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1 UVOD

Barviva patfi mezi aditivni latky, které jsou spolecné s lesticimi latkami a bélidly
fazeny do skupiny latek upravujicich vzhled potravin. Barveni potravin ma své
opodstatnéni predevsim z hlediska estetického, nicméné diivodi pro pfidavani barviv je
mnohem vic, napfiklad k obnoveni ptivodniho vzhledu potraviny, ktery se b&éhem
vyrobniho procesu zménil, K zajisténi uniformity vyrobku ve vSech SarZzich nebo
k zvySeni spotiebitelské atraktivity. K barveni potravin se vyuziva Siroka skala jak
ptirodnich tak syntetickych barviv. Vétsina barviv ziskanych z ptirodnich zdroji je vSak
nestabilni a pfi zpracovani potravin snadno degraduje. Proto se v potravinaistvi objevuji
barviva synteticka a to nejen pro svou vysokou stabilitu ale i nizké vyrobni naklady. [1]

Evropsky tfad pro bezpecnost potravin (EFSA- European Food Safety Authority)
v roce 2008 zahdjil nové provéiovani zdravotni nezdvadnosti vSech ptidatnych latek,
pricemz mezi prvni patfila potravinarskd barviva. V poslednich letech se totiz objevil
nazor, ze néktera synteticka barviva maji vliv na chovani déti. [2-5] Odborné stanovisko
EFSA k syntetickym potravinatskym barviviim bylo zpracovano do nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 ze dne 16. 12. 2008 o potravinaiskych ptidatnych
latkach. [2] Druhy a po¢ty povolenych barviv se v jednotlivych zemich lisi. Ve vétsiné
zemi je povoleno okolo deseti druhii syntetickych barviv jako potravinaiskych aditiv.
Nékteré zemé& barveni potravin nereguluji vibec, jiné zakazuji vesSkeré pouzivani
syntetickych barviv. [1]

Syntetick4 barviva pouZita v této praci jsou v Ceské republice povolena pouze pfi
vyrobé definovanych potravin nebo jejich skupin a to jednotlivé nebo v kombinaci,
maximalné v§ak do vySe danych limitd. [6] Nejvyssi povolena mnozstvi se odviji od
druhu potraviny. Napiiklad v cukrovinkach se maximalni limit syntetického barviva
pohybuje v rozmezi 200-300 mg/kg, vyjimku tvoii ponceau 4R nebo zlut' SY, kde se
nejvyssi povolené mnozstvi pohybuje od 10 mg/kg do 50 mg/kg podle druhu cukrovinek.
Vyrobky s obsahem barviv zlut' SY, chinolinova zlut SY, azorubin, Cerven allura,
tartrazin nebo ponceau 4R musi byt na obalu za uvedenim nazvu barviva opatieny
dopliujici informaci, Ze dané barvivo miize neptizniveé ovlivnit ¢innost a pozornost déti.
[7]

Dlouhodoby vliv syntetickych barviv na zdravi Clov€ka neni jesté¢ zcela

prozkouman. Dostatetné¢ vyzkumy pak mnohdy odhaluji chronické poskozeni zdravi



nebo riziko vzniku rakoviny. Skryté nebezpeci pouzivani potravinatskych aditiv by se
tedy nemélo podcenovat a nadale je vhodna jejich kontrola statnimi organy. [1]

V soucasnosti se k separaci syntetickych barviv pouziva piedev$im vysokoté¢inna
kapalinova chromatografie s UV/VIS nebo MS detekci. V budoucnu by se k témto
metodam mohla zafadit i superkriticka fluidni chromatografie, u které vhodna volba
modifikatoru nebo aditiva do mobilni faze rozsifuje jeji aplikovatelnost i na analyzu
polarngjSich latek. Predkladand diplomova prace se zabyva analyzou polarnich
syntetickych barviv superkritickou fluidni chromatografii s vyuzitim strmého gradientu
vedouciho k 100 % modifikatoru. Teoreticka ¢ast je vénovana analytickym metodam
vyuzivanym K odhalovani pan¢ovanych potravin se zaméfenim na separacni techniky
v kombinaci s hmotnostni spektrometrii. Obsahem praktické ¢&asti je vyvinuti
a zhodnoceni analyzy polarnich syntetickych barviv za pouziti vysoce uéinnych kolon
S Casticemi napln¢ mens$imi nez 2 um, ionizace elektrosprejem v zaporném modu
a kvadrupo6lového hmotnostniho analyzatoru. Posuzovan byl vliv staciondrni faze,

aditiva, gradientu slozeni mobilni faze, pratoku mobilni faze a teploty kolony.



2 TEORETICKA CAST

2.1 FalSovani potravin

Pancované, Sizené ¢i jinak znehodnocené potraviny nejsou vysadou soucasnosti,
s ptipady falSovani se mizeme setkat od doby, kdy byly vyrabény za ucelem prodeje.
V tadé historickych textd se nachazeji prvni zminky nejen 0 falSovani potravin, ale
i trestech, které byly ukladany nepoctivym vyrobciim a obchodnikim. [8] Naptiklad
prazsti pekati ve stfedov€ku byli za nepoctivost zavirani do koSe a machani ve Vltave,
kdezto nepoctivym sladkiim hrozil az trest smrti. Ve 14. stoleti se smrti trestaly nejen
znehodnocené tekutiny, ale i Sizeni Safranu nekvalitnimi rostlinnymi barvivy. Bézné
dochazelo k nastavovani masla moukou, sadlem nebo strouhanym tufinem. Z Francie je
znam trest, kdy byli nepoctivi vyrobci pfipoutani na pranyi a pomazani praveé nepoctivou
potravinou. Pancovani potravin se rozméhalo predevsim v t¢zkém obdobi valky nebo
neurody. Potravni kodex Ceskoslovensky, platny od roku 1937 do roku 1948, definoval
a zakazoval panCovani potravin, ale také presné popisoval pouziti surovin, mozné
technologické postupy, nutriéni hodnotu, zdravotni nezivadnost a mnoho dalSich.
Naptiklad bylo neptipustné ptidavat mouku a jakékoliv dalsi cizorodé latky do masnych
vyrobku s vyjimkou soli, kofeni, vody v povoleném mnozstvi, vitamint ¢i mineralnich
latek. [9]

S postupy falSovani se soucasné vyvijely i metody odhalovani znehodnocenych
potravin. Némecky chemik Fridrich Accum je povazovéan za zakladatele analytickych
postuptl detekce pancovanych potravin. V Londyné roku 1793 piisobil jako analyticky
chemik, konzultant a u¢itel chemie. Roku 1820 publikoval pojednéni o falSovéni potravin
a kulinafskych jedech. Kniha na obdlce s lidskou lebkou a citditem z Bible ,,V hrnci je
smrt* vyvolala velky zajem po celé Evropé. Pravé v dobach vzniku dila se na britském
trhu objevilo velké mnozstvi panCovanych potravin. Za zminku stoji pouzité cajové
listky, které byly ,,oSetfeny* varem v zelené skalici a vyluhu z ov¢iho trusu, poté barveny
pruskou modfi, octanem médnatym, mofidlem z kampeSkového dieva, taninem nebo
sazemi a opét prodavany jako pravy Cerny ¢aj. Obdobnym zpisobem byla falSovdna
kavova sedlina, obohacena o fazole, pisek nebo $térk, cekanku a suSeny kotfen divoké
endivie neboli Stérbaku. Pro dosazeni tmavé hnédé¢ barvy se pouzival spaleny cukr jinak

oznacovan ,,black jack. [8,10]
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O deset let pozd€ji navazal na praci Fridricha Accuma lékai Arthur Hill Hassall,
ktery v roce 1854 sesbiral a analyzoval 2500 vzorkl po celém Londyné. Vzorky byly
nejprve analyzovany pod mikroskopem a nasledn€é, podle potieby, ovétovany
chemickymi testy. Mikroskop umoznil odhalit cizi rostlinny material, zijici i mrtvy hmyz
nebo krystalky cizi organické latky. Chemické analyzy byly pouzity k identifikaci
kamence v bochniku chleba, Zeleza, olova a sloucenin rtuti v pepfi, soli médi
v nakladaném ovoci a zelenin€ nebo oxidu Zelezitého v omackach. Testovani alkaloidu
byl zalozen na barevnych zménach vyvolanych riznymi Cinidly, jako je kyselina sirova,
chroman draselny nebo Zelezity a soli cinu nebo rtuti. Vysledky podrobné analyzy
kazdého vzorku byly zvetejnény v ¢asopise The Lancet. Po dobu prvnich tfi mésicti byli
nepoctivi prodejci pouze varovéani, pokud vSak nesjednali népravu, jejich jména byla
zveiejnéna. Ukazalo se, Ze falSovani potravin bylo spise pravidlem nez vyjimkou. [10,11]

Sizeni &aje nebo kavy nebylo &innosti pouze nelegélni, ale zaroveii se jednalo
0 vyrobky, které ohrozovaly zdravi a Zivot konzumenta podobné jako nékteré latky
pridavané do piva nebo cukrovinek. Cukr byl v 19. stoleti pomérné drahou surovinou,
proto se ur¢ité mnozstvi nahrazovalo drcenym vapnem, sadrou nebo siranem vapenatym.
Tato levna nahrazka se v roce 1858 stala osudnou pro dvacet lidi, kdy byla zaménéna
s velmi silnym jedem oxidem arsenitym, zndmym pod ndzvem arsenik. Nest'astna udalost
se stala v chudé ¢tvrti mésta Bradford, kde se béhem sobotni noci prodalo pét liber
mentolovych pastilek. Za smrt 20 lidi a pfiotraveni se vice nez 200 lidi nebyl nikdo
obvinén, nebot’ neexistoval zakonik, ktery by tento druh ptestupku definoval. [8,12]

Dnes je pancovani vétSinou Sizenim zakaznika, kdy si spotiebitel za své penize
nekoupi produkt odpovidajici kvality a ocekdvanych vlastnosti, v 19. stoleti falSovani
ohroZzovalo mnohem ¢astéji zdravi spotiebiteli. Ptipadem zneddvné minulosti
ohrozujicim zdravi je pancovani mléka. V roce 2008 bylo velkou kauzou fedéni mléka
a maskovani nizsiho obsahu bilkovin ptfidavkem prumyslové latky melaminu (2,4,6-
triamino-1,3,5-triazin) pro zvyseni obsahu dusiku. Davka melaminu v mléce vyvolavala
poskozeni az selhdvani ledvin déti. Podle udajii bylo postizeno téméf 300 tisic déti,
Z nichz Sest zemielo. [13]

Cerstvym piikladem pandovani v CR je ptidavek methanolu do lihovin nebo
zaména ethanolu methanolem. Prvni pfipady otravy se objevily v zaii roku 2012 na
severni Moraveé a béhem nékolika tydnl si vyzadaly nékolik obéti. Mezi naopak starsi

piiklady patfi kauza zroku 1985, kdy se do rakouskych vin pfidaval toxicky
11



diethylenglykol ((2-hydroxyethoxy)ethan-2-ol) pro zvyraznéni chutového profilu.
Nasladla latka dodéavala lacinym a kyselym vinim lepsi chut’. Podvodnici toho zneuzivali
a vina uvadéli na trh po celém sv¢été jako vina piivlastkova. [14]

FalSovani je motivovano ekonomickym profitem, proto se nejcastéji napodobuji
drahé a malo dostupné potraviny jako jsou lihoviny, vino nebo kofeni, nebo praveé naopak
potraviny Siroce dostupné jako jsou oleje, mlécné nebo masné vyrobky. Trendy ve
falSovani potravin Ize vyhodnocovat dle poctu zadznami (publikaci) vénovanych
konkrétnimu problému ve védeckych databazich. Kromé védeckych ¢lankt jsou
vyhodnocovany také zpravy medialni, ale jejich odezva na konkrétni piipad falSovani se
li$i podle vyznamu z hlediska dopadu (regiondlni versus mezinarodni) a podle aktualni
situace v dané zemi, napiiklad vyznamné stoupl pocet ¢lankt vénujici se pancovani

mléka po aféte s melanimem v kojenecké vyzivé. [8]
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2.2 Zpusoby pancovani

Slovo pancovat pochazi z rakouského nareci patschen a znamend kazit ¢i tfedit

vodou. V ¢eském jazyce muze byt slovo pan¢ovani neboli také falSovani chapano jako

padélek nebo napodobenina. V principu se dneSni postupy pancovani s postupy

popsanymi v historickych pramenech zisadn¢ neméni. Nové piipady se objevuji se

zménou legislativy ¢i dostupnosti a cenou surovin na trhu. Tabulka | shrnuje hlavni

kategorie falSovani. [8]

Tabulka 1: Hlavni kategorie falsovani potravin [8]

Kategorie

Priklady

Zaména potraviny
za jinou levné;jsi

vydavéni levnéjsi odridy za drazsi (napf. brambory)
vydavéani motského pstruha za lososa

vydavani jinych rostlinnych oleji za olivovy

Nastavovani
potraviny levné&jsi
slozkou

nedeklarované nebo pfilisné kiehceni masa
nedodrZeni pozadavkil na obsah tzv. glazury u zmraZenych mas
¢astecna nebo Uplné nahrada ryze Basmati levnéj$imi druhy

ptidavky kravského mléka do buvoliho pfi vyrobé pravé
mozzarelly

piidavky mouky z obycejné pSenice seté (Triticum aestivum) do
téstovin vydavanych za té€stoviny vyrobené ze semoliny
(vyrobené z mouky pSenice Triticum durum)

ptidavky prazenych slupek do mleté kavy nebo kakaa

nahrada drazsich druhli ovoce levnéjSim (jable¢né pyré namisto
jahod, jable¢na §tava namisto drazSich $t'av atd.)

fedéni olivového oleje jinymi rostlinnymi oleji

piidavky Skrobovych hydrolyzat nebo cukernych sirupti do
medu

pfidavky vody, cukru, kyselin a barviv do ovocnych §t'av,
nektart, napoji

nahrada ¢4asti rajcatové susiny v kecupech cukrem a Skrobem

sniZeni obsahu kakaového masla v ¢okoladé ptidavkem jinych
oleja

fedéni mléka vodou
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nedeklarované ptidavky rostlinnych oleji do mléka a syrt
fedéni vina a bur¢aku vodou

nedeklarované pridavky sojovych, ceredlnich, hrachovych
a jinych rostlinnych bilkovin do masnych vyrobki

ptidavky vldkniny do masnych vyrobka
pouziti krevnich bilkovin namisto svaloviny v masnych
vyrobcich

Ptitomnost
nedeklarovanych
slozek

nepovolené nebo nedeklarované pouziti strojné oddéleného masa
v masnych vyrobcich

nedeklarované pouziti vnitinosti v masnych vyrobcich nebo
nedodrzeni deklarovaného podilu, napf. jater v pastikach

nedeklarované pouziti jinych druhti masa v masnych vyrobcich
(dribeziho, koniského), masa, na které by spotiebitel nemusel
reagovat pozitivné (nutrii, hlodavct atd.)

Nastaveni nebo
falSovani potravin
ke zlepseni jejich

ptidavek glycerolu do vina ke zlepSeni chuti

nedovolend aromatizace vin (pfidavek aromovych kompozic)

vlastnosti . . - C oy .
nedeklarované nebo nepovolené ptibarvovani (barveni vyrobk
zZ cerveného ovoce, ptibarvovani téstovin a knedlikd zlutymi
pigmenty, pfibarvovani masnych vyrobkul a polotovart atd.)

Nedodrzeni vydéavani rozmrazené¢ho masa a ryb za Cerstvé

deklarovan¢ho ) o

technologického deklarovani rozp¢kanc¢ho peciva jako Cerstvého

postupu

nedeklarované pouziti gama zéateni pii vyrobé

vydavani rekonstituované stavy z koncentratu za Stavu Cerstve
lisovanou

vydavani syntetické kyseliny octové za kvasny ocet
pouziti syntetického lihu k vyrobé lihovin

nedodrZeni technologie vyroby bur¢aku, vina, piva, medoviny
(pouzité suroviny — surogat namisto sladu u piva, vyluhy matolin
a umélé kompozice u vina, ptidavky lihu atd.)

vydavani obycejného oleje za olej lisovany za studena (panensky
olivovy olej)

oznacovani fezanych destilatl jako pravé destilaty, nespravné
uvedeni stafi destilatu

Uvadeéni vyssiho nez

skute¢ného obsahu
slozky

uvadéni vyssiho poctu vajec v téstovinach
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deklarace podilu svalovych bilkovin v masnych vyrobcich
zkreslena ptidavkem krevnich bilkovin a dalSich slozek

pouzivani etiket a oznaCovani uvadéjicich spotiebitele v omyl
(obrazky, nazvy, grafické symboly neodpovidajici slozeni
potraviny)

Nespravné uvadéni | vydavani ryb produkovanych na farmach za divoké
geografickeho oznacovani obvyklé produkce za bio (organic)

puvodu nebo
zpiisobu produkce | vydavani dovozovych vin za moravska

Zneuziti znamé faleSny prodej vyrobku pod drazsi obchodni znackou (napf.
znacky lihoviny vyrobené pokoutné¢ ze syntetického lihu plnéné do obali
znamych znacek)

pouzivani obalt, etiket, nazvl pfipominajicich znamou znacku
atd.

Samotna klasifikace je n€kdy obtiZzna, nebot’ jednotlivé kategorie nejsou piesné
vymezeny a navzajem se prekryvaji. Zakon o potraviniach a tabdkovych vyrobcich
¢.110/1997 Sb. ani zakladni evropsky ptedpis potravinového prava — nafizeni ¢. 178/2002
ES pojem ,falSovand“ potravina ¢i ,,falSovani® ptimo nedefinuje. Podle §10 tohoto
zdkona je zakdzdno uvadét do ob&hu potraviny klamaveé oznacené nebo nabizené ke
spotiebé klamavym zplisobem. Podle ¢lanku 16 natizeni ¢. 178/2002 ES pak spotiebitel
nesmi byt uvaddén v omyl nejen z hlediska oznacovani potraviny, ale ani z pohledu
propagace a jeji obchodni upravy, jejiho tvaru, vzhledu nebo baleni, pouzitych obalovych
materiall, zpusobu jeji Upravy a mista vystaveni, jakoZ i z hlediska informaci
poskytovanych o ni jakymkoli médiem. Specifickym piipadem falSovani potravin
a klamani spotiebitele je nedodrzovani pozadavki vychazejicich ze smérnice Evropského
parlamentu a Rady 2000/13 ES tykajici se zasady uvadét iidaje o mnozstvi slozek nebo
skupin slozek pouZivanych pii vyrobé nebo ptipravé vSech balenych potravin
oznacovanych jako tzv. QUID pravidla (z anglického quantitative ingredient declaration),
zavedena v Ceské legislativé prostiednictvim vyhlasky ¢. 113/2005 Sb. o zpisobu
oznacovani potravin a tabakovych vyrobku. Vyhlaska stanovuje, ze se mnozstvi slozky
V hmotnostnich nebo objemovych procentech, poptipadé¢ v g/100 g potraviny nebo
v ml/100 ml uvede na obalu v blizkosti ndzvu nebo u ptislusné slozky. Vyjimkou jsou
lihoviny a to v ptipadech kdy se slozky nebo skupiny slozek pouZiji v nazvu potraviny,
pod nimz se potravina uvadi do ob&hu nebo ji spotiebitel s timto ndzvem obvykle spojuje.

