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Abstrakt

Tato prace se zabyva vyvojem a zakladni validaci metody stanoveni obsahu sachardzy,
glukozy a fruktozy vnektaru zkvéti. Vyuziva metodu kapilarni elektroforézy
s bezkontaktni vodivostni detekci.

V teoretické Casti jsou obecné popsany funkce sacharidi v nektaru, princip kapilarni
elektroforézy a bezkontaktni vodivostni detekce. Je zde i1 stru¢ny piehled konkrétnich
aplikaci pfi stanovovani sacharidi.

Pfi experimentalni ¢asti bylo nejprve otestovano davkovani na dlouhém a na kratkém
konci kapilary. Pii dalSich experimentech byl optimalizovan zakladni elektrolyt, kde byly
vyzkouSeny koncentrace NaOH 10 az 50 mmol I"'. Optimalni podminky pro experimenty
bylo ddvkovani na krat$im konci kapilary, 40mmol 1! NaOH jako zékladni elektrolyt a
separacni napé€ti 15 kV. Poté byla ovétena opakovatelnost, mez detekce a stanovitelnosti a
také vytéZnost metody s redlnym vzorkem nektaru. Jako vnitini standard byla pouZita
laktéza o koncentraci 0,2 mg ml™'. Relativni smérodatna odchylka stanoveni byla pod 2 %.
Hodnoty meze detekce byly pod 0,003 mg ml! a hodnoty stanovitelnosti byly pod
0,009 mg ml™!. Vytéznost metody byla 97-105 %. Déle byla proméiena kalibrace, ze které
byl stanoven obsah jednotlivych sacharidii ve vzorku. Pivodni vzorek obsahoval 1,204 +
0,011 mg (n = 3, 0,1 %) sacharozy, 0,341 + 0,009 mg (n = 3, 0,08 %) glukozy a 0,358 +
0,008 mg (n =3, 0,07 %) fruktdzy.

Kli¢ova slova

Kapilarni elektroforéza, bezkontaktni vodivostni detekce, sacharidy



Abstract

This work deals with the development and basic validation of a method for
determination of sucrose, glucose and fructose content in floral nectar. It uses capillary zone
electrophoresis with contactless conductivity detection.

The theoretical part describes the functions of carbohydrates in nectar, principles of
capillary zone electrophoresis and contactless conductivity detection. There is also a brief
overview of applications in the determination of carbohydrates.

In the experimental part, sample injection at the short and at the long end of capillary
were tested. In further experiments, the background electrolyte was optimized. The tested
concetrations of NaOH were from 10 to 50 mmol I"!. Optimal conditions for the experiments
were injection at the short end of the capillary, 40mmol I! NaOH as background electrolyte
and separation voltage of 15 kV. Then, the repeatability, limit of detection and quantification
and recovery of the method with a real sample of nectar were verified. Lactose was used as
an internal standard. Relative standard deviation was below 2 %. Limits of detection were
below 0.003 mg ml! and limits of quantification were below 0.009 mg ml!. Recovery of the
method was 97-105 %. Furthermore, the calibration dependences were measured, from
which the concentration of carbohydrates in the sample was determined. The original sample
contained 1.204 £ 0.011 mg (n = 3, 0.1 %) of sucrose, 0.341 = 0.009 mg (n = 3, 0.08 %) of
glucose and 0.358 £ 0.008 mg (n = 3, 0.07 %) fructose.

