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ABSTRAKT 

Materi§ly ve styku s potravinami pŔedstavuj² zdravotn² riziko d²ky ģirok® paletņ ģkodlivin, 

kter® se z nich mohou uvolŎovat do potravin. Mezi tyto l§tky, migranty, patŔ² aromatick® 

uhlovod²ky, dialkyl-ftal§ty, bisfenoly, fotoinici§tory tiskaŔskĪch barev a perfluoralkylov® 

slouľeniny. Stanoven² vģech tņchto l§tek mŞĥe bĪt n§kladn® a ľasovņ n§roľn®, protoĥe 

v souľasn® dobņ chyb² univerz§lnņ pouĥiteln® analytick® pŔ²stupy. Tato pr§ce se pokusila 

vyvinout metody pro souľasn® stanoven² migrantŞ ze vģech zm²nņnĪch skupin v materi§lech ve 

styku s potravinami na b§zi pap²ru a v tuľnĪch potravin§ch. 

V pap²rovĪch vĪrobc²ch bylo studov§no celkem 68 potenci§ln²ch ģkodlivin pomoc² 

kapalinov® chromatografie a plynov® chromatografie s tandemovou hmotnostn² detekc². 

Vģechny analyty se podaŔilo izolovat souľasnņ pouĥit²m modifikovan® metody ăQuEChERSò. Ve 

validaľn² studii tato metoda prok§zala pŔijatelnou vĪtņĥnost a opakovatelnost pro vņtģinu 

analytŞ; LOQ se pohybovaly v rozmez² 1,3ð220 Õg/kg. AnalĪza 132 re§lnĪch pap²rovĪch 

vĪrobkŞ potvrdila vĪskyt t®mņŔ vģech studovanĪch analytŞ, kter® byly mnohdy pŔ²tomny 

v komplexn²ch smņs²ch a v koncentrac²ch aĥ 628 mg/kg.  

Celkem 41 potenci§ln²ch ģkodlivin bylo sledov§no v tuľnĪch potravin§ch pomoc² 

kapalinov® chromatografie s tandemovou hmotnostn² detekc². Hlavn² ¼skal² kapalinov® 

chromatografie spoľ²v§ v kontaminaci mobiln² f§ze nņkterĪmi analyty. PodaŔilo se ovģem 

zoptimalizovat nņkolik preventivn²ch opatŔen², kter® tento probl®m eliminuj², z nichĥ nejdŞleĥitņjģ² 

je pouĥit² pŔedkolony (filtru mobiln² f§ze). Analyty byly z tuľnĪch potravin extrahov§ny 

nem²sitelnĪm rozpouģtņdlem. Pro odtuľnņn² extraktu byla v prvn² f§zi experimentŞ ¼spņģnņ 

zoptimalizov§na technika extrakce na tuhou f§zi (SPE). V pozdņjģ²ch experimentech byly tyto 

vĪsledky konfrontov§ny s dalģ²mi metodami pŔeľiģtņn², z nichĥ nņkter® pŔedstavovaly 

jednoduchou, nen§kladnou a srovnatelnņ ¼ľinnou alternativu k SPE. Validaľn² studie uk§zala, ĥe 

vņtģina analytŞ byla stanovena s vyhovuj²c² vĪtņĥnost², opakovatelnost² a LOQ v rozmez² 1,0ð

42 Õg/kg. PŔi analĪze 60 re§lnĪch tuľnĪch potravin bylo identifikov§no 17 analytŞ s 

koncentracemi aĥ 33 mg/kg. 

 

Kl²ľov§ slova: materi§ly ve styku s potravinami, tuľn® potraviny, pap²r a lepenka, migranty, 

kapalinov§ chromatografie, plynov§ chromatografie, hmotnostn² spektrometrie, extrakce na 

tuhou f§zi, QuEChERS, lipidy, pokles citlivosti zpŞsobenĪ methanolem 
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ABSTRACT (AJ) 

Food contact materials pose a risk to human health due to a variety of contaminants which 

they can release into food. These compounds, migrants, include aromatic hydrocarbons, dialkyl 

phthalates, bisphenols, printing ink photoinitiators, and perfluoroalkyl compounds. The 

determination of all these substances can be expensive and time-consuming since universally 

applicable analytical approaches are not available nowadays. This work attempted to develop 

methods for the simultaneous determination of migrants from all of the mentioned groups in 

paper-based food contact materials and fatty food. 

A total of 68 contaminants were studied in paper products using liquid chromatography 

and gas chromatography coupled with tandem mass spectrometry detection. All analytes were 

isolated simultaneously using the modified "QuEChERS" method. This method demonstrated 

acceptable recovery and repeatability for most analytes in the validation study; LOQs ranged 

from 1.3 to 220 Õg/kg. Analysis of 132 real paper products confirmed the occurrence of almost 

all studied analytes, which were often present in complex mixtures and at concentrations up to 

628 mg/kg. 

A total of 41 potential contaminants were monitored in fatty foods by liquid 

chromatography with tandem mass detection. Contamination of the mobile phase by some 

analytes represents the main drawback of liquid chromatography. However, several preventive 

measures to eliminate this problem were developed, of which the use of the precolumn (mobile 

phase filter) was the most important. The analytes were extracted from fatty foods using the 

immiscible solvent. Solid phase extraction (SPE) technique was successfully optimized for 

defatting the extract during the first experiments. In later experiments, these results were 

confronted with other purification methods, some of which represented a simple, inexpensive and 

comparatively effective alternative to SPE. The validation study showed that most analytes were 

determined with satisfactory recovery, repeatability, and LOQs in the range of 1.0ð42 Õg/kg. 

During the analysis of 60 real fatty foods, 17 analytes were identified at concentrations up to 

33 mg/kg. 

 

Keywords: food contact materials, fatty food, paper and cardboard, migrants, liquid 

chromatography, gas chromatography, mass spectrometry, solid phase extraction, QuEChERS, 

lipids, methanol-associated sensitivity loss 
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1 ĒVOD 

Term²n materi§ly ve styku s potravinami oznaľuje materi§ly a pŔedmņty, kter® jsou urľen® 

pro styk s potravinami, jiĥ ve styku s potravinami jsou, nebo do kontaktu s potravinami mohou 

pŔij²t. V praxi se jedn§ o ģirokou paletu materi§lŞ s rŞznĪm chemickĪm sloĥen²m a rŞznou funkc², 

napŔ. kontejnery pro transport potravin, techniku v potravin§Ŕsk®m prŞmyslu, obalov® materi§ly, 

n§dob² atd. Na vģechny tyto materi§ly se vztahuje poĥadavek dostateľn® stability a inertnosti. 

Z materi§lŞ se do potravin nesm² uvolŎovat (migrovat) chemick® l§tky, kter® by mohly ohrozit 

lidsk® zdrav², zpŞsobit nepŔijatelnou zmņnu ve sloĥen² potravin nebo zhorģit jejich senzorick® 

vlastnosti (EvropskĪ parlament a rada 2004). Tento dokument d§le definuje celkem 17 skupin 

materi§lŞ, kter® mohou podl®hat specifickĪm legislativn²m poĥadavkŞm. Pro 4 oblasti tyto 

specifick® pŔedpisy skuteľnņ existuj² ð konkr®tnņ se jedn§ o aktivn² a inteligentn² materi§ly 

(Evropsk§ komise, EC 2009), regenerovanou celul·zu (EC 2007), keramiku (Rada Evropy 1984) 

a plasty (EC 2011a). Ostatn² skupiny materi§lŞ, kter® nemaj² harmonizovanou legislativu na 

¼rovni EU (d§le jen neharmonizovan® materi§ly), mohou podl®hat regulac²m v jednotlivĪch 

ľlenskĪch st§tech EU.  

Princip evropsk® regulace spoľ²v§ ve stanoven² pozitivn²ch seznamŞ surovin, kter® mohou 

bĪt pouĥity pro vĪrobu jednotlivĪch typŞ materi§lŞ. Surovin§m (l§tky nebo smņsi) nebo 

nez§mņrnĪm pŔ²sad§m (napŔ. olovo a kadmium) jsou pŔiŔazeny buŀ maxim§ln² limity pro obsah 

v materi§lu, nebo SML (specifick® migraľn² limity) pro pŔenos l§tky z materi§lu do potraviny pŔi 

pl§novan®m pouĥit². K ovņŔen² shody se SML slouĥ² tzv. migraľn² zkouģka, kdy je materi§l 

vystaven kontaktu s potravinou nebo potravinovĪm simulantem. Koncentrace l§tky zjiģtņn§ 

n§slednou analĪzou potraviny se porovn§ s SML (EC 2011a). 

Rozliģujeme tzv. pŔ²mĪ a nepŔ²mĪ kontakt s potravinou. PŔi pŔ²m®m kontaktu se l§tky 

obsaĥen® v materi§lu mohou do potraviny vyluhovat, zat²mco pŔi nepŔ²m®m kontaktu do 

potraviny pŔech§z² jen dostateľnņ tņkav® l§tky pŔes parn² f§zi. K migraci l§tek mŞĥe doch§zet 

i uvnitŔ samotn®ho materi§lu. T²mto zpŞsobem se napŔ. komponenty tisk§ŔskĪch barev dost§vaj² 

z vnņjģ² strany obalu do balen® potraviny. PŔi vĪrobņ materi§lu rovnņĥ hroz² nebezpeľ² otisku 

nebo jin®ho zpŞsobu pŔenosu l§tek z potiģtņn® strany na vnitŔn² stranu (napŔ. materi§ly 

skladovan® v rol²ch) (Aparicio a Elizalde 2015). Pokud je potŔeba migraci l§tek z materi§lu 

omezit, pouĥ²vaj² se tzv. funkľn² bari®ry. Jedn§ se o vrstvy s niĥģ² propustnost² pro danou l§tku, 

kter® oddņluj² potravinu od problematick® ľ§sti materi§lu (Feigenbaum a kol. 2005). 

O vĪznamu problematiky zdravotn² bezpeľnosti materi§lŞ ve styku s potravinami svņdľ² 

cca 1600 z§znamŞ v Syst®mu RASFF (Syst®m rychl®ho varov§n² pro potraviny a krmiva) od roku 

2002 v souvislosti s migrac² l§tek do potravin (Obr§zek 1). Materi§ly ve styku s potravinami 

jako typ vĪrobku (>2200 z§znamŞ) se v syst®mu RASFF objevuj² napŔ. i z dŞvodu chybn®ho 

znaľen², mechanickĪch z§vad atd., nicm®nņ migrace l§tek je nejľastņjģ²m typem neshody 

s legislativou. Existuje tak® hypot®za, ĥe Ŕada vĪrobkŞ se schopnost² uvolŎovat potenci§lnņ 
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nebezpeľn® l§tky do potravin zŞst§v§ kontroln²mi org§ny nezachycena z dŞvodu neexistence 

specifick® legislativy. EFSA (EvropskĪ ¼Ŕad pro bezpeľnost potravin) dokonce soud², ĥe jsou to 

pr§vņ neharmonizovan® materi§ly jako pap²r a lepenka, laky a materi§ly pro povrchovou 

¼pravu, tiskaŔsk® inkousty, adhezivn² l§tky, pryĥ a elastomery, kter® pŔedstavuj² vĪznamnĪ zdroj 

zdravotn²ho rizika (EFSA 2012a). Na Evropsk® ¼rovni existuj² koordinovan® snahy monitorovat 

l§tky migruj²c² z rŞznĪch typŞ materi§lŞ (EC 2019). Tyto snahy se neobejdou bez modern²ch 

analytickĪch metod. 

 

 

Obr§zek 1. Poľet z§znamŞ v syst®mu RASFF, kter® se tĪkaj² (a) migrace chemickĪch l§tek do potravin (typ rizika) a (b) materi§lŞ 

ve styku s potravinami (typ produktu) (RASFF 2019). 

1.1 C²l pr§ce 

Existuje mnoho l§tek schopnĪch migrace (migrantŞ) s toxikologickĪm potenci§lem a 

modern² analytick® metody pŔedstavuj² nutnou podm²nku pro jejich sledov§n². Tato pr§ce se 

vņnuje studiu celkem 83 vĪznamnĪch analytŞ v pap²rovĪch materi§lech pro styk s potravinami a 

v tuľnĪch potravin§ch. Hlavn²m c²lem bylo vyvinout analytick® metody, kter® by splnily 

n§sleduj²c² poĥadavky: 1. univerz§ln² pouĥitelnost pro organick® l§tky s rŞznĪmi vlastnostmi, 2. 

n²zk® limity kvantifikace, resp. vysokĪ z§chyt pozitivn²ch vzorkŞ, 3. minim§ln² ľasov§ n§roľnost, 

4. pŔijateln® n§klady. 

Prvn² matrice, pap²r a lepenka, se ľasto pouĥ²v§ k balen² potravin, filtraci (napŔ. k§vov® 

filtry) nebo peľen² (napŔ. peľ²c² pap²ry). Protoĥe zat²m neexistuje harmonizovan§ evropsk§ 

legislativa pro pap²r a lepenku, je nutn® tyto materi§ly zkoumat z hlediska chemick® 

bezpeľnosti. Za ¼ľelem sbņru pilotn²ch dat o vĪskytu co moĥn§ nejģirģ²ho spektra ģkodlivin 

v pap²rovĪch vĪrobc²ch bylo nutn® zav®st novou analytickou metodu. Podobn§ metoda zat²m 

v odborn® litaratuŔe chyb², protoĥe dostupn® studie se obvykle zabĪvaj² pouze stanoven²m 

nņkolika homologŞ nebo l§tek s podobnĪmi fyzik§lnņ-chemickĪmi vlastnostmi. 
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Existuje pŔedpoklad, ĥe Ŕada migrantŞ bude d²ky svĪm lipofiln²m vlastnostem migrovat 

z rŞznĪch materi§lŞ do matric s vĪznamnĪm obsahem tuku. Tuľn® potraviny se tud²ĥ staly druhou 

oblast² z§jmu t®to pr§ce. Protoĥe v literatuŔe opņt chyb² analytick® studie, kter® by pokrĪvaly 

ģirģ² spektrum migrantŞ, jedn§ se o dalģ² oblast s potenci§lem pro vĪvoj novĪch analytickĪch 

metod. Nov® metody mohou slouĥit nejen k pŔ²m®mu monitoringu migrantŞ v potravin§ch, ale 

tak® pro ¼ľely zkouģen² materi§lŞ stykem s potravinovĪm simulantem D2, tedy rostlinnĪm olejem, 

dle  EC (2011a). 
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2 TEORETICKć ĽćST 

2.1 Migranty 

Existuje velmi mnoho l§tek, kter® se mohou uvolŎovat z materi§lŞ ve styku s potravinami. 

PŔedstavu o poľtu potenci§ln²ch migrantŞ z plastovĪch vĪrobkŞ poskytuje seznam asi 900 

povolenĪch surovin (EC 2011a). Pro vĪrobu pap²ru je v ĽR povoleno asi 300 rŞznĪch surovin 

(MZ ĽR 2001). Bossuyt a kol. (2016) uv§d², ĥe potiģtņnĪ pap²r a lepenka mŞĥe obsahovat kolem 

6000 rŞznĪch komponent, z nichĥ 77 % dosud nebylo toxikologicky zhodnoceno. CelkovĪ poľet 

chemickĪch individu² v neharmonizovanĪch materi§lech se na z§kladņ ofici§ln²ch pozitivn²ch 

seznamŞ v ľlenskĪch st§tech EU odhaduje na cca 8000 (Simoneau a kol. 2016). 

Tyto odhady st§le nemus² bĪt ¼pln®, protoĥe z materi§lŞ se mŞĥe uvolŎovat Ŕada slouľenin, 

kter® na pozitivn²ch seznamech nejsou. Jedn§ se o tzv. NIAS (nez§mņrnņ pŔidan® slouľeniny), 

mezi kter® patŔ² reakľn² nebo rozkladn® produkty vĪchoz²ch l§tek nebo materi§lu samotn®ho, 

neľistoty vstupn²ch surovin apod. (Koster a kol. 2015). Z§kladn²m krit®riem pro hodnocen² NIAS 

je molekulov§ hmotnost. EFSA (2008a) povaĥuje za toxikologicky rizikov® l§tky s molekulovou 

hmotnost² pod 1000 Da, neboŜ se nepŔedpokl§d§, ĥe by se tņĥģ² molekuly vstŔeb§valy 

v tr§vic²m traktu. Nņkter® pr§ce vģak tuto hypot®zu zpochybŎuj² (Bjarnason a kol. 1995). 

Mezi typick® z§stupce NIAS patŔ² oligomery, tj. l§tky s variabiln²m poľtem monomern²ch 

jednotek, kter® vznikaj² jako vedlejģ² produkty polymerace nebo rozkladem polymeru. Schopnost 

migrace byla potvrzena napŔ. u cyklickĪch a line§rn²ch oligomerŞ ethylen-tereftal§tu z PET 

(polyethylentereftal§tu), cyklickĪch dimerŞ a line§rn²ch dimerŞ aĥ heptamerŞ bisfenol A 

diglicydyletheru z epoxidovĪch pryskyŔic, nebo dimerŞ a trimerŞ styrenu (Hoppe a kol. 2016). 

