém mnozstvi i v Evropé (Francie,
Ttalie a Recko). Nejvétsimi dovozci kofeni jsou Nizozemi, Némecko, Francie (pfedevsim
madagaskarska vanilka) a Spané&lsko (chilli). [14]

Je zfeymé, ze koteni se pres svou starodavnou historii dostalo do kazdodenniho zivota
lidi. Stoupajici popularitu kofeni u Evropant potvrzuji i rocni objemy konzumace kofeni
a bylinek, které v 21.stoleti rostou. [15; 16]

S decentralizaci trhu a nastupem dostupnosti stoupa Cetnost falSovani kofeni.
To nemusi nastat pouze piimo u zemédélce, ale mize k nému dojit v jakémkoliv kroku, ktery
leZi mezi plantazi a talifem konzumenta (napf. pii procesu mleti u riznych typa mletého
koteni, v procesu baleni, u prodejce...). [4] Pro odhaleni falSovani kofeni je nutné znat
slozeni kofeni a urcit, ve kterych méfitelnych parametrech se projevi falSovani.

Je zieymé, ze zabyvat se v§emi druhy kofeni by bylo zna¢né nad ramec rozsahu této
prace. Z tohoto divodu je nasledujici kapitola zaméfena na pept, kmin (fimsky), kurkumu,
Safran, susSenou papriku (chilli) a oregano. Vybér byl u¢inén na zakladé drivéjsich piipada
falSovani téchto koteni [12; 15] a na zaklad€é prvniho koordinovaného planu kontroly
autenticity bylinek a kofeni v ramci Evropské unie. V tomto Setfeni se 21 ¢leni EU
spolu se Svycarskem a Norskem zaméfilo pravé na fal§ovani zmin&nych Sesti druhd kofeni.
Byly zjistény nemalé podily fal§ovanych vzorkl, 6 % pro papriku, 11 % pro Safran
i kurkumu, 14 % pro fimsky kmin a 17 % pro pept. Vibec nejvyssi Cetnost byla zaznamenana

pro oregano, kde 48 % vzorku bylo falSovanych. [11]

2.2.2. Vybrané druhy kofeni a jejich falSovani
2.2.2.1 Pept

Cerny pept (Piper nigrum) pochazi z jizni Indie a je péstovan kvili svému plodu,
ktery je suSen, popi. nasledn€ mlet. [16] Pept se stal béznou soucasti Ceské kuchyné, proto
ma dlouhodobé své Cestné misto na stole kazdé domacnosti hned vedle soli. Palivost mu
propujcuje alkaloid piperin (Obr. 2), za jeho aroma jsou potom zodpoveédné esencialni oleje.
[16; 17] Esencialni olej z Cerného pepfe lze ziskat destilaci s vodni parou a jednad se
o slozitou smeés latek sestavajici predevS§im z monoterpenti, seskviterpenll a jejich
oxidovanych forem a dalsich latek rizného charakteru. Obsah jednotlivych sloucenin neni

pevné dany druhem pepfre, ale jejich obsah je zavisly na mistu ptivodu a rocnim obdobi sbéru.
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Variabilita sloZeni kofeni zpuisobena puvodem se projevuje u vice druhi kofeni
a mohlo by se tak jednat o uzite¢né voditko pii ovéfovani jejich ptvodu. [18; 19] Je vSak
dulezité podotknout, ze pii ov€fovani autenticity puvodu kofeni poskytuji mnohem
spolehlivéj§i vysledky metody zabyvajici se izotopovym slozenim jednotlivych kofeni
nez metody zalozené na stanoveni funkénich chemickych slozek. [19] K analyze autenticity
pavodu koreni je tfeba pristupovat velmi peclivé, obezietn€ a je dulezité mit k dispozici
vzorKy s garanci puvodu.

Zajimavosti je, ze zeleny a Cerny pepf jsou stejny plod, avSak pouze v rozdilném
stadiu oxidace. V disledku enzymatické oxidace se tvoii fenolické slouceniny, které jsou

zodpovédné za tmavnuti.

Obr. 2: Piperin

Zajimavym, avSak béznym adulterantem u pepie jsou seminka papaji. [20; 21]

2.2.2.2. Rimsky kmin

Rimsky kmin (Cuminum cyminum) pochazi z oblasti Blizkého vychodu a z Indie,
kterd je v souCasnosti jeho nejvétSim vyvozcem. NejCastéji se fimsky kmin prodava
v podobé celych semen, dale v mleté formé&, eventualné ve formé esencidlniho oleje. Je tieba
rozliSovat fimsky kmin (ang. cumin) a kmin (ang. caraway), nebot’ se i pfes vzhledovou
podobnost nejedna o plod stejné rostliny a kazda varianta ma zcela odlisSné aroma. [16]

Aroma fimského kminu je dano predevsim aldehydy a ketony, z nichz ma nejvétsi

zastoupeni kuminaldehyd (Obr. 3), ktery je zodpovédny 1 za hotkost.

H,C
CH,

Obr. 3: Kuminaldehyd
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V literatufe jsou zminky o falSovani fimského kminu riznymi typy ofecht
(napf. mandle ¢i arasidy) [22] a jejich skofapkami. [23] Pfimés ofechu do kofeni je extrémné
nebezpecnym hazardem, nebot se jedna o jeden zvibec nejvice frekventovanych

a zavaznych alergent. [24]

2.2.2.3. Kurkuma

Kurkuma (Curcuma longa) je pivodem z Indie a ta je v dnesni dobé i nejvétsim
vyvozcem tohoto koteni. Odtud pochazi jeji oznaceni indicky Safran. U kurkumy se vyuziva
oddenek (zasobni cast rostliny vznikajici ze stonku — podzemni stonek). Kurkuma
se dlouhodobé pouziva jako kofeni (predev§im mleta, samostatné nebo jako slozka kari
koreni), ale také jako soucast nabozenskych ritualt hinduistd ¢i jako barvivo, [16] kdy
nahrazuje synteticka barviva (napf. tartrazin). [25]

Hlavni aktivni slozkou je oranzovy kurkumin (Obr. 4). Za vini jsou zodpoveédné
predev§im ketony, seskviterpeny a alkoholy. Kurkumé jsou pfipisovany protizanétlivé,
protirakovinné a antibakterialni u€inky, proto nasla uplatnéni v tradini ¢inské medicing.
Soucasné studie naznacuji, ze by kurkumin mohl hrat velmi dilezitou roli ve spojeni
s nanomaterialy v 1é¢beé zanétlivych, rakovinnych a dalSich onemocnéni zpusobenych

oxidativnim stresem. [16; 26]

Obr. 4: Kurkumin

Pfipady z minulosti poukazuji na falSovani kurkumy pomoci rozdilnych druhd
kurkumy [27]. Nechvaln€ znamou pfimesi kurkumy byly v minulosti siln€¢ karcinogenni
azobarviva Sudan [-IV (Obr. 5). [28; 29] Obsah barviv je v potravinach striktné¢ monitorovan
a od roku 2005 je zakazan dovoz kurkumy a chilli do EU bez certifikatu, ze neobsahuji dana

barviva. [30] Dal§i moznou pifimési je rozemleta kiida. [31]
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Obr. 5: I) Sudan I II) Sudan II III) Sudan III IV) Sudan IV
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2.2.2.4. Safran

Safran (Crocus sativus) je nejdrazsi kofeni na svété. Cena se pohybuje okolo 10 eur
za gram. [32] Vysoka cena prameni z naro¢nosti sbéru. Kvéty Safranu musi byt sbirany ru¢né
brzy rano tésné po otevieni kvétu, kdy maji nejvétsi aroma, které by bylo ztraceno vlivem
slunecniho zafeni b&hem dne. Kofeni Safrdn navic tvofi pouze Ccervené pestiky
(Obr. 6). Na kazdém kvétu jsou pouze tii. Hlavnim producentem Safranu je dnes Iran. [33]

Senzoricky a biologicky aktivnimi komponentami Safranu jsou predevsim krocetin
(karotenoid s dvéma karboxylovymi skupinami) a safranal, jejichz struktury jsou na Obr. 7.
Jejich glykosidické formy se nazyvaji krocin (di-glykosyl ester krocetinu) a pikrokrocin
(glykosid safranalu). Krocetin je jako karotenoid zodpovédny za barvu, naopak safranal jako
zastupce monoterpentl je zodpovédny za aroma. Safranu jsou piipisovany pozitivni efekty
na problémy stravici soustavou, protirakovinné ucinky a zkoumd se mozné vyuziti

pii 1éCeni/zmirnéni depresi. [34]
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pestiky

Obr. 6: Kvét Safranu — pfevzato a upraveno z cit. [35]

) O]
CH4 CHy @) 1 H,C CH,

o) CH, CH, CH,

Obr. 7: I) krocetin II) safranal

V soucasnosti je Safran pouzivan piedevS§im jako kotfeni, ale dlouhodobé je
vyhledavan i kvili barveni. Po vyluhovani poskytuje zlatavé Zlutou barvu, proto se Safranu
nékdy fika zlaté koteni vzhledem k jeho vysoké cené€ a barvé. Prave vysoka cena Safranu ho
déla atraktivnim pro falSovani. [34; 33] U Safranu bylo zaznamenano falSovani pomoci
jinych casti rostliny (pfimichavani zlutych tycinek k Cervenym pestikiim) ¢i pomoci uplné

jiné rostliny (napf. kurkuma, svétlice barvitska ¢i gardénie jasminovita). [36; 37; 38]

2.2.2.5. SuSena paprika (chilli)

Susena paprika, resp. chilli je kofeni ptipravené zjakéhokoliv druhu papriky seté
(Capsicum annuum). Tradi¢né chilli oznaCuje palivy druh papriky. Hlavnimi producenty
v Evropé jsou Mad'arsko, Spanélsko, dale blizké Turecko, ve svété je to pak Indie.

Nejvyznamnéj§imi chemickymi skupinami v chilli jsou karotenoidy (davaji mu

Cervenou barvu — predev§im kapsantin a kapsorubin) a kapsaicinoidy (zptusobuji palivost).
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Karotenoidy jsou stabilni v Cerstvém plodu, avSak v procesu suSeni a mleti dochazi
k oranzovéni vlivem oxidace. [16]

K falSovani byla zneuzivana barviva Sudan [39] nebo pifiddvana paprika jiného
puvodu, nez kterou uvadi prodejce. [40] Znamé je také falSovani pomoci slupek z rajcat

a nadrcené cihly. [12]

2.2.2.6. Oregano

Oregano (Origanum vulgare) nebo také dobromysl obecna je lidem znamo nékolik
stoleti. Pavodné pochazi ze Stredomori, odkud se postupné rozsifilo do celého svéta.
Hlavnimi chemickymi komponentami dodavajicimi aroma jsou thymol a karvakrol (Obr. 8).

Stejné jako u ostatnich kofeni 1 u oregana a jeho esencialniho oleje jsou Casto
zkoumany vlivy na lidské zdravi, pfedevS§im antibakteridlni uc€inky. Samotny thymol

se pouziva v parfémech a mydlech. [41]

OH

OH
H,C” CH, HyC” CH,

Obr. 8: I) Thymol II) Karvakrol

FalSovéani oregana je rozsahlé. V minulosti se autofi zabyvali falSovanim listy
olivovniku. [11; 42; 43] Zjistény podil falSovanych vzorkt (48 %) byl velmi vysoky. [11]
Bylo by mozné polemizovat, zda se skute¢né€ jedna o falSovani ¢i o nedostate¢nou separaci
ve vyrobnim procesu. Pii ovéfovani autenticity kofeni je tfeba postupovat obezietné
a komplexnég, brat v potaz vyrobni proces a mozné ptrimesi, které se jeho vlivem mohou
v kotfeni vyskytnout. Pokud se totiz nejednd o zamémé piidavani primési, nejedna

se z pravniho hlediska o falSovani. [3]
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2.3. Analytické metody pouzivané pri kontrole koreni

Zpusobu falSovani kofeni je mnoho. V nékterych pripadech se jedna o latky
& materialy, pomoci kterych pachatelé falsuji pouze jeden druh kofeni. Casto vak je urdita
pfimes zneuzivana napfi¢ rozdilnymi druhy kotfeni (barviva Sudan I-IV). Tato kapitola
se zabyvad metodami pouzivanymi pro odhaleni falSovani kofeni, jejich vyhodami
a nevyhodami. Upfednostiiovany budou metody dovolujici rychle a spolehlivé odhalit vice
pfimési v jednom vzorku, a to bez zdlouhavé Gpravy vzorku a s minimalni interferenci
matrice kofeni.

