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1. ÚVOD 

Chuť a čich představují neoddělitelnou součást vnímání potravin a hotových pokrmů. 

Ne nadarmo jsou chuť a čich řazeny mezi pět základních lidských smyslů. Lze předpokládat, 

že j iž pravěcí lidé rozuměli důležitosti chuti a čichu, například když poprvé začali využívat 

oheň a byli tak schopni vnést nové aroma do svých pokrmů. O zlepšení chuti a vůně pokrmů 

se snažili i následující civilizace, a to až do současné doby. Z aroma pokrmů se tak stala 

jakási identifikační charakteristika jednotlivých kultur, např. pro východní A s i i je typická 

chuť umami pocházející např. z fermentovaných sójových bobů, pro jižní A s i i používání 

kurkumy a chill i , pro Blízký východ je typický římský kmín a pro Českou republiku 

např. mák či kmín. Původ aroma je dán charakteristickým chemickým složením pokrmů, 

především obsahem látek s organoleptickými vlastnostmi. Silné organoleptické vlastnosti 

má koření, čímž láká pozornost kuchařů a vyvolává tak poptávku na trhu i přes jeho často 

vysokou cenu. Není překvapením, že tyto podmínky jsou příhodným prostředím pro jeho 

falšování, nekalou praktiku okrádání či dokonce ohrožování konzumenta. Z tohoto důvodu 

je důležité zabývat se metodami schopnými falšování odhalit, aby konzument obdržel to, 

za co platí. Vzhledem k rozmanitosti koření, a tedy chemických individuí lze pro zkoumání 

falšováni využít širokou nabídku analytických metod. Kontrola falšování potravin je nikdy 

nekončící souboj mezi schopnostmi kontrolních laboratoří a praktikami nepoctivých 

obchodníků či výrobců. Z tohoto důvodu je potřeba se zabývat novými metodami 

pro odhalování falšování a rozšiřovat tak arsenál analytických metod, které přispívají 

k ochraně konzumenta, ale také k udržení důvěry mezi konzumentem a obchodníkem. 

V předložené práci je kombinována iontová mobilita s hmotnostní spektrometrií, což 

představuje spojení metod zatím vůbec nepoužívané při kontrole falšování koření. Navržené 

metody byly ověřovány pomocí modelových vzorků simulujících falšování dvou vybraných 

druhů koření a následně aplikovány na analýzu reálných vzorků šafránu a oregana. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

2.1. Problematika falšování potravin 

2.1.1. Potraviny, jejich hlavní a vedlej ší složky 

Potraviny představují nezbytnou součást všech lidských životů, neboť poskytují 

nezbytné živiny a energii l idskému organismu. Je na nich závislé jeho správné fungování, 

v případě nedostatku některé ze složek potravy se mohou projevit zdravotní následky, 

ve vážných případech až smrt. Živiny (také nazývané nutrienty) se tradičně dělí na hlavní 

a přídatné (akcesorní). Do skupiny hlavních živin se řadí bílkoviny, tuky a sacharidy. 

Přídatné živiny jsou vitamíny a minerální látky. Důležitou živinou je voda. Pro kulinářství 

jsou kromě živin velmi důležité látky senzoricky aktivní, které mají organoleptické 

vlastnosti - v l iv na smyslový (senzorický) vjem vznikající při konzumaci potraviny. 

Nejčastěji jsou vyvolány vjemy olfaktorické (čichové), gustativní (chuťové), vizuální 

(zrakové), haptické (hmatové) a auditorské (zvukové). Nejčastěji vnímanými 

organoleptickými vlastnostmi u potravin jsou vůně a chuť, pro které se vžilo souhrnné 

označení aroma. [1] 

Významnou složkou potravin jsou látky biologicky aktivní, které mohou mít 

na lidské zdraví v l iv pozitivní (antioxidanty), tak i v l iv negativní (látky toxické pro člověka). 

Látky, které j sou přidávány do potravin či pokrmů se nazývají aditiva. Jejich hlavních 

úkolem může být zlepšení výživové hodnoty potraviny, trvanlivosti 

(konzervanty - prodlužují stabilitu potraviny), aroma (aromata), barvy (barviva) 

či textury potraviny (zahušťovadla - zvyšují viskozitu, emulgátory - stabilizátory 

disperzních systémů). Nežádoucími látkami v potravinách jsou kontaminanty, které se 

do nich dostávají v důsledku lidské aktivity. Kontaminanty se dělí na primární (exogénni), 

které jsou přítomny ve vnějším prostředí ( typickejšou zbytková množství pesticidů, která 

mohou hrát zásadní roli při odhalování falšování biopotravin), a sekundární, které mohou 

vznikat při zpracování či skladování potraviny. [1] 

Potraviny mohou obsahovat látky, které snižují jejich nutriční hodnotu, kvalitu 

(vlivem na organoleptické vlastnosti potraviny), či látky jinak nežádoucí, v nejhorším 

případě až toxické. Z tohoto důvodu je důležité zabývat se falšováním potravin, 

resp. pravidelně kontrolovat potraviny pro odrazení od falšování či rychlé odhalení falšované 

potraviny. 
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Nabídka potravin napříč světem je rozsáhlá a jejich složení je komplexní. 

To poskytuje rozsáhlou škálu látek, které je třeba analyzovat, resp. látek u kterých se projeví 

různé typy falšování. Je zřejmé, že zabývat se všemi potravinami, kde je možné falšování, 

není prakticky možné. Vždy je třeba se zaměřit na rizikové potraviny v rámci dané země, 

popř. širšího zeměpisného celku, ve kterém se setkává obchod dané země s dalšími zeměmi. 

U České republiky tak dává smysl zabývat se falšováním potravin v Evropské unii. Jaká je 

definice falšování, jaký je motiv pachatele, jak falšování poškozuje konzumenta a j aké jsou 

některé z nejhorších případů falšování minulosti? N a tyto otázky se snaží odpovědět 

následující kapitoly této práce. 

2.1.2. Falšování potravin v Evropské unii 

Falšování se v Evropě vyskytovalo už ve starověku. Existují zmínky o padělání 

římských pečetí na amforách s olivovým olejem či vínem. [2] Falšování se v průběhu let 

vyvíjelo. Vyvíjely se především praktiky pachatelů, kteří se vždy přizpůsobovali zavedeným 

normám a kontrolám. Mot iv pachatele se však nezměnil a zůstává i po tisíciletích stále 

stejný. Je však nutné zmínit, že vlivem výrobní infrastruktury může v dnešní době ovlivnit 

mnohem větší počet lidí a je náročnější na odhalení vzhledem ke složitějším a rozsáhlejším 

výrobním procesům. [3] 

Je třeba definovat falšování potravin a odlišit jej od ostatních vlivů na složení 

potravin (např. od kontaminace ze životního prostředí). Podle Evropské komise je čin 

považován za falšování potravin, jestliže splňuje následující čtyři kritéria: 

1) porušení pravidel Evropské unie (č. 1 odst. 2 nařízení (EU) 2017/625 - legislativa 

zemědělsko-potravinářského řetězce) 

2) oklamání zákazníků - výrobce neuvádí při prodeji pravdivé informace 

3) ekonomický zisk - čin generuje pachateli ekonomickou výhodu 

4) záměr - musí být dokázáno, že čin se nestal náhodou, ale s vědomím výrobce. 

Z hlediska způsobu falšování lze odlišit např. následující případy: 

1) Výměna - kompletní nebo částečná výměna dražší složky produktu za levnější 

bez vědomí konzumenta (zatajení obsahu na obalu produktu) 

2) Neschválené vylepšení - přidání neuvedené složky s cílem vylepšení vlastností 

produktu, zpravidla maskování špatné kvality produktu (různá neuvedená aditiva) 
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3) Padělání - porušení autorských práv 

4) Nepravdivé označení - nepravdivé či zkreslené tvrzení na balení výrobku. [4; 5] 

Falšování představuje problém, jak pro obchodníka, tak pro zákazníka. Jeho následky 

jsou především finanční ztráty, ale může představovat i zdravotní riziko pro konzumenta. 

Toto však není motivace či záměr pachatele, j e to pouze možný důsledek. Motivem pachatele 

vždy zůstává ekonomický zisk. V literatuře se pro takovéto činy používá zkratka 

E M A - economically motivated adulteration. Z právního, ale také z analytického hlediska 

je třeba rozlišit E M A a činy cílící přímo proti bezpečnosti potravin (záměrná příměs toxické 

potraviny za účelem ublížit konzumentovi). Hlavní rozdíl je především v látkách, které jsou 

využity. [3] 

Látky, kterými jsou potraviny dopovány ( E M A ) často nejsou sledovány v rutinních 

analýzách, které bývají zaměřeny na kontrolu bezpečnosti potravin (např. kontrola 

aflatoxinů v potravinách, hlídání obsahu těžkých kovů. . . ) . Existují tři typy zdravotních rizik. 

Př iměje důsledkem přidání akutně toxické látky. Druhým typem je nepřímé zdravotní riziko, 

kdy je konzument vystaven nízkým koncentracím toxické látky, která se hromadí v těle 

během dlouhodobého vystavení. Do této skupiny patří také vynechání důležitých látek 

v potravině (např. konzervanty a vitamíny). Třetím typem je technické zdravotní riziko, kdy 

falšování nemá hmotnou podstatu a nastává např. při úmyslném chybném označení původu 

potraviny. [3] 

Nej drastičtějším a nej známějším příkladem falšování potravin ( E M A ) s přímým 

zdravotním rizikem z české historie byla methanolová aféra z roku 2012, která si v České 

republice vyžádala celkem 47 mrtvých a přes 100 lidí ponechala s trvalými zdravotními 

následky. [6] Dalším případem falšování bylo např. přidávání melaminu (Obr. 1) do mléka. 

Tento případ se objevil v roce 2008 v Číně, kdy výrobci deklarovali vyšší obsah bílkovin 

v mléce, aby bylo atraktivnější pro konzumenta. [3; 7] Princip spočíval v tom, že obsah 

bílkovin na obalu potravin vychází ze stanovení dusíku pomocí Kjeldahlovy metody. 

Tou se stanovuje pouze celkový dusík a nerozlišuje se, zda se skutečně jedná o bílkoviny. 

Takto stanovenému obsahu bílkovin se říká hrubá bílkovina. [8; 9] Následek falšování bylo 

několik mrtvých novorozenců a tisíce dalších hospitalizovaných. [3; 7] Poněkud speciálním, 

ale taktéž nebezpečným případem je nahrazení složky alergenem, což nepředstavuje 

zdravotní riziko pro širokou veřejnost, ale může mít u senzitivních jedinců fatální následky. 

[10] 
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Obr. 1: Struktura melaminu 

V potírání falšování potravin se uplatňují dva přístupy - aktivní a pasivní. Aktivní 

způsob je založený především na řešení hrozeb v okamžiku, kdy nastanou. Oproti tomu 

pasivní monitoring spočívá v rutinní kontrole potravin rychlými nespecifickými metodami, 

kdy v momentě odhalení se poté přechází na aktivní monitoring. Budoucí vývoj sledování 

falšování potravin by měl být zaměřen především na pasivní monitoring potravin 

lukrativních k falšování. [3] Rolí Evropské unie by mělo být především odrazení pachatele 

od spáchání činu soustavou striktních vnitřních kontrol a právním definováním činu a trestu. 

[11] 

2.1.3. Nejčastěji falšované potraviny 

Falšování je možné u všech potravin, je patrné, že smysl má zabývat se potravinami, 

kde v minulosti došlo k falšování, či obecně potravinami, kde by falšování mohlo pachateli 

přinést ekonomický zisk. Nejvíce náchylné k falšování, a tedy skupiny s nejvyšším počtem 

případů jsou (pořadí je náhodné a neodpovídá četnosti falšování): 

1) mléko a mléčné výrobky (např. nahrazení buvolího/ovčího mléka kravským 

při výrobě mozzarely/feta sýru) 

2) maso a masné výrobky (např. nedeklarované koňské maso v klobásách) 

3) ryby a mořské plody (např. falšování jeseterského kaviáru kaviárem j iného 

původu, kvality a ceny) 

4) oleje a tuky (např. nahrazovaní extra panenského olivového oleje olejem 

z pokrutin či j iného rostlinného původu) 

5) sladidla (např. falšování původu medu či dopování javorového sirupu kukuřičným 

sirupem) 
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6) káva a čaj (např. u kávy - příměs levnější robusty v dražší arabice a u čajů 

nahrazování prémiových čajů z vyhlášených lokalit za čaje horší kvality a j iného 

původu) 

7) ovocné džusy (např. substituce pomerančového džusu jablečným) 

8) alkoholické nápoje (např. použití j iného druhu hroznů pro přípravu vína či uměle 

přidaný cukr/ barviva) 

9) koření a extrakty (např. barviva Sudan I-IV v kurkumě, sušené paprice a kari; 

falšování šafránu pomocí kurkumy) 

10) obilniny (např. produkt s lepkem deklarovaný jako bezlepkový) 

11) bioprodukty. [12] 

Falšování se dotýká rozsáhlého spektra potravin, které jsou j iž tak složitou směsí 

desítek až stovek chemických látek. V analýze se lze zaměřit na lipidy (oleje, tuky), 

bílkoviny (maso) či sacharidy (obilniny), ale i na látky bez kalorické hodnoty 

(např. u potravin jejichž obsah makronutrientů je minimální či zcela nulový - káva, čaj 

a koření). Skupina potravin s nízkým obsahem makronutrientů se správně nazývá pochutiny. 

Hlavním úkolem pochutin je navození či zlepšení senzorického vjemu, typicky se jedná 

o aroma (např. koření), nebo povzbuzení organismu díky obsahu určitých chemických 

individuí (např. čaj či káva). [1] Právě na koření, příp. bylinky a jejich falšování jsou 

zaměřeny následující kapitoly této práce. 
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2.2. Falšování koření 

2.2.1. Historie koření a jeho pozice v dnešním světě 

Koření bylo lidem známo j iž od pravěku, kdy používali lístky keřů, ořechy, semínka, 

bobule či kůry ke zlepšení chuti masa. Postupem času se koření začalo používat 

i pro medicínské účely. Už 2700 let př. n. 1. se v čínských spisech objevují zmínky o skořici. 

V B i b l i je uváděno použití koření při rituálech. V 8. století př. n. 1. v Babylonu jsou 

zmiňovány královské zahrady, jako místo kultivace několika druhů koření a bylin 

(např. kardamon, koriandr, tymián, šafrán či kurkuma). V P e r s i i probíhala produkce 

esenciálních olejů z vonných rostlin. V Indii byly a dodnes jsou využívány skořice, 

kardamon, zázvor, kurkuma či pepř pro léčitelské účely a jsou j i m připisovány blahodárné 

účinky na lidské zdraví. [13] 

Starověká historie koření v Evropě začíná v antickém Řecku a Římě. Rekové své 

koření importovali z východu, ale také z okolních civilizací (např. fenykl, máta . . . ) . Byl inky 

a koření našly i tady uplatnění v medicíně (např. šafrán, tymián, koriandr, skořice, máta 

a majoránka). Vůbec poprvé se poznatky medicíny začaly odklánět od magie a předtuch 

k bylinkám a koření. Římané si libovali v kořeněném víně a koupelích ovoněných kořením 

či bylinkami. B y l i to právě Římané, kteří při svých expanzích přinesli pepř a další koření 

z východu ostatním obyvatelům tehdejší Evropy. [13] 

V r a n é m středověku bylo koření běžně používáno jako platidlo, např. 1 libra 

(454 gramů) šafránu měla stejnou hodnotu jako 1 kůň, mnoho druhů koření se tak stalo 

privilegiem bohatých. V mnohých městech a zemích byly daně a náj emné vybírány ve formě 

kuliček pepře. Cena koření začala klesat až po období křižáckých výprav. V 15. století bylo 

poprvé do Evropy přivezeno koření z Nového světa (nové koření, vanilka) a o století později 

začalo námořní dovážení skořice, hřebíčku, muškátového oříšku a dalšího koření z Indie. 

