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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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1. UVOD

Obaly potravin slouzi zejména K ochrané uchovavanych vyrobki pied riznymi
fyzikélnimi, chemickymi ¢i biologickymi vlivy. Dédle informuji zékaznika o slozeni
vyrobku, nutri¢nich hodnotach a zvySuji i jejich celkovou atraktivitu. Jednou z hlavnich
slozek inkoustd pouzivanych pro potisk obali jsou fotoiniciatory. Tato skupina
chemickych slouc¢enin ma ve struktufe funkéni skupiny citlivé na dopad svétla, které
pusobenim UV zafeni iniciuji polymerizacni reakci zodpovédnou za tzv. vytvrzovani tiskt
(zasychani barev). Nicméné nezreagované fotoiniciatory mohou byt stile pfitomny
v obalovych materidlech a za urcitych podminek (teplota, vlhkost, svétlo, slaba bariéra
mezi obalem a potravinou, aj.) dochazi k jejich migraci do balenych potravin. Tato migrace
ale muze vést ke kontaminaci uchovavanych vyrobkt a naslednému negativnimu dopadu
téchto cizorodych sloucenin na lidské zdravi. Z tohoto divodu je Zadouci sledovat jejich
obsah jak v potravinach, tak i v samotnych obalech.

Nejcastéji  byly fotoinicidtory analyzovany technikami jako jsou plynova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) ¢i  vysokoucinna kapalinova
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS), které pouze v omezenych
moznostech  umoziuji  identifikaci izomernich  fotoiniciatord  (napf. izomeru
methylbenzofenonu). Z tohoto divodu byla tato prace zaméfena na vyvoj inovativni
metody pro stanoveni fotoiniciatorti (a to i téch izomernich) v obalovych materialech
pomoci spojeni plynové chromatografie s vakuum-ultrafialovym detektorem (GC-VUV).
Pro ucely porovnani ziskanych vysledkd byla rovnéz vyvinuta i referenéni GC-MS metoda.
Obé metody byly optimalizovany v n€kolika parametrech, validovany, a nakonec
aplikovany na analyzu 9 fotoiniciatorti v 7 redlnych vzorcich. Vysledky shrnuté v rigordzni

praci byly publikovany v odborném ¢asopise Journal of Separation Science (Ptiloha ¢.2).



2. TEORETICKA CAST

2.1 Materialy urcené pro styk s potravinami — obalové materialy

Pojmem materialy uréené pro styk s potravinami (,,food contact materials®) se
oznacuji takové materialy, které zamérné piichazeji do styku s potravinami ¢i vstupnimi
surovinami, a to Vv jakémkoliv stupni vyrobniho procesu (vyroba, baleni, skladovani,
pteprava, prodej) [1]. Nejcastéji diskutované jsou ale samotné obaly pouzivané pro
dlouhodobé uchovavani potravin (plastové ¢i papirové obaly, konzervy atd.) [2]. Pouzivani
potravinovych obalti ma nékolik vyznamnych funkei [1]:

- Ochranna:

- Ochrana vyrobku béhem jeho obéhu pfed riznymi mechanickymi,
klimatickymi, biologickymi a spole¢enskymi vlivy prostiedi (prach, teplota,
svétlo, vlhkost, ptisobeni mikroorganismi, manipulace atd.), ale i zabranéni
nezéadouciho t¢inku samotného vyrobku na okoli.

- Komunikacni:

- Prostfedek vizudlni komunikace mezi vyrobcem na jedné stran¢ a dopravou,
obchodem a spotiebitelem na stran¢ druhé.

- Obal informuje zakaznika (udava nutricni slozeni, pouzité suroviny,
informace o vyrobci atd.).

- Ekonomicka:

- Vytvoreni a aplikace optimalniho obalu pro dany vyrobek (snizeni plytvani
a ztrat potravin, prodlouzeni doby trvanlivosti).

- FEkologicka:

- Pouzivani pfedevsim ekologickych a recyklovatelnych obalovych materiald.

Dale je nutné brat v potaz to, ze samotné obalové materialy a z nich vyrobené obaly
musi byt zdravotné nezdvadné a nemély by byt zdrojem latek kontaminujicich potraviny a

Zivotni prostiedi.

2.1.1 Materialy pouZivané na vyrobu obalua potravin
Spravny vybér materidlli a technologii na vyrobu obald ma vliv zejména na kvalitu a

Cerstvost potravin béhem distribuce a skladovani [3]. Mezi obecné pouzivané materialy



patii sklo, kov, papir a plast. Vyroba, pouziti a vlastnosti téchto materialti jsou shrnuty
v Tabulce I. V dnesni dobé se vyuzivaji i vrstvené ¢i kombinované obaly vyrobené
z n€kolika rtiznych materiald (napf. papirové obaly potazené vrstvickou plastu ¢i kovu),
které se vyznacuji riznymi fyzikalnimi, chemickymi a estetickymi vlastnostmi. Navic diky
neustalému vyvoji v oblasti vyroby narlsta pouzivani ekologi¢téjSich a recyklovatelnych

materiald, coz vede ke snizeni dopadu pouzitych obalovych materiali na zivotni prostiedi.

Tabulka | Srovnani materiali pouzivanych na vyrobu potravinovych obali [3]

Material Vyroba Pouziti Vyhody Nevyhody
Taveni oxidu Odolny, nepropousti
kfemicitého, pachy a plyny,
uhli¢itanu Napoje, prihledny (vnéjsi Vahove tézky (drazsi
Sklo sodného, vapence sterilizované kontrola), barevny pteprava), kiehky
a oxidu hlinitého potraviny (uchovavani latek material
(1500 °C), citlivych na svétlo),
tvarovani recyklovatelny
Konzervy, tacky,
".l“vlarovlam uzavery lahvi, Fyzikalné odo}ny, Snadn4 koroze,
Kov hlinikovych a papirové obaly tvarovatelny, vsokd cena
ocelovych plechii | s hlinikovou folii recyklovatelny Y
(népoje, koteni)
Kondengacm Kelimky, Propustnost plyntl,
polymerizace : L o lehky ho. svetl
Plast (polykondenzace) jednorazové Lev_ny, ehky, pachu, svétla,
o nadobi, lahve, chemicky odolny nizkomolekularnich
nebo adi¢ni . .
. sacky latek
polymerizace
Zpracovani Obaly na suché
bunlcmy rl{znych potraviny (cukr, , , Slabé bariéra mezi
, rostlinnych mouka atd.), Levny, lehky, .
Papir 1o , . , obalem a potravinou,
materiall pomoci | Kkartonové obaly recyklovatelny s
. , e . 7, nizka odolnost
papirenskych (napoje, mrazené
stroju potraviny)

2.1.2 Rizika vyplyvajici z pouZivani obalovych materiala — migrace

I kdyZ obalové materidly chrani potraviny pfed kontaminaci z vnéjSiho prostiedi,
mohou byt i samotnym zdrojem jejich nezadouci kontaminace. Nékteré chemické
slouceniny Vv obalech jsou totiz schopny piechazet do potravin procesem znamym jako
migrace [1]. Migraci latek l1ze obecné rozdélit do dvou skupin, a to dle zpusobt, kterym

kni dochazi [4]. Vyveolana (,set-off“) migrace vétSinou nastava V piipadé piimého




prenosu latek z vngjsi strany obalu na stranu vnitini, k cemuz dochéazi naptiklad pfi
skladovani prazdnych obalti [1, 4]. Naopak u tzv. permeaéni migrace dochazi k ptenosu
latek z vnéj$i strany do vnitini diky dostatecné propustnosti (porovitosti) materialu [4].

Migraci podléhaji zejména nizkomolekularni chemické latky (molekulova hmotnost
niz$i nez 1000 Da) a jeji rozsah zavisi na n¢kolika faktorech:

- fyzikalné-chemickych vlastnostech migrujici latky (polarita, bod varu, molekulova

hmotnost)
- pouzitém obalu, typu a chemickych vlastnostech potraviny
- skladovacich podminkach (teplota, svétlo, vlhkost atd.)

- poméru plochy obalu k mnozstvi balené potraviny

Skala chemickych latek migrujicich z obalu do potravin je Siroka a zavisi hlavné na
pouzitém obalovém materialu. Z relativné inertnich materiali jako je sklo a kov mohou
migrovat jen latky nachazejici se na vnitinim povrchu obalu, zatimco chemicka difuze
barviv ¢i adheziv, které se pouzivaji na Upravu vnéjsi strany, je zanedbatelna (prakticky
nemozna). Mimoto u kovovych materialti je nejpravdépodobné&jsi migrace kovovych iontt
vlivem koroze, proto jsou tyto obaly nejcastéji impregnovany epoxidovou pryskyfici [5].
Naopak k velmi snadné migraci latek dochazi u obalii vyrobenych z papiru [1]. Tento
material se pouziva bud’ jako sekundérni obal, anebo jako primarni obal v pfipad¢ suchych
potravin. Ke kontaminaci potravin mize dochdzet ptevdzn€ z vnitiniho povrchu obalu,
tedy ve finalnim vyrobku je pak zadouci sledovat obsah formaldehydu, fenolu, primarnich
aromatickych amint, tézkych kovi, polycyklickych aromatickych aminti ¢i benzopyrenu
pouzivanych pii vyrobé papiru. Navic vzhledem Kk velké poérovitosti tohoto materialu
mohou chemické latky snadno migrovat i z vnéjsi strany (napft. tiskové barvy). Avsak
pouzivanim vrstvenych (kombinovanych) materialti (papir S hlinikovou ¢i plastovou folii)
lze kontaminaci potravin vyznamné redukovat. Ptiklady chemickych latek potencialné
migrujicich z papirovych obali jsou uvedeny v Tabulce I1.

Poslednim materidlem jsou plastové obaly, které se sice fadi k velmi odolnym
materidlim ale s vysokou propustnosti chemickych latek. VétSinou se skladaji z nékolika
typt plastu (polyethylen, polyvinylchlorid atd.), navic jsou ¢asto obohaceny latkami, které
zlepsuji jejich vlastnosti jako jsou napiiklad UV filtry, antioxidanty nebo barviva [5]. Tyto

aditiva jsou pak potencialnimi migranty, aniz by byly v pfimém styku s potravinou.



Tabulka 1l Ptehled kontaminanti migrujicich z papirovych a kartonovych obalovych

materialt [1]

Tyrl:l;):);lifgsho Vrztgg‘t‘;;zﬂgikt“ Migrujici latky Pousiti
Papir Ti.skové barvy,
mineralni oleje Baleni suchych
Polyethylen Polyoleofiny potravin (mouka,
Papir Nepftilnavy natér Perfluorované cukr)
uhlovodiky
Tiskové barvy, Kartonova baleni
Karton mineralni oleje, (ryze, ceredlie,
ftalaty kojenecka vyziva)
. Baleni napoj,
Polyethylen Polyolgqflp y, UV mrazenych Vr}zfrjobkfl,
stabilizatory NS
détské vyzivy
Karton Hlinik Hlinité ionty Pochutiny
Polyoleofiny,
Polypropylen antioxidanty, Tasky v krabicich
benzofenon

Migrace chemickych slouéenin z obalii do potravin je v soucasné dobé celosvétovym
problémem, nebot velké mnozstvi penetrujicich latek vykazuje toxické vlastnosti a
negativné ovliviiuje zdravi spotiebitelt [5]. Byla potvrzena mnoha studiemi a je dokonce
povazovana za sto az tisic krat hor$i zdroj kontaminace potravin v porovnani s pesticidy
z zivotniho prostfedi [6]. Z tohoto divodu jsou nutnd ptisna opatfeni, ktera by omezila
pouzivani takovych chemickych sloucenin a nastavila i akceptovatelné limity pro jejich

maximalni mnoZstvi v potravinach a obalech.

2.2 Fotoiniciatory

Chemické slozeni barev a laki pouzivanych pro potisk potravinovych obali je
rozmanité a lisi se v zavislosti na dodavateli a prislusné aplikaci [7]. Mezi zakladni slozky
inkoustt patii barviva a fotoiniciatory. Fotoiniciatory jsou jakozto vysoce fotoaktivni
slouceniny soucasti predevsim UV vytvrzovacich tiskovych barev a lakt [8]. Tyto latky se
absorpci UV zafeni $tépi na reaktivni slouceniny (radikaly), které iniciuji polymerizacni
reakci, pfi niz se spojuji (polymeruji) monomery barviva za vzniku makromolekularnich
fetézcli. Tento proces je oznaCovan také jako vytvrzovani, protoze barvy a laky ptilnuté
Kk potiskovanému materialu pfi nich ztraceji svou tekutou formu a vysychaji. Celkovy
proces vytvrzeni ma 4 kroky: iniciaci, propagaci, prenos fetézce a terminaci (Obr. 1).

Spravna volba fotoiniciatoru pak ovliviiuje vlastni polymeriza¢ni proces. Jeho specifické



fotochemické a fotofyzikalni vlastnosti jsou extrémné dilezité, nebot’ urcuji strukturu
konecného produktu, charakter a mnozstvi meziprodukti. Obecné by mély spliovat
nasledujici aspekty:

- Vysoké absorpcni schopnosti v misté aktivace, a to v zavislosti na aplikaci a zdroji

svétla

- Vvysoka vytéznost tvorby volnych radikalt

- rozpustnost v pouzité barvé nebo laku

- Vysoka stabilita béhem skladovani

- bez zapachu, stalost barevného odstinu

- nizka cena, zanedbatelna toxicita a jednoducha manipulace

Hlavnimi vyhodami pouzivani fotoiniciatort je rychlost vytvrzovaciho procesu, ktery

1ze uskutecnit za laboratorni teploty, pfi¢emz ve vétsSing ptipadt dochazi ke spotitebé vSech

reaktantli bez zbytku.
Fl > Fl*(singlet) » Fl* (triplet)
Iniciace F|”* (singlettriplet > Ri"+ Ry
R+ M » Ri-M’
Ri-M"+ M » RiM-M*
Propagace {RlM-M* +nM »  RiM-(M)n-M*
RiM-(M)y-M + DH » RiM-(M)y-MH + D’
Ptenos tetézce {D' + M » DM’
RiM-(M)p-M" + RiM-(M)m-M" R1iM-(M)n-(M)m-MR1
Terminace { TF\’:M-(M)n-M + R1M-(M)n-M
RiM-(M)p-M" + Ry" R:M-(M)a-MR;

RiM-(M)s-M + R>

Obrazek 1 Princip vzniku polymeru po absorpci UV zafeni fotoiniciatorem (FI:

fotoiniciator, M: monomer, D: donor, R: zbytek), pfevzato z prace od Laga a kol. [8]



2.2.1 Typy fotoiniciatora a riziko migrace
Fotoiniciatory lze obecné délit do dvou velkych skupin podle typu produktd
vznikajicich pfi Stépeni po absorpci UV zafeni. NejCastéji vznikaji volné radikaly

(radikalové fotoiniciatory) nebo kationty (kationtové fotoiniciatory) [7-9].

Radikalové fotoiniciatory

Absorpci energie UV zafeni vznikaji volné radikaly, které iniciuji adi¢ni polymeriza¢ni
reakci [7, 8]. Jedna se o nejcastéji pouzivané fotoiniciatory a to i piesto, ze vytéznost této
reakce muize byt negativné ovlivnéna mnozstvim kysliku v okolnim vzduchu. Do této
skupiny patfi hlavné slou¢eniny s aromatickymi karbonylovymi skupinami, které vytvareji
volné radikaly Stépenim.

