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1 SEZNAM ZKRATEK

ACN — acetonitrile, acetonitril

ADI — acceptable daily intake, akceptovatelny denni piijem

CCS - collision cross section, u¢inny srazkovy prurez

CD - corona discharge, korénovy vyboj

DMA - differential mobility analyzer, diferen¢ni mobilitni analyzator

DTIMS — drift tube ion mobility spectrometry, iontova mobilitni spektrometrie s vyuzitim
driftové trubice

EFSA — European Food Safety Authority, Evropsky tfad pro bezpe¢nost potravin

ESI - electrospray ionization, ionizace elektrosprejem

FAIMS — high-field asymmetric waveform ion mobility spectrometry, iontova mobilitni
spektrometrie s vysokonapét'ovou asymetrickou vinou

FDA — Food and Drug Administration, Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

GC-MS - gas chromatography-mass spectrometry, spojeni plynové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie

HPLC - high performance liquid chromatography, vysokot¢inna kapalinova chromatografie
IMS — ion mobility spectrometry, iontova mobilitni spektrometrie

IM-MS — ion mobility-mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie s iontovou mobilitou
IP-HPLC — ion pair high performance liquid chromatography, ion parova vysokoucinna
kapalinova chromatografie

LLE - liquid-liquid extraction, extrakce kapalina-kapalina

MALDI-TOF — matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight, desorpce/ionizace
laserem za ucasti matrice s analyzatorem doby letu

NOAEL - no observed adverse effect level, davka, pii které jesté nebyl pozorovan Skodlivy
ucinek

PTFE — polytetrafluorethylene, polytetrafluorethylen

RASFF — Rapid Alert System for Food and Feed, Systém rychlého varovani pro potraviny
a krmiva

SEM-EDX - scanning electron microscopy with energy dispersive X-Ray detector,
skenovaci elektronovy mikroskop s energiovée disperznim detektorem rentgenového zareni
SIMS-TOF - secondary ion mass spectrometry- time of flight, hmotnostni spektrometrie
sekundarnich iontd s analyzatorem doby letu

SPE — solid phase extraction, extrakce na pevné fazi
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TLC — thin layer chromatography, chromatografie na tenké vrstveé

TIMS - trapped ion mobility spectrometry, iontova mobilitni spektrometrie se zachytem
ionti

TWIMS - travelling ion mobility spectrometry, iontova mobilitni spektrometrie s vyuzitim
putujici viny

UV — ultraviolet, ultrafialové

VIS — visible, viditelné



2 UVOD

Barva je zakladni vlastnosti lidského vnimani a je vSude kolem nés. Casto nas
ovliviiuje, aniz bychom si to uvédomili. Cervendj$i maso povazujeme podvédomé za
Cerstvejsi, oranzovejsi dzus za zdravéjsi. Tohoto se vyuziva v potravinarském primyslu, kdy
vyrobci ptidavaji barviva do svych produktl, aby bud’ maskovali horsi esteticky vjem nebo
vyvolali pfedstavu o Cerstvosti. V Konecném dusledku to vede K vys$im prodejim. Uméle
pfidané latky, tzv. aditiva, v potravinach v§ak mohou mit negativni vliv na zdravotni stav
spotiebiteld. Z tohoto dlivodu je jejich pouzivani regulovano a kontrolovano ptislusnymi
statnimi autoritami. Dulezitou roli hraje v kontrole aditiv v potravinovych vyrobcich
analyticka chemie. K nejpouzivanéjsim technikdm patii kapalinova chromatografie c¢i
hmotnostni spektrometrie. lontova mobilita je separacni technika, kterd je vSak v analyze
barviv velmi mélo pouZzivana. Jeji hlavni vyhodou je poskytnuti nové charakteristiky latek,
tzv. srazkovy prafez. Ten muze slouzit jako komplementarni udaj napiiklad k hmotnostnim
spektrim a slouzit k prikazné;si identifikaci analytu. V této praci byla pouZita iontova
mobilita s putujici vlnou s hmotnostni spektrometrii pro analyzu potravinaiskych barviv.
Me¢teny byly nejprve piislusné standardy za ucelem zjisténi Srazkovych prareza latek.
Nasledné ziskané hodnoty byly vyuzity pii analyze redlného vzorku, bonbont Skittles. Cely
postup byl proveden na hmotnostnich spektrometrech Waters SYNAPT G2-S a Waters
SELECT SERIES Cyclic IMS. V této souvislosti bylo cilem porovnat oba pfistroje
z hlediska preciznosti méfeni driftovych ¢asii a prenositelnosti hodnot CCS mezi nimi, coZ

je dulezité pro vyuzivani CCS pfi identifikaci latek



3 TEORETICKA CAST

3.1 Barviva a barevnost

Spole¢nym jmenovatelem svétla, predmétu a lidského vnimani je barva. RozlisSujeme
tfi zakladni barvy — modré, Cervena, zelend. To je dano pfitomnosti tfi druhl receptoru
v sitnici lidského oka. Jejich kombinaci vznika zakladni paleta dvanacti barev[1].

Z hlediska psychologie maji jednotlivé barvy riizné vyznamy. Cervena napiiklad
zna¢i emoce, lasku, aktivitu, silu. Modré odpovida vyrovnanost, klid, uvolnéni. Zelena
evokuje bohatost a regeneraci[2]. Téchto vlastnosti se vyuziva i v marketingu. Barvou lze
upoutat pozornost zédkaznika a ovlivnit jeho rozhodnuti. Role barvy je dualezitd nejen u
samotného produktu, ale i u znaCky prodejce. Vhodné zvolenym logem mize firma
dosahnout silné pozice na trhu[3]. Produkty s lakavym vzhledem pak zaptisobi na smysly
obecné spojena s kvalitou a podle n€kterych studii miize ovliviiovat i chut’. Rocio Ferndndez-
Vazquez s kolektivem zkoumal vliv barvy na senzorické vnimani pomerancového dzusu.
Jako kontrolni vzorek poslouzil bézny pomerancovy dzus. Barevné vzorky byly pfipraveny
obarvenim kontrolniho dZzusu cervenym a zelenym potravinaiskym barvivem, které
neovliviiovalo chut’. Tficet dobrovolnikl bylo testovdno za tcelem sledovéani souvislosti
mezi barvou a sladkosti, kyselosti a intenzitou chuté. Vysledky testii ukazaly, Ze zména
barvy neovlivnila u respondenti vnimani sladkosti a intenzity chuté dzusu, ale zelena barva
znateln¢ zvysila vnimani kyselosti[4].

S barevnosti souvisi nékolik zakladnich pojmu. Za barviva oznacujeme organické
latky, které jsou bézné€ rozpustné ve vodé. Pigmenty znaci latky, které jsou nerozpustné ve
vode¢ a dalSich rozpoustédlech, naptiklad olejich. K pouZziti pigmenti je tfeba jejich smichani
S pojivy, coz jsou latky, které zadrzi Castice pigmentu na naneseném povrchu (oleje,
pryskyfice aj.) [5].
starém Egypt¢ vylepSovali vzhled vina a cukrovinek. Od té doby se zaCala pouZzivat barviva
ziskana z pfirodnich zdroju, kuptikladu petrzele, Spenatu, papriky. Jako barviva se také
pouzivaly slou¢eniny kovi. Nékteré vsak byly toxické, jako tieba sufik PbzOs a rumélka
HgS, a jejich poziti zpisobovalo otravy a umrti[6]. V roce 1856 Sir William Henry Perkin
ptipravil nahodou syntetické barvivo mauvein, kdyZ se snazil 0 syntézu chininu jako 1éku na
malarii[7]. To odstartovalo ,,barevnou revoluci®, kdy se zacala hojné¢ syntetizovat nova
barviva pro primyslové pouziti. Uméla barviva si naSla své misto i v potravinarstvi
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predevsim kvili jednodussi vyrobé, niz§im nékladiim, vyssi stabilité a lepSim barevnym
vlastnostem oproti jejich pfirodnim protéjskum[8].

Barevny vjem je velmi dualezity ve vytvarném uméni. Lze pozorovat, ze kazdé
historické obdobi mé¢lo svou vlastni technologii ptipravy a pouziti barviv, coz plati dosud.
Za jeden znejranngjsich piikladi vytvarného uméni se povazuji nasténné malby ve
Spanélsku a Francii. Jejich staii se odhaduje na vice nez 30 tisic let. PouZivaly se napi. saze
ze spaleného zvifeciho tuku[9].

Ve starém Egypté se rozsifilo pouzivani barviv kolem roku 4000 pt.n.1. Kolem roku
3000 pt.n.1. byla poprvé pripravena znama Egyptska modf. Jedna se o velmi stabilni pigment
slozeny z podvojného kiemicitanu vapenato-méd’natého CaCuSisO10. Mezi dalsi pouzivané
pigmenty patfil napiiklad zeleny malachit ¢i modrozeleny azurit. Oba jsou chemicky
podobné, jelikoz obsahuji uhli¢itan méd’naty CuCOgz, a vyskytuji se v pfirod¢ jako
mineraly[9, 10].

V Ciné se kolem roku 2000 pi.n.1. objevuje novy &erveny pigment vermilion, ktery
vznika drcenim, promytim a zahfatim cinabaritu HgS. Rekové piipravili olovnatou bélobu,
kterd patfila k nejpouzivanéjSim bilym pigmentim do konce 19. stoleti a dodnes patii
k nejbélejsim bélobam. Chemickym slozenim se jedna o zasadity uhliCitan olovnaty
2PbCO3-Pb(OH)2. Damy v Recku a Rimé si jej z kosmetickych diivodii nanasely na oblicej,
coz mélo kvili toxickému olovu negativni dopad na jejich zdravi. Olovnatad béloba se
vyrabéla vlozenim olovénych paskii do sklenice s octem, ktera se nasledné zahazela hnojem,
kvili urychleni procesu teplem. Tento technologicky postup se pouzival az do 60. let 20.
stoleti[9].

Pro obdobi renesance bylo charakteristické vyuzivani sytych, jasnych barev. Ackoli
se hnéda barva pouzivala velmi ziidka, v 15. stoleti vznikd novy hnédy pigment zvany
umbra. Jedna se o hydratované oxidy Zeleza a manganu. Jako alternativa k jedovaté olovnaté
belob¢ se nejcasté)ji pouziva béloba z kosti. Zahtatim olovnaté béloby vznika jasné Cervena
barva zvand minium. Zastupcem pouzivanych rostlinnych barviv je napiiklad cervené
barvivo ziskané z moteny barviiské, ktera obsahuje alizarin. Jako zdroje modré se napiiklad
pouzival lazurit[9].

Za prvni moderni pigment se povazuje Pruska modf, kterou pfipravil Johann Jacob
Diesbach v roce 1704. Nova barviva se syntetizuji dodnes. Sou¢asni umélci pouzivaji smési
modernich umélych pigmentd a pfirodnich organickych i anorganickych barviv ¢i

pigmentu[9].



Analyzovani slozeni barviv z uméleckych dél je dulezité naptiklad pro odhaleni

falzifikatu, avSak z diivodl rozsahlé skupiny barviv je naro¢né.

3.2 Barviva Vv potravinaistvi

Dle definice Food and Drug Administration (FDA) jsou barviva vSechny latky, které
dodavaji zbarventi jidlu, 1€kiim ¢i kosmetickym produktiim. Mohou byt syntetického ptivodu
nebo ziskané z ptrirodnich zdroji. Barvici aditiva v potravinaistvi zvysSuji pfirozenou
barevnost, dodavaji barvu bezbarvym produktim nebo také podnécuji chutové vjemy[11].
Mimo barviva jsou mezi nejpouzivanéjsi aditiva dale fazeny antioxidanty, emulgatory,
stabilizatory, Zelirujici a zpevnujici latky, konzervanty a sladidla[12]. Za aditiva se
nepovazuji naptiklad extrakéni rozpoustédla pouzita pti vyrobé produktu, latky pouZzivané
K apravé vody pro lidskou spotiebu nebo latky pouzivané v krycich nebo potahovych
materialech, které nejsou urceny ke konzumaci s uvedenymi potravinami [13].

V Ceské republice maji na starost kontrolu celého potravinaiského procesu od
samotné vyroby produktu po prodej dozorové orgédny Ministerstva zemédélstvi (Statni
veterindrni zprava, Statni zemédélska a potravinaiska inspekce, Ustfedni kontrolni a
zkusebni Gstav zemé&délsky a Ustav pro kontrolu veterinarnich biopreparati a 1é&iv) a
Ministerstva zdravotnictvi (organy ochrany vefejného zdravi — Krajské hygienické stanice,
Statni zdravotni ustav, Ceska inspekce Zivotniho prostiedi)[13,14].

Pravnim pifedpisem pro pifidané latky v potravinafstvi je nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008, v platném znéni. Nafizeni Komise (EU) ¢. 231/2012,
Vv platném znéni, stanovuje specifikace pro potravinatské ptidatné latky uvedené v piilohach
Il a I nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008. Natizeni (ES) ¢.
1333/2008 také uvadi zakladni podminky, za kterych je mozné zaradit ptidatnou latku na
seznam povolenych aditiv v Evropské unii. V Ceské republice bezpe¢nost potravin zastit'uji
zakony 110/1997 Sh., 166/1999 Sh., 258/2000 Sb. Pfti vyrobé potravin lze pouzit jen
ptidatné latky, které¢ byly schvaleny k tomuto ucelu vySe uvedenymi autoritami a jsou
v souladu s pravnimi ptedpisy. Pro jednotlivé potraviny a pfidatné latky jsou stanovena
maximalni povolena mnozstvi. U nékterych latek neni stanovena piesna ¢iselna hodnota a
jejich pouziti se pak tidi zasadou quantum satis, tedy nezbytné nutné mnozstvi, které je
pottebné k dosazeni pozadovaného efektu a neklame zédkaznika. V Evropské unii ma kazda

ptidatna latky své E Cislo. Aditiva se museji vzdy uvadét ve slozeni potraviny. Etikety museji



obsahovat jak funkci aditiva v produktu, tak i odpovidajici E C¢islo nebo sviij
nazev[11,12,15].

Evropska autorita EFSA (European Food Safety Authority) ma v kompetenci
bezpecnost aditiv. Jejich komerénimu pouziti pfedchazi série nezavislych testii. Nejprve jsou
posouzena vsechna toxikologicka data. Pozadovana toxikologicka data obsahuji naptiklad
informace o metabolismu, chronické toxicité, karcinogenité, genotoxicité, potencidlnim
vlivu na reprodukci. Za pouziti vicegenera¢nich studii a studii zaméfenych na spotiebu
potravin v prib&hu zivota je nastaven nejvyssi ptipustny limit aditiva, ktery nema toxicky
ucinek — tzv. NOAEL (No Observed Adverse Effect Level). Jedna se o mnozstvi piidatné
latky, ktera nebude mit nezadouci vliv na zdravi testovaciho jedince (nejcastéji krysy nebo
kralika) v ptipad¢ dlouhodobé expozice. Dalsim parametrem je ADI (Acceptable Daily
Intake) hodnota. Jedna se o ptipustny denni piijem potravinaiské ptidatné latky (vyjadiené
v mg na kg télesné hmotnosti), které lze konzumovat denné bez vystaveni se nezadoucim
ucinkiim na zdravi. ADI hodnota se ziskd podélenim NOAEL hodnoty bezpecnostnim
faktorem, obvykle ¢islem sto. Bezpecnostni faktor zahrnuje rozdily mezi zvifaty a lidmi i
rozdily mezi lidmi jako napfiklad rizny zdravotni stav, vék. ADI nepfedstavuje toxickou
davku, ale hladinu bezpe¢ného piijmu dané pridatné latky[16,17].