[13] 

Dnes hraje koření nej větší roli v kulinářství k dochucovaní pokrmů a stává se čím dál 

dostupnějším. Obchod s n í m je značně decentralizovaný, což znamená lepší dostupnost. 

Navíc s nástupem internetu stoupá poptávka a konzumace koření ze zahraničí i v běžných 

domácnostech. Pravděpodobně nej větším úspěchem pro koření v moderní době je prokázání 

jeho prospěšnosti pro lidské zdraví, což potvrzuje domněnky starodávných civilizací. [13] 

Evropský dovoz koření činí asi čtvrtinu světového importu koření a bylinek (je skoro 

dvojnásobný oproti U S A ) . Téměř 95 % importu koření do Evropy je uskutečňováno 
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z rozvojových zemí. Cena koření v Evropě je oproti ostatním regionům vysoká 

(např. oproti A s i i dvojnásobná). Z pohledu rozvojových zemí je Evropa lukrativní trh. 

Výjimkou jsou bylinky, které jsou produkovány ve velkém množství i v Evropě (Francie, 

Itálie a Řecko). Největšími dovozci koření jsou Nizozemí, Německo, Francie (především 

madagaskarská vanilka) a Španělsko (chilli). [14] 

Je zřejmé, že koření se přes svou starodávnou historii dostalo do každodenního života 

lidí. Stoupající popularitu koření u Evropanů potvrzují i roční objemy konzumace koření 

a bylinek, které v 21.století rostou. [15; 16] 

S decentralizací trhu a nástupem dostupnosti stoupá četnost falšování koření. 

To nemusí nastat pouze přímo u zemědělce, ale může k němu dojít v jakémkoliv kroku, který 

leží mezi plantáží a talířem konzumenta (např. při procesu mletí u různých typů mletého 

koření, v procesu balení, u prodejce...). [4] Pro odhalení falšování koření je nutné znát 

složení koření a určit, ve kterých měřitelných parametrech se projeví falšování. 

Je zřejmé, že zabývat se všemi druhy koření by bylo značně nad rámec rozsahu této 

práce. Z tohoto důvodu je následující kapitola zaměřena na pepř, kmín (římský), kurkumu, 

šafrán, sušenou papriku (chilli) a oregano. Výběr byl učiněn na základě dřívějších případů 

falšování těchto koření [12; 15] a na základě prvního koordinovaného plánu kontroly 

autenticity bylinek a koření v rámci Evropské unie. V tomto šetření se 21 členů E U 

spolu se Švýcarskem a Norskem zaměřilo právě na falšování zmíněných šesti druhů koření. 

B y l y zjištěny nemalé podíly falšovaných vzorků, 6 % pro papriku, 11 % pro šafrán 

i kurkumu, 14 % pro římský kmín a 17 % pro pepř. Vůbec nej vyšší četnost byla zaznamenána 

pro oregano, kde 48 % vzorků bylo falšovaných. [11] 

2.2.2. Vybrané druhy koření a jejich falšování 

2.2.2.1 Pepř 

Černý pepř (Piper nigrům) pochází z jižní Indie a je pěstován kvůli svému plodu, 

který je sušen, popř. následně mlet. [16] Pepř se stal běžnou součástí české kuchyně, proto 

má dlouhodobě své čestné místo na stole každé domácnosti hned vedle soli. Pálivost mu 

propůjčuje alkaloid piperin (Obr. 2), za jeho aroma jsou potom zodpovědné esenciální oleje. 

[16; 17] Esenciální olej z černého pepře lze získat destilací svodn í parou a jedná se 

o složitou směs látek sestávající především z monoterpenů, seskviterpenů a jejich 

oxidovaných forem a dalších látek různého charakteru. Obsah jednotlivých sloučenin není 

pevně daný druhem pepře, ale jejich obsah je závislý na místu původu a ročním období sběru. 

15 



Variabilita složení koření způsobená původem se projevuje u více druhů koření 

a mohlo by se tak jednat o užitečné vodítko při ověřování jejich původu. [18; 19] Je však 

důležité podotknout, že při ověřování autenticity původu koření poskytují mnohem 

spolehlivější výsledky metody zabývající se izotopovým složením jednotlivých koření 

než metody založené na stanovení funkčních chemických složek. [19] K analýze autenticity 

původu koření je třeba přistupovat velmi pečlivě, obezřetně a je důležité mít k dispozici 

vzorky s garancí původu. 

Zajímavostí je, že zelený a černý pepř jsou stejný plod, avšak pouze v rozdílném 

stádiu oxidace. V důsledku enzymatické oxidace se tvoří fenolické sloučeniny, které jsou 

zodpovědné za tmavnutí. 

Obr. 2: Piperin 

Zajímavým, avšak běžným adulterantem u pepře jsou semínka papáji. [20; 21] 

2.2.2.2. Římský kmín 

Římský kmín (Cuminum cyminum) pochází z oblasti Blízkého východu a z Indie, 

která je v současnosti jeho největším vývozcem. Nejčastěji se římský kmín prodává 

v podobě celých semen, dále v mleté formě, eventuálně ve formě esenciálního oleje. Je třeba 

rozlišovat římský kmín (ang. cumin) a kmín (ang. caraway), neboť se i přes vzhledovou 

podobnost nejedná o plod stejné rostliny a každá varianta má zcela odlišné aroma. [16] 

Aroma římského kmínu je dáno především aldehydy a ketony, z nichž má nej větší 

zastoupení kuminaldehyd (Obr. 3), který je zodpovědný i za hořkost. 



V literatuře jsou zmínky o falšování ř ímského kmínu různými typy ořechů 

(např. mandle či arašídy) [22] ajejich skořápkami. [23] Příměs ořechů do koření je extrémně 

nebezpečným hazardem, neboť se jedná o jeden z vůbec nejvíce frekventovaných 

a závažných alergenů. [24] 

2.2.2.3. Kurkuma 

Kurkuma (Curcuma longa) je původem z Indie a ta je v dnešní době i nej větším 

vývozcem tohoto koření. Odtud pochází její označení indický šafrán. U kurkumy se využívá 

oddenek (zásobní část rostliny vznikající ze stonku - podzemní stonek). Kurkuma 

se dlouhodobě používá jako koření (především mletá, samostatně nebo jako složka kari 

koření), ale také jako součást náboženských rituálů hinduistu či jako barvivo, [16] kdy 

nahrazuje syntetická barviva (např. tartrazin). [25] 

Hlavní aktivní složkou je oranžový kurkumin (Obr. 4). Za vůni jsou zodpovědné 

především ketony, seskviterpeny a alkoholy. Kurkumě jsou připisovány protizánětlivé, 

protirakovinné a antibakteriální účinky, proto našla uplatnění v tradiční čínské medicíně. 

Současné studie naznačují, že by kurkumin mohl hrát velmi důležitou roli ve spojení 

s nanomateriály v léčbě zánětlivých, rakovinných a dalších onemocnění způsobených 

oxidativním stresem. [16; 26] 

O O 

Obr. 4: Kurkumin 

Případy z minulosti poukazují na falšování kurkumy pomocí rozdílných druhů 

kurkumy [27]. Nechvalně známou příměsí kurkumy byly v minulosti silně karcinogenní 

azobarviva Sudan I-IV (Obr. 5). [28; 29] Obsah barviv je v potravinách striktně monitorován 

a od roku 2005 je zakázán dovoz kurkumy a chilli do E U bez certifikátu, že neobsahují daná 

barviva. [30] Další možnou příměsí je rozemletá křída. [31] 
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2.2.2.4. Šafrán 

Šafrán (Crocus sativus))Q nej dražší koření na světě. Cena se pohybuje okolo 10 eur 

za gram. [32] Vysoká cena pramení z náročnosti sběru. Květy šafránu musí být sbírány ručně 

brzy ráno těsně po otevření květu, kdy mají největší aroma, které by bylo ztraceno vlivem 

slunečního záření během dne. Koření šafrán navíc tvoří pouze červené pestíky 

(Obr. 6). N a každém květu jsou pouze tři. Hlavním producentem šafránu je dnes Írán. [33] 

Senzoricky a biologicky aktivními komponentami šafránu jsou především krocetin 

(karotenoid s dvěma karboxylovými skupinami) a safranal, jejichž struktury j sou na Obr. 7. 

Jejich glykosidické formy se nazývají krocin (di-glykosyl ester krocetinu) a pikrokrocin 

(glykosid safranalu). Krocetin je jako karotenoid zodpovědný za barvu, naopak safranal jako 

zástupce monoterpenů je zodpovědný za aroma. Šafránu jsou připisovány pozitivní efekty 

na problémy s trávicí soustavou, protirakovinné účinky a zkoumá se možné využití 

při léčení/zmírnění depresí. [34] 

18 



Obr. 6: Květ šafránu - převzato a upraveno z cit. [35] 

Obr. 7:1) krocetin II) safranal 

V současnosti je šafrán používán především jako koření, ale dlouhodobě je 

vyhledáván i kvůli barvení. Po vyluhování poskytuje zlatavě žlutou barvu, proto se šafránu 

někdy říká zlaté koření vzhledem k jeho vysoké ceně a barvě. Právě vysoká cena šafránu ho 

dělá atraktivním pro falšování. [34; 33] U šafránu bylo zaznamenáno falšování pomocí 

j iných částí rostliny (přimíchávání žlutých tyčinek k červeným pestíkům) či pomocí úplně 

j iné rostliny (např. kurkuma, světlice barvířská či gardénie jasmínovitá). [36; 37; 38] 

2.2.2.5. Sušená paprika (chilli) 

Sušená paprika, resp. chil l i je koření připravené z jakéhokoliv druhu papriky seté 

(Capsicum annuum). Tradičně chilli označuje pálivý druh papriky. Hlavními producenty 

v Evropě jsou Maďarsko, Španělsko, dále blízké Turecko, ve světě je to pak Indie. 

Nej významnějšími chemickými skupinami v chil l i jsou karotenoidy (dávají mu 

červenou barvu - především kapsantin a kapsorubin) a kapsaicinoidy (způsobují pálivost). 
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Karotenoidy jsou stabilní v čerstvém plodu, avšak v procesu sušení a mletí dochází 

k oranžovění vlivem oxidace. [16] 

K falšování byla zneužívána barviva Sudan [39] nebo přidávána paprika j iného 

původu, než kterou uvádí prodejce. [40] Známé je také falšování pomocí slupek z rajčat 

a nadrcené cihly. [12] 

2.2.2.6. Oregano 

Oregano (Origanum vulgare) nebo také dobromysl obecná je lidem známo několik 

století. Původně pochází ze Středomoří, odkud se postupně rozšířilo do celého světa. 

Hlavními chemickými komponentami dodávajícími aroma jsou thymol akarvakrol (Obr. 8). 

Stejně jako u ostatních koření i u oregana a jeho esenciálního oleje jsou často 

zkoumány vl ivy na lidské zdraví, především antibakteriální účinky. Samotný thymol 

se používá v parfémech a mýdlech. [41] 

C H , C H , 

O H 

Obr. 8:1) Thymol II) Karvakrol 

Falšování oregana je rozsáhlé. V minulosti se autoři zabývali falšováním listy 

olivovníku. [11; 42; 43] Zjištěný podíl falšovaných vzorků (48 %) byl velmi vysoký. [11] 

B y l o by možné polemizovat, zda se skutečně jedná o falšování či o nedostatečnou separaci 

ve výrobním procesu. Při ověřování autenticity koření je třeba postupovat obezřetně 

a komplexně, brát v potaz výrobní proces a možné příměsi, které se jeho vlivem mohou 

v koření vyskytnout. Pokud se totiž nejedná o záměrné přidávání příměsí, nejedná 

se z právního hlediska o falšování. [3] 
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2.3. Analytické metody používané při kontrole koření 

Způsobů falšování koření je mnoho. V některých případech se jedná o látky 

či materiály, pomocí kterých pachatelé falšují pouze jeden druh koření. Často však je určitá 

příměs zneužívána napříč rozdílnými druhy koření (barviva Sudan I-IV). Tato kapitola 

se zabývá metodami používanými pro odhalení falšování koření, jejich výhodami 

a nevýhodami. Upřednostňovány budou metody dovolující rychle a spolehlivě odhalit více 

příměsí v jednom vzorku, a to bez zdlouhavé úpravy vzorku a s minimální interferencí 

matrice koření. 

Při kontrole falšování se uplatňují dva hlavní přístupy. První se orientuje na testování 

nepřítomnosti určité konkrétní příměsi. Hlavní nevýhodou je, že nezachytí neznámé či nové 

příměsi, výhodou je naopak schopnost detekovat sledované příměsi při relativně nízkých 

koncentracích. Druhým přístupem je sledování určité ingredience, která má být přítomna 

v deklarovaném množství. [5] 

Norma upravující metody kontroly koření v České republice je ČSN 58 0110. 

