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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na optimalizaci piipravy vzorkli pfed analyzou
N-nitrosamind metodami QuEChERS a SPME pomoci analytické techniky GC-MS.
V teoretické Casti jsou charakterizovany N-nitrosaminy, jsou popsany principy metod SPME
a QUEChERS. Rovnéz jsou v reSerSi popsany principy plynové chromatografie, hmotnostni
spektrometrie a jejich spojeni. V experimentalni ¢asti prace byly optimalizovany podminky
pfipravy vzorkii pfed analyzou N-nitrosaminli a také vlastni chromatografickd analyza.
Po nalezeni vhodnych podminek byly analyzovany ¢étyti realné vzorky (losos, grilované kachni

prso, uzena makrela a ostravska klobasa).

KLICOVA SLOVA
N-nitrosaminy, QUEChERS, SPME, GC-MS

TITLE

Optimization of sample preparation before determination of N-nitrosamines by GC-MS

ANOTATION

This diploma thesis is focused on the optimization of sample preparation before the analysis
of N-nitrosamines by QUEChERS and SPME methods using GC-MS analytical technique.
The theoretical part characterizes N-nitrosamines, describes the principles of SPME
and QUEChERS methods. The research also describes the principles of gas chromatography,
mass spectrometry and their connections. In the experimental part of the work, the conditions
of sample preparation before the analysis of N-nitrosamines and also the chromatographic
analysis were optimized. After finding suitable conditions, four real samples were analyzed

(salmon, grilled duck breast, smoked mackerel and Ostrava sausage).
KEYWORDS

N-nitrosamines, QUEChERS, SPME, GC-MS



Obsah

1 TEOTEICKA CASE ...t 12
I R N B AT (017 U 1 )OSR 12
I B 11 | SRS 13
1.3 Nejvyznamn&j$i N-NTrOSAMINY .....c.ooiiiiiiiiieieienesie et 13
1.4 Legislativa N-nitrosamini @ dusitantl............ccccereriniriniiisieeee e 15
1.5  Zpracovani a uprava vzorku pied analyzou N-nitrosamintl............cccceveevvreerininnneennenn, 15
1.5.1 Mikroextrakce na pevNOU fAZI ........cooveiiiiiiiiiiic e 15
1.5.2 KINELIKA SPIME ..ottt bbbt 17
1.5.3 Optimalizace podminek pro SPME ........ccccciiiiiiiiiiiii e 17
1.5.4 Vzorkovani N2 SPME .........ccciiiiiiiiiiii e 18
1.55 VIV EPIoty NA EXLIAKCI......cciviiieiiicie ettt 18
1.5.6 DODA EXIFTAKCE ....covviiiiiiiiieice s 19
1.5.7 Ptiklady vyuziti metody SPME pro N-NitroSaminy..........ccccoceeeinennininneneeneseeeen, 19
1.6 Metoda QUECKHERS. ...t 22
1.6.1 HISEOMIE. ...t 24
1.6.2 Modifikace klasického postupu pro metodu QUEChERS..............cccoooiiiiiiiii, 24
1.6.3 Priklady vyuziti metody QUEChERS pro N-NitroSaminy...........ccoccvevenenenninnencnnnnn, 26
1.7 Plynova chromatografi€.........ccccceiiiiiiiiiiiiieec s 27
1.7.1 Hmotnostni SPEKLIOMELITC. ... .eciuviirieriiieiiesei e 28
1.7.1.1 TONEOVY ZATO] .ttt 29
1.7.1.2 HMOtNOStNT @NALYZALOT ......eeviiiiiiiiiiiiiieieee e 30
1.7 1.3 DEIEKEON ... 30
1.7.2 Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.........ccccveverveririieneennnnn, 31
1.7.3 Ptiklady optimalizace metod GC-MS pro stanoveni N-nitrosamind............cc.cccccvenenn. 32
2 EXPerimentalnd CASt.........coiviiiiiiiiiciie e 33

2.1 PTIStrOJ€ @ ZATIZENT c.veeuviiiiiiiiiii i 33



2.1.1
2.1.2
2.2

2.2.1
2.2.2
2.3

2.4

24.1
2.4.2
2.4.3

3.1
3.1.1
3.1.2
3.2
3.3
34
3.5

4

Plynovy chromatograf...........cccooiiiiiiiiiii e 33
DAAST ZATIZENT ..ttt ettt 33
Chemikalie a standardni 14tKy.........cccoiiiiiiiii e 33
CREMIKALIC ...ttt st et sie e beennee s 33
Standardni TAtKY ........ocveiiiii 34
[V 70 ] 14 SR 34
PraCOVIT POSTUPY .. .vviiiiiiiiiiie ittt e e bb e nees 34
Chromatografick€ podminky ..........cccoiiiiiiiiiiii e 34
MEtOda SPIME ..ot 35
Metoda QUECKHERS ...t sre e s be e sbe e re e 36
VysledKy @ diSKUSE .......ooviiiiiiiiiii 37
Chromatografickd analyza N-nitroSamintl...........cccceeveiieiiniiineenise e 37
Optimalizace chromatografick€ metody ..........ccooveiiiiiiiiiiiieieee e 37
Meze detekce a stanovitelnosti N-nitrosamini............coccovvviiiiiiciiiiisccc e, 43
Optimalizace podminek metody SPME ... 43
Aplikace metody SPME na piipravi VZOrKU .........coovevviiieiiiiiiiciiccsecsecc e 47
Optimalizace metody QUECNHERS............cooo i, 50
Aplikace metody QUEChERS na pipravu vZorkil .........ccocovviiiiiiiiiiiieiecc e 54
ZLAVET .ttt 56



Seznam ilustraci a tabulek

Obrazek 1:
Obrazek 2:
Obrazek 3:
Obrazek 4:
Obrazek 5:
Obrazek 6:
Obrazek 7:
Obrazek 8:
Obrézek 9:

Obrazek 10:
Obrazek 11:
Obrazek 12:
Obrazek 13:
Obrazek 14:
Obrazek 15:
Obrazek 16:
Obrazek 17:
Obrazek 18:
Obrazek 19:

Chemické struktury N-nitrosaminovych sloucenin............ccovveveiiieneeiesieeseesnenn 12
Zavislost doby extrakce na mnoZstvi analytu .........cccoceevviiiiieiiniiiicieeee 19
Optimalizace teplot EXIraKCe . .......coviiiiiieiiiiciiei s 21
Tradi¢ni postup metody QUEChERS .........cooiiiiiii e 22
Schéma plynového chromatografu.........ccccvcvveiiiiiiiiii i 28
Princip eleKtronove 10NIZACE ........ccviiieiieiiiienieee e 29
KvadrupOlovy analyZator ............ceoiiiiiiiiiiiee e 30
Schéma elektronoveého NASODICE ........cccvvviiiiiiiici s 31
Vliv teplotnich gradientii na separaci N-nitroSamini ............cceeveerverieernneneennens 38
ROZNE SPIItOVACT POMELY ...t 39
Optimalizace NASIIIKU. .......ocviiiiiieiii e 40
Vysledny zdznam N-nitrosaminll v reZimu SIM.........ccooiiiiiiiiiiiiics 42
Porovnéni sorpce analytl na Sedé a €erné vIakno ............cocceeveiiiicic e 44
Porovnani riiznych teplot eXtrakCe.........coovvvriiiiiiiiiiiiie e 45
Porovnani riiznych extrakénich dob..........ccocoviiiiiiiiiiiice e 46
Porovnani mnozstvi pfidavku SOli........cccvviiiiiiiiiiiiiic 46

TIC chromatogram spikovaného vzorku lososa pfipraveného metodou SPME ..48
SIM chromatogramy spikovaného vzorku lososa pfipraveného metodou SPME49

Odezva N-nitrosaminu pii pouziti acetonitrilu jako extrakéniho ¢inidla

Obrazek 20: Odezva N-nitrosaminil pii pouziti ethylesteru kyseliny octové jako extrakéniho
CINIALAL . 52
Obrazek 21: Odezva N-nitrosaminil pii pouZiti 50% acetonitrilu jako extrakéniho €inidla ....52
Obrézek 22: TIC chromatogram spikovaného vzorku lososa ptipraveného metodou
QUECKERS ...t b bbbttt bbbt bttt 54
Obrazek 23: SIM chromatogramy spikovaného vzorku lososa pfipraveného metodou
QUECKERS ... e bbbttt bbb 55
Tabulka 1: Seznam analyzovanych vZorkll ..........cccccooiiiiiiii e 34
Tabulka 2: Podminky chromatografické analyzy N-nitrosamind............cccoccvvvvirniiicninnnnnnne 35
Tabulka 3: Teplotni gradienty pfi optimalizaci teplotniho programui............c.cccevviiiiveninnnenne. 37
Tabulka 4: Meze detekce a stanovitelnosti pro N-nitrosaminy vV roztoku ..............cccceeveenee 43
Tabulka 5:Meze detekce a stanovitelnosti N-nitrosaminti pro metodu SPME.......................... 50



Seznam zkratek

Cl chemickad ionizace

DI pfimé ponoieni

El elektronova ionizace

GC plynova chromatografie

HS V hornim prostoru

IARC Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
ISTD standard

QUECHhERS  rychla, jednoducha, levna, efektivni, robustni, bezpe¢na metoda
MS hmotnostni spektrometrie

NA N-nitrosaminy

NDBA N-nitrosodi-n-butylamin

NDEA N-nitrosodiethylamin

NDPA N-nitrosodi-n-propylamin

NIST knihovna spekter

NPIP N-nitrosopiperidin

NPYR N-Nitrosopyrrolidin

NMOR N-nitrosomorpholin

RSD relativni smérodatna odchylka

SPME mikroextrakce na pevnou fazi

SIM monitorovani vybranych ionti

TIC celkovy iontovy chromatogram



Uvod

Dusitany a dusi¢nany byvaji souCasti smési na soleni masa pii jeho upravé
v potravindiském pramyslu. Jejich pouziti vede k zachovani riizové barvy masa v uzeninach,
ptispiva také k jeho chuti a slouZzi i jako ochrana proti nékterym patogennim mikroorganismtm.
Dusi¢nany se u dospélych pomémeé rychle vylucuji moci a jejich potencialni nebezpecnost
spoc¢iva v pfemeéné na dusitany. Ty jsou schopné v krvi poskozovat hemoglobin v ¢ervenych
krvinkéach. Vznika tzv. methemoglobin, ktery neni schopen plnit svou funkci a prenaset kyslik.
Nejveétsi znepokojeni ale vyvolava moznost reakce dusitanit S aminokyselinami za vzniku
tzv. N-nitrosaminl. Jde o skupinu latek, z nichz nékteré jsou znamé také napiiklad
z cigaretového koufe a nékteré z nich jsou povazovany za karcinogeny.

Mikroextrakce tuhou fazi je progresivni “solvent free” metoda pfipravy vzorka, ktera
je rychla, ekonomicka a univerzalni pro mnoho aplikaci. Vldkno, na které se adsorbuji
sledované analyty, je potazeno polymernim materidlem, v nékterych ptipadech ve smési
s pevnym adsorbentem. Zachyti t€kavé i netékavé slouceniny z plynnych, kapalnych a pevnych
vzorki. Podle povahy vrstvy jsou slozky vzorku na vlakno bud’ absorbovany (polymerni vrstva)
nebo adsorbovany (vrstva pevné faze). Analyty jsou poté desorbovany piimo do plynového
chromatografu nebo pomoci interface do kapalinového chromatografu. Metoda vyznamné
redukuje ¢as potiebny pro piipravu vzorkl, minimalizuje pouziti rozpoustédel, vldkna jsou
opakovatelné pouzitelnda a univerzalni pro jakykoliv typ plynového nebo kapalinového
chromatografu. Lze ji aplikovat i pfi stanoveni N-nitrosamind.

Metoda piipravy vzorkit QUEChERS je robustni a reprodukovatelnd metoda, vhodna
pro analyzu N-nitrosamint a dalSich kontaminantii v potravinach v komplexnich matricich.

Bé&zné se pouziva pted analyzou pomoci GC-MS nebo LC-MS.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 N-Nitrosaminy
N-Nitrosaminy (NA), v tékavé nebo netékavé formé, jsou skupinou organickych
sloucenin. Vzhledem k mutagennim a karcinogennim u¢inkiim mnoha NA se piitomnost téchto
lidi. Ve

[1]. N-nitrosaminy jsou

sloucenin v potravinach stala vyznamnym rizikem pro zdravi srovnani

s netékavymi N-nitrosaminy jsou tékavé N-nitrosaminy toxictéjsi
slouceniny vznikajici v uritych potravinach reakci nitrosa¢niho ¢inidla odvozeného bud’
od dusitanovych soli nebo oxidu dusiku s latkou s aminoskupinou. Mohou se tvofit
1 endogenné¢ v lidském téle, zejména intragastricky. Karcinogenita N-nitrosamind byla
prokazana u n¢kolika druhti laboratornich zvirat. Kromé toho jsou tyto slouceniny toxické,
mutagenni, teratogenni a puisobi transplacentarné. N-nitrosaminy se déli na té¢kavé a netékavé.
Tekavé N-nitrosaminy jsou skupinou relativné nepoldrnich sloucenin s nizkou molekulovou
hmotnosti, Ize je oddélit destilaci [2].

N-nitrosaminy, které se mohou vyskytovat v zivotnim prostfedi a v Siroké skale
potravin, jsou ve vét§iné piipadt povazovany za zdravi ohrozujici. N-nitrosaminy jsou velmi

Skodlivé a mohou ohrozit lidské télo ve velmi nizkych koncentracich [3]. Struktury deviti

N-nitrosopiperidin

vyznamnych N-nitrosamind jsou zobrazeny na Obr. 1.