Slozka nebo skupina slozek je v oznaceni zdiraznéna slovné, obrazove nebo graficky a je
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zakladni pro charakteristiku potraviny a pro jeji odliSeni od vyrobk, se kterymi by mohla
byt zaménitelna pro svij nazev nebo vzhled. V praxi to znamena povinnost mnozstvi
zduraznéné slozky uvést ve slozeni. [15]

Dalsi pozadavky na slozeni jednotlivych druhii potravin jsou upfesnény ve
vyhlaskach k zdkonu o potravindch, naptiklad Vyhlaska ¢. 326/2001 Sb. ve znéni
pozd¢jsich predpisii, pro maso, masné vyrobky, ryby, ostatni vodni zivoc€ichy a vyrobky
z nich, vejce a vyrobky z nich a vyhlaska ¢. 157/2003 Sb. pro Cerstvé ovoce a Cerstvou
zeleninu, zpracované ovoce a zpracovanou zeleninu, suché skofapkové plody, houby,
brambory a vyrobky z nich, jakoz i dal$i zpisoby jejich oznacovani. [8]

Kontrola kvality potravin je provadéna prostiednictvim organu statniho dozoru
(Statni zemédé€lska a potravinarska inspekce SZPI a Statni veterinarni sprava SVS)
s ohledem na pozadavky uvedené ve vyhlaskach a dalSich ptedpisech. Problémem je, Ze
potraviny nenakupuji v dostate¢ném mnozstvi oproti levnym potravinam, u kterych se

jejich vyrobcei pohybuji az na hranici pozadavku legislativy. [8,15]

16



2.3 Analytické metody kontroly pravosti potravin

Postupy pro hodnoceni pravosti potravin lze dé€lit do dvou skupin. Do prvni skupiny
se fadi kontrolni postupy, které¢ spoc¢ivaji v kontrole zaznamii a dokumentli u vyrobcii,
zpracovatelli a distributorii. Tyto postupy zvySuji ndroky na evidenci jednotlivych
subjektli a rovnéz na samotné kontrolni organy, které maji ve své kompetenci provadét
kontroly a ptezkoumavat veskerou dokumentaci. Z dokladi je tak mozné odhalit
naptiklad pancovani medu, pokud vyrobce vedle medu nakupuje ve velkém mnozstvi
i cukerny sirup. [16]

Druhé skupina postupti je zaloZena na kontrole kvalitativnich znakti u jednotlivych
vyrobki. Pro sledovani téchto znaki existuje celd fada metod, které se vazou ke slozeni,
pivodu a zptisobu zpracovani potraviny. Pfi praktickém ovéfovani vsak velka ¢ast z nich
narazi na faktory, které s pravosti ¢i pan¢ovanim potravin nesouvisi. Tyto problémy jsou
dany Sirokou variabilitou pouzitych surovin, které souvisi se zpisobem péstovani nebo
chovu, odriidami rostlin nebo plemeny zvifat, s rocnim obdobim a fadou dalSich. Tyto
faktory je tfeba zohlednit pfi ovéfovani autenticity. Jednim z ptistupt je analyza markert
souvisejici s konkrétnim druhem pancovani. Piikladem miZze byt prikaz
nedeklarovaného pridavku mechanicky separovaného masa na zdkladé pritomnosti
ulomkd kosti a obsahu vapniku v produktu nebo prikaz flavonoidu floridzinu
Vv jahodovém dZzemu, ktery je typicky pro jablka a v jinych druzich ovoce je pfitomen ve
vyznamné mens$im mnozstvi. Druhy pfistup zahrnuje cilenou nebo necilenou analyzu
jedné ¢i vice slozek, jejichz vysledky jsou zpracovany statistickymi metodami
a porovnavany s vlastnimi nebo komercéné dostupnymi databazemi. Odlehl¢ vzorky, které
se 1iSi svym sloZenim, jsou podezielé. S ohledem na problémy dané pfirozenou
variabilitou, je interpretace pancovaného vzorku zaloZena na vice nez jednom markeru.
Pro posouzeni pravosti je nutné expertni posouzeni celého stavu potraviny. Ptikladem
muze byt draslik, ktery je vyznamnym markerem ovoce a zeleniny a selhavé v ptipadé
konzervace produktti sorbanem nebo benzoanem draselnym, v pfipad¢, ze je v receptuie
nahrazen béZny ocet kyselinou citronovou zpisobi ndhrada nadhodnoceni tohoto
parametru pii vypoctu. [16]

Ke zjistovani a prikazu falSovanych potravin slouzi Siroka Skala metod od
nejjednodussich senzorickych metod (posouzeni barvy, vzhledu, chuté, viné nebo
konzistence vyrobkil), pifes klasické metody zalozené na fyzikaln€ chemickych

vlastnostech postihujici zakladni slozky resp. vlastnosti potraviny (stanoveni hmotnosti,
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susiny/ vlhkosti, dusiku/ bilkovin, tuku, kyselosti, pH, vlakniny apod.) az po slozité
instrumentalni metody vyzadujici nejmodernéjsi pfistroje a kvalifikovanou obsluhu
(izotopové metody, biochemické, molekuldrné-biologické a imunochemické metody,
separac¢ni a spektralni metody.). [17]

K prokazani falSované potraviny je zpravidla potfeba n¢kolika stanoveni a méfeni.
Nezbytnou soucasti velkého poctu analyz je vysoce ucinny selektivni separacni krok
a dale pouziti kombinace dvou ¢i vice vzajemné propojenych méticich technik. Piikladem
muze byt kombinace chromatografické nebo elektromigracni separace se dvéma ¢i vice
detekénimi  technikami  jako je HPLC-UV/VIS-ED (vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie nasledovana spektrofotometrickou a elektrochemickou detekci) nebo CE-
MS/MS (kapilarni elektroforéza s tandemovou hmotnostné spektrometrickou deteket).
Rozsah potiebné analyzy nelze pfedem jednoduse odhadnout, nebot’ nevime, do jaké miry

bylo falSovani provedeno, piipadné¢ zamaskovano. [16]
2.3.1 Analyza stabilnich izotopi

Mezi hlavni komponenty organické hmoty patii vodik, uhlik, kyslik a dusik. Tyto
zakladni prvky se v zivém materidlu nachéazeji ve dvou hlavnich stabilnich izotopech,
jejichz charakteristicky pomér (?H/*H, ¥C/*2C, 80/*%0 a N/¥N) je vyznamny pfi
posuzovani autenticity potravin. [8] Zastoupeni je zavislé na environmentalnich
podminkach, naptiklad pomér stabilnich izotopi uhliku je zavisly na zptsobu vyuZzivani
vzdusného oxidu uhli¢itého rostlinami. Pro fixaci oxidu uhli¢itého v rostlinach jsou
znamy tfi mechanismy, a to Calviniv cyklus (Cz rostliny), CAM cyklus (crassulacean
acid metabolism neboli metabolismus kyselin u tuénolistych) a Hatch-Slackav cyklus
(Csrostliny). Skutec¢nost, ze Cz rostliny (pSenice, IuSténiny, brambory) poutaji
fotosyntézou mén& *C izotopu nez Cs rostliny (kukufice, cukrova titina), je dano
odlisnymi mechanismy a karboxylaénimi enzymy. [8, 17]

U izotopt ?H/*H a $80/*®0 je mira rovnovéazné frakcionace pfi vyparu a kondenzaci
zavisla na teploté, tedy ¢im bude teplota vzduchu vyssi, tim se relativné vice t&€zSich
molekul vody vypafi. [18] Proto vypar a tim i dést’ bude v rovnikovych oblastech
Sitkach, nadmoiskych vySkach a ve vnitrozemi jsou srazky ochuzené o t&€z$i kyslikové
a vodikové izotopy. Také podzemni voda obsahuje minimalni mnozstvi tézkych izotop,
zatimco povrchova voda je izotopové bohatsi. Stromy naptiklad piijimaji hlubsi plidni
nebo podzemni vodu, kterd rostlinou protéka bez frakcionace a transpirovana vodni para
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ma stejné izotopové slozeni jako voda v pude. [19] Naopak voda v listech byva izotopové
obohacena proti zdrojové vodé, protoze lehké izotopy ve formé vody se vypatuji diiv,
nez tézsi izotopy, které se hromadi uvnitt listu. Tento fakt ma velké disledky na izotopové
zastoupeni u kysliku a vodiku v organickych latkach syntetizovanych v rostlinach. Izotop
kysliku 80 je v buiikdch vyméiiovan s molekulou CO; a pti fotosyntetické karboxylaci
je zabudovavan do organickych latek, jako je tomu v ptipadé celulozy. [20]

K analyze stabilnich isotopt jsou zejména vyuzivany SNIF-NMR (z angl. Site-
specific Natural Isotope Fractionation) (*H-NMR stanoveni poméru stabilnich isotopt
vodiku ?H/*H nukledrni magnetickou rezonanci) a riizné varianty IRMS (z angl. Isotope
Ratio Mass Spektrometry) (napt. EA-IRMS; elementarni analyza-hmotnostni
spektrometrie isotopovych poméri; stanoveni poméri **C/*2C). [8] Zminéné isotopové
techniky byly vyuzity kuréeni botanického pivodu octa a krozliSeni piirodni
a syntetické kyseliny octové. U kvasného lihového octa se poméry 2H/*H pohybuji
v rozmezi od 90 ppm do 110 ppm v zavislosti na botanickém ptvodu, u C3 rostlin je
pomér 90-100 ppm, u C4 rostlin je pomér okolo 110 ppm, zatimco poméry 2H/*H
u syntetické kyseliny octové se pohybuji v rozmezi od 120 ppm do 140 ppm. Isotopovy
pomér ?H/*H je proto dostate¢ny marker pro priikaz rozdilu mezi kvasnym lihovym octem
a syntetickou kyselinou octovou. Smési kvasného octa a syntetické kyseliny octové neni
mozné posuzovat pouze na zakladé analyzy poméru H/*H, jelikoz p¥idavek syntetické
kyseliny octové ke kyselin¢ octové z C3 rostlin nelze rozpoznat od kvasnych octti z C4
rostlin, proto je nutné stanovit i isotopovy pomér *C/*2C. Kromé isotopovych pomért
ZH/*H a B3C/*2C muze byt stanoven také isotopovy pomér 0/°0, ktery potvrzuje
geograficky ptivod vody, ze které byl ocet vyroben. [21]

Uplatnéni nachézi analyza stabilnich izotopil i pfi posuzovani pravosti ovocnych
Stav. Pomoci metod IRMS a SNIF-NMR je moZno ziskat informace o plivodu suroviny,
identifikovat ptidavek cukru, nafedéni Stavy vodou, pfidavek organickych kyselin,
informace o technologickych podminkach vyroby ¢i geoklimatickém prostiedi. [22] Za
zminku stoji taktéZ posuzovani autenticity medu celkovym pomérem izotopti uhliku
13C/*2C pomoci IRMS, kde méfeni odhaluje ptidavek tzv. C4 cukri. Cukrova titina spolu
S kukufici a dalSimi rostlinami patii mezi C4 rostliny, jejich cukry vznikaji ze Ctyf
uhlikatych prekurzori. Tyto rostliny neprodukuji nektar, a proto se jejich cukry mohou
do medu dostat jedin¢ falSovanim. Zasadni rozdil mezi cukry C3 a C4 je v rozdilném
pomeéru izotopi uhliku, ktery vzniké rozdilnym metabolismem C3 a C4 rostlin. Na rozdil

od ptidavka cukrové titiny, ¢i hydrolyzatd kukuficného Skrobu, nelze touto metodou
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prokdzat piidavek jak fepného cukru tak sacharidovych a Skrobovych hydrolyzatt
pochazejicich z brambor nebo obilovin. [23]

Stabilni izotopy se staly nenahraditelnym pomocnikem v fad¢ dalezitych obort od
zékladniho vyzkumu az po prtimysl. Rozvoj instrumentalnich technik umoznil fadu
aplikaci, zejména urceni botanického ptivodu a ovéfeni pravosti vyrobkii. Mezi piiklady
patii jiz zminéna identifikace ptirodni a syntetické kyseliny octové, autentizace ovocnych

§tav, medu, vina, lihovin, olivovych oleju, kavy a mnoho dal$ich. [8, 21]
2.3.2 Metody zaloZené na analyze DNA

Zakladem pro mnohé molekularné biologické metody je polymerazova tetézova
reakce (PCR). Za podminek in vitro Ize velice rychle a selektivné namnozit konkrétni
nukleotidovou sekvenci obsazenou v DNA. Principem PCR je cyklicky se opakujici
syntéza templatové molekuly DNA katalyzovana DNA- polymerazou. Samotna syntéza
DNA je pak fizena dvéma kratkymi oligonukleotidy, takzvanymi primery, které se
komplementarné péruji s denaturovanou templdtovou DNA na pocatku a na konci
vybraného useku. Od primeru se na obou matricovych fetézcich piivodni dvouretézové
molekuly DNA utvafi nova vlakna. [24]

Polymerazova fetézova reakce je velice uzivand metoda, mé vSak jistd omezeni,
mezi néz patii vysoka citlivost, kterd u kontaminovanych vzorkli miize poskytnout falesné
pozitivni reakce. [25] Vyhodou je amplifikace (kopirovani) DNA, kterou lze provadét
z velmi starého a degradovaného vzorku biologického piivodu a je ¢asto mozna i pro ne
zcela znamou sekvenci primeru. [24, 26]

Kromé PCR existuje celd fada modifikaci, které jsou upraveny podle ti¢elu analyzy.
Znama je mnohonasobna PCR (multiplex PCR), polymorfismus délky restrikénich
fragmenti produkti PCR (RFLP), PCR v realném ¢ase (qPCR) a mnoho dalsich. [27, 28]

Metody molekularni genetiky, zejména PCR a PCR-RFLP naSly uplatnéni
vV uréovani druhového pilivodu masa a masnych vyrobkl. Pro prikaz falSovani masa
jate¢nych zvirat a zvétiny je metoda enzymatického zmnozeni nukleovych kyselin jednou
ze specifickych metod. Metoda je nejen schopna rozlisit rizné druhy masa, ale je schopna
detegovat nizké procento pfidavku masa druhové odlisného. Identifikace se tyka jak
tepeln¢ upraveného masa tak masa pochéazejici ztepeln€ oSetfenych nebo
fermentovanych masnych vyrobkd. Druhovou identifikaci masa molekuldrnimi

metodami vyuzivaji kontrolni organy, provadéjici dozor nad potravinami, celni organy
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k ovéteni importovaného a exportovaného zbozi, dovozci i odbératelé pii pochybnostech
0 slozeni masa a masnych vyrobcich. [29]

Dalsim ptikladem vyuziti PCR spociva v odhaleni lepkovych bilkovin
V potravinach, které jsou potencidlné toxické pro osoby trpici geneticky podminénym
onemocnénim jako je glutensenzitivni enteropatie, Gee-Harteniv syndrom, alergie na
lepek apod. Metoda je schopna detegovat kontaminaci vzorku neposkozenymi
nukleovymi kyselinami DNA alergennich obilovin v potravinéach. I kdyz je hlavni volbou
pro stanoveni alergennich proteini ELISA (z angl. Enzyme linked immunosorbent assay),
PCR je vhodnou alternativou k této metodé vykazujici vyssi citlivost. Pomérné dobra
shoda vysledkl obou metod nabizi moznost jejich vzajemné kontroly. [30]

Na zékladé genetické informace umoznuji molekularné-genetické metody urcit
| patogenni mikroorganismy v potravinach. Pro samotnou PCR analyzu je potieba
bakterie ze zkoumaného vzorku izolovat, nebot matrice muze snizovat citlivost
stanoveni, rozmnozit vV tekutém médiu a provést lyzu. Takto 1ze urcit naptiklad Listeria
monocytogenes, patogenni mikroorganismus kontaminujici mlékarenské a masné
vyrobky. [31]

Kromé vySe zminénych ptikladu se metody PCR vyuzivaji k detekci alergent,
identifikaci pouzitého masa, detekci exotickych druhti masa, rozliSeni pstruha motského
a lososa, identifikaci lososa nebo tunaka v konzervach, identifikaci druhi ovoce, Basmati
ryze, detekci pSenice seté v téstovinach, k detekci geneticky modifikovanych rostlin nebo

riznych patogennich mikroorganismi a virt. [8, 32 a 33]
2.3.3 Proteomické metody

Vyvoj molekulérni biologie, genomiky, bioinformatiky, spektralnich a separacnich
metod piispiva k rychlému vzestupu proteomické analyzy, kterd umoznuje provadét
necilenou i cilenou analyzu proteomu. [34] Dynamicky rozvoj proteomickych metod byl
umoznén predev§im diky pokrokiim hmotnostni spektrometrie a to zejména ionizac¢nich
technik jako je ESI (Electrospray lonization) nebo MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption/ lonization, ionizace laserem za pfitomnosti matrice). Hlavnim cilem
proteomiky je nejen identifikace bilkovin (vCetné stanoveni molekulové hmotnosti,
urceni sekvence aminokyselin, pozice vazeb S-S a posttransla¢nich modifikaci), ale
i popis funkce bilkovin v procesech probihajicich v organismech. Existuje nékolik

hmotnostné spektrometrickych zptusobt identifikace proteint, kam se fadi PMF (peptide
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mass fingerprinting) neboli peptidové mapovani a PFS (peptide fragment sequencing)
neboli fragmentaéni analyza peptida. [35, 36]