Kontrolu šafránu upravuje norma ISO 3632. První část normy zavádí systém dělení šafránu 

do čtyř kategorií např. na základě výsledků ze stanovení kysele rozpustného popelu, 

stanovení hořkosti (absorbance pikrokrocinu při 257 nm), absorbance safranalu při 330 nm, 

barvící síla (absorbance krocinu při 440 nm). [44] V druhé časti normy jsou zmíněny 

metody, mezi kterými jsou uvedeny také vizuální inspekce a mikroskopické vyšetření 

vzorku, [45] avšak taková analýza může být zdlouhavá a vyžaduje značnou zkušenost 

analytika. Z tohoto důvodu je třeba intenzivní výzkum pro nalezení efektivních metod, 

které by nebyly tak závislé na zkušenostech pracovníka. [15] 

2.3.1. Metody založené na analýze D N A 

Analýza D N A představuje rychlou, efektivní metodu pro detekci biologických 

příměsí v koření. Základní je metoda R A P D - P C R (Random amplified polymorfic 

D N A - polymerase chain reaction), která je levná a umožňuje rozlišit biologické druhy mezi 

sebou. Její nevýhodou je však špatná reprodukovatelnost. Vylepšením je metoda S C A R -

P C R (Sequence characterized amplified region - polymerase chain reaction), která replikuje 

pouze určité úseky D N A ( S C A R markety). Její výhodou je lepší reprodukovatelnost 

a selektivita. [15] 

Při detekci rostlinných příměsí šafránu se autorům podařilo odhalit sedm různých 
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složek v kontrolních vzorcích (např. kurkuma, měsíček lékařský či světlice barvířská), 

a to při obsahu od 1 % (m/m) výše. [46] V roce 2011 byly detekovány listy olivovníku 

v oreganu pomocí S C A R - P C R , a to i při obsahu pod 1 %. Hlavním omezením metody je 

nutnost extrakce D N A ze sušeného materiálu, a především vliv rušivých složek přítomných 

v matrici (polysacharidy a sekundární metabolity - např. polyfenoly), které se spolusráží 

s D N A , čímž klesá dostupnost D N A pro enzymové reakce. [42] K . Dhanya a kol . se zabývali 

falšováním chilli pomocí červené řepy [47] a falšováním kurkumy odlišnými druhy 

kurkumy. [27] 

Další metodou je využití „čárového kódu" D N A ( D N A barcoding), která je založená 

na sledování krátkého charakteristického úseku D N A v porovnání se známými úseky D N A 

jednotlivých druhů v knihovně (obdoba čárových kódů u zboží v obchodě). [48] Metoda 

odhalila falšování šafránu v Číně u každého třetího vzorku. [49] 

Zmíněné metody analýzy D N A umožňují pouze kvalitativní analýzu, kvantitativní 

analýza většinou poskytuje výsledky s vysokou nejistotou měření. Další nevýhodou je nutná 

extrakce a ovlivnění výsledku čistotou extrahované D N A . [15] 

2.3.2. Spektrometrické metody založené na interakci látky s elektromagnetickým zářením 

Spektrometrické metody spolu s chemometrií představují vhodné řešení pro rychlý 

a nedestruktivní screening falšování koření. Používá se infračervená spektrometrie 

s Fourierovou transformací (FTIR), infračervená spektrometrie v blízké IR oblasti 

(FT-NIR), Ramanova spektrometrie [50] a nukleární magnetická rezonance ( N M R ) . [36] 

V minulosti byly publikovány práce zabývající se falšováním sušeného česneku, 

cibule a zázvoru pomocí kukuřičného škrobu. Techniky FTIR, N I R a Ramanova 

spektrometrie spolu s chemometrií úspěšně detekovaly až 35 % škrobu. [51; 52] FTIR 

a Ramanova spektrometrie poskytují více informací o struktuře látek než FT-NIR, u níž 

spektra obsahují pouze pásy vyšších harmonických frekvencí a kombinační pásy. Výhodou 

N I R je průnik záření do větší hloubky vzorku. Ramanova spektrometrie je vhodnější 

pro vzorky s vyšším obsahem vlhkosti (neruší signál vody) a umožňuje měřit bez porušení 

některých obalů. [15; 53] 
X H - N M R ve spojení s chemometrickými metodami se ukázala účinná při ověřování 

autenticity např. šafránu. Získané výsledky byly reprodukovatelné, avšak hlavní nevýhodou 

byla zdlouhavější příprava vzorku. Autorům se podařilo odlišit pět skupin vzorků (Obr. 9) 

22 



(čistý šafrán a šafrán s 20 % (m/m) příměsi - tyčinky šafránu, kurkuma, gard énie jasmi novi tá 

a světlice barvířská), tzn. nejen detekovat falšované vzorky, ale zjistit i způsob 

falšování. [36] 
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Obr. 9: O P L S - D A grafy pro vzorky zkoumané pomocí ' H - N M R (nahoře rozdělení 

na falšovaný a čistý šafrán, dole odlišení dle způsobů falšování) - převzato a upraveno 

z cit. [36] 

Další spektrální technika U V - V I S spektrometrie se v oblasti detekce falšování koření 

využívá omezeně z důvodu nízké selektivity (absorpční pásy neposkytují dostatek informací 

o struktuře látek). Přesto U V - V I S spektrometrie ve spojení s lineární diskriminační analýzou 

( L D A ) umožnila odlišit šafrán z rozdílných geografických lokalit. Chybovost analýzy byla 

okolo 15 %. [18] Rozdělení vzorků v 3D prostoru je na Obr. 10. 
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Obr. 10: Původ vzorků a jejich rozdělení v 3D prostoru pomocí tří diskriminačních funkcí 

(vzorky CS pochází z italských supermarketů) - převzato a upraveno z cit. [18] 

Spojení vysokoúčinné kapalinové chromatografie s U V - V I S detekcí a P C A byly 

využity k detekci barviv Sudan I-IV v sušené paprice, kurkumě a kari. Falšované vzorky 

se odlišily od nefalšovaných, avšak nebylo možné rozpoznat barvivo použité k falšování. 

Využití statistické metody P L S - D A j iž umožnilo rozdělit jednotlivé skupiny od sebe s téměř 

100% správností. [28] 

Spektrometrické metody jsou výhodné pro orientační, rychlou a relativně levnou 

analýzu. V některých případech je však výsledky nutné potvrdit, popř. blíže specifikovat 

další technikou s větší citlivosti, typicky hmotnostní spektrometrií. [15; 53] 

2.3.3. Hmotnostní spektrometrie 

Hmotnostní spektrometrie představuje „zlatý standard" při odhalování falšování 

potravin. Typické je spojení s plynovou chromatografií ( G C - M S ) , kapalinovou 

chromatografií ( L C - M S ) a indukčně vázaným plazmatem (ICP-MS). Dle zvolené techniky 

umožňuje analýzu molekul, prvků, ale také sledování izotopových poměrů. K jej ím hlavním 

přednostem patří především vysoká selektivita, citlivost měření a v důsledku velmi nízké 

meze detekce. Často se používá jako potvrzující metoda. Hlavními nevýhodami jsou vysoká 

cena přístroje, provozní náklady a obtížná, ve většině případech nemožná, 

miniaturizace. [15] 

Spojením kapalinové chromatografie a hmotnostní spektrometrie byly detekovány 
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markery listů olivovníku, které se používají k falšování šalvěje a oregana. Podařilo 

se detekovat oleuropein (Obr. 11) jako marker olivových lístků v oreganu a šalvěji, vyvinout 

metodu na kvalitativní analýzu olivových lístků. Autoři vyhodnocovali příměs olivových 

lístků na základě přítomnosti či nepřítomnosti signálu deprotonované molekuly oleuropeinu, 

nevyužívali chemometrické metody. Kvantitativní analýza podle nich nebyla možná 

vzhledem k proměnlivému obsahu oleuropeinu v listech. [54] 

Na zmíněnou práci navázali C. Black, I. P. Chevallier a kol . , kteří provedli 

dvoustupňové studium falšování oregana listy olivovníku, myrty, škumpy, cistu a lísky. Data 

získaná s využitím elektrospreje (ESI) a kvadrupólu v kombinaci s analyzátorem doby letu 

(QqToF) byla zpracována chemometrickými metodami - P C A a ortogonální diskriminační 

analýzou nejmenších čtverců ( O P L S - D A ) . Při testování reálných vzorků zakoupených 

z internetu, Irska a Spojeného království byl podíl falšovaných produktů 24 %. 

Pomocí FTIR se podařilo rozdělit vzorky do šesti skupin, u dat z L C - M S byla situace horší, 

protože jednotlivé skupiny se částečně překrývaly (Obr. 12). Překryv nastával u falšovaných 

vzorků, odlišení čistého oregana od falšovaného bylo úspěšné. Popsáno bylo několik 

biomarkerů charakterizujících jednotlivé skupiny. [55] 
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Obr. 12: P C A (nahoře) a O P L S - D A (dole) grafy pro analýzu pomocí FTIR (sloupec A ) 

a L C - M S (sloupec B) - převzato a upraveno z cit. [55] 

To umožnilo další vývoj detekce falšování pomocí hmotnostní spektrometrie (MS). 

Podařilo se formulovat semikvantitativní modely nejen pro detekci, ale také stanovení 

množství příměsí voreganu. Hlavní výhodou byl krátký čas analýzy, který činil 30 minut 

i s přípravou vzorku, vysoká selektivita, preciznost a nízké meze detekce 

a stanovitelnosti. Závislosti stanoveného množství příměsi a skutečného množství 

vykazovali vysoké koeficienty determinace (R 2 > 0,988). Necílenou analýzou pomocí 

hmotnostní spektrometrie s vysokou rozlišovací schopností autoři odhalili i další příměsi 

(majoránku a saturejku) v zakoupených vzorcích. Studie vyzdvihuje nutnost necílené 

analýzy, protože pachatelé jsou schopni měnit své praktiky, přičemž nové postupy falšování 

nemusí být cílenou analýzou zjistitelné. [43] 

J. Rubert a kol. použili kapalinovou chromatografii spolu s tandemovou hmotnostní 

spektrometrií pro ověření autenticity původu šafránu. Jako iontové zdroje použili ESI 

a chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI). Podařilo se j i m odlišit šafrán 

vypěstovaný a zabalený ve Španělsku s chráněným označením původu od šafránu 

neznámého původu pouze zabaleného ve Španělsku. Využity byly chemometrické metody 

P C A a O P L S - D A . Markerem byly glycerolfosfolipidy a jejich oxidované formy. [56] 

Metoda G C - M S detekovala listy olivovníku v oreganu s detekčním limitem 1 %. 

Provedení analýzy sice bylo jednoduché a reprodukovatelné, ale nevýhodou byla analýza 

pouze těkavých olejů. Chromatografická separace trvala 50 minut, protože jako markety 
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autoři využili látky eluující okolo 37. a 44. minuty. Tyto látky nebyly identifikovány, ale 

autoři j i m připisovali bifenolický charakter. [57] 

S využitím I C P - M S se podařilo zjistit, že paprika pocházející z regionu Szegedi 

se vyznačuje charakteristickým izotopovým zastoupením pro stroncium, což dovoluje 

odhalit falsifikáty vydávající se za koření z tohoto regionu. [40] 
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2.4. Role iontové mobility při analýze koření 

2.4.1. Iontová mobilita ve spojení s hmotnostní spektrometrií 

Iontová mobilita (IMS) je známá j iž přes 40 let, dříve se jí však říkalo plasmová 

chromatografie. Dnes se samotná iontová mobilita uplatňuje např. na letištích při kontrole 

výbušnin nebo ve farmaceutické analýze. Metoda je založena na dělení iontů v elektrickém 

poli za přítomnosti driftového plynu. 

Spojení iontové mobility s hmotnostní spektrometrií ( IMS-MS) přineslo nové 

možnosti pro analýzu širokého spektra vzorků. Dnes se uplatňuje např. v biomedičínském 

výzkumu při hledání markerů některých onemocnění (Alzheimerova choroba, Parkinsonova 

choroba...). Iontová mobilita je schopná odlišit rozdílně ionizované formy téže látky lišící 

se například polohou protonu. Takovéhoto dělení není samotná hmotnostní spektrometrie 

schopná. [58] 

Naše laboratoř má k dispozici přístroj Select Series Cycl ic IMS, který je vybaven 

cyklickou mobilitní celou. Výhodou takového uspořádání je možnost dosažení větší 

rozlišovací schopnosti (R). Ta je přímo úměrná délce dráhy iontu, kterou v cyklickém 

uspořádání lze opakovaným oběhem cyklu prodlužovat, přičemž R je úměrná Vň, kde n je 

počet průchodů iontu mobilitní celou. Zlepšující se rozlišení bylo prokázáno měřením dvou 

izomerních pentapeptidů s reverzní sekvencí a m/z 491,2 (Obr. 13). Izolace iontovou 

mobilitou separovaných iontů a opětovný průchod zvoleného iontu celou se označuje 

jako IMS". . Výsledkem je měření s lepší rozlišovací schopností, lepší separace iontů, a tedy 

lepší selektivita měření. Dále je R přímo úměrné vloženému napětí (intenzitě elektrického 

pole E) a náboji iontu (Q). Nepř ímo úměrné je R teplotě driftového plynu. [59] 
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Obr. 13: Studium rozlišení dvou pentapeptidů s reverzní sekvencí - převzato z cit. [59] 

Schéma přístroje je na Obr. 14 A . Jako iontový zdroj přístroj využívá elektrosprej 

(ESI). Ionty ze zdroje jsou vedeny přes optiku do kvadrupólu, který umožňuje první selekci 

iontů. Následuje úsek označený trap, který umožňuje fragmentaci iontů před vstupem 

do mobilitní cely (cela je na Obr. 14 B a řez celou na Obr. 14 D). Ta je tvořena 608 c I M 

elektrodami ohraničenými deskami plošných spojů (PCB), které zajišťují požadovanou 

geometrickou strukturu a přívod napětí. Před a za mobilitní celou jsou v přístroji umístěny 

prostory pro zachycení iontů před jejich dávkováním do cely, popř. po jejich vypuzením 

z cely. Vypuzení iontů před mobilitní celu umožňuje jejich izolaci a experimenty IMS". 

Za mobilitní celou je umístěna část označená transfer, která slouží jako druhá kolizní cela 

přístroje. Lze v ní provádět fragmentaci po separaci iontů iontovou mobilitou. Pro přesné 

určování hodnot m/z je přístroj vybaven analyzátorem doby lety (ToF) s vysokou rozlišovací 

schopností až kolem 100 000. [59] 

Přístroj pracuje na principu putující vlny (TWIM), kdy ionty při průchodu vlny 

přístrojem „surfují" na její přední části, než jsou vlnou předstiženy. Ionty s nižší mobilitou 

k průchodu mobilitní celou potřebují větší počet vln, a tudíž putují přístrojem pomaleji. [59] 
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Obr. 14: A - schéma přístroje Select Series Cycl ic FMS, B - tvar a schématický popis 

mobilitní cely s elektrodami, D - schéma mobilitní cely na řezu - převzato z cit [59] 

Dalším plusem přístroje je možnost hmotnostního zobrazování při využití desorpční 

ionizace elektrosprejem (DESI), což umožňuje sledovat rozložení sledovaného analytu 

ve vzorku. [60] 

2.4.2. Současné poznatky o iontové mobilitě při kontrole falšování potravin 

Iontová mobilita našla rozsáhlé využití ve forenzních vědách. Aplikace 

v potravinářství je zatím stále v počátcích, což se týká rovněž spojení iontové mobility 

s hmotnostní spektrometrií (EVIS-MS). I M S - M S se využívá především při omických 

přístupech (např. proteomika, metabolomika, lipidomika.. .) . Při kontrole potravin našlo 

uplatnění při stanovení předem známých chemických individuí (cílená analýza) i při analýze 

neznámých molekul (necílená analýza). [61] 

Vzhledem ke zlepšování rozlišovací schopností a zjednodušení hmotnostních spekter 

lze očekávat rychlý nárůst aplikací FMS. Současné aplikace IMS v analýze potravin se dělí 

na tři hlavní oblasti. První využívá samotné I M S , aplikace jsou omezeny na analýzy, kde 

nevadí nízká rozlišovací schopnost. Druhou oblastí je spojení FMS s chromatografickými 

technikami, kde slouží jako detektor. Třetí oblast zahrnuje předřazení kapalinové (LC) 
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či plynové chromatografie (GC) a přiřazení hmotnostního spektrometru za iontovou 

mobilitu. Vzniká tak spojení L C - I M S - M S a G C - I M S - M S , kde iontová mobilita 

např. zlepšuje selektivitu měření, odstup signálu od šumu nebo poskytuje další kvalitativní 

charakteristiku látek, kterou je srážkový průřez (collision cross section, C C S ) . 

C C S charakterizuje pravděpodobnost srážky (interakce) iontu s driftovým plynem a souvisí 

s tvarem a velikostí molekuly. [61] Schéma uspořádání G C - I M S - M S je na Obr. 15. 

