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1. UVOD

Hmotnostni spektrometrie je dnes jiz bézn¢ vyuzivanou analytickou technikou, ktera
se diky zavadéni novych ioniza¢nich technik a postupt neustale rozsituje. Jednou z oblasti
ionizac¢nich technik jsou techniky ambientni, které umoziuji ptfimou analyzu vzorki bez
ptedchozi upravy, pfipadné po jednoduché upravé. Diky tomu se stavaji jednoduchym
nastrojem napft. ve forenzni a farmaceutické chemii, pii detekci drog, 1€kovych ptipravki,
vybusnin a také v chemii zZivotniho prostfedi C€i potravinarském pramyslu. Pravé oblast
analyzy potravin je soucasti této bakalaiské prace.

Tato prace je zaméfena na identifikaci konzervacnich latek (konkrétné kyseliny
sorbové a benzoové) v potravinach pomoci ambientnich ionizac¢nich technik ASAP,
nanoESI a nanoDESI. Je zde provedeno zhodnoceni nastaveni parametrti a vhodnost pouZiti
jednotlivych technik pro tento typ vzorku. Vybranou technikou ASAP byl findlng

zanalyzovan vzorek ledového caje.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Uvod k ambientnim ioniza¢nim technikam

Ambientni ioniza¢ni techniky jsou zalozeny na piimé ionizaci vzorku
za atmosférickych podminek (tlaku, teploty). Kromé piimé analyzy latek dalsi vyhodou
téchto technik je jejich rychlost. Vzorky jsou méteny bez predchozi upravy, popiipadé pouze
po jednoduché tprave [1].

VétSina ambientnich ionizacnich technik, jichz je v soucasné dobé okolo tficeti,
pracuje na principu desorpce/ionizace, ¢imz tvoii pozadované ionty v plynné fazi. Tyto
techniky umoznuji ptimou, rychlou, selektivni a vysoce citlivou kvalitativni i kvantitativni
chemickou analyzu latek rGzné polarity, z Siroké Skaly matric a povrchi. Diky své
jednoduchosti a nizkym provoznim nakladim se tyto techniky daji lehce propojit
s hmotnostni spektrometrii (MS) [2]. Nachazeji uplatnéni v mnoha oborech, zejména
Vv kriminalistice a forenzni chemii, kde se vyuzivaji k detekci drog a vybusnin [3],
ve farmacii k analyze 1éCiv a tablet, v chemii zivotniho prostfedi k detekci latek
zneCist'ujicich ovzdusi [4], také v potravinaiském pramyslu, ale i v jinych zajimavych
oblastech, napt. pii prokazani pravosti starych dokumentd [5]. Ambientni techniky také
umoznuji pfimo analyzovat rostlinné i Zivo¢isné tkané [6,7].

Mezi prvni ambientni ionizac¢ni techniky patii DESI (Desorption electrospray
ionization, desorpéni elektrosprej) a DART (Direct analysis in real time, pfima analyza
Vv realném case), které byly predstaveny v roce 2004 [2], respektive 2005 [8]. V poslednich
letech dochazi k rychlému rozvoji novych ambientnich technik (Obr. 1) napfiklad ASAP
(Atmosferic solids analysis probe, sonda pro analyzu vzorku za atmosférického tlaku) [9],
DAPCI (Desorption atmospheric pressure chemical ionization, desorpce chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku) [1], DAPPI (Desorption atmospheric pressure ionization,
desorpéni fotoionizace za atmosférického tlaku) [10] nebo vznikaji kombinované techniky
MALDESI (Matrix-assisted laser desorption electrospray ionization, matrici asistovana
laserova desorpce S ionizaci elektrosprejem), u které se vyuziva kombinace MALDI a ESI
[11] ¢i LAESI (Laser ablation electrospray ionization, laserova ablace S ionizaci

elektrosprejem), coz piedstavuje kombinaci laserové ablace a ESI [12].



Zkratka Néazev Technika, z nichz Rok
vychazi uvedeni
SESI Secondary elekctrospray ionization SESI 2000
FD-ESI Fused-droplet ESI ESI 2002
DESI Desorption electrospray ionization GDI 2004
DART Direct analysis in real time (AP)CI 2005
ASAP Atmospheric solids analysis probe ESI 2005
DAPCI Desorption atmospheric pressure chemical ionization APCI (GDI) 2006
EASI Easy ambient sonic-spray ionization SSI 2006
EESI Extractive electrospray ionization ESI 2006
ELDI Electrospray-assisted laser desorption ionization ESI/LDI 2006
MALDESI Matrix-assisted laser desorption electrospray ionization MALDI + ESI 2006
ND-EESI Neutral desorption EESI ESI 2007
DAPPI Desorption atmospheric pressure photon ionization APPI 2007
PADI Plasma-assisted desorption/ionization GDI 2007
DBDI Dielectric barrier discharge ionization GDI 2007
LAESI Laser-assisted ESI LDI + ESI 2007
FA-APGDI Flowing afterglow-atmospheric pressure glow discharge GDI 2008
IR-LADESI Infrared laser-assisted desorption ESI LDI + ESI 2008
LTP Low-temperature plasma ionization PD 2008
PSI Paper spray ionization ESI 2010
V-EASI Venturi easy ambient sonic-spray ionization V-EASI 2010

Obr. 1: Vyc¢et ambientnich ioniza¢nich technik dle roku objevu (ptevzato z cit. [13] a

upraveno).

V této praci je vénovana pozornost nejvice pouzivanym ambientnim ioniza¢nim
technikdm DESI, nanoDESI, nanoESI, ASAP, DAPCI, DART a DAPPI, jejich principu a
vyuziti.

2.1.1 Desorp¢ni elektrosprej - DESI

Desorpéni elektrosprej se fadi mezi nejpouzivanéjsi a nejrozsifenéjs$i ambientni
ioniza¢ni techniku, ktera byla uvedena vroce 2004 Robertem G. Cooksem a jeho
spolupracovniky [1]. Pravé rozvoj desorpéniho elektrospreje vytvofil povédomi o
»analyzach v otevieném prostoru®, tedy o ambientnich technikach.

Princip DESI je zobrazen na obr. 2. V prvnim kroku dochézi pomoci vysokého napéti
k rozprasovani sprejovaci kapaliny kapilarou na povrch analyzovaného vzorku. Po dopadu
nabitych kapicek sprejovaci kapaliny dochdzi k desorpci iontll ze vzorku. Takto uvolnéné

ionty jsou transportovany do hmotnostniho spektrometru [1,2].
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Obr. 2: Schéma DESI zobrazujici jeho princip (pievzato z cit. [14] a upraveno).

Desorpéni elektrosprej nachazi své uplatnéni v rtiznych oblastech. Vyuziva
se ve forenzni chemii Kk analyze vybusnin (trinitrotoluen (TNT), oktogen (HMX), hexogen
(RDX) a tetryl) [15], toxickych primyslovych slouc¢enin a chemickych bojovych latek
z riznych povrcht (papiru, plastu, zavazadla apod.) [16]. Latky byly analyzovany ptimo bez
predupravy vzorku a potvrzeny tandemovou hmotnostni spektrometrii. Jednalo se o rychlé
analyzy s ¢asem pod 5 s. Jako priklad 1ze uvést hmotnostni spektrum RDX (Obr. 3), u n¢hoz
Vv pozitivnim modu lze pozorovat pik [M+H]* m/z 223. Pii kvantifikace RDX z papiru
se relativni smérodatnd odchylka (RSD) pohybovala okolo 2,3 % pfi pouziti vody jako

sprejovaci kapaliny.
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Obr. 3: Hmotnostni spektrum RDX Vv pozitivnim modu (pfevzato z cit. [15]).

Dalsi z oblasti, kde se DESI vyuziva je toxikologie a farmacie. Pozadavky
farmaceutického pramyslu rychleji objevovat a rozvijet nova 1é¢iva vedou K nardstu poctu
vzorkl vyzadujicich analyzu. Spojeni desorp¢niho elektrospreje s hmotnostni spektrometrii
(DESI-MS) bylo aplikovano k analyze farmaceutickych tablety ibuprofenu, aspirinu,

paracetamolu, kodeinu, ale také i masti a geld [17]. Ziskana hmotnostni spektra potvrdila
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pfitomnost danych I1é¢iv v 1é¢ivych piipraveich. Na obr. 4 je zobrazeno hmotnostni spektrum

ibuprofenu, ktery poskytuje v negativnim modu signal deprotonované molekuly [M-H][17].
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Obr. 4: Hmotnostni spektrum ibuprofenu (m/z 205,1245) v negativnim modu (pievzato
z cit. [17]).

Desorp¢nim elektrosprejem byla také analyzovana moc ziskana od uzivatelli drog.
Vysledky byly nasledné srovnany s daty ziskané GC-MS analyzou. V mo¢i byly stanoveny
rizné tfidy drog ztad amfetamind, opiatd, kanabinoidi a benzodiazepint. V jednom
ze vzorku byly detekovany kodein, morfin ¢i oxazepam V koncentracich 740 ng/ml, 950
ng/ml a 5200 ng/ml [3].

