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SOUHRN

Teoretickd cast diplomové prace pojednava o analyze syntetickych antioxidantii
v krmivech pomoci instrumentalnich metod.

Syntetické antioxidanty se pridavaji do krmiv a potravin za ucelem prevence
proti oxidaci lipidd. V nizkych davkach plsobi na organizmus Cloveéka i zvifete pozitivng,
avsak ve vétSich davkach maji negativni dopad na zdravi. Mohou mit karcinogenni,
teratogenni, mutagenni ucinky. Jedna se o aditivni latky, jejichz uzivani se tidi legislativou.
Obsah aditivnich latek je jednim z aspektd kvality potravin a krmiv. Kvalita spole¢né
S bezpec€nosti je zakladnim pozadavkem na potraviny a krmiva. Bezpe¢nost je regulovana
legislativou, ktera ale dostate¢né nefesi kvalitu produktu. Této absence v zakoné vyuzivaji
vyrobci a za Ucelem vidiny vysSiho zisku Casto klamou spotiebitele tim, ze chybné uvadéji
obsah deklarovanych sloZzek nebo nahrazuji drazS$i komponenty za levnéjSi. Nastrojem
pro urceni kvality vyrobkt je chemicka a senzoricka analyza.

Prakticka cast této prace se ve€nuje nalezeni vhodnych separacnich podminek
pro analyzu Sesti syntetickych antioxidanti, povolenych pii vyrobé krmiv, pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s UV detekci, resp. ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. UV detekce byla vyuzita pro kvantifikaci a MS detekce pro identifikaci.
Zvolené chromatografické podminky dovoluji separovat vSech Sest antioxidantii na zakladni
linii. Metoda na realném vzorku ukazala moznost identifikace latek (prokazana ptitomnost

Ctyf ze Sesti antioxidantt) a kvantifikace BHA.

SUMMARY

The theoretical part of the thesis deals with the analysis of synthetic antioxidants in
animal feed using instrumental methods.

Synthetic antioxidants are added to the animal feed and food in order to prevent lipids
oxidation. Low doses of synthetic antioxidants have a positive impact on human and animal
organisms. However, larger doses may have a negative impact on health. There might be
carcinogenic, teratogenic or mutagenic effects. Use of such additives is governed by
legislation. The substance of additives is the quality indicators of food and animal feed.
Quality and health safety are basic requirements for food andanimal feed. Safety is regulated

by legislation, but that does not sufficiently address the quality of the product (the use of



synthetic and natural antioxidants). Unfortunately this absence in the legislation is misused by
manufacturers in order to increase their profits. The consumers might often be misled by
wrongly declared list of substances. Manufactures might also replace more expensive
ingredients for cheaper components in order to generate more revenues. The tool for
determining product's quality is the chemical and sensory analysis.

The content part of this thesis is devoted to find suitable separation conditions for
analysis of six synthetic antioxidants which are permitted in animal feed, using high
performance liquid chromatography with UV detection in conjunction with mass
spectrometry. UV detection was used for quantification whereas mass spectrometric
detection was used for identification. The selected chromatographic conditions allow
separation of all six antioxidants on baseline. The real sample analysis has confirmed the
possibility of substances identification ( the presence of four out of the six antioxidants has
been demonstrated) and quantification of BHA.
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1. UVOD

Syntetické antioxidanty jsou do krmiv pfidavany k prevenci proti oxidaci tuku, ktera
znehodnocuje kvalitu krmiva. Jejich uzivani je ovSem omezeno legislativou, ktera upravuje
jejich maximalni pfipustné limity. Je proto nutné provadét monitoring téchto antioxidanti
v krmivech. Jejich nadbyte¢né mnoZzstvi ma negativni GCinky na zdravi. Prokazany jsou
karcinogenni, mutagenni a teratogenni U¢inky a také toxicita pro reproduk¢ni systém. O jejich
pritomnosti a obsahu by méli byt spotiebitelé informovani, avSak v soucasné dob¢ nejsou
vyrobei povinni uvadét detailni informace pro tyto latky na etiketach krmiv. Legislativa jim
uklada povinnost uvadét pouze deklarované slozky, mezi které patfi dusikaté latky, tuky,
vléknina, popel a u krmiv pro hospodaiska zvifata lysin a methionin a u krmiv pro ryby
fosfor.

Legislativa povoluje Sest syntetickych antioxidantd, tfi estery Kyseliny galové,
butylhydroxyanizol, butylhydroxytoluen a ethoxychin, ktery se od ostatnich 1li§i svymi
chemickymi vlastnostmi. Proto byva analyzovan zvlast. Publikované metody pro stanoveni
jednotlivych antioxidantd existuji, avSak nebyla popsana metoda pro jejich sou¢asnou analyzu
v krmivech.

Cilem této diplomové prace je vyvinout metodu s uCinnou separaci syntetickych
antioxidantl vyskytujicich se v krmivech pro psy. Mezi pozadavky kladené na novou metodu

patiila separace vSech Sesti latek na zakladni linii a kratka doba analyzy.



2. TEORETICKA CAST

2.1 ANALYZA POTRAVIN A KRMIV

Primarnim pozadavkem na potraviny a krmiva je jejich bezpecnost a zdravotni
nezavadnost, ty jsou upravovany legislativou, ktera definuje fyzikalni (ionizujici zafeni
a kontaminace potravin radionuklidy), chemicka (ptfitomnost mykotoxind, tézkych kowvi,
rezidui pesticidt, atd.) a biologicka (viry a bakterie) rizika. Také reguluje piidavani
pomocnych latek (antioxidanti, konzervantli, stabilizdtori, emulgatord, barviv, pojiv,
vitamini a daldich) a stanovuje jejich maximéalni pfipustné limity. Ridi také pridavani
antibiotik do krmiv a pouZivani geneticky modifikovanych organizm.*

V soucasné dob¢ je kladen dlraz i na kvalitu, se kterou je uzce spjato falSovani
potravin a krmiv. Zakon ¢.110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich ani zakon
¢. 91/1996 Sb, o krmivech, pojem falSovani nezahrnuje.2 Této absence v zdkoné vyuzivaji
vyrobci a za ucelem vidiny vyssiho zisku Casto klamou spotiebitele tim, Ze chybné uvadéji
obsah deklarovanych slozek nebo nahrazuji drazsi komponenty za levn&jsi.® Ne vzdy se
vyrobei dopoustéji podvodu. Casto uvadéji pravé slozeni vyrobku a davaji tak spotiebiteli
moznost volby. To je demonstrovano na obrazku 1, na kterém je ukazka etikety Sunky
obsahujici 90 % masa a Sunky, ve které je maso zastoupeno pouhymi 56 %, zbytek je tvofen
nutriéné chudymi komponentami, vodou a Skrobem.

Urcit kvalitu potravin a krmiv lze na zakladé¢ kontroly slozek deklarovanych
vyrobcem, urceni mnozstvi pouzitych aditiv a ptivodu surovin, ze kterych jsou vyrobeny,

a na zaklad¢ podrobeni produktu senzorické analyze.
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2.1.1 FALSOVANI POTRAVIN A METODY ODHALENI

Vyznamnou cestou k odhaleni pravosti produktt je sledovani obsahu a puvodu
proteinové slozky. V krmivech pro psy jsou zivo¢isné zdroje bilkovin nahrazovany
alternativnimi, levnéj$imi surovinami, napf. s6jou, kostni mouckou nebo kukufiénym lepkem,
které jsou pro psy nestravitelné a nutri€né bezvyznamné.* U masnych produkti dochazi
k ptipadim, kdy jsou zaménovany druhy masa, ze kterych jsou vyrobeny. V mléénych
vyrobcich, napt. ovéich syrech nebo mozzarele, vyrabéné z buvoliho mléka, jsou drazsi mléka
nahrazovana levnéjSim kravskym mlékem.? Bilkoviny a peptidy jsou ¢asto pro posouzeni
kvalitativnich vlastnosti potravin a krmiv klicovymi.

K odhaleni falSovani proteinové slozky jsou vyuzivany metody zalozené na analyze
DNA, jako polymerazova fetézova reakce (PCR) nebo polymorfizmus délek restrikénich
fragmenth (RFPL). Uplatnéni také nachdzi imunoanalytické metody, napt. ELISA
(z anglického enzyme-linked immuno sorbent assay), hybridizagni a elektroforetické metody.”

Vysokouéinnou kapalinovou chromatomatografii s kationovou vyménou lze
na zakladé detekce dipeptidi karnosinu a anserinu, které jsou specifickymi markery

Zivo&isnych bilkovin, ziskat informaci o pvodu (Zivo¢isném druhu) bilkovin.°



Vyznamnym nastrojem K identifikaci proteinii je hmotnostni spektrometrie.
K tomuto Gcelu jsou vyuzivany ionizacni techniky elektrosprej (ESI) a desorpéni ionizace
laserem za asistence matrice (MALDI). Z hmotnostnich analyzatorii jsou vyuzivany levngjsi
techniky jako kvadrupol, iontova past, pruletovy analyzator (TOF) ale i drazs§i iontova
cyklotronovd rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR).” Spojenim kapalinové
chromatografie a tandemové hmotnostni spektrometrie s nanoelektrosprejem a iontovou pasti
(nanoLC-MS/MS)  byly  monitorovany  séjové proteiny Vv masnych  vyrobeich.?
Charakteristickym markerem pro s6jové proteiny je glycinin A. Pfikladem aplikace ESI — MS
je identifikace ové¢i bilkoviny na zéklad® analyzy kaseint.” Metodou MALDI-TOF byla
sledovana napt. pfitomnost a—laktalbuminu a p—laktoglobulinu poukazujicich na pfitomnost
kravského mléka v nezpracovaném ov&im a buvolim mléce.’® Technika MALDI-TOF-MS
byla také pouzita k odhaleni melaminu v potravinach a krmivech.'* Obsah bilkovin byva
odvozen z vysledkl stanoveni dusiku Kjeldahlizaci. Latkami obsahujicimi vysoky podil
dusiku je mozné zkreslit (zvysit) obsah bilkovin a zamaskovat tak jejich nedostatek. Takovou
latkou je i zivotu nebezpetny melamin. Nebezpeéi pouzivani této latky spociva v jeho
schopnosti tvofit komplexy s kyselinou mo¢ovou a kyselinou kyanurovou. Tyto komplexy
krystalizuji a maji na svédomi selhani ledvin. V roce 2004 a 2007 bylo evidovano hromadné
umirani pstt a ko¢ek na selhani ledvin v disledku ptidani melaminu do krmiv pro domaci
zvitata. V roce 2008 doslo v Cing k otravé tisicti kojencti diky kontaminaci kojenecké vyzivy
touto latkou.**2

Piedmétem falSovani jsou také sacharidové slozky. Smésici sacharidu je napiiklad
med. V Ceské republice je zakizana jakakoliv Giprava této suroviny. Na trhu jsou ale dostupné
medy z dovozu, jejichz kvalita je znehodnocena fedénim cukernymi sirupy, ptidavkem
umélych sladidel nebo cukrl, které nejsou piirozenou soucasti medu. Nejcastéji jsou
ptidavany kukufi¢ny sirup, obsahujici vysoky podil fruktosy, Skrobovy sirup, titinovy, fepny
nebo glukézovy cukr.? Informaci o biologickém pivodu medu Ize ziskat stanovenim kyseliny
abscisisove, flavonoidl a fenolovych latek pomoci HPLC. Tyto latky tvofi charakteristicky
profil medu z daného druhu rostlin.*?