Proteomické analyza se stala vhodnou metodou pro jednoznacnou identifikaci
glutenovych bilkovin v potravinach toxickych pro pacienty s celiakii. Vychozim material
pro studium glutenovych bilkovin byla pSeni¢na mouka, kterd je slozkou mnoha potravin.
Pro enzymatické stépeni byl vyuzit chymotripsin, ktery §tépi peptidové vazby na C-konci
tyrosinu, fenylalaninu, tryptofanu, leucinu, methioninu a alaninu a poskytuje tak peptidy
o molekulovych hmotnostech vhodnych pro analyzu hmotnostni spektrometrii MALDI
TOF (z anglického time of flight, detektor doby letu). Nejpouzivangjsim enzymem v
proteomickych analyzach je trypsin, ktery vSak z divodl nizkého obsahu argininu a
lysinu ve struktute glutenovych bilkovin nebylo vhodné pouzit. [37]

Proteomické aplikace v detekci falSovani potravin jsou teprve na pocatku vyvoje.
Dnes se uplatnuji pii kontrolach kvality a bezpec¢nosti potravin nebo k zavadéni novych
vyrobnich procest. Naptiklad se do databazi dostavaji specifické peptidové markery
k identifikaci a prikazu ptitomnosti uvedeného druhu masa v masnych vyrobcich, je tak
mozné detegovat naptiklad vnitinosti v masnych vyrobcich. Proteomicka analyza dokaze
rovnéz odhalit falSovani masa s6jovymi proteiny, ptidavek vepirovych nebo hovézich
zelirovacich c¢inidel nebo kontaminaci masa mikroorganismy a viry. Dale se zjistuje
ptitomnost ¢itfidel ve vin€ ¢i pfitomnost patogenti. Kromé toho piispéla kompletni anotace

hovéziho a lidského proteomu mléka k vytvofeni umélé mlécné vyzivy pro déti. [8]
2.3.4 Spektralni metody

K analyze a detekci panovanych potravin se rovnéZ vyuzivaji techniky vibracni
spektroskopie. Ze tii oblasti IR zafeni je nejpouzivangjs$i zejména stiedni infraervena
oblast MIR (4000-200 cm™) a blizka infradervena oblast NIR (12800-4000 cm™). [38]
MIR spektra poskytuji informace o chemickych vazbach v molekule, naopak z NIR
spekter vychazi kompletni obraz organického sloZeni analyzovaného vzorku. Metody
infraCervené spektroskopie se uplatituji jak v kvalitativni tak kvantitativni analyze,
nejdulezitéjsi je vSak pouziti v oblasti identifikace a strukturni analyze organickych
I anorganickych latek. [39]

Spektroskopie v NIR oblasti je velice pouzivana v analyze zeméd¢€lskych produkti
a potravinatskych surovin jiz od 60. let. Mezi prvni aplikace NIR patii stanoveni obsahu
vody V potravinach jako je mléko, maso, brambory nebo ovoce, kde se obsah vody

pohybuje v rozmezi od 70 do 90%. Kromé vody stanovuje NIR spektroskopie sacharidy,
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které se v potravinach vyskytuji velice Casto a ptedevsim v riznych kombinacich. Obsah
sachar6zy je mozné stanovovat ve ving, cokolad¢ ¢i pecivu, v mléce je asto analyzovan
obsah lakt6ézy. Kromé hlavnich slozek mtize technika stanovovat i jiné slozky obsazené
V potravinach, miize se jednat o mastné kyseliny v mléce, olivovém oleji ¢i krali¢im
mase, 0 rozpustnou a nerozpustnou vlakninu, o Skrob a fB-glukan v cerealiich, o hoiké
kyseliny chmele v pivu a destilatech nebo o polyfenoly ve viné. U mléka a mléénych
vyrobku 1ze pomoci FT-NIR (spektroskopie v blizké infracervené oblasti s Fourierovou
transformaci) sledovat proces sraZzeni a urceni okamziku zahajeni krajeni syfeniny. Do
syrové vany, kde probiha enzymova hydrolyza k-kaseinu, se umisti sonda vldknové
optiky a méfi se zdvislost absorbance na ¢ase pro urceni optimalni doby zacatku
zpracovani. Krom¢ k-kaseinu se sleduje titra¢ni kyselost, kolagenni ¢astice, pH ¢i obsah
somatickych bun¢k. Zvyseny vyskyt somatickych bunck je znamkou zanétu mlécné zlazy
a u nehomogenizovaného syrového mléka se tak da rozeznat mléko od dojnice zdravé
a dojnice se zdncétem vemene. NIR spektroskopii lze sledovat i latky nebezpecné
lidskému zdravi, kam fadime napftiklad pesticidy v rostlinnych produktech, toxiny nebo
antibiotika v zivocisnych produktech. Hodnoti se i obsah alkaloidl v ¢aji a kave, kde
kromé kofeinu jsou €asto stanovované teobromin a teofylin. Technika NIR spektroskopie
je vhodna k odhalovani ptivodu syrii, medu ¢i jinych potravin. Dilezitou mozZnosti je
detekce nahrady drazsi slozky slozkou levnéjsi, ptikladem je pridavek kravského mléka
do koziho, nahrazeni cibulového prasku kukuficnym Skrobem, nahrazeni mletého
hovéziho masa masem kriitim nebo ndhrada mlé¢ného tuku tukem rostlinnym. Pomoci
FT-NIR techniky byl spolehlivé zachycen i pfidavek melaminu v diskutované kauze
suSen¢ho mléka. Velkou roli hraje NIR spektroskopie také wu sledovani
mikrobiologickych procesi naptiklad pii identifikaci volnych aminokyselin béhem zrani
syrd, sledovani tvorby ethanolu a obsahu cukri p#i kontrole spravné fermentace piva nebo
ke sledovani napadeni jablek Gloeosporiovou hnilobou. [40]

Mezi techniky vibra¢ni spektroskopie se kromé infracervené spektroskopie fadi
I Ramanova spektroskopie, ktera je zalozena na nepruzném rozptylu monochromatického
svétla. Ramanova analyza se snadno provadi ve vodnych médiich i ptes sklenéné obaly,
nebot’ signal vody i skla ve spektru je velice slaby a nepiekryva se se signaly proteind,
lipidi a sacharidi, které jsou naopak citlivé a specifické. [41] Vhodnost pouziti této
techniky v potravinaistvi ukazuje i studie povrchového hodnoceni bezpe¢nosti a kvality
potravin, ktera je zalozena na relativné nové technice RCI (Raman Chemical Imaging)

pro povrchovou kontrolu. Technika kombinuje vyhody Ramanovy spektroskopie
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a digitalniho zobrazovani k analyze struktury a slozeni potravin a soucasné poskytuje
leps$i detaily o vibracich kovalentnich vazeb a vizualizuje pfitomnost a distribuci
kontaminanti v potravinach. [42] Ve studii Qina a kol. byla technika RCI pouzita pro
detekci a vizualizaci vnitini distribuce lykopenu béhem dozravani raj¢at. Po rozkrojeni
vzorki rajéat v riiznych stadiich zralosti byly v rozmezi vinovych délek 200-2500 cm™
naméfeny hyperspektralni snimky s prostorovym rozlisenim 1 mm. Obsah lykopenu
postupn¢ rostl se zralosti rajcat od zelenych pres svétle Cervené po tmavé Cervené. [43]
Obdobnym zptisobem byly ziskany hyperspektralni snimky mlé¢né smési pro detekci Ctyt
adulterantd siranu amonného, dikyandiamidu, melaminu a mocoviny na koncentra¢nich
tirovnich (w/w) 0,1-5,0 % V rozsahu vlnovych délek 102-2538 cm™. [44] Kromé RCI
techniky byla k detekci melaminu vyuzita i povrchem zesilena Ramanova spektroskopie
SERS (Spectral Enhanced Raman Scattering). Vyhody SERS spocivaji v zesileni
Ramanova rozptylu s vyuzitim nanostruktury vzacného kovu, a to az tisicinasobné. [45]

Siroké spektrum aplikaci souvisejici s potravinami ma i nuklearni magneticka
rezonance (NMR). Uplatiiuje se v potravinafstvi, v€etné mikrobiologie potravin, chemie
potravin, potravinaiského inzenyrstvi nebo baleni potravin. Moznosti NMR
spektroskopie v ovéfovani pravosti potravin jsou velké a uplatnily se napiiklad
K posuzovani mléka a syru, lanyzl, vanilky, pistacii nebo Safranu. Kromé toho byla
popsana NMR analyza panenského olivového oleje, ktery je pro svou vysokou cenu
a kvalitu teréem podvodnych ¢ind, jako je chybné oznaceni ptivodu ¢i jejich autenticita.
Obdobné¢ na tom jsou alkoholické napoje, pivo nebo vyroba ovocnych stav. Sviyj
potencial prokazala H-NMR spektroskopie také v pancovani zeleného ¢aje, kde je
schopna detegovat z jednoho extraktu soucasné katechiny, aminoslou¢eniny, fenolové
slou¢eniny a mastné kyseliny souvisejici s kvalitou ¢aje. *H-NMR spektroskopie se
uplatniuje 1 v identifikaci a kvantifikaci nezddoucich pfimési v prazené a mleté kaveé, mezi
Které patii je¢men, kukufice, sdja nebo kavové slupky. [46]

UV-VIS spektroskopie se rovné€z vyuziva k analyze potravin, avSak ve srovnani
s ostatnimi technikami neni pro autentizaci potravin tak vyznamna. Naopak znacny
vyznam ma hmotnostni spektrometrie (MS). Kromé jiZ zminéné techniky IRMS, pouZiti
MS jako soucast proteomickych metod, se vyznamné¢ uplatiiuje jako detekéni technika ve
spojeni se separatnimi metodami (plynova chromatografie (GC), vysokoucinna
kapalinovéd chromatografie (HPLC) nebo kapilarni elektroforéza (CE)). Pro autentizaci
potravin jsou perspektivni metody hmotnostni spektrometrie v otevieném prostoru

Sruznymi zpusoby ionizace (ambientni ioniza¢ni technika) ve  spojeni
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s vysokorozliSovaci schopnosti hmotnostniho spektrometru. [8] Uplatiiuje se napft.
ionizace pro piimou analyzu v redlném ¢ase DART (Direct Analysis in Real Time), kdy
metoda prakticky nevyzaduje zddnou nebo pouze minimalni upravu vzorku a ve velmi
kratkém Case je mozné ziskat hmotnostni spektrum vzorku. [47] Metoda patii mezi
pomérné nové techniky a byla pouzita naptiklad K rozliSeni trapistickych piv [48] nebo
k prikazu falSovani olivového oleje liskovym. [49] Zastupcem téchto technik je také
desorp¢ni chemicka ionizace za atmosférického tlaku - DAPCI (Desorption Atmospheric
Pressure Chemical Ionization), ktera byla naptiklad pouzita k autentizaci motské okurky

[50] nebo k rychlému prokazani kontaminace produktii na bazi ¢aje. [51]
2.3.5 Elektroanalytické metody

Elektroanalytické metody se v analyze potravin dostavaji v poslednich letech do
popfedi a to hlavné pro svou rychlost a ekonomickou nendro¢nost. Vyuziti naSly
napiiklad v hodnoceni antioxidacni aktivity (schopnost zachytit radikal) v potravinach
anéapojich. Obecn¢ se identifikace a kvantifikace antioxidantl v potravindch provadi
kapalinovou nebo plynovou chromatografii, micelarni elektrokinetickou kapilarni
chromatografii, kapilarni elektroforézou, UV-VIS spektrofotometrii a dalsimi. Vzhledem
k nékterym nevyhodam zminénych technik (v nékterych pfipadech draha Ccinidla
rychlou, jednoduchou a nenakladnou alternativu. Navic tyto techniky dovoluji méfeni
Vv piitomnosti rusivych sloucenin jako je kyselina askorbova nebo méfeni v barevnych
vzorcich ovocnych §t'av a vin. Mezi nejbéZnéji a nejcastéji pouzivané elektroanalytické
techniky k hodnoceni antioxidacni aktivity patii cyklicka voltametrie, square wave
voltametrie, diferenéné pulzni voltametrie a chronoamperometrie. [52]

Ne mén¢ dulezité jsou aplikace elektroanalytickych biosenzord, které se v oblasti
analyzy a bezpecnosti potravin stavaji stale vyznamnéjsi. V poslednich letech se rozsituji
biosenzory obsahujici nanomaterialy, které svymi jedine¢nymi chemickymi a fyzikalnimi
vlastnostmi vyrazné ovlivituji schopnosti biosenzort. Diky vysoké selektivité, citlivosti,
rychlé odezvé a pouzitelnosti v terénu mohou analyzovat vzorky potravin on-line nebo
Vrealném case. Miniaturizace elektrochemického snimace umoziuje Siroké vyuZziti
v oblasti zpracovani, skladovani a distribuce potravin. K analyze potravin se predevsim
vyuzivaji elektrochemické biosenzory S nanomaterialy zalozenymi na uhliku, nanocastice

kovi a oxidl kovii a magnetické nanocastice . [53]
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2.4  Separacni metody

Chromatografické metody patii mezi standardné pouzivané metody k hodnoceni
autenticity potravin. PredevS§im pro analyzu konkrétnich markerd pii prikazech
predpokladaného zpusobu falSovani se mnohdy aplikuji metody plynové a kapalinové
chromatografie. Zejména GC metody nasly vyuziti v analyze profili t€kavych latek,
mastnych kyselin, sterolii a triacylglyceroltt (TAGs) naopak LC metody se pouzivaji
k analyze sacharidt, TAGs a kyselin. [8]

Mezi piiklady plynové a kapalinové chromatografie mizeme zafadit stanoveni
akrylamidu ve vodach, biologickych tekutinach a tepelné neopracovanych potravinach
jako je kukufice, brambory, cukrova fepa apod. Pro analyzu potravin upravovanych za
vysokych teplot je vzhledem k vétSim interferencim daleko vyhodnéjsi spojeni téchto
technik se selektivnimi detektory, predev§sim s hmotnostnim spektrometrem. Akrylamid
je toxicky, karcinogenni, genotoxicky a neurotoxicky pro centralni nervovy systém a je
zatazen Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny do skupiny latek s oznacenim 2A,
tedy jako potencidlni lidsky karcinogen. V roce 2002 vyvolal rozruch objev §védskych
védel, ktefi prokédzali v n€kterych potravinach zvySeny obsah akrylamidu. Vysoké
koncentrace akrylamidu vznikaji v potravinach rostlinného ptivodu, které jsou bohaté na
Skrob a které jsou tepelné upravované pii teploté¢ vice nez 120 °C at’ uz smazenim,
pecenim, praZenim, grilovanim atd. Jedna se predev§im o smaZené bramborové lupinky
a hranolky, kavu, pecivo, suSenky, snidanové ceredlie a mnoho dalSich. Pfitomnost
akrylamidu v potravinach lze z vEétsi ¢asti vysvétlit jako dusledek Maillardovy reakce,
kdy dochazi k reakci mezi aminokyselinami a redukujicimi cukry. Metoda GC je
I ke stanoveni akrylamidu v plynnych produktech uvolfiovanych napt. pfi spalovani
a pyrolyze nekterych typt potravinovych vzorkd. [54]

Stanovenim akrylamidu plynovou chromatografii s hmotnostné spektrometrickou
detekci se zabyva 1 prace Papouska a kol. JelikoZz byvéa obsah akrylamidu ve vzorcich
velmi nizky a navic slozité matrice mohou obsahovat rusici latky, ovlivitujici stanoveni,
je nutné provést derivatizaci analytu pro dosazeni vyssi selektivity a niz§ich detek¢nich
limitd. Pro danou metodu byla vyuZzita bromace a akrylamid byl mimo jiné stanoven ve
smazenych bramborovych lupincich, perniku, mleté Cervené paprice nebo mleté kave.