V roce 1979 byl v ramci Evropské unie zaveden tzv. RASFF, (Rapid Alert System
for Food and Feed), systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva. Jeho Gcelem je
ohlasovani rizikovych potravin a krmiv, které jsou nasledné stazeny z evropského trhu nebo
je u nich v¢as zamezeno uvedeni do ob&hu. Jedna se o vyrobky na trhu Evropské unie nebo
vyrobky zadrzené na hranicich pfi vstupu do Evropské unie. Za Ceskou republiku je
v kontaktu s timto systémem Statni zemedélska a potravinaiska inspekce. Ro¢né pak vydava
zpravu shrnujici ¢innost systému RASFF na tzemi Ceské republiky[19]. Ze zpravy za rok
2018 vyplyva, ze nejvice se vyskytujicim nebezpecim ve vyrobcich byla kontaminace
patogennimi a nepatogennimi mikroorganismy, nejcastéji bakterie rodu Salmonela a

Listeria[20].

3.3 Synteticka barviva

Synteticka barviva jsou obvykle slozité organické latky, které byvaly ptavodné
ziskavany z dehtu, ale v dnesni dob¢ se vyrabé&ji z ropy. V potravinaiském primyslu jsou
syntetickd barviva pouZzivana z né€kolika divodli — jsou levnéjsi, stabilnéjsi a poskytuji

syt€j$i barvy nez vétsina jejich ptirodnich protéjski. Na druhou stranu vSak maji fadu



nezédoucich vlivli na zdravi. Za poslednich sto let se objevila zdravotni rizika u vice latek
ze skupiny barviv nez u jakékoli jiné skupiny aditiv. Synteticka barviva vykazuji z hlediska
chemického slozeni znac¢nou strukturni rozdilnost. Mezi nejvice pouzivana barviva patii azo
derivaty, derivaty antrachinonu, indiga, trifenylmethylu, ftalokyaninu a latky obsahujici
siru[21].

Americka agentura FDA schvaluje k 1. 8. 2018 pouzivani deviti syntetickych barviv:
FD&C Modi ¢. 1, FD&C Modf €. 2, FD&C Zelen €. 3, oranz B, citrusova Cerven ¢. 2, FD&C
Cervent ¢&. 3, FD&C Cerven ¢&. 40, FD&C Zlut &. 5 a &. 6. Jejich struktury jsou uvedeny
v tabulce 1.[22]

Tabulka | Struktury deviti syntetickych barviv povolenych v USA, ¢erpano z Cit.[22]
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FD&C Modr €. 1 se pouziva nejcastéji v cukraiskych vyrobcich, napojich a nanucich.
FD&C Modr ¢. 2 nalezneme v pecenych vyrobcich, zmrzlinach, cukrarskych produktech a
jogurtech. FD&C Zelen ¢. 3 se vyskytuje napiiklad ve zmrzlinach, sorbetu ¢i pecenych
vyrobcich. Oranz B je povolena pouze v parcich. Citrusova Cerven €. 2 je schvalen pouze
pro barveni slupek pomeranéi. FD&C Cerven & 3 se nejvice pouziva v cukraistvi ve
zmrzlinovych kornoutech, nanucich a napojich. FD&C Cervei ¢. 40 se vyskytuje zejména
Vv napojich, Zelatinovych produktech &i pudincich. FD&C Zlut’ &. 5 se vyskytuje v dresincich
a omadckach, napojich, pedenych vyrobcich, jogurtech. FD&C Zlut' & 6 se pouziva
Vv pecenych vyrobcich, zelatinovych produktech, napojich[11].

Mezi syntetické barviva, ktera jsou zakazana, patii napiiklad Cerveti 2, E123, znamy
jako amaranth. Od roku 1976 jej FDA ptidala na seznam nepovolenych barviv jakozto
potencialni karcinogen. V Evropské unii je jeho pouzivani schvaleno. Dal§im piikladem
zakazanych barviv jsou sudan 1, 2, 3 (Tab. I). Jedna se o azo a diazo slouceniny, které se
pouzivaly pro barveni potravin, kosmetickych ptipravka ¢i textilii. V soucasné dob¢ jsou
zakazana, jelikoz se v téle saveti metabolizuji na amino slouceniny, které jsou potencialnimi

karcinogeny [23,24].

Tabulka Il Struktury syntetickych barviv Sudan 1, 2, 3, ¢erpano z cit.[24]
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Ve Spojenych statech americkych jsou povolena ¢tyii barviva, kterd jsou v Evropské
unii zakdzana. Jedna se o tii syntetickd barviva oranz B, Citrusova Cerven €. 2, zeleii €. 3 a
jedno pfirodni, upravena bavlnikova semena. Naproti tomu je V Evropské unii povoleno
Sestnact barviv, kterd jsou v USA zakéazana. Devét znich jsou syntetického ptvodu
(chinolinova Zlut, azorubin, amaranth, ponceau 4R, patentni modf, zelen S, brilantni Cern,

hnéd’ HT, litholrubin) a sedm piirodniho (lutein, uhlik z rostlinné suroviny, hlinik, stiibro,



zlato, chlorofyl a chlorofylin patiici pod stejné E140, uhli¢itan vapenaty). Piehled vSech

povolenych barviv v EU a USA je uveden v tabulce I11[25].

Tabulka 111 Piehled povolenych barviv s E ¢isly v Evropské unii a Spojenych statech

americkych, pfevzato z Cit.[25], upraveno. Ceské nézvy sepsany z Cit.[26]

EU USA

E cislo Nazev Nazev

E 100 Kurkumin Kurkuma
Kurkuma oleoresin

E 101 Riboflaviny S (zahrnujici riboflavin-5°-fosfat) Riboflavin

E 102 Tartrazin FD&C Zlut &. 5 (Tartrazin)

E 104 Chinolinova Zlut’

E 110 Zlut' SY FCF/Oranzova zlut' S FD&C Zlut' &. 6 (Zlut' SY FCF)
Oranz B

E 120 Karminova kyselina, karminy Koselinovy extrakt, karmin

E 122 Azorubin

E 123 Amaranth

E 124 Ponceau 4R, KosSelinova ¢erven A

E 127 Erythrosin FD&C Cerver ¢. 3 (Erythrosin)

E 129 Allura ¢erveir AC FD&C Cerveri &. 40 (Allura red AC)
Citrusova Cervei €. 2

E 131 Patentni modf V

E 132 Indigotin, Indigokarmin FD&C Modr €. 2 (Indigotin)

E 133 Brilantni modi FCF FD&C Modf ¢. 1 (Brilantni modf
FCF)

E 140 Chlorofyly a chlorofyliny

E 141 M¢édnaté komplexy chlorofyld a chlorofylint Sodno-méd’nata sl chlorofylinu

E 142 Zelen S
FD&C Zelen €. 3 (Fast green FCF)

E 150a-d Karamel, kausticky sulfitovy karamel, amoniakovy Karamel

karamel, amoniak sulfitovy karamel

E 151 Brilantni ¢ernn BN

E 153 Uhlik z rostlinné suroviny

E 155 Hnéd HT

E 160a Karoteny B-Karoten, mrkvovy olej

E 160b Annatto, bixin, norbixin Annatto extrakt

E 160c Paprikovy extrakt, kapsanthin, kapsorubin Paprika, Paprika oleoresin

E 160d Lykopen Extrakt lykopenu z raj¢at, koncentrat
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E 160e B-Apo-8¢-karotenal B-Apo-8¢-karotenal

E 161b Lutein

E 1619 Kanthaxantin Kanthaxantin (nesynteticky)
E 162 Betalainova ¢erven, betain Dehydratovana fepa (fepny prasek)
E 163 Anthokyany Grapefruitovy extrakt

E 170 Uhlicitany vapenaté

E1l71 Oxid titanic¢ity Oxid titanicity

E 555 Hlinitokfemicitan draselny MICA perletové pigmenty
E 172 Oxidy a hydroxidy zeleza Syntetické oxidy Zeleza

E 173 Hlinik

E 174 Stiibro

E 175 Zlato

E 180 Litholrubin BK

E 579 Glukonan Zeleznaty Glukonan Zeleznaty

E 585 MIlécnan Zeleznaty Mlécnan zeleznaty

Nektera synteticka barviva nejsou sice karcinogenni, maji ale negativni vliv na
psychické zdravi lidi. McCann s kolektivem v roce 2007 publikovali studii zamétenou na
vztah mezi konzumaci syntetickych aditiv (barviv a konzervaénich latek) a hyperaktivitou u
déti. Testované subjekty byly podle véku rozdéleny do dvou skupin na tiileté déti a 8 az 9-ti
leté déti. Jako zkoumana barviva byla pouzita zlut' SY (E110), azorubin (E122), tartrazin
(E102), ponceau 4R (E124), allura cervenn AC (E129) a benzoat sodny. Jednalo se 0 aditiva
bézné se vyskytujici v détskych potravinach. Zavérem studie bylo konstatovani, ze
konzumace pouzitych aditiv zvySuje hyperaktivitu déti[27].

Z divodi rizik spojenych s konzumaci syntetickych barviv v sou€asnosti narlsta
trend, kdy zakaznik klade vétsi dliraz na ptirodni potraviny ¢i potraviny obsahujici ptirodni
barviva. Rada spole¢nosti na to reaguje a upousti od barveni uplné nebo zavadi uZivani
ptirodnich barvicich latek. Nékteré z ptirodnich barviv vykazuji i dalsi pozitivni vlastnosti,
které¢ zahrnuji antioxidacni vlastnosti ¢i prevenci kardiovaskuldrnich a neurologickych
chorob. Klasickymi ptiklady jsou kurkumin, antokyaniny ¢i betain. Tento trend je silngjsi
v Evropé€ nez ve Spojenych statech americkych[22,28].

Z vyse uvedenych informaci vyplyva, ze analyzovani sloZeni potravin je velmi
dulezité a analyticka chemie tak hraje klicovou roli pii ochrané zdravi a nékdy 1 dokonce
Zivotl spotiebiteld. Pozornost je nutné vénovat vSem aditiviim, mezi nimi jisté dalezitou roli
hraji pravé barviva, na néz je zaméfena tato prace. V ramci praktické ¢asti této diplomové

prace byla analyzovana nasledujici barviva:
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Tartrazin (E102), sodnd sil kyseliny tartrazinové, pouzivana v potravinafstvi jako
syntetické Zluté azo-barvivo.

Zelen S se pod oznacenim E142 pouziva v potravinafstvi jako zelené barvivo.

Indigokarmin (E132) patii mezi pouzivana barviva v potravinafstvi pro svou temné
modrou barvu.

Cerveti 2G se pod ¢islem E128 pouziva jako ¢ervené barvivo.

Zlut SY (E110) je Eerveno-Zluté barvivo schvalené pro pouZivani v potravinaiském
priamyslu.

Chinolinova zlut (E104), ¢len skupiny chinolind, tedy heterocyklické aromatické
slouceniny, se pouziva jako barvici latka s jasné zlutym odstinem.

Brilantni ¢ernt BN (E151) je pouzivané syntetické diazo-barvivo ¢erné barvy.

Erythrosin (E127), disodna sul tetraiodofluoresceinu, se v potravinaistvi pouziva pro
svou tiestiové ¢ervenou barvu.

Brilantni modi FCF (E133) je syntetické modré barvivo pouzivané v potravinafstvi.

Kurkumin (E100) je fytopolyfenolicky pigment ziskavany z rostliny Curcuma longa
pouzivany jako barvivo v potravinarstvi.

Ponceau 4R (E124) je povolené cervené barvivo v potravinarstvi.

Patentni modi V (E131) je syntetické barvivo patfici do skupiny trifenylmetanovych
barviv, s temné modrou barvou. FDA jeho pouziti nepovoluje.

Allura Cerven AC (E129) je Cervené syntetické barvivo, povolené k pouZzivani
V potravinafstvi.

Litholrubin (E180) je syntetické barvivo nerozpustné ve vodeé. Jako syté Cervené
barvivo se pouziva v potravinafstvi, K barveni textilii nebo jako souc¢ast inkousti do tiskaren.

Trans-B-Apo-8‘-karotenal (E160) patii mezi ptirodni latky nachazejici se naptiklad

v citrusovych plodech. Jako barvivo patii mezi povolena aditiva.

3.4 Barviva Vv uméni

Nateér je slozita smés pojiv spojenych s pigmenty, plniv, rozpoustédel a dalsich aditiv,
jako naptiklad UV stabilizatora ¢i latek ovliviiujicich lesk. Natéry mohou byt na olejové
bazi, kterou je kupiikladu Inény olej, nebo na vodni bazi, zahrnujici vodové barvy, akrylové
barvy, vajecné tempery, voskové barvy. Zvlastni skupinou jsou praskové barvy, které se

nanasi elektrostaticky a nasledn¢ se zahieji na vysokou teplotu[29].
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Pigmenty lze rozdélit do kategorii zemité, tradi¢ni a moderni. Zemité pigmenty
zahrnuji okry, sieny, umbry a marsové hnédi[9]. Okry jsou souhrnny termin pozivany
archeology pro sedimenty, hlinky a kameny obsahujici mineraly FeoOs nebo FeO(OH).
V zévislosti na mnozstvi obsazeného Zeleza a pritomnosti jinych minerala se okry vyskytuji
Vv riznych odstinech Cervené, zluté, hnéd¢[30]. Tradi¢ni pigmenty obsahuji kov, napiiklad
titan, kobalt, kadmium. Do skupiny modernich pigmentti fadime syntetické organické latky
jako ftalokyaniny, peryleny, chinakridony ¢i pyrroly. Pro umélce je dulezité, aby pouzité
pigmenty mé&ly vynikajici vlastnosti jak v okamziku malby, tak i za del$i dobu, kdy budou
jejich dila obdivovat dalsi generace[9].

Obecné Ize tici, ze malba je druh uméni vyuzivajici natért k zobrazeni tématu. Malby
obsahuji n¢kolik vrstev. Zakladni vrstvou je podlozka, kterou mtize byt kamen, platno, papir,
kov nebo tfeba plast. Dalsi vrstvou je podklad, ktery ma za tkol pfipravit podlozku na
naneseni natéru. Natér je dalsi vrstva, kterd obsahuje smés barvicich slozek (barviv,
pigmenti) a pojiv, a nese informacni obsah celého dila. Na barevny natér Ize nanést lak pro
ochranu nebo k zintenzivnéni barev v natéru. Jako lak se pouZzivaji napiiklad pryskytice[31].

