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Souhrn

Tato bakalarskéa préce je zaméiena na mikroextrakéni techniky zaloZzené na vyuziti
tuhych sorbeti a jejich uplatnéni pro analyzu potravin. Mezi tyto mikroextrakéni metody
patii mikroextrakce tuhou fézi (SPME), mikroextrakce se sorbentem umisténym
v mikrostiikacce (MEPS) a mikroextrakce na magnetickém michadle (SBSE). Zakladni
principy jednotlivych mikroextrakénich metod jsou uvedeny v jednotlivych kapitolach.
Pouzitelnost mikroextrakénich metod pro analyzu potravin je demonstrovana pomoci

jednotlivych aplikaci zamétenych na stanoveni raznych latek v urcité potraving.

Klidova slova

Mikroextrakce tuhou fézi (SPME)

Mikroextrakce na magnetickém michadle (SBSE)
Mikroextrakce se sorbetem umisténym v mikrostiikatce (MEPS)
Mikroextrakeni analyza potravin



Summary

This bachelor thesis is focused on the microextraction technology based on the use
of solid sorbents and their application for analysis of food. These microextraction
methods include Solid Phase Microextraction (SPME), Microextraction by Packed
Sorbent (MEPS) and Stir Bar Sorptive Microextraction (SBSE). Basic principles of
individual microextraction methods are described in individual chapters. Applicability
microextraction methods for food analysis is demonstrated through various applications,

which are used for the determination of various substances in the food.

Keywords
Solid Phase Microextraction (SPME)
Stir Bar Sorptive Extraction (SBSE)
Microextraction by Packed Sorbent (MEPS)

Micro extraction analysis of food
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Seznam pouzitych zkratek

BIN Jehla se SPE fézi

CwW Carbowax

CAR Carboxen™

DI-SPME P¥imé mikroextrakce tuhou fézi

DVB Divinylbenzen

ETMP 3-ethyl-2-methoxypyrazin

FD Fluorescen¢ni detekce

FPD Plamenovéa fotometricka detekce

GC Plynova chromatografie

GC-MS Plynova chromatografie - hmotnostni
spektrometrie

HPLC Vysokouginna kapalinova chromatografie

HS-SPME Mikroextrakce tuhou fézi v prostoru nad
vzorkem

IBMP 3-isobutyl-2-methoxypyrazin

IPMP 2-methoxy-3-isopropylpyrazin

LC Kapalinova chromatografie

MP Methoxypyraziny

MS Hmotnostni spektrometrie

MW Molekulova hmotnost

OTA Ochratoxin A

PA Polyakrylat

PDM S Polydimethylsiloxan

SPE Extrakce tuhou fézi

SPME Mikroextrakce tuhou fazi
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1. Uvod

Tato bakalarskéa préace je zaméiena na mikroextrakéni techniky zaloZzené na vyuziti
tuhych sorbetii a jgjich uplatnéni pro analyzu potravin. Mezi mikroextrakéni metody patii
mikroextrakce tuhou fézi (SPME), mikroextrakce se sorbentem umisténym
v mikrostiikacce (MEPS) a mikroextrakce na magnetickém michadle (SBSE). V prvnich
tiech ¢ésti jsou podrobné popsany principy jednotlivych zminénych mikroextrakenich
metod, které spocivaji na sorpci analyzovanych latek z riznych matric (potravin) natuhou
fézi. Jako tuha féze se u téchto mikroextrakénich metod pouzivaji polymerni latky jako
jsou PDMS, CAR, DVB atd. Vybér tuhé faze zaleZi jen na typu extrahované |étky.
Samotna desorpce a néslednd separace analytt ze vzorku se provadi nejcastéji
chromatografickymi  metodami. Uplatnéni jednotlivych mikroextrakénich metod pro
analyzu potravin je demonstrovano na prikladech stanoveni raznych laek v uréité
potraviné. Ne&které latky a jejich stanovena koncentrace v dané potraviné miZe
charakterizovat kvalitu, pravost pavodu (odhalit mozné falSovani), dodrzeni
technologickych procesi, kontaminaci mikroorganismy atd. Mikroextrakéni metody
vyuzivgjici tuhych sorbentt mohou byt pravé vdécny néstroj pro kontrolu kvality
potravin.
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2. Mikroextr akce tuhou fazi

2.1. Uvod do problematiky mikr oextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fézi (Solid Phase Microextraction, SPME) je jednoducha a
velmi U¢innd sorpéné-desorpeni  technika zakoncentrovani analyzovaného vzorku
(analytu), kde neni zapotiebi pritomnosti rozpoustédla nebo sestavovani komplikované
aparatury. Cilem vSech pouzivanych metod pro pripravu vzorkt pied analyzou je ziskani
analytu v dostatecném, detekovatelném mnozZstvi, bez nezédoucich piimeési, coz SPME
splnuje. [1]

Tato technika byla vyvinuta v roce 1989 na pracovisti Univerzity ve Waterloo
v Kanadském Ontariu skupinou analytikt pod vedenim profesora Janusze Pawliszyna. [2]
SPME se rozSitila do laboratori po celém svété pro jeji rychlé a uginné pouZiti pii izolaci
latek, zakoncentrovéani, stanoveni organickych sloucenin z piirodnich vzorki, jako
napriklad potravin. [3] SPME se hodi jak pro kvalitativni, tak i kvantitativni analyzu
vzorkd. [1]

Spravnost a celkovou piesnost vysledka u SPME ovliviwje cela fada faktoru
(vyber vlakna, iontova sila, pH, michéni, velikost a druh molekul sorbované létky, teplota
atd.). [4] U SPME se pro jgji linearitu v Sirokém koncentratnim rozmezi obvykle pouziva
kalibracni metoda. Pri sprdvném vybéru vhodného typu vidkna lze dosahnout
reprodukovatelnych vysledki i pii nizkych koncentracich analyta. [1] SPME se da pouzit
v kombinaci s naplnovymi i kapilédrnimi kolonami v plynové chromatografii. Jeji pouZiti
mé velky vyznam ve spojeni GC-MS a split/splitless nebo pro ptimy nastiik na kolonu.
Kombinace s kapalinovou chromatografii se provadi za pomoci adapteru SPME-HPLC.
Pri jeho pouziti se analyt eluuje rozpoustédlem a je nesen na kolonu kapalinového

chromatografu. [4]
2.2. Princip metody SPME
Podstatou SPME je kiemenné vlakno pokryté riznymi typy stacionarni faze, které

se od sebe lii raznou polaritou i sorpénimi vliastnostmi. SPME vidkna mohou byt

pouZzivana opakované az cca 100 analyz v zavislosti natypu aplikace a pé&i o vliakno. [5]
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Pri opakovaném pouZziti se vliakno aktivuje zahiatim. VIdkna se daji koupit pouze
od vyrobct spolecnosti Supelco v balenich po trech kusech. [6] Sorbce analyti probiha na
zminéném vlakné, dokud neni dosaZzena rovnovaha. [1] SPME se lisi od klasickych
extrakénich metod tim, Ze analyt neni extrahovan ze vzorku v co nejvétsi koncentraci, ale
jen do dosaZeni rovnovézného stavu. Z fyzikalné-chemického hlediska je rovnovazny stav
u SPME metody zavisly na koncentraci analytu ve vzorku a na druhu a tloudtce
polymeru, ktery tvoii povrch kiemenného vidkna. MnoZstvi sorbovaného analytu zavisi
rovnéz na velikosti distribu¢ni konstanty. Celkovou dobu, pri které probiha extrakce,
uréuje analyt snejvysSi distribuéni konstantou. Hodnota distribu¢ni konstanty obecné
rogte s zvyaujici se molekulovou hmotnosti a bodem varu analytu. [1]

2.3. Zarizeni pro mikroextrakci tuhou fazi

SPME zatizeni (obr. 1) se skladaji z drzéku a jehly, ve které je uloZeno kiemenné
vl&kno. Pri praci se SPME analytik jednou rukou drzi télo stiikacky a druhou pohybuje
pistem dle potieby. [4] Jehlu s poZadovanym vidknem lze jednodu3e vymenit za jinou.
SPME vlakno je z ¢asti ulozené v ochranné jehle, na kterou naseda okovani a poté tésnici

vicko s pruzinou. Pro rozligeni se vyuZivé barevné koncovky. [7]

l

aretace pistu —I

pist

—tElo stiikalfky

ochratid jehla—
SPME L ocelovd tydinka

Waknin

Obréazek 1 — Popis SPME drZaku [8]

13



2.3.1. DrZ4k pro automaticke vzorkovani a HPL C analyzy

Tento drzak je pouZitelny s autosamplery Varian 8100/8200, CombiPal CTC nebo
pro adapter SPME-HPLC. Progttednictvim tohoto adapteru dochézi k eluci analytu
rozpoudtédiem a poté uz nasleduje viastni analyza na HPLC systému. [6]