P1i kontrole falSovani se uplatfiuji dva hlavni pfistupy. Prvni se orientuje na testovani
nepiitomnosti urcité¢ konkrétni pfimeési. Hlavni nevyhodou je, Ze nezachyti neznamé ¢i nové
ptimési, vyhodou je naopak schopnost detekovat sledované ptfimesi pii relativné nizkych
koncentracich. Druhym pfistupem je sledovani urcité ingredience, ktera ma byt pfitomna
v deklarovaném mnozstvi. [5]

Norma upravujici metody kontroly koteni v Ceské republice je CSN 58 0110.
Kontrolu Safranu upravuje norma ISO 3632. Prvni ¢ast normy zavadi systém déleni Safranu
do ctyf kategorii napt. na zakladé vysledkli ze stanoveni kysele rozpustného popelu,
stanoveni hotkosti (absorbance pikrokrocinu pfi 257 nm), absorbance safranalu pii 330 nm,
barvici sila (absorbance krocinu pii 440 nm). [44] V druhé casti normy jsou zminény
metody, mezi kterymi jsou uvedeny také vizudlni inspekce a mikroskopické vySetfeni
vzorku, [45] avSak takova analyza muze byt zdlouhava a vyzaduje zna¢nou zkuSenost
analytika. Z tohoto divodu je tfeba intenzivni vyzkum pro nalezeni efektivnich metod,

které by nebyly tak zavislé na zkusenostech pracovnika. [15]

2.3.1. Metody zalozené na analyze DNA

Analyza DNA predstavuje rychlou, efektivni metodu pro detekci biologickych
pifimési v kofeni. Zakladni je metoda RAPD-PCR (Random amplified polymorfic
DNA — polymerase chain reaction), ktera je levna a umoziiuje rozlisit biologické druhy mezi
sebou. Jeji nevyhodou je vSak Spatna reprodukovatelnost. VylepSenim je metoda SCAR-
PCR (Sequence characterized amplified region — polymerase chain reaction), ktera replikuje
pouze urcité useky DNA (SCAR markery). Jeji vyhodou je lepsi reprodukovatelnost
a selektivita. [15]

Pti detekci rostlinnych ptimési Safranu se autorim podafilo odhalit sedm rGznych
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slozek v kontrolnich vzorcich (napt. kurkuma, mésicek 1ékatsky ¢i svétlice barvirska),
a to pfi obsahu od 1 % (m/m) vysSe. [46] V roce 2011 byly detekovany listy olivovniku
v oreganu pomoci SCAR-PCR, a to i pfi obsahu pod 1 %. Hlavnim omezenim metody je
nutnost extrakce DNA ze suSeného materialu, a pfedevsim vliv rusivych slozek pfitomnych
v matrici (polysacharidy a sekundarni metabolity — napt. polyfenoly), které se spolusrazi
s DNA, ¢imz klesa dostupnost DNA pro enzymové reakce. [42] K. Dhanya a kol. se zabyvali
falSovanim chilli pomoci Cervené tepy [47] a falSovanim kurkumy odliSnymi druhy
kurkumy. [27]

Dalsi metodou je vyuziti ,,¢arového kodu“ DNA (DNA barcoding), ktera je zalozena
na sledovani kratkého charakteristického tiseku DNA v porovnani se zndimymi useky DNA
jednotlivych druhti v knihovné (obdoba ¢arovych koda u zbozi v obchode). [48] Metoda
odhalila fal3ovani $afranu v Ciné u kazdého tietiho vzorku. [49]

Zminéné metody analyzy DNA umoziuji pouze kvalitativni analyzu, kvantitativni
analyza vétSinou poskytuje vysledky s vysokou nejistotou méteni. Dalsi nevyhodou je nutna

extrakce a ovlivnéni vysledku Cistotou extrahované DNA. [15]

2.3.2. Spektrometrické metody zalozené na interakci latky s elektromagnetickym zafenim

Spektrometrické metody spolu s chemometrii pfedstavuji vhodné feSeni pro rychly
a nedestruktivni screening falSovani kofeni. Pouziva se infracervena spektrometrie
s Fourierovou transformaci (FTIR), infradervena spektrometrie v blizké IR oblasti
(FT-NIR), Ramanova spektrometrie [50] a nuklearni magneticka rezonance (NMR). [36]

V minulosti byly publikovany prace zabyvajici se falSovanim suSeného Cesneku,
cibule a zazvoru pomoci kukufi€ného Skrobu. Techniky FTIR, NIR a Ramanova
spektrometrie spolu s chemometrii uspés$né detekovaly az 35 % Skrobu. [51; 52] FTIR
a Ramanova spektrometrie poskytuji vice informaci o struktufe latek nez FT-NIR, u niz
spektra obsahuji pouze pasy vyssich harmonickych frekvenci a kombinaéni pasy. Vyhodou
NIR je prunik zafeni do vétSi hloubky vzorku. Ramanova spektrometrie je vhodnéjsi
pro vzorky s vy§sim obsahem vlhkosti (nerusi signal vody) a umoziuje méfit bez poruseni
nékterych obala. [15; 53]

'"H - NMR ve spojeni s chemometrickymi metodami se ukazala i¢inna pfi ovéfovani
autenticity napf. Safranu. Ziskané vysledky byly reprodukovatelné, avSak hlavni nevyhodou

byla zdlouhavéjsi ptiprava vzorku. Autorim se podafilo odlisit pét skupin vzorka (Obr. 9)
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(Cisty Safran a Safran s 20 % (m/m) pfimési — tyCinky Safranu, kurkuma, gardénie jasminovita
a svétlice barvifska), tzn. nejen detekovat falSované vzorky, ale zjistit i zpusob

falSovani. [36]
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Obr. 9: OPLS-DA grafy pro vzorky zkoumané pomoci 'H-NMR (nahote rozdéleni
na falSovany a Cisty Safran, dole odliseni dle zpusobu fal§ovani) — pfevzato a upraveno

z cit. [36]

Dalsi spektralni technika UV-VIS spektrometrie se v oblasti detekce falSovani kofeni
vyuziva omezené z divodu nizké selektivity (absorpcni pasy neposkytuji dostatek informaci
o struktufe latek). Pfesto UV-VIS spektrometrie ve spojeni s linearni diskrimina¢ni analyzou
(LDA) umoznila odlisit Safran z rozdilnych geografickych lokalit. Chybovost analyzy byla
okolo 15 %. [18] Rozdéleni vzorkt v 3D prostoru je na Obr. 10.
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Obr. 10: Pivod vzorki a jejich rozdéleni v 3D prostoru pomoci tii diskriminacnich funkci

(vzorky CS pochazi z italskych supermarketll) — pfevzato a upraveno z cit. [18]

Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV-VIS detekci a PCA byly
vyuzity k detekci barviv Sudan I-IV v suSené paprice, kurkumé a kari. FalSované vzorky
se odlisily od nefalSovanych, av§ak nebylo mozné rozpoznat barvivo pouzité k falSovani.
Vyuziti statistické metody PLS-DA jiz umoznilo rozd¢lit jednotlivé skupiny od sebe s téméet
100% spravnosti. [28]

Spektrometrické metody jsou vyhodné pro orientacni, rychlou a relativné levnou
analyzu. V nékterych ptfipadech je vSak vysledky nutné potvrdit, popi. blize specifikovat

dalsi technikou s vétsi citlivosti, typicky hmotnostni spektrometrii. [15; 53]

2.3.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie predstavuje ,,zlaty standard” pfi odhalovani falSovani
potravin. Typické je spojeni splynovou chromatografii (GC-MS), kapalinovou
chromatografii (LC-MS) a indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). Dle zvolené techniky
umoziiuje analyzu molekul, prvkd, ale také sledovani izotopovych pomért. K jejim hlavnim
prednostem patii predevsim vysoka selektivita, citlivost méfeni a v dasledku velmi nizké
meze detekce. Casto se pouziva jako potvrzujici metoda. Hlavnimi nevyhodami jsou vysoka
cena pristroje, provozni naklady a obtizna, ve vét§iné pripadech nemozna,
miniaturizace. [15]

Spojenim kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie byly detekovany
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markery listd olivovniku, které se pouzivaji k falSovani Salvéje a oregana. Podafilo
se detekovat oleuropein (Obr. 11) jako marker olivovych listki v oreganu a Salvéji, vyvinout
metodu na kvalitativni analyzu olivovych listkii. Autofi vyhodnocovali ptimés olivovych
listkti na zaklad€ pritomnosti ¢i nepfitomnosti signalu deprotonované molekuly oleuropeinu,
nevyuzivali chemometrické metody. Kvantitativni analyza podle nich nebyla mozna

vzhledem k proménlivému obsahu oleuropeinu v listech. [54]

OH
OH

Obr. 11: Struktura oleuropeinu (marker olivovych listki)

Na zminénou praci navazali C. Black, I. P. Chevallier a kol., ktefi provedli
dvoustupriové studium fal§ovani oregana listy olivovniku, myrty, Skumpy, cistu a lisky. Data
ziskana s vyuzitim elektrospreje (ESI) a kvadrupdlu v kombinaci s analyzatorem doby letu
(QqToF) byla zpracovana chemometrickymi metodami — PCA a ortogonalni diskriminacni
analyzou nejmensich Ctverci (OPLS-DA). Pfi testovani realnych vzorkd zakoupenych
z internetu, Irska a Spojeného kralovstvi byl podil falSovanych produktd 24 %.
Pomoci FTIR se podatilo rozdélit vzorky do Sesti skupin, u dat z LC-MS byla situace horsi,
protoze jednotlivé skupiny se CasteCné prekryvaly (Obr. 12). Piekryv nastaval u falSovanych
vzorkt, odliSeni Cistého oregana od falSovaného bylo uspésné. Popsano bylo nékolik

biomarkert charakterizujicich jednotlivé skupiny. [55]

25



A PCAPLOT . B PCA PLOT Negative mode :
= Cist ) = cist
= liska K = Kaki
? = myrta
. ) Byia 4 - olivovnik
L an “ 2 a® L olivovnikg | po ool a1 0regano
e ol mix
3 = oregano | = = oregano
- 5 onites
] o = Skumpa “ oregano
1 “1 vulagare
7 1 1 o & o 1 1 = " . hoad » o o :' ot L ékumpa
OPLS-DA PLOT = Cist OPLS-DA PLOT Negative mode
= cist
y = liska o | = liska
= 5 » ,. = myrta
° - my a - -,
" st i - olivovnik
P Qo . 4 ‘olivovniki | [ "q | 4@ . = oregano
- - oregano !, C )
; B o = oregano
= skumpa -« 8 onites
% - . oregano
= vulgare
H s \ 6 e : s - - o e - " §»kumpa

anfi) - o aznefl) - 0.38 Cligses morelling's 12 (30

Obr. 12: PCA (nahote) a OPLS-DA (dole) grafy pro analyzu pomoci FTIR (sloupec A)
a LC-MS (sloupec B) — ptfevzato a upraveno z cit. [55]

To umoznilo dalsi vyvoj detekce falSovani pomoci hmotnostni spektrometrie (MS).
Podafilo se formulovat semikvantitativni modely nejen pro detekci, ale také stanoveni
mnozstvi pfimési v oreganu. Hlavni vyhodou byl kratky Cas analyzy, ktery €inil 30 minut
i spfipravou vzorku, vysoka selektivita, preciznost a nizké meze detekce
a stanovitelnosti. Zavislosti stanoveného mnozstvi pfimési a skute¢ného mnozstvi
vykazovali vysoké koeficienty determinace (R? > 0,988). Necilenou analyzou pomoci
hmotnostni spektrometrie s vysokou rozliSovaci schopnosti autofi odhalili 1 dalsi pfimési
(majoranku a saturejku) v zakoupenych vzorcich. Studie vyzdvihuje nutnost necilené
analyzy, protoze pachatelé jsou schopni ménit své praktiky, pfi¢emz nové postupy falSovani
nemusi byt cilenou analyzou zjistitelné. [43]

J. Rubert a kol. pouzili kapalinovou chromatografii spolu s tandemovou hmotnostni
spektrometrii pro ovéfeni autenticity puvodu Safranu. Jako iontové zdroje pouzili ESI
a chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI). Podafilo se jim odliSit Safran
vypéstovany a zabaleny ve Spanélsku s chranénym oznadenim ptvodu od §afranu
neznamého ptvodu pouze zabaleného ve Spanélsku. Vyuzity byly chemometrické metody
PCA a OPLS-DA. Markerem byly glycerolfosfolipidy a jejich oxidované formy. [56]

Metoda GC-MS detekovala listy olivovniku v oreganu s detekénim limitem 1 %.
Provedeni analyzy sice bylo jednoduché a reprodukovatelné, ale nevyhodou byla analyza

pouze tékavych olejiu. Chromatograficka separace trvala 50 minut, protoze jako markery
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autofi vyuzili latky eluujici okolo 37. a 44. minuty. Tyto latky nebyly identifikovany, ale
autorfi jim pfipisovali bifenolicky charakter. [57]

S vyuzitim ICP-MS se podaftilo zjistit, ze paprika pochazejici z regionu Szegedi
se vyznacuje charakteristickym izotopovym zastoupenim pro stroncium, coz dovoluje

odhalit falsifikaty vydavajici se za koteni z tohoto regionu. [40]
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2.4. Role iontové mobility pri analyze koreni
2.4.1. Tontova mobilita ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Iontova mobilita (IMS) je znama jiz pres 40 let, dfive se ji vSak fikalo plasmova
chromatografie. Dnes se samotné iontova mobilita uplatiiuje napf. na letistich pfi kontrole
vybus$nin nebo ve farmaceutické analyze. Metoda je zalozena na déleni iontd v elektrickém
poli za pfitomnosti driftového plynu.