[54]
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V piipad¢ kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii nebo
tandemovou hmotnostni spektrometrii je metoda nejpouzivangjsi technikou v oblasti
kvantifikace a strukturni charakterizace nizkomolekularnich polyfenoli. Pocet publikaci
zabyvajicich se analyzou polyfenold je obrovsky a nékteré piehledové ¢lanky a kapitoly
vénované této problematice jsou uvedeny v prehledu literatury. [55-58]

K dal$im ptfikladm chromatografické separace se fadi urceni biogennich amini
Vv trvanlivych saldmech béhem fermentace a skladovani. Z prohlubujicich se poznatka
0 jejich biologickém ptsobeni na Clovéka se zvysil zdjem o identifikaci a stanoveni
koncentraci jednotlivych biogennich amint v potravinach. Biogenni aminy jsou sice pro
clovéka nepostradatelné, avsak ve vysokych koncentracich se mohou projevit jako latky
vasoaktivni a psychoaktivni. Zvraceni, dychaci potize, poceni, buseni srdce, hypo- nebo
hyper-tenze a migrény jsou mozné symptomy pii konzumaci vysokych davek biogennich
amini. Pro stanoveni biogennich amind bylo vyvinuto nékolik technik zahrnujici
plynovou (GC) a kapalinovou chromatografii (LC) nebo kapilarni elektroforézu (CE).
V praxi se pro stanoveni nejcastéji pouzivaji citlivé metody kapalinové chromatografie
na reverznich fazich s fluorescen¢ni nebo UV detekci po dansylaci, benzoylaci nebo
derivatizaci s 9-fluoromethyl chloroformatem, N-hydroxysuccinimidyl-6-chinolyl
karbamatem nebo o-ftaldialdehydem. V poslednich letech se jevi jako velice spolehliva
a vysoce citliva elektrochemicka nebo hmotnostné spektrometricka detekce (LC/MS).
K separaci podle Smélé a kol. byla pouzita reverzni faze C8 a linearni gradientova eluce
po derivatizaci biogennich aminu ftalanhydridem a dansychloridem. K detekci byl pouzit
fluorescenéni detektor. [59]

Kromé chromatografickych metod se k analyze potravin pouZivaji i alternativné;si
metody jako je kapilarni elektroforéza CE, kapilarni elektrochromatografie CEC, nano-
kapalinova chromatografie nano-LC ¢i kapilarni kapalinova chromatografie CLC. Pocet
aplikaci zminénych metod je ve srovnani s konven¢nimi LC nebo GC metodami stale
maly, jejich uplatnéni v oblasti analyzy potravin je vSak vénovana pozornost. Naptiklad
CEC metoda byla vyuzita v analyze lipid, mastnych kyselin a jejich esterti, nukleosidd,

aminokyselin a antioxidantl v Siroké skale potravinovych matric. [60]

2.4.1 Rychlé separace

Mezi ptiklady rychlych separaci patii stanoveni formaldehydu v mléce skotu
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s UV detekci (HPLC-UV). Formaldehyd se

do mléka ptidava podobné jako peroxid vodiku, kyselina salicylova, chlornan sodny nebo
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dichroman draselny k prodlouzeni trvanlivosti produktu, nebot ma antiseptické
a konzervacni vlastnosti. Formaldehyd je reaktivni vii¢i fadé endogennich molekul véetné
glutathionu, bilkovin, nukleovych kyselin a kyseliny listové, je tedy toxicky pro ¢lovéka
a Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC) jej klasifikovala jako karcinogenni.
[61]

Spojeni HPLC-UV bylo pouzito na piimé stanoveni formaldehydu ve vzorcich
mléka bez nutnosti destilace nebo jiné piedbézné Upravy vzorku (provadéna byla
deprivatizace 2,4-dinitrofenylhydrazinem). Separace byla provedena na koloné
Supelcosil C18 (250 mm x 4,6 mm, 5um) gradientovou eluci mobilni faze acetonitrilu
a vody. Teplota kolony byla 30 °C a reten¢ni ¢as ptislusného hydrazonu byl 4,6 minut.
Navzdory slozitosti matrice byla metoda jednoducha, precizni a za danych podminek
nebyla pozorovana Zzadna interference. Nizka hodnota LOQ (10 pg/l - 20 pg/l) této
metody vede k moznosti detekce stopovych hladin formaldehydu. [61]

Dalsim prikladem rychlé separace je RP-HPLC s detekci DAD, ktera stanovuje
histamin v rybach a rybich produktech. Kontrola ptesné koncentrace histaminu je dulezita
pro lidské zdravi a kvalitu potravin. Detekce histaminu v rybich produktech se provadi
Sirokou Skalou analytickych metod, jako jsou imunoenzymatické, kolorimetrické
a chromatografické metody. Natizeni EU 2073/2005 vyzaduje stanoveni histaminu ve
ttech rtznych koncentracich 100, 200 a 400 mg/kg. Pro tyto koncentrace jsou
imunoenzymatické metody nedostacujici naopak HPLC metody se stavaji hlavni
technikou, ktera je navic schopna kvantifikovat i dalsi biogenni aminy pfitomné v rybach.
K separaci podle Altieri a kol. byla pouzita kolona Zorbax C18 (4,6 mm x 150 mm, 5 um)
a gradientova eluce po derivatizaci histaminu dansychloridem. Mobilni faze byla slozena
z 0,1 mmol/l octanu amonného (pH 7,9) a acetonitrilu. Histamin byl detegovan pti vinové
délce 254 nm. Metoda byla validovana a vhodna pro testovani ufedniho kontrolniho
vzorku podle pozadavki EU (natfizeni CE 882/04) a pro splnéni kritéria bezpecnosti
potravin (natizeni CE 2073/05). [62]

Relativné novou separa¢ni technikou v oblasti vysokoucinné kapalinové
chromatografie je ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie (ultra performance
liquid chromatography UHPLC). Pouziti kratké chromatografické kolony (100 mm)
a sorbentu o malém praméru ¢astic (1,7 um) poskytuje kratké doby separace pii vysoké
ucinnosti. Separacni proces probiha za velmi vysokych tlakii kolem 1000 bart
(alternativou je pouziti povrchové porovitych néplni s malym primérem nebo

monolitickych sorbentil). UHPLC je technika vhodna pro zpracovani velkého mnoZstvi
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vzorkl. Velké uplatnéni nasla ve farmaceutickych oborech, v analyze mykotoxinti nebo
antioxidanti v obilovinach a dalSich potravinovych matricich. Ve spojeni s citlivymi
hmotnostnimi spektrometry je vyuzivana k analyze stopového mnozstvi kontaminanta
vyskytujicich se v potravinach nebo Zivotnim prostiedi. [63]

Pro identifikaci a kvantifikaci ¢tyf mykotoxinti (ochratoxin A, zearalenol, aflatoxin
B1 aflatoxin M1) ve vzorcich kapalného mléka a mlécnych praski byla vyvinuta metoda
SPE-UPLC-MS/MS. Metoda je schopna eliminovat interferenci matrice a stanovit nizkou
hladinu mykotoxini. Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity produkované
toxigennimi houbami, které zptisobuji vdznd onemocnéni az smrt lidi 1 zvifat. V africké
Keni si kontaminovana kukufice v roce 2004 vyzadala 125 obéti. Provedena studie
kontaminovaného krmiva s pomémé vysokou hladinou mykotoxinu prokazala, ze se
mykotoxiny spoleéné¢ s metabolity mohou pfenaset do mléka. Proto identifikace
a kvantifikace mykotoxinti v kapalném mléce a mlééném prasku je nezbytna k ochrané
lidského zdravi. V Evropé podle natizeni komise (ES) ¢. 1881/2006 nesmi aflatoxin M1
ptekrocit koncentraci 0,05 pg/kg. [64] Mykotoxiny z kontaminovaného krmiva se vSak
nepienasi pouze do mléka, ale 1 do jedlych tkdni a orgdnd hospodaiskych zvitat.
Vzhledem kmozné karcinogenni aktivit¢ ochratoxinu A (OTA) pfijalo italské
ministerstvo zdravotnictvi preventivni opatfeni a zavedlo orienta¢ni hodnotu 1 pg/kg
OTA pro veptfové maso a masné vyrobky. Prav€ pro sledovani orientacni hodnoty
a splnéni pozadavki ufednich kontrol byla navrzena zminéna validovana metoda UPLC-
MS. [65]

K dalS$im aplikacim ultra vysoko-U¢inné kapalinova chromatografie ve spojeni
s detektorem rozptylu svétla po odpafeni mobilni faze (evaporative light scattering
detektor UPLC-ELSD) patii stanoveni polysacharidu inulinu izolovaného z topinamburu,
ktery se ptidava do potravin pro diabetiky jako nahrazka cukru. [66] UHPLC je také
vhodnou metodou pro kvantifikaci cholesterolu v potravinovych matricich. I kdyz lze
cholesterol v potravinach stanovit riznymi analytickymi metodami, jako je gravimetrie,
kolorimetrie, fluorimetrie a chromatografie, je UHPLC z hlediska spotieby rozpoustédel
a ¢asové naro¢nosti nejefektivnéjsi. [67]

Mezi rychlé separacni techniky se dnes fadi i superkriticka fluidni chromatografie
(SFC). Jedna se 0 metodu, kde stacionarni faze jsou analogické t€ém pouzivanym
v UHPLC. Mobilni fazi je CO2, ktery za superkritickych podminek ma vlastnosti mezi
kapalinou a plynem. Diky témto unikatnim vlastnostem umoziuje SFC velmi rychlou

analyzu vzorku dnes fadové v nékolika minutach. SFC je vhodna piedevsim pro analyzu
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nepolarnich latek, tedy lipidd. Propojenim tohoto typu chromatografické separace
s vysokorozliSovacim hmotnostnim spektrometrem piedstavuje velice rychly a G¢inny
nastroj pro vySetfeni vzorktl, napiiklad k analyze lipidomu mléka a jeho vyuziti pro
detekci falSovani a ovéfovani autenticity. [68]

Mlécny tuk je na trhu jeden z nejdrazsich, proto se jej vyrobci snazi nadstavit
nedeklarovanym piidavkem levnéjsi suroviny za ucelem zvySeni zisku. Mezi levnégjsi
piisady se fadi sdja respektive s6jové mléko. Pouziti nedeklarovaného piidavku s6jového
mléka znamena nejen klamani zakaznika, ale pro jistou ¢ast populace piedstavuje zavazné
zdravotni riziko, nebot’ patii mezi alergenni piisady a jeho pouziti musi byt uvedeno na
etiketé vyrobku. Kromé falSovani kravského mléka mize dochazet k falSovani s6jového
mléka mlékem kravskym. Zde je zdravotni riziko skryto v pfitomnosti laktozy
Vv kravském mléce, zejména u lidi s laktosovou intoleranci. Tento ptfidavek je rovnéz
vrozporu sveganskou a vegetarianskou stravou, ktera vyluCuje poziti potravin
zivocisného puvodu. [68]

V dnesni dobé se mobilni faze v SFC ¢asto modifikuji organickym rozpoustédlem
nebo aditivem, kterym se zvysi jeji eluéni sila pro polarni slouceniny. Oxid uhli¢ity vSak
obvykle zustava hlavni slozkou mobilni faze. Mezi polarni slouceniny, které se separuji
modifikovanou mobilni fazi, patii fosfolipidy. Metoda vyvinutd Lafossem a kol.
separovala fosfatidylcholin, fosfatidovou kyselinu, fosfatidylinositol a fosfatidyl
ethanolamin ze sojového lecitinu. Pouzita mobilni faze byla modifikovana 21, 6 % smé&si
methanol : voda : triethylamin (95 : 4,95 : 0,05). Cas separace byl 22 minut na silikagelové
kolon¢ za izokratickych podminek. Eckard a kol., testovali separaci fosfolipidt s riznou
povahou a polaritou na ¢tyfech riznych kolonach (Valuepak Amino, Deltabond Cyano,
Hypersil Silica a Luna Octyl). Nejrychlejsi separace bylo dosaZeno na koloné¢ Luna oktyl
za mén¢ nez 20 minut. Vtomto piipadé byl pouzit gradient modifikatoru
methanol : ethanol (50 : 50) obsahujici 0,1 % kyseliny trifluoroctové. [69]

Superkriticka fluidni chromatografie byla také aplikovana v oblasti adulteranti
potravin. Separace ¢tyt barviv (sudan I-IV) bylo dosahnuto za 7 minut pouzitim kolony
Princeton Benzamid (250 mm x 4,6 mm, 5 um) pii pratoku 4 ml/min, tlaku 200 bar,
teploté 40 °C a gradientu methanolu (2% - 5%). Barviva byla detegovana UV/VIS
detektorem s fotodiodovym polem a hmotnostni spektrometrii. [70] Dal$i zajimavou
aplikaci SFC je oddéleni produkti degradace 4- hydroxybenzylglukozinolatu (sinalbin)
katalyzovanou myrosinasou. Sinalbin se vyskytuje jako hlavni glykosinolat v semenech

Sinapis alba (hoicice seta). Separace produkti degradace sinalbinu byla provedena na
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kolon¢ HP Hypersil (200 mm x 4,6 mm, 5 um) pii pritoku 2 ml/min, tlaku 20 MPa,
teploté 40°C a gradientu methanolu s 1% kyseliny trifluoroctové. Za téchto podminek byl
béhem 16 minut separovan 4- hydroxybenzylisothiokyanat, kyselina sinapova, 3 -
hydroxybenzylalkohol, 4- hydroxybenzylalkohol a 4- hydroxybenzylaskorbigen

Vv hoi¢icich a hot¢i¢nych prascich. [71]

2.4.2 Stanoveni syntetickych barviv v potravinach chromatografickymi

metodami

Barva potravin je velice dulezitd vlastnost nebot’ vytvaii jeden z prvnich dojmu
spotiebitele. Do potravin jsou barviva piidavana z diivoda vyrobniho procesu, ktery méni
nebo nici ptirozenou barvu potraviny béhem zpracovani nebo skladovani. Pro zachovani
¢i obnoveni vzhledu potravinového vyrobku se pouzivaji jak pfirodni tak synteticka
barviva. [72]

Prvni syntetické barvivo vyrobil v roce 1856 z uhelného prachu William Henry
Perkin, jednalo se 0 anilinové barvivo zvané purpur. [73] Dnes jsou barviva prumysloveé
vyrabéna z velkého mnozstvi vychozich latek, zalozenych na produktech zpracovani ropy
a dehtu. Povolené pouziti aditiv musi byt pro spotiebitele bezpecné, proto je zapotiebi
vypracovat celou fadu zdravotnich zkousek kazdé aditivni latky. Mezi ty nejdilezitéjsi se
fadi testy akutni toxicity, subchronické a chronické toxicity, kancerogenity, mutagenity,
teratogenity, kumulace v organismu, bioenergetické ucinky a nékteré dalsi. [72]

Kromé pozadavkl na zdravotni nezavadnost nesmi syntetickd barviva neptiznivé
ovlivilovat organoleptické vlastnosti pfibarvené potraviny a to predev§im vini a chut’,
musi byt dobte rozpustné ve vode, dostatecné chemicky inertni, musi byt stalé viici svétlu,
vlhkosti, teplu a zménam pH. [72]

Syntetickd barviva se podle chemické povahy fadi do né€kolika skupin, jsou to
azobarviva mono- i polyfunkéni, di- a trifenylmethanova barviva, nitrobarviva,
pyrazonovd, antrachinonova, xanthenovéd, chinolinova a indigoidni barviva. Neéktera
obsahuji ve své chemicke struktute jednu nebo vice sulfoskupin a jsou vyrabéna ve forme
sodnych soli, aby se 1épe rozpoustéla ve vode. Seznam barviv, kterd sméji byt pouzivana
k vyrobé potravin jednotlivé ¢i v kombinaci az do nejvyssiho povoleného mnozstvi jsou
uvedena Vv nasledujici tabulce. Pro své aromatické, chut'ové nebo vyzivové vlastnosti se
do potravinové vyroby piiddvaji aromatické nebo chutové latky a jejich slozky, které

zaroven maji sekundarni barvici ti€inek. Jsou to naptiklad mleta paprika, kurkuma, Safran
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a barviva, kterd obarvuji nejedlé ¢asti potravin, ve smyslu povlaki syri, salamovych stfev

a dalsi. Takové to latky se za barviva nepovazuji. [1]

Tabulka 2: Barviva povolena k barveni potravin [1]

Cislo oznadeni Nazev
E100 kurkumin
E102 tartrazin
E104 chinolinova zlut’
E110 zlut SY
E120 koSenila, kyselina karminova, karminy
E122 azorubin
E124 ponceau 4R
E129 cerven allura AC
E131 patentni modi V
E132 indigokarmin
E133 brilantni modi FCF
E142 zelen S
E151 cern BN
E155 hnéd HT
E160 b lutein
E160d lykopen
E160 e beta-apo-8 -karotenal
E160 f ethylester kyseliny bgta-apo-S’-
karotenové

V posledni dob¢ neustale roste zajem o potravinaiska syntetickd barviva, jelikoz
utady znich byly vystopovany pravdépodobné kancerogenni ucinky. Proto doSlo
ve vétSin€ statl k zdkazu pouzivani nckterych lipofilnich syntetickych barviv pro
potravinové ucely. Na celém uzemi USA a Velké Britanie jsou zakdzany ponceau 4R

(E124), amarant (E 123) a erythrosin (E 127). V Ceské republice je pouzivani téchto
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barviv fizeno zékonem ¢. 110/1997 Sb. O potravinach a tabadkovych vyrobcich, ktery
zminéna barviva povoluje pouzivat i pfes podezieni na pravdépodobné kancerogenni
ucinky. [1]

Synteticka barviva oznaCovédna jako sudanova barviva (sudan I-IV, sudanova
Cerven B, sudanova Cervenn 7B, sudanova Cerven G, sudanova oranz G, sudanova cern
a dalsi) patti do skupiny azobarviv, které jsou predevSim pouzivany pro ridzné
pramyslové a védecké aplikace, vzhledem k jejich nizké cen¢ a Siroké dostupnosti jsou
atraktivni 1 jako potravinova barviva. Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
(IARC) klasifikovala sudanova barviva jako karcinogenni latky, proto jsou ve vétSing
zemi vcetné EU Vv potravinich zakazany. Nicméné se tato barviva objevila
Vv potravinaifskych produktech dovéazenych evropskymi a nékolika dal§imi zemémi.
Nejcastéji se tato barviva pfidavaji do potravinovych produktd, jako jsou chilli omacky
nebo chilli praSky. Vyrocni zprava RASFF (systém rychlého varovani pro potraviny
a krmiva) z roku 2006 zminuje kofeni dovezené z Indie a Pakistanu kontaminované
sudanem I, sudanem IV nebo kombinaci obou. I tato ptitomnost zakdzanych barviv
V potravinovych vyrobcich vedla k rostouci poptdvce po metodidch vhodnych pro
ovéfovani piitomnosti a pro stanoveni téchto barviv. EU stanovila limit sudanovych
barviv na 0,5-1 mg/ kg, v§echny potraviny s vy$§im obsahu nez je stanoveny limit musi
byt z trhu stazeny. [70, 74]

Vliv syntetickych barviv v potravinach na lidské zdravi je neustale testovan, s ¢imz
souvisi 1 rozvoj metod zabyvajici se méfenim hodnot koncentraci syntetickych barviv
Vv potravinatskych vyrobcich. [1]

K analyze jednotlivych barviv se v minulosti pouzivala pfedevS§im papirova,
tenkovrstva a kolonova chromatografie. V soucasnosti se nejvice vyuziva vysokouéinna
kapalinovd chromatografie, kapilarni zoénova elektroforéza, iontové parova
chromatografie, iontové vyménna chromatografie a micelarni elektrokineticka
chromatografie. Nékteré piiklady jsou uvedeny nize. [1]

K separaci a kvantifikaci 10 potravinovych syntetickych barviv v jogurtu byla
vyvinuta metoda HPLC-DAD. Na separaci byla pouzita kolona NUCLEODUR C18 (150
mm x 4,6 mm, 3 um) a gradientovou eluci mobilni fazi 1% octanu amonného ve smési
metanol : acetonitril (80 : 20). Barviva byla v eluatu detegovana spektrofotometricky
s detek¢énim limitem v rozmezi 0,18 — 4,58 pg/ml. [75]

Pro rozdé€leni a stanoveni ¢tyf bézné€ pouzivanych sulfonovych azobarviv (tartrazin,

amarant, zlut’ SY, brilantni modi FCF) ve vzorcich nealkoholickych napoji na koloné
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SUPELCOSIL LC-18 HPLC (15 cm x 4,6 mm, 5um) byla pouzita smés metanolu a vody
s pridavkem octanu amonného pro lepsi déleni barviv. Jeho pfidanim se vyrazné zvysil
retencni Cas slouCenin obsahujici kyselé skupiny, bez jeho piidavku byla eluce barviv
prilis rychla, téméf v mrtvém Case. Detekce byla provedena spektrofotometricky. [76]

