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ANOTACE

Tato bakalatska prace se zabyva ptitomnosti nezddoucich latek v kotfeni a moznostmi jejich
analyzy. Konkrétné je pozornost zaméfena na kontaminanty kofeni jako mykotoxiny, rezidua
pesticidi, tézké kovy, pfidatna synteticka barviva, cizi slozky a jiné necistoty. Jednotlivé
kapitoly se zabyvaji charakteristikou dané skupiny kontaminantti, dale jsou shrnuty moznosti
jejich analyzy a v posledni fadé je pro kazdou skupinu kontaminantl uvedeno né&kolik

konkrétnich studii.
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TITLE

Undesirable substances in spice and their analysis

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the presence of undesirable substances in spices and the
possibilities of their analysis. Specifically, attention is focused on contaminants of spices such
as mycotoxins, pesticide residues, heavy metals, accessory synthetic dyes, foreign components
and other impurities. The individual chapters deal with the characteristics of the given group of
contaminants, the possibilities of their analysis are summarized, and several specific studies for

each group of contaminants are listed.
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Uvod

Kofeni je vyuzivané uz od staroveékych dob. Je pouzivané predevsim v kulinaistvi. Kofeni,
jako ptirodni potravinarska ptidatna latka, slouzi jako ochucovadlo nebo i jako barvivo. Kvalitu
kofeni mizeme poznat podle jeho chuti, barvy nebo viné. Ackoliv jsou tyto latky pfitomné
v malém mnozstvi, patii mezi nejvSestrannéj§i a Siroce pouzivané slozky k ptipraveé

a zpracovani potravin.

Nekteré druhy kotfeni jsou pouzivané i pro konzervacni nebo insekticidni tcely (nové
koteni, hiebicek, kmin, fenykl atd.), ¢i dokonce jako 1é¢iva. Kofeni neobsahuje zadné ziviny,
ale bylo prokazano, ze ma antimikrobialni, protizanétlivé, antirevmatické, hepatoprotektivni,
nefroprotektivni, gastroprotektivni, antimutagenni, protinddorové ucinky a nékteré snizuji
hladinu cholesterolu v krvi. Kofeni mize mit rizné formy. Muze se vyskytovat ve formé

aromatickych seminek, kotfent, pupent, kury, oddenku, luski, kvétt nebo bobuli. [1]

Kofteni musi projit ur¢itymi procesy, nez se dostane do rukou spotiebitele a béhem téchto
krokd je koteni vystaveno riziku kontaminace. Péstovani, metody sklizné€, poskliziiova oSetieni
a skladovani — vSechny tyto procesy maji své podminky a mély by byt pravidelné kontrolovany
kvili  prevenci riziku zneciSténi kofeni. S rostouci spotfebou roste 1 duraz
na bezpeCnost a kontrolu kvality. Svétova zdravotnickd organizace vznesla obavy
o kontaminaci Zivotniho prostfedi, coZz vede ke kontaminaci kofeni a jinych rostlinnych
¢i zivo€iSnych produkti, a obavy o falSovani komerc¢niho koteni, protoZe dnes se vyskytuje ¢im

dal vice zamérné padélanych koteni. [2]

Mezi nejcastéjsi kontaminanty kofeni patii mykotoxiny, rezidua pesticidi a téZkych kovi,
piidatné znehodnocujici latky (azobarviva a jina synteticka barviva), popel, materialy cizich
rostlin atd. Tyto neZadouci latky mohou mit nésledky na lidské zdravi — zpisobuji
jak akutni, tak 1 chronické potiZe. VSechny tyto kontaminanty mohou byt analyzovany pomoci
modernich instrumentélnich technik. V tomto odvétvi dochazi k neustalému rozvoji, ktery vede
ke zvySeni citlivosti a selektivity stanoveni, a umoznuje tak spolehlivé analyzy Stopovych

mnozstvi kontaminantu.



1 Mykotoxiny v koreni

1.1 Charakteristika mykotoxinti

Kofeni se péstuje nejcastéji v tropickych a subtropickych pasech. Béhem produkce je
kofeni vystavovano obrovskému riziku kontaminace mykotoxiny, které jsou produkovany
plisnémi. Nejcastéjsi patogeny obsazené v kotfeni jsou plisné rodia Aspergillus, Penicillium
a Fusarium. Tyto plisné produkuji mykotoxiny, které jsou vysoce toxické. Mezi nejcastéjsi
mykotoxiny patii aflatoxiny, ochratoxin A, fumonisiny a patulin. Mykotoxiny maji
hepatotoxické, teratogenni a mutagenni ucinky na lidské zdravi. Zptisobuji hepatitidy, krvaceni,
poruchy ledvin a jater nebo imunosupresi, coZ je stav snizené imunity, kdy organismus neni
zcela schopen odpovidat na antigenni podnéty (tvorbu protilatek).
Ve vaznych ptipadech mizou zpusobit az rakovinu jater nebo ledvin. Kontaminace koteni
mykotoxiny mize zpusobit mnoho nemoci nebo Gmrti u lidi i zvifat, i kdyZz je konzumovano

V malém mnozstvi. [2-5]

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity plisni. Plisn¢ jsou schopné produkovat rizné
enzymy a diky tomu jsou schopné se adaptovat v nejruznéjSich podminkach. Mykotoxiny jsou
slouceniny nebilkovinné povahy s nizkou molekulovou hmotnosti (cca 700 g/mol). Jsou
to komplexni organické slouceniny, které se lisi strukturou. Je odhadovano, Ze existuje

asi 450 mykotoxint. Z toho je znamo 20 druhd, které zptisobuji zdravotni problémy. [6]

Mykotoxiny je mozné rozdélit podle riznych kritérii. Mohou se délit podle toxickych
ucink na cilové organy, podle zplisobu biosyntézy (z aminokyselin, izoprenoidl
¢i polyketidur), podle miry toxicity (silné toxické, stiedné toxické a slabé toxické) nebo podle
uc¢inku na bunéfné uarovni. Nejcastéjsi déleni je podle toxickych ucinkt. Déli
se na hepatotoxiny (aflatoxiny), nefrotoxiny (citrinin, ochratoxin A), neurotoxiny (fumonisiny),
imunotoxiny (patulin, ochratoxin A, aflatoxiny), genotoxiny (patulin, aflatoxiny, zearalenon,
trichotheceny atd.). [6,7]

Kazda skupina mykotoxinl je produkovéana v raznych krocich procesti ve zpracovani
kofeni, proto jsou tieba dikladné kontroly. Aflatoxiny a ochratoxin A jsou nejcastéji
produkovany pifi samostatném zpracovani nebo pii Uskladnéni. V polnich podminkach
pred sklizni je nejcastéji produkovan zearalenon. Aflatoxin B a ochratoxin A jsou nejtoxictéjsi
slouceniny, kter¢ byly nalezeny pfedevSim v muskdtovém  ofiSku, paprice

a kurkumé. Mykotoxiny jsou obsazeny nejenom V kofeni, ale také v bylinach, obilninach,



V suseném ovoci, v jable¢nych produktech nebo ve ving ¢i kdve. Kontaminace témito latkami
mezinarodni pozornost a kontroly, vzhledem k jejich skodlivému dopadu na lidské zdravi

a hospodafstvi. [2,8,9]

Ochratoxiny jsou produkovany ptedevsim plisnémi Penicillium verrucosum, Aspergillus
ze sekce Circumdati (zde se fadi az 27 druhit) a Aspergillus nigri. Ochratoxin A je nejtoxi¢tejsi
z ochratoxinu a podle IARC (International Agency of Reasearch on Cancer) je klasifikovany
jako pravdépodobny karcinogen, ktery se fadi do skupiny 2B. Podle natizeni Evropské unie
¢. 594/2012 je maximalni tolerovana koncentrace ochratoxinu A v kofeni 15 pg/kg.
Toto nafizeni plati pro mletou papriku, chilli, ¢erny a bily pept, muskatovy ofisek, zazvor,

kurkumu a smési kofeni. [4,8,10,11]
1.1.1 Aflatoxiny

Nazev aflatoxiny je odvozen od plisné, ktera je produkuje, a to Aspergillus flavus —
Aspergillus flavus toxins. Aspergillus flavus produkuje pouze aflatoxiny B, kdezto Aspergillus
parasiticus a nomius produkuji aflatoxiny B i G. Na obrazku ¢. 1 jsou chemické vzorce
vybranych aflatoxint a ochratoxin A. Dosud bylo identifikovano 20 riznych typa aflatoxint.
V piirodé se volné vyskytuji pouze 4 typy, které jsou i hlavni aflatoxiny — aflatoxin By, Bz, G1
a Gz. Aflatoxiny, jako aromatické slouceniny vykazujici intenzivni fluorescenci. Aflatoxiny
se vyskytuji pfedevsim v tropickych a subtropickych oblastech, kde je optimalni vlhkost
a teplota pro produkci toxint. [6,10]

Aflatoxiny zpusobuji poskozeni jater a v extrémnich ptipadech muze dojit i K jejich
selhani. Pfi chronickém vystaveni aflatoxinim dochazi k cirhdze jater nebo k vyskytu
karcinomu. Aflatoxin B je nejvice hepatotoxicky aflatoxin u savcu a je fazen do prvni skupiny
karcinogenti podle IARC. Natizeni Evropské unie ¢. 1881/2006 udava maximalni obsahy
nékterych kontaminujicich latek v potravinach véetné vybranych mykotoxinid. Maximalni
obsah aflatoxint B1 ve vybraném koteni (celé nebo mleté chilli, ¢erny a bily pept, mleté formy
paprik, muskatovy ofiSek, zdzvor a kurkuma) je 5 pg/kg. Celkovy obsah aflatoxinli (suma
aflatoxinu By, B2, G1 a G2) v tomto kofeni nesmi piesahnout 10 pg/kg. Nafizeni Evropské unie

¢. 165/2010 upravuje maximalni limity aflatoxinti v potravinach. [4,12,13]
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Obrdazek 1 - Chemické vzorce hlavnich aflatoxinii a ochratoxinu A [2]

1.2 Analyza mykotoxinu

Analyza mykotoxind je naro¢na z duvodu velmi nizkych koncentracich téchto
kontaminantli Vv komplexnich matricich. Soucasné analytické techniky pro kvalitativni
stanoveni aflatoxinit a ochratoxinu A v Kofeni pfedstavuje tenkovrstva chromatografie
nebo imunoafinitni chromatografie. Kvantitativni analyzy mykotoxind se provadi za pomoci
imunoenzymové analyzy (ELISA), plynové chromatografie (GC), vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) nebo ultra vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHLPC).
Mezi nejcastéjsi zplsoby detekce po separaci latek pomoci kapalinové chromatografie patii

fluorescen¢ni a hmotnostni spektrometrie. [2,14,15]

Analyza extrakti mykotoxinti mize byt provedena pomoci kapalinové chromatografie
s elektrosprejovym ioniza¢nim tandemovym hmotnostnim spektrometrem (LC-ESI-MS/MS)
nebo hmotnostnim spektrometrem s matrici asistovanou laserovou desorpci S analyzatorem
doby letu (LC-MALDI-TOF). Elektrosprejovy ioniza¢ni zdroj patii mezi mekké ionizacni
techniky, pifi které je 1ionizované molekule doddn maly energeticky piebytek
a fragmentuje makromolekuly na mensi nabité Castice. Z tohoto divodu je tato mékka ionizacni
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technika ~ vhodnd  zejména  pro  stanoveni  molekul  svelkou  hmotnosti,
jako napf. peptidu, proteini a jinych biologickych makromolekul. Pfi iontovém zdroji MALDI
musi byt vzorek smichan s velkym mnozstvim matrice. Tato matrice absorbuje UV svétlo,
které dodava piitomny dusikaty laser pii vinové délce 337 nm a piedava tak tepelnou energii.
Mala ¢ast této matrice se rychle zahteje a odpatuje Se spolu se vzorkem, ktery je dale detekovan
pruletovym analyzéatorem (TOF). K rozdéleni iontli dochdzi na zaklad¢ jejich odlisné doby letu
z iontového zdroje do detektoru. Metoda MALDI-TOF je vysoce citliva a lze ji pouzit nejen
pro analyzu stopovych mnozstvi mykotoxinl, ale i1 peptidd, pesticidli, proteini a jinych

biomolekul. [16-20]