Radikalové fotoiniciatory se pak mohou dale dé¢lit do dvou podskupin, a to na
fotoiniciatory I. a II. typu. U fotoinicidtord I. typu dochazi k homolytickému $tépeni na o
pozici karbonylové skupiny (méné pravdépodobné je pak B-Stépeni). Do této skupiny se
fadi benzoinové derivaty, fosfinoxidy, benzylketaly nebo hydroxyacetofenony.
Fotoiniciatory II. typu se absorpci UV zafeni dostavaji do excitovaného stavu, avSak
nedochazi ke Stépeni na radikaly. Energie vazby CO-aryl je tak vysokd, ze energie UV
zatfeni nestaci na jeji rozstépeni. Fotoiniciator je tak excitovan do tripletového stavu a za
pouziti koiniciatoru dochazi ke §tépeni za vzniku pozadovaného radikalu. Jako koiniciatory
lze vyuzit alkoholy, ethery nebo terciarni aminy. Mezi fotoiniciatory II. typu patii hlavné

aromatické ketony (benzofenon a jeho derivaty, thioxanthony).

Kationtové fotoiniciatory

Pouzivani fotoiniciatorti kationtového typu ma Vv soucasné dobé¢ rostouci tendenci,
nebot’ vytvaii stabilngjsi polymery. Obecné lze jejich vzorec vyjadiit jako ArnX*Y", kde Ar
znaci arylovou skupinu, X je obvykle atom siry, jodu, ¢i fosforu a Y je nejéastéji aniont
typu BFs4(tetrafluoroboritanovy aniont), PFe (hexafluorofosfore¢nanovy aniont) a Aske
(hexafluoroarseni¢nanovy aniont) [7, 8]. Po absorpci UV zateni dochazi ke §té€peni vazby
uhlik-sira nebo uhlik-jod a vznika arylovy kationt. Ten spole¢né s aniontem a atomem

vodiku vytvaii silné Bronstedovy kyseliny podle rovnice:

Arl"BF4 + RH — Arl + Ar* + R* + HBF4 (1)



Timto zplisobem vznikaji silné protonové kyseliny, které jsou velmi aktivnimi
iniciatory polymeriza¢nich reakci. Do této skupiny fotoiniciatort se fadi triarylsulfoniové

soli (napf. Irgacure 270) a diaryljodoniové soli (napt. Irgacure 250) (Obr. 2).

N\
o

PF -

6 " S\dﬁ S
H.C 0

3

H.C CH

Obrazek 2 Chemicka struktura fotoiniciatora Irgacure 250 (A) a Irgacure 270 (B)

Vzhledem k vlastnostem fotoiniciatort mize jednoduSe dochazet k jejich migraci
z oball do uchovavanych potravin. Nejcastéji k ni dochazi dvéma zptsoby [8]:

- Nepriimo — fotoinicidtor nebo jeho meziprodukt se muize dostat do potraviny
pomoci vypart. Tato migrace je béZzna pro tékavé slouceniny jako je benzofenon a
jeho derivaty.

- Primo — k migraci fotoiniciatoru dochazi rovnou z potisténé strany obalu do
potraviny bud’ pomoci ,, set-off “ (nejcastéji vlivem nedokonalého vytvrzeni potisku)

nebo permeacni migrace.

2.2.2 Nové trendy ve vyvoji a aplikaci fotoiniciatori

Pomérné snadna migrace fotoiniciatord vede v soucasné dob¢ K vyvoji novych typa
fotoiniciatort se specifickymi vlastnostmi. Jejich pouzivanim by mohla byt zcela potlacena
samotna migrace ¢i alesponn minimalizovan negativni vliv na zdravi spotfebitelt. Mezi

nejvice diskutované fotoinicidtory patii tyto skupiny:



reaktivnéjsi, levnéj$i a méné toxické fotoiniciatory

koncept ,,Low Migration Inks* — inkousty obsahujici slozky s niz§i migraci
specialn€ navrzené pro pouziti v potravinarském pramyslu

fotoinicidtory s vyssi molekulovou hmotnosti (polymerni nebo oligomerni

slouceniny) S minimalni pravdépodobnosti migrace

Dalsim feSenim by mohlo byt omezeni ¢i Gplné vylouceni jejich pouzivani, coz by ale

vedlo ke zpomaleni a prodrazeni potisku obalt.

2.2.3 Legislativa, specifické migracni limity

Migrace latek do potravin je vétSinou vyjadiena tzv. specifickym migracnim limitem.

Tato hodnota definuje maximalni mnozstvi latky, které mize za piesné definovanych

podminek piejit z obalu do potraviny, vztazené na hmotnost balené potraviny [6]. AvSak

legislativa tykajici se tiskovych inkousti, barev a lakti obsahujich fotoiniciatory se ve

statech celého svéta 1isi [8]. Z divodu analyzy potravinovych obald zakoupenych

v Arlingtonu (USA) je dale diskutovana jak legislativa, ktera plati ve Spojenych statech

americkych, tak i legislativa platici ve statech Evropské unie.

USA: Inkousty a fotoiniciatory jsou povazovany za nepiima aditiva v potravinach
[8]. Neexistuje tu zadna vyhlaska regulujici jejich specifické migracni limity,
potravin. Za zanedbatelnou migraci je povazovana koncentrace 50 pg/kg. Pokud je
migrace fotoiniciatoru v rozmezi 50 pg/kg az 1 mg/kg, tato latka musi byt kvuli
naslednému provéteni toxicity zaznamenana v Systému oznameni o latkach, které
jsou v kontaktu s potravinami. Migrace vyssi nez 1 mg/kg vyzaduje ruzné

toxikologické studie.

EU: V ramci statd Evropské unie jsou obecna ustanoveni shrnuta ve vyhléasce ¢.
1935/2004 [6]. Tato vyhlaska obsahuje i nékolik ustanoveni, ktera se tykaji
konkrétnich materiali:

- Plastové materialy (¢. 10/2011)

- Recyklované plastové materialy (EU, 2008)

- Keramika (EU, 1984)
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- Aktivni a inteligentni materidly (EU, 2009)
- Celulézové filmy (EU, 2007)

Pouze pro n¢které fotoiniciatory (benzofenon a jeho derivaty) existuje v Evropské
legislativé o plastovych materialech specificky migra¢ni limit. V roce 2009
stanovila Evropskd komise pro potravinovy fetézec a zdravi zvifat specificky
migracni limit pro benzofenon a 4-methylbenzofenon, a to 0,6 mg/kg. V roce 2010
ve Svycarsku vstoupila v platnost zména natizeni o materialech v kontaktu
S potravinami, byl zaveden seznam povolenych latek s jejich specifickymi
migra¢nimi limity, mezi nimiz jsou i fotoiniciatory (Cast A, pfiloha 10 tzv.
Svycarské vyhlasky 817.023.21). Pro benzofenon a jeho derivaty (2-, 3- a 4-
methylbenzofenon) je uveden specificky migra¢ni limit 0,6 mg/kg. Cast B obsahuje
latky, které prozatim nebyly podrobeny zddnému toxikologickému testu, a tudiz pro
né¢ prozatim nebyl stanoven specificky migra¢ni limit (v této casti lze najit
naptiklad 1-hydroxycyklohexyl fenyl keton a ethyl-4-(dimethylamino)benzoat). Na
zéklad¢ dostupnych informaci a studii zabyvajicimi se stanovenim 2-
isopropylthioxantonu a 2-ethylhexyl-4-(dimethylamino)benzoatu v potravinach
oznacil Evropsky ufad pro kontrolu potravin EFSA (,, The European Food Safety
Authority ) hodnotu 0,05 mg/kg jako piijatelnou migraci téchto dvou fotoiniciatori
[4]. Prozatim ale pro né neexistuji zadné specifické migracni limity, které by
musely byt akceptovany.

Fotoiniciatory jsou dale 1 soucasti seznamu latek stanovenych EuPIA (,, The
European Printing Ink Association®), ktera se zabyva problematikou inkoustl
uréenych pro potisk obalii potravin [10]. Tato organizace vypracovala pokyny na
zaklad¢ platnych evropskych pravnich piedpist obsahujicich podrobna doporuceni,
jak vyrabét a pouZzivat inkousty a laky urcené pro potisk potravinovych obalt.
V ¢ervnu 2018 wvySel v platnost seznam vhodnych fotoiniciator pro tiskové
inkousty a laky [11, 12]. Fotoiniciatory jsou zde rozdéleny do 2 skupin (1 (A-D) a
2) dle vhodnosti pouziti pro potisk potravinovych obali. Nejméné nebezpecné
fotoiniciatory jsou ve skupiné 1A, naopak doposud neprostudované fotoiniciatory
obsahuje skupina 2.

Konkrétné v Ceské republice plati vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi o
hygienickych pozadavcich na vyrobky uréené pro styk s potravinami a pokrmy

jednotlivych materiali ¢i specifické limity migrujicich latek v danych obalech.
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Fotoiniciatory jsou zde zminény jakozto vyznamna soucast inkoustll pouzivana na
potisk papirovych ¢&i plastovych obali. Nicméné stejné jako v USA i v Ceské
republice neexistuje zadna konkrétni legislativa tykajici se tiskovych inkoustd,

barviv, lakt a s nimi souvisejicich fotoiniciatoru [4, 8].

Nésledujici tabulka shrnuje nejCastéji pouzivané fotoinicidtory v tiskovych

inkoustech, jejich nezadouci G¢inky na lidské zdravi a legislativu v ramci stat EU.

Tabulka 111 Pfehled kontaminantti nejc¢astéji migrujicich z vytvrzovacich barev [1, 4]

N Specificky
. e Legislativa v N . ,
Nazev Pouziti EU migracni Vliv na zdravi
limit (mg/kg)
Vytvrzovaci Lo
4,4’- bis(dimethylamino) slozka barev pro Legislativné i Sztgi:sivrile\./:oza
benzofenon potisk papiru a neupraveno JS
Kartonu dostupné
Vytvrzovaci Lo
4,4’- bis(diethylamino) slozka barev pro Legislativné i Sztgfa:Sin:IeY:oTla
benzofenon potisk papiru a neupraveno JS
Kartonu dostupné
Vytvrzovaci
Trifenvifosfat slozka barev pro Legislativné i Nizka akutni
y potisk papiru a neupraveno toxicita
kartonu
Yytvrzovael T Studie vlivu na
slozka barev pro Legislativné L
4-methylbenzofenon . , 0,6 zdravi nejsou
potisk papiru a neupraveno .
Kartonu dostupné
Schvalena jako 2B dkoakrglzr;(r)lgen,
Fotocitliva latka aditivni latka he atoxinyu
; pro potisk a P ,
Benzofenon ve vytvrzovacich vorobu 0,6 potkant,
barvach lazto "ch estrogenni a
P oba\l?ll androgenni
aktivita
Yytvrzovam D Studie vlivu na
Methyl 2-benzoylbenzoat slozka barev pro Legislativné - zdravi nejsou
potisk papiru a neupraveno .
kartonu dostupné
Vytvrzovaci
1-hydroxycyklohexyl fenyl | slozka barev pro Legislativné i Cytotoxické
keton potisk papiru a neupraveno ucinky
kartonu
Vytvrzovaci I Studie vlivu na
4-fenylbenzofenon slozka barev pro Legislativné - zdravi nejsou
potisk papiru a neupraveno .
Kartonu dostupné
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Vytvrzovaci
slozka barev pro D Studie vlivu na
. . - Legislativn¢ P
2-isopropylthioxanton potisk - zdravi nejsou
e, neupraveno .
napojovych dostupné
obalu
Ethyl-4- \(ytvrzovam Legislativng Studle’vll\_/u na
; ; . slozka barvy pro - zdravi nejsou
(dimethylamino)benzoat ] neupraveno .
papir a karton dostupné
Vytvrzovaci C o,
2-ethylhexyl-4- sloZka barev pro Legislativné AnFéigomstlcky
. . , . , - ucinek na
(dimethylamino)benzoat potisk papiru a neupraveno .
kvasinky
kartonu
Vytvrzovaci Véze se na
2,2-dimetoxy-2- sloZka barev pro Legislativné i receptory
fenylacetofenon potisk papiru a neupraveno estrogend u
kartonu potkant
Vytvrzovaci . Studie vlivu na
4-(4- slozka barev pro Legislativné oo
\ . , - zdravi nejsou
methylfenylthio)benzofenon | potisk papiru a neupraveno .
Kartonu dostupné

Vzhledem k tomu, ze doposud nejsou piesné specifikovany limity fotoiniciatort
Vv potravinach ¢i obalech (v ojedinélych pifipadech pouze specifické migra¢ni limity), je
nutné provadét detailni studie jejich migrace a zejména souvisejicich toxickych vlastnosti a

u¢inkt na lidské zdravi.

2.3 Analyza fotoiniciatori

Oblast analyzy fotoiniciatort zaznamenala rostouci zajem zejména v poslednich 20
letech, avsak stale skyta i mnoha uskali. Vyrobci tiskovych inkousti, barviv ¢i lak udavaji
¢asto neuplné informace o pouzitych fotoiniciatorech anebo tyto informace dokonce chybi.
Fotoinicidtory patii do velké skupiny chemickych sloucenin, z nichz kazda ma jiné
fyzikalni i chemické vlastnosti a poskytuje dosud nepopsané meziprodukty. Vyznamnym
problémem je i identifikace izomernich fotoiniciatorti (napt. skupina methylbenzofenonil)
[8]. K identifikaci a kvantifikaci této skupiny chemickych sloucenin je tedy nutné pouzivat
spojeni separa¢nich technik s vhodnym selektivnim detektorem umozZiujici dosahnout
nizkych detekénich limitd. Vzhledem k vySe popsanym komplikacim existuje jen omezené
mnozstvi publikovanych studii zamétfenych na analyzu fotoiniciatord v riznych
typech potravin a potravinovych obaltl. Tyto studie detailné shrnuje Tabulka IV.

NejCastéji pouzivanymi separacnimi technikami jsou vysokotUc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC) a plynova chromatografie (GC) [8]. Pomoci HPLC byly stanoveny

fotoiniciatory jak v potravinach, tak i v obalovych materialech [8, 14-20]. Jedna se o velmi
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pouzivanou techniku, kdy Ize volit mezi riznymi separa¢nimi mody a pouzitou detekci.
Pro analyzu fotoiniciatorti byl nejcastéji aplikovan detektor diodového pole (DAD) [14-16,
18, 19], fluorescen¢ni (FLD) [15], ¢i hmotnostni (MS nebo MS/MS) detektor [17, 20].
HPLC-DAD nebo HPLC-FLD sice umoznuji levné a rychlé analyzy, avSak s vysokymi
mezemi detekce (ug/kg). Ztohoto duvodu je Castéji popsano spojeni HPLC-MS nebo
HPLC-MS/MS umoziujici detekci a charakterizaci stopovych koncentraci fotoiniciatort.
Piiklady chromatogramu fotoiniciatort z HPLC-DAD a HPLC-FLD analyz jsou uvedeny
na Obrazku 3. Obrazek 4 pak ukazuje HPLC-MS chromatogram analyzy smésného
standardu fotoiniciatoru.

Naopak plynova chromatografie je vhodna pouze pro tékavé nebo polotékavé
fotoiniciatory. V literatufe se lze setkat se spojenim s plamenové ioniza¢nim (GC-FID)
nebo hmotnostnim detektorem (GC-MS a GC-MS/MS) [8, 21-26].

