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Stanoveni metanolu v glycerolu metodou HS-GC/FID

Pavla Tieffova, NadéZda Kabdtova
Ustiedni kontrolni a zkuSebni ustav zemédélsky, NRL-RO Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
pavla.tieffova@ukzuz.cz, nada.kabatova@ukzuz.cz

1 Souhrn
Na zakladé CSN EN 14110 (1) byl vypracovan postup stanoveni obsahu metanolu v glycerolu

metodou plynové chromatografie s plamenoionizacni detekci (GC/FID) a s nastfikem plynné
faze vzorku, tzv. headspace (HS) analyzou. Postup je vhodny pro stanoveni metanolu
za ptitomnosti dalSich alkoholli, linearita kalibra¢ni zéavislosti (R2 > 0,995) byla ovéiena
v koncentraénim rozsahu (0 — 20) % metanolu v glycerolu. Kvantifikace obsahu metanolu
byla provedena vypoctem z kalibra¢ni pifimky metodou vnitiniho standardu - isopropanolu.
Mez stanovitelnosti spocitand programem Effi Validation byla 0,001 %, praktickd mez

stanovitelnosti pro zépis vysledkii byla nastavena na 0,002 % metanolu v glycerolu.

2 Uvod

Pii vyrobé bionafty vznika velké mnozstvi odpadniho glycerolu (pfiblizné¢ 11 % hmotnosti
zpracované suroviny). Zvysujici se produkce metylesterti fepkového oleje (MERO) vyvolava
problém nasledného zpracovani odpadu. Jiz nyni produkce glycerolu pievySuje pozadavky
chemického primyslu na jeho spotfebu. Optimalnim zpisobem recyklace tohoto odpadu
se jevi zivoCiSna vyroba. Precisténou glycerolovou fazi 1ze pouzit jako energeticky bohatou
a perspektivni krmnou surovinu, ktera zlepSuje nutri¢ni, fyzikalni i chutové vlastnosti krmiva.
Podle dosavadnich poznatkii nebyly prokazané nezadouci ucinky na zvifata ani slozky
zivotniho prostfedi (2). Surovy glycerol 1ze ptfidavat do krmnych smési pro hodpodatska
uplatnéni ma glycerol u ptezvykavctu jako zdroj rychle dostupné energie a je doporucen

k prevenci a snizeni rizika ketdz u dojnic (3).



Glycerolovy odpad bezpecné pouZitelny pro vyzivu zvifat, bez rizika negativnich vlivl
na jejich zdravi a produkci, musi spliiovat standardizované parametry. Pozadavky na jeho
kvalitu by mély byt opodstatnéné, protoze veskeré dalsi Cisténi a Gpravy glycerinové odpadni

faze prodrazuji finalni produkt - krmny glycerin.

Podle technologického postupu zpracovani rostlinného oleje na bionaftu vznikd odpadni
glycerinovy podil rizného slozeni. Nejvyznamnéjsi ptimési surového glycerolu tvoii voda,
mydla, metanol, chlorid sodny, chlorid draselny a slouceniny fosforu. Podle Cistoty a obsahu
piimési 1ze definovat tfi zakladni glycerinové suroviny. Glycerol oznacovany jako aditivum
E 422 obsahuje minimalné 98 % glycerolu s pfesnou charakterizaci vlastnosti (4) a vyrabi
se destilaci surového glycerinu. Odpadni glycerinova frakce s oznacenim G-faze obsahuje
(40 — 65) % glycerinu, (10 — 25) % vody, (6 — 14) % metanolu a (15 — 25) % mastnych
kyselin. PoZzadované parametry krmného glycerinu jsou (75 — 80) % glycerolu, maximalng
0,5 % metanolu, 1,5 % netékavého organického zbytku, 9 % popele a voda. Vyrobek
je charakterizovan jako viskozni kapalina, hnédozluté az hnédé barvy s charakteristickym

zépachem po surovindch a sladkoslané chuti (2).

3  Material a metody

3.1 Princip metody

Vzorek se navazi do hermeticky uzaviratelné vialky s dostatenym prostorem pro desorpci
metanolu do plynné faze. Vialka se vzorkem a pfidavkem vnitiniho standardu se zahtiva
v termostatu na 80 °C do dosazeni rovnovahy desorpce. Definovany podil plynné faze
se nastiikne do plynového chromatografu a piky metanolu a vnitiniho standardu jsou
detekovany plamenoioniza¢nim detektorem. MnoZstvi metanolu se vypocte ze smérnice
kalibraéni pfimky externiho standardu metanolu v glycerolu, relativni odezvy metanolu

ve vzorku i standardu jsou vztazeny na stejny ptidavek vnitiniho standardu isopropanolu.

3.2 Chemikalie

Pouzitd rozpoustédla jsou Ccistoty minimalné p.a., jejich dostaCujici kvalita se ovéiuje
prométenim slepého vzorku.

- Metanol,

— 2-propanol (isopropanol) — vnitini standard (ISTD),

— Glycerol.



3.3 Pristroje a laboratorni vybaveni

— Plynovy chromatograf GC/FID 7890A (Agilent Technologies),
— Automaticky davkovac vzorkti Combi PAL (CTC Analytics),

— Termostat pro online headspace nasttik HS Combi PAL (CTC Analytics),

— SW pro ovladani systému a zpracovani dat ChemStation (Agilent Technologies),

— Analytické vahy s presnosti na 0,0001 g,

— Vialky pro HS, 20 ml se Sroubovacim uzavérem a septem (silikon/teflon),

— Automaticka pipeta s nastavitelnym objemem 1 ml az 5 ml, $picky,

— Automaticka pipeta s nastavitelnym objemem 100 pl az 1000 ul, Spicky,

— Plynotésna stiikacka 2,5 ml pro HS néstfik (Hamilton),

— Plynotésné stiikacky 10 ul, 100 ul a 1000 pl.

3.4 Chromatografické podminky

Kolona DB-WAXETR 30 m x 0,32 mm % 0,5 pm
Nosny plyn Helium

Pratok 1 ml/min

Teplota injektoru 150 °C

Teplota detektoru 280 °C

Teplotni program

60 °C (6 min) — 20 °C/min — 240 °C (10 min)

Nastiik

0,5 ml HS faze; split pomér 1 : 80

Retencni ¢as

Metanol = 5,2 min; isopropanol = 5,7 min

HS podminky

Agitace vzorku t="7 min

Rychlost tiepani 500 rpm

Teplota Termostat = 80 °C; injekéni stiikacka = 90 °C




3.5 Postup

Dobfe protiepany a homogenizovany vzorek se nabere do Spi¢ky automatické pipety a odvazi
se 5 g vzorku s presnosti na 0,1 mg do 20ml Sroubovaci vialky. Ptida se 10 pl vnitiniho
standardu isopropanolu, ptidavek se presn¢ zvazi a vialka se okamzité uzavie uzdvérem
s teflonovym septem. Pfed nastfikem se vialka vlozi do termostatu (agitatoru) headspace
nastavce automatického davkovace a vzorek se zahtiva 7 min pii 80 °C. Nastiikne se 0,5 ml

plynné faze z prostoru nad vzorkem.

Kalibrace

Podle ocekavaného obsahu metanolu ve vzorku se piipravi alespont 4bodova kalibracni
pifimka v predpokladaném rozsahu koncentraci. Je-li povoleny obsah metanolu ve vzorku
0,5 %, potom dostatecny rozsah kalibrace je od hladiny odpovidajici praktické mezi
stanovitelnosti az po dvojnasobek maximalni koncentra¢ni urovné, tedy od 0,002 % do 1 %.
Pro ovéfeni rozsahu linearity kalibracni zavislosti se pfipravi alespont 5 koncentracnich hladin
v celém pozadovaném rozsahu s pfiméfenym piidavkem vnitiniho standardu. Kalibracni
hladiny s koncentraci vyS$si nez 0,5 % metanolu v glycerolu se pfipravi pfimo navaZenim
metanolu a vnitiniho standardu do vialky s 5 g glycerolu. Niz§i koncentrace se pfipravi
fedénim z 0,5% zasobniho roztoku a pfidanim stejného mnoZzstvi vnitiniho standardu na 5 g
glycerolové smési s metanolem.

Za linearni rozsah lze povazovat pfimku s korelaénim koeficient R* > 0,995.

Vzorky museji byt pfipraveny za Uplné€ stejnych experimentdlnich podminek, jakych bylo

pouzito pfi kalibraci.

3.6 Vypocet

Z pomeéru ploch (ptipadné vysek) piki metanolu a isopropanolu se vypocte relativni odezva
(RR) metanolu vztazend na véhové korigovany piidavek vnitiniho standardu a sestroji
se zavislost RR metanolu na koncentraci v pozadovaném rozsahu. Obsah metanolu ve vzorku
se vypocte ze smérnice kalibracni pfimky prolozené osovym pocatkem (forced zero) podle

vztahu
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kde

C. je obsah metanolu ve vzorku v % (m/m),
An plocha piku metanolu,

Aj plocha piku isopropanolu,

fin hmotnostni korekce navazky vzorku,

am navazka vzorku (g),

Am(o) teoretickd navazka vzorku; ame) =5 g,

fi hmotnostni korekce ptidavku isopropanolu,
aj ptidavek isopropanolu (mg),

Ai(0) teoreticky pfidavek isopropanolu (10 pl); aj) = 7,8 mg,
k smérnice kalibra¢ni ptimky,

RR relativni odezva,

v koncentrace metanolu pro kalibraci (%).

Vysledky jsou priimérem ze dvou paralelnich stanoveni a uvedou se v hmotnostnich

procentech se zapisem na 3 desetinnd mista.

4  Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace postupu

Postup byl optimalizovan a ovéfen na zkuSebnich vzorcich odpadni glycerolové faze
s riznym obsahem metanolu i dalSich pfimési. Posuzovan byl vliv jednotlivych kroki
od velikosti navazky az po chromatografické podminky vlastniho stanoveni. Kritickymi
parametry byl vhodny a piesny ptidavek vnitiniho standardu k navéazce vzorku a spréavné
zvoleny rozsah koncentraci pro sestrojeni kalibraéni piimky. Cistota pouzitych chemikalii

byla dilezitd zejména u stanoveni vzorkd s nizkym obsahem metanolu.
Chromatografické podminky

Analyza byla nejprve odzkouSena na starSim piistroji GC/FID HP 5890 s analytickou kolonou
30 m x 0,53 mm x 0,5 pm faze DB5 a vzorek pro nastfik z plynné faze byl pfipravovan
,off-line” postupem. Po zakoupeni pfistroje GC/FID Agilent 7890 A s nastavcem
pro automatickou pfipravu vzorku k HS (head-space) analyze byl ptivodni postup preveden

na novy systém a dale optimalizovan.



Chromatografické podminky (3.4) byly nastaveny tak, aby metanol i vnitini standard
isopropanol poskytovaly symetrické piky dostatecné rozdélené od necistot z redlného vzorku
(obrazek €. 1). Mira polarity faze analytické kolony nebyla rozhodujici. Rozdil v reten¢nich
Casech pro metanol a isopropanol byl dostate¢ny i na malo polarni fazi DBS. Pro méteni byla
z praktickych divodii zvolena polarni kolona s PEG stacionarni fazi, pouzivand pro stanoveni

mastnych kyselin.