Barevné vrstvy obsahuji mnoho organickych slozek, naptiklad syntetické pigmenty
a barviva, oleje, pryskyfice nebo polysacharidova pojiva. Pro jejich analyzu se pouziva
plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS), pyrolyticka GC-
MS, vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) ¢i infracervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci (FTIR). Optickou mikroskopii a skenovaci elektronovy
mikroskop s energiové disperznim detektorem rentgenového zafeni lze pouzit na analyzy
anorganickych slozek[32].

Dalsi techniky hmotnostni spektrometrie v analyze maleb jsou naptiklad hmotnostni
spektrometrie sekundarnich iontti s analyzatorem doby letu (SIMS-TOF) a hmotnostni
spektrometrie s desorpci a ionizaci laserem za ucasti matrice s analyzatorem doby letu
(MALDI-TOF)[29]. SIMS-TOF byla pouzita pro ilustraci k analyze kyseliny mocové a
jejich soli v kamennych malbéach v Africe, ¢imz bylo prokazéano, Ze zvifeci moc byla diive
pouzivana jako pigment[33]. MALDI-TOF je citliva technika, kterda muze slouzit
k analyzovani proteinti pouzitych jako pojiva[34].

Pro analyzu uméleckych dél je mozné vyuzit i iontovou mobilitu ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (IM-MS). lontova mobilita nabizi moznost separace pii ptimé
analyze vzork, jako je naptiklad hmotnostné spektrometrické zobrazovani raznych vrstev
barevného souvrstvi. Zkusenosti ziskané z analyzy potravinarskych barviv mohou poslouZit

jako voditko pfi analyze uméleckych d€l.
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3.5 Analyza barviv v potravinarstvi

Jelikoz jsou potraviny ¢asto smési riznych komponent, pfima analyza mize byt
problematicka. Jednim ze zptisobi, jak se vyhnout vlivu slozité matrice je extrakce. Castou
extrak¢éni metodou je extrakce na pevné fazi (SPE). V piipadé analyzy azo barviv v
potravinach jde 0 jednu z nejbéznéji pouzivanych extrakénich technik diky jeji
jednoduchosti a rychlosti. Dalsi vyhodou SPE je moznost zpracovani velkého poctu vzorka
a vysoka vytéznost extrakce. Jako nejcastéjsi sorbent se pouziva chemicky vazany oktadecyl,
v nékterych specidlnich ptipadech analyzy azo barviv se pak pouziva naptiklad styren-
divinylbenzenovy polymer. Dobrou vytéznost SPE ovliviiuje také vhodné zvolené
rozpoustédlo. Volbu rozpoustédla ovlivituje zejména sloZeni matrice analyzovaného vzorku.
Pro extrakci se nejcastéji pouziva methanol, kyselina octova, aceton, ethyl-acetat, etanol ¢i
tetra-n-butyl amonium fosfat[35].

Dalsi hojné vyuzivanou extrakéni technikou je extrakce kapalina/kapalina (LLE).
Separace nastava v diisledku relativni rozpustnosti latky ve dvou navzajem nemisitelnych
kapalinach. Jako rozpoustédla se v ptipadé extrakce azo barviv nejcastéji pouziva voda,
ethanol, methanol, isopropanol, ethyl acetat nebo cyklohexan[35].

V literatufe je popsana fada zptsobu provedeni LLE pii extrakci barviv z potravin.
Long s kol. se zaméfil na extrakei Sesti azo barviv v chilli produktech. Cilem prace bylo najit
vhodnou soustavu rozpoustédel a optimalizovat extrakéni proces pro naslednou HPLC
analyzu. Za nejlepsi zvolili smés methanol:kyselina mravenci (30:70, v/v) a chloroform.
Pfidavek nasyceného roztoku chloridu sodného do extra¢ni smési zlepsil extrakci azo barviv
do chloroformu, diky oslabeni vodikovych vazeb mezi barvivem a kyselinou. Primérna
vytéznost metody Cinila 94,1 % az 99,2 %. Navrzeny postup byl shledan vhodnym pro
rutinni monitoring zminénych azo barviv v chilli produktech[36].

Po extrakci barvicich aditiv ze vzorku potravinaiského produktu nasleduje zpravidla
samotna analytickd technika s cilem identifikace a stanoveni obsahu jednotlivych barviv.
Vzhledem k tomu, ze barviva silné¢ absorbuji zafeni ve viditelné oblasti spektra, jevi se
spektrofotometrické techniky jako velmi vhodné. K jejich pozitiviim pfispiva i fakt, Ze se
jedna o finan¢né méné naro¢né techniky sniz§im dirazem na kvalifikaci operatora.
V néekterych ptipadech vSak muze byt jejich pouziti omezeno, zejména pii analyze smési
barviv, kdy se jednotlivé absorpéni pasy mohou piekryvat[35]. Turak a Ozgur stanovovali
soucasn¢ dve¢ barviva, allura Cerven a ponceau 4R, v napojich za pouziti ¢tyt derivacnich

spektrofotometrickych metod a nasledné vysledky porovnali s referenéni HPLC metodou.
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Zaveérem konstatovali, ze navrzena spektrofotometricka metoda je jednodussi a poskytuje
rychlej§i a soucasné stejné¢ kvalitni vysledky jako referen¢ni analyza HPLC. Zaroven
spektrofotometricka metoda nepotiebuje naro¢néjsi upravu vzorku, jako tomu je u HPLC
techniky[37].

K jednodussim technikdm pouzivanych pii analyze barviv v potravinach patii
bezesporu chromatografie na tenké vrstvé (TLC). Oproti jingym chromatografickym
metodam vynika nizkou cenou a jednoduchosti. Vlajkovic s kolektivem vyvinuli a validovali
TLC metodu pro stanoveni syntetickych potravinaiskych barviv s pouzitim reverznich fazi.
Svou metodu nésledné porovnali s HPLC. Ackoli HPLC byla ptesnéjsi a poskytovala nizsi
limity detekce a kvantifikace, TLC metoda byla vyrazn¢ levnéjsi, mén¢ naro¢na, méla nizsi
spotfebu rozpoustédla a umoznovala analyzu vice vzorki najednou[38]. De Andrade a kol.
se ve své praci vénovali analyze syntetickych barviv v napojich za pouziti SPE techniky ve
spojeni s TLC analyzou. SPE =zajistila efektivni extrakci barviv, ale i pfeCisténi a
zakoncentrovani. TLC pak poskytla rychlé a spolehlivé vysledky, které si autofi ovéfili
pomoci vlastni validované metody ion-parové HPLC[39].

Jak je patrné, HPLC chromatografie patfi mezi oblibené techniky analyzy barviv
Vétsinou se pouziva v kombinaci s UV/VIS ¢i MS detektorem. Pfi analyze azo barviv se
typicky pouzivaji oktadecylova (C18) nebo oktylova (C8) stacionarni faze. Jelikoz jsou azo
barviva silné polarni latky, eluuji se velmi rychle, blizko mrtvému objemu. Jednim ze
zpusobu, jak zlepSit retenci analytu, je pouziti ion-parové HPLC (IP-HPLC), kdy se do
mobilni faze ptida napiiklad hexadecyltrimetylamoniumbromid[35]. Ansorgova a kol.
pouzili IP-HPLC ve spojeni s hmotnostni spektrometri s ionizaci elektrosprejem (ESI)
k analyze necistot v sulfonovanych azo barvivech. lon-parovacim cinidlem byl octan
triethylamonny. IP-HPLC poskytovala dobrou separaci a kompatibilitu s hmotnostnim
spektrometrem[40].

Bonan a kol. vyvinuli metodu simultdnniho stanoveni 17 syntetickych barviv
Vv potravinach za vyuziti UV/VIS HPLC, kde jako stacionarni fazi pouzili C8 a gradientovou
eluci. Barviva z pevnych vzorki byla extrahovana smési ethanol:voda, precisténa na
polyamidové SPE kolonce a eluovana bazickym roztokem metanolu. Vzorky napoju byly
pouze nafedény deionizovanou vodou (1:1, v/v) a zfiltrovany. Metoda poskytla
reprodukovatelné, piesné vysledky a protoze byla validovana v souladu s platnymi
vyhlaskami, je mozné jeji komercni vyuziti[41]. Marco lammarino spolu s kolektivem

navrhl, optimalizoval a validoval metodu soucasného stanoveni dvanacti azo-barviv v

15



masnych produktech. Pro extrakci barviv ze vzorki byla pouzita smés acetonitril, methanol,
voda, vodny roztok amoniaku (28-30%) v poméru 50:40:9:1 (v/vIv/V) v ultrazvukové 1azni.
Analyza byla provedena vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s UV detektorem.
Separace bylo dosazeno na C18 kolon¢ s gradientovou eluci, mobilni faze byla smés 0,02
mol/l octanu sodného (pH 7) a acetonitrilu. Validace metody byla provedena v souladu s
nafizenim Evropské komise 657/2002/EC a 2017/625/EU. Dosazené limity detekce
v rozmezi 1,4 - 7,5 mg/kg matrice. Autofi predstavili univerzalnéjs$i metodu analyzy barviv
Vv masnych vyrobcich neZ jsou bézné pouzivané metody[42]. Kirschbaum s kolektivem
analyzoval synteticka barviva v rybich jikrach za pomoci kapalinové chromatografie.
Vzorky jiker byly nejprve podrobeny extrakci 1 mol/l vodnym roztokem amoniaku. Tuky
byly odstranény ptidavkem n-hexanu, pH se upravilo na hodnotu 2 a barviva se adsorbovala
na polyamidovy sorbent, ze kterého byla posléze eluovana smési vodného roztoku amoniaku
a metanolu (1:9, v/v). Izolovana barviva byla nasledné analyzovana kapalinovou
chromatografii na reverzni fazi s detektorem s diodovym polem. Gradientova eluce byla
provedena binarni smési 0,1 mol/l octanu sodného (pH 7) ve vod¢ a acetonitrilu. Zavérem
studie bylo konstatovani, ze n¢které produkty obsahovaly koncentrace barviv nad limitem
stanovenym Evropskou unii nebo naopak neobsahovaly pfidand barviva uvedena na jejich
Stitku[43].

Ackoli je kapalinova chromatografie s UV/VIS detektorem nejbéznéjsi technikou pii
analyze azo-barviv, mnohdy jsou jejich spektra velmi podobna a analytici proto dopliuji
informace pouZzitim hmotnostné spektrometrického detektoru. Pro detektory UV/VIS muze
byt obtizné poskytnout strukturni informace o analytu, pfi komplexni matrici navic mize byt
selektivita detekce nedostate¢na. Pro azo-barviva se pouziva nejcastéji iontovy zdroj ESI,
jelikoZ se jedna o polarni latky. Uginnost ionizace zavisi do znaéné miry na interferencich
matrice ve vzorku a v mobilni fazi. VétSina azo-barviv se da dobfe ionizovat za pouZiti
octanu amonného nebo mraven¢anu amonného v negativnim modu[35]. Ma s kolektivem ve
své praci publikoval soucasné stanoveni syntetickych barviv rozpustnych ve vodé v napoji
a barviv rozpustnych v tucich v chilli kofeni. K tomuto vyuzili spojeni HPLC-PDA-MS
vybavené elektrosprejem. K extrakci barviv z pevnych vzorkl pouzili dimethylsulfoxid.
Kapalinova chromatografie se provadéla s gradientovou eluci. Mobilni fazi byla binarni
smés octanového pufru, obsahujici 0,02 mol/l octanu amonného a 1 % octové kyseliny, a
methanolu. Linearni rozsah odezvy ¢inil tii fady, limity detekce byly 0,01 ng az 4 ng a limity
kvantifikace byly 0,03 ng az 11,2 ng. Nova metoda stanoveni syntetickych barviv
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V potravinach byla pro svou ptesnost, reprodukovatelnost, jednoduchost a nizké limity
shledana jako vhodna pro ptipadné odhalovani panc¢ovanych vyrobku[44].

K dal$im technikam pouzivanym pii analyze barviv v potravinach se tadi kapilarni
elektroforéza. Tato technika prokazuje univerzalnost, jednoduchost, rychlost, ndklady na
analyzy patii k niz§im a spotfeba vzorku je mala. Prado a kol. vyvinuli a validovali metodu
stanoveni vSech jedenacti Vv Brazilii povolenych syntetickych barviv kapildrni
elektroforézou. Jako vzorky pouzili alkoholické napoje. Kapilarni elektroforéza probihala
v ktemenné kapilare, zakladnim elektrolytem byla smés fosfatového pufru a dodecylsiranu
sodného o vysledném pH 11. K detekci byl pouzit UV/VIS detektor. Vytéznost metody
¢inila 92,6 az 104 %. Limity detekce se pohybovaly od 0,4 pg/ml do 2,5 ug/ml, limity
kvantifikace byly v rozmezi 1,3 pg/ml az 7,1 pg/ml. Tato metodika nevyzadovala tpravu
vzorku, coz ji dodava na jednoduchosti[45]. K pouzivanym elektroanalytickym metodam
analyzy barviv patii napiiklad voltametrie na tuhych elektrodach ¢i polarografie[31,33].
Combeau, Chatelut a Vittori publikovali praci, ve které se zabyvali analyzou barviv
azorubin, allura ¢ervenn a ponceau 4R diferen¢né pulzni polarografii v nealkoholickych
napojich. Jako nejvhodnéjsi elektrolyt se ukéazal fosfatovy pufr o pH 9,1. Limity detekce
byly 31 ug/l pro azorubin, 48 ug/l pro allura ¢erven a 38 ug/l pro ponceau 4R. Vyhodou
navrzené¢ metody je moznost analyzy ptidanych syntetickych barviv za ptitomnosti
neelektroaktivnich ptfirodnich barviv. Identifikace a kvantifikace syntetickych barviv byla

jednoducha a ptesna, nebylo potieba zadné slozité Gpravy vzorku[48].

3.6 Iontova mobilitni spektrometrie

Iontova mobilitni spektrometrie IMS je instrumentalni metoda, ktera separuje latky
Vv plynné fazi. Slozky vzorku jsou ionizovany a nasledné jsou ionty V plynné fazi separovany
pfi prichodu mobilitni celou s inertnim plynem za plsobeni elektrického pole. lontova
mobilitni spektrometrie byla poprvé piedstavena pod nadzvem plasmova chromatografie
Francisem W. Karasekem, University of Waterloo[49]. Jedna se o techniku dovolujici
kvantitativni 1 kvalitativni analyzy riznorodych latek s velmi dobrou citlivosti a relativné
nizkymi naklady[50].