Při ověřování autenticity potravin byly vyvíjeny především metody založené 

na detekci těkavých a semitěkavých sloučenin obvykle využívající spojení G C - I M S . Jednalo 

se například o kontrolu autenticity olivových olejů. Podařilo se odlišit tři kategorie olivových 

olejů pomocí FMS s U V ionizací a G C - I M S . Celkový čas analýzy byl 18 resp. 15 minut. [62] 

sample 
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Obr. 15: Schéma multidimenzionálního spojení G C - I M S - M S - převzato z cit. [63] 

Dále bylo spojení G C - I M S využito k ověřování pravosti iberské šunky pomocí 

headspace analýzy. Autoři srovnávali cílenou a necílenou analýzu. Podařilo se odlišit vzorky 

autentické šunky pocházející z prasat ve volném výběhu krmených žaludy a trávou a šunky 

z prasat krmených koncentrovaným krmivem. Cílená analýza pomocí několika markerů 

rozdělila validační vzorky se 100% správností, necílená analýza zařadila jeden vzorek 

chybně, ve výsledku rozdělila vzorky s 90% správností. [64] 

Dalším příkladem aplikace G C - I M S je kontrola botanického původu medu, kde se 

autoři snažili nahradit pomalé ^ - N M R profilování využívané pro tento účel. [65] 

Pro kontrolu falšování potravin bylo využito spojení G C - I M S s chemometrií 

např. v případě medu, [66] sezamového oleje [67] a lněného oleje. [68] 
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Spojení L C - I M S - M S bylo aplikováno pro ověřování červených vín z Makedonie. 

Pro charakterizaci jednotlivých druhů vín sloužily retenční časy, přesné hmotnosti a C C S , 

jako další identifikační charakteristika. Po zpracování dat metodou P C A se podařilo odlišit 

jednotlivé druhy vína. [69] 

Nej větší část prací je zaměřena na falšování olivového oleje. Širší uplatnění iontové 

mobility, ať už samotné nebo ve spojení s j inými technikami, při kontrole falšování potravin 

ještě stále čeká na vývoj vhodných metod a postupů. [61; 63] 

2.4.3. Využití iontové mobility pro kontrolu falšování koření 

Využití IMS v kontrole falšování koření je zatím v počátcích, kdy této problematice 

byly doposud věnovány tři články. 

První publikovaný v roce 2022 je zaměřen na detekci biopříměsí v šafránu (SA). 

Konkrétně se jedná o pět příměsí - okvětní lístky kalenduly ( C A L ) , okvětní lístky světlice 

barvířské (SAF), škumpu (SUM) , tyčinky šafránu (STT) a nakonec kurkumu (CUR) . Použitý 

přístroj byl IMS-CDI-300, T O F Tech Pars Co. , Ltd, Isfahan, Iran. Po ionizaci koránovým 

výbojem (CDI) probíhalo měření iontovou mobilitou v pozitivním módu. 

Podařilo se detekovat falšovaný šafrán a sestavit kalibrační model pro množství příměsi 

v rozsahu 0 % až 50 %. Autoři použili chemometrické metody analýzy hlavních komponent 

(PCA) a hierarchické klastrové analýzy ( H C A ) pro kvalitativní analýzu (Obr. 16) 

a chemometrickou metodu P L S R v případě kvantitativní analýzy (Obr. 17). Odlišení 

falšovaného šafránu a čistého šafránu bylo úspěšné pomocí P C A i H C A . Problém nastal 

při rozlišení falšování světlicí barvířskou (SAF), kalendulou ( C A L ) a škumpou (SUM) , a to 

v P C A i v H C A . 
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Obr. 16: Výsledky chemometrických metod P C A (A) a H C A (B) - převzato z 

cit. [38] 

Hlavní výhodou, j iž autori vyzdvihují, byla rychlá separace (v rámci milisekund), celková 

doba měření v rámci sekund, krátká a jednoduchá extrakce (okolo 40 minut). Autoři zjistili, 

že stanovení kurkumy v šafránu pomocí IMS bude problematické, neboť pro tuto příměs 

metoda poskytovala nej horší koeficient determinace pro závislost množství stanovené 

vyvinutou metodou a reálného množství příměsi (graf viz Obr. 17). [38] 
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Obr. 17: Graf závislosti naměřeného množství příměsi a skutečného množství ( A - S A F , 

B-SST, C - C A L , D - S U M , E - C U R ) - převzato z cit. [38] 
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V roce 2023 stejní autoři publikovali článek zaměřený na detekci syntetických 

potravinářských barviv v šafránu (jednalo se o barviva - tartrazin, žluť S Y , košenilová 

červeň A , erythrosin). Úspěšně se povedlo odlišit falšovaný šafrán od čistého a stanovit 

množství příměsi pomocí iontové mobility spolu s chemometrickými metodami 

(PCA, H C A a P L S R ) . [70] Výsledky P C A a H C A jsou na Obr. 18. Je zřejmé, že rozpoznání 

přidaného barviva bylo problematické a autorům se nepodařilo jednotlivé skupiny oddělit. 

PCI <74.7H%) 

HiK!KliIiiI!KH!!IÍÍfSgSmiÍSSSÍ3l 

Obr. 18: Grafy chemometrických metod P C A (A) a H C A (B) 

Nej novější výzkum z roku 2024 zkoumá možnosti spojení headspace analýzy s G C -

IMS (HS-GC-IMS) pro detekci olivových lístků v oreganu. Autoři zvol i l i necílenou analýzu 

těkavých organických sloučenin (VOC) , kdy identifikovali celkem 30 V O C s 

(např. oleuropein, karvakrol, thymol, linalool a další), z nichž 24 splňovalo podmínky 

pro stanovení pomocí kalibračních závislostí. Separace plynovou chromatografň s teplotním 

gradientem trvala 20 min. Iontově mobilitní separace byla prováděna v dusíku 

jako driftovém plynu, v pozitivním módu při teplotě 90 °C a konstantním napětí 500 Vcm" 1 . 

K zpracování dat byly využity chemometrické přístupy, O P L S - D A pro detekci falšovaných 

vzorků a metoda P L S pro stanovení procenta příměsi olivových lístků. Z celkem 15 

komerčně zakoupených vzorků dva byly falšovány s příměsí 31 a 43 %. [71] 

Z uvedeného je zřejmé, že potenciál JJVIS doposud nebyl při zkoumání falšování 

koření plně využit. JJVIS zejména ve spojení s M S se může stát komplementární metodou, 

která může nabídnout rychlé analýzy a široké uplatnění pro nej různější typy koření. 

Vzhledem k tomu, že iontová mobilita s hmotnostní spektrometrií doposud nebyla 

využita při kontrole falšování koření, výzkum zaměřený na problematiku detekce kurkumy 
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v šafránu a olivových lístků v oreganu popsaný v této práci může naznačit možnosti 

I M S - M S a přispět k zájmu o její využití ve studované oblasti. 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1. Přístroje a pomůcky 

Experimenty byly prováděny na přístroji Select Series Cycl ic IMS (Waters, 

Wilmslow, U K ) spojující Q-ToF s cyklickou iontovou mobilitou. Analyty byly ionizovány 

elektrosprejem (ESI) v negativním, popř. pozitivním módu. Zředěné a filtrované roztoky 

vzorků a standardů byly do přístroje zaváděny přímou infuzí s průtokem 5 ul/min. 

Rozdrcené koření bylo navazováno na vahách Mettler Toledo XSE205 Duál Range 

(Mettler-Toledo, Praha, České republika). Při extrakci byla využita ultrazvuková lázeň 

S40H Elmasonic (Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Německo) . Centrifugace probíhala 

v přístroji Hettich Mikro 120. Veškeré odměřování objemů bylo realizováno pomocí 

automatických pipet. 

3.2. Vzorky a použité chemikálie 

Vzorky koření byly zakoupeny z internetových obchodů nebo místních obchodů. 

Šafrán byl objednán ve formě sušených pestíků. Kurkuma byla objednána v mleté formě. 

Oregano a olivové lístky byly dodány v nadrcené formě. Po otevření balení byly vzorky 

uchovávány v suchu a mimo svit slunečního záření či laboratorního osvětlení. 

Veškerá voda v experimentech byla L C - M S kvality, methanol O P T I M A L C - M S 

kvality, > 99,9 %, kyselina mravenčí O P T I M A L C - M S kvality, 99,0 + %, vše od firmy 

Fisher Chemical (Pardubice, Česká republika). Kyselina octová měla čistotu > 99 % a byla 

zakoupena u firmy Sigma Aldrich (Praha, Česká republika). Standard kurkuminu, 

demethoxykurkuminu a bisdemethoxykurkuminu byl zakoupen od firmy Thermo Scientific 

(Pardubice, Česká republika), jednalo se o směs všech tří látek s čistotou > 98 %. Dusičnan 

sodný byl kvality p.a od firmy P E N T A (Ing. P. Švec, Česká republika). Chlorid lithný měl 

čistotu > 99,0 % a byl od firmy BioXtra, Sigma Aldr ich (Praha, Česká republika). 

3.3. Pracovní postup 

3.3.1. Příprava roztoků pro testování extrakčních činidel 

Jednotlivé druhy koření byly vždy zvlášť drceny ná jemný prášek pomocí třecí misky 

s tloučkem. Získaný prášek byl navazován do 2 ml zkumavek typu Eppendorf. K navážce 

byl přidán 1 ml extrakčního činidla, extrakce probíhala v ultrazvukové lázni a následně 
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proběhla centrifugace. Po centrifugaci byl extrakt zředěn a zfiltrován (další informace 

k extrakčním postupům jsou uvedeny na Obr. 19 a Obr. 20). 

Testovány byly dva extrakční postupy pro obě dvojice koření - příměs. Publikované 

postupy [55; 72; 38; 73] byly modifikovány, přičemž objem extrakčních činidel byl upraven 

na 1 ml, aby bylo možné extrakci prováděn ve 2 ml zkumavkách typu Eppendorf, které lze 

přímo centrifugovat. Dále bylo upraveno navazované množství (2 mg pro kurkumu a šafrán, 

10 mg pro olivovník a oregano), aby bylo možné srovnat účinnost dvou extrakčních činidel 

mezi sebou. Připraven byl rovněž roztok standardu kurkuminu, demethoxykurkuminu 

a bisdemethoxykurkuminu (směs) o koncentraci 1 ug/ml v CH3OH/H2O (50:50, v/v). 

Připravené vzorky byly změřeny pomocí I M S - M S v negativním módu. 

Šafrán a Kurkuma 

Přidáno 1 ml CH 3 OH a 
ultrazvuková lázeň po 

dobu 20 minuta při 
^ ^ ^ ^ e g l o t ^ ^ ^ ^ _ 

Centrifugováno při 
4266 g po dobu 

15 minut 

Rostlinný materiál rozdrcen 
v třecí misce s tloučkem na 
jemný homogenní prášek 

Odváženo 2 mg (20 mg) 
prášku koření do 2 ml 
zkumavky Eppendorf 

to 
Přidáno 1 ml 50 % (v/v) 

C H 3 O H s 0 , 1 % H C O O H a 
ultrazvuková lázeň po dobu 
30 minut a při teplotě 25 °C 

to 

Centrifugováno při 
855 g po dobu 

5 minut 

Supematant odebrán, zředěn 
10D0-krát 

(CH3OH /H 20, SD:SD (Wv)) a 
filtrováno (PTFE, 0,2 jim) 

Obr. 19: Schéma přípravy pro šafrán a kurkumu [38; 73] 
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Oregano a Olivovník 

Rostlinný materiál v 
třecí misce rozdrcen na 

jemný prášek 

Přidáno 1 ml CH^OH s 
0,1 % HCOOH. Ultrazvuková 
lázeň po dobu 10 minut a při 

teplotě 25 °C 

Odváženo 10 mg (20 mg) 
prášku koření do 2 ml 
zkumavky Eppendorf 

Centrifugováno při 
95,03 g po dobu 

10 minut 

Přidáno 1 ml CH 3 OH/H 2 0 
(50/50, v/v). Ultrazvuková 

lázeň po dobu 15 minut a při 
teplotě 25 °C 

Supematant odebrán, 
zředěn 1000-krát 

{CH3OH/H20, 50:50 (v/v)) a 
filtrováno (PTFE, 0,2 jJm) 

Centrifugováno při 
7697 g po dobu 

10 minut 

Obr. 20: Schéma přípravy pro Oregano a olivovník [55; 72] 
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3.3.2. Příprava pracovních roztoků pro testování ionizace kurkuminu v pozitivním módu 

B y l připraven standardní roztok směsi standardů kurkuminu, demethoxykurkuminu 

a bisdemethoxykurkuminu o celkové koncentraci 1 mg/ml v C H 3 O H . Z tohoto roztoku byly 

postupně připravovány j ednotlivé pracovní roztoky vždy o koncentraci 1 ug/ml. Základní 

pracovní roztok měl složení CH3OH/H2O (50/50, v/v); poté byl testován přídavek kyseliny 

mravenčí, složení roztoku bylo C H 3 O H / H 2 O / H C O O H (50/49/1, v/v). Následně byl testován 

přídavek L i + a N a + iontů - jejich konečná koncentrace v pracovním roztoku CH3OH/H2O 

(50/50, v/v) byla 0,1 mmol/1. V neposlední řadě byl testován v l iv kyseliny octové, kdy roztok 

zaváděný do iontového zdroje byl CH3OH/H2O/CH3COOH (50/49/1, v/v), a vliv kyseliny 

octové spolu s mravenčí (CH3OH/H2O/CH3COOH /HCOOH (500/490/9/1, v/v)). 

Pro ověření účinnosti ionizace kurkuminu extrahovaného z kurkumy bylo naváženo zvlášť 

2 mg kurkumy a poté 1,6 mg šafránu s 0,4 mg kurkumy do 2 ml vialek typu Eppendorf 

(simulace falšování na úrovni 20 %). Tato množství rostlinného materiálu byla extrahována 

a následně ředěna 1000-krát do finálních pracovních roztoků. S uvedenými pracovními 

roztoky byly prováděny experimenty za účelem zlepšení ionizace kurkuminu v pozitivním 

módu. 

3.3.3. Příprava modelových směsí pro zjištění příměsí 

Jednotlivé vzorky koření byly vždy zvlášť podrobeny drcení ná jemný prášek pomocí 

třecí misky s tloučkem. Z důvodu možnosti nehomogenity rostlinného materiálu a obtížného 

navazování přesného množství koření pod 1 mg bylo zvoleno navazování přibližně 20 mg 

každého rozetřeného koření zvlášť do 2 ml zkumavek typu Eppendorf. Vzorky byly 

extrahovány výše uvedenými postupy (viz Obr. 19 a Obr. 20). Po zhodnocení extrakčních 

činidel byl pro šafrán s kurkumou zvolen postup využívající CH3OH/H2O (50/50, v/v) + 

0,1 % H C O O H a pro oregano s olivovými lístky postup s CH3OH/H2O (50/50, v/v). 

Po extrakci bylo následně odebíráno 100, 95, 90, 80 a 0 ul extraktu šafránu (resp. oregana) 

a k těmto objemům bylo přidáno 0, 5, 10, 20 a 100 ul extraktu kurkumy (resp. olivových 

lístků). Takto namíchané roztoky simulují příměs (falšování) na úrovni 0, 5, 10, 20 a 100 %. 

