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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva validaci RP-HPLC metody pro stanoveni organickych kyselin
v ovocnych stavach. Cilem prace bylo zjisténi vhodnosti metody pro ovéreni autenticity
ovocnych stav na zakladé analyzy organickych kyselin. Teoreticka ¢ast se zabyva chemic-
kym slozenim ovoce a ovocnych $tav s diirazem na organické kyseliny. Dale jsou popsany
metody analyzy organickych kyselin. Detailnéji je popsana metoda vysokoucinné kapali-
nové chromatografie a postupy pri jeji validaci. Experimentéalni ¢ast prace je zamérena na
optimalizaci a validaci metody. Analyzovany byly kyselina jablecnd, citronova, jantarova
a askorbova. Byly ovéreny valida¢ni parametry: opakovatelnost, linearita, mez detekce
(LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ). Validovanou RP-HPLC metodou byly analyzovany
realné vzorky 100% ovocnych stav (jabletnd, pomerancova a grapefruitovd), u kterych
byly ovéfeny vybrané parametry autenticity.

Abstract

This diploma thesis focuses on validation of RP—-HPLC method for determination of
organic acids in fruit juices. The aim of this thesis was to determine suitability of the
method for verification of the fruit juices authenticity based on analysis of organic acids.
The theoretical part describes chemical composition of fruit and fruit juices and focuses
on organic acids. It provides description of various methods of organic acids analysis with
more detailed description of High Performance Liquid Chromatography and its validation.
The experimental part focuses on optimalization and validation of the method. Samples
of malic, citric, succinic and ascorbic acid were analysed. The optimalized method was
validated and following performance parameters were determined: repeatability, linearity,
limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ). RP-HPLC method was applied
to real samples of 100% fruit juices (apple, orange and grapefruit) and the authenticity
parameters were verified.
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1 Uvod

Ovocné stavy konzumuji lidé od pradavna. Jsou vybornym zdrojem jednoduchych prirod-
nich cukrt, polysacharidi, vitamini a mineralnich latek. Obsahuji vyznamné mnozstvi
kyselin, které dodavaji stavé vyvazenou chut. Dale obsahuji barviva a aromatické latky,
diky kterym jsou senzoricky zajimavé.

Lze rozlisit stavy primo lisované nebo stavy vyrobené z koncentratu. Koncentrace byva
doprovazena jimanim aroma. Proces rekonstituce, tedy vyroby ovocné stavy z koncentratu
pridanim vody a odebraného aroma, skyta prilezitost k falSovani vyrobku. Hlavnim problé-
mem v autenticité ovocnych stav byva snizeni ovocného podilu. Toho je mozné dosahnout
vétsim pridavkem vody a pripadnym doslazenim a dokyselenim vyrobku. Levnéjsi druhy
ovoce mohou byt michany s drazsimi, nebo miize byt ve vyrobku nedeklarovany ptridavek
duzniny. Dochazi také k falsovani v podobé netiplného navraceni aroma pti rekonstituci.
Tyto jevy mohou vice ¢i méné doprovazet také vyrobu primo lisovanych stav.

Kontrolni organy jsou vzhledem ke vzrustajici sofistikovanosti falsovani nuceny vyvi-
jet presnéjsi metody pro jeho odhaleni. Dtive se ke zjisténi falSovani pouzivala senzoricka
analyza, dnes jiz neni dostacujici pro jeji nizky prah detekce a nizké rozliseni. Pomoci in-
strumentélnich metod lze detekovat latky presnéji a s niz$imi mezemi detekce. Kapalino-
vou chromatografii 1ze detekovat pridavek konkrétnich cukernych slozek ¢i obsah kyselin;
plynova chromatografie poslouzi k rozpoznani a kvantifikaci aromatickych latek; izoto-
pova analyza rozpozné puvod ovoce. Mnohé dalsi metody lze pouzit k ovéreni autenticity
ovocnych stav.

Prace se vénuje analyze organickych kyselin v souvislosti s ovéfovanim autenticity
ovocnych stav. Analyza organickych kyselin poskytuje cenné informace. Lze napriklad de-
tekovat pridavek syntetické kyseliny nebo uréit, zda se jednotlivé kyseliny pohybuji v nor-
movaném rozmezi. Pomoci téchto informaci lze zhodnotit podezielost vyrobku z poruseni
jeho autenticity a kombinaci s dalsimi metodami lze takové podezieni potvrdit ¢i vyvra-
tit. Organické kyseliny lze analyzovat pomoci metod enzymatickych, chromatografickych,
elektromigracnich ¢i titracnim stanovenim celkovych kyselin. Metoda vysokoucinné kapa-
linové chromatografie byla pro praci vybrana pro jeji rychlou aplikaci a presné vysledky.
Systém s reverznimi fazemi nabizi moznost pouziti vodnych mobilnich fazi.

Cilem prace je zjisténi vhodnosti metody pro ovéreni téch parametri autenticity ovoc-
nych 100% stav, které lze odhalit analyzou organickych kyselin. Hlavni néplni prace je
validace metody — ovéreni opakovatelnosti, linearity v potfebném koncentra¢nim rozsahu
a zjisténi detekénich a kvantifika¢nich mezi.



2 Teoreticka cast

2.1 Chemické sloZeni ovoce a ovocnych stav

Obsah latek v ovoci muze byt ovlivnén odrudou, zralosti a dalsimi faktory. Hlavnimi
slozkami jsou cukry, polysacharidy a organické kyseliny, zatimco dusikaté slouceniny a li-
pidy jsou pritomny v mensim zastoupeni. Minoritnimi slozkami jsou barviva a aromatické
latky, oboji diilezité pro senzorickou kvalitu, zatimco vitaminy a minerdly se vice tcastni
na kvalité nutriéni [1].

V nasledujicich kapitolach jsou popsany nékteré slozky ovoce, konkrétné jablek, pome-
rancu a grapefruit, nebot stavy z nich vyrobené jsou hlavnim cilem pro analyzu metodou,
kterou se tato prace zabyva. V tabulce 2.1 jsou uvedeny vybrané zakladni slozky ovoce.

Tabulka 2.1: Slozeni vybraného ovoce. Titrac¢ni kyselost pocitana jako kyselina jable¢né
(M), citronova (C) [2].

Jablko Pomeranc Grapefruit
Susina 16,0 13,0 114
Celkové cukry 11,1 7,0 6,7
Titracni kyselost 0,6 (M) 0,8 (C) 1,3 (M)
Vlaknina 2,1 n.d n.d.
Pektin 0,6 n.d. n.d.
Popel 0,3 0,4 0,5
pH 3,3 3,3 3,3

2.1.1 Hlavni slozky ovoce a ovocnych stav

Voda

Obsah vody v ovoci je asi 85-90 % celkové hmotnosti plodu. Je vyznamnou slozkou jak
senzorickou, tak technologickou [1].

Sacharidy

Z monosacharidti je v ovoci nejvyssi obsah glukézy a fruktozy. Malé mnozstvi heptuloz se
nachézi v duzniné jablek a ve slupkach pomeranca a grapefruitii. Dominantnim disacha-
ridem je sacharéza. Ostatni cukry jsou pritomny ve stopovém mnozstvi. V jablecné stave
je pritomen napiiklad derivat D-sorbitol, ve Stavach z citrust meso-inositol [1].

Z polysacharidii jsou v ovoci vyznamné celuléza, hemiceluléza, pentosany a pektiny.
Stavebnimi jednotkami téchto polysacharidi jsou glukoza, galaktoza, mandza, arabindza,
xyldza, rhamnoza, fruktdza a galakturonova a glukoronova kyselina. Celuldza a hemicelu-
16za tvori duzninu ovoce a v ovocnych stavach jsou ptivodci zédkali a kali. Spolu s dalsimi



latkami se polysacharidy podileji na pevnosti plodu, ktera je jednim z kritérii pro techno-
logické zpracovani ovoce. Obsah polysacharidii v pribéhu zrani postupné klesa a zvysuje
se obsah monosacharidu a disacharidu [1].

Kyseliny

Kyseliny maji vyrazny vliv na chut a flavour ovoce. Jejich obsah ma velky vliv na tidrznost
ovoce a odolnost proti napadeni sktdci. Kyseliny jsou bakteriostatickymi ciniteli a ovliv-
nuji fadu chemickych reakci. V ovoci jsou hlavnimi nositeli kyselé chuti. Kyselost ovoce
je jednim z dulezitych faktort pro hodnoceni zralosti ovoce a ma také vliv na prijatelnost
ovoce konzumentem. Obecné plati, ze nezralé ovoce je velmi kyselé diky vysokému obsahu
organickych kyselin. Hodnota pH nezralého ovoce je ¢asto pod hodnotou 3 a zvysuje se
v prubéhu zrani diky konverzi organickych kyselin na cukry [3].

Organické kyseliny se icastni mnoha biochemickych drah a jejich metabolismus je tizce
spojen s metabolismem cukrii, nebot obé dvé skupiny latek mohou slouzit jako respirac¢ni
substrat pri zrani ovoce. Organické kyseliny se pii zrani ovoce akumuluji podobné jako
cukry ve vakuole bunék do vysokych koncentraci, ¢cimz prispivaji k udrzeni hydrostatického
tlaku potfebného k ristu bunék a ovoce [4].

Organické kyseliny jsou v ovoci hlavnimi vazebnymi partnery kovi. S kovovymi ionty
tvori soli a jejich anionty maji vlastnosti ligandi, s kovy tvori také smésné komplexy
(vazba chromu v oxaldto-maldtovém komplexu, vazba Ni a Zn v citrato-maldtovém kom-
plexu). Organické kyseliny se podileji na stabilizaci rostlinnych barviv, napriklad kyselina
jablecna a citronova bézné tvori s anthokyany interakce typu ion-ion. Sviij vyznam sehra-
vaji organické kyseliny také v ovéfovani pravosti ovocnych vyrobku [5], [6].

Detailnéji jsou organické kyseliny popsany v kapitole 2.1.2.

Barviva

Degradaci chlorofylu pri zrani ovoce dochézi k odkryti barviv, ktera jiz v ovoci byla
pritomna. Dochazi ale také k syntéze novych pigmenti, flavonoidnich nebo karotenoidnich.
Tyto dva jevy pfispivaji v rizné mife k barevnym zménam ovoce [7].

Hlavnimi barvivy v citrusovych plodech jsou karotenoidy, jejichz chemicka struktura
ma vliv na barvu plodt. Syntéza karotenoidti v metabolismu vychazi z obecné isoprenoidni
drahy, nejvyznamnéjsimi produkty jsou f-karoten a jeho prekurzor lykopen. Jejich obsah
se muze vyrazné lisit podle odridy daného citrusu. Ve slupkéach prevlada kryptoxanthin,
lutein, smés isomert violaxanthinu, antheraxanthin a zeinoxanthin. Nékteré karotenoidy
byvaji pouzivany jako barviva do pomerancovych stav, jsou proto vyznamnymi souc¢astmi
technologie zpracovani pomerancii. Dobrym zdrojem karotenoidnich barviv jsou slupky
citrust. Na zbarveni pomeranci a grapefruitu se podili také anthokyany, v plodech jich
1ze nalézt az 30 druhu [3], [7].

Jablka i citrusové plody jsou zdrojem ptirodnich pigmentt rozsdhlé skupiny flavono-
idt. Nejvyznamnéjsimi z nich jsou anthokyany, flavanony a flavonoly. Vyrazné vyssi obsah
téchto latek je ve slupce nez v duzniné. Barviva jsou lokalizovana v bunécénych vakuolach
a stabilizovana interakcemi ion-ion s organickymi kyselinami, napt. malonovou, jablec-
nou, citronovou. Celkovy obsah polyfenolickych latek je ve slupce 1604 ug-g=t, v duzniné
481 ug-g=t . V Cerstvé jablecné stave je 63,8-163,4 mg-17! [3], [6].



Vitaminy

Jablka, pomerance i grapefruity jsou vybornymi zdroji vitaminti. Vitamin C se vysky-
tuje vyznamnou mérou v cerstvém ovoci, ztraty nastavaji pri zpracovani. V jablkach je
15-50 mg/kg, citrusové plody jsou zdrojem vyznamnéjsim (pomeran¢ 300-600 mg-kg ™,
grapefruit 240-700mg-kg™!). Provitamin A (nejvyznamnéj$im provitaminem A je beta-
-karoten) je ve vyrazném mnozstvi piftomen v jablkdch (0,1-0,3mg-kg™!) a pomeran-
¢ich (0,5-4,0mg-kg™). Vyznamny obsah riboflavinu nalezneme v citrusech (grapefruit
20-100 mg/100g, pomeran¢ 150-900 mg-kg™!). Vyznamnym zdrojem thiaminu jsou citru-
sové plody (0,4-1,0mg-kg™!), méné je ho v jablkdch (0,2-0,4mg-kg™!). Niacin je v ci-
trusovém ovoci v koncentracich 1,0-4,0mg-kg™! a v jablkdch 1,0mg-kg=!. V mensich
mnozstvich jsou v pomerancich, grapefruitech i jablkach pritomny také pyridoxin, biotin,
kyselina listova a kyselina pantothenova [2], [5].

Mineralni latky

Mineralni latky jsou v ovoci obsazeny ve formé anorganickych nebo organickych soli.
Nejvyssi zastoupeni miva obvykle draslik, dale také vapnik, hotéik, fosfor a v nizsich
mnozstvich byva v ovoci obsazeno zelezo, sodik, zinek, méd a mangan. Jablka i citrusové
plody maji podobna mnozstvi sodiku a siry, lis{ se v obsahu dalsich prvka. Vyznamnéjsim
zdrojem drasliku, horéiku, vapniku a fosforu jsou citrusy, zatimco chloru je vice v jablkach.
Nékteré mineraly nejsou plné nutricné dostupné, napriklad Zelezo nevazané v hemové
struktutre, nebo vapnik vazany na oxalat. Mineraly jsou dulezitou slozkou, diky které
konzumace ovoce prispiva k vyvazené strave [3], [5].

Aromatické a chutové latky

Vyvoj aromatickych latek je nejvyraznéjsi v konecnych fazich zrani ovoce. Vliv na aroma
ovoce ma také prostiedi ristu a posléze podminky skladovani. Pro jednotlivé odrady ovoce
jsou charakteristické konkrétni aromatické latky. Na biosyntéze aromatickych tékavych
latek se podili ethylen, nékteré aminokyseliny, mastné kyseliny, prekurzory a enzymy
alkoholacyltransferaza, alkoholdehydrogenaza a lipoxygendaza. Celkovy flavour ovoce je
zpusoben latkami alkoholickymi, aldehydy, ketony, estery a kyselinami [3].

Typicky jableény flavour tvori ethylpropionat, hexylacetat, methylacetat, ethylhexa-
noat, butanol, propanol a dalsi [8], [9].

Typicka horka chuf citrusového ovoce a $tav je zptisobena pritomnosti flavanon-7-
-glykosidi. Horka latka grapefruiti se nazyva naringin, v citrusovych plodech jsou dale
intenzivné hotké triterpenoidy limonin, nomilin, ichangin a nomilinova kyselina [5].

Aroma pomeranc¢ti a pomerancovych stav tvori hlavné D-limonen a dalsi latky jako
ethylbutanoat, beta-myrcen, oktanal, dekanal a linalool. Déle jsou ptritomny latky hex-3-
-enal, jehoz viiné byla popsana jako travnatd, prijemné vonici laktony nebo estery s ovoc-
nou vuni ethyl-2-methylpropanodat, ethylbutanoat a ethyl 2-methylbutanoat [10], [11].

Aroma grapefruitti je tvoreno estery s ovocnou vini ethyl 2-methylpropanoatem, ethyl-
butanoatem, a ethyl-2-methylbutanoatem, pritomny jsou také laktony a latky vonici po
trave, stejné jako v pomerancich. Trans-4,5-epoxydec-2-enal je pivodcem kovového pachu
grapefruitti. Typické grapefruitové aroma je tvoreno dale latkami 4-merkapto-4-methyl-
pentan-2-onem a 1-p-menthen-8-thiolem [10].
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2.1.2 Organické kyseliny

Vyznamnou slozkou ovoce jsou kyseliny, naptiklad kyselina citronova v citrusovych plo-
dech nebo kyselina jablecna v jablkach. Dalsimi jsou kyselina octova, vinnd, jantarova
a fumarova. Nékteré vlastnosti téchto kyselin jsou uvedeny v tabulce 2.2.