Dalģ² rozkladn® produkty jsou reprezentov§ny napŔ. C1ðC10 karbonylovĪmi slouľeninami, kter® 

mohou migrovat z PET (Nawrocki a kol. 2002). V recyklovan®m pap²ru a lepence se mŞĥeme 

setkat s rezidui tiskaŔskĪch barev, komponentami speci§ln²ch typŞ pap²ru, l§tkami pouĥ²vanĪmi 

pro zpracov§n² pap²ru apod., kter® jsou pŔ²tomny jako neľistota ve vstupn² surovinņ ð 

recyklovanĪch pap²rovĪch vl§knech. Biedermann a Grob (2013) identifikovali v re§lnĪch 

vzorc²ch nepotiģtņn®ho recyklovan®ho pap²ru celkem >250 organickĪch l§tek schopnĪch 

migrace. AutoŔi upozornili tak® na 51ð63 l§tek, kter® se nepodaŔilo identifikovat kvŞli absenci 

hmotnostn²ho spektra v knihovnņ. Nedostupnost hmotnostn²ch spekter a analytickĪch standardŞ 

pŔedstavuje z§kladn² ¼skal² kvalitativn² i kvantitativn² analĪzy NIAS. Z toho dŞvodu 

pravdņpodobnņ mnoho NIAS zat²m nezn§me. V nņkterĪch pŔ²padech vģak na pŔ²tomnost l§tek 

s toxikologickĪm potenci§lem, kter® se nepodaŔilo identifikovat analytickou metodou, ukazuj² 

in vitro metody (Bengtstrºm a kol. 2016). 

N§sleduj²c² text shrnuje vĪznamn® skupiny migrantŞ, kter® byly vybr§ny jako modelov® 

c²lov® l§tky pro experiment§ln² ľ§st t®to pr§ce. 
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2.1.1 Aromatick® uhlovod²ky 

V materi§lech ve styku s potravinami se setk§v§me s uhlovod²ky ve formņ smņs² 

petrogenn²ho pŞvodu, kter® se oznaľuj² jako miner§ln² oleje. Tyto smņsi se typicky skl§daj² z 

line§rn²ch a vņtvenĪch alkanŞ, alkyl-substituovanĪch cykloalkanŞ, aromatickĪch uhlovod²kŞ (ľasto 

rovnņĥ alkyl-substituovanĪch) a mal®ho pod²lu S- a N-substituovanĪch uhlovod²kŞ. Komplexnost 

tņchto smņs² obvykle nedovoluje ani modern²m analytickĪm metod§m rozliģit v nich vģechna 

chemick§ individua. Odborn§ literatura tud²ĥ v souvislosti s miner§ln²mi oleji zmiŎuje MOSH 

(nasycen® uhlovod²ky miner§ln²ch olejŞ) a MOAH (aromatick® uhlovod²ky miner§ln²ch olejŞ), 

kter® lze preparativn² chromatografickou metodou oddņlit jako dvņ frakce a d§le 

charakterizovat napŔ. poľtem atomŞ uhl²ku v molekule. Frakci MOAH je vņnov§na zvĪģen§ 

pozornost, neboŜ obsahuje toxikologicky problematick® PAU (polycyklick® aromatick® 

uhlovod²ky) a jejich alkyl-substituovan® kongenery. Zastoupen² MOAH v miner§ln²m oleji se 

pohybuje mezi 15 a 35 % (EFSA 2012b). 

Vollmer a kol. (2011) a Lorenzini a kol. (2010) upozornili na n§lezy miner§ln²ch olejŞ 

s obsahem 10ð28 % MOAH v kart·novĪch obalech potravin i samotnĪch balenĪch potravin§ch. 

PŔedpokl§d§ se, ĥe hlavn²m zdrojem t®to kontaminace byly tiskaŔsk® inkousty a jejich rezidua 

v recyklovan®m pap²rov®m materi§lu. Moret a kol. (1997) identifikovali C13ðC23 MOSH i MOAH 

v rĪĥi, ľokol§dņ a jedlĪch olej²ch. V tomto pŔ²padņ se jednalo o kontaminaci z jutovĪch pytlŞ, 

kde se miner§ln² olej pouĥ²v§ k impregnaci proti ģkŞdcŞm. VĪrobky na b§zi uhlovod²kŞ urľen® 

pro styk s potravinami, napŔ. lubrikanty, bĪvaj² z§mņrnņ zbaveny sv® aromatick® sloĥky. 

Uematsu a kol. (2016) v komerľnņ dostupnĪch lubrikantech pro styk s potravinami MOAH 

nenalezli. Upozornili vģak na vĪskyt MOAH v mnoĥstv² aĥ 13 % v lubrikantech re§lnņ 

pouĥ²vanĪch potravin§ŔskĪmi provozy, coĥ svņdľ² o faktu, ĥe v praxi do kontaktu s potravinou 

ne vĥdy pŔich§z² vyhovuj²c² materi§ly. S miner§ln²m olejem potravin§Ŕsk® kvality se tak® mŞĥeme 

setkat v roli pŔ²datn® l§tky s ľ²slem E905, kter§ mus² splŎovat krit®ria stanoven§ legislativou 

(EvropskĪ parlament a rada 2008). Byly ale pops§ny i pŔ²pady vĪskytu miner§ln²ho oleje s 

obsahem MOAH v potravin§ch, napŔ. sluneľnicov®m oleji na Ukrajinņ (Biedermann a Grob 

2009).  

MOSH i MOAH vykazuj² n²zkou akutn² toxicitu. Zat²mco u MOSH se nepŔedpokl§d§ riziko 

toxickĪch efektŞ ani pŔi chronick® expozici, MOAH a zejm®na v nich obsaĥen® PAU jsou 

zodpovņdn® za mutagenn², genotoxick® a karcinogenn² ¼ľinky (EFSA 2012b).  Evropsk§ komise 

(EC 2002) definovala seznam 15 toxikologicky prioritn²ch PAU, kter® se staly pŔedmņtem 

regulace v potravin§ch (EC 2006). Omezen² PAU ani MOAH v materi§lech ve styku 

s potravinami na ¼rovni EU nicm®nņ v souľasn® dobņ neexistuj². 

2.1.2 Ftal§ty 

Diestery kyseliny ftalov® (ftal§ty) jsou intenzivnņ prŞmyslovņ vyuĥ²van® l§tky, jejichĥ 

chemickou strukturu uv§d² Obr§zek 2. Mezi nejbņĥnņjģ² z§stupce patŔ² dimethyl-, diethyl-, 
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di-n-butyl-, diisobutyl-, benzyl-butyl- a bis(2-ethylhexyl)-ftal§t. V praxi se rovnņĥ setk§v§me 

s izomerickĪmi smņsmi dialkyl-ftal§tŞ s nasycenĪmi rozvņtvenĪmi prim§rn²mi alkyly C9 a C10, 

kter® se souhrnnņ oznaľuj² pojmem diisononyl-, resp. diisodecyl-ftal§t (EC 2011a). 

 

 

Obr§zek 2. Chemick§ struktura ftal§tŞ. 

Ftal§ty se pouĥ²vaj² zejm®na jako zmņkľovadla v mņkľen®m PVC (polyvinylchloridu). 

Z tohoto materi§lu mŞĥe bĪt vyrobena Ŕada vĪrobkŞ, kter® pŔich§z² do styku s potravinami, 

napŔ. hadice, tņsnņn² a elastick® f·lie. Mezi dalģ² zdroje ftal§tŞ v potravin§ch patŔ² napŔ. pap²r 

a tiskaŔsk® inkousty (Cao 2010). Hadice z mņkľen®ho PVC urľen® k transportu ľerstv®ho ml®ka 

v ml®k§rn§ch mohou do ml®ka uvolnit ftal§ty na koncentrac²ch v Ŕ§du 0,1 mg/kg (Feng a kol. 

2005). Tņsnņn² v²ľek z mņkľen®ho PVC uvolŎuje ftal§ty napŔ. do konzervovanĪch om§ľek, pesta 

a potravin naloĥenĪch v rostlinn®m oleji (Fankhauser-Noti a Grob 2006). Protoĥe ftal§ty slouĥ² 

tak® jako aditiva lepidel a  tiskaŔskĪch inkoustŞ, Aurela a kol. (1999) zjistili, ĥe z lepidel 

pap²rovĪch s§ľkŞ mŞĥe za norm§ln²ch podm²nek skladov§n² do balen®ho cukru migrovat 57 aĥ 

74 % obsaĥenĪch ftal§tŞ. Rezidua lepidel a tiskaŔskĪch inkoustŞ jsou z§roveŎ zodpovņdn§ za 

vĪskyt ftal§tŞ v recyklovan®m pap²ru. Migrace ftal§tŞ z recyklovanĪch pap²rovĪch obalŞ do 

potravin byla pops§na napŔ. u krabic na pizzu (Bononi a Tateo 2009). Protoĥe potravina bņhem 

sv® vĪroby, skladov§n² a transportu pŔich§z² do styku s Ŕadou rŞznĪch materi§lŞ, ne vĥdy se 

podaŔ² prok§zat souvislost mezi konkr®tn²m typem materi§lu a n§lezem ftal§tŞ. Bi a kol. (2013) 

napŔ. soud², ĥe ke kontaminaci olivov®ho oleje ftal§ty doch§z² zejm®na bņhem vĪroby a 

skladov§n², zat²mco spotŔebitelsk® obaly maj² zanedbatelnĪ vliv. N§lezy ftal§tŞ v tuľnĪch 

potravin§ch, jako napŔ. jedl® oleje (Pereira a kol. 2019), ml®ko (Li a kol. 2011) a maso (Guo a 

kol. 2010) jsou pomņrnņ ľast®. 

Do souľasnosti bylo 10 ftal§tŞ zaŔazeno mezi l§tky vzbuzuj²c² mimoŔ§dn® obavy v 

dŞsledku jejich reprodukľn² toxicity a/nebo vlastnost² naruģuj²c²ch endokrinn² syst®m (ECHA 

2018). Endokrinn² zmņny u lid² po expozici nņkterĪm ftal§tŞm prŞbņĥnņ potvrdila Ŕada studi², 

napŔ. Kim a kol. (2018). TDI (tolerovatelnĪ denn² pŔ²jem) se v z§vislosti na konkr®tn² l§tce a 

skupinņ obyvatel pohybuje v rozmez² 0,02ð0,37 mg/kg tņlesn® hmotnosti/den (Heudorf a kol. 

2007). Nņkolik ftal§tŞ a jejich izomern²ch smņs² je v EU povoleno pro vĪrobu plastovĪch 

materi§lŞ pro styk s potravinami a maj² definovanĪ specifickĪ migraľn² limit: dibutyl-ftal§t 

(0,30 mg/kg), benzyl-butyl-ftal§t (30 mg/kg), bis(2-ethylhexyl)-ftal§t (1,5 mg/kg), diallyl-
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ftal§t (nedetekovatelnĪ) a dialkyl-ftal§ty s nasycenĪmi rozvņtvenĪmi prim§rn²mi alkyly C8 aĥ 

C11 (9 mg/kg) (EC 2011a). Obsah ftal§tŞ v potravin§ch zat²m na ¼rovni EU regulov§n nen². 

2.1.3 Bisfenoly a jejich epoxydetiv§ty 

Bisfenoly jsou l§tky s chemickou strukturou (Obr§zek 3a). Nejzn§mņjģ² a prŞmyslovņ 

nejpouĥ²vanņjģ² l§tkou z t®to skupiny je bisfenol A. D²ky pŔibĪvaj²c²m z§kazŞm pouĥ²v§n² 

bisfenolu A v EU se dlouhodobņ pŔedpokl§d§, ĥe bude st§le v²ce nahrazov§n strukturnņ 

pŔ²buznĪmi l§tkami ð dalģ²mi bisfenoly (Chen a kol. 2002). 

 

(a) 

 

(b) 

 

Obr§zek 3. Chemick§ struktura (a) bisfenolŞ a (b) bisfenol diglycidyletherŞ. PŔ²klady bņĥnĪch bisfenolŞ: bisfenol A 

(R = C(CH3)2), B (R = C(CH3)C2H5), E (R = CHCH2), F (R = CH2), S (R = SO2) 

Bisfenol A a fosgen jsou vĪchoz² l§tky pŔi vĪrobņ polykarbon§tu. Z tohoto materi§lu se 

vyr§b² rŞzn® typy n§dob² a obalŞ, z nichĥ se mŞĥe nezreagovanĪ bisfenol A vyluhovat. 

Koncentrace 689ð710 Õg/kg bisfenolu A byly napŔ. nalezeny v potravinov®m simulantu B (3% 

kyselinņ octov®) po kontaktu s polykarbon§tovĪmi ģ§lky (Spagnuolo a kol. 2017).  Santillana a 

kol. (2013) zdokumentovali migraci bisfenolu A z polykarbon§tovĪch kojeneckĪch lahv² do 

dņtsk® vĪĥivy a potravinovĪch simulantŞ za rŞznĪch podm²nek. Nejvyģģ² n§lezy se pohybovaly 

v jednotk§ch mg/kg potraviny nebo simulantu. 

Bisfenoly hraj² dŞleĥitou ¼lohu pŔi termotisku, a proto bĪvaj² ľasto obsaĥeny v pap²ru 

¼ľtenek apod., kde se tato technologie tisku pouĥ²v§. Bisfenol mŞĥe v tņchto aplikac²ch tvoŔit aĥ 

jednotky % hmotnosti pap²ru (Babu a kol. 2015). K expozici bisfenolŞm z ¼ľtenek vģak nedoch§z² 

pouze derm§ln² cestou, ale tak® skrze potraviny. PŔ²tomnost ¼ľtenek ve sbņrov®m pap²ru vede 

k vĪskytu bisfenolŞ ve vĪrobc²ch z recyklovan®ho pap²ru (P®rez-Palacios a kol. 2012), kter® 

d§le kontaminuj² potraviny.  

V kopolymerech bisfenolu s epichlorhydrinem, tj. epoxidovĪch materi§lech, se d§le 

setk§v§me s  bisfenol-diglycidylethery (Obr§zek 3b). Ve vodn®m prostŔed² potravin a 

potravinovĪch simulantŞ se epoxidov§ vazba v tņchto molekul§ch mŞĥe hydrolyzovat za vzniku 

dalģ²ch produktŞ. V epoxidovĪch materi§lech je tedy s  kaĥdĪm bisfenol-diglycidyletherem 

asociov§no nņkolik dalģ²ch pŔ²buznĪch migrantŞ. Epoxidov® materi§ly se v souľasn® dobņ ľasto 

pouĥ²vaj² jako vnitŔn² n§tņry kovovĪch konzerv, a tud²ĥ odpov²daj²c² bisfenoly bĪvaj² detekov§ny 

pr§vņ v konzervovanĪch potravin§ch. Fattore a kol. (2015) upozornili na n§lezy bisfenolu A, B, 

bisfenol A- a bisfenol F diglicidyletheru o koncentraci 19ð187 Õg/kg v konzervovanĪch ryb§ch. 
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Bisfenol A mņl v t®to studii nejvyģģ² frekvenci vĪskytu a z§roveŎ nejvyģģ² n§lezy. Zou a kol. (2012) 

monitorovali bisfenol A-, bisfenol F diglicidylether a jejich hydrolytick® produkty v rŞznĪch 

konzervovanĪch potravin§ch, pŔiľemĥ nejvyģģ² n§lez 88 Õg/kg odpov²dal bisfenol A-

diglicidyletheru. 

Bisfenolu A jsou pŔisuzov§ny rŞzn® toxick® ¼ľinky, napŔ. pod²l na rozvoji metabolickĪch 

poruch, hepatotoxicita, neurotoxicita a imunotoxicita (Michalowicz 2014), a z toho dŞvodu byl 

zaŔazen na seznam l§tek vzbuzuj²c²ch mimoŔ§dn® obavy (ECHA 2018). TDI bisfenolu A byl 

stanoven na 4 Õg/kg tņlesn® hmotnosti/den (EFSA 2015). Ned§vn§ studie (DvoŔ§kov§ a kol. 

2016) odhalila endokrinn² aktivitu u 14 strukturn²ch analogŞ bisfenolu A. Pro migraci bisfenolu A 

z plastovĪch materi§lŞ je stanoven limit 0,6 mg/kg (EC 2011a), nicm®nņ v materi§lu kojeneckĪch 

lahv² je pouĥit² bisfenolu A zak§z§no ¼plnņ (EC 2011b). Limity pro bifenol A diglycydylether a 

z§kaz vĪskytu bifenol F- a novolac diglycidyletheru ve vģech typech materi§lŞ pro styk 

s potravinami stanovuje naŔ²zen² EC (2005).  