Z nich byly připraveny 200-krát zředěné pracovní roztoky pro šafrán a kurkumu a 1000-krát 

zředěné pro oregano a olivové lístky. Pro šafrán a kurkumu bylo po ověření ionizace zvoleno 

složení pracovního roztoku CH3OH/H2O/CH3COOH (50/49/1, v/v) a pro oregano 

s olivovými lístky CH3OH/H2O (50/50). Pro ověření účinnosti extrakce markerů kurkumy, 
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resp. olivových lístku přímo ze směsi rostlinných materiálů bylo naváženo 1,8 mg šafránu 

(9 mg oregana) a 0,2 mg kurkumy (1 mg olivových lístků) do 2 ml vialek typu Eppendorf 

(simulace falšování na úrovni 10 %). Tato množství rostlinného materiálu byla extrahována 

a následně ředěna 1000-krát do finálních pracovních roztoků, pro šafrán a kurkumu směsí 

CH3OH/H2O/CH3COOH (50/49/1, v/v), pro oregano s olivovými lístky směsí CH3OH/H2O 

(50/50). Takto připravené vzorky byly proměřeny pomocí JJVIS-MS, I M S - M S s izolací iontu 

markem a I M S - M S M S (izolace a fragmentace iontů markeru). Šafrán s kurkumou byly 

měřeny v pozitivním módu a oregano s olivovými lístky v negativním módu. 

3.3.4. Příprava reálných vzorků koření od různých výrobců 

Jednotlivé vzorky koření byly zakoupeny v supermarketech či objednány 

z webových obchodů. Vzorky byly homogenizovaný v třecí misce s tloučkem. Od každého 

vzorku bylo navazováno přibližně 20 mg koření do 2 ml zkumavek typu Eppendorf. Vzorky 

byly extrahovány zvolenými postupy (viz Obr. 19 a Obr. 20, označeno zeleně). Pro šafrán 

a kurkumu bylo finální zředění 200-krát směsí CH3OH/H2O/CH3COOH (50/49/1) 

a pro oregano a olivovník bylo použito ředění 1000-krát směsí CH3OH/H2O (50/50, v/v). 

3.4. Měření spojením iontové mobility s hmotnostní spektrometrií 

Přístroj byl před měřením kalibrován v rozsahu od 50 do 1200 m/z pomocí 

0,5 m M - H C O O N a v propan-2-ol/H20 (90/10, v/v). Všechny pracovní roztoky byly 

do přístroje zaváděny přímou infuzí s průtokem 5 ul/min. Měření pro výběr extrakčního 

postupu bylo prováděno v negativním módu (nastavení Tab. 1 a Tab. 2). Měření pro zlepšení 

ionizace kurkuminu bylo prováděno v pozitivním módu. Následně byla veškerá měření 

pro oregano a olivovník prováděna v negativním módu a pro šafrán a kurkumu v pozitivním 

módu (nastavení Tab. 3 a Tab. 4). 
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Tab. 1: Nastavení elektrospreje pro negativní mód 

Parametr (jednotka) Zvolená hodnota 

napětí na sprej ovací kapiláře [kV] 2 

teplota zdroje [°C] 100 

napětí na kónusu [V] 40 

offset zdroje [V] 10 

desolvatační teplota [°C] 250 

průtok plynu kónusem [1/h] 0 

tlak zmlžovacího plynu [bar] 6 

průtok desolvatačního plynu [1/h] 800 

Tab. 2: Nastavení iontové mobility pro negativní mód 

Parametr (jednotka) Zvolená hodnota 

výška putující vlny [V] 22 

počet vyslání iontů do ToF na bin [-] 3 

rychlost putující vlny [m/s] 375 

doba na separaci (před otevřením 

výstupu z mobilitní cely do ToF) [ms] 
2 

Tab. 3: Nastavení elektrospreje pro pozitivní mód 

Parametr (jednotka) Zvolená hodnota 

napětí na sprej ovací kapiláře [kV] 2,50 

teplota zdroje [°C] 100 

napětí na kónusu [V] 40 

offset zdroje [V] 10 

desolvatační teplota [°C] 250 

průtok plynu kónusem [1/h] 30 

tlak zmlžovacího plynu [bar] 6 

průtok desolvatačního plynu [1/h] 600 
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Tab. 4: Nastavení iontové mobility pro pozitivní mód 

Parametr (jednotka) Zvolená hodnota 

výška putující vlny [V] 15 

počet vyslání iontů do ToF na bin [-] 2 

rychlost putující vlny [m/s] 375 

doba na separaci (před otevřením 
9 

výstupu z mobilitní cely do ToF) [ms] 
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4. VÝSLEDKY A DISKUSE 

4.1 . Volba extrakčního postupu a ovlivňování ionizace 

4.1.1. Šafrán a kurkuma 

Kurkuma byla extrahována postupy popsanými v experimentální části (Kap. 3.3.1.). 

Vhodnost extrakce byla posuzována na základě signálů deprotonovaných molekul 

kurkurminu a demethoxykurkurminu (markery kurkurmy) v hmotnostním spektru (intenzita 

píku) a mobilogramu (plocha píku) pro danou hodnotu m/z (Tab. 5). U ploch píků jsou 

uvedeny dvě hodnoty, protože kurkumin a demethoxykurkumin jsou přítomny ve formě 

dvou izomerů, které jsou v iontové mobilitě separovány (Obr. 21). 

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

Teoretická 
Intenzita 

Marker 
Extrakční 

rozpouštědlo 

hodnota 

m/z 

[M-H] 

v hmotnostním 

spektru 

Plocha píku na 

mobilogramu 

Kurkumin C H 3 O H 367,1182 2,09- 10 4 7547 + 8660 

CH3OH /H20 

Kurkumin (50/50, v/v) s 

0,1 % HCOOH 

367,1182 2,78- 10 4 7105 + 14010 

Demethoxykurkumin CH3OH 337,1076 6,97- 10 3 3487 + 2365 

CH3OH /H20 

Demethoxykurkumin (50/50, v/v) s 

0,1 % HCOOH 

337,1076 1,15 • 10 4 4296 + 4669 

U obou markerů je viditelný nárůst signálů při použití extrakčního rozpouštědla 

C H 3 O H / H 2 0 (50/50, v/v) s 0,1 % H C O O H . Změna signálu byla různá pro jednotlivé 

izoméry. Příčinou by mohl být odlišný výtěžek extrakce, popř. účinnost ionizace 

pro jednotlivé izoméry. Je vhodné zmínit, že pozadí v hmotnostních spektrech lze významně 

snížit pomocí iontové mobility (Obr. 22). Lze pozorovat „vyčištění" hmotnostního spektra 

od iontů s nízkou hodnotou m/z při vykreslení z píku při 19,93 ms, naopak při vykreslení 

z píku při 18,15 ms jsou ze spektra odfiltrovány ionty s vyšší hodnotou m/z. 
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18.35 19-93 

A) 

TOF MS ES-
367.123 0.0200Da 

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 

19.93 

B) 

TOF MS ES-
367.126 0.0200Da 

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 

C) 18.74 

TOF MS ES-
337.112 0.0200Da 

6.92e3 

14.00 16.00 1800 2000 22 00 24 00 26.00 28.00 30 00 3200 34.00 36.00 38.00 40.00 42 00 44 00 46.00 48 00 50.00 

17.36 

D) 
18.74 

TOF MS ES-
337.115 0.0200Da 

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 

Obr. 21: Separované izomery kurkuminu -mobilogram pro m/z 367,12 

(A - extrakce s C H 3 O H , B - extrakce s CH3OH/H2O s 0,1 % H C O O H ) 

a demethoxykurkuminu - mobilogram pro m/z 337,11 

(C - extrakce s CH3OH, D - extrakce s CH3OH/H2O s 0,1 % H C O O H ) v negativním módu 

A) 

314.2766 LA 

[M-H]-
10x zvětšení 

3 367,1259 T O F MS ES-
9.71e4 

3972344 42' 2333 
381.2394 |4092349 «5-2652 

tltivi'lThlrblUriri'l lr|Wrt|n ' f m / L 
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 

TOF MS ES-
311.174 0 3.24e5 

325.1906 

200 220 240 260 

j - 1 

B) 

308.2285 
2902192 

[M-H] 
34 2 2 3 531 0x zvětšení 

367,1259 

li I I,/,, 3722111 
- m/z 

C) 

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-

311 1740 325.1906 5.53e5 
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Obr.22: Přečištění hmotnostního spektra (negativní mód) po vykreslení pouze 

z mobilitních píků kurkuminu při použití CH3OH/H2O (50/50, v/v) s 0,1 % H C O O H 

jako extrakčního rozpouštědla (A - vykresleno pro pík při 19,93 ms, 

B - vykresleno pro pík při 18,15 ms, C - vykresleno pro TIC) 
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Pro ověření, zdaje při m/z 367,1259 skutečně pozorován kurkumin byla provedena 

analýza standardu obsahujícího kurkumin, demethoxykurkumin a bisdemethoxykurkumin 

(koncentrace 1 ug/ml v CH3OH/H2O (50/50, v/v)). Hmotnostní spektra jsou na Obr. 23 

a vykreslené mobilogramy na Obr. 24. Pozorované driftové časy v mobilogramech 

se shodují pro standard a extrakt. Fragmentace iontů v transferu (za mobilitní celou) 

při 13 V (Obr. 25) poskytla fragmenty s m/z 134,0324; 149,0550; 173,0548 a 217,0411, 

které se shodují s hodnotami pro kurkumin uváděnými v literatuře. [74] Ion s m/z 326,9264 

není fragment kurkuminu, protože jednak není zmiňován v literatuře a jednak má odlišný 

driftový čas oproti prekurzorovému iontu, což při fragmentaci v transferu není možné. 

Pravděpodobně se jedná o fragment j iného iontu izolovaného v kvadrupólu spolu s iontem 

kurkuminu (vliv šířky izolačního okna). 
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Obr. 23: Hmotnostní spektra (negativní mód) - pracovní roztoky CH3OH/H2O 

(A - extrakt kurkumy pomocí CH3OH/H2O (50/50, v/v) s 0,1 % H C O O H , 

B - standard kurkuminu 1 ug/ml) 
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Obr. 24: Mobilogramy pro ion kurkuminu - m/z 367,1259 a 367,1340 (negativní 

mód měřen v odlišné dny) (A - extrakt kurkumy - CH3OH/H2O s 0,1 % H C O O H , ředěný 

CH3OH/H2O, B - roztok standardu v CH3OH/H2O) 
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Obr. 25: Fragmentační spektrum standardu kurkuminu 

(m/z 367,1031) při napětí transferu 13 V pro negativní mód 

Podle literatury lze dva píky (Obr. 24) přiřadit dvěma tautomerům kurkuminu, diketo 

aketo-enol formě (CCS -196,8 a 213,4 Á 2 ) . Pro deprotonovanou diketo-formu je v literatuře 

navrhována kompaktnější struktura (Obr. 26), [75] a tedy menší srážkový průřez. Tento 

tautomer migruje rychleji (první pík na Obr. 24) než deprotonovaná forma keto-enol 

tautomeru. 
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Obr. 26: Tautomerní formy kurkuminu (nahoře), prostorové uspořádání pro 

deprotonované molekuly (dole) - převzato a upraveno z cit. [75] 

Kvůli relativně nízké intenzitě signálu kurkuminu v hmotnostním spektru, a tudíž 

nízké intenzitě v iontových mobilogramech (viz Obr. 2 1 a Obr. 24) byly testovány způsoby 

zlepšení ionizace kurkuminu (zvýšení intenzity signálu) v pozitivním módu pomocí různého 

složení pracovních roztoků. Zlepšení ionizace bylo posuzováno na základě změn intenzit 

iontů kurkuminu - [M+H] + (m/z 369,1330), [M+Li ] + (m/z 375,1411), [M+Na] + 

(m/z 391,1158) (Tab. 6) v hmotnostních spektrech. 

Tab. 6: Srovnání v l ivu složení pracovního roztoku na intenzitu iontů kurkuminu 

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

Složení pracovního 

roztoku 

Intenzita [M+H] + 

(m/z 369,1330) 

Intenzita 

[M+Li]+ 

(m/z 375,1411) 

Intenzita 

[M+Na]+ 

(m/z 391,1158) 

CH3OH/H2O 
4,21 • 1 0 5 1,69 • 1 0 4 7,00 • 1 0 6 

(50/50, v/v) 
4,21 • 1 0 5 1,69 • 1 0 4 7,00 • 1 0 6 

CH3OH/H2O/HCOOH 

(50/49/1, v/v) 
7,03 • 1 0 6 1,75 • 1 0 4 1,05 • 1 0 6 
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CH30H/H20 

(50/50, v/v) 2,21- 10 6 1,09' 1 0 6 1,53' 1 0 6 

0,1 mmol/1 L i + 

CH3OH/H2O 

(50/50, v/v) 6,24- 1 0 4 1,13 • 1 0 4 3,17' 1 0 6 

0,1 mmol/1 N a + 

CH3OH/H2O/CH3COOH 

(50/49/1, v/v) 
6,14- 10 7 1,93 • 1 0 5 3,82- 1 0 7 

CH3OH/H2O/CH3COOH/ 

H C O O H 7,32 • 10 7 1,57- 1 0 5 3,73' 1 0 7 

(500/490/9/1, v/v) 

Při srovnání intenzit iontů je patrné, že oky selení roztoku kyselinou mravenčí vede 

ke zvýšení intenzity iontu [M+H] + o jeden řád. Přídavek L i + iontů umožnil pozorovat adukt 

[M+Li ] + (zvětšil se odstup od pozadí, např. oproti signálu při použití CH3OH/H2O 

(50/50, v/v)). Přídavek N a + iontů neposkytl pozitivní nárůst intenzity u žádného z iontů 

kurkuminu. Nejvýrazněj ší nárůst intenzity signálu nastal při přídavku kyseliny octové 

pro ion [M+H] + , a to o dva řády. Pro hodnoty m/z, které odpovídají aduktům [M+Li ] + 

a [M+Na] + , se intenzita zvýšila o jeden řád v porovnání s použitím CH3OH/H2O (50/50, v/v). 

Přídavek kyseliny octové a kyseliny mravenčí (simulace ředěného extraktu) byl srovnatelný 

s přídavkem samostatné kyseliny octové. 

Pro ověření, zda se jedná o ionty kurkuminu, bylo provedeno vycentrování spekter 

a následně byl ion odpovídající sodnému aduktu dibutyl-ftalátu (teoretická hodnota 

m/z 301,1416) využit jako interní standard pro m/z („lock mass"). Odchylka od teoretických 

hodnot m/z byla u iontu [M+H] + v rozsahu 0,9 - 1,9 mDa (2,4 - 5,1 ppm) u aduktu [ M + L i ] + 

0,7 mDa (1,9 ppm) a pro adukt [M+Na] + byla chyba 1,1 mDa (2,8 ppm). Nízké odchylky 

(pod 5 ppm) podporují uváděné přiřazení iontů/aduktů kurkuminu. Pokud není uvedeno 

jinak, veškerá následující měření extraktu kurkumy a šafránu či standardu kurkuminu jsou 

prováděna s pracovním roztokem CH3OH/H2O/CH3COOH (50/49/1). 