Tabulka 2.2: Vlastnosti vybranych organickych kyselin [12], [13].

Sumarni vzorec | Oznaceni aditiva | pKa Chut
citronova CeHgO E330 3,128 kysela
octova CoH40, E260 4,756 | kysela, stiplava
mlécna C3HgO3 E270 3,862 | jemné kysela
jable¢na C4HgO5 E296 3,458 | ostie kysela
jantarova C4HgOy E363 4,207 horko-slana
vinna C4HgOg E334 3,036 kysela

Kyselina citronova

OH
HO OH

HO @)

Vzorec kyseliny citronové

Kyselina citronova (hydroxytrikarboxylovd) je nejvyznamnéjsim zastupcem skupiny
trikarboxylovych hydroxykyselin. Nachazi se v citronech, brusinkach, rybizu, ostruzinach
a dalsim ovoci. V citrusovych plodech byva az 8 % kyseliny citronové. V fepé cukrové
se nachazi ve formé soli jako citran vapenaty. Citran sodny, draselny a vapenaty se na-
chazi v mléku. Poprvé byla kyselina citronova izolovana v krystalické podobé z citronové
stavy Scheelem roku 1784 a citrony byly dlouho jedinym zdrojem pro jeji vyrobu. Vyroba
spocivala ve zkvaseni citronové stavy a neutralizaci zralého kvasu roztokem hydroxidu
vapenatého. Nasledné se izoloval vznikly citran vapenaty a kyselinou sirovou se z néj
uvolnila kyselina citronova (tzv. izola¢ni vyroba) [14].

Dnes se kyselina citronova vyrabi kvasenim. Pro povrchové i submerzni kvaseni se
pouziva Aspergillus niger, ale daji se pouzit i jiné druhy plisni rodu Aspergillus a Penicil-
lium. Kyselina citronova je jednim z hlavnich produktii aerobni oxidace v metabolickych
drahach a je produkovana intracelularné. Jako rustové médium se ¢asto pouziva melasa.
Od roku 1923 je tspésné produkovana pomoci moderni biotechnologie a ro¢ni produkee je
piiblizné 1,6 mil. tun, pficemz asi polovina je vyrabéna v Ciné (tzv. mikrobidlni vyroba)
[14], [15].

Témeér polovina vyrobené kyseliny citronové se pouziva do napoju a potravin. Dale
do mydel, detergentt a dalsich chemickych vyrob. Pouzivana je ke snizovani pH, ¢imz lze
dosdahnout slabého antimikrobidlniho tcinku, a zaroven kyselé chuti napriklad v ndpojich.
V konzervovaném ovoci a zeleniné se pouziva pridavkil kyseliny citronové ke zvyraznéni
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chuti. Déle se pridava jako chelatacni ¢inidlo pro inhibici vzniku dimethylaminu v rybach
nebo jako antioxidant [14], [15].

Kyselina citronova je vyznamnou slozkou citrusovych plodi. Béhem zrani ploda klesa
jeji mnozstvi az o 55 %, zatimco mnozstvi ostatnich kyselin klesd méné vyznamné nebo
neklesa vibec. Zkoumanim genovych expresi a metabolismt bylo zjisténo, ze kyselina
citronova je béhem zrani uvolnéna z vakuoly do cytosolu a postupné metabolizovana na
isocitrat, 2-oxoglutarat a glutaméat [3].

Kyselina octova

0O
H,;C
OH

Vzorec kyseliny octové

Kyselina octova (ethanovd) se prirozené vyskytuje v ovoci, syru, odstiedéném mléku,
kakau nebo kave. Ocet je 4-8 % roztok kyseliny octové ve vodeé [16].

Kyselina octova se vyrabi jiz od stredoveéku a je historicky nejstarsi okyselujici latkou.
Vyroba kyseliny octové je tradiéni biotechnologickou praxi. Dvoukrokovou fermentacni
technologii se za pomoci kvasinek oxiduji cukry na ethanol a pomoci bakterii rodu Ace-
tobacter se ethanol oxiduje na kyselinu octovou. Tradi¢ni vyroba octa se provadéla na
bukovych hoblinach, které slouzily k imobilizaci mikroorganismii a umoznovaly snadné
provzdusnovani. V soucasnosti je nejrozsitenéjsi metodou vyroby kyseliny octové tzv "me-
toda rychlého octarstvi”, kde jsou bukové hobliny nahrazeny umélym sorbentem a ocetnice
jsou velké az 800 hl [14], [15].

Vyuziti naléza kyselina octova ve vyrobcich jako je nakladand zelenina a houby, sala-
tové zalivky, majonézy, omacky, kecupy a pekarské vyrobky. Pouziva se jako okyselovaci
a dochucovaci prostredek, ale také k upraveé pH jako konzervant zabranujici ristu mikroor-
ganismil. V potravinach je kyselina octova bezpecnou slozkou, ale ve vyssich koncentracich
muze vyvolat nezadouci ¢inky, napiiklad poskozeni kuze ¢i sliznic [16], [17].

Kyselina jablec¢na

HO
OH

o OH

Vzorec kyseliny jablecné

Kyselina jableéna (hydroxybutandiova) je bezbarva krystalicka latka silné kyselé chuti.
Kyselina L-jablecna se prirozené vyskytuje v prirodé, nejvice v nezralém ovoci, zelenych
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jablkach, visnich, hroznech apod. Kyselina D-jable¢nd naopak ptirozeny vyskyt v ovoci
nema. [16.

Pouziva se jako aditivum pro ovlivnéni flavouru potravin a pri zrani vina. Dale nachazi
vyuziti jako aditivum do mrazenych pekarenskych produkti, napoji, zelatin a dalsich
vyrobkl. Bylo stanoveno, ze kyselina jableéna je bezpecna latka bez nezadoucich ucinki,
je proto povoleno ji pridavat do potravin v mnozstvi potiebném k potravinarské vyrobé
[16], [18].

Kyselinu jablecnou je mozné vyrobit biotechnologicky z kyseliny fumarové pomoci
imobilizovaného enzymu fumarasy [15].

Kyselina jableéna je nejvyznamnéjsi organickou kyselinou jablek. Jeji obsah se béhem
zrani muze snizit az o 50 %, a to diky narustu respiracni kiivky ovoce. Je syntetizovana
ze sacharidu glykolyzou a pentézofostfatovym cyklem za pritomnosti enzymii fosfoenolpy-
ruvat karboxylazy a malat dehydrogenazy. Degradace kyseliny jable¢né je vyrazné snizena
za pomoci inhibitort biosyntézy ethylenu [3].

Kyselina vinna

OH O

HO
OH

@) OH

Vzorec kyseliny vinné

Kyselina vinna (2,3-dihydroxybutandiovéd) je bezbarva krystalickd latka silné kyselé
chuti bez zapachu, ptirozené se vyskytujici v ovoci, predevsim v hroznovém viné. Jako
vedlejsi produkt z hroznt byva obvykle izolovana pii vyrobé vina [16].

Pouziva se jako pridavek upravujici pH a chuf do vina, pekérenskych praskovych smeési,
mrazenych mléénych vyrobki, zelé, peciva, susenych vaje¢nych bilkt, napoji, potravi-
narskych barviv a cukrovinek. Hydrogenvinan draselny byva soucasti kypricich prasku.
Kyselina vinna se pouziva také jako emulgacni a chelatac¢ni ¢inidlo, vyvazuje predevsim
ionty meédi, zeleza a niklu, ¢imz zvysuje stabilitu potravin a napoji. Latka je povazovana
za bezpecnou, v EU je pouziti kyseliny vinné povoleno v nezbytném mnozstvi, s vyjimkou
deétské vyzivy [16], [17], [18].

Kyselina mlécéna

HaC 0
> V4
0 OH

Vzorec kyseliny mlécné
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Kyselina mlééna (2-hydroxypropanova) je bezbarva tekutina bez zédpachu, obvykle si-
rupovité konzistence. Je prirozenym meziproduktem savéiho metabolismu glukézy a glyko-
genu, nachdzi se v krvi a ve svalech (vznika ze svalového glykogenu pfi télesné ndmaze a do
krve se nasledné vyplavuje ve formé soli —laktéati). Je také produktem kvasného procesu
predevsim mlécného kvaseni, prirozené se vyskytuje v kvasenych potravinach, napriklad
v kysaném mléce, pivu, kysaném zeli, kvasenych okurkach ¢i jinych potravinach priprave-
nych za pomoci bakteridlniho kvaseni. Komercéné je kyselina mlééna vyrabéna fermentaci
syrovatky, kukufi¢ného skrobu, brambor nebo melasy, nebo synteticky [16], [18].

Pouziva se jako okyselovadlo a latka zvyraznujici chut napoji, cukrovinek, oliv, syro-
vych vyrobkl, mrazenych dezerti, zelé, dzemu a dalSich potravin. Déle zesiluje ti¢innost
antioxidant, ¢imz opét ovliviiuje stabilitu potravin. Kyselina L-mlécéna se pouziva do
détskych vyziv. Nezadouci reakce mohou byt u malych déti zptisobeny D-formou. Jiné
nezadouci uéinky nejsou znamy, proto je povazovana za latku bezpecnou pro pouziti v po-
travinarstvi [17], [18].

Kyselina jantarova

OH

OH

Vzorec kyseliny jantarové

Kyselina jantarova (butandiovd) je krystalickd latka bilé barvy, kyselé chuti, bez za-
pachu. Prirozené se vyskytuje v fepé, rebarbore, masu, syrech, melase, vejcich a ovoci.
Kyselina jantarova se prumyslové vyrabi z kyseliny octové nebo fermentacné z kukutice
¢i jinych sacharidickych zdroju [16], [17].

Pouziva se jako latka upravujici kyselost potravin a napoju a zvyraznujici chuf, na-
priklad do vin a likéri. Kyselina jantarova je také vyuzivana jako latka zpomalujici zrani
rostlin. Je povazovdna za latku bezpecnou pro potravinaiské pouziti [16], [17], [18].

2.2 Autenticita ovocnych stav

Falsovani je nevyhnutelnym jevem, ktery postihuje témér vSechny obory uz od nepaméti,
potravinarsky pramysl nevyjimaje. FalSovani potravin mize zahrnovat zménéné slozeni
nebo jiny obsah nékteré ze slozek potraviny, uvedeni jiné odridy nebo druhu, nespravné
uvedeny geograficky ptivod nebo stari potraviny, jiny zpusob vyroby a technologie nez je
deklarovany [20].

Nejcastéjsi porusovani autenticity je u ovocnych vyrobka sledovano pravé u ovoc-
nych 100 % stav. Doslazovéani, fedéni 100 % ovocenych Stav nebo pridavek jinych latek bez
uvedeni této skutecnosti na obalu je z legislativniho hlediska v rozporu s vyhlaskou minis-
terstva zemédeélstvi ¢. 335/1997 Sb., takova praktika muze byt kvalifikovana jako klamani
spottebitele. Vyhlaska udava také pozadavky na oznaceni, jakost i technologie [19], [20],
[21].

14



Dalsi legislativou osetiujici slozeni a kvalitu potravin a omezujici falsovani je Zakon
o potravinach a tabakovych vyrobcich ¢. 110/1997 Sb. a nafizeni Evropského parlamentu
a rady (ES) ¢. 178/2002.

2.2.1 Vyznam analyzy organickych kyselin v ovérovani autenti-
city ovocnych stav

Jednou z moznosti ovéreni pravosti ovocnych $tav je analyza organickych kyselin. Ty se
v jednotlivych druzich ovoce vyskytuji v charakteristickych mnozstvich a pomeérech, které
mohou byt falSovanim naruseny. Stanoveni organickych kyselin je proto jednou z analyz,
které mohou napomoci k odhaleni falsovaného vyrobku, nebo ho v kombinaci s dalsimi
stanovenimi oznacit za falSovany.

Obsahy jednotlivych organickych kyselin jsou spolu s dalsimi parametry uvedeny v ISO
normach, které uvadéji pozadavky na jakost, identitu a autenticitu ovocnych stav. Vybrané
casti téchto tTi norem tykajici se organickych kyselin jsou uvedeny v tabulkdch 5.1, 5.2
a 5.5

« CSN 56 8543 Ovocné a zeleninové §tavy —Jableéna §tdva = Fruit and vegetable jui-
ces— Apple Juice

« CSN 56 8542 Ovocné a zeleninové $tavy — Grapefruitova stava = Fruit and vegetable
juices — Grapefruit Juice

« CSN 56 8541 Ovocné a zeleninové tavy — Pomerancova Stéva = Fruit and vegetable
juices — Orange Juice

Tyto normy slouzi jako voditko pii kontrole vyrobki, nejsou vsak legislativné zavazné.
Zavaznost je v tomto pripadé vici vyse uvedenym zakonim a nafizenim, jejichz poruseni
Ize detekovat sledovanim parametri v normé uvedenych.

2.2.2 Zpusoby falSovani ovocnych stav

Nejcastéjsimi nedostatky ovocnych stav byvaji neshody v obsahu stavy, nevracené nebo
netplné vracené aroma, pridavek pektinu, hodnoty Brix (pomér cukru a vody), pridavek
jiného ovoce, cukru, kyseliny nebo vody [20].

Falsovani ovocnych stav lze rozeznat sledovanim mnoha parametrii, od senzorickych
vlastnosti pres fyzikalni az po obsahy anorganickych ¢i organickych latek ¢i izotopova
zastoupeni jednotlivych prvkia. Analyza jednotlivych charakteristickych komponent muize
poskytnout cennou informaci o obsahu vyrobku. Jedna se o stanoveni jednoduché, jako je

vvvvvv

analyzy. Témi mohou byt metody jako je HPLC, GC, SNIF-NMR a dalsi. U vzorku stav
je obvyklé nejprve stanovit zakladni kvalitativni parametry — refraktometrickou susinu
a hlavni cukry. Vysledky jsou porovnany s tabelovanymi nebo normovanymi hodnotami.
Za falsované lze primo oznacit ty vzorky, které nevyhovuji ve vice zdkladnich markerech.
Vzorky, které nevyhovuji nebo jsou mirné odlehlé v 1-2 parametrech, je tfeba podrobit
opakované analyze nebo dalsim rozborim. Pokud vzorek stavy nevyhovuje normovanym
hodnotdm pro obsah organickych kyselin, stava se podezrelym z falSovani. Je ale tieba
provést dalsi analyzy, aby bylo falsovani prokazano [20].
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Snizeni obsahu ovocného podilu

Snizeni ovocného podilu lze dosdhnout nékolika zptisoby, vétsinou se jedna o naredéni
stavy vodou a prislazeni, pripadné pridavek kyselin. Nedeklarovany nebo nepovoleny byva
sledovan pridavek sacharézy nebo ruznych cukernych sirupt (Skrobovych hydrolyzati,
repného nebo titinového invertniho cukru nebo sirupt s vysokym obsahem fruktosy) [22].

Pridavek cukru nebo nizko ¢i stfedné hydrolyzovanych sirupt lze detekovat pomoci
HPLC s refraktometrickou detekei, nebot prislazenim dochézi k disproporcim v pomérech
cukru (glukosy a fruktosy nebo zastoupeni sacharosy). P¥idavek cukernych sirupt, jejichz
slozeni kopiruje prirozené zastoupeni cukril v ovoci, lze zjistit pomoci detekce typickych
minoritnich oligosacharidi (napf.pro invertni cukr jsou typické nékteré trisacharidy, pro
fru sirupy maltooligosacharidy). Takova analyza je mozna pomoci vysokoucinné aniontové
chromatografie s pulzné amperometrickou detekci (HPAEC-PAD), nebo po derivatizaci
pomoci plynové chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem (GC-FID). Prislazo-
vani $tav je mozno zjistit také izotopovou analyzou [20], [22].