Key words

Capillary electrophoresis, contactless conductivity detection, carbohydrates
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

BGE
CZE
EOF
HPLC

LOD
LOQ
MS
PAD
RID
RSD
SD

Cobs
Cpi

Cref

zakladni elektrolyt (background electrolyte)

kapilarni zonova elektroforéza (capillary zone electrophoresis)
elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

mez detekce (limit of detection)

mez stanovitelnosti (limit of quantification)

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

pulzni amperometricka detekce (pulse amperometric detection)
refraktometricka detekce (refraction index detection)

relativni smérodatnd odchylka (relative standard deviation)

smérodatnd odchylka (standard deviation)

pozorovana koncentrace
koncentrace pfidavku
teoretickd hodnota koncentrace
hodnota Sumu zakladni linie
interval spolehlivosti

smérnice piimky

pocet méteni

vytéZnost

aritmeticky pramér



1. Cil prace

Cilem prace je optimalizace a validace metody kapilarni elektroforézy s bezkontaktni

vodivostni detekci pro stanoveni sachardzy, glukdzy a fruktdzy v nektaru z kvéta.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Sacharidy v nektaru z kvéti

Kvétinovy nektar je tekutina, produkovana krytosemennymi rostlinami, obsahujici vodu
a sacharidy — pfedevsim disacharid sachardzu a jeho slozky hexo6zy fruktézu a glukoézu. U
urcitych druhti rostlin tyto sacharidy stopové doprovazi napi. maltdoza, melibidoza nebo
rafindza. Nektar jako dobry zdroj zivin je atraktant nejen pro opylovace, kteti praveé pii
konzumaci nektaru rostlinu zdroveil opyluji, ale také pro mikroby. Proto jako obranu
vylucuji nékteré rostliny do nektaru napt. peroxid vodiku [1], [2].

Rizny pomér sachar6zy a monosacharidii v kvétinovych nektarech 1aké odlisné druhy
opylovact. Relativni mnozstvi kazdého ze sacharidii urCuje nektarova invertdza, ktera
hydrolyzuje sachar6zu na fruktdzu a glukézu.

Zalezi také na celkové koncentraci sacharidi v nektaru, protoze prave ty jsou hlavnim
zdrojem energie. Zatimco se zvySujici se koncentraci sacharidi se energeticky obsah zvySuje
linearné, viskozita nektaru se zvysuje exponencialné. Takze pfi nizkych koncentracich je
ptfijem energie omezen nizkym obsahem sacharidii, zatimco pfi vysokych koncentracich je
omezen vysokou viskozitou roztoku [3].

Sledovani obsahu sacharidll v nektaru z kvéth je dilleZité pro pochopeni interakci mezi
opylovacem a rostlinou. Obsah sacharidii v nektaru je jednou z vlastnosti rostliny, které
rozhoduji o atraktivnosti nektaru pro dany druh opylovace. Kvilli chybé&jicim datim
z riznych oblasti svéta stale neni jasny jejich pfesny vyznam ¢i obecny vzorec pii vybéru
nektaru opylovacem [4].

V této praci bude stanovovan obsah sachardzy, glukézy a fruktdézy v nektaru z kvéth

Bidens Manii metodou kapilarni elektroforézy.

2.2 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE, capillary zone electrophoresis) je nejbéznéji

pouzivana elektroforetickd metoda, zaloZena na rozdilech elektroforetickych mobilit.

2.2.1 Instrumentace

Kapilarni zonova elektroforéza je pomérné jednoduchad na instrumentaci. Skldda se

z kapiléry, jejiz konce Usti do dvou nadobek, ve kterych jsou elektrody. V bézném



usporddani je detektor umistén blizko katody. Elektrody jsou polarizovatelné, takze v

ptipad¢ vyhodnéjsiho opacného usporadani Ize elektrody pouze piepolovat.

2.2.2 Zakladni princip

Nejcastéji pouzivané kapilary v CZE jsou kapilary kiemenné, na jejichz povrchu jsou
ionizovatelné silanolové skupiny (-Si-OH). Na elektrody je vloZzeno vysoké napéti a na
rozhrani povrchu kiemenné kapiléry a zakladniho elektrolytu (BGE, background electrolyte)
pak vzniknou tfi vrstvy — negativné nabity povrch kapildry (pti pH>2), imobilizovana vrstva
kationtd (Sternova vrstva) a difuzni vrstva kationtd. Kationty, které jsou v tésné blizkosti
negativné nabitého povrchu, tvoii elektrickou dvojvrstvu. Vzdalenégjsi kationty migruji ke
katod¢ a strhavaji s sebou i molekuly rozpoustédla, tim vznika elektroosmoticky tok (EOF,
electroosmotic flow). Rychlost elektroosmotického toku je obvykle vétsi nez rychlost
migrace iontl analytu.