Jednou z dalsich aplikaci DESI byla analyza lipida v biologické tkani [7]. Spole¢né
s nuklearni magnetickou rezonanci byla technika desorp&niho elektrospreje pouzita pii
analyze nadorovych onemocnéni k rozliSeni nemocnych a zdravych mysi. Stanoveni bylo
provedeno na zakladé detekce analytl (napf. cystathioninu, kyseliny glukoronové, 1,3-
dihydroxyacetonu ¢i kyseliny mlééné) nachazejicich se v moci [18].

Desorpéni elektrosprej je vhodny také pro analyzu rostlinnych materiali napiiklad k
detekci alkaloida v tkanich jedovatych rostlin (bolehlavu, durmanu a ruliku zlomocném) [6],
kdy jednotlivé alkaloidy obsazené v rostlinach byly potvrzeny hmotnostnim spektrem.
Napiiklad v rostlinném materialu listu bolehlavu byly potvrzeny alkaloidy y-konicein
(m/z 126), N-methylkoniin (m/z 142) a konhydrin (m/z 144) (obr. 5), které jsou typické pro
tento druh rostliny.
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Obr. 5: Hmotnostni spektrum listu bolehlavu méfené v pozitivnim modu ziskané

ambientni technikou DESI (pfevzato z cit. [6]).

Vyse uvedené ptiklady ukazuji Sirokou pouZzitelnost prvni uvedené ambientni

ionizac¢ni techniky.

2.1.2 Desorpéni nanoelektrosprej - nanoDESI

Druha uvedena ambientni technika desorp¢niho nanoelektrospreje byla vyvinuta
na Katedfe analytické chemie na PftF UP v Olomouci a publikovana v roce 2007. Jedna se o
zmenSenou modifikaci klasického DESI pfistroje, pfiCemz konstrukéné vychazi
z nanoelektrospreje, nikoli z elektrospreje. Diky tomu dochazi ke snizeni pritoku Sprejovaci
kapaliny, ¢imz nedochazi k velkému rozmyvani analytu [19]. Obr. 6 znazoriiuje princip

desorp¢niho nanoelektrospreje.
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Obr. 6: Schéma nanoDESI znazornujici jeho princip (pievzato z cit. [14] a upraveno).



K desorpci iontd ze vzorku se vyuziva sprejovaci $picka naplnéna rozpoustédlem.
Ze spicky se po vlozeni napéti uvolnuji nabité kapicky rozpoustédla, které dopadaji
na povrch analyzovaného vzorku. Dochazi k uvolnéni iontii z povrchu, které nasledné putuji
vyhiivanou kapilarou do hmotnostniho spektrometru. Rozdil mechanismu vzniku iont

oproti desorpénimu elektrospreji spo¢iva v tom, Ze se v nanoDESI nevyuziva zmlzovaciho
plynu [20].

Desorpcéni nanoelektrosprej byl uspéSné pouzit k chirdlni analyze vzorkiu krve,
ve které byly detekovany enantiomery jedné ze tfi farmaceuticky vyznamnych sloucenin
dihydroxyfenylalaninu (DOPA), efedrinu (obr. 7) a ibuprofenu. Zaschlé skvrny krve o
objemu 1ul byly analyzovany bez jakychkoliv pfedbéznych uprav. Vyhtivani kapilary bylo
nastaveno na 175 °C a postupné bylo na sprejovaci kapilaru vkladano napéti
vrozsahul5kV - 3 kV. Ze ziskanych vysledkti, které byly porovnavany s
iontovym zdrojem ESI vyplyva, ze nanoDESI je vhodny a rychly nastroj pro analyzu vzork
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Obr. 7: Hmotnostni spektrum komplexu efedrinu ze vzorku zaschlé krve (pievzato z cit.

[21]).

Technika nanoDESI byla vyuzita k zobrazovani proteinti v tkanovych vzorcich
za pouziti hmotnostniho spektrometru Orbitrap. V mozkové tkani dospélé mySi byla
produkce proteini vcetné ubiquitinu, B-thymosinu, myelinu a hemoglobinu prostorové
mapovana a charakterizovana. Nasledné byla pozorovana fada zkracenych proteinti, kde
byly normaélni bunky c¢asti mozku infikovany nédorovymi builkami a porovnavany
se zdravou tkani. NanoDESI se ukézalo jako velice schopny nastroj k detekci proteinil
s malou molekulovou hmotnosti. Pfedpoklada se, ze poskytne duilezité informace Vv analyze

tykajici se bunéénych procest [22].



2.1.3 Nanoelektrosprej — nanoESI

NanoESI je varianta klasického elektrospreje, kde tvorba iontii vychazi ze stejného
ioniza¢niho procesu. Od elektrospreje se 1isi snizenim pritoku na mén€ nez 1 nl/min (ESI
ma prutok vétsi nez 1 pl/min) a pouzitim mensi sprejovaci kapilary. NanoESI vyuziva
sklenénou nebo kiemennou kapilaru naplnénou vzorkem, na kterou je postupné vkladano
napéti. Na $picce kapilary vznikaji nabité kapky, ze kterych se pak uvoliuji ionty vstupujici
do hmotnostniho spektrometru [23]. Na obr. 8§ je znazornéno schéma nanoelektrospreje.

Zdroj napéti
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Obr. 8: Schéma nanoESI znazorfujici jeho princip.

Nejedna se o typicky ambientni ionizacni techniku, ale je jednoduché a nevyzaduje
slozitou pfedbéznou upravu vzorku, proto je i tato technika zde uvedena. V porovnani
s elektrosprejem u nanoESI dochazi ke snizeni interferujicich u¢inkt soli a jinych latek.
NanoESI poskytuje lepsi citlivost k fadé analyti v diisledku snizeni priitokové rychlosti.
Typicky je pouzivan K analyze peptidd, proteini a oligosacharidu [24].

2.1.4 Sonda pro analyzu vzorku za atmosférického tlaku - ASAP

ASARP je technika zavedena McEwanem a jeho spolupracovniky v roce 2005 [9]. Je
vhodna pro pfimou analyzu tékavych pevnych a kapalnych vzorkd pouzitim ionizace
za atmosférického tlaku [25].

Kapalny nebo pevny vzorek je umistén ve sklenéné kapilare a uloZen v sond¢, ktera
se nasledn¢ vloZi do hmotnostniho spektrometru pii atmosférickém tlaku bez potieby
podtlakového uzavieni. Proudici ohtaty dusik zplisobuje tepelnou desorpci piitomnych
slou€enin ve vzorku. Nasledn4 ionizace je provedena koronovym vybojem vloZenim napéti

[9,25]. Obr. 9 znazornuje schéma techniky ASAP.
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Obr. 9: Schéma ASAP zobrazujici jeho princip (pfevzato z Cit. [26] a upraveno).

Tato technika byla uspésné pouzita ve forenzni chemii k analyze 1é¢iv a drog v moci,
nebo také piimo z papirovych bankovek [27]. Spojenim ASAP s hmotnostnim
spektrometrem s detektorem doby letu (ASAP-TOF-MS) bylo mozné analyzovat 1éCiva,
ktera se jinymi ionizaénimi technikami nedafilo detekovat (napi. APCI a ESI). V pozitivnim
modu latky poskytovaly molekularni ionty pro vSechny studované slouceniny, zatimco
pomoci ESI a APCI nebyly detekovany kyselina glukuronova, 1-fluoro-2-nitrobenzen a
trifenylen. Jako ptiklad Ize uvést hmotnostni spektrum latky 1-fluoro-2-nitrobenzen ziskané
technikou ASAP zobrazeno na obr. 10 [28].
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Obr. 10: Hmotnostni spektrum 1-fluoro-2-nitrobenzenu M~ m/z 141 (ptevzato z cit. [28]).

Technika ASAP byla vyuzita také pro rychlou identifikaci a kvantifikaci derivata
anabolickych steroidnich esterti jako testosteron, estradiol, boldenon a nandrolon. Téméf
vSechny steroidni estery poskytovali meze stanovitelnosti 1 ng/l s vyjimkou nékolika
derivati s dlouhym postrannim fetézcem, které poskytly meze stanovitelnosti 10 ng/l [29].

Své uplatnéni nachazi také v chemii Zivotniho prostiedi, jelikoz pomoci této techniky
byly detekovany sekundarni organické aerosoly z ovzdusi, které jsou tvofeny v atmosféie z

kondenzace semivolatilnich oxida¢nich produktli, pfedstavujici vyznamnou slozku



leteckych necistot, které maji Skodlivé ucinky na zdravi, viditelnost a klima. Vzorky ovzdusi
byly odebrany pomoci ZnSe diski ze zalesnénych i ptiméstskych oblasti Kalifornie a
porovnany se vzorky piipravenymi v laboratofi oxidaci a-pinenu a isoprenu s Oz a N2Os.
Nasledné byly analyzovany infraervenou spektroskopii s Fourierovou transformaci (FT-IR)
a poté technikou ASAP. Spektra ziskana obéma technikami se shodovala a vysledky
modelové reakce i realnych vzorki byly stejné [4].