Extrakci mykotoxinli z matrice vzorku lze provést pomoci imunoafinitnich kolonek,
extrakce rozpouStédlem nebo extrakce na tuhou fazi (SPE). Jedna z novéjsich metod
pro extrakci mykotoxint je metoda QUEChERS. Nazev znamena zkratku pro Quick (rychlou),
Easy (snadnou), Cheap (levnou), Effective (efektivni), Rugged (robustni) and Safe
(bezpecnou) metodu. Tato metoda byla vyvinuta védci z USA vroce 2003 pro analyzu
veterinarnich 1é¢iv v zivocisnych tkanich. Metoda QuEChERS méla velky potencial
pii extrakci polarnich sloucenin a to vedlo kaspéchu pro extrakci rezidui pesticida
Vv rostlinnych materialech. V poslednich letech pracovalo s metodou QUEChERS mnoho
vyzkumnych skupin a byl velmi rozsifen rozsah pouzitelnosti této extrakéni metody — naptiklad
pro extrakci pfirodnich kontaminanti, antibiotik, akrylamidii nebo pravé mykotoxint. Tato
metoda byla vyvinuta s cilem nahradit extrakéni metody, které jsou narocné na vybaveni
a finanéné naro¢né. Sta¢i malé mnozstvi vzorku (10-15 g) a rozpoustédla (10-15 ml),
a odstranuje sacharidy, organické kyseliny, lipidy, steroly, barviva, proteiny
a vodu. Nejcasteji pouzivané sorbenty pro €isténi jsou na bazi PSA (primarni sekundarni amin),
C18 (oktadecylsilikagel) a GCB (grafitizované saze). Obecné poskytuje dobré vysledky.
[1,14,21,22]

1.2.1 Vybrané konkrétni piiklady analyz; mykotoxinii v koieni

1.2.1.1 Analyza mleté papriky, chilli, kminu, fenyklu a anyzu

V letech 2010 a 2013 byly provedeny analyzy na vyskyt aflatoxinti, ochratoxinu A
a zearalenononu v mleté paprice a chilli, které byly volné¢ prodejné v katalanskych
a pekingskych obchodech [5,8]. V katalanskych obchodech bylo poiizeno 64 vzorkt mleté
papriky a 35 vzorkdi mletého chilli, a z Ciny bylo k dispozici 10 vzorkd anyzu, kminu

a fenyklu. Mykotoxiny byly v tomto ptipadé analyzovany pomoci HPLC s fluorescencni
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detekci. Jako stacionarni faze byl pouzit oktadecylsilikagel (C18). Pro kazdy typ mykotoxinu
byla vyuzita jind mobilni faze a také jiné vinové délky excita¢niho a emisniho zareni.

vvvvvv

extraktt. Vzorky kofeni byly smichany s desetinou mnozstvi chloridu sodného a smés byla
extrahovana roztokem metanol — voda v poméru 8:2. Jako mobilni faze pro chromatografickou
analyzu aflatoxinii v katalanském kofeni byla pouzita smés voda — acetonitril — metanol
v poméru 12:5:3. Jako mobilni faze pro analyzu ¢inského kofeni byla vyuzita smés metanolu
a 0,5% roztoku kyseliny octové. Na fluorescenc¢nim detektoru byly nastaveny vinové délky

pro aflatoxiny 360 nm excita¢ni zafeni a 440 nm emisni zafeni.

Pro extrakci ochratoxinu A ze vzorkt papriky a chilli byl pouzit 1% roztok
hydrogenuhli¢itanu sodného. Po 20 minutovém tiepani se roztok zfiltroval a do vyluhu byl
nasledné pfidan PBS s 0,1% Tweenem 20. Smés acetonitrilu, vody a kyseliny octové byla
pouzita jako mobilni faze. Vzorky koteni pro stanoveni zearalenonu byly smichany se 75%
metanolem a po michani a filtraci byl pfidan roztok PBS s 0,01% Tweenem 20. Roztok byl
upraven na pH 7,4. Jako mobilni faze pro analyzu zearalenonu byl pouzit roztok metanol-voda
v poméru 3:2. Vinové délky detekce byly pro ochratoxin A Aex = 333 nm a Aem = 460 nm,

a pro zearalenon Aex = 270 nm a Aem = 455 nm.

Ve vysledku vSechny katalanské vzorky obsahovaly Sirokou S$kalu mykotoxind.
Z 64 vzorku mleté papriky bylo kontaminovano 59 % aflatoxiny, 39 % zearalenonem a 98 %
ochratoxinem A. Z 35 vzorkd chilli bylo kontaminovano 40 % aflatoxiny, 46 % zearalenonem
a vSech 35 vzorki bylo kontaminovano ochratoxinem A. Vyznamné vys$$i koncentrace
aflatoxinti obsahovaly vzorky paprik v porovnani s chilli. Chilli obsahuje rostlinny alkaloid
kapsaicin, ktery dodava palivou chut. Kapsaicin mlZe inhibovat produkci aflatoxint,
proto chilli neobsahovalo velké koncentrace aflatoxinti. VSechny vzorky obsahovaly méné
nez 10 pg/kg celkovych aflatoxini a méné nez 5 pg/kg aflatoxinu Bi. Dle natizeni EU
tato kofeni spliiovala dané limity. V roce 2010 bylo podle nafizeni EU maximalni povolené
mnozstvi ochratoxinu A 10 ug/kg. Dnes je tato hodnota stanovena na 15 pg/kg pro tento
mykotoxin. Ve 37 % vzorcich papriky a 44 % vzorcich chilli bylo vétsi mnozstvi ochratoxinu
A nez je povoleno. Po porovnani s dnes platnym nafizenim jsou opét tato analyzovana koteni
v normé&. Mykotoxin zearalenon byl obsazen nad 100 ug/kg ve 3 % vzorcich papriky a 9 %
vzorcich chilli. Maximalni obsah 100 pg/kg zearalenonu je nafizen EU v nezpracovanych
obilninach. Nejvyssi obsah zearalenonu byl stanoven ve vzorku papriky, kde ho bylo
131 pg/kg.
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Pfi analyze ¢inského kofeni byla zaméfena pozornost na detekci aflatoxini B, Bz, G1, G2
a ochratoxin A. Tti kofeni z deseti obsahovala jeden z péti sledovanych mykotoxind. Aflatoxin
B: byl detekovan v jednom analyzovaném koteni, aflatoxin G2 byl detekovan v anyzu
a fenyklu, kde byl v obou ptipadech analyzovan i ochratoxin A. Aflatoxiny B2 a G1 nebyly

v zadném koteni detekovany.
1.2.1.2 Analyza chilli

Palivé chilli pochazi se susenych chilli papricek. Pikantni chut’ chilli pfitahuje velikou fadu
spotiebitelt po celém svétd. Indie, Cina a Pakistan jsou hlavni tii zemé, kde se péstuje chilli.
Vysoka teplota, Casté srazky a relativni vlhkost v téchto oblastech vysoce ptispiva k proliferaci
hub a produkci mykotoxint. Chilli je navic vysoce hygroskopické, coz ho ¢ini citlivym
na kontaminaci mykotoxiny. Analyza chilli (mleté, celé papricky a kousky chilli)
se provadéla v roce 2014 v Belgii [9]. Vzorky byly potizeny v obchodech na Sri Lance
(86 vzorki) aVv Belgii (35 vzorkt). Pouzita byla vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Jako hlavni mykotoxin pfevaZzoval aflatoxin B, ktery kontaminoval témét 77 % vzorki
ze Sri Lanky. Az 67 % vzorkli presahlo maximalni limit, stanoven Evropskou unii
pro aflatoxin B: (5 pg/kg). Druhy nejcastéjsi mykotoxin byl aflatoxin Bz. Ale jeho podil
s aflatoxiny G a G2 na celkovém obsahu aflatoxinti byl velmi maly v porovnani s aflatoxinem
B:. Ochratoxin A byl v tomto chilli dalsi nejc¢astéjsi mykotoxin po aflatoxinech. Témér 41 %
vzorki bylo kontaminovano ochratoxinem A. Pfi této analyze byly sledovany i jiné
mykotoxiny, jako fumonisin By, citrinin a sterigmatocystin. Fumonisin B> obsahovalo 15 %
vzorkl, 8 % vzorkl bylo kontaminovano citrininem a 38 % chilli obsahovalo sterigmatocystin.

Celkovée bylo kontaminovéano 87% vzorki ze Sri Lanky alesponi jednim mykotoxinem.

Az 63 % vzorkl chilli zakoupenych v Belgii bylo kontaminovanych alespon jednim
mykotoxinem. U 44 % vzorki byl piekrocen maximalni povoleny limit celkovych aflatoxinti
nafizeny EU (10 pg/kg). Devét belgickych vzorki z jedenacti pozitivnich presahovalo nafizeny
maximalni limit Evropskou unii pro aflatoxin Bi. Tyto vzorky chilli byly libanonského
a thajského pavodu. Ochratoxin A byl nalezen asi u poloviny vzorka chilli,

ale jeho koncentrace nepiesahovaly normy EU.
1.2.1.3 Analyza pepre a chilli papricek

Na istanbulské univerzité byla provedena studie [23], ktera stanovovala aflatoxiny pomoci

technik ELISA a HPLC. ELISA je analyticka metoda, ktera kvantifikuje rizné antigeny a je
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zalozena na specifické interakci antigenu a protilatky. Na istanbulskych trzich bylo potizeno
celkem 84 vzorktl ¢erného a &erveného pepie i chilli papricek. Cerny pept je jednim
Z nejpouzivangjsich kofeni na svété, ktery je znamy svou Stiplavou a pronikajici slozkou
piperin. Piperin je alkaloid a bioaktivni slou¢enina, o které se uvadi, ze ma antikarcinogenni,
metanolu, nasledné byl extrakt zfiltrovan a nafedén vodou a Tweenem 20. S takto pfipravenym
extraktem bylo provedeno stanoveni aflatoxini pomoci metody ELISA, a pro kontrolu
a porovnani obsahii aflatoxini byla provedena srovnavaci analyza pomoci HPLC
s fluorescenc¢ni detekci. Pied extrakci byl pfidan ke vzorkiim chlorid sodny a extrahovalo
se roztokem metanol voda v poméru 8:2. Po michani a filtraci byl extrakt nafedén PBS pufrem
a analyzovan. Byla vyuzita imunoafinitni kolona se stacionarni fazi C18 a mobilni faze byla
smés acetonitrilu s metanolem a vodou v poméru 17:54:29. Vinova délka pro excitaci byla

nastavena na 333 nm a vlnova délka pro emisi byla nastavena na 460 nm.

Z84 vzorki bylo celkem 36 vzorki kontaminovano aflatoxiny v rozmezi
0,3 — 46,8 png/kg. Normy pro maximalni obsahy celkovych aflatoxint piekrocilo 9 vzorku chilli
papri¢ek, 3 vzorky Cerveného pepie a 2 vzorky Cerného pepie. Maximalni povoleny limit
pro aflatoxin B1 podle norem EU ptekrocilo 8 vzorku chilli papricek a 3 vzorky cerveného
pepie. Statistické porovnani vysledkti metod ELISA a HPLC ukazalo dobrou korelaci mezi
obéma metodami. Techniku ELISA, diky jeji jednoduchosti, rychlosti, spolehlivosti a nizkym
nakladiim, lze pouZit pfi rutinnich analyzach pro kontaminaci kotfeni aflatoxiny a jinymi

mykotoxiny.
1.2.1.4 Analyza ko¥eni z libanonskych obchodt

V roce 2018 byla provedena analyza [4], ktera byla zaméfena na koteni, které byla pofizena
Vv libanonskych obchodech. Analyzovaly se mykotoxiny riznych druhti. K dispozici bylo 94
vzorkd samostatnych kofeni — ¢erny a bily pept, chilli, mleta paprika, skofice, ¢esnekovy
prasek, zazvor, kmin, anyz atd. DalSich 38 vzorki byly rizné smési kofeni — kofeni
na hamburgery, steakové koteni, kofeni na kufe a jiné. Analyza byla provedena pomoci
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci. V tomto rozboru se nezamétili
pouze na aflatoxiny a ochratoxin A, ale byly sledovany i jiné mykotoxiny, jako fumonisiny By,

B», zearalenon, mykotoxin T-2 a HT-2, nivalenol nebo deoxynivalenol.