Relativné nové pouzivanou technikou v této oblasti je DART-TOF/MS [27]. Tato
technika nevyzaduje témét Zadnou ptipravu vzorku, ¢imz je zna¢né zkracena doba analyzy.
Mezi nevyhody ale patii vyssi meze detekce (mg/l) a vysoka pofizovaci cena, diky ¢emu
tato technika zatim nenasla uplatnéni v rutinni analyze. Obrazek 5 popisuje porovnani
barevnych oblasti obalu se ziskanymi DART/TOF-MS spektry pro signal fotoiniciatoru 2-
methyl-1-[4-(methylthio)fenyl]-2-(4-morfolinyl) propan-1-on.
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Tabulka 1V Piehled studi zamétenych na analyzu fotoiniciatori (Ref.-reference)

ﬁ)ltl:ill}l’izc(;;:l::y Matrice Priprava vzorku ggﬁ%ﬁ;ka Zavér Ref.
LOD: 2 pg/l
Obaly: LOQ:.S ne/l .
Extrakce pomoc 1- Pravdl\{ost: 94-106 % pro obohacené vzorky
hexafluoro-2-propanolu s vysokym obsahem tuku, 80-105 % pro
_ v ultrazvuku. 45 min obohgcené vzorky s nizkym obsahem tuku.
2-ITX Eq_travmy a Potraviny: ' ' HPLC-DAD, Preciznost: RSD < 1,1 % pro obohacené vzorky [15]
jejich obaly Extrakce z;lcetonitrilem nebo HPLC-FLD s vysokym obsahem tuku, RSD < 8,5 % pro
smissi terc-butyl(methyl) obohacené vzorky s nizkym obsahem tuku.
etheru a isohexanu (50:50) Vysledky: 2-ITX byl detekovan ve 36 obalech a
, . ' 27 vzorcich potravin. Nejvyssi obsah byl nalezen
pomoci vortexu, 1 min. ve vzorku obalu od dzusu (357 ug/kg). Byla
potvrzena migrace této latky do potravin.
HIPP, CPIC LOD: = 1.5 g’
DEAB|5 _ Linearita: R?>0,9998
EHDAB, Obaly potravin o HPLC-DAD Preciznost: RSD < 9 %
EDM AB’ BP (kartony, Ex-trakce pomoci acetonitrilu HPLC- ' V)ffsledky: V realnych vzorcich byl nalezen [14]
4-MBP 2,-HB,P plastové obaly, pti 70 °C, 24 h. MS/MS zejména BP (5,92-17,89 ug@mz) a EHDAB
2-ITX ,BBP ’ plechovky) (71,72 a 102,93 ng/dm?). Pozitivni vzorky byly
MBB ’ ’ zanalyzovztmy i metodou HPLC-MS/MS, ktera
2. 4-D’E ITX nebyla validovana.
Tlakem akcelerovana LOQ: 0,1 ug/ml a 0,2 pg/ml
extrakce acetonitrilem  pfi Linearita: R > 0,99
Plastové obaly 100 °C, 1500 psi po dobu 5 Pravdivost: 70-95 %
CPK, DMPA potravin min nebo extrakce HPLC-DAD Preciznost: RSD <6 % [16]
acetonitrilem pfi 40 °C Vysledky: Zadny realny vzorek neobsahoval
v ultrazvuku, 30 min. analyzované fotoinicidtory.
HMPP, CPK, . Obaly: LOQ: 0,2-710 pg/k
DMPA, _P(_)_travmy a Extra{ce pomoci 1- HPLC- Lin?arita: RZZL(l)%99g5 [17]
DEABP, Jejich obaly hexafluoro-2-propanolu MS/MS Pravdivost: 83-98 %
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EHDAB, v ultrazvuku, 45 min. Preciznost: RSD <10 %
EDMAB, BP, Potraviny: Vysledky: Testované obaly obsahovaly 4 az 8
BBP, Extrakce acetonitrilem nebo ruznych fotoiniciatori, nejcastéjsi byl BP (2—350
2,4-DEITX smési terc-butyl(methyl) ng/cm?). Ve vybranych potravinach pak byly
2-1TX, 4-ITX etheru a isohexanu (50:50) nalezeny maximaln¢ 4 fotoinicidtory, mezi nimi
pomoci vortexu, 1 min. byl opét zejména BP (1,840 pg/kg).
LOD: 0,02-0,03 pg/ml
Obaly: Linearita: R >0,9999
. 1 - | 0,
CPK, DMPA, Extrakce acetonitrilem pii 70 E:Zgglr:/c?:tt sng 30 2_2 8 0%
BP, MTMP, Dzusy a jejich °C po dobu 24 h. HPLC-DAD, , : A NP
. Vysledky: Ve vétsing obald nebyl nalezen zadny [18]
EHDAB, 2-ITX obaly DZus: GC-MS Ly e, . i
Vvsuteni  a  rekonstituce fotoiniciator, v pozitivnich vzorcich byl BP (3,6;
chetonitriIu 4,1 a 12,3 ug/dm?), 2-1TX (64,0 ug/dm?), DMPA
' (36,0 pg/dm?) a EHDAB (54,2 ng/dm?). Vzorky
dzusu neobsahovaly Zadny fotoiniciator.
LOD: 17-33 ng/ml
Linearita: R?>0,9999
Extrakce acetonitrilem Pravdivost: 82-98 %
CPK, DMPA, omoci vortexu. 5 min Vysledky: Na zakladé migra¢nich testd a analyzy
BP, MTMP, Susené mléko p ’ ' HPLC-DAD vzorki ~mléka obohacenych o testované [19]
EHDAB, 2-ITX fotoinicidtory za rtznych teplot byla potvrzena
snadnéjsi migrace do suseného mléka pii vyssi
teplot¢ (40 °C), samotné realné vzorky
analyzovany nebyly.
Miéko: .
Extrakce acetonitrilem pfi 25 LOQ: .0’1_§’0 nefke
o . Pravdivost: 80-111 %
CPK, MTMP, C, 30 min v ultrazvuku a . .
. . . . . Preciznost: RSD <12 %
EHDAB, Miéko a jeho nasledna extrakce tuhou fazi. , _ e v
) HPLC- Vysledky: Mnozstvi fotoiniciatortt v realnych
2-1TX, BP, obaly z plastu Obaly: , . [20]
, I MS/MS vzorcich bylo vy$$i u mléka s vyS$$im obsahem
TPO, Irgacure a papiru Extrakce acetonitrilem K ostsi byl Kovin BP (2.8-18.4
369 pomoci vortexu pii tu /i’ nejzc ﬁfgl obg dete ivan i (b, ;b,l
laboratorni teploté¢ 30 h ve ng/ke) a 2- . © 78,’9 ne/ke). V}]SSI obsall by
tme nalezen u mléka baleného v plastovych obalech.
CPK, EHDAB, Miéko Deproteinace pomoci GC-MS LOD: 0,05-1,4 ug/l (odtu¢néné mléko), 0,07-2,2 [21]




LT

EDMAB, BP, Carrezova ¢inidla,

ug/l (polotucné miléko) a 0,11-4,4 pg/l (tucné

4-CBP, 2-CTX, mikroextrakce na pevné fazi mléko)
2-1TX, DMPA, 40 min. Linearita; R> 0,995
MBB Pravdivost: 72-134 %
Preciznost: RSD < 15 %
Vysledky: Ve 3 realnych vzorcich mléka byl
nalezen BP (9,9; 16,2 a 8,2 pg/l), v 2 vzorcich 2-
ITX (20 a 27 pg/l) a pouze v 1 vzorku EHDAB
(26 ug/l). Vysledky analyzy byly ovlivnény
obsahem tuku v mléce, extrakce fotoinicidtord
byla G¢inn¢jsi u vzorkdl s niz§im obsahem tuku.
_ LOQ: 0,2-1 pg/l
Obaly: ; o D2
CPK, EHDAB, , Extrakce acetonitrilem pi 70 Linearita: R > 0,993
EDMARB, BP Miéko & oC, 24 h, mikroextrakce na Pravdivost: 89-108 %
N kartonové el GC-MS Preciznost: RSD <15 % [22]
4-MBP, 2-1TX, pevné fazi. , . < ,
obaly . Vysledky: Ve vSech obalech a v nékterych
DMPA Miéko: . .
. Cer vzorcich mléka nalezen pouze BP (koncentrace
Mikroextrakce na pevné fazi. s
nizsi nez 1 pg/g).
LOD: 0,03-0,12 pg/dm?
Extrakce  pomoci  smési Pravdivost: 77-121 %
gll:j)llf/,l AEBH DB'?;B’ cyklohexanu a ethylacetatu Preciznost: RSD < 14 %
5-MBP é-MéP Potravinové (1:1) wvultrazvuku 30 min GC-MS Vysledky: V obalech nalezeny 2-MBP (0,77-6,82 [23]
’ ’ obaly z plastu dvakrat za sebou, pteciSténi ug/dm?), 3-MBP (0,43-1,09 ng/dm?), EHDAB
4-MBP, 2-1TX, . . < 2 2
pomoci gelové permeacni (0,91-2,66 pg/dm?) a CPK (0,23-5,66 pug/dm?).
DMPA, MBB - . -
chromatografie. Stanovené  koncentrace byly pod jejich
specifickym migracnim limitem.
LOD: 0,1 pg/l
Deproteinace pomoci LOQ: 0,5 pg/l
i , alkalické hydrolyzy, i Pravdivost: 92-102 %
21X Micko prekoncentrace extrakei GC-MS/MS Preciznost: RSD <2 % [24]
tuhou fazi. Vysledky: 2-1TX byl nalezen ve vSech vzorcich
mléka v rozmezi 4,0-53,0 pg/l.
BP, 4-MBP Ceredlic Extrakce  smési  hexanu, GC-MS/MS LOD: 2 pg/kg [25]

dichlormethan:acetonitril

LOQ: 6 pg/kg (BP), 8 ng/kg (4-MBP)
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(1:1), acetonitrilu a Pravdivost: 74 % (BP), 98 % (4-MBP)

methanolu v ultrazvuku po Vysledky: Vyvinutd metoda byla aplikovana
dobu 10 min, precisténi pouze na analyzu realnych vzorkli obohacenych o
extrakei tuhou fazi. fotoinicidtory (300 pg/kg, 600 pgkg a 1200
pe/ke).
LOQ: 1-5 pg/l
Pravdivost: 42-109 %
CPK. EHDAB Extrakce pomoci Vysledky: Ve vSech testovanych napojich byla
EDI\/i AB. BP ' O’bal.y aballené dlchlormet,hanu pii GC-MS poter’eHa ptitomnost BP (5217 pug/l), v1l
2-ITX T napoje (mléko, laboratorni teploté, 24 h HPLC-MS vzorcich byl stanoven EHDAB (0,13-0,8 ng/l) a [26]
dzus, vino) S naslednym precisténim ve 3 wvzorcich 2-ITX (0,2-0,24 pg/l). Dané
extrakci tuhou fazi. fotoiniciatory byly ve vysSich koncentracich
nalezeny i v obalech. HPLC-MS metoda byla
Vyuzita pro potvrzeni pritomnosti BP.
CPK, MTMP,
EDMAB, LOD: 1,7-17 pg/dm?
2-1TX, BP, Vysledky: VétSina analyzovanych fotoinicidtort
BBP, TPO, Obaly potravin Rozstiihani obalti na kousky DART/TOF- kromé& BBP, TPO, Irgacure 369 a MTMP byla [27]
Irgacure 369, dle pouzitych barev. MS, GC-MS pod stanovenymi LOD. Nejvétsi mnozstvi
Irgacure 379, fotoiniciatort  bylo  detekovano v Castech
Speedcure 7005, S nejtmavs§imi barvami.
Omnipol 910

2-CTX: 2-chlorothioxanton, 2-HBP: 2-hydroxybenzofenon, 2-ITX: 2-isopropyl-9H-thioxanten-9-on, 2-MBP: 2-methylbenzofenon, 2,4-DEITX: 2,4-diethylthioxanton, 3-
MBP: 3-methylbenzofenon, 4-CBP: 4-chlorobenzofenon, 4-MBP: 4-methylbenzofenon, BBP: 4-benzoylbifenyl, BP: benzofenon, CPK: 1-hydroxycyklohexyl fenyl keton,
DEABP: 4,4’-bis(diethylamino)benzofenon, DMPA: 2,2-dimethoxy-2-fenylacetofenon, EDMAB: ethyl-4-(dimethylamino)benzoat, EHDAB: 2-ethylhexyl-4-
(dimethylamino)benzoat, HMPP: 2-hydroxy-2-methylpropiofenon, MBB: 2-methyl-2-benzoylbenzoat, MTMP: 2-methyl-4’-(methylthio)-2-morfolinopropiofenon, TPO:
difenyl (2,4,6-trimethylbenzoyl) fosfin oxid

LOD — mez detekce

LOQ — mez kvantifikace

R — korela¢ni koeficient

R? — koeficient determinace
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Obrazek 3 HPLC separace extraktu olivového oleje obohaceného o 300 pg/l smési 2-
isopropylthioxantonu (1) a 2,4-diisopropylthioxantonu (2). Chromatogram HPLC-DAD
(@), HPLC-FLD (b), UV spektrum 2-isopropylthioxantonu (c) [15]
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Obrazek 4 HPLC/ESI-MS chromatogram standardniho roztoku smeési 1-
hydroxycyklohexyl-1-fenylketonu (IRGACURE 184), ethyl-4-(dimethylamino)benzoatu
(EDAB), 2-isopropylthioxantonu  (ITX), 2-ethylhexyl-4-(dimethylamino)benzoatu
(EHDAB) o koncentraci 1 000 pg/1 [26]
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Obrazek 5 DART/TOF-MS analyza 2-methyl-1-[4-(methylthio)fenyl]-2-(4-morfolinyl)
propan-1-onu v obalu A poskytnuty firmou Smithers PIRA [27]. Tento vzorek byl slozen

z polyethylenu a mezi dominantni barvy patfila bila, svétle a tmavé Zluta, zelena a tmavé
Seda. Pro porovnani intenzity signalu fotoiniciatoru (280,137 m/z) a barevnosti potisku
obalu je zobrazeno i MS spektrum. Intenzita iontu je zavisla na barevnosti obalového
materialu, nejintenzivnéjsi signal se nachazi v nejtmavsich ¢astech. DART/TOF-MS je

vhodnou technikou pro mapovani prostorové distribuce fotoiniciatord na povrchu obald.

Z uvedenych studii vyplyva, Ze analyza fotoiniciator je v soucasné dob¢ velmi
aktualni téma. Bohuzel se pii identifikaci a kvantitativnim stanoveni fotoiniciatorti autofi
setkavaji s mnoha problémy, a tak tato oblast analyzy potravin ¢i obalovych materialii neni
jesté zcela zmapovana. Je tedy zadouci vyvijet a validovat dalsi pokrocilé analytické

metody umoznujici rychlé analyzy S dostate¢né nizkymi mezemi detekce. Jejich aplikace
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by pak pomohla potvrdit ¢i vyvratit migraci této skupiny chemickych sloucenin z obalti do
potravin a ptipadné popsat jejich meziprodukty a mozné toxické ucinky na zdravi

spotrebiteld.