Zajimavou oblasti pouziti ASAP bylo urCeni piitomnosti a koncentrace para-
fenylendiaminu (PPD), ktery se vyskytuje v hené v docasnych tetovanich, kde je uméle
pfidavan vyrobci k intenzivni ¢erné barve, kterd ovSem mtize zpisobovat alergické reakce.
V jedenacti ze sto deviti vzorkt heny, pochazejicich z riznych zemi (nejvétsim producentem
je Indie), bylo pozitivné detekovano PPD. Na potvrzeni vysledki ASAP a stanoveni
koncentraci PPD v henovych produktech byla nésledné¢ pouzita ultra-vysoko ucinna
kapalinova chromatografie ve Spojeni S hmotnostni detekci s ionizaci elektrosprejem
(UHPLC-ESI-MS). PPD byl detekovan v koncentracich od 0,05 do 4,21 % (w/w).
Z vysledka Ize usoudit, ze ASAP-MS je dostate¢né citlivy na detekci PPD v heng, jelikoz
limit detekce byl 0,025 % (w/w) [30].

2.1.5 Desorpce chemickou ionizaci za atmosférického tlaku - DAPCI

DAPCI je ambientni ioniza¢ni technika popsana vroce 2005 [1] vyuZivajici
chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI).

Mechanismus je zalozen na vyuziti proudu plynu a zmlzovaci kapaliny zajistujici
desorpci latek s naslednou ionizaci koronovym vybojem. Koronovy vyboj je vytvafen
vlozenim vysokého napéti na elektrodovou Spicku. Dochazi k uvolnéni iontl, které jsou

nasledné transportovany do hmotnostniho spektrometru [31].

Technika DAPCI byla pouzita k detekci peroxidovych vybu$nin, jako jsou
hexamethylen triperoxodiamin (HMTD), tetraaceton tetraperoxid (TrATrP) a triaceton
triperoxid (TATP). Jednalo se o rychlou selektivni identifikaci nevyzadujici piipravu
vzorku, s detek¢nimi limity v nanogramech ve vsech studovanych ptipadech véetné téch,
ve kterych jsou vybusniny pfitomny v komplexnich matricich [32].

DAPCI byl také wvyuzit k detekci te€kavych latek DMMP (dimethyl
methylfosfonat), RDX (hexogen) a TNT (trinitrotoluen), které mohou byt analyzovany
pfimo z kize a odévu poté, co byly vystaveny témto slou¢enindm. RDX a TNT byly

naneseny do tkanin jako simulace detekce z odévu. RDX byl touto technikou detekovan
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Vv pozitivnim médu jako (m/z 223) a detekéni limit byl 50 fg cisté latky. DMMP a atrazin
byly naneseny do tkaniny jako roztoky o obsahu 1 pg téchto latek. Po zaschnuti byly
analyzovany DAPCI-MS. Vysledné spektra v pozitivnim modu ukazuji ptiblizné¢ dva krat

vétsi signal u atrazinu nez DMMP (Obr. 11), zptsobenou vétsi protonovou afinitou atrazinu
[33].
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Obr. 11: Hmotnostni spektrum ziskané technikou DAPCI z tkaniny. Ve spektru lze
pozorovat ionty DMMP (m/z 125) a atrazinu (m/z 216) (pievzato z cit. [33]).

2.1.6 Prima analyza v realném case - DART

Iontovy zdroj DART byl poprvé popsan R. B. Codym a jeho kolektivem v roce 2005
[34].

Pritok plynu, typicky hélium nebo dusik, je veden trubici rozdélenou do tfi usekd.
V prvnim useku koronovy vyboj vytvafi ionty, elektrony a excitované atomy. Studena
plazma prochézejici druhym tsekem, kde se nachazi elektroda odstranujici vétSinu kationtti
z proudu plynu, ktery se nasledné zahtiva a prochazi konec¢nou miiZzkovou elektrodou, ktera
odstrafiuje opacné nabité ionty. lonizovany neutradlni plyn zasahuje povrch vzorku a

uvolnéné ionty vstupuji do hmotnostniho spektrometru [2,35].

| tato ambientni ioniza¢ni technika nasla uplatnéni v analyze zneuZzivanych drog.
DART ve spojenim s hmotnostni spektrometrii (DART-TOF-MS) byl pouzit pro rychly
screening a identifikaci 53 zneuzivanych drog napft. efedrinu, kokainu, heroinu, amfetaminu,
diazepamu, THC a mnoha dalsich. Na obr. 12 mtizeme vidét hmotnostni spektrum efedrinu
poskytujici [M+H]" m/z 166,1272. V porovnani S metodami plynové a kapalinové
chromatografie, které potfebuji k zisku vysledkl pfiblizn€ 30 minut je DART velice rychly
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a schopny néstroj, ktery by mohl byt vyuzit pro detekci drog ve velkych poctech vzorki
(stovky az tisice) [36].
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Obr. 12: Hmotnostni spektrum efedrinu (pfevzato z cit. [36]).

Zajimavé pouziti DART je urcovani pravosti dokumentl a jejich relativniho stafi
na zéklad¢ analyzy pouzitého inkousti. Dnes vétSina dosavadnich metod vyzaduje
odstranéni vzorku nebo viditelnou zménu dokumentu. Nedestruktivni analyza pisemnych
inkoustl na papife bez viditelnych zmén je moznad pomoci hmotnostni spektrometrie prave
s iontovym zdrojem DART. Bylo analyzovano celkem 43 riznych vzorkil inkoustl, a
ze ziskanych spekter byla vytvofena databaze k usnadnéni identifikace pro dalsi analyzy

dokumentu [5].

2.1.7 Desorp¢ni fotoionizace za atmosférického tlaku - DAPPI

DAPPI je ambientni ioniza¢ni technika, ktera mize byt pouzita pro analyzu polarnich
a nepolarnich sloucenin piimo z jejich povrchti. Poprvé byla tato technika popsana v roce
2007 M. Haapalou a jeho spolupracovniky [10].

Mechanismus generovani iontd v DAPPI je zaloZzen na tepelné desorpci analytt
z povrchu s naslednou fotoionizaci za atmosférického tlaku. Para horkého rozpoustédla a
rozpraSovaci plyn se dodavaji k pevnému vzorku za pouziti vyhfatého mikrocipu, coz
zpusobuje tepelnou desorpci analyti z povrchu vzorku. Z kryptonové vybojky jsou
emitovany fotony a tim dochazi k ionizaci rozpoustédla. Nasledné dochazi k ionizaci a
vzniklé ionty jsou analyzovany v hmotnostnim spektrometru [10].

DAPPI bylo pouzito k ptimé analyzé lipida z chromatografickych desek. Ve spojeni
S hmotnostni spektrometrii DAPPI-MS byla testovana schopnost ionizovat a detekovat

lipidy (cholesterol, 1,3-dipalmitoyl-2-oleoylglycerol, 1,2-dioleoylhexadekan-1,2-diol,

12



skvalen), 1,2-diolové diestery, voskové estery, cholesterol-estery a uhlovodiky z TLC a
HPTLC desek. Cholesterol poskytoval molekularni ionty pouze v negativnim médu [M-H]",
ostatni slou¢eniny v pozitivnim modu [M+H]" a skvalen byl detekovan v obou méddech [37].

Pouziti této techniky otevira nové moznosti analyzy Zivotniho prostfedi a potravin,
naptiklad pfi analyze polycyklickych aromatickych uhlovodikti (PAH) jako naftalen,
fenanthren, chrysen, akridin, bromovaného retardantu tetrabrombisfenolu A (TBBPA) a
pesticidi. Zkoumany byly realné vzorky, a to konkrétné obvodova deska, pomerancova kira
a vzorek pudy. Detek¢ni limity pro jednotlivé latky se pohybovaly v rozmezi 30 pg — 1 ng.
Konkrétné slouc¢eniny PAH 0,1 — 1 ng, TBBPA 300 pg, a pesticidy jako aldikarb, karbofuran,
oxamyl nebo imazalil 30 — 300 pg. Hmotnostni spektrum jednoho z pesticidl, konkrétné

imazalilu ze vzorku pomerancové kury je uvedeno na obr. 13 [38].

Intens. +MS, 0.9-1.7min #(71-157)
x10* ()
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Obr. 13: Hmotnostni spektrum pesticidu imazalilu (m/z 297) ze vzorku pomerancové kiry

(ptevzato z cit. [38]).

V této kapitole jsou uvedeny a popsany nejbézngj$i ambientni ionizacni techniky
véetné ukazky jejich pouziti. Nékteré z nich, konkrétné ASAP, nanoESI a nanoDESI jsou

soucasti experimentalni Casti.