Jako iontové zdroje se viontové mobilitni spektrometrii nejcastéji pouzivaji
radioaktivni izotop *Ni, UV zafeni a korénovy vyboj (CD). Ionizace CD je povaZovéna za
spolehlivou a v soucasnosti se pouziva pro detekci mnoha riznych latek. Mezi hlavni

vyhody patii jeji jednoduchost a zvySeni poméru signal/Sum, coz vede k zvySeni
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dynamického rozsahu a citlivosti[51]. CD-IMS mtize byt pouzita v negativnim i pozitivnim
moédu. V pozitivnim modu je analyt ionizovan pii ion-molekulové reakci. Pouzitim riznych
iont, které zpusobuji ionizaci analyzovanych latek, Ize dosahnout sniZeni pozadi ¢i zvySeni
citlivosti odezvy[50]. Latky jako amoniak ¢i n-nonylamin se bé&Zzné pouzivaji jako zdroj
téchto ionti[36,37].

Zatizeni pro iontovou mobilitni spektrometrii se skladéd z iontového zdroje, iontové
brany, driftové ¢asti (mobilitni cely) a detektoru. Ucelem iontové brany je pfivedeni ionti
z iontového zdroje do driftové ¢asti. Mobilitni celu muze tvorit driftova trubice slozena
z prstencovych elektrod, na kterych je délicem napéti nastaveno elektrické pole (cca 200
V/cm). Vlivem tohoto elektrické pole ionty putuji do detektoru, obycejné Faradayova
poharu. Z ngj zesileny signal je synchronizovan s pulzem iontové brany, ktery vypustil ionty
do driftové ¢asti. Timto ziskdme mobilitni spektrum, zavislost iontového proudu na case
prichodu iontu (driftovy cas)[53]. V soucasnosti je bézné spojeni iontové mobilitni
spektrometrie s hmotnostni spektrometrii (IM-MS), kombinujici vyhody obou metod.
Techniky poskytuji komplementarni informace o iontech analytu[54].

Veli¢ina popisujici rychlost iontd v IMS se nazyva driftova rychlost vq. lonty
pohybujici se v plynném médiu za ptitomnosti elektrického pole E jsou urychlovany a
zpomalovany srazkami s molekulami plynu. lonty se pohybuji imérné intenzité elektrického
pole E dle rovnice 1[55].

vy = KE )
kde konstanta imérnosti K se nazyva iontova mobilita, obycejné vyjadiend v cm?
Vst K mtzeme ziskat z rovnice 2, kde tq je driftovy ¢as, za ktery ionty urazi vzdalenost

L a E znaci intenzitu elektrického pole[56].
K = L 2
= It )

Pro vypocet iontové mobility K mizeme pouzit Mason-Schampovu rovnici 3[55].

3 2 m+M1
g =>4 — 3)
16N |Thky | mM O

kde g je naboj iontu, N pocet atomti/molekul driftového plynu v jednotkovém

objemu, m hmotnost atomu/molekul driftového plynu, M hmotnost iontu, ks Boltzmannova
konstanta, T termodynamicka teplota, Q srazkovy prifez.
Piepoétem K na teplotu 273 K a tlak 760 torrt dostaneme redukovanou konstantu

umérnosti Ko 4[56].
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kde P je tlak tlumiciho plynu, T teplota.

3.7 Provedeni iontové mobilitni spektrometrie

Iontova mobilitni spektrometrie méa riznd konstrukéni zpracovani. Nejjednodussi
uspotfadani je pouziti linearni driftové trubice (Drift Tube lon Mobility Spectrometry,
DTIMS) zobrazené na obrazku 1. Jde o rovnou trubici slozenou z vodivych prstenci,
kterymi je v jejim vnitinim prostoru udrzovano elektrické pole. Pted trubici je iontovy zdroj,
na konci pak detektor méfici iontovy proud. Za iontovym zdrojem je Stérbina ptivadéjici
skupiny iontl v pulsech do driftové Casti-trubice, kde probihd separace ionti podle
rozdilnych hodnot mobilit. Driftovou trubici proudi driftovy plyn, obvykle helium nebo
dusik, ktery klade odpor pohybu ionti. Malé kompaktnéjsi ionty prochazi separacni ¢asti
rychleji a dopadnou na detektor diive nez vétsi ionty z divodu niz§iho poctu srazek
s molekulami plynu (za ptedpokladu stejného naboje a hmotnosti). Métenim driftového ¢asu
iontu, ur¢enim K (rovnice 2) a jejim naslednym dosazenim do Mason-Schampovi rovnice 3
mizeme ziskat srazkovy prufez (CCS). CCS odpovida plose v prostoru, kterou je analyt

schopen interagovat s molekulami driftového plynu, zatimco volné rotuje v prostoru[55-57].

ana\‘ﬂé‘o(

Obrazek 1 Schéma provedeni iontové mobility v driftové trubici, pfevzato z cit. [54],
upraveno. Trubice je naplnéna driftovym plynem a ionty se pohybuji smérem

k hmotnostnimu analyzatoru (pro spojeni IM-MS)

Zvyseni rozliSeni 1ze dosahnout prodlouzenim drahy letu iontu, zvySenim intenzity

elektrického pole a snizenim teploty[58]. Dulezitou roli hraje i driftovy plyn. Volba
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vhodného driftového plynu zavisi na polarizovatelnosti a velikosti jeho molekul[59].
Nekteré nové koncepty se snazi o zvyseni separace prodlouzenim drahy letu, avsak bez
prilisného zvétSeni piistroje. S. I. Merenbloom spolu s kolektivem jako prvni zkonstruoval
viceprichodovou IMS s cyklickou driftovou trubici. Elektrické pole je pfivadéno na Ctyfi
zaktivené segmenty driftové trubice, kterou mohou ionty opakované prochazet, coz
umoziuje zlepSeni separace ionti[60].

Iontova mobilita s vyuzitim vysokonapétové asymetrické viny (FAIMS) je dal§im
hojné vyuzivanym typem iontové mobilitni spektrometrie (Obr. 2). Separace ionti je dana
rozdilnymi hodnotami mobilit pfi pasobeni silného elektrického pole (20000 V/cm) a
slabého elektrického pole (1000 V/cm)[61]. Buryakov a kol. poprvé uvedli techniku FAIMS
v roce 1993[62]. Sklada se ze dvou paralelnich elektrod, na které se vklada napéti. lonty jsou
unaseny proudem nosného plynu do prostoru mezi elektrodami smérem k detektoru, ktery
je za elektrodami. Ionty vstupujici mezi elektrody jsou vystaveny kolmo piisobicimu
proménlivému elektrickému poli, které je strhava k elektrodé. Po vlozeni kompenzacniho
napéti na elektrodu mohou urcité ionty projit do detektoru. Mobilitni spektrum je zdvislost
iontového proudu na kompenza¢nim napéti[63]. Jestlize jsou elektrody blizko u sebe, 1ze
mezi nimi generovat elektrické pole vyssi intenzity, coz v disledku umoziuje lepsi separaci
iontt. Tento piedpoklad déla z FAIMS atraktivni techniku pro miniaturizaci. FAIMS
muzeme dé€lit podle uspofadani elektrod na planarni a cylindrickou. Planarni verze je také
nazyvana diferencni mobilitni spektrometrie. Analytickd mezera mezi elektrodami
V planarnim uspotadani je v intervalu od 35 um do 2 mm, pro cylindrickou verzi 1,5 mm az

3 mm. Délky elektrod jsou v rozmezi 300 pm az 50 mm[55].

~V(
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iontovy

zdroj
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Obrazek 2 Schématické znazornéni iontové mobility s vyuzitim asymetrické viny, pievzato
z cit. [56], upraveno. Na elektrody se vklada stiidavé silné a slabsi elektrické pole, ¢imz se
vytvaii asymetricka vina. lonty s uréitou mobilitou mohou projit po vlozeni konkrétniho

kompenzacniho napéti (zde CV2 pro zelené oznacené ionty)
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Tteti typ iontové mobilitni spektrometrie vyuziva putujici viny (TWIMS), ve které
je fada za sebou jdoucich kruhovych elektrod, na které se ptivadi symetricka vlna potencialu
putujici po celé délce trubice (Obr. 3). Tato vlna unasi ionty rychlosti zavislou na jejich
hodnotach mobilit a riizné ionty dopadaji na detektor v nestejném case. Malé ionty se
stfetavaji s molekulami plynu méné nez velké ionty, které tak dopadaji na detektor
pozd¢ji[55]. TWIMS byla poprvé piredstavena Gilesem a kol. v roce 2004 a komeréni
uvedeni na trh nasledovalo dva roky poté, v roce 2006, firmou Waters pod nazvem SYNAPT
HDMS[64]. TWIMS technologie prosla velkou revizi v roce 2009 a byl ptedstaven novy
pristroj SYNAPT G2. Hlavni zménou bylo zvySeni pracovniho tlaku v driftové casti
pouzitim nového segmentu zavadéni iontl, prodlouzeni driftové ¢asti a zvyseni napéti pro
putujici vilnu, coz umoznilo lep$i separaci ionti. Modely SYNAPT G2S a G2Si byly
ptredstaveny v letech 2011 a 2013 a obsahovaly novy iontovy zdroj a iontovou optiku,

ptedstavuji efektivni spojeni iontové mobility a hmotnostni spektrometrie[65].
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Obrazek 3 Schéma iontové mobilitni spektrometrie s vyuzitim putujici viny, pfevzato z Cit.

[56], upraveno. Na kruhové elektrody se piivadi symetricka vina potencialu, ktera putuje

po celé délce mobilitni cely a unasi ionty

Dalsi typem provedeni iontové mobility je diferencni mobilitni analyzator (DMA),
ve kterém se ionty s riiznymi iontovymi mobilitami déli v prostoru (Obr. 4). lonty analytu
jsou unaseny proudem plynu kolmo ke dvéma elektrodam. Elektrické pole mezi elektrodami

zpusobuje pohyb nabitych ¢astic k opa¢né nabité elektrodé[55].

21



pratok plynu

~

—

>

[y

vzdalenost

)
Q.
©
c

Obrazek 4 Schéma diferen¢niho mobilitniho analyzatoru, pievzato z cit. [66], upraveno

Planarni DMA je vhodnad pro spojeni s hmotnostni spektrometrii s ionizaci za
atmosférického tlaku. Schéma planarniho uspofadani diferenéniho mobilitniho analyzatoru
je zobrazeno na obrazku 4. Nosny plyn s ionty analytu vstupuje do DMA, ionty se pohybuji
vlivem elektrického pole a proudu plynu. Pouze ionty s ur¢itou mobilitou opusti DMA
vystupni Sté€rbinou. lonty s vys§i mobilitou jsou proudem plynu odchyleny méné neZ ionty
s mensi mobilitou[67].

Iontova mobilitni spektrometrie se zachytem iontd (TIMS) je poslednim typem
konvenénich technik IMS (Obr. 5). Sklada se ze tii ¢asti — vstupni ,,nalevky*, mobilitniho
analyzatoru a vystupni ,,nalevky*. lonty jsou obvykle generovany ionizaci elektrosprejem a
vstupuji do mobilitni cely. V ni pisobi slabé elektrické pole proti unaseni iontt driftovym
plynem. Dojde Kk vyrovnani pusobicich sil a ionty jsou podélné¢ zachyceny v riznych

mistech. Postupnym snizenim intenzity elektrického pole ionty opousti mobilitni celu[68].
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Obrazek 5 Schématické znazornéni TIMS, pievzato z cit.[69], upraveno

Ackoli ma sama o sobé& iontova mobilitni spektrometrie fadu uplatnéni, spojenim
S hmotnostni spektrometrii poskytuje znatelné siln€js$i nastroj pro analyzu slozitych smeési
latek. Parametr srazkového prifezu napomaha k identifikaci struktur iontd spolu
s hmotnostnim spektrem. Iontova mobilita s hmotnostni spektrometrii IM-MS nachazi sva
uplatnéni naptiklad pti analyze izomerd, které lze rozlisit praveé na zakladé rozdilnych CCS
hodnot. Krom¢ toho doba IMS analyzy je vyrazné¢ kratS$i ve srovnani s kapalinovou
chromatografii ¢i plynovou chromatografii[70]. Mezi nevyhody lze zafadit horsi rozliseni
latek oproti chromatografickym technikdm a u nékterych technickych feSeni nutnost
kalibrace pro ur¢ovani CCS. V nékterych piipadech mize chybét vhodny kalibrant, typicky
pfi analyzach velkych proteinovych komplext. Limitujici mtze byt také proces ionizace,
naptiklad hydrofobni membranové proteiny se obtizné ionizuji vétSinou ionizacnich
technik[71]. Néktera uspotadani IMS ani neumoznuji uréeni CCS hodnot (napt. FAIMS),
ale i tak mohou vyznamné zlepsit selektivitu méteni pfi spojeni IM-MS.

Ve snaze dale zlepSit rozliSeni latek jsou naptiklad vyvijeny jiz zminéné cyklické
iontové mobility. Kromé cyklické driftové trubice sem patii 1 cyklické uspotadani pro
TWIMS zobrazené na obrazku 6. lonty jsou pomoci pole elektrod prevadény do cyklického

usporadani TWIMS a mohou jim nékolikrat projit, coz dovoluje zlepsit separaci[70].
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Obrazek 6 Schéma cyklické TWIMS pievzato z cit. [70]. (A) celkové schéma pfistroje
cyklické TWIMS ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem; (B) detail na cyklickou ¢ast
ptistroje; (C) oblast vstupu/vystupu iontll, s vyznacenim elektrodového pole; (D) slozeni

elektrod cyklické IMS

3.8 Pouziti iontové mobilitni spektrometrie

Mezi oblasti s nejvétsi plisobnosti iontové mobilitni spektrometrie patii bezesporu
analyza vybus$nin. AnizZ si to uvédomujeme, osobné¢ Se s ni pravdépodobné potkala vétSina
Z nas. Jde 0 jedno ze zafizeni na letistich, kterym se testuji 0soby a zavazadla na ptitomnost
vybusnych ¢i jinych zakézanych latek, nebot' je schopné detekovat i velmi nizké
koncentrace. V nékterych ptipadech pouzivaji armadni specialisté pienosné IMS pro
analyzu chemickych bojovych latek[72]. Iontova mobilitni spektrometrie je vhodna i pro

forenzni ucely. J. R. Verkouteren a J. L. Staymates ve své praci z roku 2011 pouzily iontovou
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mobilitni spektrometrii ke stanoveni osmi navykovych latek, jako naptiklad metamfetamin,
3,4-metylendioxymetamfetamin hydrochlorid, kokain ¢i herion. Po ziskani hodnot mobilit
jednotlivych substanci z analyzy standardd provedly analyzu redlnych vzorkd, drog
zadrzenych policii. Metoda byla shledana jako vhodna pro kvalitativni analyzu vétSiny
nejbéznéjsich navykovych latek. Za jeji hlavni vyhody byla povazovana jeji rychlost a
potieba minimalni upravy vzorku[73]. T. Khayamian s kolektivem vyvinul metodu analyzy
morfinu a noscapinu iontovou mobilitni spektrometrii S ionizaci korénovym vybojem.
Noscapine je druhy nejzastoupenc;jsi alkaloid v opiu. Detekéni limity metody byly fadové
1011 g a linearni dynamicky rozsah pro obé slou¢eniny byl tfi fady. Obé latky mohly také
byt stanoveny soucasné za pouziti metody standardniho ptidavku[74]. Ve forenznich védach
Ize iontovou mobilitni spektrometrii pouZit i pro analyzu povystielovych zplodin. Latky jako
nitroglycerin, nitroceluldzu ¢i dusi¢nany lze detekovat a prokdzat tak manipulaci se stielnou
zbrani. Pro sniZeni detekénich limitd se vyuziva mikro-extrakce na tuhé fazi pred IMS[75].
Hybridni technika iontova mobilita s hmotnostni spektrometrii IM-MS a jeji spojeni
vzorku. Téchto vyhod l1ze vyuzit naptiklad v antidopingové kontrole. Vzorky jsou zde slozité
biologické smési a hledané latky mohou byt pfitomny ve velmi nizkych koncentracich. M.
Hernandez-Mesa a kol. sledovali ve své praci pomoci této technologie metabolity faze 11
steroidll ve vzorcich moci. Spojenim iontové mobility a LC-MS systému bylo dosazeno
zlepSeni poméru signal/Sum. Implementace iontové mobility poskytla novy identifika¢ni
parametr CCS a umoznila separaci izomernich steroidnich pard, jako naptiklad glukuronida
19-noretiocholanolonu a 19-norandrosteronu. Pii pouzité metodice nebyly hodnoty CCS
znateln¢ zatizeny vlivem matrice[76].