Sledované mykotoxiny byly nejprve extrahovany do vody a po deseti minutové

centrifugaci bylo odebrano 17,5 ml vodného extraktu A. Zbyla smés se extrahovala do 70%
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metanolu stejnym zptisobem a vysledny extrakt metanol-voda (B) byl smichan s vodnym
extraktem A. Tato smés byla prefiltrovana a nasledné byla provedena analyza pomoci
HPLC-MS/MS. Pii této analyze byla pouzita fenylova stacionarni faze. Teplota na koloné byla

nastavena na 40 °C a rychlost pritoku mobilni faze byla 250 pl/min.

Z 94 vzorku kofeni bylo 16 kontaminovanych aflatoxinem Bi a ztoho 13 vzorkd
presahovalo maximalni povoleny obsah 5 ug/kg. Obsah 10 ng/kg celkovych aflatoxint piesahlo
14 vzorka a u tfech vzorku piesahoval ochratoxin A hodnotu 15 pg/kg. Vzorky byly ptivodem
z riiznych zemi — 11 vzorkd pochéazelo z Ciny, 10 vzorki kofeni pochézelo z Libanonu a dal§ich
11 vzorkd pochazelo z Egypta. Nektera koteni byla vyrabéna a balena v systému HACCP
(Hazard Analysis and Critical Control Points = Systém analyzy rizika a stanoveni kritickych
kontrolnich bodi). To se ukazalo mit zasadni vliv na obsah mykotoxinl. Kotfeni vyrobené
Vv tovarnach provadgéjici tyto kontroly, vétSinou splnilo evropské limity pro obsahy aflatoxint
a ochratoxinu A. Bez postuptt HACCP byly primérné hladiny aflatoxinu B1 a celkovych

aflatoxind az 10krat vyssi nez koteni kontrolované s témito postupy.

Graf na obrazku €. 2 znazoriuje primérné hladiny celkovych aflatoxint a ochratoxinu A
S procentudlnim podilem pozitivniho kofeni (i byliny) ve vztahu k jejich zemi plivodu. 67
vzorkd pochézelo z 15 uvedenych zemi, zatimco plivod 66 vzorkd nebyl zndm. Nejvice
kontaminované byly vzorky kotfeni z Madagaskaru, Egypta, Libanonu, Francie, Spojenych

statli americkych nebo Mexika.
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2 Pesticidy a jejich rezidua

2.1 Charakteristika pesticidu

Pesticidy jsou dulezité latky v komerénim zeméd¢€lstvi pro ochranu rostlin proti skidcim
(hmyz, rozto¢i), plevelim nebo k udrzeni vynosu plodin a minimalizaci jejich ztrat. Skadci
a plevely maji vliv na rist a kvalitu rostlin. Po pouziti zlstavaji rezidua pesticidi v padé
a rostlinach. Rezidua pesticidl, které se shromazd’uji v rostlinach, mizou mit potencialni
toxické ucinky na lidské zdravi. Rozptyl a doba udrzeni pesticidi v rostlindich zavisi
na vlastnostech rostliny. Mnoho vyzkumi se zabyva navrhem alternativnich pfistupt
v zemé&délstvi s cilem minimalizovat pouzivani chemickych pesticidii. Program IPM, zkratka
pro integrovanou ochranu rostlin, podporuje snizeni pouzivani chemickych pesticidi

wevr

prostiedi. [2,24]

Rezidua pesticidu byla zjisténa nejenom Vv kofeni, ale i v obilninach, motskych plodech
nebo ¢ajich. Velké mnozstvi téchto kontaminantii je hlavné v ovoci a zelening. Pesticidy Ize
délit podle raznych kritérii. Nejcastéjsi déleni je podle cilového pisobeni pesticidi —
insekticidy, herbicidy, fungicidy, baktericidy a jiné. Druhé nejcast¢jsi déleni je podle chemické
struktury —  organochlorové  pesticidy, organofosfaty, karbamaty, pyrethroidy

nebo neonikotinoidy. [24,25]

Ve tticatych letech 20. stoleti zapocala éra syntetickych organickych pesticidl. Patiily mezi
né predevs§im organofosfaty a organochlorové pesticidy. Nejznamé;jsi organochlorovy pesticid
je aromaticka halogenslouc¢enina DDT (dichlordifenyltrichlorethan). Strukturni vzorec DDT je
znazornén na obrazku €. 3. DDT je velmi stabilni latka a jedna se o pravdépodobny karcinogen.
Kumuluje se v tukové tkani, poSkozuje jatra, reprodukéni systém a zpusobuje docasné
poskozeni nervového systému. Po druhé svétové vélce byla tato latka klicova v zemédélstvi
proti hmyzu. Jiz v 60. letech byly nalezeny v ekosystému vysoké hladiny DDT a jinych
organochlorovych latek. V 70. letech byla analyzovana prvni rezidua pesticida v kofeni. Vazba
chloru s uhlikem v organochlorovych slouceninach znesnadnuje biologickou degradaci a jsou
perzistentni v pudé. To vedlo K postupnému omezovani az k uplnym zdkazim pouzivani
organochlorovych pesticidd. V roce 2004 vstoupila v platnost Stockholmska wumluva
0 perzistentnich organickych polutantech. Jedna se o mezinarodni dohodu, ktera celosvétoveé

zakazuje vSechny organochlorové pesticidy. I pfes tuto umluvu je dnes DDT pouzivan
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jako latka hubici komary ptendSejici maldrii v africkych i asijskych zemi. Mezi dalsi zakazané

zastupce organochlorovych pesticidu patii toxafen, mirex, endrin nebo chlordan. [2,25]

Cl
Cl Cl

("
Cl Cl

dichlordifenyltrichlorethan

Obrdzek 3 - Strukturni vzorec organochlorového pesticidu DDT [26]

Ptitomnost rezidui pesticidii v kofeni 1 jinych potravinach, je dalezity faktor na lidské
zdravi. To vedlo Evropskou unii k nafizeni, které stanovuje maximalni povolené limity rezidui
pesticidit v potravinach. V roce 2005 vydala Evropskd unie nafizeni ¢. 396/2005,
které pojednava o maximalnich povolenych koncentracich rezidui pesticidi v potravinach
a krmivech rostlinného nebo zivoc¢isného piivodu. Natizeni ¢. 149/2008 rozdéluje koteni
do podskupin na zéklad¢ Casti rostlin, ze kterych jsou ziskdny (semena, plody a bobule, kira,
kofeny a oddenky, pupeny a blizny). Maximalni tolerované limity rezidui pesticidd (MRL)
se pohybuji od 0,01 mg/kg az do 400 mg/kg. Tyto hodnoty jsou stanovené pouze pro cerstva
koteni, nikoli pro zpracované nebo susené produkty, na kterych se provadi pravidelné kontroly.
Doposud nebylo koteni zatazeno do EU programu koordinovaného monitorovani, tim padem
udaje o nejcastéji se vyskytujicich pesticidech a udaje o procentech vzorki s rezidui presahujici
limity jsou pomérné vzacné. Mezi nejcastéji se vyskytujici pesticidy, které jsou monitorovany,
patii bifenthrin, DDT, cypermethrin, endosulfan, chlorpyrifos, triazophos, karbendazim,
dimethoat, propamocarb, trifluralin nebo tefluthrin. Pesticidy DDT a trazophos jsou

na evropském trhu zakéazany. [1,2]
2.2 Analyza rezidui pesticidu

Vyvoj ucinnych analytickych postupti pro stanoveni rezidui pesticidli v koteni je problém.
Ptitomnost ptirodnich latek, sekundarnich metabolitii, antioxidanti (kyselina askorbova,
karotenoidy, enzymy atd.) a esencidlnich olejii mize prekazet v extrakci a analyze stopového
mnozstvi pesticidli. V disledku toho je ptiprava vzorkd (zejména krok c¢isténi) klicovym
problémem v analyze kofeni. Proto se pouzivaji vysoce selektivni techniky
pro rutinni analyzy v laboratofich pro kontrolu potravin. Mezi tyto techniky fadime plynovou

a kapalinovou chromatografii s tandemovym hmotnostnim detektorem. [1]
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Kofeni mize obsahovat vice rezidui pesticidi najednou, které maji velmi podobné matrice.
To muze zplsobovat komplikace pfi rutinnich analyzach. Vysoce perzistentni nepolarni
pesticidy (organochlorové a organofosforové slouceniny) se nejCastéji analyzuji pomoci
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii a rtzné polarni pesticidy
se analyzuji predev§im ultra vysokoucinnou kapalinovou chromatografii spojenou

s hmotnostnimi spektrometrem. [1,2,27]

Mezi nejCastéji pouzivana extrakéni rozpoustédla pro pesticidy patii acetonitril, hexan,
aceton nebo dichlormetan. Extrakt je nutné pied chromatografickou analyzou piecistit. Gelova
permeacni chromatografie (GPC) je vysoce ucinnd a robustni metoda pouzivana
pro Cisténi extraktll obsahujici Sirokou Skalu vedlejSich extrahovanych latek a je zaloZena
na velkém rozdilu molekularni hmotnosti mezi cilovymi pesticidy a vedlej$imi extrahovanymi
latkami (pigmenty, polysacharidy, alkaloidy). Pesticidy maji mensi molekuly, které pronikaji
malymi pory v ¢asti stacionarni faze. Nevyhodou této metody je vysoka spotieba nebezpecénych
organickych rozpoustédel (hexan, cyklohexan, ethyl-acetat). Jinym zpiisobem piecisténi
extraktu muze byt extrakce tuhou fazi (SPE). Tato metoda je také cinna,
ale v piipadé komplexnich matric je nutné pouzit vice jednotlivych kolonek s riznymi sorbenty
pro odstranéni mnoha interferujicich latek. Jedna z nejpouzivanéjSich extrakénich technik
pro pesticidy je Cistici a extrakéni technika QUEChERS. Tato metoda byla ze zac¢atku urcena
pravé pro extrakci rezidui pesticidd (viz kapitola 1.2). Skladd se ze dvou krokd.
Pii prvnim kroku se extrahuje zhomogenizovany vzorek pomoci vhodného organického
rozpoustédla a roztoku soli. Déle se piecistuje a extrahuje organicka vrstva pomoci disperzni

SPE techniky se stejnym organickym rozpoustédlem z prvniho kroku. [1,22]

Dftive byla analyza kofeni provadéna pomoci plynové chromatografie s pouzitim riznych
detektor — detektor elektronového zachytu (ECD), plamenovy ionizac¢ni detektor (FID)
nebo plamenovy fotometricky detektor (FPD). Tyto zpisoby detekce vSak ukazaly omezené
a nepfesné vyuziti kvuli interferencim, které se eluuji ve stejnych retencnich ¢asech

jako studované pesticidy. [1]

Plynova a kapalinovd chromatografie spojend s trojitym kvadrupdlem tandemové
hmotnostni spektrometrie je v souc¢asné dobé nejcastéji pouzivand technika pro monitorovani
pesticidt v potravinach. I pfes dominanci téchto technik, které stanovuji vice pesticidu
najednou, nejsou pro nékteré komplexni matrice selektivni. Schopnost detekce kvadrupdlovym
hmotnostnim analyzatorem je omezena, pokud extrakéni rozpoustédlo obsahuje isobarické

slouceniny. Tyto slou¢eniny mohou zpiisobit nepiesné analyzy, posunout retencni ¢asy, snizit
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citlivost a miizou podat faleSné¢ pozitivni nebo negativni vysledky. Proto se zacinaji Cast&ji
pouzivat hmotnostni detektory S vysokym rozlisenim (HRMS), které poskytuji vétsi selektivitu
a presnéjsi analyzy. Nedostatek citlivosti ve srovnani s tandemovou hmotnostni spektrometrii
vsak vyzaduje vétsi mnozstvi davkovaného vzorku, coz ale zaroven znacné zvysuje ucinek

matrice. [1]