2.2  Konzervaéni latky

Konzervaéni latky neboli konzervanty jsou piisady, které zamezuji ristu
mikroorganismd, ¢imz prodluzuji trvanlivost a dobu uchovani potravin. Konzervace jako
takova je znama jiz tisice let, jelikoZ si lidé chtéli své potraviny uchovat pro pozdéjsi
konzumaci. NejstarSimi pfirodnimi konzervanty jsou stl a ocet. Kromé& ptidavku
konzervacnich ptisad 1ze také potraviny ochranit pfed tvorbou mikroorganisml jejich

zpracovanim napf. vafenim, susenim, chlazenim ¢i pasterizaci [39].
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Ume¢lé konzervanty piidavajici se do potravin se zna¢i pismenem E a dislici.
V potraving vytvareji kyselé prostiedi, ve kterém se mikroorganismy nejsou schopny mnozit
a rust. Koncentrace téchto latek jsou stanovovany potravindiskymi ufady, na mezinarodni
urovni napi. Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) nebo Organizaci pro vyzivu a
zem&délstvi (FAO). Existuji pfedepsané normy S maximalnimi povolenymi limity

koncentraci konzervacnich latek, které musi byt dodrzovany [40].

Tabulka I: Nej¢astéji pouzivané konzervaéni latky.

Latka ZKratka
Kyselina sorbova a jeji soli sorbany E200 — 203
Kyselina benzoova a jeji soli benzoany E210 - 213
Parabeny E214 - 219
Siti¢itany E220 — 228
Dusitany a dusi¢nany E249 — 252

2.2.1 Kyselina sorbova
Kyselina sorbova patii mezi nenasycené karboxylové kyseliny, v ptirodé piirozené

se vyskytujici v bobulich jefabu ptaciho. Struktura kyseliny sorbové je zndzornéna
na obr. 14.

AN o

Obr. 14: Strukturni vzorec kyseliny sorbové.

Na rozdil od kyseliny benzoové ma kyselina sorbova spise antifungicidni ucinky,
vyuZivajici se V potravinach, napojich, ale také v riiznych kosmetickych ptipravcich ¢i lécich
[40]. Je povaZovana za nejmén¢ Skodlivy konzervant, jelikoz u ni nebyly prokazany zadné
toxické ucinky [41]. Jako konzervant ji nalezneme pod zkratkou E200, a jeji soli — sorbany
E201, E202 atd.
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2.2.2 Kyselina benzoova
Kyselina benzoova je bild krystalickd latka fadici se mezi jednosytné aromatické

karboxylové kyseliny. Na obr. 15 je znazornéna jeji struktura.

O OH

Obr. 15: Strukturni vzorec kyseliny benzoové.

Pfirozené se vyskytuje v ovoci napt. V broskvich, jablkach, Svestkach, ale také
ve skofici. Spole¢né se svou sodnou soli se pouZziva jako konzervaéni latka zabrafujici
zménam a degradaci potravin mikroorganismy, jelikoz obé vykazuji inhibi¢ni aktivitu proti
houbam, kvasinkam, plisnim a bakteriim [42]. Vyuziti kyseliny benzoové je velké, a své
uplatnéni nachazi hlavné v potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém pramyslu [43].
Jako konzervacni latku ji nalezneme pod zkratkou E210, a jeji soli — benzoan sodny E211
nebo draselny E212 [40].

2.2.3 Stanoveni kyseliny sorbové a benzoové

Analyza kyseliny sorbové a benzoové, respektive jejich soli sorbant a benzoant je
velmi diileZitd, jelikoZ se jednd o nejbéznéjsi konzervacni latky, pficemz kyselina benzoova
a jeji soli mohou mit neptiznivé G¢inky na lidské zdravi napt. alergie, astma a jiné dychaci
problémy [44]. V dne$ni dob¢ existuje nékolik metod ke stanoveni obou kyselin najednou,
jelikoz se Casto vyskytuji v riznych potravinach spolecné. Smérnice Evropské unie stanovila
limit pro kyselinu sorbovou ve vysi 300 mg/I (0,03 %) a kyselinu benzoovou 150 mg/I (0,015
%) pokud se pouziji oddélené. Spole¢né uziti je limitovano 250 mg/l pro kyselinu sorbovou
a 150 mg/l pro kyselinu benzoovou. V USA je limit pro kyselinu benzoovou <0,1 %.
Neexistuje zadny pravni limit pro sorban, ale mezinarodni dohoda stanovi maximalni troven
0,3 % [45]. Nejbeéznéjsi metody ke stanoveni téchto kyseliny jsou metody chromatografické
a spektrofotometrické.

Tyto kyseliny byly naptiklad stanovovany metodou zaloZenou na méfeni UV-VIS
spekter bez pouziti chromatografickych metod. Pro pfedupravu vzorkt rtiznych potravin a

napoju byla pouzita mikrodialyza. Nasledné byly méfeny UV-VIS spektra a pomoci ¢tvrté
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derivace (obr. 16) byly zaznamenany kvantitativni vysledky. Ty byly porovnavany s HPLC
metodou a vysledky spolu dobfe korelovaly (R? > 0,97). Tato metoda je jednoducha a
pomérné rychla, tudiz by mohla byt pouzitelna i pro analyzu dalSich potravinatskych
pridavka [43].
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Obr. 16: Ukazka spektra a ¢tvrté derivace kyseliny benzoové A) a sorbové B) (pievzato

z cit. [43]).

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie S mobilni fazi obsahujici methanol a
amono-octanovy pufr (30:70, v/v) ve spojeni s UV detekci (vinova délka 225 nm) byla
vyuzita pro stanoveni obsahu kyselin sorbové a benzoové v s6jové omacce (obr. 17). Obsah
téchto kyselin byl stanoven metodou interniho standardu, kterym Vv tomto ptipadé byla
kyselina skoficova. Posledni analyt (interni standard) byl eluovan v 8 minuté. Obsah obou
latek byl stanoven u 4 vzorkl sdéjovych omacek. U kyseliny benzoové se pohyboval
vV rozmezi 238 — 661 pg/g a u kyseliny sorbové byl obsah 246 a 311 ng/g, pticemz u dvou

vzorki nebyla kyselina sorbova detekovana [41].
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Obr. 17: Chromatogram extrakce s6jové omacky - Kys. benzoova A), sorbova B),

skoficova C) (pfevzato z cit. [41]).
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Rychlé a piimé stanoveni kyseliny benzoové a sorbové lze docilit také pomoci
kombinace metod vyuzivajici disperzni mikroextrakce a plynovou chromatografii
s plamenovou ioniza¢ni detekci (GC-FID). Ke zpracovani vzorku byla pouzita disperzni
mikroextrakce kapalina-kapalina (DLLME), ktera je zaloZena na disperzi malych kapic¢ek
extrakéni kapaliny ve vodném roztoku, kterd zajist'uje rovnovahu extrakce béhem nékolika
vtetin. Vzorky sycenych nealkoholickych napoju byly extrahovany a nasledné davkovany
do GC-FID. Metoda poskytovala relativni smérodatnou odchylku (RSD) obsahu 11 % pro
kyselinu sorbovou a 13 % pro kyselinu benzoovou. Limity detekce byli 0,2 mg/l pro kyselinu
sorbovou a 0,5 mg/l pro kyselinu benzoovou. Spojeni disperzni mikroextrakce s plynovou
chromatografii bylo poprvé pouzito prave k detekci téchto dvou kyselin (obr. 18). Jedna se 0
rychlou a spolehlivou techniku, kterd mtize nachazet své dalsi uplatnéni pti analyze potravin

[40].
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Obr. 18: Chromatogram analyzy dvou napoji pomoci DLLME A), B), LLE C), D)
(ptevzato z cit. [40]).

Ke stanoveni téchto kyselin byla vyuzita i technika kapilarni elektroforézy. Kapilarni
elektroforéza s bezkontaktni vodivostni detekci (CE-C*D) ukazuje velky potencial pii
stanoveni kyseliny benzoové a kyseliny sorbové taktéz v sdjovych omackach (obr. 19).
Kyselina sorbova a kyselina benzoova byly dobfe separovany v ¢ase do 10 minut. Limity
detekce byly 5,6 ug/l pro kyselinu sorbovou a 9,8 ug/l pro kyselinu benzoovou s vytézky 95
- 99 % pro ob¢ dvé. Vysledky této studie ukazuji velky potencial pro navrZzenou metodu jako

nastroj rychlého screeningu kyseliny benzoové a kyseliny sorbové v komplexni matrici [46].
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Obr. 19: Elektroferogram tfech vzorku sojové omacky A), B), C), identifikace piku 1 —

neznamy, 2 — Kys. benzoova, 3 — Kys. sorbova (ptevzato z cit. [46]).