Sledovan je také obsah 5-hydroxymethylfurfuralu. Jeho vysoka koncentrace
v medu poukazuje na tepelné zpracovani nebo dlouhodobé skladovani.** Rychlou metodou
ke stanoveni 5-hydroxymethylfurfuralu v medu je vysokou¢inna kapalinova chromatografie

na tenké vrstvé (HPTLC) s UV nebo fluorescen¢ni detekci nebo ve spojeni s hmotnostnim



spektrometrem.™ Pouzit lze také HPLC v systému reverznich fazi'® nebo spektrofotometrii
v ultrafialové oblasti spektra.’” Dalsim nastrojem k odhaleni pangovani medu je posouzeni
izotopového poméru uhliku *?C a *C, ktery je pro danou rostlinu charakteristicky.
Pro medonosné rostliny je hodnota poméru (**C/*?C) " = -22 az -33 %.. Med s hodnotou
vy$3i nez -23,5 %o je povazovan za pancovany. Vztah mezi (*C/*2C) a &2 vystihuje rovnice

(1)-*
813 C(%O) = [szorku/Rstandardu) - 1] : 103, kde R: 13C/12C (I)

Nastrojem ke zjisténi izotopového poméru uhliku mize byt IRMS (Isotope Ratio Mass
Spectrometry), tj. hmotnostni spektrometrie na specialnim ptistroji, ktery dovoluje méfit
S potfebnou piesnosti poméry intenzit izotopﬁ.18

V medu je také nezadouci obsah exotickych pyla, které mohou byt spoustécem
alergickych reakei.® K ovéfeni geografického puvodu medu lze vyuzit napf. nuklearni

magnetickou resonanci (NMR).*

2.1.3 SENZORICKA ANALYZA

Senzoricka analyza je disciplina zabyvajici se posuzovanim organoleptickych,
tj. na lidské receptory puisobicich, vlastnosti potravin a krmiv pomoci lidskych smysli. 2%

Chutovymi smysly je vnimana chut’ sladkd podavajici informaci o zdroji sacharida,
slana poukazujici na pfitomnost anorganickych soli, dale chut hoika, kyseld, alkalicka,
kovova, trpka, svirava a chut umami, kterd je vyvolavana bilkovinnymi zdroji. Pomoci
chutovych bunck je také vnimana palCivost, kterd je zndma napt. u alkoholu, a Stiplavost
vyvolavanou napf. kienem nebo fedkvickami. 2%

Cichovymi smysly jsou vnimany viing, pachy a aroma, které jsou zpravidla zptisobeny
lipofilnimi tékavymi latkami S relativni molekulovou hmotnosti do 300. Jedna se
0 karbonylové slouceniny, alkoholy, ethery, kyseliny, estery a dalsi. V souvislosti s ¢ichem se
milZeme setkat s terminem ,,buket™ vystihujici charakteristické aroma, napt. vina. Stejné jako
chuti, je ¢ichem rozeznavana paléivost a tiplavost. 2
Zrakem jsou posuzovany vné&jsi vlastnosti, pfedev§im barva, barevny ton, nasyceni,

tj. Cistota barvy, prihlednost, prusvitnost, opacita, lesk a textura. Pod pojmem textura se



skryvaji mechanické, geometrické a povrchové vlastnosti. K mechanickym vlastnostem patti
tvrdost, soudrznost, pfilnavost, elasticita, viskozita a konzistence. Geometrickymi vlastnostmi
se rozumi velikost, tvar, granulace a prostorové uspotadani ¢astic. K fyzikalnim vlastnostem
se fadi vlhkost a tucnost, které jsou vnimany usty. Sluch ma v potravinafstvi vyznam zejména
U hodnoceni fyzikalnich vlastnosti a textury kiehkych a kiupavych potravin. K senzorické
analyze se vyuzivaji také smysly taktilni, neboli dotykové, zprosttedkovavané
mechanoreceptory, termoreceptory a nocisenzory, tj. receptory pro bolest lokalizované v kuzi.
Tyto smysly spole¢né¢ se smysly kinestetickymi, tedy pohybovymi, podavaji informace
zejména o textue.”%?! Senzorickou analyzu mohou vykonavat pouze odborné vyskolené
osoby. Vyznam této discipliny diky vzristajicimu zajmu spottebitele o kvalitu v poslednich
letech vyrazné vrostl a stale se vyviji. SouCasnym trendem je zavadéni instrumentalnich
metod do senzorické analyzy. V praxi jsou béZn€ vyuZzivany spektrofotometry a kolorimetry
k hodnoceni barvy. Vyuzivany jsou také elektronické rukavice vyhodnocujici tlak, pruznost
a jiné texturni znaky.20 Elektronicky nos fungujici na principu nékolika elektrochemickych
senzort nebo biosenzort, je schopny na zakladé tzv. otisku viné posoudit trvanlivost
potraviny nebo identifikovat pivod, coz muze nachazet uplatnéni pii odhalovani falSovani
potravin®® Byl aplikovan napf. Kk posouzeni mikrobialni kontaminace potravin,?
k monitoringu jakosti oleji v prub&hu tepelného zpracovani potravin,19 hodnoceni kvality
krmiv® a vina®. Elektronicky jazyk nachézi uplatnéni v kontrole kvality kapalnych vzork,
aplikovan byl napriklad na rychlé posouzeni chuti a viin& piva,® bilého vina,?® dzusi®’ nebo
monitoringu znecisténi vod.® Kroms potravinaiského priimyslu nachdzi senzoricka analyza

uplatnéni napf. v kosmetice, V textilnim pramyslu a kontrole kvality ovzdusi, v ramci

Evropské unie je povinnou soudasti kontroly pitné vody.*®



2.2 ANTIOXIDANTY

V SirSim slova smyslu se jako antioxidanty oznacuji latky, které maji schopnost
potlac¢ovat tvorbu a uc¢inky volnych radikalii majicich negativni vliv na zdravi jedince. Volné
radikdly mohou mit endogenni ¢i exogenni plivod. V téle organizmu vznikaji béhem
nékterych enzymatickych reakci nebo mohou byt produkty bunééného dychani. Takto vzniklé
volné radikaly je télo schopné eliminovat vlastnim antioxidacnim systémem. Organizmy jsou
ovSem nadmérn¢ vystavovany vlivim volnych radikalii i z exogennich zdrojt, kterymi jsou
napt. vyfukové plyny, toxiny z zivotniho prostiedi, ionizujici zafeni majici primyslovy nebo
kosmicky plivod a UV zafeni. Vysoké hladiny volnych radikalli nejsou organizmy schopny
eliminovat. To ma za nasledek poskozeni tkani a tedy negativni dopad na jejich zdravi. Proto
je nutné piijimat antioxidanty formou potravy.zg"29 Hlavnimi zdroji antioxidantl jsou byliny,
obiloviny, olejniny a lusténiny. ObsaZené jsou také v zelenind a ovoci.®® V primyslové
zpracovavanych potravinach (krmivech) se ovSem nachdazeji i antioxidanty, které nejsou jejich
piirozenou soucasti. Nekteré se do potravin (krmiv) pfidavaji cilené¢ za ucelem zamezeni ¢i
oddaleni znehodnoceni potravin autooxida¢nimi procesy lipidi. Z velké casti se jedna
0 prumyslové vyrabéné syntetické antioxidanty. Z piirodnich antioxidantti je povoleno
uzivani tokoferoli jako potravinarskych aditiv, ale i1 ty jsou ve vétSin¢ piipadl piidavany
V syntetické form&. 3 Pouzivani antioxidantt jako potravinaiskych aditiv je upraveno

legislativou.



2.2.1 AUTOOXIDACE LIPIDU

K autooxidaci lipidi dochazi vlivem pusobeni vzdusného kysliku na mastné
kyseliny, které jsou nejvyznamnéjsi slozkou vsech lipida. Podle stupné nasycenosti se mastné
kyseliny rozd€luji na nasycené a nenasycené. Nasycené neobsahuji zadnou dvojnou vazbu,
nenasycené obsahuji jednu (monoenové mastné kyseliny) nebo vice (polyenové mastné
kyseliny) dvojnych vazeb. K oxidaci nenasycenych mastnych kyselin dochézi jiz
pii laboratorni teploté, zatimco nasycené mastné kyseliny oxiduji pouze pii vysSich
teplotéch.32

Autooxidace je radikalova fetdzova reakce probihajici ve tiech fazich.33%%

hydroperoxidi, které se diky své nizké stabilité rozkladaji na alkoxylové (RO)
a hydroperoxidové (ROQ) radikaly. Ty v prab&hu propagace (1) odstépuji vodik z molekul
mastnych kyselin a méni je na radikdlovou formu. B&hem terminace (1V) je radikalova
fetézova reakce ukoncena vznikem neradikalovych produktl, zejména aldehydi, které jsou
pti¢inou Zluknuti tukd. To se mliZe projevit vznikem nepiijemného zapachu, zhorSenim chuti
a tedy snizenim kvality dané potraviny (krmiva), kterd se mize stat pro konzumenta zdravi
Skodlivou, protoze produkty autooxidace lipidi mohou mit toxické vlastnosti. Na autooxidaci
lipida ptsobi katalyticky pfitomnost kovt, volnych radikalt, pusobeni svétla, tepla, enzymu
a ¢innost mikroorganiZmﬁ.31’33'34

Iniciace:

RH + O, — ROOH )
ROOH — RO +OH

2 ROOH — RO +ROO™+ H,0

Propagace: 1))
RO+ RH — R+ ROH

HO +RH — R'+ H,0

Terminace: (V)
R+R° — R-R

R"+RO" — R-O-R

RO+ RO" — R-O-O-R



Autooxidaci lipidd lze ptedchazet pouzitim antioxidantii. Funkce antioxidantd je

zalozena na rtiznych mechanizmech.