Obrazek €. 1. Chromatogram realného vzorku (1894/KBR 08) s obsahem 0,27 %
metanolu s pridavkem 7,8 mg isopropanolu (ISTD). Podminky méreni
viz 3.4.
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Pro pfipravu vzorku byly zvoleny 20ml vialky, vhodné pro umisténi do termostatu picky
davkovate Combi PAL. Do vialky byla odvazena ptesna navazka vzorku, ptfidéno 10 pl
ISTD, ptidavek byl zvazen s presnosti na 0,0001 g a vialka byla pevné uzaviena Sroubovacim
vickem s teflonovym septem. Pro pozadovany koncentracni rozsah do 0,5 % metanolu
ve vzorku byla vhodna navazka 5 g a ptidavek 10 pl (tj. 7,8 mg) isopropanolu. Pro vzorky
suroviny s vy$$im obsahem metanolu je ucelné snizit navazku vzorku a zvysit ptidavek

vnitiniho standardu tak, aby plochy obou pikii na chromatogramu byly srovnatelné.

Pted vlastni analyzou byl obsah vialky zahiivan na 80 °C a protfepavan, aby se dosédhlo
rovnovazné koncentrace stanovovanych slozek v plynné fazi nad vzorkem. Vliv doby agitace
je uveden v tabulce 1. Z vysledk je patrné, Ze zvySovani doby agitace nemé¢lo vyznamny vliv

na ustaveni rovnovahy v HS prostoru. Jako dostacujici byla zvolena doba 7 min pii 80 °C.



Tabulka €. 1. Relativni odezvy (RR) metanolu - vliv doby agitace na obsah metanolu
v HS prostoru vzorku

T agitace metanol ISTD RR smodch rel smodch
(min) av A (n=10)* | av A (n=10)* | metanol/ISTD RR** (%)
5 670,45 894,57 0,750 0,006 0,810 %
7 681,92 915,87 0,745 0,007 0,913 %
10 694,87 941,38 0,738 0,003 0,475 %
15 693,93 937,74 0,740 0,007 0,944 %
20 702,93 947,25 0,742 0,004 0,517 %

* av A (n =10) je primér ploch pikt ziskany z 10 opakovani stanoveni

** smodch RR je smérodatnd odchylka od priméru relativnich odezev metanolu

Kalibrace

Pro ptipravu kalibra¢nich smési byl pouzit glycerol Cistoty p.a., zbaveny zbytku rozpoustédel

zahfivanim v picce agitatoru.

V prvni fazi byly analyzovany vzorky s vyS$$im obsahem metanolu a byl zjistovan linearni
rozsah kalibrace. Pro navazku vzorku 5 g do 20ml HS vialky a pfidavek 200 mg vnitiniho
standardu byl linedrni rozsah ovéfen do 20 % (obrazek 2). Bylo porovnano vyhodnoceni
kalibrace z ploch (A) a z vysek (H), vyznamné rozdily v korelaénich koeficientech (R?)
piimek patrné nebyly. Kvantifikace z vySek byla vyhodnéjSi pouze u siln€ znecisténych

zkuSebnich vzorki s nedostatecné rozdélenymi piky necistot.



Obrazek €. 2. Ovéreni rozsahu linearity zavislosti relativni odezvy metanolu (RR)
na koncentraci (c). HS vialka s 5 g kalibra¢ni smési a 195 mg ISTD.

HS analyza metanolu v glycerolu
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Obrazek ¢. 3. Kalibra¢ni primka pro vypocet obsahu metanolu ve vzorku krmné
suroviny. HS vialka s 5 g kalibra¢ni smési a 7,8 mg ISTD.
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Od roku 2008 se ke kontrole odebiraji vzorky krmného glycerolu, kde obsah metanolu
je vesmes pod povolenou hranici 0,5 %. Proto byl kalibra¢ni rozsah ztzen do 1 % a ptidavek
ISTD wupraven na 10 ul. Pro nizké koncentrace je dilezité pouzit prolozeni piimky
prochézejici pocatkem, ptipadny tsek na ose y vyznamné ovliviiuje vysledek blizici se mezi

stanovitelnosti (obrazek ¢. 3).

4.2 Valida¢ni parametry

Statistické vyhodnoceni parametrii bylo provedeno programem Effi Validation 3.0.

Meze detekce a stanovitelnosti

Pro stanoveni detek¢nich limitd byl pouzit program Effi Validation/Stanoveni ze signalu
slepého pokusu v chromatografii. Pottebna data byla ziskdna prométenim 5 kalibra¢nich boda
v rozsahu (0,005 — 1) % metanolu v glycerolu a 3 opakovani slepého vzorku, ze kterych byly
spocteny parametry zakladni linie chromatografického signalu. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 2.

Za podminek danych timto postupem byla mez detekce 0,0003 % a mez stanovitelnosti

0,001 % metanolu v HS vialce s 5 g glycerolu.

Praktickd mez stanovitelnosti pro zapis vysledki byla nastavena na 0,002 %.

Tabulka ¢. 2. Valida¢ni parametry spoc¢tené programem Effi Validation

Parametr Oznaceni Jednotky Hodnoty
Smérnice kalibracni pfimky b, pPA 4493
Korela¢ni koeficient R’ - 0,9996
Max. kolisani zakladni linie hinax PA 0,042
Koncentrace na mezi detekce XD % (m/m) 0,0003
Koncentrace na mezi stanovitelnosti XQ % (m/m) 0,001

Opakovatelnost

Pro vypocet opakovatelnosti byl pouzit program Effi Validation/Opakovatelnost-po urovnich

z vicenasobného meéreni. Potfebna data byla ziskana prométfenim 10 opakovani realnych




vzorkl na dvou koncentracnich tirovnich (tabulka €. 3). Ze smérodatné odchylky méteni byla
vypoctena povolend diference paralelnich stanoveni R, tj. maximalni rozptyl hodnot, ktery lze

jeste vysvétlit pritomnosti ndhodnych chyb (6).

R=aygs
kde a; je tabelovany koeficient. Pro 2 méfeni a hladinu vyznamnosti
o = 0,005 je a, =2,77.
s smérodatnd odchylka od priméru.

Podle CSN EN 14110 absolutni hodnota rozdilu mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni

nesmi byt vétsi nez:
r=0,056 X+ 0,001
R=0,221 X+ 0,003

za podminek opakovatelnosti
za podminek reprodukovatelnosti
kde

X je ptislusny primér ze dvou vysledkii.

Tabulka €. 3. Opakovatelnost méreni a diference paralelnich stanoveni

Oznaceni vzork X (%) S et r (vzorky) r (norma)
R =10 | =10 | =19 | =2 (n=2)

332/KBR 09 0,0295 0,00053 1,79 0,0015 0,0027

1894/KBR 08 0,2606 0,00201 0,77 0,0056 0,0156

Opakovatelnost stanoveni vypoctend jako smeérodatnd odchylka z 10 opakovani (podle
Effi Validation) i povolend diference pro paralelni stanoveni vzorku byla pro obé koncentracni

hladiny v normou piipusténém rozdilu vysledki.
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Nejistota stanoveni
Relativni standardni nejistota a relativni rozSifend nejistota byly stanoveny z hodnot
paralelnich stanoveni 32 vzorkt krmné suroviny glycerol programem Effi Validation/Nejistoty

z presnosti-paralelni mereni k dispozici. Vysledky uvadi tabulka €. 4.

Tabulka ¢. 4. Nejistoty stanoveni metanolu v glycerolu

Standardni neiistot Rozsifen4 nejistota
Rozsah koncentraci andardni nepstota (faktor pokryti 1,96)
(1)
(%) Relativni (%) Relativni (%)
0,002 - 0,500 0,0008 4,090 0,0015 8,016
Spravnost

Spravnost vysledki se priibézné ovétuje zatfazovanim referen¢niho vzorku (1894/KBR 08)
do kazdé série méfenych vzorkli. Parametry stanovené pro tento vzorek byly potvrzeny
uspeésnou ucasti v kruhovém testu (7). Vzorek se pouzivad jako interni referencni material

a pro toto IRM 1894 se vede regulacni diagram.

5  Zavér
Touto metodou bylo v roce 2008 analyzovano celkem 54 vzorkli s obsahem metanolu
0d 0,001 % do 3,4 % a 38 vzorki krmné glycerinové suroviny v roce 2009. V téchto vzorcich

obsah metanolu nepiekrocil povolenou hranici 0,5 %, hodnoty se pohybovaly od 0,001 %

do 0,3 % metanolu ve vzorku.

Spravnost vysledki byla ovéfena UspéSnou ucasti v kruhovém testu pro stanoveni kvality

glycerolu jako krmné suroviny, ktery potadaly STZ Usti nad Labem v fijnu 2008 (7).

Tento postup byl zpracovan jako standardni operacni postup, validovan a metoda byla

piihlaSena jako nova zkouska k akreditaci podle ISO 17025.
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Stanoveni B-karotenu a dalSich karotenoidu
metodou HPLC

Radvana Sulovd, Markéta Pospichalovi
Usttedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky, NRL-RO Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
radvana.sulova@ukzuz.cz

1 Cil prace

Tato prace se zabyva stanovenim predevSim B-karotenu, ale 1 dalSich vybranych karotenoidii
v ovoci, zelenin¢ a krmivech. Karotenoidy jsou vyznamnymi a nejrozsifenéjSimi lipofilnimi
barvivy mnoha druhil ovoce a zeleniny a jejich stanoveni se pozaduje jak v ramci Narodniho
odriidového ufadu, tak v ramci kontroly kvality krmiv. Cilem prace bylo zavedeni stanoveni
obsahu B-karotenu metodou HPLC (CSN EN 12 823-2), ktera nahradi dosavadni

spektrofotometrickou metodu.

2 Uvod

Karotenoidy jsou zluté, oranzové, Zluto-zelené a Cervené, prevazné lipofilni pigmenty rostlin,
hub, fas, mikroorganismt a také zivoc¢icht. Jako zasobni latky se ukladaji v tukovych tkanich.
V rostlinach jsou karotenoidy spole¢né s chlorofyly obsazeny v chloroplastech. V soucasnosti
je znamo témer 700 ptirozené se vyskytujicich karotenoidnich pigmentl. Za svoji barevnost
vdeéci tetézei konjugovanych dvojnych vazeb, ktery se vyskytuje v nékolika zékladnich
strukturach a jejich kombinacich.

Vedle samotnych karotenoidli existuje i1 veliké mnozstvi produkti jejich katabolismu
(degradovanych karotenoidl). Nékteré z téchto primarnich degradacnich produktd, napf.
B- a a-jonon, jsou dulezitymi vonnymi latkami. Vyskytuji se jako slozky aroma malin,

ostruzin, raj¢at a mnoha jinych druhti ovoce a zeleniny (obr. €. 1).
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Obrazek ¢. 1. Priklad vzniku vonnych litek v ovoci nebo zeleniné

O O
ida - i H,C CH, H;C CH,
oxidace a eni
1% S CH, e CH,
o~-karoten » +
CH; CH,

B-jonon a~-jonon
o 0o
oxidace a §t&peni 3¢ CHS\ HBC CH
lutein > CH; o~ CH,
HO CH, HO CH;
3-hydroxy-f-jonon 3-hydroxy-o-jonon

Karotenoidy se déli na dvé hlavni skupiny: karoteny a xantofyly (kyslikaté slouceniny

karotentt).

