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ABSTRAKT

Néplni této bakaldiské prace bylo pojednat o aplikacnim potencidlu vysokoucinné
kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (LC-MS), a to nejen
v oblasti analyzy potravin, ale i jinych odvétvich. Uvodni kapitoly price jsou zaméfeny na
popis principu a instrumentace vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Déle je pojedndno o spojeni hmotnostni spektrometrie se separa¢nimi
metodami, véetné¢ vyctu vyhod a stru¢nych principii tohoto typu analyz. Vyznamnou cast
této prace tvoii kapitola pojedndvajici o vybranych skupindch organickych sloucenin, které
je mozné pomoci LC-MS analyzovat a detekovat vriznych typech potravinaiskych
vyrobkl. V dalsi ¢asti prace jsou stru¢n¢ uvedeny piiklady aplikovatelnosti této techniky
v potravindiském prumyslu, véetné moznosti, které redln¢ nabizi, ale v souCasné dobé¢
nejsou béZnou soucdsti analytické praxe. V posledni kapitole této prace jsou uvedeny
moznosti  vyuZiti spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii v jinych odvétvich.

KliCova slova: vysokoucinnd kapalinovd chromatografie, hmotnostni spektrometrie,

analyza potravin, analytickd chemie



ABSTRACT

The content of this thesis has been to discuss about the application potential of high
liquid performance chromatography with mass spectrometry (LC-MS), but not only in food
analysis but also in the other branch. In the introduction this work has been focused on
description of basic principles and instrumentation of LC-MS. The next discussed issue is
coupling of mass spectrometry with separation methods including advantages and basic
mechanisms of this analysis. One of the most important topics of this theses represent the
chapter dealing with selected organic compounds which is possible to analyse and detect in
various of foodstuff using LC-MS analyses. In the next part of this work, there are some
brief examples of applications of these techniques in food industry including possibilities
which they do offer to us but unfortunately which has not been used in analytical practise
yet. The last chapter is based on description of possibilities of LC-MS applications in other

areas.

Keywords: high performance liquid chromatography, mass spectrometry, food analysis,

analytical chemistry
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UVOD

Chromatografie je separa¢ni metoda, pfi které se od sebe odd¢€luji slozky piitomné
v matrici. Tato separace se uskutecniuje na zdkladé¢ vnaSeni vzorku mezi dvé vzdjemné
nemisitelné faze — fazi stacionarni (nepohyblivou) a fazi mobilni (pohyblivou). Objev
chromatografie sahd az do 90. let 19. stoleti, kdy rusky botanik, M. S. Cvét pouZzil
sklenénou kolonu naplnénou uhliCitanem vdpenatym pro d¢leni aizolaci barviv
z rostlinnych extraktd. OvSem teprve vroce 1941 byly poloZeny teoretické zdklady
separace latek touto metodou Arherem Johnem Porterem Martinem a Laucerencem
Milingtonem Syngem. Od té doby prosla fadou modifikaci a aZ v poslednich letech byl
zaznamenan vyznamné¢j$i pokrok ve spojeni téchto separaCnich technik s hmotnostni

spektrometrii.

Hmotnostni spektrometrie je fyzikdlné-chemickd metoda ur€end pro zjiSténi hmotnosti
atomt, molekul a jejich ¢4sti po jejich pfevedeni na kladné ¢i zdporné ionty. Tato metoda
ma vynikajici vypovidaci schopnost o strukturdch méfenych latek a tim se stdvd cennym
analytickym néstrojem. Hmotnostni spektrometr se sklddd ze tfi zdkladnich casti —
iontového zdroje, hmotnostniho analyzdtoru a detektoru. Mimo tyto zdkladni ¢asti velmi
podstatnou roli hraje také vakuovy Cerpaci systém, vhodny vstup do iontového zdroje a
pocita¢ s vhodnym systémovym vybavenim a s dostateCnou pamétovou kapacitou na
uloZzisti.

Spojeni obou vySe uvedenych metod umozZnuje, béhem jedné analyzy, odseparovat
latky ptfitomné ve sloZit€j$i matrici a nésledné je identifikovat. Vyhodou této analyzy je

predevsim Casova nendrocnost a vysoka citlivost.

Potraviny piedstavuji slozity systémem sestdvajici z velkého poctu raznorodych
chemickych sloucenin, v némZ dochazi k mnoha biochemickym, chemickym a fyzikdlnim
déjam. Pfi znalosti téchto dé&jii, predevsim reakénich mechanizmi, je moZné zabezpecit
jejich regulaci a tim optimalizovat dany vyrobni proces. Mezi nejvyznamnéjs$i organické
slozky potravin patii zejména lipidy, sacharidy, proteiny, vitaminy, flavonoidy,

mykotoxiny, pesticidy, alergeny a néktera potravindiska aditiva.

Pomoci LC-MS lze naptiklad provést strukturni charakterizaci a kvantifikaci slozek
potravin odpovédnych za chut, nutri¢ni vlastnosti nebo ptipadnou toxicitu. V souvislosti

s tim je mozné sledovat také zmény zptisobené tepelnou dpravou nebo starnutim potravin.
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Aplika¢ni oblast LC-MS je vSak mnohem Sir§i a nelze ji omezovat jen na analyzu
potravin. Tuto techniku lze uplatnit celé fad€é jinych odvétvi a k monoha rozliénym
ucelim. Jako piiklad Ize uvést objasnovani stuktur molekul a jejich chovéani v plynné fazi,
izotopovou  analyzu, supramolekuldrni  chemii, farmakokinetiku, = hmotnostn¢

spektrometrické zobrazovani nebo forenzni chemii.
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I. TEORETICKA CAST
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1 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

1.1 Historie a stru¢na charakteristika

Objev chromatografie sahd az do 90. let 19. stoleti, kdy rusky botanik, M. S. Cvét
pouzil sklenénou kolonu naplnénou uhli¢itanem véapenatym pro dé€leni aizolaci barviv
z rostlinnych extraktii. Pfes sviij mimoiddny dspéch byla metoda zapomenuta a ,,znovu
objevena“ Arherem Johnem Porterem Martinem (Obrazek 1, vlevo) a Richardem
Laucerencem Milingtonem Syngem (Obrazek 2, vpravo) roku 1941, ktefi polozili
teoretické zaklady separace a popsali moZnosti praktického vyuziti, za coz ziskali v roce

1952 Nobelovu cenu v oboru chemie za vyndlez rozdé€lovaci chromatografie. [1, 2]

Obrazek 1: Archer John Porter Martin a Richard Laurence Millington Synge, laureati

Nobelovi ceny roku 1952 v oboru chemie [3]

Chromatografie je tedy,obecné¢ feCeno, separacni metoda, béhem které se od sebe
odd¢€luji slozky ptfitomné v matrici. Tato separace se uskuteciuje na zdkladé¢ vnésSeni
vzorku mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze — fazi staciondrni (nepohyblivou) a fazi
mobilni (pohyblivou). Vzorek se umisti na zacatek staciondrni fize a pohybem mobilni
faze ptes staciondrni je soustavou undSen. Slozky poutané ke staciondrni fazi silnéji
se v systému ,,zdrzi* déle, zatimco v opacném piipadé dojde k rychlejSimu uvolnéni
slozek. Na zdkladé¢ tohoto principu se jednotlivé slozky od sebe oddéli. To
z chromatografie ¢inni jednu z nejicinnéjSich délicich metod. Velmi dulezitou veli¢inou
méfenou béhem tohoto stanoveni je retencni Cas, neboli doba, za kterou méfend latka
projde kolonou. Vzhledem k obcasnému nedokonalému odseparovani slozek je mozné
1 n¢kolikrat za sebou proces opakovat, dokud nedojde k pfijatelnému oddé€leni vSech Casti

vzorku. [2, 4, 5]
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1.2 Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografickych metod je pomérné velké mnozstvi, a proto je vhodné je délit dle

nejrazngjsich hledisek a nasledné do urcitych skupin.
a) Podle skupenstvi:

» kapalinovd chromatografie (LC; z angl. Liquid Chromatography) — mobilni{
fazi je kapalina Casto v podobé smési organického rozpoustédla s vodou
¢i pufrem. NejbéznéjSimi rozpoustédly jsou acetonitril, methanol a voda.
Staciondrni fazi je obvykle silikagel snavdazanymi vhodnymi ligandy

(kyanoskupina, uhlovodikové fetézce)

» plynova chromatografie (GC; z angl. Gas Chromatography) — mobilni fazi
je tzv. nosny plyn. Nejcastéji se pouziva vodik, dusik, helium ¢i argon.
Staciondrni fdzi miZe byt pevnd latka, nebo kapalina. Nejcast&ji

se vyuZzivaji polyetylenglykoly a polyestery. [5—8]
b) Podle uspofadani stacionarni faze:
» kolonové chromatografie — stacionarni faze se nachédzi v koloné
» plosné techniky:

= papirovd chromatografie (PC; zangl. Paper Chromatography) —
stacionarni faze je soucdsti chromatografického papiru v podobé
nevodnych poldrnich  (formamid, propylenglykol, methanol)
¢i nepoléarnich (parafinovy olej, hexan) latek. Mobilni fazi je vhodné
zvolené rozpoustédlo. Je mozné vyuziti nepoldrnich (lipofilnich)
i polarnich (hydrofilnich) rozpoustédel, a to v zavislosti na druhu
stacionarni faze vdzané na chromatograficky papir. NejpouzivanéjSimi

jsou aceton, ethanol, hexan, cyklohexan, benzen.

= tenkovrstvd  chromatografie = (TLC; zangl. Thin  Layer
Chromatography) — stacionarni fize je situovdna na pevny plochy
podklad, jimz muze byt napt. sklenénd deska ¢i hlinikovéa folie.
Sorbentem je nejcastéji silikagel a oxid hlinity. Mobilni faze je
zpravidla tvofena smési organickych rozpoustédel. V tomto sméru
existuje nepieberné mnozstvi kombinaci raznych druhii rozpoustédel

a jejich pomgérua. [5, 6, 8]
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c) Podle povahy ptevlddajictho déje — pii separaci hraje roli zna¢né mnoZstvi

fyzikélné-chemickych procest soucasné, jeden ovSem pievlada:

» rozdélovaci chromatografie — vliv na separaci ma odli$na rozpustnost sloZek

vzorku ve stacionarni a mobilni fazi;

» adsorpéni chromatografie — rozd€leni je vtomto pifipadé ovlivnéno

schopnosti sloZek adsorbovat na povrch stacionérni faze;

» iontové-vymeénnd chromatografie — elektrostatické piisobeni mezi funkénimi

skupinami iontoménice (staciondrni faze) a slozkami vzorku;

» gelovd chromatografie — pomoci pdérovité staciondrni faze (forma gelu)
se slozky odseparuji dle velikosti tak, Ze mensi sloZky zlstanou v pérech

gelu delsi dobu (molekulové sitovy efekt);

» afinitni chromatografie — stacionarni faze miuze vazat slozky vzorku,

ke kterym m4 selektivni vztah (afinitu). [5-7, 9, 10]

1.3 Kapalinova chromatografie

V pritbéhu uplynulych desetileti byl zaznamenan pomérné vyznamny rozvoj kapalinové
chromatografie. Postupnym vyvojem chromatografickych materidli s velmi vysokou
efektivitou bylo umoZnéno postoupit metodu na droven, pii které je pouzito vysokych
tlakti. V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. O separaci jednotlivych sloZzek
obsaZzenych ve vzorku nerozhoduje pouze jejich interakce se staciondrni fazi.Vyznamnou
roli vtomto procesu hraje rovnéZ faze mobilni, ¢imZ se kapalinovana chrogatografie
zésadnélisi od chromatografie plynové. [5, 6, 11] Béhem separace probihd rozdéleni
analytu mezi tyto dv¢ faze a doba, po kterou ziistanou v jedné Ci druhé je zdvisla na afinité
analytu k dané fazi. V soucasnosti se obvykletato metoda déli do tii zdkladnich variant,

a to na:

a) nizkotlakou kolonovou kapalinovou chromatografii — témét shodnd s ptivodnim
Cvétovym navrhem, ale pro analytické potieby je skoro nepouzitelnd, nicméné

je mozné ji vyuZit pro ucely preparativni;

b) vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC; zangl. High Performance
Liquid Chromatography) — tato metoda ma nyni v analytické chemii dominujici

postavent;
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c¢) plandrni chromatografii — je instrumentidlné jednoduchd, pomérné nendrocnd
na provedeni a pouZitelnd pro analytické i1 mikropreparativni ucely. Patii sem

predevS§im TLC a PC. [6, 7, 9, 10]

Dalsi déleni mize byt dle principu separace latek na kapalinovou chromatografii

adsorp¢ni, rozd€lovaci a chromatografii na iontoménicich. [6]