Spojeni iontové mobility s hmotnostni spektrometrii (IMS-MS) pfineslo nové
moznosti pro analyzu Sirokého spektra vzork. Dnes se uplatiuje napt. v biomedicinském
vyzkumu pii hledani markerti n€kterych onemocnéni (Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba...). Tontova mobilita je schopna odli§it rozdilné ionizované formy téze latky lisici
se naptiklad polohou protonu. Takovéhoto déleni neni samotnd hmotnostni spektrometrie
schopna. [58]

Nase laboratot ma k dispozici pfistroj Select Series Cyclic IMS, ktery je vybaven
cyklickou mobilitni celou. Vyhodou takového uspofadani je moznost dosazeni vétsi
rozliSovaci schopnosti (R). Ta je pfimo uméma délce drahy iontu, kterou v cyklickém
usporadani lze opakovanym ob&hem cyklu prodluzovat, pficemz R je imérna vn, kde n je
pocet prichodt iontu mobilitni celou. Zlepsujici se rozliSeni bylo prokazano meéfenim dvou
izomernich pentapeptidi s reverzni sekvenci a m/z 491,2 (Obr. 13). Izolace iontovou
mobilitou separovanych iontd a opétovny prachod zvoleného iontu celou se oznacuje
jako IMS".. Vysledkem je méfeni s lepsi rozliSovaci schopnosti, lepsi separace iontu, a tedy
lepsi selektivita méfeni. Dale je R pfimo umérné vlozenému napéti (intenzité elektrického

pole E) a naboji iontu (Q). Nepiimo umeérné je R teploté driftového plynu. [59]
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Obr. 13: Studium rozliSeni dvou pentapeptidi s reverzni sekvenci — prevzato z cit. [59]

Schéma pristroje je na Obr. 14 A. Jako iontovy zdroj pfistroj vyuziva elektrosprej
(ESD). Ionty ze zdroje jsou vedeny pres optiku do kvadrupoélu, ktery umoziiuje prvni selekci
iontl. Nasleduje usek oznaCeny trap, ktery umoziuje fragmentaci iontd pied vstupem
do mobilitni cely (cela je na Obr. 14 B a fez celou na Obr. 14 D). Ta je tvotfena 608 cIM
elektrodami ohranicenymi deskami plosnych spoji (PCB), které zajistuji pozadovanou
geometrickou strukturu a pfivod napéti. Pied a za mobilitni celou jsou v pfistroji umistény
prostory pro zachyceni iontl pred jejich davkovanim do cely, popf. po jejich vypuzenim
z cely. Vypuzeni iontd pred mobilitni celu umoziuje jejich izolaci a experimenty IMS".
Za mobilitni celou je umisténa ¢ast oznacena transfer, kterd slouzi jako druhé kolizni cela
pfistroje. Lze v ni provadét fragmentaci po separaci iontd iontovou mobilitou. Pro presné
urcovani hodnot m/z je ptistroj vybaven analyzatorem doby lety (ToF) s vysokou rozliSovaci
schopnosti az kolem 100 000. [59]

Pfistroj pracuje na principu putyjici viny (TWIM), kdy ionty pfi pruchodu viny
pristrojem ,,surfuji“ na jeji predni Casti, nez jsou vinou predstizeny. lonty s niz§i mobilitou

k prichodu mobilitni celou potiebuji vEtsi pocet vin, a tudiz putuji piistrojem pomaleji. [59]
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Obr.14: A — schéma pfistroje Select Series Cyclic IMS, B — tvar a schématicky popis

mobilitni cely s elektrodami, D — schéma mobilitni cely na fezu — prevzato z cit [59]

Dal§im plusem pfistroje je moznost hmotnostniho zobrazovani pti vyuziti desorp¢ni
ionizace elektrosprejem (DESI), coz umoziuje sledovat rozlozeni sledovaného analytu

ve vzorku. [60]

2.4.2. Soucasné poznatky o iontové mobilité pii kontrole falSovani potravin

Iontovda mobilita naSla rozsahlé vyuziti ve forenznich védach. Aplikace
v potravinafstvi je zatim stale v pocatcich, coz se tyka rovnéz spojeni iontové mobility
s hmotnostni spektrometrii (IMS-MS). IMS-MS se vyuziva pifedevSim pii omickych
pfistupech (napf. proteomika, metabolomika, lipidomika...). Pfi kontrole potravin naslo
uplatnéni pii stanoveni pfedem znamych chemickych individui (cilena analyza) i pti analyze
neznamych molekul (necilena analyza). [61]

Vzhledem ke zlepSovani rozliSovaci schopnosti a zjednoduseni hmotnostnich spekter
1ze oCekavat rychly nartst aplikaci IMS. Soucasné aplikace IMS v analyze potravin se déli
na tfi hlavni oblasti. Prvni vyuziva samotné IMS, aplikace jsou omezeny na analyzy, kde
nevadi nizka rozliSovaci schopnost. Druhou oblasti je spojeni IMS s chromatografickymi

technikami, kde slouzi jako detektor. Tteti oblast zahrnuje pfedfazeni kapalinové (LC)
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¢i plynové chromatografie (GC) a pfifazeni hmotnostniho spektrometru za iontovou
mobilitu. Vznika tak spojeni LC-IMS-MS a GC-IMS-MS, kde iontova mobilita
napft. zlepSuje selektivitu méfeni, odstup signalu od Sumu nebo poskytuje dalsi kvalitativni
charakteristiku latek, kterou je srazkovy prufez (collision cross section, CCS).
CCS charakterizuje pravdépodobnost srazky (interakce) iontu s driftovym plynem a souvisi
s tvarem a velikosti molekuly. [61] Schéma usporadani GC-IMS-MS je na Obr. 15.

Pfi ovéfovani autenticity potravin byly vyvijeny pfedevSim metody zalozené
na detekci tékavych a semitékavych slouc¢enin obvykle vyuzivajici spojeni GC-IMS. Jednalo
se naptiklad o kontrolu autenticity olivovych oleju. Podaftilo se odlisit tfi kategorie olivovych

oleji pomoci IMS s UV ionizaci a GC-IMS. Celkovy Cas analyzy byl 18 resp. 15 minut. [62]
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Obr. 15: Schéma multidimenzionalniho spojeni GC-IMS-MS - ptevzato z cit. [63]

Dale bylo spojeni GC-IMS vyuzito k oveéfovani pravosti iberské Sunky pomoci
headspace analyzy. Autofi srovnavali cilenou a necilenou analyzu. Podafilo se odlisit vzorky
autentické Sunky pochazejici z prasat ve volném vybéhu krmenych zaludy a travou a Sunky
z prasat krmenych koncentrovanym krmivem. Cilena analyza pomoci nékolika markera
rozdélila validacni vzorky se 100% spravnosti, necilena analyza zatadila jeden vzorek
chybng, ve vysledku rozdélila vzorky s 90% spravnosti. [64]

Dalsim prikladem aplikace GC-IMS je kontrola botanického pivodu medu, kde se
autofi snazili nahradit pomalé 'H-NMR profilovani vyuzivané pro tento ucel. [65]

Pro kontrolu falSovani potravin bylo vyuzito spojeni GC-IMS s chemometrii

napf. v ptipadé medu, [66] sezamového oleje [67] a Inéného oleje. [68]
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Spojeni LC-IMS-MS bylo aplikovano pro ovérovani ¢ervenych vin z Makedonie.
Pro charakterizaci jednotlivych druhti vin slouzily reten¢ni Casy, presné hmotnosti a CCS,
jako dalsi identifika¢ni charakteristika. Po zpracovani dat metodou PCA se podarilo odlisit
jednotlivé druhy vina. [69]

Nejveétsi Sast praci je zaméfena na falSovani olivového oleje. Sirsi uplatnéni iontové
mobility, at uz samotné nebo ve spojeni s jinymi technikami, pfi kontrole falSovani potravin

jesté stale Ceka na vyvoj vhodnych metod a postupt. [61; 63]

2.4.3. Vyuziti iontové mobility pro kontrolu falSovani koteni

Vyuziti IMS v kontrole falSovani kofeni je zatim v pocatcich, kdy této problematice
byly doposud vénovany tfi clanky.

Prvni publikovany v roce 2022 je zaméfen na detekci biopfimési v Safranu (SA).
Konkrétné se jedna o pét pfimeési — okvétni listky kalenduly (CAL), okvétni listky svétlice
barvitské (SAF), Skumpu (SUM), tyCinky Safranu (STT) a nakonec kurkumu (CUR). Pouzity
pristroj byl IMS-CDI-300, TOF Tech Pars Co., Ltd, Isfahan, Iran. Po ionizaci koronovym
vybojem (CDI) probihalo méfeni iontovou mobilitou v pozitivnim modu.
Podaftilo se detekovat falSovany Safran a sestavit kalibracni model pro mnozstvi pfimési
v rozsahu 0 % az 50 %. Autofi pouzili chemometrické metody analyzy hlavnich komponent
(PCA) a hierarchické klastrové analyzy (HCA) pro kvalitativni analyzu (Obr. 16)
a chemometrickou metodu PLSR v pifipadé kvantitativni analyzy (Obr. 17). Odliseni
falSovaného Safranu a Cistého Safranu bylo uspésné pomoci PCA 1 HCA. Problém nastal
pfi rozliSeni falSovani svétlici barvitskou (SAF), kalendulou (CAL) a Skumpou (SUM), a to
v PCA iv HCA.
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Obr. 16: Vysledky chemometrickych metod PCA (A) a HCA (B) — prevzato z
cit. [38]

Hlavni vyhodou, jiz autofi vyzdvihuji, byla rychla separace (v ramci milisekund), celkova
doba méfeni v ramci sekund, kratka a jednoducha extrakce (okolo 40 minut). Autofi zjistili,
ze stanoveni kurkumy v Safranu pomoci IMS bude problematické, nebot’ pro tuto pfimes
metoda poskytovala nejhorsi koeficient determinace pro zavislost mnozstvi stanovené

vyvinutou metodou a realného mnozstvi pfimeési (graf viz Obr. 17). [38]
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Obr. 17: Graf z&vislosti naméfeného mnozstvi pifimesi a skute€ného mnozstvi (A-SAF,

B-SST, C-CAL, D-SUM, E-CUR) - prevzato z cit. [38]
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Vroce 2023 stejni autoii publikovali €lanek zaméfeny na detekci syntetickych
potravinaiskych barviv v Safranu (jednalo se o barviva — tartrazin, zlut SY, koSenilova
Gervell A, erythrosin). Usp&$né se povedlo odlisit falSovany $afran od &istého a stanovit
mnozstvi pfimési pomoci iontové mobility spolu schemometrickymi metodami
(PCA, HCA a PLSR). [70] Vysledky PCA a HCA jsou na Obr. 18. Je zfejmé, Ze rozpoznani

pfidaného barviva bylo problematické a autorim se nepodafilo jednotlivé skupiny oddélit.
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Obr. 18: Graty chemometrickych metod PCA (A) a HCA (B)

Nejnovéjsi vyzkum z roku 2024 zkouma moznosti spojeni headspace analyzy s GC-
IMS (HS-GC-IMS) pro detekci olivovych listkti v oreganu. Autofi zvolili necilenou analyzu
tékavych organickych sloucenin (VOC), kdy identifikovali celkem 30 VOCs
(napt. oleuropein, karvakrol, thymol, linalool a dalsi), z nichz 24 spliiovalo podminky
pro stanoveni pomoci kalibracnich zavislosti. Separace plynovou chromatografii s teplotnim
gradientem trvala 20 min. Iontové mobilitni separace byla provadéna v dusiku
jako driftovém plynu, v pozitivnim médu pfi teploté 90 °C a konstantnim napéti 500 Vem™.
K zpracovani dat byly vyuzity chemometrické piistupy, OPLS-DA pro detekci fal§ovanych
vzorki a metoda PLS pro stanoveni procenta piimési olivovych listkii. Z celkem 15
komerc¢né zakoupenych vzorkl dva byly falSovany s ptimeési 31 a 43 %. [71]

Z uvedeného je ziejmé, ze potencial IMS doposud nebyl pii zkouméani falSovani
kofeni pln€ vyuzit. IMS zejména ve spojeni s MS se muze stat komplementarni metodou,
ktera miize nabidnout rychlé analyzy a Siroké uplatnéni pro nejriizngjsi typy kofeni.

Vzhledem k tomu, ze iontova mobilita s hmotnostni spektrometrii doposud nebyla

vyuzita pii kontrole falSovani kofeni, vyzkum zaméteny na problematiku detekce kurkumy
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v Safranu a olivovych listkii v oreganu popsany v této praci muze naznait moznosti

IMS-MS a pfispét k zajmu o jeji vyuziti ve studované oblasti.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pristroje a pomucky

Experimenty byly provadény na pfistroji Select Series Cyclic IMS (Waters,
Wilmslow, UK) spojujici Q-ToF s cyklickou iontovou mobilitou. Analyty byly ionizovany
elektrosprejem (ESI) v negativnim, popf. pozitivnim modu. Ziedéné a filtrované roztoky
vzorkt a standardi byly do pfistroje zavadény pfimou infuzi s pratokem 5 ul/min.
Rozdrcené koteni bylo navazovano na vahach Mettler Toledo XSE205 Dual Range
(Mettler-Toledo, Praha, Ceské republika). Pii extrakci byla vyuzita ultrazvukova lazen
S40H Elmasonic (Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Némecko). Centrifugace probihala
v pristroji Hettich Mikro 120. Veskeré odmeéfovani objemd bylo realizovano pomoci

automatickych pipet.

3.2. Vzorky a pouzité chemikalie

Vzorky koteni byly zakoupeny z internetovych obchodi nebo mistnich obchodi.
Safran byl objednan ve formé susenych pestiki. Kurkuma byla objednana v mleté formé.
Oregano a olivové listky byly dodany v nadrcené formé. Po otevieni baleni byly vzorky
uchovéavany v suchu a mimo svit slune¢niho zareni ¢i laboratorniho osvétleni.

Veskera voda v experimentech byla LC-MS kvality, methanol OPTIMA LC-MS
kvality, = 99,9 %, kyselina mraven¢i OPTIMA LC-MS kvality, 99,0 + %, vSe od firmy
Fisher Chemical (Pardubice, Ceska republika). Kyselina octova méla &istotu > 99 % a byla
zakoupena u firmy Sigma Aldrich (Praha, Cesk4d republika). Standard kurkuminu,
demethoxykurkuminu a bisdemethoxykurkuminu byl zakoupen od firmy Thermo Scientific
(Pardubice, Ceska republika), jednalo se o smé&s viech tii latek s &istotou > 98 %. Dusiénan
sodny byl kvality p.a od firmy PENTA (Ing. P. Svec, Ceska republika). Chlorid lithny mél
Gistotu = 99,0 % a byl od firmy BioXtra, Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika).