Pro separaci a stanoveni 20 barviv v konzervovanych sirupech a chilli prascich byla
vyvinuta metoda LC-MS/MS na koloné¢ Acclaim Polar Advantage C16
(150 mm x 4,6 mm, 3 um). Kextrakci barviv z potravinové matrice byl zvolen
acetonitril, ktery mél pro extrakci nékolik vyhod jako je vysoka vytéznost, vysrazeni
sacharidi a bilkovin a mald rozpustnost tuku. Pfiprava vzorku tak byla rychla
a jednoduchd, samotnd separace vSak trvala 20 minut. Tandemovd hmotnostni
spektrometrie poskytujicic MRM ptechody byla schopna detegovat vSechny cilové
slou€eniny v jediném nastiiku s hodnotou LOQ mezi 0,001 az 1 mg/kg. [77]

V préci Prado a kol. byla vyvinuta analyza syntetickych barviv pomoci kapilarni
elektroforézy v alkoholickych népojich. Analyza byla provedena kifemennou kapiladrou
délky 73 cm pii 35 °C, se zakladnim elektrolytem 10 mmol/l fosfatového pufru
s 10 mmol/l dodecylsulfatu sodného 0 pH 11 a separa¢nim napéti 25 kV. Pro kvalitativni
a kvantitativni analyzu 11 syntetickych barviv byly pouzity tfi vinové délky ve viditelné
oblasti. Detek¢ni limity se pohybovaly od 0,4 do 2,5 pug/ml. [78]

Kapilarni zoénova elektroforéza byla pouzita 1 v pfipadé vzorkit zmrzliny.
K separaci byla pouzita separacni kapilara 50 cm x 70 um a detektor s fotodiodovym
polem. Jako zékladni elektrolyt byla pouzita smés 25 mmol/l fosfore¢nanu sodného
a 25 mmol/l boritanu sodného (1 : 1) o pH 8. [79]

Stanoveni potravinafskych aditiv  micelarni elektrokinetickou  kapilarni
chromatografii MECK s kifemennou kapildrou o vnitfnim priiméru 50 um a celkové délce
65 cm popisuje prace Thompsona a kol. K detekci byl pouzit UV detektor pfi 214 nm.
Zakladni elektrolyt byl tvofen z 15 % acetonitrilem a z 85 % 0,05 mol/l deoxycholatem
sodnym (deoxycholat sodny byl rozpustény ve 100 ml smési boritanu sodného
a dihydrogenfosforecnanu draselného v poméru 1 : 1). Separace probihala pii 25°C
a 30 kV. Béhem 20 minut bylo separovano 9 syntetickych barviv v cukrovinkach. [80]

Kapilarni elektroforéza poskytuje velmi dobré vysledky i1 postacujici citlivost
stanoveni. Mala spotfeba vzorku i zakladniho elektrolytu je jeji hlavni vyhodou. Na rozdil
od HPLC je nutné oddélit latky ze vzorku, aby nedochazelo k ucpani separacni kapilary.
Metody kapilarni elektroforézy davaji velmi dobré vysledky nejen v oblasti syntetickych

barviv v potravinach ale i dal$ich barviv obsahujicich alespon jednu karboxy-, hydroxy-
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nebo sulfoskupinu. Takova to barviva existuji v zasaditém nebo neutralnim prostiedi ve
form¢ aniontli, coz umoznuje jejich rychlé a jednoduché stanoveni. Tyto skupiny se
naopak nevyskytuji u ptirodnich barviv, coz spolu s jejich velikosti komplikuje stanoveni
kapilarni elektroforézou. [1]

Metoda HPLC, ktera na rozdil od kapilarni elektroforézy dovoluje separaci
lontovych i neiontovych barviv, je dnes stale preferovanou volbou pro rutinni kontrolu
syntetickych barviv v potravinach. Dovoluje jednoduchou kvantifikaci i snadnou
identifikaci barviv na zaklad¢ jejich reten¢niho Cas a spektralni charakteristiky.
V neposledni fad¢ ¢asto odpada slozita uprava vzorki pied vlastni separaci a kromé toho
je u mnoha vzorkd citlivost stanoveni o vice nez jeden tad lepsi. [1]

K HPLC mize byt zajimavou alternativou superkritickd fluidni chromatografie.
Prakticka cast diplomové prace se zabyva separaci fady syntetickych barviv. Cilem bylo
sledovat jejich chromatografické chovani v systému superkritické fluidni chromatografie,
zvolit vhodny postup hmotnostné spektrometrické detekce, provést ¢astecnou validaci

nové metody a demonstrovat jeji aplikovatelnost na redlném vzorku.

35



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje

K méfeni vzorkd syntetickych barviv byl pouzit superkriticky fluidni
chromatograficky systém ACQUITY UPC? (Waters, Manchester, UK), jehoz souéésti je
¢erpadlo, automaticky davkovac a kolonovy termostat. Pomocna kapalina byla cerpana
izokratickym Cerpadlem. K pfipravé vzorki syntetickych potravinaiskych barviv byly
pouzity vahy Mettler Toledo (Praha, Ceska republika). Separace byly testovany na
Ctyfech chromatografickych kolonach fady ACQUITY (Waters, Manchester, UK): CSH
(Charged Surface Hybrid) Fluoro-Phenyl (3 x 100 mm; 1,7 um), HSS (High Strength
Silica) C18 SB (3 x 100 mm; 1,8 um), BEH (Bridged Ethylene Hybrid) silikagel
(3 x 100 mm; 1,7 um) a BEH 2-Ethylpyridine (3 x 100 mm; 1,7 um). Hmotnostni spektra
byla ziskana po ionizaci elektrosprejem na trojitém kvadrupdlu Xevo TQS (Waters,
Manchester, UK). Ovladani pfistroje a vyhodnoceni vysledkt bylo zajisténo softwarem
MassLynx 4.1, SCN 851 (Waters, Manchester, UK).

3.2 Chemikalie

Standardy analyzovanych syntetickych potravinafskych barviv (Tab. 3) (Cerven
allura AC, amarant, azorubin, brilantni modi blue FCF, brilantni ¢erii BN, kyselina
karminova, erythrosin B, zelen S, indigokarmin, patentni modi V, ponceau 4R,
chinolinova zlut' SS, ¢erven 2G, zlut’ SY a tartrazin) pochazely od firmy Sigma-Aldrich
s.r.o. (Praha, Ceska republika). Voda byla upravovana na pfistroji Direct-Q 3 UV
(Millipore, Mollsheim, Francie). Oxid uhli¢ity (kat. 4.8, 99.998 %) byl zakoupen
u spolegnosti SIAD Czech spol. s. r. o. (Praha, Ceska republika). Dodavatelem
trifluoroctové kyseliny (>99,0 %) a hydroxidu amonného (>28 %) byla spolecnost Sigma-
Aldrich (Praha, Ceska republika). Mravenéan amonny (>99,0 %) byl zakoupen od firmy
Fluka (Buchs, Svycarsko) a methanol (gradient grade for HPLC) od firmy VWR

International (Roznov pod Radhostém, Ceska republika).
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Tabulka 3: Synteticka potravinaiska barviva [81]

(Food Black 1)

1-naftyl]hydrazono]
naftalen-1,7-
disulfonat
tetrasodny

Cislo | Oznaceni Nazev Systematicky nazev | Struktura
(Synonymum)
Cerveti Allura 6-hydroxy-5-((2- o) OCHs HQ
AC methoxy-5-methyl- NaO—SQN:N O
1 E129 4-sulfofenyl)azo)-2- o)
(Food Red 17) naftalenesulfonat HaC O
disodny P
O ONa
0. ONa
(4E)-3-0x0-4-[(4- o HO \\S/‘\O
Amarant sulfonato-1- i
2 E123 naftyhhydrazono] | - & O e O
(Food Red 9) naftalen-2,7- O O
disulfonat trisodny O,,sjfo
ONa
4-hydroxy-2-[(E)-
Azorubin (4-sulfonato-1-
3 E 122 naftyl)diazenyl]
(Food Red 3) naftalen-1-sulfonat
disodny
2-[[4-[ethyl-[(3-
sulfonatofenyl)meth
yllamino]fenyl]-[4-
Brilantni modf [ethyl-[(3-
4 E 133 FCF sulfonatofenyl)meth
yllazaniumyliden]
(Food Red 2) cyklohexa-2,5-dien-
1-yliden]methyl]
benzensulfonat
disodny
. 0 0
(6Z)-4-acetamido- S-ONa S—CH,
5-0x0-6-[[7- o HN
Brilantni ¢ern sulfonato-4-(4- g HO
. E 151 BN sulfonatofenyl)azo- N N o-s—o
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E 120

Kyselina
karminova

(Natural Red 4)

7-a-D-
glukopyranosyl-
9,10-dihydro-
3,5,6,8-
tetrahydroxy-1-
methyl-9,10-
dioxoanthracen
karboxylova
kyselina

E 127

Erythrosin B

(Food Red 14)

2,4,5,7-
tetrajodofluorescein
disodny

E 142

Zelen S

(Acid Green 50)

4-[(4-
dimethylaminofenyl
)-(4-dimethyl
azaniumyliden-1-
cyklohexa-2,5-
dienyliden)methyl]-
3-hydroxynaftalen-
2,7-disulfonat
sodny

E 132

Indigokarmin

(Acid Blue 74)

(2E)-3-0x0-2-(3-
0xo0-5-sulfonato-
1,3-dihydro-2H-
indol-2-yliden)-2,3-
dihydro-1H-indol-
5-sulfonat disodny

10

E 131

Patentni modf V

(Food Blue 5)

4-[[4-
(diethylamino)fenyl
]-(4-diethyl
azaniumyliden
cyklohexa-2,5-dien-
1-yliden)methyl]-6-
hydroxybenzen-1,3-
disulfonat vapenaty
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(82)-7-0x0-8-[(4- on

Ponceau 4R sulfonatonaftalen-1- ONa &-ONa

. - 0=5=0 N~ Il
11 E 124 yl)hydrazinyliden] oH 0

(Food Red 7) nafthalen-1,3- 9
disulfonat trisodny Nao—g

Chinolinova zlut 2

SS 2-(2- W

12 E 104 chinolyl)indan-1,3- O.
(Food Yellow dionu Y ™ O
13)
(IDNa
) 8-acetamido-1- @ 0=8=0
Cerven 2G hydroxy-2- N O
13 E 128 fenylazonaftalen- HO
(Acid Red 1) 3,6-disulfonat ‘ 0
disodny HN $-ONa
o}\cH3 ©
S-ON
St SY 6-hydroxy-5-[(4- OO pe
u sulfonatofenyl)azo] HO
14 E 110 , -
-2-naftalensulfonat N=N
(Food Yellow 3) | .. 1 o/©/
1sodny NaO—#
o
(4E)-5-ox0-1-(4-
. sulfonatofenyl)-4- 9
15 E 102 Tartrazin [(4-sulfonatofenyl 0 NaOJEN\

(Food Yellow 4) (hydrazono]-3- Nao_é@N:N ) N@?
pyrazolkarboxylat © oH $-ONa
trisodny ©

3.3 Pracovni postup

3.3.1 Priprava pracovnich roztoku

Zasobni roztoky standardi syntetickych barviv o koncentraci 0,1 mg/ml byly

pfipraveny rozpusténim 1,0 mg standardu v 10 ml smési methanolu a vody v poméru 1 : 1
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(v/v). Chinolinova zlut SS byla ve smési methanolu a vody v poméru 1 : 1 (v/v)
nerozpustnad, proto byla pfipravena rozpusténim v ¢istém methanolu.

Pro pfimé zavadéni roztokt do hmotnostniho spektrometru byly zasobni roztoky
standardd nafedény methanolem K ptipravé pracovnich roztokt o koncentraci 1 pg/ml.
Pracovni roztoky byly zfiltrovany ptes 13 mm PTFE mikrofiltr s velikosti pora 0,22 pm
(Labicom, Olomouc, Ceska republika).

Pracovni smésny standard byl piipraven nafedénim zasobnich roztokt syntetickych
barviv methanolem na vyslednou koncentraci 1 ug/ml pro vSechny latky a zfiltrovan ptes
PTFE mikrofiltr s velikosti pért 0,22 pm.

Kalibracni roztoky byly pfipraveny postupnym fedénim smési standarda
syntetickych potravinatskych barviv na vysledné koncentrace: 2,00; 1,5; 1,25; 1,00; 0,50;
0,25; 0,10; 0,01 pug/ml.

3.3.2 Priprava modifikatoru mobilni faze

Mobilni faze CO2 byla upravena piidavkem modifikatoru s aditivem. Jako
modifikator byla zvolena smés methanolu a vody v poméru 95 : 5 a aditivum tvofil
hydroxid amonny v koncentracich 1, 5 a 10 mmol/l, nebo 5 mmol/l trifluoroctova

kyselina, nebo 5 mmol/l mraven¢an amonny.
3.3.3 Priprava vzorki

Pro analyzu byly pouzity vzorky iontového napoje Gatorade Cool Blue a zvykaci
bonbony Skittles s prichuti tropického ovoce, které byly zakoupeny v bézném obchodé.
K analyze iontového népoje bylo odebrano 50 ml vzorku, ktery byl 10 minut ponechan
Vv ultrazvukové 1azni pro odplynéni. Poté byly 2 ml odplynéného iontového napoje
prefiltrovany pies 13 mm nylonovy mikrofiltr s velikosti pord 0,22 um (Labicon,
Olomouc, Ceskéa republika). Nylonovy mikrofiltr zde slouzil k zachyceni veskerého
modrého barviva, coZ potvrzovala cCirost filtratu. VeSkeré modré barvivo bylo
z mikrofiltru eluovano 2 ml 10 mmol/l NH4OH v methanolu.

Ptiprava vzork Zvykacich bonbonii byla rovnéz jednoduchd. Analyzovan byl
modry a fialovy Zvykaci bonbon. Kazdy bonbon byl ponechan ve 2 ml 10 mmol/l NHsOH
v methanolu po dobu 30 minut v ultrazvukové lazni. Tato doba byla dostacujici k tomu,

aby se ze zvykacich bonboni smyla veskera barva do roztoku. Po 30 minutach byl
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odebran vSechen barevny roztok a prefiltrovan pfes nylonovy mikrofiltr. Tentokrat
veskeré modré a fialové barvivo pieslo pies filtr bez zachyceni, coz potvrzoval Cisty filtr.

Upraveny vzorek iontového napoje Gatorade Cool Blue byl bez fedéni nastiiknut
do SFC, vzorky Zvykacich bonbonu Skittles byly pied nastiikem 10 krat ziedény
roztokem 10 mmol/l NH4OH v methanolu, jelikoZz koncentrace barviva v roztoku byla

prilis vysoka.
3.3.4 Nastaveni hmotnostniho spektrometru Xevo TQS

Parametry hmotnostniho spektrometru Xevo TQS byly nastaveny b¢hem
manualniho ladéni. Pracovalo se v zaporném modu. Napéti na sprejovaci kapilatre pro
iontovy zdroj ESI bylo nastaveno na -2,20 kV, napéti na konusu bylo 20 V, teplota zdroje
byla 150 °C a teplota susiciho plynu byla 500 °C. Prutok susiciho plynu byl nastaven na
600 1/h a prutok plynu v konusu na 150 I/h. Pro SFC-MS méieni byla pouzita pomocna
kapalina (methanol) o prutoku 0,1 ml/min. Pomoci piimé inflze byly nalezeny
prekurzorové iony. Pro nalezeni téchto iontt byl pritok nastaven na 15 pl/min. Tyto ionty
byly nasledné fragmentovany. Vhodné kolizni energie byly zvoleny pro Ctyii az Sest
vybranych fragmentovanych iontl. Vsechny tyto ionty byly oOtestovany b&hem
chromatografické analyzy a dva nejintenzivnéjsi SRM (Selected Reaction Monitoring)

ptechody byly zahrnuty do finalni metody (Tab. 4).
3.3.5 Nastaveni chromatografu

Vzdy pii zménéné kolony nebo zméné mobilni faze bylo provedeno promyti
chromatografického systému mobilni fazi s vysokym obsahem modifikatoru (50-100 %)
pfi pritoku 0,5 ml/min po dobu alesponi 10 minut. Nasledné byl systém ekvilibrovan pfi
pocatecnich podminkach chromatografické metody tak, aby se pti poZadovaného sloZeni
mobilni faze ustalil pracovni tlak. Pfed kazdym méfenim standardi ¢i vzorki byl
proveden nastfik slepého vzorku (methanol). Pro testovdni modifikatoru, aditiv
a stacionarnich fazi bylo pouZito nasledujici nastaveni. Objem nastfikovaného vzorku na
kolonu byl 4 ul, pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min a zpétny tlak byl udrZzovan na
1500 psi. Separace probihaly pfi teploté 40 °C, pfi riznych gradientech slozeni mobilni
faze. Ve finalni metod¢ byla pouzita kolona BEH 2-Ethylpyridine, pratok mobilni faze
byl 0,7 ml/min a gradient zacinajici na 5 % modifikatoru: 0 min — 5 %, 12 min - 100 %,
14 min - 100 %, 14,5 min -5 %, 16 min - 5 %.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Predmétem této prace bylo vypracovat vhodnou metodu pro separaci a stanoveni
syntetickych potravindiskych barviv pomoci superkritické fluidni chromatografie
s hmotnostné spektrometrickou detekci. Navrzena SFC metoda je vhodna pro velmi
polarni iontové latky, pficemz nevyzaduje ion-parovaci Cinidlo, které by mohlo
komplikovat detekci hmotnostni spektrometrii. Je pIn¢ kompatibilni s MS detekei, velice
citliva, stabilni a rychla. Z barviv povolena k barveni potravin (tab. 2) bylo vybrano 16
potravinarskych barviv. Beta-apo-8°-karotenal byl z pocatku zahrnut do analyzy ale po
té, co se neionizoval elektrosprejem v zdporném modu, byl z dalSich postupit vytazen.
Barviva jako je kurkumin, lutein, lykopen nebo kyselina karminova se ziskavaji
z ptirodnich zdroja, proto nebyly zatazeny do analyz s vyjimkou kyseliny karminové,
jejiz standard byl k dispozici

Samotné méfeni smési 15 standardi syntetickych barviv bylo provedeno po
peclivém ladéni experimentalnich podminek (nastaveni iontového zdroje a kolizni
energie, nastaveni chromatografickych podminek, sloZzeni mobilni faze a gradientu atd.).
Kvalita separace byla podminéna pouzitou stacionarni fazi, aditivem do mobilni faze,
jejim pratokem a teplotou kolony. Ze ¢tyt kolon (BEH silikagel, BEH 2-Ethylpyridine
(2-EP), CSH Fluoro-Phenyl (FPh) a HSS C18 SB (C18)) byla pro méteni realnych vzorku
vybrana kolona 2-EP. Kazd4 stacionarni faze byla otestovana se v§emi modifikatory.
Vzdy se jednalo o roztok methanolu s vodou v poméru 95 : 5 (v/v) a ptidavkem
polarngjsiho aditiva (NH4OH, trifluoroctové kyselina a mravenc¢an amonny). Pritok
mobilni faze byl vzdy zvolen tak, aby nebyl nepiekrocen tlak 6000 psi. Na separaci

navazovala vhodna detekce.
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4.1

Hmotnostné-spektrometricka detekce

Hmotnostni analyzator byl nejprve pouzit pro nalezeni prekurzorovych ionti

a zhodnoceni jejich fragmentace pro jednotliva syntetickd barviva. Pomoci pfimého

zavadéni roztokli do hmotnostniho spektrometru byly prométfeny vzorky standarda

0 koncentraci 1 pg/ml v methanolu za ionizace elektrosprejem v zaporném modu.