Naredéni ovocné stavy vodou lze rozpoznat za pomoci analyzy stabilnich izotopu
uhliku 12C/13C, kysliku 160/170/180 a vodiku 1H/2H [22].

Analyza antioxidacni aktivity, tedy obsah vitamint, flavonoida a dalsich latek,
které jsou pro jednotlivé druhy ovoce charakteristické v urcitém mmnozstvi, je dalsi moz-
nosti. Lze pouzivat napriklad metody senzorické, chromatografické, biochemické, moleku-
14rné biologické nebo spektroskopické [20].

Nahrada drazsich druhti ovoce levnéjsimi

Levnéjsimi variantami byvaji ¢asto koncentraty nebo stavy z hroznového vina nebo jablek.
Pfidany mohou byt do $tav z malin, boruvek, ostruzin, pomerané¢u i grapefruitu [1].

V pripadé citrusovych plodi zde hraje roli ¢asto nizsi cena grapefruiti nez pomeranci
a fakt, ze oba druhy ovoce pfi zpracovani alespon castecné sdili zafizeni. Pomeranc¢ovou
stavu lze od grapefruitové rozeznat pomoci profilu flavonoidnich glykosidi. Stava z pome-
rance (Clitrus sinensis) obsahuje hesperidin a narirutin a mald mnozstvi neohesperidinu
a naringinu. Stéva z grapefruitu (Citrus paradisi) obsahuje viechny ¢tyii jmenované gly-
kosidy, nejvice z jich naringin. Smés §tav z téchto druhii lze tedy od cisté pomerancové
stavy rozeznat diky mnoZstvi pritomného naringinu [22].

Pridavky pulp wash

Pridavek duzniny do ovocné stavy je nejcastéjsi u citrusovych vyrobki. Jednat se muze
o pridavek stavy ziskané extrakci vyliskii ke stavé z prvniho lisovani nebo o ptipravu
rekonstituovaného napoje pouze z koncentratu pulp wash nebo ze smési pulp wash a kon-
centratu stavy [22].

Nenavraceni nebo neuplné navraceni aroma

Pro detekci nevraceného aromatu do ovocné stavy je nejvhodnéjsi analyza onéch typickych
aromatickych sloucenin pomoci plynové chromatografie [22].
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2.3 Metody stanoveni organickych kyselin

Autenticitu vyrobku lze ovérovat mnoha zpisoby a jednim z nich je analyza organic-
kych kyselin. Moznostmi jejich analyzy se zabyvaji nasledujici kapitoly. V této diplomové
praci jsou organické kyseliny analyzovany pomoci vysokotcinné kapalinové chromatogra-
fie, ktera je podrobnéji popsana v kapitole 2.4.

2.3.1 Celkova kyselost

Pro stanoveni celkové kyselosti lze pouzit titracni metody. Nevyhodou je, ze vysledek
muze byt pozitivné ovlivnén pritomnosti aditiv jako napiiklad kyseliny benzoové, kyseliny
sorbové, oxidu sifi¢itého atd. Pro orienta¢ni idaj o celkovém obsahu kyselin v ovocnych
stdvach je tato metoda vhodna [23].

Normovand metoda pro stanoveni titrac¢ni kyselosti v ovocnych a zeleninovych stavach
je ddna normou CSN 56 0418, kterou se stanovi mira obsahu minerélnich a organickych
kyselin. Jedna se o potenciometrickou titraci roztokem hydroxidu sodného do hodnoty
pH 8,1. Vzorky se obvykle neupravuji, pokud je to nutné, analyt se naredi. pH je méreno
kalibrovanym pH metrem pfi teploté 20 °C. Vystupem je po prepoc¢tu hodnota titrac¢ni
kyselosti vyjadiend v mmol H* na litr vyrobku. Titracni kyselost lze také vyjadrit jako
obsah kyselin, pro jednotlivé kyseliny jsou v normé uvedeny faktory. Faktor pro kyselinu
vinnou je 0,075, pro kyselinu jable¢nou 0,067 a pro bezvodou kyselinu citronovou 0,064
[24].

2.3.2 Elektromigracni metody

Kapilarni elektroforéza je k analyze nizkomolekularnich organickych kyselin vhodné
pro svoji schopnost separace malych molekul i z komplexnéjsich matrici bez slozité apravy
vzorku, coz je umoznéno rychlou migraci malych molekul a promytim kapilary po kazdé
analyze. Uprava vzorku se tedy sklada z fedéni, filtrace a centrifugace, piipadné piidavku
EDTA pro uvolnéni organickych kyselin z komplexti s ionty. Vzorky jako je pivo, sy-
cené napoje a vino je zapotiebi odvzdusnit a nékteré dalsi matrice vyzaduji jednoduché
specifické kroky, napriklad SPE extrakci. Vyhodou je moznost detekce pomoci méreni ab-
sorbance pti 200nm a méné diky praci ve vodném prostiedi a nizkd spotieba vzorku pro
analyzy. Organické kyseliny nenesou jiny chromofor, ktery by pri 200 nm absorboval, nez
karboxylovou skupinu. Takovou hodnotu vlnové délky lze mérit jen ve vodnych médiich.
Elektroosmotickych podminek je dosazeno umisténim anody na vystup z kapilary a pri-
davkem zékladniho elektrolytu (BGE). Nevyhodou muze byt detekce, bézné pouzivany
UV detektor zde mtuze mit vysoké meze detekce z diivodu malého objemu vzorku. UV
detektor lze nahradit detekci hmotnostné-spektrometrickou, ¢imz metoda ziskava identi-
fika¢ni schopnost srovnatelnou s naptiklad s GC/MS [28].

Takto bylo pomoci kapildrni elektroforézy s UV detekci pii 200 nm separovano 25
organickych kyselin, mezi nimi napiiklad i kyselina jable¢nd, fumarova, mlécna, vinna,
octovd a citronova. Jmenované kyseliny byly stanoveny i v redlnych vzorcich ovocnych
stav po zfedéni vodou a filtraci pres 0,45 pm filtr, detekce probihala pii 249 nm [28].

17



2.3.3 Chromatografické metody
HPLC

Analyza organickych kyselin se bézné provadi pomoci vysokouc¢inné kapalinové chroma-
tografie. Lze pouzit analyzy na systému normaélnich fazi, castéji se pouziva fazi reverz-
nich. RPLC analyza organickych kyselin je podrobnéji popsana v dalsi kapitole. Detekce
se vyuziva nejcastéji UV, vodivostni nebo hmotnostné spektrometricka. Pouziva se také
chromatografie iontové vymény a plasmaspray LC [23].

GC

Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci je metoda bézné pouzi-
vana napriklad pro analyzu nizkomolekularnich organickych kyselin k diagn6ze metabolic-
kych poruch. Je citliva, selektivni a mé nizké meze detekce, nevyhodami pro dané pouziti
zustava dlouhd doba piipravy vzorku [29].

2.3.4 Enzymatické metody

Enzymatické metody jsou velmi specifické a presné, lze pomoci nich analyzovat i kon-
krétni optické izomery. Analyza je rychla a spotieba analytu nizka. Vyraznou nevyhodou
je jejich vysoka cena, pripadné narocnost pripravy enzymu, a tak se vyuzivajl nejcastéji
v klinickych laboratorich, nékdy také jako referenéni metody pti zavadéni metod jinych.
Reakce miuize byt ovlivnéna pritomnosti inhibitori, stafim enzymu nebo kontaminaci sys-
tému. Detekce muze byt provedena napriklad spektrofotometricky nebo fluorescencné.
Ze spektrofotometrickych metod se nejvice pouziva UV detekce. NADH a NADPH absor-
buji ve svych redukovanych forméach, na rozdil od forem oxidovanych, které neabsorbuji.
Oxidoreduktazy, které vyuzivaji NADH jako substrat, mohou byt tedy stanoveny diky
spotfebé koenzymu a poklesu UV absorbance pri vlnové délce 340 nm. Fluorometricka
detekce je citlivejsi, ale hrozi zde interference. NADH a NADPH, redukované formy, fluo-
reskuji a oxidované formy ne. Oxidacni reakce jsou v dusledku toho doprovazeny poklesem
fluorescence, redukéni reakce zptsobuji naopak narust [30], [31].

Normované jsou enzymatické metody pro stanoveni kyseliny D-jableéné (CSN 56
0429), L-jable¢né (CSN 56 0409), D-isocitronové (CSN 56 0410), dale D a L-mlééné (CSN
56 0422) a citronové. Nékteré z téchto metod jsou popsany nize; podstata je vSak u vSech
obdobna.

Normy specifikuji metodu enzymového stanoveni obsahu danych kyselin, pritomnych
v ovocnych a zeleninovych stavach ve formé kyselin nebo soli. Principem metody je en-
zymova preména (napr. L-maldtu na oxalacetat) a spektrofotometrické méreni soucasné
redukce nikotinamidadenindinukleotidu pii pH 10,0.

Enzymatické stanoveni kyseliny D-jablec¢né

Kyselina D-jable¢na se oxiduje beta-nikotinamidadenindinukleotidem (NAD) za pritom-
nosti D-maldtdehydrogenasy dekarboxylacni (D-MDH) na oxalacetat, ktery se poté roz-
klada na pyruvat a oxid uhlicity.

D — maldt + NADY =121, pyruvat +COy + NADH + H*

Vzniklé mnozstvi NADH (méfené na zakladé zvysené absorbance roztoku v ultrafialové
oblasti) je ekvivalentni k mnozstvi D-maldtu v analyzovaném vzorku [25].
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Enzymatické stanoveni kyseliny L-jablec¢né

Metoda je zalozena na enzymové preméné L-malatu na oxalacetdt a spektrometrickém
meéreni soucasné redukce nikotinadenindinukleotidu pii pH 10,0.

L — maldt + NADT &P oralacetat + NADH + H*
oxalacetat + L — glutamat PEENY aspartat + 2 — oxoglutarat

Mnozstvi vytvoreného NADH (zvysend absorbance) je ekvivalentni mnozstvi kyseliny
L-jable¢né [26].

Enzymatické stanoveni kyseliny citronové

Metoda je zalozena na enzymové preméné citratu na oxalacetat pri pH 7,8.

citrat & oxalacetat + acetat

ozalacetat + NADH + HY &MP2 1 malat + NADT

pyruvat + NADH + HY &2 1 — laktat + NAD*

Mnozstvi vytvoreného NADH (pokles absorbance) je ekvivalentni mnozstvi kyseliny
citronové [27].

2.4 Analyza organickych kyselin pomoci HPLC

Chromatografie je separacni proces zalozeny na rozdélovani slou¢enin mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze — pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (stacionarni) (IUPAC 1993).

2.4.1 Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf se sklada z nékolika zakladnich c¢asti zastavajicich konkrétni
funkce. Schéma kapalinového chromatografu je znazornéno na obrdzku 2.1.

Retencni charakteristiky a ti¢innost chromatografické kolony

Retencni (elucni) Cas ¢y je zdkladni charakteristickou veli¢inou pro kazdou délenou
latku. Lze také pouzit vyjadreni retencni (eluéni) objem Vz. Retenéni ¢as udéva infor-
maci o dobé od nastriku po maximum elu¢ni kivky, neboli po vrchol piku, viz obrdzek 2.2.
Objem mobilni faze, ktera protece za tuto dobu kolonou, se nazyva retenéni objem. Tg
slouzi pri chromatografické separaci jako kvalitativni charakteristika latky. Pro kvantita-
tivni charakteristiku slouzi idaj o plose pod pikem (A) nebo vyska piku (k). Plati vztah
V. = F,, . tg, kde F,, je objemovy prutok mobilni faze [33].

U¢innost chromatografické kolony lze charakterizovat pomoci miry rozsifovani
elu¢nich zén délenych na koloné. Kvalitu chromatografické separace lze popsat bezroz-
mérnou veli¢inou uc¢innosti kolony N, ktera vyjadiuje pocet teoretickych pater kolony.
Ten zavisi na retenc¢nim faktoru dané slozky, stavu stacionarni fize a na dalsich para-
metrech, pro urcitou kolonu neni konstantni. Pocet teoretickych pater je zavisly na délce
kolony (L), reten¢nim faktoru V, nebo retenénim case t,, rychlosti pritoku mobilni faze
(u), velikosti ¢astic naplné kolony (d,), teploté (7T') a viskozité mobilni faze (n). Prakticky
se vyuZiva stanoveni poc¢tu teoretickych pater podle rovnice N=konst(V,/w)?, kde w je
sitka piku v jeho prislusné vysce [33].
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zasobniky mobilni faze

odplyriova¢ mobilni faze

vysokotlaké ¢erpadlo, tvorba gradientu

davkovani vzorku - autosampler

separace latek - chromatograficka kolona,

g [ termostat kolony

_m‘_g,h{' /_.||.. detekce latek - detektor

Obrazek 2.1: Schéma HPLC systému [32].

2.4.2 Mobilni faze

Mobilni fazi, tedy pohyblivou slozkou chromatografického systému, je v kapalinové chro-
matografii kapalné rozpoustédlo, které unasi slozky vzorku pres stacionarni fazi, na které
dochézi k jejich separaci [33].

Prvni ¢ast HPLC systému slouzi k pripravé mobilni faze a davkovani vzorku. Obvykle
se zde nachazeji zasobniky mobilni faze, odplynovac, vysokotlaké ¢erpadlo, tlumic¢ pulst
a smésova¢ mobilnich fazi.

Transport mobilni faze

Zasobniky mobilnich fazi obsahuji specidlni filtry, které zachycuji suspendované tuhé
castice pred vstupem do systému. Je nutné dobré uzavieni zéasobniki, aby bylo umoznéno
odtékani kapaliny a zaroven zamezeno unikani par do okoli a kontaminovani mobilni
faze. Spoje mezi zdsobnikem mobilni faze a dal$imi ¢astmi (odplyniovacem, smésovacem
a vysokotlakym Cerpadlem) byvaji z teflonu nebo nerezové oceli [33].

Odplynéni mobilni faze je nutné predevsim proto, Ze na vystupu z chromatogra-
fické kolony nastava zména tlaku. To muze zptsobit uvolnéni bublinek rozpusténého plynu
a vést k problémim s HPLC systémem. Pfi odplynéni mobilni fize jsou eliminovany
problémy jako je nestabilita zakladni linie (baseline), neopakovatelnost retencnich ¢ast,
Spatna opakovatelnost davkovaného objemu vzorku nebo nestabilita provozu cerpadel.
Rozpusténé plyny maji vliv i na funkci detektorti. Soucasné je pouzivano odplynovani
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Obrazek 2.2: Kvalitativni a kvantitativni charakteristiky chromatografického procesu.
tgr - retencni casy latek, ty - retencni ¢as nezadrzované slozky, A - plocha piku, h - vyska
piku [33].

probublavanim heliem nebo pomoci vakuového degaséru. Pouziti vakuového odplynovace
je dnes ucinnéjsi a levnéjsi, proto vice pouzivané. Ve vakuové komore je umisténa polo-
propustna kapilara, pfes kterou prochézi mobilni faze. Ta propousti pouze plyny, které
diky rozdilu tlakt vné a uvnitt kapilary kontinudlné prechézeji do vakua [33].

Tlumice tlakovych pulsi jsou nutné u systému s jednoduchymi i dvoucinnymi cer-
padly, kdy dochazi k sinusovym tlakovym pulsim. Tyto pulsy je ¢astecné mozné odstranit
zatazenim dalsi hlavy pracujici v opacné fazi. Lze také pouzit ¢erpadlo se specidlné pro-
gramovanym pohybem pistu a ziskanim lichobéznikového profilu v kombinaci se synchro-
nizovanym druhym pistem dosahnout témér vodorovného profilu. Tlumi¢ pulst pracuje
na principu zachycovani tlakovych razti pomoci odporovych nebo kapacitnich elementt
(33].