K vyznamnym zastupcim karotent patii B-karoten, ktery je provitaminem retinolu, patii tedy
k latkdm, které samy nevykazuji fyziologické ucinky jako vitaminy, ale slouzi jako
prekurzory vitamind. Z nich si organismus dokéaze vitaminy sam syntetizovat.

Nejjednodussim prototypem karotenti je acyklicky polynenasyceny uhlovodik lykopen
(obr. €. 2). Spolecné s dal§im zastupcem karotenli luteinem ma vyznamné antioxida¢ni
ucinky, tzn. zamezuje v organismu fetézovym oxidacnim pochodiim, které¢ vedou ke vzniku

ruznych chorob, starnuti, atd.

Obrazek €. 2. Strukturni vzorec lykopenu
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Mezi dal$i karoteny patii napt. B- nebo oa-jononové struktury, které vznikaji enzymové

katalyzovanou cyklizaci z acyklickych y-karoten.

Obrazek €. 3. Vznik B- nebo a- jononové struktury z acyklickych y-karotent

CH,
H,C_ _CH,

N
B-karoten
CH; s B-jononovym cyklem

CH,
gic CH, _ HC
s A
C| —

CH, CH,

CH,
acyklicky w-karoten N
e—karoten
CH; s a-jononovym cyklem

Kwvalitativni a kvantitativni slozeni karotenoidu v ovoci a v zeleniné zavisi na mnoha
faktorech jako je druh a odriida rostliny, sezéna, stupenn zralosti, zplsob zpracovani apod.

Zastoupeni hlavnich karotenoida v ovoci a zelening uvadi tabulka 1.

Prace je zamé&fena na stanoveni -karotenu, a-karotenu, lykopenu, zeaxanthinu a luteinu, tedy
karotenoidl, které patii k nejcastéjSim pozadovanym stanovenim a které jsou diky svym

vlastnostem pfedmétem velkého zajmu odbornik.
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Tabulka €. 1. SlozZeni a obsah hlavnich karotenoidu v ovoci a zeleniné

Karotenoidy Obsah (mg/kg)

Karoteny Meruitka | Mango | Pomeran¢ | Mrkev | Spenat | Rajée | Paprika
Lykopen 0,1 16 — 750
Neurosporen 3,0

E-karoten 0,4 stopy — 0,1 0,5 8,4

Fytofluen 0,3 1,3 5,1

Fytoen 0,6 0,4 6,0

B-karoten 64 4,9 -27 0,1-04 |46-103| 33-89 |2,8—-58 | 51-275
a-karoten 0,1-02 |22-49 | stopy

y-karoten 0,2 6,327 0,4-1,6
Xanthofyly

5,6-epoxylykopen 53
B-kryptoxanthin 0,1-7,1 3679
o-kryptoxanthin 03-1,1

Zeaxanthin 0,5 40 - 125
Lutein 0,3 1,1-5,6 | 42-81 | 04-1,3
Antheraxanthin 0,6 33 _44
Violaxanthin 0,7-3,0 0,7 74 53-98
Neoxanthin 24 174
Mutatochrom stopy — 0,1

Mutatoxanthin stopy — 2,0 0,6 5,0 164
Luteoxanthin 0,8-5,5 1,7 85
Auroxanthin 0,1-0,4 1,2

Kapsanthin 523-1207
5,6-epoxykapsanthin 40-216
Kapsorubin 53-179
Kapsolutein 69 —213
Kryptoflavin 109
Kryptokapsin 814

3  Material a metody

Pro ovéfeni a optimalizaci postupu byly pouzity vybrané vzorky ovoce, zeleniny, krmiva
a pripravek pouzivany jako dopln¢k stravy. Pro potvrzeni spravnosti byl analyzovéan
certifikovany referencni material BCR 485.

Vzorky krmiv byly dodany v suchém stavu. VSechny vzorky byly pfed analyzou upraveny
mletim. Vzorky zeleniny byly zdmérné homogenizovany jak v piivodnim, ¢erstvém stavu, tak

1 upravené lyofilizaci. Byl navrzen postup predupravy vzorku.
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Jako metoda stanoveni byl zvolen postup, ktery doporucuje norma CSN EN 12823-2.

Z diivodu rozdilného obsahu tuku v testovanych matricich byly odzkouseny dva rizné

zpusoby extrakce: extrakce se saponifikaci a pfima extrakce. Rovnéz pro samotné méfeni bylo

oveéteno vice typil chromatografickych kolon 1 mobilnich fazi, pficemz rozhodujicim kritériem

optimalizace bylo rozdéleni jednotlivych izomert B-karotenu, popt. dalSich sledovanych

karotenoida.

Metoda stanoveni byla validovana.

3.1

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.14
3.1.5
3.1.6
3.1.7

3.1.9

3.1.10
3.1.11
3.1.12
3.1.13
3.1.14

3.1.15
3.1.16
3.1.17
3.1.18

Chemikalie

Chemikalie jsou analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

Acetonitril (ACN) pro HPLC.

Methanol (MeOH) pro HPLC.

Dichlormetan (DCM).

Buthylhydroxytoluene (BHT).

Triethylamine (TEA) pro HPLC.

Octan amonny (CH3;COONH,) pro HPLC.

Octan amonny, roztok: ¢(CH;COONH4) = 0,05 mol/l v MeOH; 1,972 g octanu
amonného se rozpusti a doplni MeOH do 500ml odmérné baiiky po znacku.

Mobilni faze: 700 ml ACN + 200 ml 0,05 mol/l methanolového roztoku octanu
amonné¢ho + 50 ml DCM se promichd na ultrazvuku a pifidd se 1,000 g BHT
a 0,5 ml TEA. Roztok se promichd a odplyni vultrazvuku a nechd stat
do druhého dne.

Hexan pro HPLC.

Mobilni faze: 800 ml ACN + 200 ml MeOH + 80 ml hexanu pro HPLC + 1 ml TEA.
Smésny roztok hexan pro HPLC a dichlormethan, hexan : DCM =98 : 2 (V/V).
Tetrahydrofuran (THF).

Ethanol pro UV.

Dalsi pouzité mobilni faze: 50 ml THF + 950 ml MeOH, 700 ml MeOH + 300 ml
EtOH.

Aceton.

Hexan.

Chloroform.

Petroléther (PE).
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3.1.19

3.1.20
3.1.21

3.1.22

3.1.23
3.1.24
3.1.25
3.1.26
3.1.27
3.1.28

3.1.29
3.1.30
3.1.31
3.1.32
3.1.33

3.1.34
3.1.35

3.2

3.2.1
322
323
324

Petroléther s 0,1% buthylhydroxytoluene (BHT): 1 g BHT se ro pusi v PE
v 1000 ml odmérné baiice a doplni PE po znacku.

Ethanol (EtOH) = 96 %, denaturovany benzinem.

Ethanol 35%, denaturovany benzinem (V/V): c¢(C;HsOH) = 35%, odméfi
se 461 ml 96% EtOH + 539 ml destilované vody a promicha se a doplni
do 1000 ml odmérné baiiky po znacku.

Roztok hydroxidu draselného v ethanolu (3.1.21): ¢(KOH) = 20%, 200 g hydroxidu
draselného se navazi, ptidd se ethanol (3.1.21) rozpusti v utrazvuku a doplni
do 1000ml odmérné banky ethanolem (3.1.21) po znacku.

Siran sodny bezvody.

Kyselina askorbova.

Moftsky pisek.

Chlorid sodny nasyceny roztok.

Roztok chloridu sodného nasyceny v ethanolu (3.1.21).

Roztok chloridu sodného: c¢(NaCl) = 10%, 100 g chloridu sodného se navazi,
rozpusti a doplni do 1000ml odmérné banky destilovanou vodou po znacku.
Polyamide 6.

Kiemelina.

Uhli¢itan vapenaty.

Destilovana voda.

Standardy s ¢istotou > 97,0 % (UV): B-carotene, a-carotene, Zeaxantin, Lutein,
Lykopene.

Referen¢ni material BCR 485.

Indikator fenolftalein etanolicky roztok: 1 g fenolftaleinu se rozpusti v 80 ml etanolu
(3.1.20) a doplni destilovanou vodou do 100ml odmérné banky po znacku. Takto

piipraceny roztok se zfedi 10 X.

Pristroje a pomiicky

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 s DAD.

Chromatograficka kolona Waters Spherisorb ODS-2 (150 mm % 4,6 mm, 5 um).
Chromatografické kolona Grace Vydac 201 TP 54 (250 mm x 4,6 mm, 10 pm).
Chromatografické kolona OmniSpher 5 C18 (150 mm x 4,6 mm, Spm).
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3.2.5 Ptedkolona ChromSep Guard Colum SS.
3.2.6  Chromatografickd kolona Zorbax SB-C18 (150 mm x 4,6 mm, Sum).
3.2.7  Ptedkolona Metaguard 4,6 mm Intersil ODS.
3.2.8  Rotac¢ni vakuova odparka.

3.2.9  Termovap.

3.2.10 Spektorofotometr (UV-VIS).

3.2.11 Mlynek nozovy, napt. Halde.

3.2.12 Mlynek ultraodsttedivy, napt. ZM 200.
3.2.13 Kuchynsky mixer ponorny.

3.2.14 Analytické vahy.

3.2.15 Ultrazvukova lazei.

3.2.16 Odstredivka.

3.2.17 Topné hnizdo.

3.2.18 Skelna vata.

3.2.19 Specidln¢ upravené sklenéné kolony.

3.2.20 Tieci porcelanova miska.

3.2.21 Bézné laboratorni sklo.

3.2.22 Lyofiliza¢ni zafizeni.

3.2.23 Mlynek s achatovou miskou, napi. RM 200.

3.3 Pracovni postup

Suma izomerl B-karotenu, popf. dal§ich karotenoidl, se po extrakci stanovi kapalinovou

chromatografii (HPLC) s detekci ve viditelné oblasti.

3.3.1 Uprava vzorku

Homogenizace vzorkd zeleniny pro stanoveni karotenoidi nejcastéji probihd v ptivodnim,
cerstvém stavu. Vzorek v Cerstvém stavu se homogenizuje na nozovém mlynku napt. Halde
(3.2.11) nebo na kuchynském mixeru (3.2.13). Poté se vzorek fadné promicha. Je vSak mozné
vysusit vzorek nejprve lyofilizaci a teprve pak vzorek pomlit.

Vzorky krmiv se homogenizuji na ultraodstiedivém mlynku napt. ZM 200 (3.2.12).
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V obou piipadech se musi pracovat tak, aby byl vzorek vystaven vy$S§im teplotam a svétlu
po co nejkratsi dobu. Pokud nelze analyzy provést ve zhomogenizovaném vzorku ihned, je
mozné pomleté vzorky zmrazit.

