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1. UVOD

Hmotnostni spektrometrie je dnes velice vykonnou a Siroce vyuzivanou analytickou
technikou, ktera vSak byva vétSinou spojena s Casové naro¢nou upravou vzorkl pred
samotnou analyzou. Je vSak mozné vyuzit ambientni ioniza¢ni techniky spadajici do oblasti
hmotnostni spektrometrie, které umoziuji pfimou analyzu vzorkt po malé, ¢i zadné upravé.
Casto kombinuji vyhody desorpénich kroki s jiz zndmymi ionizaénimi technikami, a diky
své jednoduchosti, rychlosti a nizkym provoznim nakladim nachazeji uplatnéni v mnoha
oblastech analyzy. Jednou z nich je i oblast analyzy potravin, které je vénovana ptredlozena
diplomova prace.

Prace se zabyva identifikaci vybranych konzervacnich latek (konkrétné kyseliny
sorbové, benzoové a parabentl) v potravinach pomoci ambientni ioniza¢ni techniky ASAP,
coz je sonda pro analyzu vzorku za atmosférického tlaku. Pro jednotlivé latky byla
provedena optimalizace parametrii analyzy a nasledné¢ byly tyto latky identifikovany

v modelovych a redlnych vzorcich.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Konzervaéni latky

Potraviny, zejména mastné vyrobky, jsou rychle se kazicimi produkty a jednim z
hlavnich ¢initelt jejich degradace jsou mikroorganismy. Mikroorganismy zpusobuji nutriéni
a smyslové zhorSeni potravin, omezuji jejich trvanlivost a mohou byt odpovédné za fadu
onemocnéni. Existuji rizné konzervaéni postupy omezujici rychlost a rozsah degradacnich
procesi v potravinach. V minulosti se konzervace provadéla tepelnym zpracovanim —
vafenim ¢i chlazenim, nebo uzenim. Dal§imi zpiisoby konzervovani bylo nakladani potravin
do soli, cukru, octa ¢i alkoholu [1].

V dnes$ni dobé se vyuziva fyzikdlnich, chemickych a mikrobidlnich metod
konzervace. Konzervovani chemickymi prostfedky je zalozeno na pouziti ptisad znamych
jako konzervacni latky. Chemické konzervacni latky jsou slouceniny, které po piidani
do potravin potlacuji, zpomaluji nebo zabranuji aktivité a rustu mikroorganismu. Jejich
hlavnim Géelem je prodlouzit trvanlivost potravin a zvysit tim jejich bezpeénou konzumaci.
V dnesni dobé se pouziva okolo 30-ti riznych konzervant, které se oznacuji kombinaci
pismene E a specifického ¢isla [1]. Tato prace se zabyva vybranymi konzerva¢nimi latkami,
konkrétné kyselinou benzoovou, kyselinou sorbovou a estery parahydroxybenzoové
kyseliny (obecné znamé pod nazvem parabeny).

Kontrola a regulace pouzivani konzervacnich latek je dilezitym pfedmétem moderni
potravindiské technologie. Je nezbytnd jak pro zajiSténi jejich ucinnosti, tak, Ze pii
nevhodném pouziti mohou mit tyto pfisady nepfiznivé ucinky na zdravi. Pouzivani
konzervaénich latek proto podléha pfisnym pravnim piedpisim na ochranu spotiebiteld,
ktefi si stale vice v§imaji sloZeni a obsahu potravin, zejména ptitomnosti ptisad. Legislativni
pozadavky tykajici se pouzivani konzervacnich latek upravuje Evropské unie. Ve Spojenych
statech americkych se pouziti fidi Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). Regulagnimi
organy jsou napi. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) ¢i Organizace pro vyzivu a
zemédélstvi (FAO) [2, 3].

Konzervaéni latky se nevyuzivaji pouze k prodlouzeni trvanlivosti potravin, bézné
se totiz pfidavaji do riznych lé¢iv a lékovych piipravkll pro zabranéni mikrobidlni
kontaminace. Dale se pouzivaji v kosmetickych a hygienickych prostfedcich a vyrobcich,

ve kterych poméhaji zabranit rastu plisni, kvasinek a bakterii. Antioxida¢ni konzervacni



latky také zabranuji a potlacuji reakce, ke kterym mutize dojit pfi vystaveni téchto vyrobkl

kysliku, svétlu ¢i teplu [3].

2.1.1 Kyselina benzoova
Kyselina benzoova je prvni zastupce V homologické fadé jednosytnych
aromatickych kyselin. Strukturni vzorec této kyseliny je uveden na obr. 1. Pfirozené
se vyskytuje v mnoha potravinach, zejména v ovoci, ale také v pive, viné ¢i koteni [4].
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Obr. 1: Strukturni vzorec kyseliny benzoové.

Diky svym schopnostem inhibovat rist bakterii se fadi mezi jednu z nejstarSich
konzervacnich latek pouZivanych ve farmaceutickém, kosmetickém a hlavné
potravinafském pramyslu. Mezi jeji dal$i vyznamné vlastnosti patii nizka cena, absence
zbarveni a pomérné nizka toxicita, coz z této kyseliny déla jednu z nejvice pouzivanych
konzervaénich latek. Uginnost této konzerva¢ni latky je silné ovlivnéna pouzitym pH.
Maximalni u¢innost je pii pH 3,5, kdezto pii pH 8 je jiz 100x mensi. V seznamu konzervantt
ji nalezneme pod zkratkou E210. Jeji stl, benzoan sodny (E211), byla vibec prvni
potravinaiskou konzerva¢ni latkou schvalenou Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv.
Uplatnéni nachazi i dalsi sil - benzoan draselny (E212). Pouzivaji se ke konzervaci napojd,
Stav, hoicice, omacek, marmelad, naklddaného ovoce, Cokolady aj. Kromé potravin

je nalezneme také v rtiznych mastich, parfémech ¢i ustni vode¢ [2, 5].

2.1.2 Kyselina sorbova
Kyselina sorbova je nenasycend karboxylova kyselina. Jeji struktura je zobrazena

na obr. 2.

AN

Obr. 2: Strukturni vzorec kyseliny sorbové.
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Kyselina sorbova a jeji soli — sorbany jsou latky aktivni proti kvasinkam, plisnim a
fad¢ bakterii. Bézné se pouzivaji jako konzervacni latky v riznych potravinach, jako jsou
nealkoholické napoje, susené ovoce nebo ovocné ¢i zeleninové piipravky. Své uplatnéni
nachazi také v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu. Kyselinu sorbovou jako
konzervacni latku nalezneme pod oznacenim E200 a jeji soli — sorban sodny E201 a sorban
draselny E202 [6, 7, 8].

Svétova zdravotnicka organizace a Organizace pro zemédélstvi a vyzivu oznacily
kyselinu sorbovou jako bezpeénou pro lidské zdravi a doporucuji ji jako konzervacni latku.
V tomto se 1isi od kyseliny benzoové, u které studie [9, 10] naznacuji potencialni Skodlivost
pro spotiebitele pfi jejim nadmeérném pouziti, které muze vést ke vzniku dermatitidy, alergii

¢i kieci.

2.1.3 Parabeny

Parabeny jsou slouceniny odvozené od p-hydroxybenzoové kyseliny.
V experimentalni ¢asti této prace se budu podrobnéji zabyvat methyl (E218), ethyl (E214),
propyl (E216) a butyl parabeny. Na obr. 3 je znazornén obecny strukturni vzorec parabenu,

ve kterém substituent R predstavuje alkyl.
o) OR
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Obr. 3: Obecny strukturni vzorec parabenu.

Parabeny jsou vyuzivany pro své baktericidni a antimikrobialni vlastnosti nejen
V potravinarstvi, ale pfedevs§im ve farmaceutickém a kosmetickém priimyslu. Zubni pasty,
krémy, Sampony ¢i deodoranty jsou pouze malym vyctem kosmetickych piipravku,
ve kterych lze tyto latky nalézt. K Sirokému rozsiteni parabent piispivaji jejich Zadouci
vlastnosti. Jedna se o latky bezbarvé, bez zapachu a s vynikajici chemickou stabilitou
ve vztahu k pH (G¢innost v rozmezi pH 4,5 — 7,5) a také teploté. Jejich toxicita je obecné

nizka, a to diky rychlé hydrolyze na ptivodni kyselinu, ktera je nasledné vylucovana. Mezi



dal$i vlastnosti mizeme uvést Siroké spektrum aktivity, inertnost ¢i nizké naklady. Jako
konzervacni latky se vyuzivaji vice nez 70 let [11, 12].

Antimikrobidlni aktivita parabenti nartsta se zvysujici se délkou alkylového fetézce,
ale v praxi se obvykle pouzivaji nejkratsi skupiny - zejména methylparabeny, protoze jejich
rozpustnost ve vods je vyssi nez u delsich alkylovych fetdzcti. Casto se pouzivaji spoleénd
s propylparabeny pro jejich synergické uc¢inky. Smérnice Evropského hospodatrského
spolecenstvi (EHS) povoluje obsah parabent v kosmetickych pripravcich 0,4 % pro pouziti
jednotlivé a 0,8 % pii pouziti jejich smési [11, 13]. Casté pouziti konzervaénich latek pravé v
kosmetickém priamyslu vede podle studii k potencidlnim zdravotnim rizikiim. VétSina
konzervacnich latek miize byt pro spotiebitele Skodliva z divodu jejich schopnosti vyvolat

dermatitidu. Nedavné studie uvadéji, ze parabeny vykazuji estrogenni aktivitu [3, 11].

2.2  Ambientni ionizacni techniky

Hmotnostni spektrometrie (MS) se stala vykonnou a §iroce pouzivanou technikou v
analytické a bioanalytické chemii. Ve vétSiné¢ analyz hmotnostni spektrometrii vzorky
obvykle prochazeji ptedupravou pred samotnou analyzou. V dnes$ni dobé se standardné
pouzivaji separacni techniky v podobé& kapalinové ¢&i plynové chromatografie, které
umoznuji pfimé spojeni s hmotnostné spektrometrickou detekci. Analyza vétsiho mnozstvi
za soucasného snizeni ¢asovych i finan¢nich nakladd se v poslednich desetiletich stale vice
uplatiiuje alternativa v podob& ambientni ioniza¢ni hmotnostni spektrometrie (AIMS) [14].

Ambientni ioniza¢ni techniky umoZznuji pfimou analyzu vzorkd V otevieném
prostoru, ¢i v jejich pfirozeném prostiedi. Tyto techniky obvykle vyzaduji malou nebo
Zadnou upravu vzorku [15].

Od doby, kdy byly ptedstaveny techniky DESI (Desorption electrospray ionization,
desorpéni elektrosprej) [Z. Takats a kol. 2004] [15] a DART (Direct analysis in real time,
pfima analyza v realném case) [R. B. Cody a kol. 2005] [15] dochazi na poli ambientnich
ionizacnich technik k rychlému rozvoji. Tyto nové techniky kombinuji desorpéni kroky
(napf. pfenos hybnosti, rozpousténi do kapek nebo tepelna desorpce) s principy jiz znamych
ioniza¢nich technik (ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického
tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)). Jedna se napt. 0 DAPCI
(Desorption atmospheric pressure chemical ionization, desorpce chemickou ionizaci
za atmosférického tlaku) [16] nebo DAPPI (Desorption atmospheric pressure

photoionization, desorpéni fotoionizace za atmosférického tlaku) [17]. Jako dalsi
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pouzivanou techniku mizeme uvést ASAP (Atmosferic solids analysis probe, sonda pro
analyzu vzorku za atmosférického tlaku) [18], které je vénovana vétsi pozornost v dalsi ¢asti
této prace. Vznikaji také techniky kombinujici dva ionizacni zdroje, napt. MALDESI
(Matrix-assisted laser desorption electrospray ionization, matrici asistovana laserova
desorpce s ionizaci elektrosprejem) [19], ktera vyuziva vlastnosti MALDI a ESI, ¢i LAESI
(Laser ablation electrospray ionization, laserova ablace s ionizaci elektrosprejem), ktera
kombinuje vyhody laserové ablace a ESI [20]. V dnesni dob¢ existuje jiz pies tiicet riznych
ambientnich ioniza¢nich technik [14].