2.3.2. DrZ4k pro ruéni vzorkovani

Pozice vlakna pro vzorkovani a spravné umisténi do vyhtivaného bloku nastriku
GC je nastavitelna. V1akno Ize zgjistit v pozici, pii které dochazi k sorpci a desorpci a
jednoduSe zatahnout zpét do jehly. [6]

2.3.3. Pirenosny SPM E drZak pro vzorkovani v terénu

Tento drzak je urcen pro préaci vterénu a slouzi jen pro jednorézové poutZiti,
protozZe vldkno uloZené v ocelové jehle se u tohoto typu drzéku neda nahradit za nové. [6]

Jednotlive typy SPME drzaka (obr. 2) jsou usporadany sestupné:

O —-—
i
T

Obrazek 2 — Prehled pouzivanych SPME drzaka [4]
2.3.4. Postup pri sorpci analytu

Kiemenné vlakno potaZené sorpéni vrstvou je pripojeno na ocelovy pist a
umisténo v duté ocelové jehle, ktera ma ochranou funkci pred mechanickym poskozenim
vldkna. [9] Obr. 3 schématicky ukazuje postup pii sorpci analytu, kdy ocelova jehla
propichne septum v zatce zkumavky. Pomoci pistu se vlékno dostane do vzorku (DI-
SPME, direct immersing SPME) nebo jen nad hladinu vzorku, kde je koncentrace par
zkoumanych latek nejveétsi (HS-SPME, head-space SPME). [4]
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Analyt je sorbovan do vrstvy pokryvajici viakno. Po dosaZeni sorpéni rovnovahy
je vlakno opét zasunuto do jehly a spolu s ni je vytazeno ze zkumavky se vzorkem. P¥i
této fézi je velmi dalezité urcit délku extrakce (extrakeni ¢as), ten je rizny a zavisi na
mnoha faktorech (tloustka sorpeni vrstvy, Uprava vzorku, poloha vidkna atd.). Extrakce
vétSinou trva 15-20 minut, de miaze byt samozigimé kratSi, nékdy i v fadech desitek
sekund. [4]

Propichonti septa

zkumavky se vzorkem BN ST

Vypudténd vldknaFxtrakee

» 9 e
Do GC pfistroje

Obrazek 3 — Postup pri vzorkovani u SPME [8]

Extrakéni  ¢as je  kratSi

sklesgjici molekulovou hmotnosti T
analyzovanych latek. PH  vy&si ; ‘;’"’ . .\\\.
koncentraci analytti a pouziti tenke f;” * - \
vrstvy polymeru se extrakéni &as " < )
vyznamng zkracuje. [4] | * e \
%
hY

Obrazek 4 — Absorpce analytu na vliakno [9]
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2.3.5. Postup p¥i desor pci analytu

Postup pii desorpci analytu demonstruje obr. 5. Jehla je zavedena do nasttikového
prostoru plynového chromatografu, kde mize byt analyt tepelné desorbovan a unédSen na
GC kolonu nebo pouzitim SPME-HPLC adapteru je analyt eluovan rozpoustédiem a je

dale nesen na kolonu kapalinového chromatografu. [4]

Zavedend jehly

" Desorpre
do GC injektora R

Satafeni vlakna

do koloty

Obréazek 5 — Desorpce analytu z SPME vlgkna [8]

2.4. Faktory ovliviujici extrakci u SPME

2.4.1. Vybér SPME vldkna

Selektivitu ovliviiuje spréavna volba polymeru, ktery pokryva vidkno. Prehled
polymeri (stacionérnich fézi) a jejich pouZiti je uvedeno v tabulce 1. Velikost (tloustka)
vrstvy polymeru také ovliviiuje selektivitu a zavisi natom, jaké latky |ze stanovit. Obecné
plati, Ze tekavé latky vyZaduji silngjSi vrstvu polymeru a pro méne tékavé laky se
pouzivaji obvykle polymery stenci wvrstvou. [10] Chemické vzorce nekterych
polymernich latek, které mohou pokryvat kiemenné vlakno, jsou uvedeny na obr. 6.
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Polydimethylsiloxan (PDMS) Polyakrylat (PA)

CHz O H
|
S$i— 0 .;|_ (|;
| |
CH3 Ay L H (|: —0 J,
O— CH3
Carbowax (CW) Divinylbenzen (DVE)
T AT
—t+ c—cCc— 04— C—C @c—c:——
o | |
_LH H Ja | H H H H |,

Obréazek 6 — Chemicke vzorce polymernich latek, které pokryvaji kiemenné vidkno [11]

Faze nevézané na kiemenné vldkno jsou obvykle stabilngjSi v organickych
rozpoudtédiech misitelnych z vodou, ve kterych mohou slabé bobtnat. Nesmi byt nikdy
¢isteény nepoléarnimi organickymi rozpoudtédly. Pevné vazané faze jsou stabilni ve viech
organickych rozpou&édiech. V nekterych nepolérnich rozpoudédlech mohou slabé
bobtnat. [10] Pti objednani SPME vldken by mél vzdy zakaznik obdrZet podrobnosti o
kompatibilit¢ vidken a rozpou&tédel. [11] Chlorovana rozpoustédla mohou rozpoustét
epoxidova lepidla, ktera se pouzivaji k lepeni vidken. U viaken pokrytych PDMS/DVB

vrstvou maze dojit aZ k Uplnému staZeni stacionérni faze. [12]
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Tabulka 1-Prehled komeréné dostupnych SPME vidken [13]

Pokryti Tl. vlakna Material Pro manualni Pro automaticky nebo Pouziti
HPLC drzak
(ga) drzak (k.€. 57331)
(k.€. 57330-U)
Pro plyny a nizkomolekularni latky (MW 30-225)
Carboxen / polydimethylsiloxan (CAR) PDMS
75 um 24 Fused silica 57318 57319 GC
75 um 23 Fused silica 57344-U 57343-U GC
85 um 24 StableFlex 57334-U 57335-U GC
85 um 23 StableFlex - 57295-U GC
85 um 23 Metal Alloy - 57906-U GC
Pro tékavé latky (MW 60-275)
100 pm Polydimethylsiloxan (PDMS)
100 pm 24 Fused silica 57300-U 57301 GC/HPLC
100 pm 23 Fused silica 57342-U 57341-U GC/HPLC
100 um 23 Metal alloy - 57928-U GC/HPLC
Pro nepolarni stfedné tékavé latky (MW 80-500)
30 pm polydimethylsiloxan (PDMS)
30 um 24 Fused silica 57308 57309 GC/HPLC
30 um 23 Fused silica - 57289-U GC/HPLC
30 um 23 Metal alloy - 57922-U GC/HPLC
Pro nepolarni vysokomolekularni latky (MW 125-600)
7 pm polydimethylsiloxan (PDMS)
7 um 24 Fused silica 57302 57303 GC/HPLC
7 um 23 Fused silica - 57291-U GC/HPLC
7 pm 23 Metal alloy - 57919-U GC/HPLC
Pro tékavé latky, aminy, nitroaromaty (MW 50-300)
65 um polydimethylsiloxan / divinylbenzen (PDMS/DVB)
65 um 24 Fused silica 57310-U 57311-U GC
65 um 23 Fused silica 57346-U 57345-U GC
65 um 24 StableFlex 57326-U 57327-U GC
65 um 23 StableFlex - 57293-U GC
65 um 23 Metal alloy - 57902-U GC
Pro aminy a polarni latky
60um polydimethylsiloxan / divinylbenzen (PDMS/DVB)
60 um 24 StableFlex 1cm - 57317 HPLC
Pro polarni stiedné tékavé latky (MW 80-500)
85 pum Polyakrylat (PA)
85 um 24 Fused silica 57304 57305 GC/HPLC
85 um 23 Fused silica - 57294 GC/HPLC
Pro chut'ové latky (tékavé a stiedné tékavé) C3-C20 (MW 40-275)
50/30um Divinylbenzen / Carboxen / Polydimethylsiloxan (DVB/CAR/PDMS)
50/30 um 24 StableFlex 1cm 57328-U 57329-U GC
50/30 um 23 Metal alloy 2cm - 57914-U GC
50/30 um 23 Metal alloy 1cm - 57912-U GC
Pro vonné latky (MW 40-275)
50/30um Divinylbenzen / Carboxen / Polydimethylsiloxan (DVB/CAR/PDMS)
50/30 um 24 StableFlex 2cm 57348-U 57348-U GC
50/30 um 23 StableFlex 2cm 57299-U 57299-U GC
50/30 um 23 StableFlex 1cm - 57298-U GC
Pro alkoholy a polarni latky (MW 40-275)
Carbowax-Polyethylen Glykol (PEG), (MW 40-275) (CW/PEG)
60 um 23 Metal alloy 57355-U 57354-U GC
60 um 23 Metal alloy - - GC
Pro povrchoveé aktivni latky
50um Carbowax v syntetické pryskyfFici (CW/TPR)
50 um 24 StableFlex 1cm - 57315 HPLC
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2.4.1.1. Absorpce