Separa¢ni mechanismus je zaloZen na riiznych velikostech solvatovanych iontil a na jejich
naboji, ktery v ptipad¢ slabych elektrolyti zavisi na pH zakladniho elektrolytu. Na Obr. 2.1
je znazorneno, Ze ionty 1 neutrdlni latky jsou unaseny elektroosmotickym tokem smérem ke
katodé, u které je v tomto uspofadani umistén i detektor. Zatimco anionty jsou zpomalovany
svou tendenci migrovat k anod¢, kationty jsou naopak svou tendenci migrovat ke katodé
urychlovany. Takto dojde k separaci jednotlivych ionti do zon. Poradi iontd putujicich
k detektoru je urceno jejich rozdilnou rychlosti migrace v zdkladnim elektrolytu, pficemz

tato rychlost je dana velikosti molekuly a naboje [5].

elektricka dvojvrstva

Obr. 2.1: Znazornéni principu déleni iontlh metodou CZE. Pfevzato z [5] a upraveno.
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2.2.3 Bezkontaktni vodivostni detekce

Bezkontaktni detekcni cely se skladaji z elektrod, které jsou izolovany od méfeného
roztoku (Obr. 2.2). Elektrody se skladaji z tenké vodivé kovové vrstvy, kterd je nanesena
pfimo na polyimidovy povrch kapilary nebo, jak je to v nasem piipadé, z kovové trubice,
kterou kapilara prochazi [6]. Na prvni elektrodu je vlozen stfidavy signal z generatoru, ten
je prenasen povrchem kapilary a pfijiman elektrodou druhou. Elektrody jsou od sebe
odd¢leny detekéni mezerou, takze ptijimany signal je ovlivnén vodivosti zony v detekéni
mezeie [7]. Tento zpisob bezkontaktni detekce je vyhodny, protoze odpada jakakoliv
modifikace kapilary nebo jejiho polyimidového povrchu a €isténi ¢i proplachovéni detekéni

cely [8].

vysilaci vélcova pfijimaci valcova
elektroda elektroda

separacéni
kapalina

detekéni mezera

generator elektronicky

obvod

Obr. 2.2: Schéma bezkontaktniho vodivostniho detektoru v CZE. Pievzato z [7].
2.2.4 Stanoveni sacharidii pomoci CZE

Kapilarni elektroforézou se daji stanovit sacharidy v riznorodych vzorcich napft.
farmaceutickych, medicinskych a potravinafskych. Separovat se daji 1 jinak tézko
rozlisitelné izomery rozdilné jen v jedné vazbé.

Aby se daly sacharidy stanovit pomoci CZE, je tieba nejdiive zajistit, aby byly nabité.
Toho lze dosdhnout pouzitim siln€ alkalického zékladniho elektrolytu, komplexaci sacharid
(nejcastéji s boraty) nebo derivatizaci [9].

Pro pouziti CZE s bezkontaktni vodivostni detekci je tfeba pouZit elektrolyt, jehoz koiont
ma vyrazné jinou mobilitu, neZ mé disociovany sacharid. Tento rozdil zajisti dobrou
citlivost, protoze se vodivost vyrazné zméni v zon¢ analytu. Disociovany sacharid ma velmi
nizkou mobilitu, proto je mozné pouzit hydroxid sodny. Ten je navic kompatibilni s velkym

rozsahem vzorku a aditiv [10].
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Metoda pro stanoveni mono— a disacharidi v napojich, potravinich a potravinovych
aditivech [11] pouziva kiemennou kapildru o vnitfnim priméru 5 pm a efektivni délce
18,3 cm. Separace byla provadéna pii napéti 15 kV, jako optimdlni BGE byl pouzit
75 mmol I'! NaOH, kdy byla zakladni linie bezkontaktni vodivostni detekce stabilni a
sacharidy byly dostatecné oddéleny (pouze mandza a fruktdza byly odd€leny ¢astecné kvuli
jejich velmi podobnym disociacnim konstantdm). Tyto experimentalni podminky zajistily
velmi rychlé separace s migraénimi ¢asy do 134 s a meze detekce mensi nez 1 pmol 1.