U indigokarminu byla pouzita koncentrace 2 pg/ml, protoze v ptipadé nizsi koncentrace

nebyl nalezen prekurzorovy ion. Jelikoz vétSina standardi syntetickych barviv obsahuje

nékolik sulfoskupin (latky byly dostupné ve formé sodnych soli), byla u vétSiny latek

pozorovana tvorba vicendsobné nabitych iontl. Fragmentacni spektra pro jednotlivé

standardy syntetickych barviv jsou uvedena v pfiloze ¢. 1. Nejintenzivnéjsi SRM

(Selected Reaction Monitoring- sledovani vybrané reakce) ptechody (Tab. 4) byly

pouzity pii chromatografické analyze smési standardii, vzorkd iontového napoje

a zvykacich bonbont.

Tabulka 4: Podminky na staveni hmotnostniho spektrometru pro jednotlivé standardy

syntetickych barviv

Relativni , Napeti Kolizni
., , ., , Produktové na .
Cislo Nazev Sumarni vzorec | molekulova | Prekurzor iont konusu | Energie
hmotnost y V) (eV)
“apved 185,7 16

1 Aﬁeweﬁc CisH1eNoN2:0sSs | 4964 2246 20
ura 213,8 20
157,5 14

2 Amarant CooH11N2Naz010S3 604,5 267,7 20
205,7 12
. 169,9 18

3 Azorubin CooH12N2Na,0-S; 502,4 227,7 20
220,9 15
R 169,9 20

4 Brgf“;g‘F Ca7H34N;Na;06S3 792,9 373,0 20
modf 333,1 18
o 226,6 20

5 '?“lvargr,\ll‘ CosH17NsNasOwSs | 867,7 387,9 20
ceril 290,9 20
: 357,0 23

6 kKys?"”a, CooH20013 4924 491,0 20
arminova 446,9 20
: 536,4 30

7 Erytgos'” CaoHslaNa;0s 879.86 834,1 20
662,2 30
495,6 28

8 Zelen S C27H25N2NaO7SZ 576,6 552,6 20
510,7 36
: 169,7 25

9 ]'(”d'g,o CisHsNoNa,OsS; | 466,36 2258 20
armin 197,8 18
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, 4347 45

10 Patzr}t{l/l Co7H31:N207S,Cas 579,71 558,7 20
modr 478,9 30
205,9 20

11 | Ponceau 4R | CyoH1:1N2Na3O10S3 604.46 267,5 20
301,7 20
ol A 2159 32

1 |Chinolinové ) o 4\ NO, 273.29 271,8 20
zlut SS 243 9 30
N 157,9 18

13 Cerven 2G | CigHi13N3NaxOsS2 509,4 231,4 20
171,4 15
. 170,8 12

14 Zlut' SY Ci16H10N2Na207S, 452.4 202,7 20
206,8 12
_ 197,8 15

15 Tartrazin C16H9N4NazOgS, 534,3 233,8 20
210,9 7

Fragmentové ionty vétSiny standarda syntetickych barviv se shoduji S nalezenymi
SRM piechody v literatuie. [82-84] Fragmenta¢ni spektra vychazi z méfeni na piistroji
S niz8i rozliSovaci schopnosti. Navrhy fragmentacnich cest by mohly byt detailnéji
studovany naptiklad pomoci experimentl na hmotnostnim spektrometru s vyssi
rozliSovaci schopnosti davajici presné hodnoty m/z. V této praci vsak bylo cilem nalézt
vhodné fragmentacni cesty pouzitelné pii stanoveni a potvrzeni identity studovanych

analytl, nikoli detailn¢ studovat fragmentaci.

4.2 Vliv aditiva a stacionarni fize na chromatografickou separaci

Typ pouzittho aditiva mél vyrazny vliv na pocet eluovanych latek
z chromatografické kolony, na tvar a Sitku pikd. Mezi studovana aditiva patiil hydroxid
amonny, mravenc¢an amonny a trifluoroctova kyselina. V prvotnich experimentech byla
studovana koncentrace aditiva 5 mmol/l na vsech testovanych kolonach (BEH, 2-EP, C18
a FPh). V ptipadé trifluoroctové kyseliny a mravencanu amonného dochazelo na
kolonach BEH a 2-EP pfi zvoleném gradientu (0 min — 10 %, 5 min — 100 %
modifikatoru) k zadrzeni dvou latek brilantni modii FCF a tartrazinu. Na stacionarnich
fazich FPh a CI8 se za stejnych podminek zadrZely vSechny latky. Ani zvySeni
koncentrace na 10 mmol/l trifluoroctové kyseliny resp. mravenc¢anu amonného
nepomohlo k eluci latek z kolon.

Nejefektivnéjsim aditivem byl hydroxid amonny, ktery umoznil eluci téméf vSech
latek z testovanych stacionarnich fazi (s vyjimkou kyseliny karminové). Nasledné byl pro
toto aditivum studovan vliv koncentrace na separaci latek. Jelikoz kolona 2-EP

poskytovala nejlepsi separaci v pfitomnosti 5 mmol/l hydroxidu amonného, byla na téze
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kolon¢ sledovana i separace pro koncentrace tohoto aditiva 1 mmol/l a 10 mmol/l. Vyssi
koncentrace aditiva urychlila analyzu latek a zaroven zvysila pocet uspesSn¢ separovanych

latek (Obr. 1).
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Obrazek 1: VIiv koncentrace NH4OH v modifikatoru na separaci latek: A) 1 mmol/l
NH;OH, B) 5 mmol/l NH4sOH a C) 10 mmol/l NH4sOH (kolona: 2-EP; teplota kolony:
40 °C; gradient mobilni faze: 0 min —5 % modifikatoru, 12 min— 100 %, 14 min —100 %,
16 min — 5 %; prutok mobilni faze: 0,5 ml/min; detekce: hmotnostni spektrometr)

Spole¢n¢ s aditivy byla hodnocena i vhodna stacionarni faze pro separaci
syntetickych barviv. DileZitym piedpokladem pro vybér stacionarni faze bylo vymyti
vSech sledovanych syntetickych barviv z kolony. Za izokratické eluce 100%
modifikatorem tvofenym smési methanolu a vody v poméru 95 : 5 (v/v) s 5 mmol/l
NH4OH spliovaly tuto podminku v§echny pouzité kolony. V piipadé gradientové eluce
(0 min — 10 %, 5 min — 100 %, 7 min — 100 % modifikatoru) byl pocet vymytych
standardi rtizny. Standard kyseliny karminové nebyl eluovan béhem analyzy z zadné
kolony. Kolony FPh a C18 siln¢ zadrzovaly kromé standardu kyseliny karminové
I amarant, ponceau 4R a chinolinovou zlut' SS (Tab. 5).

Vybér mezi kolonami 2-EP a BEH zavisel na plose pikt jednotlivych standarda
barviv. Plocha pikti pro zlut’' SY a azorubin byla vétsi na koloné 2-EP (Obr. 2A a 2C) nez
na koloné BEH (Obr. 2B a 2D), obdobny rozdil byl pozorovan i u barviv
zelen S a indigokarmin. Z hlediska separace a odezvy latek byla pro analyzu realnych

vzorkll iontového népoje a zvykacich bonbonti vybrana stacionarni faze 2-EP.
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Tabulka 5: Srovnani kolon z hlediska eluce standarda (teplota kolony: 40 °C; gradient
modifikatoru 5 mmol/l NH4OH v methanolu: 0 min — 10 %, 5 min — 100 %, 7 min —
100 %. 9 min — 10 %; prutok mobilni faze: 0,5 ml/min; detekce: hmotnostni spektrometr)

Barvivo Stacionarni faze a retencni ¢asy (min)
2-EP BEH FPh C18
Cerven Allura AC 5,42 4,45 3,81 3,81
Amarant 6,45 4,64 Ne 4,05
Azorubin 5,69 4,43 3,81 3,85
Brilantni modf FCF 5,30 4,78 3,11 4,13
Brilantni ¢ernn BN 3,02 3,02 2,83 3,33
Kyselina karminova Ne Ne Ne Ne
Erythrosin B 6,14 4,34 4,39 3,96
Zelen S 5,76 4,98 3,95 4,33
Indigokarmin 4,35 4,17 3,42 3,50
Patentni modr V 4,70 458 3,81 423
Ponceau 4R 6,49 4,66 Ne 4,02
Chinolinova zlut' SS 3,48 3,23 3,52 Ne
Cerven 2G 5,56 4,45 3,76 3,81
Zlut SY 5,35 4,43 3,75 3,79
Tartrazin 6,31 4,69 3,86 4,00

miX all 1 ug/mL In MeUH, filtered P IHE
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nix all 1 ugimL in MeOH, filtered PTFE
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Obrazek 2: Vliv stacionarni faze na plochu pikd: A) separace standardu zlut' SY na
kolon¢ 2-EP, B) separace standardu zlut' SY na koloné¢ BEH, C) separace standardu
azorubin na koloné 2-EP a D) separace standardu azorubin na kolon¢ BEH (teplota
kolony: 40 °C; gradient modifikatoru 5 mmol/l NHsOH v methanolu: 0 min — 10 %,
7 min —100 %, 10 min — 100 %, 12 min — 10 %; pratok mobilni faze: 0,5 ml/min; detekce:
hmotnostni spektrometr)

4.3 Gradient sloZzeni mobilni faze

Vzhledem k vysoké polarité a elektrickému naboji testovanych latek, které vedou
k piilis silnym interakcim se stacionarni fazi a vysoké retenci, byl pouzit strmy gradient
modifikatoru az po 100 %. Samoziejmé za téchto podminek nelze hovofit
0 superkritickém stavu mobilni faze, ale jde o stav subkriticky. Vlastnosti mobilni faze se
vSak méni kontinualné, proto prechod mezi témito stavy je plynuly a opakovatelny.

Prvotni gradient byl testovan na vSech vybranych kolonach. Obsah modifikéatoru
zacinal na 10 %, béhem tii minut pii pratoku 0,5 ml/min vystoupal na 100 %, na této
hodnoté setrval dalsich 10 sekund, béhem dvou minut se pak vratil zpét na vychozi stav.
Celkovy ¢as analyzy byl 5 minut (Tab. 6). Na kolonach C18 a FPh byly vSechny latky
s vyjimkou kyseliny karminové vymyty béhem 3,5 minuty, na kolon¢ BEH byly latky
vymyty do 4 minut a na koloné 2-EP byly latky vymyty béhem 4,5 minuty. Ani jedna
Z kolon neseparovala vSechny latky.

V dal§im kroku byla navrzena uprava gradientu tak, aby bylo dosaZeno nizsi retence

latek a tim 1 rychlej$i analyzy. Experimenty byly realizovany jen na koloné¢ C18 (nejnizsi
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retence), kdy byla pocatecni koncentrace modifikatoru postupné zvySovana na 20 %,
30 % a 40 % se zachovanym cCasovym ramcem. Retence latek byla snizena o vice nez
minutu a pul. Zaroven vSak doSlo ke snizeni G¢innosti separace, kdy byly pozorovany
Siroké piky. Z tohoto diivodu byla pocatecni koncentrace modifikatoru naopak snizena na
5 %.

Pouziti tohoto gradientu vedlo k vymyti vétSiny latek ve stejném retencnim case,
proto byla nutna dalsi uprava. K tomu, aby byly vSechny latky separovany tj. eluovany
v riznych &asech, bylo nutné prodlouzit ¢as gradientu. Cas byl postupné zvySovan
z3 minutnab, 7, 10 a 12 minut (Obr. 3). Experimenty pfi vSech ¢asovych zménach byly
provadény jen na koloné 2-EP, kterd umoznila v piivodnim ¢ase separovat nejvice latek.
Ze vSech navrzenych casovych zmén poskytla kolona 2-EP nejvice separovanych latek
(11 latek) v ptipad¢ nejdelsiho gradientu. VSechny latky byly z kolony vymyty béhem
13 minut s vyjimkou kyseliny karminové, ktera byla na koloné zadrzena pti vSech
casovych zménach gradientu (Tab. 6). Celkovy ¢as analyzy byl 16 minut.

U latek amarant a ponceau 4R, které jsou izomerni, bylo dosazeno pouze ¢astecné
separace. K jejich odliSeni je mozné vyuzit fragmentacni spektra, kdy poskytuji stejné
fragmenty ale o0 rozdilnych relativnich intenzitach. V ptipadé ptitomnosti obou latek ve

vzorku v8ak muze dochéazet k vzajemnému ovliviiovani vysledku pii jejich stanoveni.

Tabulka 6: Pribéh prvotniho a vysledného gradientu mobilni faze

(néﬁ;) (iﬁrﬁ) CO: (%) MOd(i;l)l){énor (Sﬁ) (irll/irfii) CO: (%) MOd(it;l,l)(ém)r
0 05 90 10 0 05 95 5
3 05 0 100 12 05 0 100
31 05 0 100 14 05 0 100
5 05 90 10 145 05 95 5
16 05 95 5
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Obrazek 3: VIiv gradientu na separaci latek, zvySeni obsahu modifikatoru z 5 % na
100 % za: A) 5 minut, B) 7 minut, C) 10 minut a D) 12 minut; (kolona: 2-EP; teplota
kolony: 40 °C; prutok mobilni faze: 0,5 ml/min; detekce: hmotnostni spektrometr)

4.4  Pratok mobilni faze a teplota kolony

V dal$im kroku byla navrzena uprava pritoku mobilni faze tak, aby bylo dosazeno
rychlej$i analyzy. Z ptvodniho pritoku 0,5 ml/min byl pratok zvysen na 0,8 ml/min
(Obr. 4C). Doslo sice ke zkraceni retenénich ¢asii témétf o minutu, ale tlak v systému
vzrostl na kritickou hodnotu 5910 psi, proto byl pro dalsi analyzy pritok sniZen na
0,7 ml/min (Obr. 4B), pro ktery tlak neptekrocil 5310 psi.

Poslednim sledovanym parametrem byla teplota kolony, ktera v§ak neméla vyrazny
vliv na pribéh separace. Separace syntetickych barviv byla studovana pfi teplotach 30 °C,
40 °C a 50 °C na koloné 2-EP. Mezi teplotami kolon 40 °C a 50 °C nebyl zadny vyrazngjsi
rozdil. Pouze u nejnizsi teploty 30 °C byla pozorovana horsi separace tartrazinu a zelené
S, jak doklada srovnani jejich separace pii teplotach kolony 30 °C a 40 °C (Obr. 5). Rozdil
v separaci pii riznych teplotach byl pozorovan i u pard amarant a zelen S nebo

ponceau 4R a tartrazin (Ptiloha II.).
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Obrazek 4: Vliv pritoku mobilni faze na rychlost separace: A) 0,5 ml/min,

B) 0,7 ml/min, C) 0,8 ml/min; (kolona: 2-EP;

teplota kolony: 40 °C; gradient

modifikatoru 10 mmol/l NH4OH v methanolu: 0 min — 5 %, 12 min — 100 %, 14 min —

100 %, 16 min — 5 %; detekce: hmotnostni spektrometr)
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mix all 1 ug/mL in MeOH, filtered PTFE
Uhrova_060316_barviva_2-EP_mix2_filter_05 1. MRM of 31 Channels ES-
5526 > 510.7 (green S)
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Obrazek 5: Separace tartrazinu a zelen¢ S pii teploté kolony: A) 30 °C, B) 40 °C (kolona:
2-EP; gradient modifikatoru 10 mmol/l NH4OH v methanolu: 0 min — 5 %, 12 min —
100 %, 14 min — 100 %, 16 min — 5 %; pratok mobilni faze: 0,7 ml/min; detekce:
hmotnostni spektrometr)

45 Casteéna validace metody a zpracovani vysledki

Vyvinuta metoda byla c¢asteéné validovana v parametrech opakovatelnosti,

presnosti, linearity, meze detekce a stanovitelnosti.