U SPME je analyt rozdélen mezi matrici vzorku, ktery miZe byt ve vSech tiech
skupenstvich, a vlaknem, jehoZ povrch mize mit charakter kapalné nebo tuhé faze. Nikdy
nedochézi k Uplné extrakci analytu z matrice, ale jen do ustaleni rovnovahy. Pro
dvoufézové systémy (tuha faze — plyn) nebo (tuha faze - kapalind) je mnoZstvi analytu

absorbované pri extrakci v kapalné vrstvé vyjédieno pomoci rovnice (1):

K.V, CJF.
= - (1)
K.V, +V,
Kde n..................mnozstvi absorbovaného analytu pri extrakci
Vi, objem vrstvy stacionérni faze na povrchu vliakna
Vs objem vzorku
O T pocéatecni koncentrace analytu ve vzorku
Kfseuoiievn e rozdélovaci koeficient pro analyt mezi polymerem a vzorkem

P osamostatnéni pocatecni koncentrace analytu ve vzorku (Co), tim padem lze
ogtatni veli¢iny vnimat v rovnici jako konstanty. Lze tak ziskat linearni zavislost mezi Co
a mnozstvim analytu. Cilem vSech vi&ken je mit co nejvétsi rozdélovaci koeficient (Krs),
ten zarucuje vysokou sorpéni schopnost. P¥i nedogtatecné velkém Krs se SPME stédva
rovnovaZznou metodou. Je-li objem vzorku (Vs) dogtatecné velky, nema Zadny vliv na
mnoZstvi extrahovaného analytu. [1] Této vlastnosti se velmi ¢asto vyuZiva pii odbérech
v piirodé (napt. jezera, feky atd.). [4] V pripadé, kdy Kis ma malou nebo Vs velikou
hodnotu, tedy nastava tato podminka (Krs. Vi <<Vs), dostava rovnice jednoduchy tvar (2):

N = Kt V1.G 2
Je-li Krs velké, a pokud plati podminka (Krs.Vi >>Vs), dogtavé rovnice (1) tvar (3):
n=V.Cy (3)

Tyto rovnice plati pro ID-SPME (ptima SPME), pro Head-Space SPME se
pouZiva nize uvedenarovnice (3):
— Kfs - ifc’ﬂ is
(4)
Kfs y "f +K)‘1.s ’ "}1 > X’

>

n
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2.4.1.2. Adsorpce

Podle sorpéniho mechanismu (obr. 7) mazeme vlékna rozdélit na absorbenty
(homogenni ¢isté polymery) a adsorbenty (porézni ¢astice suspendované v polymeru).
[10] Adsorpce probiha pomoci poréznich ¢éstic suspendovanych v polymeru (DVB,
CAR™ atd.) V pripadé cistych homogennich polymeréi hovoiime o absorpci. Mezi
adsorpéni  vldkna patii  napiiklad Carboxen-polydimethylsiloxan (CAR-PDMS),
Polydimethylsiloxan-divinylbenzen (PDMS-DVB), Divinylbenzen-Carboxen-
Polydimethylsiloxan (DVB-CAR-PDMS). [10]

Schéma podatku sorpce [7]

! B 5l
PR KRR

absorpee adsorpee na velkych pérech  adsorpee na malych pdrech

B vt e

PR SR

Schéma rovnovazného stavu sorpce[7]

ahsorpee adsorpoe na velkichpdrech  adsorpee na malich pdrech

Obréazek 7 — Typy sorpce pti SPME [5]
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Experimentélné bylo zjisténo, Ze srostouci pordzitou ¢astic roste celkova kapacita
vl&kna, schopnost vrstvy zadrZovat analyty a celkova selektivita viakna. [12] Je-li
koncentrace analytu ve vzorku mnohem vétSi neZz u rovnovaZzného stavu nebo afinita
k sorpeni vrstveé velmi mald, 1ze pozorovat linearni zavislost mezi pocéatecni koncentraci a
extrahovanym mnozstvim. [10]

Pro vétSi kapacitu a celkovou G¢innost SPME byla vyvinuta v devadesétych letech
minulého stoleti kiemenna vlidkna potazena nékolikandsobnou vrstvou CAR™ ¢éastic
v PDMS (obr. 8). Tvar pora v uhlikovych c¢ésticich také vyrazné ovliviiuje sorpeni a
desorpeni aktivitu. [10]

Takto konstruovana vlé&kna jsou vhodnd pro extrakci molekul s uhlikovym
fetézcem v rozsahu C2 — C12. Pro vétsSi molekuly, tim je mySleno C > 12, se uvedené
vl&kno nedoporucuje, protoZe tyto molekuly jsou silné zachyceny a jejich desorpce se
stava obtiznou. [10]

PDMS fize Carh oxenové'™ gdstice (2-10 pm)

r’

seee® '--...d
00608000000

| kiemenne vlalme
90000 P0G OOPOOY
2809 . o9 90 000
L A X . | X . L X N
Analyt mige :mlgm!.r at mezlvrshrami-nr}'réeni kapacity
Obréazek 8 — Carboxen/PDMS vldkno [11]
MACROPORE
CAR™ neni nic jiného neZ porézni synteticky \1___ ; .
materidl, ktery se pripravuje tak, aby byly / \MMEEDPDRE\
rovnomerng zastoupeny pory véech velikosti. Castice  / ;—MICRDPPRE -
byvaji syntetizovany ve velikosti od 2 do 10 pm. ﬁ{f}’"
Velikost makropdrii je > 500 A, mezopdra |'
20— 500 A amikropéra < 20 A. [11] i
l }
N ;
\\ I| -
- / y

Obrézek 9 - Cagtice CAR™ [11]
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2.4.2. Zpisob vzor kovani

Jak uz bylo zminéno v kapitole 2.3.4., existuji dvatypy vzorkovani: [11]

DI-SPME (Direct Immersing SPME) je ptimé ponoteni vidkna do vzorku [1]
HS-SPME. (Head Space SPME) je extrakce z prostotu nad vzorkem v uzaviené
nadobe [1]

DI-SPME se pouZiva predevsim pro latky v kapalném skupenstvi a u nékterych
tuhych latek. V potravindistvi mohou matrice obsahovat makromolekulérni Iétky, jako
jsou napiiklad proteiny, které mohou ovliviiovat prabéh SPME, je tedy zapotiebi jejich
odstranéni pomoci filtrace, odstiedéni atd. [1]

HS-SPME se pouZiva pro extrakci tékavych latek. Ustdleni rovnovéhy mezi
vldknem a analytem v plynném stavu je rychlejsi nez u DI-SPME, protoZze molekuly
analytu se rychleji pohybuji v plynu nez v ostatnich skupenstvich. [1]

2.4.3. Michani vzorku

Mezi dalSi vyznamné faktory ovliviwjici SPME patii michani vzorku, které
Zlepduje a zkracuje extrakci u molekul svysSi molekulovou hmotnosti a svysokym
difusnim koeficientem. Obc¢asné (promenlivé) michéni se neprovadi kvali zhorSené
piesnosti stanoveni. Michani pomoci ultrazvuku zvySuje sorpci analytu, ale také vede

k zahtivani vzorku a moZznému odpaieni vzorku do prostoru headspace. [10]
2.4.4. Pridavek soli a zména pH

Pridavek 20-30 % roztoku chloridu sodného (NaCl) nebo Uprava pH vzorku méa za
nasledek zvySeni iontoveé sily roztoku atim se snizi poZzadovana rozpustnost analytu. [4]

Pomoci pridani soli se u nizko polérnich tékavych latek zvysi vytézek extrakce. Pro
vysoce poléarni latky se pridavek soli nepouziva kvuli vzniku interferujicich pika. [10]
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2.4.5. Extrakéni ¢as

Cas je u SPME kriticky parametr. SPME mé maximalni Gé¢innost v rovnovazném
stavu, ale pro stanoveni neni dosazeni Uplné rovnovahy nezbytné nutné. Extrakce obvykle
trva 15-20 minut, ale muze byt samoziejmé kratsi, nékdy az pouhych 30 sekund. U HS-
SPME extrakce je extrakeni cas obvykle kratSi neZz DI-SPME. [4]