2.2.1 Vybrané konkrétni piiklady analyz rezidui pesticidii v koieni

2.2.1.1 Analyza oregana

Oregano je velmi Casto pouzivané nejenom pro svou chut’, ale i pro své protizanétlivé
ucinky. Pochazi zrodu Origanum (Cesky dobromysl). Nejcastéjsi zastupce je rostlina
dobromysl obecna (Origanum vulgare), ktera je pivodné ze Stiedozemi a Malé Asie. Rod
Origanum ma mnoho druhd. Pravé Origanum vulgare a Origanum onites jsou hlavnimi
zastupci na evropském trhu, které mohou obsahovat pouze maximalné 2 % ciziho materidlu
z celkové hmotnosti. Ve falSovaném oreganu byly nalezeny listy pochazejici z olivovniku,
myrty nebo citrusové listy. Pfitomnost téchto necistot z riznych rostlinnych zdroji nejen

ovliviiuje kone¢ny vyrobek, ale také mize zavést rezidua pesticidi. [28]

V Praze na Vysoké S$kole chemicko-technologické se provadéla studie [28],
ktera zkoumala potencidlni rozdil rezidui pesticidii ve vzorcich pravého oregana a ve vzorcich
oregana zneCiSténym jinymi rostlinami. Bylo analyzovdno 76 vzorkii suchého oregana
se znamym pluvodem pomoci kapalinové a plynové chromatografie shmotnostnim
spektrometrem. Analyzované vzorky kofeni pochazely celkem z Sestnacti riznych zemi svéta.
Extrakce a Cisténi vzorka bylo provedeno technikou QUEChERS. Zhomogenizované vzorky
oregana byly dany do polypropylenovych centrifugacnich zkumavek s 1% kyselinou mravenci,
kterda hydratovala matrice ve vzorku. Po pil hodiné¢ se pfidal acetonitril a smés
se intenzivné rucné trepala jednu minutu. Nasledné se pfidal bezvody sifi¢itan hofecnaty
a chlorid sodny a okamzité se se zkumavkou ru¢né tiepalo. Po pfidani roztoku trifenylfosfatu

(5 pg/ml) jako vnitiniho standardu se zkumavka protiepala a nechala se odstedit.

Pied analyzou kapalinovou chromatografii byl acetonitrilovy extrakt ulozen
do mraznicky alespon na 2 hodiny. Malé mnozZstvi bylo ddno do nové zkumavky obsahujici
a centrifugaci byl odebran supernatant pro stanoveni pomoci kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii. Pro plynovou chromatografii byl acetonitrilovy extrakt pfenesen

do zkumavky, ktera obsahovala hexan a 20% roztok chloridu sodného. Zkumavka se smési
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se protiepala a centrifugovala a ¢ast horni vrstvy hexanu byla odebrana a analyzovana pomoci

plynové chromatografie S hmotnostnim spektrometrem.

Pomoci plynové chromatografie bylo analyzovano 183 rezidui pesticidi za pomoci
trojitého kvadrupolového hmotnostniho detektoru. Teplota termostatu byla postupné zvySovana
ze 70 °C az na 280 °C. Nosnym plynem bylo helium s prutokem 2,1 ml/min a davkovany objem
byl 2 upl. Strojitym kvadrupdlovym analyzatorem byla kombinovana i technika
ultra-vysokouéinné kapalinové chromatografie, diky které bylo identifikovano dokonce 335

rezidui pesticida.

V této studii byly vzorky oregana také testovany pro autenti¢nost za pomoci infracervené
spektroskopie. Ve vysledku 34 vzorkt obsahovalo podvodné slozky — olivové a citrusové listy
nebo myrtu. Zbyvajicich 42 vzorku bylo shledano autentickym oreganem. Vsechny vzorky
obsahovaly alespont jedno reziduum pesticidu. Ve vétSin€é z nich (v 98,5 % piipadu) bylo
piitomno vice rezidui. V jednom vzorku bylo obsazeno az 16 druhti pesticidi. Hladiny rezidui
se pohybovaly od 1 pg/kg az do 7310 pg/kg. Mezi nejéastéjsi pesticidy patfily chlorpyrifos,
difenylamin, acetamiprid, deltamethrin, pyriproxyfen a cyfluthrin. Chlorpyrifos se vyskytoval
ve vSech 76 ptripadech. Nékteré pesticidy, 1 kdyZ byly nalezeny pouze v né€kolika vzorcich,
se vyskytovaly v pomérné vysokém mnozstvi. Nékteré piekracovaly maximalni povolené
limity — tebukonazol (az 7310 ug/kg), karbendazim (900 ug/kg) a boscalid (710 pg/kg). Pokud
je v oreganu detekovan pesticid pyriproxyfen nebo pyrethroid, lze konstatovat, Ze se jedna
o faleSny produkt. Tento insekticid je povolen pro ochranu olivovych listd. Bylo také zjisténo,
ze ve falSovaném koteni je mnohem vyssi Cetnost pesticidlii nez u pravého koteni. Jeden vzorek
falSovaného oregana obsahoval v medianu 7,5 pesticidii a pravé oregano obsahovalo v medianu

4 pesticidy na jeden vzorek.
2.2.1.2 Analyza egyptského koreni

Studie z roku 2001 [29] se zabyvala kotenim, které bylo potfizené na egyptskych trzich.
Diky ptfiznivym klimatickym podminkdm v Egypté mé péstované koteni vysokou kvalitu.
To zvysSuje poptavku a podporuje vyvoz tohoto koteni. Tato studie byla provedena s cilem
odhalit a upozornit na velky problém znecisténi rezidui pesticidii v kofeni, které bylo k vyvozu
z Egypta a zaroven pro kontrolu kvality. Bylo analyzovano 20 druhii koteni (¢erny pepft, fenykl,
anyz, kmin, koriandr a dal$i) a celkem bylo 303 vzorkii. Analyza byla provddéna pomoci
plynové chromatografie s detektorem elektronového zachytu a plamenovym ionizacnim

detektorem. Byly zkoumany také nezpracované rostliny, které obsahovaly mnoho riznych
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pesticidi (pfedev§im organochlorové) — naptiklad DDT a jeho derivaty nebo derivaty
cyklodienu (aldrin, dieldrin, heptachlor a jiné).

Byly analyzovany a porovnany dva typy extraktl — vyluh v deionizované vodé a extrakt
do roztoku acetonitrilu a vody vpoméru 13:7 Po piefiltrovani se vyluhy smichaly
s petroletherem, aby se na néj mohla navazat rezidua pesticidi. Po promiseni se extrakt prevedl
ptimo na Kapilarni kolonu, ve které byla polarni stacionarni faze ve form¢ anorganického
sorbentu. Poté byl vymyvan smési diethyletheru a petroletheru. Kone¢ny eluat byl analyzovan

plynovou chromatografii.

V testovaném koteni byly detekovany organochlorové pesticidy i organofosfaty. Urovné
zneCiSténi témito pesticidy se znacné liSily. Minimalni hodnoty byly detekovany
od 0,005 mg/kg (DDT v bazalce) a maximalni hodnota byla zaznamenana v kming, ktery byl
kontaminovan 1,756 mg/kg malathionem. Organofosfit malathion mél celkové nejvéEtsi
zastoupeni ve vzorcich. Ve kming, anyzu, fenyklu a koriandru byly v malém mnozstvi
zaznamenany derivaty DDT. Tyto derivaty nebyly zjiStény ve vzorcich ¢erného pepie
a kopru. Rezidua chlorpyrifosu, parathionu a diazionu byla ve vSech analyzovanych vzorcich

pod detek¢ni limit.

Ministerstvo zemédé€lstvi v Egypté doporucilo zeméd€lcim, aby nepouzivali DDT
jako insekticid. Navzdory tomuto doporuceni je pravdépodobné tento insekticid stale pouzivan.
Kontaminace DDT by mohla byt zpusobena jeho pfitomnosti v malych koncentracich
Vv zavlaZovaci vodé, kterd pochazi hlavné z feky Nil. Nil protéka i pfes dal§i zemé&, kde se
organochlorové pesticidy stale pouzivaji. Pesticidy aldrin a dieldrin jsou insekticidy, které se
stale pouzivaji v Egypté. Aldrin neni sam o sobé toxicky pro hmyz, ale oxidaci v biologickych
systémech (napf. organismus hmyzu) se pfeménuje na dieldrin, a proto se predpoklada,

ze dieldrin se nachazi v relativné vyssich hladinach nez aldrin.

Vyluhovani kofeni v horké vod¢ pteneslo rezidua pesticidi do vodného extraktu v riiznych
pomérech. Extrahovana koncentrace profenofosu ve vodném extraktu byla 2,4 % v kming
a 9,9 % v anyzu. Ostatni testované pesticidy bud’ zcela chybély ve vodném extraktu, nebo byly
pod limit detekce. Z téchto vysledku lze vyvodit, ze chovani rezidui pesticidl je zavislé na typu

pouzitého rozpoustédla.
2.2.1.3 Analyza sladké a palivé papriky

Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni S hmotnostni spektrometrii

Orbitrap s vysokou rozliovaci schopnosti je velmi citliva technika. Byla pouzita pro analyzu
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padesati vzorki sladké a palivé papriky sklizené v Brazilii a Cing [27]. Sladka paprika je
rozsahle studovana pro svij vysoky obsah bioaktivnich latek s antioxida¢ni aktivitou,

jako jsou karotenoidy, vitaminy A a C nebo fenolické slouCeniny. Je jiz experimentalné

vvvvv

Kofeni papriky se kontroluje na vysoce perzistentni nepolarni rezidua pesticida.
Z 50 vzorkt bylo 36 kust sladké papriky a 14 kust palivé papriky. Pro extrakci organickych
pesticidii byla pouzita metoda QUECHhERS s typickym postupem, kdy je piidan acetonitril
a smes soli, ktera se sklada ze siranu hotecnatého (MgS0O4), chloridu sodného (NaCl), dihydratu
citronanu sodného (CsHsNazO7 -2 Hx0) a sekvihydratu hydrogencitronanu sodného
(CsHeNa207 - 1,5 H20). Po promichani a tiepani se vzorky centrifugovaly a organicka faze byla
pfenesena do dal§i polypropylenové centrifugaéni zkumavky, ktera byla zmraZena
pfi teploté -80 °C na 30 minut. Nasledovala dalsi centrifugace a vzorky byly poté odpafeny
do sucha a rekonstituovany v roztoku metanol/voda. Po pfefiltrovani byla smés pfipravena

pro samotnou analyzu.

Separace rezidui pesticidi pii v extraktech papriky byla provedena pomoci HPLC
V systému s obracenymi fazemi (na koloné C18 (oktadecylsilikagel)). Mobilni faze byla smés
vody, mraven¢anu amonného, kyseliny mravenéi a acetonitrilu. Pro detekci byla vyuzita
hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci (ESI), ktera je vhodna i pro detekci

vysokomolekularnich latek.