CI;H3 O
N o N o
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(NDMA) (NPYR) (NPIP)
(@]
o NZ Q
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O
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CH,

N-nitrosomortfolin
(NMOR)

N-nitrosodi-n-propylamin

(NDPA)

N-nitrosodiethylamin
(NDEA)

Obrazek 1:Chemické struktury N-nitrosaminovych sloucenin
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1.2 Dusitany

Dusitany neboli nitrily, jsou solemi kyseliny dusité. Reakci dusitanti s aminokyselinami
mohou za uréitych podminek vznikat N-nitrosaminy. Do potravin zivoc¢isného ptvodu
se pridavaji jako potravinaiska aditiva, zejména pii vyrobé uzenin a syrii. Mezi nejcastéji
pouzivané dusitany patii napi. dusitan sodny (E 250) a dusitan draselny (E249). Evropsky urad
pro bezpecnost potravin (EFSA) v ¢ervnu roku 2017 stanovil pfijatelny denni piijem dusitanti
na 0,07 miligramu na kilogram télesné hmotnosti [4]. Vysokou dévkou dusitani mtze byt
navozena dusitanova intoxikace, mezi jejiz piiznaky patii vasodilatace, Sok, kolaps a obrna.
Davka 0,5 g dusitantl navozuje u ¢lovéka akutni otravu. Jestlize dojde ke vstfebani dusitanti
dokrve, muze nastat methemoglobinémie. = Dvojmocné Zelezo hemu je  oxidovano
na trojmocné. Krevni barvivo hemoglobin tedy ztraci schopnost pienaset kyslik. Jedna
se o nejcastéjsi formu otravy dusiénany a dusitany. Nastava hypoxie az anoxie, ktera
se navenek projevuje modroSedym zbarvenim kiize a rtl, napadné piipomina cyandzu.
Pritomnost 20% methemoglobinu v krvi vyvolava toxické piiznaky, 60 % ohrozuje Zivot.
Objevuji se kieCe, obrna, dusnost a bezvédomi s naslednou smrti. Methemoglobinémii jsou
ohroZeni predev§im kojenci do 6 mésicii. Fetadlni hemoglobin je vice citlivy k pfeméné
na methemoglobin. Diivodem je nedostatecné rozvinuty enzymovy systém NADH-
methemoglobinreduktdza v erytrocytech pfeméiujici methemoglobin zpét na hemoglobin.
Kojené déti nejsou ohrozeny otravou dusi¢nany z matetského mléka, nebot’ do n€j vyznamné
nevstupuji. NejvyznamnéjSim zdrojem dusi¢nanti pro kojence je pitnd voda. Do rizikové
skupiny patii dale téhotné zeny a lidé s deficitem enzymi glukédza-6-fosfat-dehydrogenazy
nebo NADH-methemoglobinreduktazy [5].

1.3 Nejvyznamnéjsi N-nitrosaminy

Jeden znejvyznamnéjSich N-nitrosamind je N-Nitrosodimethylamin (NDMA).
N-Nitrosodimethylamin se miZe objevit pitné vod¢, a to degradaci dimethylhydrazinu (slozka
raketového paliva) a také vlivem priimyslovych procest. Je kontaminantem nékterych pesticidi
pouzivanych v zeméd¢lstvi. Z piidy se pak muze dostat do spodnich vod. NDMA byl
identifikovan jako vedlej§i produkt dezinfekce chloraminace (reakci monochloraminu
s dimethylaminem) a chlorace. NDMA se vyskytuje v nizkych koncentracich v mnoha

polozkach lidské spotieby, véetné uzené¢ho masa, ryb, piva, stejné jako pfi uzivani tabdkovych
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vyrobkl a vdechovani tabakového koute [6,7]. Existuji nezvratné diikazy, ze NDMA je silnym
karcinogenem zvifat. Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC) byl klasifikovan
jako pravdépodobné karcinogenni pro c¢lovéka. Mechanismus, kterym NDMA zptsobuje
rakovinu, zahrnuje biotransformaci jaternimi mikrosomalnimi enzymy, generujicimi
methyldiazoniovy ion. Tento reaktivni metabolit tvofi adukty DNA, ptfi¢emz vétSina dikazl
ukazuje na 6-methylguanin jako pravdépodobné proximalni karcinogenni ¢inidlo [8].

Vétsina N-nitrosamind se za laboratorni teploty vyskytuje jako Zluté olejovité kapaliny.
Jsou rozpustné ve vodé€, organickych rozpoustédlech a lipidech. N-nitrosaminy jsou stabilni
Vv prostiedi bez pristupu svétla. Pii vystaveni UV svétlu dochazi k jejich rozkladu.

Dal§im vyznamnym zastupcem N-nitrosamini je N-nitrosodiethylamin (NDEA).
Ma aminovy nebo aromaticky zapach. Pouziva se jako pfisada do benzinu a maziva, antioxidant
a stabilizator pro primyslové materialy. Pti zahtati na rozklad N-nitrosodiethylamin uvoliuje
toxické vypary oxidii dusiku. N-nitrosodiethylamin ovliviiuje integritu DNA, pravdépodobné
alkylaci, a pouziva se v experimentalnim vyzkumu pfi rakoviné jater [9]. Je mutagenni
a Svétova zdravotnickd organizace jej klasifikovala jako karcinogen skupiny
2A (pravdépodobny lidsky karcinogen) [10,11]. Bylo také zjiSténo, ze NDEA naruSuje
biosyntézu aminokyselin véetné argininu, stejné jako opravu poskozené DNA a udrzovani
mitochondrialniho genomu v kvasinkach [12]. Nachazi se v tabakovém kouti [13,14].

N-nitrosodi-n-propylamin (NDPA) je na zaklad¢ dostate¢nych dikazd karcinogenity
ze studii na pokusnych zvitatech bran jako lidsky karcinogen [15].

Mezi N-nitrosaminy se také fadi N-nitrosodibutylamin (NDBA). K lidské expozici
N-nitrosodibutylaminu  dochazi  pozitim, inhalaci a  dermalnim  kontaktem.
N-nitrosodibutylamin byl detekovan v fad€ produktii jako vysledek nitrosace amint pfitomnych
v téchto produktech. N-Nitrosodi-n-butylamin mutize vzniknout ze sekundarnich nebo
terciarnich n-butylaminl a kvartérnich amoniovych soli reakci s nitrosa¢nimi ¢inidly, (napf.
jako dusitany), béhem vatfeni nebo v Zaludku. Byl také zjistén v tabakovém koufi.
N-nitrosaminy se ¢asto tvoii pfi zpracovani pryZze a mohou byt pfitomny jako kontaminanty
v kone¢ném pryzovém produktu. Potencialni expozice zavisi na schopnosti N-nitrosaminu
migrovat z produktu do téla. N-nitrosaminy pfitomné v dudliku a kojeneckych lahvich, se
mohou dostat do slin, coz muze vést k jejich poziti [16,11].

N-nitrosopiperidin (NPIP) je dalSim zistupcem N-nitrosamini. Protoze se ale pro
vyzkum vyrabi pouze mald mnozstvi N-nitrosopiperidinu, potencidlni expozice se zda byt
omezend. Populace muze byt vystavena nizkym koncentracim N-nitrosopiperidinu
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z cigaretového koufe a urcitych potravin. Stopova mnozstvi N-nitrosopiperidinu byla nalezena
v cigaretach, ale nebyla nalezena u vSech znacek testovanych cigaret. N-Nitrosopiperidin byl
nalezen v masnych a rybich vyrobcich, jako je slanina, bolonska klobdsa a uzena treska [13].
Ptitomnost N-nitrosopiperidinu v mase, syrech a kofeni je disledkem konzervacniho pouziti
dusitanu sodného, ktery reaguje s aminy pfitomnymi v mase a syrech.

N-Nitrosopyrrolidin (NPYR) vznika v konzervovanych potravinach nebo u potravin
kontaminovanych dusitany, kdyz se pfipravuji zahfivanim. Jednd se zejména o tucna jidla.
K expozici miize dojit vdechovanim vypari uvolnénych béhem vaieni nebo konzumaci
jidla [17].

N-nitrosomorpholin (NMOR) je t¢inny jako antimikrobialni ¢inidlo a pouzivé se jako
rozpoustédlo pro polyakrylonitril a jako meziprodukt pii vyrobé N-aminomorfolinu.

N-Nitrosomorfolin byl nalezen ve Situpacim tabaku a v pryZovych kojeneckych lahvich [14].

1.4 Legislativa N-nitrosaminu a dusitani

Ceska vyhlasgka ¢. 304/2004 Sh. o aditivech reguluje vznik N-nitrosaminti omezenim
pfidavku dusitanii do masnych a dalSich vyrobka a stanovenim jejich zbytkového mnozstvi
(50 az 250 mg/kg jako NaNO2). Pii ¢asto provadénych kontrolach dusitanti v masnych
vyrobcich nedochazi k vyskytu nadlimitnich hodnot. Doporucuje se omezit konzumaci uzenych
a nakladanych mas a masnych vyrobkd, vyhnout se peceni a grilovani nakladanych mas. [18].
Podle ¢eské vyhlasky o aditivech €. 304/2004 je rezidualni obsah dusitanu sodného limitovan
hodnotou 50 mg/kg (jako NaNO3) u tepelné neopracovanych, uzenych nebo susenych masnych
vyrobkl, nebo 100 mg/kg (u ostatnich uzenych a masnych vyrobkii a masnych vyrobk
v konzervach) a 175 mg/kg u anglické slaniny. [19].

1.5 Zpracovani a uprava vzorku pred analyzou N-nitrosamint

1.5.1 Mikroextrakce na pevnou fazi

Cilem vétsiny pouzivanych metod piipravy vzorkl pfed analyzou je ziskdni analytu
v dostateéném, detekovatelném mnozstvi, bez neZadoucich piimési. Z tohoto diivodu byla
vyvinuta technika, ktera by méla usnadnit pfipravu a analyzu vzorku. Technika se nazyva Solid
Phase Micro Extraction (SPME). Mikroextrakce tuhou fézi, je sorpcné/desorpéni technika
extrakce a zakoncentrovani analytu. Zakladnim principem techniky je expozice malého

mnozstvi sorbentu, tj. extrakéni stacionarni faze, do vzorku. V ptipadé SPME jsou analyty
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sorbovany na vlakno, dokud neni dosazeno rovnovahy mezi koncentraci analytu na vlakné
a koncentraci analytu v roztoku, nebo dokud nejsou zaplnéna vSechna absorpcni mista sorbentu [20].

Mikroextrakci na pevnou fazi poprvé popsal Pawliszyn a jeho spolupracovnici v roce
1990 [2]. Mikroextrakce na pevnou fazi vyuziva nosi¢ potazeny tenkou vrstvou polymerniho
materialu k extrakci a koncentraci analyti. Toto vladkno je vystaveno vzorku roztoku, bud’
pfimym ponotfenim do vodnych vzorki, nebo v prostoru nad vzorkem. Béhem adsorp¢ni doby
se cilové analyty dostanou do rovnovahy mezi pfitomnymi fazemi. Rovnovahu lze posunout
zahtatim nebo piidanim soli pro zvySeni sorpce na vlakno. Po sorpci je vlakno umisténo
do injek¢niho portu separacnich pfistroji, jako je napt. plynovy chromatograf s hmotnostnim
detektorem, kde dochazi k desorpci analytu a analyze [21-24]. Tato metoda je Zadana, protoze
nejsou potieba zadnd rozpoustédla, coz snizuje ndklady a vytvaii méné odpadu. Extrakce
a koncentrace probihaji souasné, coz zkracuje dobu potiebnou k postupu a naklady
na vybaveni a sklo. Navic Ize SPME automatizovat, coz dale zkracuje Cas potiebny k analyze.
Hlavni vyhoda SPME spoc¢iva v tom, zZe extrakce je rychld, jednoducha a l1ze ji provadét obvykle
bez rozpoustédel. SPME ma také velky potencial pro aplikace v terénu; odbér vzorkli na misté
nemusi provadét pouze odbornici. Pti spravném skladovani mohou byt vzorky analyzovany
o n¢kolik dni pozdéji v laboratoti bez vyznamné ztraty tékavych latek. Sorbent na vlaknu mize
byt zvolen tak, aby se zlepsila citlivost pro konkrétni sledované analyty; v idedlnim ptipadé
bude mit vrstva sorbentu vysokou afinitu k cilovym analytim [25,26]. Existuje mnoho
komeréné dostupnych sorbentti vlaken, které jsou kombinacemi polydimethylsiloxanu,
divinylbenzenu, carboxenu, polyakrylatu a polyethylenglykolu [27,28]. Jednou nevyhodou
mnoha komer¢né dostupnych vldken je vSak to, ze maji tendenci byt fyzicky kiehké kvili
svému slozeni [26]. V zavislosti na charakteristikach cilovych analytd zlepSuji urcité vlastnosti
sorbentu extrakci, jako je polarita, tloustka a povrch [25-29]. Matrice vzorku mize ovlivnit
vybér sorbentu vlakna [28].

Mezi hlavni vyhody techniky SPME by méla patfit rychlost této techniky ve srovnani
s klasickymi laboratornimi technikami extrakce a ptipravy vzorku pro analyzu. Snizenim poctu
operaci nutnych k ptipravé vzorku by také mélo dojit ke zvySeni citlivosti, predevSim tim,
ze cely proces trva mnohem krat§i dobu a nedochdzi ke ztratdm, naptiklad t€kavych analytt,
vypafenim do ovzdus$i. Dalsi z vyhod techniky SPME by méla byt jeji cena ve srovnani
s klasickymi technikami. Cena jednotlivych analyz je pfedevSim dana jejich narocnosti

na laboratorni vybaveni. Naroc¢nost na laboratorni vybaveni je v pifipadé SPME mala.
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Nezanedbatelnym diivodem pro vyuziti SPME techniky je pouzivani velmi malého mnoZzstvi

rozpoustédel [21].