Odvétvim, ve kterém se vyuziva iontové mobilitni spektrometrie, je i zeméd¢lstvi a
analyza slozek zivotniho prostfedi. V soucasnosti se pii péstovani plodin pouzivd mnoho
chemickych latek, jako jsou naptiklad hnojiva, pesticidy a insekticidy. Ackoli tyto latky mayji
pozitivni vliv na trodu, jejich konzumace spotiebiteli je ze zdravotniho hlediska nezadouci.
IMS je pro své vlastnosti pouzivand analytickd technika pro kontrolu jejich obsahu
Vv produktech, piidé ¢i vodach. Tuovinen a kol. pouzili uspésné IMS pro identifikaci organo-
fosfatovych pesticidi jako diazinon, dimethoat, parathion a karbamatové slouceniny
aldikarb v kapalném vzorku. Pro stanoveni pouzili kladnou polaritu méfeni. Detekéni limity
byly v ng az pg. Pfi méteni byl vliv pozadi minimalni. Hlavnimi vyhodami pouzité metody
jsou rychld odezva, vysoka citlivost, méfeni par vredlném cCase a nizkd finan¢ni

naro¢nost[77]. Dusikata hnojiva hraji vyznamnou roli v produkci dusi¢nanti a dusitant
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v prirod¢. Reakci dusitanu a sekundarniho aminu, které lze ziskat z potravy, vznika
Vv lidském téle zdravi Skodlivy nitrosoamin. Dusi¢nany jsou obecné stabilnéjsi a méné
toxické nez dusitany, avsak lehce podléhaji biodegradaci mikroorganismy a vznikaji z nich
dusitany. Jafari s kol. publikoval metodu sou¢asného stanoveni dusitani a dusi¢nanti pomoci
IMS s ionizaci elektrosprejem ve vzorcich brambor a vody. Bézné pouzivané techniky pro
nakladnéjsi. Pro IMS stanoveni nebyly vzorky derivatizovany. Dosazené detek¢ni limity
dusi¢nanti a dusitant byly 4,7 pug/l a 3,8 pg/l. Linearni dynamicky rozsah ¢inil dva fady a
RSD pro oba ionty byla pod 5 %. Vyhodou nové metody je nenaro¢na tdrzba pfiistroje,
rychlost analyzy a niz$i financni ndklady. V porovnani s konvencné pouzivanymi
technikami poskytuje stejné spolehlivé vysledky[78].

Iontova mobilitni spektrometrie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii nabizi vyhody
napiiklad pfi analyze izomer. Ahonen a kol. ve svém ¢lanku prezentuji iontovou mobilitni
spektrometrii s putujici vinou ve spojeni s MS jako rychlou, spolehlivou metodu poskytujici
reprodukovatelné vysledky separace derivatizovanych steroidnich latek. Tti izomerni pary
steroidnich latek byly analyzovany v nativni formé a jako p-toluensulfonylizokyanéatové
derivaty. Nativni latky byly od sebe separovany, avsak nedoslo k separaci izomerd. Separace
1izomert byla dosazena pomoci derivatizace, ktera také zvétsila rozdily mezi velice blizkymi
hodnotami CCS. Rozliseni pikd bylo blizké zékladni linii. U vSech analytd byly limity
detekce pod 25 ng/ml. Autofi se také zabyvali vlivem driftového plynu a demonstrovali, Ze
pouziti dusiku vedlo k lepsi separaci derivatizovanych izomerti nez pouziti oxidu uhli¢itého.
Doba TWIM-MS méfeni je v fadech milisekund, coz znamena, Ze metoda umoziuje témef
okamzitou separaci, charakterizaci a kvantitativni vyjadieni steroidnich latek. Téchto vyhod
mohou vyuzit kupfikladu forenzni laboratofe ¢i antidopingové kontroly[79]. Uvedena
rychlost méfeni vSak nezahrnuje celkovou dobu analyzy, kde kritickym krokem z hlediska
¢asu muze byt naptiklad ptiprava vzorku.

Sysoev s kol. pouzil spojeni iontové mobility V driftové trubici a hmotnostni
spektrometrie s analyzatorem doby letu K rychlé identifikaci trifenylmetanovych barviv,
ktera jsou obsaZena v inkoustu kulickovych per. Ctyfi barviva, riizné typy violeti, byla
uspeésné prokazana. Jelikoz inkousty kulickovych per obsahuji iontové slouceniny, bylo
predpokladano, Ze analyty budou poskytovat stabilni ionty, coz bylo potvrzeno. Vsechny
latky poskytovaly ionty [M — CI]" a rozdilné hodnoty redukovanych mobilit. Vzorek
inkoustu byl z papiru extrahovan 1 ml acetonitrilu s pfidavkem 0,5 % kyseliny mravenci po

dobu 2 hodin za pokojové teploty a nasledné zaveden ptimou infuzi do ESI zdroje. Autofi
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se také snazili odhadnout koncentraci barviv ve vzorku a dosli k zavéru, ze barviva byla
ptitomna fadoveé v desitkach az stovkach pg/ml. Vyhodou pouzité metody je predevsim
rychlost samotné analyzy, ktera je o vice nez fad vyssi nez u konvenéné pouzivané LC/MS
techniky, kde jednotlivé analyzy trvaji i desitky minut[80]. Jiao s kol. vyvinul metodu
soucasného stanoventi tii azo barviv (allura Cervei, para ¢erven a oranz II) iontovou mobilitni
spektrometrii S ionizaci elektrosprejem v potravinach. Za nejvhodnéjsi k extrakci barviv
zvolili autofi po optimalizaci smés methanol:voda 9:1 (v/v). Standardem pro IMS byla
kyselina citronova. Dosazené limity detekce byly 0,1; 0,05 a 0,2 pg/ml pro oranz II, allura
Cerven a para ¢erven linearni rozsah odezvy ¢inil dva fady. Navrzena metoda je rychla,
jednoducha a finan¢né nenarocna alternativa k bézné pouzivanym technikam analyzy barviv
Vv potravinach[81]. Sun a kol. pouZili sorbent na bazi polydopaminu v mikro extrakci na
pevné fazi a naslednou IMS pro stanoveni sudanovych barviv v rajcatové omacce.
Optimalizaci extrakénich podminek bylo prokazéno, ze testovany sorbent je vhodny
k extrakci sudanovych barviv. Analyza iontovou mobilitni spektrometrii s korénovym
vybojem uspésné detekovala vSechna barviva. Detekéni limity byly v rozsahu 0,05 az 0,25
ng/g, vytéznost metody byla v rozmezi 81 az 91,3 %. Autofi vyvinuli novou spolehlivou
screeningovou metodu stanoveni sudanovych barviv[82]. Midey s kol. vypracoval novou
metodu detekce aditiv a necistot v potravindch vysokouc¢innou iontovou mobilitni
spektrometrii s ionizaci elektrosprejem. Testované piidatné latky byly ftalaty, povolena a
zakézana barviva (FD&C Modi ¢. 1, FD&C Zlut &. 5a¢. 6, FD&C Cervei &. 2 a 40, ponceau
4R, rhodamin B, malachitova zelen a sudan I) a umé¢la sladidla. Analyza ftalatt byla az tiicet
krat citlivéj$i nez konvenéni metoda kapalinové chromatografie, a to dokonce v realnych
vzorcich napojl, bez pouziti naro¢né Gpravy vzorkl. Limity detekce barviv byly v rozmezi

0,01 az 0,02 ng/ul. Novou metodu autoii doporucuji k rychlé kontrole potravin[83].

3.9 Srazkovy prifez

Iontova mobilitni spektrometrie je post-ioniza¢ni separacni technika schopna
separovat ionty ruznych tvart, velikosti a konformaci podle jejich srazkového prufrezu
(Collision Cross Section, CCS, Q). Separace iont se odehrava v fadech milisekund, coz je
vhodné pro spojeni s TOF MS. CCS je jedine¢na fyzikalné-chemicka charakteristika
molekuly.[84]. U¢inny srazkovy prifez je dan interakci iontu s molekulami driftového
plynu[85]. Hodnota CCS je zavisld na typu pouzitého driftového plynu. Cim vétsi jsou

molekuly plynu, tim vétsi bude srazkovy prutez[86].
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V piipad¢ iontové mobility v driftové trubici mize byt hodnota CCS vypoctena
z driftového ¢asu dosazenim do Mason-Schampovi rovnice 3, jsou-li znamy vsechny ostatni
veli¢iny. U iontové mobility s putujici vinou je k urceni srazkového priifezu nutnd kalibrace.
Kalibrace se provadi na standardy se znamymi hodnotami CCS. Také je vhodné, aby
kalibrant byl svou strukturou podobny analytu[87], coz je vSak mnohdy obtizné nebo
nemozné zajistit. lontovou mobilitou s vyuzitim vysokonapétové asymetrické viny nelze
urcit CCS. Je to z diivodu, Ze na rozdil od DTIMS a TWIMS se béhem experimentu mize
mobilita iontu a tedy jeho CCS ménit. Mobility mohou byt rizné vslabém a silné
elektrickém poli[88].

Srazkovy prufez miize slouzit k uréeni struktury neznamé latky. Samotné hodnoty
CCS avSak nestac¢i a je tfeba je pouzit jako komplementarni informace k nuklearni

magnetické rezonanci, hmotnostni spektrometrii ¢i rentgenostrukturni analyze[89]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Ptistroje a chemikalie

K méfeni vzorkd syntetickych barviv byly pouzity hmotnostni spektrometry
s iontovou mobilitou SYNAPT G2-S HDMS a SELECT SERIES Cyclic IMS (oba Waters,
Manchester, Velka Britanie) oba vybaveny ionizaci elektrosprejem. K davkovani realnych
vzorkli do hmotnostniho spektrometru SYNAPT G2-S HDMS byl pouzit automaticky
davkovac kapalinové chromatografie ACQUITY FTN AutoSampler (Waters, Manchester,
Velka Britanie). Vzorky standarda a kalibrantti se navazovaly na vahach Mettler Toledo
(Praha, Ceska republika). Realné vzorky byly piipraveny pomoci centrifugy Eppendorf
miniSpin plus a ultrazvuku Elmasonic S 60 H. Nastaveni parametra jednotlivych iontovych
zdrojii je uvedeno v tabulkach 1V, V, V1. Ovladani a sbér dat byly zajistény prostiednictvim

software Waters MassLynx V4.1 SCN909. (Waters, Manchester, Velka Britanie).

Tabulka IV Parametry nastaveni ptistroje SYNAPT G2-S pro méfeni v negativnim modu

parametry hodnoty
nap¢ti na sprejovaci kapilate (kV) 2,0
napéti na konusu (V) 40
offset zdroje (V) 100
teplota zdroje (°C) 150
prutok desolvata¢niho plynu (I/hod) 800
teplota desolvata¢niho plynu (°C) 600

Tabulka V Parametry nastaveni pfistroje SYNAPT G2-S pro méfeni v pozitivnim modu

parametry hodnoty
napéti na sprejovaci kapilare (kV) 2,96
napéti na konusu (V) 100
offset zdroje (V) 80
teplota zdroje (°C) 150
prutok desolvata¢niho plynu (I/hod) 400
teplota desolvatac¢niho plynu (°C) 400
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Tabulka VI Parametry nastaveni ptistroje SELECT SERIES Cyclic IMS pro méfeni v

negativnim modu

parametry hodnoty
nap¢ti na sprejovaci kapilatre (kV) 2,0
nap¢ti na konusu (V) 60
offset zdroje (V) 10
teplota zdroje (°C) 100
pratok desolvata¢niho plynu (I/hod) 800
teplota desolvata¢niho plynu (°C) 280

Pouzité chemikalie: methanol HPLC kvality (Fisher Chemical, Pardubice, Ceska
republika), voda (upravena na pfistroji Direct — Q VV Millipore, Merck, Darmstadt,
Némecko), kyselina mravendi p.a. (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika), hydroxid sodny
99 % (Merck Millipore, Praha, Ceska republika), acetonitril p.a. (VWR International,
Stifbrna Skalice, Ceska republika), dimethylsulfoxid HPLC kvality (Merck Millipore),
polyalanin (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika).

K analyze byly pouzity standardy barviv tartrazin, zelen S, indigo karmin, ¢erven 2G,
zlut’' SY, chinolinova Zlut, brilantni ¢ertt BN, erythrosin, brilantni mod#, kurkumin, ponceau
4R, patentni modf, allura ervenn AC, lithol rubine, trans-p-apo-8‘-karotenal od vyrobce
Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika). Jako realny vzorek byla pouZita baleni cukrovinek
Skittles Fruit, Skittles Sour. Pfehled sumarnich vzorct, E ¢isel, monoisotopovych relativnich

molekulovych hmotnosti a struktur analyzovanych barviv je uveden v tabulce VII.