Dal§im variantnim feSenim je pouziti lyofiliza¢niho zafizeni (3.2.22), na kterém se vzorek
pfed mletim vysus$i. Takto upraveny vzorek se nejen snaze homogenizuje, ale i uchovava.
Jako vhodny mlynek se v tomto ptipadé osvédcil RM 200 (3.2.23), ptipadné obycejna tieci
miska (3.2.20).

Zhomogenizované vzorky museji byt vzdy ulozeny v dobie uzaviratelnych nadobach, aby

se zamezilo piistupu vzduchu.

3.3.2 Priprava extraktu

Extrakce se saponifikaci

Postup pro zmydelnéni je obdobny jako u stanoveni vitaminu A a E v krmivu. Navazi se 5 g
vzorku a pfida se 30 ml ethanolu (3.1.20), 1 g kyseliny askorbové (3.1.24) a 75 ml
ethanolického roztoku hydroxidu draselného (3.1.22). Zmydelnéni probiha 45 min pfi teplote
80 °C pod proudem dusiku v extrakénim zafizeni (3.2.17). Po ukonceni zmydelnéni

se chladi¢ oplachne 30 ml ethanolu (3.1.21) a 30 ml destilované vody.

Poznamky

1 Jestlize se po zmydelnéni vyskytuje na povrchu zmydelnéné smési tuk nebo olej, musi byt
pridan dalsi ethanolicky roztok hydroxidu draselného a zmydelnovani prodlouzeno.

2 Pri analyze krmiv, kde se predpoklada vyskyt tezkych kovii, se pridava hydrochinon.

Do dé¢lici nalevky na 500 ml se pfida 15 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (3.1.27)
a zmydelnény roztok se prevede do dé€lici ndlevky tak, aby pevny podil ziistal v barnice. Pevny
podil v banice se vyplachne 30 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (3.1.27) a kapalina
se ptrevede do délici nalevky. K pevnému podilu ve zmydelnovaci baiice se prida 60 ml
hexanu (3.1.16) a krouzivym pohybem se promicha. Po usazeni sedliny se hexanovy podil
pievede do délici nalevky k vodnoetanolické fazi, délici naddobka se uzavie a tfepe po dobu
30 s. Ob¢ faze se nechaji asi 2 min az 5 min rozdé¢lit. Extrakce vodné faze s hexanem
se opakuje jesté dvakrat tak, ze se vodna faze nejprve extrahuje 50 ml hexanu (3.1.16) a poté
opét 50 ml hexanu (3.1.16), pfiCemz po rozdéleni fazi (viz. vySe) se hexanové extrakty spojuji

v délici nalevce na 250 ml. K oplachovani zatky délici nalevky se pouziva roztok etanolu
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(3.1.21). Spojené extrakty se proplachnou 100 ml destilované vody, pticemz délici nalevkou
se otaci tak, aby nedochdzelo k tvorbé emulze. Potom se extrakt proplachne 2 x 100 ml
destilované vody, pficemz se dé€lici nalevkou vzdy kratce krouzi. Je dilezité, aby vodna faze
byla neutrdlni pifi reakci na fenolftalein (3.1.35). Organicka faze se pievede
do Ehrlenmayerovy barky s kfemelinou (3.1.29) a Na,SOj4 (3.1.23), zamiché se a necha stat.
Naésleduje filtrace do 200ml odmérnych banék a doplnéni hexanem po znacku.

Alikvotni Cast extraktu se odpaii na vakuové rotacni odparce (3.2.8) za snizené¢ho tlaku
a pii teploté neprevysujici 40 °C. Zbytek po odpateni se rozpusti ve stejném rozpoustédle,
ve kterém se pfipravuji roztoky standardl tak, aby bylo dosazeno koncentrace do 3 pg/ml

B-karotenu.

Poznamky

3 Prima extrakce

2 g vzorku, ktery byl pripraven na nozZovem mlynku, se vilozZi do porceldanové misky.
Prida se IZicka morského pisku (3.1.25) a roztird se s acetonem (3.1.15) tak dlouho,
az se aceton nebarvi. Extrakcni roztok se sléva do delici nadoby, prida se 20 ml hexanu
(3.1.16) a 3 x 150 ml nasyceného roztoku NaCl (3.1.26).

4 Postup extrakce doporuceny v. CRM

Navazi se 2 g BCR 485 (3.1.34), prida se 0,2 g CaCQOs (3.1.31) 5 ml destilované vody,
interni standard (zeaxantin), 50 ml smési rozpoustédel tetrahydrofuranu (3.1.12)
a metanolu (3.1.2) (1 : 1 =V : V). Extrahuje se ultrazvukem po dobu 1 min. Roztok
se zfiltruje pomoci Buchnerovy nalevky se sklenénou viozZkou. Tuhy podil v nalevce
se prevede do kadinky a extrahuje se podruhé 50 ml smési rozpoustédel
tetrahydrofuranu (3.1.12) a methanolu (3.1.2) (I : 1 =V : V) ulrazvukem (3.2.15)
po dobu 1 min. Stejny postup se opakuje i pri treti extrakci. Filtrat se kvantitativné
prevede do deélici ndlevky a prida se 50 ml 10% NaCl (3.1.28) a 50 ml petroleteru
obsahujiciho 0,1 % buthylhydroxytoluen (3.1.19). Extrakt se mirné zamicha. Vodna cast
se prevede do 2. delici nadlevky. Postup se opakuje jeste 2 X. Ogranicka faze
ze 3 extrakci se prevede do banky a prida se kifemelina a Na;SOy, zamicha se a necha
stat. Nasleduje filtrace do 200ml odmérnych banék a doplnéni po znacku petroleterem
obsahujicim 0,1 % buthylhydroxytoluenu (3.1.19). Na vakuové odparce se odpari 50 ml
spojeného extraktu. Ke zbytku po odpareni se prida 10 ml petroleteru (3.1.18) a prevede
se do 25 ml srdcové banky a znovu se odpari. Takto pripraveny odparek se rozpusti
v dichlormethanu (3.1.3) a prevede do 10ml odmérné banky. 5 ml roztoku se odpari
na termovapu (3.2.9) pod proudem dusiku k suchu a rozpusti v 20 ml methanolu (3.1.2).
Odparek se rozpusti v dichlormethanu (3.1.3) a prevede do 10ml odmerné banky. 5 ml
tohoto roztoku se odpari na termovapu pod proudem dusiku k suchu a rozpusti v 20 ml
methanolu (3.1.2). Toto je pracovni roztok.
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3.3.3 Priprava kalibra¢nich standardnich roztoku

Zasobni roztok B-karotenu: Do 100ml odmérné banky se navazi (3 £ 0,1) mg B-karotenu

a rozpusti se ve 20 ml dichlormethanu (3.1.3). Odmérnéa baiika se umisti do ultrazvukové
lazn¢ (3.2.15) pfiblizné na 30 s a poté se doplni hexanem (3.1.9) po znacku. Do 100ml
odmérné banky se pipetuje 10 ml tohoto roztoku a doplni se po znacku hexanem (3.1.9).
V 1 ml tohoto roztoku jsou obsazeny 3 pg B-karotenu v hexanu/dichlormetanu (98 + 2)(V/V).

Zasobni roztok se skladuje chranén pied svétlem pii teploté nizsi nez 4 °C.

Poznamky
5 Test pro urceni koncentrace a Ccistoty standardu: Na spektrofotometru se zméri
absorbance zasobniho roztoky -karotenu pri vinové délde =453 nm a zdaroven

absorbance pri vinové délce 340 nm, 483 nm. Poté se vypocita hmotnostni koncentrace
p v ug/ml pomoci vztahu

P Ay X 10*
2592

kde

Aysz je absorbance zasobniho roztoku pri A = 453 nm,

2592 je hodnota E ICmI 7 p-karotenu v hexanu,

Pomeér Ays3/ Aszqg musi byt vyssi nez 15, pomer Aysz / Ausz sSe musi pohybovat v rozmezi
1,14-1,18 pro cisty all trans p-karoten.

Pracovni standardni roztok B-karotenu: 25 ml zasobniho roztoku B-karotenu se odpafi

na vakuové rotani odparce (3.2.8) pii teplot¢ nepievySujici 40 °C. Zbytek po odpateni
se rozpusti ve 25 ml methanolu (3.1.2). Skladuje se v chladnicce pfi teploté nizsi nez 4 °C,
chranén pred svétlem nejdéle po dobu 1 tydne.

K ptipravé kalibracnich standardnich roztokii se pipetuje (1; 2; 3; 4; 6; 8) ml pracovniho
standardniho roztoku f-karotenu do 10ml banky a doplni se methanolem (3.1.2) po znacku.

Pracovni standardni roztolke -karotenu, popf. zeaxantinu pro kvalitativni ucely: rozpusti

se 0,3 mg a-karotenu nebo zeaxantinu (3.1.33) v 10 ml dichlormethanu (3.1.3) a doplni
se v odmérné bance methanolem (3.1.2) na objem 100 ml. Standardni roztoky se skladuji
v chladni¢ce chranény pted svétlem pfi teploté nizsi nez 4 °C maximalné 1 tyden.

Smésny pracovni standardni roztok B-karotenu, lykopenu a luteinu: Navazi se 1 mg kazdého

standardu (3.1.33) zvlast do 10ml odmérné banky, rozpusti se ve 2 ml dichlormethanu (3.1.3)
a doplni n-hexanem (3.1.9) po znacku. Jednotlivé roztoky luteinu, lykopenu a B-karotenu

se kvantitativné prevedou do jediné 100ml baniky a odpati na vakuové rotac¢ni odparce (3.2.8)
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pti teploté neptevysujici 40 °C. Zbytek po odpareni se rozpusti v methanolu (3.1.2), pfevede
se do 25ml odmérné baiikky a doplni po znacku. Takto vznikne zasobni roztok smésného
standardu P-karotenu, lykopenu a luteinu o koncentraci 4 pg/ml pro kazdy analyt.
Na proméfeni kalibrani zavislosti se piipravi roztoky o koncentraci (0,04 — 4) pg/ml

pro jednotlivé analyty.

3.3.4 Postup méreni

Jako metoda stanoveni byla pouzita vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC. M¢éfilo
se na pristroji Agilent 1100 (3.2.1).

Byly odzkouSeny riizné typy chromatografickych kolon vcetné piedkolon (3.2.4 +3.2.5;
3.2.6 +3.2.7). Nejprve byly testovany kolony, které byly uvedeny v aplikaéni literature
a byly v laboratofi k dispozici. Vzhledem k nedostate¢né¢ kvalitnim podminkam separace vSak

bylo nutné poftidit kolony, které¢ doporucuje norma.

Metoda byla optimalizovana a pouzit¢ chromatografické podminky jsou uvedeny

v tabulce ¢. 2.