2.2.2 MECHANIZMUS UCINKU ANTIOXIDANTU

Podle mechanizmu G¢inku antioxidantti se antioxidanty déli na primarni a sekundarni,
mezi nimiz neexistuje ostra hranice, protoze fada antioxidantti mize pusobit vice nez jednim
mechanizmem. V praxi se Casto pfistupuje ke kombinovani antioxidantli, vykazujicich
synergizmus, tj. majici stejny nebo podobny ucinek, za G¢elem zvyseni antioxidacni aktivity.
U vSech antioxidantti dochazi béhem procesu oxidace tukii a oleji K degradaci, pii které se

vy o Lo r srowr . . v s rove o 31
vytvari fada produkti, které si ponechavaji &ast antioxidaénich G&inké. %

Primarni antioxidanty

Primarni antioxidanty pfeméiuji volné radikdly na stabilni molekuly podle
schématu (V). Mezi molekulami antioxidantd a lipidy dochazi ke kompetitivni reakci
s hydperoxidovymi ROO" nebo alkoxylovymi RO’ radikaly. Antioxidanty vykazuji k volnym
radikalim vys$i afinitu nez lipidy. Proto volné radikaly reaguji pfednostné s antioxidanty,
které jim predavaji vodikovy radikal za vzniku radikalu antioxidantu. Ten je diky delokalizaci
neparového elektronu v systému aromatického jadra stabilni, a tudiz nepokracuje v fetézové

reakci. Ukoncuje ji vytvoienim neradikalovych produktii interakci s volnymi radikélly.?’l‘?’3

ROO R-O-OH + Ar0O’

ArOH + -
ArOH + RO° — R-OH + A0

ROOQ' + A0 — R-OAr+0;

ROO' + A0 — R-0-O-Ar (V)

Pfi vysokych koncentracich antioxidanti fenoxylové radikaly ArO® mohou pfispivat

ke stépeni dalsich molekul a pusobit jako prooxidant (schéma VI):

ArO' +  R-O-OH Ar-OH +  ROO
ArO' + RH Ar-OH + R (V1)



Typickymi  zastupci  primarnich  antioxidantd  jsou  butylhydroxyanizol,
31,33

butylhydroxytoluen, tokoferoly aj.

Sekundarni antioxidanty

Sekundarni antioxidanty brani oxidaci lipidd tvorbou komplexii s katalyticky
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pisobicimi kovy,®® eliminaci vlivu vzdu$ného kysliku, redukci réiznych typa radikalt

nebo absorpci UV zéafeni.®
V tucich jsou pritomna stopova mnozstvi vicemocnych kationtd kovi, napi. Cu, Co,
Fe nebo Mn, které pochazeji z ptirodnich zdroji nebo inkluduji béhem procesti zpracovani.

Ty pusobi jako katalyzatory pii rozkladu hydroperoxidu podle nasledujiciho schématu (VI I):35

1) Rozklad hydroperoxidu za vzniku peroxy a alkoxy radikalu:

Fe**  + R-O-OH —  Fe” o+ ROO" + H*

2) Tvorba alkyl radikalu rekci s molekulou tuku:

Fe**  + R-H —  Fe¥ o+ R+ H*

3) Interakce s molekuldarnim kyslikem za vzniku singletového kysliku:

Fe?*  + 0, —  Fe* o+ 0, — ‘o, (VI

Antioxidanty deaktivuji tyto kovy tvorbou chalatt, ¢imz dochazi ke sterické zabrané
interakce mezi kovy a lipidy nebo oxida¢nimi meziprodukty, napf. peroxidy. To ma
za nasledek snizeni katalytické aktivity kovu. Vhodné jsou latky, které tvoti s ionty kovu o -
vazbu, napi. kyselina citronova, kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) a derivaty
kyseliny fosforecné, které se bézn¢ pouzivaji k prodluzovani trvanlivosti potravin
obsahujicich tuky. Latky tvofici m - komplexy, napf. komponenty s heterocyklickym
zékladem, urychluji oxidaci lipidii a ptisobi jako prooxidanty. Uginnost chelata¢niho ¢inidla je
zavisla na pH a pfitomnosti jinych iontl, napiiklad Ca®* 8%

Oxidace lipidi je iniciovana nejen molekulovym kyslikem, ale 1 jeho jinymi formami.
Superoxidovy anion O, a peroxidy nereaguji ptimo s lipidy. Primarné reaguji s kovy
nebo kyslikem. Oy" vznika piijetim elektronu molekulou O,. Podili se na oxida¢nich reakcich
tim, Ze podporuje uvolhovani kovii navazanych na proteiny. Takto funguje napt. enzym
glukosoxidasa, ktera se v kombinaci s katalazou komeréné pouziva k odstranéni O

z potravin, nebo glutathionperoxidasa, nachazejici se v mnoha biologickych tkanich. Tyto
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enzymy pomahaji redukovat rizné typy radikalti, které mohou vznikat v tucich obsazenych

v biologickych systémech.®

2.2.3 KLASIFIKACE ANTIOXIDANTU

Antioxidanty se Cleni dle ptivodu na ptirodni a syntetické. Pfirodni antioxidanty jsou
soucasti tukti a oleji. Obsazeny jsou také v tfadeé rostlin, zvlasté v bylindich a kofeni,
napt. rozmarynu, Salvéji, oreganu a dalSich, které se jiz po staleti uzivaji k prodlouzeni
trvanlivosti potravin. Ptirodni antioxidanty se dale déli podle struktury na jednoduché fenoly,
fenolové kyseliny, kurkuminoidy, diterpeny a chinoidy, triterpeny a steroly, flavonoidy
a dalgi. 3%

Syntetické antioxidanty jsou zpravidla fenolové latky, které jsou substituovany v para-
poloze alkylovymi skupinami, ¢imZ dochazi ke zlepSeni jejich rozpustnosti v tucich, zvyseni
antioxidacni aktivity a snizeni toxicity.

Existuje mnoho publikaci, které vyzdvihuji blahodarné ucinky ptirodnich
antioxidantl, z cehoz vyplyva piedpoklad, ze vyrobci budou upiednostiovat jejich pouzivani
pied syntetickymi. Ty jsou vSak Vprevenci proti oxidaci tukd efektivnéj$i a cenové

vyhodn&jsi. *® Proto jsou preferovany.

2.2.4 SYNTETICKE ANTIOXIDANTY

Pouzivani syntetickych antioxidantii je v fadé zemi regulovano pravnimi piedpisy,
které stanovuji, jaké antioxidanty a v jakém mnoZzstvi mohou byt do potravin a krmiv
pridavany.

Pro potraviny plati v ramci Evropské unie Natizeni 1333/2008/ES,*" v Ceské republice
Vyhlaska ¢. 4/2008 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky pouziti ptidatnych latek
a extrak¢nich rozpoustédel pii vyrobé potravin. 38

Oblast vyroby krmiv se fidi podle Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
. 1831/2003, o doplikovych latkach pouzivanych ve vyzivé zvitat *°a Vyhlaska
. 356/2008 Sb., kterou se provadi zikon o krmivech.*

Cx

Cx

Pro vyrobu krmiv jsou v Ceské republice schvalena aditiva E 300 — E 312, Evropska
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unie navic povoluje uzivani E 320, E 321 a E 324 (tabulka I). V potravinach mohou byt
obsazeny antioxidanty E 300 — E 312 a E 315, E 316, E 319 a E 586.%*°

Tabulka I Povolené syntetické antioxidanty ve vyrobé potravin a krmiv

C.EU Dopliikova latka Sumarni vzorec

E 300 Kyselina L-askorbova CeHsOs

E 301 L-askorbat sodny CeH;06Na

E 302 L-askorbat vapenaty (CsH706)Ca -2H,0

E 303 5,6-di-0-acetyl- L-askorbova kyselina CjoH120s
E 304 Kyselina 6- palmitoyl-L-askorbova Ca2H3707

E 307 Synteticky alfatokoferol Ca9Hs5002

E 308 Synteticky gamatokoferol CasH1s02

E 309 Synteticky deltatokoferol C27H1602

E 310 Propylgalat C10H1205

E 311 Oktylgalat Ci15H2205

E 312 Laurylgalat C19H3005

E 315 Kyselina erythorbova CsHsOs

(synonymum: kys. isoaskorbova)
E316  Erythorban sodny CeH7O6Na - H,O

(synonymum: isoaskorbat sodny)

E 319 Terciarni butyl-hydrochinon (TBHQ) CioH1402

E 320 Butylhydroxyanisol (BHA) C11H1602
E 321 Butylhydroxytoluen (BHT) CisH240
E 324  Ethoxychin C14H19NO
E 586 4-hexylresorcinol C1sH120,

Na obalech krmiv ¢asto neni uvedeno, jaké antioxidanty a jaké mnozstvi Krmivo
obsahuje. Dostupna je pouze informace: ,,Obsahuje antioxidanty povolené EU* (viz obr. 2).
Vyrobei jsou zavdzani uvadeét pouze obsah povinné deklarovanych slozek, tj. dusikatych
latek, tuku, vldkniny a popela, u krmiv pro hospodatska zvifata navic lysin a methionin

au krmiv pro ryby fosfor. *°
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Obr. 2 Etiketa z krmiva pro psy