45.1 Opakovatelnost retené¢nich ¢asi a preciznost ploch piki

Na kolonu byl sestkrat po sobé nadavkovan stejny objem (4 ul) smési standarda
o koncentraci 1 pg/ml. Z naméfenych retenénich Cast jednotlivych standardi byly
vypocitany relativni smérodatné odchylky (RSD), které se jako ukazatel opakovatelnosti
pohybovaly v rozmezi od 0,05 % do 0,60 %. Preciznost byla hodnocena pomoci relativni
smérodatné¢ odchylky ploch pikd Sesti po sobé jdoucich métfeni téhoz vzorku
a pohybovala se v rozmezi od 1,57 % do 8,95 %. Pro kvantitativni stanoveni latek pomoci
(Tab. 7). [85] Priloha IV. zahrnuje tabulky S namé&fenymi reten¢nimi ¢asy a plochami

pikt pro jednotliva barviva.
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Tabulka 7: Relativni smérodatné odchylky reten¢nich ¢asui a ploch pikt jednotlivych
standardl syntetickych barviv (vypocteno ze Sesti mefeni)

. Primémy | RSD% | b yems | RSD %
Barvivo retencni ¢as | (retencni

(min) cas) plocha (plocha)
Cerveit Allura AC 6,91 0,14 175005,6 4,2
Amarant 8,03 0,12 38295,27 2,8
Azorubin 7,15 0,17 127687,1 1,8
Brilantni ¢erin BN 8,96 0,33 42818,50 2,7
Brilantni modit FCF 7,04 0,13 145894,1 6,4
Erythrosin B 8,38 0,15 287730,8 19
Zelen S 8,14 0,05 64985,65 3,6
Indigokarmin 5,50 0,14 677801,7 3,2
Patentni modi V 6,14 0,13 717169,6 1,6
Ponceau 4R 7,94 0,60 250027,1 2,8
Chinolinova zlut’ SS 3,53 0,16 94419,10 9,0
Cereveii 2G 6,73 0,11 143405,9 3,3
Zlut SY 6,77 0,12 433070,4 5,2
Tartrazin 8,05 0,11 218013,1 3,3

45.2 Linearita

Linearita byla vyhodnocena z kalibracnich pfimek vSech standardi syntetickych
barviv s vyjimkou kyseliny karminové na zakladé analyzy na osmi koncentracnich
urovnich (10 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml 1000 ng/ml, 1250 ng/ml,
1500 ng/ml a 2000 ng/ml). Brilantni ¢erii BN byla hodnocena v koncentraénim rozsahu
250-2000 ng/ml a amarant 100-2000 ng/ml, nebot’ na nizsich koncentra¢nich trovnich
nedosahovaly trojnasobek poméru signal/Sum. K dosazeni vysledné koncentrace byly
zasobni roztoky standardl fedény methanolem. Kazda z koncentraci byla métena dvakrat.
Vysledné plochy piki jednotlivych standardt byly zjistény pomoci programu TargetLynx
a nasledné pouzity k sestrojeni grafu kalibracni zavislosti. Pro integraci pikli byla
nastavena prahova plocha piku na 1000 a pro kalibraci bylo vyuZito funkce vaZzené
linearni regrese (1/x?). V piiloze V. jsou uvedeny vysledné grafy rezidui a grafy
kalibracnich zavislosti spole¢n¢ s rovnicemi piimek a korelacnimi koeficienty.
Z kalibracnich kiivek je patrné, Ze u vétSiny standardl syntetickych barviv je koeficient
determinace R? vétsi nez 0,990, coZ znamend linearitu v celém testovaném rozsahu

koncentraci. Pouze chinolinova zlut SS méa R? mensi nez 0,990, vykazuje linearitu
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Vv rozsahu koncentraci 250-2000 ng/ml. Linearitu potvrzuji i pfilozené grafy rezidui,
jejichz hodnoty jsou pod 15 % opét s vyjimkou chinolinové zluti SS, pro kterou byla

zjisténa hodnota nad 20 %.

45.3 Mez detekce a stanovitelnosti

U jednotlivych standardt syntetickych barviv byla za pomoci programu OriginPro
vypocitana mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) s vyuzitim kalibra¢ni pfimky
(Tab. 8).

K vypoctu byl pouzit vzorec: mez = (k x o) / A, kde og je smérodatna odchylka tseku
(stanovena na zaklad¢ kalibrace), A je smérnice kalibra¢ni zavislosti a k je konstanta

(3,3 pro LOD, 10 pro LOQ).

Tabulka 8: Meze detekce a stanovitelnosti

Barvivo LOD LOQ
(ng/ml) (ng/ml)

Cerveii Allura AC |1,73 5,24
Amarant 1,18 35,6
Azorubin 1,39 4,23
Brilantni ¢ern BN 84,3 255

Brilantni modf FCF |1,83 5,54
Erythrosin B 1,64 4,96
Zelen S 1,64 4,97
Indigokarmin 1,34 4,05
Patentni modi V 1,27 3,85
Ponceau 4R 1,17 3,55
Chinolinova zlut' SS |3,48 10,5
Cereveii 2G 1,08 3,28
Zlut SY 2,43 7,36
Tartrazin 1,42 4,29

Mez detekce se u jednotlivych syntetickych barviv pohybovala v rozmezi od
1,08 ng/ml do 84,3 ng/ml a mez stanovitelnosti od 3,28 ng/ml do 255 ng/ml.

4.6 Analyza iontového napoje a Zvykacich bonbonu

Vyvinuta metoda SFC/MS pro syntetickda potravinaiska barviva (Obr. 6
a priloha III.) byla pouzita k analyze realnych vzorkt iontového napoje Gatorade Cool

Blue a zvykacich bonbonu Skittles s piichuti tropického ovoce. Po Gipravé a fedéni vzorkt
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(kap. 3.3.3) prob¢hla analyza na stacionarni fazi 2-EP s gradientem od 5 % modifikatoru
(smés methanolu a vody v poméru 95 : 5 (v/v) s 10 mmol/l NHsOH) do 100 %
za 12 minut. Chromatografickd analyza vzorku trvala 16 minut na koloné vyhfaté na

40 °C pti prutoku mobilni faze 0,7 ml/min.

mix all 1 ug/mL in MeOH, filtered PTFE
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Obrazek 6: Vysledna separace standardi syntetickych barviv (kolona: 2-EP, teplota
kolony: 40 °C, gradient modifikatoru 10 mmol/l NH4OH v methanolu: 0 min — 5 %
modifikatoru, 12 min — 100 %, 14 min — 100 %, 16 min — 5 %, pratok mobilni faze:
0,7 ml/min; detekce: hmotnostni spektrometrie

Ve vzorku iontového napoje i v modrych zvykacich bonbonech bylo nalezeno
syntetické barvivo brilantni modi FCF. Kromé modrého Zzvykaciho bonbonu byl
analyzovan 1 fialovy Zvykaci bonbon, ve kterém se potvrdila pfitomnost syntetického
barviva indigokarminu. Pfitomnost nalezenych barviv byla potvrzena na zakladé
retenénich Casi a charakteristickych ionti jejich SRM piechodt (Obr. 7 a 8).
Chromatogram vzorku fialového zvykaciho bonbonu obsahuje ¢tyfi piky, které nalezi
pouze SRM piechodu indigokarminu. Pro kvantifikaci tohoto barviva byly pouZity
plochy pro dva piky, které jsou shodné s SRM piechodem standardu, i pro ¢tyii piky.

Vysvétlenim vétsiho poctu piklt by mohla byt pfitomnost izomeri barviva.
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brilliant blue in NH40H, filtered
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Obrazek 7: Analyza syntetického barviva brilantni modi FCF: A) standard, B) iontovy
napoj, C) modry zvykaci bonbon (kolona: 2-EP; teplota kolony: 40 °C; gradient
modifikatoru 10 mmol/l NH4OH v methanolu: 0 min —5 %, 12 min — 100 %, 14 min —
100 %, 16 min — 5 %; prutok mobilni faze: 0,7 ml/min; detekce: hmotnostni spektrometr)

miX all 1 ug/mL in MeOH, fitered P IFE
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Obrazek 8: Analyza syntetického barviva indigokarminu: A) standard, B) fialovy
zvykaci bonbon ((kolona: 2-EP; teplota kolony: 40 °C; gradient modifikatoru 10 mmol/Il
NH4OH v methanolu: 0 min — 5 %, 12 min — 100 %, 14 min — 100 %, 16 min — 5 %;
pritok mobilni faze: 0,7 ml/min; detekce: hmotnostni spektrometr)
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4.6.1 Stanoveni syntetického barviva ve vzorku

Tti vzorky totozného iontového napoje, tfi modré a tii fialové zvykaci bonbony
byly upraveny podle kap. 3.3.3 a zméteny. Z retencnich Cast jednotlivych syntetickych
barviv byly vypocitany relativni smérodatné odchylky (RSD), které se jako ukazatel
opakovatelnosti pohybovaly v rozmezi od 0,17 % do 0,19 %. Preciznost byla hodnocena

pomoci relativni smérodatné odchylky ploch pikii a neptekradovala nejvyssi pripustnou

hodnotu RSD pro kvantitativni stanoveni latek 15 % (Tab. 9).

Tabulka 9: Relativni smérodatné odchylky retencnich ¢asi a ploch pikt jednotlivych

vzorku
— ;
Primémy | RSD% | o a4 | RSD %
Vzorek retenéni Cas | (retencni locha (plocha)
(min) ¢as) P P
Iontovy napoj 6,83 0,19 225733,8 8,0
Modry Zvykaci 6,87 0,19 66657.73 16
bonbon
Fialovy Zvykaci
bonbén (2 piky) 522 0,17 44569, 14 13
Fialovy zvykaci
bonbon (4 piky) 522 0,17 16770553 24

Obsahy detegovanych syntetickych barviv brilantni modii FCF a indigokarminu

v redlnych vzorcich byly vypocteny pomoci sestrojenych kalibranich pifimek pro

standardy syntetickych barviv. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 10.

56




Tabulka 10: Obsahy barviv v realnych vzorcich

Obsahy
(iontovy napoj
Vzorek Méfeni | vug/mla bo;'&it”?fﬁ )
zvykaci bonbon uimg
vug/g)
1. 2,0 -
Iontovy napoj 2. 2,0 -
3. 1,7 -
1. 5,29 1064
Modry Zvykaci 5 505 1093
bonbon : :
3. 5,41 1061
e 1. 0,82 1048
lalovy zvykacl 2. 0,79 1051
bonbon (2 piky)
3. 0,80 1068
o 1. 2,89 1048
ialovy zvykaci
bonbon (4 piky) 2 3.0 >
3. 2,95 1068

Podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 ze dne
16. 12. 2008 o potravinach ptidatnych latek je pro syntetickd barviva brilantni modi FCF
a indigokarmin v cukrovinkach stanoven kombinovany maximalni limit 200 mg/kg neboli
200 pg/g a v ochucenych napojich 100 mg/l neboli 100 pg/ml. [7] Vzorky Zvykacich

bonbdni ani iontovy napoj nepiekracuji nejvyssi povolené mnozstvi.

4.7 Srovnani s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Nejvétsi pocet metod pouzivanych dnes pro identifikaci potravinaiskych barviv
spada do oblasti kapalinové chromatografie. V minulosti se pouzivaly pfedevsim
papirova, tenkovrstva a kolonova chromatografie, dnes se nejvice vyuziva vysokoucinna
kapalinova chromatografie s UV/VIS nebo MS detekci. I kdyz je detekce na principu
molekulové absorpéni spektrometrie v UV/VIS oblasti zafeni jednoducha a spolehliva
a pfi analyze barviv mize poskytnout vys$si miru selektivity danou absorpci ve viditelné
oblasti spektra (oproti absorpci v UV oblasti), hmotnostni spektrometrie a predevsim
tandemova hmotnostni spektrometrie je cennou technikou, kterd je v soucasné dobé
obecné upiednostinovana pred UV/VIS detektory pro svou vysokou citlivost a selektivitu.
Kapalinova chromatografie spojend s tandemovou hmotnostni spektrometrii pfedstavuje
pfistup poskytujici potfebné informace pro identifikaci potravinaiskych barviv, cozZ mize
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mit vyznam napft. pro identifikaci nelegalné ptfidanych barviv do potravin s cilem vylepSit

barvu. Proto zminéna detek¢ni technika byla vyuzita i v této praci. Nasledujici tabulka

(Tab. 11) srovnava vyvinutou metodu SFC/MS s vybranymi publikovanymi postupy, kde

jsou syntetickd barviva detegovana jak UV/VIS tak MS detektory. Postupy zalozené na

UV/VIS detekcei ve srovnani s SFC/MS metodou maji delsi ¢as analyzy a zaroven detekuji

mensi pocet analyti. Postupy zalozené na MS detekci ve srovnani s SFC/MS metodou

vykazuji v nekterych pripadech kratsi Casy analyz a detekuji témét shodny pocet analytu.

Z hlediska aplikované chromatografick¢ metody clanky, které by se zabyvaly separaci

povolenych potravinaiskych barviv superkritickou fluidni chromatografii, se doposud

V literatui'e neobjevily.

Tabulka 11: Srovnani vyvinuté SFC/MS metody, HPLC-UV/VIS a HPLC/MS metod

Pocet | Celkovy
X1 shodnych | cas LOD
Clanek analytii | separace Kolona Detektor (ng/ml) LOQ (ng/ml)
(celkovy)| (min)
Vyvinuta Acquity BEH | Hmotnostni
SFC/MS 14 16 2- spektrometr | 1,08-84,25 | 3,28-255,30
metoda Ethylpyridine | Xevo TQS
: NUCLEODUR| UV/VIS
Cit. [75] | 6 (10) 50 C18 Lambda 25 0,18-4,58 | 0,54-13,9
UVIVIS
cit.[76]| 4 20 SUPLE(':-_Clgs”- SPD- 3-40 12-90
M10AVP
: UVIVIS
Cit. [86] 7 26 Symmetry C18 SPD-M20A - 0,02
Acclaim Polar | Hmotnostni
Cit. [77] | 7 (20) 20 Advantage |spektrometr - 1-1000
C16 API1 3200
Hmotnostni
. Acquality | spektrometr i i
Cit. [87] | 14 (19) 11 BEH C18 O-trap 1-20 10-401
4000
Hmotnostni
. Phenomenex | spektrometr
Cit. [88] | 10(19) 10 Kinetex C18 TSQ 17,3-952 1-50
Quantum
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5 ZAVER

Diplomova prace je zaméfena na analyzu syntetickych potravinaiskych barviv,
které jsou diky své nizké cené a vysoké stabilit¢ velmi Casto pfitomny v potravinach
a mohou mit nezadouci vliv na lidské zdravi. Jejich nepovoleny piidavek muze byt
motivovan snahou vylepsit vzhled potravin a je jednou z mozZnosti pan¢ovani potravin.

Separace studovanych syntetickych barviv byla provedena pomoci superkritické
fluidni chromatografie ve spojeni s hmotnostné spektrometrickym detektorem. V prvnim
kroku bylo ovéfeno vhodné nastaveni parametrti hmotnostniho spektrometru pro ionizaci
a fragmentaci sledovanych barviv pomoci zavadéni roztoku jejich standardt. Analyty
byly ionizovany v zaporném moddu a jejich kvantifikace byla provadéna v médu sledovéani
vybrané reakce (selected reaction monitoring). Nasledn¢ byla studovana
chromatograficka separace na ¢tyfech vybranych kolonach 2-EP, BEH, C18 a FPh.

Hodnocen byl vliv aditiva, stacionarni faze, teploty kolony, gradientu slozeni
mobilni faze a pritoku mobilni faze z hlediska celkové doby a kvality separace latek.
Nejlepsi separace bylo dosazeno na chromatografické koloné 2-EP pii teploté 40 °C,
prutoku mobilni faze 0,7 ml/min. K oxidu uhli¢ittmu byl pfimichan modifikator
s aditivem (10 mmol/l NH4OH ve smési methanol : voda 95 : 5). Byl zvolen nasledujici
gradient modifikatoru: 0 min — 5 %, 12 min - 100 %, 14 min - 100 %, 14,5 min - 5 %,
16 min — 100 %. Na chromatogramu bylo mozné rozeznat 12 pikt pro 14 analyti
(vz4jemné neseparované latky bylo mozné odlisit hmotnostné spektrometrickou detekci).
Na zadné z kolon se pii uvedeném slozeni a gradientu mobilni faze nepodafilo vymyt
kyselinu karminovou. To bylo mozné pii pouziti aditiva mraven¢anu amonného nebo
trifluoroctové kyseliny, které vSak nebyly vhodné pro ostatni analyzovana synteticka
barviva. Celkovy ¢as chromatografické analyzy byl 16 minut ale posledni analyt se
eluoval jiZ v 9 minuté.

Metoda byla casteéné validovana sohledem na opakovatelnost, preciznost,
linearitu, mez detekce a stanovitelnosti. Opakovatelnost retenénich ¢ast byla vyjadiena
Z Sesti po sobé jdoucich méfeni smésného standardu o koncentraci 1 pg/ml pomoci RSD
(hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 0,05 % do 0,60 %). Preciznost byla vyhodnocena
jako RSD ploch pikl Sesti po sobé jdoucich méfeni téhoz vzorku a pohybovala se
v rozmezi od 1,57 % do 8,95 %. Linearita byla prokazana v koncentra¢nim rozsahu

10 — 2000 ng/ml u v8ech analyzovanych syntetickych barviv s vyjimkou brilantni ¢erni
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BN, amarantu a chinolinov¢ Zluti SS. Mez detekce se pohybovala v rozsahu od 1,08 ng/ml
do 84,3 ng/ml a mez stanovitelnosti od 3,28 ng/ml do 255 ng/ml.

Vyvinutd metoda byla aplikovana na analyzu redlnych vzorki (iontovy népoj
Gatorade Cool Blue a zvykaci bonbony Skittles). Vzorky byly nejdiiv upraveny
anasledné analyzovany. Z retencnich cast a vyslednych ploch pikd byla vypocitana
opakovatelnost a preciznost jako RSD. Opakovatelnost reten¢nich ¢ast se pohybovala od
pro stanoveni latek tj. 15 %. Pomoci kalibraénich zavislosti pro brilantni modi FCF
a indigokarmin byla nalezend barviva kvantifikovana. Ve tfech vzorcich totozného
iontového napoje, byla prumérna koncentrace brilantni modfi FCF 1,9 pg/ml. Ve
vzorcich tfech modrych Zvykacich bonbdnti bylo téZe barvivo pfitomné v mnozstvi 5,05-
5,41 ng/g. Ve vzorcich trech fialovych Zvykacich bonboni se obsah indigokarminu pro
dva piky které byly shodné s SRM piechodem standardu pohyboval v rozmezi 0,79-
0,82 pg/g a pro Ctyri piky se stejnym SRM pozorované pii analyze v rozmezi 2,89-
3,06 ng/g. Uvedené hodnoty nepiekracuji nejvyssi povolena mnozstvi pro uvedena
barviva, ktera jsou V ochucenych napojich 100 pg/g a v cukrovinkach tohoto typu
(bonbdnech) 200 pg/g. VEtsi pocet pika zjistény pii analyze indigokarminu by mohl byt
zpusoben ptitomnosti izomerd, pak by bylo dilezité je zahrnout do vypoctu, nebo jinych
latek se shodnym SRM piechodem. V takovém piipadée by pti hodnoceni potraviny bylo
nutné pokraCovat jejich identifikaci napf. s vyuZzitim hmotnostniho spektrometru s vyssi
rozliSovaci schopnosti.