Tabulka €. 2. Chromatografické podminky

Stacionarni faze | Spojeni chromatografickych kolon
Spherisorb ODS2, Sum, 150 mm x 4,6 mm
a

Vydac 201TP54, Sum, 250 mm x 4,6 mm

Mobilni Faze Acetonitril + methanolicky roztok octanu amonného + dichlormethan
(75 + 20 + 5) (objemové) + 0,1% butylhydroxytoluen (hmotnostn¢)
a 0,05% triethylaminu (hmotnostn¢)

Pratok 1,5 ml/min

Objem nastiiku |50 pl

Teplota 30 °C

Detekce 450 nm

B-karoten ptipadné¢ dalSich karotenoidy (a-karoten, lykopen, lutein, zeaxantin) se identifikuji
porovnanim retencnich casii pikit pracovniho roztoku vzorku s reten¢nimi Casy pikt roztoka

standardua.
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Piky mohou byt identifikovany piidavkem malého mnoZzstvi roztoku jednotlivych standardi

k pracovnimu roztoku vzorku.

Pro kvantitativni stanoveni se pouzije metoda vné¢jsiho standardu.

Poznamky

6  Piivodni metodika pro stanoveni vyuzivala cisteni extraktu na polyamidovych kolonkach
(3.1.29) a spektrofotometrickeé stanoveni [-karotenu.

7 Kvantitativni stanoveni metodou vnéjsiho standardu lze poZit i pro dalsi karotenoidy,
ktere nebyly v této praci hodnoceny.

8  Pro urceni spravnosti metody stanovenif -karotenu se pouzije referencni material BCR
485 (3.1.34). Doporuceni uvedené v materialu BCR information pro lyofilizované vzorky
jako je BCR 485 je i pouziti primé extrakce a pripravy zdsobniho roztoku standardii
v petroléteru (3.1.18). Nasledné se promeri kalibracni zavislost standardniho roztoku.

9 Pri pouziti primé extrakce popsané v materialu BCR information pro lyofilizované

vzorky jako je napr. BCR 485, se doporucuje vyuzit metodu vnitiniho standardu
(zeaxantin)(3.1.33).

3.3.5 Vypocet

Obsah f-karotenu v mg/100g vzorku se vypocita bud’ pomoci kalibra¢ni zavislosti nebo

se pouZzije vztah (1):

AgxexVgxV,

x100
Ay, xmxVgx10°

p:

p hmotnostni koncentrace celkového B-karotenu (mg/100g),
Ag plochy piki izomert B-karotenu ziskané z pracovniho roztoku vzorku,

Asi  plochy pika izomera B-karotenu ziskané z pracovniho roztoku standardu,

C koncentrace [-karotenu ve standardnim roztoku po korekci na Cistotu
(ng/100g),

M navazka vzorku (g),

Vv celkovy objem pracovniho roztoku vzorku (ml),

Vs:  nastiikovany objem pracovniho roztoku standardu (ul),
Vis  nastiikovany objem pracovniho roztoku vzorku (ul),
10> konverzni faktor z ug na mg,

100  faktor pro vypocet hmotnostni koncentrace na 100 g.
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3.4 Vysledky a diskuse

Pro ovéfeni a ¢astecnou validaci metody byly pouzity vzorky dodané Narodnim odridovym
ttadem (NOU) a Odborem zemédélské inspekce (OZI). Zelenina byla dodana jiz upravena
a v zamrazeném stavu, krmiva byla v suchém stavu.

Vzorky byly zhomogenizovany vySe popsanym zpisobem. Pouziti lyofilizace u vybranych
vzorkli usnadnilo vyznamné nésledny proces mleti. Takto upravené vzorky byly velmi
homogenni, coz u Cerstvych vzorkli byva diky vlaknité struktufe nékterych druht vzorkt
problematické.

Byly vyzkouSeny dva zpusoby extrakce: extrakce saponifikaci a pfima extrakce. Porovnadnim
vysledkii bylo zjiSténo, Ze pro nékteré typy vzorkii extrakce neposkytuji statisticky shodné
vysledky. Jednd se predevSim o vzorky, u kterych je z diivodu vysokého obsahu vlakniny
obtiznd homogenizace vzorku v Cerstvém stavu. Roli hraje i niz§i navazka, 2 g pro pfimou
extrakei, 5 g pro extrakci saponifikaci. Jako robustnéjsi se jevi extrakce saponifikaci.

M¢éieni bylo provedeno na HPLC sDAD detektorem. Bylo testovdno vice typt
chromatografickych kolon i mobilnich fazi. Dulezitym kriteriem pro vybér podminek méfeni
byla dostate¢na chromatografickd separace jednotlivych izom@ti -karotenu a vybranych
karotenoida (viz. ptiloha 1). Jako optimalni se potvrdil postup stanoveni, které doporucuje
norma CSN EN 12823-2.

Ve vSech vzorcich byl stanoven obsah B-karotenu. Obsah karotenu ve vybranych vzorcich
zeleniny, ovoce a krmiv se pohyboval od jednotek po stovky mg/kg.

Obsah dal$ich karotenoidil byl stanoven u certifikovaného referenéniho materialu a u dalSich
vybranych vzorka. Velmi dobie stanovitelny je napi. lutein a zeaxantin. Tyto karotenoidy
byly stanoveny v mrkvi, hrachu zeleném a zlutém, v paprice a v jablku (viz uvedené
chromatogramy v piiloze 1).

Spravnost vysledki byla potvrzena analyzou certifikovaného referencniho materidlu BCR
485. U uvedeného certifikovaného referencniho materialu byla provedena jak pfima extrakce,
ktera byla doporucena v dodaném materialu, tak extrakce se saponifikacnim krokem. Ziskané
hodnoty f-karotenu a ostatnich karotenoidi pro oba extrakéni postupy vyhovovaly

deklarované hodnoté certifikovaného referenéniho materialu.
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3.4.1 Stanoveni valida¢nich parametria

Pomoci programu EffiValidation 3.0 byly stanoveny vybrané valida¢ni parametry.

Opakovatelnost
Ke stanoveni hodnot opakovatelnosti byly pouzity vysledky paralelnich méfeni 10 realnych

vzorkd mrkve. Vysledky jsou shrnuty v tabulce €. 3.

Tabulka ¢. 3. Opakovatelnost stanoveni sumy izomera p-karotenu

Analyt Opakovatelnost Relativni Diference R
(s) opakovatelnost (s x2,77)
(sr) %o
Suma B-karotent 0,056 3,11 0,15

Opakovatelnost i reprodukovatelnost uréena normou CSN EN 12 823-2 je 5 %.

Poznamky

10V piiloze B (informativni) normy CSN EN 12 823-2 jsou uvedeny statistické ukazatele
a data shodnosti pro stanoveni celkového p-karotenu v zeleninové smési, které
byly zjisteny mezilaboratornim testem. Opakovatelnost byla 0,159 a relativni
opakovatelnost 6,7 %.

Spravnost
Pro ovéfeni spravnosti metody byl pouzit BCR 485. Jedna se o lyofilizovanou zeleninovou

sm¢s s presné urCenymi hodnotami pro jednotlivé karotenoidy.

Tabulka €. 4: Spravnost metody stanoveni sumy izomeri p-karotenu

Analyt Referen¢ni | Naméireno | VytéZnost | Referencéni | Presnost | Hypotéza
BCR 485 hodnota presnost
(mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)
Suma
B-karotenti 25,6 256 +£1,2 101,22 1,2 0,865 Ptijata

Analytickd metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Ze smérnice kalibracnich piimek a hodnot kolisani zdkladni linie byly vypocitdny meze

detekce a stanovitelnosti.
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Tabulka ¢. 5: Mez detekce a mez stanovitelnosti pro jednotlivé izomery B-karotenu

v hexanu
Analyt Korelaéni | Mez detekce | Mez detekce Mez Mez
koeficient stanovitelnosti | stanovitelnosti
pg/ml mg/100g pg/ml mg/100g
E - B-karoten 0,999 0,15 0,027 0,5 0,091
Z - B-karoten 0,999 0,15 0,263 0,5 0,877

Tabulka ¢. 6: Mez detekce a mez stanovitelnosti pro jednotlivé izomery vybranych
karotenoidu v petroleteru

Analyt Korelacni | Mez detekce | Mez detekce Mez Mez
koeficient pg/ml mg/100g stanovitelnosti | stanovitelnosti
pg/ml mg/100g
Lutein 0,998 0,55 0,008 1,85 0,032
E - lykopen 0,974 0,55 0,104 1,85 0,352
Z - lykopen 0,985 0,55 0,168 1,85 0,560
E - B-karoten 0,991 0,55 0,136 1,85 0,440
Z - B-karoten 0,984 0,55 1,106 1,85 3,376

Nejistota stanoveni

Stanoveni relativni standardni nejistoty a relativni rozSifené nejistoty bylo provedeno

z hodnot paralelnich méfeni jednotlivych vzorkli. Hodnoty nejistoty stanoveni celkového

B-karotenu jsou uvedeny v tabulce €. 7.

Tabulka ¢. 7: Nejistota stanoveni sumy izomeru fp-karotenu

Analyt

Relativni standardni nejistota

Relativni rozsirena nejistota

%

% (k = 1,96)

Suma B-karotent

0,11

6,96
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4 Z.Aavér

Byla ovéfena metoda stanovenif -karotenu pro riizné matrice podle CSN EN 12823-2
a metoda byla castecné validovana. Byla ovéfena spravnost postupu jednotlivych krokii,
od ptedupravy vzorku mletim, pfipravy vzorku k méfeni s moznosti pouziti extrakce

se saponifikaci nebo pfimé extrakce, az po optimalizaci podminek méteni.

Byly analyzovany vzorky zeleniny, predev§im mrkve, dale vzorky ovoce, krmiva 1 pfipravek
pouzivany jako doplné€k stravy.

U homogenizace vzorku byla nové s velmi dobrymi vysledky odzkousena ptedem provedena
lyofilizace. Takto ptfedupraveny vzorek se vyznacoval vysokou homogenitou s lepSimi
vlastnostmi pro dal§i kroky analyzy i pro skladovani vzorku, aniZ se projevily ztraty
sledovanych analyta.

Jako extrakéni postup se doporucuje pouzivat extrakci saponifikaci, kterd se jevi jako
robustngj§i pro $irsi rozsah vzork? i koncentraci a doporucuje ji norma CSN EN 12823-2.
Rovnéz doporuceny postup méfeni splituje pozadavky pro separaci a detekci analyzovanych
latek.