Celkem bylo analyzovano 12 rezidui pesticidll — tfi insekticidy (acetampirid, imidacloprid
a triazofos) a devét fungicidii (azoxystrobin, karbendazim, difenokonazol, iprovalicarb,
metalaxyl, myclobutanil, propamocarb, tebukonazol a thiabendazol). Rezidua vSech téchto
pesticidd, s vyjimkou thiabendazolu, byly ve sladké paprice nalezeny. Koncentrace pesticidi
byly vétsinou niz§i nez maximalni povolené limity pesticidi stanovené EU. Vyjimkou byl
pesticid iprovalikarb, ktery ptekracoval dvojnadsobné maximalni povolenou koncentraci

ve dvou vzorcich palivé papriky.
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3 Tézké kovy
3.1 Charakteristika tézkych kovi

Biochemické a regulacni procesy, které¢ ovliviiuji produkci kotfeni, jsou zavislé
na mineralnich Zivinach. Ziviny potiebné ve velkém mnozstvi jsou makroprvky (napt. dusik,
fosfor, draslik, vapnik, hoicik, sira), a nezbytné Zziviny, které jsou pfijimany V menSim
mnozstvi, se nazyvaji mikroprvky (napt. bor, méd’, zelezo, chlor, mangan, molybden, zinek,
nikl). Vysoce toxické nebo stfedné toxické kovové ionty jsou béznymi kontaminanty
v zemédélskych rostlinach. Je to disledek nespravného nakladani s odpady, rychlé
industrializace a urbanizace zeméd¢lskych oblasti. To vSe vede k akumulaci kovovych ionti
v kofeni ptfes vodu, piidu nebo vzduch. Mezi nejtoxictéjsi prvky patii t€zké kovy, zejména
olovo, kadmium, rtut’, arsen, nikl, kobalt a chrom. Tyto prvky mohou zptsobovat tézka akutni
nebo chronickd onemocnéni, dokonce i abnormalni vyvoj u déti a embryi (Parkinsonova

nebo Alzheimerova choroba, autismus, rakoviny atd.). [2,3,30]

Olovo je vysoce bioakumulativni a schopné prochazet potravnimi fetézci. Olovo nema
zadnou fyziologickou ulohu v lidském téle a jeho absorpce zavisi na chemické forme. Nejlépe
se vstiebavaji organokovové slouceniny a u anorganickych forem zavisi na misté vstfebavani
a na vyzivé. Vstfebavani olova zpomaluje vapnik, Zelezo a vitamin D. Na la¢no se olovo
absorbuje rychleji. Diky podobnosti s kalciem se az 95 % olova vaze v kosech a nahrazuje
tak vapnik v kolagenové matrici. Zbylé olovo se vaze v m&kkych tkénich a na erytrocyty.
Pii akutnich t€incich zplsobuje poskozeni jater, mozku a ledvin. Chronicka expozice olova
zpusobuje paralyzu pohybového ustroji a poSkozeni kostni dfené (anémie, leukémie). Ma
teratogenni ucinky, diky snadnému prechodu placentarni bariérou, snizuje IQ u déti. U muza

ma olovo vliv na pocet a Zivotaschopnost spermii. [30,31]

Hlavni zdroj kadmia jako kontaminantu jsou fosfitova hnojiva. Tento prvek muZe
zpusobovat rakovinu plic, ledvin, prostaty nebo pankreatu. Po zkonzumovani potravy,
ktera byla kontaminovana kadmiem, se tento tézky kov kumuluje piedev§im v ledvinach.
Zde porusuje reabsorpci ionti vapniku a fosforu a jejich vyluCovani je zvySené. To vede
k odvapnéni kosti, poskozeni nervové a srdecni ¢innosti. Dalsi t€zky kov, ktery se uklada
Vv ledvinach, je rtut’, ktera obecné poskozuje strukturu bilkovin. Organokovové slouceniny rtuti
(dimetylrtut’) jsou extrémné toxické a ptisobi pfedevsim na nervovy systém a smyslové organy.
Zpusobuje nespavost, ztraty paméti, bolesti hlavy nebo neschopnost koordinace pohybi. Rtut’

ma teratogenni ucinky diky schopnosti prochazet placentou a mozkovou tkani. [30-33]
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Stopové hladiny trojmocného chrom jsou nezbytné pro regulaci metabolickych reakci
v lidském téle. Jedna se o esencidlni prvek, to znamena, ze lidské télo si jej nedokaze vytvorit
samo a musime ho pfijimat v potravé. U Ctyfmocného chromu byly prokdzané mutagenni
ucinky na lidské zdravi. Vysoce toxickd forma chromu je Sestimocny chrom, ktery Skodi
pii dlouhodobém kontaktu s ktizi nebo pfi inhalovani. Chrom patii nejen mezi karcinogenni

latky, ale také mezi latky teratogenni. [3,31]

Kofeni obsahuje ionty kovil v Sirokém koncentraénim rozmezi. Pfedpisy o tolerovatelné
koncentraci tézkych kovii se mohou lisit v zavislosti na zemi. VétSina predpist je piisuzovana
Evropskému ufadu pro bezpecnost potravin. Svétova zdravotnickd organizace (WHO) spolu
s Evropskou unii stanovily maximalni povolené limity v potravinach. Konkrétni nafizeni
Evropské unie ¢. 1881/2006 uvadi maximalni tolerované koncentrace tézkych kovu v zelening
a Cerstvych bylinkach (Pb — 0,3 mg/kg; Cd — 0,2 mg/kg; As — 5,0 mg/kg). V nékolika nedavnych
studiich byla zjiStovana kontaminace tézkymi kovy v komerénim kofeni, coz naznacuje
potieby pro tadné kontroly. Podle WHO jsou tézké kovy (pfedev§im kadmium, rtut, arsen
a olovo) zafazeny mezi deset nejvyznamnéjSich chemickych latek, které¢ neptiznivé ovliviuji
lidské zdravi, diky jejich hromadéni v Zivotnim prostiedi. Z téchto diivodi je velmi dilezité
kontrolovat vyskyt tézkych kovi nejen v pudé, vodé a v ovzdusi, ale i v potravinach.
[2,3,30,33,34]

3.2 Analyza tézkych kovii

Hlavni techniky pro vicesloZkovou analyzu tézkych kovli v kofeni jsou techniky indukéné
vazané plazmy s hmotnostni a atomovou emisni detekci. Hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-MS) zajist'uje lepsi citlivost a piesnost pro spolehlivé porovnani vice
prvki najednou, zatimco atomova absorpéni spektrometrie (AAS) je b&zné pouzivana
pro hodnoceni jednoho prvku. Indukéné véazané plazma S hmotnostnim spektrometrem je
nepostradatelnym zafizenim pro fadu laboratofi k analyzam anorganickych prvki
a tato technika je schopna analyzovat i stopova mnozstvi v kotfeni. Jedna se o mimofradné

citlivou metodu a o jednu z nejpouzivangjsich v prvkové analyze. [3]

Atomova absorp¢ni spektrometrie je kvantitativni metoda, kterd vynika velkou citlivosti
a je pro dany prvek specifickd. M¢Efi se absorpce zareni rezonancni spektrdlni cary,
které dopada na soustavu métenych atomi v zakladnim energetickém stavu. Zakladni techniky
AAS se déli podle zplisobu pievedeni latky z roztoku na atomovy plyn — bud’ plamenem,

nebo elektrotermicky. Plamenova absorpéni spektrometrie (F-AAS) stanovuje pouze tézké
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kovy, pokud jsou pfitomny ve vzorku ve vysokych koncentraci. Pomoci elektrometrické
atomové absorpcni spektrometrie (ET-AAS) lze jiz stanovovat stopova mnozstvi nékterych
tézkych kovi. Pro kvalitativni a kvantitativni analyzy pro vétSinu prvki (zejména kovovych) je
vhodna i atomova emisni spektrometrie (AES) neboli opticka emisni spektrometrie (OES).
Metoda je opét rozdélena podle budiciho (excitacniho) zdroje. Plamenova fotometrie
se pouziva predev§$im pro stanoveni alkalickych kovi a kovi alkalickych zemin. Pokud je
za excitani zdroj plazmovy vyboj, jednd se o atomovou emisni spektrometrii s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-AES nebo ICP-OES). Pomoci ICP-AES lze provést
multielementarni analyzy a kvantifikace minerald, které jsou obsazené ve velkych
koncentracich. Tato metoda ma vSak velkou spotiebu argonu a tim i vysoké provozni naklady.

[35]
3.2.1 Vybrané konkrétni piiklady analyz téZkych kovii v koieni

3.2.1.1 Analyza skorice, kurkumy a zazvoru

Ve studii [34] bylo cilem zjistit obsah kadmia, rtuti, arsenu a olova v kofeni za pouziti
hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). Bylo analyzovano
7 vzorki kofeni — 3x skofice, 2x kurkuma a 2x zazvor. Skofice pochazela z Indonésie,
Madagaskaru a Vietnamu. Testovana kurkuma byla pivodem z Indie a Sri Lanky, a zazvor
pochazel také z Indie a Japonska. Kazdy vzorek byl namlet v teflonovém hmozdifi,
aby se zabranilo kontaminaci kovu a byl mineralizovan v kyseliné dusi¢né pomoci
mikrovlnného rozkladu pii 180 °C (1000 W). Po ochlazeni na laboratorni teplotu byly vzorky

zvazeny, ziedény ultradistou deionizovanou vodou a analyzovany.

Rtut’ se se podilela tfinacti procenty na celkovém obsahu téZkych kovii, kadmium pouze
8 %, arsen 14 % a nejvyssi zastoupeni mezi celkovym obsahem téZkych kovit mélo olovo —
65 %. Kadmium bylo obsazené ve vSech sedmi vzorcich vrozmezi od 0,029 mg/kg
az do 0,294 mg/kg. Nejnizsi obsah byl v indickém zazvoru, zatimco ve srilanské kurkumé byla
nejvyssi koncentrace kadmia (0,288 mg/kg). Maximalni povoleny limit podle EU je
pro kadmium stanoven do 0,2 mg/kg, takze u srilanské kurkumy byl tento limit piekrocen.
V tomto koteni byl prokazan i nejvyssi obsah rtuti (0,837 mg/kg). Pro rtut’ v kofeni a jinych
rostlinnych potravinach neni zatim stanovena maximalni povolena koncentrace. Ta je uréena
jen pro moiské ryby a plody — 1 mg/kg.

Obsah arsenu se pohyboval od 0,007 do 0,701 mg/kg. Skotice z Madagaskaru obsahovala

cvwr
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0,697 mg/kg arsenu, coz byla nejvyssi koncentrace. Hladiny arsenu vSak spliiovaly ramce
stanovenych bezpec¢nostnich limiti (WHO nebo nafizeni EU). Rozséhlé pouzivani olova
vyustilo v rozsahlou kontaminaci Zivotniho prostiedi tak, ze bylo detekovano ve vSech
testovanych kotenich. Celkovy obsah olova se pohyboval od 0,164 az do 2,923 mg/kg.
Tato nejvyssi koncentrace olova byla nalezena ve vietnamské skofici. Ve starsich studiich,
které testovaly koteni z Pékistanu, Nigérie a Irdku, vSak byly zjiStény jeSt€¢ mnohem vyssi

kontaminace olovem (od 6 mg/kg az do 20 mg/kg).
3.2.1.2 Analyza ¢ervené papriky

Cervena paprika je nejvice péstované kofeni na svété. Jeho celkova svétova produkce ¢ini
az 30 miliond tun. Na raznych trzich v Turecku bylo pofizeno 33 vzorki mleté ¢ervené papriky.
Ty byly zkoumany pro obsah kadmia, olova a arsenu [36]. Osm vzorki bylo zakoupeno
na otevienych trznicich, kde byly prodavany volné bez obalu. Zbylych 25 vzorkii bylo
v primyslove uzavienych obalech. Analyza tézkych kovi byla provadéna pomoci hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem. Priprava vzorku byla provedena mikrovinou
mineralizaci v kyselin¢ dusi¢né a peroxidu vodiku pii teploté 190 °C. V zadném ze vzorka
nebyly detekovany arsen a kadmium, zatimco olovo bylo detekovano v 11 vzorcich kofeni.
Koncentrace olova se pohybovala od 0,041 mg/kg az do 0,9 mg/kg. Toto malé mnozstvi

spliiovalo kritéria stanovend EU nebo WHO.
3.2.1.3 Analyza zazvoru

Cilem studie [33] bylo stanoveni toxického arsenu, rtuti, olova a kadmia v oddenku
zazvoru pomoci AAS. Podzemni ¢ast rostliny Zingiber officinale, ¢esky zazvor lékaisky
nebo pravy, je nejvice kontaminovana &ast. Péstuje se predev§im v Indii, Ciné, Bangladési,
Tchaj-wanu, Jamajce a Nigérii. Vyvazi se predevim z Indie a Ciny do celého svéta. V roce
2007 bylo celkem 25 vzorkl zazvoru odebrano z riznych mist v zapadnich Himalajich v Indii.
Oddenky byly 2 dny susSeny pfi teploté¢ 70 °C a rozemlety na jemny prasek, ktery byl dan
do kiemenné nadoby spolu s lu¢avkou kralovskou. Vzorky zazvoru se nechaly 12 hodin $tépit

pomoci mikrovinné metody pii 260 °C. Poté byly ztedény ultracistou vodou a analyzovany.