2.2.5 CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH SYNTETICKYCH ANTIOXIDANTU
BHA

Butylhydroxyanizol je voskovitd pevna latka bilé az svétle Zluté barvy snadno
rozpustna v ethanolu, methanolu, petroletheru, propylenglykolu, tucich a olejich, nerozpustna
ve vodé. Komeréné dostupny butylhydroxyanizol je smési dvou izomeru, 2-terc-butyl-4-
hydroxyanizolu a 3-terc-butyl-4-hydroxyanizolu (obr. 3). Z 90% a vice je zatoupen 3-terc-
butyl-4-hydroxyanizol, ktery méa vyssi antioxidagni aktivity, 3333
Pouziva se ke stabilizaci jedlych tuki a olejli, masa, obili, vyrobkil z brambor, peciva, ofechd,

zvykacek a napoji. Také se nachazi v obalovych materidlech, odkud mize diky svym
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lipofilnim vlastnostem pfechazet do potravin. Uplathuje se téz v kosmetice, farmacii
a pii vyrob¢ syntetickych kaucukti a ropnych produktii.
Degradaci BHA vznikaji produkty 2,2'-dihydroxy-5,5'-dimethoxy-3,3'-diterc- butylbiphenyl

a 2',3-di-terc-butyl-2-hydroxy-4',5- dimethoxydiphenylether. 303133

OH CH, OH
CHg
CH, CHs
CHg
O-CHjy O-CH3CH3
(A) (B)

Obr. 3 Strukturni vzorce izomerid BHA:
(A) 2-terc.butyl-4-hydroxyanizol
(B) 3-terc.butyl-4-hydroxyanizol

BHT

Systematicky ndzev této bilé az svétle zluté krystalické latky se slabym
fenolovym zapachem, rozpustné v methanolu, ethanolu, toluenu, acetonu, benzenu,
isopropanolu, glycerolu, propylenglykolu a olejich a tucich, je 3,5-di-terc-butyl-4-
hydroxytoluen. (obr. 4). 30313
Butylhydroxytoluen se vyuziva ve stejnych oblastech jako BHA, s nimZ pusobi synergicky.
Produkty degradace BHT jsou 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxybenzaldehyd; 2,6,-di-terc-
butylbenzochinon; 3,3',5,5'-tetra-terc-butyl-stilbenchinon; 3,5-di-terc-butyl-4-
hydroxybenzylalkohol a 3,355 -tetra-terc-butyl-4,4'-dihydroxy-1,2- difenylethan.
Antioxida¢ni aktivitu vykazuji pouze dva posledni jmenované. Ve smési s BHA mohou byt

ptitomny dals$i smésné produkty. 30,31,33
HaC CH,

CH, CH,

OH
Obr.4 Strukturni vzorec BHT
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GALATY

Do této skupiny antioxidantl se fadi estery Kyseliny gallové a to propylgalat

(obr. 5A), oktylgalat (obr. 5B) a laurylgalat (obr. 5C). Propylgalat je bila krystalicka latka

s mirn¢ nahotklou chuti, rozpustna ve vod¢, ethanolu a diethyletheru. Za vysokych teplot je

nestabilni. Oktyl- a laurylgalat jsou latky lipofilni, rozpustné v propylenglykolu, diethyletheru

a acetonu. Za vysokych teplot vykazuje vétsi stabilitu nez propylgalat. Galaty tvofi s kovy

barevné komplexy, naptiklad s ionty zeleza modrocerné barvy, coz neni kvili zhorseni

senzorickych vlastnosti Zadouci. Proto je nutné pouzivat je v kombinaci s chelata¢nimi

¢inidly, napf. kyselinou askorbovou. S fenolovymi antioxidanty vykazuji synergickou ¢innost.

Hlavnim produktem jejich degradace je kyselina ellagova. 33433

HO OH HO OH
OH OH

(A) (B)
N§ O\\\///\\\///A\\\///“\\\///\\\\//”\\\v//

HO OH
OH

(©)

Obr. 5 Strukturni vzorec propylgalatu (A), oktylgalatu (B) a laurylgalatu (C)
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ETHOXYCHIN

Ethoxychin, 6-ethoxy-1,2-dihydro-2,2,4-trimethylchinolin, obsahujici ve své struktuie
dusikaty heterocyklus (obr. 6), je Cira, viskozni kapalina svétle zluté az tmavé hnédé barvy
s merkaptanovym zapachem. Uplatnéni nachazi ptedev§im v prevenci proti oxidaci
karotenoidii. 3% Velice uginny je pfi stabilizaci rybi mougky, proto je nejvice vyuzivanym
antioxidantem v krmivech obsahujicich rybi slozku.*' Krom& toho je vyuzivan i jako

insekticid, pesticid a herbicid. Vlivem piisobeni tepla a svétla tvoii polymery. 3333

CHj,
0]
H3C\/ AN
CHj3
N
I CH
Y 3
Obr.6 Strukturni vzorec ethoxychinu

Vsem témto latkdm jsou pfisuzovany negativni U¢inky na  zdravi.
Butylhydroxytoluenu byly studiemi prokazany mutagenni, genotoxické a karcinogenni t¢inky
na jatra a plice. Pokusy na zvifatech bylo zjisténo, Ze butylhydroxyanizol muze zpisobit
benigni a maligni nadory a mohou vykazovat toxicitu pro reprodukéni systém.*24344
Testovanim galati bylo zjisténo, ze zpomaluji rst, mohou zptlisobit anémii a onemocnéni

ledvin, jater a Zaludku.* Ethoxychin miiZe vyvolat onemocnéni §titné Zlazy, p¥ipisovana mu

je také toxicita pro reprodukci. *°

2.2.6 STANOVENI VYBRANYCH SYNTETICKYCH ANTIOXIDANTU

V literatufe je uvedena fada studii zabyvajicich se monitoringem vybranych
syntetickych antioxidant Vv riiznych matricich. Popsény jsou aplikace chromatografickych,
elektroanalytickych a elektromigra¢nich metod. Metoda pro simultanni stanoveni vSech
téchto Sesti antioxidantd v krmivech vSak nebyla doposud v literatufe popsana.

Vyzkumni pracovnici Ustiedniho a kontrolniho tustavu zemédélského v Lipé

u Havlickova Brodu pouzili ke stanoveni BHA, BHT, propylgalatu, oktylgalatu a ethoxychinu
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v premixech vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s UV detekei s pfedupravou vzorku
extrakei kapalina — kapalina smési rozpoustédel o slozeni acetonitril : isopropanol : ethanol
vpoméru 2 : 1: 1.%" Separaci analytii provedli pomoci kolony C18 (4,6 mm x 150 mm; 5 pm)
a mobilni faze o pritoku 1 ml'min™ a sloZeni methanol (A) a 1,5 % kyselina octova

v gradientu od 55 % do 98 %. Vysledny chromatogram je na obrazku 7.

DAD1 A, Sig=280,10 Ref=360, 100 (08 1202 ANANTOO002.0)
mAU
140
g @
120 ﬁ &
" h“&'
100 3
§ A
80 4 ) é?'
S
60
£ =
40 H " .99.\ = f
E % " - _;}‘b
i P a Ky
20 ,9'9'
WL
01 NAN
T T T T
o 2 4 8 g mi

Obr. 7 Chromatogram separace PG, EQ, BHA, OG a BHT (pievzato z cit.”)

Vysokou¢innd kapalinova chromatografie s UV detekci byla také aplikovana
na stanoveni  propylgalatu, butylhydroxytoluenu, butylhydroxyanisolu a terc-butyl-
hydrochinonu v rostlinném oleji, masle, margarinu a syrech.”® Latky byly vyextrahovany
roztokem o sloZeni methanol : voda v poméru 1 : 1. Separaci autofi provedli pomoci systému
reveznich fazi za pouZiti kolony C18 a ménicim se poméru slozek mobilni faze, kterymi byly
acetonitril (A) a 1% kyselina octova (B). Pritok mobilni faze byl 1,5 ml'-min™. Vysledny
chromatogram je znazornén na obrazku 8, ze kterého je patrné, Ze doba analyzy nepiekrocila
8 minut a latky eluovaly v pofadi PG, TBHQ, BHA a BHT. Ziskané detekéni limity jsou

v tabulce II:
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Tabulka Il Limity detekce pro jednotlivé antioxidanty

PG TBHQ BHA BHT
03mg-I* 05mg- I™ 05mg- 1™ 05mg- 1™
Slozky mobilni fize:
1.00 4 fﬁ‘: (A)ACN
PG (B) H:0/CH;COOH (99:1,v/v)
] TBHQ  BHA
c g BHT
S T S S S S L U |
-0.19 |_I rz ‘3 |4 Is (5 l? 10 1

Minutns
Gradient: 0 min — 30% B: 5 min — 95% B: 9 min — 100%B: 10-11 min — 30% B

Obr. 8 Chromatogram separace PG, BHA, BHT a TBHQ v palmovém oleji, (pfevzato z cit.*®)

Prostfednictvim plynové chromatografie bylo kontrolovano mnozstvi BHA, BHT
a TBHQ vrostlinnych olejich. Analyty byly od matrice oddéleny mikroextrakci
s acetonitrilem, ve kterém je olejova matrice méné rozpustna nez v ethanolu nebo metanolu.*
Acetonitrilovy extrakt tedy tolik nezatézuje kolonu a jeho pouziti znaéné prispiva
k prodlouZeni Zivotnosti kolony. Dals$i vyhodou mikroextrakce je nizka spotieba vzorku
a extrak¢niho ¢inidla. Takto ziskany extrakt byl podroben centrifugaci a bez dal§iho piecisténi
nebo zakoncertovani byl aplikovan do plynového chromatografu spojného s hmotnostnim
spektrometrem opatienym kvadrupélovym analyzatorem. Prevedeni analyti na iontovou
formu bylo provedeno technikou ionizace elektronem. Vzniklé ionty byly identifikovany
podle hodnoty m/z a reten¢niho Casu. Vysledny chromatogram je na obrazku 9 a meze

detekce v tabulce 111:

Tabulka Il Limity detekce pro jednotlivé antioxidanty
BHA BHT TBHQ
0,001 mg - I 0,002 mg - I 0,004 mg - I
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Obr. 9 Chromatogram separace BHA, BHT a TBHQ v rostlinnych olejich, (pievzato z cit.*)

R. A. Medeiros a kol. vyvinuli metodu zaloZzenou na pulzni amperometrii
s prutokovou injek¢ni analyzou pro simultanni stanoveni BHA a BHT ve vzorcich
majonézy.”® K tomuto ucelu jim poslouzila diamantova elektroda dopovana borem ponofena
do elektrolytu, kterym byl 30 % vodny roztok ethanolu obsahujici dusi¢nan draselny
0 koncentraci 10 mmol'I'*. Touto metodou dosahli detek&niho limitu 0,030 umol-1* pro BHA
a 0,40 pmoll® pro BHT. Vyssi citlivosti bylo dosaZeno square-wave voltametrii
realizovanou pouzitim uhlikové elektrody modifikované fosforenanem médnatym
zakotvenym V polyesterové pryskyfici, kterou byly kvantifikovany BHA a BHT ve vzorcich
majonézy.>! Detekéni limit pro BHA byl 7,2:10® mol-'1* a pro BHT 9,3-10® mol-1™.