Rychlého oddéleni a kvantifikace benzoanu a sorbanu bylo také dosazeno pouzitim
superkritické fluidni chromatografie (SFC). Analyzovano bylo 15 napoji a 10 polotekutych
potravin. Mnoho vzorkli obsahovalo kofein, ktery byl také stanovovan. Potraviny byly
ziedény methanolem, centrifugovany a analyzovany. Bylo dosazeno dobré opakovatelnosti
jednotlivych analyz. Napoje byly oznaceny etiketami, které Casto ve slozeni deklarovaly jiné
piisady, nez které ve skute¢nosti byly analyzou prokazany. Uvedené Grovné vyhovovaly
limitim stanovenym v USA (s vyjimkou jedné §tavy), ale podle evropskych smérnic byly
tyto limity ptekroCeny. Metoda se ukazala jako velice G¢inna, a je také obecné povazovana

za 3 az Skrat rychlejsi nez HPLC [45].

2.2.4 Parabeny
Parabeny jsou estery kyseliny p-hydroxybenzoové zahrnujici ¢asto pouzivané methyl
(E218), ethyl (E214), propyl (E216) a butyl parabeny. Strukturni vzorec parabenu je

na obr. 20, kde R je substituent pfedstavujici methyl, ethyl a jinou funkéni skupinu.

O
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Obr. 20: Strukturni vzorec parabenu.
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Slouceniny parabent se obecné pouzivaji jako konzervacéni latky v potravinatskych,
farmaceutickych a zejména v kosmetickych vyrobcich, jako jsou Sampony, zubni pasty,
deodoranty a rizné krémy. Jsou vyuzivany diky jejich neutralnimu pH, nedostatku zapachu,
chuti, zbarveni, dobré stabilité¢ na vzduchu a jejich odolnosti proti hydrolyze ve vodnych a
kyselych roztocich. V neposledni fadé také diky svym antibakterialnim a antifungicidnim

vlastnostem [47,48]. Ty mizou byt zvySeny pouzitim kombinace dvou a vice parabent.

2.2.5 Stanoveni parabeni

Nékteré studie naznacuji, ze parabeny by mohly byt potencialné skodlivé, diky jejich
rozsifenému pouziti. Z ditvodi mozné toxicity stanovily regulacni organy limity pro pouZiti
parabenil v potravinach a kosmetickych ptipravcich. Americky ufad pro kontrolu potravin
a 1é¢iv (FDA) schvalil za bezpeéné mnozstvi parabenti do 20 mg/kg [49]. Jelikoz jsou Siroce
pouzivany, dostavaji se do zivotniho prostiedi a ptispivaji k pfimému zavadéni parabent do
vodnich médii prostfednictvim domacich a primyslovych odpadnich vod. Parabeny byly
detekovany napt. v povrchové vod¢, sedimentech, odpadnich vodach, kalu a dal$i vodni
biot¢. Jesté vice znepokojujici je vSak detekce parabenti u lidi, kde byly napt. detekovany v
moci, krvi, séru a dokonce i v matefském mléce [50]. Z téchto diivodi je nezbytné vyvijet
rychlé a citlivé techniky umoznujici jejich spolehlivou detekci a stanoveni.

Ke stanoveni Ctyt parabentl v potravinach a farmaceutickych vyrobcich byla vyuzita
napiiklad kombinace techniky kapilarni kapalinova chromatografie s UV detekci s dvoji
mikroextrakei. Limity detekce této techniky se pohybovaly v rozsahu 10 - 30 ng/ml.
V sojovych omackach byl stanoven jeden z nejvice pouzivanych parabent — butylparaben
[47].

Plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) byla také pouzita pro
stanoveni stejnych parabentl napt. v moiskych plodech. Analyzovanymi vzorky byly Cerstvé
ryby a krevety z mistniho trhu, a dovezené mrazené filety zakoupené v supermarketu
v Taiwanu. Celkové koncentrace ¢tyf vybranych parabenti se pohybovaly vV rozmezi 16,7 -
44,7 ng g a mez stanovitelnosti byla 0,2 — 1,0 ng/g - vztazeno na suSinu. Metoda poskytuje
detekéni limity v jednotkach ng/g. I tato technika je spolehliva pro stanoveni pfitomnosti
parabent v potravinach [50]. Na obr. 21 je zobrazen chromatogram z analyzy krevet. GC-
MS technika v kombinaci s rota¢ni sorp¢ni diskovou extrakci (RDSE) byla aplikovana

k analyze parabent také ve vodach [51].

19



kCounts]

MeP

e 4 PP
BuP
EtP &

W | R | . |

75 80 85 9.0 95

10.0
minutes

Obr. 21: Chromatogram vzorku krevet s detekci ¢ty parabenti (pievzato z cit. [50]).

Ke stanoveni parabent V péti vzorcich Cerstvé nakrajené zeleniné¢ - brambor,
brokolice, mrkev, celer a zeli byla pouzita vysokoucinna kapalinova chromatografie s
tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS). Vzorky byly extrahovany
zapouziti acetonitrilu a extrakty byly pifeistény uhlikovymi nanotrubickami. Metoda
umoznila detekovat vybrané parabeny, napf. v celeru bylo detekovano 81 pg/kg

methylparabenu [49].

.....

SifiCitany a jejich slouceniny jsou piirozené se vyskytujici mineraly, které maji
dlouhou historii pouziti v potravinaiském primyslu. Vyskytuji se i v nékterych potravinach,
ale jsou Siroce pouzivany jako konzervacni latky, které zabranuji mikrobialnimu
znehodnoceni a zméné barvy potravin [52].

Do této skupiny miizeme zatfadit konzervacni latky odvozené od oxidu sifi¢itého
E220 a sificitant jako jsou sifi¢itan sodny E221 a draselny E225.

Pouzivaji se napt. pro konzervaci zeleniny, susen¢ho ovoce — typicky merunky a
rozinky, vina, piva, §tav, kofeni, masnych vyrobkti a mnoha dalsich. Bezpe¢ny obsah oxidu
sifi¢itého byl stanoven na 0 - 0,7 mg/kg télesné hmotnosti. Nejvyssi koncentrace sificitani

(az 1000 mg/kg) se pouziva pro konzervaci suSené¢ho ovoce a také vina [53].

2.2.7 Dusitany a dusi¢nany

Dusitany a dusi¢nany jsou soli odvozené od kyseliny dusité a dusi¢né. Pfirozené se
vyskytuji v mnoha potravinach, do kterych se dostavaji v disledku kolobehu dusiku. Velky
podil dusitanli a dusi¢nant nalezneme také v ptidach a vodach, ve kterych jsou obsazeny

v disledku pridavani dusikatych hnojiv [54].
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V potravinafstvi jsou pouzivany jako ptisady kviili jejim antimikrobialnim u¢inkiim
a také pro zbarveni a zlepSeni chuti potravin. Dusitan je obecné povazovan za Géinny
inhibitor ristu bakterie Clostridium botulinum, ktera produkuje smrtelny toxin botulotoxin
[54].

Jako konzervacni latky se pouzivaji dusitan draselny (E249), dusitan sodny (E250),
dusi¢nan sodny (E251) a dusi¢nan draselny (E252).

Nachazeji se hlavné v masnych vyrobcich, kde se pouzivaji jako solici smési pro
zachovani razové barvy, chuti a také inhibici vySe zminéné bakterie, respektive toxinu
botulotoxin, kterému je piezdivam ,,klobasovy jed“. Dale se pouzivaji pro konzervaci syrt
nebo ryb. Napiiklad maximalni hladina dusitant v su§eném konzervovaném mase je v Cing
30 mg/kg a v Evropské unii 50 - 250 mg/kg [55].

Nadmérny piijem dusitand a dusi¢nand muze mit negativni vliv na lidské zdravi.
Mohou napt. zpusobovat rakovinu zaludku a jicnu, spontdnni potrat a také
methemoglobinémii, coz je krevni porucha, pfi které se nevratné pfeménuje hemoglobin na

methemoglobin, ¢imZ se snizuje schopnost krve prenaset kyslik [55].

Konzervac¢ni latky jsou uzite¢né k uchovavani potravin, avsak nékteré z nich mohou
zpusobovat nezadouci ucinky na lidsky organismus, proto je nezbytné tyto latky také
analyzovat. Soucasti experimentu je rychla identifikace kyselin sorbové a benzoové pomoci

ambientnich ionizaénich technik.

2.3 Vyuziti ambientnich ioniza¢nich technik v oblasti analyzy potravin

V oblasti potravinaiské chemie byl desorpcni nanoelektrosprej pouzit k analyze
antokyanind v ¢ervenych vinech, které jsou zodpovédné za jejich charakteristické zbarveni.
Byly provedeny analyzu dvou ro¢nikti (2005 a 2007) tii odrud ¢ervenych vin (Alibernet,
Neronet a Rubinet) a ziskané vysledky byly porovnany s LC/MS vysledky. Vzorky
okyselené kyselinou mravenc¢i byly naneseny na skli¢ko a po zaschnuti analyzovany. Jako
sprejovaci kapalina byla pouzita smés methanol:voda (3:1, v/v) okyselena 0,2 % HCOOH.
Na sprejovaci kapilaru bylo postupné vkladano napéti v rozsahu 2,5 kV — 3,0 kV. Okyseleni
vzorku zlepSilo desorpci analytu ze skli¢ka, ¢imz se vyrazné zlepSuje kvalita spekter.
Zjisténymi antokyaniny byly napt. kyanidin, peonidin, petunidin, malvidin a jejich
antokyanidiny napt. peonidin-3-glukosid nebo malvidin-3,5-diglukosid. Na obr. 22 je

zobrazeno hmotnostni spektrum vina Rubinet 2005 s ionty odpovidajici peonidinu [M+H]*
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m/z 301, petunidinu [M+H]" m/z 317 a malvidinu [M+H]* m/z 331 a dal§im antokyanidiniim
[56].
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Obr. 22: Hmotnostni spektrum vina Rubinet 2005 (pfevzato z cit. [56]).