Tabulka VII Piehled sumarnich vzorct, E ¢isel, monoisotopovych molekulovych

hmotnosti a struktur pouzitych barviv

Nazev Oznaceni  Sumarni vzorec ~ Monoisotopova Struktura
relativni
molekulova
hmotnost
Allura ¢erven  E 129  CigH14N2Na20sS: 495,9987 G0 -
= %, Ma
(o]
AC oA
_N
N/
HiC—0
| S
e CHy
O:?:O
0" Na
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Brilantni E 151 C2sH17NsNas014S4 866,9246 . o Na®
= Ha” g 0—=5—0
éer n BN N o\‘ O\//S/; _
05550 0 |
&t
OH HMN o]
VRS s \ f? '—I
- == J’?koiNf
0]
Brilantni E 133 C37H34N2Na20gS3 792,1222 HBCW
N \\S”O MNa
modi FCF Qj /\\ b
e
Cerveii 2G E 128 Ci18H13N3Na20sS2 508,9939 Na’ ogsf,fo "
& -
OH
= \N;N T
0=5=0 | e
C‘)_
Na
Erythrosin E 127 C20Hel4Na20s 879,6189
MNa
Chinolinova E 104 C1sH11NO2 273,0790 “ 7 _
Zlut | g e N
0 _
Indigokarmin E 132 C16HgN2Na20gS» 465,9517 NE+OLS,,O OH O O\\s/o_ Na®
/ )
ST
NH N
Kurkumin E 100 C21H200s 368,1260 §t T CHy
OIS B
HO O oH
Litholrubin E 180 Ci1sH12N2Ca06S 424,0042 i
[ °
& OH ¢,
N
o o
\\S\\O
CH,
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C18H12N2Na2O6S

Patentni E 131 C27H31N207S2 559,1573
modi V
Ponceau 4R E 124  CyoH11N2Na3010S3 603,9269
Tartrazin E 102 C16H9gN4NaszO9S2 533,9504 /@(”EN
O\ J 0 Ma
Na O_Es\\o HO N{L
O*,Sao
Na+o-
R _ Hi . [CH3 CH, CHs
Trans-g-apo E 160 C3oH400 416,3079 WH
8¢-karotenal | - o c
Zelen S E 142 C27H25N2NaO7S, 576,1001 Rl "*.-i-* Hs
:S:'; = HK
L P
o i = -
[!m *fJ: " ];‘:-_r*l\-:f—-;n
T I\
:w_—i =0 CH,
Zlut SY E 110 C16H10N2Na207S2 451,9725 '

Informace o vyse uvedenych barvivech byly ¢erpany z chemické databdze PubChem

patiici spolecnosti National Center for Biotechnology Information ke dni 12.10.2019[90].
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4.2 Pracovni postup

4.2.1 Ptiprava zasobnich roztoki barviv

Koncentrace zasobnich roztoki barviv byla 0,1 mg/ml. Navazky vsech standardi
barviv kromé latky Litholrubin byly rozpustény v odpovidajicim objemu smési rozpoustédel
methanol:voda (1:1, v/v). Navazka barviva Litholrubin byla rozpusténa v odpovidajicim
objemu rozpoustddla dimethylsulfoxidu. Redénim smési rozpoustédel methanol:voda (1:1,
vIv) byly pfipraveny pracovni roztoky o koncentraci 1 pg/ml. Pracovni roztoky byly
zfiltrovany ptres 13 mm PTFE mikrofiltr s velikosti port 0,22 um (Labicom, Olomouc, Ceska
republika).

4.2.2 Ptiprava kalibrantii

Nejprve se ptipravil zasobni roztok polyalaninu o koncentraci 1 mg/ml ve smési
H20:ACN (1:1, v/v). Poté bylo pfipraveno 10 ml pracovniho roztoku (2 pg/ml), ktery
obsahoval 20 pl zasobniho roztoku polyalaninu, 1 pl 0,1% HCOOH, odmérna baika se
nakonec doplnila po rysku smési H2O:ACN (1:1, v/v).

Druhy kalibra¢ni roztok byl mravenéan sodny. Objem 10 ml kalibrantu obsahoval 1
ml 0,1 mol/l NaOH, 1 ml 10% HCOOH a poté byl doplnén po rysku smési H2O:ACN (1:4,

VIV).

4.2.3 Priiprava realnych vzorka

Pro analyzu byly pouzity bonbony Skittles Fruit a Skittles Sour. Ptiprava vzorkt
bonboéntli spocivala v odebrani tfech bonbdnt stejné barvy z kazdého baleni. Trojice se
ponotily do dimethylsulfoxidu a ponechaly v ultrazvuku po dobu 4 min. Odbarvené bonbony
byly vyjmuty a barevné roztoky byly nafedény 50 krat smési methanol:voda (1:1, v/v).
Z natedénych barevnych roztokti byly odebrany 2 ml do mikrozkumavek Eppendorf, které

byly centrifugovany pii 1400 otackach za minutu a nasledné méfeny.

4.2.4 Prubéh méfeni

Meéfeni jednotlivych barviv a polyalaninu (kalibrace pro stanoveni CCS) probihalo
V navaznosti za sebou. Nejprve byl proméien polyalanin, po kterém nasledovalo Sest méteni

barviva a na zavér byl opét proméfen polyalanin. Vsechna méfeni standardii i kalibrace
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probihaly pfimym zavadénim pracovnich roztokt do iontového zdroje prutokem 10 pl/min.
U pfistroje SELECT SERIES Cyclic IMS muselo byt méfeni kalibrantu opakovano
dodate¢né. Hmotnostni kalibrace byla provadéna na mravencan sodny (pritok 10 pl/min).
U pftistroje SELECT SERIES Cyclic IMS bylo méfeni realnych vzorkl provedeno
ptimou infizi. Méfeni realnych vzorki na hmotnostnim spektrometru SYNAPT G2-S byla
provedena ve spojeni s automatickym davkovacem kapalinové chromatografie. Objem 10 pl
vzorku byl davkovan do mobilni faze, kterou byla H20, o pratoku 0,4 ml/min. Doba analyzy

byla nastavena na 2 min.

4.2.5 Zpracovani dat v programu DriftScope

DriftScope je soucasti softwaru MassLynx a slouzi k vyhodnoceni zaznamu
ziskanych iontovou mobilitou. Kromé prohlizeni dat, odecitani driftovych ¢ast, uréovani
CCS je vyuzivan k exportu dat do prostiedi MassLynx. Pro urcovani hodnot CCS byla
vyuzita manualni kalibrace a nasledujici postup (nebyl pouzit Driftscope). Hodnoty m/z,
naboje, molekulové hmotnosti a driftového €asu pro standardy byly zadany do excelovského
prostiedi ,,CCS calibration spreadsheet (poskytnuto firmou Waters, © Johanna Hofmann,
Kevin Pagel, Fritz-Haber-Institut der Max-Planck-Gesellschaft, Berlin), ve kterém byly
vypocteny kalibrac¢ni zavislosti a ty nasledné aplikovany na métené latky[91-93]. Kalibrace
byla zaloZena na logaritmické zavislosti:

In(CCS") = x In(dt") +InA (5)

Na zékladé experimentalnich dat pro kalibrant (polyalanin) byly pro Synapt zjistény
hodnoty parametrii x = 0,4964, A = 447,4. Pro SELECT SERIES Cyclic IMS pak hodnoty
nabyvaji hodnot x = 0,4317, A = 585,2.

V rovnici 5 jsou hodnoty korigovaného driftového Casu (dt’) a korigovaného

srazkového prufezu (CCS') dany rovnicemi 6 a 7.

m

—xC

\I 6
dt' = dt — ©

1000

kde dt’ je korigovany driftovy ¢as v ms, dt experimentalné stanoveny driftovy ¢as
vms. C je konstanta pro dany pfiistroj, pro SYNAPT G2-S C = 1,41 ms, pro SELECT
SERIES Cyclic IMS C = 1,50 ms.
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CcCcS

(121 G + 53]

ccs' = @

kde CCS' je korigovany srazkovy prurez, CCS experimentalné zjistény srazkovy
prufez, z naboj, M hmotnost iontu, m hmotnost driftového plynu (zde dusiku, tedy 28).

Koeficient determinace byl pro kalibra¢ni zavislost vétsi nez 0,99. Aplikaci
vytvorené Kalibrace na mobilitni data barviv byly ziskany pfislusné hodnoty CCS. Uréovany

byly pro primérnou hodnotu driftového Casu ziskanou ze Sesti méteni.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Analyza standarda barviv

Hmotnostnim spektrometrem SYNAPT G2-S byla provedena méfeni vSech
standardd barviv v pozitivnim i negativnim modu s cilem vybrat ionty barviv, na které bude
zaméfena iontové mobilitni separace. Samotnému meéteni predchazela optimalizace za
ucelem nalezeni nejvhodnéjsich podminek pro nadchézejici analyzy. Pouzité parametry jsou
shrnuty v tabulce IV a V. Sbér dat pro jedno méteni trval vzdy jednu minutu. Rychlost
putujici vIny pro mobilitni separaci byla nastavena na 700 m/s, vyska viny na 40 V tak, aby
driftové Casy iontl analyzovanych latek a iontl standardd (polyalanin) byly v jednom
mobilitnim okné probihajiciho méfeni. Pro kazdou davku iontti vyslanou do mobilitni cely
ma piistroj jedno mobilitni okno. V ptipad¢ dlouhych driftovych ¢ast by ionty z této davky
mohly byt zaznamendny az v dal$im mobilitnim okné, které ptislusi uz jiné davce iontd.
Barviva s vyjimkou tartrazinu a trans-f-apo-8°‘-karotenalu byla Gspésné ionizovana, a to
alespon v jednom modu. Standardy barviv, které byly uspé$né ionizovany V negativnim
moédu na SYNAPTU G2-S, byly nasledné analyzovany hmotnostnim spektrometrem
SELECT SERIES Cyclic IMS za podminek shrnutych v tabulce VI. Rychlost putujici viny
pro mobilitni separaci u tohoto pfistroje byla nastavena na 375 m/s, vyska viny na 15 V.
lonty barviv detekované SYNAPT G2-S byly také detekovany hmotnostnim spektrometrem
s cyklickou iontovou mobilitou. VSechna méfeni byla provedena Sest krat z divodu
dostatecné reprezentativniho porovnavani vysledkli mezi pfistroji.

Ilustracni spektra ionizovanych barviv ziskanych hmotnostnim spektrometrem
SYNAPT-G2-S jsou uvedena na obrazcich 7, 9, 11, 13. Pro srovnani jsou na obrazcich 8,
10, 12 a 14 zobrazena spektra ziskana hmotnostnim spektrometrem SELECT SERIES Cyclic
IMS. Zbyla spektra jsou uvedena vV pfiloze 8.1. Piehled jednotlivych iontd barviv
S hodnotami m/z métenych v negativnim a pozitivnim médu SYNAPTEM G2-S je shrnut
vtabulce VIII. lonty, které byly detekovany v negativnim modu hmotnostnim
spektrometrem SELECT SERIES Cyclic IMS jsou shrnuty v tabulce IX. Jak je patrné z obou
tabulek (Tab. VIII a IX), oba pfistroje poskytovaly stejné primarni ionty barviv.

VétSina barviv byla 1épe ionizovand v zéporném modu . Jelikoz je vétSina
analyzovanych barviv organickou sodnou soli, v negativnim mddu byla Casto pozorovana
pfitomnost iontd odvozenych od jejich molekul odebranim sodného iontu, resp. sodnych
iontl. U nekterych barviv se také vyskytovaly i ionty bez dvou sodnych iontl s jednim

protonem [M-2Na+H] (napf. erythrosin Obr. 9, 10). Analogicky u litholrubinu, ktery je
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dodan ve formé vapenaté soli, vznikal ion odebranim vapenaté¢ho kationtu. Nékteré ionty
jako napt. kurkumin poskytovaly deprotonovanou molekulu [M-H]".V nékterych ptipadech
(napf. brilantni modt, obr. 7) byly detekovany vicenasobné nabité ionty, dvou az tfindsobn¢.
Pii bliz§im porovnani SYNAPTEM G2-S v negativnim modu brilantni modi poskytovala
jednou nabity ion [M-Na]™ s hodnotou m/z 769,1643 (hodnoty nejsou korigovany na m/z
vnitiniho standardu) (Obr. 7). Dominantnim pikem ve spektru je dvojnasobné nabity ion [M-
2Na]* s m/z 373,1005. V hmotnostnim spektru SELECT SERIES Cyclic IMS nalezneme
rovnéZ tyto ionty brilatni modii [M-Na]™ a [M-2Na]* (Obr. 8). V hmotnostnich spektrech
barviva erythrosinu (Obr. 9 a 10) vidime dominantni ion [M-2Na+H] s hodnotou m/z
834,6766 a m/z 834,6507. lontu [M-Na] odpovida m/z 856,6528 a m/z 856,6316. V ptipadé
barviva brilantni ¢erni byl ve spektru detekovan pouze ion [M-4Na+H]* (Obr. 11, 12).
Zadny signal v oblasti nad m/z 700, kde by mohly byt jednou nabité ionty, nebyl detekovan.
Ve spektru SELECT SERIES Cyclic IMS ma ion [M-4Na+H]* nizkou intenzitu (Obr. 12).
Porovnavani intenzit iontd vSak nebylo cilem predlozené prace. Obecné lze poznamenat, ze
o intenzité¢ nerozhoduje pouze samotna ionizace, ale i transmise iontll. Ke snizeni intenzity
muze vést kolizi indukovana disociace, ktera je rovnéz ovliviiovana nastavenim iontové
optiky a pritomnosti plynii/par ve vakuované casti ptistroje. VSechny podminky, které by
mély byt zvazovany pro porovnavani intenzit signali u obou pfistroji, nebyly testovany a
kontrolovany. Na obrazku 13 je zobrazeno hmotnostni spektrum zluti SY ze SYNAPTU G2-
S, ve kterém byly detekovany ionty vzniklé odebranim sodného ionty. Jsou to ionty [M-
2Na+H] s m/z 407,0154 a [M-Na] s m/z 428,9930. Stejné ionty byly také detekovany
ptistrojem SELECT SERIES Cyclic IMS (Obr. 14).