1.5.2 Kinetika SPME

Zakladem techniky je rozdéleni analytu mezi kapalnou nebo plynou fazi a tenkou
vrstvou pevného sorbentu, ktery je vazan na kiemenném vlakné. Analyty zachycené v sorbentu
jsou poté transportovany do plynového chromatografu, kde dochazi k jejich desorpci a separaci.
Hodnoty rozdélovacich koeficientd pro komeréné dostupna vlakna se pohybuji v rozmezi
103-10°. Nicméné sorbenty s velkymi rozdélovacimi koeficienty mohou byt rychle nasyceny
i pii relativné nizkych koncentracich analytu v matrici [25].

Extrakce pomoci vldkna je velmi odliSnd od klasickych extrakci. Pti velkych
koncentracich analytu, schopnych navazat se na vSechna vazebna mista na sorbentu, ¢as nutny
k dosazeni rovnovahy mezi volnym analytem a analytem sorbovanym na vlakné zavisi
na koncentraci analytu v roztoku vzhledem k tomu, ze jen ¢ast celkového mnozstvi se mize
sorbovat na sorbent. Ze stejného divodu celkové mnozstvi analytu schopného zachytit
se na vlakn¢ nezavisi na koncentraci analytu v roztoku ale jenom na sorp¢ni kapacité sorbentu.
Zadruhé, pomaly nebo omezeny prestup analytu pfes sorpcni vrstvu miiZze vést ke zpomaleni
difiize. DalSim dulezitym faktorem sorpce na vldkno jsou podminky provedeni. PfedevSim
teplota, vliv michani, pH roztoku a piidavek NaCl pro zvySeni iontové sily roztoku. V prubéhu
sorbce na sorbent mize soucasné dochazet k desorpci analytu ze sorbentu. Z tohoto divodu
mohou byt vsorbentu b&hem extrakce nahrazovany molekuly, které snadnéji unikaji

do prosttedi molekulami, které jsou pevnéji vazany na sorbent [21].

1.5.3 Optimalizace podminek pro SPME

Optimalizace podminek provedeni SPME je obtizny proces. Pti vybéru nejvhodnéjsich
podminek pro provedeni SPME je tfeba brat v tivahu mnohé fyzikdln€-chemické vlastnosti
pouzit¢ho SPME vlékna a analytd, které jsou pfedmétem analyzy. Mezi zakladni parametry,
které je nutné optimalizovat patii druh pouzitého vlakna, teplota, zplisob extrakce, délka sorpce,
vliv michéni, pH a iontova sila roztoku.
faze zakotvené na vladkng. Pfi vybéru stacionarni faze je nutné pfihlédnout k né€kolika kritériim.
Jednim z kritérii je, zdali je stacionarni faze na vlakno vazana nebo nevédzand. Tento parametr

rozhoduje pfedevS§im o moznosti pouziti vldkna pro rizné druhy rozpoustédel. Zatim co vazané
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faze jsou stabilni ve vétsin€ organickych rozpoustédel. V nékterych nepolarnich rozpoustédlech
mohou slabé bobtnat. Na vladkné jsou navazany chemicky. Nevazané faze jsou stabilni
v organickych rozpoustédlech misitelnych s vodou, ve kterych mohou slabé bobtnat. Nikdy

nesmi byt ¢istény nepolarnimi organickymi rozpoustédly [ 30].

1.5.4 Vzorkovani na SPME

Extrakce analytu ze vzorku pomoci vldkna je mozna dvéma zpiisoby, metodou DI
(Direct-immersing) a metodou HS (Head-space). DI metoda spociva v piimém zasunuti vlakna
pokrytého sorbentem do roztoku analytd nebo vzorku. DI vzorkovdni se uplatiiuje
pfi vzorkovani kapalnych matric. V pfipad€, Ze matrice obsahuje makromolekularni latky
anebo hrubé necistoty je nutné¢ vldkno chranit membranou nebo vzorek pfe samotnym
stanovenim upravit pomoci filtrace nebo centrifugace [31]. Tato metoda je vhodna pro extrakci
malo tékavych a netékavych latek. Metoda HS je vhodna k extrakci z plynnych, kapalnych
a pevnych matric. Pfi této metod¢ je analyzovana latka umisténa v uzaviené nadobé a vldkno
pokryté sorbentem je umisténo do prostoru nad analyzovanou latku. Pfi HS metodé dochézi
také rychleji k ustaveni rovnovahy, protoze pohyb molekul v plynné fazi je rychlejsi nez pohyb
Vv kapalné fazi [31].

1.5.5 Vliv teploty na extrakci

Teplota je jednim z kritickych parametrti extrakce. Extrakéni teplota hraje diileZitou roli
v extrakénim procesu. Na teploté zavisi rychlost piestupu analytli mezi matrici vzorku a sorpéni
vrstvou na SPME vlakné a také hodnota rozdélovaciho koeficientu mezi vlaknem a analytem.
Vliv teploty se muze vysvétlit dvéma procesy, a to kinetickym a termodynamickym. Z pohledu
Kinetiky se srostouci teplotou zvétSuje i rychlost diftize analytd smérem k sorpéni vrstve.
To mlZe mit za nasledek rychlej$i ustaveni rovnovahy. Z pohledu termodynamického zase
v disledku toho, ze sorpce na vlakno je vétSinou exotermni proces, dochazi se vzristajici

teplotou k poklesu mnozstvi analytu zachyceného na vlakné [20,32].
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1.5.6 Doba extrakce

vvvvvv

rovnovahy mezi analytem ve vzorku a analytem zachycenym na sorpéni vrstvé vldkna.
V piipadé€, Zze analyt neni v roztoku v mnozstvi schopném nasytit vldkno, je rovnovazny
extrak¢ni ¢as predevsim uréen hodnotou rozdélovaciho koeficientu analyt/SPME vlakno (Kfss).
V piipadé, ze roztok obsahuje takové mnozstvi analytu, které je schopné nasytit vSechna aktivni
mista sorbentu vlakna dochazi k tomu, ze i pfes vysokou koncentraci analytu V prostiedi
nedochézi jiz k sorpci na vlakno. V pripadé smési vice analyti mize dochazet i ke zpétné
desorpci nékterych analyti z vldkna zpét do roztoku. Analyty, které snaze unikaji z vlakna jsou
poté na vlakné nahrazeny analyty jejichz afinita k vlaknu je vys$si [30]. Technika SPME
ma maximalni G¢innost v bod¢ ekvivalence. To znamen4, ze dojde k ustaveni rovnovahy mezi
analytem v okolnim prostfedi a analytem zachycenym na vlakné. Nicméné vzhledem k tomu,
Ze v nerovnovazném stavu existuje linedrni zavislost mezi mnozstvim analytu zachycenym
na vlédkné a koncentraci analytu v matrici vzorku, neni pro pfesné stanoveni nezbytné nutné
dosadhnout rovnovahy. V nékterych piipadech muze byt dosazeni rovnovahy casoveé velmi
naro¢né. Z praktickych divodi se tedy pro extrakci voli ¢asovy interval krat$i s ohledem
na praktické vyuziti extrakce [33]. VIiv délky extrakce na mnozstvi analytu je vidét

na Obr.2.

Rovnovainy
stav

Nerovnovainy
stav

Mnoéstvi extrahovaného

analvtu

Extrakéni éas

Obrdazek 2: Zavislost doby extrakce na mnozstvi analytu [33]

1.5.7 Priklady vyuZiti metody SPME pro N-nitrosaminy

Andrare a kol. [2] pouzili metodu SPME pro stanoveni t€kavych N-nitrosaminti Vv jidle.
Pro HS-SPME zvolili pouziti dvou kfemicitanovych vlaken, potaZzenych polydimethylsiloxan-
divinylbenzenem (PDMS-DVB) a polyakrylaitem (PA). Pro analyzu pouzili 2,5 g vzorku
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homogenizovanych klobas, ke kterému bylo piidano 360 ng standardniho piidavku (spikovani)
smési N-nitrosaminti. Vzorky ve vialce byly umistény do termostatu vyhiatého na 45 °C.
Extrakce na vlakno trvala 25 minut. Poté byla provedena desorpce latek v nastiikovém prostoru
plynového chromatografu pii teploté (dopliite) a vlastni analyza. Vldkno PA je vice polarni,
a proto mélo vyssi Géinnost pii extrakci polarnich N-nitrosamind NPIP a NPYR. V uzeninach
potazené PDMS-DVB a které ve vysledku bylo zvoleno jako vhodnéjsi pro tuto analyzu.
Metoda se ukazala jako jednoducha, umoznujici rychlou analyzy bez pouziti rozpoustédel a bez
matricovych interferenci.

Grebel a kol. [21] zkoumali vyuziti metody SPME pro extrakci N-nitrosamint. Nejvice
sledovanym N-nitrosaminem ve vodé je NDMA, proto byla optimalizace podminek extrakce
zaméfena zejména na NDMA. Byla testovana 4 vldkna: CAR/PDMS, CW/DVB, PA
a PDMS/DVB, u kterych byla hodnocena uc¢innost extrakce NDMA. U vsech vldken byly
porovnéavany dva zpusoby extrakce, DI a HS. Ocekavalo se, ze extrakce DI metodou bude mit
vy$si vytéznost, diky polarit¢ NDMA. Byl vSak vidét pravy opak. U tii pouzitych vldken byla
vytéznost vyssi pii pouziti metody HS. Procentudlni rozdily v extrakci NDMA (vzhledem
k vysledkim extrakce headspace) byly +42 %, +45 % a +33 % pro PA, CAR/PDMS
a CW/DVB. PDMS/DVB bylo jedin¢ vlakno vykazujici snizenou ucinnost pro extrakci HS
oproti extrakci DI (-31 %). Vlakno potazené CAR/PDMS vykazovalo nejvyssi ucinnost
extrakce NDMA a bylo zvoleno pro dal§i experimenty. Byl také zkoumdan vliv NaCl
na ucinnost extrakce. Byly zkoumany tfi koncentrace: 25 %, 50 % a 100% nasyceny roztok
NaCl. Nejlepsi vysledky ukazalo pouziti 100 % nasyceného roztoku NaCl. Tékavost analytl
se zvySuje zvySenim teploty extrakce. Byly testovany tii teploty extrakce: 45, 65 a 95 °C. Mezi
45 a 65 °C vSechny slouceniny vykazovaly zvySeni G€innosti extrakce. Teplota 95 °C nebyla
vyhovujici pro extrakci NDMA, t¢innost byla mald. Mohlo to byt zptsobeno ptitomnosti vodni
pary, kterd se objevuje pii této teploté. Jako optimalni se ukazala teplota 65 °C. Vysledky
provedené optimalizace teplot je mozné vidét na Obr.3.

Doba extrakce ¢inila 45 minut. Vyvinuta metoda SPME se ukazala jako spolehliva pro
analyzu odpadnich vod a sledovani NDMA s dal$imi Sesti N-nitrosaminy. Detek¢éni limit

NDMA byl stanoven na 30 ng/I.
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Obrazek 3: Optimalizace teplot extrakce [21]

Sun a kol. [34] vyuzili metodu SPME pro stanoveni N-nitrosaminil v syrovém mase.
2 g masové pasty byly smichany s 10 ml roztoku soli a vlozeny do 15 ml lahvi¢ky z jantarového
skla. Pro extrakci byla pouZita tfi riznd vldkna se sorbenty: divinybenzen (DVB), carboxen
(CAR) a polydimethylsiloxan (PDMS). Lahvi¢ka byla umisténa na magnetické michadlo
aroztok byl michan pti 400 otackéach za minutu. Extrakéni teplota 50 °C byla udrzovana pomoci
topného bloku. VIdkno bylo umisténo do HS prostoru a extrakce probihala po dobu 30 minut.
Po 30 minutach extrakce bylo vlakno umisténo do plynového chromatografu na 5 minut, kde
se desorbovaly zachycené analyty.