Cas extrakce zavisi nanekolika faktorech:[4]
velikost molekuly dané slouceniny

typ SPME féze, ktera pokryva kiemenné vliakno
zpusob extrakce stanovovaného analytu ze vzorku

koncentrace analytu ve vzorku

Celkovou dobu extrakce Ize nékolikanasobn¢ zkrétit, pokud se: [4]
analyzuji slou¢eniny malé molekulové hmotnosti (< 150 g.mol™)
pouZije tenka sorpeni vrstva pokryvajici SPME vlakno

pracuje s HS-SPME technikou

vyuziva préce s vysokou koncentraci analyta ve vzorku

2.4.6. Teplota mikroextrakce

Teplota vzorku je kritickym parametrem pro piesnou kvantifikaci vzorku. Musi se
vzdy pouzit konstantni teplota pro vSechny extrakce. Vyuziti teploty béhem headspace
extrakce pomiZe k uvolnéni analytu ze vzorku a ke zlepSeni citlivosti a zkraceni celkové
doby potiebné pro extrakci. Pri vysoké teploté miZze dochazet k uvolnéni analyti z SPME
féze a tim dojde ke sniZeni celkové citlivosti. To plati zefména pti pouZiti kapalné faze a
absorpéniho typu vidkna, jako je PDMS. Ty vétSinou nevyZaduji pri extrakci zvySeni
teploty a v3e se provadi za laboratornich podminek. Pro nékteré aplikace s tékavymi nebo
vysoce tékavymi slouceninami i malé zvySeni teploty muze vyznamné zkrétit ¢as
potiebny na extrakci vzorku. [4]
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3. Mikroextrakce se sor bentem umisténym v mikr ostirikac¢ce

3.1. Princip MEPS

Mikroextrakce se sorbentem umisténym v mikrosttikatce (Microextraction by
Packed Sorbent, MEPS) predstavuje novy vyvoj v oblasti piipravy vzorki a manipulace
snimi. MEPS vznikl vlastné miniaturizaci konvenéni SPE (Solid Phase Extraction), ktera
se pouzivi pro objemy v mililitrech zatimco MEPS v mikrolitrech. [14] Princip této
metody spociva v extrakci (sorpci) zkoumané latky na sorbent (stacionarni faze), ktery se
nachézi cely v injekéni stiikacce v podobe ,,patrony”. U MEPS se aplikuji podobné féze
jako u SPE. [14]

MEPS se sklada ze dvou ¢ésti, stiikacky MEPS (, MEPS Syringe*) a jehly sBIN
(,Barrel Insert and Needle Assembly*). BIN (obr. 10) neni nic jiného nez ocelova jehla
smalou patronou, ktera obsahuje rizné SPE faze - C18, C8, C8/SCX, C2 atd. BIN se
pouZziva s plynotésnou injekeni stifkaékou s objemem 100 pl nebo 250 ul, ktera umoziiuje
davkovéani kapalin za béZznych podminek SPE. [15] Je-li BIN vypotiebovana nebo je
poZadovana jina faze, 1ze ji snadno vymeénit odSroubovanim pojistné matice. Kazda BIN
jehla ma své samostatné oznaceni. MEPS plni stejné funkce jako SPE - odstranéni
rusivych komponent a zakoncentrovani sledovanych sloucenin z matrice. Umoziuje
selektivni izolaci a méteni koncentrace analytu.

MEPS zvy&uje vyhody konvencni SPE. [14] MEPS se spojenim s GC nebo HPLC
systémy poskytuje dobré vysledky v nékterych parametrech zdaleka prevySujici vyhody
SPE, ato zeiména: [15]

Vyznamng sniZuje ¢as potrebny na pripravu vzorka.

MuZe byt kombinovana s HPLC nebo GC a pln¢ automatizovéna - jednotlivé kroky
jsou provéadény on-line pomoci stejné stiikacky.

Vyznamné sniZuje objem rozpoustédla a zvySuje schopnost pracovat se vzorky

velmi malého objemu, ato v fadech mikrolitra oproti mnoha mililitrim pro SPE.
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3.2. Vyhody MEPS

Cas na piipravu vzorku Ize zkrétit z hodin na minuty.

Odstrani se veSkeré dalsi kroky (filtrace, precipitace gj.) pro piipravu vzorki.
MEPS pracuje s menSim objemem vzorku neZ klasicka SPE.

MEPS lze pIn¢ automatizovat.

Zpracovani vzorku, extrakce a nastiik jsou zajistény stejnou stiikackou.

MEPS Ize aplikovat ve spojenims GC i LC.

' 13Tﬁimém.
' FTFE TE3NICI
KROUZEK

YERATVA

FRITY —T——— VYFLNE
[ sotherdt)

KONCOV A
ZATK A

JEHL &

Obréazek 10 — Schéma MEPS BIN v injekéni stiikacce [15]

3.2.1. Citlivost a velikost vzor ka

VetSi vzorky (priblizujici se k objemu 1 ml) lze zpracovavat nebo
zakoncentrovavat odebranim alikvotnich podili 100 pl nebo 250 ul. VétSinou se pracuje
se vzorky, které maji velmi maly objem, nékdy pouze v ndsobcich 10 pl. [15]

3.2.2. Automatizace

Moznost provedeni ,,on-line* pomoci jednoho zatizeni zkracuje potiebnou dobu na
zpracovani vzorku a eliminuje nutnost ¢astého zasahu analytika. Typicka Zivotnost jehly
BIN je 40 az 100 vzorka (konzervativni odhad), de ta samoziejmé zavisi na konkrétnim
typu vzorku. Maé mnozstvi MEPS féze v jehle BIN Ize snadno a U¢inné promyvat mezi
jednotlivymi vzorky, coz snizuje riziko vzgjemné kontaminace mezi vzorky. Toto je

u MEPS mnohem jednodusSi ve srovnéni s konveneni SPE. [15]
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3.2.3. Flexibilita a jednoduché pouziti

Jehly BIN se dodévaji (komeréné dostupné) sraznymi SPE fazemi. [17] Rozmeéry
mista uloZeni sorbentu zajistuji, Ze separacni schopnost sorbentu se stéava totoZnou
skonvencni SPE. [14] Priprava vzorka z komplexnich biologickych matric je pomoci
MEPS jednoducha a sniZzuje naroky na objem vzorku a pouzivanych rozpoudédel ve
srovnani se SPE nebo jinymi ,, mikroextrakenimi technikami“. MEPS vyuZiva separaci
pomoci reverzni faze, normalni faze, smésného médu a iontové vymeény. Jelikoz MEPS
umoziuje préci smalymi objemy (nékolika ul), je vhodnou technikou pro piimé
propojeni sLC-MS systémy. Soucasny rozsah strikatek umoZznuje ruéni pouZziti nebo
vyuZziti automatickych davkovaca Thermo Scientific, CTC Analytics, HTA 300APlus a
Varian 8400 bez nutnosti jejich Upravy. Jehly BIN existuji v provedeni pro LC a GC
aplikace. Jehly byvaji baleny v utésnénych féliich po 5 kusech. [15]

3.3. Postup pii praci sMEPS

Cerpani vzorku prostiednictvim MEPS BIN. (Jeden nebo vice analytii ze vzorku
mohou byt sorbovany).

Promytim MEPS BIN 20 pul praciho roztoku dojde k odstranéni interferenci.

Eluce analytu do rozpoustédia.

Vstiiknuti analytu do néstiikového prostoru analytického systému. [14]

1 i 2 1 . T

YEORKOV AN PROMY VAN ELUCE ANALYZA
(1-M krd) ROZPOUETEDLEL

Obréazek 11 — Jednotlive kroky pfti préaci s MEPS [14]

26



Jako promyvaci a elu¢ni roztoky byvaji pouzivana rtizna rozpoudtédia, jako napr.
voda, smési vody a organickych rozpou&tédel (napriklad methanol, acetonitril atd.) nebo
jin& organicka rozpoudtédla. Vzdy zaleZi na druhu vzorku a v jaké matrici se nachazi.
Objem, kterym se provadi promyvani, odpovida velikosti 50 pl. Uginky promyvani az do
poZadovaného stavu systému jsou razné, protoze se rozpoudtédla fedi v rizném pomgru,
vzdy dle potieby analytika. Objem elu¢niho roztoku byvéa obvykle 20 pl. [14]

3.4. Kompatibilni systémy pro MEPS

Za kompatibilni systémy (tab. 2) se povazuji ty, které mohou nékteré jehly sBIN
MEPS plné pouzivat, a to bud’ za pritomnosti analytika nebo plné automatizovany za
pomoci davkovact. Jehly s potirebnymi fazemi o dané velikosti jsou komeréné dostupné.
Rozmery loZe sorbentu zgjistuji, Ze separacni schopnost sorbentu je identicka s konvenéni
SPE, a proto se vyborné aplikuji na GC (Gas chromatography) a LC (Liquid
chromatography), kam patti i HPLC (High-performance liquid chromatography),
samoziejmé zalezi na spravném vybeéru jehly s BIN ana druhu stanovované latky. [15]

Na obr. 12 je MEPS C18-BINS, Thermo/CTC 23GA. Tato sada je balena po 5
kusech a ur¢ena pro GC aplikace: jehla ma rozméry 23 gauge, vnéjSi pramér 0,63 mm
»cone point style" a zakladni silikagel ma stiedni velikost ¢astic 45 um, velikost péra 60
A. Oznageni Thermo/CTC znamena, Z7e je jehla BIN pouZitelnd sautomatickymi
davkovaci Thermo Scientific, HTA 300A Plus, Varian 8400 a 100 pl CTC Analytics.
Oznaceni CTC znamend, Ze jehla BIN se hodi pouze pro automatické davkovace CTC
Analytics. [16]

Obrézek 12 — MEPS C18-BINS, Thermo/CTC 23GA [16]
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Vyska MEPS stiikacky (MEPS Syringe — obr. 13) je variabilni a zalezi na vyrobci.