1.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie je chromatografickd metoda, jejiz pouZziti
spo¢ivd v separaci smési jednotlivych sloucenin ve smyslu identifikace a kvantifikace
téchto slozek. Jednd se o pokrocilej§i a instrumentdlné ndro¢nou techniku kapalinové
chromatografie. VyuZzitim kolon se staciondrni fazi o malé a dobie definované velikosti

¢astic je mozno dosdhnout velmi uspokojivého separacniho tuc¢inku. [11-14]

1.4.1 Princip HPLC

V separacni kolon€ je umisténa stacionarni faze, kterou lze povazovat v podstaté za
pevny nosic, coz je zpusobeno vysokou hustotou a homogenitou naplné. Aby bylo mozné
pies takto charakterizovanou fazi zajistit pfiméfeny pratok faze mobilni, je tieba vyuZzit
znacéného pretlaku, jenZ se pohybuje v fadech jednotek az desitek MPa a zajistuje tak

priitok mobilni faze v fddech mililitri za minutu. [12]

detektor

separatni
kolona 3

chromatograf

davkovaci zafizeni
{injektor)
vysokotlaké

zasobniky s terpadic

mobilni fazi

Obrazek 2: Schéma HPLC. [15]
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Tento proces je zajiStovan vysokotlakym cerpadlem, které se vyskytuje nejcastéji
ve dvou provedenich, a to linearnim a recipro€nim. Recipro¢ni ¢erpadlo tvofi pist ve valci,
ktery periodicky nasdvd a vytlaCuje mobilni fazi. Dvojice kulickovych ventili zde
napomahd k navoleni sméru toku mobilni faze. Tento typ Cerpadla neni bezpulsni. Tlakové
pulsy je ovSem mozné minimalizovat ¢i odstranit zafazenim druhého vélce pracujiciho
v opacné period¢. Linedrni Cerpadlo je téZ slozené z pistu ve vdlci, ale na rozdil
od recipro¢niho cerpadla o objemu v iddech mikrolitrti, se jednd o objemy v fadech
mililitr. Posunem pistu ve vélci je fdze postoupena davkovacimu ventilu. V praxi
je nejbeznéji pouzivané Cerpadlo reciprocni a to piedevsim v disledku moZnosti zmény
nastaveni (sloZeni mobilni fdze) béhem samotné analyzy, coz je pomé&rné velka vyhoda

na rozdil od ¢erpadla linedrniho. [2, 5, 6, 16]

Dals$im dulezitym bodem instrumentace HPLC je ddvkovaci zafizeni, které ma za tkol
nastiiknout do proudu mobilni faze, protlacované kolonou za pretlaku, pfesné definovany
objem vzorku. Pravé k tomuto dé&ji je nejCastéji vyuZzit Sesticestny ventil s ddvkovaci

smyckou o pfesn¢ daném objemu.

Kolony jako takové jsou navrZeny k pfekondni zna¢ného tlaku mobilni faze.B&Zné
se lze setkat socelovymi €i tlustosténnymi sklenénymi trubicemi, jejichz délka €ini 30 az
300 milimetrd a primér 2 az 5 milimetrd. Kolony jsou naplnény staciondrni fazi

(viz kapitola 1.4.2). [2, 5, 6, 16]

Detektory bézné v kapalinové chromatografii se podstatné 1i$i od detektor vyuzivanych
metody, ov§em piimo pro HPLC byla specidlné navrZena detekéni cela a to predevSim
rozmérové. Objem je tak maly, aby nedochdzelo k rozmyvani z6n latek pfichdzejicich

po separaci z kolony. [2, 5, 6, 11, 16]

1.4.2 Stacionarni a mobilni faze

Volba stacionarni a mobilni faze velmi tzce souvisi s volbou separacniho médu a tyto
dva body se Casto prolinaji. Pomoci pocate¢niho screeningu pii vyvoji dané metody je
pfedem dano zdkladni aplikacni zaméteni, diky kterému je nasledné mozné odhadovat, jak
se bude analyt v urCitém systému chovat. Tedy jak siln€ nebo slabé se budou zakladni typy

latek v systému zdrZovat.

Stacionarni faze je nepohyblivou slozkou chromatografického systému. Muze mit

podobu tuhé latky nebo filmu kapaliny, ktery je zakotveny, nebo chemicky navdzany
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na tuhou matrici, kterd se nazyva nosi¢. Je to ndpln chromatografické kolony, na které
dochdzi k vlastnimu procesu separace liatek. Na stacionarni fdze jsou kladeny obecné
pozadavky, které by mély spliovat. Jednd se zejména o chemickou a tepelnou stabilitu.
Déle nesmi dochézet k reakci s mobilni fazi a nesmi se v ni rozpoustét. Vymyvanim
staciondrni faze z kolony muZe byt sniZena citlivost detekce, nebo jeji tplné znemozZnéni.
Tento jev je ve vétSing piipadl zplisoben nevhodnym zvolenim mobilni fdze nebo teploty.
Velmi dutlezitou roli hraji také charakteristiky ¢asticovych staciondrnich fazi. Patii sem
pramérnd velikost a tvar ¢astic, relativni objem a primeérnd hodnota velikosti péra. Obecné
plati, Ze je separace Ucinngjsi, maji-li tyto ¢4astice stejnou velikost, kulovity tvar a kolona je
jimi naplnéna homogenné. RovnéZz délka a vnitini primér kolony maji podstatny vliv
na Gc¢innost a dobu separace. Nejpouzivangjsi staciondrni fazi byva oxid kfemicity rizné
zrnitosti, na ktery byly pomoci chemické modifikace navdzany vhodné funkcni skupiny,
které soucasné udavaji vyslednou polaritu staciondrni faze. Bé&zn¢€ jsou pouzivany
hydrofobni fdze s navdzanymi uhlovodikovymi ftetézci, podle jejichz délky byva faze
nazyvana. Jako piiklad 1ze uvést oktylsilikagel (C8) ¢i oktadecylsilikagel (C18). Na postu
stacionarni fize ovSem muZe byt vyuzit granulovany iontomeénic, sitovany polystyrenem
s kationogennimi ¢i anionogennimi skupinami. Tato technika chromatografie se nazyva
iontov€é vymeénnd chromatografie (IEC; z angl. Ion Exchange Chromatography). Pii stetu
s analytem vykazuje zminény materidl sitovaci efekt, ktery vede k separaci sloZek vzorku

dle velikosti molekul.

Mobilni faze je velmi duleZitym prvkem v separaénim procesu. Ovlivnéni retence
analytli je mozné zménou elucni sily mobilni faze, tedy pouZitim rozpoustédel o rizné
polarité. Volba mobilni faze pro dané aplikacni zaméfeni pak zavisi na typu analytu, jeho
fyzikédlné-chemickych vlastnostech, zvoleném typu detekce a na vybrané staciondrni fazi.
MozZnosti slozeni mobilni faze nejsou striktné omezeny a vyznamné urcuje ucinnost
kolony, rozliSeni méfeni a citlivost. Vzhledem ke skuteCnosti, Ze se dnes téméf vyhradné
pouzivaji staciondrni fdze chemicky véazané na inertnim nosici, které jsou svoji povahou
nepolérni, se pfi volbé rozpoustédel pro fazi mobilni nelze nez zaméfit na rozpoustédla
polarni. Nejcastéji se tak pouziva smés vody ¢i pufru s organickymi rozpoustédly, zejména
pak s methanolem a acetonitrilem. Vzhledem ke skuteCnosti, Ze dfive byla polarita
staciondrni a mobilni faze opacna (poldrni stacionarni a nepolarni mobilni féze), se pii
pouziti polarni mobilni faze hovoii o HPLC na reverzni fazi. Nezastupitelnou dlohu ma

v separa¢nim procesu rovnéZ volba typu eluce (v plynové chromatografii je analogii tzv.
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teplotni program). V HPLC se pouzivaji dva zdkladni typy eluce, a to izokraticka, kdy je
sloZzeni mobilni faze po celou dobu separace konstantni a gradientova, pii niZ se sloZeni

mobilni faze béhem samotné analyzy méni. [5, 9, 11, 17, 18]

1.4.3 Detektory v HPLC

YV,

Detektorti uzivanych v kapalinové chromatografii je celd fada. Jednodus$sim rozdélenim

se daji zaradit do nasledujicich skupin:

» fotometricky — sledovanym parametrem je absorbance latek ptichazejicich
z kolony v ultrafialové a viditelné oblasti. Skrz kyvetu prochazi svételny
paprsek ze zdroje. Typ zdroje zavisi na oblasti sledovanych vinovych délek
— deutrinova vybojka pro UV (ultrafialovou) oblast a halogenova Zirovka
pro VIS (viditelnou) oblast. Pro témét vSechny organické latky se jedna

o vSestranné provedeni detek¢ni techniky.

» fluorimetricky — vyuZiti zejména pro fluorescentni litky. Casto se aplikuje
vyuziti miniaturni vysokotlaké xenonové vybojky ¢i laseru. Dva
monochromadtory, jeZ jsou soucdsti systému, umoZznuji vybér délky
vlnového zareni fluorescencniho zafizeni. Detekce je moznd i pii velmi

nizkych mezich.

» hmotnostni — pomoci produkce hmotnostnich spekter je mozné
charakterizovat (identifikovat) latky vychdazejici zkolony s velmi

uspokojivou citlivosti. (viz kapitola 2)

» elektrochemicky — jednd se o alternativni moZnost detekce uzivané v HPLC.
Ve své podstaté se jednd o detektory zaloZzené na mcéfeni vodivosti
(ampérometrické) latek, které lze elektrochemicky redukovat ¢i oxidovat.

[2,5,6,8, 19]
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2 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

V ptipadé¢ hmotnostni spektrometrie (MS; z angl. Mass Spectrometry) se jedna
o fyzikalné-chemickou metodu uréenou pro zjisténi relativni hmotnosti atomi, molekul
ajejich casti po jejich prevedeni na kladné ¢i zdporné ionty. Pfi vhodné interpretaci
naméfenych vysledkli, md vybornou vypovidaci schopnost o struktufe analyzovanych
latek. Velmi dulezitou skutecnosti je rovnéz to, Zze pomoci této metody je mozné provést
stopovou analyzu organickych latek s dirazem na zjiSténi jejich struktury. Spojeni této
metody s metodami separaCnimi vyrazné zvySuje selektivitu a umoZiluje provadét

identifikaci komponent vzorku i ve slozité matrici. [13, 20]

Jde tedy o instrumentdlni analytickou metodu, kterd se béZné¢ vyuziva k analyzam
Sirokého spektra biologicky vyznamnych latek, jejiz poc€atky sahaji az do 19. stoleti,

od kdy byla postupem ¢asu zdokonalovana az do dneSni podoby. [21, 22]

2.1 Uvod do instrumentace hmotnostniho spektrometru

Nejbé&zné¢ji pouzivané hmotnostni spektrometry musi spliiovat tfi zdkladni poZadavky:
a) prevést studovanou slouceninu do plynného stavu (zde hraje vyznamnou tlohu
dostatend termickd stabilita slouceniny), b)ionizovat molekuly plynné faze, c) rozdélit
ionty podle poméru hmotnosti k poctu elementarnich néboji iontu. Tato kritéria jsou
zajistovana zdkladnimi stavebnimi prvky, které, i pfes znac¢né konstruk¢ni rozmanitosti
souCasnych instrumentaci, jsou u vSech pfistrojii tohoto typu velmi podobné. Jednd se
pfedev§im o iontovy zdroj, hmotnostni analyzitor a detektor. Vyjma iontovy zdroj,
hmotnostni analyzator a detektor patii k hmotnostnimu spektrometru dal$i vyznamné ¢asti.
Protoze je hmotnostni spektrometr zafizeni pracujici za velmi nizkych tlakl, je jeho
nedilnou soucdsti 1 vykonny, nejCastéji dvoustupfiovy vakuovy cCerpaci systém.
Ten umoZznuje udrZet dostatecné nizky tlak za vSech provoznich podminek. Dulezity je
samozfejme i vhodny vstup, jenZ umoZziiuje ptevedeni vzorku analyzované latky z vnéjsiho
prostiedi do prostoru iontového zdroje. V piipadé kombinace zafizeni s kapalinovou
¢i plynovou chromatografii je do prostoru iontového zdroje mimo litky vystupujici
z chromatografické kolony piivadéna také mobilni faze. Z toho divodu jsou tyto litky
piivadény bud’ piimo, anebo ptes vhodné rozhrani, které ¢aste¢né eliminuje podil mobilni
faze. Nelze opomenout také pocita¢ s vhodnym softwarovym vybavenim a dostate¢nou

pamét'ovou kapacitou na uloZisti, vzhledem k obsdhlosti vychdzejicich dat. [13, 20, 23]
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iontovy zdroj M 4 delcecor 3 —