Nameéfena data umoznila stanovit pomér dvou kultivari ve smési a také rozpoznat,
zda je zbarveni vina zpusobeno samotnymi hrozny nebo extraktem z ¢erného bezu.
NanoDESI mize pfispét a odhalit falSovani vina diky detekci pfitomnosti nepiirozenych

antokyanini nebo neobvykle vysoké mnozstvi nékterych z nich [56].

Technika ASAP ma potencidl byt pouZita v Sirokém rozsahu analytické chemie,
véetné rychlé detekce rezidui, kontaminanti a ptimési v potravinach. ASAP byl uspésné
pouzit pro detekci pesticidt skupiny strobilurini v zrnech obili. Cela nebo mleta zrna a jejich
rozpoustédlové extrakty byly analyzovadny pomoci ASAP s detektorem TOF-MS. Napf.
vzorek mletého zrna byl pfipraven rozemletim zrn az na jemny prasek, do kterého se ponofila
ASAP sonda, poklepanim se odstranil ptebyte¢ny prasek a nasledné byl analyzovan.
Ve hmotnostnich spektrech byly detekovany latky odpovidajici pesticidim ze skupiny
strobilirinti. Analyza methanolového extraktu poskytla praimérny obsah azoxystrobinu 3,4
mg/kg (RSD = 7%). Tyto Gdaje z analyzy zrn byly srovnatelné s vysledky ziskané LC-
MS/MS, ktera poskytla hodnotu 4,5 mg/kg. Analyza acetonitrilového extraktu poskytla
hodnotu 0,4 mg/kg (RSD = 14%), coz bylo srovnatelné s hodnotou (0,45 mg /kg) ziskanou
LC-MS/MS [26].

Tato studie dale uvadi, ze byl ASAP ve spojeni s detektorem TOF-MS pouzit pro
detekci nelegalnich potravinovych barviv v Safranu nebo detekci pfitomnosti bixinu a

norbixinu v paprice a kumarinu ve skofici [26].
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Desorpcni elektrosprej (DESI-MS) byl pouzit k analyze 32 pesticidl nalezenych na 9
vzorcich ovoce — mango, maracuja, 3 papaje a 4 jahody, které poskytla kontrola potravin.
Nejlepsi vysledky ukazala analyza sklenéného povrchu, na ktery byl nanesen vzorek tak,
7e se bavinény tampon namocil do acetonitrilu a nasledné byl pouzit k otéru vzorku. Tampon
se poté umistil na sklo a byl analyzovan DESI-MS. Vytéznost tohoto postupu byla 88 %.
Detekovany byli pesticidy, jako napt. karbendazim a thiabendazol u manga, azoxystrobin,
prochloraz u papaji a cyprodinil, fludioxonil, thiacloprid a fenhexamid u vzorka jahod.
Maximalni legalni limity (MRL) se pohybovaly od 0,2 — 10 mg/kg. Nejvétsi mnozstvi
pesticidii obsahovaly jahody. Metoda DESI-MS by mohla slouzit jako rychly a jednoduchy

piedbézny nastroj pro odhaleni porusovani pfedepsanych hodnot o pouzivani pesticidu [57].

Zneuzivani a ochuzovani mlécnych vyrobkii o vyzivové hodnoty piedstavuje
typickou vyzvu v regulaci potravin, ktera vyzaduje citlivé metody k detekci specifickych
latek. Ambientni ioniza¢ni technika DAPCI byla pouzita k rychlé detekci melaminu v mléce.
Melamin je latka obsahujici vysoké mnozstvi dusiku, tudiz je nékterymi vyrobci pouzivéna
ke zneuzivani stravy bohaté na bilkoviny. Analyza vzorkl praSkového a tekutého mléka
z mistnich obchodu trvala nékolik sekund a to bez jejich slozité upravy. U Ctyf vzorkd byl
nalezen melamin v koncentracich 8,4 — 3032 mg/kg a v jednom nebyl detekovan viibec.
Limit detekce pro ¢isty melamin na papirovém povrchu byl 3.4 x 107 g/mm?, coz je
mnohonasobné mensi nez u vzorku praskového mléka (1,6 x 10 g/mm?) nebo tekutého
mléka (1,3 x 107? g/mm? Na obr. 23 miizeme vidét hmotnostni spektrum standardu

melaminu poskytujici protonovanou molekulu m/z 127 [58].
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Obr. 23: Hmotnostni spektrum melaminu v pozitivnim médu (pievzato z Cit. [58]).

Pomoci techniky DAPCI s detektorem iontové pasti byla analyzovana suSina

modelového vzorku raj¢atové omacky spikované barvivy Sudan I, II, III a IV, coz jsou
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typické potravinaiské pridatné latky zakédzané ve vétSiné zemi kvili jejich karcinogennimu
potencialu. Smés roztokd obsahujici 10 pg Sudan | a IV a 5 ng Sudan II a II byla pfidana
na vzorek rajCatové omacky. Analyza DAPCI poskytla protonované molekuly u vsSech
sloucenin - Sudan | (m/z 249), Sudan Il (m/z 277), Sudan 111 (m/z 353) a Sudan IV (m/z 381)
(obr. 24) [33].
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Obr. 24: Hmotnostni spektrum rajéatové omacky obsahujici Sudan I, Il, 111 a IV (pfevzato
z cit. [33]).

Studie dale uvadi detekci herbicidu atrazinu, ktery byl detekovan DAPCI z povrchu
nezralé dyné€ nebo detekci putrescinu a kadaverinu v rybim mase, které vznikaji degradaci

pti laboratorni teploté [33].

Pro komplexni profilovani triacylglyceroli a naslednou klasifikaci riiznych vzorkt
olivového oleje byla pouzita ambientni ioniza¢ni technika DART. Nejen odliSeni mezi extra
panenskym olivovym olejem (EVOO), olejem z olivovych vyliskii (OPO) a olivovym
olejem (OO) je mozné touto technikou a kombinaci statistickych metod dosahnout, ale i
prokéazani z falSovani extra panenského olivového. Ten je diky své chuti ze vSech druht
nejvice cenény a je Casto falSovany podvodnymi vyrobci levngj§im, bud olivovym,
zeleninovym nebo olejem ze semen, vétSinou ofiSki. DART-TOF-MS umozZnila spolehlivou
klasifikaci jakosti olivového oleje z riznych zemi ptivodu a také se osvédcila k detekci
falSovani extra panenského olivového oleje, a tudiz se uvazuje o dal§im pouziti této techniky
V oblasti potravinafského primyslu. Na obr. 25 je ukédzka hmotnostniho spektra extra
panenského olivového oleje [59]. Piima analyze v redlném ¢ase (DART) byla vyuzita spolu
se systémem Ctyfnasobné tandemové hmotnostni spektrometrie také pro rychlou identifikaci

dikyandiamidu v mlé¢nych prascich [60].
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Obr. 25: Hmotnostni spektrum extra panenského olivového oleje (ptevzato z cit. [59]).
Z vyse uvedenych piikladl je patrné vyuziti ambientnich ioniza¢nich technik

Vv analyze potravin. Jedna se o ¢asové mén¢é narocné techniky, které poskytuji spolehlivou

identifikaci latek 1 z fad potravin napt. ovoce, zeleniny, oleje, vina a dalSich.
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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), kyselina mravenéi p.a. (Sigma Aldrich,
Praha, Ceské republika), standardy kyselina sorbova p.a (Fluka, Praha, Ceska republika),
benzoova p.a (Lachema Brno, Ceska republika). Na obr. 26 jsou zobrazeny struktury obou
kyselin.

Os__OH
A) ? B)

A\/\)\m

Obr. 26: Strukturni vzorec kyseliny sorbové A) a benzoové (B).

3.2  Pristroje a nastaveni parametri

K vlastnimu méteni vzorklil kyseliny sorbové a benzoové byl pouzit hmotnostni
spektrometr Xevo TQD (Waters, Manchester, Velka Britanie) S riznymi iontovymi zdroji
ASAP, nanoESI a nanoDESI. V pfipadé nanoESI a nanoDESI byl komer¢ni vstup
hmotnostniho spektrometru nahrazen vstupem se vzorkovacim kénusem a vyhiivanou
kapilarou umoziujici regulaci podtlaku. Jako sprejovaci kapilara slouzila (2+1 um L. D.,
PicoTips emmiter, New Objective, Woburn, USA). Parametry pro jednotlivé iontové zdroje
jsou shrnuty v tabulkach Il a I11. V tabulce IV jsou zoptimalizované parametry jednotlivych
latek.