Pro další ověření iontu [M+H] + (m/z 369,1448) byla provedena fragmentace 

za mobilitní celou (transfer) při analýze roztoku standardu kurkuminu (Obr. 27). Pozorované 

fragmenty s m/z 285,1214; 245,0882; 177,0612 a 175,0810jsou ve shodě s literaturou a byly 

rovněž pozorovány při analýze extraktu (viz str. 52). [76] Z iontových mobilogramů 
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(Obr. 28) vykreslených pro jednotlivé ionty fragmentačního spektra je patrné, že všechny 

tyto ionty mají stejný driftový čas, což potvrzuje, že se jedná o fragmenty iontu 369,1448, 

které vznikají v transferu (za mobilitní celou) a jejich driftový čas j iž není ovlivněn iontově 

mobilitní separací. Z důvodu obtížné fragmentace a následné identifikace fragmentů 

z aduktů [M+Na] + či [ M + L i ] + bylo pro další studii upřednostněno sledování iontu [M+H] + . 

TO F MSMS 0.00ES + 

[M+H]+369.14481-24e7 

100-, " i 

285.1214 

245.0882 
177.0612 

Ĺ 
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 2S0 290 300 310 320 330 340 350 360 370 

Obr. 27: Fragmentační spektrum iontu izolovaného při m/z 369 (pozitivní mód) 

fragmentovaného v transferu při 10 V pro pracovní roztok standardu kurkuminu (1 ug/ml) 

o složení CH3OH/H2O/CH3COOH (50/49/1, v/v) 
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Obr. 28: Mobilogramy pro prekurzorový ion kurkuminu (spodní) a ionty fragmentů 

(napětí na transferu 10 V ) , pracovní roztok standardu v CH3OH/H2O/CH3COOH 

(50/49/1, v/v), pozitivní mód 
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Dále bylo provedeno měření extraktu kurkumy a šafránu připraveného dle 

dříve zmíněného postupu (Kap. 3.3.3.). Hmotnostní podíl kurkumy ve 2 mg analyzovaného 

materiálu byl 20 %. Extrakt byl zředěn lOOOx směsí CH3OH/H2O/CH3COOH (50/49/1). 

V hmotnostním spektru (Obr. 29) je patrná přítomnost dvou píků blízko teoretické hodnoty 

m/z iontu kurkuminu. Pomocí sodného aduktu dibutyl-ftalátu (teoretická hodnota 

m/z 301,1416) jako interního standardu pro m/z („lock mass") byly zjištěny odchylky 

od teoretické hodnoty m/z iontu kurkuminu, pro ion 369,1363 (před vycentrováním a korekcí 

na standard 369,1476) 2,5 mDa (6,8 ppm) a pro ion 369,1532 (před vycentrováním 

369,1645) 19,4 mDa (52,6 ppm). Ion s m/z 369,1645 není přítomný ve spektru standardu 

kurkuminu, ani ve vzorku kurkumy (viz str. 54) a byl přisouzen složce matrice šafránu 

(Obr. 29). Mobilogramy (Obr. 30) ukazují separaci iontů při m/z 369,1476 a 369,1645. 

Důležité je podotknout, že ion s m/z 369,1476 poskytl v iontovém mobilogramu dva píky. 

Jeden s driftovým časem 30,10 ms se shoduje se standardem kurkuminu, a to 

i tvarem píku. Druhý pík s časem 25,48 ms není přítomný ve standardu, ani v kurkumě 

(viz str. 54). Je pravděpodobné, že se jedná o látku ze šafránu se stejnou nebo velmi 

podobnou hodnotou m/z, kterou j iž samotná hmotnostní spektrometrie nerozlíši. 

Obr. 29: Detail hmotnostních spekter (pozitivní mód): A - extrakt šafránu a kurkumy 

(80/20, w/w); B standard kurkuminu. Pracovní roztoky v CH3OH/H2O/CH3COOH 

(50/49/1, v/v); přímá infúze s využitím iontové mobility 
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Obr. 30: Mobilogramy pro jednotlivé ionty okolo hodnoty m/z 369 pozorované 

v hmotnostním spektru extraktu šafránu a kurkumy (A - 369,1476 m/z; B - 369,1645 m/z) 

a pro ion 369,1448 odpovídající standardu kurkuminu (C) pro pozitivní mód 

Přítomnost kurkuminu v roztoku extraktu šafránu a kurkumy byla potvrzena 

fragmentací iontu m/z 369, který poskytl stejné fragmenty jako standard kurkuminu 

(Obr. 31). Iontová mobilita umožnila výrazně potlačit pozadí v hmotnostním spektru při jeho 

zobrazení pro driftový čas od 28 do 32 ms, kdy ve spektru není pozorován významný signál 

interferující látky při m/z 369,1645. Mobilogramy pro prekurzorový ion kurkuminu a jeho 

fragmenty (Obr. 32) ukazují, že odpovídající fragmentační spektrum poskytuje pouze ion 

s driftovým časem 30,23 ms. V šafránu je přítomna látka s blízkou hodnotou m/z, která je 

však separována iontovou mobilitou od iontu [M+H] + kurkuminu a má driftový čas 

25,61 ms. Při vycentrování spekter a použití sodného aduktu dibutyl-ftalátu (teoretická 

hodnota m/z 301,1416) jako interního standardu pro m/z („lock mass") bylo 

při m/z 369,1324 (před vycentrováním a korekcí na standard 369,1476) určováno 

elementární složení. Dobrou shodu poskytl ion [Ci6H2ó07+K] +, který měl odchylku 2,2 ppm 

a může se jednat o draselný adukt pikrokrocinu (Obr. 33), látky přirozeně se vyskytující 

v šafránu. [77] V e spektru byly pozorovány i další ionty pikrokrocinu [Ci6H2607+H]+ (chyba 

4,5 ppm) a [Ci6H2ó07+Na] + (chyba 0 ppm). Jelikož teoretická hodnota m/z draselného 

aduktu pikrokrocinu je 369,1316 a protonovaná molekula kurkuminu má teoretickou 

hodnotu m/z 369,1338, jejich odlišení ToF analyzátorem není dostačující. Látka s m/z 

369,1645 (viz Obr. 29) poskytla po vycentrování a korekci na standard hodnotu m/z 

369,1521, což by mohlo odpovídat sodnému aduktu jasminosidu B (Obr. 33) se složením 

[Ci6H2ó08+Na] + (chyba 1,1 ppm), byl pozorován také ion, který lze přiřadit draselnému 
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aduktu jasminosidu B [OôFhóOs+K]"1" (chyba 0,8 ppm) Opět se jedná o látku přirozeně se 

vyskytující v šafránu. [78] V naších experimentech byly dále pozorovány látky z šafránu 

např. krocetin a jeho příbuzné látky a krocin. [77] 

A) 
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Obr. 31: Fragmentační spektrum kurkuminu v extraktu kurkumy (A - zobrazení 

hmotnostní spektra přes celý rozsah mobilogramu; B - zobrazení hmotnostního spektra 

od 28 do 32 ms) pro pozitivní mód 
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Obr. 32: Mobilogramy pro prekurzorový ion kurkuminu (spodní) a jeho fragmenty 

v extraktu kurkumy při napětí transferu 10 V pro pozitivní mód 
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Obr. 33: Látky interferující při analýze kurkuminu pomocí M S 

(A - pikrokrocin, B - jasminosid B) 

Z tvaru mobilitního píku kurkuminu (Obr. 30 a Obr. 32) při 30,10 ms či 30,23 ms je 

patrné, že se nejedná o symetrický (Gaussovský) pík. Pravděpodobně se jedná o směsný pík 

protonovaných molekul tautomerů kurkuminu, které v pozitivním narozdíl od negativního 

módu nejsou zcela separovány. Tomu odpovídají blízké hodnoty jejich C C S 207,9 

a 208,7 Á 2 . Důvodem blízkých C C S je změna geometrie pro protonovanou diketo-formu 

kurkuminu, kdy je proton sdílen karbonylovými skupinami jako součást planárního 

šestičetného cyklu (Obr. 34). [76; 79] 

C C S c a l 207.9 

Obr. 34: Optimální geometrické uspořádání protonované diketoformy (DK) a protonované 

keto-enol formy (KE) v plynné fázi s vypočtenými hodnotami C C S (pro N2) - převzato 

z citace [79] 
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Stejně jako u standardu (Obr. 35 B) i u extraktu čisté kurkumy (Obr. 35 A ) je 

přítomný na mobilogramu pouze jeden pík odpovídající iontu s m/z 369,1352, což potvrzuje, 

že látka s driftovým časem 25,61 ms (pravděpodobně pikrokrocin) pochází z šafránu nikoliv 

z kurkumy. 
30.49 TOF MS ES+ 

369.135 0.0100Da 
7.03e4 

TOF MS ES+ 
369.145 0.0100Da 

3.63e6 

Obr. 35: Mobilogramy pro ion kurkuminu při analýze extraktu kurkumy (A) 

a standardu kurkuminu (B) v pozitivním módu 

S ohledem na tvar píku byl testován v l iv přídavku kyseliny octové na zastoupení 

jednotlivých tautomerů (Obr. 36). Je pozorovatelný mírný nárůst předního ramene píku 

při přídavku kyseliny octové, což by mohlo naznačovat zvýšení podílu diketo-formy, která 

je upřednostňována při nižším p H před keto-enol formou. [80] 

30.49 

TOF MS ES+ 
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Obr. 36: Mobilogramy standardu kurkuminu, A složení roztoku CH3OH/H2O 

(50/50, v/v), B složení roztoku CH3OH/H2O/CH3COOH (50/49/1, v/v) v pozitivním módu 

Pozn. odlišné migrační časy jsou způsobeny měřením v odlišné dny 
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Následně byl testován v l iv vyšší rozlišovací schopnosti iontové mobility při větším 

počtu cyklů v mobilitní cele, a to po izolaci iontů s m/z okolo 369 v kvadrupólu (Obr. 37). 

S vyšší rozlišovací schopností se dle očekávání zlepšuje separace tautomerů (Obr. 37), ale 

pro určení celkového podílu kurkuminu není nutná. Pro prokázání přítomnosti kurkumy 

v šafránu byl využíván pouze jeden cyklus. 

30.62 

A) TOF MSMS ES+ 
i 369.132 0.0150Da 
l 2.90e5 

15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 

49.37 

55.00 60.00 65.00 70.00 75.00 

B) 
TOF MSMS ES+ 
369.132 0.0150Da 

2.19e5 

15 00 20 00 25 00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60 00 65 00 70.00 75.00 

C) 

68.24 
TOF MSMS ES+ 
369.132 0.0150Da 

1.58e5 

65.73 

15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00 70.00 75.00 

Obr. 37: Mobilogramy pro ion kurkuminu s m/z 369,1324 (pracovní roztok z 

extraktu čisté kurkumy v CH3OH/H2O/CH3COOH (50/49/1, v/v) demonstrující změnu 

separace tautomerů s vyšším počtem cyklů (A - 1 cyklus, B - 2 cykly, C - 3 cykly) 

v pozitivním módu 

Po vyhodnocení experimentů byla pro extrakci šafránu a kurkumy zvolena směs 

C H 3 O H / H 2 O / H C O O H (500/499/1, v/v), kdy byly pozorovány ionty kurkuminu s vyšší 

intenzitou. Přídavek kyseliny octové v pracovním roztoku má pozitivní v l iv na intenzitu 

signálu protonované molekuly kurkuminu [M+H] + , kdy došlo ke zvýšení o dva řády oproti 

měření bez kyseliny octové. Z důvodů nízké intenzity iontu demethoxykurkuminu 

(m/z 337,1076) nebyl tento marker dále uvažován při vyhodnocování stupně falšování. 
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4.1.2. Oregano a olivové lístky 

Vzorky koření byly extrahovány postupy zmíněnými v experimentální části (zeleně 

v Obr. 20). Vhodnost extrakce byla posuzována na základě signálů markerů olivového listí 

[54; 57; 72], a to dle intenzity píků v hmotnostním spektru a plochy píku vmobilogramu 

pro danou hodnotu m/z (Tab. 7) v negativním módu. U většiny markerů poskytuje větší 

signál extrakční metoda využívající CH3OH/H2O (50/50, v/v) oproti metodě s C H 3 O H + 

0,1 % H C O O H . Nej větší rozdíl je pozorovatelný u aglykonu oleuropeinu (hydrolytický 

produkt - Obr. 38), kdy je jeho signál v metodě s CH3OH/H2O (50/50, v/v) vyšší o dva řády 

oproti metodě s C H 3 O H + 0,1 % H C O O H . Zdaje aglykon lépe extrahován už z rostlinného 

materiálu či vzniká v průběhu přípravy vzorku (extrakce vodným rozpouštědlem) nelze 

z těchto dat určit a je třeba provést další studii. 

Oleuropein Oleuropein aglykon Glukosa 

Obr. 38: Schéma hydrolýzy oleuropeinu 

Při vykreslení mobilogramu pro ion oleuropeinu m/z 539,1806 (Obr. 39) je přítomen 

symetrický pík při 22,11 ms. Tento pík je pozorovatelný i vmobilogramu zobrazeném 

pro TIC (Obr. 39 B) , což naznačuje, že se jedná o intenzivní signál. U oleuropeinu lze 

dosáhnout významného potlačení pozadí v hmotnostních spektrech pomocí iontové mobility 

(Obr. 40). Ion oleuropeinu (deprotonová molekula, m/z 539,1806) je základním iontem 

ve spektru, tudíž jeho detekce bude možná i na nízkých koncentracích a jedná se o velice 

intenzivní marker. 

Pro ověření identity by l ion 539,1806 m/z izolován vkvadrupó lu a následně 

fragmentován v transferu při 22 V (Obr. 41). B y l y pozorovány fragmenty 

při m/z - 403,1400; 377,1360; 345,1077; 307,0880; 275,0959; 223,0595 a 179,0516, které 

se shodují s literaturou. [81] Ionty s m/z 377 a 403 byly identifikovány jako markery 

(viz Tab. 7), ale taktéž se může jednat o fragmenty oleuropeinu. U iontu s m/z 377, lze 

konstatovat, že vzhledem k absenci jeho signálu při extrakci směsí C H 3 O H + 0,1 % H C O O H 

tento ion nevzniká fragmentací ve zdroji. Naopak ion s m/z 403 byl ve spektru přítomen 
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při použití obou extrakčních činidel a nelze vyloučit jeho vznik v důsledku fragmentace 

ve zdroji. Mobilogramy iontů z fragmentačního spektra oleuropeinu (Obr. 42) ukazují stejné 

driftové časy prekurzorového iontu a jeho fragmentů, což dokládá vznik fragmentů 

v transferu (za mobilitní celou). 