Aplikovatelnost téchto technik je Siroka, své uplatnéni nachazeji v oblastech forenzni
chemie a kriminalistiky [21], mediciny [22], farmacie [23], zivotniho prostiedi [24], potravin
[25] nebo analyzy zivoc¢isnych a rostlinnych vzorka [26].

Ambientni ioniza¢ni techniky se vyuZzivaji ve forenzni analyze k detekci drog [21] a
vybusnin [27]. Techniky DAPPI a DAPCI byly pouzity k detekci latek jako trinitrotoluen
(TNT) [27], hexogen (RDX) [17] ¢i peroxidovych vybusnin [16]. Heroin, kokain nebo
derivaty amfetamini mohou byt detekovany pomoci DESI a ASAP piimo
z kontaminovanych povrcht, jako jsou bankovky, zavazadla nebo také z moci [28]. Obr. 4

ukazuje hmotnostni spektra vybrané drogy a vybuSniny, ktera byla ziskana témito

technikami.
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Obr. 4: Hmotnostni spektrum trinitrotoluenu (TNT; m/z 228) (A) ziskané technikou
DAPCI a amfetaminu (m/z 136) (B), které bylo ziskano technikou DESI (pfevzato z Cit.
[16, 21] a upraveno).

Dalsimi oblastmi vyuzivajici ambientni ioniza¢ni techniky jsou medicina a farmacie.
DESI byla aplikovana k identifikaci nadorovych tkani pomoci profilovani lipidovych frakci
[22], ale i krychlému ziskani hmotnostnich spekter béznych 1é¢iv jako je ibuprofen,

paracetamol ¢i kodein [23]. DAPCI byla napiiklad aplikovana pii identifikaci a odliSeni



ledvinovych kamenti vyvolanych melaminem nebo kyselinou moc¢ovou [29]. K zobrazovani
proteint v tkanich [30] byla pouzita technika nanoDESI.

Zajimavé uplatnéni nachazeji tyto techniky i pfi ovéteni pravosti dokumentti. DAPCI
umoznuje skenovani povrchii dokumentt a jinych pisemnych vzorkti a na zakladé procesu

rozkladu inkoustu tak urcit jejich pravost [31]. Zaznam z analyzy inkoustt je na obr. 5.

1004 136

3 108

80 120 160 200 240 280

Obr. 5: Hmotnostni spektrum inkoustu ziskané technikou DAPCI. Signal pii m/z 136

odpovida majoritni slouc¢eniné z modrého inkoustu (pfevzato z Cit. [31] a upraveno).

V neposledni fadé se ambientni ioniza¢ni techniky vyuZzivaji pfi analyze potravin,

které je vénovana kapitola 2.2.3.

2.2.1 Sonda pro analyzu vzorku za atmosférického tlaku

Sonda pro analyzu vzorku za atmosférického tlaku (ASAP) byla pfedstavena
McEwenem a spolupracovniky v roce 2005 [18] a vychazi z principu chemické ionizace
za atmosférického tlaku. Jedné se o techniku, pomoci které mohou byt analyzovany vzorky
pfimo nebo S minimalni pfedupravou S moznosti ionizace jak polarnich, tak i malych
nepolarnich molekul.

Princip je zalozen na ponoteni konce sklenéné kapilary, ktera je upevnéna v ASAP
sondé, do vzorku a nasledné¢ je tato sonda zavedena do hmotnostniho spektrometru [18, 32].

Obr. 6 znazornuje schéma techniky ASAP.
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Obr. 6: Schéma techniky ASAP.

Vzorek je z ASAP sondy odpafovan pomoci proudu horkého dusiku s néaslednou
ionizaci prostiednictvim korénového vyboje, podobné jako je tomu u APCI [33]. Obr. 7
znazoriuje schéma vzniku iontl v pozitivnim modu.

N, + e~ - Nj +2e~
Ni +2N, - Nj + N,

N} + H,0 - H,0% + 2N,
H,0% + H,0 > Hs0% + HO'
Hs0% 4+ nH,0 + N, » H*(H,0), + N,
(@) H*(H,0), +A —» AH* + nH,0
(b) NS (neboNj)+A - AY + (2)N,

Obr. 7: Schéma vzniku iontl v pozitivnim modu (pievzato z cit. [34] a upraveno).

Z uvedeného schéma vyplyva, ze k ionizaci mize dojit dvéma zplisoby. Nejprve
dochazi k ionizaci plynu N2 a poté molekul H>O. V dalsich krocich je ionizovan samotny
analyt. V ptipadé¢, Ze je prislusny analyt bazictéjsi nez voda (a), tak dochazi k jeho ionizaci
prostiednictvim pfenosu protonu z H3O". Je-li ioniza¢ni energie analytu niZ§i nez ioniza¢ni
energie N2 (15,6 eV) (b), mize byt tento analyt ionizovan pifenosem naboje z N2* * [34].

Uvedené d¢je si mohou konkurovat.

Tato technika byla pro experimentalni c¢ast diplomové prace vybrana na zakladeé
vysledkd z mé bakalarské prace, ve které jsem testoval 3 riizné ambientni ioniza¢ni techniky
—nanoESI, nanoDESI a ASAP. ASAP se pfi testovani osvédcila jako nejvhodnéjsi technika

pfi analyze konzervacnich latek v redlném vzorku.



2.2.2 Pouziti sondy

V nasledujici kapitole budou piedstaveny vybrané aplikace techniky ASAP.
Mnozstvi publikaci, ve kterych byla tato technika pouzita, je zna¢né. Do této prace byla
vybrana zajimava pouziti z riiznych obord a oblasti analyz tak, aby demonstrovala Siroké
vyuziti této techniky.

Amfetaminové stimulanty patii mezi ¢asto zneuzivané nelegalni drogy, a proto jsou
kladeny néroky na vyvoj rychlych metod umozijicich jejich detekci za sou¢asné minimalni
upravy vzorku. E. J. Crevelin a kol. uvadi modelovou analyzu vzorku moci obsahujici
amfetamin, metamfetamin, efedrin, sibutramin a fenfluramin pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie ve spojeni s iontovym zdrojem ASAP (ASAP-MS/MS) [33]. Prvni vzorek
moci byl od darce neuzivajiciho zadné latky amfetaminového typu. Do tohoto vzorku moci
byly pfidany vySe zminéné standardy v koncentra¢nim rozmezi od 0,5 ng/ml do 100 ng/ml
jako simulace jejich pfitomnosti. Druhy vzorek (moc¢ i sliny) byly odebrany od darce, ktery
uzival sibutramin k 1é¢b¢ obezity. Mez detekce standardi piitomnych v mo¢i se pohybovala
mezi 0,002 a 0,4 ng/ml. Namétené signaly latek byly nasledné pouzity v MS/MS mddu
sledovani reakce. ASAP-MS/MS poskytla vysledky s vynikajici citlivosti a specificitou a
umoznila detekci sibutraminu ve vzorku moci a slin bez nutnosti ptedtapravy vzorku [33].

L. V. Tose a kol. pouzili ASAP-MS Kk analyze standardi kondenzovanych
aromatickych latek, ropy a parafinovych frakci. Touto problematikou se zabyva obor zvany
petroleomika. Hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim umoznuje charakterizovat
organické slouceniny v surové ropé a ropnych frakcich, a tim kontrolovat chemické slozeni
pti produkci, extrakci a rafinaci ropy [35]. Ve vySe zminéné publikaci byly vzorky standardi
benz[a]anthracenu, koronenu a smési polyaromatickych uhlovodikti méfeny v pozitivnim
moédu pii pouziti dvou metod — jedné s gradientem teploty 150 az 650 °C a druhé
s konstantnimi teplotami 300 °C a 400 °C. Byly pouzity také dva redlné vzorky — surova
ropa a uhlovodikova frakce. Standardy, vzorek ropy a nasycené frakce byly snadno
ionizovany a technika ASAP poskytovala uplngjsi chemické slozeni ve srovnani s jinymi
iontovymi zdroji (APCI, ESI, DART, DESI). Z teplotniho gradientu (150 az 650 °C)
aplikovaného na ASAP sondu byl ziskan chemicky profil poskytujici informace jak o
procesu rafinace, tak o produktech a kvalité ropy [35].

V piipadé farmaceutického primyslu jsou kli¢ovymi identifikace a profilovani
necistot v meziproduktech vyvijenych ¢i vyrdbénych léciv. Vysokoucinna kapalinova
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) je standardné€ pouZzivana v

oblasti profilovani necistot. Samotné LC analyzy jsou ¢asové narocné a vzorky je nutné pied
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analyzou upravit. H. Pan a G. Lundin [36] uvad¢ji pouziti ASAP ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii s iontovou mobilitou a analyzatorem doby letu (IM-MS-TOF) pii profilovani
necistot deseti vzorka 2-naftalenamint S riiznou kombinaci jejich —R a —S diastereomert.
Vysledky ziskané technikou ASAP-IM-MS byly nasledné porovnany s profily ziskanymi
kapalinovou chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii, kde byl pouzit jako
iontovy zdroj elektrosprej (LC-ESI-MS). Veskeré necistoty na urovni 0,1 % plochy a vice,
s vyjimkou jedné, poskytovaly obéma technikami srovnatelné vysledky. Diky kombinaci
technik ASAP-IM-MS bylo dosazeno zkraceni doby analyz z 25 minut (LC-MS) na méné
nez 3 minuty [36].

Nukleosidy jsou polarnimi molekulami obecné povazovanymi za netékavé, tudiz
se ionizace elektrosprejem jevi jako vhodna technika pro jejich analyzu. Avsak J. Rozenski
ve své publikaci aplikoval pro ionizaci nukleosida techniku ASAP. Métenymi standardy
Vv tomto piipadé byly adenosin, 2-deoxyadenosin, 1-methyladenosin, 2-deoxy-3-trityl-N-
benzoylcitidin, uridin a 2-deoxyuridin. Uridin a 2-deoxyuridin byly méfeny v negativnim
modu, ostatni ze standardii v mdédu pozitivnim. Také byla provedena méfeni zaschlych
roztokli z TLC desticek. Charakteristické skvrny latek byly z povrchu desticky seskrabnuty
a nasledné suspendovany v acetonitrilu [37]. Hmotnostni spektrum jednoho z nukleosidu

je naobr. 8.
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Obr. 8: Hmotnostni spektrum 2-deoxy-3-trityl-N-benzoylcitidinu méfeného Vv rezimu

negativnich iontl (pfevzato z cit. [37] a upraveno).

Technika ASAP se prokazala jako vhodna piianalyze nukleosidl, pficemz
fragmentacni spektra namétend touto technikou jsou srovnatelna s fragmenta¢nimi spektry
ziskanymi elektrosprejovou ionizaci [37].

Zajimavym vyuzitim této techniky je identifikace nanocastic porfyrinu. Porfyriny
jsou zivotn¢ dulezité pigmenty zapojené do procest transdukce biologické energie. Nedavna

studie ukazala, Ze nanocastice porfyrin-oxid kifemicity mohou selektivné nicit nadorové
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bunky, ale detekce nanocastic byla omezena na zobrazovaci mikroskopii. Ve studii
C. Karlera a kol. byla vyvinuta nova metoda pro rychlou identifikaci nanocastic na bazi
porfyrinu pomoci ASAP-MS. K experimentim byly vyuzity HeLa bunky, které byly
inkubovany V prostfedi nanoc¢astic. HeLa bunky jsou nadorové buiiky izolované roku 1951
z nadoru pacientky Henrietty Lacksové, po které jsou pojmenovany. Pouzivaji se témér
po celém svété a pomahaji ve vyzkumu a 1é¢bé nadorovych onemocnéni Po inkubaci
nasledoval dikladny oplach zbytkli nanoc¢astic a bunécné suspenze byly naneseny na ASAP
kapilaru. Po zahtati byly kompozitni nanoc¢astice porfyrin-oxid kifemicity z bunék uvolnény
a nasledné byly odpafeny za pouziti desolvatacniho plynu a analyzovany [38].

Ve studii bylo také provedeno méteni komplexu porfyrin-kov, kde byl sledovan
teplotni profil a vliv teploty na hmotnostni spektrum. Na obr. 9 je znazornéno hmotnostni

spektrum komplexu porfyrin-Zn(l1) [38].
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Obr. 9: Vliv teploty na hmotnostni spektra komplexu porfyrin-Zn(Il). Zn pik byl
detekovan pti 300 °C a pti 600 °C byl detekovan pouze porfyrin bez kovu (ptfevzato

z cit. [38] a upraveno).