2.4 Plynova chromatografie ve spojeni s VUV detektorem

Plynova chromatografie je Siroce rozSifenou separacni technikou vyuzivanou
zejména pro kvalitativni a kvantitativni analyzu t€kavych a polotékavych sloucenin [28].
Podstata GC spociva v odpafeni vzorku do plynné faze v divkovacim prostoru (injektoru),
ktery je nasledné ve formé par unasSen nosnym plynem na analytickou kolonu, kde probiha
vlastni separace. Sm¢s analytd ve vzorku je separovana na zakladé jejich interakce mezi
stacionarni a mobilni fazi (nosny plyn). Z analytické kolony jsou rozseparované analyty
postupné eluovany do detektoru, kde kazda zména koncentrace analytu vyvola zménu
signalu v zavislosti na pouzitém typu detektoru. Identifikace analytu je nakonec
realizovana na zakladé retenénich &asti standardd a slozek ve vzorku. Siroka $kala
pouzivanych kolon, davkovacich systému a detektorii poskytuje dostateCnou selektivitu a
nizké meze detekce pro vyzkum v oblasti zivotného prostfedi, zdravotnictvi, farmacie ¢i
potravinarského primyslu.

Jednou z nejdutlezitéjsich soucasti GC systému je detektor, jehoz volba zavisi na
povaze stanovovanych latek a cili aplikace. Idealni detektor by mél poskytovat dostatecné
nizké meze detekce, dobrou reprodukovatelnost, robustnost, rychly sbér dat, jednoduché
ovladani a nizkou potizovaci cenu. Mezi nejcastéji pouzivané GC detektory patii tepelné
vodivostni detektor (TCD), plamenové ioniza¢ni detektor (FID), detektor elektronového
zachytu (ECD) a hmotnostni detektor (MS). Nicméné v soucasné dobé se v analytické
chemii pouZiva hlavné spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-
MS) [29]. Tato technika umozniuje nejen univerzalni detekci a identifikaci chemickych
sloucenin, ale i kvantitativni stanoveni stopovych koncentraci. Avsak toto spojeni ma i
nékolik nevyhod. GC-MS neni vhodné pro analyzu izomerq, izobarii @ malych ¢i labilnich
chemickych sloucenin. V piipadé€ analyz izomerl je nutné pouZiti specialnich kolon, které
mohou poskytnout dostate¢né rozliSeni pro odliSeni takovych analytd, avsak to je vétSinou
ekonomicky i ¢asoveé naro¢né. Z diivodu tohoto omezeni GC-MS byl vyvinut novy zpisob
detekce nabizejici dalsi moznosti a potencialni aplikace. Jedna se o VUV (,,vacuum
ultraviolet”) detektor. Analytické parametry tohoto detektoru ve srovnani s bézné

pouzivanymi GC detektory shrnuje Tabulka V.
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Tabulka V Srovnani nejcastéji pouzivanych GC detektort s VUV detektorem (H-

Hmotnostni, K-Koncentra¢ni, D-Destruktivni, N-Nedestruktivni)

GC Typ Destrukce | Mez detekce . , ,
detektor | odezvy | analytu | (pg/nist¥ik) Selektivita Vyhody Nevyhody
Nelze pouzit
FID H D 0,110 Slouceniny s_C— Jedn(_)ducha pro analyt’y’
H vazbami aplikace neobsahujici
uhlik
Slouceniny
obsahujici f
halogeny, N:jzke l:neze ’
ECD K N 0,1-1000 | nitroskupinu a stekee, Omezené
Koni vysoka aplikace
onjugovanou -
selektivita
karbonylovou
skupinu
, Vysoké
TCD K N 100020000 | Univerzalni | 'ednoduchya ez
levny
detekce
Drahy,
MS H D 1-10 Univerz.élnli i Nizké meze _neodliéi
selektivni detekce izomery a
izobary
Odliseni
Univerzalni i izomert, Vysoke
VUV H N 20-200 selektivni izobart, meze
koeluujich detekce
pikt
2.4.1 VUV detekce

Vakuum-ultrafialova absorp¢éni spektroskopie je sice znama nékolik let, nicméné
VUV detektor je komeréné dostupny az od roku 2014 [29]. Jedna se tedy o novy zptsob
detekce, ktery ale ihned naSel uplatnéni v GC analyze Siroké Skaly vzorkl pochéazejicich
zejména z zivotniho prostiedi. VUV detektor je pfikladem univerzalniho typu detektoru
slouziciho ke kvalitativni i kvantitativni analyze t€kavych a polotékavych analytt. Muze
byt spojen s jakymkoliv standardnim GC pfistrojem pouze pomoci vyhiivané deaktivované
kifemenné kapilary (300 °C), kterou vstupuji rozseparované analyty do prutokové cely
VUV detektoru. Na konci této kapilary se eluent misi s pomocnym (,, make-up ) plynem
(argon nebo dusik) [28]. Spravné nastaveni tlaku pomocného plynu ma zasadni vliv na tvar
(rozliSeni) chromatografickych pikd a na hodnotu pomeéru signalu k Sumu (SNR).
K transportu vzorku prutokovou celou (vétsinou o objemu 80 ul a délce 10 cm) se pak

pouziva nosny plyn (He, N2 nebo H>) s nizkou absorptivitou, jehoZz signal 1ze jednoduse
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odecist od signalu pozadi. Jak vzorek postupuje dal do pratokové cely, je vystaven UV
zateni (115-185 nm) produkovanym deuteriovou lampou. Toto zafeni je fokusovano do
prutokové cely sanalytem pomoci optiky uzaviené okénky z fluoridu hofecnatého
propoustéjiciho fotony ultrafialového zareni. Ty jsou schopny excitovat atomy a chemické
vazby analytu v cele (hlavné @« — o', m — ©, n — o a n — 7 ), které nelze méfit
klasickou UV-VIS absorpéni spektroskopii. Ziskany signal je nasledné detekovan pomoci
CCD detektoru (,,charged coupled devices *“) zaznamenavajici uplna spektra podobné jako
detektor diodového pole. Z pritokové cely je nakonec zdéna analytu vyvedena pies
vystupni ventil a ziskand data jsou poslana do datové stanice pro zpracovani. Rychlost
sbéru dat je obvykle nastavena nejvySe na 100 Hz, aby bylo méfeni kompatibilni i s
kapilarni GC. Obecné schéma uspotadani GC-VUYV detailné popisuje Obrazek 6.

VUV detektor ziskava kompletni absorpéni spektra v rozmezi 120-240 nm, jejichz
intenzita je zavisla na mnozstvi analytu [29]. Identifikace latek je obecné realizovana na
zaklad¢ porovnani ziskanych VUV spekter s knihovnou obsahujici referenéni spektra [28].
Kazda latka totiz poskytuje charakteristické VUV spektrum, a tak lze dokonce odlisit 1
VUV spektra izomert. Bohuzel v soucasné dobé nejsou k dispozici dostate¢né rozsahlé
databaze charakteristickych VUV spekter, které by mohli mit své nezastupitelné misto jako
napiiklad rozsifené knihovny EI hmotnostnich spekter pro GC-MS. Alternativni moznosti
je vypocet teoretickych VUV/UV spekter riznymi metodami od semiempirickych pfistupti
az po sofistikované post-Hartree-Fock metody, které jsou soucasti softwart jako je
napiiklad Gaussian09 (Gaussian, Inc.). Avsak naro¢nost a pifesnost vypocti spekter se
odviji od slozitosti a velikosti molekuly, tudiz v n€kterych piipadech nemusi teoreticka

VUV spektra odpovidat tém experimentalné ziskanym.
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Vstup vzorku

2 GC

Vstup
make-up

1
P yswp  Detektor
Pratokova cela

Obrazek 6 Schéma instrumentace GC-VUV (nejcastéji pouzivany je model VGA-100,
jehoz rozméry jsou 76,2(d) x 33(8) x 43,2(v) cm) [29]

2.4.2 Zpracovani dat

Kvantitativni analyza je zalozena na vyuziti Lamberta-Beerova zakona:
A=¢b.c (2)

kde A je absorbance, & je molarni absorpéni koeficient (1 molt cm™), b je délka
trubice (cm) a c je koncentrace analytu. Pokud nedochazi k interferencim slozek ve vzorku,
Lamberttv-Beertv zakon, a tedy i VUV absorbance jsou aditivni. Ke kvantitativni analyze
se obecné vyuzivaji standardni roztoky o znamé koncentraci slouzici k tvorbé kalibra¢ni
kiivky. Nicméné je dulezité zdaraznit, Ze absorbance a poloha absorp¢nich maxim je

zavisla na struktufe analytu a zejména na obsahujicich chromoforech (Tabulka V1).
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Tabulka V1 Priklady sloucenin s riznymi funkénimi skupinami a jejich odpovidajici meze

detekce (LOD) a rozmezi vinové délky zahrnujici absorpéni maxima K integraci [28]

Sloucenina LOD (pg na koloné) | Rozsah integrace (nm)
Voda 246 130-175
Methanol 169 140-160
Benzen 15 177-182
Oktan 56 140-160
Naftol 30 213-218
Derivatizovany B-estradiol 30 193-198
Nikotin 19 176-181
Kaptan 186 174-179

2.4.3 MoZnosti spektralniho rozliSeni

vvvvvv

analyty s odlisnymi VUV spektry. Signaly takovych pikt se navzajem ptekryvaji a diky
tomu, ze je Lambertiv-Beeriiv zdkon aditivni, vysledné spektrum odpovidd sumé
absorbanci vSech analytd. Individualni podil kazdé slozky lze urc¢it pomoci nasledujiciho

algorithmu:
AL =bZY, & (g ©)

kde A je vlnova délka a & je molarni absorpéni koeficient, ktery je pfimo uUmérny
absorp¢nimu priifezu Avogadrovy konstanty. Tato rovnice mize byt zjednodusena pomoci
jednoduchého absorpéniho spektra slouziciho k uréeni relativniho prifezu analytu, obvykle

jsou vyuzita i referenéni absorpéni spektra A"

AW =3 f; x AT () (4)

=AAT + AT e fo A

kde fj je koeficient reprezentujici mnozstvi analytu j pfispivajici k celkové absorbanci

déleno mnozstvi analytu piispivajici k referenéni absorbanci, A" (L) piedstavuje

25



referencni spektra pro koeluujici analyty. Je tedy nutné znat referen¢ni spektra koeluujicich

sloucenin, navic se tyto spektra musi lisit. Ptiklad rozliSeni ukazuje Obrazek 7.