Superkriticka fluidni chromatografie se ve spojeni s hmotnostné spektrometrickou
detekci osvédcila pro Gspésnou a rychlou analyzu syntetickych potravinaiskych barviv.
Jelikoz studovand synteticka barviva patii mezi velmi polarni latky a dochazi k silné
retenci latek v kolong, byl pro analyzu pouzit strmy gradient modifikatoru az po 100 %.
Za téchto podminek nelze hovofit o stavu superkritickém ale subkritickém. AvSak
vlastnosti mobilni f4ze se méni kontinudlné, proto pfechod mezi témito stavy je plynuly
a opakovatelny. Vysledna SFC metoda je vhodna pro vSechny studované velmi polarni
iontové latky s vyjimkou kyseliny karminové. Protoze metoda nevyzaduje ion-parovaci
¢inidla, je dobfe kompatibilni s MS detekci, je velice citliva, poskytuje stabilni retenéni
Casy analytii a rychlou ekvilibraci kolony. Ve srovnani s kapalinovou chromatografii
obstala pro dané analyty stejné dobie a ma podobné naroky na instrumentaci. Ve srovnani

s HPLC/UV-VIS ma i niz$i naroky na celkovy cas separace. Celkové tak superkriticka
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fluidni chromatografie ma dobré predpoklady stat se jednim z novych moznych pfistupi

Vv analyze nejen syntetickych barviv ale i jinych velmi polarnich iontovych latek.
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PRILOHY



Seznam priloh:

l. Fragmentac¢ni spektra standardli S vybranymi SRM piechody
Il. Koelujici latky 30 °C a 40 °C

1. Vysledna separace latek

V. Opakovatelnost retencnich Casti, preciznost pro plochy pikt

V. Kalibraéni zavislost



. Fragmentacni spektra standardii S vybranymi SRM piechody

allura red AC 1 ug/ml in MeOH 15 ul/min
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Obrazek 9: Fragmenta¢ni spektrum standardu ¢erven allura AC m/z 225

amarant 1 ug/ml in MeOH 15 ul/min
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Obrazek 10:Fragmenta¢ni spektrum standardu amarant m/z 268



azorubin 1ug/ml in MeOH 15 ul/min
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Obrazek 11: Fragmenta¢ni spektrum standardu azorubin m/z 228

Brilliant blue 1 ug/ml in MeOH:H20 1:1
UHROVA_101017_BRILIANT BLUE_05 289 (4.823) Cm (273:331) Daughters of 373ES-
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Obrazek 12: Fragmentac¢ni spektrum standardu brilantni modi FCF m/z 373



Brilliant black BN in 5 mM NH40OH
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Obrazek 13: Fragmentac¢ni spektrum standardu brilantni ¢ernn BN m/z 388

Carminic acid 5 ug/ml in MeOH:H20 1:1
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Obrazek 14: Fragmenta¢ni spektrum standardu karminova kyselina m/z 491



erythrosin B 1 ug/ml MeOH 15 ul/imin
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Obrazek 15: Fragmentacéni spektrum standardu erythrosin B m/z 834
green S 1 ug/ml in MeOH 15 ul/min
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Obrazek 16: Fragmentacéni spektrum standardu zelen S m/z 553



indigo carmine in 5mM AH 15 ul/min
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Obrazek 17: Fragmentacéni spektrum standardu indigokarmin m/z 226
patent blue V 1 ug/ml in MeOH 15 ul/min
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Obrazek 18: Fragmenta¢ni spektrum standardu patentni modi V m/z 559



poncea 4R 1ugiml in MeOH 15 ulimin
UHROVA_191217_PONCEAU_4R _3 85 (1.419) Cm (82:90)
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Obrazek 19: Fragmentacéni spektrum standardu ponceau 4R m/z 268

quinoline yellow 1 ug/ml in MeOH 15 ul/min
UHROVA_191217_QUINOLINE_YELLOW_2 184 (3.071) Cm (177:196)
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Obrazek 20: Fragmentaéni spektrum standardu chinolinova zlut' SS m/z 272



red 2G 1 ug/ml in MeOH 15 ul/min
UHROVA_191217_RED_2G_2 197 (3.288) Cm (194:207)
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Obrazek 21: Fragmentaéni spektrum standardu ¢erven 2G m/z 232

sunset yellow 1 ug/ml in MeOH 15 ul/min
UHROVA_191217_SUNSET_YELLOW_2 52 (0.868) Cm (45:58)
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Obrazek 22: Fragmenta¢ni spektrum standardu zlut' SY m/z 202



tartrazine 1 ug/ml in MeOH 20 ul/min
UHROVA_061117_TARTRAZINE_07 123 (2.053) Cm (86:123) Daughters of 233ES-
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Obrazek 23: Fragmenta¢ni spektrum standardu tartrazin m/z 233



I1.  Koelujici latky pFi teplotach 30 °C a 40 °C

nix all 1 ug/imL in MeOH, filtered PTFE
Jhrova_060318_barviva_2-EP_mix2_filter_06 1. MRM of 31 Channels ES-

5526 > 510.7 (green S)
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mix all 1 ug/mL in MeOH, filtered PTFE
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Obrazek 24: Separace amarantu a zelené S pfi teploté kolony: A) 30 °C, B) 40 °C
(kolona: 2-EP; gradient modifikatoru 10 mmol/l NH4OH v methanolu: 0 min — 5 %,
12 min—100 %, 14 min—100 %, 16 min — 5 %; pratok mobilni faze: 0,7 ml/min; detekce:
hmotnostni spektrometr)



mix all 1 ug/mL in MeOH, filtered PTFE
Uhrova”060318_barviva_2-EP_mix2_filter_05

1. MRM of 31 Channels ES-
267.8 > 301.8 (ponceau 4R)
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mix all 1 ug/mL in MeOH, filtered PTFE
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Obrazek 25: Separace ponceau 4R a tartrazinu pfi teploté kolony: A) 30 °C, B) 40 °C
(kolona: 2-EP; gradient modifikatoru 10 mmol/l NH4OH v methanolu: 0 min — 5 %
modifikatoru, 12 min — 100 %, 14 min — 100 %, 16 min — 5 %; prutok mobilni faze:
0,7 ml/min; detekce: hmotnostni spektrometr)



mix all 1 ug/mL in MeOH, filtered PTFE

Vysledna separace latek

Uhrova_100318_barviva_2-EP_mix2_filter 06 10 1: MRM of 20 Channels ES-
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Obrazek 26: Vysledna separace standardt syntetickych barviv (kolona: 2-EP, teplota
kolony: 40 °C, gradient modifikatoru 10 mmol/l NH4OH v methanolu: 0 min — 5 %
modifikatoru, 12 min — 100 %, 14 min — 100 %, 16 min — 5 %, pritok mobilni faze:

0,7 ml/min; detekce: hmotnostni spektrometrie)
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Uhrovg_190318_barviva_2-EP_mix2_filter_01 1: MRM of 29 Channels ES-
8.39 834 > 536.4 (erythrosin B)
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mix all 1 ug/mL in MeOH, filtered PTFE
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Uhrova_190318_barviva_2-EP_mix2_filter_01 1: MRM of 29 Channels ES-
8.07 232.8 > 211 (tartrazine)
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Uhrova_190318_barviva_2-EP_mix2_fiter_01 1: MRM of 29 Channels ES-
8.04 267.8 > 157.5 (amarant)
1007 2 3.61e5
| JU
100 200 | 300 4.00 5.00 600 700 00 900 10.00 1100 1200 1300 1400 1500
UhrovZ_190318_barviva_2-EP_mix2_filter_01 1: MRM of 29 Ghannels ES-
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100- 11 4.72e5
E2
|
o [
T T T T T T T T T TR T T T T T T T Time
1.00 200 300 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 900 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00



mix all 1 ug/mL in MeOH, filtered PTFE

UhroveZ 190318_barviva_2-EP_mix2_filter_01 1: MRM of 28 Channels ES-
747 227 > 220.9 (azorubin)
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Uhrove_190318_barviva_2-EP_mix2_filter_01 1. MRM of 29 Channels ES-
692 224.5 > 185.5 (allura red AC)
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mix all 1 ug/mL in MeOH, filtered PTFE
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Uhrovz_190318_barviva_2-EP_mix2_filter_01 1: MRM of 29 Channels ES-
551 225.7 > 197 7 (indigo carmine)
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Uhrove_190318_barviva_2-EP_mix2_filter_01 1. MRM of 20 Channels ES-
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Obrazek 27: Chromatogramy jednotlivych standardi syntetickych barviv pro zvolené
SRM ptechody (kolona: 2-EP, teplota kolony: 40 °C, gradient modifikatoru 10 mmol/I
NH4OH v methanolu: 0 min — 5 %, 12 min — 100 %, 14 min — 100 %, 16 min — 5 %,
prutok mobilni faze: 0,7 ml/min; detekce: hmotnostni spektrometrie)



V.

Opakovatelnost reten¢nich ¢asi, preciznost pro plochy piki

Tabulka 12: Smérodatné odchylky reten¢nich ¢ast a ploch piki pro standardy Cerven
allura AC a amarant

Cerveit Allura AC Amarant
Cislo Reten¢ni Plocha Cislo Retenéni Plocha
méfeni cas piku méfeni cas piku
1 6,97 170880,1 1 8,03 36852,0
2 6,91 162969,4 2 8,04 37963,3
3 6,92 177054,3 3 8,02 371449
4 6,90 178513,1 4 8,03 39317,3
5 6,92 173781,3 5 8,02 38755,6
6 6,89 186835,5 6 8,01 39738,5
Promér 6,91 175005,6 Promér 8,03 38295,3
SD 0,01 7301,085 SD 0,01 1068,952
RSD (%) 0,14 4,17 RSD (%) 0,12 2,79

Tabulka 13: Smérodatné odchylky reten¢nich ¢ast a ploch pikt pro standardy azorubin

a brilantni ¢ern BN

Azorubin Brilantni ¢ern BN

Cislo Reten¢ni Plocha Cislo Reten¢ni Plocha
meéieni cas piku méieni cas piku

1 7,17 123736,6 1 9,02 40920,9
2 7,16 127731,7 2 8,96 43789,1
3 7,14 129896,0 3 8,95 42068,6
4 7,15 129564,6 4 8,97 43198,4
5 7,15 129342,0 5 8,94 44494,0
6 7,13 125851,5 6 8,93 42440,0
Primér 7,15 127687,1 Pramér 8,96 42818,5
SD 0,01 2240,566 SD 0,03 1169,06
RSD (%) 0,17 1,76 RSD (%) 0,33 2,73




Tabulka 14: Smérodatné odchylky retenénich ¢ast a ploch pikt pro standardy brilantni
modf FCF a erythrosin B

Brilantni modit FCF Erythrosin B

Cislo Retenéni Plocha Cislo Reten¢ni Plocha
méfeni cas piku méfeni cas piku

1 7,05 145179,6 1 8,39 279287,8
2 7,05 131449,7 2 8,38 286655,3
3 7,04 141071,7 3 8,40 296337,5
4 7,05 146910,9 4 8,36 291309,2
5 7,03 162604,8 5 8,38 284262,5
6 7,03 148147,6 6 8,38 288532,7
Pramér 7,04 145894,1 Pramér 8,38 287730,8
SD 0,01 9289,478 SD 0,01 5354,022
RSD (%) 0,13 6,37 RSD (%) 0,15 1,86

Tabulka 15: Smérodatné odchylky reten¢nich ¢ast a ploch piki pro standardy zelen S a
indigokarmin

Zelen S Indigokarmin

Cislo Retenc¢ni Plocha Cislo Retenc¢ni Plocha
méfeni cas piku méfeni cas piku

1 8,14 60495,7 1 5,51 693346,7
2 8,15 68115,5 2 5,50 658471,2
3 8,14 65191,5 3 5,49 656336,3
4 8,13 65444.,0 4 5,50 659277,2
5 8,14 66187,7 5 5,50 7129223
6 8,14 64479,5 6 5,49 686456,3
Pramér 8,14 64985,7 Pramér 5,50 677801,7
SD 0,004 2306,12 SD 0,01 21321,33
RSD (%) 0,05 3,55 RSD (%) 0,14 3,15




Tabulka 16: Smérodatné odchylky reten¢nich ¢ast a ploch pikia pro standardy patentni

modf V a ponceau 4R

Patentni modi V Ponceau 4R

Cislo Reten¢ni Plocha Cislo Retenéni Plocha
meéfeni cas piku méfeni cas piku

1 6,14 692471,5 1 8,04 242439,6
2 6,15 723034,7 2 7,94 245742,3
3 6,14 7244499 3 7,91 243415,7
4 6,15 718004,6 4 7,93 250567,0
5 6,13 720658,5 5 7,91 261366,4
6 6,15 724398,2 6 7,89 256631,4
Promér 6,14 717169,6 Pramér 7,94 250027,1
SD 0,01 11273,28 SD 0,05 6977,682
RSD (%) 0,13 1,57 RSD (%) 0,60 2,79

Tabulka 17: Smérodatné odchylky reten¢nich ¢ast a ploch piki pro standardy
chinolinova zlut’ SS a Cerven 2G

Chinolinova Zlut' SS Cerven 2G

Cislo Reten¢ni Plocha Cislo Retenc¢ni Plocha
meéieni cas piku méieni cas piku

1 3,53 100619,9 1 6,74 138513,3
2 3,52 89117,01 2 6,73 144260,3
3 3,54 82651,62 3 6,72 139198,6
4 3,53 103542,2 4 6,73 147368,6
5 3,53 103615,5 5 6,73 139884,1
6 3,54 86968,40 6 6,73 151210,3
Pramér 3,53 94419,11 Pramér 6,73 143405,9
SD 0,01 8449,397 SD 0,01 4679,452
RSD (%) 0,16 8,95 RSD (%) 0,11 3,26




Tabulka 18: Smérodatné odchylky retenénich ¢ast a ploch piki pro standardy tartrazin

a zlut SY

Tartrazin Zlut SY
Cislo Reten¢ni Plocha Cislo Retenéni Plocha
meéfeni cas piku méfeni cas piku
1 8,07 207048,7 1 6,77 394611,0
2 8,05 214289,7 2 6,78 411141,6
3 8,05 213135,5 3 6,77 439655,5
4 8,05 220152,7 4 6,78 449290,8
5 8,04 2271547 5 6,77 449600,5
6 8,04 226297,1 6 6,76 454122,7
Pramér 8,05 218013,1 Pramér 6,77 433070,4
SD 0,01 7241,595 SD 0,01 22296,884
RSD (%) 0,11 3,32 RSD (%) 0,12 5,15




V. Kalibraéni zavislost

Compound name: Allura red AC

Correlation coefficient: r = 0.997630, r2 = 0.995266

Calibration curve: 144460 * x + -370.627

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None
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Obrazek 28: Graf rezidui a kalibra¢ni zavislost standardu Cerven allura AC
Compound name: Amaranth
Correlation coefficient: r = 0.998218, r'2 = 0.996439
Calibration curve: 27024 .6 * x +-1112.99
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None
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Obrazek 29: Graf rezidui a kalibracni zavislost standardu amarant
Compound name: Azorubine
Correlation coefficient: r = 0.998454, r'2 = 0.996911
Calibration curve: 107300 * x + -529.302
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x"2, Axis trans: None
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Obrazek 30: Graf rezidui a kalibra¢ni zavislost standardu azorubin



Compound name: Brilliant blue FCF

Correlation coefficient: r = 0.997344, r*2 = 0.994695

Calibration curve: 119213 * x + -447.682

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Qrigin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None
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Obrazek 31: Graf rezidui a kalibraéni zavislost standardu brilantni modi FCF

Compound name: Brillinat black BN

Correlation coefficient: r = 0.995461, r'2 = 0.990943

Calibration curve: 33738.1 * x + -4774.07

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None
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Obrazek 32: Graf rezidui a kalibraéni zavislost standardu brilantni ¢ernn BN

Compound name: Erythrosine

Correlation coefficient: r = 0.997874, r'2 = 0.995753

Calibration curve: 206062 * x + -553.931

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None
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Obrazek 33: Graf rezidui a kalibra¢ni zavislost standardu erythrosin B
Compound name: Green S
Correlation coefficient: r = 0.997862, r*2 = 0.995728
Calibration curve: 84349.3 * x + -347.165
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None
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Obrazek 34: Graf rezidui a kalibra¢ni zavislost standardu zelen S



Compound name: Indigo carmine

Correlation coefficient: r = 0.998583, r*2 = 0.997169
Calibration curve: 539786 * x + -1244.4

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None
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Obrazek 35: Graf rezidui a kalibra¢ni zavislost standardu indigokarmin

Compound name: Patent blue V

Correlation coefficient: r = 0.998715, r2 = 0.997431
Calibration curve: 531738 * x + -507.458

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None
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Obrazek 36: Graf rezidui a kalibra¢ni zavislost standardu patentni modi V

Compound name: Ponceau 4R

Correlation coefficient: r = 0.998908, r*2 = 0.997817
Calibration curve: 169964 * x + -675.151

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None

E x
5.0 x
3 X
— E %
g 003 ® v
e -5.04
1004
T T T T T T T 1 ug/ml
-0.00 0.50 1.00 1.50 2.00

Response

3000004

2000004

100000

0

-0.00

7 ug/ml

T
0.50 2.00

Obrazek 37: Graf rezidui a kalibracni zavislost standardu ponceau 4R

Compound name: Quiniline yellow

Correlation coefficient: r = 0.990496, r*2 = 0.981081
Calibration curve: 170357 * x + 152.814

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None
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Obrazek 38: Graf rezidui a kalibra¢ni zavislost standardu chinolinova zlut’ SS



Compound name: Red 2G

Correlation coefficient: r = 0.999066, r*2 = 0.998133
Calibration curve: 110257 * x + -522.208

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x"2, Axis trans: None
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Obrazek 39: Graf rezidui a kalibra¢ni zavislost standardu ¢erven 2G

Compound name: Sunset yellow SY

Correlation coefficient: r = 0.995339, r'2 = 0.990701
Calibration curve: 371233 * x + 363.936

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None
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Obrazek 40: Graf rezidui a kalibra¢ni zavislost standardu zlut’ SY

Compound name: Tartrazine

Correlation coefficient: r = 0.998405, r*2 = 0.996812
Calibration curve: 153662 * x + -674.336

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x*2, Axis trans: None
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Obrazek 41: Graf rezidui a kalibra¢ni zavislost standardu tartrazin
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