22.11 

A) 
TOF MS ES-

539.181 0.0150Da 
6.94e5 

14.00 16.00 13.00 20.00 22 00 24.00 26.00 23.00 30.00 32 00 34.00 30 00 38 00 40.00 42.00 44 00 46 00 48 00 50 00 

17ĚJE TOF MS ES­
TI C 

2.68e6 

14.00 16.00 1800 20.00 22 00 24.00 26 00 28 00 30.00 32 00 34.00 36 00 38 00 4000 42 00 4400 4600 48 00 50 00 

Obr. 39: Mobilogramy pro A - ion oleuropeinu při m/z 539,1806, B - celkový iontový 

proud; extrakt olivových lístků ředěný CH3OH/H2O (50/50, v/v), pozitivní mód 

[M-H] 
539,1806 

A) 

- i - : 3332 470.3525 484.3678 

T O F MS ES-
7.81e5 

260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 5 SO 600 620 640 660 

539 1806 

B) [M-H]-

1711 

32 5 15 

2 = 2 23';-

273.2523-, 

33v2:2; 

342 2325 

™ m ™
 W-P984

 47QJ525 
3.2040 377.1290^?a-1lJ4421_2303 | ,.498.3464 

i Jl ťtrvítt ttWť, lim ilrrrri i lr'Hl ľ lnr ľii|l|ľml f fHVi', ,•,1, 
541 'Z-

70O 720 740 
TOF MS ES-

8.30e5 

260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 700 720 740 

Obr. 40: Hmotnostní spektra zředěného extraktu olivových lístků 

(extrakce CH3OH/H2O, 50/50, v/v), A - pro mobilitní pík oleuropeinu při 22,11 ms, 

B - pro celý mobilogram) 
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Tab. 7: Markery olivových lístků v oreganu sledované ve spektrech (zvoleny na základě literárních údajů [54; 57; 72]) 

Hledané markery Rozpouštědlo 
Teoretická 

hodnota m/z 
[M-H]-

Intenzita píku 
v hmotnostním 

spektru 

Plocha píku 
v mobilogramu 

1 0 - C H 3 O H + 0,1 % 
555,1719 1,26' 1 0 4 8742 

hydroxyoleuropein H C O O H 
555,1719 1,26' 1 0 4 8742 

1 0 -
hydroxyoleuropein 

C H 3 O H + H 2 0 
(50/50, v/v) 

555,1719 1,35' 1 0 4 9716 

Oleuropein diglykosid 
C H 3 O H + 0,1 % 

H C O O H 
701,2298 8,21 ' 1 0 3 3877 

Oleuropein diglykosid 
CH3OH + H 2 0 

(50/50, v/v) 
701,2298 8,72 • 1 0 3 4280 

Oleuropein 
C H 3 O H + 0,1 % 

H C O O H 
539,1770 1,16- 1 0 6 502480 

Oleuropein 
CH3OH + H 2 0 

(50/50, v/v) 
539,1770 8,30' 1 0 5 473809 

Oleuropein aglykon 
C H 3 O H + 0,1 % 

H C O O H 
377,1242 3,69' 1 0 3 412 

Oleuropein aglykon 
CH3OH + H 2 0 

(50/50, v/v) 
377,1242 5,25- 1 0 4 34603 

Oleoside 
C H 3 O H + 0,1 % 

H C O O H 
389,1089 2,46 ' 1 0 4 15676 

Oleoside 
CH3OH + H 2 0 

(50/50, v/v) 
389,1089 3,78' 1 0 4 25032 

Glykosid eleanové 
kyseliny 

C H 3 O H + 0,1 % 
H C O O H 

403,1246 1,08' 1 0 4 5701 

Glykosid eleanové 
kyseliny 

CH3OH + H 2 0 
(50/50, v/v) 

403,1246 1,27' 1 0 4 7744 
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307.0880 

275.0959 

223.0595 

149 0157 179.0516 

377.1360 

.345.1077 

A 

403.1400 

TO F MSMS 0.00ES-
8.79e5 

[M-H]-
539.2078 

100 120 140 160 1BO 200 220 240 2S0 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 

Obr. 41: Fragmentační spektrum iontu s m/z 539 při napětí transferu 22 V při analýze 

ředěného extraktu (extrakce s CH3OH/H2O, 50/50, v/v) olivových lístků 

21.71 
TO F MSMS ES-

179.052 0.0150Da 
5.09e4 

14.00 16 00 10 00 20 00 22 00 24 00 20 00 20 00 30 00 32 00 34 00 36 00 30 00 40 00 42 00 44 00 46 00 43 00 50 00 

21.71 TO F MSMS ES-
223.06 0.0150Da 

1.34e5 
14.00 16.00 1800 20.00 22 00 24 00 26 00 28.00 30.00 32 00 34.00 3600 38.00 40 00 42 00 44 00 46 00 48.00 50 00 

21.71 TOF MSMS ES-
275.096 0.0150Da 

7.61 e5 
14.00 16.00 1800 20.00 22 00 24 00 26 00 28.00 30.00 32 00 34.00 36 00 38.00 4000 42 00 4400 46 00 48.00 50 00 

TOF MSMS ES-
307.088 0.0150Da 

8.18e5 
14.00 16.00 1800 20.00 22 00 24 00 26 00 28.00 3D.00 32 DO 34.00 36 00 38.00 40 00 42 00 44 00 46 00 48.00 50 00 

21.71 

A 
TOF MSMS ES-

345.108 0.0150Da 
1.65e5 

14.00 16.00 ISOO 20.00 22.00 24.00 26 00 28.00 30.00 32 00 34.00 3E 00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50 00 

21.71 TOF MSMS ES-
377.136 0.0150Da 

5.84e5 
14.00 16.00 1800 20.00 22 00 24 00 26 00 28.00 30.00 32 00 34.00 36 00 38.00 4000 42 00 4400 46 00 48.00 50 00 

21.71 TOF MSMS ES-
403.14 0.0150Da 

1.31e5 
14.00 16.00 1800 20.00 22 00 24 00 26 00 28 00 30.00 3200 34.00 36 00 38.00 40.00 42.00 4400 46 00 48.00 50 00 

21.71 
1C0-, 

TOF MSMS ES-
539.208 0.0150Da 

5.57e5 
T i r e 

14.00 16.00 1800 20.00 22 00 24 00 26 00 28.00 30.00 32 00 34.00 36 00 38.00 4000 42 00 4400 46 00 48.00 50 00 

Obr. 42: Mobilogramy pro prekurzorový ion oleuropeinu (spodní) a jeho hlavní fragmenty 

při analýze ředěného extraktu (extrakce s CH3OH/H2O, 50/50, v/v) olivových lístků 
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4.2. Analýza modelových vzorku (modelové falšování) 

4.2.1. Falšování šafránu pomocí kurkumy 

Pomocí postupů z experimentální části (viz Kap. 3.3.3.) byly změřeny jednotlivé 

vzorky napodobující falšovaný šafrán. Obsah kurkumy byl na úrovni 0, 5, 10, 20 % 

a odpovídající mobilogramy jsou zobrazeny na Obr. 43. Z důvodu interference iontu 

s blízkou hodnotou m/z (viz Kap. 4.1.1.) nelze sledovat intenzitu markeru v samotném 

hmotnostním spektru. Pro posouzení přítomnosti kurkumy byla využita plocha mobilitního 

píku pro ion kurkuminu (okno 0,015 Da) v čase 29,96 - 30,23 ms. S narůstajícím obsahem 

kurkumy plocha píku rostla (Obr. 43 a Obr. 44), ale závislost nebyla lineární. Je patrné, že 

už obsah kurkumy na úrovni 5 % je rozeznatelný od vzorku čistého šafránu. 

29.96:1394 TO F MS ES+ 
369.12 0.0150Da 

2800 2825 2850 28 75 29 00 29 25 29 50 29 75 3000 3025 3050 30 75 31 00 31 25 31 50 31.75 320D 

30.10:5612 TOF MS ES+ 
369.135 0.0150Da 

4.50e3 
Area 

28 00 28 2 5 28 50 28 75 2 9 00 29 25 29.50 2975 3000 3D 25 30 50 30 75 31 00 31 25 31 50 31.75 32 0D 

30.23;14460 T „ „ „ . . 
100-1 A i — T O F MS ES+ 

c ) ^ — — " \ 369.135 0.0150Da 
1.27e4 

Area 

2800 2825 28 50 28 75 29.00 29 25 29.50 29 75 30.00 30 25 30.50 30 75 31.00 31 25 31 50 31.75 32.0D 

30.23;66534 
TOF MS ES+ 

369.132 0.0150Da 
5.70e4 

Area 

Time 
2800 2825 28 50 28 75 29 00 29 25 29 50 29 75 3000 30 25 30 50 30 75 31.00 31.25 31 50 31.75 3200 

Obr. 43: Detail mobilogramů s uvedenými plochami píků pro ion kurkuminu 

(obsah kurkumy A - 0 %, B - 5 %, C - 10 % a D - 20 %) 
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I M S - M S 

Obsah kůrku my v šafránu [%] 

Obr. 44: Sloupcový graf závislosti plochy mobilitního píku kurkuminu na obsahu kurkumy 

v šafránu pro měření I M S - M S 

(bez izolace prekurzorového iontu m/z 369,138 v kvadrupólu) 

Pro ověření, zda metoda dokáže odhalit falšování reálných vzorků, byl připraven 

vzorek simulující 10% falšování pomocí navazování rostlinného materiálu. Je zřejmé, že 

signál pozorovaný v oblasti mobilitního píku markeru je řádově vyšší ve falšovaném 

oproti čistému šafránu (Obr. 45). 

0 \ TI i P I ^ . I . - r r , T T . , > T 7 - , - , - , - | . - I - , , , , ^ , , I T I t> 1 1 1 'i1 ' • ' 1 ^ ' |T^~r-r, TI 
1S.00 19.00 20 .00 21.00 22 00 23.00 24.00 25.00 26.00 27 00 28 00 29 00 3 0 00 31 00 32 00 

Obr. 45: Mobilogramy s uvedenými plochami píků pro ion při m/z 369,1380 ředěných 

extraktů (pomocí CH3OH/H2O /HCOOH (50/49/1, v/v) 

(A - čistý šafrán, B - šafrán a kurkuma (90/10, w/w)) 
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Experimenty I M S - M S s izolací iontu 369 (kurkumin) vkvadrupó lu poskytly 

pro signál kurkuminu podobná data (Obr. 46). Nárůst ploch píků opět není lineární 

(sloupcový graf na Obr. 47), ale pozadí v oblasti signálu kurkuminu pro vzorek čistého 

šafránu (Obr. 46 A ) by odpovídalo obsahu kurkumy pod 1 %. Takovýto podíl kurkumy 

ve falšovaných vzorcích není očekáván, neboť by nezajišťoval dostatečný ekonomický efekt. 

Výhodou měření I M S - M S s izolací iontu 369 je zlepšení odezvy, (viz srovnání Obr. 43 A , 

B a 46 A , B , resp. Obr. 44 a 47). 

Obr. 46: Detail mobilogramů a plochy píků pro ion kurkuminu izolovaný v kvadrupólu 

v pozitivním módu (obsah kurkumy A - 0 %, B - 5 %, C - 10 % a D - 20 %) 
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IMS - MS (Izolace 369) 

0 % 5% 10% 2 0 % 
Obsah kurkumy v šafránu [%] 

Obr. 47: Sloupcový graf závislosti plochy mobilitního píku kurkuminu (průměr ze dvou 

měření) na obsahu kurkumy v šafránu pro měření PMS-MS s izolací iontu 369 

v kvadrupólu 

Experimenty I M S - M S M S s izolací iontu 369 a jeho fragmentací v transferu 

při 10 V přispívají k identifikaci kurkuminu ve vzorku. Rovněž pro fragmenty byl pozorován 

nelineární růst ploch mobilitních píků v závislosti na obsahu kurkumy 

(Tab. 8, Obr. 48). Popsaná nelinearita může souviset s matričními efekty, ale pro potvrzení 

příčin by bylo vhodné provést další studii. 

Tab. 8: Plochy mobilitních píků fragmentů kurkuminu (průměr ze dvou měření), signál 

pozadí při 0 % kurkumy 

Obsah Plocha píku fragmentu s hodnotou m/z 

kurkumy 

v šafránu [%] 
285 245 177 175 

0 330 197 110 58 

5 4257 2071 963 573 

10 9755 4764 2051 1257 

20 34473 16786 7181 4167 
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3 

'Ô. 
O 

C C 

S E 

!I 
O 

o 

35000 

30000 

25000 

20000 

15000 

10000 

5000 

Fragment 285 
34473 

9755 

4257 1 330 m P 1 m P 1 
0 % 5% 10% 2 0 % 

Obsah kurkumy v šafránu [%] 

Obr. 48: Sloupcový graf závislosti plochy mobilitního piku fragmentu kurkuminu při 

m/z 285 (průměr ze dvou měření) na obsahu kurkumy v šafránu pro měření I M S - M S M S 

(izolace iontu 369 v kvadrupólu a fragmentace v transferu při 10 V ) 

Všechny varianty popsaných experimentů ( I M S - M S , I M S - M S (izolace iontu 369), 

I M S - M S M S (izolace iontu 369 a fragmentace v transferu při 10 V)) poskytly výsledky 

vykazující nelineární nárůst plochy píků markeru (kurkuminu či jeho fragmentů) 

se zvyšujícím se obsahem kurkumy v šafránu. Lze konstatovat, že všechny metody měření 

umožňují detekci 5 % kurkumy v šafránu. Vhodné je kombinovat FMS-MS 

(izolace iontu 369), kdy je dosahováno vyšší odezvy pro ion 369, a F M S - M S M S (izolace 

iontu 369 a fragmentace v transferu při 10 V ) pro potvrzení identity markeru. 

4.2.2. Falšování oregana pomocí olivových lístků 

Pomocí postupů popsaných v experimentální části (viz Kap. 3.3.3.) byly změřeny 

vzorky napodobující falšované oregano olivovými lístky na úrovni 0, 5, 10 a 20 % a samotné 

olivové lístky. V hmotnostních spektrech pro oblast m/z, kde je očekáván ion oleuropeinu 

(teoretická hodnota m/z 539,1770) se vyskytují dva ionty (Obr. 49). Vzhledem k nárůstu 

intenzity iontu s m/z 539,2078 a jeho absenci v čistém oreganu (Obr. 49 A ) , jej lze přiřadit 

oleuropeinu. Ion s hodnotou m/z 539,1465 náleží látce z matrice oregana 

(není přítomný v extraktu čistých olivových lístků (Obr. 49 E)). 
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Další identifikační charakteristika oleuropeinu je driftový čas iontu s m/z 

539,2078 (oleuropeinu), který byl 21,91 ms (Obr. 50) a shoduje se napříč všemi extrakty 

vzorků s obsahem olivových lístků. Z ploch píků oleuropeinu v mobilogramech (Obr. 50) je 

patrný nárůst plochy s obsahem olivových lístků v oreganu, přičemž její závislost na obsahu 

olivových lístků v oreganu je lineární (Obr. 51) s koeficientem determinace R 2 = 0,9986. 