Obrazek 3: Schéma hmotnostniho spektrometru

2.2 lontovy zdroj

Ionizace zkoumané litky je naprosto nezbytnym piedpokladem analyzy provedené
pomoci hmotnostniho spektrometru a to z toho diivodu, Ze veskeré informace poskytované
hmotnostnim spektrometrem se tykaji pouze ¢4stic nesoucich naboj. Energetickd ndro¢nost
ionizace zdvisi na typu analyzované latky, ale obecné pro organické slouceniny plati,
Ze prahovd ionizacni energie se pohybuje v intervalu 7-16 eV. Energetické d¢je nad touto
hrani¢ni energii vedou k prevedeni latky do iontového stavu. [13, 23] PouZity zptsob
ionizace zédsadné ovliviiuje aplikacni moZnosti metody. V poslednich letech konstrukce
novych iontovych zdrojii rozsitila pouziti hmotnostni spektrometrie na net€kavé latky
s vysokou molekulovou hmotnosti. Vytézek ionizace se u vétSiny pouzivanych ionizac¢nich
technik pohybuje okolo 0,01 %, coZ znamend, Ze proces ionizace vyznamné ovliviluje
citlivost méteni a mez detekce metody. KdyZ energie dodand molekule v pribchu ionizace
vyznamné pievySuje jeji prvotni ionizaéni energii, miZe poté dochdzet ke spotiebovéni
nadbyte¢né vibracné-rotacni energie fragmentaci vzniklého iontu. [13, 23]

Podle mnoZstvi dodané energie je obvyklé ionizacni techniky d€lit na:
» mékké —ptebytek dodané energie je maly a pravdépodobnost fragmentace pomérné
nizka;
» tvrdé —ptebytek dodané energie je dostacujici k fragmentaci iontli vznikajicich ve

spektrech prvniho tadu. [13, 23]

2.2.1 Elektronova ionizace

Elektronovd ionizace (EI; z angl. Electron Ionization) je piiklad tvrdé ionizaéni techniky
probihajici za vakua. Patii mezi nejb€Znéji pouzivané a nejlépe propracované zplsoby

ionizace, které se vyuzivaji predev§Sim v kombinaci GC-MS. Energetickym procesem
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vedoucim k tvorb¢ iontl je interakce analyzované latky s proudem urychlenych elektrond.

Pfi tomto procesu muiZe dojit predevs$im k ndsledujicim reakcim:
M+e - MY +2e” (1
M+e — M~ )

Vzhledem k povaze prostoru udrZzovanému uvnitt iontového zdroje, tedy vysokému
vakuu a z toho vyplyvajici malé pravdépodobnosti mezicasticovych interakci, je z hlediska
energetické stabilizace molekulového iontu upiednostiovan dé& prvy. Za urcitych
podminek, napiiklad za pfitomnosti elektronegativniho prvku, je mozné zvysit pocet

zaporng nabitych iontl pii EL [13, 23, 24]

Zjednoduseny princip spociva v elektrickém zhaveni rheniového ¢i wolframového
vldkna (katoda), které slouZzi jako zdroj proudu elektront, jez jsou smérovany prostorem
iontového zdroje smérem k anodg. Potencidlovy rozdil mezi nimi pak uddva energii
elektrond, které ptrichdzeji do kontaktu s latkou. Za standard se povazuje energie 70 eV,
ktera zajistuje vznik maximélniho poctu iontl a jejich rozsdhlou fragmentaci. Pro zvyseni
pravdépodobnosti interakce elektroni s molekulou je mozné zakiivit drahu elektront
polem malého permanentniho magnetu. Z prostoru ionizace jsou vznikajici ionty
smérovdny elektrostatickym polem pomocné elektrody (repelerem), udrZované
na vhodném potencidlu. Proud ionti je dédle urychlen a smérovdn ziontového zdroje

soustavou akcelera¢nich a fokusacnich elektrod. [13, 23, 24]

2.2.2 Chemicka ionizace

Chemicka ionizace (CI; z angl. Chemical Ionization) je pifikladem mékké ionizacni
techniky z plynné faze a spolu s EI je béZn¢ vyuzivdna predevS§im v kombinaci GC-MS.
Primarnim zdrojem vzniku ionttl je, stejn¢ jako v pfedchozim piipad¢, proud urychlenych
elektrontl, ov§em potencidlovy rozdil je o mnoho vyssi, az 300 eV. Jejich energie vSak neni
pfenaSena pifimo na analyzované molekuly, ale zprostiedkované pres reakéni médium
v podobé plynu ¢i kapaliny s nizkym bodem varu. V ioniza¢ni komote je pod relativné
vysokym tlakem, pohybujicim se v rozmezi 50-150 Pa, pfitomné reakéni médium. Vyssi
tlak zde vyrazn€ zvySuje pravdépodobnost mezimolekulovych a meziiontovych interakci.
Rovnéz vybér vhodného reakéniho média pro chemickou ionizaci znacné ovliviuje
mnoZstvi pfedané energie v tomto procesu, a tim ma vliv na rozsah moznych fragmentaci.
Pti kolizich iontl reakéniho plynu s molekulami analyzovaného vzorku se poté vytvareji

protonizované ionty. Takto vznikly iont srelativni hmotnosti o jednotku vyssi,
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nezZ hmotnost molekuly pred ionizaci se obvykle nazyvd protonovand molekula (v
literatufe se lze také setkat s oznaGenim kvazimolekuldrni iont) [M+H]". Iont vznikly
chemickou ionizaci je stabilnéjsi, nez iont vznikly ndrazem elektronii a obecné jsou spektra

vytvotend pomoci této metody jednodussi, nez v prvém piipadé. [13, 23, 24]

2.2.3 Sprejové ionizacni techniky

Sprejové ionizacni techniky jsou fazeny mezi m€kké ioniza¢ni techniky v kapalné fzi
ajsou kompatibilni zejména pro kombinace hmotnostniho spektrometru s kapalinovou
chromatografii. Komer¢ni instrumentace nejcastéji v soucasnosti vyuziva né€kolika typt,
kterymi jsou predevSim elektrosprejova ionizace (ESI; z angl. Electrospray lonization),
chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI; z angl. Atmospheric Pressure Chemical
Ionization), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI; z angl. Atmospheric Pressure
Photoionization) a ionizace laserem za atmosférického tlaku (APLI; z angl. Atmospheric

Pressure Laser Ionization). NejpouzivanéjSimi typy jsou ESI a APCI, o nichZ bude nize

pojednano. [13, 25]
Ionizace elektrosprejem

Elektrosprejovd ionizace je v soucasnosti nejbéznéji vyuzivanou metodou ionizace
v kombinaci LC-MS. Tento zplsob ionizace je silné endotermicky, protozZe ptrendasi ionty
z roztoku do plynné faze. Vyznacuje se vznikem jak kladng, tak zdporné nabitych iontd.
V zévislosti na polarité vloZeného napéti vznikaji tedy jak protonované, tak deprotonované
molekuly. Zfedény roztok analytu se v mnoZstvi n€kolika mikrolitrii za minutu zavadi
velmi tuzkou kapildrou z vodivého materidlu do rozprasovaci komurky. K rozpraseni
kapalné faze dochdzi vlivem nehomogenniho elektrického napéti, které se pohybuje v fddu
jednotek kilovolti. Dochazi ke vzniku drobnych kapicek se znacnou hustotou povrchového
naboje. Rozpoustédlo se z povrchu aerosolovych ¢astic rychle odpaiuje, hustota naboje
stoupd, az dojde k ,,vybuchu®“ a vzniknou podstatné¢ mensi ¢éstice, z nichz se molekuly
rozpoustédla vypatuji jeSté rychleji. Ve ziedéné plynné fazi tak rychle vznikaji ionty
zbavené rozpoustédla. SuSici plyn, nejcastéji dusik o teploté¢ 200-300 °C, napomahd
ionizovanym ¢asticim ke zbaveni se rozpoustédla a nadbytecné kinetické energie. Nakonec
se systémem vakuovych clon a §térbinovych elektrod vytvoii svazek iontli pro hmotnostné
spektrometrickou analyzu. Dochdzi ke vzniku molekulovych adukti dvojiho typu
v zéavislosti na moédu vkladaného napéti. V pozitivnim ionizacnim mdédu dochazi, vyjma

tvorby protonované molekuly [M+H]", ke vzniku aduktovych iontdi, napf. [M+Na],
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[M+K]", [M+NH4]*. V nékterych piipadech lze pozorovat také vyS§i asocidty,
napf. [2:-M+H]" nebo [2-M+Na]" apod. V negativnim ionizaénim mdédu vznikaji nejéastéji
ionty [M-H] a [M+Cl]". Z vyssich asociatii pak [2-M-H] nebo [2:M-2-H+Na]". [12, 13, 21,
26] Elektrosprejova ionizace je povazovana za nejmekci ionizacni techniku vitbec, pfi¢emz
jeji aplikacni potencidl je velmi Casto srovnavan s ionizaci laserem za ucCasti matrice
(MALDI; z angl. Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization). ESI je aplikovatelna pro
hodnoty m/z pfiblizn€¢ do 100 000 a pokryvd studium od stfedn¢ polédrnich latek az po
slouceniny iontového charakteru. K problému s ionizaci mize dojit v ptipad¢ analyzy malo

polarnich a nepolarnich sloucenin. [13, 27]
Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

V piipad¢ chemické ionizace za atmosférického tlaku se ptfivadi mobilni faze pomoci
vstupni kapildry do pneumatického rozprasovace, jehoz plast je vyhiivan na teplotu
az 700 °C. Tim dojde k efektivnimu rozpraseni a odpafeni kapalné faze. VloZeni ndboje na
mobilni faze pfitomné v plynné fazi ve velkém nadbytku vic¢i analytu. Ionty vzniklé
zmobilni faze (tzv. reakéni plyn) ndsledn¢ ionizuji molekuly analytu, podobné jako
je tomu pii klasické chemické ionizaci, tedy pfenosem protonu za vzniku protonované
molekuly [M+H]*, nebo deprotonované molekuly [M-H]. Vzhledem k relativné malé
velikosti kapic¢ek a rychlému procesu suSeni, témét nedochédzi ke vzniku aduktovych iontt,

jez lze pozorovat ve spektrech prvniho fadu pfi pouZiti elektrospreje. [12, 13, 26]

Fotoionizace za atmosférického

vV,

Fotoionizace za atmosférického tlakuje novéj$i metoda pouzivand k ionizaci analyta
pomoci zatfeni. Z konstruk¢niho hlediska je velmi podobnd chemické ionizaci za
atmosférického tlaku, avSak na misto jehly produkujici koronarni vyboj je umisténa UV
lampa emitujici elektrony v izkém energetickém rozsahu, tak, aby bylo ionizaci podrobeno
co nejvice molekul analytu a co nejmensi mnoZzstvi rozpoustédla. MoZnost aplika¢niho
zamefeni APPI a APCI jsou dosti podobné, zejména co se tyCe oblasti analyzy 1€k,
nepoldrnich lipidh, pfirodnich l4tek, pesticidi a riznych organickych sloucenin.
Fotoioniza¢ni metoda je ov§em vhodnéj$i pro analyzu vysoce nepolarnich latek, jako jsou

polyaromatické uhlovodiky a ma mé&kci charakter, nez APCI. [26, 27]
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2.2.4 Ionizace laserem za ucasti matrice

Pro analyzu extrémné¢ velkych molekul v podobé predevs§im syntetickych a pfirodnich
polymerti, ale i proteinl a peptidil s velkou molekulovou hmotnosti slouzi mé&kka ioniza¢ni
technika zndmé jako MALDI. Hned po ESI se jednd o nejSetrnéj$i ioniza¢ni metodu,
pfi niZ je mira fragmentace velmi mald. Pfed samotnou ionizaci se vzorek smichd s matrici,
nejcastéji v podobé organické kyseliny, kterd snadno absorbuje energii laseru. Poté je smés
vysuSena a podrobena samotné ionizaci. Proces ionizace zahrnuje kratké intenzivni pulsy
laseru, ktery zahfeje a desorbuje matrici a analyt. Dochézi k ionizaci matrice, ze které
putuje ndboj v podob¢ protonu k analytu a tim jej ionizuje. Nejcastéji dochdzi ke vzniku
iontd [M+H] nebo vicendsobné nabitych iontd [M+nH]"™, a to v zdvislosti na povaze
matrice, intenzité laseru ¢i pouZitého napéti. Také je moZzné laserovy puls opakovat, dokud

neni docileno pozadovanych ionti. [26, 27]

Na Obrazku 4 je pro snadnéjsi predstavu piipadného Ctenare graficky naznacena

aplikacni oblast pro viechny vySe komentované ioniza¢ni techniky.
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Obrazek 4: Aplikac¢ni oblast vybranych ioniza¢nich technik