Uzivani tabakovych vyrobk je pti¢inou nemoci a imrti po celém svété. V soucasné
dobé tabdk zabiji vice neZ pét milioni lidi roén€. Koufeni tabdku je vysoce navykové, coz
je zpasobeno vysokou koncentraci nikotinu ptitomného v cigaretach. Nikotin a jeho hlavni
metabolit kotinin, pouzivany jako tabakovy biomarker, 1ze nalézt po expozici tabakem v
moci, krvi, slinach nebo i Vv jinych biologickych matricich, jako jsou napft. vlasy. Ackoli
koncentrace téchto biomarkera jsou velmi vysoké u tézkych kutakd, mohou byt také
detekovany u pasivnich kutaku i nekutrakt [39].

D. Carrizo a kol. [40] zkoumali novou metodu screeningu pro piimou analyzu
biomarkert tabakového koutre. ASAP s analyzatorem doby letu (ASAP-MS-TOF) byl vyuzit
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pro pfimou analyzu vzorkt moc¢i a slin. Ty byly poskytnuty dobrovolniky, ktefi vykoufili 20
a vice cigaret denné. Vzorkovani probihalo tak, aby bylo mozné sledovat ¢asovy prab¢h a
rozmanitost biomarkeri v riznych fazich dne. Ve slindch i moc¢i bylo nalezeno mnoho
metaboliti. Nikotin, kotinin a trans-3-hydroxykotinin byly nalezeny ve vzorcich slin,
zatimco vzorek moci obsahoval navic i nikotin-N-glukuronid. Hodnoty koncentraci
metaboliti se 1i$i podle ¢asu odbéru. Podle ocekavani nejvyssi koncentrace nikotinu
ve slinach byly nalezeny ve vzorku odebraném ihned po vykoufeni prvni cigarety. Stejné
to bylo u kotininu. V mo¢i, kterou je kotinin vylucovan, byly nalezeny niz8i koncentrace
v disledku nafedéni. Dalsi metabolit nikotinu trans-3-hydroxykotinin byl nalezen hlavné
v moc¢i a v nizsich koncentracich také ve slinach. Nejvyssi koncentrace tohoto metabolitu
byla zjisténa ve vzorku moci odebraného ihned rano a souvisi s jeho kumulaci v téle [40].
Za celem prozkoumani moZnosti techniky ASAP byl proveden Siroky screening s
mnoha dal§imi tabakovymi biomarkery, jako jsou hydroxylové metabolity polycyklickych
aromatickych sloucenin (napf. hydroxypyren nebo hydroxyfenanthren), anatabin nebo
methyladenin, specifické nitrosaminy ¢i benzen. Obr. 10 znazoriiuje hmotnostni spektra

vybranych latek ziskana ze vzorku slin [40].
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Obr. 10: Hmotnostni spektra nikotinu (A) a trans-3-hydroxykotininu (B) ze vzorku slin

(pfevzato z cit. [40] a upraveno).

2.2.3 Vyuziti ambientnich ioniza¢nich technik v analyze potravin

V nésledujici kapitole jsou pfedstaveny piiklady sloucenin, které byly ve vzorcich
potravin sledovany prostfednictvim hmotnostni spektrometrie s vyuzitim ambientnich
1onizacnich technik.

Prvnim z piiklada téchto latek jsou dithiokarbamaty (DTC), které jsou pouzivany
jako fungicidy. Studie 7. Cajky a kol. se zabyvala pouzitim hmotnostni spektrometrie pro
stanoveni jednotlivych DTC, konkrétné thiramu a ziramu v ovoci [25]. Pro jejich rychlou
analyzu byly vyuzity dva iontové zdroje - piima analyza v realném case (DART)
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s hmotnostnim analyzatorem doby letu (TOF) nebo Orbitrapem a desorpéni elektrosprej
(DESI) v kombinaci s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) s analyzatorem
linearni iontovou pasti. Pro méfeni DESI i DART byly vzorky ziskany povrchovou extrakci
neporusené¢ho produktu acetonitrilem. Obéma technikami bylo mozné piimo detekovat jak
thiram, tak v ptipad¢ techniky DART byla rovnéz detekovana i druha sloucenina ziram.
Limit detekce thiramu byl pomoci DART-Orbitrap MS stanoven na 0,1 mg/kg a na 1 mg/kg
pomoci DESI-MS/MS. Hmotnostni spektrum thiramu ziskané technikou DART je uvedeno
na obr. 11. Experiment DART-TOF umoznil detekovat také ziram v koncentraci 0,5 mg/kg.
Detekovatelnost obou DTC byla prokazana na urovni maximalnich legalnich hladin (MRL)
povolenych v hruskéach. V porovnani obou technik by byla DART preferované;jsi kviili vyssi

vytéznosti a pouzitelnosti [25].

DART-orbitrapMS$s DART-TOFMS
x10°  Irtensity (10056)
| . é:‘;:;r’g; 104 . 240.9954
1004 Thiram " Thiram
oo [M+H]* [M+H] |

| 2410718

80
703 Ly
| | R=a784

| 2400952 54 ! 241.2054
50 R=25837 :
A

Relative Abundance

40 \ 241.1434 2412156
| \ R=24060 | | R=22048

204 AN
! |
1 | |

105 2410844 |
| R=33019 \

M LSOO A7 WU o A (SRR, 0-

2410 2411 2412 2413 241.00 ' 241,50
- miz

Obr. 11: Hmotnostni spektrum thiramu ziskaného DART s analyzatory Orbitrap a TOF

(ptevzato z Cit. [25] a upraveno).

T. Cajka a kol. se ve své dalsi studii [41] zaméfili na pouZiti techniky DART-MS
s analyzatorem doby letu (TOF) pro uréeni pivodu piv. Autofi v prvnim kroku nejdiive
optimalizovali experimentalni podminky DART-TOF-MS tak, aby dosahli co nejsirsi skaly
ionizovatelnych slou¢enin vyskytujicich se ve vzorcich piv. Konkrétné se jednalo o kyselinu
propionovou, mlé¢nou a maleinovou, dale o glukézu, prolin, maltol aj. Nasledné byla
ziskana hmotnostni spektra piv riznych znacek a naméfena experimentalni data byla poté
analyzovéana pomoci statistickych metod s cilem rozlisit trapisticka a jina piva. Trapisticka
piva jsou specialné kvaSené druhy piva vyrabéné v klasterech zejména v Belgii. Jsou velice
zadana a fadi se mezi jedny z nejlepsich druht piv na svété. Hmotnostni spektrum rozlisujici
dva druhy piv znazorniuje obr. 12. Tato piva se od sebe lisi variabilitou latek nalezenych
ve spektrech. Signaly pii m/z 116 a 127 odpovidaji protonovanym molekulam prolinu a
maltolu [41].
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Obr. 12: Hmotnostni spektra piv Rochefort 8 (A) — trapistické a Primator 24 (B) —

netrapistické (pfevzato z Cit. [41] a upraveno).

Studie provedena na vzorcich piv prokazala, ze DART-TOF-MS je vykonna
analyticka technika, ktera umoziuje provadét monitorovani kvality a ovéfovani pravosti
vzorkd potravin [41].

H. Danhelova a kol. také svoji praci potvrdili vyuZitelnost techniky DART-TOF-MS
pfi analyze kofeinu v riznych vzorcich kavy. Navrzena metoda zahrnovala jednoduchou
extrakci testovanych vzorkt horkou vodou. Byla provedena nejen detekce kofeinu, ale
rovnéz 1 jeho kvantifikace, pfiCemz mnozstvi kofeinu se pohybovalo Vrozmezi
od 16,9 — 26,9 mg/ml pro vzorky mleté kavy, 22,4 — 51,7 mg/ml pro vzorky instantni kavy
a 0,5 — 2,2 mg/ml pro kavy ptipravené z kapsli. Obr. 13 ukazuje hmotnostni spektrum

jednoho ze vzorki kavy [42].
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Obr. 13: Hmotnostni spektrum vzorku kavy Arabica ziskané v pozitivnim méodu (pfevzato

z cit. [42] a upraveno).

Autofi provedli taktéZ porovnani vysledkit DART analyzy s vysledky ziskanymi
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie. Hlavni prednosti techniky DART oproti
HPLC byla ptedevsim jeji rychlost, jednoduchost a nizké naklady [42].

V roce 2008 byla v Ciné odhalena velka aféra s pan¢ovanim mléka a mléénych
vyrobkili, ur¢enych zejména pro déti. Do téchto vyrobkit byl vyrobci uméle ptidavan
melamin, coz je prumyslova chemicka latka vyuzivajici se v plastech. Ma velky obsah

dusiku a byla do potravin pfiddvana za ucelem maskovani nizkého obsahu proteint. Pfidani
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této chemikalie do potravin zplsobilo zejména onemocnéni ledvin desetitisicti déti a bohuzel
doslo i k n€kolika umrtim [43]. 5-Hydroxymethylfurfural (5-HMF) je sloucenina vytvaiejici
se zahfivanim su$eného mléka. Protonovany 5-HMF ma stejné m/z jako protonovany
melamin, tedy 127 a maze interferovat s pfimou analyzou melaminu v suSeném mléce [44].

Publikace A. J. Dane a R. B Codyho uvadi metodu ptimé analyzy pomoci DART-
MS pro selektivni ionizaci melaminu a odstranéni interference 5-HMF. K ovéteni eliminace
5-HMF a potvrzeni pfitomnosti melaminu byly pouzity udaje nasbirané hmotnostni
spektrometrii S vysokou rozliSovaci schopnosti. Pii optimalizaci podminek byl zvolen argon
jako nosny plyn, protoze netvoii protonované adukty svodou, a tim padem nedochazi
K tvorbé protonované¢ho 5-HMF (obr. 14). Predbézné vysledky studie naznacuji detekéni

limit pro melamin odpovidajici koncentraci 1 ppm nebo nizsi [44].
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Obr. 14: Hmotnostni spektrum 10 ppb melaminu v suseném mléce za pouziti helia (a) a

argonu (b) jako nosného plynu (ptevzato z cit. [44] a upraveno).

DART byl také pouzit v podobné aplikaci L. Zhang a kol. pro rychlé stanoveni
dikyandiamidu (DCD) pfitomného v suSeném mléce. Po jednoduchém postupu extrakce
vzorku nasledovalo piimé stanoveni dikyandiamidu, ktery bylo mozno detekovat na urovni
pouhych 100 pg/kg [45]. B. Avula a kol. uvadi pouziti DART pro rozpoznani pravé skofice
— Cinnamon verum na zakladé méfeni specifickych latek, jako je napt. kumarin, od dal$ich
skoficovych druhu, které se bézné pouzivaji [26]. V publikaci L. Vaclavika a kol. byl zase
tento iontovy zdroj vyuzit ke kvantitativni analyze mykotoxinli jako deoxynivalenol,
zearalenon, alternariol a dalsich v pSenici a kukufici. Metoda byla velice citliva a nejnizsi
detek¢ni limit byl stanoven na 50 ug/kg [46]. Velké mnozstvi publikaci naznacuji,
ze technika DART se fadi mezi jednu z nejpouzivanéjSich ambientnich ioniza¢nich technik

pravé v oblasti analyzy potravin.
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Desorpéni elektrosprej (DESI) byl S. Gerbigem a Z. Takdtsem pouzit pro analyzu
triglyceridového slozeni a oxida¢niho chovani vzorkd jedlych oleji a margarind [47].
Me¢éieni byla provadéna v pozitivnim iontovém rezimu a triglyceridy byly detekovany jako
adukty alkalickych kovli nebo amoniaku. Vzorky oleji jako je slunecnicovy, olivovy,
arganovy, pistaciovy a dalsi byly nanaseny v podobé¢ tenkého filmu na sklenénou podlozku
a nasledné analyzovany. Autofi rovnéz podrobili analyzam vzorky ¢okolady. Ve spektrech
téchto vzorkd byly pozorovany triglyceridové monomery a dimery. K uréeni struktury
triglycerida byla pouzita tandemova hmotnostni spektrometrie. Bylo prokazano, ze koncové
mastné kyseliny se odstépuji Castéji nez vnitini mastné kyseliny. Data triglyceridi byla
analyzovana metodou analyzy hlavnich komponent (PCA). U jednoho ze vzorku oleje, ktery
byl po né€kolik dni vystaven vzduchu a slune¢nimu zéfeni, byla pozorovana oxidace
projevujici se nartstem charakteristickych hydroperoxidu v ziskanych spektrech. Porovnani

hmotnostnich spekter dvou produkti znazoriuje obr. 15 [47].