37
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373.1005 [M-2Na]* 577e6
1007
373.5985
374.0883
=
186.1216
294.2569
484.3815
200.1366 333.1079
74
1721049 470.3708 Erpaes
85.3819 1
170.0138 375.0860 — 760.1643 [M-Na]
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Obrazek 7 Hmotnostni spektrum brilantni modfi z hmotnostniho spektrometru SYNAPT
G2-S v negativnim modu
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Obrazek 8 Hmotnostni spektrum brilantni modfi ziskané hmotnostnim spektrometrem

SELECT SERIES Cyclic IMS, méfeno v negativnim modu
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1: TOF MS ES-
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Obrazek 9 Hmotnostni spektrum erythrosinu z hmotnostniho spektrometru SYNAPT G2-S

v negativnim modu
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Obrazek 10 Hmotnostni spektrum erythrosinu ziskané hmotnostnim spektrometrem

SELECT SERIES Cyclic IMS, méfeno v negativnim modu
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1: TOF MS ES-
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Obrazek 11 Hmotnostni spektrum brilantni ¢erni z hmotnostniho spektrometru SYNAPT

G2-S v negativnim modu
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Obrazek 12 Hmotnostni spektrum brilantni ¢erni ziskané hmotnostnim spektrometrem

SELECT SERIES Cyclic IMS, méfeno v negativnim modu
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1: TOF MS ES-
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-] 238.9942
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Obrézek 13 Hmotnostni spektrum Zluti SY z hmotnostniho spektrometru SYNAPT G2-S v

negativnim modu
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Obrazek 14 Hmotnostni spektrum Zluti SY ziskané hmotnostnim spektrometrem SELECT

SERIES Cyclic IMS, méfeno v negativnim modu
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Tabulka V111 Piehled analyzovanych barviv, jejich iontd s primérnou hodnotou m/z a

rozdéleni podle moda, méreno SYNAPT G2-S

primarni ionty

Barviva
zaporny mod kladny méd
Allura ¢erven 451,0697 -
[M-2Na+H]
225,0398
[M-2Na]*
Brilantni ¢ern 258,6705 -
[M-4Na+H]*
Brilantni 769,1643
mod¥ [M-Na] ]
373,1005
[M-2Na]*
* . 464,0336 511,2616
Cerven 2G [M-2Na+H] [M+H]*
231,5170
[M-2Na]* i
Erythrosin [53;\?;:13] -
856,6507
[M-Na] i
Chinolinova 272,0823 274,0919
Zlut [M-HT [M+H]"
Indigokarmin - A'[('S\;fgilz
Kurkumin 3&7/'1:? 0 -
. . 385,0879 425,0366
Lithol rubine [M-Ca+H] [M+H]*
Patentni modF 559,2071 561,2054
[M-HT [M+H]*
Ponceau 4R 580,9823 605,4504
[M-Na] [M+H]*
Tartrazin - -
trans-p-apo-8¢-
karotenal j i
Zelek S 553,1254 577,1025
[M-Na] [M+H]*
555,1239
] [M-Na+2H]*
. 407,0154 453,21705
Zlut SY [M-2Na+H] [M-+Na]*
428,9930
[M-Na]
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Tabulka 1X Ptehled analyzovanych barviv, jejich primarnich iont s praimérnou hodnotou
m/z v negativnim médu, méfeno SELECT SERIES Cyclic IMS

Barviva

primarni ionty

zaporny mod

Allura ¢erven

451,0265
[M-2Na+H]

225,0097
[M-2Na]*

Brilantni ¢ern

258,6576
[M-4Na+H]>

Brilantni
modr

769,1329
[M-Na]

373,1005
[M-2Na]*

Cervei 2G

464,0248
[M-2Na+H]

231,5086
[M-2Na]*

Erythrosin

834,6502
[M-2Na+H]

856,6324
[M-Na]

Chinolinova
Zlut

272,0664
[M-HI

Kurkumin

367,1147
[M-HI

Lithol rubine

385,0442
[M-Ca+H]

Patentni modr

559,1550
[M-HI

Ponceau 4R

580,9384
[M-Na]

Zelen S

553,1001
[M-Na]

Zlut' SY

428,9771
[M-Na]

406,9967
[M-2Na+H]

Na zékladé proméfeni hmotnostnich spekter byly pro vétSinu latek zvoleny pro
iontové mobilitni spektrometrii jednonasobné nabité ionty. Pouze u brilantni ¢erni ([M-

4Na+H]*) byla mobilitni separace provddéna s vicenisobné nabitymi ionty.
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5.2 ITontova mobilita

Na obrazcich 15 a 16 jsou zobrazeny mobilogramy pro nejintenzivng;si
jednonasobné nabité ionty barviv detekovanych v negativnim moddu pfistrojem SYNAPT
G2-S. Mobilogramy pro stejné ionty detekované pristrojem SELECT SERIES Cyclic IMS
jsou zobrazeny na obrazcich 17 a 18. Barvivo brilantni ¢ern je jedina vyjimka, nebot’ je
sledovan trojndsobné nabity ion [M-4Na+H]* a piislusné mobilogramy jsou zobrazeny
zvlast’ na obrazku 20.

V mobilogramu kurkuminu (Obr. 16 D) jsou vidét dva piky s riznymi driftovymi
Casy. PfiCinou je existence ionti kurkuminu ve dvou formach rizného tvaru. Obecné
piitomnost dvou a vice pikti mtize byt dusledkem piitomnosti izomera, lokalizaci naboje na
riznych mistech molekuly nebo existenci konformert. Také v mobilogramu barviva
ponceau 4R jsou vidét dva piky s riznymi driftovymi ¢asy (Obr. 16 A). Tento trend je
pozorovan i v mobilogramech z piistroje SELECT SERIES Cyclic IMS, kdy kurkumin
poskytuje dva piky, stejné tak i ponceau 4R (Obr. 18). Zminéné efekty vedouci k vicero
pikiim se mohou projevovat i pouhym rozsifenim pika (napt. zeleni S, erythrosin, patentni
modrt ¢i litholrubin). Jediny vyznamnéj$i rozdil mezi mobilogramy obou pfistroji byl
pozorovan u erythrosinu m/z 856 (Obr. 19). Na mobilogramu pfistroje SYNAPT G2-S (Obr.
19 A) je pouze jeden pik s driftovym ¢asem 5,37 ms. Na mobilogramu SELECT SERIES
Cyclic IMS jsou zobrazeny piky tfi s driftovymi ¢asy 27,85 ms; 35,11 ms a 52,60 ms (Obr.
19 B).

V tabulce X jsou pro oba testované piistroje uvedeny nasledujici vypoctené
parametry ze Sesti méfeni: aritmeticky pramér hodnot driftovych ¢ast, smérodatna odchylka
a RSD méfeni. Z uvedenych hodnot je zifejmé, Ze driftové Casy ziskané SELECT SERIES
Cyclic IMS jsou delsi nez je tomu u SYNAPT G2-S, coz je dano konstrukci mobilitni cely,
ktera je delsi (driftové Casy lze ovlivnit také nastavenim parametrii putujici viny). Nejvyssi
hodnota smérodatné odchylky pro SYNAPT G2-S ¢ini 0,04 (v pfipadé patentni modii a
erythrosinu) zatimco pro SELECT SERIES Cyclic IMS je 0,01 pro chinolinovou Zzlut.
Nejvyssi hodnota RSD obou pfistrojii byla dosazena u chinolinové zluti, kterd pro SYNAPT
G2-S ¢inila 1,26 % a pro SELECT SERIES Cyclic IMS 0,03 %. Porovnanim smérodatnych
odchylek a RSD obou pfistroji 1ze dojit k zavéru, ze SELECT SERIES Cyclic IMS
poskytuje preciznéjsi vysledky. U obou pfistroji jsou ale uvedené chyby velmi malé a je na
nich dosahovano i1 velmi dobré opakovatelnosti méteni driftovych ¢ast, kdy i po nékolika

dnech muze byt rozdil do 1 binu (pfistroje déli skalu driftového ¢asu na 200 bint).
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V tabulce XI jsou shrnuty vypoctené CCS hodnoty obou piistrojti pro vybrané jednou
nabité ionty barviv s vyjimkou brilantni ¢erni, u které je CCS vypocteno pro trojnasobné
nabity ion. V tabulce jsou taktéz vyznaCeny hodnoty m/z (primérné hodnoty m/z Sesti
méfeni), které byly zahrnuty ve vypoétu. V piipadé kurkuminu, erythrosinu a ponceau 4R
byly CCS hodnoty vypocteny pro vSechny driftové ¢asy, do grafu korelace ale byly zahrnuty
pouze nejvyssi CCS hodnoty.

Porovnani CCS mezi piistroji zobrazuje graf na obrazku 21. Graf byl sestrojen pro
CCS hodnoty jednou nabitych ionti z tabulky XI. JelikoZ se u kurkuminu a ponceau 4R
vyskytuji dva driftové ¢asy k jedné hodnoté m/z, v grafu je zahrnuta vyssi hodnota CCS.
V piipad¢ barviva erythrosin byl do grafu zahrnut ion m/z 834. V grafu je vyznacena rovnice
piimky prolozené body y = 1,002x a koeficient determinace R? = 0,9920. V grafu je také
vyznaceny odlehlejsi bod pattici CCS hodnoté brilantni ¢erni jejiz ion byl tfikrat nabity. Pro
takové ionty by bylo potieba kalibraci zlepsit napt. volbou kalibra¢nich iontl se stejnym
nabojem. Porovnani pfistroji z hlediska shody hodnot CCS pro vicendsobné nabité ionty
muze byt ndmétem dalSiho studia. Nejvétsi rozdil mezi hodnotami CCS je u vyssi hodnoty
CCS kurkuminu. Z grafu je patrné, ze data spolu velmi dobte koreluji. Smérnice piimky
blizka hodnoté 1 ukazuje i na velmi dobrou shodu naméfenych hodnot pro jednotlivé latky.
Dosazené vysledky naznacuji dobrou pienositelnost hodnot CCS mezi ptistroji a v disledku
moznost vyuzit CCS hodnot v identifikaci, i kdyz méfeni budou provadéna na jednom nebo
druhém pfistroji. Pozorované odchylky v hodnotach CCS mezi pfistroji mohou byt z¢asti
zpusobené dodate¢nou kalibraci pristroje SELECT SERIES Cyclic IMS, kdy kalibrace byla

oproti métfeni vzorkl provedena s ¢asovym odstupem.
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2.00 kV capillary, sample cone 40V, T source 150C
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" 488 484.034 0.0100Da
100 i
464, \ 4795
- e A \
J
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Obrazek 15 Mobilogramy standardl barviv ziskané na SYNAPT G2-S v negativnim maddu.
A) cerven 2G (m/z 464,034); B) chinolinova Zlut’ (m/z 272,082); C) zelen S (m/z 553,125);
D) erythrosin (m/z 834,675); E) brilantni modf (m/z 769,164)
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Obrazek 16 Mobilogramy standardt barviv ziskané na SYNAPT G2-S v negativnim modu.
A) ponceau 4R (m/z 580,982); B) patentni modf (m/z 559,205); C) litholrubin (m/z
385,088); D) kurkumin (m/z 367,146), E) allura cerven (m/z 451,07), F) zlut SY (m/z

407,015)
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Raw output
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Obrazek 17 Mobilogramy standardi barviv ziskané na SELECT SERIES Cyclic IMS
V negativnim modu. A) zlut' SY (m/z 406,997); B) Cerven 2G (m/z 464,025); C) zelen S
(m/z 553,101); D) erythrosin (m/z 834,652); E) brilantni modi (m/z 769,133); F)

chinolinova zlut’ (m/z 272,067)
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Obrazek 18 Mobilogramy standardt barviv ziskané SELECT SERIES Cyclic IMS
V negativnim médu. A) ponceau 4R (m/z 580,938); B) patentni modf (m/z 559,155); C)
litholrubin (m/z 385,044); D) kurkumin (m/z 367,115); E) allura ¢erven (m/z 451,026)
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Raw output
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Obrazek 18 Mobilogramy standardt barviv ziskané na SELECT SERIES Cyclic IMS
V negativnim modu. A) zlut' SY (m/z 406,997); B) Cerven 2G (m/z 464,025); C) zelen S
(m/z 553,101); D) erythrosin (m/z 834,652); E) brilantni modi (m/z 769,133); F)
chinolinova zlut’ (m/z 272,067)
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Obrazek 19 Mobilogram erythrosinu (m/z 856,6) v negativnim modu. A) mobilogram
ziskany na SYNAPT G2-S; B) mobilogram ziskany na SELECT SERIES Cyclic IMS
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Raw output
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259 7| =
]
/
I
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100+ . 1.82e6
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Obrazek 20 Mobilogram brilantni ¢erni (m/z 258,6) v negativni modu. A) mobilogram

ziskany SELECT SERIES Cyclic IMS; B) mobilogram ziskany SYNAPT G2-S

Tabulka X Porovnani naméfenych hodnot driftového ¢asu tq (Ms) barviv mezi piistrojem

SYNAPT G2-S a SELECT SERIES Cyclic IMS

SYNAPT G2-S Cyklické iontova mobilita
barvivo prumérna | smérodatna | RSD (%) | primérna | smérodatna | RSD (%)
hodnota ty | odchylka hodnota | odchylka

(ms) tq (MSs)
Allura
cerven 4,94 0,00 0,00 33,79 0,00 0,00
(m/z 451)
Brilantni
cern 1,63 0,00 0,00 16,30 0,00 0,00
(m/z 258)
Brilantni
modf 8,03 0,00 0,00 47,98 0,00 0,00
(m/z 769)
Cerveii 2G
(m/z 464) 4,88 0,00 0,00 32,80 0,00 0,00
Erythrosin
(/2 834) 5,43 0,04 0,75 35,44 0,00 0,00

49



Erythrosin

5,37 0,00 0,00 27,85 0,00 0,00
(m/z 856)
35,11 0,00 0,00
52,60 0,00 0,00
Chinolinova
Zlut’ 2,77 0,03 1,26 22 57 0,01 0,03
(m/z 272)
Kurkumin
4,56 0,00 0,00 31,81 0,00 0,00
(m/z 367)
3,85 0,00 0,00 27,85 0,00 0,00
Litholrubin
3,91 0,00 0,00 28,51 0,00 0,00
(m/z 385)
Patentni
modf 6,94 0,04 0,59 43,03 0,00 0,00
(m/z 559)
Ponceau 4R
5,26 0,03 0,59 25,87 0,00 0,00
(m/z 580)
4,39 0,00 0,00 35,44 0,00 0,00
Zelen S
6,67 0,03 0,41 27,85 0,00 0,00
(m/z 553)
41,71 0,00 0,00
Zlut SY
4,39 0,03 0,74 30,82 0,00 0,00
(m/z 406)
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Tabulka X1 CCS hodnoty vypoétené z primérnych hodnot driftovych ¢asti a m/z, méteno
na SYNAPT G2-S a SELECT SERIES Cyclic IMS

SYNAPT G2-S SELECT SERIES Cyclic IMS
barvivo m/z CCS m/z CCS
(A?) (A?)
Allura
451,0697 | 212,1 451,0265 2140
cerven
Brilantni
258,6705 | 372,9 258,6576 321,3
cernl
Brilantni
769,1643 | 266,2 769,1329 2635
modf
Cerveti 2G | 464,0336 | 210,1 464,0248 209,8
Erythrosin | 834,6745 | 218,3 834,6497 217.9
Erythrosin | 856,6507 | 217,5 856,6324 217,35
856,6324 276,71
856,6324 184,00
Chinolinova
272,0823 | 1614 272,0664 160,2
zlut’
Kurkumin | 367,1460 | 2045 367,1147 1975
367,1460 | 188,3 367,1147 188,3
Litholrubin | 385,0879 | 189,0 385,0442 190,6
Patentni
559,2071 | 248.,8 559,155 248.8
modf
Ponceau 4R | 580,9823 | 198,6 580,9384 198,4
580,9823 | 217,36 580,9384 219,61
Zelen S 553,1254 | 2435 553,1001 2441
553,1001 186,38
Zlut SY 407,0154 | 200,9 406,9967 201,4
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400,0
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100,0
100,0 150,0 200,0 250,0 300,0 350,0

SELECT SERIES Cyclic IMS (A2)

Obrézek 21 Graf porovnani hodnot CCS pro pfistroje SYNAPT G2-S a SELECT

SERIES Cyclic IMS s vyznac¢enou rovnici ptimky a koeficientem determinace

5.3 Analyza redlného vzorku

Po piipravé vzorku uvedené v kapitole 4.2.3 byla provedena méfeni na hmotnostnim
spektrometru  SYNAPT G2-S ve spojenim s automatickym davkovadem kapalinové
chromatografie. Délka analyzy byla 2 minuty, pritok rozpoustédla (H20) byl nastaven na
0,4 ml/min. Davkovany objem vzorku byl 10 pl. Ve vzorcich zelenych bonbonti z baleni
Skittles Fruit a Skittles Sour bylo Gspésné detekovano barvivo kurkumin s hodnotou m/z
367,1430 odpovidajici iontu [M-H] (Obr. 22, 24). Oba vzorky poskytuji stejné hodnoty m/z,
mobilogramy a driftové Casy. Na obrazcich 23 a 25 jsou zobrazeny mobilogramy
odpovidajici iontu [M-H]" kurkuminu. V mobilogramech jsou zobrazeny dva piky, jako
tomu bylo u standard. Hodnoty driftovych ¢asti na mobilogramu realného vzorku jsou 3,83
ms a 4,48 ms, coz naznacuje predstavujes posun od hodnot 3,85 ms a 4,56 ms standardu, ale
pro identifikaci bude navic vyuzito hodnot CCS.