2.1.4 Fotoinici§tory tiskaŔskĪch barev 

Fotopolymerace je dņj, pŔi kter®m doch§z² k iniciaci polymerizaľn² reakce UV z§Ŕen²m. 

Kompozice vytvrzovan®ho materi§lu mus² obsahovat fotoinici§tor, tj. l§tku, kter§ po absorpci 

z§Ŕen² iniciuje polymerizaci dalģ²ch sloĥek. Tento dņj naģel sv® uplatnņn² pŔi vytvrzov§n² lakŞ, 

lepidel, tmelŞ a mj. i tiskaŔskĪch inkoustŞ, kter® se pouĥ²vaj² pŔi potisku materi§lŞ pro styk 

s potravinami (Lago a kol. 2015). Fotoinici§tory obsaĥen® v tiskaŔskĪch barv§ch (Obr§zek 4) 

mohou migrovat do potravin a pŔedstavovat bezpeľnostn² riziko. 

Prvn² zm²nky o moĥnosti migrace fotoinici§torŞ do potravin se objevily v roce 2005 v 

syst®mu RASFF, kdy bylo zah§jeno masivn² stahov§n² kontaminovanĪch potravin z trhu (RASFF 

2019, Aparicio a Elizalde 2015). Fotoinici§tory se ľasto vyskytuj² v pap²rovĪch obalech. NapŔ. 

Koivikko a kol. (2010) identifikovali benzofenon (59 % pozitivn²ch vzorkŞ) a jeho methylovan® 

deriv§ty v potiģtņnĪch pap²rovĪch obalech. Nicm®nņ ty sam® analyty se vyskytovaly i v 

nepotiģtņnĪch obalech z recyklovan®ho pap²ru, coĥ svņdľ² o tom, ĥe rezidua fotoinici§torŞ 

z tiskaŔskĪch barev pŔi recyklaľn²m procesu zŞst§vaj² v pap²rovĪch vl§knech. Bugey a kol. 

(2013) upozornili na koncentrace benzofenonu 3,9ð7,6 mg/kg v cere§ln²ch potravin§ch. 

AnalĪza kart·novĪch obalŞ tņchto potravin odhalila koncentrace benzofenonu v rozmez² 250ð

500 mg/kg, coĥ odpov²d§ pŔenosu 1ð2 % pŞvodn²ho mnoĥstv² benzofenonu z obalu do 

potraviny. Biedermann a kol. (2013) a Gallart-Ayala a kol. (2011) identifikovali v kart·novĪch 

obalech potravin, resp. potravin§ch celkem 9, resp. 11 fotoinici§torŞ, z nichĥ benzofenon se 

vyznaľoval nejvyģģ² frekvenc² vĪskytu a z§roveŎ nejvņtģ² schopnost² pŔenosu do potravin. 
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Obr§zek 4. PŔ²klady bņĥnĪch fotoinici§torŞ: (a) benzofenon (R1 = H) a jeho substituľn² deriv§ty (R1 = CH3, OH), 4-benzoylbifenyl 

(R1 = fenyl), (b) methyl-2-benzoylbenzo§t, (c) 2-isopropylthioxanton, (d) ethyl-4-(dimethylamino)benzo§t (R2 = C2H5), 

2-ethylhexyl-4-(dimethylamino)benzo§t (R2 = CH2CH(C2H5)(CH2)3CH3). 

Benzofenon vykazuje hepatotoxick® a nefrotoxick® ¼ľinky, genotoxickĪ potenci§l 

prok§z§n nebyl. TDI pro tuto l§tku byl stanoven na 0,03 mg/kg tņlesn® hmotnosti/den (EFSA 

2009). U 2-isopropylthioxantonu a 2-ethylhexyl-4-(dimethylamino)benzo§tu nebyla prok§z§na 

genotoxicita a d²ky nedostatku toxikologickĪch dat ĥ§dn® dalģ² toxick® ¼ľinky nejsou zn§my 

(EFSA 2005). Nņkter® studie naznaľuj² existenci endokrinn²ch efektŞ zpŞsobenĪch fotoinici§tory 

(Morizane a kol. 2015). Jelikoĥ zat²m v EU neexistuje harmonizovan§ regulace tiskaŔskĪch 

inkoustŞ ani pap²ru a lepenky, fotoinici§tory zat²m nemaj² stanoven® legislativn² limity. 

2.1.5 Poly- a perfluoralkylov® slouľeniny (PFAS) 

Molekuly PFAS obsahuj² fluorovanou alifatickou ľ§st a pol§rn² skupinu. Nņkter® PFAS 

vznikaj² jako vedlejģ² produkty prŞmyslov® vĪroby fluoropolymerŞ a do potravin se dost§vaj² 

jako environment§ln² kontaminanty. Nņkter® d²ky sv® povrchov® aktivitņ a schopnosti odpuzovat 

vodu i olej (polyfluorovan® surfaktanty) nach§z² uplatnņn² jako impregnace textilu, pap²ru a 

kŞĥe, jako souľ§st barev, ľistic²ch prostŔedkŞ a insekticidn²ch pŔ²pravkŞ EFSA (2012b). Trier a 

kol. (2011) podrobili analĪze prŞmyslovņ pouĥ²van® smņsi polyfluorovanĪch surfaktantŞ, kde 

identifikovali v²ce neĥ 115 rŞznĪch chemickĪch l§tek patŔ²c²ch do tņchto skupin: 

polyfluoralkylfosfon§ty, -ethoxyl§ty, -akryl§ty, -aminokyseliny, -sulfonamidfosf§ty a -thio 

kyseliny. Obr§zek 5 uv§d² reprezentativn² z§stupce PFAS, kter® byly studov§ny v t®to pr§ci. 
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Obr§zek 5. PŔ²klady PFAS: (a) perfluoroktanov§ kyselina (PFOA), (b) perfluoroktansulfon§t (PFOS), (c) bis(1H,1H,2H,2H-

perfluoroktyl)fosfin§t. 

Schaider a kol. (2017) Zabaleta a kol. (2016) identifikovali PFAS v rŞznĪch materi§lech 

pro styk s potravinami na b§zi pap²ru. Still a kol. (2013) prok§zali schopnost polyfluorovanĪch 

l§tek migrovat z  pap²rov®ho obalu do m§sla bņhem skladov§n². K migraci mŞĥe doch§zet 

rovnņĥ z pap²rovĪch s§ľkŞ na popkorn pŔi jeho pŔ²pravņ v mikrovlnn® troubņ Begley a kol. 

(2008). Ryby, moŔsk® plody a maso patŔ² dle EFSA (2012b) k nejľastņji kontaminovanĪm typŞm 

potravin. Na pozitivn² n§lezy bylo d§le upozornņno napŔ. v ml®ce (Capriotti a kol. 2013), 

ml®ľnĪch vĪrobc²ch (Still a kol. 2013), nebo rostlinn®m oleji (Yang a kol. 2015). 

Perfluorooktanov§ a perfluordekanov§ kyselina jsou v EU povaĥov§ny za l§tky 

perzistentn² a toxick® se schopnost² bioakumulace (ECHA 2018). U perfluoroktanov® kyseliny 

byla v epidemiologickĪch studi²ch a studi²ch in vivo prok§z§na Ŕada toxickĪch ¼ľinkŞ, napŔ. 

hepatotoxicita, reprodukľn² toxicita a karcinogenn² ¼ľinky (EPA 2005). Nņkter® studie potvrdily 

tak® toxick® (TichĪ a kol. 2010) a endokrinn² (Chaparro-Ortega a kol. 2018, Shah-Kulkarni a 

kol. 2016) ¼ľinky dalģ²ch PFAS.  

2.2 Analytick§ chemie migrantŞ 

2.2.1 Separace a detetekce 

V analĪze diskutovanĪch skupin l§tek maj² dominantn² postaven² GC (plynov§ 

chromatografie) a HPLC (vysoko¼ľinn§ kapalinov§ chromatografie). N§sleduj²c² text rozeb²r§ 

moĥnosti separace a detekce jednotlivĪch skupin analytŞ pomoc² zm²nņnĪch chromatografickĪch 

technik.  

Miner§ln² olej. Doporuľen§ strategie analĪzy miner§ln²ch olejŞ se zakl§d§ na spojen² 

preparativn² HPLC s analytickou koncovkou GCðFID (GC s plamenovņ-ionizaľn² detekc²). 

Vzhledem k velk®mu mnoĥstv² potenci§ln²ch interferentŞ mus² bĪt laboratoŔ d§le vybavena 

Ŕadou pomocnĪch preparativn²ch metod (Bratinova a Hoekstra 2019). Tato problematika klade 
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znaľn® n§roky na pŔ²strojov® z§zem² laboratoŔe a zkuģenosti oper§torŞ, proto byla pro ¼ľely 

t®to pr§ce zredukov§na na stanoven² PAU. 

PAU. V t®to pr§ci bylo studov§no celkem 16 PAU od naftalenu (C10H8) po 

benzo[ghi]perylen (C22H12) a jejich 11 alkyl-substituovanĪch deriv§tŞ. Mezi analyty je Ŕada 

izomerŞ, z nichĥ zejm®na benzofluorantheny jsou povaĥov§ny za problematick® z hlediska 

separace. Bordajandi a kol. (2008) tyto analyty rozdņlili pomoc² kapil§rn² kolony pro GC se 

stŔednņ pol§rn² stacion§rn² f§z² DB-17. RŞzn² vĪrobci nab²z² GC i HPLC kolony optimalizovan® 

pro separaci PAU, kter® se prod§vaj² pod komerľn²m oznaľen²m napŔ. ăPAHò nebo ăEUPAHò. 

Zat²mco v oblasti GC se pouĥ²v§ MS (hmotnostn² spektrometrie) jako vĪhradn² zpŞsob detekce, 

v HPLC je moĥn§ volba mezi MS a FLD (fluorescenľn² detekc²). FLD poskytuje niĥģ² limity detekce 

pro vņtģinu analytŞ, nicm®nņ nņkter® analyty maj² odezvu horģ² (benzo[j]fluoranthen, 

indeno[1,2,3-c,d]pyren) a cyklopenta[c,d]pyren vŞbec nefluoreskuje (Hollosi a Wenzl 2011). MS 

naproti tomu nab²z² moĥnost analyzovat vģechny PAU souľasnņ a oproti FLD je tato technika 

robustnņjģ² vŞľi matriľn²m interferenc²m pŔi analĪze komplexn²ch vzorkŞ. Ionizace PAU v HPLC 

mŞĥe bĪt dosaĥeno technikou APPI (fotoionizace za atmosf®rick®ho tlaku) za pouĥit² post-

kolonovĪch ľinidel, tj. napŔ. toluenu (Shi a kol. 2015) nebo anisolu  Hollosi a Wenzl (2011). 

Takino a kol. (2001) popsali moĥnost stanoven² PAU technikou HPLCðMS/MS s ionizac² 

elektrosprejem (ESI) v pŔ²tomnosti dusiľnanu stŔ²brn®ho jako post-kolonov®ho ľinidla. 

Ftal§ty. Celkem 4 ftal§ty a 2 izomern² smņsi ftal§tu jsou v EU povoleny pro vĪrobu 

plastovĪch vĪrobkŞ pro styk s potravinami (EC 2011a), nicm®nņ v souľasnosti publikovan® studie 

se zabĪvaj² monitoringem i v²ce neĥ 20 rŞznĪch ftal§tŞ (Xu a kol. 2014, Sun a kol. 2012, Fan a 

kol. 2012). K analĪze tņchto l§tek obvykle slouĥ² techniky GCðMS  a HPLCðMS/MS, nicm®nņ 

existuj² tak® aplikace GCðFID (Yan a kol. 2011) nebo HPLCðDAD (HPLC  s detektorem 

diodov®ho pole) (Xie a kol. 2014) zaloĥen® na velk®m zkoncentrov§n² analytŞ pŔed analĪzou. 

Mezi ftal§ty existuje nņkolik izomerŞ, napŔ. di-n-butyl- a diisobutyl-ftal§t, nebo di-n-oktyl- a 

bis(2-ethylhexyl)-ftal§t, kter® se uspokojivņ dņl² pouĥit²m bņĥnĪch nepol§rn²ch stacion§rn²ch f§z², 

jako napŔ. 5 % fenyl- 95 % dimethylpolysiloxan pro GC (napŔ. Bradley a kol. 2013), nebo C18 

pro HPLC (napŔ. Xu a kol. 2014). U izomern²ch smņs² diisononyl-  a diisodecyl-ftal§tu je situace 

opaľn§: chromatografickĪmi metodami nen² moĥn® dos§hnout dostateľn® separace vģech 

izomerŞ, kter® jsou tud²ĥ kvantifikov§ny dohromady. Za podm²nek separace kapil§rn² GCðMS 

izomern² smņsi vytv§Ŕ² shluk ľ§steľnņ oddņlenĪch sign§lŞ, kter® se eluuj² v rozmez² nņkolika minut 

(napŔ. Liu a kol. 2013). Z dŞvodu dosaĥen² poĥadovan® selektivity se pro kvantifikaci izomern²ch 

smņs² pouĥ²vaj² ionty s relativnņ n²zkou intenzitou (Lin a kol. 2003), proto maj² tyto analyty 

zpravidla vyģģ² LOD neĥ ostatn² ftal§ty (Ierapetritis a kol. 2014). Tento probl®m odpad§ pŔi 

pouĥit² HPLCðMS, kdy smņs izomerŞ vytv§Ŕ² jednolitĪ sign§l a k jej² kvantifikaci slouĥ² selektivn² 

a dostateľnņ intenzivn² ion [M+H]+ (Lin a kol. 2003). Alternativn² pŔ²stup zaloĥenĪ na stanoven² 

sumy ftal§tŞ po transesterifikaci na dimethyl-ftal§t, kde odpad§ problematika separace, 

vyvinuli OstrovskĪ a kol. (2011). 
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Fotoinici§tory tiskaŔskĪch barev lze analyzovat pomoc² technik GCðMS (Gil-Vergara a 

kol. 2007), HPLCðMS (Shen a kol. 2009), HPLCðDAD nebo HPLCðFLD (Jung a kol. 2010). œada 

analytŞ, mezi kter® patŔ² napŔ. benzofenon, isopropylthioxanton a 2-ethylhexyl-4-

(dimethylamino)benzo§t, jsou kompatibiln² se vģemi zm²nņnĪmi technikami. Ve vĪģe uvedenĪch 

publikac²ch figuruj² kolony stacion§rn² f§z² s f§z² 5% fenyl- 95 % dimethylpolysiloxan (GC) nebo 

C18 (HPLC). Gallart-Ayala a kol. (2011) popsali souľasnou analĪzu 11 fotoinici§torŞ technikou 

HPLCðMS/MS na kolonņ Discovery HS F5. Kritickou ¼lohu pŔi separaci 2- a 

4-isopropylthioxanthonu hr§la teplota termostatu kolony, jej²ĥ optim§ln² hodnota byla 5 ÁC. 

Izomery methylbenzofenonu je moĥn® separovat pomoc² GCĭGC (komprehenzivn² plynov§ 

chromatografie) na kolon§ch VF-5MSĭVF-17MS (Bugey a kol. 2013). 

Bisfenoly. K pŔ²m® analĪze bisfenolŞ slouĥ² reverzn² HPLC s detektory MS (Ferrer a kol. 

2011), FLD (Grumetto a kol. 2013) nebo UV (Reyes-Gallardo a kol. 2016). Pomoc² HPLC je 

moĥn® analyzovat bisfenoly vľetnņ epoxy-deriv§tŞ a jejich rozkladnĪch produktŞ (Fattore a kol. 

2015, Zou a kol. 2012). Naproti tomu GCðMS v pŔ²padņ bisfenolŞ ¼dajnņ nab²z² lepģ² 

chromatografick® rozliģen² a niĥģ² detekľn² limity neĥ HPLCðMS, avģak za cenu derivatizace 

analytŞ pŔed analĪzou (Ballesteros-G·mez a kol. 2009). Z poznatkŞ studie Stuart a kol. (2005) 

plyne, ĥe LOD bisfenolu A pŔi stanoven² pomoc² GCðMS se po derivatizaci 

fenyltrimethylammonium hydroxidem sn²ĥ² z 0,80 na 0,004 ng. Mezi dalģ² bņĥn§ derivatizaľn² 

ľinidla patŔ² napŔ. acetanhydrid (Cao a kol. 2015). Vinas a kol. (2010) popsali automatizovanou 

metodu izolace bisfenolŞ pomoc² mikroextrakce na tuhou f§zi (SPME) a jejich n§slednou 

derivatizaci parami bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamidu. 

PFAS jsou obvykle analyzov§ny pomoc² HPLCðMS (Zabaleta a kol. 2016, Crimmins a kol. 