Cerpadlo zajistuje piredevsim stabilni pritok mobilni fize, coz vede k presnym kvan-
titativnim vysledktim, stabilnim retenénim ¢astim a nizké trovni Sumu. Vysokotlaka cer-
padla funguji bud za konstantniho tlaku nebo konstantniho objemového pratoku. Mobilni
faze je u obou vytlacovana ze zasobniku pistem ¢i membranou, rozdil u cerpadel je ve
zpisobu dosazeni pohybu pistu. Cerpadla pracujici s konstantnim tlakem vyuzivaji tlaku
plynu nebo hydraulické kapaliny na pist ¢erpadla, zatimco u ¢erpadel pracujicich s kon-
stantnim objemovym pritokem je k pohybu pistu vyuzivan mechanicky pohon. Cerpadla
mohou byt pneumatickd, injekéniho typu, pistova, membranova nebo dvoupistova [33].

Tvorba gradientu mobilni faze probiha bud nizkotlakové, nebo vysokotlakove. Niz-
kotlakovy gradient je tvoren smisenim slozek mobilni faze za atmosférického tlaku v malé
smésovaci komirce a naslednym vstupem do vysokotlakého cerpadla. Gradient je tvoren
s vysokou presnosti, ale vyzaduje dokonalé odvzdusnéni mobilni faze a sladéni pracovnich
period ventili. Nizkotlaky gradient je presny, ale ¢asové se zpozduje. Je nutné dokonalé
odvzdusnéni mobilni faze a sladéni pracovni periody ventilii. Vysokotlaky gradient je méné
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presny, ale nastava jen malé zpozdéni gradientu. Nevyhodou je nutnost pouziti dvou a vice
vysokotlakych cerpadel [33].

Davkovani vzorku

Déavkovani vzorku na chromatografickou kolonu je jednim ze zasadnich krokt, které maji
vliv na uc¢innost chromatografického procesu. Zejména pri pouziti mikrokolon, kapilarnich
a kratkych kolon je dulezita dokonalost davkovani vzorku, aby nedochazelo k rozmyvani
piki. V soucasnosti jsou pouzivany manualni smyckové davkovace (na principu piepinacich
ventilil) nebo autosamplery (automatické davkovace) [33].

Vysokotlaké davkovaci ventily umoznuji davkovani pii tlaku az 80 MPa. Objemy
dévkovacich smycek jsou od 0,2 ul do 2000 ul, ovladani je elektrické nebo pneumatické
[33].

Automatické davkovace - autosamplery jsou zarizeni Siroce vyuzivana v analy-
tickych laboratorich pro zlepSeni ptresnosti vstrikovani a pro moznost prace bez dozoru;
redukuji se tak naklady na analyzu vyzadujici manudlni vstrikovani. Autosampler je spo-
jen se zasobnikem vzorkd. Mikronddobky (vialky) jsou uzaviené pryzovym septem nebo
perforovanou zatkou z polypropylenu. Vialky mohou byt rtizného objemu a v pripadé
omezeného mnozstvi vzorku se do nich vklada jesté tzv. insert, ktery ma jesté mensi
objem (stovky mikrolitrii). Vétsina autosampleru vyuziva Sestiportovy vstiikovaci ventil.
V modernich autosamplerech je rotor pohanén elektrickym motorem, ve starsich modelech
pomoci stlaceného vzduchu. Mezi zakladni komponenty patii vstiikovaci ventil, injekéni
nebo vzorkovaci jehla, smycka o daném nebo nastavitelném objemu, davkovaci ¢erpadlo
pro natazeni vzorku z vialky a vstupni port, pfes ktery je vzorek nandsen na smycku [32],
[33].

2.4.3 Stacionarni faze

Stacionarni, tedy nepohyblivé faze chromatografického systému, je napln chromatografické
kolony, na které dochdzi k vlastnimu separacnimu procesu [33].

Soucasné kolony pro HPLC jsou pfripravovany vyhradné komercné. Uzivatel vybird
pouze konstrukci, rozméry a tvar chromatografické kolony, druh sorbentu a velikost ¢astic.
Plast kolony byva vétsinou vyroben z nerezové oceli; musi odoldvat vysokym tlakim (az
100 MPa), chemickému pusobeni mobilni faze a musi byt pokud mozno dokonale hladky.
Nejvyuzivanéjsi jsou dnes kolony o vnitinim priaméru 2,1-5 mm, délce 10-300 mm a s na-
plnémi o velikosti ¢astic 1-10 um [33].

Konstrukce kolony musi byt predevsim tésna, nebof kolona musi odolavat vysokym
pracovnim tlaktim i tlaku vlastni naplné. Kolona je slozena z kovového plasté uzavieného
porézni kovovou fritou, kterd brani uvolnovani stacionarni faze a mobilni fazi umoznuje
plynuly priitok. Na obou koncich kolony je ochranny krouzek a koncova hlavice, ve které je
vstup pro kapilaru. Kolona je s davkovacem a detektorem spojena kovovymi nebo PEEK
(polyetherketonovymi) spojkami a ferulkami (hydraulickymi spojkami) [33].

Tok mobilni faze kolonou lze posuzovat na zakladé objemu mobilni faze mezi ¢és-
ticemi naplné, objemu mobilni faze uvnitt port ¢astic a objemu skeletu naplné. Tyto tri
slozky tvori objem kolony a umoznuji sledovat, jaky je celkovy objem mobilni faze v ko-
loné a jaky je objem stagnujici mobilni féze (mobilni faze uvniti pérua ¢astic). Operovat
lze také s hodnotami porozity mezi zrny naplné, porozity uvnitt zrn a celkové porozity

[33].
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Teplotni gradient vznika na koloné trecim teplem. Mobilni faze pri pritoku celi
preméné vlastni mechanické energie na tepelnou a vznika tak teplotni gradient axialni
nebo radialni. Axialni teplotni gradient vznika ptusobenim nekonstantni teploty stény
kolony a vyvolava ohtev kolony smérem k jejimu vystupu. Radialni teplotni gradient
vznikd napri¢ prirezem kolony plisobenim rozptylu tfeciho tepla, teplota v plasti kolony
je nizsi nez v jejim centru [33].

Termostat je dillezitou slozkou, pomoci které 1ze zabranit vzniku teplotniho gradi-
entu a predejit tak vyznamné ztraté uc¢innosti HPLC systému. Termostaty se pouzivaji
kapalinové a teplovzdusné. Termostat zajistuje rovnomérnou distribuci teploty a brani
lokalnim teplotnim vykyvum [33].

Systém s reverznimi fazemi

K analyze organickych kyselin 1ze vyuzit jak systému s norméalnimi fazemi, tak fazi reverz-
nich. V této diplomové préci jsou organické kyseliny separovany na reverznich fazich, tedy
chromatografickém médu, pii némz je stacionarni faze méné polarni nez mobilni faze.

Stacionarni faze, nepohybliva slozka chromatografického systému, miize byt tuha latka
nebo film kapaliny zakotveny ¢i chemicky navazany na tuhé matrici, tzv. nosi¢i. Tvori na-
pln chromatografické kolony, na niz se odehrava vlastni separacni proces. Nejrozsitenéjsim
polarnim anorganickym sorbentem je silikagel pro svoji mechanickou stabilitu, snadnou
derivatizaci a Tizeni velikosti ¢astic, porozitu a nestlacitelnost. Chemickym navazanim
ligandti se stava vhodnym pro chromatografické separace na reverznich fazich. Na hydro-
xylové, respektive silanolové skupiny, které jsou aktivnimi centry na povrchu silikagelu, je
mozné chemicky navazat stacionarni fazi vybranych vlastnosti. Chemicky vazané faze by-
vaji ¢asto alkylové Tetézce rizné délky (C2—C30), vhodné pro polérni i nepolarni analyty.
Nejrozsitenéjsi je oktadecylsilikagel (C18, ODS) [33], [34], [35].

FLOW
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CH,
= "%i' CyHyr
CH,

Obréazek 2.3: Znézornéni separace polarnich a nepoldarnich latek na RP-HPLC [34].

Pti analyze polarnich latek je nutné pouzivat prakticky pouze vodné mobilni faze a za-
branit tak prilis rychlé eluci. Pti pouziti klasické reverzni C18 stacionarni faze v kontaktu
s organickou slozkou mobilni faze jsou hydrofobni fetézce v naprimené poloze k dispozici
pro interakci. V pripadé pouziti mobilni faze s pouze vodnou organickou slozkou mo-
hou byt hydrofobni fetézce smaceny kvuli velkému rozdilu v polarité. Miize tak nastat
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zhrouceni fetézci C18 a naruseni funkce stacionarni faze. Tento stav se nazyva hydrofobni
kolaps. Tomuto riziku lze predchazet nékolika zptusoby. Pro analyzu polarnich latek s vyu-
zitim vodnych mobilnich faz{ musi reverzni stacionarni faze obsahovat i jiné prvky (kratké
alkylové Tetézce bez pokryti volnych silanolovych skupin, hydrofilni polarné endcappované
stacionarni faze, vlozené polarni faze, dlouhé alkylové fetézce nebo velky priumér pori sta-
cionarni faze) [33], [34].

Pro reverzni stacionarni faze jsou charakteristické interakce pouze slabymi disperznimi
silami, tedy nespecifickymi mezimolekulovymi interakcemi analyt-adsorbent. Nevyskytuji
se zde totiz aktivni adsorpcni centra schopna polarnich interakci. Tyto nespecifické inter-
akce jsou v porovnani s polarnimi interakcemi mnohem slabsi a jsou jimi jesté zeslabovany.
Polarni interakce usnadnuji navrat molekul analyti do objemu polarniho elu¢niho ¢inidla.
Cim nizsi je polarita organického rozpoustédla, tim vyssi je eluéni sila mobiln{ faze. Podle
rostouci elucni sily 1ze néktera organicka rozpoustédla seradit nasledovneé:

voda < methanol < acetonitril < propan-2-ol < dioxan < tetrahydrofuran

Cim hydrofobnéjf je analyt, tim delsi je jeho retence (obrdzek 2.3). Silné polarni a ion-
tové latky jsou na nepolarnich fazich zadrzovany velmi slabé nebo viibec ne. Eluuji potom
v mrtvém objemu kolony nebo diive. Piky jsou deformované a mtize dochazet k jejich sté-
peni a vzniku tzv. dvojitého piku. Volbou pH mobilni faze je mozné chovani latek iontové
povahy ovlivnit. Potlaceni disociace organickych kyselin lze dosdhnout zménou pH mo-
biln{ fdze na hodnotu asi 2-5. Uprava pH na hodnotu blizkou pKa analytu ptsobi vyrazné
zmeény v retenci a selektivité. Stupen ionizace je ovlivnén také teplotou kolony [33], [35].

2.4.4 Detekcni systémy

Detektor slouzi k rozeznani a zadznamu rozdilu signalu mezi prichodem c¢isté mobilni faze
a mobilni faze obsahujici analyt. Detektory lze rozdélit na koncentra¢ni a hmotnostni, nebo
dle jinych kritérii na nedestrukéni a destrukcéni. Koncentracéni detektor reaguje na zménu
dm/dV, tedy na hmotnostni koncentraci v efluentu, zatimco hmotnostni detektor reaguje
na zménu dm/dt, tedy na hmotnostni tok slozky v efluentu. Destrukéni detektor zptsobuje
ireverzibilni zmény detekovanych komponent, zatimco nedestrukéni zadné chemické zmény
nepisobi [33].

Mezi univerzalni HPLC detektory patii detektor refraktometricky, CAD a ELSD. Pro
detekci specifickych vlastnosti vzorku jsou vhodné UV-VIS detektory, fluorescen¢ni, elek-
trochemické, radioaktivni a vodivostni. K detekci zmény mobilni faze 1ze pouzit CAD, MS
a ELSD detektory; pripojenim nezavislé analytické metody k HPLC lze aplikovat detekci
pomoci MS, NMR a dalsich [33].

Dilezitymi parametry detektoru jsou citlivost, predvidatelnost, odezva, univerzalnost,
specifita, linearita, nedestruktivnost, spolehlivost a snadnost pouziti, nezavislost signalu
na slozeni mobilni faze a zmén teploty a prutoku, kvalitativni informace pro detekované
piky a prispévek detektoru k mimokolonovému rozmyvani eluénich zén [33].

Sum a drift

Sum (noise) vyjadiuje nepravidelnosti ve zménach signalu detektoru jako amplitudu za-
kladni linie. Sum mohou zptsobovat riizné faktory, nej¢astéji zména elektrického signalu,
nestabilita lampy detektoru, vlastnosti detekéni cely nebo teplotni fluktuace. Sum vy-
znamné limituje citlivost detektoru, méri se obvykle od vrcholu malého piku k tupati
druhého piku. Spolehlivé kvalitativni vyhodnoceni je mozné, pokud je vyska piku alespon
trojnasobkem vysky sumu (mez detekce), kvantitativni hodnoceni lze provést, pokud je
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vyska piku alespon desetinasobek sumu. K oznaceni poméru signalu a Sumu se pouziva
S/N. Drift je vyjadfovan jako pramérny sklon obalky Sumu za hodinu a poukazuje na
dlouhodobou nestabilitu zakladni linie. Obvykle jej zptisobuje zména teploty detektoru
v prubéhu prvni ptilhodiny provozu, nebo gradientova eluce, kde byva prirozenym jevem.
Na obrdzku 2.4 je zndzornén Sum a drift na zakladni linii [33].

Obrazek 2.4: Sum a drift na zédkladni linii [33].

Diivodem nestability zakladni linie byvaji vétsinou heterogenity eluatu, nejcastéji
vzduchové bublinky, kterym lze predchézet dokonalym odplynénim mobilni fize. Dalsi
pri¢inou mohou byt zmény tlaku, rychlosti pritoku nebo teploty mobilni faze. Nestability
zakladni linie vétsinou neptisobi detektor sam, ale je dulezité, jak citlivé na zmény reaguje
[33].

Spektrofotometrické detektory jsou jedny z nejvyuzivanéjsich detektori pro HPLC.
Pracuji na principu absorpce zafeni vlnovych délek od 190 do 899nm (UV oblast je
190 -400nm). Pomoci Lambert-Beerova zédkona je mozné kvantitativni spektrofotome-
trické vyhodnoceni. Lambert-Beertuv zakon vyjadiuje vztah mezi tloustkou absorbujici
vrstvy [, koncentraci absorbujici slozky ¢ a velikosti absorbce, ktera je vyjadrena jako
absorbance A [33]. Spektrofotometrické detektory mohou mit fixni ¢i ménitelnou nebo
programovatelnou vlnovou délkou, hojné vyuzivany jsou také detektory s diodovym polem
(PDA, photodiode-array detector nebo také DAD, diode array detector), které v redlném
case snimaji celé spektrum. Schéma PDA detektoru je na obrdzku 2.5. Spektrofotometrické
detektory jsou selektivni a maji velmi vysokou citlivost [33].

Fluorescencni detektory funguji na principu méreni sekundarniho emisniho zareni.
To je vydavano latkou, kterda absorbovala primarni excitac¢ni elektromagnetické zareni.
Jednoduché fluorescencni detektory detekuji fluorescencni zareni pti vsech vinovych dél-
kach soucasné, zatimco modernéjsi systémy umoznuji nastaveni vinové délky excitacniho
i emitovaného zareni pomoci monochroméatoru. Vinové délky lze programovat v pribéhu
eluce, ¢imz je mozné dosdhnout maximalni citlivosti pro jednotlivé separované latky. Diky
mozné miniaturizaci objemu prutokové cely detektoru lze pouzit fluorescencéni detektory
i v mikrokolonové kapalinové chromatografii [33].

Elektrochemické detektory sleduji zavislost mezi koncentraci sledované slozky a elek-
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Obrazek 2.5: Schéma detektoru s diodovym polem. (1) deuteriova vybojka, (2) stérbina,
(3) ¢ocka, (4) clona, (5) prutokova Z-cela detektoru, (6) konkavni holografickd miizka,
(7) diodové pole [33].

trickou veli¢inou. Maji pomérné tuzky rozsah aplikaci, pouzivaji se predevsim k analyze
1é¢iv, polutanti a prirodnich produktd. Pomoci elektrochemickych detektort jsou meé-
feny veliciny jako je elektrodovy potencial nebo proud, vyvolané pritokem latky celou
detektoru. Latkové mnozstvi detekované slozky je primo imérné mérenému elektrickému
signalu. RozliSovany byvaji metody potenciometrické a elektrolytické [33].