00 A 808.79 o B 89878
896.77 -
9 896.77
80 80 900.80
70 70
80
60 900, 60
50 50
40 40
87277 87277
30 30
87479
874.79 902.82 2
20 935.73
82074
L 938.75 10 848.77
0 0
800 850 900 950 1000 800 850 900 950 1000
miz miz

Obr. 15: Porovnani hmotnostnich spekter slune¢nicového oleje (A) a margarinu (B)

ziskané DESI v pozitivnim modu (pievzato z cit. [47] a upraveno).

Technika DESI se osvédcila v aplikacich pro kontrolu bezpe¢nosti a kvality v
potravinarském prumyslu. Pivod, druh a jakost oleju a tuki lze urcit jak u pfisad, tak u
pfipravenych pokrmu. Lze také odhalit mozné padélani a ochuzovani potravin o nutri¢ni
hodnoty. Popsana technika mtize byt vyuzita ale i pfi identifikaci triglyceridii v otiscich prsti
a nalézt tak potencialni pouziti ve forenzni chemii [47].

Dalsi pouziti desorpéniho elektrospreje uvadi publikace H. W. Chen a kol., ve které
byla technika DESI pouzita pro rychlou a pfimou detekci sudanovych barviv Sudan I, Sudan
I1, Sudan 111 a Sudan IV v riznych potravinach, konkrétné v mletém chilli, rajcatové omacce,
klobasach a smazeném vejci. VSechny analyty poskytovaly dominantni signaly pfi m/z 249,
277, 353, 381, které¢ odpovidaly protonovanym molekulam sudanovych barviv. Struktury
protonovanych molekul byly potvrzeny MS/MS experimenty poskytujicimi charakteristické
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fragmenty zminénych latek. Autofi také navrhli spojeni zdroje DESI pro miniaturni
hmotnostni spektrometr umoznujici rychlou analyzu vzorki bez jejich piedapravy [48].

Organofosfatové pesticidy jsou Siroce pouzivanou skupinou Géinnych insekticidu.
Avsak jejich pouziti vzbuzuje v poslednich letech velké obavy kviili jejich potencialnim
riziktim pro lidské zdravi. Pro stanoveni stopového mnozstvi dimethoatu v dzusu piedstavili
J. Wang a kol. rychlou analytickou metodu zalozenou na analyze pomoci povrchové
desorpce chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (SDAPCI-MS). Analyzovanym
vzorkem byl pomerancovy dzus, ktery byl pro analyzu pouzit bez jakékoliv piedchozi
upravy. Ke vzorkovani byl pouzit v laboratofi vyrobeny nanolitrovy vzorkovaé. Minimalni
objem vzorku byl 0,11 nl. Naméieny signal m/z 230 odpovida iontu [M+H]" dimethoatu
(obr. 16) [49].
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Obr. 16: Hmotnostni spektrum dimethoatu ziskané pomoci SDACPI v pozitivnim rezimu

(ptevzato z cit. [49] a upraveno).

Na zékladé experimentalnich vysledkt byl detekéni limit dimethoatu stanoven
na 1,2 - 10 * mg/kg. Vysledky této studie ukdzaly, Ze vyvinutd analyticka metoda umozZiuje
rychlou detekci rezidui pesticidli v matricné slozitych vzorcich za soucasné spotieby
minimalniho objemu vzorku [49].

Dalsim prikladem vyuziti desorpce chemickou ionizaci za atmosférického tlaku
(DAPCI-MS) je studie H. Chena a kol., ktefi tuto techniku aplikovali pfi rychlé analyze
riznych vzorkt ¢aje [50]. V ramci provedenych experimentl autofi analyzovali celkem 40
vzorku Caje, vCetn€ zeleného, jasminového a ¢aje oolong. Kazdé méfeni bylo provedeno s
500 mg cajovych listka, které byly analyzovany piimo bez dal§iho zpracovani.
V naméfenych hmotnostnich spektrech byly identifikovany unikatni markery, které byly pro

dany typ vzorku ¢aje charakteristické, coz bylo vyuzito pfi statistickém zpracovani pomoci
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analyzy hlavnich komponent. Na obr. 17 je znazornéno porovnani hmotnostnich spekter
vybranych ¢aji. Ve spektrech byly shodné nalezeny signaly pii m/z 195 a 118, které

odpovidaji protonovanym molekulam kofeinu a indolu [50].
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Obr. 17: Hmotnostni spektrum jasminového (A) a zeleného ¢aje (B) (pievzato z cit. [50] a

upraveno).

Chlorpyrifos (CPS) je organofosfatovy insekticid pouzivany jak v zemédélskych
ptipravcich, tak ve vojenstvi. V Ceské republice se fadi mezi jeden z nejpouzivangjsich
insekticidd. V lednu 2020 vsak byl spolu s dalsimi dvéma insekticidy Evropskou unii
zakazan.

CPS muze byt detekovan v ovoci, zelening, vodé, pud¢ a télnich tekutinach, dokonce
1 mésice az roky po jeho aplikaci. K tomu dochazi zejména po neprofesionalni aplikaci
zemédélskych pripravki. Degradaéni proces CPS vede ke vzniku latek, které jsou pro
Clovéka velmi toxické a zpuisobuji t€Zka onemocnéni s desitkami tisic imrti roéné na celém
svéte. Rizikovymi faktory jsou zptisob aplikace tohoto pesticidu, nedodrzeni ¢ekaci doby
mezi oSetfenimi a pouzivani vyssich davek, nez které jsou povoleny. Koncentrace CPS a
jeho degradacnich produkti v matricich jako jsou potraviny, voda, zemé&délské vyrobky,
krev ¢i mo¢ by mély byt pravidelné monitorovany, coz klade vysoké naroky na pouzité
analytické techniky z hlediska citlivosti a rychlosti. Ptikladem lze wuvést studii
M. R. Cvijovice a kol. [51], kteti pouzili ASAP-MS pro detekci CPS a jeho degrada¢niho
produktu (chlorpyrifos-oxonu; CPO) v jablkach. Autofi ziskané vysledky rovnéz porovnali
a potvrdili validovanymi technikami UPLC-PDA a GC-MS. Koncentrace CPS a CPO
stanovené ASAP-MS a UPLC-PDA vykazovaly piijatelné rozdily (v praméru o 10-20 %),
coz prokazuje, ze ASAP-MS mize byt nastrojem pro Semikvantitativni analyzu téchto

sloucenin. Na obr. 18 je porovnani hmotnostnich spekter jablka (A) a jablka oSetfeného
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roztokem aktivni substance CPS a H20> (B), coz simulovalo degradaci CPS a produkci CPO
[51].
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Obr. 18: Hmotnostni spektra z analyzy jablka (A) a jablka o$etfeného roztokem CPS a
H202 (B) s jasn¢ viditelnym signalem pii 335 m/z, ktery odpovida degradaénimu produktu
CPO (ptevzato z cit. [51] a upraveno).

Technika ASAP Dbyla aplikovana rovnéZz na Katedie analytické chemie
PiF UP v Olomouci k povrchové analyze rostlinného materialu, konkrétné se jednalo o dva
genotypy semen hrachu setého. Tato studie se zabyvala profilovanim mastnych kyselin
ptitomnych na jejich povrchu, pficemz v kombinaci s vicerozmérnou statistikou umoznovala
klasifikaci genotypu hrachu. Semena byla analyzovana jak v neporusené formé (cela
semena), tak po preparaci na malé ¢asti. Komeréni ASAP sklenéna ty¢inka byla pro méteni
upravena tak, aby udrzela analyzovany material (viz obr. 19). Pro analyzu celych semen byla
také vytvorena draténa klec [52].
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Obr. 19: Uprava sklenéné kapilary — draténa klec pro analyzu celych semen (a) a hacek

pro analyzu preparovanych kousku (b) (pfevzato z cit. [52] a upraveno).

Experimenty ukazuji, ze pomoci ASAP je mozné snadno uvolnit a ionizovat
nasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem - kyselinu hexakosanovou a oktakosanovou
ze standardnich roztok, z vytazkt z hrachovych semen, ale i pfimo z jejich povrchu. Obr. 20

znazoriuje hmotnostni spektrum neporuseného semene hrachu. Signaly pti m/z 395 a 423
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odpovidaji kyselindm hexakosanové a oktakosanové. Intenzita signalu celého neporuseného

semena byla vyssi nez intenzita malych preparovanych ¢asti [52].
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Obr. 20: Hmotnostni spektrum neporuseného semene hrachu (genotyp L100) ziskané

technikou ASAP v negativnim modu (pievzato z cit. [52] a upraveno).

ASAP-MS poskytovala vyssi selektivitu a lepsi signal mastnych kyselin ve srovnani
s technikou MALDI-MS, se kterou byl tento experiment porovnavan. Metoda navrzena
Vv této publikaci vcetné ziskanych vysledkll miize nalézt své uplatnéni nejen v biologickém,

ale i potravinaiském a zemédélském vyzkumu [52].

2.3  Metody stanoveni konzerva¢nich litek v potravinach

Ke stanoveni konzervacnich latek v potravinach se v dneSni dobé vyuzivaji zeyména
chromatografické metody. Nejvice vyuZivanou technikou je podle mnozstvi publikaci
jednoznacné kapalinova chromatografie. V této kapitole je stanoveni konzervacnich latek
rozdéleno podle pouzité techniky.

2.3.1 Kapalinova chromatografie

I. Ferreira a kol. se ve své studii zabyvali isokratickou vysokou¢innou kapalinovou
chromatografii pro stanoveni kyseliny benzoové a kyseliny sorbové v prumyslové
vyrabéném kdoulovém dzemu. Pro pfedupravu vzorkd bylo navrZzeno né€kolik postupd,
pficemz za nejvhodnéjsi byla zvolena extrakce ethanolem a methanolem. Dalsi uprava
vzorku byla provedena jeho rozpusténim Vv kyselin€ chlorovodikové, filtraci pfes vatu a
naslednym prolitim roztoku ptes SPE kolonu. Eluce kyselin zadrzenych v SPE kolonce byla
provedena methanolem. Poté byly vzorky centrifugovany, filtrovany a analyzovany.
Chromatograficka separace byla provedena na kolon¢ C18 s pouzitim acetatového pufru a
methanolu (65/35; v/v) jako mobilni faze. Ob¢ kyseliny byly detekovany v UV oblasti pii
235 nm pomoci detektoru s diodovym polem (DAD). U¢inné separace bylo dosazeno
za méné nez 7 minut. Detekéni limity pro Kyselinu benzoovou a sorbovou byly stanoveny
na 25, respektive 6,25 mg/kg. Obr. 21 ukazuje chromatograficky zaznam jednoho ze vzorka
[53].
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Obr. 21: Chromatogram jednoho ze vzorkli dzemu s piky kyseliny benzoové (1) a sorbové

(2) (pievzato z cit [53] a upraveno).

V piipad¢ analyzy realnych vzorkt byla testovana pfitomnost kyseliny benzoové a
kyseliny sorbové v celkem 11 kdoulovych dzemech dostupnych na portugalském trhu.
Vsechny z analyzovanych vzorkt obsahovaly kyselinu benzoovou, a to v rozmezi od 413,9
+10,4 do 1501 + 4,2 mg/kg. Kyselina sorbova byla ptitomna pouze ve dvou vzorcich dzemu,
ato515,0+7,0a908,3 + 5,3 mg/kg [53].