2014, Capriotti a kol. 2013). Touto metodou lze souľasnņ stanovit v²ce neĥ 115 PFAS s rŞznou 

d®lkou fluorovan®ho alifatick®ho Ŕetņzce a rŞznou pol§rn² skupinou (Trier a kol. 2011). Tito 

autoŔi pouĥili vodnou sloĥku mobiln² f§ze o pH = 9,7, coĥ umoĥnilo ionizovat jak iontov®, tak 

neiontov® PFAS. Chromatografick® rozliģen² a symetrii sign§lu perfluorovanĪch analytŞ na bņĥn® 

stacion§rn² f§zi (C18) je moĥn® vĪznamnņ ovlivnit pŔ²davkem polyfluorovanĪch aditiv do mobiln² 

f§ze, kter® ¼dajnņ interaguj² se stacion§rn² f§z² a mņn² jej² selektivitu (Haljasorg a kol. 2014). 

Pro stanoven² perfluoralkylkarboxylovĪch kyselin se nab²z² alternativa derivatizace na isobutyl-

estery a n§sledn® GCðMS analĪzy (Dufkov§ a kol. 2012). Nņkter® m®nņ pol§rn² PFAS, mezi 

kter® patŔ² napŔ. fluorotelomern² alkoholy a akryl§ty, je dokonce moĥn® analyzovat pomoc² GC 

bez derivatizace na stacion§rn² f§zi polyethylenglykol (Dorman a Reiner 2012). Pro ostatn² 

skupiny PFAS vģak zŞst§v§ HPLC jedinou alternativou, neboŜ nejsou zn§my stabiln² deriv§ty pro 

GC (Reiner a kol. 2014). 

2.2.2 Techniky pŔ²pravy vzorku 

Optimalizace pŔ²pravy pap²rovĪch vĪrobkŞ a tuľnĪch potravin k analĪze pomoc² 

chromatografickĪch technik pŔedstavuje jeden z hlavn²ch c²lŞ t®to pr§ce a tato kapitola 
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pojedn§v§ o dostupnĪch technik§ch. Pro izolaci analytŞ ze vzorku se v souľasnosti nab²z² Ŕada 

modern²ch technik, kter® je moĥn® souhrnnņ oznaľit pojmem mikroextrakľn². Do t®to skupiny patŔ² 

napŔ. mikroextrakce na tuhou f§zi (SPME), kterou Bononi a Tateo (2009) pouĥili pro izolaci 

ftal§tŞ z pap²rov®ho kartonu, Rios a kol. (2010), Feng a kol. (2005) a Holadov§ a kol. (2007) 

pro izolaci ftal§tŞ z jedl®ho oleje nebo kravsk®ho ml®ka a Kumari a kol. (2013) pro izolaci PAU 

z ľokol§dy. Yan a kol. (2011) izolovali ftal§ty z ml®ka pomoc² tetrachlormethanu technikou 

disperzn² mikroextrakce kapalina-kapalina (DLLME). Mikroextrakci rozpouģtņdlem (1-oktanol) 

v dut®m vl§knņ vyvinuli Sanagi a kol. (2013) pro extrakci PAU z ml®ka. Tyto mikroextrakľn² 

techniky nab²z² Ŕadu vĪhod, jako je napŔ. vysokĪ prekoncentraľn² faktor analytŞ, n²zk§ spotŔeba 

organickĪch rozpouģtņdel a v nņkterĪch pŔ²padech tak® moĥnost automatizace. Citovan® zdroje 

ovģem z§roveŎ poukazuj² na Ŕadu kritickĪch parametrŞ, kter® je v r§mci vĪvoje metody nutn® 

optimalizovat. Bylo by pravdņpodobnņ velmi obt²ĥn® naj²t optim§ln² podm²nky nņkter® 

z mikroextrakľn²ch technik pro izolaci tak ģirok®ho spektra analytŞ, jako je v t®to pr§ci. Jako 

izolaľn² metoda proto byla zvolena extrakce organickĪm rozpouģtņdlem. 

Extrakce rozpouģtņdlem st§le pŔedstavuje nejbņĥnņjģ² postup pro izolaci analytŞ ze 

vzorku.  V z§vislosti na skupenstv² a sloĥen² vzorku se extrakce prov§d² rŞznĪmi zpŞsoby, napŔ. 

pomoc² mechanick® homogenizace vzorku s rozpouģtņdlem (Guo a kol. 2010, Sungur a kol. 

2015) nebo pŞsoben²m ultrazvuku (Wang a Guo 2010, Zableta a kol. 2016). Technika zn§m§ 

pod zkratkou QuEChERS se zakl§d§ na tŔep§n² hydratovan®ho vzorku s acetonitrilem a 

n§sledn®m pŔ²davku sol², coĥ extrakt rozdņl² na vodnou a organickou f§zi (Anastassiades a kol. 

2003). Gallart-Ayala a kol. (2011) popsali jej² vyuĥit² pro izolaci fotoinici§torŞ z pap²ru; Xu a 

kol. (2014) stejnĪm zpŞsobem izolovali ftal§ty z potravin. Sun a kol. (2012) extrahovali ftal§ty 

z rostlinn®ho oleje methanolem za zvĪģen®ho tlaku, teploty a pŞsoben² mikrovlnn®ho z§Ŕen². 

Existuj² rovnņĥ automatizovan® instrument§ln² techniky extrakce za zvĪģen®ho tlaku a teploty 

(PLE a ASE), kter® naģly uplatnņn² napŔ. pro izolaci PFAS z pap²ru (Poothong a kol. 2012), nebo 

bisfenolu A ze suģen®ho ml®ka (Ferrer a kol. 2011).  

PŔi extrakci vzorkŞ rozpouģtņdlem jsou kromņ analytŞ izolov§ny tak® komponenty matrice. 

Tyto l§tky mohou zpŞsobovat matriľn² efekty, interferovat se stanoven²m analytu, nebo m²t 

negativn² dopad na stabilitu analytick®ho syst®mu. To plat² zejm®na pro lipidy ð koextrakty 

z tuľnĪch potravin. PŔed chromatografickou analĪzou proto extrakty obvykle proch§z² dalģ² 

¼pravou, kter§ m§ za c²l matriľn² l§tky eliminovat. N§sleduj²c² techniky a postupy se bņĥnņ 

pouĥ²vaj² pro pŔeľiģtņn² extraktŞ z tuľnĪch potravin. 

Gelov§ permeaľn² chromatografie (GPC) je chromatografick§ technika, kter§ dņl² 

molekuly na z§kladņ tzv. hydrodynamick®ho prŞmņru. Protoĥe hydrodynamickĪ prŞmņr analytŞ 

a lipidŞ se v praxi ľasto liģ², GPC pŔedstavuje pouĥitelnou strategii pro odtuľnņn² extraktŞ. 

V souľasn® literatuŔe byly pops§ny aplikace GPC pro stanoven² PAU Wang a kol. (2016), 

ftal§tŞ Sun a kol. (2012) nebo PFAS Yang a kol. (2015) v jedlĪch olej²ch. Ve vģech zm²nņnĪch 

studi²ch bylo dosaĥeno separace na stacion§rn² f§zi Biobeads SX-3. 
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Extrakce na tuhou f§zi (SPE) je preparativn² separaľn² technika, pŔi kter® doch§z² 

k rozdņlen² l§tky mezi tuhĪ sorbent naplnņnĪ v kolonce a kapalnou f§zi (vzorek/eluent), kter§ 

kolonkou proch§z². Na trhu existuje Ŕada sorbentŞ s rŞznĪmi retenľn²mi mechanismy. Grumetto a 

kol. (2013) a Cao a kol. (2015) popsali aplikaci SPE se sorbentem na b§zi oktadecylovan®ho 

silikagelu (C18) pro zachycen² bisfenolŞ z rozpouģtņdla/vzorku s vysokĪm obsahem vody; 

k eluci bylo pouĥito rozpouģtņdlo s vyģģ²m pod²lem organick® sloĥky. PŔ²kladem hojnņ 

vyuĥ²van®ho pol§rn²ho adsorbentu je florisil.  Fattore a kol. (2015), Sungur a kol. (2015) a Li a 

kol. (2013b) pouĥili tento adsorbent pro zkoncentrov§n² ftal§tŞ a bisfenolŞ z extraktŞ tuľnĪch 

potravin v nepol§rn²m rozpouģtņdle (isooktan, n-hexan); analyty byly z kolonek eluov§ny smņs² 

n-hexanu s ethyl-acet§tem nebo acetonem. Adsorbenty na b§zi aktivn²ho uhl² pouĥili Capriotti a 

kol. (2013) a Still a kol. (2013) pŔi stanoven² PFAS v ml®ľnĪch vĪrobc²ch. Analyty byly ze SPE 

eluov§ny organickĪm rozpouģtņdlem s pŔ²davkem amoniaku nebo octanu amonn®ho. Molekuly 

PFAS typicky obsahuj² kyselou pol§rn² skupinu, a proto je moĥn® je zachytit tak® na slab®m 

anexu. PFAS lze z tņchto SPE kolonek eluovat napŔ. pomoc² methanolu s pŔ²davkem amoniaku 

(Chung a Lam 2014), pŔ²padnņ ftakcionovat na iontov® a neiontov® PFAS pomoc² rŞznĪch eluentŞ 

Gebbink a kol. (2013). V neposledn² Ŕadņ je nutn® zm²nit souľasnĪ trend SPE, a to tzv. 

molecularly imprinted polymers. Jedn§ se o polymern² sorbenty vyroben® za pŔ²tomnosti 

ătempl§tovĪchò molekul, kter® po odstranņn² ze struktury polymeru zanech§vaj² vazebn§ m²sta 

s vysokou afinitou ke strukturnņ podobnĪm molekul§m. Tato technologie je v souľasnosti 

dostupn§ napŔ. pro bisfenol A (Li a kol. 2013a) nebo PAU (Xu a kol. 2015). 

Disperzn² extrakce na tuhou f§zi (dSPE) se zakl§d§ na stejn®m principu jako SPE, ovģem 

jej² proveden² je vĪraznņ jednoduģģ². TuhĪ sorbent se pŔid§v§ ke kapaln®mu vzorku ve formņ 

pr§ģku a n§slednņ se oddņl² usazen²m. PŔi analĪze migrantŞ v potravin§ch naģla uplatnņn² Ŕada 

sorbentŞ nebo jejich kombinac², napŔ. PSA (primary secondary amine) (Gallart-Ayala a kol. 

2011, Xie a kol. 2014), PSA-C18 (Xu a kol. 2014, Fasano a kol. 2015), Envi-Carb (Crimmins a 

kol. 2014), Envi-Carb-C18 (Yang a kol. 2015, Lacina a kol. 2011). Nņkter® pr§ce popisuj² 

synt®zu a pouĥit² kompozitn²ch sorbentŞ s obsahem Fe3O4, kter® je moĥn® od kapaln® f§ze 

oddņlit v magnetick®m poli (Filippou a kol. 2017, Reyes-gallardo a kol. 2016, Zhang a kol. 

2017). 

Extrakce rozpouģtņdlem. Lipidy se dobŔe rozpouģt² v nepol§rn²ch rozpouģtņdlech. Za 

pŔedpokladu, ĥe c²lov® l§tky do nepol§rn²ho rozpouģtņdla pŔech§z² jen omezenņ, lze pouĥ²t tato 

rozpouģtņdla k eliminaci lipidŞ ze vzorku. Filippou a kol. (2017) popsali metodu analĪzy 

bisfenolu A v ml®ce zaloĥenou na odtuľnņn² vzorku n-hexanem a n§sledn® izolaci analytu pomoc² 

dSPE. Bugey a kol. (2013) extrahovali  fotoinici§tory z cere§li² acetonitrilem a rozpuģtņn® lipidy 

ze z²skan®ho extraktu n§slednņ vytŔepali do n-hexanu. Fattore a kol. (2015) spojili tento postup 

do jednoho kroku, kdyĥ extrahovali bisfenoly a bisfenol-diglycydylethery z ryb pomoc² 

dvouf§zov®ho syst®mu acetonitril-n-hexan. 
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Vymraĥen². PŔi sn²ĥen² teploty se sniĥuje tak® rozpustnost lipidŞ v nņkterĪch organickĪch 

rozpouģtņdlech natolik, ĥe se sr§ĥ² a usazuj². Na tomto principu je zaloĥeno pŔeľiģtņn² 

v publikovanĪch metod§ch pro stanoven² ftal§tŞ jedlĪch olej²ch (Ierapetritis a kol. 2014) a 

v potravin§ch (Bradley a kol. 2013). Jako extrakľn² rozpouģtņdlo v prvn² zm²nņn® pr§ci slouĥila 

smņs acetonitrilu a tetrahydrofuranu, ve druh®m smņs acetonitrilu s dichlormethanem. 

2.2.3 Problematika slepĪch pokusŞ 

Vņtģina analytŞ, kterĪmi se zabĪv§ tato pr§ce, jsou l§tky intenzivnņ pouĥ²van® v prŞmyslu. 

Slouĥ² jako vĪchoz² suroviny pro vĪrobu napŔ. plastovĪch vĪrobkŞ, n§tņrovĪch a stavebn²ch hmot, 

kter® nach§z² sv® uplatnņn² mj. i v laboratoŔi. Z toho dŞvodu mŞĥe snadno doj²t ke kontaminaci 

vzorku bņhem analĪzy. Stanoven² migrantŞ tud²ĥ klade zvĪģen® n§roky na ľistotu laboratorn²ho 

prostŔed², pomŞcek a chemik§li². Nejl®pe zdokumentovan§ je situace u ftal§tŞ. Existuje Ŕada 

zdrojŞ, kter® mohou ftal§ty obsahovat, napŔ. organick§ rozpouģtņdla a sorbenty,  jednor§zov® 

plastov® pomŞcky i ovzduģ² laboratoŔe (Guo a Kannan 2012). Pokud se podaŔ² zdroj 

kontaminace identifikovat, je nutn® do analytick®ho procesu zahrnout takov§ opatŔen², kter§ 

kontaminaci c²lovĪmi l§tkami eliminuj² nebo alespoŎ sn²ĥ². 

Lin a kol. (2003) upozornili na vĪskyt ftal§tŞ v organickĪch rozpouģtņdlech, zejm®na 

v hexanu. Dvojn§sobnou destilac² tohoto rozpouģtņdla se podaŔilo hladinu kontaminace sn²ĥit 2ð

3n§sobnņ. Podle jin® studie (Fankhauser-Noti a Grob 2007) vģak ¼ľinnost destilace nen² 

dostateľn§ k pŔeľiģtņn² hexanu s vĪchoz² koncentrac² ftal§tŞ v Ŕ§du 100 Õg/l. AutorŞm se 

podaŔilo kontaminaci sn²ĥit pod hladinu 0,2 Õg/l pomoc² adsorpce kontaminantŞ na oxid hlinitĪ. 

Je vģak pravdņpodobn®, ĥe tento postup nebude ¼ľinnĪ pro jin§ rozpouģtņdla neĥ uhlovod²ky. 

Rozpouģtņdla pro kapalinovou chromatografii mohou rovnņĥ obsahovat ftal§ty i neftal§tov§ 

zmņkľovadla jako kontaminaci. Vaclav²kov§ a kol. (2016) vyŔeģili tento probl®m pomoc² 50mm 

analytick® kolony se stacion§rn² f§z² C18 instalovan® mezi ľerpadlo mobiln² f§ze a autosampler.  

Tato kolona zadrĥuje ftal§ty z mobiln² f§ze, a tak doch§z² k jejich zpoĥdņn² oproti sign§lŞm 

stejnĪch l§tek poch§zej²c²ch z n§stŔiku vzorku. 

Komerľnņ dostupn® adsorbenty, napŔ. florisil, obsahuj² ftal§ty o koncentrac²ch aĥ 45 ng/g, 

kter® se nepodaŔilo odstranit ani vyĥ²h§n²m pŔi 650 ÁC (Guo a Kannan (2012). Z dŞvodŞ moĥn® 

nebo domnņl® kontaminace adsorbentŞ pro SPE ftal§ty nņkter® studie zcela upouģt² od pŔeľiģtņn² 

extraktu pŔed analĪzou ftal§tŞ, a to i v pŔ²padņ tuľnĪch matric (Li a kol. 2011). Podle Xu a kol. 

(2014) mŞĥe bĪt problematickĪ i plastovĪ materi§l obalu kolonek pro SPE, a proto tito autoŔi 

doporuľuj² pouĥ²t kolonky sklenņn®. Nicm®nņ Fankhauser-Noti a Grob (2007) identifikovali 

ftal§ty i v rŞznĪch sklenņnĪch laboratorn²ch pomŞck§ch. Tento probl®m se sice podaŔilo 

jednoduģe vyŔeģit promyt²m pŔeľiģtņnĪm organickĪm rozpouģtņdlem, pŔ²padnņ vyĥ²h§n²m na 

400 ÁC, avģak po urľit® dobņ se pŞvodn² hladiny ftal§tŞ obnovily. PŔedpokl§d§ se, ĥe v tomto 

pŔ²padņ doch§z² ke kontaminaci z laboratorn²ho ovzduģ².  
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Stejn² autoŔi stanovili v laboratorn²m ovzduģ² dibutyl- a bis(2-ethylhexyl)-ftal§t o 

koncentraci 0,9ð3,0  Õg/m3 a prok§zali jejich schopnost absorbovat se v exponovanĪch 

organickĪch rozpouģtņdlech a jedl®m oleji rychlost² 0,13ð0,43 ng/cm2/ h, resp. 0,03ð

0,18 ng/cm2/h. Marega a kol. (2013) v laboratorn²m ovzduģ² identifikovali koncentrace ftal§tŞ 

0,35ð2,2 Õg/m3 a zjistili, ĥe z tohoto zdroje doch§z² ke kontaminaci jehly autosampleru GC. 