3.3. Pracovni postup
3.3.1. Priprava roztoku pro testovani extrak¢nich Cinidel

Jednotlivé druhy koteni byly vzdy zvlast drceny na jemny prasek pomoci tfeci misky
s tlouckem. Ziskany prasek byl navazovan do 2 ml zkumavek typu Eppendorf. K navazce

byl pfidan 1 ml extrakéniho cinidla, extrakce probihala v ultrazvukové lazni a nasledné
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probéhla centrifugace. Po centrifugaci byl extrakt zfedén a zfiltrovan (dalsi informace
k extrakénim postuptim jsou uvedeny na Obr. 19 a Obr. 20).

Testovany byly dva extrakcni postupy pro obé dvojice kotfeni — pfimes. Publikované
postupy [55; 72; 38; 73] byly modifikovany, pfi¢emz objem extrak¢nich Cinidel byl upraven
na 1 ml, aby bylo mozné extrakci provadén ve 2 ml zkumavkach typu Eppendorf, které l1ze
ptimo centrifugovat. Dale bylo upraveno navazované mnozstvi (2 mg pro kurkumu a Safran,
10 mg pro olivovnik a oregano), aby bylo mozné srovnat u€innost dvou extrakénich ¢inidel
mezi sebou. Pfipraven byl rovnéz roztok standardu kurkuminu, demethoxykurkuminu
a bisdemethoxykurkuminu (smés) o koncentraci 1 pg/ml v CH;0H/H20O (50:50, v/v).

Ptipravené vzorky byly zméteny pomoci IMS-MS v negativnim modu.

Safran a Kurkuma

Rostlinny material rozdrcen
v tfeci misce s tlouckem na
jemny homogenni prasek

2S¢

Odvazeno 2 mg (20 mg)
prasku koieni do 2 ml

Q zkumavky Eppendorf g
Pfidano 1 ml CH;OH a Piidano 1 ml 50 % (v/v)
ultrazvukova lazen po CH;0H s 0,1 % HCOOH a
dobu 20 minut a pfi ultrazvukova lazefi po dobu
a teploté 25 °C 30 minut a pfi teploté 25 °C |
5
Centrifugovano pri Centrifugovano pfi
4266 g po dobu 855 g po dobu
15 minut 5 minut
o

S 12

Supernatant odebran, ziedén|
1000-krat
(CH,0OH /H,0, 50:50 (viv)) a
filtrovano (PTFE, 0,2 pm)

Obr. 19: Schéma pripravy pro Safran a kurkumu [38; 73]
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Pridano 1 ml CH;OH s
0,1 % HCOOH. Ultrazvukova
lazen po dobu 10 minut a pfi

teploté 25 °C

12 &

'

Centrifugovano pri
95,03 g po dobu
10 minut

Oregano a Olivovanik

Rostlinny material v
treci misce rozdrcen na
jemny prasgek

\%

QOdvazeno 10 mg (20 mg)
prasku kofeni do 2 ml

Pfidano 1 ml CH;OH/H,0
(50/50, viv). Ultrazvukova
lazen po dobu 15 minut a pfi
teploté 25 °C

2%

Centrifugovano pfi
7697 g po dobu

& 10 minut

Supernatant odebran,
ziredén 1000-krat
(CH;0OHIH,0, 50:50 (viv)) a
filtrova PTFE, 0,2 ym

Obr. 20: Schéma pripravy pro oregano a olivovnik [55; 72]
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3.3.2. Priprava pracovnich roztokul pro testovani ionizace kurkuminu v pozitivnim modu

Byl pfipraven standardni roztok smési standardi kurkuminu, demethoxykurkuminu
a bisdemethoxykurkuminu o celkové koncentraci 1 mg/ml v CH3OH. Z tohoto roztoku byly
postupné pripravovany jednotlivé pracovni roztoky vzdy o koncentraci 1 ug/ml. Zakladni
pracovni roztok mél slozeni CH3OH/H20 (50/50, v/v); poté byl testovan pridavek kyseliny
mravenci, slozeni roztoku bylo CH3OH/H2O/HCOOH (50/49/1, v/v). Nasledné byl testovan
ptidavek Li* a Na* ionti — jejich konecna koncentrace v pracovnim roztoku CH3OH/H>O
(50/50, v/v) byla 0,1 mmol/l. V neposledni fadé byl testovan vliv kyseliny octové, kdy roztok
zavadény do iontového zdroje byl CH3OH/H>O/CH3COOH (50/49/1, v/v), a vliv kyseliny
octové spolu smraventi (CH3:0H/H,O/CH;COOH/HCOOH (500/490/9/1, v/v)).
Pro ovéfeni ucinnosti ionizace kurkuminu extrahovaného z kurkumy bylo navazeno zvlast
2 mg kurkumy a poté 1,6 mg Safranu s 0,4 mg kurkumy do 2 ml vialek typu Eppendorf
(simulace falSovani na urovni 20 %). Tato mnozstvi rostlinného materialu byla extrahovana
a nasledné fedéna 1000-krat do finalnich pracovnich roztokl. S uvedenymi pracovnimi
roztoky byly provadény experimenty za ucelem zlepSeni ionizace kurkuminu v pozitivnim

modu.

3.3.3. Ptiprava modelovych smési pro zjisténi pfimesi

Jednotlivé vzorky koteni byly vzdy zvlast podrobeny drceni na jemny prasek pomoci
treci misky s tlouckem. Z divodu moznosti nehomogenity rostlinného materialu a obtizného
navazovani presného mnozstvi kofeni pod 1 mg bylo zvoleno navazovani piiblizn€ 20 mg
kazdého rozetfeného koteni zvlast do 2 ml zkumavek typu Eppendorf. Vzorky byly
extrahovany vyse uvedenymi postupy (viz Obr. 19 a Obr. 20). Po zhodnoceni extrakénich
¢inidel byl pro Safran s kurkumou zvolen postup vyuzivajici CH;OH/H20 (50/50, v/v) +
0,1 % HCOOH a pro oregano s olivovymi listky postup s CH3OH/H20O (50/50, v/v).
Po extrakci bylo nasledné odebirano 100, 95, 90, 80 a 0 ul extraktu Safranu (resp. oregana)
a k témto objemum bylo pfidano 0, 5, 10, 20 a 100 pl extraktu kurkumy (resp. olivovych
listkd). Takto namichané roztoky simuluji pfimés (falSovani) na urovni 0, 5, 10, 20 a 100 %.
Z nich byly pfipraveny 200-krat zfedéné pracovni roztoky pro Safran a kurkumu a 1000-krat
zfedéné pro oregano a olivové listky. Pro Safran a kurkumu bylo po ovéfeni ionizace zvoleno
slozeni pracovniho roztoku CH3OH/H,O/CH3COOH (50/49/1, v/v) a pro oregano
s olivovymi listky CH3OH/H20 (50/50). Pro ovéfeni ucinnosti extrakce markert kurkumy,
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resp. olivovych listkii pfimo ze smési rostlinnych materiala bylo navazeno 1,8 mg Safranu
(9 mg oregana) a 0,2 mg kurkumy (1 mg olivovych listki) do 2 ml vialek typu Eppendorf
(simulace falSovani na urovni 10 %). Tato mnozstvi rostlinného materialu byla extrahovana
a nasledné fedéna 1000-krat do finalnich pracovnich roztoku, pro Safran a kurkumu smési
CH30OH/H>O/CH3COOH (50/49/1, v/v), pro oregano s olivovymi listky smeési CH;OH/H>0
(50/50). Takto ptipravené vzorky byly proméfeny pomoci IMS-MS, IMS-MS s izolaci iontu
markeru a IMS-MSMS (izolace a fragmentace iontd markeru). Safran s kurkumou byly

meéfeny v pozitivnim modu a oregano s olivovymi listky v negativnim modu.

3.3.4. Priprava realnych vzorka kofeni od riznych vyrobct

Jednotlivé vzorky kotfeni byly zakoupeny v supermarketech ¢i objednany
z webovych obchodi. Vzorky byly homogenizovany v tieci misce s tlouckem. Od kazdého
vzorku bylo navazovano ptiblizn€ 20 mg kofeni do 2 ml zkumavek typu Eppendorf. Vzorky
byly extrahovany zvolenymi postupy (viz Obr. 19 a Obr. 20, oznaceno zelené). Pro Safran
a kurkumu bylo findlni zfedéni 200-krat smési CH3OH/H2O/CH3COOH (50/49/1)
a pro oregano a olivovnik bylo pouzito fedéni 1000-krat smési CH3OH/H20 (50/50, v/v).

3.4. Méreni spojenim iontové mobility s hmotnostni spektrometrii

Ptistroj byl pfed méfenim kalibrovan v rozsahu od 50 do 1200 m/z pomoci
0,5 mM-HCOONa v propan-2-ol/H>O (90/10, v/v). VSechny pracovni roztoky byly
do pfistroje zavadény piimou infuzi s prutokem 5 pl/min. Méfeni pro vybér extrakcniho
postupu bylo provadéno v negativnim modu (nastaveni Tab. 1 a Tab. 2). Méteni pro zlepSeni
ionizace kurkuminu bylo provadéno v pozitivnim moédu. Nasledné byla veskera meéteni
pro oregano a olivovnik provadéna v negativnim moédu a pro Safran a kurkumu v pozitivnim

modu (nastaveni Tab. 3 a Tab. 4).
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Tab. 1: Nastaveni elektrospreje pro negativni mod

Parametr (jednotka) Zvolena hodnota

napéti na sprejovaci kapilare [kV] 2

teplota zdroje [°C] 100

napéti na konusu [V] 40

offset zdroje [V] 10

desolvatacni teplota [°C] 250
prutok plynu konusem [1/h] 0
tlak zmlzovaciho plynu [bar] 6

prutok desolvata¢niho plynu [1/h] 800

Tab. 2: Nastaveni iontové mobility pro negativni mod

Parametr (jednotka) Zvolena hodnota
vyska putujici viny [V] 22
pocet vyslani iontd do ToF na bin [-] 3
rychlost putyjici viny [m/s] 375

doba na separaci (pied otevienim

vystupu z mobilitni cely do ToF) [ms]

Tab. 3: Nastaveni elektrospreje pro pozitivni mod

Parametr (jednotka) Zvolena hodnota
napéti na sprejovaci kapilare [kV] 2,50
teplota zdroje [°C] 100
napéti na konusu [V] 40
offset zdroje [V] 10
desolvatacni teplota [°C] 250
pratok plynu konusem [1/h] 30
tlak zmlzovaciho plynu [bar] 6
prutok desolvatacniho plynu [1/h] 600
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Tab. 4: Nastaveni iontové mobility pro pozitivni mod

Parametr (jednotka) Zvolena hodnota
vyska putujici viny [V] 15
pocet vyslani iontt do ToF na bin [-] 2
rychlost putujici viny [m/s] 375

doba na separaci (pfed otevienim

vystupu z mobilitni cely do ToF) [ms]
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Volba extrakcniho postupu a ovliviiovani ionizace
4.1.1. Safran a kurkuma

Kurkuma byla extrahovana postupy popsanymi v experimentalni ¢asti (Kap. 3.3.1.).
Vhodnost extrakce byla posuzovana na zakladé signali deprotonovanych molekul
kurkurminu a demethoxykurkurminu (markery kurkurmy) v hmotnostnim spektru (intenzita
piku) a mobilogramu (plocha piku) pro danou hodnotu m/z (Tab. 5). U ploch pika jsou
uvedeny dvé hodnoty, protoze kurkumin a demethoxykurkumin jsou pfitomny ve formé

dvou izomerd, které jsou v iontové mobilité separovany (Obr. 21).