2.2.5 Ambientni ioniza¢ni techniky

V ptipadé€ téchto technik je analyt pfitomen na vhodném povrchu vné hmotnostniho
spektrometru. Poté je vloZen pted tzv. pfimy vstup a na povrch je namifen ionizaéni
impulz, napiiklad v podobé laserového paprsku, proudu metastabilnich iontl nebo
sprejovych kapicek rozpousStédla. To ma za ndsledek desorpci analytu, jeho ionizaci

a v konecné fazi zavedeni pfimym vstupem do hmotnostniho spektrometru. Vyhodou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

tohoto druhu analyzy je absence ptipravy vzorku, velkd rychlost analyzy a také fakt, Ze se
nejednd o destruktivni metodu. Nevyhodou je sloZitost spekter a skuteCnost, Ze nékteré
analyty, zejména vétsi bilkoviny, nejsou pomoci této techniky ionizovany. [28, 29]

4

V soucasné dobé¢ je popsano pies 27 ambientnich ionizacnich technik, mezi nejznamé;jsi
patii desorpCni ionizace elektrosprejem (DESI; z angl. Desorption Electrospray Ionization)

a pfimd analyza v redlném Case (DART; z angl. Direct Analysis in RealTime)
DESI

Princip DESI vychdzi z konceptu elektrospreje. Kapalina vychézejici z elektrospreje,
Casto smé&s vody s methanolem, je aplikovdna na studovany povrch vzorku pod urcitym
uhlem (zpravidla 50°) a z ur€ité vzdalenosti (obvykle 5 mm). Po aplikaci je na povrchu
vzorku vytvofen tenky film rozpoustédla, pficemz nastidvd velmi rychld extrakce ci
rozpusténi analytu. Interakci iontli, vzniklych sprejovanim, s povrchem vzorku dochdazi
k desorpci iontll analytu, které jsou poté vedeny do hmotnostné-spektrometrického
analyzdtoru. Tento koncept ma fadu vyhod, pfedev§im zjednodusSuje tpravu vzorki,

nebo ji zcela odbourava. [30, 31]
DART

Jednd se o velmi podobnou techniku jako DESI a je mozné ji vyuZzit k analyzdm
pevnych, kapalnych i plynnych vzorkll bez jakékoliv upravy. Molekuly reakéniho plynu
v podobé hélia, ¢i dusiku jsou excitovany pomoci vyboje, za vzniku metastabilnich ionti
a excitovanych castic. Ionty jsou zachyceny na elektrodé¢ a k reakci se vzorkem tedy
postupuji pouze excitované ¢astice reakéniho plynu. Po reakci téchto ¢astic s molekulami

vzorku dochazi k ionizaci. [30, 31]

2.3 Hmotnostni analyzatory

«, e

je hmotnostni analyzdtor. V soucasnosti se v praxi vyuzivd Sest zdkladnich typi
hmotnostnich analyzatori a to magneticky analyzator, kvadrupdlovy analyzator, iontova
past, pruletovy analyzator, orbitrap a iontova cyklotronova rezonance. V tomto segmentu
jsou ionty produkované v iontovém zdroji rozliSovany podle poméru jejich hmotnosti

a niboje, tedy m/z. [13, 26, 27,32]
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2.3.1 Magneticky hmotnostni analyzator

Magneticky hmotnostni analyzdtor je nejstarSi, s vysokym rozliSenim a Sirokym
hmotnostnim rozsahem. Vyskytuje se vétSinou v hmotnostnich spektrometrech s velkym
rozliSenim a madlokdy byva spojen pfimo se separacni metodou. Ve své podstaté jde
o elektromagnet, mezi jehoZ pélovym ndstavci prochdzi urychlené ionty. Ty na zaklade
rizného chovani v magnetickém poli, zpisobeném riznymi hodnotami m/z, opisuji drahy

o jinych polomérech a tim se prostorové rozdé€luji. [13, 23]

2.3.2 Kvadrupélovy analyzator

Kvadrupélovy typ analyzatoru skytd béZné uplatnéni u hmotnostnich spektrometrti
v kombinaci s plynovou a kapalinovou chromatografii ¢i kapilarni elektroforézou. Tvofi jej
Ctyfi tyCe kruhového nebo hyperbolického prafezu, které jsou pfipojeny ke zdrojim
stejnosmérného a vysokofrekven¢niho sttidavého napéti. Pfi vhodné zvoleném napéti se
analyzator kvadrupdlového typu chova jako filtr, ktery dovoluje propustit z oscilujicich
iontd vyhradné ty, o urcité hodnoté m/z. Ostatni Castice ptitomné v analyzdtoru se dostdvaji
na nestabilni drdhy, ndsledkem cehoZ je zplsobeno jejich zachyceni bud’ na sténich
pristroje Ci na tyCich kvadrupdlu. Postupnymi zménami v nastaveni vkladaného napéti na
kvadrupdl je mozné nechat timto filtrem postupné projit ionty ve zvoleném intervalu
hodnot m/z. Mezi dal§i vyhody této komponenty také patii jeho kompaktni velikost,
rychlost skenovéni, ucinnost a nendro¢né poZadavky na vakuum. Pravé proto je Casto
v€lenovan do mensich a levnéjSich piistroji. Vyhodou kvadrupélového analyzatoru je také
to, Ze muze byt zaclenén do tzv. tandemové hmotnostni spektrometrie neboli spektrometrie
s vice analyzétory. Nejcastéjsi variantou tandemového zapojeni kvadrupdlu je tzv. trojity
kvadrupdl. Ten je sloZen ze tii kvadrupdlovych jednotek, pfiCemz stfedni kvadrupdl tvoii
nizkoenergetickd kolizni cela, na kterou je vloZeno pouze vysokofrekvencni napéti. Jedna
se o tzv. kolizi-indukovanou disociaci. Timto zpiisobem Ilze naptiklad detekovat
produktové ionty ze zvoleného prekursoru, nebo naopak se mohou k danému

produktovému iontu najit jeho prekursory, piipadné detekovat prekursory eliminujici stejné

neutralni ¢astice. [13, 23, 24, 26, 33, 34]

2.3.3 Iontova past

V ptipadé iontové pasti (IT; zangl. Ion-trap) se jednd o trojrozmérmou obdobu
kvadrupdlového filtru, jeZ umoZiuje v ohraniCeném prostoru uzaviit ionty za vyuZiti

sttidavého elektrického pole. Ve své podstaté¢ jde o soustavu tii elektrod — vstupni
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a vystupni kruhové elektrody hyperbolického prifezu a prstencovou stfedovou elektrodu,
na kterou je privddéno vysokofrekvencni napéti s proménlivou amplitudou. Iontova past
pracuje ve dvou rtiznych fazich. Ve fazi prvni dochazi k zavedeni analyzované molekuly
otvorem ve vstupni kruhové elektrod¢ a k ionizaci pomoci pulzu elektronti. Béhem toho
dojde k akumulaci dostate¢ného mnozZstvi iontii v iontové pasti. Doba této akumulace se
obvykle pohybuje v rozmezi 10us az 200 ms, ovSem v piipadé velmi malého mnoZstvi
vzorku se muze prodlouzit az na 1 s. Pfi ndsledném zvySovani amplitudy stifidavého napéti,
jsou ionty srostouci hodnotou m/z vypuzovany z pasti skrz otvor vystupni kruhové
elektrody, odkud putuji do detektoru. [13] Vysoce cenénou piednosti, kterou iontova past
oplyvd, je moZnost méfit tzv. tandemova spektra (MS"). To znamend, Ze ionty pozorované
ve spektrech prvniho fddu mohou byt vyizolovany a nasledné rozfragmentovéany. Tento
proces miiZze byt opakovan dle schopnosti daného piistroje. Vicendsobnd fragmentace

muZe poskytnout velmi cenné informace o chovani iontl v plynné fazi. [35]

2.3.4 Priiletovy analyzator

Z hlediska principu je praletovy analyzator (TOF; zangl. Time of Flight)
nejjednodussim hmotnostnim analyzatorem. Neni zde potfeba vyuziti magnetického pole.
Je tvofen pouze evakuovanou trubici a k rozdéleni ionti dochdzi v ¢ase na zdklad¢ jejich
odli$né doby letu z iontového zdroje k detektoru. Pfi odliSnych hodnotich m/z rtznych
iontd, vychdzejicich z iontového zdroje pfi stejné kinetické energii dochdzi k nabrani jiné
detektoru dorazi pozd¢ji. Dosazitelné rozliseni, tedy Casova diference zavisi na délce
dréhy, kterou ionty musi urazit. Aby nebylo zapotiebi prili§ rozmérného zafizeni, jsou
Casto konstruovany s tzv. reflektronem, neboli elektrostatickym zrcadlem, které zndsobuje
praletovou drahu iontd. Hlavni vyhodou tohoto hmotnostniho analyzatoru je teoreticky

neomezeny hmotnostni rozsah. Je casto vyuzivdn v kombinaci LC-MS pro analyzu

vysokomolekularnich latek. [5, 13, 26]

2.3.5 Orbitrap

vV

Orbitrap je jednim z nejnovéjSich typti hmotnostniho analyzatoru. Jedna se o kombinaci
iontové pasti a hmotnostniho spektrometru s Fourierovou transformaci. Ve své podstaté se
jednd o typ elektrostatické iontové pasti. Pohyblivé ionty jsou uvéznény

v nehomogennich elektrostatickych polich podél centrdlni vélcovité elektrody. lonty se
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vnasi do elektrostatického pole a zacinaji kmitat po slozitych spirdlovych vzorech, pravé

kolem stfedni elektrody. Nejvétsi vyhodou obritrapu je vysoka kvalita rozliSeni. [36- 38]

pruletovy analyzator orbitrap

Obrazek 5:Hmotnostn{ analyzétory [39-42]

2.4 Detekcni systémy v MS
Detektory vyuzivané v hmotnostni spektrometrii Ize délit do dvou kategorii

1) detektory pro pitima méfeni, jez detekuji elektricky proud vznikly piimym dopadem
ionti;

2) detektory ndsobicové, jez vyuZivaji efektu ndsobeni elektront vzniklych po dopadu
iontd a jsou schopny poskytnout mefitelné signély i pro jednotlivé ionty. Jednd se

o elektronndsobicové a fotondsobicové detektory. [13]
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3 SPOJENI MS A SEPARACNICH METOD

Spojeni hmotnostni spektrometrie se separacnimi metodami umoznuje v jedné analyze
od sebe latky separovat a nésledné identifikovat, i kdyZ se jednd o slozitou matrici.
Vyhodou je Casov€ nendrond a méné pracnd analyza, oproti metoddm vyuZivajici tyto
komponenty zvlast. Jako komplikaci metody lze uvést uziti rozdilnych tlakii v obou
komponentech, tedy pfechod z atmosférického tlaku do vakua, nebo vysoké pratoky
analytu v separacnich technikach. [12, 13] Mezi nejbézné€ji uZivané spojeni hmotnostni
spektrometrie patii zejména LC-MS, GC-MS a kapilarni elektroforéza s MS (CE; z angl.
Capillary Electrophoresis).

3.1 HPLC-MS

V poslednich letech byl zaznamenidn velky pokrok v oblasti pfimého spojeni
separacnich technik s technikami spektrdlnimi. Spojenim kapalinové chromatografie,
jakozto metody s velmi vysokou a tucinnou schopnosti separace jednotlivych sloZek
analyzovaného vzorku s hmotnostni spektrometrii, kterou l1ze povazovat za velmi citlivou
a spolehlivou identifika¢ni techniku, je docileno pomérné¢ dtlezité vyhody v podobé
moznosti analyzy pfedevsim netékavych, velmi polarnich a z pohledu termiky nestabilnich
latek. Tyto latky jsou obtizné analyzovatelné jinymi postupy ¢i instrumentaci napi. pomoci
plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie, pti nichZ je i dostatecnd tékavost latky

podminkou pro uskute¢néni méteni a tim i celkové analyzy. [2, 12, 32]

V uplynulych letech byl také zaznamendn znacny pokrok pravé ve sféfe pfimych
spojeni separacnich metod se spektrdlnimi. Vhodnou separa¢ni technikou se v prvnim
kroku rozd€li smés latek obsazenych ve vzorku a poté se v kroku druhém ziskaji informace
o struktufe jednotlivych sloucenin. V idedlnim piipadé je mozno identifikovat jednotlivé

slozky smési o nezndmém sloZeni ¢i alespon piiblizné odvodit jejich strukturu.