Metoda pro stanoveni sacharidii v energetickych napojich [12] pouziva kiemennou
kapilaru o vnitinim priméru 10 pm, délce 10 cm a efektivni délce 4 cm. Separacni napéti
bylo 5 kV, jako optimalni BGE byl zvolen 75 mmol 1! NaOH. Je v$ak uvedeno, Ze pro
stanoveni smési sachardzy, glukézy a fruktodzy, které maji dostate¢né odliSné migracni
rychlosti, je vhodné jako BGE pouzit KOH diky vyssi citlivosti detekce a krat$i dobé
separace.

Metoda pro stanoveni sacharidli ve vzorcich medu s neptimou UV detekci [13] pouziva
kifemennou kapilaru s vnitinim priimérem 50 pm, délkou 68 cm a efektivni délkou 58 cm.
Jako BGE byl pouzit 10 mmol 1! benzoat sodny s 1,5 mmol I cetyltrimethylamonium
bromid, ktery byl pfidan z divodu otoceni sméru EOF. Separacni napéti bylo -25 kV.

Dalsi metoda pro stanoveni sacharidii ve vzorcich medu s amperometrickou detekci [14]
vyuziva kifemennou kapildru s vnitinim primérem 25 pm a celkovou délkou 57 cm.
K amperometrick¢ detekci je pouzit tiielektrodovy systém, ktery se skladal
z pracovni pastové uhlikové elektrody modifikované nano-NiO, nasycené kalomelové
referentni elektrody a platinové protielektrody. Jako BGE byl pouzit 50 mmol 1! NaOH a
separacni napéti bylo 10 kV. Potencial vloZzeny na pracovni elektrodu byl 0,55 V. Meze
detekce byly 0,3 pmol I'! pro glukozu i fruktézu a 0,6 pmol 1'! pro sacharozu.

Metoda pro stanoveni sacharida ve forenznich a farmaceutickych vzorcich [15] vyuziva
kifemennou kapilaru o vnitinim priméru 50 um, celkové délce 60 cm a efektivni délce 50 cm.
Zakladni elektrolyt byl slozen z 98mmol 1! NaOH a 120mmol 1! NaCl. Pro oto¢eni sméru
EOF byl pouzit hexadimetrin bromid. Separa¢ni napé&ti bylo -14 kV. Pfiméa UV detekce byla

zalozena na tvorb¢ absorbujiciho meziproduktu fotooxidaci.
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2.3 Dalsi metody stanoveni sacharidii

Metoda pro stanoveni sacharidii v rostlinnych materidlech pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC, high performance liquid chromatography)
s refraktometrickou detekci (RID, refraction index detection) [16] vyuzivé kolonu Nucleosil
CHO 682 (Pb) s ptedkolonou s délkou 21 mm a vnitinim pramérem 4,6 mm a hlavni kolonou
s délkou 300 mm a vnitinim pramérem 7,8 mm. Kolona byla temperovana na 85 °C. Byla
pouzita isokraticka eluce vodou, priitokova rychlost byla 0,4 ml min'. Méfeni trvalo 50
min, nejdelsi retencni ¢as méla ribdza, a to necelych 45 min. Tyto podminky zajistily
vynikajici separaci nejvice frekventovanych mono— a disacharidi. Relativni smérodatna
odchylka stanoveni byla do 5 %.