Univerzalni detektory na bazi aerosolu jsou schopny detekovat analyt bez ohledu
na jeho fyzikdlné-chemické vlastnosti. Patii sem ELSD (evaporatice light scattering de-
tector, odpafovaci detektor rozptylu svétla), CAD (charged aerosol detector, Corona)
a NQAD (nano quantity analyte detector). Detekce probihd ve tiech fazich: zmlzovani
HPLC eluentu pomoci proudu dusiku, odpateni mobilni faze ve vyhtivané ¢asti detektoru
a samotna detekce [33].

Refraktometrické detektory jsou nejstarsi pouzivané univerzalni detektory. Jejich
nevyhodou je teplotni zavislost odezvy, nizka citlivost, nutnost konstantniho priutoku bez
pulstt a nemoznost pouziti pro gradientovou eluci. Podle konstrukce lze rozlisit detektory
deflexni (vychylkové) a reflexni (Frenselovy) [33].

Vodivostni detektory méii vodivost eluatu v pratokové cele pomoci dvou elektrod,
do nichz je privadéno stiidavé napéti. Pritokova cela mize byt miniaturizovana az na
5 mikrolitri a konstrukce detektoru je nenarocna. Vysoké naroky jsou kladeny na mobilni
fazi, kterd by méla byt nevodiva a mit velkou permitivitu. Vodivostni detektory patii mezi
detektory univerzalni [33].

Hmotnostné spektrometrické detektory jsou dnes nejvice uzivanymi detektory
(asi 30%). Pouziti MS detektoru navic umoznuje ziskdani spektralnich ddajiu o iden-
tité latky. Pouzit 1ze iontovou past, kvadrupol i TOF, pripadné hybridni systémy QqQ),
TOF /TOF nebo Q/TOF [33], [40].
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2.5 Validace metody HPLC

Validace je proces ziskani dikazu ve formé dokumentace, poskytujici vysoky stupen jis-
toty o schopnosti urcitého procesu trvale poskytovat produkt odpovidajici predem urcené
specifikaci. Jde o prokazani vhodnosti urc¢itého postupu pro zamyslené pouziti, ¢i o proces
urcovani vhodnosti daného systému pro ziskani relevantnich dat. V soucasnost je validace
mnoha analytickych metod v rdmci systému kontroly kvality témér nezbytnosti [36], [37].

Validaci lze povazovat za posledni krok pti vyvoji a optimalizaci metody. Kroky, které
jsou obvykle realizovany u HPLC metod, jsou znazornény na obrdzku 2.6.

ANALYZA FYZIKALNE-CHEMICKYCH VLASTNOSTI VZORKU A URCENI CILE METODY

U

VYBER ZPUSOBU DETEKCE ANALYTU

U

VOLBA SEPARACNIHO MODU

<

VOLBA STACIONARNI A MOBILNI FAZE

L

PREDBEZNE EXPERIMENTY S VYUZITIM STANDARDNICH LATEK

L

VOLBA METODY PRO PRIPRAVU A UPRAVU VZORKU

VLASTNI OPTIMALIZACE

L

VALIDACE METODY

Obrazek 2.6: Kroky ve vyvoji a optimalizaci HPLC metody [36].

Validace analytickych metod muiize zahrnovat nékolik zakladnich pohledi. Pro kom-
pletni validaci analytické metody je tieba je vzit v ivahu. Jedna se o validaci pouzivaného
softwaru, kvalifikaci pouzité analytické instrumentace, samotnou validaci metody a nako-
nec zhodnoceni vhodnosti systému metody jako celku (zndzornéno na obrdzku 2.7).

Celkova
vhodnost metody

. Kvalifikace .
Validace . . Validace
analytické
softwaru . metody
instrumentace

Obrazek 2.7: Zékladni kroky ve valida¢nim procesu [38].
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Validace softwaru obsahuje hodnoceni chyb, které vznikaji kviili nedokonalostem
v jeho vyvoji. Verifikace softwaru vzdy neodhali chyby, které pti praktickém pouziti pti-
spivaji k chybam metody. Kontrola vyvoje softwaru by méla byt provadéna jesté peclivéji
nez kontrola hardwaru z divodu jeho komplexnosti, a to idealné jiz pti vyvoji, kdy je
odhalovani a oprava chyb snadnéjsi [38], [39].

Kvalifikace analytického pristroje miize zahrnovat parametry tykajici se designu
a instalace pristroje. Po instalaci lze hodnotit naptiklad presnost pritoku cerpadla, pres-
nost tvorby gradientu, presnost injektoru, termostat a teplotou autosampleru, presnost
vlnové délky a linearitu detektoru [38].

Celkova vhodnost systému by méla slouzit ke zhodnoceni integrity systému a vhod-
nosti pro dané analytické vyuziti. Vybaveni, elektronika, analytické operace a vzorky by
mély dohromady tvorit komplexni systém, ktery lze hodnotit i jako celek [38].

Validaci analytickych metod se podrobné zabyva fada smérnic riznych organizaci,
napr. FDA (Food and Drug Administration) nebo IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry). Valida¢ni dokumentace by méla zahrnovat valida¢ni protokol,
analytickou zkusebni metodu a valida¢ni report. Spravné provedeni validace predpokladéa
vybér vhodnych validac¢nich parametrii. Témi mohou byt nékteré parametry ze znazorné-
nych na obrdzku 2.8 a popsané v nasledujicich kapitolach [38].

Spravnost

Presnost

Linearita

Validace analytické metody

NN

Mez detekce

—| Mez stanovitelnosti
-
.

Obrazek 2.8: Validacni parametry [36].

Selektivita

|
|
|
Rozsah |
|
|
|
|

Robustnost

2.5.1 Spravnost metody (accuracy)

Spravnost metody vyjadiuje tésnost shody mezi vysledkem méfeni (result of measure-
ment) a prijatou referencni hodnotou (accepted reference value). (Novdkova, Dousa, 2013,
str.143)

Spravnost metody lze stanovit jako procento analytu, ktery prosel metodou. Stanoveni
spravnosti vyzaduje analyzu znamého mnozstvi analytu, pripadné znamého pridavku. Po-
kud nejsou dostupné referencni standardy, lze spravnost stanovit pouze srovnanim s jinou
validovanou metodou [38].

Chyba vysledku (error of result)

Chyba vysledku je rozdil mezi hodnotou zjisténou mérenim a prijatou referencéni hodnotou.
Rozlisit 1ze systematickou a nahodnou chybu vysledku. Systematicka neboli soustavna
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chyba (systematic error of result) je charakteristickd konstantni nebo predvidatelné se
ménici slozkou chyby v prubéhu fady vysledki zkousek. Nahodné chyba (random error
of result) je naopak takova chyba, jejiz slozka se v prubéhu fady vysledku zkousek méni
nepredvidatelnym zpusobem a nelze ji zadnym zptsobem odstranit [36].

Odchylka (bias)

Odchylka (vychyleni) je rozdil mezi prijatou referenéni hodnotou a stfedni hodnotou vy-
sledkti zkousek. Mtze dosahovat kladnych nebo zapornych hodnot a je charakteristikou
systematické chyby. Vychyleni muze byt nékdy vyjadieno jako analytickd vytéznost [36],
[41].

Vytéznost
Vytéznost (navratnost, recovery) vyjadiuje pomér mnozstvi analytu ziskaného analytic-

kou metodou k prijaté referenéni hodnoté (podil pozorované a oc¢ekavané hodnoty) [36],
[41].

2.5.2 Presnost metody (precision)

Presnost nemé vztah k referencéni hodnoté, je zavisla pouze na rozdéleni nahodnych chyb.
Vysledky neovlivnéné jakymikoli pfedchozimi vysledky na tomtéz nebo podobném zkou-
Seném vzorku jsou nazyvany nezavislymi vysledky. Kritéria presnosti metody 1ze hodnotit
jak pii kratkém casovém useku v jedné laboratori, tak pfi mezilaboratornich studiich [36],
[41].

Presnost je obvykle hodnocena pomoci tiech kritérii: opakovatelnost, mezilehla pres-
nost a reprodukovatelnost [38].

Opakovatelnost metody (repeatability) s,

Opakovatelnost vyjadiuje schopnost metody poskytovat shodné vysledky béhem kratkého
casového useku za stejnych podminek. Méla by byt urcena alespon z deviti vzorka: tri
koncentrac¢ni hladiny, t¥i opakovani, nebo z Sesti vzorku cilové koncentrace. Podminkami
opakovatelnosti se rozumi podminky, kdy jsou za opakovaného pouziti téze zkusebni me-
tody v téze laboratori stejnym pracovnikem za pouziti stejnych pristroju a zafizeni na
identickém materidlu béhem kratkého ¢asového rozmezi ziskany nezavislé vysledky zkou-
sek [36], [38].

Mezilehla piesnost metody (intermediate presicion) s,;

Mezilehld presnost vyjadiuje shodu mezi vysledky z vnitrolaboratornich variaci zptisobe-
nych ndhodnymi faktory, tedy zménami v pribéhu nékolika dni, zménou analytika nebo
zménou vybaveni. Jsou to faktory, které popis metody obvykle nezahrnuje, nebo faktory
externi. Podminkami mezilehlé presnosti jsou stejny postup a misto méteni, stejné nebo
podobné objekty a rozsiteny casovy usek [36], [38].

Reprodukovatelnost metody (reproducibility)

Reprodukovatelnost metody vyjadiuje tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vysledky,
vétsinou se jednad o vysledky mezilaboratornich zkousek. Diikaz reprodukovatelnosti by
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meél zahrnovat standardni odchylku, relativni odchylku a interval spolehlivosti. Podmin-
kami reprodukovatelnosti jsou méreni stejného analytu ve vzorcich téhoz materialu, stejna
metoda a provadéni jednotlivych méreni za ruznych podminek (analytik, piistroj, misto,
podminky, ¢as) [38].

Kratkodoba presnost metody (intra-day precision) vyjadruje presnost daného po-
stupu v daném case, na daném pristroji, vykonaného konkrétnim pracovnikem. Informace
o ni se ziskaji analyzou Sesti nezédvisle pripravenych vzorku v souladu s metodou [36].

Dlouhodoba presnost metody (inter-day precision) je urc¢ena smérodatnou od-
chylkou pro delsi ¢asové obdobi (fddové mésice). Méfeni se provadéji ve dvou paralelnich
opakovanich na stejném materidlu a koncentracéni irovni jako v praxi [36].

2.5.3 Linearita a rozsah metody

Linearita je schopnost metody poskytnout v daném rozsahu linearni korelaci mezi ode-
zvou detektoru a koncentraci analytu ve vzorku. (Novakova, Dousa, 2013, str.149)

P1i primkové zavislosti je tfeba vhodné zvolit kalibra¢ni model a metodu pro vyhod-
noceni linearity. Pro obecné matematické vyjadreni linearni zavislosti pro dvé nahodné
proménné je pouzivan vztah: y = a + bz, kdy parametr a je posunuti (tisek) na ose y a pa-
rametr b je smérnice kalibracni primky. Vyznamnéjsi nelinearitu lze korigovat pomoci
nelinedrni kalibra¢ni funkce nebo eliminovat zizZenim pracovniho rozsahu [36], [41].

Pracovni rozsah metody (working range) je validaci ovéfeny uzavieny interval
hodnot mérené veli¢iny ve vzorku, pro ktery je metoda aplikovatelnd [36].

2.5.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD, limit of detection) urc¢uje nejnizs$i koncentraci analytu ve vzorku,
kterda muze byt detekovana, ale ne nutné kvantifikovana. Odpovida koncentraci, pri které je
analyticky signal statisticky vyznamné odlisny od Sumu. Obvykle se urcuje pro stanoveni
spodni hranice pracovniho rozsahu metody. BéZzné je vyjadrovana jako koncentrace ana-
lytu v procentech, nebo ppm apod., nebo jako pomér signdl: sum (S: N -signal : noise).
Obvykle je prijatelny S:N pomér mezi 3:1 a 2:1. Vypocty se provadéji podle vzorce:
DL =3x0c/8, kde o je standardni odchylka odezvy a S je smérnice kalibraéni kiivky
[36], [38], [41].

Mez stanovitelnosti (LOQ, limit of quantification) urcuje nejnizsi koncentraci ana-
lytu ve vzorku, kterou lze za podminek metody kvantifikovat s prijatelnou presnosti. Ob-
vykle je prijatelnd hodnota S: N =10: 1. Vypocty se provadéji podle vzorce: QL =10x% /S
[38].

2.5.5 Selektivita metody

Selektivita analytické metody (method selectivity) je schopnost metody poskytnout infor-
maci o kvalitativnim i kvantitativnim slozeni vzorku i v pritomnosti interferujicich latek.
(Novéakova, Dousa, 2013, str.152)

Testovani selektivity analytické metody zahrnuje zkouméani miry odezvy vuéi kon-
krétnimu analytu, studii vlivu interferentii a urcovani jejich vyznamnosti. Mize probihat
porovnanim kalibracnich pfimek, porovnanim vysledki se standardem, nebo porovnanim
vysledkt s méfenim bez interefrenti [36].
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Selektivita HPLC metody

Prokazani selektivity v HPLC metodach lze provést pomoci detekce, zménou chromato-
grafickych parametri metody nebo pomoci stresovych testu [36].

Detekci 1ze vyuzit k prokazani selektivity zménou vinové délky UV detekce smérem
k hodnotam, pri kterych jiz matrice neinterferuje a zaroven je odezva anlytu jesté dosta-
tecna. Porovnavat UV spektra ¢i prokazat spektralni ¢istotu piku lze pomoci detektoru
diodového pole za vyuziti vhodného softwaru [36].

Chromatografické podminky separace (stacionarni faze, mobilni faze) 1ze ménit
tak, aby probéhla separace vsech sledovanych latek. Nasledné jsou latky kvantifikovany
a je-li prokazovana shoda s predchozimi vysledky, 1ze metodu povazovat za selektivni [36].

Stresové testy pro prokazani selektivity HPLC metody se provadéji zatézi sledova-
ného analytu. Voleny jsou rizné podminky, napriklad ptsobeni kyselého nebo alkalického
prostredi, zvysené teploty, oxida¢niho stresu, ptisobeni vody apod. Nasledné jsou hodno-
ceny degrada¢ni produkty a uplnost jejich separace od sledovaného analytu [36].

Je-li prokazano, ze HPLC metoda neni dostatecné selektivni, 1ze selektivitu zvysit
zmeénou detekce (napf. zameénou UV detekce za fluorescenéni, elektrochemickou nebo MS)
[36].

2.5.6 Robustnost metody

Robustnost metody je mira vlivu mirného kolisani hodnot jednotlivych parametri metody
na vysledek analytického stanoveni. (Novékova, Dousa, 2013, str.155)

Zménéné podminky mohou nastat naptiklad pri mezilaboratornich zkouskach, pro
tento pripad se pouziva anglicky ekvivalent ruggedness, nebo zménou podminek v jedné
laboratori (anglické robustness). Obecné jsou ale oba terminy povazovany za synonyma
[36].

Rozmezi proménnych faktora by mélo byt dostatecné siroké, aby pokrylo standardni
zmény pri laboratornich provedenich, ale zaroven ne prilis siroké, nebot cilem neni stano-
veni, pti kterém metoda selze. Robustnost se obvykle testuje v pozdéjsich fazich vyvoje
metody, nebo pri zac¢atku validace. Pti vyvoji metody by méla byt vénovana pozornost
chromatografickym parametrium, které jsou nejcitlivéjsi viéi drobnym zméndm [38].

Faktory typicky ménéné pri testovani robustnosti HPLC metody jsou slozeni, pH a pri-
tok mobilni faze, teplota, gradient a vinova délka detektoru [38].

Pro méteni a dokumentaci robustnosti HPLC metody by mély byt zahrnuty parametry
jako je retencni faktor ¢, tailing faktor 7', kritické pikové rozliseni Ry, plocha piku a/nebo
vyska a koncentrace [38].

Pti méfeni robustnosti metody lze vyuzit jednorozmérné nebo vicerozmérné (multiva-
ria¢ni) analyzy.