Kontaminovan§ stŔ²kaľka generovala odezvy odpov²daj²c² n§stŔiku Ŕ§dovņ aĥ 10 pg analytŞ. 

Pouĥit²m n§stŔikov® techniky PTV s malou penetrac² jehly a/nebo dekontaminac² jehly 

v n§stŔikov®m modulu GC se podaŔilo tyto odezvy sn²ĥit na 0,07ð1,09 pg.  

2.3 Validace analytickĪch metod 

Vhodnost analytick® metody pro zvolenĪ ¼ľel se ovņŔuje validac². V r§mci tohoto procesu 

se experiment§lnņ zjiģŜuj² pracovn² parametry metody, kter® jsou n§slednņ porovn§ny s krit®rii 

pŔijatelnosti. N§sleduj²c² text shrnuje nejvĪznamnņjģ² pracovn² parametry, kter® byly validov§ny 

bņhem experiment§ln² ľ§sti t®to pr§ce. 

2.3.1 Pravdivost 

Pravdivost analytick® metody ch§peme jako schopnost poskytovat vĪsledky shodn® se 

skuteľnou hodnotou mņŔen® veliľiny, tj. prost® systematick® chyby. Skuteľnou hodnotu veliľiny 

obvykle nezn§me, ale existuje Ŕada ovņŔovac²ch postupŞ, kdy je stanoven jej² odhad ð tzv. 

dohodnut§ referenľn² hodnota (xref). PatŔ² sem napŔ. analĪza (certifikovanĪch) referenľn²ch 

materi§lŞ, mezilaboratorn² porovn§n², srovn§n² s referenľn² metodou nebo referenľn² laboratoŔ², 

analĪza vzorkŞ se zn§mĪm pŔ²davkem analytu (Thompson a kol. 2002, Bratinova a kol. 2009). 

PŔi tņchto ovņŔovac²ch postupech mŞĥeme vyľ²slit systematickou chybu skrze vĪtņĥnost nebo 

odchylku: 

vĪtņĥnost = xexp/x ref 

odchylka = (xexp ð xref)/x ref. 

kde xexp je zmņŔen§ hodnota studovan® veliľiny. Pomoc² Studentova t-testu lze testovat nulovou 

hypot®zu vĪtņĥnost = 1, resp. odchylka = 0. Pokud je tato hypot®za zam²tnuta a existuje 

signifikantn² rozd²l mezi xexp a xref, pŔipadaj² v ¼vahu dva moĥn® sc®n§Ŕe: 1. vĪsledky metody 

korigovat na systematickou chybu, 2. zahrnout tuto chybu do nejistoty metody. Nņkter® normy 

stanovuj² pro vĪtņĥnost fixn² krit®ria, napŔ. Bratinova a kol. (2009) pro analĪzu materi§lŞ ve 

styku s potravinami v z§vislosti na hmotnostn²m zlomku analytu ve vzorku (w): 40ð120 % 

(w Ò 10 ng/g), 60ð110 % (w = 10ð100 ng/g), 80ð110 % (w Ó 100 ng/g). Za obecnņ 

pŔijatelnou je v analĪze rezidu² pesticidŞ povaĥov§na vĪtņĥnost z intervalu 70ð120 % 

(EC 2017). Stejn§ norma ovģem pŔipouģt² i vĪtņĥnosti v rozmez² 30ð140 %, a to pokud jsou 

vĪsledky konzistentn² (n²zk§ smņrodatn§ odchylka) a je dobŔe objasnņn dŞvod, proľ 

k systematick® odchylce doch§z². 
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2.3.2 PŔesnost 

Za pŔesnou je moĥn® povaĥovat takovou metodu, kter§ generuje n²zkĪ n§hodnĪ rozptyl 

paraleln²ch stanoven². V praxi pŔesnost ľasto z§vis² na koncentraci analytu (Thompson a kol. 

2002) a tuto vlastnost (heteroskedascitu) je v datov®m souboru moĥn® detekovat pomoc² rŞznĪch 

statistickĪch n§strojŞ (napŔ. Levene 1960). Horwitz a kol. (1980) objevili v kontextu analĪzy 

potravin empirickĪ vztah mezi RSD (relativn² smņrodatnou odchylkou) a hmotnostn²m zlomkem 

analytu (w), kterĪ vyjadŔuje n§sleduj²c² rovnice: 

RSDh (%) = 2(1ð0,5log w) = 2wð0,15. 

Z t®to rovnice vych§z² do souľasnosti obecnņ pŔij²man® krit®rium pro pŔesnost, tzv. HorRat: 

HorRat = RSDexp/RSDh 

kde RSDexp je RSD vypoľten§ z experiment§ln²ch dat a RSDh je hodnota pŔedpovņzen§ 

Horwitzovou rovnic². Hodnoty HorRat < 0,5 indikuj² n²zkĪ n§hodnĪ rozptyl, zat²mco HorRat > 2 

mŞĥe znamenat nehomogenitu zkuģebn²ch vzorkŞ, potŔebu dalģ² optimalizace metody nebo 

ģkolen² person§lu (Horwitz a Albert 2006). T²mto teoretickĪm z§kladem se Ŕ²d² i krit®ria 

pŔijatelnosti pro pŔesnost analĪzy materi§lŞ ve styku s potravinami (Bratinova a kol. 2009). 

V nņkterĪch oblastech, napŔ. v  analĪze rezidu² pesticidŞ, je krit®rium pro pŔesnost definov§no 

jako RSD Ò 20 % (EC 2017). OvņŔen² pŔesnosti prob²h§ obvykle souľasnņ s pravdivost² dŔ²ve 

zm²nņnĪmi postupy (kap. 2.3.1). 

2.3.3 Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ) 

Jako LOD ch§peme nejniĥģ² koncentraci analytu, kter§ mŞĥe bĪt spolehlivņ odliģena od 

nuly (Thompson a kol. 2002), nebo na kter® je moĥn® s pŔijatelnou jistotou detekovat pŔ²tomnost 

analytu (Bratinova a kol. 2009), coĥ jinĪmi slovy znamen§, ĥe mŞĥe bĪt proveden kvalitativn² 

dŞkaz analytu. LOQ je nejniĥģ² koncentrace analytu, kterou je moĥn® stanovit kvantitativnņ. 

V analytickĪch metod§ch, kter® generuj² nenulovĪ ģum z§kladn² linie (napŔ. separaľn² 

metody) lze LOD a LOQ stanovit na z§kladņ pomņru sign§lu analytu k ģumu z§kladn² linie (S/N). 

Za LOD se povaĥuje takov§ koncentrace analytu, kter§ poskytuje odezvu S/N = 3; pro LOQ 

analogicky plat² poĥadavek S/N = 10. Experiment§ln² zjiģtņn² LOD a LOQ vyĥaduje analĪzu 

S/N ve standardech se zn§mou n²zkou koncentrac² analytu a n§slednou interpolaci koncentrace 

do bodu s poĥadovanĪm S/N. Bratinova a kol. (2009) do tohoto postupu zahrnuje i odeľten² 

hodnoty S/N slep®ho pokusu. Desimoni a Brunetti (2015) spatŔuje nņkolik ¼skal² metody S/N, 

napŔ. probl®m definice oblasti ģumu, nekonzistentnost ģumu v ľase, kol²s§n² z§kladn² linie, 

probl®m definice v pŔ²padņ asymetrickĪch sign§lŞ a tzv. vyhlazov§n² chromatogramŞ.  

Alternativnņ je moĥn® definovat LOD a LOQ jako koncentraci, kter§ d§v§ analytickĪ 

sign§l (yLOD, yLOQ) v n§sleduj²c²m vztahu k sign§lu slep®ho pokusu (y0) a jeho smņrodatn® 

odchylce (sy0): 
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yLOD, yLOQ = y0 +  ksy0. 

Odtud LOD a LOQ lze vyj§dŔit za podm²nky line§rn² kalibraľn² z§vislosti jako 

LOD, LOQ = (y0 ð a + ksy0)/ b 

kde a je absolutn² koeficient line§rn² funkce, b je smņrnice. PŔi hodnotņ faktoru k = 3,28 je moĥn® 

analytickĪ sign§l odliģit od sign§lu slep®ho pokusu s 5% rizikem faleģnņ pozitivn²ho vĪsledku a 

stejnou pravdņpodobnost² faleģnņ negativn²ho vĪsledku (Miller a Miller 2010). Zaokrouhlen§ 

hodnota k = 3 se pouĥ²v§ pro odhad LOD, zat²mco vĪpoľet LOQ vych§z² z hodnoty k = 10. 

Promņnn® y0 a sy0 se stanovuj² rŞznĪmi experiment§ln²mi postupy, napŔ. opakovanou analĪzou 

slep®ho pokusu. Pokud slepĪ pokus neposkytuje mņŔitelnou odezvu, Bratinova a kol. (2009) 

doporuľuje jako odhad sy0 pouĥ²t experiment§lnņ zjiģtņnou smņrodatnou odchylku koncentrace 

nejniĥģ²ho kalibraľn²ho bodu. Za pŔedpokladu linearity mŞĥe bĪt vĪhodn® y0 extrapolovat 

z kalibraľn² pŔ²mky jako y0 = a. Analogicky lze sy0 odhadnout z kalibrace jako smņrodatnou 

odchylku absolutn²ho koeficientu (sa) (Bratinova a kol. 2009). VĪpoľet sa nicm®nņ vyĥaduje 

nņkolik nez§vislĪch hodnot a, tedy nņkolik opakovanĪch analĪz kalibraľn² pŔ²mky. Za 

pŔedpokladu nez§vislosti rozptylu odezvy na koncentraci analytu (homoskedascita) je tak® 

moĥn® pouĥ²t standardn² chybu line§rn² regrese (sy|x ) pro odhad sy0 (Miller a Miller 2010). 

Krit®ria pŔijatelnosti pro LOD a LOQ vzhledem ke specifick®mu migraľn²mu limitu uv§d² 

Tabulka 1. 

Tabulka 1. Krit®ria pŔijatelnosti pro LOD a LOQ v oblasti analĪzy materi§lŞ ve styku s potravinami (Bratinova a kol. 2009).  

SML ð specifickĪ migraľn² limit, ULOQ ð nejistota na hladinņ LOQ, LODND ð legislativn² poĥadavek LOD pro l§tky, kter® nesm² 

migrovat ve zjistiteln®m mnoĥstv², n ð poľet analytŞ. 

typ regulace minim§ln² poĥadavek optim§ln² poĥadavek 

SML LOQ + ULOQ < SML LOQ Ò SML/5 

skupinovĪ SML* ɆLOQi + ɆULOQ, i < SML LOQ Ò SML/5/n 

SML ănedetekov§noò LOD Ò LODND ð 

skupinovĪ SML ănedetekov§noò* LOD Ò LODND/n ð 

*skupinovĪ SML je stanoven pro sumu n analytŞ. 
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3 EXPERIMENTćLNĊ ĽćST ð KOMENTćœE K PUBLIKACĊM 

Tato pr§ce se zabĪv§ vĪvojem metod pro stanoven² celkem 83 potenci§ln²ch migrantŞ 

v pap²rovĪch vĪrobc²ch (Studie 1 a 2) a tuľnĪch potravin§ch (Studie 3 a 4). Pro splnņn² tohoto 

¼kolu byly zvoleny techniky GCðEIðMS/MS a HPLCðESIðMS/MS s ohledem na jejich citlivost, 

selektivitu a univerz§ln² pouĥitelnost. V r§mci studie 1 a 2 byly analyty rozdņleny do dvou skupin 

podle pouĥit® analytick® koncovky: 1. PAU, ftal§ty, fotoinici§tory tiskaŔskĪch barev (GC), 2. 

bisfenoly a PFAS (HPLC). Vģechny analyty studovan® v tuľnĪch potravin§ch (ftal§ty, 

fotoinici§tory tiskaŔskĪch barev, bisfenoly a PFAS) bylo moĥn® analyzovat souľasnņ pomoc² 

HPLC. Podm²nky chromatografick®ho stanoven² uv§d² n§sleduj²c² kapitoly.  

Vģechny nov® analytick® metody byly ovņŔeny ve validaľn²ch studi²ch. VĪtņĥnost a 

opakovatelnost byly stanoveny pŔi opakovan® analĪze vzorkŞ s umņlĪm pŔ²davkem analytŞ o 

zn§m® koncentraci. Opakovanou analĪzou kalibraľn² z§vislosti byla z²sk§na prŞmņrn§ smņrnice 

(b) a smņrodatn§ odchylka absolutn²ho koeficientu line§rn² kalibraľn² funkce (sa), kter® byly 

pouĥity k vyj§dŔen² LOQ podle n§sleduj²c² rovnice: 

LOQ = 10sa/ b  

3.1 Podm²nky GCðEIðMS/MS 

Pro stanoven² analytŞ metodou GCðMS/MS slouĥil syst®m sloĥenĪ z plynov®ho 

chromatografu Trace 1310, autosampleru Triplus RSH a hmotnostn²ho spektrometru TSQ 

Quantum XLS Ultra triple quadrupole MS (Thermo Scientific). Objem vzoku 5 Õl byl nastŔikov§n 

do injektoru PTV (programmable temperature vaporizer) s deaktivovanĪm sleknņnĪm linerem 

vyhŔ²vanĪm na teplotu 40 ÁC. Rozpouģtņdlo vzorku bylo ľ§steľnņ odpaŔeno prŞtokem helia 

40 ml/min. Teplota injektoru byla n§slednņ zvĪģena na 280 ÁC, pŔiľemĥ analyty byly v reĥimu 

splitless pŔeneseny na kolonu Rxi-PAH (30 m ĭ 0,25 mm ĭ 0,10 Õm) udrĥovanou pŔi 50 ÁC. Po 

skonľen² splitless periody (2 min) byla teplota kolony gradientem 50 ÁC/min zvĪģena na 150 ÁC, 

d§le gradientem 10 ÁC/min na 210 ÁC, d§le gradientem 20 ÁC/min na 270 ÁC, d§le 

gradientem 3 ÁC/min na 285 ÁC, a nakonec gradientem 20 ÁC/min na teplotu 325 ÁC, kter§ 

byla udrĥov§na dalģ² 3 min. Separace prob²hala za konstantn²ho prŞtoku nosn®ho plynu helia 

1 ml/min. Analyty byly detekov§ny pomoc² MS/MS s elektronovou ionizac² (EI). Tabulka 2 uv§d² 

seznam studovanĪch analytŞ a paramatry jejich stanoven². 