Pro soucasné¢ stanoveni BHA, BHT, TBHQ a propylgalatu byla pouzita
elektrokineticka micelarni chromatografie s elektrochemickou detekei.>* Metoda byla Gsp&§ng
aplikovana na realné vzorky, kterymi byly rostlinny olej, instantni houbova omacka a rybi
polévka. Uvedené antioxidanty byly ze vzorkli vyextrahovany bezvodym ethanolem.
Z obrazku 10, na kterém jsou znazornény vysledné elektroforeotogramy, je patrné, Ze tato
metoda poskytuje Gcinnou separaci a je pomérné rychla. Bylo dosazeno nasledujicich

detek¢nich limita (tabulka 1V):

Tabulka IV Limity detekce pro jednotlivé antioxidanty

PG TBHQ BHA BHT

0,29 -10° mol-I™ | 0,80 -10° mol'I™* | 1,0 -10° mol-1™ | 2,7 -10° mol-I*
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Obr. 10 Elektroforeotogram, (prevzato z cit. *%):
(a) smési standardt (1- PG, 2- TBHQ, 3- BHA, 4- BHT)
(b) vzorku houbové omacky

(c) vzorku rybi polévky
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2.2.7 STANOVENI VYBRANYCH ANTIOXIDANTU POMOCI KAPALINOVE
CHROMATOGRAFIE VE SPOJENI S HMOTNOSTNI SPEKTROMETRII

Spole¢né s jinymi fenolovymi antioxidanty (2,4,5-trinydroxybutyrofenonem, di-terc-
butyl-4-hydroxymethylfenolem, nordihydroguaiareovou kyselinou, 4-hexylresorcinolem)
a konzervanty (2-naftolem, 4-fenylfenolem, 2,4-dichlorofenoxyoctovou kyselinou) byly
pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii sledovany BHA,
TBHQ, propylgalat a oktylgalat volivovém, fepkovém, araSidovém, kukuficném
a slune¢nicovém oleji.>® Analyty byly z matrice vyizolovéany extrakei kapalina — kapalina
za pouziti acetonitrilu nasyceného hexanem. Po homogenizaci vzorku a centrifugaci
po ptidani rozpoustédla byla horni acetonitrilova vrstva odebrana a spodni olejova vrstva opét
extrahovana. Spojené extrakty byly zfedény acetonitrilem na objem 10 ml. Takto upraveny
vzorek byl davkovan do kapalinového chromatografu na kolonu C18 (150 mm x 2,1 mm;
3,5um). Nalezené optimalni podminky separace byly nasledujici:

- teplota kolony: 35°C

- mobilni faze: (A): H,O

(B): acetonitril
- prutok: 200 pl/min
- gradient: Omin — 10% B
10 min — 30 % B
12 min — 60 % B
25 min — 90 % B
26 min — 10 % B

Separacni HPLC systém byl spojen s hmotnostnim spektrometrem. Latky byly
ionizovany elektrosprejem nastavenym na negativni méd a vzniklé ionty deprotonovanych
molekul [M - H] " byly detegovany prilletovym analyzatorem. Reten¢ni ¢asy PG, TBHQ, BHA
a OG jsou na obrazku 11.
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Obr. 11 Chromatogramy ze spojeni HPLC- MS (pievzato z cit. %)

Metoda HPLC -MS se uplatnila pifi sledovani BHA, BHT, PG, TBHQ
a nordihydroguaiaretové kyseliny (NDGA) V nikumanu, olivovém oleji, arasidovém masle,
omacce na téstoviny a zvykackach.> Sledované latky byly ze viech vzorkll vyextrahovany
extrakéni smési o slozeni acetonitril, 2-propanol, ethanol (pomér rozpoustédel 2:1:1)
obsahujici 0,1 % kyseliny askorbové (AA). Takto upravené vzorky byly zchlazeny
Vv mraznicce, nasledné piefiltrovany a ziedény vodou tak, aby pomér filtratu a vody byl 1 : 5.
Ze ziedéného filtratu byly extrakci na pevné fazi odstranény lipidy. Tento krok byl diky
absenci tuku u zvykacek vynechan.

Optimalni podminky separace byly hledany pouzitim standardt technikou LC
s detektorem diodového pole, pticemz K detekci latek byla vyuzita vlnova délka 280 nm.

Separace latek je na obr. 12.
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PDA chromatogram (280 nm)

m-
2 s
| 3 3
100 : p
JL e \
10,0

u -
0,0 45 30 13 , 12,5 13 17,5

E

Obr. 12 Chromatogram separace standardi ve spojeni s PDAdetektorem (prevzato z cit.>*):;

(1-AA, 2-PG, 3-TBHQ, NDGA, 5-BHA, 6-BHT)

Nalezené optimalni podminky byly aplikovany v syst¢ému HPLC - MS. Latky byly
ionizovany elektrosprejem. Ve spektru méfeném v negativnim modu analyty poskytuji signal

deprotonované molekuly [M-H]" (obr. 13).
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Obr. 13 Hmotnostni spektra vybranych antioxidanti, (prevzato z cit.>*)
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Metoda HPLC - MS se uplatnila pfi sledovani BHA, BHT, a-tokoferolu a a-tokoferol
acetatu a dalSich latek skupiny parabenii v kosmetickych piipraveich.” Samotnému stanoveni
predchazela uprava vzorkli superkritickou fluidni extrakei pomoci oxidu uhlicitého
(za podminek 14 000 kPa a 65°C). Latky byly separovany v systému reverznich fazi (kolona
C18, mobilni faze: methanol a voda). Latky byly stanoveny pomoci hmotnostniho
spektrometru s elektrosprejem (v negativnim rezimu) a kvadrupolem. Ve spektru byly
pozorovany charakteristické ionty deprotonovanych molekul [M-H]. V tabulce V jsou

pro vybrané analyty shrnuty retencni Casy a detekéni limity ziskané touto analyzou.

TabulkaV  Charakteristiky sledovanych analytt

Analyt Sledovany ion (m/z) Retencni ¢as LOD
BHA 179 11,8 min 99 ng/g
BHT 219 16,1 min 87 nglg

Spojenim vysokouc¢inné kapalinové chromatografie Shmotnostnim spektrometrem
vybavenym elektrosprejem a pruletovym analyzatorem byla monitorovana rezidua antibiotik
ajinych veterinarnich 16¢iv a také ethoxychinu v krevetach.”® Autofi této studie testovali
rizné varianty piipravy vzroku (extrakci acetonitrilem s naslednym piecisténim SPE extrakci,
extrakci trichloroctovou kyselinou a extrakci dispergovanou tuhou fazi). Nejlepsi vytéznosti
dosahli extrakci acetonitrilem s naslednym precisténim SPE. Separaci provedli na kolon¢ C18
(50 mm x 4,6 mm; 1,8 um) s gradientovou eluci mobilni faze (voda s0,1% kyselinou
mravenci (A) a acetonitril (B)), (tabulka V1).

Tabulka VI  Gradientova eluce

min. B(%) pritok (ml-min™)
0 10 0,5
1 10 0,5
11 100 0,5
16 100 0,5
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Analyzu provedli v pozitivnim ionizaénim modu. Latky identifikovali na zaklade¢
piesné spravné hodnoty m/z protonovanych molekul [M+H]", pro ethoxychin ¢inila 218,1539.
K presnéjsi identifikaci byla vyuzita fragmentace. Ve spektru ethoxychinu byly sledovany dva
piky, zakladni pik 218,1539 m/z (100%) a fragment 202,1226 m/z (37%). Autorim se
podatilo vyvinout pomérné citlivou metodu. Detek&ni limit pro ethoxychin byl 7,10 pg-kg™.

Jest& o néco nizsiho LOD (3,60 pgkg™) docilili védei, ktefi sledovali ethoxychin
s mnoha dal$imi rezidui pesticidd v olivovém oleji. K tomuto Géelu vyuzili metodiku

uvedenou v piedchozim ptipads. >
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1  Chemikalie, ptistroje a pomticky

Mgfteni bylo provadéno pomoci kapalinového chromatografu (Agilent 1100 Series,
Agilent), sestavajiciho zautosampleru, termostatu kolon, gradientové binarni pumpy,
degasseru a UV detektoru, a pomoci hmotnostniho spektrometru (LCQ DECA)
s elektrosprejem (ESI) a analyzatorem iontovou pasti (Thermo Fisher Scientific) (obr. 14).

K experimentu byly pouzity standardy buthylhydroxyanizolu, buthylhydroxytoluenu,
propylgalatu, oktylgalatu, laurylgalatu a ethoxychinu (vSechny od firmy Sigma - Aldrich).

K ptipravé mobilnich fazi byla pouzita precisténa voda (Milipore, Molsheim, Francie),
methanol (Baker, pro HPLC), acetonitril (HPLC grade, J.T. Baker), octan amonny p.a
(Sigma - Aldrich) a 98% kyselina mravenc¢i p.a (Sigma - Aldrich).

Pro piipravu extrakéni smési byl pouzit ethanol (Lachema), isopropanol (Sigma -
Aldrich), acetonitril (HPLC grade, J.T. Baker). Analyzovano bylo kompletni krmivo pro psy
(Royal Canin).

2

Obr. 14 Instrumentace

26



3.2 Pracovni postup
Priprava zasobnich roztokii standardii a smési standardii

Nejdiive byly pfipraveny zasobni roztoky standardt antioxidantti rozpusténim 20 mg
dané latky ve 20 ml 90 % methanolu ve vodé (v/v). Vysledna koncentrace tedy byla 1 g-1™.