0.4
0.3
0.35
‘ 11,12
L — 125-240
0.3 — 170-200
0.1
0.25 4= 1s
0 18
02 19.10 19.30 20
Time (min)
~~~~~~ Dieldrin
0.15 = = p.p-DDE
— Averaged absorbance (125-240 nm)
0.1 . s
1 23 4 7 8 10 14
9 13 19
" || THNI| I
. || -
8 13 18 23

Obrazek 7 Separace 20 polotékavych sloucenin, kde 11. dieldrin a 12. p, p’- DDE (1,1-
dichlor-2,2-bis(4-chlorofenyl)ethylen) koeluuji [28]

Diky této moznosti neni k separaci koeluujicich slou¢enin majicich odlisna VUV
spektra potieba specialnich kolon a casové naro¢né optimalizace chromatografické
metody, jak tomu je pii pouziti standardnich GC detektori. GC-VUV analyzy tak

umoznuji rychlé separace i koeluujicich analytu.

2.4.4 Aplikace GC-VUV

Inovativni technika GC-VUV poskytuje kvalitativni 1 kvantitativni informace
s mnoha vyhodami jako je odliSeni izomernich, izobarickych nebo koelujicich analyti na
zaklade jejich charakteristickych VUV spekter. Spojeni GC-VUV Vv soucasné dobé nachazi
Siroké uplatnéni v mnoha oblastech chemickych analyz (analyza environmentélnich
vzorku, vzorkt z petrochemického pramyslu atd.) [28]. Diky svym nespornym vyhodam je
VUV detektor povazovan za vhodnou alternativu k bézné pouzivanym detekcim jako je
naptiklad MS detektor. Aplikace spojeni GC-VUYV jsou shrnuty v Tabulce VII.
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Tabulka V11 Souhrn aplikaci GC-VUV (Ref.-reference)

Tlak
pomocného Spektralni
Matrice / analyt Piiprava vzorku Separace plynu (psi) / fP Zavér Ref.
X iltr (nm)
rychlost sbéru
dat (Hz)
Bylo analyzovano 12 druhi a
Extrakce pomoci _ 15 poddruhd bak_t_erii, pro
pentanu a KOH Kolona: Stabilwax (30 m x 0,25 kazdou bak';eru byl
methylace 2 %; mm x 0,25 um; Restek) pozorovan odllsny obsah
Buitky bakterii /' H,S0. v Teplotné Fizeny progra,mo: 60 °C mastnych kyselin. V.SpOJeni
methylestery mastnych methanolu pii 70 gpo (.10bu 0,6Om1n); On arust o 8 0,25/10 125-160 .GC_YUV 'bylo Vyuz1:[0 pro [30]
kyselin °C. 1 h. nasledna C/n’ll}l na 240 °C; 2040 C 6 min 1d'ent1ﬁka01. ] l:uzpych
ext’rakce, pamoc Nosny plyn (prutok): He (2 mikroorganismu, navic i pro
smési pentanu a ml/min) vypocet poméru nasycenych
vody (3:1) a ne_nasyceny_cl_l mastnych
T kyselin. Kvantifikace nebyla
realizovana.
Kolona: Rtx PCB (30 m x 0,25 mm
x 0,25 yuma 60 mx 0,18 mm x 0,18 LOD: 0,05-0,075 pl/ml
um; ob& Restek), Linearita: R? > 0,999
Teplotné fizeny program pro 30 Vysledky: Bylo analyzovano
m kolonu: 80 °C (po dobu 1,5 209 polychlorovanych
9 komeréng dostupnych min); narlst o 40 °C/min na 180 bifenyld, dokonce i i'zo.merﬁ.
smési polychlorovanych Zfedéni  pomoci °C; narust 0 10 °C/min na 300 °C; Diky charakterlstlgk}’lm
bifenyld (PCB) tzv. hexanu. 300 °C 3 min 0,15/3,6 185-225 VUV spektrim byly odliseny  [31]

Aroclor / PCB

Teplotné Fizeny program pro 60
m kolonu: 80 °C (po dobu 1,5
min); narist o 40 °C/min na 180
°C; narust o 3 °C/min na 300 °C;
300 °C 3 min

Nosny plyn (prutok):
ml/min)

He (1

i analyty, které neslo
chromatograficky separovat
(koeluyjici piky). GC-VUV
bylo vyuzito i ke klasifikaci
smési  Aroclor na zakladé
stupné jejich chlorace.
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Kolona: Rtx-1 (30 m x 0,25 mm X

Preciznost: RSD <6 %

0,25 um; Restek) Vysledky: OdliSeni smési
Leteckd a motorova Z¥edeni omoci Teplotné Fizeny program: 50 °C , koeluujich izomerd
paliva / izomery dichlomethgnu (po dobu 2 min); nartst o 5 °C/min 0,25/10 125-160a dimethylnaftalenu [32]
dimethylnafthalenu ' na 270 °C; 270 °C 20 min 170-240  smichanych v rlznych
Nosny plyn (priutok): He (1 pomérech (az na pomér
ml/min) 99:1).
Kolona: SLB-1L111 (60 m x 0,25 LOD: 0,1 mg/g
mm x 0,20 pm; Supelco), Li S
. inearita: R > 0,99
Stabilwax-DA (30 m x 0,25 mm X ,
) Vysledky: GC-VUV metoda
0,25 pm; Restek), - .
Yo odlis§ila 37  methylesterd
e Teplotné Fizeny program (SLB- , ,
Transesterifikace IL111): 100 °C (po dobu 5 min): nasycenych a nenasycenych
Rostlinné oleje [ pomoci 2 M HCI ndrtst ;) 5 oC /minpna 185 °C: 1 85’ mastnych kyselin a jejich
methylestery mastnych v methanolu, °C 18 min ’ 0,25/ - 125-160a cis/trans izomery. Olivové [33]
kyselin zahtivani pfes noc Teplotné Fizeny rooram 170-200  oleje obsahovaly zejména
pfi teploté 50 °C. P 0n¢ seny - progra methyloleat (70 %), za
(Stabilwax-DA): 100 °C (po dobu w1 :
N o . markery pro araSidovy olej
5 min); nartst o 5 °C/min na 240 .
5C: 240 °C 20 min lze povazovat methylester
- o ) kyseliny behenové (3 %) a
Nosny plyn (pritok): He (1 i " (n 0
mi/min) ignocerové (2 %).
Kolona: Rxi-1Ims (30 m x 0,25 mm GC-VUYV je vhodna technika
x 0,20 pum; Restek) pro charakterizaci slozitych
Motorova paliva / hepta- Teplotné Fizeny program: 40 °C 125-155, smési paliv a identifikaci
, Oktadekan, pristan, - o dobu 0,1 min); narist o 6, , , —-195, iomarkert zvétralych smési.
ktadek i (po dobu 0,1 min); narQ 6,5 0,25/2,67 170-195, bi kert zvétralych smési.  [34]
fytan °C/min na 320 °C; 320 °C 5 min 200-230  Vysledky z GC-VUV byly
Nosny plyn (pritok): He (14 srovnatelné s vysledky z GC-
ml/min) FID a GCXxGC-MS analyz.
Kolona: HP PLOT/Q (30 m x 0,32 Pitna voda byla
. Izolace plyni mm x 20 um; Agilent) kontaminovana zejména
V,Z o'rky' V9d’ baterii na pomoci reakénich Teplotné Fizeny program (vzorky methanem. Ve  vzorcich
bazi lithia / plynné . ) o N 0,25/10 125-160 o S , [35]
uhlovodiky komor a sbérmych vod): 50 °C (pp dobu 4 min); baterii identifikovany
nadob. nartst o 15 °C/min na 200 °C; 200 hotlavé  plyny  (methan,

°C 5 min

ethylen, propen) a toxické




6¢

Teplotné Fizeny program (vzorky
baterii): 40 °C (po dobu 7,85 min);
narast o 5,7 °C/min na 250 °C; 250
°C 7 min

Nosny plyn (pratok): He (1,2
ml/min)

(acetaldehyd, 1,3-
butadien, chlormethan).
Spojeni ~ GC-VUV  bylo
vyuzito pouze k predbézné
studii plynd, kvantifikace
nebyla realizovana.

plyny

Pesticidy / chlorované

Kolona: HP-5ms (30 m x 0,25 mm
x 0,25 um; Agilent) a ZB-5 (15 m X
0,25 mm x 0,25 pm; Phenomenex),
Teplotné Fizeny program: 70 °C;

LOD: 0,25-1 pg/ml
Vysledky: GC-Vuv
umoznilo odliSeni izomeru a

uhlovodlky' (dieldrin), Z'redem pomoci (r)larust 0 40 ’ (of/mm nf 2OQ C; 200 0,25/ - 125-240a  koeluujicich analytt, metoda  [36]
organofosfaty, dichlormethanu. C 7 min; narust o 7 °C/min na 240 o,
, . o s R . o 170-200  byla ale aplikovana pouze na
karbamaty, pyrethroidy C; narist o 10 °C/min na 300 °C; .
o ) standardy, a tak kvantifikace
300 °C:2 min nebyla cilem studie
Nosny plyn (pratok): He (1,2 Y ’
ml/min)
Kolona: Rtx-5 (30 m x 0,25 mm X
0,25 pm; Restek)
Teplotné Fizeny program:
monosacharidy: 70 °C 1 min; Methylace byla  vhodna
nartst o 20 °C/min na 210 °C; 210 hlavné na analyzu
Lécive —— °C 8 min; narast o 20 °C/min na ketopentdz a 1éciv
| Pripraviy: . 300 °C; 300 °C 10 min, rozpustnych v
Theraflu, Tri-sprintec, Methylace pomoci . o o . L. X .
. L disacharidy: 100 °C 5 min; narist dimethylsulfoxidu. Theraflu
Chloraseptic Max methyljodidu, o N o 0,25/10 125-160 : [37]
. . 0 10 °C/min na 300 °C; 300 °C 5 a Chloraseptic Max Lozenge
Lozenge/mono-, di-, hydroxylaminu. . <acharidv: 2 T hoval . .
trisacharidy min, trisacharidy: 200 C 15 min; obs_a ovaly sukrézu, Tri-
nartist o 15 °C/min na 270 °C; sprintec pak laktozu.
nariist o 1 °C/min na 290 °C; narast Kvantifikace sacharidii opét
0 15 °C/min na 330 °C; 330 °C 15 nebyla realizovana.
min
Nosny plyn (priatok): He (1,2
ml/min)
Vanilkové extrakty Extrakce pomoci Kolona: Rtx-5 (5 m x 0,25 mm x 025/ 10 125-160a LOD: 0,4-5,3 ul/ml [38]
(pfirodni i umélé) / dichlormethanu 0,25 um; Restek), Stabilwax (15 m ' 170-200  Linearita: R>>0,997
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vanilin, ethylvanilin, (4:1).

kumarin, kofein,
vanilinova kyselina,
piperonal, eugenol

x 0,25 mm x 0,25 pm; Restek)
Teplotné tizeny program Rtx-5:
30 °C 2 min; narust o 70 °C/min na
300 °C; 300 °C 6 min, Stabilwax:
40 °C 1,1 min; narast o 30 °C/min
na 240 °C; 240 °C 6 min

Nosny plyn (priatok): He (1,2
ml/min)

Vysledky: Vanillin nalezen
ve vsech vzorcich (824-3421
ul/ml v pfirodnich extraktech
a 108-5817 pl/ml v umélych
extraktech). Pritomnost
ethylvanilinu (21-4160
ul/ml) a piperonalu (1503
ul/ml) byla potvrzena pouze
u uméle vyrobenych
eXtraktu.

LOD — mez detekce
R — korela¢ni koeficient
R2— koeficient determinace



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, pFistroje a pomiicky

3.1.1 Chemikalie

- Standardy fotoiniciatort (detailné shrnuty v Tabulce VIII):

2-hydroxy-2-methylpropiofenon, > 96 %, Tokyo Chemical Company, Portland,
USA

Benzofenon, > 99 %, Tokyo Chemical Company, Portland, USA
2-methylbenzofenon, 98 %, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
3-methylbenzofenon, 97 %, Alfa Aesar, Haverhill, USA

4-methylbenzofenon, 99 %, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
1-hydroxycyklohexyl fenyl keton, 98 %, Alfa Aesar, Haverhill, USA
Ethyl-4-(dimethylamino)benzoat, 99 %, Beantown Chemical, Hudson, USA
2-ethylhexyl-4-(dimethylamino)benzoat, > 98 %, Tokyo Chemical Company,
Portland, USA

Smés 2-isopropyl-9H-thioxanten-9-onu a 4-isopropyl-9H-thioxanten-9-onu, 97
%, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

- Methanol, HPLC grade, J. T. Baker, Phillipsburg, New Jersey, USA
- Acetonitril, HPLC grade, J. T. Baker, Phillipsburg, New Jersey, USA

Tabulka V111 Informace o0 analyzovanych fotoiniciatorech

Fotoiniciator Mm (g/mol) CAS ¢islo Struktura

HMPP 164,9 7473-98-5

0
OH
BP 182,2 119-61-9
0
2-MBP 202,3 131-58-8
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3-MBP

4-MBP

CPK

EDMAB

EHDAB

ITX
(2-isopropyl-9H-
thioxanten-9-on)

ITX
(4-isopropyl-9H-
thioxanten-9-on)

202,3

202,3

204,3

193,2

276,4

254,4

2544

643-65-2

134-84-9

947-19-3

10287-53-3

21245-02-3

75081-21-9

83846-86-0

Mm — molarni hmotnost

3.1.2 Pristroje
VGA-100 VUV detektor, VUV Analytics, Inc., Cedar Park, Texas, USA

Shimadzu GC-2010 plynovy chromatograf, Shimadzu Scientific Instruments Inc.,
Columbia, Maryland, USA

TQ8030 GC-MS systém vybaveny trojitym kvadrupdlem, Shimadzu Scientific

Instruments Inc., Columbia, Maryland, USA

Analytické vahy Sartorius, Sartorius AG, Goettingen, Némecko

Ultrazvukova lazen Elma, S 40 H, Elmasonic, Elma Hans Schmidbauer, Singen,

Neémecko

Susarna BINDER FED 56, BINDER Inc., New York, USA

Béhem experimentli bylo vyuzito spojeni Shimadzu GC-2010 s VGA-100 VUV

detektorem. VsSechny parametry pro separaci i detekci fotoiniciatord jsou shrnuty

v Tabulce IX.

Pro ovéfeni vysledkli ziskanych pomoci GC-VUV byla vyuzita metoda GC-MS.

Experimenty probihaly na TQ8030 GC-MS s trojitym kvadrupdlem, ktery pracoval v médu



monitorovani vybranych ionth (,,selected ion monitoring ). Hmotnostni spektrometr
vyuzival elektronovou ionizaci (,, electron ionization ), ioniza¢ni napéti bylo nastaveno na
70 eV a zpozdéni sbéru dat (,,solvent delay time*) bylo 2 minuty. Ostatni parametry jsou

uvedeny v Tabulce IX.

Tabulka IX Porovnani parametrti vyvinuté GC-VUV a GC-MS metody

Parametr GC-VUuVv GC-MS
Stacionarni Rtx-1 (30 m x 0,25 mm i.d. x SHRXI-5MS (30 m x 0,25 mm id x
faze 0,25 um ds; Restek) 0,25 pm ds; Restek)
Teplotné ,1§0 c (pS dOb.u 3,5 mlnl; ) 70 °C (po dobu 1,5 min);
N narust o 10 °C/min na 195 °C; (o o fo A
fizeny o o o nartst o 10 °C/min na 300 °C
program narust o 25 °C/min na 300 °C, 4300 °C 1 min
300 °C 1 min
. , ’teplotzva 2V80 & i teplota 280 °C;
davkovani bez délice toku za pouziti . - 1ex i
v . ; davkovani bez délice toku za pouziti
Nastrik a Sky splitless lineru (3,5 mm x 5,0 mm . ;
. . ) . L Sky splitless lineru (3,5 mm x 5,0 mm
davkovani x 95 mm; Restek), davkovany objem . L
x 95 mm; Restek); davkovany objem
0,5 pl nebo 1 pl dle koncentrace 0.5 ul
analytu ve vzorku ~ W
Teplota
(;Ietektqru/ 300 °C (VUV trubice a priatokova 300 °C (iontovy zdroj a interface)
iontového cela)
zdroje
Nosn}: plyn a He; 1 ml/min He; 1 ml/min
pritok
Pomocny plyn Na; 0,15 psi -
Davkovaci ¢as 1 min 1 min
Rychlost sbéru 5 Hy i
dat

3.1.3 Pomiicky

- Automatické pipety Transferpette® S (2-20 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl, 1-10 ml),
BRAND, Némecko

- Sklenéné¢ laboratorni naddobi — kadinky, odmérné baiiky, odmérné valce

- Sklenéné lahve suzavérem (100 ml), Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

- GC vialky vyrobené z tmavého skla, plastova vicka se septy (2 ml, 20 ml), VWR
International, Radnor, Pennsylvania, USA

- PTFE sttikackové filtry s velikosti poru 0,22 um, VWR International, Radnor,
Pennsylvania, USA

- Plastové laboratorni nadobi — pipetovaci $picky, kapatka

- Nerezové laboratorni pomucky — Spachtle, 1zi¢ky, pinzety