Ventanas a kol. [35] aplikovali metodu SPME pro analyzu N-nitrosamint
Vv potravinach. N-nitrosaminy byly extrahovany z masovych kulicek. Vzorky byly udrZzovany
Vv termostatové lazni pfi teploté 25 °C. Pti této teploté byly udrzovany 15 minut. K extrakci
N-nitrosaminti byla pouzita vlakna sriznymi stacionarnimi fazemi: CAR/PDMS,
DVB/CAR/PDMS a DVB/PDMS. Nejlepsi vytéznost byla zjisténa u vlakna CAR/PDMS
a které bylo nasledné pouzito k analyze. Metoda se prokazala jako uspokojiva pro extrakci
t€kavych N-nitrosaminil. Proto by mohla byt pouZita jako screeningova metoda pro pfedbézné
hodnoceni ptitomnosti toxickych sloucenin v potravinach, aniz by doslo k poskozeni produktu.
Ptesto by méla byt studovana ptitomnost dalSich slozek v matrici, jako je tuk nebo siil, a vliv

ruznych faktort ovliviiujicich extrakci.
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1.6 Metoda QUEChERS

Jednim z modernich trend v pfipravé vzorku k multirezidudlni analyze je pouziti
metody QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) neboli rychla, jednoducha,
levna, efektivni, robustni a bezpecna metoda. Je to postup, ktery se stal popularni zejména pfi
analyze multirezidui pesticidii v riznych matricich potravin, 1 kdyz lze tuto metodu také
uspeésné pouzit i pro extrakci raznych sloucenin z rtiznych matric. QUEChERS je technika
pfipravy vzorku, kterd zahrnuje extrakci acetonitrilem a rozdéleni siranem hotfecnatym
samotnym nebo v kombinaci s jinymi solemi s naslednym ¢isténim pomoci disperzni extrakce
na pevné fazi (d-SPE). Tento posledni krok se provadi pfidanim malych mnozstvi sypkych
sorbentil. Postup pro QUEChERS metodu je zobrazen na Obr. 4.

o N

1 — Navazit 10 g vzorku

2 — Pridat 10 ml acetonitrilu (trepat 1 minutu)

3 — Pridat 4 g MgS0Oy a 1 g NaCl (trepat 1 minutu
il

4 — Ptidat vnitini standard (trepat 30 selund a odstiedif)

[ 5 — K odebranému aklikvotnimu podih extraktu ptidat MgSO, a d-SPE
sorbent (trepat 30 selaund a odstiedit)

b

6 — Anal{za (nejéastéi GC-MS, LC-MS)

Obrazek 4: Tradicni postup metody QuEChERS

Prvni dva kroky metody QUEChERS spocivaji ve zvazeni vhodného mnoZstvi predem
zpracovaného a homogenizovaného vzorku (napiiklad 10 g) v 50ml zkumavce (krok 1)
a pridani rozpoustédla pro extrakci (Krok 2), nejcastéji acetonitril, atkoli bylo popsano pouziti
i jinych organickych rozpoustédel, jako je aceton, tetrahydrofuran nebo ethylacetat [36,37].
Potom se piida Cisty siran hotfecnaty nebo v kombinaci s jinymi solemi, nej¢astéji s chloridem
sodnym (krok 3). Doporuc¢enym rozpoustédlem pro QuEChERS je acetonitril, protoze
po piidani soli se 1épe oddéluje od vody nez naptiklad aceton. Ethylacetat mé vyhodu ¢astecné

misitelnosti s vodou, ale miize také koextrahovat lipidy a poskytuje nizsi vytézky béhem
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disperzni SPE. Pfidéani soli v kroku 3 pomaha k lepsi separaci fazi. Tento efekt vysolovani také
ovliviiuje rozdé€leni analytu, které samoziejmé také zavisi na rozpoustédle pouzitém
pro extrakci. Koncentrace soli mize také ovlivnit procento vody v organické fazi a miize hrat
dualezitou roli pfi upravé jeji polarity. Siran hotfec¢naty pusobi jako suSici sul, kterd redukuje
vodni fazi, ¢imz pomaha zlepsit separaci N-nitrosaminli (nebo jinych cilovych sloucenin)
do organické vrstvy, zatimco chlorid sodny pomdhd kontrolovat polaritu extrakéniho
rozpoustédla. Krok separace se provadi intenzivnim protfepavanim po dobu nékolika minut.
V tomto okamziku mohou byt pifidany standardy, pokud je to nutné (krok 4), nasleduje
opétovné protiepani roztoku a krok odstiedéni, které napomahaji k odd¢€leni soli. Pouziti
vnitfnich standardd muaze minimalizovat chyby generované ve vice krocich metody
QuEChERS. N¢kdy se doporucuje pouziti vice neZz jednoho vnitfniho standardu, zvlasté
u vzorkil s vysokym obsahem tuku, protoze ptebyte¢ny tuk mlze tvofit dalsi vrstvu, do které
se mohou také rozd¢lit analyty. Dalsi vyhodou postupu QuEChERS je skutecnost, ze jakmile
je proveden krok déleni, alikvotni ¢ast extraktu se pouzije pro dalsi kroky, ¢imz se minimalizuje
také separace nebo pienos celych extraktii ¢asto pouzivanych v jinych multirezidualnich
metodach. Poté se provede Cisténi extraktu pomoci d-SPE s podilem (naptiklad 1 ml) extraktu,
ktery se umisti do centrifugani zkumavky obsahujici opét siran hotfe¢naty a malé mnozstvi
sypkych sorbentti ur¢enych pro piecéisténi analyti. (Krok 5). Centrifugac¢ni zkumavka se poté
siln¢ protfepe nebo promichd na vortexovém mixéru, aby se material distribuoval a usnadnil
se proces Cisténi. [38,39]. Pouziva se malé mnoZstvi sorbentil, protoZe pouze mala ¢ast extraktu
je podrobena c¢istici procedufe a ve srovnani s konven¢nimi metodami ¢isténi SPE je d-SPE
méné pracny a ¢asové ndrocny. Siran hotfeCnaty se v tomto kroku opét pouziva jako suSici
¢inidlo k odstranéni vody a zlepSeni rozdélovani analytu pro zajisténi lepSiho €iSténi. Primarni
sekundédrni amin (PSA) je nejbéznéjsim sorbentem d-SPE pouZzivanym v postupu QuUEChERS
pro analyzu N-nitrosaminl. Cilem je pouzit sorbent schopny zadrzet sloZky matrice, ale ne
analyty, které jsou pfedmétem zajmu. V zéavislosti na matrici vzorku vSak mohou byt pouZzity
1jiné sorbenty samostatné nebo v kombinaci s PSA, jako je napt. C18 a grafitizované sorbenty
sazi. Napftiklad pro vzorky s vysokym obsahem tuku se doporucuje PSA smichany s C18 [40],
zatimco pro vzorky se stfednim nebo vysokym obsahem chlorofylu a karotenoidii (naptiklad
mrkev) se Casto pouzivd PSA smichany s grafitizovanymi sazemi [41,42]. Po vyciSténi
se extrakt odstfedi a alikvotni €ast supernatantu se mize dale zakoncentrovat nebo pfimo

analyzovat obvykle pomoci plynové nebo kapalinové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii (LC-MS, GC-MS) (krok 6).
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1.6.1 Historie
Metoda QuEChERS byla poprvé pouzita pro sledovani pesticidi. Pozdéji byla

aplikovana i na pro analyzu jinych latek, napt. N-nitrosamint. Nasledujici text pojednava
o historii ptivodni metody QuEChERS.

Monitorovaci programy pro sledovani pesticidii byly Casto kritizovany pro jejich vysoké
naklady a neschopnost provedeni rychlych analyz s kvalitnimi vysledky pro Siroké spektrum
pesticidl v raznych typech matric. Tento problém vznikal v diisledku velkého mnozstvi prace
a Casu potfebného k piipravé vzorkll. Zpozdéni vyplyvajici z Casové naro¢né analyzy
omezovalo efektivitu donucovacich opatfeni, a tim paddem mélo Spatny dopad na obchod
a negativné ovlivilovalo schopnosti regula¢nich agentur k zajiSténi bezpecnosti potravin.
Spolecné potieba vsestranné metody pro monitorovani danych pesticidi byla proto velmi
zadana [42]. Anastassiades a jeho spolupracovnici rozvinuli v letech 2001 a 2002 novou
multirezidualni metodu, kterd byla schopna dosahovat vysoké kvality analytickych vysledki
a zaroveinl byla jednoduchd, rychla a efektivni. Od svého vyvoje a zvefejnéni metoda ziskala
velkou popularitu. Je to metoda vhodna pro analyzu potravin, protoze v sobé spojuje nékolik
krokd a rozSifuje rozsah vytéznosti pesticidi v porovnani se star§imi, vice zdlouhavymi

technikami pfipravy vzorku k analyze [43,44].

1.6.2 Modifikace klasického postupu pro metodu QuEChERS

I kdyz je postup metody pomérné jednoduchy, v mnoha ptipadech jsou navrhovany
ur¢ité modifikace nutné v zavislosti na riznych parametrech (matrice potraviny, analyzované
slouceniny, pouzitd instrumentace, presnost atd.). V konecném disledku jsou nutné
kompromisy, aby byla zajisténa jednoduchost, rychlost, Siroka pouzitelnost, vysoka vytéznost
a selektivita metody [43].

Pouzitim vnitiniho standardu (ISTD — Internal Standard) Ize minimalizovat chyby
vzniklé v jednotlivych krocich [43]. Diky pfidani vnitiniho standardu pfed prvnim odebranim
alikvotniho podilu je manipulace se vzorky pfesnéjsi a jednodusi a také jsou minimalizovany
nahodné a systematické chyby spojené s ptevodem kapaliny.

Kontrola pH pfi extrakci je vyznamny faktor pifi analyze N-nitrosaminQ
s cilem zajistit efektivni extrakci pH-dependentnich sloucenin [45,46].

Odstranéni tuki - pouZziti metody schopné analyzy riizné polarnich latek je potieba pro

ty potraviny, které obsahuji do 20 % tuku, nebot” potraviny s obsahem od 2 % do 20 % tuku,
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muzou obsahovat zbytky lipofilnich i hydrofilnich latek (mléko, vejce, ofechy, kukufice, sojové
boby, obiloviny, ryby, moiské plody, ledviny, jatra, dritbez, veptové a hovézi maso, avokado)
[44,46]. Pfestoze se tuk v acetonitrilu moc ochotné nerozpousti, urcit¢ mnozstvi miize byt ko-
extrahovano, tudiz by se m¢l odstranit pfed kone¢nou analyzou. Tyto latky (triacylglyceroly,
fosfolipidy) se za normalnich okolnosti nedostdvaji do kolony, ale nashromazd’uji
se v injektoru, co ma za nasledek chybnou analyzu. K pfecisténi extraktu lze pouzit
grafitizované saze, které velmi u¢inn¢ odstranuji interferujici latky. Pro analyzu se vzorek
precistuje pomoci d-SPE s PSA a C18. Typicky 50 mg sorbentu na jeden ml extraktu je nejvetsi
mnozstvi C18 potfebné ke snizeni lipidii. Také SPE mtize nékdy odstranit vice interferujicich
latek matrice nez d-SPE. N¢které metody pouzivaji jinou extrakei kapalinou nez QuUEChERS
anebo déleni mezi dvéma kapalinami s organickymi rozpoustédly a poté d-SPE ptecisténi [44-46].

Redéni vzorku — piedeviim u mnoha potravin s vysokym obsahem tuku je bézny nizky
obsah vody. To se mize jednoduse vyiesit snizenim mnozstvi navazky a pfidanim vody k dané
komodit¢ [46].

Pouziti analytovych protektantti (analyte protectants) je casto pouzivany volitelny krok,
ktery pfedchazi plynové chromatografii predev§im pro ty slou€eniny, které poSkozuji nebo
blokuji vnitini povrch kapilarni kolony nebo nasttikovy prostor. Tato ¢ast samoziejmé neni
nutna, pokud se provadi analyza pomoci kapalinové chromatografie [44]. Castym problémem
v GC jsou ztraty analytu a také tzv. chvostujici pik v diisledku nezadoucich interakci s aktivnich
mist na inletu a kolon&. Analyty, které poskytuji nizs$i nebo degradované tvary pikli, maji vyssi
na interference nez stabilni analyty, které poskytuji ostfej$i piky. Pro tyto nachylné analyty,
dochdzi k vyraznému zlepSeni kvality piku, kdyZ jsou pfitomny komponenty matrice, protoZe
blokuji aktivni mista, ¢imZ se sniZi interakce analytll. Tento jev se nazyva matrici indukované
zvySeni chromatografické odezvy (matrix-induced chromatographic response enhancement).
Analytické protektanty pfidanim do extraktu a standardii neobsahujicich matrici dokazou
poskytnout lepsi chromatografickou odezvu pro vétSinu citlivych analytii, a to 1 pfi vétSim
s aktivnimi misty je vodikovad vazba, proto je vhodné pouziti latky se silnymi vazebnymi

schopnostmi vodiku.

25



1.6.3 Priklady vyuziti metody QuEChERS pro N-nitrosaminy

Dong a kol. [47] pouzili metodu QuUEChERS pfi stanoveni N-nitrosamini v uzené
makrele. Ke 2 g vzorku v centrifuga¢ni zkumavce bylo ptidano 5 ml acetonitrilu a promichano
pomoci vortexu. Krom¢ acetonitrilu, ktery se ukazal byt nejvhodnéj$im rozpoustédlem, byla
zkoumana jesté rozpoustédla s riznou polaritou: ethylacetat, aceton a n-hexan. Poté byly
k vzorku s acetonitrilem piidany 2 g chloridu sodného a 2 g siranu sodného. Zkumavka byla po
dobu 4 minut vortexovana. Na zavér byla smés odstiedéna po dobu 3 minut. Vyvinuta extrakéni
metoda spojend s GC-MS je Casové usporna, ma vysokou citlivost a piesnost pro stanoveni
N-nitrosaminil v uzené makrele. Ve srovnani s jinymi metodami byla prokazana krat$i doba
extrakce. Bylo ovSem zajimavé, Ze obsah N-nitrosamind v uzené makrele mozna souvisel
s dobou suseni. Na zodpovézeni této otazky je potieba dalSich vyzkumii.