Tab. 5: Markery kurkumy v Safranu (zvoleny dle cit. [73])

Teoreticka
Intenzita
Extrakéni hodnota Plocha piku na
Marker v hmotnostnim
rozpoustédlo m/z mobilogramu
spektru
[M-HJ
Kurkumin CH;0H 367,1182 2,09 - 10* 7547 + 8660
CH;0H /H20
Kurkumin (50/50, v/v) s 367,1182 2,78-10* 7105 + 14010
0,1 % HCOOH
Demethoxykurkumin CH;0H 337,1076 6,97 - 103 3487 + 2365
CH;0H /H20
Demethoxykurkumin  (50/50, v/v) s 337,1076 1,15 - 10* 4296 + 4669
0,1 % HCOOH

U obou markert je viditelny nartst signalt pii pouziti extrakéniho rozpoustédla
CH30H /H20 (50/50, v/v) s 0,1 % HCOOH. Zména signalu byla rizna pro jednotlivé
izomery. Pfi¢inou by mohl byt odliSny vytézek extrakce, popf. ucinnost ionizace
projednotlivé izomery. Je vhodné zminit, Ze pozadi v hmotnostnich spektrech 1ze vyznamné
snizit pomoci iontové mobility (Obr. 22). Lze pozorovat ,,vy¢isténi“ hmotnostniho spektra
od iontl s nizkou hodnotou m/z pfi vykresleni z piku pti 19,93 ms, naopak pfi vykresleni

z piku pti 18,15 ms jsou ze spektra odfiltrovany ionty s vyssi hodnotou m/z.
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TOF MS ES-

o 18.35 19.93 367.123 0.0200Da
A) M 1.41e4
14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00
P 19.93 TOF MS ES-
367.126 0.0200Da
: B) 18.15 2.27e4
14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00
17.36 TOF MS ES-
100 337.112 0.0200Da
C) 18.74 6.92e3
0
14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00
Lo -~ TOF MS ES-
b0 D -7 337.115 0.0200Da
D) 8.97e3
14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00 T
Obr. 21: Separované izomery kurkuminu -mobilogram pro m/z 367,12
(A — extrakce s CH30H, B — extrakce s CH30OH/H2O s 0,1 % HCOOH)
a demethoxykurkuminu - mobilogram pro m/z 337,11
(C — extrakce s CH30H, D - extrakce s CH30H/H20 s 0,1 % HCOOH) v negativnim modu
[M-H]-
10x zvétseni TOF NS ES.
100+ 339.2053 367:’1259 9.71e4
A)
]
40 2084 3972344 4212333
3142766251906 ( 381.2394 ‘4[]9]2349‘ 4252652
) ol ) Lol agihe 1 Lo
GZ(‘]U ‘ ZéU ‘ 24‘0 ‘ ZéU ‘ ZéU ‘ 360 ‘ 3&0 ' Stllﬂ ' Séﬂ 3[‘30 ' 4(‘!0 ' 42‘0 ' dtllﬂ ' 4é0 ' 4&‘30 ' 5(‘!0 ' 5éﬂ ' 5:10 ‘ 5é0 ‘ 5é0 ‘ 660 ‘ EZ‘U ‘ 64‘0 ‘ EéU ‘ EéU ‘ miz
. 3111740 TN s
B) 3251906
[M-H]-
= 342235310x zveétseni
3082285 367,1259
2902192
Gw\w\\w\w\]‘l‘w ‘fmw‘lu‘llllul‘uJuaTzuzﬂj|||||||||||||||wwwww\w\ww\w\wwmﬁl
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680
TOF MS ES-
100- 311.1740 325.1906 5535
o Jo
X Zve! ni
339.2053
R 367,1259 -
2972486 342.2353 494 6300
297.1575\‘ { 4212333 4703589 4983529
353.2068 - X
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Obr.22: Precisténi hmotnostniho spektra (negativni mod) po vykresleni pouze

z mobilitnich pikt kurkuminu pfi pouziti CH3OH/H20 (50/50, v/v) s 0,1 % HCOOH

jako extrakéniho rozpoustédla (A — vykresleno pro pik pfi 19,93 ms,
B — vykresleno pro pik pii 18,15 ms, C — vykresleno pro TIC)
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Pro ovéteni, zda je pii m/z 367,1259 skute¢né pozorovan kurkumin byla provedena
analyza standardu obsahujiciho kurkumin, demethoxykurkumin a bisdemethoxykurkumin
(koncentrace 1 pg/ml v CH3;0H/H20 (50/50, v/v)). Hmotnostni spektra jsou na Obr. 23
a vykreslené mobilogramy na Obr. 24. Pozorované driftové casy v mobilogramech
se shoduji pro standard a extrakt. Fragmentace ionti v transferu (za mobilitni celou)
pii 13 V (Obr. 25) poskytla fragmenty s m/z 134,0324; 149,0550; 173,0548 a 217,0411,
které se shoduji s hodnotami pro kurkumin uvadénymi v literatufe. [74] Ion s m/z 326,9264
neni fragment kurkuminu, protoze jednak neni zmifiovan v literature a jednak ma odli$ny
driftovy Cas oproti prekurzorovému iontu, coz pii fragmentaci v transferu neni mozné.
Pravdépodobné se jedna o fragment jiného iontu izolovaného v kvadrupolu spolu s iontem

kurkuminu (vliv Sitky izolacniho okna).

TOF MS ES-
100+ 311.1740 3251306 5535

A)

339.2083

484 3742

# 3122353 [M-H]-

2972486
367,1259 946300
470.3589
4983529
353.2068 / 4222394 456.3424 r 6384844 gop apig
~N
h“\\ ‘LL. ‘lel I‘ 1 | " . " Iull Al Iul‘\ I\M‘ W . L

297 1578 4212333
2832690
| 1 |”| 397.2344 5143853
0 il AL L TP M
“““ : e bt -

t TR e e et e e MUZ
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
TOF MS ES-
311.1813 1.39%6
325.1982

339.2130

[M-H]-
271646 367,1340

3402188
2832759 4703690 484.3847

2812623
m| A | Lo \l. . ] . R miz
AL A e R LA AR L) WARLE RS AR A A R LA was R LANAE M Bt A waal Lk Al AARMARA s LSS sy Aot A A AR S S RS NARAL MM VR AR
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Obr. 23: Hmotnostni spektra (negativni mod) — pracovni roztoky CH3OH/H20O
(A — extrakt kurkumy pomoci CH30OH/H-0 (50/50, v/v) s 0,1 % HCOOH,
B — standard kurkuminu 1 pg/ml)
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Obr. 24: Mobilogramy pro ion kurkuminu — m/z 367,1259 a 367,1340 (negativni
mod méfen v odlisné dny) (A — extrakt kurkumy — CH30H/H20 s 0,1 % HCOOH, fedény

CH3;0OH/H;0, B — roztok standardu v CH30H/H20)
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Obr. 25: Fragmentacni spektrum standardu kurkuminu

(m/z367,1031) pii napéti transferu 13 V pro negativni mod

T T MIZ
30 | 370 380 390 400

Podle literatury lze dva piky (Obr. 24) ptifadit dvéma tautomerim kurkuminu, diketo

a keto-enol formé (CCS - 196,8 a 213,4 A?). Pro deprotonovanou diketo-formu je v literatute

navrhovana kompaktné&jsi struktura (Obr. 26), [75] a tedy mensi srazkovy prufez. Tento

tautomer migruje rychleji (prvni pik na Obr. 24) nez deprotonovana forma keto-enol

tautomeru.
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Obr. 26: Tautomerni formy kurkuminu (nahofte), prostorové usporadani pro

deprotonované molekuly (dole) — pfevzato a upraveno z cit. [75]

Kvuli relativné nizké intenzité signalu kurkuminu v hmotnostnim spektru, a tudiz
nizké intenzité v iontovych mobilogramech (viz Obr. 21 a Obr. 24) byly testovany zptusoby
zlepseni ionizace kurkuminu (zvyseni intenzity signalu) v pozitivnim moédu pomoci rizného
slozeni pracovnich roztoki. ZlepSeni ionizace bylo posuzovano na zakladé zmeén intenzit
iontd kurkuminu — [M+H]"* (m/z 369,1330), [M+Li]* (m/z 375,1411), [M+Na]*
(m/z 391,1158) (Tab. 6) v hmotnostnich spektrech.

Tab. 6: Srovnani vlivu slozeni pracovniho roztoku na intenzitu iontd kurkuminu

v hmotnostnich spektrech (sbér dat 1 minuta a poté suma spekter od 2. do 58. skenu)

Intenzita Intenzita
Slozeni pracovniho Intenzita [M+H]*
[M+Li]* [M+Na]*
roztoku (m/z 369,1330)
(m/z 375,1411) (m/z 391,1158)

CH3;0OH/H-O
4,21-10° 1,69 - 10* 7,00 10°

(50/50, v/v)

CH3;OH/HO/HCOOH

7,03 - 10° 1,75 - 10* 1,05- 10°

(50/49/1, viv)
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CH30H/H20
(50/50, v/v) 2,21-10° 1,09 - 10° 1,53 - 10°
0,1 mmol/1 Li*
CH30H/H20
(50/50, v/v) 6,24 - 10* 1,13 - 10* 3,17 - 10°
0,1 mmol/l Na*
CH30H/H>0/CH3;COOH
(50/49/1, vIv)
CH30H/H>0/CH3COOH/
HCOOH 7,32-107 1,57 - 10° 3,73 -107
(500/490/9/1, viv)

6,14 - 107 1,93-10° 3,82-107

Pfi srovnani intenzit ionta je patrné, Ze okyseleni roztoku kyselinou mravenci vede
ke zvyseni intenzity iontu [M+H]" o jeden fad. Pfidavek Li* iontli umoznil pozorovat adukt
[M+Li]" (zvétsil se odstup od pozadi, napi. oproti signalu pii pouziti CH3OH/H>O
(50/50, v/v)). Piidavek Na* iontl neposkytl pozitivni narast intenzity u zadného ziontd
kurkuminu. Nejvyrazn€j§i narUst intenzity signalu nastal pii pfidavku kyseliny octové
pro ion [M+H]", a to o dva fady. Pro hodnoty m/z, které odpovidaji aduktim [M+Li]*
a [M+Na]*, se intenzita zvysila o jeden fad v porovnani s pouzitim CH3OH/H-0 (50/50, v/v).
Ptidavek kyseliny octové a kyseliny mravenci (simulace fedéného extraktu) byl srovnatelny
s pridavkem samostatné kyseliny octové.

Pro ovéfeni, zda se jedna o ionty kurkuminu, bylo provedeno vycentrovani spekter
a nasledn¢ byl ion odpovidajici sodnému aduktu dibutyl-ftalatu (teoreticka hodnota
m/z 301,1416) vyuzit jako interni standard pro m/z (,,Jock mass*). Odchylka od teoretickych
hodnot m/z byla u iontu [M+H]" v rozsahu 0,9 - 1,9 mDa (2,4 - 5,1 ppm) u aduktu [M+Li]*
0,7 mDa (1,9 ppm) a pro adukt [M+Na]* byla chyba 1,1 mDa (2,8 ppm). Nizké odchylky
(pod 5 ppm) podporuji uvadéné prifazeni iontt/adukti kurkuminu. Pokud neni uvedeno
jinak, veSkera nasledujici méfeni extraktu kurkumy a Safranu ¢i standardu kurkuminu jsou
provadéna s pracovnim roztokem CH30OH/H>O/CH3COOH (50/49/1).

Pro dalsi ovéfeni iontu [M+H]" (m/z 369,1448) byla provedena fragmentace
za mobilitni celou (transfer) pii analyze roztoku standardu kurkuminu (Obr. 27). Pozorované
fragmenty s m/z 285,1214; 245,0882; 177,0612 a 175,0810 jsou ve shodé s literaturou a byly

rovnéz pozorovany pii analyze extraktu (viz str. 52). [76] Ziontovych mobilogramu
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(Obr. 28) vykreslenych pro jednotlivé ionty fragmentac¢niho spektra je patrné, ze vSechny
tyto ionty maji stejny driftovy Cas, coz potvrzuje, Ze se jedna o fragmenty iontu 369,1448,
které vznikaji v transferu (za mobilitni celou) a jejich driftovy Cas jiz neni ovlivnén iontoveé
mobilitni separaci. Z davodu obtizné fragmentace a nasledné identifikace fragmentd

z aduktd [M+Na]* ¢i [M+Li]* bylo pro dalsi studii upfednostnéno sledovani iontu [M+H]*.

TOF MSMS 0.00ES+
[M+H]* 369.14481-24e7

100+

285.1214
370.1482

245.0882
177.0612 2861248

‘| ; bl rrrbpbererr miz
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Obr. 27: Fragmentacni spektrum iontu izolovaného pii m/z 369 (pozitivni mod)
fragmentovaného v transferu pfi 10 V pro pracovni roztok standardu kurkuminu (1 pg/ml)

o slozeni CH30H/H>O/CH3COOH (50/49/1, v/v)
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Obr. 28: Mobilogramy pro prekurzorovy ion kurkuminu (spodni) a ionty fragmentt
(napéti na transferu 10 V), pracovni roztok standardu v CH;0OH/H>O/CH3COOH
(50/49/1, v/v), pozitivni mod
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Déle bylo provedeno méfeni extraktu kurkumy a Safranu pfipraveného dle
dfive zminéného postupu (Kap. 3.3.3.). Hmotnostni podil kurkumy ve 2 mg analyzovaného
materialu byl 20 %. Extrakt byl ziedén 1000x smési CH3;OH/H2O/CH3COOH (50/49/1).
V hmotnostnim spektru (Obr. 29) je patrna piitomnost dvou pikl blizko teoretické hodnoty
m/z iontu kurkuminu. Pomoci sodného aduktu dibutyl-ftalatu (teoreticka hodnota
m/z 301,1416) jako interniho standardu pro m/z (,,lock mass®) byly zjistény odchylky
od teoretické hodnoty m/z iontu kurkuminu, proion 369,1363 (pfed vycentrovanim a korekci
na standard 369,1476) 2,5 mDa (6,8 ppm) a pro ion 369,1532 (pfed vycentrovanim
369,1645) 19,4 mDa (52,6 ppm). Ion s m/z 369,1645 neni ptitomny ve spektru standardu
kurkuminu, ani ve vzorku kurkumy (viz str. 54) a byl pfisouzen slozce matrice Safranu
(Obr. 29). Mobilogramy (Obr. 30) ukazuji separaci iontd pii m/z 369,1476 a 369,1645.
Dulezité je podotknout, ze ion s m/z 369,1476 poskytl v iontovém mobilogramu dva piky.
Jeden sdriftovym cCasem 30,10 ms se shoduje se standardem kurkuminu, a to
1 tvarem piku. Druhy pik s asem 25,48 ms neni pfitomny ve standardu, ani v kurkumé
(viz str. 54). Je pravdépodobné, ze se jedna o latku ze Safranu se stejnou nebo velmi

podobnou hodnotou m/z, kterou jiz samotna hmotnostni spektrometrie nerozlisi.
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7.44e5

100+

368.9026
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Obr. 29: Detail hmotnostnich spekter (pozitivni mod): A — extrakt Safranu a kurkumy
(80720, w/w); B standard kurkuminu. Pracovni roztoky v CH30OH/H>,O/CH3COOH