Jednorozmérna analyza zahrnuje zménu jen jednoho faktoru (proménné) v cCase
(tzv OFAT, one factor at time). Ostatni proménné zistavaji fixni a sleduje se ovlivnéni
vysledku. Nasledné je postup opakovan s dalsim parametrem. Prestoze je ¢asové narocny
a zamezuje odhaleni vzajemnych interakeci jednotlivych faktori, pouziva se tento pristup
v laboratofich nejcastéji [36].

Multivariaéni (vicerozmérnd) analyza ovéruje robustnost metody vic¢i zméndm
pomoci zmén dvou a vice proménnych. Faktory mohou byt plynule ménitelné nebo binarni.

vvvvvv

algoritmy, které ji usnadnuji a je s ispéchem pouzivana [36].
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3 Experimentalni cast

Hlavni naplni této prace bylo urceni valida¢nich parametri HPLC metody pro analyzu
organickych kyselin v ovocnych 100% stavach, konkrétné jablecné, pomerancové a gra-
pefruitové. Cilem bylo zjistit:

« zda je metoda vhodna pro ovéfeni téch parametru autenticity ovocnych 100% stav,
které 1ze odhalit analyzou organickych kyselin,

« zda je metoda opakovatelna, linearni v potfebném koncentra¢nim rozsahu a jaké ma
detekéni a kvantifikacni limity, a zda tyto hodnoty odpovidaji praktickému pouziti
na vzorcich ovoenych 100% stév.

Za timto ucelem byly analyzovany standardy Sesti organickych kyselin a kyseliny askor-
bové, a to jak jednotlivé, tak ve smésich. Déle byla provedena validace metody na vyso-
kot¢inné kapalinové chromatografii s reverznimi fizemi a analyza realnych vzorku 100%
ovocnych stav z koncentratu.

3.1 Pristroje

o kapalinovy chromatograf Agilent Infinity 1260
o stolni pocitac

 zafizeni na piipravu demineralizované vody

o analytické vahy

e pH metr

 chladnic¢ka s mraznickou

o ultrazvukova lazen

Instrumentalni analyza

« kolona: Kinetex Polar C18 (150 mm x 4.6 mm x 2.6 pm)
« pritok mobilni faze: 0,6 ml/min

e slozeni mobilni faze: 20 mMol KH,PO4, pH=1.,5

» teplota v termostatu: 40°C

o detektor: DAD, 210 nm

3.2 Pomicky

» mikropipety 10-100 ul, 100-1000 pl, spicky

« vialky 2ml se Sroubovacim uzavérem a septem kaucuk-teflon
e bézné laboratorni sklo

o membranové filtry 0,45 ym

o plastové injekéni stiikacky 5ml
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3.3 Chemikalie

e demineralizovana voda

 kyselina citronova, 99,5 % (Sigma-Aldrich, Rakousko)
 kyselina jablecnd, 98 % (Sigma-Aldrich, Kanada)
 kyselina octova, 1000+4 mg/1 (Fluka, Némecko)

o kyselina mléénd, 1000+£6 mg/1 (Fluka, Némecko)

o kyselina jantarové, min. 99,7 % (PENTA, Ceské republika)
« kyselina askorbovd, min. 99,7 % (Riedel-de-Haén, Rakousko)
« kyselina forsforecna, 85 % (Sigma-Aldrich, Rakousko)

o dihydrogenfosforeénan draselny, 99,5-99,9 % (Sigma-Aldrich, Rakousko)

o acetonitril, 99,999 % (Sigma-Aldrich, Rakousko)

Popis pouzitych standardu

Pro tuto praci byly pouzity standardy Sesti organickych kyselin a kyseliny askorbové.
Vybrané vlastnosti téchto standarda jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach. Validac¢ni
parametry byly stanoveny pro kyselinu jable¢nou, citronovou, jantarovou a askorbovou.

Tabulka 3.1: Vlastnosti kyseliny jableéné [12], [42].

Kyselina DL-jable¢na

Systematicky nazev
Molekulovd hmotnost 134,09 g-Mol !
Hustota (20 °C) 1,609 g-cm ™3

pKa 3,40

Skupenstvi, vzhled bila krystalicka latka
Rozpustnost (20 °C) ve vodé 558 g1

kyselina hydroxybutandiova

Tabulka 3.2: Vlastnosti kyseliny jantarové [12], [42].

Kyselina jantarova

Systematicky nazev kyselina butandiova
Molekulova hmotnost 118,09 g-Mol !

Hustota (20 °C) 1,560 g-cm 3

pKa 4,20

Skupenstvi, vzhled bezbarva krystalickd latka

Rozpustnost (20 °C) ve vodé 58 g-17!

Tabulka 3.3: Vlastnosti kyseliny citronové [12], [42].

Kyselina citronova

Systematicky nazev kyselina 2-hydroxypropan-1,2,3-trikarboxylova
Molekulovd hmotnost 192,13 g-Mol !

Hustota (20 °C) 1,665 g-cm™3

pKa 3,15

Skupenstvi, vzhled bezbarva krystalicka latka

Rozpustnost (20 °C) ve vodé 1330g-17!
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Tabulka 3.4: Vlastnosti kyseliny mlécéné [12], [42].

Kyselina mlé¢na

Systematicky nazev kyselina 2-hydroxypropanova
Molekulovd hmotnost 90,08 g-Mol !

Hustota 1,206 g-cm ™3

pKa 3,86

Skupenstvi, vzhled bezbarva az nazloutla kapalina
Rozpustnost (20 °C) ve vodé rozpustna

Tabulka 3.5: Vlastnosti kyseliny octové [12], [42].

Kyselina octova

Systematicky nazev kyselina ethanova
Molekulové hmotnost 60,05 g-Mol !
Hustota 1,049 g-cm ™3

pKa 4,76

Skupenstvi, vzhled bezbarva kapalina
Rozpustnost (20 °C) ve vodé neomezend

Tabulka 3.6: Vlastnosti kyseliny vinné [12], [42].

Kyselina vinna

Néazev 2,3-hydroxybutandiova
Molekulovd hmotnost 150,09 g-Mol !
Hustota (20 °C) 1,760 g-cm ™3

pKa 2,89

Skupenstvi, vzhled bila krystalicka latka
Rozpustnost (20 °C) ve vodé 1390g-17!

Tabulka 3.7: Vlastnosti kyseliny askorbové [12], [42].

Kyselina askorbova

Systematicky nazev 2-oxo-L-threo-hexono-1,4-lakton-2,3-endiol
Molekulovd hmotnost 176,13 g-Mol !

Hustota 1,65g-cm™

pKa 4,10

Skupenstvi, vzhled bezbarva krystalicka latka

Rozpustnost (20 °C) ve vodé rozpustna

3.4 Popis analyzovanych vzorku
Pro analyzu redlnych vzorka byly vybrany tyto ovocné stavy (obrazek 3.1):

« 100% jable¢nd stéava vyrobend z koncentratu (Hermann Pfanner Getrdnke GmbH)
» 100% pomerancova stava vyrobend z koncentratu (Hermann Pfanner Getrédnke GmbH)

o 100% grapefruitova stava vyrobena z koncentratu stavy ruzového grapefruitu (Her-
mann Pfanner Getrianke GmbH)
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Obrazek 3.1: Vzorky ovocnych stav.

Rakousky vyrobce Pfanner byl vybrdn na zdkladé jeho stabilni nabidky 100% stav
vsech tfi vybranych druhti. Stavy z koncentratia byly vybrany pro svoji dobrou cenovou
dostupnost a v podstaté stalou nabidku.

3.5 Pracovni postupy

Priprava mobilni faze

Navazka 1,3609¢g dihydrogenfosforecnanu draselného byla kvantitativné prevedena do
500ml odmérné banky a rozpusténa v deionizované vodé. Pridavkem 9,8 ml kyseliny fos-
forecné bylo pH roztoku upraveno na potrebnou hodnotu 1,5 a banka byla doplnéna po
rysku. Poté byla hodnota pH opét ovérena a banka byla na 2 minuty umisténa do ultra-
zvukové lazné.

Priprava standardnich roztoku

Vsechny standardy byly v pevném skupenstvi. Byly pripraveny roztoky o koncentraci
1g-17! pro nasledné fedéni roztokt do kalibra¢nich fad, méfeni opakovatelnosti atd. Na-
vazka 0,025 0 g byla kvantitativné prevedena do 25ml odmérné banky a doplnéna deioni-
zovanou vodou po rysku. Banky byly na 2 minuty umistény do ultrazvukové lazné.

Pracovni postup pri stanoveni opakovatelnosti

Pro stanoveni opakovatelnosti metody byly pouzity standardy kyseliny citronové, jablecné,
jantarové a askorbové. Z téchto standardii byly pfipraveny roztoky v koncentraci 100 mg-1~*
a promeéreny v Sesti opakovanych néstricich z téze vialky. Byl vypocten aritmeticky pru-
meér, smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka.
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Pracovni postup pri stanoveni linearity

Pro stanoveni linearity byly pripraveny roztoky standardi v Sesti koncentracnich hla-
dindch. Z roztokii kazdého ze standardf o koncentraci 1g:1~! byly pfipraveny roztoky
o koncentraci 25,50, 100, 200, 400 a 600 mg-1~!. VSechny roztoky byly podrobeny HPLC
analyze. Byly vyhodnoceny plochy pikii jednotlivych standardi a koncentrac¢nich hladin
a nasledné byla pro kazdou kyselinu vynesena zavislost plochy piku na koncentraci.

Pracovni postup pri stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti

Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti probéhlo pomoci postupného fedéni vzorki
standardi a jejich analyzy na kapalinovém chromatografu. Z roztoku kazdého standardu o
koncentraci 1 g-17! byly pfipraveny roztoky o koncentraci 25, 50, 100, 200, 400 a 600 mg-1~1,
které byly podrobeny HPLC analyze. Pro kazdy analyt byla sestrojena zavislost vysky
piku na koncentraci. Z chromatogramt bylo ur¢eno maximalni kolisani zakladni linie A4,
v oblasti dané 20-ti ndsobkem polositky piku stanovovaného analytu a na zédkladé vypocti
podle vztaht 3.2, 3.3, 3.4 a 3.5 byly stanoveny meze detekce a stanovitelnosti.

Priprava vzorku ovocnych stav

Jednotlivé ovocné stavy byly 100x zfedény a prefiltrovany pres 0,45 pm filtr. 1 ml kaz-
dého takto pripraveného vzorku byl napipetovan do vialky o objemu 2ml a umistén do
autosampleru kapalinového chromatografu. Vzorky ovocnych stav byly podrobeny HPLC
analyze a na zakladé retenc¢nich ¢ast byly identifikovany nékteré piky.

3.6 Validované parametry analytické metody

3.6.1 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost vyjadiuje tésnost souhlasu mezi vysledky nezévislych méteni stejného
analytu provedenych stejnou metodou, stejnym experimentatorem, na stejném pristroji,
na stejném misté, za stejnych podminek v kratkém casovém intervalu. Opakovatelnost je
vlastnosti metody, ne vysledku. Méla by byt ur¢ena bud z deviti vzorku (t¥i koncentracéni
hladiny, tii opakovani), nebo z Sesti vzorki cilové koncentrace [36], [43].

3.6.2 Linearita metody

Linearita definuje schopnost metody poskytnout vysledky zkousky pfimo tmérné ke kon-
centraci analytu. Tésnost této vzajemné zavislosti je charakterizovana korelacnim koefici-
entem [43], [53].

Vyjadreni linearni regrese:

y=a+b-x (3.1)

3.6.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

svvs

ale ne nutné kvantifikovina [36].
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Odezva meze detekee:
Yp = 3- hma:c (32)
Koncentrace meze detekce:

vp =2 (3.3)
by

vV,

minek metody kvantifikovat s prijatelnou presnosti [36].

Odezva meze stanovitelnosti:
yQ = 10 . hmax (34)

Koncentrace meze stanovitelnosti:

y
T = b—? (3.5)

3.7 Vyhodnoceni vysledkt HPLC analyzy

Pro vyhodnoceni vysledki byl pouzit program Agilent OpenLAB Data Analysis, pomoci
kterého byly zjistény retencni ¢asy, plochy a vysky pikt analytt ve standardech a vzorcich.
Na zakladé téchto idaji byly poté za pomoci programu Microsoft Office Excel 2016 pro-
vedeny potrebné vypocty. Pro urceni validac¢nich parametra byly také vyneseny zavislosti
plochy nebo vysky piki standardi na koncentraci.

3.7.1 Statistické zpracovani namérenych dat

Pro statistické vyhodnoceni namérenych dat byl pouzit program Microsoft Office Fxcel
2016 a byly urc¢eny hodnoty parametru jako je aritmeticky primeér, smérodatna odchylka
a relativni smérodatna odchylka.

Aritmeticky prameér

Aritmeticky prumér je definovan jako soucet vSech hodnot vydélenych jejich poctem.
Obvykle je znacen vodorovnym pruhem nad nazvem proménné [43]:

1 1 &
—_ 2 n:_E:i 3.6
X n($1+$2+ +£If) ni:1$ ( )

Smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka popisuje miru presnosti série paralelnich vysledkii. Charakterizuje
rozptyleni jednotlivych hodnot kolem aritmetického priuméru [43]:

o= |2 > (i - a)? (3.7)
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Relativni smérodatna odchylka

Relativni smérodatna odchylka udéva procentudlni rozptyleni od aritmetického prameéru
[43]:

5 = 2 - 100[%] (3.8)
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace podminek HPLC metody

Pro analyzu byl zvolen HPLC systém s reverznimi fazemi. Takto lze separovat organické
kyseliny za pouziti vodnych mobilnich fazi, pripadné jen s malym pridavkem organického
rozpoustédla. Oproti vyhodam, které skyta pouziti vodné mobilni faze, ma tato analyza
také nevyhody, jako naptiklad nutnost tpravy pH mobilni faze nebo nizké hodnoty re-
tencnich ¢ast. V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny parametry, které byly pro analyzu
vyzkouseny, a na jejichz zakladé byla metoda optimalizovana.

Jako vzor pro tuto praci byl vybran aplikacéni list poskytovany vyrobcem kolon [45]
a podminky v ném uvedené. Vzorovy chromatogram organickych kyselin z aplika¢niho
listu je na obrdzku 4.1.

mAU:
40{
g 1
30{
2
20%
1 4
| ;|
10
0 JM‘Jk A__J\“_JL
“““““ LI L B L L B L B A I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 min

Obrazek 4.1: Ukazkovy chromatogram. 1-Xkyselina jableéna, 2—kyselina citronova,
3—kyselina fumarova, 4 —kyselina jantarova [45].

4.1.1 Vybér kolony

Byla zvolena kolona Kinetex Polar C18 (150 mm x 4.6 mm X 2.6 um). Jedna se o kolonu
s chemicky vazanou stacionarni fazi, ktera je vhodna pro separaci polarnich analyti za
vhodného pH mobilni faze. V systému reverznich fazi jsou nejméné zadrzovany polarni
slozky; méné polarni slozky jsou separovany s vyssi retenci (obrdzek 4.2). Kolona je stabilni
ve vodném prostiedi a v prostiedi o pH 1,5-8,5 [45].
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4.1.2 Slozeni mobilni faze

Mobilni faze ma na separaci zasadni vliv. Vytvari podminky, v nichz je analyt schopen
potiebné interakce s Tetézci stacionarni faze. Pro organické kyseliny jakozto polarni latky
plati, Ze jsou na nepolarni stacionarni fazi zadrzovany velmi malo nebo viibec ne. V al-
kalickém prostredi je retence vyrazné potlacena kvuli disociaci kyselin. Je proto nutné,
aby se nachazely v prostiedi o pH alespon 1 nebo 2 jednotky pH pod hodnotou jejich
pKa. Hodnota pH mobilni faze je jednou z hlavnich moznosti ovlivnéni retenc¢nich faktort
separovanych latek pfi analyze [52], [35].
polarnéjsi mobilni faze

S,
WIS =
i

nepolarni stfedné poldrni
sloZzky polarni slozky sloiky

. M‘méné polarni staciona‘rnifé:aj‘n;; o

Obrazek 4.2: Separace na RP-HPLC [40].