Lehotay a kol. [6] vyuzili metodu QUEChERS pro analyzu N-nitrosaminii ve vzorcich
slaniny. 5 g vzorku slaniny bylo ptevedeno do centrifugac¢ni zkumavky. Jako rozpoustédlo byl
pouzit 50% acetonitril..Do zkumavky byly pfidany 4 g HCO2NHs. Zkumavka se smési byla
po dobu 60 minut intenzivné protfepavana na vortexové ttepaCce. Nasledné byla zkumavka
odstiedéna po dobu 3 minut. K supernatantu bylo piidano 300 mg MgSO4 a 100 mg sorbentu
PSA a C18. Acetonitril je témér idedlni extrak¢ni rozpoustédlo pro polarni analyty, jako jsou
N-nitrosaminy v pfitomné v mase. Bylo zjisténo, Zze pouziti 1:1 acetonitril/voda je v podstaté
stejné, jako kdyz se do vzorku pfidd voda a acetonitril oddélené. N-nitrosaminy jsou
Vv acetonitrilu velmi stabilni. Extrakce trvala 60 minut, ale 10 minut by bylo dle pozorovanych
vysledku dostacujicich. Acetonitril, v kombinaci s vodou nebo samostatné, extrahuje ze vzorku
velmi malo tuku nebo bilkovin, coz sniZzuje rozsah extrakce interferujicich latek. Pro GC
analyzu je tfeba oddélit vodu od acetonitrilu. K tomuto Gcelu se ke smési ptidava stl. Bylo
zkoumano nékolik druht soli: 5 g 4:1 (w/w) MgSO4/NaCl nebo 7,5 g NH4Cl, HCO2NHa3,
NH4OAc a HCO3NHa. Vsechny soli fungovaly velmi podobné, pfi rozdélovani N-nitrosamint
v acetonitrilu. V konecné metodé¢ byl nakonec pouzit mraven¢an amonny, protoze poskytoval
pfijatelnou vytéznost (>70 %). Byl také zkouman rozdil vyskytu N-nitrosamind u slaniny
smazené a ohiivané v mikrovinné troub€. VEtsi mnozstvi N-nitrosamimt se objevilo u smaZené slaniny.

Qiu akol. [1] pouzili metodu QUEChERS pfi studiu kontaminace ¢inskych solenych ryb
N-nitrosaminy. Ke vzorku ve zkumavce byly pfidany dva standardy, 30 ng NDMA-ds
a 30 ng NDPA-dls a 15 ml acetonitrilu. Smés byla homogenizovana na vortexovém mixéru
po dobu 3 minut a poté ponechana pii 20 °C po dobu 30 minut. Smés byla poté odstfedéna

pii 0 °C po dobu 10 minut. 6 ml supernatantu bylo pfeneseno do 15 ml zkumavky obsahujici
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QUEChERS d-SPE. Tato smés byla tfepana po dobu 1 minuty a znovu odstfed’ovana pii 0 °C
po dobu 10 minut. Po odd¢leni se odebralo 5 ml supernatantu a odpafil se na 1 ml pod jemnym
proudem dusiku. Zakoncentrovany vzorek byl poté pied analyzou piefiltrovan pifes nylonovy
filtr. Analyza ukazala, Ze N-nitrosaminy byly pifitomny v alarmujicich mnozstvich v ¢inskych
solenych rybach odebranych z réiznych provincii Ciny. Vy$si koncentrace N-nitrosamind byla
zjisténa u moiskych solenych ryb nez u ryb sladkovodnich.

Zeng a kol. [48] aplikovali metodu QUEChers pfi stanoveni N-nitrosamini obsazenych
vV sdjové omacce. Zkoumali pouziti nejvhodnéjsiho rozpoustédla s2 ¢ vzorku. Mezi
zkoumanymi rozpoustédly byly dichlormethan, hexan, ethylacetat a acetonitril. Nejlepsich
vysledki bylo dosazeno pfi pouziti acetonitrilu. Vytéznost dosahovala 90 %. Dale byla
zkoumadna vytéznost u riznych typi sorbentti, pouzitych k ptecisténi. Pro vyzkum bylo pouzito
200 mg PSA, 100 mg C18 a 10 mg GCB. Nejlepsi vytéznosti bylo dosaZeno pii pouZziti PSA,
a to 85 %. Pfi tomto vyzkumu nebyly pouzity soli MgSQO4 ani NaCl, jak je to pii metode
QuEChERS jinak bézné.

1.7 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (Gas Chromatography-GC) je separa¢ni metoda, ktera
se pouziva ke stanoveni plynt, kapalin i tuhych latek. Je zaloZena na rozdélovani sloZzek mezi
mobilni a stacionarni fazi. Mobilni faze je pohybliva a nazyva se tzv. nosny plyn. Stacionarni
faze je zakotvena v chromatografické koloné. Touto fazi mize byt pevna latka (polymerni
sorbenty atd.) nebo vysoko vrouci kapalina nanesena na inertnim nosi¢i. V dneSni dobé¢
se nejcastéji pouzivaji kolony kapilarni, kde je staciondrni fdze nanesena na vnitini sténu
specidln€ upravené kfemenné kapilary. Princip plynové chromatografie je nasledujici: Vzorek
se vstiikne do vyhtivané nastiikové komory, kde dojde k jeho odpatreni a ndsledné je ve forme
par unasen do kolony pomoci nosného plynu. V kolon¢ se jednotlivé slozky vzorku separuji
na zéklad€ schopnosti poutat se na stacionarni fazi, coz je zavislé na distribu¢ni konstanté kazdé
slozky. Separované latky vychéazeji z kolony jedna za druhou dle rostoucich distribu¢nich
konstant a nasledné vstupuji do detektoru, ktery zaznamena okamzitou koncentraci latky
v nosném plynu. Vysledny graficky zdznam se nazyva chromatogram a piedstavuje zavislost

odezvy detektoru na ¢ase [49]. Schéma plynového chromatografu je zobrazeno na Obr.5.
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Obrazek 5: Schéma plynového chromatografu [58]
Chovani latky v daném systému charakterizuji jeji retencni (elucni) parametry a jejich
shoda se standardy je zédkladem pro kvalitativni analyzu latek. Kvantitativni mnozstvi latky
vystupujici z kolony se zjist'uje detektory, které indikuji jeji okamZitou koncentraci. Celkové

mnozstvi stanovované latky je pak umérné plose zaznamenaného piku [50].

1.7.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) je analytickd metoda zalozena na
meétfeni hmotnosti molekul nebo jejich fragmentl. Principem metody je interakce nabitych
¢astic s magnetickym nebo elektrickym polem. VyuZzivd se pfevedeni molekul na ionty
a rozliSeni iontd podle jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z). Vzniklé nabité castice
se po separaci zaznamenavaji a vysledkem je hmotnostni spektrum — zavislost ¢etnosti iontl
na hodnotach m/z. Hmotnostni spektrometrie se fadi mezi metody s vysokou citlivosti a pouziva
se pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. V sou€asnosti se pouziva velka fada technickych
provedeni MS, avSak vSechny spektrometry se skladaji ze tii zakladnich ¢asti — iontovy zdroj,
analyzator a detektor [51].
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1.7.1.1 Tlontovy zdroj

V iontovém zdroji dochazi k ionizaci vzorku a vzniku ionti v plynné fazi, u kterych
muze po jejich vzniku dojit k rozpadu — fragmentaci a vznikaji tak kladné nebo zaporné ionty
molekularni, aduktové nebo i fragmenty ionizované molekuly u nékterych mén¢ stabilnich
latek. Obecné se iontové zdroje déli do dvou skupin na zakladé mnozstvi energie plisobici pfi
ionizaci na molekulu na tzv. ,mekké™ a ,,tvrdé* ionizacni techniky. Nejstar$i a nejcastéji
vyuzivanou tvrdou ioniza¢ni technikou je elektronova ionizace (EI), kde dochazi k predéani
energie molekulam analytu od leticich elektronti. Tato technika ionizace je ¢asto pouzivana pro
spojeni hmotnostni spektrometrie s plynovou chromatografii. Vyhodou je moznost porovnani
ziskanych spekter s knihovnou, kterd je nepostradatelnou soucasti vyhodnoceni. Mezi ,,m¢kké*
ioniza¢ni techniky patii chemickd ionizace (CI). Elektrony nejprve ionizuji reakéni plyn (napf.
methan) a teprve poté dojde k ionizaci molekul analytu. Pfi této technice ionizace nedochazi
k tak rozsahlé fragmentaci jako u El, jelikoZz je v tomto ptipad€ molekulam analytu preddvano
méné energie. Volba iontového zdroje zavisi pfedev§sim na typu analyzovatelné latky
a pozadavcich na konkrétni analyzu [52,53]. Princip elektronové ionizace vzorku je zobrazen
na Obr.6.

Vstup vzorku
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Obrazek 6: Princip elektronové ionizace [56]
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1.7.1.2 Hmotnostni analyzator

Analyzator je umistén za zdrojem iontli a vyuziva se k rozd¢€leni ionti za vysokého
vakua podle jejich tzv. efektivni hmotnosti — poméru m/z. Existuje nékolik druht hmotnostnich
analyzatort,, které pracuji na riznych fyzikdlnich principech. Kazdy analyzitor mé jinou
rozliSovaci schopnost, hmotnostni a dynamicky rozsah, rychlost zaznamu spekter a miru
spravnosti urceni hodnoty m/z. Mezi nejznamé;jsi a nejvice vyuzivané hmotnostni analyzatory
patii naptiklad kvadrupdlovy analyzator, iontova past, priletovy analyzator, orbitrap a dalsi [53].

Kvadrupolovy analyzator je zobrazen na Obr.7.

vstupni ¢ocky kvadrupol vystupni ¢ocky

|
B Wl}%’

Obrdazek 1: Kvadrupdlovy analyzator [57]
1.7.1.3 Detektor

Ionty po rozdéleni v hmotnostnim analyzatoru dopadaji na detektor iontl, ktery
generuje signal z dopadajicich iontll a pfevadi proud nabitych ¢astic na elektricky proud.
Detektory iontti pouZzivaji vSechny analyzatory kromé& hmotnostniho analyzatoru s vysokou
rozliSovaci schopnosti (FTICR) a Orbitrap, kde je v analyzatoru provadéna zaroven i detekce.
Nejcastéji se k detekei iontil pouziva elektronovy néasobic. lonty dopadaji na povrch dynody,
ze které vyrazi elektrony. Ty jsou dale zesileny systémem dynod nebo opakovanymi kolizemi
na pruabézné zakiivené dynod€. Dynoda je elektroda, ktera slouzi jako elektronovy ndsobic

prostiednictvim sekundarni emise. Schéma elektronové nasobice je vyobrazeno na Obr.8.
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Obrazek 8: Schéma elektronového nasobice [53]

Dalsim typem detektoru je scilatacni fotondsobicovy detektor, ktery pievede ionty
na elektricky signal pomoci scilataéni vrstvy, ta pti dopadu iontl vydéava svételné zateni, tzv.
fotony. Tento typ zafeni je pfeveden na elektricky proud a dale zesilen. Faradayiiv pohar je typ
detektoru, u kter¢ho dopadajici ionty narazeji na povrch dynody, kterd emituje elektrony
a indukuje se proud, ktery je nasledné zesilen a zaznamenan. Faradaytv pohar je malo citlivy,
robustni, ale velmi pfesny na izotopické méfeni. M¢Efi se vybijeci proud, ktery souvisi

s odevzdanim naboje [53].

1.7.2 Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Plynova chromatografie dokaze s velmi vysokou rozliSovaci schopnosti rozdélit tékavé
slouCeniny, ale nemiize je identifikovat. Hmotnostni spektrometrie poskytuje podrobné
strukturdlni informace o vétSin€ sloucenin tak, Ze mohou byt presné identifikovany, ale
nedokaze je snadno oddé¢lit. Proto nebylo piekvapujici navrzeni kombinace téchto dvou technik
kratce po vyvoji GC. Plynova chromatografie a hmotnostni spektrometrie jsou v mnoha
ohledech vysoce kompatibilnimi technikami. U obou metod je vzorek v plynné fazi a obé
techniky pracuji s pfiblizné stejnym mnozstvim vzorku. Bohuzel se mezi t€émito technikami
nachdzi zasadni neslucitelnost, a to rozdil tlakii mezi hmotnostnim analyzatorem
a analyzovanymi latkami vstupujicimi do iontového zdroje o 8 az 9 fada. Tento problém byl
vSak vyfeSen né€kolika zplisoby pomoci tzv. ,,interface* zatizeni a spojeni GC s MS je v dnesni
dob¢ zcela rutinni zélezitosti. Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
sloucenin v komplexnich smésich. Je velmi uzitecné pro stanoveni molekulovych hmotnostni

anékdy i elementarnich kompozic nezndmych organickych sloucenin ve vzorku. Mezi aplikace
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GC-MS patfi stanoveni zneciStujicich latek v pitné a odpadni vodé€, pouziva se také
ke stanoveni 1¢kt a jejich metabolith v krvi a moci. Déle jsou vyznamné i farmakologické
a forenzni aplikace. Identifikace reak¢nich produktii syntetickych organickych chemikalii

je dalsi rutinni aplikaci, stejné jako analyza pramyslovych vyrobku pro kontrolu jejich kvality [54].

1.7.3 Priklady optimalizace metod GC-MS pro stanoveni
N-nitrosamini

Xian a kol. [55] ve své studii, kdy zkoumali pfitomnost N-nitrosamint v ryZovém vinu
a pivu, optimalizovali podminky pro GC-MS snasledujicim vysledkem. Pro
chromatografickou separaci byla pouzita kapilarni plynové chromatografickd kolona typu
(ktemenna kapilarni kolona 0,25 mm, ID % 30 m, tloustka filmu 0,25 pm). Teplota injektoru
byla 220 °C. Teplotni gradient byl udrzovan na 50 °C po dobu 1 minuty, zvySovan rychlosti
10 °C/min na 90 °C a byl udrzovan po dobu 4 minut, poté zvysen rychlosti 7 °C/min na 130 °C
a byl udrzovan po dobu 5 a zvySovala se rychlosti 15 °C/min na 250 °C a nakonec se udrZovala
po dobu 10 minut. Objem nastiiku byl 1,0 pl. Teplota iontového zdroje byla 250 °C a energie
dopadu elektronti (EI) byla 70 eV. Teplota kvadrupdlu byla 150 °C a teplota pfenosové linky
byla nastavena na 250 °C.