(50/49/1, v/v); ptima infliize s vyuzitim iontové mobility
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Obr. 30: Mobilogramy pro jednotlivé ionty okolo hodnoty m/z 369 pozorované
v hmotnostnim spektru extraktu Safranu a kurkumy (A — 369,1476 m/z; B — 369,1645 m/z)

a pro ion 369,1448 odpovidajici standardu kurkuminu (C) pro pozitivni mod

Pfitomnost kurkuminu v roztoku extraktu Safranu a kurkumy byla potvrzena
fragmentaci iontu m/z 369, ktery poskytl stejné fragmenty jako standard kurkuminu
(Obr. 31). Iontova mobilita umoznila vyrazné potlacit pozadi v hmotnostnim spektru pfi jeho
zobrazeni pro driftovy ¢as od 28 do 32 ms, kdy ve spektru neni pozorovan vyznamny signal
interferujici latky pfi m/z 369,1645. Mobilogramy pro prekurzorovy ion kurkuminu a jeho
fragmenty (Obr. 32) ukazuji, ze odpovidajici fragmentacni spektrum poskytuje pouze ion
s driftovym casem 30,23 ms. V Safranu je pfitomna latka s blizkou hodnotou m/z, ktera je
vSak separovana iontovou mobilitou od iontu [M+H]* kurkuminu a ma driftovy cas
25,61 ms. Pii vycentrovani spekter a pouziti sodného aduktu dibutyl-ftalatu (teoreticka
hodnota m/z 301,1416) jako interniho standardu pro m/z (,lock mass®) bylo
pii m/z 369,1324 (ptfed vycentrovanim a korekci na standard 369,1476) urcovano
elementarni slozeni. Dobrou shodu poskytl ion [C16H2607+K]", ktery mél odchylku 2,2 ppm
a muze se jednat o draselny adukt pikrokrocinu (Obr. 33), latky pfirozené se vyskytujici
v Safranu. [77] Ve spektru byly pozorovany i dalsi ionty pikrokrocinu [CisH2607+H]* (chyba
4,5 ppm) a [CieH2607+Na]* (chyba O ppm). Jelikoz teoreticka hodnota m/z draselného
aduktu pikrokrocinu je 369,1316 a protonovana molekula kurkuminu mé teoretickou
hodnotu m/z 369,1338, jejich odliSeni ToF analyzatorem neni dostacujici. Latka s m/z
369,1645 (viz Obr. 29) poskytla po vycentrovani a korekci na standard hodnotu m/z
369,1521, coz by mohlo odpovidat sodnému aduktu jasminosidu B (Obr. 33) se slozenim

[Ci16H2608+Na]* (chyba 1,1 ppm), byl pozorovan také ion, ktery lze pfifadit draselnému
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aduktu jasminosidu B [CisH260s+K]* (chyba 0,8 ppm) Opét se jedna o latku pfirozené se
vyskytujici v Safranu. [78] V naSich experimentech byly dale pozorovany latky z Safranu
napf. krocetin a jeho piibuzné latky a krocin. [77]
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Obr. 31: Fragmentacni spektrum kurkuminu v extraktu kurkumy (A — zobrazeni
hmotnostni spektra pres cely rozsah mobilogramu; B — zobrazeni hmotnostniho spektra

od 28 do 32 ms) pro pozitivni modd
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Obr. 32: Mobilogramy pro prekurzorovy ion kurkuminu (spodni) a jeho fragmenty

v extraktu kurkumy pfi napéti transferu 10 V pro pozitivni mod
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A) B) - OH

CH, H,C CH,

Obr. 33: Latky interferujici pfi analyze kurkuminu pomoci MS
(A — pikrokrocin, B — jasminosid B)

Z tvaru mobilitniho piku kurkuminu (Obr. 30 a Obr. 32) pii 30,10 ms ¢i 30,23 ms je
patrné, ze se nejedna o symetricky (Gaussovsky) pik. Pravdépodobné se jedna o smésny pik
protonovanych molekul tautomeri kurkuminu, které v pozitivnim narozdil od negativniho
modu nejsou zcela separovany. Tomu odpovidaji blizké hodnoty jejich CCS 207,9
a 208,7 A2, Diivodem blizkych CCS je zména geometrie pro protonovanou diketo-formu
kurkuminu, kdy je proton sdilen karbonylovymi skupinami jako soucast planarniho

Sesti¢etného cyklu (Obr. 34). [76; 79]
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Obr. 34: Optimalni geometrické usporadani protonované diketoformy (DK) a protonované
keto-enol formy (KE) v plynné fazi s vypoctenymi hodnotami CCS (pro N») - pievzato
z citace [79]
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Stejné jako u standardu (Obr. 35 B) i u extraktu Cisté kurkumy (Obr. 35 A) je
pfitomny na mobilogramu pouze jeden pik odpovidajici iontu s m/z 369,1352, coz potvrzuje,

ze latka s driftovym ¢asem 25,61 ms (pravdépodobné pikrokrocin) pochazi z Safranu nikoliv

z kurkumy.
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Obr. 35: Mobilogramy pro ion kurkuminu pfi analyze extraktu kurkumy (A)

a standardu kurkuminu (B) v pozitivnim médu

S ohledem na tvar piku byl testovan vliv piidavku kyseliny octové na zastoupeni
jednotlivych tautomertt (Obr. 36). Je pozorovatelny mirny narust predniho ramene piku
pti pridavku kyseliny octové, coz by mohlo naznacovat zvyseni podilu diketo-formy, ktera

je uprednostiiovana pti niz§im pH pred keto-enol formou. [80]
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Obr. 36: Mobilogramy standardu kurkuminu, A slozeni roztoku CH;OH/H>O
(50/50, v/v), B slozeni roztoku CH30OH/H>O/CH3COOH (50/49/1, v/v) v pozitivnim modu

Pozn. odli$né migracni Casy jsou zpusobeny méfenim v odlisné dny
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Nasledné byl testovan vliv vyS§si rozliSovaci schopnosti iontové mobility pfi vetSim
poctu cykll v mobilitni cele, a to po izolaci iontli s m/z okolo 369 v kvadrupolu (Obr. 37).
S vyssi rozliSovaci schopnosti se dle ocekavani zlepSuje separace tautomert (Obr. 37), ale
pro urceni celkového podilu kurkuminu neni nutna. Pro prokézani pfitomnosti kurkumy
v Safranu byl vyuzivan pouze jeden cyklus.
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Obr. 37: Mobilogramy pro ion kurkuminu s m/z 369,1324 (pracovni roztok z
extraktu Cisté kurkumy v CH3OH/H>O/CH3COOH (50/49/1, v/v) demonstrujici zménu
separace tautomert s vy$$im poctem cykla (A — 1 cyklus, B — 2 cykly, C — 3 cykly)

v pozitivnim médu

Po vyhodnoceni experimentd byla pro extrakci Safranu a kurkumy zvolena smés
CH30H/H2O/HCOOH (500/499/1, v/v), kdy byly pozorovany ionty kurkuminu s vyssi
intenzitou. Pfidavek kyseliny octové v pracovnim roztoku mé pozitivni vliv na intenzitu
signalu protonované molekuly kurkuminu [M+H]*, kdy doslo ke zvySeni o dva fady oproti
méfeni bez kyseliny octové. Z divodi nizké intenzity iontu demethoxykurkuminu

(m/z 337,1076) nebyl tento marker dale uvazovan pii vyhodnocovani stupné falSovani.
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4.1.2. Oregano a olivové listky

Vzorky kofeni byly extrahovany postupy zminénymi v experimentalni ¢asti (zelené
v Obr. 20). Vhodnost extrakce byla posuzovana na zakladé signali markera olivového listi
[54; 57; 72], a to dle intenzity piki v hmotnostnim spektru a plochy piku v mobilogramu
pro danou hodnotu m/z (Tab. 7) v negativnim modu. U vétsiny markert poskytuje vétsi
signal extrak¢ni metoda vyuzivajici CH3OH/H20 (50/50, v/v) oproti metodé s CH3;0H +
0,1 % HCOOH. Nejvétsi rozdil je pozorovatelny u aglykonu oleuropeinu (hydrolyticky
produkt — Obr. 38), kdy je jeho signal v metodé s CH30OH/H20 (50/50, v/v) vy$§si o dva rady
oproti metodé s CH30H + 0,1 % HCOOH. Zda je aglykon lépe extrahovan uz z rostlinného
materialu ¢i vznika v prabéhu pfipravy vzorku (extrakce vodnym rozpoustédlem) nelze

z téchto dat urcit a je tieba provést dalsi studii.

Ho™"

OH

. OH
Oleuropein Oleuropein aglykon Glukosa

Obr. 38: Schéma hydrolyzy oleuropeinu

Pti vykresleni mobilogramu pro ion oleuropeinu m/z 539,1806 (Obr. 39) je pfitomen
symetricky pik pfi 22,11 ms. Tento pik je pozorovatelny i v mobilogramu zobrazeném
pro TIC (Obr. 39 B), coz naznacuje, ze se jednéa o intenzivni signal. U oleuropeinu lze
dosahnout vyznamného potlaceni pozadi v hmotnostnich spektrech pomoci iontové mobility
(Obr. 40). Ion oleuropeinu (deprotonova molekula, m/z 539,1806) je zakladnim iontem
ve spektru, tudiz jeho detekce bude mozna 1 na nizkych koncentracich a jedna se o velice
intenzivni marker.

Pro ovéfeni identity byl ion 539,1806 m/z izolovan v kvadrupolu a nasledné
fragmentovan v transferu pifi 22 V (Obr. 41). Byly pozorovany fragmenty
pii m/z — 403,1400; 377,1360; 345,1077; 307,0880; 275,0959; 223,0595 a 179,0516, které
se shoduji s literaturou. [81] Ionty s m/z 377 a 403 byly identifikovany jako markery
(viz Tab. 7), ale taktéz se muze jednat o fragmenty oleuropeinu. U iontu s m/z 377, lze
konstatovat, ze vzhledem k absenci jeho signalu pii extrakci smési CH3OH + 0,1 % HCOOH

tento ion nevznikd fragmentaci ve zdroji. Naopak ion s m/z 403 byl ve spektru pfitomen
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pii pouziti obou extrak¢nich Cinidel a nelze vyloucit jeho vznik v disledku fragmentace

Ve

zdroji. Mobilogramy iontt z fragmentacniho spektra oleuropeinu (Obr. 42) ukazuji stejné

driftové casy prekurzorového iontu a jeho fragmentd, coz doklada vznik fragmentt

v transferu (za mobilitni celou).
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B)
2.68¢6

T T T T T T T T T T T Time:

1400 | 1600 | 1800 | 2000 | 2200 | 2400 | 2600 | 2800 & 3000 © 5200 | 3400 | 3600 = 3800 = 4000 = 42.00 = 4400 = 4600 | 4800 | 50,00

Obr. 39: Mobilogramy pro A — ion oleuropeinu pii m/z 539,1806, B — celkovy iontovy
proud; extrakt olivovych listkti fedény CH3OH/H20 (50/50, v/v), pozitivni mod

[ ] TOF MS ES-
1004 539,1806 7.81e5
=l
5401559
456.3362 4703525 iBA,BSTE 541 1887
e st el e e ————— T
260 | 280 | 300 | 220 | 340 | 360 | 350 | 400 420 | 440 ' 460 480 | 500 | 520 | 540 | 560 580 @ 600 | 620 | 640 W 660 | 680 700 | 720 740
TOF MS ES-
- 539,1806 8305
100 [M-H]
314712
3251880
3392026
3422325 484 3678 5401859
447 0384
470.3525
| ﬁmzm 3771290 389113445 5303 ‘ 4953454 5411887 6524976
L oy S A sredrosbeotbregble il trelnotgeontspser oot e et MUZ
260 | 280 | 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 | 500 520 540 | 560 580 600 620 | 640 660 680 700 720 | 740

Obr. 40: Hmotnostni spektra zfedéného extraktu olivovych listkii
(extrakce CH30H/H20, 50/50, v/v), A — pro mobilitni pik oleuropeinu pfi 22,11 ms,

B — pro cely mobilogram)
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Tab. 7: Markery olivovych listki v oreganu sledované ve spektrech (zvoleny na zakladé literarnich udaja [54; 57; 72])

Teoreticka Intenzita piku

Plocha piku

Hledané markery

Rozpoustédlo

hodnota m/z

v hmotnostnim

v mobilogramu

[M-H] spektru
_ o

hydrox;(())leuropein CHﬁé{OJE)(I){’I ° 355,1719 1,26-10° 8742
hydrox;(())l;uropein C(};i)(/)SP(I),JFVgZ)O 353,1719 1,35-10° o716
Oleuropein diglykosid CH}?é{OB%l 7o 701,2298 8,21+ 103 3877
Oleuropein diglykosid Cgi)(/)slf) +ng)0 701,2298 8,72 - 103 4280
Oleuropein CH}?é{OB%l 7 539,1770 1,16 - 10° 502480
Oleuropein C(}?O(/)SP(I),+V/P\112)O 539,1770 8,30 - 105 473809
Oleuropein aglykon CHﬁé{OB(I){’l 7 377,1242 3,69 - 103 412
Oleuropein aglykon C(}?O(/)SP(I),+V/P\112)O 377,1242 5,25 10* 34603
Oleoside CH}?é{OB%l 7o 389,1089 2,46 - 10* 15676
Oleoside Cgi)(/)slf) +ng)0 389,1089 3,78 - 10* 25032
Glykﬁ;igeleillf;‘“wé CH};)CHOB%I 7 403,1246 1,08 - 10* 5701
Glykﬁ;‘geleillf;‘“"ve Cgi)%}f;v/}iz)o 403,1246 1,27 - 10* 7744
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TOF MSMS 0.00ES-
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Obr. 41: Fragmentacni spektrum iontu s m/z 539 pfi napéti transferu 22 V pfi analyze
w W r . ’ r o
redéného extraktu (extrakce s CH3OH/H20, 50/50, v/v) olivovych listk
TOF MSMS E
- 21.71 179.052 0. 0150|:>a
] N\ 5.00e
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21.71 TOF MSMS ES-
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21.711 TOF MSMS ES-
100 345.108 0.0150Da
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"7400 1600 | 1800 | 2000 | 2200 | 2400 | 2600 | 2800 | 3000 | 3200 | 3400 | 3600 = 3800 4000 = 4200 | 4400 @ 4600 4800 5000
21.71 TOF MSMS ES-
100- 377.136 0 0150Da
TH400 | 1600 | 4800 | 2000 | 2200 | 2400 2600 | 2600 @ 3000 | 3200 3400 | 3600 3800 = 4000 & 4200 @ 4400 = 4600 = 4800 | 5000 |
TOF MSMS ES-
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21.71 TOF MSMS ES-
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B A e P A A S 50'00

Obr. 42: Mobilogramy pro prekurzorovy ion oleuropeinu (spodni) a jeho hlavni fragmenty
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4.2. Analyza modelovych vzorki (modelové falSovani)
4.2.1. FalSovani Safranu pomoci kurkumy

Pomoci postupt z experimentalni ¢asti (viz Kap. 3.3.3.) byly zméfeny jednotlivé
vzorky napodobujici falSovany Safran. Obsah kurkumy byl na arovni 0, 5, 10, 20 %
a odpovidajici mobilogramy jsou zobrazeny na Obr. 43. Z divodu interference iontu
s blizkou hodnotou m/z (viz Kap. 4.1.1.) nelze sledovat intenzitu markeru v samotném
hmotnostnim spektru. Pro posouzeni pfitomnosti kurkumy byla vyuzita plocha mobilitniho
piku pro ion kurkuminu (okno 0,015 Da) v ¢ase 29,96 - 30,23 ms. S nartstajicim obsahem
kurkumy plocha piku rostla (Obr. 43 a Obr. 44), ale zavislost nebyla linearni. Je patrné, ze

uz obsah kurkumy na urovni 5 % je rozeznatelny od vzorku ¢istého Safranu.