Rychlost vstiikovani se pohybuje v intervalu 0,1 — 100 pl/s. [17]

',_lr

—r—

&

WEP"

Obréazek 13 — MEPS Syringe [17]

-

.

Tabulka 2 — Prehled pouzitelnych HPLC a GC systému pro MEPS BIN [16]

Objem 100 a 250 pl Objem stiikacky 100 a 250 pl
stiikacky (MEPS)
(MEPS)
HPLC HPLC podporované GC GC podporované
Kompatibilita systémy Kompatibilita: systémy
Veskeré HPLC | Automated LC200 Series | *Jen pokud je Dani Master GC
systémy se daji . specifikovano pri Shimaozu GC-
. Manual LC200 Series . 14A/B/C (GC-17A)
pouZzit, zde jsou objednavani GC.

CHANCE isocratic Shimadzu GC-2010
uvedeny | Smartline 6600 (2014; QP-2010)
nektereznich. |15 1900 Series HPLC Agilent/HP

System (5890, 6850A, 4890,
6890)
Varian 3800

YL 9100 HPLC Systém

Shimadzu SIL-HT HPLC
Dual Gradient System

(3300/3400, 430/450)

SRI 8610*
Hitachi High Technologies
America Carlo Erba
LaChrom Elite HPLC (5300 Mega, 8000,

8000 Tops)

Shimadzu Multiplexed

HPLC System Chrompack CP9001/2
Shimadzu LC-2010HT
Liquid Chromatograph Trace SX
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4. Extrakce na magnetickém michadle

4.1. Princip extrakce na magnetickém michadle

Extrakce na magnetickém michadle (Stir bar sorptive extraction, SBSE) také patii
mezi mikroextrakéni metody. [19] Tao metoda probiha vyhradné na PDMS
(polydimethylsiloxan) fazi, kterd rovnomeérné pokryva sklenény obal, ve kterém je
uloZzeno magnetické michadlo. Mikroextrakci na magnetickém michadle (obr. 13)
vyvinuli Baltussen akol. v roce 1999. [20] SBSE je vhodné pro extrakci vodnych roztoki
svysokou citlivosti v kombinaci sjednoduchosti SPME. SBSE douZi kizolaci latek
z matric a zakoncentrovani analytu ze vzorku a vSe bez pritomnosti organického
rozpoudtédla. [21]

I : PO

Sklo
Magtet

Obrazek 13- Schéma zatizeni pro SBSE [20]

Prednosti PDM S jako sorpéniho média:

analyty nejsou sorbovany na aktivni povrch

nedochéazi k degradaci nestabilnich analytu, ptipadné jen nepatrné

absorpce je mnohem slabsi nez adsorpce

slabé interakce mezi PDMS vrstvou a molekulami analytt maji za nésledek
desorpci l&tek i pii nizkych teplotéch, nedochézi k rozkladu termolabilnich latek
sorpéni kapacita PDMS zavisi pouze na rovnovaze mezi polymerni fazi avzorkem
mozna degradace PDMS vrstvy neovliviiuje vysledky meéieni, protoZze pri
degradaci PDMS vnikaji silikonové fragmenty, které se daji snadno rozlisit a tim
padem nemohou nijak ovlivnit kvantitativni analyzu
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Vlastni extrakce zatina v momenté vloZzeni michadla (extraktantu) do
analyzovaného vzorku a nasledného zapnuti michani. [21] Doba, po kterou probiha
extrakce, se pohybuje v rozmezi mezi 30 az 60 minutami [20], ale nektera literatura uvadi
aZ 4 hodiny. [22]. Déka michadla se pohybuje v rozmérech 10, 20 a 40 mm. [20] Objem
potazené PDMS féaze je 55 a 219 pl. [20]

Jaky typ michadla se pouZzije zavisi ¢isté na objemu vzorku. [21] Pro vzorky o
objemu 1 aZ 50 ml se pouZziva michadlo o délce 10 mm, pro vzorky s objemem 100 az
250 ml se vklada michadlo s délkou 40 mm. [20] Michadla jsou komeréné dostupna pod
oznatenim TWISTER (obr. 14) a dodavana firmou Gerstel sidlici v Némecku. [23].

L

Obrazek 14 — TWISTER [23]

4.1.1. SBSE ve spojeni sGC

Po dokonceni extrakce je Twister zaveden do tepelné desorpeni jednotky TDU
(Thermal Desorption Unit) nebo do tepelného desorpéniho systému TDS (Thermal
Desorption Systém). Oba systémy jsou primo napojeny na GC. To znamend, Ze po
termalni desorpci analytu z Twisteru je sledovand latka undSena nosnym plynem na
kolonu plynového chromatogramu.

4.1.2. SBSE vespojeni sHPLC

V piipadé, kdy se pozaduje stanoveni mdlo tékavych nebo tepelné labilnich
slou¢enin, mohou byt tyto latky extrahovany pomoci Twister s TBE (Twister Back
Extraction) a ndsledn¢ analyzovany LC nebo LC-MS. [24] Desorpce stanovovanych latek
se provédi pomoci elu¢nich ¢inidel (rozpoudtédla). Aplikovatelnost jednotlivych
rozpoudtédel zavisi jen na vlastnostech stanovované latky.
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Vyhody extrakce na magnetickém michadle:

az 1000 krét nizsi detekéni limity nez u SPME

kvantitativni analyza ma velky lineérni rozsah

nékteré stanovované latky (analyty) mohou byt extrahovany zéroven
vyZaduje minimalni ¢as a obsluhu analytika

tepelna desorpce a GC-MS analyzy jsou provadény automaticky

4.2. Teoretické zaklady SBSE

MoZnost zvySeni mnoZstvi stacionérni faze u extrakce na magnetickém michadle
vysvétluje vysoky faktor obohaceni a vysokou citlivost ve srovnani se SPME.
Z teoretického hlediska je SBSE popisovana podobné jako SPME.

Za predpokladu, Ze rozdélovaci koeficienty PDMS / voda a (kppwms 7 w) jSou
priblizné proporcionani k rozdélovacim koeficientim oktanol / voda v oblasti koeficienti

(Kosw) 1ze pouzit nésledujici rovnice (5):

Cm_mmx Fy

Koww = Koppesow = = (5)

Kde Css= a Cy je koncentrace analytu v PDMS a vodné fazi, megse @ my  jSou
hmotnosti analytu v PDMS a ve vodni fazi, Vsss= a Vi jsou objemy PDMS a vodné faze.
Nahradou poméru Vi / V= fazi za f, miZe rovnice (5) mit tento pisemny tvar (6):

K m

o _ Maw Mo
fil My My — Mepep (6)

Kde my je celkova hmotnost analytu pavodné piitomného ve vzorku vody.
Rovnice (6) pak muZe byt znovu usporédéna tak, aby mohla byt stanovena G¢innost

extrakce (7): [K ]
T iw @)
“[ ; ]
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Z rovnice (7) je ztgjmé, Ze promeénné, které uréuji vytéznost analytu ze vzorku,
jsou rozdélovaci koeficient (Kow) a pomer fazi (5), implicitng, kdyZz nastane Kow / =1,
bude vytéZnost 50 %. Pro nizké hodnoty Kow / S je vyuZziti priblizné umerné Kow / f,
zatimco u Koyw /  hodnoty vySSi nez 5 se vytéZznost prakticky stava kvantitativni, jak je to
vyobrazeno naobr. 15. [20]

4.3. Porovnani vytéznosti SBSE a SPME

Srovnani SBSE a SPME metod na teoretické Urovni je uvedeno na obr. 15, ktery
znézoriuje vytéznost jednotlivych metod v zavislosti na rozdélovacim koeficientu Kow
(oktanol-voda). U SPME bylo pouZzito kiemenné vlidkno s objemem 0,5 pl PDMS faze au
zatizeni pro SBSE (michadlo) byl objem 100 pl PDMS faze.