Dong a kol. [3] zvolil pro analyzu N-nitrosaminii v uzené makrele nasledujici
podminky. Teplota termostatu byla naprogramovana nasledovné: 50 °C, udrzovana po dobu
1 minuty, zvySena na 100 °C rychlosti 11 °C/min a udrzovéna po dobu3 minut, poté zvySena
na 150 °C rychlosti 6 °C/min a udrZovéna po dobu 4 minut, nakonec zvySena na 240 °C
rychlosti 16 °C a udrZzovéana po dobu 8 minut. Vstiikovaci port byl nastaven na 220 °C. Nastiik
byl proveden v splitless reZimu s injekénim objemem 1,0 pl. Doba zpoZzdéni rozpoustédla byla
nastavena na 6 minut. Teplota kvadrupolu byla 150 °C. Pfenosova linka do tandemové MS byla
udrzovana na 250 °C.

Qiu a kol. [1] pouzili nasledujici podminky pro analyzu N-nitrosamini v solenych
rybach. Chromatografickd separace byla provedena pomoci kapilarni kolony DB-WAXETR
s teplotnim programem: 50 °C, udrzovana 1 min, 50-110 C pii 10 °C/min, 110-200 °C pfi
15 °C/min., poté 250 °C pii 10 °C/min, nakonec 1 min. Celkova doba analyzy byla 19 minut.
Teplota nasttiku byla nastavena na 250° C. Jako nosny plyn bylo pouzito helium s konstantnim
pritokem 1,2 ml/min. MS/MS byl provozovan v rezimu monitorovani vice reakci (MRM)
s energii elektronti 70 eV se dvéma piechody hmoty pro kazdy t€kavy N-nitrosamin. Teplota

iontového zdroje byla nastavena na 230 °C. Davkovany objem byl 2 ul.
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Pristroje a zarizeni

2.1.1 Plynovy chromatograf

K analyzam N-nitrosaminti byl pouzit plynovy chromatograf Agilent Technologies
7890A, ktery byl vybaven hmotnostnim spektrometrem Agilent Technologies 5977A MSD (vse
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) s elektronovou ionizaci a jednoduchym
kvadrupodlovym analyzatorem.

Pro separaci a optimalizaci analyzy N-nitrosaminli byla pouzita kapilarni kolona

SLB™_5MS (30 m x 0,25 mm x 0,5 um, Supelco, Bellefonte, PA, USA).

2.1.2 Dalsi zarizeni

e analytické vahy KERN ABT 220-4M (Kern & Sohn, Balingen, Némecko)

e ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK 52 (Bandelin, Berlin, Némecko)

e minitfepacka VORTEX 1 (IKA, Staufen, Némecko)

e odstredivka NF 400 (Nuve, Ankara, Turecko)

e automatické pipety (Biohit, Helsinky, Finsko)

o stiikackové filtry, PTFE, pramér 13 mm, pérovitost 0,22 pm (Labicom, Olomouc, CR)

e bézné laboratorni sklo a pomiicky

e magnetickd michacka s ohfevem (Heidolph MR Hei-Tec, Schwabach, Némecko)

e SPME vlékno Sed¢, DVB/CAR/PDMS, 50/30 um, stableflex, 24Ga, manual holder,
(Supelco, Bellefonte, PA, USA)

e SPME vlakno ¢erné, CAR/PDMS, 75 um, fused silica, 24Ga, manual holder, (Supelco,
Bellefonte, PA, USA)

2.2 Chemikalie a standardni latky
2.2.1 Chemikalie

e helium 5.0 (Linde Gas, Praha, Ceska republika)

e destilovana voda filtrovana (Univerzita Pardubice, Pardubice, CR)
e chlorid sodny, p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e siran hofecnaty, p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e acetonitril > 99 % (Honeywell, Seelze, Némecko)
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o cthylester kyseliny octové, p.a. (Penta, Praha, CR)

2.2.2 Standardni latky

Ke stanoveni a optimalizaci analyzy N-nitrosamt byl pouzit smésny standard 48489
EPA 8270 N-nitrosoamines Mix 2000 pg/ml (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), ktery
obsahoval téchto 6  N-nitrosoamini: N-Nitrosodibutylamin,  N-Nitrosodiethylamin,

N-Nitrosomethylethylamin, Nitrosomorpholin, 1-Nitrosopiperidin, 1- Nitrosopyrrolidin.

2.3 Vzorky

V této praci byly analyzovany 4 vzorky potravin (viz. Tab.l), u kterych se dal

ptedpokladat vyskyt N-nitrosamini. Vzorky byly ptipraveny metodami QUEChERS
a SPME a nasledn¢ analyzovany pomoci GC.

Tabulka 1: Seznam analyzovanych vzorkii

¢. Vzorek Zemé piivodu
1 Losos Norsko

2 | Grilované kachni prso CR

3 Uzena makrela Norsko

4 Ostravska klobasa CR

2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Chromatografické podminky

Pfed analyzou N-nitrosamini ve vzorcich byla provedena optimalizace metody.

Optimalni podminky pro chromatografickou analyzu N-nitrosamind jsou uvedeny v Tab.2.
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Tabulka 2: Podminky chromatografické analyzy N-nitrosaminii

Kolona SLB™_5MS (30 m x 0,25 mm x 0,5 um)
Mobilni faze a jeji pritok Helium; 1 ml/min
Objem nastriku a splitovaci pomér | 1 ul, 3:1
Teplota nastiiku 220°C
Narist [°C/min]: | Teplota [°C]: | ZdrZeni [min]:
70 0
Teplotni program 4 110 1
40 220 3
Podminky MS s EI ionizaci Skenovaci rozsah: m/z 50 — 200
El: 70 eV
Gain factor: 5,00
Izola¢ni sitka: m/z 0,1
Frekvence skenovani: 14,7 skenu/s
Teplota prevodniku GC-MS: 235 °C
Teplota El zdroje: 300 °C
Teplota kvadrupélu: 150 °C

2.4.2 Metoda SPME

Pfiprava nasyceného roztoku NaCl

36 g chloridu sodného bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody.

Priprava roztoku standardu

Z komer¢né dostupné smési standardi N-nitrosaminll o koncentraci 2000 pg/ml byl
pfipraven pracovni roztok o koncentraci 100 mg/l. Tento roztok byl nasledné pouzit

pro standardni ptidavek pti analyze N-nitrosaminfl.

Piiprava vzorka

1 g vzorku byl navdzen do lahvi¢ky pro SMPE extrakci. Ke vzorku bylo ptfidano 200 pl
nasycené¢ho roztoku NaCl. Smés byla umisténa na magnetickou michacku s ohfevem,
kde po 30 minut probihala sorpce na Sedé vlakno (sorbent DVB/CAR/PDMS) pfi teploté 65 °C.
Po uplynuti doby sorpce bylo vlakno umisténo do nastiikové ¢asti GC, kde bylo ponechano
po dobu 5 minut k provedeni desorpce. Kazdy vzorek byl zpracovan 3x, aby se eliminovalo
riziko chybné analyzy. Jelikoz se pfedpokladalo, Ze vzorky obsahuji minimalni mnoZstvi
N-nitrosamini, byly provedeny dalsi 3 analyzy pro kazdy vzorek sptidavkem standardu 100 pl

0 koncentraci 100 mg/l. tzv. spikovani.
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2.4.3 Metoda QUEChERS

Pfiprava roztokt standarda

Z komerén¢ dostupného standardu smési N-nitrosamini 2000 pg/ml byl piipraven
zasobni roztok o koncentraci 100 mg/l. Z tohoto zasobniho roztoku se dale pfipravovaly
roztoky s niz§i koncentraci 50, 10, 5, 1 mg/l, které se dale pouzily k stanoveni optimalnich

podminek pro analyzu N-nitrosamind.

Piiprava vzorka

Do centrifugac¢ni zkumavky byl navazen 1 g vzorku. Ke vzorku se nasledné ptidalo
0,5 g NaCl, 0,5 g MgSO4 a 4 ml 50% acetonitrilu. Smés se 3 minuty tiepala na vortexovém
mixéru a poté byla odstfedéna (3000 ot./min, 4 min.). Supernatant ze zkumavky byl odebran,
prefiltrovan pres PTFE stiikackovy filtr do vialky a analyzovan pomoci GC-MS. Kazdy vzorek
byl takto pfipraven 3x, aby se eliminovalo riziko chybné analyzy. Byly provedeny i dalsi
3 analyzy se vSemi vzorky spikovanymi, ke kterym se ptidalo 100 pl roztoku standardi

0 koncentraci 10 mg/I.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Chromatograficka analyza N-nitrosamini

Plynova chromatografie je nejCastéji vyuzivanou technikou pro stanoveni
N-nitrosamind. Plamenové-ionizac¢ni detektor ve spojeni s plynovou chromatografii je bézné
vyuzivanym pro detekci N-nitrosamind. Jeho nevyhodou vSak je nedostatek informaci
o struktufe analyzované latky. Proto je znacn¢ vyhodnéjsi vyuzit hmotnostniho spektrometru,
ktery kromé retencnich Casti nabizi hmotnostni spektra, kterd po spravné interpretaci slouzi
k identifikaci N-nitrosamini ve vzorku. V této praci byly nejprve optimalizovany
chromatografické podminky, které nasledn¢ byly pouzity pti analyze ptipravenych vzorki

potravin metodami SPME a QUEChERS.

3.1.1 Optimalizace chromatografické metody

Optimalizace podminek GC-MS metody pro stanoveni N-nitrosaminti byla provedena
se standardem smési N-nitrosamini o koncentraci 10 mg/l. Tato smés obsahovala
6 N-nitrosamind: N-Nitrosodibutylamin, N-Nitrosodiethylamin, N-Nitrosomethylethylamin,
Nitrosomorpholin, 1-Nitrosopiperidin, 1- Nitrosopyrrolidin. Byl optimalizovan teplotni program
separace, splitovaci pomér a objem nastiiku.

Nejprve bylo nutné zvolit optimalni teplotni program separace. Hodnoty pro jednotlivé
teplotni gradienty jsou uvedeny v Tab.3 a porovnani vlivu teplotnich gradientli na separaci

N-nitrosaminti je zobrazeno na Obr. 9.

Tabulka 3: Teplotni gradienty pri optimalizaci teplotniho programu

Narist [°C/min] Teplota [°C] ZdrZeni [min]
0 55 0
Gradient ¢.1 10 110 1
40 220 4
0 50 1
Gradient ¢.2 10 90 4
15 250 4
0 70 0
Gradient ¢.3 4 110 1
40 220 3
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Obrazek 9: Vliv teplotnich gradientii na separaci N-nitrosaminat,
1-NMEA, 2-NDEA, 3-NPYR, 4-NMOR, 5-NPIP, 6-NDBA

Chromatografické podminky: kolona SLB™ (30 m x 0,25 mm x 0,5 um), mobilni fize: helium, pritok:
1 ml/min, nastrik: 1 ul, splitovaci pomér 3:1, teplota nastriku: 220 °C, teplotni program: Gradient 1:
55 — 220 °C, Gradient 2: 50 — 250 °C, Gradient 3: 70 — 220 °C, teplota EI zdroje: 300 °C, teplota
prevodniku GC-MS: 235 °C, teplota kvadrupolu: 150 °C

Pti optimalizaci teplotniho programu separace byl nejprve zvolen teplotni program
(gradient €. 1), ktery zvolil ve své studii Dong a kol. [3]. Avsak aplikace tohoto gradientu nebyla
nejvhodnéjsi. Nebyla zajisténa uplna separace vSech N-nitrosaminti. Porovnanim ziskanych
hmotnostnich spekter analyzovanych latek s knihovnou spekter NIST (National Institute
of Standards and Technology) bylo zjisténo, Ze nedokonalé je separace u N-nitrosaminit NPYR
a NMOR. Byl tedy zvolen teplotni gradient (gradient ¢. 2), u kterého byla zménéna pocate¢ni
na 50 °C a konec¢na teplota na 250 °C. Pti aplikaci tohoto gradientu sice doslo k lepsi separaci
N-nitrosamind, ale analyza byla stale pfili§ dlouha. Pro urychleni separace byl nakonec jeste

vyzkousen teplotni program (gradient ¢. 3) se tfemi kroky. Tento program se z hlediska doby
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Pro optimalizaci davkovani byly vyzkouSené riizné splitovaci poméry, a to konkrétné

5:1, 3:1 a 1:1. Bylo také vyzkouSeno davkovani v splitless rezimu. Srovnani chromatogramu

je zobrazeno na Obr. 10.
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Obrazek 10: Ruzné splitovaci pomery, I-NMEA, 2-NDEA, 3-NPYR, 4-NMOR, 5-NPIP, 6-NDBA

Chromatografické podminky: kolona SLB™ (30 m x 0,25 mm x 0,5 um), mobilni faze: helium, priitok:

1 ml/min, nastrik: 1 ul,

splitovaci pomer 5:1, 3:1,

1:1,

splitless,

teplota ndstriku:

220 °C, teplotni program: 70 — 220 °C, teplota EI zdroje: 300 °C, teplota prevodniku GC-MS: 235 °C,

teplota kvadrupolu: 150 °C
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U vSech splitovacich poméri byl pouzit nastiik 1 pl smési standardii o koncentraci
100 mg/l. SniZzovanim splitovaciho poméru dochazi logicky ke zvétSeni piki. Rezim splitless
byl vyhodnocen jako nevhodny. Piky byly deformované, pravdépodobné pretizenim kolony
a detektoru. Testovany pomér 1:1 zase ukazoval frontovani pikti a byl takové vyhodnocen jako
nevhodny pro analyzu N-nitrosamini. Mezi poméry 5:1 a 3:1 byl nejmensi rozdil. Piky
u poméru 3:1 byly nepatrné vyssi nez piky 5:1. Jako nejvhodnéjsi proto byl zvolen pomér 3:1,
u kterého byly piky ostré a vysoké. Tento pomér byl nasledné pouzit pii vSech dalSich
analyzach.