29.96;1394 TOF MS ES+
369.12 0.0150Da

X 1.90e3
] Area

1007 A)

28.00 2825 28'50 2875 2500 2925 20150 2975 30000 3025 3050 3075 31100 3125 3150 3175 3200

30.10;5612

TOF MS ES+
369.135 0.0150Da
4.50e3
Area

B)

31.81
244

28.00 2825 28'50 2875 2900 2925 2950 2975 3000 3025 3050 3075 31100 3125 3150 3175 3200
30.23;14460
100+ c) 2 TOF MS ES+
369.135 0.0150Da
1.27e4
B3 Area
28.00 2825 28'50 2875 2900 2925 2950 2975 30000 3025 3050 3075 31100 3125 3150 375 3200
100 30.23;66534
D) TOF MS ES+
369.132 0.0150Da
o] 5.70e4
Area
0 T T T T T T T T T T T T T T T  Time
28100 28725 2850 2875 2900 2925 2950 2975 3000 3025 3050 3095 3100 5125 3150 375 3200

Obr. 43: Detail mobilogramii s uvedenymi plochami pikid pro ion kurkuminu

(obsah kurkumy A -0 %, B -5 %, C - 10 % a D — 20 %)
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IMS-MS
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= 60000
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£ .S 40000
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o < 14460
£ 3 20000
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Obr. 44: Sloupcovy graf zavislosti plochy mobilitniho piku kurkuminu na obsahu kurkumy
v Safranu pro méfeni IMS-MS

(bez 1zolace prekurzorového iontu m/z 369,138 v kvadrupolu)

Pro ovéfeni, zda metoda dokaze odhalit falSovani realnych vzorkl, byl pfipraven
vzorek simulujici 10% fal§ovani pomoci navazovani rostlinného materidlu. Je ziejmé, ze
signal pozorovany v oblasti mobilitniho piku markeru je fadoveé vyssi ve falSovaném

oproti Cistému Safranu (Obr. 45).

2614 TOF MS ES+
1007 9925 369.138 0.0150Da
8.85e3
A) Area
30.36
20.86 527 31.81
110 3
800 | 1900 | 2000 | 2100 2200 2300 2400 2500 2600 | 2700 | 2800 | 2800 3000 | 100 | 3200
2548 TOF MS ES+
1007 6321 369.138 0.0150Da
1.04e4
B) Area
30.49
ES 6472
27.19
2006 2112
160 64 212565 590 Time
1800 | 1900 | 2000 | 2100 | 2200 2300 2400 | 2500 | 2600 | 2700 2800 | 2900 3000 | 3100 | 3200

Obr. 45: Mobilogramy s uvedenymi plochami pikt pro ion pii m/z 369,1380 fedénych
extrakti (pomoci CH3;OH/H2O/HCOOH (50/49/1, v/v)
(A — Cisty Safran, B — Safran a kurkuma (90/10, w/w))
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Experimenty IMS-MS sizolaci iontu 369 (kurkumin) v kvadrupolu poskytly
pro signal kurkuminu podobna data (Obr. 46). Narast ploch pikii opét neni linearni
(sloupcovy graf na Obr. 47), ale pozadi v oblasti signalu kurkuminu pro vzorek Cistého
Safranu (Obr. 46 A) by odpovidalo obsahu kurkumy pod 1 %. Takovyto podil kurkumy
ve falSovanych vzorcich neni ocekavan, nebot’ by nezajist'oval dostateCny ekonomicky efekt.
Vyhodou méfeni IMS-MS s izolaci iontu 369 je zlepSeni odezvy. (viz srovnani Obr. 43 A,

B a46 A, B, resp. Obr. 44 a 47).

30,49; 2710

A REBPER

rea

2000 2825 2850 2875 2000 2925 2950 2975 3000 3025 3050 3075 3100 3125 3150 3175 3200

30,49; 19386
1004 B)

+
, TREAENP R
ES 1€
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0
2000 2825 2850 2875 2000 2925 2950 2975 3000 3025 3050 3075 3100 3125 3150 3175 3200

30,49; 51505

100 C
) 631 300 01500
. 369.1 .0150Da
= 5.20e4
Area
0 T T T 7 T T ; T T T T T T T )
28.00 2825 2850 28.75 29.00 2925 2950 2975 30.00 30.25 30.50 30.75 31.00 3125 3150 3175 32.00
30,49; 183566
100+ D)
631550101500
. 369.1 .0150Da
] 1.90e5
rea
0 —— T T T T T T T T T T T T —— T 1 Time:
28.00 28.25 28.50 28.75 29.00 29.25 29.50 29.75 30.00 30.25 30.50 30.75 31.00 3125 31.50 31.75 32.00

Obr. 46: Detail mobilogrami a plochy piki pro ion kurkuminu izolovany v kvadrupolu

v pozitivhim modu (obsah kurkumy A -0 %,B -5 %, C - 10 % aD —20 %)
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Obr. 47: Sloupcovy graf zavislosti plochy mobilitniho piku kurkuminu (pramér ze dvou
meéfeni) na obsahu kurkumy v Safranu pro méfeni IMS-MS s izolaci iontu 369

v kvadrupolu

Experimenty IMS-MSMS s izolaci iontu 369 a jeho fragmentaci v transferu
pii 10 V prispivaji k identifikaci kurkuminu ve vzorku. Rovnéz pro fragmenty byl pozorovan
nelinearni  rast ploch  mobilitnich  pikd v zavislosti na obsahu kurkumy
(Tab. 8, Obr. 48). Popsana nelinearita mize souviset s matricnimi efekty, ale pro potvrzeni

pficin by bylo vhodné provést dalsi studii.

Tab. 8: Plochy mobilitnich pikti fragment kurkuminu (primér ze dvou méfenti), signal

pozadi pfi 0 % kurkumy

Obsah Plocha piku fragmentu s hodnotou m/z
kurkumy
285 245 177 175
v Safranu [%]
0 330 197 110 58
5 4257 2071 963 573
10 9755 4764 2051 1257
20 34473 16786 7181 4167
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Fragment 285
34473

35000
30000
25000

20000 9755
15000

10000 4257
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w2
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Obsah kurkumy v Safranu [%]

Plocha mobilitniho piku
kurkuminu

Obr. 48: Sloupcovy graf zavislosti plochy mobilitniho piku fragmentu kurkuminu pfi
m/z 285 (pramér ze dvou méfeni) na obsahu kurkumy v Safranu pro méfeni IMS-MSMS

(izolace iontu 369 v kvadrupolu a fragmentace v transferu pii 10 V)

Vsechny varianty popsanych experimenti (IMS-MS, IMS-MS (izolace iontu 369),
IMS-MSMS (izolace iontu 369 a fragmentace v transferu pii 10 V)) poskytly vysledky
vykazujici nelinearni narust plochy piki markeru (kurkuminu ¢i jeho fragment()
se zvySujicim se obsahem kurkumy v Safranu. Lze konstatovat, ze vSechny metody méfeni
umoziuji detekci 5 % kurkumy v Safranu. Vhodné je kombinovat IMS-MS
(izolace iontu 369), kdy je dosahovano vyssi odezvy pro ion 369, a IMS-MSMS (izolace

iontu 369 a fragmentace v transferu pii 10 V) pro potvrzeni identity markeru.

4.2.2. FalSovani oregana pomoci olivovych listkt

Pomoci postupli popsanych v experimentalni Casti (viz Kap. 3.3.3.) byly zméreny
vzorky napodobujici falSované oregano olivovymi listky na urovni 0, 5, 10 a 20 % a samotné
olivové listky. V hmotnostnich spektrech pro oblast m/z, kde je ocekéavan ion oleuropeinu
(teoreticka hodnota m/z 539,1770) se vyskytuji dva ionty (Obr. 49). Vzhledem k nartstu
intenzity iontu s m/z 539,2078 a jeho absenci v Cistém oreganu (Obr. 49 A), jej lze ptiradit
oleuropeinu. Ion shodnotou m/z 539,1465 nalezi latce =z matrice oregana

(neni pritomny v extraktu Cistych olivovych listkti (Obr. 49 E)).
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Dalsi identifikacni charakteristika oleuropeinu je driftovy cas iontu sm/z
539,2078 (oleuropeinu), ktery byl 21,91 ms (Obr. 50) a shoduje se napfi¢ vSemi extrakty
vzorkt s obsahem olivovych listkii. Z ploch pikti oleuropeinu v mobilogramech (Obr. 50) je
patrny narust plochy s obsahem olivovych listkli v oreganu, pfiCemz jeji zavislost na obsahu

olivovych listkii v oreganu je linearni (Obr. 51) s koeficientem determinace R? = 0,9986.

+00. 539.1329 TOF MS ES-
K A) 1.31e5
. sogsmr
538,300 538,900 539,000 539.100 ‘ 529.200 ' 539300 539400 "7 539’500 539.600 '
+00. 539.2078 TOF MS ES-
.| B 539.1465 38685
ol ; ; ; ; . ; . ey ; ‘ —— miz
538800 538900 539,000 5391100 529200 539,300 539400 539'500 539,600
100 539.2078 TOF MS ES-
c) 1.11e6
q 539.1465
" caa00 538,900 539,000 5391100 ‘ 529200 ' 539300 539400 T 539500 539,600 ' m
539.2078 TOF MS ES-
1 p) 1.87¢6
i 539.1465
¢ 533'800 538,‘900 539'000 539‘100 ' 539,‘200 i 539'300 539‘40U i 539'500 539 ‘SUD i mz
539.2078 TOF MS ES-
100 E) /\ 9.44e6
ol ‘ . : ‘ . . NG ‘ . . ‘ —— miz
538500 538900 539,000 5301100 539200 539,300 5391400 539500 539600

Obr. 49: Hmotnostni spektra z IMS-MS (detail celkového spektra) (A — Cistého oregana,
B — 5% olivovych listkll v oreganu, C — 10 % olivovych listki, D — 20 % olivovych listka,

E — 100 % olivovych listkli) v negativnim modu
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Obr. 50: Mobilogramy s plochou pikti pro ion oleuoropeinu m/z 539,2078 z méfeni
IMS-MS (celkové spektrum, bez izolace iontu markeru)

(obsah olivovych listki A—0 %, B -5 %, C—10 %, D —-20 % aE — 100 %)

IMS - MS

6000000
- Y =5,10 x 10* £ (0,08 x 10%)c + 3
a % 4,92x10% £(4,07x10%)
2 2 4000000 R*=0,9986 . .
S0
2 & 3000000
g =S
5 S 2000000 =
=
)
o 1000000 e
o o

0 ()
0 20 40 60 80 100 120

Obsah olivovych listkl v oreganu [%]

Obr. 51: Graf linearni zavislosti plochy mobilitniho piku oleuropeinu na obsahu olivovych
listkd v oreganu, experiment IMS-MS bez izolace iontu markeru v kvadrupoélu, kazdy

obsah méren dvakrat

Pro ovéteni, zda metoda dokaze odhalit falSovani realnych vzorkd, byl pfipraven
vzorek simulujici 10% falSovani pomoci navazovani rostlinného materialu. Je ziejmé, ze

intenzita signalu pozorovana v oblasti mobilitniho piku markeru je o 3 fady wvysSsi

ve falSovaném oproti €istému oreganu (Obr. 52).
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Obr. 52: Mobilogramy s uvedenymi plochami pikt pro ion pii m/z 539,2024 fedénych
extraktll (pomoci CH3OH/H20, 50/50, v/v)
(A — cisté oregano, B — oregano a olivové listky (90/10, w/w))

Meéteni IMS-MS (s izolaci iontu 539) poskytlo obdobné vysledky (Obr. 53 a 54).
S vyssi selektivitou méfeni nar(ista koeficient determinace R? = 0,9996, avsak dochazi

k mirnému poklesu citlivosti metody (smérnice linearni zavislosti).
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Obr. 53: Mobilogramy s plochou pikti pro ion oleuoropeinu m/z 539,2078 z méfeni
IMS-MS (izolace iontu 539 v kvadrupolu)
(obsah olivovych listki A -0 %, B -5 %, C—10 %, D —-20 % aE — 100 %)
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Obr. 54: Graf linearni zavislosti plochy mobilitniho piku oleuropeinu na mnozstvi
olivovych listkll v oreganu, experiment IMS-MS s izolaci iontu m/z 539 v kvadrupdlu,

kazdy obsah méfen dvakrat

Posledni experiment IMS-MSMS vyuzil izolaci iontu m/z 539 v kvadrupolu a jeho
naslednou fragmentaci v transferu pii 22 V (Tab. 9). I pfes vyssi koeficienty determinace
pro zavislost ploch mobilitnich pik nékterych jinych fragmentd, byl pro ureni obsahu
oleuropeinu zvolen fragment s m/z 307, ktery vykazoval nejvyssi intenzitu signalu. Srovnani

linearnich model je patrné z Obr. 55 a Priloh — Obr. A az Obr. F.