Tabulka 2. Seznam l§tek analyzovanĪch pomoc² GC ve studii 1 a 2. CAS ð identifikaľn² ľ²slo l§tky v registru Chemical Abstracts 

Service, IS ð l§tka slouĥila jako vnitŔn² standard. 

analyt CAS MS/MS pŔechody LOQ (ng/g) 

PAU    

1,2-dimethylnafthalen 573-98-8 156>141, 115 3,7 

1,4-dimethylnafthalen 571-58-4 156>141, 115 3,9 
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analyt CAS MS/MS pŔechody LOQ (ng/g) 

1,6-dimethylnafthalen 575-43-9 156>141, 115 4,6 

1-methylfluoren 1730-37-6 180>165, 178 3,4 

1-methylnafthalen 90-12-0 142>115, 141 7,5 

2,6-diisopropylnaftalen 24157-81-1 212>197, 155 6,3 

2,6-dimethylnaftalen 581-42-0 156>141, 115 3,8 

2,7-diisopropylnaftalen 40458-98-8 212>197, 155 8,5 

2-methylantracen 613-12-7 192>190, 165 6,1 

2-methylnaftalen 91-57-6 142>115, 141 8,7 

9-methylantracen 779-02-2 192>190, 165 4,6 

acenaften 83-32-9 153>126, 151 7,2 

acenaftylen 208-96-8 152>126, 102 4,0 

antracen 120-12-7 178>176, 152 5,7 

antracen-d10 (IS) 1719-16-8 188>184, 160 ð 

benzo[a]antracen 56-55-3 228>226, 202 4,2 

benzo[a]pyren 50-32-8 252>226, 250 7,0 

benzo[b]fluoranthen 205-99-2 252>226, 250 5,1 

benzo[ghi]perylen 191-24-2 276>274, 272 8,3 

benzo[k]fluoranthen 207-08-9 252>226, 250 6,4 

dibenzo[ah]antracen 53-70-3 278>276, 274 13 

fenanthren 85-01-8 178>176, 152 7,6 

fluoranthen 206-44-0 202>200, 176 5,3 

fluoren 86-73-7 165>163, 139 5,6 

chrysen 218-01-9 228>226, 202 6,0 

indeno[1,2,3-cd]pyren 193-39-5 276>274, 272 9,3 

naftalen 91-20-3 128>102, 77 29 

pyren 129-00-0 202>200, 176 5,1 

ftal§ty    

bis(2-ethylhexyl)-ftal§t 117-81-7 149>65, 93 100 

bis(2-ethylhexyl)-ftal§t-d4 (IS) 93951-87-2  153>97, 69 ð 

diethyl-ftal§t 84-66-2 149>65, 93 31 

diheptyl-ftal§t 3648-21-3 265>149; 149>93 2,3 

diisobutyl-ftal§t 84-69-5 149>65, 93 110 

diisodecyl-ftal§t 26761-40-0 307>149, 167 190 

diisononyl-ftal§t 28553-12-0 293>149, 167 200 

dimethyl-ftal§t 131-11-3 163>77, 135 6,5 

di-n-butyl-ftal§t 84-74-2 149>65, 93 190 

di-n-oktyl-ftal§t 117-84-0 149>65, 93 11 

dipentyl-ftal§t 131-18-0 149>65, 93 1,8 

fotoinici§tory    

2-ethylhexyl-4-(dimethylamino)benzo§t 21245-02-3 277>165, 148 5,1 

2-isopropylthioxanthon 5495-84-1 254>239, 196 9,5 

4-isopropylthioxanthon 83846-86-0 254>239, 196 5,0 

4-methylbenzofenon 134-84-9 196>181, 119 7,7 

benzofenon 119-61-9 182>105, 77 15 

benzofenon-d10 (IS) 22583-75-1 192>110, 82 ð 

ethyl-4-(dimethylamino)benzo§t 10287-53-3 193>165, 148 4,1 

ostatn²    

anthrachinon 84-65-1 208>180, 152 18 

bis(2-ethylhexyl)-adip§t 103-23-1 147>129, 111 220 
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3.2 Podm²nky HPLCðESIðMS/MS 

Stanoven² analytŞ metodou HPLCðMS/MS prob²halo na syst®mu sloĥen®m z kapalinov®ho 

chromatografu Agilent 1290 a hmotnostn²ho spektrometru Agilent 6490 vybaven®ho iontovĪm 

zdrojem ESI (Agilent Technologies). Podm²nky stanoven² v jednotlivĪch metod§ch uv§d² Tabulka 

3. Pro zachycen² a zpoĥdņn² kontaminantŞ z mobiln² f§ze v r§mci studie 3 a 4 byla do 

analytick®ho syst®mu nainstalov§na pŔedkolona (Obr§zek 6). Tabulka 4 uv§d² seznam 

studovanĪch analytŞ a parametry jejich stanovan².  

Tabulka 3. Podm²nky HPLCð ESIðMS/MS v jednotlivĪch metod§ch. m.f. ð mobiln² f§ze. 

 Studie 1 a 2 Studie 3 Studie 4 

pŔedkolona ð Kinetex C18, 5 µm 

(50 ĭ 2,1 mm) 

Kinetex C18, 5 µm 

(50 ĭ 2,1 mm) 

analytick§ kolona Poroshell EC-C18, 2,7 µm 

(150 ĭ 3,0 mm) 

Kinetex Phenyl-hexyl, 

2,6 µm (150 ĭ 2,1 mm) 

Kinetex Phenyl-hexyl, 2,6 µm 

(150 ĭ 2,1 mm) 

m.f. (A) voda* voda* voda* 

m.f. (B) methanol* methanol* methanol 

aditiva *octan amonnĪ, 2 mmol/l *octan amonnĪ, 2 mmol/l *octan amonnĪ, 2 mmol/l 

prŞtok m.f. (ml/min) 0,40 0,35 gradient 

gradient m.f. 0 min, 20 % B 

2 min, 60 % B 

10 min, 100 % B 

12 min, 100 % B 

0 min, 20 % B 

1 min, 60 % B 

4 min, 60 % B 

5 min, 70 % B 

8 min, 75 % B 

11 min, 90 % B 

13 min, 90 % B 

14 min, 90 % B 

17 min, 100 % B 

0 min, 20 % B, 0,35 ml/min 

3 min, 60 % B, 0,30 ml/min 

10 min, 75 % B, 0,30 ml/min 

11 min, 90 % B, 0,30 ml/min 

14.99 min, 90 % B, 0,45 ml/min 

15 min, 100 % B, 0,45 ml/min 

18 min, 100 % B, 0,45 ml/min 

 

 

Obr§zek 6. Sch®ma syst®mu pro HPLC analĪzu l§tek s vysokĪmi koncentracemi v mobiln² f§zi. 

Tabulka 4. Seznam l§tek analyzovanĪch pomoc² HPLC ve studii 1ð4. CAS ð identifikaľn² ľ²slo l§tky v registru Chemical Abstracts 

Service, IS ð l§tka slouĥila jako vnitŔn² standard. 

analyt CAS MS/MS pŔechody LOQ (ng/g) ve studii 

1 a 2 3 4 

ftal§ty      

bis(2-ethylhexyl)-ftal§t 117-81-7 (+) 391>149, 121, 93 ð 110 34 

butyl-benzyl-ftal§t 85-68-7 (+) 313>91, 149 ð 5,5 3,3 
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analyt CAS MS/MS pŔechody LOQ (ng/g) ve studii 

1 a 2 3 4 

diethyl-ftal§t 84-66-2 (+) 223>149, 121, 65 ð 13 4,4 

diethyl-ftal§t-d4 (IS) 93952-12-6 (+) 227>153, 125, 97 ð ð ð 

diisobutyl-ftal§t 84-69-5 (+) 279>205, 149, 121 ð 11 8,4 

diisodecyl-ftal§t 26761-40-0 (+) 447>85, 149, 71 ð 14 12 

diisononyl-ftal§t 28553-12-0 (+) 419>149, 85, 71 ð 59 23 

di-n-butyl-ftal§t 84-74-2 (+) 279>205, 149, 121 ð 24 16 

di-n-oktyl-ftal§t 117-84-0 (+) 391>149, 121, 93 ð 7,2 ð 

bisfenoly      

bisfenol A 80-05-7 (ð) 227>212, 133 59 ð 9,8 

bisfenol A-d16 (IS) 96210-87-6 (ð) 241>223, 142 ð ð ð 

bisfenol AF 1478-61-1 (ð) 335>265, 225, 197 ð ð 1,4 

bisfenol AP 1571-75-1 (ð) 289>274, 273, 195 ð ð 2,0 

bisfenol BP 1844-01-5 (ð) 351>274, 273, 258 ð ð 2,3 

bisfenol C 79-97-0 (ð) 255>147, 239, 107 ð ð 42 

bisfenol E 80-09-1 (ð) 213>198, 197, 119 ð ð 11 

bisfenol F 620-92-8 (ð) 199>93, 105 70 ð 37 

bisfenol FL 3236-71-3 (ð) 349>256 ð ð 3,3 

bisfenol G 127-54-8 (ð) 311>295, 175 ð ð 20 

bisfenol M 13595-25-0 (ð) 345>251, 329, 133 ð ð 2,7 

bisfenol P 2167-51-3 (ð) 345>315, 330, 133 ð ð 19 

bisfenol S 80-09-1 (ð) 249>108, 156, 92 4,2 ð 6,8 

bisfenol Z 843-55-0 (ð) 267>173, 223, 145 ð ð 2,9 

fotoinici§tory      

2-ethylhexyl-4-(dimethylamino)benzo§t 21245-02-3 (+) 278>166, 150, 134 ð ð 14 

2-isopropylthioxanthon 5495-84-1 (+) 255>184, 213 ð ð 5,1 

4-benzoylbifenyl 2128-93-0 (+) 259>105, 181 ð ð 7,6 

4-hydroxybenzofenon 1137-42-4 (+) 215>121, 93, 65 ð ð 1,7 

4-methylbenzofenon 134-84-9 (+) 197>105, 119, 91 ð ð 2,3 

benzofenon 119-61-9 (+) 183>105, 77 ð ð 6,4 

ethyl-4-(dimethylamino)benzo§t 10287-53-3 (+) 194>166, 179, 150 ð ð 2,1 

methyl-2-benzoylbenzo§t 606-28-0 (+) 241>209, 152 ð ð 1,0 

PFAS      

(1H,1H,2H,2H-perfluordecyl)fosfin§t ð (ð) 543>97 100 ð ð 

(1H,1H,2H,2H-perfluoroktyl)fosfin§t ð (ð) 443>97 130 ð ð 

bis(1H,1H,2H,2H-perfluordecyl)fosfin§t ð (ð) 989>97 19 ð ð 

bis(1H,1H,2H,2H-perfluoroktyl)fosfin§t ð (ð) 789>443 7,9 ð ð 

perfluorbutanov§ kyselina 375-22-4 (ð) 213>119, 169 5,3 ð ð 

perfluorbutansulfon§t 375-73-5 (ð) 299>80, 99 1,3 ð 1,6 

perfluordekanfosfon§t ð (ð) 599>79 46 ð ð 

perfluordekanov§ kyselina 335-76-2 (ð) 513>469; 469>219 3,1 ð 1,7 

perfluordodekanov§ kyselina 307-55-1 (ð) 613>569, 169 3,2 ð 2,1 

perfluorheptanov§ kyselina 375-85-9 (ð) 363>319; 319>119 3,8 ð 2,7 

perfluorhexanfosfon§t ð (ð) 399>79 31 ð ð 

perfluorhexanov§ kyselina 307-24-4 (ð) 313>269; 269>119 3,5 ð 1,4 

perfluorhexansulfon§t 3871-99-6 (ð) 399>80, 99 3,0 ð 1,8 

perfluorktylsulfonamid 754-91-6 (ð) 498>78, 48 2,7 ð 1,9 

perfluornonanov§ kyselina 375-95-1 (ð) 463>419; 419>169, 219 4,7 ð 2,4 

perfluoroktanfosfon§t ð (ð) 499>79 38 ð ð 

perfluoroktanov§ kyselina 335-67-1 (ð) 369>169; 413>369 3,1 ð 1,5 

perfluoroktanov§ kyselina-13C2 (IS) ð (ð) 415>370 ð ð ð 

perfluoroktansulfon§t 1763-23-1 (ð) 499>80, 99 5,6 ð 1,7 

perfluorpentanov§ kyselina 2706-90-3 (ð) 219>69; 263>219 52 ð ð 
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analyt CAS MS/MS pŔechody LOQ (ng/g) ve studii 

1 a 2 3 4 

perfluorundekanov§ kyselina 2058-94-8 (ð) 563>519; 519>269 3,4 ð 1,7 

ostatn²      

anthrachinon 84-65-1 (+) 209>152, 77 18 ð 1,4 

ethyl-4-ethoxybenzo§t 23676-09-7  (+) 167>95, 121, 77 ð ð 6,6 

3.3 Podm²nky HR-TOF-MS 

Technika HR-TOF-MS byla pouĥita pro identifikaci a semikvantitativn² stanoven² matriľn²ch 

l§tek v extraktech. MņŔen² pob²halo na hmotnostn²m spektrometru Agilent 6220 (Agilent 

Technologies). Vzorky byly d§vkov§ny pŔ²mo do ESI zdroje pomoc² kapalinov®ho chromatografu 

Agilent 1290 bez instalovan® chromatografick® kolony prŞtokem 0,5 ml/min methanolu 

s 2 mmol/l octanem amonnĪm. Bņhem analĪzy prob²hal sbņr pln® spektr§ln² informace v rozsahu 

m/ z = 100ð1700 za souľasn® online rekalibrace hmotnostn² osy pomoc² hmotnostn²ho kalibrantu 

(m/ z = 121,0509; 922,0098). 
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4 VĩSLEDKY A DISKUSE ð KOMENTćœE K PUBLIKACĊM 

4.1 Podm²nky GCðEIðMS/MS 

Technika GCðMS/MS byla pouĥita pro souľasnou analĪzu ftal§tŞ, fotoinici§torŞ 

tiskaŔskĪch barev, PAU a jejich alkylovanĪch deriv§tŞ (45 analytŞ) v pap²rovĪch vĪrobc²ch. 

V prvn² f§zi experimentŞ byly analyzov§ny standardy analytŞ v reĥimu sbņru pln®ho EI spektra  

za ¼ľelem vĪbņru vhodnĪch mateŔskĪch iontŞ. Zvolen® mateŔsk® ionty byly n§slednņ 

fragmentov§ny v kolizn² cele MS s rŞznĪmi hodnotami kolizn² energie v kroc²ch po 5 eV. T²mto 

zpŞsobem se podaŔilo zoptimalizovat 2 MS/MS pŔechody pro kaĥdĪ analyt (Tabulka 2). 

Ve zvolen®m vĪbņru analytŞ je Ŕada izomerŞ, kter® vyĥaduj² chromatografickou separaci, 

pŔiľemĥ vņtģina z nich patŔ² mezi PAU. Z toho dŞvodu byla jiĥ pŔi prvn²ch experimentech zvolena 

kapil§rn² kolona Rxi-PAH, pomoc² n²ĥ se podaŔilo uspokojivņ rozdņlit vģechny izomery bņhem 

21 min analĪzy. Separaci neproblematiľtņjģ²ch p§rŞ analytŞ ilustruje Obr§zek 7.  

 

Obr§zek 7. Separace vybranĪch analytŞ (100 ng/ml) na kolonņ Rxi-PAH. 26 a 27DiPN ð 2,6- a 2,7-diisopropylnaftalen,  

2- a 4ITX ð 2- a 4-isopropylthioxanton, Phe ð fenantren, Ant ð anthracen, BbF a BkF ð benzo[b]- a [k]fluoranthen. 

PŔi analĪze re§lnĪch vzorkŞ byly ľasto pozorov§ny nezn§m® sign§ly (pravdņpodobnņ 

izomery analytŞ), kter® pomņrem intenzity MS sign§lŞ odpov²daly analytŞm, od nichĥ vģak byly 

tak® vņtģinou dobŔe chromatograficky oddņleny. NapŔ. pŔi analĪze 2,6- a 

2,7-diisopropylnaftalenu v re§lnĪch pap²rovĪch vĪrobc²ch bylo pozorov§no aĥ 6 sign§lŞ 
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oddņlenĪch od zm²nņnĪch dvou analytŞ na z§kladn² linii. Tyto vĪsledky svņdľ² o vhodnosti 

zvolen® stacion§rn² f§ze Rxi-PAH pro danou aplikaci. ZvĪģen²m objemu n§stŔiku lze v GC 

vylepģit citlivost. Z toho dŞvodu byl pouĥit n§stŔik o objemu 5 Õl s odvodem par rozpouģtņdla. 

Ľas odpaŔov§n² rozpouģtņdla prŞtokem helia 40 ml/min pŔi 40 ÁC byl experiment§lnņ 

zoptimalizov§n na n§sleduj²c² hodnoty: 0,60 min (acetonitril), 0,50 min (2-propanol) a 0,15 min 

(aceton). Za optim§ln² byl povaĥov§n minim§ln² ľas, pŔi kter®m uĥ nedoch§zelo ke zhorģen² 

symetrie sign§lŞ v dŞsledku pŔehlcen² kolony rozpouģtņdlem. 

4.2 Podm²nky HPLCðESIðMS/MS 

Technikou HPLCðMS/MS byly v rŞznĪch etap§ch t®to pr§ce analyzov§ny ftal§ty, 

fotoinici§tory tiskaŔskĪch barev, bisfenoly a/nebo PFAS. KaĥdĪ analyt pŔi ionizaci v ESI 

poskytoval v z§vislosti na polaritņ ion [M+H]+ nebo [MðH]ð, nicm®nņ v nņkterĪch pŔ²padech 

(perfluoralkylkarboxylov® kyseliny) byly zaznamen§ny tak® ionty [MðCOOH]ð, tj. fragmenty 

pravdņpodobnņ vznikaj²c² jiĥ v iontov®m zdroji. Fragmentac² tņchto mateŔskĪch iontŞ v kolizn² 

cele MS a n§slednĪm ladņn²m kolizn²ch energi² v kroc²ch po 2 eV byly optimalizov§ny minim§lnņ 

2 MS/MS pŔechody pro kaĥdĪ analyt. VĪjimku tvoŔ² perfluoralkylfosfon§ty, kde fragmentace 

iontu [MðH]ð poskytuje pouze jedinĪ fragment m/ z = 79 (Tabulka 4). 

Studie 1 se zabĪvala souľasnou analĪzou 3 bisfenolŞ a nņkolika skupin PFAS (23 analytŞ) 

v pap²rovĪch vĪrobc²ch. D²ky absenci izomerŞ v tomto vĪbņru bylo dosaĥeno vyhovuj²c² 

chromatografick® separace jiĥ pŔi prvn²ch experimentech se 150mm kolonou C18. 