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3.1.4 Analyzované vzorky obalovych materiali

K analyzam byly vybrany obaly v pfimém kontaktu s potravinami: 4 vrstvené
papirové obaly typu Tetra Pak a Combibloc (obaly od broskvového dzusu, smetany,
kokosové vody a kufeciho vyvaru) a 3 plastové obaly vyrobené z polypropylenu (obaly od
syru, jogurtu a ricotty). VSechny vzorky byly zakoupeny v mistnim supermarketu
v Arlingtonu, Texas, USA. V piipadé broskvového dzusu, kokosového mléka a kufeciho
vyvaru byly zakoupeny tfi baleni a z kazdého obalu byl pfipraven samostatny vzorek pro

oveéteni homogenity distribuce fotoiniciatoru.

3.2 Pracovni postup

3.2.1 Priprava standardi a kalibrac¢nich roztoki

Zasobni standardni roztoky kazdého testovaného fotoinicidtoru byly pfipraveny
rozpu$ténim daného mnozstvi fotoiniciatoru v methanolu tak, aby vysledna koncentrace
roztoku byla 1000 mg/l. Methanolické smésné standardni roztoky pak byly ptipraveny
postupnym fedénim individualnich zasobnich standardnich roztokt fotoiniciatort o
koncentraci 1000 mg/l, maximalni fedéni v jednom kroku bylo 100krat. Ke kalibraci GC-
VUV byla pouzita pétice kalibra¢nich roztokt o koncentraci 3; 6; 30; 60; 300 mg/l pro BP,
2-MBP, 3-MBP, 4-MBP a 15; 30; 150; 300; 1500 mg/l pro zbyvajici fotoiniciatory. Ke
kalibraci GC-MS byly pouzity kalibra¢ni roztoky o koncentraci 0,5; 1; 5; 10; 50 mg/l pro
2-MBP, 0,8; 1,6; 8; 16; 80 mg/l pro EHDAB a 1,5; 3; 15; 30; 150 mg/l pro ostatni
fotoiniciatory.

Vsechny smésné standardni roztoky a kalibracni roztoky byly pfipravovany v den

analyzy a pro GC analyzu pievedeny do vialek s tmavych sklem.

3.2.2 Priprava vzorku obalu

Vsechny vybrané obalové materidly byly zpracovany dle postupu (Obr.8), ktery
popsali ve své studii Lago a kol. [14]. Kazdy obal byl o¢istén (omyti vodou), vysusen pii
laboratorni teploté a zvazen (vzorek obalu od broskvového dzusu, syru a kokosové vody
vazil cca 10 g, zbytek analyzovanych oball vazilo cca 35 g). Poté byl obal nastfihan na
malé kousky o velikosti kolem 1 cm?. Takto upraveny vzorek byl podroben dvoukrokové

extrakci. Vzorek byl umistén do sklenéné lahve s uzavérem a k nému bylo piidano 25-50
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ml acetonitrilu (dle navazky obalu). Prvnim krokem byla 30-minutova extrakce
Vv ultrazvukové lazni, nasledovala extrakce v susarné nastavené na teplotu 70 °C po dobu
24 h. Vzorky se nechaly zchladnout na laboratorni teplotu a ziskané extrakty byly
prefiltrovany pomoci 0,22 um PTFE filtra. Nakonec byly extrakty odpaieny do sucha pod
proudem dusiku pii laboratorni teploté anasledné rekonstituovany v 1 ml methanolu
(koncentraéni faktor 25-50). Takto ptipravené vzorky byly pfed analyzou GC-VUV nebo
GC-MS (vzorky méfeny v triplikatech) uchovavany ve vialkach stmavym sklem pii

teploté -4 °C tak, aby byla minimalizovana degradace pfitomnych fotoiniciatora.

Nasttihani na
kousky(=1 cm’)

l

[Potravinovy obal] —> | OCisténi, zvazeni

Filtrace pomoci || Nésledna extrakce | _ | Sonifikace s ACN
PTFE filtri pii 70 °C, 24 h (25-50 ml), 30 min
Odpareni do sucha Rekonstituce

pod proudem N, |~ | v 1 ml methanolu

[ GC-VUV
[ GC-MS

Obrazek 8 Schéma postupu ptipravy vzorkl pro analyzu fotoinicidtord pomoci GC-VUV
a GC-MS

35



4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Stanoveni pomoci GC-VUV

4.1.1 Optimalizace GC-VUV metody

Cilem prace bylo vyvinout metodu pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni 9
vybranych fotoiniciatortt v redlnych vzorcich potravinovych obali. Prvnim krokem
experimentalni prace byla optimalizace separa¢ni metody tak, aby bylo dosazeno Uplné
separace jednotlivych fotoiniciatorti (rozliseni R > 1,5). V tomto kroku byly testovany
rizné chromatografické kolony a nékolik teplotnich programii. Zoptimalizované podminky
jsou uvedeny v Tabulce IX. Dalsim krokem byla optimalizace parametrii nastaveni VUV
vybrany nasledujici parametry: aplikace riznych spektralnich filtrdi, teplota kifemenné
kapilary a VUV prutokové cely, tlak pomocného plynu a rychlost sbéru dat. K optimalizaci
GC-VUV metody byl pouzit smésny standard vSech fotoiniciatord o koncentraci 100 mg/1.

Vzhledem k tomu, Ze kazda chemicka slou¢enina poskytuje rizna absorpéni spektra
s absorpcnimi maximy pfi riznych vinovych délkach, bylo nutné zjistit, za pouziti kterého
spektralniho filtru mé signal jednotlivych fotoiniciatorti nejvyssi intenzitu. Byl studovan
efekt 3 spektralnich filtrGi: 125-240 nm, 125-160 nm a 170-200 nm. Jako nejvhodné&jsi
filtr byl pro tento typ analytd vybran filtr v rozmezi vinovych délek 170-200 nm, kdy byl

signal v8ech 9 fotoiniciatorti nejintenzivngjsi (Obr. 9).

0.25
0.2

0.15

0

HMPP BP 2-MBP 3-MBP 4-MBP CPK EDMAB EDHAB ITX

Normalizovana absorbance

m125-160nm ™ 125-240 nm 170-200 nm
Obrazek 9 Srovnani intenzit piki 9 fotoinicidtor méfenych za pouziti rlznych

spektralnich filtrii
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DalSim optimalizovanym parametrem byla teplota kiemenné kapilary a pritokové
cely. Kviili Sirokému rozsahu teplot varu testovanych fotoiniciatort (60-370 °C) muze pii
nastaveni raznych teplot kiemenné kapilary ¢i pratokové cely dochazet ke zméné kvality
ziskanych spekter. Byly studovany dvé rtizné teploty, a to 275 °C a 300 °C (maximalni
povolena teplota kifemenné kapilary). Pouziti nizSich teplot by mohlo vést k
neuplnému vypateni a kondenzaci vySe vroucich fotoiniciatorti eulovanych z GC kolony.
V ptipad¢ vSech analyzovanych fotoiniciatorii nebyl pozorovén vliv zmény teploty na
kvalitu absorpénich spekter, proto byla pro dalsi analyzy zvolena teplota 300 °C.

Tlak pomocného plynu obecné slouzi k optimalizaci Casu, ktery analyt stravi
Vv pratokové cele, coz ma vliv na tvar piki a hodnotu SNR. Pokud je zvolen niZsi tlak,
analyt zastava v cele déle, ¢imz se diky opakovanému méfeni zvySuje hodnota SNR. Na
druhou stranu ale dochdzi ke zhorSeni rozliSeni z divodu rozsifeni zékladni linie
chromatografického piku. V literatuie se l1ze obvykle setkat s doporu¢enym tlakem 0,15 psi
[39], avsak pro optimalizaci detekce fotoiniciatori byly vybrany 4 tlaky pomocného plynu
vrozmezi 0-0,50 psi (Obr. 10). Nejvétsi rozsifeni chromatografickych pikt bylo
samoziejm¢ pozorovano pii tlaku O psi, ktery ovSem neni pro aplikace GC-VUV
doporucovan. Pii nulovém tlaku pomocného plynu mize dochdzet k nestabilité¢ zakladni
linie, kontaminaci vstupu pomocného plynu az ke kiizové kontaminaci mezi
analyzovanymi vzorky. Naopak vysoké hodnoty tlaku obvykle vedou ke sniZeni signalu
vSech analyti (sniZeni SNR). Vzhledem k témto skute¢nostem byl pro dalsi experimenty
vybran tlak 0,1 psi, kdy bylo dosazeno nejvyssich intenzit signald vSech fotoinicidtord a

nejvyssi hodnoty SNR.
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g 0.2
= 2-MBP
< =
= p 4-MBP
St
=
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=
«
~g ITX
< EHDAB
>
=
N
- p—(
—
g
£ )
Z o \.,.._...«/T“
v r v .
Retencni ¢as (min)
——0 psi —0,10 psi — 0,25 psi —0,5 psi
F 0 psi 0,10 psi 0,25 psi 0,5 psi
ita (A) Siika piku (min)|I zita (A) Sika piku (min)|I ita (A)| Sitka piku (min)|I ita (A)| Sitka piku (min)
HMPP 0,08 0,102 0,09 0,092 0,05 0,076 0,03 0,072
BP 0,15 0,112 0,16 0,094 0,09 0,072 0,06 0,066
2-MBP 0,15 0,112 0,16 0,094 0,09 0,072 0,05 0,068
CPK 0,07 0,105 0,08 0,088 0,04 0,07 0,03 0,065
EDMAB 0,07 0,105 0,08 0,088 0,04 0,065 0,03 0,062
3-MBP 0,2 0,095 0,21 0,083 0,13 0,066 0,08 0,055
4-MBP 0,14 0,095 0,15 0,077 0,09 0,058 0,06 0,055
EHDAB 0,06 0,102 0,07 0,069 0,04 0,046 0,03 0,039
ITX 0,07 0,112 0,08 0,075 0,05 0,052 0,03 0,046

Obrazek 10 Srovnani chromatogrami métenych za pouziti riznych hodnot tlaku
pomocného plynu (v tabulce je uvedeno detailni porovnani intenzit a Sifek pikl pro

jednotlivé fotoiniciatory)

Poslednim optimalizovanym parametrem byla rychlost sbéru dat definujici pocet
detekovanych spekter za sekundu, ktera ma zna¢ny vliv na tvar chromatografického piku
(zejména v blizkosti hodnot meze detekce a meze kvantifikace). Pro HPLC a GC je
doporuceno optimalizovat rychlost sbéru dat tak, aby bylo detekovano minimalné 8-10
bodu pies chromatograficky pik. V testovaném rozmezi od 2-90 Hz se reten¢ni Casy vSech
analyti neménily, 1 tvar pikil zistal stejny. RGzna rychlost sbéru dat mé¢la vliv hlavné na
hodnotu SNR a samoziejmé na pocet bodu pres pik. Pii 2 Hz bylo dosazenou pouze 10
bodi. Pfi nastaveni na vyssi rychlost sbéru dat byl pocet bodu ptes pik dostate¢ny, nicméné

se snizovala hodnota SNR. Vzhledem k nejvyssimu dosazenému SNR a 25 bodim pres

chromatograficky pik byla zvolena rychlost sbéru dat 5 Hz (Obr.11).
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Obrazek 11 Detailni chromatogram EHDAB a ITX za pouziti riizné rychlosti sbéru dat
(spektralni filtr 170-200 nm, podminky GC-VUV analyzy totozné jako je uvedeno

V experimentalni ¢asti)

Na zaklad¢ optimalizace téchto VUV parametrit v kombinaci s vhodnym teplotnim
gradientem GC bylo dosaZeno separace vybranych fotoinicidtorli s celkovou délkou
analyzy 13 minut (Obr. 12). Rozliseni ITX izomeri ve smésném standardu nebylo
dosazeno. Soucasti Obrazku 12 je navic tabulka S hodnotami reten¢nich casti, rozliseni,
faktoru asymetrie a tailing faktoru pro jednotlivé piky fotoiniciatorii. Pro vypocet téchto
parametrit byly pouzity nasledujici vzorce: faktor asymetrie As= b/ a kde b je vzdalenost
od stfedu piku k pravému konci métena v 10% vysky piku; a je vzdalenost pocatku piku ke
sttedu piku méfena opét v 10 % vysky piku; tailing faktor T = (x + y) / 2x kde y je
vzdalenost od stfedu piku k pravému konci méfend v 5 % vysky piku; X je vzdalenost
pocatku piku ke stiedu piku métena opét v 5 % vysky piku [40, 41]. Akceptacni kritérium
pro As se obecn¢ pohybuje od 0,9 do 1,5 a pro T < 2. Rozliseni R bylo vypocitano podle
vztahu R = 2 (trz - tr1) / (W1 + W2) kde tr1 @ trz jsou retenc¢ni Casy piku 1 a 2, w1 a W
odpovidajici Sitky piki pti zakladni linii. Piky jsou rozliSené, pokud je hodnota R > 1,5. Ze
ziskanych hodnot je zjevné, Ze metoda poskytuje déleni vSech pikli aZz na zékladni linii,

hodnoty faktoru asymetrie a tailing faktoru vSech pikl potvrzuji jejich symetrii.
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Fotoinicidtor| Reten¢ni ¢as (min) | Faktor asymetrie As | Tailing faktor T |RozliSeni R
HMPP 4,05 1,3 1,4 50,4
BP 7,71 1,0 151 6,0
2-MBP 8,15 1,1 1,0 4,7
CPK 8,41 1,1 1,1 2.4
EDMAB 8,55 1,2 1,2 4,2
3-MBP 8,71 1,0 1,0 3,0
4-MBP 8,95 1,2 1.2 432
EHDAB 11,45 1,0 1,1 8,8
ITX 11,81 1,2 1,2 -

Obrazek 12 GC-VUV chromatogram smésného standardu 9 fotoniciatord, v tabulce jsou
dale uvedeny reten¢ni ¢asy pro jednotlivé fotoinicidtory, rozliSeni mezi sousednimi piky a

parametry symetrie jednotlivych piki

4.1.2 VUV spektra fotoiniciatori
Pro wvytvofeni vlastni knihovny referencnich VUV spekter testovanych

fotoiniciatori byly postupné analyzovany standardni roztoky vSech 9 fotoiniciatord (100
mg/l). Takto vytvofend knihovna absorpcnich spekter byla pouZita pro néslednou
kvalitativni analyzu (identifikaci) fotoiniciatorti v realnych vzorcich. V rozsahu vinovych
délek 120-240 nm poskytovaly vSechny analyty charakteristicka absorp¢ni spektra, ktera
jsou shrnuta na Obrazku 13.

Obrazek 13A zobrazuje absorpéni spektra benzofenonu spoleéné se smési ITX
(pozdéji identifikovan jakou pouze 2-isopropylthixanton), Obrazek 13B pak spektra
polohovych izomeri methylbenzofenonu (2-MBP, 3-MBP a 4-MBP). Ve spektrech vSech

fotoiniciatorti obecné dominuje silna absorpce v rozsahu 185-215 nm, a to diky aromatické
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povaze sloucenin (absorpéni maximum piiblizné 185 nm). Diky silné konjugaci
ketoskupiny s benzenovym jadrem lIze ve spektrech téchto 5 fotoiniciator pak jesté najit
druhé absorpéni maximum, a to kolem 240 nm. Nejlépe je to vidét v absorpénim spektru
ITX, kde je tato konjugacni vazba nejsilnéjsi (Obr. 13A). Tato absorpce je v tomto piipadé
dokonce srovnatelna s absorpci benzenového jadra, a tak by se dalo fici, ze ma ITX dvé
absorp¢ni maxima.

Jak uz bylo fe¢eno, GC-VUYV je idealni technikou zejména pro analyzu izomera
jako jsou pravé 2-MBP, 3-MBP a 4-MBP. Jak je vidét z Obrazku 13B, tyto izomery maji
mirn¢ odliSnou polohu absorpéniho maxima. Lisi se 1 Sitkou absorpéniho maxima, kdy 4-
spekter. Tyto pfibuzné slouceniny lze tedy snadno odliit na zaklad¢ tvaru jejich VUV
spekter, coz ma hned nékolik vyhod. Béhem GC analyzy izomerd ¢asto dochazi k jejich
koeluci, kdy je nutna zdlouhava optimalizace separace, ktera ale Casto nevede k jejich