Do vialky bylo napipetovano 100 pl kazdého standardu o koncentraci 1 g-I". Vznikla
smés byla doplnéna 90 % methanolu ve vod¢ (v/v) na objem 1000 pl. Vysledna koncentrace
kazdého antioxidantu tedy byla 100 ug-ml™.

Optimalizace separace

Nasttikem 10 pul této smési do kapalinového chromatografu s UV detekei pfi 280 nm
byly optimalizovany podminky separace. Ta byla provedena v systému reverznich fazi
pomoci kolony C18 o rozmérech 15 cm x 2,1 mm a velikosti ¢astic 2,7 um (Ascentis Express
C18; SUPELCO Analytical). Prace s touto kolonou byla limitovana maximalnim pritokem

0,5 ml'-min™* a tlakem 400 bar. Testovany byly mobilni faze o riizném slozeni.

Analyza kompletniho krmiva pro psy

2 g kompletniho krmiva pro psy byly rozetieny V tieci misce a pievedeny do délici
nalevky. Vzorek byl po dobu 30 minut protiepavan 2 X 10 ml extrakéni smési
0 slozeni acetonitril — isopropanol — ethanol (pomér rozpoustédel byl 2 : 1:1).*" Po usazeni
krmiva byl vznikly extrakt pfeveden do kadinky. Ze spojenych extrakti byly filtraci
na skladaném filtru odstranény zbylé ¢astecky krmiva. Nasledné byl jesté extrakt piefiltrovan
mikrofiltrem o velikosti 0,22 um. 2 ml prefiltrovaného extraktu byly napipetovany
do ependorfky a zakoncertovany odpaienim rozpoustédla do sucha. K odparku bylo pfidano
100 ul 90 % methanolu ve vodé (v/v). Takto upraveny vzorek byl aplikovan do kapalinového

chromatografu.

Identifikace antioxidantii

Antioxidanty byly identifikovany pomoci HPLC —MS za podminek ionizace:
zamlzovacim plynem byl dusik, napéti na sprejovaci kapilate 5 kV, teplota vyhiivané kapilary
200 °C, napéti na vyhtivané kapilafe 15 V pro pozitivni méd, resp. -15 V pro negativni mod.

Optimalni podminky pro HPLC jsou diskutovany v kapitole Vysledky a diskuze.

27



Stanoveni antioxidantii a vytéznosti (recovery) extrakce

Kvantifikace a stanoveni vytéznosti extrakce byly provedeny kapalinovou
chromatografii s UV detekci pii 280 nm. K tomuto tcelu byly provedeny vzdy 3 analyzy:

1. vzorku krmiva

2. smési standardt

3. krmiva s pridavkem standardt pied extrakci

Ke 2 g vzorku kompletniho krmiva bylo pfidano 10 ul kazdého standardniho roztoku
o koncentraci 1g.I" a doplndn 90 % methanolem ve vod& (v/v) na 100 pl. Vysledna
koncentrace daného antioxidantu byla tedy 100 pg.ml™.

4. krmiva s pridavkem standardd po extrakci

(K odparkiim vzorku kompletniho krmiva bylo pfidano 10 pl kazdého standardniho

roztoku o koncentraci 1 g-I"").

Hodnota vytéznosti byla vypocitana z tfi primérnych hodnot plochy piku daného

antioxidantu dle nasledujiciho vzorecku (VIII):

V}'Itéinost [%] — Primerse piidavek pred extrakci—PTUMET granule bez piidavku standardu 100 (VI I |)

Primerse piidavek po extrakci—PTUMET granule bez pridavku standardu

Mnozstvi antioxidantu bylo zjisténo timto vypoctem (IX):

. . _ prﬁmér ranule bez ptidavku standardi 10
Obsah antioxidantu [mg.kg~1] = g £ —

prumer pred extrakci — prumergranule bez pridavku 2

(1X)
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem prace bylo vyvinout metodu s u¢innou separaci vSech latek v co nejkrat$i dobé
analyzy. Tyto parametry je mozné ovlivnit slozenim a pritokem mobilni faze. DalSim
pozadavkem byla vysoka citlivost detekce.

Nejdiive byla pouzita izokraticka eluce s mobilni fazi o sloZeni acetonitril : voda 90 : 10 (v/v;
0,150 ml.min™). Doba analyzy nepiesahovala 6 min., ale toto slozeni mobilni faze neposkytlo

potiebnou separaci vSech analytt (obr.15).

mAl 3

380
3009
280
200
160 4
100
40

Obr. 15 Chromatogram separace smési standardii za pouziti mobilni faze acetonitril : voda,

90 : 10 (v/v; 0,150 ml.min™)

Bylo potteba zvysit retenci latek snizenim obsahu organické slozky v mobilni fazi.
Pii 80 % acetonitrilu v mobilni fazi se zlepSilo rozliSeni piku 2 a 3 a doslo k odd¢leni dalsi
latky (pik v ¢ase 4,992). Separace vSech latek vSak nebylo dosazeno (obr. 16). Pii 70 %
acetonitrilu v mobilni fazi se vyrazné zvysila vzdalenost mezi piky, které patii ethoxychinu,
propylgalatu a BHT (obr. 17). Ve snaze zménit selektivitu separace byl proveden stejny
experiment s methanolem, ktery navic ma v systému reverznich fazi nizsi eluéni silu. Jeho

pouzitim lze tedy zvysit retenci analyta.
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Obr. 16 Chromatogram separace smési standardt za pouziti mobilni faze acetonitril : voda,

80 : 20 (v/v; 0,150 ml.min™)
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Obr. 17 Chromatogram separace smési standardd za pouziti mobilni faze acetonitril : voda,

70 : 30 (v/v; 0,150 ml.min™)

Pti pouziti 90 % CH3OH nedoslo k separaci BHA a BHT. Analyza také poskytovala

Spatné rozliseni EQ a OG a piku LG od piku odpovidajici neseparované dvojici BHA a BHT

(t:= 6,672 min), (obr. 18).

V dalSim kroku bylo testovano snizeni obsahu methanolu

vV mobilni fazi. Separace vSak i nadale nebyla vyhovujici a navic doslo k prodlouzeni doby

analyzy. Zkraceni analyzy zvySenim pritoku mobilni faze nebylo kvili tlaku mozné.
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Obr. 18 Chromatogram izokratické eluce za pouziti mobilni faze metanol : voda, 90 : 10 (v/v;
0,150 ml.min™")

Vzhledem k potiebé zvysit retenci malo zadrzovanych latek a zaroven netmeérné
neprodluzovat dobu analyzy, bylo ptistoupeno k vyuziti gradientové eluce. Ze zkouSenych
gradienti byly pro ukazku zvoleny gradienty 1, 2 a 3 (viz tabulka VII). Vysledné
chromatogramy jsou na obrazku 19, ktery demonstruje ovlivnéni retence obsahem organické
slozky v mobilni fazi na konci gradientu. S vy$sim obsahem organické slozky retence klesa
a zkracuje se tak doba analyzy. OvSem na ukor rozliSeni separace. Kromé toho, ze nedochazi

k separaci BHA a BHT, zhorSuje se separace LG od této dvojice.

Tabulka VI Gradienty za pouziti CH3zOH; (pritok 0,150 ml.min™)
Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3
Cas (min) | % CH30H Cas (min) % CH30H Cas (min) % CH3OH
0 50 0 50 0 50
3 50 3 50 3 50
5 90 5 95 5 100
18 90 18 95 18 100
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Obr.19 Chromatogramy ziskané pro gradienty 1, 2 a 3 (viz tab. VII)
Gradient 1 byl aplikovan na mobilni fazi, ve které byl zaménén methanol za acetonitril.

Dochazi k vyznamné zméné potadi eluce a zlepSeni separace kritického paru BHA a BHT,

které se v piipadé methanolu neseparovaly. Pouziti acetonitrilu kromé zmény selektivity
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umoziuje separaci vSech analyzovanych latek a dokonce i v Kratsi dobé analyzy (22 min.
pro methanol; 17 min. pro acetonitril). Je ziejmé, ze v piipad¢ analyz smési analyti nabizi

acetonitril lepsi selektivitu (obr. 20).

"3 ¥G METHANOL
ol |
20 4 ‘ 0G
1|
" ‘ BHA+BHT
) ! | | EQ |J
| | LG
0 __JII L“ \\._4 ._II'-.L,_. : u-h“--‘.__,,—__._
0 : 1 1 " % ®
mAU 3 e ACETONITRIL
75 ,
150

100 § k BHA BHT
75 : EQ
2V "Uﬁt
o 3
5 10 18

Obr. 20 Srovnani methanolu a acetonitrilu pfi gradientu 1

Scilem dale zkratit dobu analyzy byl zvySen pratok mobilni faze. Zatimco
u methanolu nebylo mozné dosahnout dostateéné vysokého prutoku ani pii teploté kolony
40 °C (i pfi nizsi viskozité byl ptekroéen tlakovy limit), u acetonitrilu bylo mozné vzhledem
k nizsi viskozité mobilni faze vyssi prutoky vyuzit.

V dalsich krocich byly zkouSeny varianty gradienti, coz nakonec vedlo
k pozadovanému feseni. U gradientu 4 (viz tabuka VIII) byla separace uspokojiva a doba
analyzy byla jiz krat$i nez 15 min. (obr. 21). Propylgalat ale vychazel z kolony téméf
s mrtvym ¢asem, coZ je nevhodné pro analyzu vzorku, kdy se mohou v mrtvém ¢ase z kolony
vymyvat slozky matrice a interferovat s analytem. Bylo potieba zvysit jeho retenci dal§im
snizenim obsahu acetonitrilu v mobilni fazi. Retence PG byla zmétena pti 45 %, 40 %, 35 %

a 30 % acetonitrilu ve vode (v/v), (obr. 22).
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Tabulka VIl Gradient 4 (acetonitril; pritok 0,200 ml-min™)

Gradient 4
Cas (min) A(%) B(%0)
0 50 50
3 50 50
6 90 10
30 90 10
30,1 50 50
40 50 50
mAU ] BHT
500 — e
400 —
] PG5
300
200 —
: EHA
100 ac EQ
0 h .
0 5 w s

Obr. 21 Chromatogram za pouziti gradientu 4
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Obr. 22 Porovnani retence propyl galatu:

a — acetonitril : voda 45 : 55 (v/v; 0,200 ml.min™)
b — acetonitril : voda 40 : 60 (v/v; 0,200 ml.min)
¢ — acetonitril : voda 35 : 65 (v/v; 0,200 ml.min™)
¢ — acetonitril : voda 30 : 70 (v/v; 0,200 ml.min™)

Je zitejmé, Ze pro dosazeni retence PG, je nutné pracovat pii nizkém obsahu
acetonitrilu (30%), coz znamena provadet gradient pies SirSi rozsah obsahu organického
rozpoustédla v mobilni fazi a je nutné také pocitat s vyssim tlakem vzhledem k vyssi viskozité
mobilni fdze na pocatku gradientu.