Zékladnim ptfedpokladem pro uUspéSné spojeni kapalinového chromatografu
a hmotnostniho spektrometru je ovSem dostate¢né Ucinné odstranéni slozek mobilni faze

pfed tim, neZ je uskute¢néna samotna ionizace. [32, 13]

Z hlediska vyuziti v potravindiském primyslu je vhodné zminit, Ze tato metoda je Casto
vyuzivdna praveé pro strukturni charakterizaci a kvantifikaci netékavych slozek. Tyto
slozky dodavaji jak surovindm samotnym, tak i findlnim vyrobkiim potravinaiského

primyslu jejich nutriéni vlastnosti, chut, ale i moZnou toxicitu. Nejcastéji se jedna
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o analyzu lipidli, sacharid, glykoproteinli, peptidi, proteinil, vitamind, umélych
i pfirodnich barviv, farmak typu antibiotik a rtistovych hormoni v potravinich Zivo€isného
puvodu, které vyznamnym zplsobem ovlivituji nutri¢ni hodnotu. Také je mozné sledovat
zmény ve struktufe vySe zminénych latek, které mohou nastat pfi skladovani, tepelnych
procesech, ale 1 pfi starnuti potravin. Z pohledu zajiSténi zdravotni nezavadnosti potravin je
pomérné dileZitd také informace o struktuie a obsahu netékavych xenobiotik, jakoZto latek
télu cizich a potencidlné nebezpecnych v zdvislosti na druhu xenobiotika. Vyznamné
uplatnéni pak nachédzi i ve farmaceutickém prtimyslu, kde je uplathovdna zejména pro
strukturni charakteristiku a kvantifikaci 1€Civ, jejich syntetickych meziprodukti,
ale i neCistot ¢i rozkladnych produktii. V oblasti toxikologie je spojeni separacnich
a spektrdlnich metod v souCasné dob& nejbeZnéji pouzivanym a nejvyznamnéjSim

vV,

nastrojem pro provadéni kontrol novéjSi generace dopingovych latek ve vrcholovych
sportech, nebo pro popsani polarnich ndvykovych latek a jejich metabolitii v nejriaznéjSich
télnich tekutinich. Ekologické analyzy vyuZivajici tuto techniku se zaméfuji hlavné na

stanoveni polarnich netékavych polutantli ze vzorkt vody a pud. [1, 13, 38]

O typech slou¢enin vyznamnych pro potravinaisky primysl, které 1ze pomoci LC-MS
detekovat bude bliZze pojednano v kapitole 4. Analyzy vybranych druhli potravin budou
komentovany v kapitole 5. Posledni kapitola tohoto rukopisu pak podd stru¢ny ptehled
o dalSich aplika¢nich oblastech LC-MS.

3.2 GC-MS

Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii lze vyuzit pouze pro
analyzu tékavych nizkomolekuldrnich a termdlné stabilnich latek. Obecné se jako hranice
detekce uvadi hodnota 500 g-mol™. T pies tuto skute¢nost pronikd tato metoda do $irokého
spektra rutinnich chemickych analyz, a to pfedev§im z divodi ¢asové nendrocCnosti,
citlivosti méfeni a moznosti uskuteCnit stopovou a ultrastopovou analyzu. Nejcastéji je
vyuzivana pro analyzy komplikovanych smési latek, u kterych je identifikace jednotlivych
slozek na zdklad¢ retencnich Casii nemoznd. Také komplexni vzorky, které obsahuji

nezndmé slozky, mohou byt timto zptsobem prozkoumany.
Zékladni problematikou tspéSného spojeni obou zafizeni je jejich tlakova
nekompatibilita, tedy pfechod =z pfiblizn¢ atmosférického tlaku na vystupu

z chromatografické kolony do prostoru iontového zdroje, kde je vysoké vakuum. To miiZe
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vést k poklesu citlivosti a ke zhorSeni charakteru spekter. DalSim pfedpokladem pro
spojeni GC s MS je dostatecné¢ vykonny cerpaci systém, ktery je schopen odcerpat

nadbytek nosného plynu z prostoru ionizace.

Prestoze se pii vétSin€ analyz vnasi vzorek do nastfikového prostoru v podobé¢ roztoku,
ktery pieveden do plynné faze, existuji typy analyz, pfi nichz je do néstfikového prostoru
nanésen jiz plynny vzorek. Takovy typ analyzy se oznacuje jako tzv. headspace GC. Tento
typ analyzy lze pouZzit napiiklad pfi analyze senzoricky aktivnich latek alkoholickych
napojt (pivo, vino), ale také pfi studiu riznych typti polymert, které nejsou v béznych

typech rozpoustédel rozpustné.

Velkou vyhodu GC-MS, ve srovndni s LC-MS, pfedstavuje moZznost vyuZit pii
charakterizaci jednotlivych slouc¢enin tzv. knihovny spekter, které jsou béZnou soucasti
softwarového vybaveni. Jednd se o databdze obsahujici desitky tisic hmotnostnich spekter
ziskanych metodou EI-GC-MS, coZ je umoZnéno tim, Ze elektronovad ionizace se

standardné provadi za ptesné danych podminek (200 °C, 70 eV).

V potravinatském primyslu je GC-MS standardné pouZzivanou analytickou technikou
pro objektivni hodnoceni vini a chuti, jejichZ nositelem jsou Casto prave tékavé latky. Dale
je mozné tuto metodu vyuzit napiiklad v oblastech toxikologie, ekologie nebo ve

farmaceutickém primyslu. [13, 43, 44 ]

3.3 CE-MS

V pripad¢ spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostnim spektrometrem se v podstaté
jednd o komplementarni metodu k LC-MS. Jednd se o elektromigracni metodu, kterd
nachdzi vyznamné uplatnéni predevSim v oblasti analyzy latek iontové povahy
v komplikovanych matricich. Dilezitou aplika¢ni oblasti je napiiklad farmaceuticka
analyza, kde se Casto vyuZiva pro stanoveni obsahu a strukturni charakterizaci peptidovych
Ié¢iv. V praxi je CE-MS analyza uplatiiovdna pfi studiich biopolymert typu bilkovin

a fragmenta nukleovych kyselin. [13, 43, 45 ]
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4 VYBRANE SLOZKY POTRAVIN DETEKOVATELNE METODOU
LC-MS

Potraviny patii k velmi sloZitym systémim, tvofenym velkym poctem chemickych
sloucenin. Chovani téchto systémi se proto muze za urCitych podminek vyrazné liSit.
Dochézi zde k mnoha biochemickym, chemickym a fyzikdlnim dé&jiim. Znalost téchto dé&ju,
predevs§im reakénich mechanizmd, je nezbytnym ptredpokladem pro jejich regulaci, a tim
i pro moZznosti riznych optimalizaci vyrobnich procest. Ty vedou k efektivnosti vyroby
i k nutnosti produkovat potraviny takové jakosti, resp. uzitné hodnoty odpovidajici
zabezpeceni spravné, raciondlni vyZivy populace a eliminace latek Skodlivych. Latky
obsazené v potravinidch lze riznymi zptusoby délit do n€kolika kategorii. Dulezitou roli pti
tom hraji predevsim ruzné strukturdlni specifika, biologické vlastnosti, ale i pavod

v potraving, ¢i odliSné nutri¢ni vlastnosti. [46—48]

V ramci této kapitoly bude stru¢né pojedndno o vybranych skupindch organickych
sloucenin, které hraji v potravindfstvi vyznamnou ulohu a jejichZ pfitomnost v piislusné
potravindiské matrici lze potvrdit ¢i vylou€it pouzZitim vysokoucinné kapalinové
chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii.

Mezi hlavni sloZky potravin detekovatelné metodou LC-MS patii:

» lipidy

» sacharidy

» proteiny, peptidy, aminokyseliny
» vitaminy

» flavonoidy

» mykotoxiny

» pesticidy

» alergeny

» potravinova aditiva. [46]

4.1 Lipidy

vvvvvv

rostlinnych i zivociSnych produktech, a jsou esencidlni sloZkou podilejici se na udrzeni

zivotnich funkci organismu. Lipidy se vyznamné podileji na nutri¢ni i senzorické hodnot¢
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vétSiny druht potravin. Z energetického hlediska se také jednd o nejbohatsi zdroj. Jsou to
ptirodni slou€eniny, které obsahuji vdzané mastné kyseliny s vice jak tfemi atomy uhliku.
Z chemického hlediska se jednd o strukturné velmi nesourodou skupinou latek, pficemz
jejich hlavnim souhrnnym znakem je ptfitomnost dlouhych nepolarnich uhlovodikovych
fetézcl, které tzce souvisi s dobrou rozpustnosti téchto sloucenin v nepoldrnich
rozpousStédlech (napf. chloroform, benzen) a CédsteCnou rozpustnosti, nebo uplnou

nerozpustnosti ve vod¢. [46-51]

Dle chemického sloZeni je 1ze délit na:

v

homolipidy

v

heterolipidy
» komplexni lipidy
» doprovodné latky lipidi. [47, 48]

4.1.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (FA; z angl. Fatty Acids) jsou alifatické monokarboxylové kyseliny,
které 1ze z lipid uvolnit hydrolyzou. Z vyZivového hlediska jde o nejpodstatnéjsi soucast
lipidi. Ve véazané podob¢ se od sebe odliSuji délkou a charakterem uhlovodikového
fetézce, stupném nasycenosti a v n€kolika piipadech i piitomnosti dalSich substituenta.
Ve vétsiné piipadil jsou vazany estery ¢i amidy v homolipidech nebo heterolipidech, 1ze se

ovSem setkat 1 s mastnymi kyselinami volnymi. Volné mastné kyseliny vznikaji

hydrolytickym Stépenim lipidil za pfitomnosti enzymu hydrolazy.
Lze se setkat s t€émito typy mastnych kyselin:

» nasycené mastné kyseliny
» nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou
» nenasycené mastné kyseliny s vice dvojnymi vazbami

» mastné kyseliny s trojnymi vazbami a riznymi substituenty. [48, 49, 51]

Nasycené mastné kyseliny

Nasycené mastné kyseliny (SAFA; =z angl. Saturated FA) jsou obvykle obsaZeny
v lipidech se sudym poctem uhlikovych atomi a nerozvétvenym fetézcem. Pocet
uhlikovych atomt se pohybuje v rozmezi 4 az 60 a ve vétSin¢ piipadi se vyskytuji esterove
vazany na dalsi slozky lipidii. Nasycené mastné kyseliny jsou chemicky velmi stdlé a méni

se teprve pi1 dlouhodobém zdhfevu nebo za vysokych teplot. Za béZznych podminek
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zpracovani a skladovani potravin se témét nemeéni. Jejich obsah v potravinédch se velmi 1isi,

nejvetsi zastoupeni maji vSak kyseliny palmitov4 a stearova.[48, 49]

Tabulka 1: Ptiklady nasycenych mastnych kyselin [48]

Trivialni nazev Systematicky nazev Pocet atomu uhliku

maselna butanova 4
myristova tetradekanova 14
palmitova hexadekanova 16

stearova oktadekanova 18

arachova ikosanova 20

Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou

Tyto mastné kyseliny, oznacované také jako MUFA (z angl. Monounsaturated FA),
obsahuji pouze jednu dvojnou vazbu ve svém fetézci, navzdjem se pfitom odliSuji polohou
této vazby, délkou uhlikového fetézce a prostorovou konfiguraci. Z nutricniho hlediska jde
o nezanedbatelnou soucdst stravy. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii predevsim kyselina
olejovd, nachdzejici se zejména v rostlinnych olejich a v lipidech tvofici biologické

membrény. [48, 49, 51]

Tabulka 2: Piiklady monoenovych mastnych kyselin [49]

Pocet atomi  Poloha dvojné

Trivialni nazev Systematicky nazev uhliku i Isomer
myristolejova tetradec-9-enova 14 9 cis
palmitolejova hexadec-9-enova 16 9 cis

olejova oktadec-9-enova 18 9 cis
elaidovd oktadec-9-enova 18 9 trans
erukova dokosa-9-enova 22 13 cis

Nenasycené mastné kyseliny s vice dvojnymi vazbami

Jednd se o slouceniny zndmé také pod oznacenim polyenové mastné kyseliny (PUFA;
z angl. Polyunsaturated FA) majici ve své struktufe dvé nebo vice dvojnych vazeb, které se
nachdzi v navzdjem izolované poloze. Zvlastni postaveni zaujima skupina tzv. esencidlnich
mastnych kyselin. Rozezndvdme mezi nimi mastné kyseliny fady n-6 a n-3. U fady n-3 se
nachdzi prvni dvojnd vazba na tfetim atomu uhliku od koncové methylové skupiny,

v pfipadé€ fady n-6 na uhliku Sestém.
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Ptiklady esencidlnich mastnych kyselin:

» fada n-3 —kyselina a-linolenovd, eikosapentaenové, dokosahexaenova
» tada n-6 — kyselina linolov4, y-linolenova, arachidonova. [48, 52]

Vyjma systematického nazvoslovi lze pti vyjadfovani struktury mastnych kyselin pouZit
tzv. zkrdceny zapis obsahujici pocet atomil uhliku a pocet dvojnych vazeb (za dvojteckou).
Poloha dvojnych vazeb se vyjadii ¢iselnymi lokanty atomi uhliku, ze kterych dvojné
vazby vychazeji. Na obrazku 6 je pro ilustraci zndzornéno pouZiti zkraceného zapisu pro

kyselinu o-linoleovou.