Arsen byl stanoven ve ¢tyfech vzorcich v rozmezi od 0,02 ug/g do 0,13 ug/g. Olovo,
kadmium a rtut se vyskytovaly ve vSech vzorcich. Rtut' byla stanovena v rozmezi
0,01-0,42 pg/g, kadmium od 0,002 ug/g do 0,03 pg/g a koncentrace olova se pohybovala

v rozmezi 0,06-0,64 ng/g. Nejvétsi zastoupeni jako kontaminant mélo olovo, které zastupovalo
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az 76 % celkového obsahu tézkych kovi. Tato studie prokazala, ze ptida je hlavnim (ale nikoliv

jedinym) zdrojem kontaminant a hromadéni se kovi v rostlinach.
3.2.1.4 Analyza Kkoreni z polskych a pakistanskych trhi

Na Gdanské univerzité [37] provadéli analyzu, ktera se zabyvala celkovym mnoZstvim
kovli médi, niklu, zeleza, zinku a manganu pomoci AAS. Tyto prvky katalyzuji mnoho
biochemickych reakci v organismu, podili se na tvorbé erytrocytii ¢i hormont a jsou dulezité
v metabolismu, ale v piili§ vysokych davkach mohou byt tyto kovy toxické. Mezi polské
analyzované koteni patfil fenykl, ¢erny pepf, suSeny Cesnek, majoranka, paprika, skofice,
bazalka, oregano, petrzel ¢i provensalské kofeni (smés koteni). Stejnou metodou provadéli
studii na univerzit¢ Sindh v Pakistanu [38]. Kvantifikovali arsen, kadmium, nikl a olovo ve 26
vzorcich kofeni (bobkovy list, nové kotfeni, ¢erny pept, kmin, hiebicek, koriandr, zazvor,
na mistnich trzich. Vzorky byly mineralizovany 65% kyselinou dusi¢nou a 30% peroxidem
vodiku za pomoci mineraliza¢niho systému. Po vychladnuti byly mineralizaty doplnény

deionizovanou vodou a analyzovany.

VInova délka pro stanoveni mé&di byla 324,8 nm, niklu 232 nm, zeleza 248,3 nm, zinku
213,9 nm a manganu 279,5 nm. Obsahy sledovanych kovi v polském koteni se vyskytovaly
Vv Sirokém rozsahu. Minimalni mnozstvi médi se nachdzelo v suSeném cesneku, kde ho bylo
2,7 mg/kg a nejvétsi mnozstvi se vyskytovalo v paprice (24,2 mg/kg). Doporuc¢ena denni davka
médi je okolo 3 miligrami. Nejvys$si koncentrace niklu se objevila v Cerném pepfii
(23,0 mg/kg), kdy doporudena denni davka se pohybuje od 0,1 — 0,7 mg. Zelezo bylo obsaZzeno
ve vysokych koncentracich v rozmezi od 20,0 aZ do 1150 mg/kg. Nejvyssi koncentrace zinku
byla 56,3 mg/kg ve fenyklu a nejvétsi obsah manganu byl zaznamenan v paprice (206 mg/kg).
Celkové nejvyssi koncentrace analyzovanych prvki byly stanoveny ve fenyklu, majorance

a v oreganu.

Pékistanska studie ukazala, Ze toxické prvky v bézném kofeni se 1isi podle regioni
péstovani. V analyzovaném koteni byla nejvyssi koncentrace arsenu zaznamenana v koriandru
(6,39 pg/g). Tento koriandr obsahoval i nejvyssi koncentraci niklu, ktera ¢inila 14,0 pg/g. Praveé
koriandr, nové kofeni, zdzvor ¢i muskatovy ofiSek mély tiikrat az Sestkrat vyssi koncentrace
analyzovanych kovu nez pfipustné limity stanovené WHO. Tato omezeni na obsah kadmia
pfesahla 1 kofeni anyz, chilli ¢i skofice. Kadmium bylo nejvice obsazeno vV novém kofeni

(4,0 ng/g). Obsah niklu byl ve vSech druzich studovanych kofeni (s vyjimkou skofice
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a hrebicku) vyssi nez povolené obsahy WHO. V €erném kmin€ byla zaznamenana vysoka

koncentrace olova a to az 50,0 pg/g. Kontaminace olovem byla nejvyssi ze vSech tézkych kovu.
3.2.1.5 Analyza vybraného kofeni ze Slovenska

Na Slovenské zemédélské univerzité v Nitfe stanovovali obsah nebezpecnych tézkych
kovu ve vybranych kofenich — bazalce, cerném pepfi, majorance, sladké cervené paprice [30].
20 vzorku kofeni bylo zakoupeno v obchodech v Nitfe, vSechna kofeni byla vypéstovana
a sklizena na Slovensku. Analyza byla provedena pomoci AAS. Mineralizace vzorkd byla
provedena v mikrovinném diges¢nim systému v teflonové nadobé v ptitomnosti destilované
vody a koncentrované kyseliny dusi¢né v poméru 1:1. Nasledujici grafy znazoriuji obsah olova

a kadmia ve vybraném kofteni.
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Koncentrace olova a kadmia ptesahla povolené mnoZzstvi v bazalce stanovené komisi
Codex Alimentarius (Pb — 5 mg/kg, Cd — 0,5mg/kg). Mnozstvi kadmia v bazalce (1,38 mg/kQg)
bylo az osmkrat vice, nez bylo pfitomno v ¢erném pepii. V bazalce byl zaznamenén i nejvyssi
paprice a nejnizsi koncentrace zinku byla v ¢erném pepfi. Méd’ a zinek spliiovaly normy
a byly pod maximalnim povoleném limitu. Dale byl analyzovan chrom, nikl a kobalt. Chrom
a nikl byly nejvice obsaZeny v majorance a nejvétsi obsah kobaltu byl zaznamenan v bazalce.
Podle téchto vysledk je doporuceno, aby se inspekce vice zaméfila na urovné tézkych kovi

V kofeni a to konkrétné v bazalce.
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4 Barviva

4.1 Charakteristika barviv

v

Barva je povazovana za jeden z nejptsobivéjSich a nejptijemnéjSich atributl koteni (spolu
s viuni), ktery ovliviiuje vybér spotiebitelti. Navzdory pfirodnim barvam kofeni, mohou mit
podminky skladovéani a metody zpracovani vyrazny vliv na jejich kone¢né zbarveni. Proto jsou
potravinaiska barviva ptidavana do koteni, kvili lepSimu vzhledu a to i pfes negativni vlivy
na lidské zdravi. Po primyslovém zpracovani si kofeni, jako je kurkuma ¢i paprika, miize
zachovat pfirozené barvy. Presto potravinaisky primysl Casto davéa prednost syntetickym
barvam pro relativné niz8i naklady a stabilitu. Dodnes jsou tato barviva nachdzena v kofeni
amleta paprika ma nejvétsi riziko obsahu pfidanych syntetickych barviv. Potravinaiské barvivo

ktera je schopna po pridani do produktu prostiednictvim reakci propoustét barvy. [2,39,40]

Pouzivani syntetickych barviv v potravinach je v soudasné dob& povoleno Utadem
pro kontrolu potravin a 1éciv a Evropskym tufadem pro bezpeCnost potravin na zakladé
ptijatelnych dennich davek (ADI). Modra, zZlutd, zelend a bild barviva jsou méné nebezpecna
i pti vyssich dennich davkach. Cervena a oranzova barviva maji nizsi pfijatelné denni davky.
Napftiklad erythrosin (E127), ktery se vyskytuje v koktejlovych a kandovanych tfeSnich, ma
pijatelnou denni davku 0,1 mg/kg. Amarant (E123) se pifidava do alkoholickych
i nealkoholickych napoji a do rybich jiker, a jeho pfijatelna denni davka je 0,8 mg/kg.
Tato barviva mohou zpiisobovat alergické reakce nebo mohou silné ovlivnit chovani
déti — hyperaktivita s poruchou pozornosti (ADHD). Mezi dalsi §kodliva barviva patii tartrazin
(E102), chinolinova zlut' (E104), zlut’ SY (E110), azorubin (E122), koSenilova cerven A (E124)
nebo Cerven allura AC (E129). [39]

Mezi rozsifena barviva patii azobarviva. Pfidavaji se do kofeni nejen pro barevnost,
ale 1 pro zvySeni hmotnosti. Jejich vyroba neni finanéné¢ nakladna a je znamo asi 3000
azobarviv, z néhoz Sudanska barviva I-IV jsou nejznamé;jsi (obrazek ¢. 6). Sudanska barviva
se vyznacuji dvojitou vazbou mezi atomy dusiku a dusik mezi aromatickymi skupinami. Maji
vysoce hydrofobni vlastnosti diky relativné vysoké molekulové hmotnosti a nizké polarité.
Mezi dal$i sudanska barviva patii sidanskd oranz G, sudanska cern, sudanska dimetylova zlut,
sudanska Cervenl G a dalsi. VSechna tato azobarviva se pouzivaji k primyslovym materidltim,
jako jsou minerdlni oleje, vosky, kozené vyrobky, textil ¢i kosmetické produkty.

Mezi kontaminované produkty Stidanskymi barvivy je i kofeni. Sudan I a IV jsou synteticka
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cervenooranzova azobarviva, ktera jsou ilegalné pouzivand v potravinaiském primyslu,
zejména chilli, kari, kofeni paprika, potraviny obsahujici palmovy olej nebo i potraviny
obsahujici masné vyrobky. Tato azobarviva jsou povazovana za karcinogeny a teratogeny.
Synteticka azobarviva se V téle pifeménuji na aromatické aminy, které mohou putisobit piimo
Vv jaternich bunkach a zpusobit toxické jaterni onemocnéni nebo mohou indukovat mutaci

wrwe

hyperaktivitu a roztrzitost. [2,41,42]
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Obrazek 6 - Chemické vzorce syntetickych barviv Stddan I — 1V [2]

4.2 Analyza barviv

Doposud bylo pro stanoveni syntetickych barviv v kofeni vyvinuto mnoho analytickych
metod, jako napi. HPLC-MS, ktera je nejpouzivanéjsi technikou pro kvantitativni stanoveni
azobarviv v kofeni. Techniky ,,otisku prstu“ v instrumentalni chemii napomahaji odhalit
falSované kofeni (i jiné potraviny). Jedna se o analytické techniky, které mohou zjistit slozeni
potravin neselektivnim zptisobem a vytvaii typické spektrum jako otisk prstu. Tyto techniky

byly uspés$n¢ pouzity pro autenti¢nost potravin, kontrolu kvality a sledovani vyrobki. [2,43]

Pro detekci Sudanskych barviv vkofeni byly pouzity rizné techniky, predevsim
vSak HPLC-MS, kapilarni elektroforéza nebo metoda ELISA. Stdanska barviva jsou dnes
ve veétSiné zemi zakazana, a proto se dnes délaji pouze analyzy po vefejném oznameni.