uplnému rozseparovani. Navic vzhledem K ekvivalentnim elementarnim vzorcim a
podobné fragmentaci maji tyto tfi derivaty benzofenonu velmi podobna EI spektra (Obr.
14), a tak jsou vétSinou nerozliSitelné i za pouziti hmotnostnich spektrometrti s vysokou
rozliSovaci schopnosti. V takovych ptipadech pak aplikace bézn¢ pouzivaného spojeni GC-
MS selhava. Pokud ale tyto analyty poskytuji odlisna VUV spektra, VUV detektor je
pomérné snadno rozlisi, a to i v ptipadé kdy dochazi k jejich koelucii. Dalsi nespornou
vyhodou je knihovna VUV spekter obsahujici také spektra izomeru. Pro dalsi studie tak
neni nutné K jejich identifikaci kupovat drahé standardy, identifikace v realnych vzorcich
by mohla byt realizovana pouze na zakladé srovnavani dostupnych VUV spekter.

Obrazek 13C popisuje VUV spektra pro HMPP a CPK. Oba fotoiniciatory se fadi
k molekulam acetofenonového typu, obsahuji hydroxyskupinu vdzanou na alfa uhlik u
ketoskupiny. Lisi se pouze ve funkéni skupin€ na tomto alfa uhliku: u HMPP to jsou dvé
methylskupiny, u CPK pak cyklohexylova skupina. Diky tomu ma tento fotoiniciator
intenzivnéj$i absorbanci v oblasti 125-160 nm. Ob¢ spektra se pak lisi v absorbanci
V rozmezi 176192 nm, kde se projevuje vliv benzenového jadra. Avsak vzhledem k tomu,
ze oba fotoinicidtory maji aromatickou skupinu, tento rozdil nebyl doposud vyjasnén.
Konjugaci ketoskupiny s benzenovym jadrem lze pozorovat pii vinové délce kolem 234
nm stejné jako u pfedchozich fotoiniciatori.

Podobné jako obrazek 13C, i obrazek 13D ukazuje VUV spektra 2 fotoinicidtort,
které se 1iSi pouze jednou funkéni skupinou. Absorpéni spektra EDMAB a EHDAB lze

rozlisit diky rtizné délce alkylového fetézce na 4-(dimethylamino)benzylové skupiné. Diky
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tomu ma EHDAB siln¢j$i absorpci v oblasti 125-160 nm (obsahuje delsi alkylovy fetézec).

Konjugaci s benzoatovou skupinou lze pozorovat kolem 220 nm.
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Obrazek 14 Srovnani EI (vlevo) a VUV (vpravo) spekter izomerd benzofenonu: (A) 2-
MBP (B) 3-MBP (C) 4-MBP, VUV spektra pro kazdy izomer jsou na rozdil od EI spekter
specificka a 1i8i se v n€kolika znacich (posun polohy absorpéniho maxima, jejich pocet

atd.)
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4.1.3 Analyza smési 2-1TX a 4-1TX
Vzhledem k uspésné separaci vSech izomerd benzofenonu (2-MBP, 3-MBP a 4-

MBP) byla optimalizovana i separace pro smés 2-isopropylthioxantonu (2-1TX) a 4-
isopropylthioxantonu (4-1TX), a to z davodu, ze pro potisk potravinovych obali se bézné
pouziva smés obou izomert. Béhem experimentii byla optimalizovana fada parametra GC
jako naptiklad teplotné ftizeny program, typ stacionarni faze (Rtx-1, PAH a f-
cyklodextrinovéa kolona), nasttik (s délicem nebo bez déli¢e toku) a objem davkovaného
vzorku (0,5; 1 a 1,5 pl). Nicméné zadny krok nevedl k uplné separaci obou izomerd.
Nasledn¢ byla vypocitana i teoretickd VUV spektra 2-1TX, 4-1TX a jejich smési pro
porovnani s experimentalné ziskanym VUV spektrem standardu (Obr. 15A). Na zaklad¢
téchto spekter bylo mozné odhadnout procentualni zastoupeni 2-1TX a 4-1TX ve smési (92
% 4-1ITX a 8 % 2-1TX). AvSak ani jedno z vypocitanych spekter neodpovidalo
naméfenému VUV spektru standardu. Na zakladé této skutecnosti byly detailné studovany
prace, kde byl pouzit totozny standard. Allegrone a kol. zabyvajici se studiem ITX v mléce
dokonce popsali slozeni tohoto standardu, ktery podle nich obsahoval v majoritnim
zastoupeni pouze jeden z izomert (92 % 2-1TX a 8 % 4-1TX) [24]. Tento pomér byl tedy
opacny nez ten, ktery byl stanoven z nami vypocitanych teoretickych VUV spekter.
Takovy rozdil mohl byt zplsoben vysokym stupném konjugace fotoiniciator, kde
k excitaci dochazi zejména pomoci pfenosu naboje. V téchto piipadech pak mohou
teoretické vypocty selhat, hlavné kdyZ nejsou k dispozici VUV spektra Cistych izomert.
Nasledné byly pro vypocet pouzity jiné funkce, a to funkce prenosu naboje (cam-b3lyp).
Tento pristup poskytoval odlisné vysledky, v pouzitém standardu byla zjisténa pfitomnost
zejména 2-1TX, coz se shoduje s odbornou literaturou. Vypocitany pomér 2-1TX:4-1TX byl
90:10, nicméné teoreticka VUV spektra 2-ITX a 4-ITX ani jejich smési opét neodpovidala
experimentalné ziskanému VUV spektru standardu (Obr. 15B).
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Obrazek 15 Teoreticka VUV spektra 2-1TX, 4-ITX a jejich smési vypocitana (A) na
zaklad¢ hodnot excitacnich energii a sile oscilace metodou TDDFT (,,time dependent

density functional theory) (PBE0/6-31+G™) a (B) pomoci funkci pfenosu naboje (cam-
b3lyp)

Pro potvrzeni sloZzeni standardu a ziskani individualnich VUV spekter obou
izomeru byly nakonec zakoupeny a experimentalné studovany ¢isté standardy 2-1TX a 4-
ITX (oba Sigma Aldrich). Jejich analyzou byla ziskana rozdilna VUV spektra, ktera byla
poté porovnana s VUV spektrem naseho standardu. Témito experimenty byla potvrzena
ptitomnost pouze 2-1TX (Obr. 16), jeho VUV spektrum bylo totozné s VUV spektrem
naseho standardu. Standard oznaceny jako ITX v celé této praci tedy predstavuje pouze 2-

ITX, eluce jednoho piku je tedy v potadku a separace nemusela byt dale optimalizovana.
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Obrazek 16 Porovnani VUV spekter ziskanych analyzou ¢istych izomerii (A) a porovnani

VUV spektra naseho standardu se spektrem 4-1TX (B)
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4.2 Stanoveni pomoci GC-MS
Pro porovnani ziskanych vysledki byla vyvinuta i metoda GC-MS vyuzivajici

trojity kvadrupdl. Tato technika je hojné pouzivana pro stanoveni fotoiniciatori jak
V obalovych materidlech, tak i v samotnych potravinach. Vzhledem k tomu, Ze pouzitim
totozného teplotné tfizeného programu jako u GC-VUV nebylo dosazeno Uplné separace
fotoiniciatorti (byl pouzit jiny typ kolony SHRXI-5MS), musela byt i GC-MS metoda
optimalizovana v né€kolika parametrech (teplotné fizeny program, teplota iontového zdroje
a interface a teplota na vstupu). Poté bylo dosazeno separace vSech 9 analytl s celkovou
délkou analyzy do 21 minut (Obr. 17). VSechny fotoiniciatory byly eluovany ve stejném
pofadi jako za pouziti GC-VUV, ale samotna analyza byla o 7 minut del§i. Pro
vyhodnocovani byl pouzit SIM mod (monitorovani vybranych iontit), MS parametry jsou

uvedeny v Tabulce X.

36 | .
€27 gm‘ 2-MP
— sl
x ' R BP ITX
z 18 etenéni ¢as (min) E[)MAB EHDAB
<
-
‘N
g
E 9

HMPP
0~ L L R

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retencni ¢as (min)

Fotoinicidtor | Reten¢ni ¢as (min) | Faktor asymetrie As | Tailing faktor T [RozliSeni R
HMPP 8,38 1,2 1,4 105,8
BP 13,01 0,9 1,2 10,3
2-MBP 13,44 0,9 0,9 6,1
CPK 13,71 1,0 1,1 4,2
EDMAB 13,91 1,0 1,1 6,4
3-MBP 14,19 0,9 0,9 6,1
4-MBP 14,45 0,9 0,9 103,4
EHDAB 19,34 0,9 0,9 21,2
ITX 20,39 0,9 0,9 -

Obrazek 17 GC-MS chromatogram smésného standardu 9 fotoniciatord, v tabulce jsou
uvedeny detailni parametry pika jednotlivych fotoinicidtort (retencni Cas, faktor asymetrie,
tailing faktor a rozliSeni; vypocty téchto parametrii jsou totozné s vypocty pro GC-VUV

analyzu uvedené v kapitole 4.1.1)
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Tabulka X MS parametry 9 fotoiniciatorti pro SIM mod

< . s ey lont pro
Fotoiniciator Fragm_e htacni Cha_rakterlstlcky kvantifFi)kaCi

energie (eV) iont (m/z) .

(m/z)
HMPP 70 77, 105 59
BP 70 77,105 181
2-MBP 70 119 195
CPK 70 77,99 81
EDMAB 70 164, 193 148
3-MBP 70 196 119
4-MBP 70 196 119
EHDAB 70 277 165
ITX 70 254 239

v

* nejintenzivngjsi ion v MS/MS spektru

4.3 Validace metod (v omezeném rozsahu)

Ob¢ vyvinuté metody (GC-VUV a GC-MS) byly validovany vV omezeném rozsahu
zahrnujici mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ) a linearitu. Tabulka XI shrnuje
valida¢ni parametry a Tabulka XII ziskané hodnoty LOD, LOQ, kalibracnich rozsaht a
korelacnich koeficienti pro 9 analyzovanych fotoiniciatori. Pro experimenty byly
ptipraveny standardni roztoky jednotlivych fotoiniciatord o koncentraci 1000 mg/l,
naslednym zfedénim pomoci methanolu byly pfipraveny smésné standardni roztoky 0

pozadovanych koncentracich.

Tabulka X1 Valida¢ni parametry

Parametr Akceptaéni kritérium Postup
] } ., ) Kalibra¢ni kiivka tvorena
Linearita Korelaéni koeficient > 0,99 o, o
Z 5 kalibra¢nich roztokt
LOD - LOD: S/N=3
LOQ LOQ < specificky migraéni limit LOQ: S/N=10
(BP, 2-MBP, 3-MBP, 4-MBP < 0,6 mg/kg)

Hodnoty LOD odpovidaly koncentraci, kdy je analyticky signal vyznamné odlisny
od Sumu, byl vyjadien jako trojnasobek Sumu zékladni linie. Naopak hodnoty LOQ byly
stanoveny jako desetindsobek Sumu zékladni linie. Po pfepoctu na navazky vzorki (35
nebo 10 g) byly pro GC-VUV ziskané hodnoty LOQ 0,1 a 0,3 mg/kg pro BP, 2-MBP, 3-
MBP, 4-MBP a 0,4 a 1,5 mg/kg pro ostatni fotoiniciatory. Nicméné béhem GC-MS analyz
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bylo dosazeno mnohem nizsich mezi detekce i stanovitelnosti, téméf az o jeden tad (LOQ:
0,01-0,15 mg/kg). Avsak za pouziti vhodné prekoncentrace vzorkua byly GC-VUV
detek¢ni limity dostate¢né pro stanoveni fotoiniciatora v realnych vzorcich, navic diky této
metodé byla umoznéna GC separace vSech forem. Ziskané meze kvantifikace jsou nizsi
nez znamé specifické migrani limity danych fotoiniciator, a tak lze tuto metodu
aplikovat za Gc¢elem zjiSténi bezpecnosti potravin ¢i potravinovych obalt.

Linearita byla ur¢ena pomoci analyzy 5 kalibra¢nich roztoki o rtizné koncentraci.
Pro GC-VUYV byly testovany rozsahy od LOQ po 300 mg/l (BP, 2-MBP, 3-MBP a 4-MBP)
a od LOQ po 1500 mg/l pro zbyvajici fotoiniciatory. Nicmén¢ pro GC-MS bylo testovano
vice rozsahti (LOQ-50 mg/l pro 2-MBP, LOQ-80 mg/l pro EHDAB a LOQ-150 mg/l pro
ostatni). Tyto rozsahy byly vybrany na zaklad¢ ziskaného LOQ pro konkrétni fotoiniciator.
Vsechny vypocitané korelaéni koeficienty (R) pro obé GC-VUV a GC-MS metody byly
vetsi nez 0,999. VSechny kalibra¢ni standardy byly analyzovany v triplikatech, relativni

smérodatna odchylka se pohybovala v rozmezi 2-9 % u GC-VUV a 1-5 % u GC-MS.

Tabulka X1l Shrnuti valida¢nich parametri GC-VUV a GC-MS metod

LOD1oy/ LOD3sg ~ LOQ105/ LOQssg Kalibracni

Fotoiniciator (mg/kg) (mg/kg) rozsah (mg/l) R
GC-VUV
HMPP 05/0,14 15/04 15-1500 0,9999
BP 0,1/0,03 0,3/0,1 3-300 0,9999
2-MBP 0,1/0,03 0,3/0,1 3-300 0,9997
CPK 0,5/0,14 15/04 15-1500 0,9999
EDMAB 0,5/0,14 15/04 15-1500 0,9997
3-MBP 0,1/0,03 0,3/0,1 3-300 0,9996
4-MBP 0,1/0,03 0,3/0,1 3-300 0,9999
EHDAB 05/0,14 15/04 15-1500 0,9998
ITX 0,5/0,14 15/04 15-1500 0,9997
GC-MS
HMPP 0,05/0,014 0,15/0,04 1,5-150 0,9996
BP 0,05/0,014 0,15/0,04 1,5-150 0,9997
2-MBP 0,02/0,004 0,05/0,01 0,5-50 0,9996
CPK 0,05/0,014 0,15/0,04 1,5-150 0,9996
EDMAB 0,05/0,014 0,15/0,04 1,5-150 0,9998
3-MBP 0,05/0,014 0,15/0,04 1,5-150 0,9998
4-MBP 0,04/0,011 0,15/0,04 1,5-150 0,9999
EHDAB 0,03/0,007 0,08 /0,02 0,8-80 0,9997
ITX 0,05/0,014 0,15/0,04 1,5-150 0,9996

LOD1oq — LOD pro navazku vzorku 10 g (pro obal od broskvového dzusu, syru a kokosové vody)
LODz3sq — LOD pro navazku 35 g (pro obal od smetany, jogurty, ricotty a kufeciho vyvaru)
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4.4 Stanoveni fotoiniciatori nalezenych v obalovych materialech

Ob¢ validované metody byly pouzity pro kvantitativni stanoveni 9 fotoiniciatort
Vv riznych obalovych materidlech. K analyzam byly vybrany 4 vrstvené obaly z papiru
(obaly od broskvového dzusu, kokosové vody, smetany, kufeciho vyvaru) a 3 plastové
obaly (od jogurtu, syru a ricotty). Ziskané vysledky jsou shrnuty na Obrazku 18 a 19,
detailn¢ pak v Priloze ¢.1. Kazdy realny vzorek byl analyzovan ttikrat jak pomoci GC-
VUV tak i pomoci GC-MS. Obaly od broskvového dzusu, kuteciho vyvaru a kokosové
vody byly navic zakoupeny v triplikatech, z kazdého z nich byl ptipraven separatni vzorek
z diivodu urceni variability koncentrace ptitomnych fotoinicidtorti. K porovnani vysledka
stanoveni fotoiniciatori v obalovych materidlech pomoci GC-VUV a GC-MS byl pouZit
rozdil mezi namétenymi koncentracemi vyjadien jako relativni rozdil (Dr).

V kazdém analyzovaném vzorku byl obéma metodami detekovan nejméné jeden
fotoiniciator. Obrazek 18 srovnava naméiené koncentrace fotoiniciatori v obalu od syru,
ricotty, jogurtu a smetany, detailné jsou ziskané vysledky porovnany v Pfiloze ¢.1, Tabulka
P1. Pomoci GC-VUV i GC-MS byl ve vsech obalech identifikovan BP, jeho koncentrace se
pohybovala v rozmezi 0,32-1,57 mg/kg (GC-VUV) a 0,31-1,52 mg/kg (GC-MS). Druhym