539.1329 TO F MS ES-
™1 A) A 1 - 3 1 e 5 

539.6337 

538.800 535.900 539 000 539.100 539.200 539 300 539 400 539.500 539.600 

539.2078 TO F MS ES-
3.86e5 B ) 539.1465 

53ÍM054 

538800 536.900 539 000 539 100 539 200 530 300 539 400 539 500 539 600 

539.2078 TO F MS ES-
1 C) f\ 1.11e6 

539.1465 

D) 

538.800 536.900 539 000 539.100 539.200 539 300 539 400 539.500 539.600 

539.2078 TO F MS ES-
1.87e6 

539.1465 

539.2078 TO F MS ES-
m ^ E) í\ 9-44e6 

Obr. 49: Hmotnostní spektra z I M S - M S (detail celkového spektra) (A - čistého oregana, 

B - 5% olivových lístků v oreganu, C - 10 % olivových lístků, D - 20 % olivových lístků, 

E - 100 % olivových lístků) v negativním módu 
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C) 

21.52 
1476 

TO F MS ES-
539.208 0.0150Da 

833 
Area 

TO F MS ES-
539.208 0.0150Da 

3.41 e5 
Area 

20.00 22 00 

21.91 
639793 7 

?5 : • : 2ó :o 

26.37 
846 

29.63 
4191 

TOF MS ES-
539.208 0.0150Da 

8.80e5 
Area 

D) 26 27 
3413 7419 

22 40 
1784 

36.00 38.00 

TOF MS ES-
539.208 0.0150Da 

1.43e6 
Area 

36 36 
131S  

E) 

3s :•: 3í :o 

17.56 19.14 
1777 165 

TOF MS ES-
539.208 0.0150Da 

6.97e6 
Area 

36.65 
2ti~;i; - T i r e 

Obr. 50: Mobilogramy s plochou píků pro ion oleuoropeinu m/z 539,2078 z měření 

I M S - M S (celkové spektrum, bez izolace iontu markeru) 

(obsah olivových lístku A - 0 %, B - 5 %, C - 10 %, D - 20 % a E - 100 %) 

IMS - MS 

Y = 5 , 1 0 x 1 0 4 ± ( 0 , 0 8 x 104)c + 
4,92x 104 ±(4,07x10 4 ) 

R2 = 0,9986 

I  
0 20 40 60 80 100 

Obsah olivových lístků v oreganu [%] 

Obr. 51: Graf lineární závislosti plochy mobilitního piku oleuropeinu na obsahu olivových 

lístku v oreganu, experiment I M S - M S bez izolace iontu markeru v kvadrupólu, každý 

obsah měřen dvakrát 

Pro ověření, zda metoda dokáže odhalit falšování reálných vzorků, byl připraven 

vzorek simulující 10% falšování pomocí navazování rostlinného materiálu. Je zřejmé, že 

intenzita signálu pozorovaná v oblasti mobilitního píku markeru je o 3 řády vyšší 

ve falšovaném oproti čistému oreganu (Obr. 52). 
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Obr. 52: Mobilogramy s uvedenými plochami píků pro ion při m/z 539,2024 ředěných 

extraktů (pomocí CH3OH/H2O, 50/50, v/v) 

(A - čisté oregano, B - oregano a olivové lístky (90/10, w/w)) 

Měření I M S - M S (s izolací iontu 539) poskytlo obdobné výsledky (Obr. 53 a 54). 

S vyšší selektivitou měření narůstá koeficient determinace R 2 = 0,9996, avšak dochází 

k mírnému poklesu citlivosti metody (směrnice lineární závislosti). 
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Obr. 53: Mobilogramy s plochou píků pro ion oleuoropeinu m/z 539,2078 z měření 

I M S - M S (izolace iontu 539 v kvadrupólu) 

(obsah olivových lístků A - 0 %, B - 5 %, C - 10 %, D - 20 % a E - 100 %) 
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IMS-MS (Izolace iontu 539) 
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Obr. 54: Graf lineární závislosti plochy mobilitního píku oleuropeinu na množství 

olivových lístku v oreganu, experiment I M S - M S s izolací iontu m/z 539 v kvadrupólu, 

každý obsah měřen dvakrát 

Poslední experiment I M S - M S M S využil izolaci iontu m/z 539 v kvadrupólu a jeho 

následnou fragmentaci v transferu při 22 V (Tab. 9). I přes vyšší koeficienty determinace 

pro závislost ploch mobilitních píků některých j iných fragmentů, byl pro určení obsahu 

oleuropeinu zvolen fragment s m/z 307, který vykazoval nejvyšší intenzitu signálu. Srovnání 

lineárních modeluje patrné z Obr. 55 a Příloh - Obr. A až Obr. F. 

Tab. 9: Plochy mobilitních píků fragmentů oleuropeinu (průměr ze dvou měření) 

Obsah Plocha píku fragmentu s hodnotou m/z 

olivových 

lístků 

v oreganu 
403 377 345 307 275 223 179 

[%] 

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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Fragment 307 
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Obr. 55: Graf lineární závislosti plochy mobilitního piku nej intenzivnějšího fragmentu 

oleuropeinu s m/z 307 na obsahu olivových lístku v oreganu, experiment I M S - M S M S 

s izolací iontu m/z 539 v kvadrupólu a jeho fragmentací v transferu při 22 V , každý obsah 

měřen dvakrát 

Pro všechny varianty testovaných experimentu bylo dosaženo v případě oleuropeinu 

lineární závislosti plochy mobilitních piku na obsahu olivových lístku. Se stoupající 

selektivitou měření je pozorovatelný pokles citlivosti metody (snižuje se směrnice přímky). 

Pro koeficient determinace (R 2 ) poskytlo nejvyšší hodnotu měření ĽVIS-MS s izolací iontu 

539, naopak nejhorší linearita, ale také citlivost byla pozorována u měření I M S - M S M S 

s izolací iontu 539 v kvadrupólu a fragmentací v transferu při 22 V a následné stanovení 

plochy mobilitního píku fragmentu s m/z 307. Avšak i v tomto případě je j iž na úrovni 5 % 

příměsi olivových lístků patrný značný rozdíl oproti vzorku s 0 %, což dokazuje schopnost 

metody zachytit i relevantní (z hlediska ekonomického efektu) podíl olivových lístků 

v oreganu. 
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4.3. Měření reálných vzorků od různých výrobců 

4.3.1. Vzorky šafránu 

Postupem popsaným v experimentální části (viz Kap. 3.3.4.) byly připraveny 

a proměřeny tři vzorky šafránu. Případná příměs kurkumy byla vyhodnocována z plochy 

mobilitního píku kurkuminu získaného při experimentu I M S - M S s izolací iontu m/z 369 

(Tab. 10). Jelikož plochy mobilitních píků pro sledovaný ion v analyzovaných vzorcích 

odpovídaly ploše pro vzorek s 0 % kurkumy, lze konstatovat, že kurkuma nebyla detekována 

v žádném ze zakoupených vzorků. 

Tab. 10: Zjištěné množství kurkumy v zakoupených vzorcích šafránu 

( IMS-MS s izolací iontu 369) 

Typ vzorku Obsah kurkumy 

A n. d. 

B n. d. 

C n. d. 

4.3.2. Vzorky oregana 

Dle postupu v experimentální části (viz Kap. 3.3.4.) bylo připraveno a proměřeno 

celkem šest vzorků oregana. Přítomnost olivových lístků byla hodnocena na základě plochy 

mobilitního píku oleuropeinu s využitím experimentu I M S - M S , který poskytoval nejvyšší 

citlivost. Všechny vzorky oregana poskytly plochy mobilitního píku pro ion 539 

a příslušný driftový čas na úrovni pozadí (srovnatelné s úrovní při úrovni 0 % olivových 

lístků). V žádném ze zakoupených vzorků nebylo detekováno falšování olivovými lístky 

(Tab. 11). 
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Tab. 11: Zjištěné množství olivových lístků v zakoupených vzorcích oregana ( IMS-MS) 

Typ vzorku 
Zjištěný obsah 

olivových lístku 

A n. d. 

B n. d. 

C n. d. 

D n. d. 

E n. d. 

F n. d. 
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5. ZÁVĚR 

Role koření v dnešním světě je nezanedbatelná, jeho nezaměnitelné aroma a velké 

množství druhů představuje rozsáhlou paletu možností a kombinací pro dochucovaní 

pokrmů. Falšování potravin a koření představuje zásadní problém a schopnost odhalení 

nežádoucích příměsí je esenciální pro zachování kvality koření. 

Analýza falšování je nezbytný prvek potravinové analýzy. K tomuto účelu 

se v současné době používají metody analýzy D N A , především pro kvalitativní cílenou 

i necílenou analýzu. Metody jako FTIR, ' H - N M R a U V - V I S už umožňují preciznější 

stanovení příměsí a v kombinaci s chemometrickými metodami lze provádět necílenou 

analýzu pro odhalení falšování. Rozsáhle používaná je hmotnostní spektrometrie většinou 

ve spojení s chromatografií, G C či L C . Jejich hlavní výhodou je měření v sekvencích, 

slabinou může být zdlouhavá optimalizace separačních systémů a delší doba analýzy. 

V předložené práci je využito moderní spojení iontové mobility s hmotnostní 

spektrometrií umožňující rychlé odhalení falšování šafránu pomocí kurkumy a oregana 

pomocí olivových lístků. Sběr dat na tomto přístroji se dá spolehlivě provést do 2 minut. 

B y l o vybráno vhodnější extrakční rozpouštědlo a navržen postup pro každou dvojici 

koření - příměs. Šafrán a kurkuma byly extrahovány směsí složení CH3OH/H2O/HCOOH 

(50/49/1, v/v), oregano a olivovník směsí CH3OH/H2O (50/50, v/v). Při experimentech 

s modelovými vzorky nastaly problémy přesného navazování malého množství koření 

(s ohledem na cenu šafránu), který však byl částečně překonán při použití míchání extraktů 

v určitých poměrech. Navržené metody jsou schopny spolehlivě odhalit falšování j iž 

na úrovni jednotek procent. Z ploch mobilitních píků lze usuzovat i na možnost záchytu 

nižších obsahů, a to 0,1 % pro oregano a olivové lístky a cca 1 % pro šafrán a kurkumu. 

Takovéto nízké obsahy příměsí j iž ale nebudou pro falšovatele zajímavé z ekonomických 

důvodů. V literatuře bylo popsáno falšování oregana s příměsí olivových lístků přes 30 %. 

[71] Pro oregano byla získána lineární závislost mezi plochou mobilitních píků a podílem 

olivových lístků. U šafránu závislost pro obsah kurkumy lineární nebyla. Odhalení příčiny 

této nelinearity je námětem pro další výzkum. Pro obě studovaná koření je třeba 

připomenout, že stanovení obsahu příměsí na základě vybraných markerů může být 

ovlivněno variabilitou jejich obsahu v přimíchávané složce (kurkumě, olivových lístcích). 

Pro zachycení falšování je však podstatné zjistit obsah na úrovni jednotek a více procent, 

což obě popsané metody umožňují. Analýza reálných vzorků neprokázala falšování 

u žádného z nich, kdy signál, který by mohl být přiřazen markerům, byl 
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na úrovni pozadí z matrice. Další vývoj metody by měl směřovat do vývoje průtokové 

analýzy I M S - M S , což umožní velmi rychlou analýzu velkého množství vzorků automaticky 

v sekvenci za sebou, kdy analýza jednoho vzorku by trvala do 3 minut. V dalších 

experimentech by bylo možné zvážit necílenou analýzu s aplikací chemometrických metod 

jako jsou P C A a H C A na data získaná spojením iontové mobility a hmotnostní 

spektrometrie. Ta by mohla odhalit falšování určitého koření různými příměsi. 
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6. SEZNAM POUŽITÝCH Z K R A T E K 

APCI - Atmospheric pressure chemical ionization - chemická ionizace za atmosférického 

tlaku 

CCS - Coll is ion cross section - srážkový průřez (Q) 

CDI - Corona discharge ionization - ionizace koránovým výbojem 

cIM - Cycl ic ion mobility - cyklická iontová mobilita 

DESI - Desorption electrospray ionization - desorpční ionizace elektrosprejem 

E M A - Economically motivated adulteration - ekonomicky motivované falšování 

ESI - Electrospray ionization - ionizace elektrosprejem 

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

infračervená spektrometrie s Fourierovou transformací - blízká infračervená oblast 

G C - Gas chromatography - plynová chromatografie 

H C A - Hierarchical cluster analysis - hierarchická shluková analýza 

HS - headspace 

ICP - Inductively coupled plasma - indukčně vázané plasma 

IMS - Ion mobility spectrometry - iontová mobilitní spektrometrie 

L D A - Linear discriminant analysis - lineární diskriminační analýza 

L C - Liquid chromatography - kapalinová chromatografie 

L C H R M S - Liquid chromtography high resolution mass spectrometry - kapalinová 

chromatografie s vysokorozlišovací hmotnostní spektrometrií 

n. d. - not detected - nedetekováno 

N M R - Nuclear magnetic resonance - nukleární magnetická rezonance 

MS - Mass spectrometry - hmotnostní spektrometrie 

OPLS-DA - Orthogonal partial least squares discriminant analysis - Ortogonální 

diskriminační analýza nejmenších čtverců 
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P C A - Principal component analysis - analýza hlavních komponent 

PCB - Printed circuit board - tištěná obvodová deska 

PLS-DA - Partial least squares discriminant analysis - diskriminační analýza částečných 

nej menších čtverců 

PLSR - Partial least square regression - regrese metodou částečných nej menších čtverců 

QqToF - Quadrupole time of flight - kvadrupól analyzátor doby letu 

RAPD - PCR - Random amplified polymorfic D N A - polymerase chain reaction -

náhodná amplifikace polymorfní D N A - polymerázová řetězová reakce 

SCAR - P C R - Sequence characterized amplified region - polymerase chain reaction -

amplifikovaná oblast charakterizovaná sekvencí — polymerázová řetězová reakce 

TIC - Total ion current - celkový iontový proud 

ToF - Time of flight - analyzátor doby letu 

T W I M - Travelling wave ion mobility - iontová mobilita s putující vlnou 

UV-VIS - Ultra Violet - Visible - ultrafialová - viditelná (oblast spektra) 
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8. PŘÍLOHY 

8.1. Grafy lineárních závislostí dalších fragmentů oleuropeinu 
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Obr. A : Graf lineární závislosti plochy mobilitního píku fragmentu oleuropeinu s m/z 403 

na obsahu olivových lístků v oreganu, experiment I M S - M S M S s izolací iontu m/z 539 

v kvadrupólu a jeho fragmentací v transferu při 22 V , každý obsah měřen dvakrát 
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Obr. B : Graf lineárni závislosti plochy mobilitního piku fragmentu oleuropeinu s m/z 377 

na obsahu olivových lístků v oreganu, experiment I M S - M S M S s izolací iontu m/z 539 

v kvadrupólu a jeho fragmentací v transferu při 22 V , každý obsah měřen dvakrát 
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Obr. C: Graf lineárni závislosti plochy mobilitního piku fragmentu oleuropeinu s m/z 345 

na obsahu olivových lístku v oreganu, experiment I M S - M S M S s izolací iontu m/z 539 

v kvadrupólu a jeho fragmentací v transferu při 22 V , každý obsah měřen dvakrát 
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Obr. D : Graf lineárni závislosti plochy mobilitního piku fragmentu oleuropeinu s m/z 275 

na obsahu olivových lístku v oreganu, experiment I M S - M S M S s izolací iontu m/z 539 

v kvadrupólu a jeho fragmentací v transferu při 22 V , každý obsah měřen dvakrát 
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Obr. E : Graf lineárni závislosti plochy mobilitního piku fragmentu oleuropeinu s m/z 223 

na obsahu olivových lístku v oreganu, experiment I M S - M S M S s izolací iontu m/z 539 

v kvadrupólu a jeho fragmentací v transferu při 22 V , každý obsah měřen dvakrát 
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Obr. F : Graf lineárni závislosti plochy mobilitního piku fragmentu oleuropeinu s m/z 179 

na obsahu olivových lístku v oreganu, experiment I M S - M S M S s izolací iontu m/z 539 

v kvadrupólu a jeho fragmentací v transferu při 22 V , každý obsah měřen dvakrát 
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