Tabulka I1: Nastaveni parametrti pro iontovy zdroj ASAP.

Parametry Hodnoty
Koronovy proudu 7 A
Teplota desolvatacnihu plynu (N2) 50 °C
Pratok desolvata¢niho plynu 50 I/h
Kolizni energie 12V
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Tabulka I11: Nastaveni parametri pro iontovy zdroj nanoESI a nanoDESI.

Parametry Hodnoty
Napéti na sprejovaci kapilaie 2,2 kV
Teplota zdroje 100 °C
Teplota vyhtivané kapilary (°C) 200 °C
Kolizni energie 12V

Ovladani a sbér dat byly zajistény prostfednictvim software Waters MassLynx 4.1.

(Waters, Manchester, Velka Britanie). Data byla sbirdna vzdy po dobu 1 minuty.

Tabulka 1V: Parametry pro jednotlivé latky.

kolizni
sumarni  prekurzorovy  napétina  fragmentovy )
# nazev latky ] ) energie
vzorec ion (m/z) konusu (V) ion
V)
1 Kyselina sorbova  CgHgO2 111 40 68 12
2  Kyselina benzoova  C7HsO> 121 40 78 12

3.3  Pracovni postupy

3.3.1 Priprava pracovnich roztokii a realného vzorku

Zasobni roztoky pro experimenty ASAP, nanoES| a nanoDESI byly pfipraveny o
koncentraci 1 mg/ml rozpusténim navazky piislusného standardu v odpovidajicim objemu
smési rozpoustédel methanol:voda (1:1, v/v).

Byl zakoupen napoj Ledovy zeleny caj jahoda-aloe vera znatky AH Basic
z obchodniho fetézce Albert. Ten byl vybran z diivodu deklarace pritomnost konzervacnich
latek E202 (sorban draselny) a E211 (benzoan sodny). Vzorek bez jakékoli tipravy byl

nanesen na ASAP sondu a piimo analyzovan.
3.3.2 Priprava experimentii ASAP

Sklenéna kapilara o délce 100 mm byla ponotfena do roztoku standardu/vzorku (obr.

27). ASAP sonda byla vlozena do hmotnostniho spektrometru a analyzovana.
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Obr. 27: Nanaseni vzorku na skelnénou kapilaru ASAP sondy.

3.3.3 Priprava experimentii nanoESI

Sprejovaci kapilara byla naplnéna roztoky standarda kyselin pomoci mikrostiikacky
Hamilton s redukci pro plnéni kapilary. Pfed mé&fenim vzorkt standardi byl vzdy proméfen
slepy pokus, kdy sprejovaci kapilara byla naplnéna smési rozpoustédel methanol:voda (3:1,
v/v) okyselenou 2 % kyselinou mravenéi. Vzorky byla analyzovany pti podtlaku 0,1 a 0,4

bart. Obr. 28 znazoriuje konstrukci nanoESI.
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Obr. 28: Konstrukce nanoESI ptistroje vytvofeného na Katedie analytické chemie PfF UP.

3.3.4 Priprava experimenti nanoDESI

Vzorky standardi kyselin 0 objemu 5 pul byly naneseny na silonizované sklicko.
Po zaschnuti kapky bylo nanaseni na stejném misté¢ opakovano jesté dvakrat. Sprejovaci
Spicka byla naplnéna kapalinou methanol:voda (3:1, v/v) okyselenou 2% kyselinou

mravenci. Zobrazeni konstrukce pfistroje je uvedeno na obr. 29.
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Obr. 29: Konstrukce nanoDESI piistroje vytvoreného na Katedfe analytické chemie PiF
UP.
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4.  VYSLEDKY A DISKUZE

Predmétem této bakalaiské prace bylo zhodnotit pouziti vybranych ambientnich
ionizac¢nich technik (ASAP, nanoESI, nanoDESI) na konzervaéni latky kyselinu sorbovou a

benzoovou.

4.1 Vysledky z ASAP experimenti

Na kyselin¢ sorbové byl testovan vliv nastaveni parametrii teploty a priatoku
desolvata¢niho plynu v rozmezi 50 — 120 °C a 50 — 120 I/h (obr. 30). Nejlepsi spektra byla
ziskana pifi nastaveni parametri teploty 50 °C a pratoku 50 1/h, coz miZze souviset
s degradaci analyzovanych latek. Méfeni probihalo Vv negativnim modu, kde muizeme
ve spektru pozorovat molekularni ion [M-H] m/z 111 (obr. 31). Nasledné byla testovana
fragmentace kyseliny sorbové pii riznych koliznich energiich v rozmezi 2 — 15 V (obr. 32).
Optimalni fragmentace (intenzita prekurzorového iontu v rozmezi 30 — 50 %) bylo dosazeno
pti pouziti kolizni energie 12 V. Pfi nizSich koliznich energiich 5 a 10 V nedochazelo
k dostatecné fragmentaci prekurzorového iontu. Kolizni energie 15 V byla pro tento
prekurzorovy ion naopak pfili§ vysoka. Diference mezi prekurzorovym iontem a

fragmentovanym iontem byla 44, coz odpovida odstépeni karboxylové skupiny (obr. 33).
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Obr. 30: Hmotnostni spektra kyseliny sorbové pii riznych nastavenich teploty a pratoku
desolvata¢niho plynu A) 50 °C, 50 I/h; B) 70 °C, 70 1/h; C) 100 °C, 100 1/h; D) 120 °C,
120 I/h.
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Obr. 31: Hmotnostni spektrum kyseliny sorbové pii nastaveni optimalnich podminek -

teploté 50 °C a pratoku desolvata¢niho plynu 50 I/h.

Daughters of 111AP-
111.024 [M-H]- 2.31e5

A)

100,

.
%,

67.034
s

miz
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Daughters of 111AP-

100- 67.286 111.339 [M-H] B) 1.78e4
111.528
=
56.887 110.204
0 T T T e /.
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 253’I z

Daughters of 111AP-
67.034 9.50e3

111,528 [M-H] ©

n 76.991 110.583

0 R R L e SRR B e s e L R e R e B R L N R Ana s A e e naana naaal |1 TF 4
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Daughters of 111AP-

67.007 D) 2.50e3

100,

%

100,

%

111,024 [M-H]
ol el seoe2 K 138,754 153.250 216.716 226.800 i,

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Obr. 32: Fragmentac¢ni spektra Kyseliny sorbové pii riznych hodnotach kolizni energie A)
5V;B)10V;C)12V;D)15V.
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Obr. 33: Fragmentac¢ni spektrum kyseliny sorbové pii hodnoté kolizni energie 12 V.

Na kyselin€ benzoové byl testovan stejny vliv nastaveni parametrti teploty a pritoku
desolvataéniho plynu, jako v piipadé kyseliny sorbové. NejlepSich vysledkd bylo opét
dosazeno pfi nizké teploté 50 °C i prutoku desolvata¢niho plynu 50 I/h (obr. 34). Spektra pii
riznych hodnotach teploty a pratoku desolvatacniho plynu jsou uvedeny v pfiloze I
Ve spektru v negativnim moédu byl pozorovan ion [M-H]” m/z 121 odpovidajici
deprotonované molekule kyseliny benzoové. Nésledné byla testovana fragmentace kyseliny
benzoové pfi riznych koliznich energiich v rozmezi 2 — 15 V (pfiloha II). Optimalni
fragmentace (intenzita prekurzorového iontu v rozmezi 30 — 50 %) bylo dosazeno pii pouZiti
kolizni energie 12 V. Diference mezi prekurzorovym iontem a fragmentovanym iontem byla

i u této kyseliny 44, coz odpovida odstépeni karboxylové skupiny (obr. 35).
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Obr. 34: Hmotnostni spektrum kyseliny benzoové pii nastaveni teploty 50 °C a prutoku

desolvataéniho plynu 50 I/h.
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Obr. 35: Fragmentacni spektrum kyseliny benzoové pti hodnoté kolizni energie 12 V.

4.2  Vysledky z nanoESI experimenti

Po naplnéni sprejovaci $picky roztokem daného standardu a po jejim pfipojeni Kk
napéti byly provedeny experimenty nanoESI (obr. 28 — viz experimentalni ¢ast). Méteni
probihalo opét v negativni modu, kdy se podafilo uspésné detekovat pouze Kkyselinu
benzoovou. (obr. 36). ldentifikace kyseliny benzoové byla potvrzena jeji fragmentaci (obr.
37).
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Obr. 36: Hmotnostni spektrum kyseliny benzoové ziskané experimentem nanoESI.
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Obr. 37: Fragmentaéna spektrum kyseliny benzoové pii hodnoté kolizni energie 12 V.