Dalsimi $iroce pouzivanymi konzerva¢nimi latkami jsou parabeny, které se vyuzivaji
zejména ve farmaceutickém a kosmetickém primyslu. Své uplatnéni vSak nachazi také
V potravinach. Analyza béZné pouZzivanych parabenl V riiznych potravinaiskych vzorcich
byla provedena technikou vysokoucinné kapalinové chromatografie s obracenymi fazemi
(RP-HPLC). Vzorky byly pted analyzou extrahovany methanolem, centrifugovany a poté
filtrovany. Nakonec bylo ke kazdému vzorku pfidano 25 pl wvnitiniho standardu
esomeprazolu. Separace probéhla na kolon¢ C18 s mobilni fazi methanol-voda (57:43, v/v).
Latky byly detekovany pomoci detektoru s diodovym polem. Limity detekce parabent
se pohybovaly mezi 0,005 az 0,02 pg/g. Nejvétsi mnozstvi bylo nalezeno v pekaiskych
vyrobcich, uzeninach, zpracovanych syrech a dzemech [54].

B. Saad a kol. uvadi techniku vysokoucinné kapalinové chromatografie s obracenymi
fazemi, ktera umoznuje separaci a soucasné stanoveni konzervacnich latek kyseliny
benzoové (BA), kyseliny sorbové (SA), methyl- (MP) a propylparabenu (PP) v celkem
67 riznych potravinaiskych vzorcich (nealkoholické napoje, suSené ovoce, dZemy,
konzervované ovoce a zelenina). Pevné vzorky byly pfed extrakénim krokem jemné
rozemlety a rozpustény v methanolu. Poté byly vzorky sonifikovany a presunuty
do zkumavek. Ty byly nasledné tiepany, jejich obsah zfiltrovan a ¢iry roztok byl odebran
k HPLC analyze. Pro eluci BA, SA a MP byla pouzita mobilni faze methanol-acetatovy pufr

(35:65, v/v). Zménou mobilni faze na methanol-acetatovy pufr (50:50, v/v) bylo mozné

21



eluovat PP. Vinova délka detektoru byla nastavena na 254 nm. Za téchto podminek bylo
dosazeno separace vSech Ctyr slozek za 23 minut. Retencni casy pro BA, SA, PP a MP
se pohybovaly okolo 7,5, 8,5, 11,2, respektive 21,0 min. Porovnani chromatogramu

standardu a jednoho ze vzorka je znazornéno na obr. 22 [3].
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Obr. 22: Chromatogram standardtt BA, SA, MP a PP (A) a chromatogram vzorku

konzervované zeleniny s detekovanymi piky BA a PP (B) (pfevzato z cit. [3] a upraveno).

Detekéni limity byly 0,5; 0,1; 0,3 a 0,1 mg/l pro BA, SA, MP a PP. Bylo zjisténo,
ze postup ptredupravy vzorku v kombinaci s metodou HPLC je vhodny pro rutinni stanoveni
téchto konzervaénich latek v potravinach [3].

Technika RP-HPLC s UV detekci byla také pouzita v praci C. Guarina a kol.
ke kvantifikaci ¢tyt konzervacnich latek v riznych druzich syra [55]. Konkrétné se jednalo
o0 kyselinu benzoovou, sorbovou, natamycin a lysozym. Pieduprava vzorkt byla provedena
extrakci. Nastrouhané vzorky syri byly nejprve homogenizovany v 50 ml extrakéniho
roztoku (1 mol/l NaCl ve smési 0,1 mol/l acetatového pufru a methanolu (2:1, v/v)).
Suspenze byla poté umisténa do ultrazvukové lazné, nasledné odstiedéna a supernatant
zfiltrovan. Byla pouzita gradientova eluce 0,1 % trifluoroctovou kyselinou ve vode¢ a 0,1 %
trifluoroctovou kyselinou ve smési acetonitril/tetrahydrofuran (5:1, v/v). VSechny pfitomné
konzervaéni latky byly detekovany pii 280 nm. Vzorky syri mozzarelly, asiaga nebo
parmezanu neobsahovaly vySe uvedené konzervacni latky. Ani jeden z analyzovanych
vzorkll neobsahoval kyselinu benzoovou. U syru typu provolone byla zjisténa kyselina
sorbova a natamycin 48, respektive 221 pg/g. Stejné latky byly nalezeny u vzorku koziho
syra 38 a 3,2 ug/g. Dalsim syrem, ktery obsahoval konzervac¢ni latky, bylo grana padano, u
kterého byl stanoven lysozym 176 ng/g [55].
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2.3.2 Plynova chromatografie

Simultanni detekce kyseliny benzoové a sorbové Vv dresincich pomoci plynové
chromatografie s plameno-ioniza¢nim detektorem (GC-FID) v kombinaci s headspace
mikroextrakei tuhou fazi (HS-SPME) byla popsana v publikaci C. Dong a kol. Dresink Tisic
Ostrova, Hellmann's salatovy dresink a rajcatovy keCup byly pfed samotnou analyzou
upraveny. Vzorky byly smichany s 1 ml NaOH (1 mol/l), doplnény na definovany objem
destilovanou vodou a po promichani zfiltrovany. Head space mikroextrakce byla provedena
smichanim alikvotniho dilu 10 ul standardniho roztoku kyseliny sorbové a benzoové, 2,5 ml
kyseliny sirové, 2,5 ml destilované vody (nebo roztoku vzorku) a 2,5 g bezvodého siranu
sodného do 12 ml vialek. Takto ptipravené roztoky byly za stdlého michani zahtivany
na vodni lazni. Nasledn¢ bylo do prostoru nad roztokem ponoteno vldkno, na jehoz povrchu
se latky sorbovaly po dobu 40 minut pfi teploté 70 °C. Po ukoncéeni procesu extrakce bylo
vlakno vlozeno do GC nastiiku, kde bylo vystaveno teploté 260 °C a sorbované analyty byly
uvolnény do plynového chromatografu [56].

Meze detekce byly 2,00 ug/l pro kyselinu sorbovou a 1,22 pg/l pro kyselinu
benzoovou. Metoda vykazovala dobrou linearitu s korelacnimi koeficienty 0,9986 pro
kyselinu sorbovou a 0,9994 pro kyselinu benzoovou. Prakticka pouZitelnost byla prokazana
souCasnym stanovenim kyseliny sorbové a benzoové ve tfech komplexnich vzorcich.

Zaznam analyzy jednoho ze vzorku je na obr. 23 [56].

[min]

Obr. 23: Chromatogram z analyzy vzorku dresinku Tisic Ostrovi S pfitomnosti piku

kyseliny sorbové (1) a benzoové (2) (pfevzato z Cit. [56] a upraveno).

M. Gonzdlez a kol. se rovnéz zabyvali stanovenim kyseliny sorbové a benzoové
V riznych potravinovych vzorcich pomoci plynové chromatografie s plameno-ioniza¢ni
detekci (GC-FID) a on-line extrakci tuhou fazi (SPE). Vzorky nealkoholickych napojt byly

pted analyzou odplynény V ultrazvukové 1azni. Poté k nim byl pfidan vnitini standard 2-tert-
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butyl-4-methylfenol a nakonec ziedény 25 ml 0,1 M HNOg. Alikvotni dil 5 ml byl nasledné
zaveden do pruto¢ného SPE systému, ve kterém dosSlo kizolaci a zakoncentrovani
konzervacnich latek. K dalsim vzorkiim jako jogurty, omacky a dzemy byl piidan vnitini
standard a smés se v oddélovaci nalevce smisila s 25 ml HCl a 2 ml chloristanu draselného.
Vodna faze byla dvakrat extrahovana 10 ml diethyletheru. Néasledn¢ byla ethyletherova faze
odpaiena do sucha a rezidua rozpusténa v 25 ml 0,1 M HNOz3. Alikvotni dil 5 ml byl
zakoncentrovan v SPE systému a nasledné pies on-line spojeni zaveden do plynového
chromatografu, pficemz samotné separace vSech analytti bylo dosazeno za méné nez 5
minut. Chromatogramy z analyzy standardi konzervacéni latek na dvou ruznych

chromatografickych kolonach znazornuje obr. 24 [57].

B)

Obr. 24: Chromatogramy standardu z analyzy na kolonach HP-50 (A) a HP-5 (B) — kys.
sorbova (1), kys. benzoova (2), vnitini standard (I1S) a smés parabent (3, 4, 5) (pfevzato

z cit. [57] a upraveno).

Limity detekce pro ob¢ kyseliny se pohybovaly mezi 0,1 — 0,2 mg/l. Soucasné byly
detekovany pouze ve vzorku kecupu a Svestkového dzemu. Palivy kecup obsahoval
280 mg/kg kyseliny sorbové a 255 mg/kg kyseliny benzoové. Ve $vestkovém dzemu bylo
nalezeno 225 mg/kg kyseliny sorbové a 190 mg/kg kyseliny benzoové. V nealkoholickych
napojich, které obsahovaly pouze jednu kyselinu, se koncentrace pohybovaly mezi
120 — 190 mg/kg. Vzorky jogurtii obsahovaly pouze kyselinu sorbovou, a to v koncentracich
175 — 280 mg/kg. Nejveétsi mnozstvi konzervacni latky bylo nalezeno ve vzorku klasického
kecupu, kde bylo detekovano 485 mg/kg kyseliny benzoové. Navrzené spojeni plynové
chromatografie s on-line extrakci tuhou fazi a pouziti velmi nizkych hodnot pH pfi
zpracovani vzorku umoznilo vysoce citlivou a selektivni detekci vybranych konzervacnich

latek v raznych potravinovych vzorcich [57].
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Pro soucasné stanoveni sorbant, benzoanu a parabentl v potravinach a napojich byla
vpraci C. De Luca a kol. popsana technika plynové chromatografie S hmotnostni
spektrometrii. Metoda monitorovani vybranych ionta (SIM) umozZnila jednoznaéné
stanoveni sledovanych sloucenin. Pouziti této metody umoznilo eliminovat vliv
interferujicich latek pfitomnych v komplexni matrici potravin, které jinak negativné
ovliviuji vétsinu bézné€ pouzivanych analytickych technik. K analyze bylo vybrano 249
vzorkll potravin a napojti bézné dostupnych v obchodech a trzich v okoli Rima. Ke kazdému
vzorku (0,1 -0,3 g) bylo piidano 20 pg vnitiniho standardu a destilované vody. VVzorky byly
tiikrat extrahovany diethyletherem a nadbytec¢né rozpoustédlo odpaieno. Takto upravené
vzorky byly tfepany s acetonitrilem a nasledné odstiedény. Alikvotni dil byl odpafen a
ke zbytku bylo piidano 50 ul bezvodého pyridinu. Nasledné byla provedena silanizace
vzorkd 50 pl N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu BSTFA).Trimethylsilan-etherové
derivaty byly analyzovany pomoci GC-MS. Detek¢ni limity pro vSechny stanovované latky
se pohybovaly v rozmezi 100-200 pg. Mezi potraviny s nejvétsim obsahem konzervacnich
latek patfily potraviny obsahujici majonézu (napf. tunakovy salat), dale rizné pekaiské

vyrobky (zakusky a croissanty), ovocné dzusy, §t'avy nebo vyrobky z moiskych plodu [58].

2.3.3 Elektromigra¢ni metody

Vyuzitim kapilarni elektrochromatografie k analyze konzervacnich latek se zabyvali
H. Huang a kol. [59]. P&t béZzné pouzivanych konzervanti (kys. sorbova a benzoova, ethyl-,
propyl- a butylpareben) bylo Gspésné separovano a detekovano na monolitickych kapilarach
na bazi methakrylatového esteru. Za optimalni podminky pro analyzu byla zvolena mobilni
faze slozena z fosfatového pufru a acetonitrilu (35:65 v/v). Jako vnitini standard byl pouzit
4-dihydroxybenzofenon, ktery byl piidan ke kazdému roztoku standardu i realnému vzorku
v koncentraci 500 pg/ml. Komeréné dostupné vzorky byly pted samotnou analyzou
upraveny. Sirup proti kasli a hydrataéni pfipravek na bazi vody byly zfedény methanolem
na prislusny objem. Asi pul gramu hydrataéniho pfipravku na bazi oleje a masti bylo
smichano s 1,5 ml methanolu. Takto vzniklda smés byla 10 minut sonifikovana,
centrifugovana a Ciry roztok byl odebran k analyze. Pro s6jovou omacku a vino bylo
odebrano 10 ml vzorku a upraveno extrakci tuhou fazi. Obr. 25 znazoriuje analyzu

vybranych vzorki.
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Obr. 25: Elektrochromatogram vybranych vzorku s identifikaci pikd — kys. benzoova (Ba),
kys. sorbova (S), propylparaben (P), butylparaben (B), vnitini standard (IS) (pfevzato z Cit.
[59] a upraveno).