20mMol fosfore¢nan draselny, pH 1,5

Vzorova analyza podle aplikaéniho listu kolony probihala s mobilni fazi pripravenou
z 20mMol roztoku dihydrogenfosforecnanu draselného a tpravou pH pomoci kyseliny fos-
forecné.

Dalsi mobilni faze

Byly zkouseny analyzy s jinym slozenim mobilni faze, avsak nebylo dosazeno lepsi separace
latek. Vsechny analyty byly eluovany v kratsich retencnich ¢asech a s horsim rozliSenim.
Zkousené mobilni faze byly:

o 5mMol H3PO, + 1% ACN
e 5mMol HySO, + 1% ACN

4.1.3 Volba eluéniho modu

Kvili podobnosti vSech latek analyzovanych v této praci byla zvolena izokraticka eluce,
tedy analyza s konstantnim slozenim mobilni faze.

4.1.4 Prutok mobilni faze

Byly zkouseny analyzy za dvou riznych priitoki, a to 0,4 ml-min~' a 0,6 ml-min—!. Vyssi
pritok nebylo mozné nastavit z davodu vysokého tlaku na koloné. Analyza pri prutoku
0,6 ml-min~! probihala p¥i tlaku 370 bar. Analyzy pfi niz$im priitoku vykazovaly irsi piky
a horsi rozliseni. Ukazky chromatogrami s obéma zkousenymi pritoky jsou na obrdzku

4.3 a 4.4.
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Obrazek 4.3: Pritok mobilni faze 4 ml-min~—!.
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Obrazek 4.4: Pritok mobilni faze 6 ml-min~'.
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4.1.5 Teplota kolony

V aplika¢nim listu [45] je uvedena teplota na koloné jako okolni, tedy 2025 °C. Vzhledem
k vysokému prittoku mobilni faze, ktery je v tomto zdroji uveden (1,5ml-min~'), byla
zvolena alternativa zvysené teploty s cilem snizeni tlaku a moznosti zvyseni prutoku.
Podle dalsi literatury (napfiklad [55]) neni separace organickych kyselin pri teplotéch
vyssich nez laboratornich narusena. Teplota analyzy byla postupné zvysena az na 40 °C.

4.1.6 Objem nastriku vzorku

Byly provedeny néstiiky o objemu 1 ul, 5 ul a 10 pl. Chromatogram na obrdzku 4.5 ukazuje
riizné objemy nastiiku standardu kyseliny citronové o koncentraci 100 mg-171. P¥i ndst¥iku
1 pl byly piky standardi nejuzsi, tento nastfik byl proto zvolen pro dalsi analyzy.

Obrazek 4.5: Srovnani rtiznych objemt néastiiku vzorku na kolonu: 1-1pul, 2-5 ul,
3—10 pl.

4.2 Validace HPLC metody

Nejprve byly analyzovany vsechny standardy, které jsou popsany v kapitole 3.3, tedy 6 or-
ganickych kyselin a kyselina askorbova. Kyselina askorbova byla do seznamu standardt
pridana pro jeji vyznamny obsah v ovocnych stavach a retencéni charakteristiky blizké or-
ganickym kyselindm. Prolozené a priblizené piky standardi jsou na obrdzku 4.6. Z tohoto
prolozeni a z analyz smésnych standarda plyne, ze metodou za stavajicich podminek nelze
separovat vSechny uvedené latky, nebot nebylo dosazeno dostatecného rozliseni a nékteré
z nich maji velmi podobné retencni ¢asy. Proto z nich byly vybrany ctyti, kterymi se
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bude experimentalni prace dale zabyvat. Témi jsou kyselina jablecna, kyselina citronova,
kyselina jantarova a kyselina askorbova. Pro praktické vyuziti v analyze ovocnych 100%
stav je takové omezeni problémem jen castecnym, protoze ne vzdy se v ovoci vyskytuji
vsechny kyseliny ve vyznamnych mnozstvich. Mze ale dojit k adici, ktera zkresli vy-
sledky. Bylo by vhodné metodu dale optimalizovat pro rozdéleni vSech kyselin, které se
v daném ovoci mohou vyskytovat. Pripadné by bylo vhodné metodu kombinovat s jinymi
metodami, napiiklad elektromigra¢nimi ¢i enzymatickymi.

Obrazek 4.6: Prolozené piky standardi: 1—kyselina askorbova, 2a—kyselina L-jable¢n4,
2b—kyselina D-jable¢nd, 3 —kyselina citronova, 4 —kyselina mlééna, 5—kyselina octova,
6 —kyselina jantarova.

Valida¢ni parametry byly stanoveny u ¢tyt standardi, které byly podrobeny HPLC
analyze samostatné i ve smésich. Stanovena byla opakovatelnost, linearita, mez detekce
a mez stanovitelnosti podle postupti uvedenych v kapitole 3.5. Pouzity byly standardy ky-
seliny citronové, jablecné, jantarové a askorbové, které jsou podrobnéji popsany v kapitole
3.3.

4.2.1 Opakovatelnost metody

Pro stanoveni opakovatelnosti byla zvolena metoda Sesti opakovanych méfeni vzorkt
stejné koncentrac¢ni hladiny (postup uveden v kapitole 3.5). Standardy o koncentraci
100mg-17! byly méieny postupné v Sesti po sobé& ndsledujicich néstficich. Plochy piki
a reten¢ni casy kazdého standardu byly néasledné srovnany a za pouziti vztahi 3.6, 3.7
a 3.8 byla vypoctena relativni smérodatna odchylka RSD [%]. Naméfené a vypoctené
hodnoty jsou uvedeny v tabulkdch 4.1 a 4.2.

Hodnota relativni smérodatné odchylky by neméla presdhnout 10 % [44]. VSechny ana-
lyzované latky tuto podminku splnuji. Relativni smérodatna odchylka pro opakovatelnost
podle reten¢nich ¢éasu byla u analyzovanych latek v rozsahu 0-0,109 %, pro opakovatelnost
kyseliné askorbové, nejvyssi kyseliné D-jablecné a kyseliné jantarové.

Metoda je pro kyselinu jable¢nou, citronovou, jantarovou a askorbovou dostatecné
presna a lze ji pouzit pro opakovatelna stanoveni téchto latek v ovocnych stavach.
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Tabulka 4.1: Opakovatelnost metody podle retenénich ¢asi ¢. [min].

Kyselina Opakovani T SD RSD

1 2 3 4 5 6 [min)] [min] (%]
L-jablena 1,093 1,093 1,094 1,094 1,093 1,093 1,093 0,0005 0,047
D-jableéna 1,468 1,468 1,468 1,467 1,465 1,468 1,467 0,0012 0,082
jantarova 1463 1461 1462 1465 1463 1,465 1,463 0,0016 0,109
citronova 1,183 1,183 1,183 1,183 1,182 1,182 1,183 0,0005 0,043
askorbova 1,013 1,013 1,013 1,013 1,013 1,013 1,013 0 0

Tabulka 4.2: Opakovatelnost metody podle ploch piki A [mAU.min].

Kyselina Opakovani T SD RSD

1 2 3 4 5 6 [(mMAU -min] [mAU-min] [%]
L-jableéna 5,856 5,856 5,855 5,916 5,893 5,919 5,887 8 0,0307 0,522
D-jableénad 1,253 1,253 1,240 1254 1,228 1,226 1,2402 0,0130 1,046
jantarova 34,831 34,545 34,392 34,089 33,936 33,974 34,1872 0,356 0 1,041
citronova 8441 8496 8444 8452 8434 8379 84410 0,0375 0,445
askorbova 16,512 16,502 16,521 16,541 16,542 16,620 16,5452 00424 0,256

4.2.2 Linearita metody

Linearita byla stanovena pomoci analyzy Sesti koncentrac¢nich hladin ¢tyt vybranych stan-
dardi —kyseliny jable¢né, jantarové, citronové a askorbové (postup uveden v kapitole 3.5).
Analyzované koncentracni hladiny a plochy piku jsou uvedeny v tabulce 4.3. Byly sestro-
jeny kalibra¢ni primky zavislosti plochy piku na koncentraci, které jsou na obrdzcich 4.1,
4.2, 4.8, 4.4 a 4.5, a pomoci nichz byly ziskany hodnoty korelac¢nich koeficientii pro jed-

notlivé analyty. Korela¢ni koeficienty R? jsou shrnuty v tabulce 4.4.

Tabulka 4.3: Koncentrace a plochy pikia jednotlivych standardu.

Plochy pika jednotlivych kyselin A [mAU-s]

c[mg1']

L-jableéna D-jablecna jantarova citronova askorbova
25 1,804 1,128 1,337 2,103 21,931
50 3,725 2,227 2,550 3,544 40,931
100 7,485 4,148 5,054 9,450 90,371
200 15,272 8,491 10,611 16,453 193,137
400 30,285 16,440 21,260 37,278 399,334
600 45,067 24,199 32,117 54,905 591,417
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plocha piku [mAU.min]

plocha piku [mAU.min]
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Graf 4.1: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny L-jable¢né.
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Graf 4.2: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny D-jable¢né.
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plocha piku [mAU.min]
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Graf 4.3: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny jantarové.
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Graf 4.4: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny citronové.
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Graf 4.5: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny askorbové.

Tabulka 4.4: Hodnoty korelacnich koeficienttt R2.

Kyselina L-jablecna D-jablecna jantarova citronova askorbova
R? 0,9999 0,999 7 0,9999 0,998 3 0,999 7

Hodnoty korela¢nich koeficienti by nemély klesnout pod hodnotu 0,98 [44]. Z tabulky
4.4 je ziejmé, ze analyzované kalibrac¢ni rady tuto podminku splnuji. Vysoké hodnoty ko-
relacnich koeficienti potvrzuji linearitu metody v celém méreném koncentra¢nim rozsahu,
tedy mezi 25 a 600 mg-17L.

V ovocnych stavach 1ze o¢ekavat nékteré organické kyseliny ve vyssich koncentracich.
v citrusovych stavach ¢i o kyselinu askorbovou. Vzhledem k fedéni vzorku ovocné stavy
pred analyzou tyto kyseliny také spadaji do validovaného linedrniho rozsahu metody.

4.2.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Pro vypocet LOD a LOQ bylo uréeno maximalni kolisani zakladni linie h,,,, v oblasti
dané dvacetindsobkem polositky piku stanovovaného analytu. Déle byla vynesena zavislost
vysky chromatografického piku na koncentraci jednotlivych validovanych sloucenin. Na
zakladé téchto hodnot byly stanoveny meze detekce a meze stanovitelnosti pro kyselinu L-
-jable¢nou, D-jable¢nou, citronovou, jantarovou a askorbovou. Pracovni postup stanoveni
je popsan v kapitole 3.5. Pro vypocet LOD byly pouzity wvztahy 3.2 a 3.3, pro vypocet
LOQ vztahy 3.4 a 3.5. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.5.
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vysSka piku [mAU]
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Graf 4.6: Zavislost vysky piku na koncentraci kyseliny L-jablecné.
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Graf 4.7: Zavislost vysky piku na koncentraci kyseliny D-jablecné.
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vyska piku [mAU]
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Graf 4.8: Zavislost vysky piku na koncentraci kyseliny jantarové.
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Graf 4.9: Zavislost vysky piku na koncentraci kyseliny citronové.
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Graf 4.10: Zavislost vysky piku na koncentraci kyseliny askorbové.

Tabulka 4.5: Mez detekce, mez stanovitelnosti.

Kyselina ez b1 [mMAU]  yp [mAU] yg [mAU] zp [mgl™'] zp [mgl™!]

L-jable¢nsd 0,026  0,0265 0,078 0,260 2,94 9,81
D-jableéna 0,019  0,0134 0,057 0,190 4,25 14,18
jantarovd 0,029  0,0316 0,087 0,290 2,75 9,18
citronovd 0,023  0,0183 0,069 0,230 3,77 12,57
askorbovd 0,022  0,3512 0,066 0,220 0,19 0,63

hmaz --maximalni kolisani zédkladni linie

yp ..odezva meze detekce

Yo --odezva meze stanovitelnosti

by ...smérnice kalibra¢ni pfimky (zévislost vysky piku na koncentraci standardu)
zp ...LOD - koncentrace na mezi detekce

zg ..LOQ - koncentrace na mezi stanovitelnosti

LOD a LOQ pro jable¢né stavy

P1i ovérovani pravosti jableénych stav je jednim ze zasadnich parametri nulovy obsah ky-
seliny D-jable¢né, jejiz pritomnost vyvolava podezieni na ptidavek synteticky pripravené
kyseliny jablecné, ktera ma zastoupeni obou forem. P¥irodni stava obsahuje pouze kyselinu
L-jable¢nou. Norma [47] stanovi minimalni hodnotu kyseliny L-jablecné pro jabletné 100%
$tdvy na 3,0 g171. Pomér L a D forem kyseliny jable¢né byl na zakladé srovnani ploch pikt
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pii méreni kalibracni rady stanoven na L:D =4,7:1. Za extrémniho predpokladu, ze by
vsechna tato kyselina L-jable¢na byla synteticky pripravena, vyskytovalo by se v jablecné
$t4ve zjisténému poméru odpovidajici mnozstvi kyseliny D-jableéné, a to 642,5mg-171.
Limit detekce kyseliny D-jable¢né byl touto metodou stanoven na 5,60 mg-1=!. Takové
mnoZstvi odpovid4d 26,2mg-17 kyseliny L-jablecné, tedy celkovému piidavku kyseliny
jabletné o hmotnosti 31,8 mg na jeden litr jableéné stavy. Takovy pridavek je tedy jiz
mozno touto metodou detekovat.

Minimélni koncentraci kyseliny L-jablecné, kterou urcuje norma [47] pro jable¢né 100%
stavy, tedy 3,0g-171, Ize pomoci této metody tspésné detekovat a kvantifikovat.

Kyselina citronova se ma podle normy [47] vyskytovat v koncentraci 50-200 mg-1~!. Li-
mit detekce byl stanoven na 2,37 mg-17!, touto metodou lze tedy obsah kyseliny citronové
v jableénych stavach tspésné jak detekovat, tak kvantifikovat.

LOD a LOQ pro pomerancové stavy

Normou stanoveny rozsah obsahu kyseliny citronové v pomerancovych 100% stéavéach je
6,3-17,0g-171 [48]. Kyselinu citronovou lze tedy detekovat i kvantifikovat s dostate¢nou
presnosti.

Normovany obsah kyseliny L-jablecné je 0,8-3,0 g-17' [48]. Jednd se o koncentraci
detekovatelnou i kvantifikovatelnou s dostatecnou presnosti. Obdobné jako vyse u stav
jable¢nych lze usuzovat, ze by se pouzitou metodou detekoval jiz celkovy pridavek synte-
tické kyseliny jablecné v mnozstvi 8,5 mg na jeden litr pomerancové stavy.

LOD a LOQ pro grapefruitové stavy

Pro analyzu grapefruitovych stav plati stejné zavéry jako u stav pomerancovych, jen s
drobnymi rozdily v normovanych hodnotach. Ty lze vyhledat v tabulkdch 5.2 a 5.3. Nor-
mou udavané hodnoty pro kyselinu citronovou i L-jable¢nou jsou metodou detekovatelné
i kvantifikovatelné [49].

Vsechny validované parametry jsou shrnuty v tabulce 4.6.

Tabulka 4.6: Vysledky validace metody.