Programem Effi Validation 3.0 byly pro B-karoten stanoveny jednotlivé validacni parametry,
jejichz hodnoty spliluji limity ptfedepsané v normé. Pro dal$i stanovené karotenoidy -
a-karoten, lykopen, lutein, zeaxantin. Byly ur€eny pouze meze detekce a meze stanovitelnosti.
Spravnost metody stanoveni byla potvrzena na =zakladé proméieni -certifikovaného

referen¢niho materidlu BCR 485 a nasledného vyhodnoceni programem Effi Validation 3.0.
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Priloha 1

Obrazek ¢. 3:
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Chromatogram ¢. 1 — Stanoveni vybranych karotenoidii v BCR 485

MWD1 A, Sig=450,4 Ref=360,100 (BKAR\BKAR1165.D)
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Chromatogram ¢. 2 — Stanoveni vybranych karotenoidi v mrkvi

MWD1 A, Sig=450,4 Ref=360,100 (BKAR\BKAR1182.D)
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Chromatogram ¢. 3 — Stanoveni vybranych karotenoidi v hrachu zeleném

MWD A, 8ig=450,4 Ref=360,100 (BKAR\BKAR1020.D\
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Chromatogram ¢. 4 — Stanoveni vybranych karotenoidi v paprice zelené
MWD1 A, Sig=450,4 Ref=360,100 (BKAR\BKAR1022.D)
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Chromatogram ¢. 5 — Stanoveni vybranych karotenoidi v jablku

MWD1 A, Sig=450,4 Ref=360,100 (BKAR\BKAR1028.D)
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Chromatogram ¢. 6 — Stanoveni vybranych karotenoidii v krmivu - silaz
MWD1 A, Sig=450,4 Ref=360,100 (BKAR0O6\SKAR0011.D)
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Stanoveni antioxidanti — BHA, BHT, gallati
a ethoxyquinu v premixech a krmnych smésich

Marie Maskova, Véra Vankatova

Ustedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédelsky, NRL-OSARK,
582 57 Lipa u Havlickova Brodu

marie.maskova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Prace se zabyva stanovenim antioxidantd — BHA, BHT, gallati a ethoxyquinu v krmivech.
Stavajici metoda AOAC 983.15 je pomérné ndkladna a narocna na pfipravu, proto bylo
potfebné vyvinout metodu jednodussi a levngjsi. Také vzhledem k castému davkovani
ethoxyquinu je vhodné mit k dispozici jednu metodu analyzujici najednou vSechny

antioxidanty pouzivané pfi pfipravé krmnych smési a premixd.

2 Uvod

Antioxidanty jsou latky, které maji schopnost reagovat s volnymi radikaly za vzniku
nereaktivnich nebo slabéji reaktivnich produktt. Prodluzuji trvanlivost potravin/krmiv
a chrani je proti zk4ze zptisobené oxidaci, jejimiz projevy jsou zluknuti tukl a barevné zmény
potravin/krmiv. Proto je pouziti antioxidantl v potravinaistvi (oleje a jiné tukové latky) i pii
vyrobé krmnych smési (olejnaté komponenty) nezbytné nutné. Predpoklada se, ze tyto
substance jsou bezpecné, ale existuji ur€ité pochybnosti o jejich uzivani v potravinach.

Nejcasteji zminovanymi latkami jsou BHA a BHT. Pro zajisténi antioxidacniho efektu byly
vyrobeny a ufedné schvaleny uz ptred desitkami let. Jsou jednoduse ptipravitelné v Cistém
stavu, jsou relativné levné a mnoha zkouSkami bylo prokézéano, Ze jsou zdravotné nezavadné.
Ptesto se jejich nezavadnost Cas od Casu kritizuje a v literatufe se objevuji zminky o jejich
toxicité - byly popsany piipady koptivky a kontaktniho ekzému [13]. Dalsi latkou, o které
se Casto diskutuje, je propylgallat, ktery se také zda byt bezpecny. Jedna se vSak o latky Ciste

syntetické s problematickym dopadem na organismus budouciho uzivatele v disledku
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dlouhodobého hromadéni téchto latek v organismu. Proto jsou obsahy téchto latek
v krmivech povoleny jen na relativné nizké Grovni a maji byt sledovany.

Ukolem prace bylo vyvinout Gspornéjii a jednodussi metodu, neZ je stavajici metoda AOAC
983.15 [1] a ktera ji spoji se stanovenim ethoxyquinu (stavajici metoda AOAC 963.07 [2].).
Bylo tfeba odzkouSet rozdéleni vSech antioxidanti pouzivanych v krmivech
na chromatografické kolon¢ a dale nejucinnéjsi extrakéni smés pro ziskani dobré vytéznosti
antioxidantli z premixa a krmnych smési.

Pro méteni na HPLC byl pouzit gradient s mobilnimi fazemi MeOH a 1,5% kyselina octova,
pii kterém doslo k dobrému rozdéleni v§ech pouzivanych antioxidanti.

Pro extrakci byly pouzivany smési acetonitrilu s izopropanolem, acetonitrilu s izopropanolem
a ethanolem [8], hexanu s izopropanolem [6,11], hexan [9] nebo methanol [6,11] .

Tyto metody byly odzkouSeny pro premixy a krmné smési.

Pro premixy byla pouzita extrakce smési ACN/isopropanol/ethanol s dobrou vytéznosti mezi
(88 —103) %.

Pro krmné smési, u nichz je potiebny dalsi precistovaci krok, je zatim vytéznost zejména
pro octylgallat a BHT velmi nizka. Z tohoto divodu byla validovana pouze metoda

na stanoveni antioxidantll v premixech.

3  Metoda stanoveni antioxidantii v premixech

3.1 Princip
Obsah antioxidantli v premixech se stanovi po extrakci smésnym rozpoustédlem a natfedéni
smési methanol/voda metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi

s UV detektorem pfi vinové délce 280 nm, pfipadné 254 nm pro ethoxyquin.

3.2 Chemikalie
Chemikalie jsou analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
3.2.1 Voda, ¢istota HPLC.
3.2.2 Methanol, CH;OH, ¢istota HPLC.
3.2.3 Kyselina octova, CH;COOH.
3.2.4 Acetonitril.

3.2.5 Isopropanol.
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3.2.6
3.2.7
3.2.8
3.2.9

3.2.10

3.2.11

3.2.12

3.2.13
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3.3.5
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Ethanol.

Kyselina askorbova.

Methanol.

Extrakéni smés.

Ptiprava: V odmémé 1000ml bance se smisi 500 ml acetonitrilu (3.2.4), 250 ml
isopropanolu (3.2.5) a 250 ml ethanolu (3.2.6), pfida se 0,1% kyseliny askorbové
(3.2.7). Po rozpusteéni se smes dobie promicha.

Redici roztok.

Ptiprava: Do 250ml odmérné banky se odméti 200 ml methanolu, doplni vodou
po znacku a promiché (80% roztok).

Mobilni faze.

Mobilni faze A: methanol (3.2.2).

Mobilni faze B: 1,5 % kyselina octova (3.2.3) ve vodé (3.2.1).

Standardy antioxidantd — butylhydroxyanisol (BHA), butylhydroxytoluen (BHT),
propylgallat (PG), octylgallat (OG), ethoxyquin (ETH).

Zakladni standardni roztok antioxidant.

Ptiprava: Do 100ml odmérné bariky se navazi takové mnozstvi kazdého antioxidantu,
aby vysledna koncentrace byla asi 200 pg v 1 ml. Navazky se rozpusti v methanolu
(3.2.8) a po rozpusténi se roztok vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni
methanolem po znacku a promicha.

1 ml tohoto zakladniho roztoku obsahuje 200 pg kazdého antioxidantu

Pristroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf (HPLC) s pfisluSenstvim.
Ttepacka mechanické laboratorni.

Ultrazvukova lazei.

Odstfedivka laboratorni.

Membranovy filtr 0,45.

Pracovni postup

Vzorek se upravi homogenizaci a mletim na ¢astice o velikosti 1,0 mm tak, aby se zabranilo

prehtati vzorku.
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3.4.1 Extrakce

Do koénické baiky na 500 ml se navazi takové mnozstvi vzorku, aby po nafedéni byla
koncentrace antioxidantii mezi (5 — 20) pg/ml. Ke vzorku se ptida presné¢ 100,0 ml extrakéni
smési (3.2.9), banka se uzavie zatkou a tfepe 30 min na laboratorni tfepacce (3.3.2) a nasledné
se rozpousti 10 min v ultrazvukové ladzni (3.3.3). Potom se obsah v bafice nechd usadit
a filtruje se pies skladany filtr do suché podlozené nddoby, pficemz prvni podil filtratu
se nezachycuje. Poté se premixy nafedi na pozadovanou koncentraci  fedicim  roztokem
(3.2.10). Pted nastfikem na chromatografickou kolonu se extrakt ptefiltruje pfes membranovy

filtr (3.3.5) nebo se odstfedi 5 min pii 10000 ot/min na laboratorni odstfedivce (3.3.4).

3.4.2 Kalibrace

Do sady 25ml odmérnych banck se pipetuje postupné (0,5; 1,0; 2,0; 5,0) ml zékladniho
standardniho roztoku (3.2.13), doplni se fedicim roztokem (3.2.10) po znacku a promicha.
Kalibra¢ni roztoky odpovidaji obsahiim antioxidantii (4,0; 8,0; 16,0; 40,0) pg/ml. Takto
pfipravené roztoky se nanaseji na kolonu HPLC a hodnoty jim odpovidajicich ploch slouZzi

k sestrojeni kalibra¢ni kiivky.

3.4.3 Podminky chromatografického stanoveni
Kalibraéni roztoky 1 extrakty se meéfi za ndasledujicich separa¢nich podminek

chromatografického systému:

Kolona Zorbax 80A Extend C18, 4,6 mm x 150 mm, 5 pm
Mobilni faze 3.2.11

Pritok 1,0 ml/min

Teplota kolony 30 °C

Objem nastiiku 20 pl

Detekce UV 280 nm, piip. 254 nm pro ethoxyquin

Tyto podminky jsou doporucené, mohou se pouzit jiné za predpokladu, Ze davaji rovnocenné

vysledky.
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Tabulka & 1. Casovy pribéh gradientu

Cas %A (MeOH) %B Priitok

(min) (1,5% Kkys. octova) (ml/min)
0,0 55,0 45,0 1,0
33 55,0 45,0 1,0
3,5 75,0 25,0 1,6
4,8 75,0 25,0 1,6
5,0 98,0 2,0 1,2
9,0 98,0 2,0 1,2
10 55,0 45,0 1,0

3.5 Vypocet a vyjadieni vysledku

Obsah jednotlivych antioxidantl (X) vyjadfeny v mg/kg se vypocitd podle vztahu

X, = c, X VxR ’
m
kde
Xx  je obsah jednotlivych antioxidantd v mg/kg,
Cx koncentrace jednotlivych antioxidanti ve vzorku, zjiSténa z kalibra¢niho grafu
v ug/ml,
\Y objem extraktu v ml,
M hmotnost zkuSebniho vzorku v g,
R fedéni.

Vysledkem stanoveni je aritmeticky priimeér vysledkii dvou soubézné provedenych stanoveni,

které spliuji podminku opakovatelnosti.

3.6 Optimalizace HPLC parametra a interpretace valida¢nich parametri

metody

Metoda byla validovana za pouziti software Effivalidation 3.0 [2].
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3.6.1 Optimalizace HPLC parametri

3.6.1.1 Vlnova délka

Pomoci spekter se hledala vinova délka tak, aby vyhovovala pro stanoveni vSech antioxidant
spolecné, protoze kazdy z nich dosahuje svého maxima pii jiné vinové délce. Byla vybrana
vlnova délka 280 nm, ktera se pouziva i ve vSech pracich, zabyvajicich se touto tématikou.
Tato vlnova délka je pouzitelna i pro ethoxyquin, pro ktery se obvykle vyuziva 254 nm, pfi
niZ ma vyssi odezvy. V piipad¢ stanoveni samotného ethoxyquinu lze pouzit tuto vinovou

délku.