Pro kontrolu barviva Stdan I ve vysoce barveném kofeni, byla pouZita imunoanalyticka
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technika s nazvem imunodetekce v lateralnim toku na membrané. Tato technika je zalozena
na interakci specifickych protilatek s detekovanym analytem, pficemz jedna latka je barevné
oznacena a druha latka je zafixovana na membrané. K interakci analytu s protilatkou dochazi
pii prutoku interagujicich latek membranou a poté je analyt mozny vizualné detekovat.
Nejcastéji pouzivanou znackou K vizualni detekci je koloidni zlato. Tato metoda je vhodna

pro levnou a rychlou detekci Sudanu I v mobilnich laboratofi. [44,45]

Analyza syntetickych barviv v potravindich muze byt také provedena pomoci
spektroskopickych metod, které hraji dulezitou roli v nedestruktivnich a rychlych technikach
pro analyzu syntetickych barviv. Ramanova spektrometrie nabizi rychlou analyzu slozeni
vzorku, které 1ze pouzit pro kvalitativni i kvantitativni ucely. Tato technika vyzaduje minimalni
pfipravu vzorku a méfeni se mize provadét v jakémkoliv skupenstvi. Mezi dal$i pouzivané
spektrometrie pro detekci syntetickych barviv patii UV/VIS spektrometrie, blizka infraervena
spektrometrie nebo nuklearni magneticka rezonance. P¥imé stanoveni sudanskych barviv
v kofeni muze byt dosazeno pomoci fluorescencnich jevid, které tato barviva maji.
Avsak fluorescenéni spektrometrie neni vhodna pro analyzu komplexnich viceslozkovych
vzorku (jako je pravé koteni) v disledku silného spektralniho ptekryti. To 1ze vSak piekonat
pouzitim tzv. synchronni fluorescence, kde jsou excitacni i emisni monochromatory snimany
soucasn¢ takovym zplsobem, ze je udrzovan konstantni interval vinové délky mezi emisnimi

a excita¢nimi vinovymi délkami (DI). [2,41,46]

Stanoveni nelegéalné ptidatnych barviv obvykle zahrnuje komplexni odstranéni matrice
a stanoveni kontaminantt pfi nizkych koncentracich. Mezi takovéto predupravy patii extrakce
kapalina-pevna latka, kapalina-kapalina, extrakce na pevnou fazi nebo extrakce tlakovou
kapalinou. Proces extrakce muze byt provadéna off-line, on-line nebo in-line s ohledem
na separacni nebo detekéni systém. V reZimu off-line je extrakce provadéna jako nezavisla
etapa pied separaci nebo detekci. Spojeni on-line extrakce-separace a extrakce-detekce
zahrnuje nejcastéji ventil. In-line systém vyuzivad extrakéni systém umistény uvnitt systému
jako integrovanou soucast analytického systému. Pro tuto extrakci-separaci a extrakci-detekci
vyvoj rychlejsi metody se snizenou spotiebou rozpoustédla a mensi pocet krokl pfi ptiprave
vzorku. Tato separace byla pouzita v kombinaci s UHPLC. Kratké ochranné kolony
nebo predkolony jsou vhodné pro rychlou extrakci vzorku pii relativné vysokych rychlostech

zatizeni v systému UHPLC a limity tlaku v systému mohou byt nizsi. [42,47]
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Matricova disperze na pevné fazi (MSPD) patii do jednodussich metod pouzivané
pro extrakci pevnych nebo polopevnych vzorkl. Tento zplsob zahrnuje smichani vzorku
s pevnou nosi¢ovou hmotou s pouzitim tfeci misky, adsorpce organickych sloucenin
na vhodny pevny absorbent a desorpce s malym mnozZstvim organického rozpoustédla.
Tato metoda nevyzaduje centrifugaci, upravu pH nebo pienos vzorku a na rozdil od béznych

metod extrakce je relativné rychla a nenaro¢na. [47]

4.2.1 Vybrané konkrétni piiklady analyz syntetickych barviv v koreni

4.2.1.1 Analyza Kkoreni ze Svycarskych trhi

V roce 2018 bylo ve Svycarsku analyzovano mistni kofeni pomoci ultra vysokou&inné
kapalinové chromatografii s hmotnostnim analyzatorem doby letu (UHLPC-QTOF-MS) [40].
Celkem bylo analyzovano 87 vzork kofeni — mleta paprika, kurkuma, chilli, muskatovy ofisek,
kmin a kari. Kazdé kofeni bylo extrahovano extrakéni smési, ktera se skladala z vody,
metanolu, acetonitrilu a tetrahydrofuranu. Jako stacionarni faze po separaci barviv byl pouzit
oktadecylsilikagel a jako mobilni faze byl pouzit roztok metanolu a octanu amonného. Bylo
zjisténo, ze 8 vzorkd kofeni bylo kontaminovano nepovolenymi barvivy. Sudan IV byl
detekovan ve Ctyfech koteni (kari, mletd paprika a ve dvou chilli). Znecisténé kari Siddnem IV
obsahovalo i Stidan I. Dalsi dva vzorky pochazejici z Turecka a ranu byly kontaminovany
kosenilovou cerveni A (E124). Koncentrace koSenilové cerveni se pohybovala okolo

10 mg/kg v obou vzorcich.
4.2.1.2 Analyza chilli

Chilli se stalo jednim znejbéznéjsich kofeni, které je rutinné monitorovano
pro synteticka barviva. Ve studii [43] se zabyvali screeningem syntetickych barviv rozpustnych
v oleji v produktech chilli na zakladé srovnani ,,otiskti prsti*. Testované vzorky byly rozdrceny
na prasek a extrahovany do acetonu. Extrakt byl analyzovan pomoci HPLC. Mobilni faze se
skladala z 0,1% roztoku kyseliny mravenci, metanolu a acetonitrilu. Jako standardy bylo
pouzito 16 znamych syntetickych barviv pro posouzeni screeningové kapacity. Pro ovéfeni
pouzitelnosti metody byly pouzity dva redlné vzorky znehodnocené ilegalnim praskovym

barvivem Scarlet.

Utinnost extrakce byla hodnocena barevnymi zménami extrahovanych vzorki. Pouhyma
o¢ima bylo vidét, Ze barva extrahovanych kousku chilli téméf vybledla, coZz naznacovalo

Kk témét kompletni extrakci barviva do extrakéni smési. Celkem bylo analyzovano 55 chilli
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kofeni, u kterych nebylo detekovano zadné syntetické barvivo. Tato technika mutze najit

potencial v disledku zmén otiskil pro analyzu novych barviv, které nebyly jesté evidované.

V Hradci Kralové na Karlové univerzité pouzili pro analyzu chilli efektivni metodu
SPE-UHPLC-UV/VIS [42]. Bylo analyzovano devét nelegalnich syntetickych barviv — Stidan
I, II, III, IV, stdanska Cervenn 7B a G, stdanska oranz G, Cerven 1 a methylCerven. Byla
analyzovdna smés kofeni — praskové chilli oznacené ,,Mojo“. Toto kofeni se nazyva
i jako kanarské koteni a bylo zakoupeno v hradeckych obchodech. Vzorky byly pfeneseny
do sklenéné zkumavky se Sroubovacim uzavérem a extrakce byla provedena dvakrat pomoci
tetrahydrofuranu a ultrazvukové sonikace (odstranéni biofilmu). Dostatecné vytézky byly

ziskany touto extrakci uz po 10 minutach.

Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitrilu a vody a jako sorbent SPE pro ¢isténi byl
pouzit oktadecylsilikagel. V prvnim kroku ¢isténi pomoci on-line SPE-UHPLC byl vzorek
aplikovan do SPE kolony pomoci autosampleru a matrice ve vzorku obsahujici vice polarni
slouceniny a necistoty, byly oplachnuty do odpadu 10% acetonitrilem. Sledované analyty byly
zachyceny na SPE koloné. Po vyplachnuti se ventil spojil s analytickou kolonou
anasledovala eluce analytt z SPE kolony pomoci zpétného proplachovani. Poté byla provedena
vlastni analyza barviv. Teplota kolony byla nastavena na 55 °C a barviva byla detekovana
pii vlnoveé délce 500 nm. Nasledné se vinova délka zménila pro sidanskou oranz G na 420 nm.
Vyhodou on-line metody SPE-UHPLC bylo stanoveni vétsiho poctu nelegalnich barviv
Vv krat§im cCase, presnost, detekce a kvantifikace. Analyzované koteni s chilli neobsahovalo

7adna nelegalni synteticka barviva.
4.2.1.3 Analyza sladké, palivé a uzené papriky

V argentinské studii se zabyvali stanovenim barviva Sudén I ve sladké, palivé a uzené
paprice [46]. K této studii vyuzili synchronni fluorescenci kombinovanou s vicerozmérnymi
klasifika¢nimi technikami. Celkem bylo k dispozici 30 vzork paprik, z toho bylo 11 sladkych,
10 palivych a 8 uzenych. VSechna kofeni byla pofizena na mistnich trzich. Navazené koteni
se extrahovalo do isopropylalkoholu a smés se tiepala 15 minut. Spektrofluorometr byl vybaven
zdrojem svétla s xenonovou vybojkou a excitacni vinova délka byla 420 nm. Synchronni
spektra byla méfena v péti intervalech vinovych délek (20 nm, 30 nm, 40 nm, 50 nm a 60 nm).
Toto rozmezi bylo vybrano proto, ze pii volbé nizsich intervalti nez 20 nm byl fluorescencni
detektor nasycen v mnoha spektralnich oblastech, zatimco intervaly vétsi nez 60 nm

neumoznily vizualni rozdily mezi nefalSovanymi a falSovanymi vzorky.
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Analyzované vzorky byly rozdéleny do dvou tfid. Prvni tfida tvofila nefalSované vzorky
a do druhé tfidy spadaly falSované vzorky barvivem Sudan I. Spektra zfalSovanych vzorkl
se jednozna¢né lisila od nefalSovanych vzorki ve vSech intervalech vinovych délek. Obsah
Studénu 1 byl zaznamenan v rizném poctu vzorki podle intervalu vlnovych délek.
Pti vinové délce 20 nm, 30 nm a 40 nm bylo zaznamenano pifidané barvivo ve 25 vzorcich,
pii méfeni 50 nm bylo zafazeno ve druhé tiidé 28 vzorkid papriky a v 60 nm byl Sudan I

zaznamenan ve vSech analyzovanych vzorcich.
4.2.1.4 Analyza sladké a palivé papriky, kurkumy a kari

UV/VIS spektrometrie je metoda vhodna pro vyssi koncentrace analyzované latky. Prave
pomoci UV-viditelného spektra byla analyzovana vybrana azobarviva ve sladké a palivé
paprice — Sudan I, I, 11l a IV [48]. Tato barviva se velmi ¢asto vyskytuji spole¢né v chilli
nebo kofenicich smésich. Kazdé sudanské barvivo ma na lidsky organismus jiny tc¢inek
a mohou se vziajemn¢ ovliviiovat tak, ze v souCasné pfitomnosti si mohou zvysit toxicity
nebo si je zménit. Bylo zakoupeno 27 vzorkll koteni (paliva a sladka paprika, kurkuma
a kari), které bylo extrahovano do acetonitrilu pomoci magnetického michani. UV/VIS
spektrometr byl vybaven diodovym polem a spektra byla snimana Vv rozmezi vinovych délek
260 az 600 nm.

Pro porovnani byla vyuzita i HPLC metoda s fotometrickou detekci pii 478 nm
pro Sudan I a pro Sudén I, III a IV pfi 510 nm. Jako mobilni fazi pouzili acetonitril s 16%
kyselinou octovou v poméru 7:3. U dvou vzorkli byl zaznamenan vys$$i obsah Sudanu II.
Jednalo se o kofeni sladké a palivé papriky oznadend ,,De la Vera®“ — coZ je &ast ve Spanélsku.
Ostatni kotfeni papriky neobsahovalo Zadné stdanské barvivo. Kotfeni kari a kurkuma

také neobsahovala zadna syntetick4 azobarviva.
4.2.1.5 Analyza vybraného koreni

V roce 2015 byla provedena analyza sudanskych barviv (Sudéan I-1V, suidanské oranz G,
cerii B a Cerven G) ve vybraném koteni (chilli, paprika, Safran, kurkuma, kari nebo smés sedmi
kofeni) v Iranu [47]. Studie vyuzila metody in-line mikro-matricové disperze v pevné fazi
(in-line MMSPD) spojenou s HPLC-UV. Cely tento systém byl vyuzit pro extrakci, separaci
a detekci. Do tfeci misky se vlozil vzorek, florisil a oxid kifemicity a hlinity. Cela smés
se diikladné€ promichala a nasledné byla aplikovana do MSPD kolony, kterd byla umisténa pred
analytickou kolonou. Jako mobilni faze byla pouzita smés metanol-acetonnitril v poméru 1:4

a pravé jeji pruchod ptes MSPD extrahoval analyzovana barviva, které byly mobilni fazi
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pfevedeny do analytické kolony pro separaci. Vlnova délka UV detektoru byla nastavena

na 480 nm.