Pro eliminaci chvostovani pika galatd byl vyzkousen ptidavek 1 % kyseliny mravenci

a pouziti 1 mmol-I™ a 5 mmol-I"* octanu amonného. Nizké koncentrace octanu amonného byly
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voleny sohledem na riziko mensi efektivity ionizace. Ani V jednom piipadé nedoslo

ke zlepSeni tvaru piku. Stejny experiment byl proveden pomoci HPLC — MS. Tomuto kroku

predchazel piimy nastiik standardi do iontového zdroje a ladéni hmotnostniho spektrometru.

Prométen byl pozitivni i negativni mod. Na zakladé hodnot m/z a retenénich Cast, které

korespondovaly s retenénimi ¢asy z HPLC — UV byly identifikovany jednotlivé antioxidanty.

V negativnim médu bylo mozné sledovat PG, BHA, OG a LG (obr. 23). EQ byl pozorovan

Vv pozitivnim modu. BHT odezvu neposkytoval, pokud nebyl pfidan octan amonny (obr. 23).

Za pouziti mobilni fize s piidavkem 1 mmol-I* a 5 mmol-I* octanu amonného ale doslo
p p

ke zvyseni ionizace BHT a bylo mozné jej v negativnim médu zaznamenat (obr. 24).

Relative Abundance
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. 2
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REUAL: ST 385 550 1058 1278 1400 1593 1932 2052 2332 2480 2880
1004 330 0G
] ML BE2E7 mfz= 280.50-281.50
o 1057
o1 220289 591 818 044\ 1143 1410 1634 1848 2045 256 2470 13 2834
00 1228 LG
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(1103 333453 762 943 1058 [\ 1299 1404 1666 1863 2050 7285 2472 368
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Obr. 23 HPLC — MS analyza bez pfidavku octanu amonného do mobilni faze
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Obr. 24 HPLC — MS analyza s ptidavkem octanu amonného v mobilni fazi (1 mmol-1™)

Na zakladé doposud prezentovanych experimentti bylo moZzné navrhnout vhodné
slozeni mobilni faze pro dosazeni pozadované separace i pro hmotnostné spektrometrickou
detekci analytt.

S ohledem na separaci analytti i odezvu v hmotnostnim spektrometru byly zvoleny
nasledujici podminky pro dalsi méfeni (tab XI). Chromatogram pro kone¢ny gradient mobilni

faze je na obrazku 25.

Tabulka IX  Zvoleny gradient pro separaci Sesti sledovanych antioxidantt (acetonitril;
0,350 ml'min™)

Cas (min) A(%) B(%0)
0 100 0
3 0 0
8 0 100
20 100 100
20,1 100 0

37



12587

mAl BHT
o0 | )
a00 BHA 0G LG /
=00 PG \9.395 J Q x
200 5 \ “\Iz,usn 9,3193: ”’al,lm
100 10,508 \

o J s o ) FI\J\—J \‘-s-., o

n} 2.5 i I

T
-] L] 10 12.5 15

Obr. 25 Chromatogram pro kone¢ny gradient mobilni faze:
A = acetonitril : voda 30 : 70 (v/v) s 1ImM CH3COONH;,
B = acetonitril : voda 10 : 90 (v/v) s ImM CH3COONH;, (pritok: 350 pl-min™)

Navrzené separacni podminky dovoluji vzajemnou separaci vSech Sesti analytl
na zakladni linii, jsou vhodné 1 pro spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii a doba analyzy
nepiekra¢uje 15 min. Je tfeba upozornit, ze mensi hodnota retenénich casi PG oproti
obr. 21 neni déna niz§i retenci ale zvySenim pritoku mobilni faze z 200 ul'min™

na 350 ul'min (obr.22, obr.25).
ANALYZA KOMPLETNIHO KRMIVA PRO PSY

Zvolené separacni podminky byly aplikovany na identifikaci jednotlivych antioxidanta
ve vzorku kompletniho krmiva upraveného dle postupu v kapitole 3.2. Identifikace byla
provedena na zakladé reten¢niho ¢asu hodnoty m/z protonované molekuly [M+H]" (v piipadé
ethoxychinu) a deprotonované molekuly [M-H] (v pfipadé ostatnich antioxidantt)
a fragmentacnich spekter.

Ve spektru ziskaném proméfenim vzorku v pozitivhim modu byl identifikovan
intenzivni pik s hodnotou m/z 218,27 pattici ethoxychinu (obr 26). Proméfenim vzorku
v negativnim modu (obr.27) byl pozorovatelny pik o hodnoté m/z = 211,27 patiici PG
(obr. 28), pik 0 m/z = 337,00 patiici LG (obr. 29) a pik s hodnotou m/z = 179,07 piislusejici
BHA (obr. 30). V chromatogramu HPLC — MS jsou vidét i piky pro m/z odpovidajici OG, ale
jejich retenéni casy (11,11 min. a 13,88 min.) nekoresponduji s retenénim Casem z této

nalezené metody. Lze tedy konstatovat, ze tento antioxidant nebyl v krmivu obsaZen.
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V krmivu byla prokazana ptitomnost 4 antioxidantti ze sledované skupiny latek a to PG, LG,
EQ a BHA.
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Obr.26 HPLC-MS analyza krmiva V pozitivnim méodu pro EQ
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STANOVENI VYTEZNOSTI EXTRAKCE

Krom¢ identifikace bylo provedeno 1 stanoveni metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s UV detekci.

Integraci plochy pikt ziskanych ze spojeni kapalinové chromatografie s UV detekei
(tab. X) byla stanovena vytéznost extrakce a provedena kvantifikace antioxidantd.
Pro ukazku téchto postupi bylo zvoleno BHA. V tabulce X jsou zaznamenany hodnoty
plochy piku BHA ziskanych analyzou standardi, analyzou krmiva bez ptidavku standardd,

analyzou krmiva se standardnim pfidavkem po extrakci a analyzou krmiva se standardnim
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ptidavkem pted extrakci. Kazda analyza byla provedena ttikrat. Ze ziskanych hodnot byla
vypocitana primérnd hodnota plochy piku daného antioxidantu pro danou analyzu

a smérodatna odchylka (tab. X).

Tab. X Tabulka ploch piku BHA

1) ) 3) (4)
plocha 1 845,5 969,5 1509,6 1409,7
plocha 2 796.9 821,9 1931,3 1493,8
plocha 3 548.7 883,9 1952,4 1465,4
pramer 730,4 891, 8 1797,8 1456,3
sméerodatna odchylka 159,2 74,2 249,8 42,78

Pro kvantitativni analyzu nebyla vyuzita kapalinovd chromatografie ve spojeni
S hmotnostni spektrometrii, ale s UV detekci. Ukéazalo se, ze citlivost HPLC — UV neni
dostatena pro propylgalat, jehoz koncentrace v krmivu byla pfili§ nizka. U dalSich analytt
(LG a EQ) byla zjisténa velmi nizka vytéznost. Pro posledni analyt BHA byla hodnota
vyt&znosti 68 % a jeho obsah v krmivu 5 mg-kg™.
Nizsich mezi detekce by bylo mozné dosahnout modifikaci metody pro zpracovani vzorku
a pouzitim HPLC — MS pro detekci. K tomu by bylo nutné najit vhodné vniténi standardy.

Moznost pouziti zna¢enych standarda se ukazala ekonomicky piili§ nakladna.
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5. ZAVER

V literatufe byla popséana fada analytickych metod vhodnych pro analyzu syntetickych
antioxidantll V riznych matricich. Metody jsou pfevazné zalozeny na chromatografické
separaci s UV detekci a predipraveé vzorku extrakci kapalina — kapalina.

Bylo zjisténo, ze analyza téchto antioxidantli neni popsdna pro zvifeci krmiva.
Dtivodem muize byt to, Ze neni nutné uvadet jejich presné mnozstvi na etiketach vyrobki.

Pro skupinu Sesti syntetickych antioxidantti byly nalezeny vhodné separa¢ni podminky
umoziujici separaci béhem jedné chromatografické analyzy. Vzhledem ke zna¢né rozdilné
retenci sledovanych latek bylo nezbytné vyuzit gradientovou eluci a vhodnou volbu
organického rozpoustédla, kdy se ukazalo, Ze acetonitril poskytuje vtomto piipadé
pro separaci lepsi selektivitu neZ methanol. Zarovenl bylo vyuzito jeho nizsi viskozity, coz
dovolilo, v kombinaci s vyssi teplotou kolony (40°C), zvysit pratok mobilni faze, aniz by byl
piekrocen tlakovy limit kolony. Tato skutecnost ptispéla ke zkraceni doby analyzy
pod 15 minut. Separace byla provadéna s UV a hmotnostné spektrometrickou detekci. Bylo
zjisténo, Ze pro ionizaci BHT je dulezity pfidavek octanu amonného do mobilni faze, ktery
zvySoval signal této latky. Hmotnostné spektrometricka detekce v kombinaci s vyvinutou
separaci dovoluje na zakladé hmotnostnich spekter a reten¢nich ¢ast identifikovat sledované
antioxidanty ve vzorcich ale pro kvantifikaci touto metodou nebyl k dispozici z cenovych
duvodu vhodny izotopicky znac¢eny standard. Alternativou pro kvantitativni analyzu pak byla
UV detekce, i kdyz se u ni projevila mensi citlivost oproti hmotnostni spektrometrii.
Pro provedeni analyz vzorku krmiv byla nezbytna extrakce latek, ktera vychazela z postupu,
popsaného V literatue pro premixy. Ukazalo se vSak, ze dany postup z hlediska navratnosti
neni vhodny pro vSechny studované analyty. Vyvinuta metoda byla aplikovana pii analyze
krmiva pro psy, ve kterém byla prokazana ptitomnost Ctyi ze Sesti sledovanych antioxidanti.
Kvantifikace byla provedena metodou standardniho ptidavku pro BHA, pficemz zjistény

obsah byl 5,0 mg-kg™, coz je obsah, ktery neni v rozporu s pozadavky legislativy.