183 (9,12,15) g8 5 It
g8 s 1

l OH
polohy dvojnych vazeb

pocet dvojnych vazeb
pocet atomU uhliku

Obrazek 6: Zkraceny zapis a strukturni vzorec kyseliny o-linoleové

4.1.2 Homolipidy

Homolipidy jsou estery mastnych kyselin a alkoholii, které neobsahuji Zadnou dalsi

slozku. DéIi se dle struktury ptfitomného alkoholu na:

» estery jednosytnych alkoholi (vosky)
» estery dvojsytnych alkoholt (glykoly)
» estery trojsytnych alkoholt (glyceroly)
» estery vicesytnych alkoholi.

Z potravinafského hlediska jsou nejvyznamnéjSi glyceroly. Podle poctu navizanych
mastnych kyselin se déli na monoacylglyceroly, diacylglyceroly a triacylglyceroly.
Pti bézné laboratorni teploté (25 °C) se nekteré z vySe uvedenych typi homolipidii mohou
vyskytovat ve form¢ kapalin ¢i tuhych latek. Podle toho se pak dé€li na oleje (kapalné)
a tuky (tuhé). Dle pivodu pak na rostlinné a Zivocisné. Jsou-li na glycerol navdzany tfi
stejné mastné kyseliny, jde o jednoduché triacylglyceroly, pokud se navdzané matné

kyseliny lisi, jde o triacylglycerolysmiSené.[48, 49, 50, 51]

4.1.3 Heterolipidy

Heterolipidy obsahuji mimo mastnych kyselin a alkoholu také kovalentné vazané slozky

(kyselina fosfore¢nd, cukerné slozka aj.).
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D¢lent heterolipidti dle navdzané slozky:

» fosfolipidy — lipidy obsahujici esterové vazanou kyselinu fosfore¢nou

» glykolipidy — derivaty mastnych kyselin obsahujici cukernou slozku

» sulfolipidy — lipidy obsahujici esterové vazanou kyselinu sirovou

» ceramidy a cerebrosidy — lipidy obsahujici sfingosin nebo jiné aminoalkoholy

» sialolipidy — lipidy obsahujici kyselinu sialovou, nebo jeji zbytky.[48—51]

4.1.4 Komplexni lipidy

Komplexni lipidy jsou makromolekularni latky obsahujici kromé kovalentné vdzanych
mastnych kyselin ve formé vySe uvedenych lipidd, také slozky vazané napiiklad
hydrofobnimi vazbami ¢i vodikovymi mustky. Patfi mezi n¢ zejména lipoproteiny,

komplexni glykolipidy, mukolipidy a dalsi. [48, 49]

4.1.5 Doprovodné latky lipida

Lipofilni latky obsazené v surovinach a potravinovych vyrobcich, které ovSem nejsou
lipidy, se nazyvaji lipoidy. Do této skupiny doprovodnych latek patii zejména lipofilni

vitaminy, steroly, steroidy, vySsi uhlovodiky, vyssi alkoholy a dalsi latky. [48, 49]

4.2 Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity mikroskopickych vlaknitych hub, které Casto
kontaminuji potraviny i krmiva. Ke kontaminaci zemédélskych produkti muze dojit
v riznych féazich predchézejicich jejich konzumaci. Vedle exogenni kontaminace mohou
byt potraviny kontaminovdny i v souvislosti s cilenym vyuZivanim plisni v riznych
potravinafskych a biotechnologickych procesech. Problémem je také jejich stabilita pii
vysokych teplotidch a v kyselém prostfedi. Diky tomu nemohou n¢které tpravy potravin
a krmiv pfitomné mykotoxiny odstranit. Z chemického hlediska se mykotoxiny 1isi jak
stavbou své molekuly, tak svymi ucinky. Mohou to byt hepatotoxiny, neurotoxiny,

s 2w

a karcinogeny. U nékterych mykotoxin jsou uvadény i teratogenni ucinky.

Mezi nejvyznamnéjsi producenty mykotoxini patii plisn¢ rodt Aspergillus, Fusarium
a Penicillium. Vyznamnymi mykotoxiny jsou napiiklad aflatoxiny, ochratoxin A, patulin,
citrinin, fusarin C, fumonisiny a dal$i. Strukturni vzorce vybranych mykotoxinll jsou

uvedeny na Obrazku 7. [46, 48, 53-55]
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Obrazek 7: Strukturni vzorce vybranych mykotoxinQ

V soucasnosti je zndmo pies 470 mykotoxinti. Mezi ¢asto napadenymi potravinaiskymi
komoditami byvaji zpravidla kukufice, pSenice, jeCmen, ryze, oves, rizné druhy ofech,

mléko a syry. [53, 54]

4.3 Sacharidy

Sacharidy jsou biologicky aktivnimi latkami a zdkladni sloZkou vSech ZzZivych
organisml. Z chemického pohledu jsou to polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony
obsahujici ve své molekule nejméné tfi alifaticky vdzané atomy uhliku. Za sacharidy jsou
také povazoviny molekuly vzniklé jejich kondenzaci za vzniku acetalovych,

glykosidovych vazeb. [48, 49, 56]
Sacharidy lze dé¢lit dle néasledujicich kritérii:

» podle funk¢ni skupiny — aldosy a ketosy
» podle poc¢tu atomt uhliku v molekule — triosy, tetrosy, pentosy, hexosy...
» podle poctu monosacharidovych jednotek — monosacharidy, oligosacharidy,

polysacharidy. [49]

4.3.1 Monosacharidy

Monosacharidy jsou nejjednoduss$imi cukry, které vzhledem k obsahu pouze jedné
sacharidové jednotky nemohou byt hydrolyzovany na jednodussi sacharidy. Vyskytuji se
jak volné, tak vazané v oligosacharidech ¢i polysacharidech. Monosacharidy obsahuji
pomérné velké mnozstvi hydroxylovych skupin, jsou tedy velmi polarni a dobfe rozpustné

ve vod€. V potravindistvi jsou z monosacharidii dtlezité pouze pentosy a hexosy.
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K vyznamnym fyzikdlnim vlastnostem monosacharidii patii optickd otdcivost, tedy
schopnost stacet rovinu polarizovaného svétla bud’ doprava, nebo doleva. Na zdklad¢ toho

je lze dale délit na D-nebo L-formy. [48, 49, 51]

Mezi  sacharidy snejmensi molekulovou hmotnostni patii glyceraldehyd
a dihydroxyaceton. Glyceraldehyd obsahuje jeden asymetricky uhlik, proto se vyskytuje ve
dvou forméch, jako L-glyceraldehyd a D-glyceraldehyd. Od téchto dvou slouenin jsou

dale odvozeny vyssi cukry, liSici se po¢tem atomul uhliku v molekule.[48, 50]

Nejvyznamnéj$imi monosacharidy nachdzejicimi se v potravindch jsou zejména hexosy
glukéza, fruktéza a galaktéza. Jsou béZnou sloZzkou vétSiny potravin, ovSem
v proménlivém mnoZstvi a zastoupeni. Ve vEétSim mnozstvi se monosacharidy vyskytuji
napiiklad v ovoci. Zde hraje velkou roli druh ovoce, stupen zralosti, posklizinové
skladovani a zpracovani. Do velké Casti potravinarskych produkti jsou monosacharidy
pfidavany za Géelem zlepsit jejich organoleptické vlastnosti. Castym jevem je piidavek ve

formé invertniho cukru ¢i sirupti. [49, 57]

4.3.2 Oligosacharidy

K oligosacharidim patii sacharidy skladajici se ze dvou az deseti monosacharidovych
jednotek. Monosacharidové jednotky jsou spojeny glykosidovou vazbou. Takto vzniklé
oligosacharidy 1ze dle po¢tu monosacharidovych molekul ve struktute dale d¢€lit na di-, tri-
az dekasacharidy. Vyznamné misto v potravindistvi zaujimaji disacharidy laktéza
a sacharéza. [56, 49] Laktdza (systematicky 4-O-(B-D-galaktopyranosyl)-D-glukopyranosa)
neboli mlécny cukr, je disacharid sklddajici se z galaktézy a glukézy. Kravské mléko
obsahuje primérn¢ 3-5 % tohoto cukru. Vstfebavani probihd v tenkém stievé po
enzymatickém Stépeni na monosacharidové jednotky. Enzym zajiStujici tento proces se
nazyva laktdza a Casto je jeho ¢innost s rostoucim vékem snizena. To ma za nasledek
znacny rozvoj stievnich bakterii a s tim spojené zaZivaci problémy. Dulezitou roli také
hraje pfi vyrobé mléénych vyrobkl, kterym doddvd vhodné senzorické vlastnosti

a poskytuje substrat pro bakterie mlééného kvasSeni pii vyrobé nékterych vyrobki,

napft. jogurtd.

Sacharéza, jejiz systematicky néazev je B-D-fruktofuranosyl-a-D-glukopyranosid,
se sklada z glukézy a fruktdzy a Casto je nazyvana také jako titinovy cukr. Vyskytuje se
v ovocnych §tdvéch a rostlinnych tekutindch. Surovinami pro primyslovou vyrobu tohoto

cukru predstavuje cukrova titina nebo cukrova fepa. [48, 49, 57]
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4.3.3 Polysacharidy

Polysacharidem je oznaCovédna latka obsahujici ve své struktufe vice jak deset
monosacharidovych jednotek, vzdjemné propojenych glykosidovou vazbou. Jsou to velmi
polarni makromolekuly, které ve vod¢ tvoii viskézni roztoky nebo gely, nebo jsou ve vodé
zcela nerozpustné. Retézce polysacharidit mohou byt jak linedrni (vétvené, nevétvené), tak
cyklické. Dle obsaZzenych slozek ve struktufe se déli na homopolysacharidy

(homoglykany) a heteropolysacharidy (heteroglykany).

Vv s

NejdtlezitéjSim rostlinnym zasobnim polysacharidem je Skrob, ktery tvoii Skrobova
zrna charakteristického tvaru pro danou rostlinu. Skrob je sloZen ze smési dvou hlavnich
slozek — amylosy a amylopektinu. Je obsazen v mnoha surovinich, které jsou
povazovany za zékladni v lidské vyzive. Patii sem napiiklad brambory, kukufice, pSenice,

ryZe a dalsi. [48, 49, 50]
44 Vitaminy

Vitaminy jsou organické nizkomolekularni latky, které jsou syntetizované autotrofnimi
organismy. U heterotrofnich organismi probihd tato syntéza pouze v omezené mife
a primdrné je ziskdvaji jako latky exogenni, piedev§im potravou. V metabolismu ¢lovéka
vystupuji jako biokatalyzdtory a jsou nezbytné pro liatkovou pfeménu a regulaci
metabolismu. Proto jsou oznaCovany za exogenni esencidlni biokatalyzatory. Vitaminy se
nepodileji na kryti energetickych potfeb organismu, ani se nejednd o stavebni ¢i strukutrni
jednotky organismu. Plni vSak diileZitou ulohu v oxida¢né-reduk¢nich systémech, mohou

také vystupovat jako prekurzory kofaktorti riznych enzymd. [46, 48, 58]

Dilezitym kritériem déleni téchto latek je jejich rozpustnost, na zdklad¢ které se d€li na
vitaminy hydrofilni, rozpustné ve vod¢ a lipofilni, rozpustné v tucich. Mezi vitaminy
rozpustné ve vodé patii vitaminy B-komplexu a vitamin C (kyselina askorbova
a dehydroaskorbovd). Vitaminy skupiny B zahrnuji vitamin B; (thiamin), B, (riboflavin),
B3 (niacin), Bs (pantothenova kyselina), B¢ (pyridoxin), By (folacin, kyselina listovd) a By,
(kobalamin). Vitaminy rozpustné v tucich jsou vitaminy A (all-trans-retinoidy),
D (cholekalciferol a ergokalciferol), E (tokoferoly a tokotrienoly), K (fylochinon
a farnochinon). [58] Na Obrazku 8 jsou zndzornény strukturni vzorce vybranych

vitaminu.
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Obrazek 8: Strukturni vzorce vybranych vitamint

Vitaminy jsou termolabilni latky, které snadno oxiduji. Tato skutecnost z nich ¢ini
pomérmné nestalé slozky potravin. Vzhledem ke své nestabilit€¢ jsou povazovéiny za
ukazatele aplikace spravného technologického postupu, skladovani, ¢i kulindrni dpravy
v potravindiském primyslu. Mnohé znich jsou bé&Zn¢ vyuZivany jako potravinarska
aditiva, napiiklad jako antioxidanty ¢i latky upravujici barvu. Mozné vyuziti ¢asto nachdzi
také ve fortifikaci potravin, tedy pfi obohacovéni potravin slozkami, které mohly byt

v pribéhu technologického zpracovani ztraceny. [48, 58]

4.5 Flavonoidy

Flavonoidni latky, neboli flavonoidy jsou béZznymi sekundarnimi metabolity rostlin.
Jedna se o podskupinu polyfenolickych latek. Ve své struktufe obsahuji dva benzenové
kruhy spojené tiiuhlikatym fetézcem v uspofdddni C¢—C;3—Ce. Jsou znamé jako barevné
pigmenty s antioxidacni aktivitou, kterd je ovlivnéna ptedevSim poctem a polohou
hydroxylovych skupin ve skeletu pfisluSné molekuly. Svymi vlastnostmi se li§i od jinych
fenolovych rostlinnych pigmentti, z toho diivodu jsou vyclenény samostatné. Déleni je

pomérné nejednoznacné, nejcastéji se ovSem lze setkat srozclenénim flavonoidi dle
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stupné oxidace C; fetézce na katechiny (flavan-3-oly), leukoanthokyanidiny (flavan-3,4-

dioly), flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly a anthokyanidiny. [46, 48, 58]

V pfirod¢ je ¢asto pozorovan vyskyt flavonoidli vazanych na sacharidy. Tyto latky jsou
nazyvany flavonoidni glykosidy, které se vétSinou nachdzeji ve formé O-glykosidi,
v nichZz je aglykonovy kruh navazan pfes hydroxylovou skupinu, obykle v poloze C7.
Nejb&zn¢jSimi cukernymi slozkami jsou D-glukosa, L-rhamnosa, D-galaktosa, L-arabinosa

a dalsi. Flavonoidy se ovSem mohouvyskytovat jako volné latky.