3.6.1.2 Kolona

Ke stanoveni antioxidantii se doporucuje kolona sreverzni fazi C-18. OdzkousSeny byly
kolony Purospher Star RP-18 a Zorbax Extend C 18. Prvni z nich se ukazala jako nevhodna
pro detekci ethoxyquinu. Kolona Zorbax Extend C 18 je vyhovujici pro stanoveni vSech

antioxidantu.

3.6.1.3 SloZeni mobilni faze

Pro rozdéleni vSech pika je zcela zésadni vytvoieni vhodného Casového pribéhu gradientu.
Pii slozeni mobilni faze MeOH/1,5% kyselina octova ve vod& byl odzkouSen gradient
od 55 % do 98 % MeOH pro antioxidanty bez dodecylgallatu, ktery se téméf nepouziva
(podle pracovnikii OZI). Piesto byl vyzkouSen gradient i s timto antioxidantem (del§i doba

analyzy), ale pro dalsi valida¢ni kroky nebyl pouzit.

3.6.2  Presnost

Piesnost je urcena rozptylenim vzajemné nezavislych vysledki kolem stfedni hodnoty, které
je zpusobeno ndhodnymi chybami. Pfesnost se vyjadiuje ve formé¢ smérodatné odchylky
vysledkii métent.

Me¢éieni piesnosti (opakovatelnosti) bylo provedeno na tfech riznych hladindch ze Sesti
navazek. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach 2 — 6 a jsou spolecné
1 pro stanoveni spravnosti, vypoctené opakovatelnosti pro jednotlivé antioxidanty jsou pak

v tabulkach 7 — 11.
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Tabulka €. 2. Stanoveni obsahu propylgallatu PG, (mg/kg)

Predlozeno | Méfeni 1 | Meéreni 2 Méreni3 | Méreni4 | Méreni5 | Méreni 6
498,0 412,18 495,9 431,66 489,59 458,42 486,74
1075,7 966,07 1100,33 988,77 977,89 997,17 905,26
2038,8 1923,14 1989,3 2011,88 1834,53 1773,6 2042,68

Tabulka €. 3. Stanoveni obsahu ethoxyquinu, (mg/kg)

Predlozeno | Méfeni1 | Méfeni2 | Méreni3 | Méreni4 | Méreni5 | Meéreni 6
490,5 496,05 524.,5 505,26 508,3 488,24 490,06
981,0 967,42 974,34 968,01 999,93 1017,73 990,25
1962,0 2058,89 2007,29 1934,27 2076,07 1911,95 1986,03

Tabulka €. 4. Stanoveni obsahu BHA, (mg/kg)

PiedloZzeno| Mérenil | Méreni2 | Méreni3 | Méreni4 | Méreni5 | Méreni 6
499,5 488,12 475,27 451,75 499,75 474,1 499,9
1007,0 1008,51 1021,6 1032,58 1016,66 984,2 968,26
2043,0 2006,57 2130,58 2194,66 1967,74 2091,28 1998,28

Tabulka €. 5. Stanoveni obsahu octylagallatu, OG (mg/kg)

PredloZzeno | Méreni 1 | Méreni2 | Méreni3 | Méreni4 | Méreni 5 | Méfeni 6
499,5 430,18 451,8 454,02 425,88 4377 439,88
1045,0 1098,7 913,79 961,24 1003,28 975,46 974,43
2015,0 1995 1966 1985,92 1785,18 1910 1713
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Tabulka €. 6. Stanoveni obsahu BHT, (mg/kg)

Predlozeno | Méreni1 | Méfeni2 | Méreni3 | Méreni4 | MéFeni 5 | Méfeni 6
499,5 433,04 479,7 485,32 488,6 497,26 474,11
1017,0 1031,55 1034,85 1026,09 988,04 1002,37 996,6
2075,9 2084,32 2084,67 1977,46 2031,34 1987,38 2134,94

Tabulka €. 7. Opakovatelnost propylgallatu, PG

Urovei Pramér Opakovatelnost Relativni RSD

(mg/kg) (mg/kg) opakovatelnost (%) (%)

1 462,42 34,46 7,45 6,80

2 989,25 63,44 6,41 5,85

3 1929,19 106,34 5,51 5,03
Tabulka €. 8. Opakovatelnost ethoxyquinu

Urovei Pramér Opakovatelnost Relativni RSD

(mg/kg) (mg/kg) opakovatelnost (%) (%)

1 502,07 13,59 2,71 2,47

2 986,28 20,12 2,04 1,86

3 1995,75 65,53 3,28 3,00

Tabulka ¢. 9. Opakovatelnost BHA

Urovei Pramér Opakovatelnost Relativni RSD

(mg/kg) (mg/kg) opakovatelnost (%) (%)

1 481,48 18,41 3,82 3,49

2 1005,30 24,36 2,42 2,21

3 2064,85 88,46 4,28 3,91

41




Tabulka €. 10. Opakovatelnost octylagallatu, OG

Uroveii Primér Opakovatelnost Relativni RSD
(mg/kg) (mg/kg) opakovatelnost (%) (%)

1 439,91 11,29 2,57 2,34

2 987,82 61,73 6,25 5,71

3 1892,52 117,20 6,19 5,65

Tabulka €. 11. Opakovatelnost BHT

Uroveii Primér Opakovatelnost Relativni RSD (%)
(mg/kg) (mg/kg) opakovatelnost (%)
1 476,34 22,63 4,75 4,34
2 1013,25 19,99 1,97 1,80
3 2050,02 61,85 3,02 2,75

3.6.3 Spravnost

Spravnost urcuje shodnost vysledki méteni validované vlastnosti s deklarovanou referencni
hodnotou. Spravnost byla zji§tovdna pomoci standardnich ptidavkia Cistych latek k presné
navazce vzorku. Byly porovnany ocCekavané a ziskané obsahy antioxidantli a vypoctena
vytéznost. Spravnost byla testovana pomoci studentova t-testu, jedna z predlozenych hladin
octylgallatu tomuto testu nevyhovéla, ostatni byly v poradku. Pfi pouziti vypoctu spravnosti
regresn¢é [14] byla hypotéza o spravnosti metody v celém rozsahu piijata. Vysledky jsou

uvedeny v tabulkach 12 — 17.

Tabulka €. 12. Ovéreni vytéZnosti propylgallatu, PG

PredloZeno | Naméieno | VytéZnost

Urovei Presnost t t-Kkrit Hypotéza
(mg/kg) | (mgkg) | (%) P
1 498 462,42 92,85 34,46 2,530 | 2,571 Piijata
2 1055,7 989,25 93,71 63,44 2,566 | 2,571 Piijata
3 2038,8 1929,19 94,62 106,34 2,525 | 2,571 Ptijata
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Tabulka €. 13. Ovéreni vytéZnosti ethoxyquinu

. . | PFedloZeno | Naméreno | VytéZnost . . .
Uroven Presnost t t-Kkrit Hypotéza
(mg/kg) | (mgkg) | (%) P
1 490,5 502,07 102,36 13,59 2,085 | 2,571 Ptijata
2 981 986,28 100,54 20,12 0,643 | 2,571 Piijata
3 1962 1995,75 101,72 65,53 1,262 | 2,571 Ptijata
Tabulka €. 14. Ovéreni vytéznosti BHA
’ . | PFedloZeno | Naméieno | VytéZnost " . .
Uroven Presnost t t-krit | Hypotéza
(mg/kg) | (mgkg) | (%) P
1 499,5 481,48 96,39 18,41 2,398 | 2,571 Piijata
2 1007 1005,30 99,83 24,36 0,171 | 2,571 Ptijata
3 2043 2064,85 101,07 88,46 0,605 | 2,571 Piijata
Tabulka €. 15. Ovéreni vytéZnosti octylagallatu, OG
. . | PfedloZeno | Naméreno | VytéZnost . . .
Uroven Presnost t t-krit | Hypotéza
(mgkg) | (mgkg) | (%) P
1 499,5 439,91 88,07 11,293 12,933 | 2,571 Nepfijata
2 1045 987,82 94,53 61,73 2,269 | 2,571 Ptijata
3 2015 1892,52 93,92 117,20 2,560 | 2,571 Piijata
Tabulka €. 16. Ovéreni vytéznosti octylgallatu, OG regresné
Parametr | Naméreno | PFesnost Vytﬁ/Zl;OSt Interval spolehlivosti Hypotéza
(1)
Usek | —10,658 | 50,422 —227,6 az—206,3 Piijata
Smérnice 0,945 0,043 94,477 0,76 az 1,13 Ptijata
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Tabulka €. 17. Ovéreni vytéznosti BHT

. . | PFedloZeno | Naméieno | VytéZnost . . ,
Uroven Presnost t t-krit Hypotéza
(mg/kg) | (mg/kg) (%) P
1 499.5 476,34 95,36 22,63 2,507 | 2,571 Ptijata
2 1017 1013,25 99,63 19,99 0,460 | 2,571 Piijata
3 2075,9 2050,02 98,75 61,85 1,025 | 2,571 Piijata

3.6.4 Citlivost

Citlivost je stanovena z hodnot

kalibra¢nich kiivek jednotlivych komponent a je déna

zménou signalu vyvolanou zménou validované vlastnosti (tj. smérnici kalibra¢ni kiivky).

Tabulka €. 18. Namérené hodnoty kalibracnich krivek

PG Ethoxyquin BHA oG BHT

pg/ml | plocha | pg/ml | plocha | pg/ml | plocha | pg/ml | plocha | pg/ml | plocha
2,03 |112,402| 1,75 6,796 2,37 | 30,053 | 2,08 | 72,577 | 2,058 | 21,146
4,06 (216,077 3,50 | 13,527 | 4,74 | 57,447 | 4,16 |141,425| 4,116 | 37,191
8,13 [430,003| 7,01 |26,735| 9,47 |113,835| 8,31 |278,048| 8,232 | 69,115
16,26 |845,900| 14,02 | 52,666 | 18,94 [224,590| 16,62 |549,634| 16,464 | 130,460
24,38 |1265,58| 21,02 | 79,084 | 28,41 [336,326| 24,94 |824,089| 24,696 | 193,094
40,64 12099,41| 35,04 |132,036| 47,36 [558,793| 41,56 |1370,63| 41,16 |321,856

Citlivost analytické metody dana smérnici kalibra¢ni piimky je pro jednotlivé analyty tato:

PG

Ethoxyquin
BHA

oG

BHT

51,47776

3,757
11,756
32,868
7,667
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3.6.5 Linearita

Linearita je také vypoctena z hodnot namétenych v kalibracnich kiivkach, sleduje zavislost

mezi koncentraci analytu a signalem pfistroje. Pomoci QC testu byla u vSech zkouSenych

antioxidantl linearita prokézana.

Tabulka €. 19. Statistické vyhodnoceni linearity jednotlivych antioxidanti

Antioxidant| Vypocteny R | R k testovani Vyp(())écten)" tegoCV:i(ni Hypotéza
PG 0,999997 0,99 0,224 5 Ptijata
Ethoxyquin 0,999994 0,99 0,323 5 Piijata
BHA 0,999999 0,99 0,118 5 Ptijata
0OG 0,999999 0,99 0,109 5 Piijata
BHT 0,999961 0,99 0,782 5 Ptijata

3.6.6 Selektivita

Selektivita je definovana jako schopnost metody piesné a spravné stanovit analyt

1 v pfitomnosti interferujicich latek (matrice). Ovéreni selektivity jednotlivych antioxidantt je

uvedeno v tabulkach 20 — 24.