43



6. LITERATURA

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Kopmprda T.: Obecnd hygiena potravin. Mendelova zemédé€lska a lesnicka
univerzita. Brno, 2004.

Cizkova H.: Metody a kriteria pro ovéfovani autenticity potravin a potravindiskych
surovin. Key Publishing. Ostrava, 2011.
http://kvalitapotravin.webnode.cz/falsovani-a-prodej-menehodnotnych-potravin/,
stazeno 24.4.2012.

Linda P., Czarnecki-Maulden, Gail L.: American Journal of Veterinary Research 51,
808 (1990).

Ballin Z. N., Vogensen K. F., Karlsson H. A.: Meat Science 83, 165 (2009).

Mamone G., Picariello G., Caira S.: J. of Chromatography A 1216, 7130 (2004).
Leitner A., Castro-Rubio F., Marina M. L., Lindnerp W.: Journal of proteome
research 5, 2424 (2006).

Trujilloa A. J., Casalsb I., Guamisa B.: J. of Chromatography A 870, 371 (2000).
Czerwenka Z., Miller L., Lindner W.: Food Chemistry 122, 901 (2010).

Arnold A., Arrey N. T., Karas M., Persike M.: Rapid Commun. Mass Spectrom. 25,
2844 (2011).

Cocchi M., Vascellari M., Gallina A., Agnoletti F., Angeletti R., Mutinelli F.: J. Vet.
Med. Sci. 72, 103 (2010).

Jasicka-Misiak 1., Poliwoda A., Deren M., Kafarski P.: Food Chemistry 131, 1149
(2012).

Bartakova K., Drackova M., Borkovcova 1., Vorlova L.: Czech J. Food Sci. 29, 328
(2011).

Chernetsova S. E., Revelsky I. A., Morlock G.E.: Analytical and Bioanalytical
Chemistry 401, 325 (2011).

Spano N., Casula L., Panzanelli A., Pilo M. I, Piu P. C., Scanu R., Tapparo A.,Sanna
G.: Talanta 68, 1390 (2006).

. Hui L., Qi-jun P.: Lihua Jianyan, Huaxue Fence 44, 570 (2008).

44


http://kvalitapotravin.webnode.cz/falsovani-a-prodej-menehodnotnych-potravin/

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.
29.

30.
31.
32.
33.
34.
35.

Simsek A., Bilsel M., Goren A. C.: Food Chemistry 130, 1150 (2012).

Pfammatter E., Maury V., Thethaz C.: Mitteilungen aus Lebensmitteluntersuch
ung und Hygiene 95, 585 (2004).

Bunka F., Hrabé J., Vospél B.: Senzoricka analyza potravin I. Univerzita Tomase
Bati ve Zling. Zlin, 2010.

Jarosova A.: Senzorické hodnoceni potravin. Mendelova zemédélskd a lesnicka
univerzita. Brno, 2001.

Falasconi M., Concina I., Gobbi E., Sberveglieri V., Pulvirenti A., Sberveglieri G.:
International Journal of Electrochemistry 2012, 715763 (2012).

Oladipupo B.; Stough J.; Guthrie N.: AIP Conference Proceedings 1362, 75 (2011).

Campagnoli A., Pinotti L., Tognon G., Cheli F., Baldi A., Dell'Orto V.:
Biotechnologie, Agronomie, Societe et Environnement 8, 253 (2004).
Rudnitskaya A., Polshin E., Kirsanov D., Lammertyn J., Nicolai B., Saison D.,
Delvaux F. R., Delvaux F., Legin A.: Analytica Chimica Acta 646, 111 (2009).
Gutiérrez M., Llobera A., Ipatov A., Vila-Planas P., Minguez S., Demming S.,
Biittgenbach S., Capdevila F., Domingo C., Jiménez-Jorquera C.: MDPI - Open
Access Publishing, Senzors 11, 4840 (2011).

Kovacs Z., Kantor D. B., Fekete A.:. Elelmiszervizsgalati Kozlemenyek 54, 151
(2008).

Stipek S.: Antioxidanty a volné radikdly ve zdravi a nemoci. Grada Publishing. Praha
2000.

Young S. I., Woodside V. J.: J Clin Pathol 54, 176 (2001).

Caballero B., Trugo L., Finglas P.: Encyclopedia of Food Science and Nutrition. Johns
Hopkins University in Maryland. Mariland (2003).

Velisek J., Hajslova J.: Chemie potravin Il. OSSIS. Tabor (2009).

Velisek J., Hajslova J.: Chemie potravin I. OSSIS. Tabor (2009).

Shahidi F.: Baley’s Industrial Oil and Fat Produtcts. John Wiley & Sons. (2005).
http://class.fst.ohio-state.edu/fst821/Lect/ AA.pdf, stazeno dne 20.4.2012.

Soucek D. M., Khattab T., Wu J.: Progress in Organic Coatings 73, 435 (2012).
Pokorny J.: Eur.J.Lipid Sci. Technol. 109, 629 (2007).

45


http://www.cabdirect.org/search.html?q=ed%3A%22Caballero%2C+B.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=ed%3A%22Trugo%2C+L.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=ed%3A%22Finglas%2C+P.%22
http://class.fst.ohio-state.edu/fst821/Lect/AA.pdf

36.

37.

38.

39.
40.

41.

42.

43.

44,
45.

46.
47.

Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008, o potravinaiskych
ptidatnych latkach.

Vyhlaska ¢. 4/2008 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky pouziti pfidatnych latek
a extrak¢nich rozpoustédel pti vyrob€ potravin.

Natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1831/2003, o doplitkovych latkach
pouzivanych ve vyzivé zvitat.

Vyhlaska ¢. 356/2008 Sb., kterou se provadi zakon o krmivech.

Lundebye A. K., Hove H.,.Mage A,. Bohne V.J.B , Hamre K.: Food Additives and
Contaminants 27, 1652 (2010).

Wexler F.: Encyclopedia of Toxicology. National Library of Medicine in Bethesda,
Bethesda (2006).

European Food Safety Authority: Scientific Opinion on the re-evaluation of butylated
hydroxyanisole — BHA (E 320) as a food additive. EFSA Journal 9,2392 (2011),
http://www.efsa.europa.eu/cs/Satellite, stazeno 13.3.2012.

European Food Safety Authority: Scientific Scientific Opinion on the re-evaluation of
butylated hydroxytoluene BHT (E 321) as a food additive, EFSA Journal 10,2588
(2012), http://www.efsa.europa.eu/cs/Satellite, stazeno 13.3.2012.

Nakagawa Y., Tayama S.: Arch Toxicol 69, 204 (1995).

European Food Safety Authority: Conclusion on the peer review of the pesticide risk
assessment of the active substance ethoxyquin. EFSA Journal 8,1710 (2010),
http://www.efsa.europa.eu/cs/Satellite, stazeno 13.3.2012.

Saad B.: Food Chemistry 105, 289 (2007).

Masgkova M., Vaiikatova V.: Bulletin Ustiedniho a kontrolniho tstavu zemé&d&lského
3, 34 (2009),

stazeno: Www.ukzuz.cz/Uploads/111634-7-Bulletin+NRL+32009pdf.aspx dne
29.4.2012.

48.Saad B., Sing Y. Y., Nawi M. A., Hashim N. H., Ali A. M., Saleh M. I,

49.
50.

51.

Sulaiman S. F., Talib K. M., Ahmad K.: Food Chemistry 105, 389 (2007).

Ding M., Zou J.: Food chemistry 131, 1051 (2012).

Medeiros R. A., Louren¢do B. C., Rocha F. R. C., Fatibello F. O.: Anal. Chem 82,
8658 (2010).

Freitas K. H., Fatibello. F. O.: Talanta 81, 1102 (2010).

46


http://www.efsa.europa.eu/cs/Satellite
http://www.efsa.europa.eu/cs/Satellite
http://www.efsa.europa.eu/cs/Satellite
http://www.ukzuz.cz/Uploads/111634-7-Bulletin+NRL+32009pdf.aspx
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Medeiros%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Louren%C3%A7%C3%A3o%20BC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rocha-Filho%20RC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fatibello-Filho%20O%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Freitas%20KH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fatibello-Filho%20O%22%5BAuthor%5D

52. Yueqing Guan, Qingcui Chu, Liang Fu, Ting Wu, Jiannong Ye: Food Chemistry 94,
157 (2006).

53.Li X. Q., Ji Ch,, Sun Y. Y., Yang M. L., Chu X. G.: Food Chemistry 113, 692
(2009).

54. Tsuji S., Nakanoi M., Terada H., Tamura Y., Tonogai Y.: Shokuhin Eiseigaku Zasshi
46, 63 (2005).

55.Lee M. R., LinCh. Y., LiZ. G., Tsai T. F.: J. Chrom. A xxx, xxx (2006).

56. Pulido M. V., Lopez B. G, Reyes J. F. G, Martos N. R., Diaz A. M: Talanta 85, 1419
(2010).

57. Lopeza B. G., Reyesa J. F. G., Albab A. R. F., Diaz A. M.: J.Chrom. A 1217, 3736
(2010).

47


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tsuji%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nakanoi%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Terada%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tamura%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tonogai%20Y%22%5BAuthor%5D

7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA — kyselina askorbova

BHA — butylhydroxyanizol

BHT - butylhydroxytoluen

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

ELISA — enzymaticky fizena

ESI — ionizace elektrosprejem

EQ — ethoxychin

FT — ICR — iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPTLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie na tenké vrstveé
IRMS — hmotnostni spektrometrie izotopovych poméri

LC — kapalinova chromatografie

LG - laurylgalat

LOD - limit detekce

MALDI — desorpcni ionizace laserem za pfitomnosti matrice
MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie

NDGA - nordihydroguaiaretova kyselina

NMR — nuklearni magnetické rezonance

OG - oktylgalat

PCR — polymerazova fetézova reakce

PG — propylgalat

RFLP — polymorfizmus délek restrikénich fragmentt

SPE — extrakce tuhou fazi

TOF — priiletovy analyzator
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