V soucasné dob¢ je popsano pies 5000 flavonoidnich latek. Ve vétSim mnozZstvi

se vyskytuji v potravinich jako je napiiklad ovoce a zelenina. U nékterych latek tohoto

-----

ucinky. [46, 48, 58]
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5 PRIKLADY HPLC-MS ANALYZ VYBRANYCH DRUHU
POTRAVIN

Pomoci HPLC-MS analyzy je moZzné zkoumat potraviny z nejriznéjSich hledisek.
Vzhledem k vysoké vsSestrannosti této metody lze provést strukturni charakterizaci
a kvantifikaci slozek podminujici chut, nutricni vlastnosti a piipadnou toxicitu
potravindiskych surovin a produktti. Rozsah aplikovatelnosti této metody v potravinarském
primyslu je obrovsky. Vztahuje se jak k analyzdm zahrnujicim vSestranné prozkoumdéni
stopovych latek v potravindch, s dirazem na toxické latky typu agrochemikalif,
mykotoxinti, rezidui veterindrnich 1éCiv, rtstovych hormont ¢i jinych farmak, tak na
analyzu latek vyskytujicich se zde v nesrovnatelné vétSim méfitku. Ze zdkladnich slozek
potravin lze uvést napiiklad peptidy, proteiny, lipidy, sacharidy, glykoproteiny ¢i vitaminy.
Vyuzitim HPLC-MS lze sledovat strukturni zmény vysSe zminénych typu latek béhem
procesu tepelné dpravy a starnuti potravin. Touto metodou lze studovat také strukturu
a obsah netékavych xenobiotik, jakozto litek potencidlné se vyskytujicich v potravinich.

[13, 46]

5.1 Syr

Hmotnostni spektrometrii 1ze posoudit zdravotni nezdvadnost syrt.. Je mozné stanovit
napiiklad pfitomnost mykotoxini pochdzejicich z mléka, nebo vznikajicich cinnosti
mikroorganismti béhem procesu zrani (napt. alfatoxin MI, roquefortine). HPLC-MS
metody jsou schopné detekovat obsah téchto toxinl i pii velmi nizkych koncentracich.
Kvalita téchto vyrobklli mize byt také provéfena pomoci podrobné analyzy peptidovych
frakci, ty jsou zde pfitomny diky piirodnim proteolytickym procesiim. Peptidy jsou
generovany pii proteolytickych reakcich vznikajicich pii technologickém zpracovani, tedy
pii vyrobé a zrani syrt. K pritbéhu proteolytickych reakci dochazi diky enzymtim bakterii
mlécného kvaSeni, pouzitému syiidlu nebo enzymim pfitomnym ve zpracovdvaném
mléce. Vzhledem ke sloZitosti peptidovych frakci je jejich uplnd charakteristika v syrech
mozna pouze za vyuziti HPLC-MS. Peptidy pfitomné v syru lze vyuzit ke stanoveni
autenticity slozek uvedenych na vyrobku, k charakterizaci vyrobni technologie, ale také
napiiklad ke stanoveni druhu mléka, které bylo k vyrobnimu procesu pouZzito (kravské,

ov¢i, buvoli apod.) nebo doby zrani syru. [59, 60, 61]
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5.2 Miéko

MiIéko je jednou ze zdkladnich slozek lidské vyzivy a klicovou roli hraje jako prvek
predevSim vyZivy kojenecké. Mimo to se jednd o dulezitou komoditu ve svétové
ekonomice. Proteiny nachdzejici se v mléce se déli do dvou dilezitych skupin — bilkoviny
mlécného séra a kaseinové bilkoviny. Kaseinové bilkoviny jsou ¢lenény do Ctyt zakladnich
frakci na og1,00, B a k kaseiny. Mezi hlavni predstavitele bilkovin mlécného séra, tedy
syrovatkovych, lze zaradit napiiklad B-laktoglobuliny, a-laktoglobuliny, sérum albumin,
imunoglobuliny, laktoferrin a proteoso-peptony. Nachdzi se zde i dalSi proteiny, ovSem
v ne piili§ vyznamném mnozstvi. Frakce syrovatkovych bilkovin jsou povazovdany za latky
s vyznamnou biologickou aktivitou, které maji pozitivni zdravotni ucinky. Z tohoto
divodu jsou bézné¢ produkty na bazi hydrolyzovanych sérovych proteinli podavany pfi

kojenecké vyZzivé za ticelem prevence gastrointestindlniho snaseni kravského mléka.

Vzhledem k tomu, Ze je mléko sloZitou matrici slou€enin, je k analyze jeho i od né&j
odvozenych produktii spektrdlnich a chromatografickych metod casto vyuzivéano.
V ptipadé¢ HPLC-MS zejména pro ucely identifikace, kvantifikace a charakterizace
mlécnych proteint, tukll a sacharidi.. Nejcastéji byva vysetieni mléka zacileno pravé na
mlécéné bilkoviny. VyuZzivd se také k objasnéni vztahll mezi zastoupenim jednotlivych
bilkovin a nutricnich vlastnosti za pouziti riznych technologii zpracovani a padélani
mlécnych vyrobkl. Mléko je jednim z hlavnich zdroji alergenti v potravinach. Proto jsou
analyzy zaloZzeny na spojeni shmotnostni spektrometrii vyuzivany k detekci

a charakterizaci alergennich proteint. [48, 61, 62, 63]

U mléka a mlécnych vyrobka (napi. suSenych mlék pro novorozence), ale mléénych
vyrobkl, které nejsou urCeny pro lidskou spotiebu (krmiva pro zvitata) je LC-MS
s uspéchem pouZivano pfi odhalovani pfitomnosti melaminu (2,4,6-triamino-1,3,5-triazin),
ktery obsahuje 67 % dusiku a je do vyrobkl pfiddvéan s cilem zamaskovat nedostatecCny
obsah bilkovin. V neddvné dob&¢ bylo zaznamenidno nékolik ptipadi nedovoleného
pfidavani melaminu do potravin (Cina, 2008 — susené mléko pro kojence) &i krmiv pro
zvitata (USA, 2007 — krmivo pro zvitata), které mélo za nésledek tisice nemocnych déti
v Cing a tisice uhynulych zvitat v USA. [64] Nejen s ohledem na tyto pifpady jsou neustile
vyvijeny citlivéjsi, rychlejsi a ekonomictéjsi analytické metody urcené pro stanoveni

melaminu v potravinach. [65]
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5.3 Sunka

Diky HPLC-MS je mozné odhalit nederivatizované biogenni aminy v Sunce, ale i jinych
masnych vyrobcich. Biogenni aminy, vznikajici dekarboxylaci aminokyselin, jsou diilezité
pfi posuzovani otdzky kvality a zdravotni nezdvadnosti masnych vyrobki. U Sunky je
mozné napiiklad stanovit ptitomnost kadaverinu, histaminu, agmatinu, fenylethylaminu,
spermidinu a dal$ich biogennich aminti. Pro stanoveni a posouzeni t€kavych slozek tohoto
typu produktii je ve vétsiné pripadi upiednostiiovana analyza pomoci GC-MS. Nepolarni
komponenty, jeZ Sunka obsahuje, jako napiiklad peptidy a bilkoviny jsou analyzoviny
pomoci HPLC-MS. V nékterych piipadech proteomickych analyz je ovSem mozZné
analyzovat vzorky za vylouc¢eni HPLC, aplikovat pfimy nastfik vzorku do hmotnostniho

spektrometru a tim urychlit analyzu.

Parametrem kvality, Casto vnimanym ze strany spotiebitelil, je jasné Cervend barva,
kterd ovSem neni zplsobena pifidavkem pomocnych aditivnich l4tek. Diive byl diivod, pro¢
jsou ,,stafené Sunky‘ schopné udrzet si svoji charakteristickou barvu piehlizen. Nyni je
pomoci hmotnostni spektrometrie objasnéno, Ze za uchovani ¢ervené barvy téchto Sunek
(Parmska apod.) jsou odpovédné Zn-porfyrinové komplexy obsahujici jako majoritni

slozku chromofor. [66—68]

5.4 Vino

Hroznové vino a vino z néj produkované obsahuje velmi sloZité ptirodni litky a je
aktudlnim a oblibenym tématem chemickych analyz. Pomoci HPLC-MS a GC-MS byly
u tohoto typu potraviny identifikovany stovky komponent odpovédnych za aroma, chut’
a barvu. HPLC-MS je vyuzivédna zejména pii studiu neté¢kavych latek této komodity. Jako
ptiklady Ize uvést polyfenolické latky (anthokyanyny, flavonoly a taniny), které uddvaji
danym vinim charakteristickou barvu. Pfi analyzdch zabyvajicich se anthokyany
a flavonoidy je vyuziviana metoda HPLC-MS/MS, kterd umoZnuje prozkoumdni, jak
aglykonovych ¢asti, tak ¢asti cukernych. Také obsah jedné z nejzndmé;jSich antioxidacnich
sloZek vina se silnym ucinkem, resveratrolu, je velmi ¢asto ur€ovan touto instrumentaci.
Resveratrol je zde pifitomen ve dvou isomernich forméch arGznych glykosilovanych
verzich, proto jeho analyza neni zcela jednoduchd. Navzdory tomu je dand metodika
schopna, pii zakomponovani ionizacnich technik APCI a ESI schopna identifikovat

a kvantifikovat vSechny formy této slouceniny.
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Proteiny piitomné ve vin€ hraji dileZitou roli pfi posuzovdni kvality vina. Maji
vyznamny vliv na chut’ a jakost vina, popiipad¢ zpusobuji nezddouci zdkal. Mohou se zde
také vyskytovat mykotoxiny, napiiklad ochratoxin A. Tyto skupiny latek jsou pomoci

HPLC-MS analyzy stanovitelné. [69-71]
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6 OSTATNI APLIKACE HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie pfedstavuje dynamicky se rozvijejici oblast analytické
chemie a hmotnostni spektrometr pak jeden z nejmodernéjSich a nejsofistikovangjSich
ptistrojii, které jsou v analytické chemii vyuZivdny. PiestoZze je ptredloZend price svoji
povahou uzce =zaméfena na aplikace hmotnostni spektrometrie v kombinaci
s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii v oblasti analyzy potravin, povaZzuji za
vhodné se ve strucnosti zminit i o dalSich odvétvich, v nichZ je hmotnostni spektrometrie
s uspéchem vyuzivdna. Aplikacni oblast hmotnostni spektrometrie je relativné Sirokd,
pfiemz tak jak jde vyvoj hmotnostnich spektrometrii kazdym rokem dopiedu, je mozZné
pozorovat také neustdle nartistajici pocCet aplikaci, v nichz je sluZzeb hmotnostni

spektrometrie vyuzivano. Jedna se napiiklad o:

» objasnéni struktury molekul a jejich chovani v plynné fazi

» izotopovou analyzu

» supramolekuldrni chemii

» chemie 1é¢iv a farmakokinetiku

» ,omiky* (proteomika, genomika, lipidomika, metabolomika)

» hmotnostné-spektrometrické zobrazovani

» forenzni chemii (analyza 1éCiv a drog, prokazovani dopingu nebo analyza

inkoustl a barev).