RSD (¢,.) RSD (A) R? LOD LOQ
[7%] [70] [mg171] [mg17']
Kyselina L-jableéna 0,047 0,522 0,9999 2,49 9,81
Kyselina D-jableéna 0,082 1,046 0,999 7 4,25 14,18
Kyselina jantarova 0,109 1,041 0,9999 2,75 9,18
Kyselina citronova 0,043 0,445 0,998 3 3,77 12,57
Kyselina askorbova 0 0,256 0,999 7 0,19 0,63
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4.3 Analyza realnych vzorki

Validovana HPLC metoda byla nasledné aplikovana na vzorky ovocnych stav. Pro analyzu
organickych kyselin byly vybrany tii vzorky 100% ovocnych $tav z koncentratu blize
popsané v kapitole 3.4:

o Jableéna Pfanner 100% $téva vyrobend z koncentratu
o Pomerancova Pfanner 100% stava vyrobend z koncentratu

o Grapefruitova Pfanner 100% stdva vyrobenda z koncentratu

Podminky analyzy a postup pripravy vzorkiu jsou uvedeny v kapitolich 3.1 a 3.5.
Kazdy 100 x zfedény vzorek byl jednou proméren. Vysledné chromatogramy jsou na ob-
razcich 4.7, 4.8 a 4.9. Identifikované piky a vypoctené koncentrace jednotlivych latek jsou
uvedeny v tabulkdch 4.7, 4.9 a 4.11.

4.3.1 Jable¢na stava

Na chromatogramu jablecné $tavy (obrdzek 4.7) 1ze pomoci srovnéni s retenénimi casy
standardd pomérné jasné identifikovat kyselinu jablecnou (tg = 1,082 min) a kyselinu jan-
tarovou (tg = 1,304 min). Méné ziejma je identifikace prvniho piku (tg = 1,013 min), ktery
neodpovida zadnému z analyzovanych standardu. Je zfejmé, Ze kyselina D-jable¢na se ve
vzorku nevyskytuje, nebof se v jejim retencénim case 1,448 min nevyskytuje zadny pik.
Néznak ne zcela separovaného piku lze pozorovat v retencénim case 1,159 min, muize se
tedy jednat o pik nalezici kyseliné citronové.

Pro oba identifikované piky byla na zakladé plochy vypoctena koncentrace a vsechny
hodnoty jsou shrnuty v tabulce 4.7.

Tabulka 4.7: Latky identifikované v jablecné stave.

tp [min] Identifikace A[mAU min] c[mgl™]
1,082 kyselina L-jable¢nd 7,960 10559,5
1,304 kyselina jantarova 1,733 34994

Obsah kyseliny L-jable¢né v jableéné $tavé je podle normy min. 3,00 g-171, pfi¢emz ko-
lem stanoveného minima se mohou pohybovat stavy z extrémné sladkych jablek. Hodnota
10,56 g-171, kterd byla zjisténa ve vzorku jable¢né stdvy, poukazuje na to, Ze obsah kyseliy
L-jablecné normé vyhovuje. Analyzovany vzorek splnuje i dalsi normované kritérium, a to
nulovy obsah kyseliny D-jableéné. Obsah kyseliny citronové nelze s jistotou kvantifikovat,
nen{ proto mozné vyhodnotit, zda je normou uddvany rozsah 50-200 mg-1~! splnén [47].

Stanovené hodnoty organickych kyselin v jablecné stavé byly srovnany s normovanymi
hodnotami v tabulce 4.8.
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Tabulka 4.8: Srovnani stanovenych organickych kyselin v jable¢né §tavé s normou CSN
56 8543 [47]. n.p.—neni ptitomna; n.s.—nebyla stanovena.

Normované hodnoty

Vysledek méreni

Soulad s normou

Kyselina mlé¢na max. 0,5 171 n.s. -
Kyselina citronova 50-200 mg-1~1 n.s. -
Kyselina D-jableéna n.p. n.p. v’
Kyselina L-jableéna min. 3,0 g-171 10,5595 g1~1 v’
Kyselina fumarova max. 5,0 mg-171 n.s. -

4.3.2 Pomerancova stava

V chromatogramu ziskaném analyzou pomerancové stavy (obrdzek 4.8) lze identifikovat
ztetelny pik kyseliny citronové (tg =1,159 min). Dalsi pik pravdépodobné nalezi kyseliné
askorbové (g =1,072min). V retenénim ¢ase kyseliny D-jable¢né 1,425 min se nevyskytuje
identifikovatelny pik, lze tedy také tvrdit, ze kyselina D-jablecna se ve vzorku pomerancové
stavy nevyskytuje.

Retenc¢ni casy, plochy a vypoctené koncentrace jsou shrnuty v tabulce 4.9.

Obsah kyseliny citronové v pomerancové stavé se podle normy pohybuje v rozmezi
6,3-17,0g-17!. Naméfend hodnota 14,37 g-17! toto kritérium spliiuje. Mnozstvi identifiko-
vané kyseliny askorbové 1,48 g-17! je pomérné vysoké vzhledem k tidajiim o jejim obsahu
v pomeranéich; literatura udava 300-600 mg-1~=! [5]. Zde mohlo dojit ke spole¢né eluci kyse-
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liny askorbové a kyseliny L-jablecné, ktera se v pomerancich miize vyskytovat v mnozstvi
0,8-3,0 g-17! [48]. Obé latky maji podobné retencni ¢asy a kviili nizkému rozlisen{ metody
neni udaj o mnozstvi kyseliny askorbové a L-jableéné prokazatelny.

Tabulka 4.9: Latky identifikované v pomerancové stave.

tr [min] Identifikace A[mAU min] c¢[mgl]
1,159 kyselina citronova 12,685 14 367,2
1,078 kyselina askorbova 8,202 1484,7
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Obrazek 4.8: Chromatogram organickych kyselin v pomerancové stave.

Stanovené hodnoty organickych kyselin v pomerancové stavé byly srovnany s normo-
vanymi hodnotami v tabulce 4.10.
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Tabulka 4.10: Srovnéani stanovenych organickych kyselin v pomerancové stavé s normou
CSN 56 8541 [48]. n.p.—neni pritomna; n.s.—nebyla stanovena.

Normované hodnoty Vysledek méreni Soulad s normou
Ték. k. (k. octova) max. 0,4 g-17* n.s. -
Kyselina mlé¢na max. 0,5g-171 n.s. -
Kyselina citronova 6,3-17,0g-17! 14,3672g 171 v’
Kyselina L-jableéna 0,8-3,0g17! n.s. -
Kyselina D-jableéna n.p. n.p. N

4.3.3 Grapefruitova stava

V chromatogramu grapefruitové stavy (obrazek 4.9) lze identifikovat zietelny pik kyseliny
citronové v retencnim cCase tp = 1,163 min. Kyselina askorbova je pravdépodobné eluovana
v Case tp = 1,066 min.

Hodnoty jsou shrnuty v tabulce 4.11.

Tabulka 4.11: Latky identifikované v grapefruitové stave.

tr [min] Identifikace A[mAU min] c¢[mgl]
1,162 kyselina citronova 16,023 17960,3
1,067 kyselina askorbova 4,353 11004

Normou udévany obsah kyseliny citronové v grapefruitové §tave je 8,0-20,0¢g-17! [49].
Hodnota ziskand analyzou vzorku grapefruitové $tavy 17,96 g-17! tomuto kritériu vy-
hovuje. Obsah kyseliny askorbové byl vyhodnocen na 1,10g-17!, avsak opét mohlo do-
jit ke spolecné eluci s kyselinou L-jablecnou, kterd se v grapefruitové stave vyskytuje
v mnozstvi 0,2-1,2 g-171 [49]. Literatura udava obsah kyseliny askorbové v grapefruitech
na 140-700 mg-kg™! [5], je tedy pravdépodobné, Ze nepresnost vznikla pravé kvili blizkym
retenénim casim kyseliny askorbové a L-jableéné a nizkému rozliseni metody.

Stanovené hodnoty organickych kyselin v grapefruitové stavé byly srovnany s normou
udavanymi hodnotami v tabulce 4.12.
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Obrazek 4.9: Chromatogram organickych kyselin v grapefruitové stave.

Tabulka 4.12: Srovnani stanovenych organickych kyselin v grapefruitové stavé s normou
CSN 56 8542 [49]. n.p.—neni pfitomna; n.s. —nebyla stanovena.

Normované hodnoty

Vysledek méreni Soulad s normou

Té&k. k. (k. octova)

Kyselina mlé¢na

Kyselina citronova

Kyselina L-jableéna

Kyselina D-jableéna

max. 0,4 g171 n.s. -
max. 0,5 g-171 n.s. -
8,0-20,0 17! 17,9603 g-171 v’
0,2-1,2g17! n.s. —

n.p. n.p. v’
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5 Zavér

Cilem diplomové prace bylo zavedeni RP-HPLC metody vhodné pro ovérovani obsahu
organickych kyselin v ovocnych stavach.

Byla pouzita kolona Kinetex Polar C18 a analyza byla provedena s mobilni fazi
20 mMol fosforecnanu draselného, pH=1,5. Hodnota pH mobilni fdze ma na retenci za-
sadni vliv, je vhodné, aby byla 1-2 jednotky pH pod hodnotou pK, analyti. Pro analyzu
byl kratkou optimalizaci zvolen priitok mobilni faze 6 ml-min~!, ndst¥ik vzorku 1 um a tep-
lota kolony 40°C. Ze Sesti standardii organickych kyselin byly pro analyzy vybrany tii
(jablecna, citronové a jantarovd) a pro jeji podobné retencéni charakteristiky byla pfidédna
kyselina askorbova. Pro tyto ¢tyri latky byla provedena validace metody.

Opakovatelnost byla stanovena pomoci Sesti opakovanych nastfikl téze koncentracéni
hladiny. Relativni smérodatna odchylka pro opakovatelnost podle retencnich casti se pohy-
bovala v rozsahu 0-0,109 % RSD. Opakovatelnost ploch piku byla v rozsahu 0,256-1,046 %
RSD.

Linearita byla stanovena pomoci postupné analyzy vzorkt Sesti koncentrac¢nich hladin
kazdého ze standardii. Ze ziskanych hodnot byly sestrojeny kalibracni zavislosti a hod-
noty korela¢nich parametrit R? se pro viechny analyzované latky pohybovaly v rozsahu
0,998 3-0,999 9.

Hodnoty LOD a LOQ byly stanoveny na zakladé vysky pikii a Sumu zakladni linie.
LOD se pohyboval v rozsahu 0,19-4,25 mg-1=* a LOQ v rozsahu 0,63-14,18 mg-1~*. Metoda
se ukazala byt nejcitlivejsi pro kyselinu askorbovou.

Validovanou metodou byly analyzovany vzorky tii 100% ovocnych $tav. V jableéné
$tave byla identifikovana kyselina L-jable¢nd v koncentraci 10,56 g-17! a kyselina janta-
rovd v koncentraci 3,50 ¢g-171. Ve vzorku pomerancové §tavy bylo stanoveno 14,37 g-171
kyseliny citronové, v grapefruitové §tdvé 17,96 g-171. Kyselina askorbova byla stanovena,
na 1,48 ¢-17! v pomerancové §tavé a 1,10g-171 v grapefruitové §tavé. Bylo potvrzeno, Ze
v zadné analyzované staveé se nevyskytuje kyselina D-jable¢na, lze tedy usuzovat, Ze ne-
obsahuji pridavek syntetické kyseliny jablecné.

Analyza organickych kyselin na HPLC systému reverznich fazi je analyza neobvykla,
nebot se analyzuji polarni analyty na nepolarni stacionarni fazi. Skyta ale moznost pouziti
vodnych mobilnich fazi, coz ¢ini analyzu levnéjsi a celkové méné narocénou. Organické
kyseliny je v silné kyselém prostfedi mozné uc¢inné rozdélit v pomérné kratkych analyzach.

Metoda je vhodna pro stanoveni nékterych organickych kyselin v ovocnych stavach;
jiné byly naopak eluovany spole¢né a nebylo dosazeno dostateéného rozliSeni pro jejich
separaci. PTi pouziti metody za stavajicich podminek je tfeba nizké rozliseni brat v iivahu
a metodu kombinovat s jinymi metodami.

V dalsi préaci by bylo vhodné metodu optimalizovat pro zvyseni rozliSeni.
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Seznam symbolu a zkratek

RP-HPLC Reverse Phase-High Performance Liquid Chromatohraphy (vysokotucinnd ka-
palinové chromatografie s reverznimi fazemi)

HPLC High Performance Liquid Chromatography (vysokou¢ninnd kapalinova chroma-
tografie)

RP-HPLC Reverse Phase-High Performance Liquid Chromatohraphy (vysokotucinna ka-
palinové chromatografie s reverznimi fazemi)

LC Liquid Chromatography (kapalinova chromatografie)
GC Gas Chromatography (plynova chromatografie)

GC-FID Gas Chromatography with Flame Ionization Detector (plynova chromatografie
s plamenovym ioniza¢nim detektorem)

GC-MS Gas Chromatography-Mass Spectrometry (plynova chromatografie s hmotnostné-
-spektrometrickou detekei)

BGE Background Electrolyte (zdkladni elektrolyt)

PEEK polyetherketon

DAD Diode-array Detector (detektor diodového pole)

ELSD Evaporative Light Scattering Detector

CAD Charged Aerosol Detector

NQAD Nano Quantity Analyte Detector

FDA Food and Drug Administration (Ufad pro kontrolu potravin a 16¢iv)

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry (Mezindrodni unie pro ¢is-
tou a uzitou chemii)

LOQ Limit of quantification (mez stanovitelnosti)
LOD Limit of detection (mez detekce)

UV Ultraviolet (ultrafialovy)

UV-VIS Ultraviolet-visible (ultrafialovo-viditelny)
ACN acetonitril

EU European Union (Evropské unie)

ES Evropské spolecenstvi
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CSN chranéné oznaceni ceskych technickych norem

SNIF-NMR Site-specific Natural Isotope Fractionation studied by Nuclear Magnetic
Resonance (analyza izotopového zastoupeni prvku ve slozkach vzorki)

HPAEC-PAD High Performance Anion Exchange Chromatography with Pulsed Am-
perometric Detection (vysokotc¢innd aniontova chromatografie s pulzné amperome-

trickou detekef)
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid (kyselina ethylendiamintetraoctova)
ODS Octadecylsilicagel (oktadecylsilikagel)
TOF Time of Flight (analyzator doby letu)
Q Quadrupol (kvadrupol)
OFAT One Factor at Time (jednorozmérna analyza)
MDH malatdehydrogenasa
LDH laktatdehydrogenasa
CL citratlyasa
GOT Glutamic-oxaloacetic transaminase
NADH, NADPH nikotinamidadenindinukleotid, nikotinamidadenindinukleotidfosfat
SD Standard Deviation (smérodatna odchylka)
RSD Relative Standard Deviation (relativni smérodatna odchylka)

NMR Nuclear Magnetic Resonance (nuklearni magnetickd resonance)
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Prilohy

Tabulka 5.1: Hodnoty uddvané pro jabletné stavy normou CSN 56 8543. n.p. — neni

pritomna [47].

JABLECNA STAVA Jednotky Pozadavky
Kyselina mlééna g/l max. 0,5
Kyselina D-jableéna mg/1 n.p.
Titrovatelna kyselost pri pH 8,1 g/l 33-7)5
Kyselina L-jable¢na g/l min. 3,0
Kyselina fumarova mg/1 max 5,0

Tabulka 5.2: Hodnoty uddvané pro pomerancové §tavy normou CSN 56 8541. n.p. —

neni pritomna [48].

POMERANCOVA STAVA Jednotky Pozadavky
Ték.k.jako k. octova g/l max. 0,4
Kyselina mlé¢na g/l max. 0,5
Kyselina D-jablec¢na mg/1 n.p.
Titrovatelna kyselost pfi pH 8,1 g/l 58-154
Kyselina citronova g/l 6,3 -17,0
Kyselina D-isocitronova mg/1 65 - 200
Pomeér k.citr:isocitr. max. 130
Kyselina L-jableéna g/l 0,8-3,0

Tabulka 5.3: Hodnoty uddvané pro grapefruitové stévy normou CSN 56 8542. n.p. —

neni pritomna [49].

GRAPEFRUITOVA STAVA Jednotky Pozadavky
Ték.k.jako k. octova g/l max. 0,4
Kyselina mlé¢éna g/l max. 0,5
Kyselina D-jable¢na mg/1 n.p.
Titrovatelna kyselost pii pH 8,1 g/l 7,7- 18,5
Kyselina citronova g/l 8-20
Kyselina D-isocitronova mg/1 140 - 350
Pomeér k.citr: k.isocitr. 50 - 95
Kyselina L-jable¢na g/l 0,2-1,2
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