ChromatografickĪ profil p²kŞ polyfluoralkylfosfon§tŞ byl vģak za tņchto podm²nek znaľnņ 

asymetrickĪ, tud²ĥ dalģ² optimalizace smņŔovala ke zlepģen² jejich symetrie. Bņhem experimentŞ 

byly testov§ny 2 rŞzn® organick® komponenty mobiln² f§ze (methanol a acetonitril) a 5 rŞznĪch 

aditiv (bez aditiva, kyselina mravenľ² a octov§, mravenľan a octan amonnĪ) na stejn® 

chromatografick® kolonņ C18. 

PŔ²davek mravenľanu a octanu amonn®ho vĪraznņ zlepģil symetrii u problematickĪch 

analytŞ (Obr§zek 8), zat²mco pŔ²davek kyselin ani volba organick® komponenty z§sadn² vliv 

nemņla. Aditivum mobiln² f§ze vĪraznņ ovlivŎovalo tak® citlivost stanoven², a to u vģech 

studovanĪch skupin analytŞ. Nejdramatiľtņjģ² rozd²ly v intenzitņ sign§lŞ byly pozorov§ny u 

bisfenolŞ, kde optim§ln² aditivum (octan amonnĪ) poskytl 14kr§t vyģģ² odezvu neĥ kyselina 

mravenľ² s nejniĥģ² odezvou. U PFAS se vĪsledky vĪraznņ liģily podle pol§rn² skupiny v molekule. 

V mobiln² f§zi o sloĥen² voda-methanol bylo moĥn® popsat n§sleduj²c² obecnĪ trend: 

nejintenzivnņjģ² sign§ly byly pozorov§ny bez pŔ²davku aditiva, pŔiľemĥ na druh®m m²stņ 

z hlediska intenzity se nach§zela kyselina mravenľ² nebo octan amonnĪ. VĪjimkou z tohoto 

pravidla tvoŔily pouze monoperfluoralkylfosfon§ty, kde kyselina mravenľ² poskytla maxim§ln² 

intenzitu. S ohledem na tato zjiģtņn² byl zvolen octan amonnĪ, kterĪ pŔedstavuje vhodnĪ 

kompromis mezi symetri² a intenzitou sign§lu vģech analytŞ. Eluce analytŞ ve fin§ln² metodņ na 
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150mm kolonņ Poroshell EC-C18 pomoc² optimalizovan®ho gradientu voda-methanol 

s pŔ²davkem octanu amonn®ho trvala 15 min. 

 

 

Obr§zek 8. Vliv aditiva mobiln² f§ze o sloĥen² voda-methanol na sign§l mono(1H,1H,2H,2H-perfluoroktyl)fosfon§tu. (a) bez 

aditiva, (b) kyselina mravenľ² 0,1%, (c) kyselina octov§ 0,1%, (d) mravenľan amonnĪ, 2 mmol/l, (e) octan amonnĪ, 2 mmol/l. 

Pokus o pouĥit² stejn®ho chromatografick®ho syst®mu (150mm kolona C18, m.f. 

voda/methanol) pro analĪzu ftal§tŞ odhalil hned dvņ komplikace: 1. poĥadavek na separaci 

izomerŞ (di-n-butyl-a diisobutyl-, di-n-oktyl- a bis(2-ethylhexyl)-ftal§t), 2. probl®my 

s kontaminac² syst®mu c²lovĪmi l§tkami (Studie 3). V ¼vodn² f§zi experimentŞ byly pŔi kaĥd® 

analĪze na tomto syst®mu pozorov§ny intenzivn² sign§ly celkem 5 z 8 analyzovanĪch ftal§tŞ, 

a to vľetnņ analĪz bez n§stŔiku vzorku. Intenzita tņchto sign§lŞ se zvyģovala s ľasem ekvilibrace 

kolony pŔed analĪzou, coĥ vedlo k podezŔen², ĥe tato kontaminace poch§zela z mobiln² f§ze. 

Po instalaci 50mm pŔedkolony mezi ľerpadlo mobiln² f§ze a injektor (Obr§zek 6) doģlo ke 

zpoĥdņn² zm²nņnĪch sign§lŞ. 

Vaclav²kov§ a kol. (2016) rovnņĥ pouĥili HPLC syst®m s pŔedkolonou pro zachycen² a 

zpoĥdņn² ftal§tŞ z mobiln² f§ze, nicm®nņ v t®to studii se nepodaŔilo separovat izomery dibutyl-

ftal§tu. Tyto vĪsledky svņdľ² o komplexnosti probl®mu, kdy chromatografickĪ syst®m mus² 

oddņlit nejen analyty navz§jem, ale tak® sign§ly identickĪch analytŞ ze vzorku a z mobiln² f§ze. 

N§sleduj²c² experimenty proto mņly za c²l optimalizovat separaci ftal§tŞ v syst®mu dvou kolon. 

Byly testov§ny jednak analytick® kolony (150 mm) se stacion§rn²mi f§zemi C18, fenyl-hexyl, a 

bifenyl, jednak pŔedkolony (50 mm) se stacion§rn²mi f§zemi C18 a fenyl-hexyl. Celkem tedy 

bylo testov§no 6 rŞznĪch kombinac² pŔedkolonaðanalytick§ kolona. Gradienty mobiln² f§ze byly 

pro kaĥdou analytickou kolonu optimalizov§ny tak, aby doģlo k eluci vģech analytŞ bņhem 

17 min.  
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Ze dvou pouĥitĪch pŔedkolon doch§zelo k efektivnņjģ² retenci kontaminace na stacion§rn² 

f§zi C18. Z analytickĪch kolon nejl®pe dņlila kritick® p§ry ftal§tŞ kolona s f§z² bifenyl, ovģem 

retence analytŞ na t®to kolonņ byla natolik siln§, ĥe se v nņkterĪch pŔ²padech (diethyl-,  di-n-

butyl- a diisobutyl- a di-n-oktyl-ftal§t) analyty pŔekrĪvaly se sign§ly kontaminace. Kolona s 

fenyl-hexylovou f§z² i pŔes niĥģ² selektivitu pro izomery st§le umoĥnila jejich separaci na z§kladn² 

linii, z§roveŎ d²ky podstatnņ niĥģ² retenci analytŞ oproti C18 pŔedkolonņ doģlo k oddņlen² sign§lŞ 

kontaminace. N§znaky separace kritickĪch p§rŞ i sign§lŞ kontaminace byly patrn® i na 

analytick® kolonņ C18, avģak k uspokojiv®mu vĪsledku v tomto syst®mu by pravdņpodobnņ bylo 

nutn® zm²rnit gradient a prodlouĥit ľas analĪzy. Optim§ln² syst®m pro analĪzu ftal§tŞ, jehoĥ 

separaľn² ¼ľinnost ilustruje Obr§zek 9, se skl§d§ z C18 pŔedkolony (50 mm) a fenyl-hexylov® 

analytick® kolony (150 mm). V r§mci studie 4 byl tento syst®m s ¼spņchem aplikov§n pro 

spoleľnou analĪzu ftal§tŞ, bisfenolŞ, fotoinici§torŞ tiskaŔskĪch barev a PFAS (41 analytŞ 

celkem). Pouĥit²m optimalizovan®ho gradientu mobiln² f§ze bylo dosaĥeno vyhovuj²c² separace 

vģech izomerŞ vľetnņ p§ru bisfenolŞ M a P bņhem 18 min. 

 

Obr§zek 9. Separace vybranĪch ftal§tŞ (100 ng/ml) a kontaminace z mobiln² f§ze (*) na pŔedkolonņ Kinetex C18 a analytick® 

kolonņ Kinetex Phenyl-hexyl. DEHP ð bis(2-ethylhexyl)-, DnOP ð di-n-oktyl-, DiDP ð diisodecyl-, DEP ð diethyl-,  

DiBP ð diisobutyl- a DnBP ð di-n-butyl-ftal§t. 

Tyto vĪsledky demonstruj², ĥe v principu jednoduchĪm opatŔen²m je moĥn® vĪraznņ omezit 

dŞsledky kontaminace mobiln² f§ze. Sign§ly ftal§tŞ v nulov®m n§stŔiku se po chromatografick® 

separaci kontaminace na pŔedkolonņ sn²ĥily o nņkolik Ŕ§dŞ, avģak nepodaŔilo se je zcela 

eliminovat. U di-n-butyl- a bis(2-ethylhexyl)-ftal§tu se podaŔilo prok§zat, ĥe plocha sign§lu 

nulov®ho n§stŔiku koreluje s plochou sign§lu kontaminace (r Ó 0,85). 
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Z tohoto pozorov§n² plyne z§vņr, ĥe kontaminace mobiln² f§ze se pravdņpodobnņ 

omezenņ pŔen§ģ² do n§stŔiku i pŔes pouĥit² pŔedkolony. Neĥ§douc² dŞsledek tohoto jevu je moĥn® 

demonstrovat na di-n-oktyl- a bis(2-ethylhexyl)-ftal§tu. Jedn§ se o izomery, kter® se eluuj² 

v podobn®m retenľn²m ľase a k jejich kvantifikaci se pouĥ²v§ stejnĪ MS/MS pŔechod 

[M+H]+ > 149, tud²ĥ lze pŔedpokl§dat srovnatelnou citlivost detekce. PŔesto se LOQ prvn²ho 

analytu rovn§ 7,2 Õg/kg, zat²mco LOQ druh®ho analytu je 110 Õg/kg (Tabulka 4). Tento rozd²l 

proporcion§lnņ odpov²d§ rozd²lu v koncentrac²ch namņŔenĪch pŔi analĪze nulov®ho n§stŔiku 

(nedetekov§no, resp. 5,7 Õg/kg).  

Kontaminace mobiln² f§ze analyty m§ st§le prokazatelnĪ vliv na LOQ stanoven². Za 

¼ľelem dalģ²ho sn²ĥen² sign§lŞ kontaminace byla pŔed kaĥdou s®ri² vzorkŞ provedena n§sleduj²c² 

preventivn² ¼drĥba: 1. oba kan§ly HPLC ľerpadla byly promyty 10 ml methanolu; 2. analytickĪ 

syst®m vľetnņ obou kolon byl promyt methanolem z obou kan§lŞ; 3. kan§l (A) byl promyt 10 ml 

vodn® sloĥky mobiln² f§ze; 4. syst®m byl 10 min evkilibrov§n v poľ§teľn²m sloĥen² mobiln² f§ze.  

4.3 Neľistoty rozpouģtņdel 

Vzhledem k poznatkŞm uvedenĪm v kap. 4.2 byl vykon§n pokus sn²ĥit hladiny ftal§tŞ 

v jednotlivĪch sloĥk§ch mobiln² f§ze jeģtņ pŔed jejich pouĥit²m v HPLC. Obņ sloĥky mobiln² f§ze 

HPLC teoreticky mohou obsahovat ftal§ty jako kontaminaci. Guo a Kannan (2012) pŔed pouĥit²m 

dekontaminovali demineralizovanou vodu pomoc² extrakce n-hexanem. V t®to pr§ci byl pouĥit 

analogickĪ postup, kdy 1 l vodn® sloĥky mobiln² f§ze HPLC byl extrahov§n 10 ml n-hexanu po 

dobu 1 h. Pouĥit²m takto pŔeľiģtņn® vodn® sloĥky se odezvy ftal§tŞ v HPLC analĪze nulov®ho 

n§stŔiku sn²ĥily o jednotky %. Stejn®ho efektu bylo dosaĥeno tŔep§n²m 1 l vodn® sloĥky s 1 g 

adsorbentu ENVI-Carb po dobu 1 h. Methanol kvality LCðMS byl pŔed pouĥit²m pŔeľiģtņn 

dvojn§sobnou destilac², coĥ vedlo ke sn²ĥen² odezvy di-n-butyl-ftal§tu o 59 % a bis(2-

ethylhexyl)-ftal§tu o 90 %. Tyto vĪsledky nasvņdľuj², ĥe organick§ sloĥka m§ dominantn² pod²l 

na celkov® kontaminaci.  

Aľkoli je moĥn® organick® rozpouģtņdlo pŔeľistit destilac², destilaľn² proces je ľasovņ 

n§roľnĪ a jak bylo zjiģtņno, jeho opakovan® proveden² mŞĥe generovat neopakovateln® 

vĪsledky. Teoreticky existuje velmi mnoho moĥnĪch vysvņtlen² pro toto pozorov§n², napŔ. 

kontaminace laboratorn²ho ovzduģ² nebo destilaľn² aparatury (kap. 2.2.3). Studie 4 se proto 

pokusila identifikovat methanol s n²zkĪmi hladinami ftal§tŞ mezi komerľnņ dostupnĪmi znaľkami. 

Celkem byly testov§ny 4 rŞzn® znaľky methanolu v kvalitņ LCðMS a 1 znaľka v kvalitņ pro 

gradientovou eluci. Pouĥit²m tņchto rozpouģtņdel jako organick® sloĥky mobiln² f§ze byly zjiģtņny 

odezvy nulov®ho n§stŔiku odpov²daj²c² koncentrac²m (extrapolace z kalibraľn² funkce): 0,14ð

0,31 ng/ml (diethyl-ftal§t), 0ð0,40 ng/ml (butyl-benzyl-ftal§t), 0,10ð1,6 ng/ml (diisobutyl-

ftal§t), 0,5ð1,8 ng/ml (di-n-butyl-ftal§t) a 1,8ð3,7 ng/ml (bis(2-ethylhexyl)-ftal§t). Mezi 

rozpouģtņdly existovaly d²lľ² rozd²ly, pouze jedna znaľka se vģak od ostatn²ch odliģovala 
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statisticky vĪznamnņ vyģģ²mi koncentracemi nņkterĪch ftal§tŞ. Sign§l diisodecyl-ftal§tu byl 

identifikov§n ve dvou rozpouģtņdlech, a to jednou 2,3 ng/ml, podruh® 43 ng/ml. 

PŔi pouĥit² testovanĪch rozpouģtņdel pro analĪzu smņsn®ho standardu analytŞ (100 ng/ml) 

se nav²c podaŔilo odhalit, ĥe odezvy analytŞ se mezi jednotlivĪmi znaľkami methanolu vĪznamnņ 

liģ². Tyto rozd²ly v citlivosti byly pozorov§ny u vģech skupin c²lovĪch l§tek, nicm®nņ v pŔ²padņ 

bisfenolŞ byl rozd²l mezi minim§ln² a maxim§ln² odezvou v prŞmņru nejvņtģ² ð 17n§sobnĪ. 

Podobn§ variabilita citlivosti pŔi pouĥit² rŞznĪch znaľek methanolu byla v minulosti pozorov§na 

napŔ. pŔi analĪze l®ľiv (Annesley 2007). Autor pŔedpokl§d§, ĥe sn²ĥen² citlivosti zpŞsobuj² 

nezn§m® stopov® neľistoty rozpouģtņdla supres² ionizace v intov®m zdroji HPLCðMS. Bņhem 

studie 4 bylo zm²nņnĪch 5 znaľek methanolu podrobeno rychl® kvalitativn² GCðMS analĪze s 

c²lem identifikovat nezn§m® organick® neľistoty rozpouģtņdel. Bņhem tņchto analĪz byl 

detekov§n jedinĪ podezŔelĪ sign§l v methanolu, kterĪ v pŔedchoz²m experimentu poskytoval 

nejniĥs² odezvy bisfenolŞ a PFAS (znaľka 4, Obr§zek 10).  

 

Obr§zek 10. Relativn² odezvy analytŞ standardu (100 ng/ml) pŔi pouĥit² rŞznĪch znaľek methanolu v mobiln² f§zi. * roztok 

trimethyl-bor§tu v methanolu znaľky 3. Chybov® ¼seľky reprezentuj² smņrodatnou odchylku jednotlivĪch l§tek ve skupin§ch 

bņhem 4 nez§vislĪch stanoven². 

Tento sign§l byl na z§kladņ shody MS spektra s knihovnou NIST identifikov§n jako 

trimethyl-bor§t a jeho koncentrace byla stanovena na 91 Õg/ml metodou standardn²ho 

pŔ²davku. Roztok trimethyl-bor§tu o koncentraci 91 Õg/ml v methanolu, kterĪ pŞvodnņ tuto 

neľistotu neobsahoval (znaľka 3), sn²ĥil odezvy analytŞ na pŔibliĥnņ srovnatelnou ¼roveŎ jako 

znaľka 4. T²mto pokusem se podaŔilo podpoŔit hypot®zu, ĥe trimethyl-bor§t je zodpovņdnĪ za 

sn²ĥen² citlivosti. 
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4.4 AnalĪza matriľn²ch koextraktŞ 

PŔeľiģtņn² extraktu pŔedstavuje v analytick®m postupu dŞleĥitĪ krok, kterĪ m§ za c²l 

ochr§nit analytickĪ syst®m pŔed neĥ§douc²mi ¼ľinky l§tek z matrice. Bņhem vĪvoje analytickĪch 

metod v t®to pr§ci se vyskytla potŔeba objektivnņ posoudit ¼ľinnost dostupnĪch technik pro 

pŔeľiģtņn², ľili jejich schopnost odstranit z extraktu matriľn² l§tky. K tomuto posouzen² bylo nutn® 

prov®st rychlou identifikaci a semikvantitativn² stanoven² matriľn²ch l§tek v pŔeľiģtņnĪch i 

nepŔeľiģtņnĪch extraktech. 