Vzorky zelenych bonbonl z baleni Skittles Fruit a Skittles Sour byly také
analyzovany hmotnostnim spektrometrem SELECT SERIES Cyclic IMS pifimou infuzi. Na
obrazcich 26 a 28 jsou uvedena hmotnostni spektra, ve kterych byl detekovan ion [M-H]
kurkuminu m/z 367,1203. Mobilogramy a driftové ¢asy zminéného iontu jsou totozné u obou
vzorku (Obr. 27, 29). Na mobilogramech jsou zobrazeny dva piky s driftovymi ¢asy 27,85
ms a 31,48 ms. Cas 27,85 ms odpovida driftovému &asu standardu, ktery byl stejny. Cas
druhého piku 31,48 ms je oproti ¢asu standardu (31,81 ms) posunut.
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Pro ion kurkuminu m/z 367 byly také vypocteny CCS hodnoty, z primérnych hodnot
Sesti mé&feni. Vysledky obou pfistroji jsou shrnuty v tabulkach XI1I a XIII. V tabulkach je
také vypoétena procentualni odchylka rozdilt CCS hodnot realného vzorku a standardu.
V piipadé dat z pfistroje SYNAPT G2-S jsou hodnoty CCS velmi blizké hodnotam
standardd, odchylky ¢inily 0,11 % pro driftovy ¢as 3,83 ms a 0,35 % pro driftovy cas 4,48
ms. U dat SELECT SERIES Cyclic IMS jsou odchylky lehce vétsi, 0,24 % pro driftovy cas
27,85 ms a 4,46 % pro driftovy ¢as 31,48 ms. U obou pfistroji jsou odchylky malé. VEtsi
odchylky u pfistroje SELECT SERIES Cyclic mohou byt ¢asteéné zptisobeny dodateénou
kalibraci pfistroje, kdy kalibrace byla oproti méfeni vzorkli provedena s ¢asovym odstupem
(automaticka kalibrace provadéna soucasné s meétenim vzorkt neprobéhla korektn¢) .

100 323.2412

33¢.2200

351.2728

311.1902

385.2136 367.1430 [M-H]

-

" 307.2492

~

493.0830

4000050  561.0732
309.2206 431.1680 (
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Obrazek 22 Hmotnostni spektrum vzorku zelenych bonbont Skittles Fruit ziskané

hmotnostnim spektrometrem SYNAPT G2-S v negativnim modu

2: TOF MS ES-
383 367.1430.0100Da
100 3 2.87e5
337
B
4.48
351
0 e R e e e e ime
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Obrazek 23 Mobilogram pro ion m/z 367,143 z ptistroje SYNAPT G2-S, vzorek Skittles
Fruit
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Obrazek 24 Hmotnostni spektrum vzorku zelenych bonboni Skittles Sour ziskané
hmotnostnim spektrometrem SYNAPT G2-S v negativnim modu

2: TOF MS ES-
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100 3.83_ 1.72e5
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Obrazek 25 Mobilogram pro ion m/z 367,143 z ptistroje SYNAPT G2-S, vzorek Skittles

Sour
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TOF MS ES-
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Obrazek 26 Hmotnostni spektrum vzorku zelenych bonbont Skittles Fruit ziskané

hmotnostnim spektrometrem SELECT SERIES Cyclic IMS v negativnim modu

TOF MS ES-
27.85 36712 0.0100Da
100+ T 1494
31.48
367
-SQ_
0 L e L. o e e B AL e e s s el 441
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Obrazek 27 Mobilogram pro ion m/z 367,12 vzorku Skittles Fruit z ptistroje SELECT
SERIES Cyclic IMS
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TOF MS ES-
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Obrazek 28 Hmotnostni spektrum vzorku zelenych bonboni Skittles Sour ziskané
hmotnostnim spektrometrem SELECT SERIES Cyclic IMS v negativnim modu
TOF MS ES-
367120.0100Da
100- 27.85_ 1.79¢4
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Obrazek 29 Mobilogram pro ion m/z 367,12 vzorku Skittles Sour z piistroje SELECT
SERIES Cyclic IMS
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Tabulka X1l Vypoctené CCS hodnoty pro realné vzorky obsahujici kurkumin, méfeno

SYNAPT G2-S
SYNAPT G2-S
vzorek Skittles Fruit Skittles Sour
driftovy
5 3,83 4,48 3,83 4,48
cas
CCS (A? 188,49 203,73 188,49 203,73
odchylka
od hodnoty
Ces 0,11 0,35 0,11 0,35
standardu
(%)

Tabulka X111 Vypoétené CCS hodnoty pro realné vzorky obsahujici kurkumin, méteno
SELECT SERIES Cyclic IMS

SELECT SERIES Cyclic IMS
vzorek Skittles Fruit Skittles Sour
driftovy
. 27,85 31,48 27,85 31,48
cas
CCS (A?) 187,82 206,29 187,82 206,29
odchylka
od hodnoty
CCS 0,24 4,46 0,24 4,46
standardu
(%)

Analyzou redlnych vzorkii bylo detekovano ob&ma pfistroji barvivo kurkumin
v bonbonech Skittles Fruit a Skittles Sour. Identifikace byla prokédzana m/z hodnotami,
driftovymi ¢asy a z nich vypoctenymi srazkovymi prufezy. CCS hodnoty vzorki se nejvice
li$ily od hodnot standardii o 4,46 %. CCS hodnoty byly shledany jako vhodny identifikaéni

parametr piidanych barviv v potravinach.
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6 ZAVER

Analyza potravinafskych barviv patfi k dilezitym odvétvim analytické chemie,
nebot aditiva v potravinach mohou mit negativni dopad na lidské zdravi. Klasické techniky
vyuzivajici se k tomuto ucelu jsou naptiklad kapalinova chromatografie, samotna ¢i ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii. Mén€ vyuzivanou separacni technikou obecné pfi
analyze barviv je iontova mobilita. lontova mobilita ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
je zajimava analyticka technika, protoze spojenim téchto technik 1ze zlepSit pomér signalu
K Sumu i selektivitu méfeni. Oboji mize prispét k prikaznéjsi identifikaci latek nebo ke
snizeni meze stanovitelnosti. Iontova mobilita také poskytuje dalsi identifikacni veli¢inu,
kterou je srazkovy prufez. V ramci této prace byla technika IM-MS pouzita k analyze
potravindiskych barviv z divodl ziskani jejich srazkovych prifezl pro ucely identifikace.
V této souvislosti bylo také cilem srovnani dat ze dvou hmotnostnich ptistroji SYNAPT G2-
S a SELECT SERIES Cyclic IMS (oba Waters, Manchester, Velka Britanie), které se 1isi
designem pouzité iontové mobility (linedrni versus cyklicka mobilitni cela).

Nejprve bylo provedeno méfeni standardi barviv hmotnostnim spektrometrem
SYNAPT G2-S v kladném i zaporném modu elektrospreje. Barviva tartrazin a trans-p-apo-
8‘-karotenal nebyla ionizovana ani v jednom modu. Zbyla barviva byla Gispésné ionizovana
alespon v jednom moédu a byly detekovany primarni ionty. Jelikoz je vétSina barviv sodnou
soli, v negativnim moddu byly sledovany pfevazné jednou nabité ionty vzniklé odebranim
sodného kationtu. Vyjimkou byla brilantni ¢ern, u které se nepodafilo detekovat jednou
nabity ion, a tak se dale pracovalo s trojnasobné nabitym iontem. Z mobilitnich dat byly
vyhodnoceny driftové Casy, ktera kromé porovnani piistrojti umoznily vypocet CCS hodnot
vybranych iontl jednotlivych barviv v negativhim modu. Srovnanim nameéfenych dat
standardl barviv v negativnim modu na obou pfistrojich bylo zjisténo, Ze oba hmotnostni
spektrometry poskytuji stejné primarni ionty. Relativni smérodatné odchylky ukazaly, Ze
méfeni na piistroji SELECT SERIES Cyclic IMS bylo sice preciznéjsi, ale oba pfistroje
vykazuji nizké RSD (v zadném ptipadé RSD neptesahlo 1,26 %). Porovnani CCS hodnot
pro oba piistroje ukazalo velmi dobrou korelaci. Koeficient determinace byl R? = 0,9920.
Odlehlym bodem bylo CCS iontu brilantni ¢erni. Pfi¢ina v odchylce je pravdépodobné v ne
zcela vyhovujici kalibraci, nebot’ pro brilantni ¢eri bylo CCS pocitano pro trojnasobné
nabity ion, pficemz pro kalibraci byly pouzity jednou nabité ionty kalibrantu. Je tieba

zdiraznit, ze se jedna o pouze jeden vicendsobn¢ nabity ion a jeden srdzkovy priiez.
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Porovnani pro vicenasobné nabité ionty by mohlo byt pfedmétem dals$iho vyzkumu. Ostatni
CCS byly pocitany pro jednou nabité ionty. Jejich srovnanim bylo zjisténo, ze CCS hodnoty
jsou dobfe pienositelné mezi piistroji, coz zna¢i moznost jejich vyuziti v identifikaci, at’ uz
méfeni bude provedeno na kterémkoli z testovanych pristroju. Odchylky mezi hodnotami
CCS mohou byt zcasti zpasobeny Kalibraci ptistroje SELECT SERIES Cyclic IMS
provedené s Casovym odstupem od méfeni barviv. K ovéfeni aplikovatelnosti IM-MS
v analyze potravinaiskych barviv byly obéma pfistroji analyzovany realné vzorky bonbont
Skittles Fruit a Skittles Sour. V zelenych bonboénech téchto baleni bylo obéma pfistroji
detekovano barvivo kurkumin. Kromé hmotnostnich spekter byly pro identifikaci vyznamné
srazkové prufezy, kdy i pro ionty barviv s nizkou intenzitou oproti pozadi, 1ze ziskat hodnoty
CCS podporuyjici identifikaci sledovanych latek. Dosazené vysledky dokladuji ptinos CCS
hodnot k identifikaci latek i jejich pienositelnost mezi pfistroji vybavenymi mobilitou

S putujici vinou, ale s riiznym designem mobilitni cely.
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8 PRILOHY

8.1 Hmotnostni spektra standardl barviv v negativnim modu
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Obrazek 30 Hmotnostni spektrum allura ¢ervené z hmotnostniho spektrometru SYNAPT

G2-S v negativnim modu
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Obrazek 31 Hmotnostni spektrum allura ¢erveni ziskané hmotnostnim spektrometrem

s cyklickou iontovou mobilitou, méfeno v negativnim modu
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Obrazek 32 Hmotnostni spektrum patentni modii z hmotnostniho spektrometru SYNAPT

G2-S v negativnim modu

TOF MS ES-
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Obrazek 33 Hmotnostni spektrum patentni modifi ziskané hmotnostnim spektrometrem

s cyklickou iontovou mobilitou, méfeno v negativhim modu
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Obrazek 34 Hmotnostni spektrum ponceau 4R z hmotnostniho spektrometru SYNAPT G2-

S v negativnim modu

TOF MS ES-
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Obrazek 35 Hmotnostni spektrum ponceau 4R ziskané hmotnostnim spektrometrem

s cyklickou iontovou mobilitou, méfeno v negativnim modu
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Obrazek 36 Hmotnostni spektrum kurkuminu z hmotnostniho spektrometru SYNAPT G2-

S v negativnim modu

TOF MS ES-
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Obrazek 37 Hmotnostni spektrum kurkuminu ziskané hmotnostnim spektrometrem

s cyklickou iontovou mobilitou, méfeno v negativnim modu

71



1: TOF MS ES-
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Obrézek 38 Hmotnostni spektrum litholrubinu z hmotnostniho spektrometru SYNAPT G2-

S v negativnim moédu

TOF MS ES-
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Obrazek 39 Hmotnostni spektrum litholrubinu ziskané hmotnostnim spektrometrem

s cyklickou iontovou mobilitou, méfeno v negativnim modu
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[M-H] 4.26e6
o0 272.0835 o
186.1216
484.3719
# 313.2422
;00.1366 315.2633 470_351§
216.1285 3312529
rd
172.1049 342.2346 485.3723
456.3417
06.9630 L 343.2213 512.3472
0 l| L nl‘; L i T

u miz
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750

Obrazek 40 Hmotnostni spektrum chinolinové zluti z hmotnostniho spektrometru

SYNAPT G2-S v negativnim modu

TOF MS ES-
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Obrazek 41 Hmotnostni spektrum chinolinové Zluti ziskané hmotnostnim spektrometrem

s cyklickou iontovou mobilitou, méfeno v negativnim modu
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Obrazek 42 Hmotnostni spektrum zelené S z hmotnostniho spektrometru SYNAPT G2-S v

1007

negativnim médu
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Obrazek 43 Hmotnostni spektrum zelené S ziskané hmotnostnim spektrometrem

s cyklickou iontovou mobilitou, méfeno v negativnim modu
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Obrazek 44 Hmotnostni spektrum ¢ervené 2G z hmotnostniho spektrometru SYNAPT G2-

S v negativnim modu
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Obrazek 45 Hmotnostni spektrum cervené 2G ziskané hmotnostnim spektrometrem

s cyklickou iontovou mobilitou, méfeno v negativnim modu
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Obrézek 46 Hmotnostni spektrum Zluti SY z hmotnostniho spektrometru SYNAPT G2-S v

negativnim modu
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Obrazek 47 Hmotnostni spektrum Zluti SY ziskané hmotnostnim spektrometrem

s cyklickou iontovou mobilitou, méfeno v negativnim modu
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