Analyzované chilli, kurkuma, kari, Safran, paprika a smés sedmi druhii kofeni pochazely
z franu. Vysledky ukazaly, Ze zadné koteni neobsahovalo sudanské barviva. In-line MMSPD
je rychla a jednoducha metoda diky extrakce a separaci v jednom kroku. Vyzaduje velmi malé
mnozstvi vzorku, materialii, ¢asu, vybaveni a energie a neni vyzadovéana piiprava vzorku.
Tato metoda je vhodna pro analyzu raznych sudanskych barviv nejen v kofeni, ale i v jinych

potravinach.
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5 Ostatni cizi slozky v koreni

V odvétvi kofeni jsou terminy pravosti a kvality nékdy v rozporu. Autenticitu Ize definovat
jako nepfitomnost cizich latek ¢i téles nebo také Ze v produktu nejsou ptitomny zadné necistoty.
Pro kofeni je vhodnéjsi termin kvalita (jakost) neboli stav produktu. Hlavni mezinarodni
specifikace kvality stanovuji dvé normy — normy USA a Evropské. Existuji riizné typy testu,
které tvofi fadu mezindrodnich norem — ¢istota, uroven popelu, stanoveni t€kavych olejl, obsah
vlhkosti a jiz zminéné maximalni povolené limity mykotoxinl, pesticida, tézkych kovi
a syntetickych barviv. Pravé Cistota je mira mnozstvi cizich latek, jako je kontaminace hmyzem,
exkrementy nebo jinymi cizimi télesy. UrCeni Cistoty se Casto provadi fyzikalnim stanovenim
za pomoci mikroskopické analyzy. Uroven popelu je hladina negistoty v produktu,
které se ziskaji spalenim organické hmoty. Prevence proti znehodnocovani a znecisténi koteni
cizimi slozkami je kontrola a hodnoceni dodavatelského fetézce koteni (dodrzovani dobrych
zem&délskych postuptt a spravna vyrobni praxe, dodrzovani analyzy rizik kritickych

kontrolnich bodi (HACCP)) a kontrola a hodnoceni samotného koteni. [49]

ZvySeni hmotnosti kofeni pro vétsi zisky obchodniklim se provadi nejen ptidavanim
syntetickych barviv, ale 1 pomoci pfidavani necistot v podobé pisku ¢i pilin. V kofeni
se mohou vyskytovat i rezidua cizich rostlin, listkti, stopy hmyzu nebo hlodavéi srsti.
podminkami, skladovanim nebo zpracovanim. Nafizeni Evropské unie stanovuje,
které produkty by nemély obsahovat zddné nahrazky a cizi slozky, které nesmi prekrocit 1-2 %
celkové hmotnosti. Cizi slozky maji veliky vliv na kvalitu potravin, chut’ nebo aroma. Ve volné
prodavaném koteni je mnohem vétsi pravdépodobnost obsahu necistot, neZ ve vakuové
baleném. Pfesto mnoho spotiebitelti dava prednost ndkupu volného koteni pro finanéni tspory,
aniz by si uv€domili vazna zdravotni rizika. V poslednich letech dochazi ke stalému narlstu
poctu lidi trpicich onemocnéni z kofenénych jidel. Tato onemocnéni se ¢asto projevuji bolestmi
zaludku, gastroenteritidami, prijmy nebo 1 vyrazkami ¢i nevolnostmi. Doposud Zadna podrobna
studie neprokazala, co piesné tyto zdravotni problémy zptsobuje, avSak kontaminanty a cizi

slozky v kofeni maji hlavni vliv. [2]

Ochranné obaly pfichdzejici do styku s kofenim by mély byt z materidlu urceného
pro styk s potravinami. Moderni materialy pro baleni kofeni jsou navrzeny tak, aby spliiovaly
vice ucell, v€etné ochrany pied vnéjsSimi zdroji kontaminace, zajisSténi konzervace, snadnou

pfepravu a skladovani produktu. Zamezeni migrace Skodlivych chemickych latek z obalného
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materidlu do kofeni, je hlavni bezpe¢nostni podminka, protoze tyto chemické latky mohou
nepiizniveé ovlivnit kvalitu kofeni a nasledné ohrozit zdravi spotfebiteld. Mezi obalné materialy
muze patiit keramika, korek, sklo, kov, papir, silikon nebo plast. Plasty jsou nejvice pouzivané

materialy pro obaly potravin. [50]

Evropské natizeni ¢. 10/2011 je zalozeno na seznamu povolenych latek, které mohou byt
pouzity ve vyrobé plastovych obalii a maximalni povolené mnozstvi dané latky uvolnéné
Z materialu do potravin. Celkové existuji stovky sloucenin, které mohou migrovat z obali
do potravin, ale kontroly jsou nejvice zaméfené predevSim na organické slouCeniny.
Mezi nejcastéjsi organické kontaminanty piendSejici se do kofeni jsou perfluorované
slouceniny, bisfenol A, ftalaty a primarni aromatické aminy, které jsou tvoreny degradaci
azobarviv. Tyto organické kontaminanty byly analyzovany v koteni nejcastéji kapalinovou
chromatografii s hmotnostnim spektrometrem nebo plynovou chromatografii. V poslednich
letech se vSak vyuziva modernéjsi technika — kapalinova chromatografie s vysokorozliSovaci

hmotnostni spektrometrii (LS-HRMS). [50]

Latka bisfenol A je trvale pfitomna v Zivotnim prostfedi a méa schopnost akumulace. Patii
do chemickych latek naruSujici endokrinni systém a snazi se napodobit piisobeni hormond.
Tim muze narusit homeostazu nebo celkovy metabolismus. Zaroven negativné pusobi
na reprodukci nebo muize ohrozit vyvoj plodu ¢i narozenych déti. U déti mize zplsobovat
hyperaktivitu. Perfluorované slouc¢eniny maji podobné ucinky. Mohou poskozovat imunitni
a endokrinni systém, nékteré slouceniny jsou reprotoxické. Dnes jsou plastové materidly
nahrazovany biopolymery. Neddvné inovace vedly ke zlepSeni pasivnich vlastnosti
biopolymerti v obalech potravin. Jsou pevné, tepelné stabilni a také jejich vlastnosti jsou
zohlednény na lidské zdravi. Biopolymery vznikaji kondenzaci polysacharidl, proteint

nebo nukleovych kyselin. [50]

Mezi dal§i zamémé piidavané cizi slozky patii kiidovy praSek, ktery byl nalezen
napft. V indické kurkumég. Kmin je ¢asto znehodnocovan travnim semenem, které je zbarveno
prachem z dfevéného uhli. V Safranu byly nalezeny suSené uponky umélé kukufice. VSechny

tyto znehodnocujici latky maji Skodlivy dopad na lidské zdravi. [51]

Jeden druh kofeni miZe mit odliSny obsah bioaktivnich slouc¢enin dle zem¢ piivodu. Byla
provedena studie [52], ktera stanovovala bioaktivni sloZky a jiné kontaminanty v mleté paprice

pochézejici z Bulharska, Ciny, Mad’arska, Peru, Srbska a gpanélska, aby se zjistily

vvvvvv
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koteni. Mezi bioaktivni slozky mlizeme zaradit karotenoidy (poskytuji chut’
a barvu papriky), tokoferoly nebo vitamin C. Urfeni ptivodu kofeni ma velky vyznam
jak z hlediska bezpe¢nosti potravin, tak i z hlediska komer¢niho. Ve vzorcich paprik z kazdé
zem¢ puvodu byly zjistény aromatické slozky charakteristické pro danou lokalitu a pomoci

téchto latek je mozno ovéfit pravost ptivodu koteni.
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Z.avér

Tato bakaldiskd prace se zaobira nejCastéji analyzovanymi kontaminanty V koieni,
mezi které patfi mykotoxiny, rezidua pesticidi, tézké kovy a barviva. Kofeni patii
V potravinafském primyslu mezi nejvice falSované komodity. Nejvetsi rizika vyskytujiciho
se falSovaného kotfeni pochazi pfedevsim z Indie a Pékistanu. Kofeni falSuji védomé z diivodu
finanéniho zisku, ale i z nedbalosti a nedostatku fadného hygienického systému zpracovani,
skladovani a pfepravy. Rychla industrializace, neefektivni a nedostatecna kontrola znecisténi
nebo neuvazené pouzivani chemickych latek (hnojiva nebo latky na hubeni Skudct, pleveli
nebo plisni) — to vSe jsou primdrni zdroje riznych kontaminanti v pude,
pres kterou se dostavaji do rostlin a tim 1 do rostlinnych produktti. Nejbéznéjsi instrumentalni
metoda pro analyzu kofeni je pfedev§im vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni

detekci.

Ke kontaminaci kotfeni mykotoxiny dochazi nejcastéji v disledku nespravného sklizeni

a skladovani. Tyto latky jsou produkované plisnémi a mezi nejcastéji sledované mykotoxiny

vvvvvv
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analyzovat pro kontaminaci mykotoxinti pomoci HPLC spojené s tandemovou hmotnostni
spektrometrii ¢i fluorescencni detekci. Rezidua pesticidii 1ze analyzovat stejnymi zptsoby
a to zejména organochlorové pesticidy a organofosfaty. Analyzu téchto latek vSak mohou rusit
ptitomné ptirodni latky (sekundarni metabolity, nebo karotenoidy) a proto je potieba provést
spravnou extrakci. Pro extrakci pesticidi (i mykotoxind) byla vyvinuta metoda QUEChERS.
Jedna se velmi popularni, levnou a rychlou metodu, ktera vyuziva extrakci
do rozpoustédla (acetonitrilu) se soli a nasledné se provadi piecisténi pomoci disperzni extrakce

na tuhou fazi (dSPE).

Teézké kovy nepiedstavuji pouze riziko pro Zivotni prostiedi, ale 1 pro lidské zdravi.
Zeméd¢elska pida je témito prvky zneciSténa diky toxickym odpadim, hnojiviim
nebo spalovanim fosilnich paliv. Z ptidy se t€Zké kovy mohou dostat do rostlin, rostlinnych
produktli (kofeni) a celkové do celého potravniho fetézce. Proto je tfeba kontrolovat vyskyt
tézkych kovli nejen v pide, ale 1 v potravinach. Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem je nejpouzivanéj$i metoda pro viceslozkovou analyzu toxickych kovii v kofeni.
Jako dalsi pouzitelné metody analyzy jsou atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS) a atomova

emisni spektrometrie (AES).
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Diky pfirodnim pestrym barvam mleté papriky, chilli, kurkumy nebo kari jsou tato kotfeni
predevsim kontrolovana kviili obsahu syntetickych barviv. Mezi karcinogenni a toxické barvy
patii sudanska barviva, kterd jsou zamérné piiddvana do koteni, kvili financnim ziskim.
Tato azobarviva se analyzuji nejenom chromatograficky s riznymi druhy spektrometrickych

detekci, ale i pomoci elektroforézy ¢i metody ELISA.

Dovéazené koteni by mélo byt pravidelné kontrolovdno uz jen kviili stanovenym normam
EU. V souvislosti s bezpecnosti komeréniho kofeni se soucasné vyzkumy zabyvaji

kombinovanymi analyzami pro stanoveni nékolik kontaminant najednou.
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