Stanovovany objem vzorku odpovidal velikosti 10 ml. Pii pouZziti SPME byla
vytéznost vzdy vySSi nez 50 % pro latky s hodnotou Koy > 10000, zatimeco u SBSE je ta
sama vytéznost i pro laky, jejichz Koy > 100. Kdyby stanovované latky mély Kow >
10000, piedpoklada se pii SBSE témeéi 100 % vytéZnost. [20]

VtéEnost

1 KHMI

Obréazek 15 — Vytéznost analytia u SBSE a SPME z 10 ml vzorku vody v zavislosti na
jejich rozdélovacim koeficientu oktanol — voda (Kow). Objem PDMS vldkna: 0,5 pl;
objem PDMS na SBSE michadle je 100 pl [20]
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5. Pirinos mikroextr akénich metod pro analyzu potravin

Tato ¢ést bakalarskeé préce je zamérena na vyuziti mikroextrakénich metod jakozto
nastroje pro ziskavani stanovovanych latek z riznych matric, konkrétné potravin. Pomoci
mikroextrakénich metod s kombinaci GC, popiipadé sHPLC, se daji snadno stanovit
senzorické latky v potravinach, mykotoxiny, pesticidy a spousta daSich vyznamnych
latek, které bud’ maji pozitivni nebo negativni vyznam v potravinach.

5.1. Senzoricky aktivni latky ajejich vyznam v potravinach

Senzorické latky jsou organické slouceniny, mohou to byt rizné derivaty
uhlovodikt, jak akoholy (fenolické laky), ¢i adehydy, ketony, estery, aminy,
heterocyklické Iatky a mnoho dalSich, které charakterizuji danou potravinu svoji vani a
chuti.[25] Tyto latky mohou byt ukazateli zralosti dané potraviny (ovoce, zelenina a jiné
zemédélské plodiny), pravosti ptivodu (med, vino), nespravné dodrZzené technologie pii
vyrobé potravin, zatingjici kazivosti potravin nebo se mohou vyuZivat v potravinarském
pramyslu jako additiva, ktera se umele pridavaji napriklad do ndpojua s cilem zlepsit jejich
senzorickeé vlastnosti. Nékteré aromatické Iatky (my3leno senzoricky aktivni — vydavajici
aroma - vini) jsou prehledné vypsany v nasledujici tabulce 3.

Senzoricky aktivni 1atky se daji izolovat z potravin pomoci SPME, MEPS i SBSE
a nasledné provest kvalitativni i kvantitativni analyza pomoci GC. [1] Pomoci SBSE se
daji stanovit i velmi nizké koncentrace téchto latek. [20] Mezi senzoricky aktivni 1&ky
patii napriklad bioflavonoidy, tj. la&ky vyskytujici se v roglinach (byliny, zeleny ¢aj,
Sipek, lékorice atd.) a v jejich plodech (ostruziny, maliny, boravky atd). Bioflavonoidy
jsou heterocyklické slouceniny (odvozené od pyranu) s navazanym benzenovym jadrem
pres uhlikovy fetézec. Tyto ladtky maji vyznamné antioxidacni vlastnosti a pomahaji
lidskému organismu |épe odbourdvat volné radikdly, které mohou mit karcinogenni,
mutagenni, teratogenni a dalSi negativni G¢inky pro lidsky organismus. Nekteré
bioflavonoidy (konkrétné anthokyany) se pouzivaji jako potravinarské barviva a jsou
bé&Znou soucasti rostlinného pigmentu. [32]

DalSi vyznam senzoricky aktivnich laek vyskytujicich se v potravinach je
podrobnéji rozepsan v nésledujicich kapitolach.
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Tabulka 3 — Prehled vybranych senzoricky aktivnich latek [25]

Obchodo] nizey CAS Popis yio

2,3-Dimethylpyrazin 5010-89-4 napslenald, ofechovd, kdvova, karamelovd, mesovi, voolef po nové kit
2-Ethoxy- 3-methylpyrazin 3FT3T-14-7 HekoofiEkovd, prafend mandle, zemitd. lehes ananasovd
4-Methylthiezol-5-=thancl 137-00-8 afechovi, po hovézim mase

Aldehyd C 14 104-67-6 ovocnd, sladkd, broskvovd

Aldehyd C 18 104-61-0 mastod, kokcsovd, af anyzovd

Pentyl-acatdt H28-63-T bandnovd, ethericld, ovocnd

Butyl-butyryllacstdt T492-T0-8 ml&ind, syrovi, mislovitd, smetanoyi

Cinamyl -butyrét TETE1-39-4 ovocni, balzamickd, slabg kondtinovd

Citral 5392-40-5 citronowd

Citrone]lyl-formét 105-85-1 ovoond, kvétinova, meriikove broskvovA, medovi
Dekanc-5-lakton T05-86-2 smetancyi, kokosovd, broskyoyd

Bincatyl 4314038 velmi silod, méshovd

Drilry drokumarin 119-84-6 sladkd, bylinnd, dfevitd. yanilkowd
Methyl-3-{methylaminajbenzodt 35-91-6 pomerandovd kovkty, hroznove vioo

Ethyl-acetdt 141-78-6 ananasovi, tkavd

Ethyl-butyrit 105-544 ovoond, sladkd, difivsival, bandnovE ananascvi
Ethyl-heptanot 106-30-4 vinné, brandy. ovoond

Ethyl-hexanodt 123-66-0 gilné ovoond, plipominajie] vioo, jablkovd, baninova, brandy
Ethylmalta] 4940-11-8 Jaramelovd, sladki

Ethylvanilin 121324 gilod, vanmilkovi

Fepethylalkohol 60-12-8 riove, medovd, kvEtinoyd

Fepzthyl-fenylacetit 102-20-5 medovd, kvEinovd

Furaldehyd 98401-1 sladkd, dfevitd, mandlovd, po pedeném chlebu
Heptanon 110430 ovocni, kofenith, shoficovd

[sopentyl-butyrit 106-274 ovoond, memiikovd, ananasova, bandnovd

Isocupenol 97-541 hfebifkovi, kofenitd, sladkd, s dfevitfmi podtioy
Linalyl-gestit 115-95-7 pifjemnd, sladkd, kvétinoyé ovoond

Maltol 118-T1-8 sledovi, po opefieném chlebu

Menthol 2216-51-5 mentoloyi

Methionin 59-51-5 masovi, podobod dro$d{

Methyl-anthranilst 134-20-3 ovocnd, vinovh

Methyl-benzodt 93-58-3 ovooni

3-Methyleyklopentan-1 2-dion T65-T0-8 ofechovi, pfipdleni, kdvovd, karamelovd, podobni javorovEmo simpa
Methyl{ methylsulfanyl)pyrazin GT952-65-2 ofechovi, vafené maso, plipominajlc] zeleninu
Pyrrolidin 123-75-1 animélnf, vajelind, aminovi

Thiamin-hydrochlorid 67038 nakysld, rpkd, nahofild




5.1.1 Kontrola jakosti medu

Hodnoceni botanického pivodu medd, obzvldsté pri dovozu ze zahranici, je
nezbytnou a dileZitou soucésti potravindiské kontroly. V soucasné dobé se oficidlné
pouZivané metody zaméiuji prevazné na pylovou analyzu. Cilem tohoto prispévku je
piedlozit SPME jako moznou analytickou techniku pro studium obsahu senzorickych
latek v medu. Vzorky meda (40) pochazely z riznych regiona Itdlie. Tyto vzorky se
analyzovaly pomoci SPME. Zkoumané vzorky mély Sest botanickych pavodi: citrusy (5),
kadtan (10), eukalyptus (8), lipa (11), tymian (2) a pampeliska (4). |dentifikace tékavych
slou¢enin (charakterizujici pivod medu) byla provedena SPME/GC/FID metodou. Bylo
zji&eno, Ze viechny vzorky se stejnym botanickym pavodem mely pozoruhodné podobné
GC profily. Nekteré tekavé latky byly nalezeny pouze ve vzorcich medu ze specifickych
kvétinovych zdroju. Tato viastnost by mohla byt vyuzivana jako marker. [26]

5.1.2. Vyuziti SPM E/GC/FPD pr o stanoveni sirnych latek v pivu

Nekteré tekave sirné Iatky jsou béZznou soucasti piva. Vznikaji pti vyrobé piva ze
sladu a chmele. Ovlivauji vyznamné chut’ piva (po ¢esneku, zahnivajici rostliny, varené
zeli atd.) ajejich mozné vysoka koncentrace v pivu je nezédouci, a proto je velmi dalezité
sledovat jejich obsah béhem jednotlivych fazi technologie piva. [27]

5.1.2.1. Sledované sirné latky v pivu

dimethylsulfid
- nejdulezitejsi zdroj senzorickych zmén v pivu
- senzoricka prahova koncentrace 50 g/l HqlC
- chut apach varené zeleniny (kapusta, zelf) S—CHs

dimethyldisulfid
- chut pripomingjici vareny kvétak 5 CH,
- prahovéa hodnota 3 pg/l
dimethyltrisulfid
- Siplavavane po cerstvé cibuli : 3

- prahovéakoncentrace 0,1ug/|
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diethyldisulfid
- viing pripominajici derstvou cibuli o gt C

ethylsulfid H3C
3-(methylthio)propanol (methionol)