Tab. 9: Plochy mobilitnich pikli fragmentd oleuropeinu (prumér ze dvou méfeni)

Obsah Plocha piku fragmentu s hodnotou m/z
olivovych
listka
403 377 345 307 275 223 179
v oreganu
[%]
0 34 41 4 33 80 65 202
5 3471 15785 4318 23656 23630 4244 1764
10 8598 40424 10423 60373 57086 10055 4005
20 16246 76958 19672 112458 105405 18454 6978
100 80959 352383 97993 506549 460718 83634 31813
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Obr. 55: Graf linearni zavislosti plochy mobilitniho piku nejintenzivnéjsiho fragmentu
oleuropeinu s m/z 307 na obsahu olivovych listkti v oreganu, experiment IMS-MSMS
s izolact iontu m/z 539 v kvadrupdlu a jeho fragmentaci v transferu pii 22 V, kazdy obsah

méfen dvakrat

Pro vSechny varianty testovanych experimentl bylo dosazeno v piipad¢€ oleuropeinu
linearni zavislosti plochy mobilitnich pikii na obsahu olivovych listkd. Se stoupajici
selektivitou méfeni je pozorovatelny pokles citlivosti metody (snizuje se smérnice primky).
Pro koeficient determinace (R?) poskytlo nejvyssi hodnotu méteni IMS-MS s izolaci iontu
539, naopak nejhorsi linearita, ale také citlivost byla pozorovana u méfeni IMS-MSMS
s izolact iontu 539 v kvadrupolu a fragmentaci v transferu pfi 22 V a nasledné stanoveni
plochy mobilitniho piku fragmentu s m/z 307. AvSak 1 v tomto pifipad€ je jiz na urovni 5 %
ptimési olivovych listkll patrny znacny rozdil oproti vzorku s 0 %, coz dokazuje schopnost
metody zachytit i relevantni (z hlediska ekonomického efektu) podil olivovych listka

Vv oreganu.
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4.3. Méreni realnych vzorku od ruznych vyrobcu

4.3.1. Vzorky Safranu

Postupem popsanym v experimentalni casti (viz Kap. 3.3.4.) byly pfipraveny
a prométeny tfi vzorky Safranu. Pripadnd pfimés kurkumy byla vyhodnocovana z plochy
mobilitniho piku kurkuminu ziskaného pii experimentu IMS-MS s izolaci iontu m/z 369
(Tab. 10). Jelikoz plochy mobilitnich pikd pro sledovany ion v analyzovanych vzorcich
odpovidaly ploSe pro vzorek s 0 % kurkumy, 1ze konstatovat, ze kurkuma nebyla detekovana

v zadném ze zakoupenych vzorku.

Tab. 10: Zjisténé mnozstvi kurkumy v zakoupenych vzorcich Safranu

(IMS-MS s izolaci iontu 369)

Typ vzorku Obsah kurkumy
A n. d.
B n. d.
C n. d.

4.3.2. Vzorky oregana

Dle postupu v experimentalni casti (viz Kap. 3.3.4.) bylo pfipraveno a proméfeno
celkem Sest vzorkil oregana. Pritomnost olivovych listki byla hodnocena na zaklade plochy
mobilitniho piku oleuropeinu s vyuzitim experimentu IMS-MS, ktery poskytoval nejvyssi
citlivost. VSechny vzorky oregana poskytly plochy mobilitntho piku pro ion 539
a prislusny driftovy Cas na urovni pozadi (srovnatelné s trovni pii arovni 0 % olivovych
listki). V zadném ze zakoupenych vzorkd nebylo detekovano falSovani olivovymi listky

(Tab. 11).
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Tab. 11: Zjisténé mnozstvi olivovych listkd v zakoupenych vzorcich oregana (IMS-MS)

Zjistény obsah
Typ vzorku
olivovych listku
n. d.
n. d.

n.

Mmoo Y O W o

d
d
n. d.
d
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5.ZAVER

Role kotfeni v dnesnim svété je nezanedbatelnd, jeho nezaménitelné aroma a velké
mnozstvi druhti predstavuje rozsahlou paletu moznosti a kombinaci pro dochucovani
pokrma. FalSovani potravin a kofeni predstavuje zasadni problém a schopnost odhaleni
nezadoucich piimési je esencialni pro zachovani kvality kofeni.

Analyza falSovani je nezbytny prvek potravinové analyzy. K tomuto ucelu
se v soucasné dob€ pouzivaji metody analyzy DNA, predevsim pro kvalitativni cilenou
i necilenou analyzu. Metody jako FTIR, 'H-NMR a UV-VIS uz umoziuji precizngjsi
stanoveni pfimési a v kombinaci s chemometrickymi metodami lze provadét necilenou
analyzu pro odhaleni falSovani. Rozsahle pouzivana je hmotnostni spektrometrie vétSinou
ve spojeni s chromatografii, GC ¢i LC. Jejich hlavni vyhodou je méfeni v sekvencich,
slabinou muze byt zdlouhava optimalizace separa¢nich systému a delsi doba analyzy.

V predlozené praci je vyuzito moderni spojeni iontové mobility s hmotnostni
spektrometrii umozfujici rychlé odhaleni falSovani Safrdnu pomoci kurkumy a oregana
pomoci olivovych listkd. Sbér dat na tomto pfistroji se da spolehlivé provést do 2 minut.
Bylo vybrano vhodngjsi extrakéni rozpoustédlo a navrzen postup pro kazdou dvojici
koteni — piimé&s. Safran a kurkuma byly extrahovany smési slozeni CH;OH/H,O/HCOOH
(50/49/1, v/v), oregano a olivovnik smeési CH3OH/H2O (50/50, v/v). Pii experimentech
s modelovymi vzorky nastaly problémy pfesného navazovani malého mnozstvi kofeni
(s ohledem na cenu Safranu), ktery vSak byl castecné piekonan pfi pouziti michani extraktt
v urCitych pomeérech. Navrzené metody jsou schopny spolehlivé odhalit falSovani jiz
na urovni jednotek procent. Z ploch mobilitnich pikd lze usuzovat i na moznost zachytu
niz§ich obsaht, a to 0,1 % pro oregano a olivové listky a cca 1 % pro Safran a kurkumu.
Takovéto nizké obsahy piimési jiz ale nebudou pro falSovatele zajimavé z ekonomickych
divodu. V literatufe bylo popsano falSovani oregana s piimési olivovych listkll ptes 30 %.
[71] Pro oregano byla ziskana linearni zavislost mezi plochou mobilitnich pikid a podilem
olivovych listkti. U Safranu zavislost pro obsah kurkumy linearni nebyla. Odhaleni pficiny
této nelinearity je namétem pro dals§i vyzkum. Pro ob& studovand kotfeni je tieba
pfipomenout, Ze stanoveni obsahu pfimési na zakladé vybranych markerd muze byt
ovlivnéno variabilitou jejich obsahu v pfimichavané slozce (kurkumé, olivovych listcich).
Pro zachyceni falSovani je vSak podstatné zjistit obsah na urovni jednotek a vice procent,
coz ob€ popsané metody umoznuji. Analyza realnych vzork neprokazala falSovani

u zadného z nich, kdy signal, ktery by mohl byt pfifazen markerim, byl
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na urovni pozadi z matrice. Dalsi vyvoj metody by mél sméfovat do vyvoje prutokové
analyzy IMS-MS, coz umozni velmi rychlou analyzu velkého mnozstvi vzorkli automaticky
v sekvenci za sebou, kdy analyza jednoho vzorku by trvala do 3 minut. V dalSich
experimentech by bylo mozné zvazit necilenou analyzu s aplikaci chemometrickych metod
jako jsou PCA a HCA na data ziskana spojenim iontové mobility a hmotnostni

spektrometrie. Ta by mohla odhalit falSovani urcitého kofeni riznymi pfimési.
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6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APCI — Atmospheric pressure chemical ionization — chemicka ionizace za atmosférického

tlaku

CCS - Collision cross section — srazkovy prufez (Q)

CDI - Corona discharge ionization — ionizace koronovym vybojem

¢IM - Cyclic ion mobility — cyklicka iontova mobilita

DESI — Desorption electrospray ionization — desorp¢ni ionizace elektrosprejem
EMA — Economically motivated adulteration — ekonomicky motivované falSovani
ESI — Electrospray ionization — ionizace elektrosprejem

FTIR — NIR — Fourier Transformed Infra Red — Near Infra Red (Spectroscopy) —

infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci — blizké infracervena oblast
GC - Gas chromatography — plynova chromatografie

HCA - Hierarchical cluster analysis — hierarchicka shlukova analyza

HS - headspace

ICP — Inductively coupled plasma — indukéné vazané plasma

IMS - Ion mobility spectrometry — iontova mobilitni spektrometrie

LDA — Linear discriminant analysis — linearni diskriminacni analyza

LC - Liquid chromatography — kapalinova chromatografie

LCHRMS - Liquid chromtography high resolution mass spectrometry — kapalinova

chromatografie s vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii

n. d. — not detected — nedetekovano

NMR — Nuclear magnetic resonance — nuklearni magneticka rezonance

MS — Mass spectrometry — hmotnostni spektrometrie

OPLS-DA - Orthogonal partial least squares discriminant analysis — Ortogonalni

diskriminacni analyza nejmensich ¢tverct
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PCA - Principal component analysis — analyza hlavnich komponent
PCB — Printed circuit board — ti§téna obvodova deska

PLS-DA — Partial least squares discriminant analysis — diskriminac¢ni analyza casteCnych

nejmensich ¢tverca

PLSR - Partial least square regression — regrese metodou ¢aste¢nych nejmensich ctvercu

QqToF — Quadrupole time of flight — kvadrupol analyzator doby letu

RAPD - PCR - Random amplified polymorfic DNA — polymerase chain reaction —

nahodna amplifikace polymortni DNA — polymerazova fetézova reakce

SCAR - PCR - Sequence characterized amplified region — polymerase chain reaction —

amplifikovana oblast charakterizovana sekvenci — polymerazova fetézova reakce
TIC - Total ion current — celkovy iontovy proud

ToF — Time of flight — analyzator doby letu

TWIM - Travelling wave ion mobility — iontova mobilita s putujici vinou

UV-VIS - Ultra Violet — Visible — ultrafialova — viditelna (oblast spektra)
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8. PRILOHY

8.1. Grafy linearnich zavislosti dalSich fragmenti oleuropeinu

Fragment 403
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Obr. A: Graf linearni zavislosti plochy mobilitniho piku fragmentu oleuropeinu s m/z 403
na obsahu olivovych listka v oreganu, experiment IMS-MSMS s izolaci iontu m/z 539

v kvadrupolu a jeho fragmentaci v transferu pii 22 V, kazdy obsah méfen dvakrat

Fragment 377
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Obr. B: Graf linearni zavislosti plochy mobilitniho piku fragmentu oleuropeinu s m/z 377
na obsahu olivovych listka v oreganu, experiment IMS-MSMS s izolaci iontu m/z 539

v kvadrupolu a jeho fragmentaci v transferu pii 22 V, kazdy obsah méfen dvakrat
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Plocha moblitniho piku
fragmentu oleuorpeinu s m/z

345
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Obr. C: Graf linearni zavislosti plochy mobilitniho piku fragmentu oleuropeinu s m/z 345

na obsahu olivovych listka v oreganu, experiment IMS-MSMS s izolaci iontu m/z 539

v kvadrupolu a jeho fragmentaci v transferu pii 22 V, kazdy obsah méfen dvakrat

Plocha mobilitniho piku
fragmentu oleuorpeinu s m/z
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Obr. D: Graf linearni zavislosti plochy mobilitniho piku fragmentu oleuropeinu s m/z 275

na obsahu olivovych listka v oreganu, experiment IMS-MSMS s izolaci iontu m/z 539

v kvadrupolu a jeho fragmentaci v transferu pii 22 V, kazdy obsah méfen dvakrat
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Fragment 223
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Obr. E: Graf linearni zavislosti plochy mobilitniho piku fragmentu oleuropeinu s m/z 223
na obsahu olivovych listka v oreganu, experiment IMS-MSMS s izolaci iontu m/z 539

v kvadrupolu a jeho fragmentaci v transferu pii 22 V, kazdy obsah méfen dvakrat

Fragment 179
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Obr. F: Graf linearni zavislosti plochy mobilitniho piku fragmentu oleuropeinu s m/z 179
na obsahu olivovych listka v oreganu, experiment IMS-MSMS s izolaci iontu m/z 539

v kvadrupolu a jeho fragmentaci v transferu pii 22 V, kazdy obsah méfen dvakrat
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