Tabulka €. 20. Ovéreni selektivity propylgallatu, PG

Standard Plocha Ploch Smérni
bez piku bez | Standard ocha MErmee | g mérnice . .
. . . . piku bez . T vyp. t-Kkrit Hypotéza

matrice matrice s matrici . . . S matrici

ug/ml MV/s s matrici matrice

2,032 112,402 498 24166 51,478 49,858 0,027 2,306 Ptijata
4,064 216,077 1055,7 47115

8,127 430,003 2038,8 103294

16,255 845,9 1 1

24,381 | 1265,589 1 1

40,635 | 2099418 1 1
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Tabulka €. 21. Ovéreni selektivity ethoxyquinu

Standard | Plocha Ploch Smérni
bez piku bez | Standard Oli a mle)ermce Smérnice T tkrit Hvpoté
matrice matrice | s matrici s lﬂ; t;'lici ma t(i* Zic e |S matrici VYP. -Krl ypoteza
pg/ml MV/s
1,752 6,796 490,5 2041,331 3,757 4,255 0,731 2,306 Ptijata
3,504 13,527 981 4126,047
7,008 26,735 1962 8356,157
14,016 52,666 1 1
21,024 79,084 1 1
35,04 132,036 1 1
Tabulka ¢. 22. Ovéreni selektivity BHA
Standard | Plocha Ploch Smérni
bez piku bez | Standard Oli a mle)ermce Smérnice T tkrit Hvpoté
matrice matrice | s matrici s lﬂ; t;'lici ma t(i* Zic e |S matrici VYP. -Krl ypoteza
pg/ml MV/s
2,3675 30,053 499,5 5861 11,756 11,618 0,056 2,306 Ptijata
4,735 57,447 1007 11438
9,471 113,835 2043 23802
18,941 224,59 1 1
28,413 336,326 1 1
47,355 558,793 1 1
Tabulka €. 23. Ovéreni selektivity octylgallatu, OG
Standard | Plocha Ploch Smérni
bez piku bez | Standard olc( a mte):rnlce Smérnice T t-krit Hvootéza
matrice | matrice | s matrici | rﬁ; t:ici ma tei‘zice s matrici VyP. -Kn ypotez
pg/ml MV/s
2,078 72,577 499,5 13342 32,868 32,343 0,019 2.306 Ptijata
4,156 141,425 1045 32409
8,312 278,048 2015 65387
16,623 549,634 1 1
24,936 824,089 1 1
41,56 1370,633 1 1
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Tabulka €. 24. Ovéreni selektivity BHT

Standard Plocha Ploch Smérni
bez piku bez | Standard olc( a mle)zrmce Smérnice T tkrit Hvpoté

matrice matrice | s matrici s np;; t:*lici ma :;Zic e | S matrici vyp. -Kr1 ypoteza

pg/ml MYV/s

2,058 21,146 499,5 3611 7,667 7,944 0,073 2.306 Ptijata

4,116 37,191 1017 7852

8,232 69,115 2075,9 16522

16,464 130,46 1 1

24,696 193,094 1 1

41,16 321,856 1 1

3.6.7 Meze detekce a meze stanovitelnosti

Mez detekce je nejniz$i mnozstvi stanovované latky, které Ize statisticky vyznamné odlisit

muze byt stanoveno pomoci dané¢ metody.

Tabulka €. 25. Meze detekce a stanovitelnosti pro premixy

cvwr

Antioxidant Mez detekce Mez stanovitelnosti
(mg/kg) (mg/kg)
PG 1,39 4,68
Ethoxyquin 2,39 7,96
BHA 2,89 9,66
oG 4,08 13,54
BHT 6,57 21,80
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3.7 Diskuse a vysledky

Tato metoda byla validovana a je pouzitelna pro stanoveni antioxidanta (BHA, BHT, PG, OG
a ethoxyquinu) v premixech. Stanoveni octylgallatu nevyhovélo pii stanoveni spravnosti
(opakovatenosti) v hladin¢ 500 mg/kg z dlivodu niz$i vytéznosti a malého rozptylu vysledkd.
Také ma vyssi mez detekce a stanovitelnosti, coz miize byt zpiisobeno kontaminaci ,,slepych*

vzorkli danym antioxidantem.

4  Zavér

Metodu pro stanoveni antioxidanti je tfeba rozsitit o pouziti pro krmné smési. U nich je nutno
pouzit dalsi precistovaci krok, protoze tyto smési obsahuji velké mnoZzstvi balastnich latek.
Lze vyuzit SPE kolonky, jejichz pouziti jiz bylo popséano [8].

Metoda pro stanoveni antioxidantli v premixech byla ovéfena a Ize ji pouzivat pro stanoveni

pozadovana oddélenim ZI.
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6 Prilohy

Obrazek ¢. 1. Chromatogram — standard antioxidanti

DAD1 A, Sig=280,10 Ref=360,100 (081203 ANVANTO0003.D)
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Obrazek €. 2. Chromatogram — premix (realny vzorek)

DAL A, Sig=220,10 Ref=360,100 (021202 ANWHTOO0O11.00
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Obrazek ¢. 3. Popis piku PG
3TD 1 ant

Compoundg 2 @ Propvlgalat
Amount [ ngskgl: 10,0741

Peak description [min]:
Fimmal: DAD1 A, 3ig=2Z80.10 Ref=360,100

RetTime: Z2.515 E': mAL o
Height: GG 67 Area: 55701 60 3
Jtart: 2.273 End: Z.547 50
Skemu: 0.214 Excezz: 0.545%
Width at half height: 0.125 <0
5 zioma: 0.273 a0 3
tangent: 0.223
tailineg: 0.265 207
SYMmetry: 0.953 10 3
USSP Tailineg: 1.047
Integration type: MM a4 L L
Time increment [msec]: 400.0 L
Data pointa: 106 24 275 min
Statistical moments (BE peak detection): Efficiency: Flates per ..
Mo:  557.1 column neEter
Ml: 2.5:21 Tanecent method 2033 13553
Mz: 0.0031846 Halfwidth method 2128 14187
M3: 0.0000355 5 simma method 2117 14113
Md: 0.0000356 Jtatistical 19595 13300
Felationshiv to vreceeding veak: Gelectiwvitw: L.g%uU
Fesolution Tangent method: 5.995 5 sigma method 6,516
Halfwidrth method 5.906 Startistical method 6.355
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Obrazek ¢. 4. Popis piku ethoxyquinu
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TSP Tailineg: 1.145 ; .
Integration type: MM -3 !
Time increment [msec]: 400.0 T T T T T T
Data pointa: g0 4.2 44 min
Statistical moments [EE peak detection): Efficiency: Plates per ..
MOz 39.7 column neter
Ml: 4,297 Taneent method 10635 70900
Mz: 0.001754 Halfwidrh method 11373 75520
M3i:  0.000023 5 simma method 10364 EO093
M4: 0.00001 Statistical 10290 ESEO0
Belarionshiv to wvreceeding veak: Gelectivite: 1.705
Feszolution Tangent method: 2.110 5 zigma method 0164
Halfwidth method 9.3435 Jtatistical method 8087
Obrazek €. 5. Popis piku BHA
S5TD 1 ant
Compoundg 3 : BHA
Amount [ mgfkgl: 10.0750
Peak description [min]:
Fimmal: DAD] A, 3ig=280.10 Ref=360,100
RetTime: 6.204 k': - mAally
Height: Z4.16 Area: 1z0.8 20
jtarc: G6.095 End: 6. 367
Skeuw: 0.310 Excess: 0.z247 15
Width at half height: 0.a7?
5 =sicma: 0.170 10
tangent: 0.134
tailing: 0.laoa 5
Ivmmetry: 0.550
T3P Tailinea: 1.125 e
Integration type: MM ! .
Time increment [msec]: 400.0 T T T "
Data points: 13 fi1 g g mio
Statistical moments (BE peak detection): Efficiency: Plates per ..
Ma: 120.7 columr LETEY
Ml: o6.206 Tangent method 34269 225460
Mz: 0.00117 Halfwidth method 36277 241847
M3i: 0.000012 5 simma method 33294 221960
Md: 4, 44565e-006 Statistical 32915 219453
Felationshiv to vreceeding veak: Gelectivity: 1.446
Besolution Tangent method: 1z. 746 5 sigma method 12574
Halfwidrth method 13.130 Startistical method 12 457
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Obrazek €. 6. Popis piku OG

STD 1 ant
Compound# 4 @ 0G
Amount [ wngskgl: 1006537
Peak description [min]:
Simmal: DAD]1 A, S5ig=280.10 Ref=360,100
RetTime: 7.062 E': - maly
Height: 104.88 Area: 352.0 100
Jtart: G.955 End: T.175
Skem: 0. 326 Excess: 0. 322 &0 7
Width at half height: 0.05z2 g0
5 sicma: 0.113
tangent: 0.091 an
tailing: 0,110
Fvmme trv: 0,895 20
TSP Tailineg: 1.111
Integration type: MM u] . -
Time increment [msec]: 400.0 T L T
Data pointa: 44 z 1 [
Statistical moments [EE peak detection): Efficiency: Plates per ..
MO:  352.3 column neter
Ml: 7.066 Tangent method A7153 Ga7EET
MzZ: 0.0005z26 Halfwidth method 102769 BB5127
Mi:  3.93941e-006 5 siogma method 97075 G471E7
Ma: 9.196:2T7e-007 Statistical 94900 BI2BET
Felationshiv to vreceeding veak: Gelectiwvitw: 1.135
Fesolution Tangent method: 7,640 5 sigma method T.573
Halfwidth method 7.847 Statistical method 7,526
Obrazek ¢. 7. Popis piku BHT
S5TD 1 ant
Compoundg 7 @ BHT
Amount [ mgfkgl: 10.08535
Peak description [min]:
Simmal: DAD] A, 5ig=280.10 Ref=360,100
RetTime: 7.911 k': - maly
Height: 21.45 Area: 75.5 20 3
Start: 7,529 End: g.025
Skew: 0.225 Excess: 0,059 15 ]
Width at half height: o.as7
5 sicma: 0.122
tangent: n.099 0]
tailing: 0,120
Symmetrv: 0.916 51
T3P Tailinea: 1.083
Integration type: M o = .
Time increment [msec]: 400.0 . 1 T T T T
Data pointa: 45 4 [
Statistical moments (BE peak detection): Efficiency: Plates per ..
MO:  TE8.5 column neter
Ml: 7.912 Tandgent unethod 101616 557880
MzZz: 0.000E06 Halfwidth method 106574 710483
Mi:  3.36l45e-006 5 siogma method 104736 TOETE0
Md: 1.13447e-006 Statistical 103285 TO4357
Belarionshiv to wvreceeding veak: Gelectiwvite: 1.1z20
Fesolution Tangent method: 5.944 5 sigma method 9,038
Halfwidth method 9.153 Statistical method §.893
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