V sirupu proti kasli byla nalezena pouze Kkyselina benzoova o koncentraci
280,5 pg/ml. Vzorek masti jiz obsahoval vice konzervacnich latek, konkrétné kyselinu
sorbovou, propylparaben a butylparaben, a to 3,2, 3,1 a 2,2 mg/g. Vzorek vina obsahoval
kyselinu sorbovou o koncentraci 117,3 ug/ml. V séjové omacce byla odhalena kyselina
benzoova v mnozstvi 164 pg/ml. Dva hydrataéni pfipravky, jejichz zaznam neni na obrazku
uveden, obsahovaly methylparaben v mnozstvi 937,3 pg/ml a 3,15 mg/g. Metoda umoznila
uspésné identifikovat a stanovit vybrané konzervaéni latky v potravinach, farmaceutickych
a kosmetickych vyrobcich [59].

Ke stanoveni béZzné€ pouZivanych konzervacnich latek v riznych vzorcich potravin
byla v praci K. Kua a kol. vyuzita vysokouc¢inna kapilarni elektroforéza s UV-VIS detekei.
Latky byly uspé$né separovany a identifikovany béhem 9 minut za pouZiti borax-NaOH
pufru o pH 10 s pfidavkem 2 mmol/l a-cyklodextrinu. Tuhé vzorky byly pfed analyzou
rozmé&lnény a extrahovany. Po extrakénim kroku néasledovala centrifugace po dobu 5 minut,
po které byly vzorky pfipraveny pro analyzu. Vzorky séjovych omacek byly pfipraveny
pouhym smichanim 50 nebo 200 pl vzorku s 200 ul smési ethanol:voda (1:1, v/v). Takto
vznikly roztok byl analyzovan. Konzervac¢ni latky byly identifikovany na zakladé porovnani
migracnich casti standardii a métenych vzorka. V konzervovanych Svestkach byla pfitomna
kyselina benzoova v mnozstvi 430,3 pg/ml. Kyselina sorbova v koncentraci 1276,1 pg/ml
byla nalezena v susenych fazolovych luscich. Prvni vzorek s6jové omacky obsahoval 615,7
pg/ml kyseliny benzoové. Zaznam z tohoto méfeni ukazuje obr. 26. V dalsim vzorku s6jové

omacky bylo nalezeno 49,3 ug/ml n-butyl p-hydroxybenzoatu [60].
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Obr. 26: Elektroferogram vzorku séjové omacky s identifikaci piku kyseliny benzoové

(pfevzato z cit. [60] a upraveno).

2.4 Analyza konzervaénich latek ambientnimi ioniza¢nimi technikami

Publikace M. Haunschmidt a kol. uvadi analyzu parabentt v kosmetickych
produktech pomoci DART-MS. Celkem 12 kosmetickych produktii (opalovaci krémy,
mléka, oleje, make-up a rténka) bylo ptfimo analyzovéano bez jakychkoliv uprav. DART-MS
umoznil jednoznaénou identifikaci a také kvantifikaci. Ve vzorku opalovaciho mléka byly
nalezeny béZné¢ pouzivané parabeny (methyl-, ethyl-, propyl- a butylparaben)
v koncentracich 1,3; 0,9; 0,5 a 1,0 pg/ml. Dalsi vzorky obsahovaly pouze nékteré z nich a
ve vétsin€ vzorkil nebyly parabeny pfitomny. Obr. 27 ukazuje hmotnostni spektrum jednoho
ze vzorkl. Vysledky ziskané DART-MS byly srovnatelné s vysledky GC-MS, kterou byl

experiment také proveden [61].
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Obr. 27: Hmotnostni spektrum opalovaciho mléka ziskané technikou DART v negativnim
modu. Signaly m/z pfi 151, 165 a 179 odpovidaji methyl-, ethyl- a propylparabenu.

(pfevzato z cit. [61] a upraveno).
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Dalsi z aplikaci je analyza konzervacnich latek pomoci techniky oznacované jako
papirovy sprej (paper spray). Tato technika byla piedstavena v roce 2010 [62] a fadi
se rovnéz mezi ambientni ioniza¢ni techniky. M. Yu a kol. ji pouzili pro rychlou kvantifikaci
kyseliny benzoové v nealkoholickych népojich. Vzorky pied analyzou byly pouze 10x
zfedény methanolem a byl k nim pfidan amoniak pro tpravu pH. Ten potlacil vliv matrice
vzorku a doslo ke zvySeni intenzity kyseliny benzoové. Limit detekce kyseliny benzoové byl
stanoven na 0,1 ug/ml. Paper spray poskytoval téméf totozné vysledky jako technika HPLC,

ktera v publikaci byla pouzita jako srovnavaci metoda [63].

Pro tuto diplomovou praci byla technika ASAP vybrana z divodu, ze podle
dostupnych publikaci nebyla pouzita k analyze konzervacnich latek v potravinach. Jiz
Vv bakalaiské praci se tato technika osvédcila jako vhodna pro tuto oblast analyzy [64]. Oproti
bakalaiské praci byla rozsifena skupina konzervacnich latek a testovany ruzné upravy

vzorkl pfed samotnou ionizaci.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Methanol HPLC kvality (Fisher Chemical, Pardubice, Ceska republika), voda
(upravena na piistroji Direct — Q VV Millipore), standardy: kyselina sorbova p.a (Fluka,
Praha, Ceska republika), benzoova p.a (Lachema Brno, Ceska republika), methylparaben p.a
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), ethylparaben p.a (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
propylparaben p.a (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), butylparaben p.a (Sigma Aldrich,
St. Louis, USA). Realné vzorky potravin - Energy drink AH Basic, Mountain Dew, s6jova
omacka Pearl River Bridge, Cola Fun a télové mléko Dove. Obr. 28 zobrazuje struktury

analyzovanych konzervaénich latek.

A B o or C
(o) OH

R:

AN ° R:
-CH; methyl
-CH,CHj; ethyl

\ \ -CH,CH,CHj, propyl
OH -CH,CH,CH,CH, butyl
OH

Obr. 28: Strukturni vzorce analyzovanych konzervacnich latek - kys. benzoova (A),

kys. sorbova (B), parabeny (C).

3.2  Pristroje a nastaveni parametri

K méfeni vSech standardii konzervacnich latek a redlnych vzorkli byl pouzit
hmotnostni spektrometr Xevo TQD (Waters, Manchester, Velka Britdnie) Siontovym
zdrojem ASAP. Parametry nastaveni zdroje ASAP jsou shrnuty v tabulce I, tabulky 1l a 11l

pak shrnuji parametry pro jednotlivé latky v negativnim a pozitivhim moédu.

Tabulka I: Nastaveni parametrti pro iontovy zdroj ASAP.

Parametry Hodnoty
Koréonovy proudu 7 uA
Teplota desolvata¢nihu plynu (N2) 50 °C (a); 200 °C (b)
Pritok desolvatacniho plynu 50 I/h
Teplota zdroje 100 °C

Pozn. a) 50°C pro kyseliny sorbovou a benzoovou, b) 200°C pro parabeny
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Tabulka I1: Nastaveni parametrt pro jednotlivé latky v negativnim moédu.

sumarni  prekurzorovy napétina  fragmentové kolizni
# nazev latky
vzorec ion (m/z) konusu (V)  ionty (m/z)  energie (V)
1  Kyselinasorbova  CeHgO> 111 40 67 12
2 Kyselina benzoova  C7HsO> 121 40 77 12
3 Methylparaben CgHsO3 151 40 136, 92 15
4 Ethylparaben CoH9eO3 165 40 137, 93 17
5 Propylparaben C10H1203 179 40 136, 92 17
6 Butylparaben C11H1403 193 40 136, 92 18

Tabulka I11: Nastaveni parametri pro jednotlivé latky v pozitivnim modu.

sumarni  prekurzorovy napétina  fragmentové kolizni

# nazev latky ) ) ]
vzorec ion (m/z) kénusu (V) ionty (m/z)  energie (V)

1 Kyselina sorbova CeHsO2 113 40 95, 67 12

2  Kyselina benzoova C7H602 123 40 105, 77 12

3 Methylparaben CgHsO3 153 40 121, 94 12

4 Ethylparaben CoHgO3 167 40 139, 121, 95 8

5 Propylparaben C10H1203 181 40 163, 139 5

6 Butylparaben C11H1403 195 40 139, 121, 95 8

3.3  Pracovni postupy

3.3.1 Priprava pracovnich roztoki a realnych vzorkiu

Zasobni roztoky pro experimenty ASAP byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml
rozpu$ténim navazky jednotlivych standardll v definovanych objemech smési rozpoustédel
methanol:voda (1:1, v/v). Pro analyzu byly 10x zfedény na vyslednou koncentraci
0,1 mg/ml. Pro experimenty byly také ptipraveny smési standardd. Prvni smés obsahovala
kyselinu sorbovou a benzoovou. Jako druha byla pfipravena smés vSech Ctyf parabend.
Smési byly pfipraveny ziedénim zasobnich roztokd odpovidajicimi objemy smési
rozpoustédel methanol:voda (1:1, v/v).

Realné vzorky byly zakoupeny z divodu zndmé piitomnosti stanovovanych
konzervacnich latek. Slozeni energy drinku a s6jové omacky deklarovalo obsah benzoanu

sodného (E211). V napoji Mountain Dew byl podle etikety deklarovan sorban draselny
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(E202). Vzorek Cola Fun pak obsahoval ob¢ vysSe uvedené latky — benzoan i sorban. VVzorky
byly méteny piimo bez jakychkoliv Gprav, ale i po ptedupravach, které jsou popsany dale.
Vzorky potravin obsahujici parabeny se nepodatilo ziskat, jelikoz nejsou v Ceské republice
Vv potravinach povoleny. K simulaci pfitomnosti parabeni v realném vzorku byly k
1 ml vzorku s6jové omacky piidany standardni roztoky ethyl- a propylparabenu (150 ul
roztokt o koncentraci 1 mg/ml). Smé&s byla dukladné promichana a poté zanalyzovana. Pro
otestovani techniky ASAP na realném vzorku bylo provedeno méteni vzorku t€lového mléka

Dove, ve kterém byly pfitomny parabeny.

3.3.2 Predupravy realného vzorku

Na vzorku napoje Cola Fun byly vyzkouseny rizné predipravy za G¢elem potlaceni
vlivu matrice a zvySeni signalu ptitomnych konzervacénich latek. Jako prvni bylo provedeno
zfedéni vzorku methanolem Vv riznych pomérech (1:4; 2:3 a 1:1). Nasledné byly vzorky
10 min. centrifugovany pii 14000 ot/min (16 800 g). Supernatant byl odebran a filtrovan
pies 0,45 um polyethersulfonovy (PES) filtr. Takto piipravené vzorky byly naneseny
na sklenénou kapilaru a analyzovany.

Dalsi uprava vzorku byla provedena pomoci extrakce tuhou fazi (SPE), ke které byla
pouzita kolonka Phenomex Strata C18-E (55 um, 70 A). Ta byla aktivovana prolitim
2 ml methanolu a 4 ml destilované vody. Vzorek Cola Fun byl 10 min. centrifugovan pti
4400 ot/min (3000 g) a nasledn¢ byl odebrany 1 ml supernatantu prolit kolonkou.
K procisténi bylo piidano 4 ml n-hexanu. Latky zadrzené v sorbentu kolonky byly nakonec
eluovany 3 ml methanolu. Extrakt byl pfed samotnou analyzou jest¢ zfiltrovan pies

0,45 um (PES) filtr.