V nasledujici ¢asti této kapitoly bude o nékterych vySe uvedenych oblastech strucné

pojednéno.

6.1 Supramolekularni chemie

Jednd se o védeckou disciplinu, kterd se, pfes svoji bohatou historii, do SirSiho
povédomi odborné vefejnosti dostala aZ v 80. letech minulého stoleti. Onim klicovym
okamzikem se stalo udéleni Nobelovy ceny v oblasti chemie Jean-Marie Lehnovi, Charlesi
J. Pedersenovi a Donaldu J. Cramovi vroce 1987.[72] Supramolekuldarni chemie
pfedstavuje obor zahrnujici v sobé nékolik védeckych disciplin, a sice organickou,
anorganickou, fyzikalni a analytickou chemii. Hovofi-li se o supramolekularni chemii, je
velmi Casto pouzivan termin ,,host-guest chemistry*, ¢imz je vyjadfovdna interakce mezi
molekulou hosta a hostitele. Hostitelem je obvykle molekula o vétSi molekulové
hmotnosti, uvnitt jejiz kavity mlze byt inkludovdna molekula hosta. Hostitelské

makromolekuly jsou nckdy oznaCované terminem ,molekuldrni kontejner®.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

Vev s

Nejvyznamné€j$imi a nejzndméjSimi hostitelskymi molekulami jsou kalixareny, crown-
ethery, cyklodextriny a cucurbit[n]urily. Strukturni vzorce a grafické zndzornéni
skutecného vzhledu vybranych hostitelskych molekul jsou pro ilustraci zndzornény na
Obrazku 9. Struktura molekuly hosta se do znacné miry odviji od typu hostitelské
molekuly, protoze urCity typ hostitelské molekuly je obvykle schopen vytvaret
supramolekuldrni komplexy jen s nékterymi typy molekul. Molekula hosta tak mize byt
pfedstavovdna jak jednoatomovym aniontem ¢i kationtem, tak vétSi organickou ¢i
anorganickou slou¢eninou. Vznikly komplex je stabilizovdan nekovalentnimi interakcemi
(van der Waalsovy sily, vodikové mustky, halogenové vazby, =n-m interakce C¢i
elektrostatické sily). [73-76]
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Obrazek 9: Vybrani zastupci molekularnich kontejnerd. [77]

Kromé toho, Ze mohou byt déje odehravajici se mezi hostem a hostitelem studovany
pomoci fady instrumentdlnich metod v roztoku, Ize se také zaméfit na popisovani dé&ji
odehravajicich se v plynné fazi. K tomuto tucelu velmi dobie poslouzi hmotnostni

spektrometrie. [78]

V neddvné dob¢ bylo publikovdno velké mnoZzstvi zajimavych praci tykajicich se
chemie molekuldrnich kontejnerti (hostitelskych makromolekul) v plynné fazi. [79] Jako
ptiklad lze uvést recentni praci vyzkumné skupiny prof. Naua, zabyvajici se studiem
komplexti typu hostitel-host, pfi¢emz jako hostilelé vystupuji riizné typy cucurbit[n]urilti
a jako hosté tfi slouceniny na bazi bicyklo azoalkant. [80] Pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie byly, u rGznych komplexti typu cucurbituril-azoalkan, pozorovany odlisné

typy disociacnich reakci probihajicich v plynné fazi. Reaktivita jednotlivych typii
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komplexti se liSila sohledem na velikost kavity hostitelské molekuly a strukturu

piislusného bicyklo azoalkanu.

6.2 Chemie lé¢iv a farmakokinetika

Chemie 1é¢iv, neboli farmakochemie je obor zabyvajici se studiem chemoterapeutik
(chemickych 1é¢iv) a farmaceutickych pomocnych latek, které jsou dostupné metodami

chemické syntézy.

Farmakokinetika se oproti tomu zabyva pusobenim organismu na aplikované 1é¢ivo
a zabyva se teoretickymi moZnostmi, které mohou po podani 1é¢iva do organismu nastat.

[81]

Metoda HPLC-MS naléza vyznamné uplatnéni v oblasti charakterizace a kvantifikace
1éCiv, jejich syntetickych meziproduktli, doprovodnych necistot a rozkladnych produkti.
Casto je vyuZzivana také pii studiu kinetiky a mechanismu odbourdvéni 1é¢iv v organismu
a strukturni identifikaci vznikajicich metaboliti. LC-MS je rovnéZ nezbytnou souc¢ésti pro
strukturni charakterizaci proteinii nebo enzymu (resp. jejich aminokyselinovych zbytki)
jako potencidlnich vazebnych mist pro syntetickd 1é¢iva. Mimo to je v fad¢ zdravotnickych
instituci vyuzivdna pro terapeutické monitorovéani cilené protinddorové 1éCby, napiiklad
prostfednictvim tyrosinkindzovych inhibitord (TKI). Diky velmi dobré ptesnosti
a spravnosti naméefenych vysledki napomdhd klinikim v rozhodovacim procesu, zda
v 1écb¢ pacienti pokracovat a pii jakych davkach TKI aplikovanych do organismu.

[21, 22, 82]

6.3 Forenzni chemie

MozZnosti praktického wuplatnéni hmotnostni spektrometrie Ize velmi dobfe

dokumentovat na fad¢ piikladi z oblasti forenzni chemie.

Prvnim piikladem miZe byt uréeni poméru stabilnich izotopli atomu uhliku
hmotnostnim spektrometrem, které umoziiuje odhalit dopovani vrcholovych sportovct
testosteronem, pficemz za hlavni vyhody lze povazovat rychlost a piesnost provedenych
analyz. Hmotnostni spektrometrie tak predstavuje velmi ucinny nastroj antidopingovych
kontrol, ktery je pouZzivén 1 pii vrcholnych sportovnich udélostech typu olympijskych her.

[83]
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Do oblasti analyzy organickych molekul patii znacny pocet aplikaci vénovanych
analyze drog, kontrole potravinovych doplikl, kdy mtze byt Gi¢inek piirodniho materidlu
podpofen pfiddnim syntetizované ucinné latky, analyze inkoustll a barev ¢i odhalovani
vybusnin na zkoumaném povrchu, které ma mozné vyuziti napiiklad pii letiStnich
kontrolach. Pfi tomto typu analyz jsou, vyjma obvyklych hmotnostné-spektrometrickych
metod, relativné Casto aplikovany ambientni ioniza¢ni techniky umoznujici pfimou analyzu
vzorkll bez jejich pfedchozi dpravy. Velmi zajimavym piikladem je analyza kokainu
v bankovkdch. Neddvno publikovand studie uvadi, Ze zatimco v roce 1994 bylo 75 %
obéziva pouzivaného v Los Angeles (USA) kontaminovdno kokainem, pak o 15 let
pozdé&ji, tedy vroce 2009, byla pfitomnost kokainu prokdzdna na vSech testovanych
bankovkéach. [84] Analyza drog byla v neddvné dobé provedena také na eurobankovkach,
kdy bylo analyzovdno 7 az 15 ndhodné¢ vybranych bankovek napii¢ zemémi o nomindlni
hodnoté 5, 10, 20, 50, 100, 200 a 500 €. PouZzitou metodou bylo UPLC-MS/MS, pificemz
vSechny analyzované vzorky byly studovany v pozitivnim skenovacim médu. Za zminku
stoji, Ze nejvice kontaminovany byly bankovky o niZ$i nomindlni hodnoté. NejCastéji
detekovanymi drogami byly kokain, benzoylekgonin (degrada¢ni produkt kokainu), heroin,
morfin a methamfetamin. [85] VySe zminénd analyza inkoustli a barev muze byt pouZita
nejen pfi urCovani pravosti bankovek, ale také pii ovéfovani plivodnosti ¢i datovani

historickych listin ¢i uméleckych dél. [86]

Uvedeny piehled zahrnuje i metody, které jesté nejsou béZnou soucdsti vySetfovaci
prace, ale doklada potencidl hmotnostni spektrometrie ptfi odhalovéni trestnych ¢ind. Pro
plné vyuziti této metodiky je zapotiebi kvalifikovany analytik, ktery je nejen schopen
efektivné spolupracovat s kriminalisty a ostatnimi odborniky, ktefi se na vySetfovani

podileji, ale také v kontextu vySetfovani spravn¢ interpretovat ziskand data. [83]
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ZAVER

Byla zpracovdna reSerSni prace na téma ,,VyuZiti vysokoucinné kapalinové
chromatografie v analyze potravin®“, vniZ je popsdna charakteristika vysokoucinné
kapalinové chromatografie, hmotnostni spektrometrie, didle moZnosti a vyhody spojeni
kapalinové chromatrografie s hmotnostni spektrometrii. V dal$i ¢4sti je stru¢né pojedndno
o vybranych skupindch organickych latek obsazenych v potravinich a o moZnostech
redlného 1 teoretického vyuziti této fyzikalné-chemické analytické metody pii analyzach
vybranych druhl potravin. V posledni ¢4sti je poukdzdno na obrovsky potencidl této

instrumentace a na Siroké moZnosti vyuZziti 1 v dalSich odvétvich.

Prvni Cast price je vénovdna vysokoucinné kapalinové chromatografii, zejména pak
historii chromatografickych metod, principu separace, rozdéleni chromatografickych
metod dle nejraznéjSich kritérii, charakterizaci staciondrni a mobilni faze, jakoZto
komponent, které hraji diileZitou roli pfi separaci jednotlivych slozek, jeZ jsou v matrici
zastoupeny. V zavéru této kapitoly jsou popsdny jednotlivé Casti instrumentace

kapalinového chromatografu.

Yz M2

Dalsi ¢ast této prace se zabyva charakteristikou hmotnostni spektrometrie, jakoZto
vyznamné fyzikalné-chemické analytické metody zaméfené na zjiSténi relativni hmotnosti
atomu, molekul a jejich ¢asti po pfevedeni na kladné ¢i zaporné ionty. Popsany jsou zde

s vz

hlavni ¢asti hmotnostniho spektrometru vcetné jejich principu.

Spojenim hmotnostniho spektrometru se separaCnimi metodami lze v jedné analyze
provést separaci a ndslednou identifikaci ¢i charakteristiku latek obsaZenych i ve velmi
slozitém systému. Timto tématem se zabyva tieti kapitola. Ddle je zde popsan princip
separacnich metod, které jsou nejb&znéji vyuzivany pro spojeni s hmotnostni spektrometrif,
vcéetné jejich moznosti.

Vzhledem k faktu, Ze jsou potraviny sloZitou matrici chemickych sloucenin, je dileZita
znalost fyzikélnich, chemickych a biochemickych dé&ju, které zde probihaji, v¢etné jejich
mechanizmt, jeZ mohou vyznamné napomoci optimalizaci vyrobniho procesu. Jsou zde
uvedeny a popsdny vybrané organické slouceniny, které hraji v potraviniach dtleZitou roli

a které 1ze stanovit pomoci LC-MS
Predposledni ¢ast je vénovdna vybranym skupindm potravin, k jejichZ analyze lze
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii vyuzit.

Je zde poukdzédno na vSestrannost této techniky pii analyzach riiznych druhd potravin, na
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moznosti stanoveni nezaddoucich latek v potravinidch (mykotoxiny, biogenni aminy) ¢i na

posouzeni kvality potravin.

V zéavérecné kapitole je vénovdna pozornost aplikaénimu potencidlu LC-MS v jinych
odvétvich. Pojedndano je o vyuziti LC-MS napf. v supramolekuldrni chemii,

farmakokinetice ¢i forenzni chemii.

LC-MS v dnes$ni dobé piedstavuje jednu z nejvyznamnéjSich fyzikdlné-chemickych

metod, poskytujici rychlou, citlivou a pfesnou analyzu s moznosti kvantifikace

vvvvvv
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

APCI
APLI
APPI
CE

CI
DART
DESI
EI

ESI
FA
GC
HPLC
IEC

IT

LC
MALDI
MS
MUFA
m/z
PC
PUFA
SAFA
TKI
TLC

TOF

chemickd ionizace za atmosférického tlaku.
ionizace laserem za atmosférického tlaku
fotoionizace za atmosférického tlaku
kapildrni elektroforéza

chemickd ionizace

piima analyza v redlném Case

desorpcni ionizace elektrosprejem
elektronov4 ionizace

elektrosprejova ionizace

mastné kyseliny

plynova chromatografie

vysokoucinna kapalinovd chromatografie
iontové-vymeénna chromatografie
iontova past

kapalinova chromatografie

ionizace laserem za dcasti matrice
hmotnostni spektrometrie
mononenasycené mastné kyseliny
hmotnost/néboj

papirova chromatografie
polynenasycené mastné kyseliny
nasycené mastné kyseliny
tyrosinkindzové inhibitory

tenkovrstva chromatografie

pruletovy analyzator
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UPLC ultrati¢inna kapalinova chromatografie

uUv ultrafialové zareni
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