P#i nanoESI experimentu byl rovnéz testovan vliv regulace podtlaku, ktery zlepsuje
transport iontli do hmotnostniho analyzatoru. Na obr. 38 jsou uvedeny spektra ziskana pfti
podtlaku 0,1 a 0,4 barl. Ze spekter je zfejmé, Ze regulace podtlaku ma pifi nanoESI
experimentech znacny vliv, jelikoz pii podtlaku 0,4 bart bylo docileno intenzity signalti 0

dva tady vyssi.
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Obr. 38: Hmotnostni spektra kyseliny benzoové pii riznych hodnotach podtlaku A) 0,4
bar; B) 0,1 bar.

4.3  Vysledky z nanoDESI experimenti

Po naneseni a zaschnuti vzorku standardu na silonizovaném sklicku (kap. 3.3.4) byl
vzorek podroben analyze pomoci ambientni ioniza¢ni techniky nanoDESI. Jako sprejovaci
kapalina byla pouZzita smés methanol:voda (3:1, v/v) okyselend 2 % kyseliny mraven¢i.
Touto technikou se v negativnim médu podafilo identifikovat obé kyseliny (obr. 39 a 40).
Kyselina benzoova je potvrzena i fragmenta¢nim spektrem (obr. 41). Opét byl testovan na

kyseliné benzoové vliv regulace podtlaku, ktery i pfi téchto experimentech hraje vyznamnou
roli (obr. 42).
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Obr. 39: Hmotnostni spektrum kyseliny benzoové ziskané z nanoDESI experimentu.
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Obr. 40: Hmotnostni spektrum kyseliny sorbové z nanoDESI experimentu.
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Obr. 41: Fragmentaéni spektrum kyseliny benzoové pifi hodnoté kolizni energie

12 V z nanoDESI experimentu.
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Obr. 42: Hmotnostni spektra kyseliny benzoové pii riznych hodnotach podtlaku A) 0,4
bar; B) 0,1 bar; C) 0 bar — zcela odpojeno.

4.4  Srovnani vysledkiit ASAP, nanoESI, nanoDESI

Z kapitol 4.1 — 4.3 je zfejmé, ze regulace podtlaku u experimentd nanoESI i
nanoDESI hraje vyznamnou roli. Pfi optimalnim nastaveni podtlaku dochézi ke zvyseni
intenzity signalu o nékolik fada. Presto nejlepsich vysledki v ptipadé identifikace standardt
kyseliny sorbové a benzoové bylo dosazeno ambientni ioniza¢ni technikou ASAP, pomoci
které¢ byly obé latky uspé$né identifikovany a potvrzeny na zakladé jejich fragmentace.

Z tohoto divodu byla pro analyzu realného vzorku zvolena technika ASAP (kap. 4.5).

45 Identifikace konzervanti v realném vzorku

Po ptedchozim testovani tfech ambientnich ionizaénich technik byl vybran ASAP
k analyze realného vzorku Ledového zeleného Caje jahoda-aloe vera. Obrazek 43 zobrazuje
hmotnostni spektrum ziskané analyzou redlného vzorku népoje. Toto spektrum se vyznacuje
ptitomnosti molekularnich iontd [M-H] m/z 111 a [M-H] m/z 121, které piislusi kyseliné
sorbové, respektive benzoové. Pritomnost obou kyselin byla navic potvrzena fragmentaci

téchto molekularnich iontt (obr. 44 a 45).
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Obr. 43: Hmotnostni spektrum realného vzorku napoje ziskané¢ho technikou ASAP.
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Obr. 44: Fragmenta¢ni spektrum kyseliny sorbové z realného vzorku napoje.
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Obr. 45: Fragmentacni spektrum kyseliny benzoové z realného vzorku napoje.
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5. ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo ovéteni pouziti vybranych ambientnich ioniza¢nich
technik k identifikaci konzerva¢nich latek v potravinach. Teoretickd cast pojednava o
principu a vyuziti vybranych ambientnich technik, o problematice konzervacnich latek a
jejich stanovovani v potravinach.

V ramci experimentalni ¢asti byla testovana vhodnost pouziti celkem tfi ambientnich
ioniza¢nich technik (ASAP, nanoESI, nanoDESI) k identifikaci a analyze kyseliny sorbové
a benzoové. Ob¢ latky byly pifi vSech experimentech méfeny v negativnim modu, kde
poskytovaly deprotonovanou molekulu [M-H]". V ramci ASAP experimenti bylo testovano
nastaveni teploty a prutoku desolvataéniho plynu. Pro finalni experimenty byla pro
desolvatacni plyn zvolena teplota 50 °C a pritok 50 I/h. V ptipad¢ nanoESI a nanoDESI byl
také testovan vliv podtlaku, ktery pii téchto experimentech hraje vyznamnou roli. Pfi
optimalnim nastaveni podtlaku Ize dosahnout zvySeni intenzity signalu az o nékolik adu.

Ze ziskanych vysledkil 1ze vSak vidét, Ze jako nejvhodné;jsi technika se jevi ASAP,
ktera byla zvolena i k analyze realného vzorku Ledového zeleného ¢aje jahoda-aloe vera
Z fetézce Albert. V tomto vzorku byly uspésné identifikovany obé kyseliny, které byly
uvedeny na etiketé. Jejich identifikace byla potvrzena fragmentaci, kterd se shodovala
s fragmentacnimi spektry ziskanymi ze standardl. Typickou fragmentacni ztratou u obou
kyseliny bylo odstépeni karboxylové skupiny ze struktury dané latky.

Cile této bakalatské prace byly uspé€Sné naplnény a dal§i experimenty budou
zamé&feny na roz$ifeni poc€tu analytii z fad konzervacnich latek, jejich identifikaci, ale rovnéz

jejich kvantifikaci.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

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

ASAP — atmospheric solids analysis probe, sonda pro analyzu vzorku za atmosférického
tlaku

C*D - contactless conductivity detector, bezkontaktni vodivostni detektor

CE — capillary electrophoresis, kapilarni elektroforéza

DAPCI — desorption atmospheric pressure chemical ionization, desorpce chemickou
1onizaci 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

DESI — desorption electrospray ionization, desorp¢ni elektrosprej

DLLME — dispersive liquid-liquid microextraction, disperzni mikroextrakce kapalina-
kapalina

DMMP — dimethyl methylphosphonate, dimethyl methylfosfonat

DOPA — dihydroxyphenylalanine, dihydroxyfenylalanin

ESI — electrospray ionization, elektrosprejova ionizace

EVOO - extra virgin olive oil, extra panensky olivovy olej

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

FT-IR — foueier transform infrared spectroscopy, infracervenou spektroskopii s
fourierovou transformaci

GC — gas chromatography, plynovéa chromatografie

HMTD — hexamethylenetriperoxidediamine, hexamethylentriperoxodiamin

HMX — oktogen, oktogen

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

HPTLC — high-performance thin-layer chromatography, vysokouc¢inna tenkovrstva
chromatografie

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

LLE - liquid-liquid extraction, extrakce kapalina-kapalina

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

MRL — maximum residue level, maximalni legalni limity

MS —mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandem mass spekctrometry, tandemova hmotnostni spektrometrie
MSPD — matrix solid phase dispersion, matricova disperze pevnou fazi
nanoDESI — desorption nanoelectrospray, desorp¢ni nanoelektrosprej

nanoESI — nanoelectrospray ionization, nanoelektrosprej

OO0 - olive oil, olivovy olej

OPO - olive pomace oil, olej z olivovych vyliskt

PAH — polyaromatic hydrocarbons, polycyklické aromatické uhlovodiky

PPD — para-phenyldiamine, para-fenyldiamin

RDSE - rotating disk sorptive extraction, rota¢ni sorpéni diskova extrakce
RDX — hexogen, hexogen

RSD - relative standard deviation, relativni smérodatna odchylka

SFC — supercritical fluid chromatography, superkriticka fluidni chromatografie
TATP — triaceton triperoxide, triaceton triperoxid

TBBPA — tetrabrombisphenol A, tetrabrombisfenol A

THC - tetrahydrocannabinol

TLC — thin layer chromatography, tenkovrstva chromatografie

TNT — trinitrotoluene, trinitrotoluen

TOF — time of flight, detektor doby letu

TrATrP — tetraceton tetraperoxide, tetraceton tetraperoxid

UHPLC — ultra-high performance liquid chromatography, ultra vysokoucinna kapalinova
chromatografie

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

WHO — World health organization, Svétova zdravotnicka organizace
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Priloha I: Hmotnostni spektra kyseliny benzoové s riznymi parametry nastaveni teploty a

pritoku desolvata¢niho plynu A) 50 °C, 50 I/h; B) 70 °C, 70 1/h; C) 100 °C, 100 1/h; D) 120

°C, 120 I/h.
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Priloha II: Fragmentacni spektra kyseliny benzoové pii riiznych hodnotach kolizni energie

A)5V;B)10V;C) 12 V; D) 15 V.