3.3.3 Priprava experimenti ASAP

Ke vzorkovani byla pouzita 100 mm sklenéna kapilara ulozend v ¢asti ASAP sondy
(obr. 29). Tato ¢ast byla jednoduse ponotena do roztoku standardu nebo vzorku a nasledné
vlozena do zbylé ¢asti ASAP sondy spojené s hmotnostnim spektrometrem (obr 30). Pied
kazdou analyzou byla ¢ista kapilara uvniti ASAP sondy vystavena teploté¢ 500 °C
k odstranéni moznych piitomnych interferenci z predchozich méfeni. VSechny experimenty
byly provedeny vkladném i zaporném modu. SkuteCnost, Zze iontovy zdroj neni
kontaminovan, byla ovéfena pfed kazdym novym meéfenim, sledovdnim hmotnostniho

spektra pii vlozeni Cisté kapilary.
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Obr. 30: Hmotnostni spektrometr Xevo TQD s iontovym zdrojem ASAP.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kyseliny sorbova a benzoova

Pro méfeni kyselin sorbové a benzoové byly pouzity optimalizované parametry
Z bakalatské prace. NejlepsSich intenzit sledovanych latek bylo dosazeno pii pouziti teploty
desolvata¢niho plynu 50 °C, pratoku desolvata¢niho plynu 50 I/h a korénového proudu
7 pA. Méfeni bylo provedeno v negativnim i pozitivnim modu. Kyselina sorbova poskytla
ionty [M-H]  m/z 111, respektive [M+H]" m/z 113. Jeji hmotnostni spektra jsou uvedena
na obr. 31. V hmotnostnich spektrech kyseliny benzoové (obr. 32) pozorujeme ionty [M-H]
m/z 121 a [M+H]* m/z 123.

A MS2 AP-
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Obr. 31: Hmotnostni spektra kyseliny sorbové v negativnim (A) a pozitivnim (B) médu.
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Obr. 32: Hmotnostni spektra kyseliny benzoové v negativnim (A) a pozitivnim (B) modu.
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K potvrzeni obou kyselin byly provedeny fragmentace, jejichz schémata mizeme
vidét na obr. 33 a 34. Hodnoty koliznich energii byly pro ob¢ kyseliny 12 V. Fragmentac¢ni
spektra Kyseliny sorbové znazorfiuje obr. 35. V negativnim modu (A) doslo k odstépeni
karboxylové skupiny, které odpovida diferenci mezi prekurzorovym a fragmentovym iontem
A 44. V pozitivnim modu (B) dochéazi k odtrzeni molekuly H20 (A 18) a karboxylové
skupiny, které odpovida A 46.

A O
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OH

- 44
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0 OH 0 OH
\ 18
28
- 44 T -44
. | -4
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Obr. 34: Schéma fragmentaci kyseliny benzoové v negativnim (A) a pozitivnim (B)

modu.
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Obr. 35: Fragmentacni spektra kyseliny sorbové v negativnim (A) a pozitivnim (B) modu

pfi hodnotach koliznich energii 12 V.
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U kyseliny benzoové, jejiz fragmentacni spektra jsou na obr. 36, pozorujeme
V negativnim médu (A) opéet odstépeni karboxylové skupiny (A 44). V pozitivnim modu (B)
nalézame ion pii m/z 79, ktery odpovida ztraté CO2 (A 44). Ve spektru také pozorujeme ionty
pti m/z 105 a 77, které odpovidaji ztratam H.O (A 18) a C=0 (A 28).
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Obr. 36: Fragmentac¢ni spektra kyseliny benzoové v negativnim (A) a pozitivnim (B)

modu pii hodnotach koliznich energii 12.

4.2  Parabeny

Na methylparabenu byl v pozitivnim modu testovan vliv nastaveni parametru teploty
desolvata¢niho plynu. Nejvétsi vliv na signal sledovaného methylparabenu méla teplota,
ktera byla testovana v rozmezi 50 — 200 °C. Z obr. 37 je parné, ze pti pouziti teploty 200 °C
dochazi oproti teploté 50 °C ke zvySeni intenzity signalu [M+H]" m/z 153 téméf o fad.
Za optimalni parametry pro analyzu vSech parabenii v obou modech byla zvolena teplota
desolvata¢niho plynu 200 °C, pritok desolvataéniho plynu 50 I/h a korénovy proud 7 pA.
Vsechny parabeny byly potvrzeny fragmentac¢nimi spektry. Podle m/z fragmentovych iontt
nemuzeme piesné urcit, jestli dochéazi ke Stépeni postupné, najednou nebo obojim zptisobem.
Na obr. 38 jsou pro ptiblizeni znazornény fragmentace butylparabenu. V negativnim médu
muze dochazet k odstépeni butylového zbytku (A 57) nebo (A 56), respektive mize dochazet
ptimo ke §tépeni vazby mezi karboxylovou skupinou a benzenovym jadrem (A 101). Muze
vSak také dochazet k odstépeni butylového zbytku (A57) a az poté k odtrzeni zbytku
karboxylové kyseliny (A 44). V pozitivnim modu pozorujeme ztraty H20 (A 18), butylového
zbytku (A 56) a odtrzeni celé skupiny od benzenového jadra (A 100). Také zde muze
dochazet nejprve k odtrzeni butylového zbytku (A 56) a az nasledné k dekarboxylaci (A 44).

Timto zpisobem mohou fragmentovat vSechny parabeny, ale pozorujeme i vyjimky, které
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jsou popsany u jednotlivych fragmentaci latek. Hodnoty pouzitych koliznich energii byly
voleny zvlast’ pro jednotlivé latky i médy, ve kterych byly experimenty provadény.

MS2 AP+
10A 3.03e6
= 153.3 [M+H]*
0 T T miz
153 154
B MS2 AP+
1o 7.57e6
;. 153.4 [M+H]"
0 T T miz
153 154
C MS2 AP+
1.39e7
10 153.3 [M+H]" °
0 T T miz
153 154
D MS2 AP+
10 153.4 [M+H]* 2.23e7
0 T T miz
153 154

Obr. 37: Hmotnostni spektra methylparabenu v pozitivnim modu pfi nastavenich teploty
A 50 °C; B 100 °C; C 150 °C D 200 °C.
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Obr. 38: Schémata fragmentaci butylparabenu v negativnim (A) a pozitivnim (B) modu.

Prvni ze stanovovanych parabenti methylparaben poskytl ve spektrech ionty [M-H]
m/z 151, respektive [M+H]" m/z 153 (obr. 39). Ve fragmentacnich spektrech (obr. 40)
dochazi v negativu (A) k odstépeni methylového zbytku (A15) a nasledné dekarboxylaci
(A 44), respektive mtize dochazet piimo ke $tépeni vazby mezi karboxylovou skupinou a
benzenovym jadrem (A 59). V pozitivnim modu (B) se odstépuje CH30H (A 32) a C202H3
(A 59).
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Obr. 39: Hmotnostni spektra methyparabenu v negativnim (A) a pozitivnim (B) médu.
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Obr. 40: Fragmentac¢ni spektra methylparabenu v negativnim (A) a pozitivnim (B) médu

pfi hodnotach koliznich energii 15V a 12 V.

U ethylparabenu ve spektrech nalézame ionty [M-H] m/z 165, respektive [M+H]*
m/z 167 (obr. 41). Pii fragmentacich (obr. 42) se v negativnim modu (A) odstépuje CHo=CH>
(A 28) a poté dochazi k dekarboxylaci (A 44), respektive muze dochazet k odstépeni celé
skupiny od benzenového jadra (A 72). Ve spektru pozorujeme i ion pii m/z 136, kterému
by odpovidalo odstépeni ethylového zbytku (A 29). V pozitivnim méodu (B) pozorujeme
odstépeni CH>=CH: (A 28), H20 (A 18) a zbytku karboxylové skupiny (A 44), respektive
muze dojit ke §tépeni vazby mezi benzenovym jadrem a karboxylovou skupinou (A 72).

Fragmentovy ion pii m/z 121 odpovida kombinaci ztrat A 28 a A 18.
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Obr. 41: Hmotnostni spektra ethylparabenu v negativnim (A) a pozitivnim (B) modu.
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Obr. 42: Fragmentac¢ni spektra ethylparabenu v negativnim (A) a pozitivnim (B) médu

pii hodnotach koliznich energii 17 V a8 V.

Dalsi latku propylparaben charakterizuji ionty [M-H] m/z 179, respektive [M+H]*

m/z 181, které vidime na obr. 43. Ve fragmentacnim spektru (obr. 44) pozorujeme

V negativnim modu (A) zmény, které odpovidaji odstépeni propylového zbytku (A 43),

zbytku karboxylové skupiny (A 44), respektive celé skupiny od benzenového jadra (A 87).

Ve spektru nalézame i fragmentovy ion pii m/z 137, kterému by odpovidalo odstépeni

CH2=CH-CHs (A 42). V pozitivu (B) dochazi ke tvorbé fragmentovych iontl, kterym

odpovidaji ztraty H20 (A 18) a CH=CH-CHz3 (A 42).
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Obr. 43: Hmotnostni spektra propylparabenu v negativnim (A) a pozitivnim (B) modu.
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Obr. 44: Fragmentacni spektra propylparabenu v negativnim (A) a pozitivnim (B) médu
pfi hodnotéach koliznich energii 17 Va5 V.

Poslednim  z analyzovanych konzerva¢nich latek je butylparaben, kterému
odpovidaji ionty [M-H]" m/z 193, respektive [M+H]* m/z 195 (obr. 45). Ve fragmenta¢nim
spektru (obr. 46) butylparabenu v negativnim méodu (A) nachazime fragmentovy ion pii m/z
136, ktery odpovida ztraté butylového zbytku (A 57). Nasledné dochazi k dekarboxylaci,
jejiz zména je rovna A 44, respektive muze dojit ptimo ke Stépeni vazby mezi karboxylovou
skupinou a benzenovym jadrem (A 101). Ve spektru opét nachazime i fragmentovy ion pii
m/z 137, kterému by odpovidalo odstépeni CH,=CH-CH>—CHj3 (A 56). V pozitivnim modu
(B) nalézame ionty pii m/z 177, 139 a 95 odpovidajici ztratam H>O (A 18), butylového
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zbytku (A 56) a odtrzeni celé skupiny od benzenového jadra (A 100). Fragmentovy ion pfi
m/z 121 pak odpovida kombinaci ztrat A 56 a A 18.
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Obr. 45: Hmotnostni spektra butylparabenu v negativnim (A) a pozitivnim (B) modu.
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Obr. 46: Fragmentac¢ni spektra butylparabenu v negativnim (A) a pozitivnim (B) modu

pfi hodnotéach koliznich energii 18 Va8 V.

4.3  Smési konzervacnich latek

K demonstraci techniky ASAP identifikovat vice konzervaénich latek soucasné byly
pfipraveny smési standardi. Prvni smés se skladala z kyseliny sorbové (SA) a benzoové
(BA). Na obr. 47 jsou znazornény hmotnostni spektra této smési. Ob¢ kyseliny byly uspésné

potvrzeny fragmenta¢nimi spektry (obr. 48 a 49).
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Obr. 47: Hmotnostni spektra smési kyselin sorbova (SA) a benzoova (BA)
v negativnim (A) a pozitivnim (B) modu.
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Obr. 48: Fragmenta¢ni spektra kyselin a benzoova (B) ze smési v negativnim
modu.
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Obr. 49: Fragmentacni spektra Kyselin sorbova (A) a benzoova (B) ze smé&si v pozitivnim

modu.

Druha smés byla pfipravena ze standardu parabenti (MP — methyl, EP — ethyl, PP —
propyl a BP — butylparaben). Hmotnostni spektra této smési jsou zobrazena na obr. 50.
Vsechny parabeny byly Gspé$né potvrzeny ve fragmentacnich spektrech (obr. 51 a 52), kde
byly pozorovany typické ztraty jako v pfipadé€ standardu.
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Obr. 50: Hmotnostni spektra smési parabent (MP; EP; PP; BP) v negativnim (A)

a pozitivnim (B) modu.
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Obr. 51: Fragmenta¢ni spektra smési parabenu (A: MP; B: EP, C:PP;

V negativnim modu.
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Obr. 52: Fragmentac¢ni spektra smési parabenu (A: MP; B: EP, C:PP;

V pozitivnim moédu.
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4.4  Realné vzorky

Pro méteni ASAP byly zakoupeny redlné vzorky potravin, které obsahovaly
stanovované konzervaéni latky. Vzorky byly analyzovany bez jakychkoliv uprav v obou
modech.