Poslednim optimalizovanym parametrem byl objem nastfiku. Porovnani vlivu objemu

nastiiku je zobrazeno na Obr.11.
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Obrazek 11: Optimalizace nastiiku, 1-NMEA, 2-NDEA, 3-NPYR, 4-NMOR, 5-NPIP, 6-NDBA
Chromatografické podminky: kolona SLB™ (30 m x 0,25 mm x 0,5 um), mobilni faze: helium, priitok:

1 ml/min, nastrik: 1, 2, 5 ul, splitovaci pomér 3:1, teplota nastriku: 220 °C, teplotni program: 50 — 250 °C,
teplota EI zdroje: 300 °C, teplota prevodniku GC-MS: 235 °C, teplota kvadrupolu: 150 °C
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Optimalizace nastfiku probihala pfi teplotnim gradientu ¢.2, vysledky ale byly pouzitelné
i pro gradient ¢.3. Pozoroval se vliv objemu nastiiku na velikost a vzhled piku. Byly testovany
objemy 1 ul, 2 pul a 5 pl. U objemu 5 pl byly piky sice nejvyssi, ale objevovalo
se u nich velké frontovani. Testovany objem 2 ul je sice uspornéjsi, ale piky byly mensi a také
se u nich objevovalo frontovani. Jako optimalni se jevilo pouziti objemu 1 pl. Piky byly
nejmensi ze vSech testovanych objemt, ale frontovani zde bylo minimalni.

Nejlepsi podminky separaci a analyzu N-nitrosamin jsou nasledujici. Separace
probihala na kapilarni koloné SLB™ — 5MS (30 m x 0,25 mm x 0,5 pm), mobilni fazi bylo
helium s pritokem 1 ml/min. Teplota nastfiku byla 220 °C a davkovan byl objem 1 pl
ve splitovacim poméru 3:1. Teplotni program se pohyboval od 70 do 220 °C a celkova doba
analyzy byla 17 minut. Teploty pro hmotnostni detektor byly nastaveny nasledovné: pro EI
zdroj byla teplota 300 °C, pro prevodnik GC-MS 235 °C a pro kvadrup6l 150 °C. Piky byly
sledované v rozsahu m/z 50-200. Prvnim N-nitrosaminem je NMEA (pik ¢.1). Pik rozpoustédla
(acetonitril) zobrazen neni, protoze byla pouzita funkce solvent delay (4 min), ktera chrani
vlakno (katodu) ptfed ucinky vysokych koncentraci par rozpousStédla v iontovém zdroji.
Vysledny zaznam pro N-nitrosaminy analyzované za téchto podminek je zobrazen
na Obr 12. N-nitrosaminy byly vyhodnoceny v rezimu SIM (selected ion monitoring). Hodnoty
sledovanych m/z byly 56, 84, 88, 100, 102 a 114.
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Obrdzek 12: Vysledny zaznam N-nitrosaminii v rezimu SIM

Chromatografické podminky: kolona SLB™ (30 m x 0,25 mm x 0,5 um), mobilni fize: helium, pritok:
I ml/min, nastrik: 1 ul, splitovaci pomer 3.1, teplota nastriku: 220 °C, teplotni program: 70 — 220 °C,
teplota EI zdroje: 300 °C, teplota prevodniku GC-MS: 235 °C, teplota kvadrupdlu: 150 °C
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3.1.2 Meze detekce a stanovitelnosti N-nitrosaminu

Pro jednotlivé N-nitrosaminy byly stanoveny meze detekce (LOD) a meze
stanovitelnosti (LOQ). Tyto meze jsou zavislé na citlivosti metody a predevS§im na chybé
méfeni. Chyba méfeni mize byt reprezentovana smérodatnou odchylkou nebo Sumem, coz
je Casova fluktuace méfeného signdlu v neptitomnosti analytu [59]. Mez detekce je takova
koncentrace analytu, ktera zptisobi zménu méteného signalu v rozsahu trojnasobku vysky Sumu

zakladni linie (hg):

Mez stanovitelnosti je takova koncentrace analytu, kterd zptsobi zménu méfeného

signalu v rozsahu desetinasobku vysky Sumu:

Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) analyzovanych N-nitrosaminti jsou
spolu s retencnimi Casy uvedeny v Tab. 4. Posledni pik N-nitrosaminu NDBA eluoval
Vv retencnim Case 15,02 min, celkovéa doba analyzy byla 17 minut. Mez detekce byla nejvyssi
pro NMOR, ato 0,91 ug/ml. Pro ostatni N-nitrosaminy se meze detekce pohybovaly mezi 0,37
do 0,21 pg/ml.

Tabulka 4: Meze detekce a stanovitelnosti pro N-nitrosaminy v roztoku

¢. piku nazev tr LOD LOQ
[min] [pg/ml] [pg/ml]

1 NMEA 6,65 0,36 1,26

2 NDEA 8,47 0,37 1,24

3 NPYR 12,95 0,37 1,24

4 NMOR 13,01 0,91 3,10

5 NPIP 13,6 0,21 0,7

6 NDBA 15,02 0,35 1,19

3.2 Optimalizace podminek metody SPME

Mikroextrakce tuhou fazi, je sorpéné/desorpcni technika extrakce a zakoncentrovani
analytu. Zakladnim principem techniky je expozice malého mnoZstvi sorbentu, tj. extrakéni
stacionarni faze, do vzorku. V ptipadé SPME jsou analyty sorbovany na vldkno, dokud neni

dosazeno rovnovahy mezi koncentraci analytu na vlakn¢ a koncentraci analytu v roztoku, nebo
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dokud nejsou zaplnéna v§echna absorp¢ni mista sorbentu [20]. Metodu SPME lze aplikovat
1 pfi stanoveni N-nitrosamint.

Optimalizace metody SPME byla provedena se smési standardi N-nitrosamind
0 koncentraci 10 mg/l. Byla optimalizovana teplota extrakce, extrak¢ni doba a piidavek
nasyceného roztoku chloridu sodného pro zlepSeni vytéznosti extrakce.

Pti optimalizaci podminek byly pouzity tfi riizné teploty extrakce: 65 °C, 80 °C a 95 °C.
Pro vSechny teploty byly vyzkouseny dvé rizné extrakéni doby: 15 a 30 minut a byla pouzita
dv¢é rizna sorpéni vlakna: vlakno Sedé, se sorbentem DVB/CAR/PDMS a vlakno cerné,
se sorbentem CAR/PDMS.

Porovnani vytéznosti obou vldken je zobrazeno na Obr. 13. Vldkna byla porovnavana
pfti teploté 65 °C, 30minutové dobé extrakce a s pfidavkem 100 pl nasyceného roztoku chloridu
sodného. Chybové useCky na vSech nasledujicich grafech v této kapitole piedstavuji

smérodatnou odchylku vypoctenou z ploch piku tfi provedenych analyz.
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Obrdzek 13: Porovnani sorpce analytit na Sedé a cerné vidkno

Jako vhodnéjsi pro analyzu N-nitrosamini se ukdzalo vldkno Sedé. V porovnani
s cernym vlaknem dochézelo na Sedém vlaknu k vétsi vytéznosti u Ctyt ze Sesti sledovanych

N-nitrosamind, a to u NPYR, NMOR, NPIP a NDBA. Cerné vldkno mélo sice vys§i vytéznost
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N-nitrosamini NMEA a NDEA, ale vytéznost ostatnich N-nitrosamini byla v porovnani
s Sedym vlaknem mnohem nizsi.
Dal$im zkoumanym parametrem byla teplota extrakce. Porovnani tii testovanych

teplot extrakce je zobrazeno na Obr. 14.
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Obrdzek 14.: Porovnani riznych teplot extrakce

Pro $edé vlakno a roztok smési standardti o koncentraci 10 mg/1 byly testovany tfi rizné
teploty: 65 °C, 80 °C a 95 °C. Teplota 65 °C méla v porovnani s teplotami 80 a 95 °C nejlepsi
vysledky, a to dokonce vyrazné. Naopak teplota 80 °C u vétsiny N-nitrosamind vypadala jako
nejméné vhodna. Meéla nejnizsi vytéznost u tfi N-nitrosaminii v porovnéni s ostatnimi
teplotami. Teplotu 65 °C zvolili ve své studii i Grebel akol. [21]. U ¢tyt N-nitrosamind, NPYR,
NMOR, NPIP a NDBA je jevila jako idealni teplota pro analyzu. Byla tedy zvolena jako

optimalni teplota pro extrakci N-nitrosaminti ze vzorka potravin.
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Pro zkoumané teploty byly testovany dvé rizné doby extrakce, a to 15 a 30 minut.
Jak je vidét na Obr. 15, béhem 15 minut nebyly N-nitrosaminy je$té dostatecné sorbované

na vldkno. Bylo zapotiebi je nechat sorbovat po dobu 30 minut.
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Obrdazek 15: Porovnani riiznych extrakénich dob

V porovnani obou testovanych dob sorpce je vidét velky rozdil ve vytéznosti
N-nitrosaminil a to nékolikandsobny. Pro dal$i stanoveni byla proto pouZita extrak¢ni doba
30 minut, kterd 1épe vyhovovala potiebam analyzy N-nitrosamint.

Posledni parametr, ktery byl zkouman pro optimalizaci metody SPME, byl objem
pouzitého nasyceného roztoku chloridu sodného. Dong a kol. [47] ve své studii uvadi,
ze pridanim soli se zlepsi extrakce N-nitrosaminll na vldkno. Proto byly vyzkouseny tfi rizné
objemy, a to 100, 200 a 300 pl. Teplota extrakce byla 65 °C a extrak¢ni doba 30 minut.

Porovnani ptidavku soli je zobrazeno na Obr. 16.
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Obrazek 16: Porovndni mnozstvi pridavku soli
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Jako nejméné vhodny se jevi objem 100 pl, u n€hoz je vytéznost N-nitrosamint
nejmensi. Mezi objemy 200 a 300 pl byl mnohem mensi rozdil. Nepatrn€ vétsi vytéznost byla
ale stanovena pomoci objemu 200 pl. Pro dal$i analyzy byl tedy vybran objem 200 pul, protoze
se jevil jako nejvhodnéjsi a ispornéjsi.

Optimalni podminky pro piipravu vzorku metodou SPME byly tedy stanoveny
nasledovné. Nejlepsi vytéznost poskytuje Sedé vlakno se sorbentem DVB/CAR/PDMS. Jako
optimalni byla zvolena teplota 65 °C. Vétsi vytéznosti bylo dosazeno pii 30minutové extrakci
a s ptidavkem 200 ul nasyceného roztoku chloridu sodného. Tyto podminky byly aplikovany

pfi ptipravé realnych vzorku k analyze.

3.3 Aplikace metody SPME na pripravu vzorki

Metoda SPME byla pouzita pfi zpracovani Ctyf raznych vzorkt. Zjistoval se obsah
N-nitrosamini ve vzorcich uzeného lososa, grilovaného kachniho prsa, uzené¢ makrely
a ostravské klobdsy. Jelikoz jsou N-nitrosaminy v potravindch sledovanymi latkami,
predpokladalo se, ze se ve vzorcich budou nachazet ve velmi malém mnozstvi nebo viibec.
Ke vzorkim byl tedy pfidan standard N-nitrosamind, aby bylo mozné porovnat vysledky
samotnych vzorki a vzorkl s pfidavkem standardu.

Byla provedena tfi méteni se vzorkem a S pfidavkem 200 pl nasyceného roztoku
chloridu sodného a tii méfeni se vzorkem, chloridem sodnym a s ptidavkem 100 pl standardu
N-nitrosaminit o koncentraci 10 mg/l. Vzorek se standardnim piidavkem slouzil ke zjisténi
reprodukovatelnosti metody.

Na Obr. 17 je zobrazen zaznam N-nitrosaminll ve vzorku lososa s pfidavkem standardu

vyhodnoceny v rezimu TIC (Total lon Chromatogram) a na Obr. 18 v rezimu SIM.
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Obrazek 17: TIC chromatogram spikovaného vzorku lososa pripraveného metodou SPME
1-NMEA, 2-NDEA, 3-NPYR, 4-NMOR, 5-NPIP, 6-NDBA

Chromatografické podminky: kolona SLB™ (30 m x 0,25 mm x 0,5 um), mobilni fize: helium, pritok:
1 ml/min, splitovaci pomér 3.1, teplota nastriku: 220 °C, teplotni program: 70 — 220 °C, teplota EI
zdroje: 300 °C, teplota prevodniku GC-MS: 235 °C, teplota kvadrupolu: 150 °C

Analyza vzorkl pfipravenych metodou SPME ukazala, Ze analyzované vzorky
sledované N-nitrosaminy neobsahovaly. Tento vysledek byl pfedpokladany, jelikoz jsou
N-nitrosaminy Vv potravinach sledovanymi latkami. Na chromatogramech vzorkd se zacal
objevovat velky pik, ktery koeluoval s NDBA v reten¢nim ¢ase 15,02 minut. Knihovna spekter
NIST latku vyhodnotila jako 1-(1'-pyridyl)-2-butanon. Tento pik se vyskytoval u vSech
testovanych vzorkl. Pii méfeni slepého pokusu se neobjevil. Je tedy pravdépodobné, ze tato

latka koelujici s N-nitrosaminem NDBA, se vyskytovala ve vSech testovanych vzorcich.
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Obrdzek 18: SIM chromatogramy spikovaného vzorku lososa pripraveného metodou SPME

Chromatografické podminky: kolona SLB™ (30 m x 0,25 mm x 0,5 um), mobilni fize: helium, pritok:

1 ml/min, splitovaci pomer 3:1, teplota nastriku: 220 °C, teplotni program: 70 — 220 °C, teplota EI

zdroje: 300 °C, teplota prevodniku GC-MS: 235 °C, teplota kvadrupolu: 150 °C
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V Tab. 5 jsou uvedeny meze detekce a stanovitelnosti a relativni smérodatna odchylka
(RSD) N-nitrosaminu ptipravenych metodou SPME.