- chut ptipomingjici kveéték

- prahova koncentrace 2 mg/I

CHy

3-methylthiofen K

-

-t
CH;
2-methyl-1-butanthiol 3G~ _-SH
ethyl thioacetéat
0
13-:’””““5'”ﬂ“:-|

o

Kz

sirouhlik

5.1.2.2. Optimalizace podminek pro SPME

Extrakce byla provadéna metodou HS-SPME a pouzito bylo kiemenné viékno
potaZzené 85 pum vrstvou CAR/PDMS (carboxen/polydimethylsiloxan). Doba extrakce
byla 30 minut pri teploté 45 °C. Podminky pro desorpci byly 3 minuty pii teploté 250 °C.
[27]
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5.1.2.3. Podminky pro GC

Kapiléarni kolona

Teplotni program

Pratok nosného plynu He
PTV Injektor
FPD detektor

GS-Gaspro (30 mx 0,32 mm)
40°C (1 min)—110 °C (1 min)
rychlost ohtevu 7 °C.min’™*

110 °C (1 min)— 190 °C (1 min)
rychlost ohtevu 11 °C.min™*

190 °C (1 min) )—235 °C (1 min)
rychlost ohtevu 7 °C.min’™*

1,5 ml. min*

250 °C, splitless (3 min)

T detektor — 150 °C

T base—250 °C

Hz — 90 ml. min™

vzduch -105 ml.min.;

make up N— 20 ml.min™

5.1.2.4. Vyhodnoceni obsahu sirnych latek ve vzorcich piva

Na zéklad¢ polohy pikia (porovnéni se standarty) lze snadno identifikovat danou

latku. Z vySky piku se maZe vypocitat koncentrace latky ve vzorku piva. [27]

Tabulka 4 - Prehled vysledki, nametenych pomoci GC/FPD, pro ¢&tyii razné druhy piv

[27]
Svetlévycepni | Swetlylezdk | Cernépivo | Nealkoholické

pivo (n=6) (n=6) (n=4) pivo(n=3)
sirouhlik (ug/l) 0,02 - 0,05 <0,01 <0,05 <0,01
methionol (ug/l) 4,30 - 6,20 2,0-334 | 2,03-4,01 <0,5
ethylsulfid (ug/l) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
dimethylsulfid (ug/l) 085-145 | 0,29-0,67 | 0,9-1,29 1
3-methylthiofen (ug/l) 0,10-0,16 <0,001 0,18 <0,001
dimethyldisulfid (ug/l) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
2-methyl-1-buthanthiol (ug/l) <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
diethyldisulfid (ug/l) 0,08-0,20 | 0,08-0,25 | 0,12-0,19 0,36
dimethyltrisulfid (ug/l) <0,005 <0,005 <0,005 <0,005
ethyl thioacetat (ug/l) <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
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5.1.3. Senzoricka analyza vin typu Sauvignon

Pyraziny patii mezi senzoricky vyznamné dusikaté heterocyklické latky. Krome

alkylpyrazina, které se vyznamnou meérou podileji na chuti a vani vétdiny tepelné
upravenych, predevdim pak pecenych a smaZenych potravin, patii mezi senzoricky
nejvyznamnéjSi alkoxypyraziny. Mezi nejvyznamnéjSi zastupce alkoxypyrazinu patii
methoxypyraziny (MP). Methoxypyraziny se vyskytuji ve zpracovanych potravinach, ale
rovnéz v syrové zelening (v hrédku, tepé, zelené paprice, rajcatech) a ve vinnych
hroznech. MP Ize dle hlediska vzniku zafadit mezi latky aromatické primérni, tedy
takové, které maji ptvod v hroznech a tvori odridovy charakter vina. K této skupiné se
fadi také prefermentacni Iatky, které se tvori v obdobi mezi sbérem hrozni a za¢dtkem
alkoholové fermentace.
V odridach Cabernet sauvignon a Sauvignon je mozné nalézt tri vyznamné zéastupce MP.
Prevladajicim pyrazinem je 3-isobutyl-2-methoxypyrazin (IBMP), ktery se v této odradé
vina nachézi v koncentracich 5-50 ng/l a jehoZz aroma je popisovano jako ,.zelené* a po
paprice. Dale v odrudé Cabernet sauvignon a Sauvignon nalezneme 3-sec-butyl-2-
methoxypyrazin (SBMP) a 2-methoxy-3-isopropylpyrazin (IPMP). Prahova hodnota
detekovatelna ¢ichem pro tyto pyraziny je v rozmezi od 1 ng/l do 42 ng/l a aroma ma
charakter cerstvé posekané tréavy. Ve stopovych hladindch je piitomen 3-ethyl-2-
methoxypyrazin (ETMP). Obsah MP ve vin¢ zavisi hlavné na stupni dozrani hrozni,
jejich obsah rapidné klesa v obdobi, kdy se zatinaji vybarvovat hrozny. Déle obsah zavisi
na klimatu, takZe vina z chladngjSich oblasti obsahuji vice MP nez stejné typy vin z
teplejSich oblasti. VIiv mataké slunecni svit, protoZe hrozny dozravajici v temnu obsahuji
az tiikrét vySSi koncentraci MP. Stanoveni charakteristickych aromatickych profila vina
Sauvignon a identifikaci pridavku umglého aroma dostupného na trhu v Ceské republice
|ze snadno prokézat metodou SPME/GC/MS. [28]

5.1.3.1. Optimalizace a vydedky pouZzité metody
Kombinace SPME s plynovou chromatografii s hmotnostnim detektorem nabizi
jednoduchy, rychly a citlivy pristup vhodny pro charakterizaci slou¢enin aroma vina bez

slozitého postupu piipravy vzorku. Sorpce aromatickych latek byla provadéna za vyuZiti
vlakna 100 pm Polydimethylsiloxan (PDMS). [28]

38



Vekeré analyzy byly provadény s pridavkem soli (NaCl) a za michani rychlosti
900 otések/min. Cas sorpee ¢inil 30 minut pii teploté 25 °C. Déka desorpce aromatickych
ldtek z SPME vlékna pii analyze cinila 2 minuty pii teploté 220 °C. Pro stanoveni
celkového profilu aromatickych latek byl vyuZzit teplotni program 50 °C (5 minut), narast
5 °C/min do teploty 150 °C, narast 10 °C/min do 220 °C, vydrz pri 220 °C 2 minuty,
teplota MS detektoru: 220 °C, mobilni faze: helium, pratok 1,2 mi/minutu), pro stanoveni
methoxypyrazint byl pouZit zrychleny teplotni program 50°C (5 minut), narast 5 °C/min
do teploty 110 °C, nérast 30 °C/min do 220 °C, vydrZ pti 220 °C 2 minuty, teplota MS
detektoru: 220 °C, mobilni faze helium, pratok 1,2 mi/minutu), ktery umoznil zkréceni
analyzy z 35 minut na 20 minut pii zachovéni dobré separace piki methoxypyrazing.

Kvantifikace byla provedena pomoci standardu IBMP (98 %, Sigma Aldrich).
Jako vnitini standard byl pouZit 3-oktanol. Ukazka chromatogramu standardu IBMP s

vnitfnim standardem 3-oktanolem je na obr.16. [28]

23000
=2=000
21000
=20oood
1 200
1 By
1 7o
(R=]mm il
1 =000
1000y III'III P
1 =2oo0
1 =000
11000

1ease J-oltanal

noood

oderva detelzce

(= Tm b m
== =1
(= bl
=000
Ao
Lo R o |

=000

1 o5 ]
i

" ,
abo =.ba . bao Toloo 1= o0 1aloo s o0 1mloo Zo.o0

retenéni cas

Obrazek 16 - Ukazkovy chromatogram standardu IBMP s vnittnim standardem
3-oktanolem [ 28]
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Ve vinech typu Sauvignon byl jako charakteristicka l&ka urcen IBMP jehoz
koncentrace se pohybovala v rozmezi 4,67-17,0 ng/l, pramérna hodnota byla 11,2 ng/l.
Byla provedena analyza umélého aroma, Aroma fantasia S (imitujici aroma Sauvignon),
které je bézné dostupné na trhu v CR. Bylo zji&&no, Ze umélé aroma neobsahuje hlavni
pyrazin vina typu Sauvignon, ato 2-methoxy-3-(1-methylpropyl)-pyrazin, ale jeho isomer
2-methoxy-3-(2-ethylpropyl)-pyrazin, jehoz senzorické vlastnosti jsou obdobné, ale
chromatografické mirn¢ odlisné (jiné charakteristické fragmenty a jejich zastoupeni, jiny
retenéni ¢as). Chromatogram standardu sumélym aromatizujicim preparatem je na
obr.17. [28]
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Obréazek 17 — GC chromatogram standardu IBMP o koncentraci 100 pg/l (¢erné ¢ara) a
GC chromatogram modelového roztoku vina s pridavkem umélého aromatizujiciho
preparatu (Seda cara). [28]