nejcasteji detekovanym fotoiniciatorem byl HMPP. Vzhledem k ziskanym vysledkiim lze
konstatovat, ze se tento fotoinicidtor pouzivd hlavné na potisk plastovych materiali,
protoze byl nalezen pouze v plastovych obalech od syru, jogurtu a ricotty. V obalu od syru
jeho mnozstvi piesahovalo dokonce 4 mg/kg. V obalu od smetany vyrobeného z papiru
nalezen nebyl. Ostatni nalezené fotoiniciatory (CPK, EDMAB, EDHAB, 2-ITX) byly
ptitomny ve velmi nizkych koncentracich, a tak byly stanoveny pouze pomoci GC-MS
metody. Jak je vidét z Obrazku 18, GC-VUV i GC-MS poskytovaly srovnatelné vysledky
s Dr v rozmezi 0d -16,7 do 17,7 %. Variabilita primérnych vysledkt ziskanych ze 3 analyz
stejného vzorku je zobrazena pomoci chybovych usecek, které vyjadiuji smérodatnou

odchylku 0,01-0,1 mg/kg (relativni smérodatna odchylka (RSD) nebyla vétsi nez 5 %).
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Obrazek 18 Srovnani naméfenych koncentraci fotoiniciatori (mg/kg) pomoci GC-VUV (modra) a GC-MS (oranzova) ve vzorcich obali od
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y) / 2) kde x je naméfena hodnota pomoci GC-VUYV a y je namétena hodnota pomoci GC-MS)



Na Obrazku 19 jsou porovnana mnozstvi nalezenych fotoiniciatort ve zbyvajicich
obalech (od broskvového dzusu, kutfeciho vyvaru a kokosové vody). Kazdy z nich byl
zakoupen po tiech kusech, z kazdého se nasledné piipravil individualni vzorek za ticelem
stanoveni variability pfitomnych fotoinicidtora vV daném obalu. Poté byly vSechny vzorky
analyzovany opét tiikrat obéma metodami stejné jako ptredchozi obaly. VSechny namétené
koncentrace fotoiniciatorit v téchto obalech jsou detailné shrnuty v Piiloze ¢.1 (Tabulka
PII). I v téchto obalech byl nej¢astéji nalezen BP, v obalu od kokosové vody naméfena
koncentrace dokonce piesahla 4 mg/kg. Mezi dalsimi fotoiniciatory byly dale
identifikovany EDMAB a EHDAB, které jsou typickymi fotoinicidtory pouzivanymi na
potisk papirovych obalti. Ve vSech tfech obalech byl také ptitomen 2-ITX. Nejvice
fotoiniciatori v porovnani se vSemi analyzovanymi obaly obsahoval obal od kokosové
vody, kde byl nalezen nejvyssi obsah BP, EHDAB a 2-ITX (naméfené koncentrace
piekracovaly dokonce 7 mg/kg). Relativni rozdil mezi vysledky z obou metod nebyl vétsi
nez 20 %, nicméné¢ metodou GC-MS byl opét stanoven vétsi pocet fotoiniciatord, a to
hlavné¢ v obalu od broskvového dzusu (EDMAB a 2-1TX). Smérodatna odchylka
koncentraci ziskanych ze 3 analyz jednoho vzorku nebyla vétsi nez 0,9 mg/kg (RSD mensi
nez 12 %). Jak je vidét z obou Obrazka 18 a 19, zbyvajici analyzované fotoiniciatory (2-
MBP, 3-MBP a 4-MBP) nebyly metodou GC-VUV ani GC-MS prokazany v zadném
Z testovanych vzork.

Jak bylo zminéno vyse, homogenita slozeni inkoustl byla studovana pomoci GC-VUV
i GC-MS analyzy individudlnich vzorkl pfipravenych ze 3 separatnich obali od
broskvového dzusu, kokosové vody a kufeciho vyvaru. Smeérodatna odchylka se
pohybovala v rozmezi 0,01-0,86 mg/kg (RSD mensi nez 18 %), coZz znamena, ze obsah
fotoiniciatort v jednotlivych obalech stejného druhu byl srovnatelny a slozeni inkousti pro

potisk obali bylo homogenni.
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Obrazek 19 Nameétfené primérné koncentrace fotoinicidtori ve 3 vzorcich obali od
broskvového dzusu, kufeciho vyvaru a kokosové vody, kazdy vzorek byl pomoci GC-VUV

(modra) a GC-MS (oranzova) zméfen tikrat, vypocet Dr byl totozny jako u Obr. 18
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Z uvedenych vysledkt tedy vyplyva, ze béhem analyz GC-VUV a GC-MS bylo
dosazeno srovnatelnych vysledkd (relativni rozdil mezi ziskanymi hodnotami ze vSech
analyz byl v rozmezi od -15 do 20 %). Nicméné pomoci GC-MS byly v n¢€kterych obalech
navic stanoveny dalsi fotoiniciatory. V obalu od broskvového dzusu byla potvrzena
ptitomnost BP, k tomu byl jesté nalezen EDMAB (0,34 mg/kg) a 2-1TX (0,50 mg/kg).
Podobné v obalu od kufeciho vyvaru byly navic identifikoviny CPK a EHDAB
v koncentracich 0,80 mg/kg a 0,71 mg/kg. Diky niz§im mezim detekce a stanovitelnosti
bylo tedy mozné pomoci GC-MS kvantifikovat vice fotoinicidtoru, které byly pfitomny
v niz§ich koncentracich, nez byly stanovené meze stanovitelnosti pro GC-VUV metodu.
Spojeni GC-MS je tedy vhodné na méfeni stopovych koncentraci, nicméné analyza
izomernich ¢i koeluujicich fotoiniciatort je za pouziti této metody problematicka. Na
zdklad¢ zminénych vlastnosti obou detekénich technik by v budoucnu mohlo najit
uplatnéni hlavné unikatni spojeni GC/VUV-MS, jehoz aplikace by poskytovaly vSechny
vyhody obou spojeni.

. Nasledujici obrazek (Obr.20) ukazuje chromatogramy dvou vybranych realnych
vzorkl pochazejici z GC-VUV i GC-MS analyzy.
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Obrazek 20 Chromatogramy oball od (A) broskvového dzusu a (B) kokosové vody ziskané pomoci GC-VUV (vlevo) a GC-MS (vpravo)




Ve srovnani s doposud publikovanymi studiemi zabyvajicimi se analyzou
fotoiniciator v potravinovych obalech [14, 15, 18, 23, 26] bylo ve zvolenych obalovych
materidlech z papiru i plastu nalezeno vice typil fotoiniciatorti. Nejcastéji detekovanym
fotoiniciatorem byl BP a lze ho tedy povazovat za bézné pouzivany fotoiniciator na potisk
potravinovych oball. Pfitomnost ostatnich fotoiniciatori se pak odvijela zejména od
zvoleného materialu (plast, papir). Koncentrace naméfené v této studii byly i mnohem
vysSi nez ty doposud publikované v raznych studiich. Dokonce byl mnohonasobné
prekrocen specificky migracni limit pro BP. Nicméné vzhledem Kk tomu, Ze je znam pouze
specificky migracni limit této latky do potravin, nelze tyto koncentrace v obalovych
materidlech oznaCovat za nebezpeCné. Neni znama piima souvislost mezi obsahem
fotoiniciatorti v obalech a jejich obsahem v potravinach, které uchovavaji. Tyto vysledky
tedy nepotvrzuji Skodlivé uCinky potravin uchovavanych v obalech obsahujicich
fotoiniciatory na lidské zdravi. Avsak lze konstatovat, ze vyssi koncentrace v obalech by
mohly zvySovat pravdépodobnost jejich migrace do uchovavanych potravin, a tak
stanoveni jejich mnozstvi v obalech by mohlo pfispét ke studiu migrace a negativnimu

vlivu fotoiniciatoru na lidské zdravi.
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5. ZAVER

Spojeni GC-MS a HPLC-MS patii k nejcastéji pouzivanym metodam slouzicim
k analyze fotoiniciatorti v riznych matricich. Cilem prace bylo tedy vyvinout a validovat
inovativni metodu pro separaci fotoiniciatord vyuzivajici spojeni plynové chromatografie
s VUV detektorem a jeji naslednou aplikaci na analyzu realnych vzorku potravinovych
obalti. Dalsi ¢ast pak byla zaméfena na porovnani GC-VUV s bézné pouzivanym spojenim
GC-MS. GC-VUV metoda byla optimalizovana v nékolika parametrech zahrnujicich
chromatografickou separaci, rozsah spektralniho filtru, teplota kiemenné kapilary a VUV
pratokové cely a tlak pomocného plynu, ¢imz bylo dosazeno dostacujicich mezi detekce.
Soucasti experimentalni prace byla i tvorba databaze VUV spekter jednotlivych
fotoiniciatorti, ktera byla vyuzita pro identifikaci fotoiniciatori v realnych vzorcich.
Obdobné i metoda GC-MS byla optimalizovana pomoci teplotné fizeného programu nebo
MS parametri. Obé vyvinuté metody pak byly validovany v rozsahu LOD, LOQ a
linearity. VSechny parametry vyhovovaly zvolenym akceptacnim kritériim, a tak mohly byt
tyto techniky aplikovany na analyzu 7 realnych vzorkd. Vzhledem k vyssim detekénim
limitdm GC-VUYV byla pro ptipravu vzorkl obalovych materiali zvolena prekoncentracni
technika vyuZzivajici dvoukrokové extrakce S acetonitrilem. Ve vSech vzorcich byl
detekovan alesponi jeden fotoiniciator, za nejbéznéji pouzivany lze na zaklad¢ ziskanych
vysledkl povazovat benzofenon, coz bylo potvrzeno i dal$imi studiemi zaméfenymi na
studium fotoiniciatorti v potravinovych obalech. Ve vybranych obalech byl ve srovnani
S ostatnimi studiemi nalezen vyssi obsah fotoiniciatord, mimoto byl i piekrocen specificky
migrac¢ni limit pravé pro benzofenon (v obalu od syru, jogurtu, broskvového dzusu,
kufeciho vyvaru a kokosové vody). Naopak v zadném obalu nebyla ani jednou z metod
potvrzena ptitomnost 2-, 3- a 4-methylbenzofenonu.

GC-VUV tedy predstavuje spolehlivou a selektivni metodu pro stanoveni 9
fotoiniciatori v obalovych materidlech z papiru i plastu. Mezi jeji hlavni vyhody patii
jednoduché a efektivni ptiprava vzorku, rychla separace a zejména moznost rozliSeni a
identifikace izomerti a koeluujicich analyti. Na druhou stranu bylo zjisténo, ze GC-MS
poskytuje mnohem nizs§i meze detekce. Pro ucely stopové analyzy je tak pred vlastni
aplikaci GC-VUV nutné zatradit vhodnou prekoncentraci vzorkd. Tento problém by
v budoucnu mohlo vyfesit vyuziti unikatniho spojeni GC/VUV-MS. VUV detektor neni
destruktivni, a tak ho lze spojit s MS detektorem, coz by se mohlo uplatnit v analyze

slozitych smési a zajistit tak spravnou identifikaci vSech slozek, dokonce i slozek
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ptitomnych ve stopovych koncentracich nebo izomert. Zavérem lze fici, ze GC-VUV je
vhodnou alternativou k GC-MS, kterou lze tuspésné aplikovat na analyzu bézné

pouzivanych fotoiniciatora vyskytujicich se v obalech potravin.
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7. PRILOHY

Priloha ¢.1 Naméfené koncentrace fotoiniciatorti v redlnych vzorcich obalii a detailni

porovnani vysledkli z GC-VUV a GC-MS analyzy

Priloha ¢.2  Reprint ¢lanku publikovaného v ¢asopisu Journal of Separation Science
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Piiloha ¢.1



Tabulka Pl Srovnani namétfenych koncentraci fotoiniciatori (mg/kg) v obalech (vysledky pro obal od syru, ricotty a jogurtu uvedeny jako

pramér + smérodatna odchylka, pro obal od broskvového dzusu, kuteciho vyvaru a kokosové vody vyjadieny jako primér + smérodatna

odchylka z méteni 3 vzorku ptipravenych ze 3 obaltl, vSechny vzorky byly méfeny ve 3 opakovanich)

HMPP BP CPK EDMAB EDHAB ITX
Obal
GC- GC- Dr GC- GC- Dr GC- GC- GC- GC- Dr GC- GC- Dr GC- GC- Dr
VUV MS (%) VUV MS (%) VUuv MS VUV MS (%) VUV MS (%) VUV MS (%)
451+ 390+ 157+ 152+ 0,58 +
Syr 14,51 3,23 n.d.z2 n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d. - n.d. -
0,10 0,10 0,02 0,05 0,02
) 105+ 1,11+ 0,32+ 031+ 0,8 0+ 0,04 + 0,27 + 0,77+ 091+
Ricotta -5,55 3,17 n.d. n.d. - n.d. - -16,66
0,02 0,030 0,01 0,01 0,02 0,001 0,01 0,04 0,03
166+ 1,39+ 091+ 0,83+ 0,50 + 0,15 +
Jogurt 17,71 9,19 n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d. - n.d. -
0,05 0,04 0,03 0,01 0,01 0,005
052+ 0,46+ 0,08 + 0,08 +
Smetana n.d. n.d. - 12,24 n.d. n.d. n.d. n.d. - n.d. - n.d. -
0,02 0,02 0,003 0,004
Broskvovy 1,04+ 1,19+ 0,34 + 0,50 +
n.d. n.d. - -13,45 n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d. - -
dZus 0,100 0,11° 0,06° 0,06°
Kufeci 09%+ 111+ 0,80 + 1,03+ 0,90 + 0,71+ 142+ 1,23+
n.d. n.d. - -14,49 n.d. 12,37 n.d. - 14,34
vyvar 0,020 0,15° 0,01° 0,040 0,090 0,050 0,06° 0,090
Kokosova 423+ 391+ 731+ 7,07+ 728+ 7,71+
n.d. n.d. - 7,86 n.d. n.d. n.d. n.d. - 3,34 -5,76
voda 0,14b 0,12b 0,53° 0,28° 0,86° 0,33°

n.d. — nedetekovano



Tabulka Pl Detailni srovnani koncentraci (mg/kg) nameétenych ve 3 individualnich obalech od broskvového dzusu, kufeciho vyvaru a
kokosové vody, vysledky jsou uvedeny jako pramér + smérodatna odchylka, vSechny vzorky byly méteny ve 3 opakovanich

BP CPK EDMAB EDHAB ITX
Obal
GC- GC- Dr GC- GC- Dr GC- GC- Dr GC- GC- Dr GC- GC- Dr
VUV MS (%) VUV MS (%) VUV MS (%) VUV MS (%) VUV  MS (%)
0,94+ 098+ 0,31+ 0,50 +
1 4,17 n.d.z2 n.d. - n.d. - n.d. n.d. - n.d. -
0,11 0,15 0,08 0,06
Broskvovy 104+ 125+ 0,42 + 0,55 +
2 -18,34 n.d. n.d. - n.d. n.d. n.d. - n.d. -
d7us 0,16 0,15 0,05 0,05
114+ 135+ 0,30 = 0,45 +
3 -16,87 n.d. n.d. - n.d. - n.d. n.d. - n.d. -
0,20 0,11 0,04 0,06
0,92+ 098+ 0,80 + 1,10+ 091+ 0,71+ 1,48+ 132+
1 6,32 n.d. - 18,91 n.d. - 11,43
0.02 0,05 0,01 0,02 0,08 0,02 0,16 0,15
Kureci 1,00+ 121+ 0,80 + 1,00+ 0,91+ 0,75+ 142+ 114+
2 -19,00 n.d. - 9,42 n.d. - 18,46
vyvar 0.05 0,15 0,04 0,03 0,05 0,04 0,12 0,09
095+ 1,16+ 0,81 + 1,10+ 0,91+ 0,68 + 1,37+ 123+
3 -19,91 n.d. - 18,91 n.d. - 10,77
0,04 0,09 0,03 0,04 0,04 0,02 0,10 0,14
431+ 4,00+ 781+ 7,06+ 811+ 7,91+
1 4,91 n.d. n.d. - n.d. n.d. - -6,75 1,66
0,21 0,16 0,51 0,59 0,55 0,59
Kokosova 412+ 394+ 712+ 711+ 6,80+ 7,22+
2 2,96 n.d. n.d. - n.d. n.d. - 0,09 -4,03
voda 0,18 0,12 0,45 0,38 0,48 0,47
425+ 3,80+ 700+ 7,03+ 6,95+ 800+
3 7,32 n.d. n.d. - n.d. n.d. - 0,28 -9,59
0,15 0,11 0,34 0,38 0,42 0,62

an.d. — nedetekovano