V r§mci sbņru pilotn²ch dat o sloĥen² pap²rovĪch vĪrobkŞ (Studie 1) byl vykon§n pokus 

identifikovat nezn§m® extrahovateln® l§tky pomoc² nec²lov® analĪzy GCðMS. Parametry t®to 

analĪzy se shodovaly s kvantitativn²m GCðMS stanoven²m migrantŞ (kap. 4.1) ovģem v reĥimu 

akvizice pln® spektr§ln² informace (scan). T®to analĪze bylo po extrakci acetonitrilem podrobeno 

celkem 15 n§hodnņ vybranĪch pap²rovĪch vĪrobkŞ. V jednom ze vzorkŞ byly identifikov§ny 

alifatick® uhlovod²ky C24ðC38, jejichĥ sign§ly vykazovaly dobrou shodu se spekterm n-alkanŞ 

v knihovnņ NIST a retenľn² ľasy nņkterĪch z nich se shodovaly se standardy n-alkanŞ n(C) = 20, 

22, 24, 26, 28, 30, 32 a 34 analyzovanĪmi za stejnĪch podm²nek. Fakt, ĥe pap²r mŞĥe 

obsahovat alifatick® uhlovod²ky napŔ. z miner§ln²ch olejŞ, je z literatury bņĥnņ zn§mĪ (napŔ. 

Lorenzini a kol. 2010). 

Bņhem vĪvoje metody pro analĪzu jedlĪch olejŞ (Studie 3) se pŔistoupilo ke 

sledov§n² lipidŞ. V praxi se ke stanoven² triacylglycerolŞ, tj. hlavn² sloĥky lipidŞ, pouĥ²v§ technika 

HPLCðMS (Turtygin a kol. 2013), coĥ mŞĥe bĪt znaľnņ ľasovņ n§roľn®. Extrakty jedlĪch olejŞ 

byly v t®to pr§ci analyzov§ny pŔ²mo nebo po naŔedņn² technikou HR-TOF-MS, pŔiľemĥ 

kapalinovĪ chromatograf slouĥil pouze k d§vkov§n² vzorku do iontov®ho zdroje tokem mobiln² 

f§ze. Z²skanĪ sign§l obsahoval spektr§ln² informaci triacylglycerolŞ (m/ z = 840ð960), ale tak® 

m®nņ intenzivn² shluk neidentifikovanĪch sign§lŞ (m/ z = 570ð680) (Obr§zek 11). 

 

Obr§zek 11. PŔ²klad HR-MS spektra jedl®ho oleje (Ŕepka). 
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Kalachov§ a kol. (2011) na z§kladņ mņŔen² DARTðMS usoudili, ĥe by se mohlo jednat o 

fragmenty triacylglycerolŞ. Tato hypot®za nicm®nņ byla pozdņji vyvr§cena, protoĥe sign§ly 

m/ z = 570ð680 poskytovaly pŔi separaci SPE odliģnĪ eluľn² profil od triacylglycerolŞ. Jedn§ 

se tud²ĥ o odliģn§ chemick§ individua, pravdņpodobnņ diacylglyceroly. Odezvy jednotlivĪch 

hmot di- i triacylglycerolŞ vykazovaly line§rn² z§vislost s alikvotem analyzovan®ho rostlinn®ho 

oleje v omezen®m rozsahu 0,1ð30 ng, proto bylo moĥn® tuto metodu pouĥ²t 

k semikvantitativn²mu porovn§n² obsahu lipidŞ v extraktech. 

4.5 PŔ²prava vzorku ð pap²r 

V pap²rovĪch vĪrobc²ch bylo sledov§no celkem 68 potenci§ln²ch migrantŞ. Analyty se 

vyznaľuj²  ģirokĪm rozpņt²m polarit, coĥ mŞĥe bĪt demonstrov§no napŔ. na perfluorhexanov® 

kyselinņ, log KOW < 2 (Skrottov§, 2013) a diisodecyl-ftal§tu, log KOW > 8  (Staples a kol. 

1997). Nab²z² se ot§zka, zda je moĥn® takto rŞznorodou skupinu l§tek ze vzorku izolovat 

souľasnņ. Experimenty popsan® v n§sleduj²c²m textu se pokusily tento probl®m zdokumentovat. 

Bņhem prvn²ch experimentŞ byly vzorky pap²ru s pŔ²davkem analytŞ extrahov§ny 

3 rŞznĪmi rozpouģtņdly (acetonitril, 2-propanol a aceton) za pŞsoben² ultrazvuku. VĪtņĥnosti 

analytŞ se pohybovaly v rozsahu 0ð130 %. Aľkoli mezi jednotlivĪmi rozpouģtņdly byly 

zaznamen§ny jen mal® rozd²ly lze je n§sledovnņ seŔadit od prŞmņrnņ nejniĥģ² extrakľn² ¼ľinnosti 

po nejvyģģ²: acetonitril, 2-propanol, aceton. Z§sadn² rozd²ly v ¼ľinnosti extrakce byly 

pozorov§ny mezi jednotlivĪmi skupinami analytŞ. Nejv²ce problematick® polyfluoralkylfosfon§ty 

nebyly bņhem tņchto experimentŞ detekov§ny. Podle pr§ce Esparza a kol. (2011) se pro izolaci 

polyfluoralkylfosfon§tŞ z ľist²renskĪch kalŞ jev² jako nejvhodnņjģ² smņsi organick®ho 

rozpouģtņdla s vodou. Aby bylo moĥn® i v t®to pr§ci otestovat smņsi organickĪch rozpouģtņdel 

s vodou a z§roveŎ extrakty analyzovat pomoc² GCðMS/MS, coĥ vyluľuje pŔ²tomnost vody, 

extrakľn² postup byl pŔizpŞsoben podle metody QuEChERS (Anastassiades a kol. 2003): 1. 1 g 

vzorku byl extrahov§n 20 ml smņsi rozpouģtņdla s vodou v pomņru 1:1 (v/ v) za pŞsoben² 

ultrazvuku; 2. pŔ²davkem MgSO4 a NaCl doģlo k rozdņlen² extraktu na vodnou a organickou 

f§zi; 3. organick§ f§ze byla pŔed GC analĪzou dosuģena pomoc² MgSO4. Reakce bezvod®ho 

MgSO4 s vodou byla natolik exotermn², ĥe v nņkolika pŔ²padech doģlo k varu acetonu, coĥ vedlo 

k jeho vylouľen² z tņchto experimentŞ. U 2-propanolu pouĥit²m tohoto postupu doģlo v prŞmņru 

k m²rn®mu zhorģen² vĪtņĥnost², zat²mco v pŔ²padņ acetonitrilu se vĪtņĥky vņtģiny analytŞ vľetnņ 

polyfluoralkylfosfon§tŞ zvĪģily na akceptovateln® hodnoty. Bņhem experimentŞ byl d§le 

zkoum§n ¼ľinek pufru (NaH2PO4), kterĪ vģak oproti pŞvodn²mu pŔedpokladu nezlepģil vĪtņĥnosti 

analytŞ s kyselou funkľn² skupinou.  

Pap²rov® vĪrobky mohou obsahovat alifatick® uhlovod²ky (kap. 4.4).  PŔi opakovan®m 

n§stŔiku alifatickĪch uhlovod²kŞ do HPLC doch§z² k negativn²m jevŞm, jako je napŔ. n§rŞst 

zpņtn®ho tlaku kolony a zhorģen² opakovatelnosti retenľn²ch ľasŞ (Kumar a kol. 2014). 
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Z preventivn²ch dŞvodŞ byl do postupu zaŔazen n§sleduj²c² krok, kterĪ mņl za c²l eliminovat 

alifatick® uhlovod²ky z extraktu pŔed HPLC: k extraktu v acetonitrilu bylo za sn²ĥen® teploty 

pŔid§no ekvivalentn² mnoĥstv² vody, ľ²mĥ se sn²ĥila rozpustnost uhlovod²kŞ a doģlo k jejich 

precipitaci. Po odstŔedņn² nebyly alifatick® uhlovod²ky v extraktech vŞbec detekov§ny pomoc² 

GCðMS. Obr§zek 12 ilustruje fin§ln² podobu optimalizovan®ho postupu. 

 

Obr§zek 12. Sch®ma pŔ²pravy vzorku pap²ru. (1) extrakce vzorku smņs² acetonitril-voda 1:1 (v/v), (2) rozdņlen² f§z² pŔ²davkem 

sol², (3a) vysuģen² extraktu pomoc² MgSO4, (3b) naŔedņn² vodou. MeCN ð acetonitril 

Pracovn² charakteristiky t®to nov® metody byly ovņŔeny ve validaľn² studii na vzorc²ch 

pap²ru umņle fortifikovanĪch analyty na koncentrace 0,05, 0,2 a 1 mg/kg. Od kaĥd® 

koncentrace bylo pŔipraveno a analyzov§no 6 paraleln²ch pokusŞ. VĪtņĥnost extrakce se 

pohybovala v rozmez² 46ð143 %, z toho 92 % hodnot v intervalu 70ð120 % (Obr§zek 13). 

VĪtņĥnosti mimo meze 70ð120 % se vyskytovaly pŔev§ĥnņ na nejniĥģ² koncentraľn² hladinņ, aniĥ 

by u stejnĪch analytŞ byly pozorov§ny podobn® systematick® odchylky u vyģģ²ch koncentrac². 

Jedinou vĪjimku pŔedstavuje perfluorhexylfosfon§t, kterĪ byl izolov§n s vĪtņĥkem 46ð59 % na 

vģech koncentraľn²ch hladin§ch. Relativn² smņrodatn§ odchylka paraleln²ch stanoven² Ò 21 % 

(HorRat Ò 1,3) ukazuje na dobrou pŔesnost metody. LOQ uv§d² Tabulka 2 a 4. 

 



40 

 

Obr§zek 13. Distribuce pracovn²ch parametrŞ metody pro analĪzu pap²rovĪch vĪrobkŞ. RSD ð relativn² smņrodatn§ odchylka. 

4.6 PŔ²prava vzorku ð tuľn® potraviny 

Souľasnou izolaci c²lovĪch l§tek se znaľnņ rozd²lnĪmi fyzik§lnņ-chemickĪmi vlastnostmi z 

pap²rov® matrice je moĥn® realizovat pomoc² relativnņ jednoduch®ho postupu (kap. 4.5). 

Ponņkud komplikovanņjģ² situaci lze oľek§vat v pŔ²padņ tuľnĪch potravin kvŞli obsahu matriľn²ch 

l§tek. JedlĪ olej je pŔev§ĥnņ tvoŔen lipidy, z nichĥ di- a triacylglyceroly byly identifikov§ny 

pomoc² HR-TOF-MS (kap. 4.4). PŔi extrakci 1 ml rostlinn®ho oleje pomoc² 3 ml methanolu, 

acetonitrilu, 2-propanolu, resp. acetonu pŔech§z² do extraktu n§sleduj²c² mnoĥstv² matriľn²ch 

l§tek: 3,4, 4,6, 120, resp. 170 mg/ml (gravimetrick® stanoven² odparku po odpaŔen² 

rozpouģtņdla). Schopnost izolovat lipofiln² l§tky se tedy u testovanĪch rozpouģtņdel evidentnņ 

liģ². Z hlediska extrakce lipidŞ se tato vlastnost jev² jako neĥ§douc², naopak pro izolaci lipofiln²ch 

analytŞ (napŔ. diisodecyl-ftal§tu, log KOW > 8) je velmi potŔebn§. C²lem optimalizace metody 

je tud²ĥ nal®zt takov® kompromisn² podm²nky, kter® zajist² pokud moĥno co nejvyģģ² vĪtņĥky 

lipofiln²ch analytŞ a z§roveŎ budou co nejv²ce diskriminovat lipidy. 

Jako metoda prvn² volby pro pŔeľiģtņn² extraktŞ byla testov§na SPE s reverzn² f§z² (C18). 

Po nanesen² extraktu jedl®ho oleje na SPE kolonku s n§pln² 500 mg sorbentu byl sledov§n eluľn² 

profil (1ð10 ml v kroc²ch po 1 ml) diisodecyl-ftal§tu, di- a triacylglycerolŞ pŔi pouĥit² rŞznĪch 

eluľn²ch ľinidel, konkr®tnņ methanolu, acetonitrilu, 2-propanolu, acetonu a smņs² aceton-methanol 

1:1, 1:2 a 1:3 (v/ v). Vģechna testovan§ rozpouģtņdla byla schopna kompletnņ eluovat 

diisodecyl-ftal§t v eluľn²m objemu od 3 ml (2-propanol, aceton) po 8 ml (acetonitril). K eluci 

triacylglycerolŞ doch§zelo pŔi pouĥit² 2-propanolu, acetonu a smņsi aceton-methanol 1:1; u 

ostatn²ch slabģ²ch rozpouģtņdel triacylglyceroly zŞst§valy kompletnņ sorbov§ny v kolonce aĥ do 

eluľn²ho objemu 10 ml. V pŔ²padņ diacylglycerolŞ byla pozorov§na vņtģinou kompletn² eluce 

s vĪjimkou pouĥit² methanolu (ľ§steľn§ eluce) a acetonitrilu (kompletn² retence). 
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Z uvedenĪch vĪsledkŞ vyplĪv§, ĥe separace diacylglycerolŞ od diisodecyl-ftal§tu 

pŔedstavuje obt²ĥnĪ ¼kol. Pravdņpodobnņ by bylo moĥn® jej splnit pouĥit²m acetonitrilu jako 

eluľn²ho rozpouģtņdla, ale to za cenu vĪrazn®ho naŔedņn² vzorku. Protoĥe diacylglyceroly 

pŔedstavuj² jen minoritn² sloĥku jedlĪch olejŞ (kap. 4.4), ve fin§ln² metodņ se upustilo od 

poĥadavku jejich kompletn² eliminace z extraktu, pŔiľemĥ majoritn² triacylglyceroly je moĥn® 

separovat snadno. Pro extrakci 1 ml vzorku byly pouĥity 3 ml rozpouģtņdla o sloĥen² aceton-

methanol 1:2 (v/ v), ze kter®ho se po nanesen² na SPE zachycuj² lipidy, pŔiľemĥ analyty kolonou 

proch§z². Zbytkov® mnoĥstv² analytŞ lze eluovat pomoc² 2 ml methanolu (Obr§zek 14).  

 

 

Obr§zek 14. Sch®ma pŔ²pravy vzorku rostlinn®ho oleje pomoc² SPE. (1) extrakce smņsnĪm rozpouģtņdlem aceton-methanol 1:2, 

(2) zachycen² lipidŞ na SPE, (3) eluce zbytkov®ho mnoĥstv² analytŞ. MeOH ð methanol. 

PopsanĪm postupem se koncentrace di- a triacylglycerolŞ v extraktu sn²ĥily o 60 %, resp. 

> 99 %. Pracovn² parametry t®to metody byly ovņŔeny pro 8 dialkyl-ftal§tŞ (diethyl- aĥ 

diisodecyl-ftal§t) na vzorc²ch jedl®ho oleje s pŔ²davkem analytŞ o koncentraci 0,1 a 1 mg/kg.  

Extrakľn² ¼ľinnost se pohybovala v rozmez² 42ð100 %. Za n²zk® vĪtņĥnosti je pravdņpodobnņ 

zodpovņdnĪ extrakľn² krok, kdy doch§z² k rozdņlen² analytu mezi dvņ kapaln® f§ze, vzorek a 

extrakľn² rozpouģtņdlo. Vzhledem k tomuto vysvņtlen² a dobr® opakovatelnosti (relativn² 

smņrodatn® odchylky 2,6ð16 %) je moĥn® povaĥovat i n²zk® vĪtņĥnosti za pŔijateln® (EC 2017). 

Hlavn² nedostatek t®to nov® metody ovģem spoľ²v§ v relativnņ vysok® cenņ a ľasov® 

n§roľnosti zpracov§n² vzorkŞ. Je moĥn® SPE nahradit efektivnņjģ² a srovnatelnņ ¼ľinnou 

technikou? N§sleduj²c² odstavce popisuj² poznatky z²skan® z experimentŞ s alternativn²mi 

technikami, kter® lze souhrnnņ oznaľit za jednoduch® a nen§kladn®. Tyto techniky byly pouĥity 

pro pŔeľiģtņn² extraktu v acetonitrilu, methanolu a smņs²ch aceton-methanol 2:1, 1:1 a 1:2 (v/ v). 






