Tabulka 5:Meze detekce a stanovitelnosti N-nitrosaminii pro metodu SPME

& piku | nazev tr LOD LOQ RSD
[min] | [pg/mi] [pg/ml] [%0]
1 NMEA | 6,65 2,72 9,12 1,2
2 NDEA | 847 1,20 4,08 6,3
3 NPYR [ 12,95 0,96 3,26 25
4 NMOR | 13,01 0,98 3,29 12,4
5 NPIP 13,6 1,36 4,64 8,1
6 NDBA | 15,02 1,58 5,26 18,3

Mez detekce byla nejvyssi pro NMEA, a to 2,72 pg/ml. Pro ostatni N-nitrosaminy
se meze detekce pohybovaly mezi 0,96 do 1,58 pg/ml. V porovnani s LOD a LOQ stanovenymi
v roztoku jsou meze N-nitrosaminti piipravenych metodou SPME vyssi. Lze to tedy
komentovat tak, Ze aplikace metody SPME pii stanoveni N-nitrosaminti je mén¢ citlivéjsi, nez
analyza N-nitrosamint z roztoku. Avsak doporucuji dalsi studie na toto téma. Relativni
smérodatna odchylka se pohybuje v Sirokém rozpéti od 1-25 %. Nejvétsi hodnoty nabyva
u N-nitrosaminu NPYR, a to 25 %. Nejmensi ma poté N-nitrosamin NMEA, u které jeji hodnota
¢ini 1,2 %. Aplikovani metody SPME pro stanoveni N-nitrosamint se nejevi jako dobfte
reprodukovatelné. Hodnota relativni smérodatné odchylky je pro nékteré testované

N-nitrosaminy piili§ velka.

3.4 Optimalizace metody QUEChERS

Metoda QuEChERS patii k modernim trendim v piipravé vzorku K analyze.
Je to metoda rychld, jednoduchd, levnd, efektivni, robustni a bezpe¢na. QUEChERS je metoda
ptipravy vzorku, kterd zahrnuje extrakci acetonitrilem a rozdéleni siranem hotfecnatym
samotnym nebo v kombinaci s jinymi solemi a poté néasleduje chromatograficka analyza.

Optimalizace metody QUEChERS byla provedena se smési standardi N-nitrosaminii
o koncentraci 10 mg/l. Bylo optimalizovdno mnozstvi pouzitych soli, rizné druhy rozpoustédla

a vyuziti vortexového mixéru nebo ultrazvuku.
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Pro optimalizaci byly pouzity tii rizné druhy rozpoustédel, a to: acetonitril,
50% acetonitril a ethylester kyseliny octové. Pro vSechna rozpoustédla bylo zaroven
vyzkouseno pouziti rizného mnozstvi soli chloridu sodného a siranu hofecnatého. Pouzita
mnozstvi byla 0,5, 1 a 1,5 g. Posledni parametr, ktery se testoval, bylo pouziti vortexového
mixéru nebo ultrazvuku. Porovnani vSech podminek optimalizace jsou zobrazeny na Obr.19-

21. Chybové usecky znaci smérodatnou odchylku, ziskanou ze tii stejnych analyz.
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Obrdzek 19: Odezva N-nitrosaminui pri pouziti acetonitrilu jako extrakéniho cinidla
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Obrdzek 20: Odezva N-nitrosaminii pri pouziti ethylesteru kyseliny octové jako extrakcéniho cinidla
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Obrazek 21: Odezva N-nitrosaminii pii pouziti 50% acetonitrilu jako extrakéniho cinidla

Pfi pouziti acetonitrilu se ukazalo, Ze odezva vSech Sesti sledovanych N-nitrosamint
byla podobné¢ intenzivni, avSak v porovnani s ostatnimi testovanymi rozpoustédly byla
o poznani mensi. U ethylesteru kyseliny octové byly odezvy N-nitrosamint vétsi. Ethylester

mél nejvyssi odezvu pro N-nitrosamin NDBA ze vSech pouzitych rozpoustédel. Jako nejlepsi
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rozpoustédlo se ukazovalo pouziti 50% acetonitrilu, ten mé¢l nejvyssi odezvu pro tii ze Sesti
zkoumanych N-nitrosamind. Jedna se o N-nitrosaminy NMEA, NDEA a NPIP. Proto byl 50%
acetonitril zvolen pro extrakci N-nitrosamint z realnych vzorka.

Jak ukazuji Obr. 19-21, mnozstvi pouzitych soli zptisobilo rtiznou vytéznost pro v§echna
tfi zkoumana rozpoustédla. U acetonitrilu mél nejvetsi vytéznost pouziti 1 g soli, a to u péti
ze Sesti zkoumanych N-nitrosaminti. To samé plati i pro pouziti ethylesteru kyseliny octové
jako rozpoustédla. V tomto piipad¢ je ale vyt€znost nejvyssi pouze u tii z Sesti N-nitrosamindi.
Pii pouziti 50 % acetonitrilu, dojde k velkému narustu vytéznosti pro N-nitrosaminy NMEA
a NDEA pii pouziti 0,5 g soli. Jelikoz byl 50% acetonitril vyhodnocen jako nejlepsi
rozpoustédlo pro analyzu N-nitrosamint, bylo v kombinaci s timto zjisténim rozhodnuto pouZit
0,5 g soli jako optimdlni mnozstvi i pfi analyze vzorkd. DalSim diivod, ktery vedl k tomuto
rozhodnuti, je nizsi spotieba soli.

Posledni zkoumanym parametrem byla vhodnost pouziti vortexového mixéru nebo
ultrazvuku pii zpracovani smési se standardy a solemi. Centrifugacni zkumavka byla
vortexovana i ponechana v ultrazvuku stejnou dobu, konkrétné 3 minuty. U acetonitrilu
se ve vSech pfipadech ukazalo jako vyhodnégjsi, provadét tipravu smési pomoci vortexového
mixéru. Bylo dosazeno vétsi vytéznosti u vSech ze Sesti zkoumanych N-nitrosamind. Rozdil
vytéznosti pii pouziti vortexu a ultrazvuku se 1iSil u vSech pouzitych rozpoustédel. Nejmensi
rozdil byl zjistén u ethylesteru kyseliny octové, kdy se pouziti ultrazvuku témét vyrovnalo
pouziti vortexového mixéru ve tfech piipadech. U N-nitrosaminu NPIP byla vytéznosti dokonce
nejvetsi. U 50% acetonitrilu se objevily N-nitrosaminy, u kterych pouziti ultrazvuku piedcilo
vortexovy mixér, ale kvili vysoké vytéznosti N-nitrosaminit NMEA a NDEA u vortexového
mixéru, bylo vyhodnoceno, ze pro nejvhodngjsi rozpoustédlo, tedy 50% acetonitril, bude
Vv dal$im postupu a analyzu vzorki pouzit vortexovy mixér.

Nejlepsi podminky pro extrakci nitrosoaminti ze vzorku metodou QUEChERS byly stanoveny
nasledovné. Jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo byl zvolen 50% acetonitril. Vytéznost pii jeho
pouziti byla nejvyssi ze vSech zkoumanych rozpoustédel. 0,5 g soli bylo vybrano jako optimalni
mnozstvi, zejména kvili vysoké odezveé u N-nitrosamini NMEA a NDEA. Jako lepsi varianta
se ukazalo pouziti vortexového mixéru, ktery dosahoval vyssi vytéznosti ve vétsing piipadi.

Tyto podminky byly nasledné aplikovany pii analyze vzorkd.
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3.5 Aplikace metody QuEChERS na pripravu vzorku

N-nitrosaminy byly analyzovany ve stejnych vzorcich, jako u metody SPME. Postup

ptipravy a zpracovani vzorku je popsan v kapitole 2.4.3. Vzorky byly analyzovany za stejnych

chromatografickych podminek jako smés standardia. Na Obr. 22 je mozné vidét zaznam

vybraného vzorku lososa Se standardnim pfidavkem, vyhodnoceného Vrezimu TIC
ana Obr. 23 v rezimu SIM.
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Obrazek 22: TIC chromatogram spikovaného vzorku lososa pripraveného metodou
QUEChERS
1-NMEA, 2-NDEA, 3-NPYR, 4-NMOR, 5-NPIP, 6-NDBA

Chromatografické podminky: kolona SLB™ (30 m x 0,25 mm x 0,5 um), mobilni fize: helium, pritok:
1 ml/min, splitovaci pomér 3:1, teplota nastriku: 220 °C, teplotni program: 70 — 220 °C, teplota EI
zdroje: 300 °C, teplota prevodniku GC-MS: 235 °C, teplota kvadrupolu: 150 °C
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Obrdzek 23: SIM chromatogramy spikovaného vzorku lososa pripraveného metodou QUEChERS

Chromatografické podminky: kolona SLB™ (30 m x 0,25 mm x 0,5 um), mobilni faze: helium, priitok:
1 ml/min, nastrik: 1 ul, splitovaci pomér 3:1, teplota nastviku: 220 °C, teplotni program: 70 — 220 °C,
teplota EI zdroje: 300 °C, teplota prevodniku GC-MS: 235 °C, teplota kvadrupolu: 150 °C

Analyza ukézala, ze ve v§ech zkoumanych vzorcich pfipravenych metodou QUEChERS
nebyly N-nitrosaminy prokazany. Mezi ¢tvrtym a patym pikem N-nitrosamind NMOR a NPIP
se objevil vyrazny pik, ktery knihovna spekter NIST identifikovala jako cyklopentanon. Na TIC
zaznamu tento pik svoji velikosti lehce zakryva N-nitrosamin NMOR, ale v pouziti rezimu SIM
se jiz tento pik u N-nitrosaminu NMOR neobjevoval.

Relativni smérodatna odchylka se pohybuje v rozmezi od 1 do 10 %. Nejvétsi hodnotu
ma smérodatna odchylka u N-nitrosaminu NDBA, a to 10,1 %. U vSech ostatnich
N-nitrosaminti je hodnota smérodatné odchylky mnohem mensi. Pro N-nitrosaminy NMEA,
NDEA a NPIP m4 hodnotu 1,2-1,6 % a pro NPYR a NMOR 2,4 a 2,8 % Piiprava vzork

N-nitrosamind metodou QUEChERS se jevi jako 1épe reprodukovatelna nez metodou SPME.
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4 Zavér

Cilem této prace bylo optimalizovat postup piipravy vzorkt pied analyzou
N-nitrosamind metodami SPME a QuEChERS a optimalizovat podminky analyzy pomoci
plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Po nalezeni optimalnich podminek byly
analyzovany Ctyfi vzorky, které by mohly potencialné obsahovat N-nitrosaminy.

Pti stanoveni N-nitrosamina byly nejprve optimalizovany chromatografické podminky,
konkrétn¢ byl optimalizovan teplotni program, splitovaci pomér a davkovani. Nejlepsi
podminky pro separaci a analyzu N-nitrosamini jsou nasledujici. Separace probihala
na kapilarni kolong¢ SLB™ — 5MS (30 m x 0,25 mm x 0,5 um), mobilni fazi bylo helium
s priitokem 1 ml/min. Teplota nasttiku byla 220 °C a davkovan byl objem 1 pl ve splitovacim
poméru 3:1. Teplotni program se pohyboval od 70 do 220 °C a celkova doba analyzy byla
17 minut. Teploty pro hmotnostni detektor byly nastaveny nasledovné: pro EI zdroj byla teplota
300 °C, pro pievodnik GC-MS 235 °C a pro kvadrupdl 150 °C. Piky byly sledovany v rozsahu
m/z 50-200.

U piipravy vzorki metodou SPME byly optimalizovany tyto parametry: vhodné sorp¢ni
vlakno, teplota a doba extrakce, objem nasyceného roztoku chloridu sodného. Nejlepsi
vytéznost poskytovalo Sedé vlakno se sorbentem DVB/CAR/PDMS. Optimalni teplota sorpce
byla 65 °C. Vétsi vytéznosti bylo dosazeno pii 30minutové extrakci a s piidavkem 200 pl
nasyceného roztoku chloridu sodného. Pti aplikaci tohoto postupu na vzorky potravin u nich
nebyla zjiSténa pritomnost N-nitrosamint. Pfi zjiStovani reprodukovatelnosti pomoci
standardniho pfidavku se relativni smérodatna odchylka pohybovala mezi 1-25 %. Aplikace
metody SPME pro stanoveni N-nitrosamint se tedy nejevi jako dobfe reprodukovatelna.

Pro metodu QuUEChERS bylo optimalizovdno mnozstvi pouzitych soli, rizné druhy
rozpoustédla a vyuziti vortexového mixéru nebo ultrazvuku. Jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo
byl zvolen 50% acetonitril. Vytéznost pii jeho pouziti byla nejvyssi ze vSech zkoumanych
rozpoustédel. 0,5 g soli bylo vybrano jako optimalni mnozstvi pro analyzu N-nitrosamint,
zejména kvili vysoké odezveé N-nitrosaminiit NMEA a NDEA. Jako lepsi varianta se ukézalo
pouziti vortexového mixéru, ktery dosahoval vyssi vytéznosti ve vétSing pripadi. Aplikaci
tohoto postupu na realné vzorky nebyla zjiSténa pfitomnost N-nitrosamint. Relativni
smérodatnd odchylka této metody se pohybovala od 1 do 10 %. Ptiprava vzork N-nitrosaminti

metodou QUEChERS se tedy jevi jako 1épe reprodukovatelna nez metoda SPME.
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