Na ¢eském trhu byla jako hlavni sloZzka u sledovanych typa vin Sauvignon uréena
latka 3-isobutyl-2-methoxypyrazin (IBMP), jehoz koncentrace se pohybovala v rozmezi
4,67-17,0 ng/l. Déle se prokazalo, Ze alespon jedna nejmenovana firma pouziva umélych
aromatizujicich preparéti, jako je isomer 2-methoxy-3-(2-methylpropyl)-pyrazin, ktery
mé obdobné senzoricke vlastnosti jako IBMP. [28]
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Uprava téchto druhi vin umélymi aromatickymi preparéty neni potiebnd, jelikoz
nejlepSi hodnocend koncentrace methoxypyrazinia se pohybuje kolem 5-10 ng/l, cozZ je
mnozstvi, které se béZzné vyskytuje u tohoto typu vina. VySSi obsah téchto latek

(methoxypyrazint) je cichem i chuti povaZzovana za negativni. [28]

5.2. Mykotoxiny v potravinach

Mykotoxiny jsou chemické latky, které jsou produkovany nékterymi zéstupci iise
hub (Fungi), nejcastéji to byvaji plisné (mikroskopické houby), které maji pro lidsky
organismus negativni U¢inky a mohou i vazné po3kodit zdravi ¢loveka. [30] Plisn¢ se
rozmnozuji sporami, které jsou velmi malé (mikroskopicky pozorovatelné) a mohou byt
unaSeny i slabym proudénim vzduchu. Plisng, aby se mohly snadno rozmnoZit, potiebuji
dogtatek vlhkosti. Pri nedokonalém skladovani maze snadno dojit ke kontaminaci

samotneé potraviny nebo raznych komodit, které slouzi pro jejich technologii. [29]

5.2.1. SPME/HPLC/FD pro stanoveni Ochratoxin A ve vzorku piva

Ochratoxin A (dale uz jen OTA) patii mezi vyznamné mykotoxiny. Produkuji jej
nékteré druhy plisni (napi. Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus). OTA ma na
arovni organismu mnoho negativnich G¢inka, jako napt. Gtlum imunity, postiZzeni ledvin,
riziko potrati u téhotnych Zen a karcinogenita. Novéjsi prace zabyvajici se karcinogenitou
OTA prokazuji silny efekt promotoru karcinogenniho procesu, ale nebyla prokazana
schopnost iniciace. Z hlediska praktického pristupu ke kontaminaci potravin
ochratoxinem A se tim nic neméni, protoZe v potravé i prostiedi jsme atakovani
karcinogeny se schopnosti iniciace z mnoha dalSich zdrojt. Z chemického hlediska patii
OTA do skupiny ochratoxini, kam je&té fadime dalSi ochratoxiny (B, C, D aa). [30]

V této skupiné ma ochratoxin A dominantni postaveni. Lze ho obecné
charakterizovat jako derivdt 7-izokumarinu vazany na aminoskupinu L-B-fenylalaninu.
Presny nazev OTA je (R)-N-((5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-1H-
benzo(c)pyran-7-yl) karbonyl)-3-fenylalanin (CAS cislo 303-47-9). Strukturni vzorec
OTA je uveden naobr. 18: [29]
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Obrazek 18 — Strukturni vzorec ochratoxinu A [30]

OTA se vyskytuje v fadé komodit jak rostlinného, tak i Zivoc¢isného pivodu. Za
hlavni zdroje OTA v potravinovém fetézci jsou pokladany obiloviny, produkty z obilovin,
veprové maso, krev a vnitinosti (jatra, ledviny, vyrobky z krve), déle se nachazi v kave,
pivu, lusténinach, koreni, zeleném ¢aji, suSeném ovoci, napi. ficich ¢i rozinkach, 1ékofici
a grapefruitové &ave, g. Z obilovin, konkrétné z jeémene, se sekundarné miaze OTA
objevit v pivu. Obsah a mnoZstvi OTA obsaZeného ve vzorku piva lze stanovit pomoci
SPME/LC/FD. Tato metoda je mikroextrakce na tuhé fazi a svyuZitim kapalinové
chromatografie s fluorescencni detekci, ktera se maze aplikovat pro sanoveni ochratoxinu
A v distribuovanych vzorcich piva. [29]

Bylo pouzito 60 um (PDMS/DVB) vlakno. Postup vyZadoval velmi jednoduchou
piipravu vzorku, kterd zahrnuje selektivni extrakci. Mezi faktory ovliviujici sorpci na
vlakno patii doba extrakce, teplota, pH a pridavek soli. Desorpci analytu ovliviuje pouze
teplota a doba tepelné desorpce. Zjidtény linearni rozsah v pivu byl 0,03-2 ng/ml. [29]

& £ & = &

1y /iy (extrahované mnoistri)

g i

extraloni éas
Obrazek 19 — Graf zavislosti extrahovaného mnozstvi OTA na ¢ase, bylo pouzito
PDMS/DVB vlakno pii teploté 25 + 1°C [29]
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5.2.2. SPME/HPLC/ESI-M S/IM S metoda pr o stanoveni OTA

V podedni dob¢ byla vyvinuta dal$i metoda pro stanoveni OTA ve vzorcich piva,
ale i vina, takzvana automatizovana ,,on-line* mikroextrakce na tuhé fazi s naslednym
vyuzitim kapalinové chromatografie - s tandemovou hmotnostni spektrometrii (SPE-
HPLC-ESI-MS/MS). Tato metoda je velmi citliva, poskytuje velmi piesné vysledky, ale
néklady a slozitost pristrojového vybaveni jsou nevhodné pro béZné pouZziti. [29]

5.3. Rezidua pesticidia v jahodach

Pesticidy se pramyslove vyrdbéji, aby nicily prirozené skuadce zemeédélsky
obd¢lavanych plodin a tim zvySily jejich produkci. Rezidua jsou stopova mnozstvi
pouZzitych pesticidu a jejich derivéty, které vznikly napt. pasobenim vzdusného kysliku
nebo slunetnim zarenim a mohou tak byt potencidlnimi kontaminanty zemeédelskych
plodin, tudiZ se i sekundarné objevit v potravinéch. [31]

Jako rychla a origindni metoda pro separaci latek ze dlozitych matric
(homogenizovaneé plody jahod) Ize pouzit SPME nebo SBSE. Velmi vhodnou metodu je
préavé SBSE, kdy se magnetické michadélko potaZzené PDMS fézi o poZadované tloust'’ce
vlozZi do jahodového extraktu a necha se po urcitou dobu za konstantni teploty michat.
[31] Dée je mozné pouzit DI- SPME, kdy se jahodovy extrakt viozi do nadobky se
septem a to se propichne SPME jehlou, ve které je uloZzeno kiemenné vlidkno potazené
PDMS-DVD fézi. Extrakce trva 30 minut od ponoieni vidkna do jahodovém extraktu.

Po extrakci je jehla zavedena do nastiikového prostoru plynového chromatografu,
kde muze byt analyt tepelné desorbovan a unaSen na GC kolonu nebo pouzitim SPME-
HPLC adapteru je analyt eluovan rozpou&édlem a je dale nesen na kolonu kapalinového
chromatografu. [31]
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0. Zavér

Mikroextrakeni metody zaloZené na vyuZziti tuhych sorbentta (PDMS, CAR, DVB,
g.), na kterych dochazi k sorpci stanovovaného analytu, patti mezi rychlé a citlivé
separacni metody bez potieby pouZiti rozpoustédla. Velkou pirednosti mikroextrakénich
metod je préce s heterogennimi matricemi, kterymi maZou prévé byt potraviny, krev g,
SPME ve spojenim s GC s raznymi typy detekce méa sviij veliky vyznam pii stanovovani
senzoricky aktivnich latek, které mohou vypovidat o celkové kvalité analyzované
potraviny. Pomoci SBSE se daji docilit i citlivéjsi vysledky, a tak je mozné stanovit
mnohonasobné mensi koncentrace neZz metodou SPME. MEPS maze mit velké uplatnéni i
na poli Iékarstvi, kdy se pomoci té&o techniky daji stanovit razné organické slouceniny
v krvi ¢i v krevni plazmg.

Mikroextrakéni metody spojené s vhodnou chromatografickou technikou poskytuiji
velmi dobré vysledky pii analyze potravin adaji se stanovit skoro veskeré organicke latky
v potravinach, bud’ ptirozené (napiiklad Zivocisné aminy, které vznikaji prirozenym
rozkladem masa a mohou mnoho povédét o stéri, kvalité, skladovani atd.) nebo umgle
piidavané (razné senzoricky aktivni latky, které napodobuji ptirozenou chut’ a vini dané
potraviny a naleznou tak uplatnéni v potravinarské technologii), ¢i latky, které mohou
poukézat na moznou kontaminaci mikroorganismy (napiiklad stanoveni mykotoxint).
Vyznam mikroextrakénich metod je nedocenitelny a Ize predpokladat, Ze se bez nich
neobejdou moderni laboratore zabyvajici se analyzou potravin.
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