V hmotnostnich spektrech prvniho vzorku Energy drinku (obr. 53) byly nalezeny
iony [M-H]" m/z 121 (A) a [M+H]* m/z 123 (B), které odpovidaji deprotonované a
protonované kyseliné benzoové (BA). Ta byla nasledné potvrzena fragmentaci (obr. 54),

které se shoduji s fragmentaci standardu.
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Obr. 53: Hmotnostni spektra napoje Energy drink v negativnim (A) a pozitivnim (B)

modu.
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Obr. 54: Fragmentacni spektra kyseliny benzoové ze vzorku Energy drinku

v negativnim (A) a pozitivnim (B) modu.
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Ve druhém vzorku ndpoje Mountain Dew (obr. 55) byla identifikovana kyselina
sorbova (SA) na =zakladé iontd [M-H]" m/z 111 (A) a [M+H]" m/z 113 (B).
Ve fragmentacnich spektrech (obr. 56) pozorujeme fragmentové ionty pii m/z 67, které

jsou pro tuto kyselinu charakteristické.
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Obr. 55: Hmotnostni spektra napoje Mountain Dew Vv negativnim (A) a pozitivnim (B)

modu.
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Obr. 56: Fragmentac¢ni spektra kyseliny sorbové ze vzorku Mountain Dew

V negativnim (A) a pozitivnim (B) modu.
Dalsim analyzovanym vzorkem byla s6jova omacka (obr. 57), ktera obsahovala

kyselinu benzoovou. Jeji pfitomnost byla UGspéSné potvrzena fragmentaci (obr. 58)

na zéklad¢ odstépeni karboxylové skupiny.
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Obr. 57: Hmotnostni spektra vzorku séjové omacky v negativnim (A) a

pozitivnim (B) modu.
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Obr. 58: Fragmentac¢ni spektra kyseliny benzoové ze vzorku sojové omacky

V negativnim (A) a pozitivnim (B) modu.
V poslednim vzorku napoje Cola Fun byly identifikovany dvé konzervacni latky —

kyselina sorbova a kyselina benzoova. (obr. 59). Obé¢ latky byly potvrzeny na zakladé

charakteristickych fragmentovych iontti (obr. 60 a 61).
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Obr. 59: Hmotnostni spektra vzorku Cola Fun v negativnim (A) a pozitivnim (B) modu.
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Obr. 60: Fragmentacni spektra kyselin a benzoové (B) ze vzorku Cola Fun

V negativnim modu.
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Obr. 61: Fragmentac¢ni spektra kyselin sorbové (A) a benzoové (B) ze vzorku Cola Fun

V pozitivnhim moédu.

Na tomto vzorku byly také vyzkouseny predupravy za ucelem zvySeni intenzit
sledovanych latek a potlaceni vlivu matrice. Vzorek byl nejprve fedén s riznymi poméry
methanolem (1:4; 2:3 a 1:1). Hmotnostni spektra z této Gpravy jsou zobrazeny na obr. 62.
Vlivem zvysujiciho se obsahu methanolu dochézi k potlaceni signalu pozadi a méni se také

intenzity signalti sledovanych kyselin sorbové (SA) a benzoové (BA).
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Obr. 62: Srovnani hmotnostnich spekter vzorku Cola Fun pro provedeni fedéni s

methanolem — A 1:4; B 2:3; C 1:1 v negativnim médu.

Byla také provedena extrakce tuhou fazi (SPE), jejiz hmotnostni spektrum
ve srovnani se spektrem napfimo meéfeného vzorku ukazuje obr. 63. Z obrazku je patrné,

ze pomoci SPE doslo k potlacdeni vlivu matrice. Intenzity pfitomnych kyselin sorbové a
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benzoové jsou vSak ve srovnani s intenzitami napfimo méteného vzorku nizsi. Je ziejmé,

ze prodlouzeni analyzy a vétsi pracnost neptinesla patficny ucinek.
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Obr. 63: Srovnani hmotnostnich spekter vzorku Cola Fun po SPE extrakci (A) a

V negativnim moédu.

K simulaci ptitomnosti parabeni ve vzorku potravin byly k s6jové omacce pridany
standardni roztoky ethyl- (EP) a propylparabenu (PP). Hmotnostni spektra z této analyzy
jsou znazorn€na na obr. 64. Kromé signalti parabend pii [M-H]" m/z 165 a 179 (A),
respektive [M+H]" m/z 167 a 181 (B) pozorujeme ve spektrech také signal Kkyseliny
benzoové (m/z 121 (A) a m/z 123 (B)). Oba parabeny byly nasledné potvrzeny
ve fragmentac¢nich spektrech, ktera se shodovala s fragmentacnimi spektry standardnich

roztokd (obr. 65 a 66).
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Obr. 64: Hmotnostni spektra s6jové omacky s pridavkem parabent v negativnim (A) a

pozitivnim (B) médu.
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Obr. 65: Hmotnostni spektra a propylparabenu (B) ze vzorku sojové
p propyip )
omacky s ptidavkem parabeni vV negativnim moédu.
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Obr. 66: Fragmentacni spektra ethylparabenu (A) a propylparabenu (B) ze vzorku

sojoveé omacky s pfidavkem parabentl v pozitivnim modu.

Pro ovéfeni metody na detekci parabenti byla provedena analyza vzorku télového
mléka Dove, ve kterém byly pfitomny methyl- a propylparaben. Obr. 67 ukazuje hmotnostni
spektra, ve kterém signaly pti [M-H]" m/z 151 a 179 (A) a [M+H]" m/z 153 a 181 (B)
odpovidaji vySe zminénym parabentim. Potvrzeni, Ze se skute¢né jedna o parabeny, poskytla
fragmentacni spektra, ve kterych pozorujeme stejné fragmenty jako u standardnich roztokt
(obr. 68 a 69).
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Obr. 68: Fragmentacni spektra methylparabenu (A) a
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5. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo ovéfeni aplikovatelnosti sondy ASAP na SirSim souboru
konzervacnich latek, realnych vzorkt a dale pak testovani vlivu prediipravy vzorku na signal
detekovanych latek. Aplikovatelnost ambientnich technik v analyze potravin jiz byla
prokazana v fad¢ praci, ale podle dostupnych publikaci nebyla technika ASAP doposud
pouzita pro analyzu konzervacnich latek.

Teoreticka cast prace se zabyva vybranymi konzerva¢nimi latkami, jejich
vlastnostmi a pouzitim. Druha kapitola je vénovana ambientnim ioniza¢nim technikam,
zejména pak sond¢ pro analyzu vzorku za atmosférického tlaku — ASAP, jejich pouzitim
v riznych oblastech analyzy a zvlast€¢ pak pifi analyze potravin. Nésledujici kapitola
pojednava o riznych, zejména chromatografickych metodach stanoveni konzerva¢nich
latek. Posledni Cast prace je vénovana analyze konzervacnich latek pomoci ambientnich
ioniza¢nich technik, na kterou navazuje experimentalni ¢ast.

K identifikaci kyselin sorbové a benzoové byly pouZity optimalizované parametry
teploty a pratoku desolvataéniho plynu a korénového proudu z bakalaiské prace. Pro
parabeny byla provedena optimalizace. Za nejvhodnéjsi parametry byla zvolena teplota
200 °C, prutok 50 1/h a korénovy vyboj 7 pA. K prokazani schopnosti metody identifikovat
vice konzervacnich latek soucasné byly pro analyzu pfipraveny také smési standarda.

Nasledné byla prokazana vhodnost techniky ASAP analyzou redlnych vzork,
ve kterych byly uspésné identifikovany ptitomné konzervaéni latky. Na jednom ze vzorki
byly také provedeny pfedupravy za Gcelem zvySeni signalu sledovanych latek a potlaceni
vlivu matrice. Intenzity latek po upravach vzorku byly témét srovnatelné s intenzitami
vzorku métenych naptimo. Tyto vysledky vystihuji jednu z hlavnich pfednosti ambientnich
technik — ptimou analyzu vzorki bez nutnosti upravy.

Vsechny experimenty byly provedeny jak v pozitivnim, tak negativnim moddu a
sledované latky byly Gspé€$né potvrzeny fragmentaci. V negativnim moédu byly signaly
sledovanych latek prokazatelngjsi, jelikoZ v pozitivnim modu byly potlateny dominujicim
signalem piitomnych ftalati (m/z 149). Pro fragmentacni spektra byl pozitivni mod
vhodnéjsi z davodi, ze pfi fragmentacich zejména kyseliny sorbové v negativnim modu
dochdzelo k vyskytu interferujicich ionta.

Cile diplomové prace byly Gspésné naplnény. Technika ASAP se osvédcila v oblasti

analyzy potravin, kde by mohla najit své tiplatnéni diky své rychlosti, jednoduchosti a hlavné
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pfimé analyze vzorki bez Upravy. Dalsi experimenty by mohly byt zaméfeny na $irsi Skalu

realnych vzorkd, ale i konzervacnich latek.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

5-HMF — 5-hydroxymethylfurfural, 5-hydroxymethylfurfural

AIMS — ambient ionization mass spectrometry, ambietni ionizaéni hmotnostni
spektrometrie

APCI — atmospheric pressure chemical ionization, chemicka ionizace za atmosférického
tlaku

APPI — atmospheric pressure photoionization, fotoionizace za atmosférického tlaku
ASAP — atmospheric solids analysis probe, sonda pro analyzu vzorku za atmosférického
tlaku

BSTFA — bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide, bis(trimethylsilyltrifluoroacetamid

CE — capillary electrophoresis, kapilarni elektroforéza

CPO - chlorpyrifos-oxon, chlorpyrifos oxon

CPS — chlorpyifos, chlorpyrifos

CZE — capillary zone electrophoresis, kapilarni zonova elektroforéza

DAD — diode array detector, detektor diodového pole

DAPCI — desorption atmospheric pressure chemical ionization, desorpce chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku

DAPPI — desorption atmospheric pressure ionization, desorp¢ni fotoionizace za
atmosférického tlaku

DART — direct analysis in real time, pfima analyza v realném case

DCD - dicyandiamide, dikyandiamid

DESI — desorption electrospray ionization, desorp¢ni elektrosprej

DTC — dithiocarbamates, dithiokarbamaty

ESI — electrospray ionization, elektrosprejova ionizace

FAO — Food and agriculture organization, Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi

FDA — Food and drug administration, Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

FID — flame ionization detector, plameno-ioniza¢ni detektor

GC — gas chromatography, plynova chromatografie

HPLC — high-performance liquid chromatography, vysokou¢inna kapalinova
chromatografie

IM — ion mobility, iontova mobilita

LAESI - laser ablation electrospray ionization, laserova ablace s ionizaci elektrosprejem
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LC — liquid chromatography, kapalinova chromatografie

m/z — mass-to-charge ratio, pomér hmoty ku naboji

MALDESI — matrix-assisted laser desorption electrospray ionization, matrici asistovana
laserova desorpce s ionizaci elektrosprejem

MALDI — matrix assisted laser desorption/ionization, matrici asistovana laserova
desoprce/ionizace

MEKC — micellar electrokinetic chromatography, milcelarni elektrokineticka
chromatografie

MRL — maximum residue level, maximalni legalni limity

MRM — multiple reaction monitoring, sledovani vice reakci

MS —mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandem mass spekctrometry, tandemova hmotnostni spektrometrie
nanoDESI — desorption nanoelectrospray, desorp¢ni nanoelektrospre;j

nanoESI — nanoelectrospray ionization, nanoelektrosprej

PCA — principal component analysis, analyza hlavnich komponent

PDA — photodiode array detector, detektor s fotodiodovym polem

PTFE — polytetrafluorethylen, polytetrafluorethylen

RDX — hexogen, hexogen

RP —reversed phase, obracené faze

SDAPCI — surface desorption atmospheric pressure chemical ionization, povrchova
desorpce chemickou ionizaci za atmosférického tlaku

SIM — selected ions monitoring, monitorovani vybranych iontt

SPE — solid phase extraction, extrakce tuhou fazi

SPME - solid phase microextraction, mikroextrakce tuhou fazi

TLC —thin layer chromatography, tenkovrstva chromatografie

TNT — trinitrotoluene, trinitrotoluen

TOF — time of flight, detektor doby letu

UPLC - ultra performance liquid chromatography, vysokotucinna kapalinova
chromatografie

UV-VIS — ultraviolet-visible spectroscopy, ultrafialovo-viditelna spektroskopie

WHO — World health organization, Svétova zdravotnicka organizace
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