Metoda stanoveni sacharidi ve viné a dZzusech uspotddanim HPLC-RID [17] byla
provedena kolon¢ Hi-Plex H o délce 300 mm a priméru 7,7 mm s rozméry vnitinich ¢astic
8 um, ktera byla chranéna predkolonou. Kolona byla temperovana na 70 °C. Aplikovana
rychlost priitoku byla 0,5 ml min™'. Jako mobilni fize byla pouzita 4M H>SO4. Délka jedné
analyzy byla 20 min. Mez detekce byla maximélné 0,05 g 1"\,

Metoda pro soucasné stanoveni 13 sacharidi [18] byla provedena pomoci uspotradani
vysokoucinné aniontové vyménné chromatografie s pulzni amperometrickou detekci (PAD,
pulse amperometric detection) nebo s hmotnostni spektrometrii (MS, mass spectrometry).
Byla pouzita kolona CarnoPac PA20 s délkou 150 mm a primérem 3 mm. Optimalni
prittokova rychlost byla 0,45 ml min™'. Analyza vech 13 sacharid@ byla provedena b&hem
23 min. Mez detekce pii pouziti PAD byla maximélné 0,1 pg kg™! a mez stanovitelnosti

1,2 ng kg''; pii pouziti MS byla mez detekce maximalné 1,5 ug kg™ a mez stanovitelnosti

5,5 ug kgl
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3. Experimentalni Cast

3.1 Pouzité chemikalie a materily

Hydroxid sodny, p.a. (Penta, Ceska republika)

Deionizovana voda, systém Milli-Q (Millipore, USA)
Glukoza, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, USA)

Fruktoza, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, USA)

Sacharéza, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, USA)

Laktoza, > 99,5 % (Sigma-Aldrich, USA)

Vzorek nektaru z 20 kvétd Bidens Mannii (Kamerun, 11/2019)

3.2 Instrumentace

Analytické vahy Precisa (Precisa, Svycarsko)

Kapilarni elektroforéza Agilent Technologies 7100 s bezkontaktnim vodivostnim
detektorem (Agilent Technologies, Némecko)

Stolni centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Némecko)

3.3 Piiprava kalibra¢nich roztokl a vzorku

Zasobni roztoky glukézy, fruktdzy, sacharézy a laktozy o koncentraci 5 mg ml! byly
pfipraveny odvaZenim 25 mg daného sacharidu na analytickych vahach do Sml odmérnych
banck, které byly nasledné doplnény po rysku deionizovanou vodou. Kalibra¢ni roztoky o
koncentracich 0,5, 0,3, 0,1, 0,08, 0,04 a 0,01 mg ml! byly pfipraveny fedénim t&chto
z4sobnich roztokd. Jako vnitini standard byla pouZita laktéza o koncentraci 0,2 mg ml™.

Vzorek nektaru z kvétih byl doddn skupinou RNDr. Roberta Tropka, Ph.D. z Katedry
ekologie, PfF UK. Nektar byl z kvétl oplachnut vodou, kterd byla nasledn¢ odpatfena do
sucha. K analyze byl dodan suchy odparek v polypropylenové mikrozkumavce. Ke vzorku
bylo ptiddno 100 pul deionizované vody, poté byl 10 minut centrifugovan na stolni centrifuze

pfi 13,5 tis. otdckach za minutu.

3.4 Elektroforetické podminky

Elektroforetické stanoveni bylo provedeno s bezkontaktni vodivostni detekci. Méteni

byla provedena v kfemenné kapilafe o priméru 20 um (Polymicro technologies, USA),
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celkova délka byla 50,0 cm, efektivni délka byla 35,0 cm pii davkovani z dlouhého konce
kapilary a 15,0 cm pii davkovani z kratkého konce kapilary. Na zacatku dne byla kapiléara
vzdy nejdfive promyvana 10 minut hydroxidem sodnym o koncentraci 1 mol 1! a poté
deionizovanou vodou. V optimalizované metod¢ byl vzorek davkovan hydrodynamicky
z kratkého konce kapilary tlakem 5,0 kPa po dobu 20 sekund, pracovni napéti bylo 15 kV
(anoda na kratkém konci kapilary), systémem protékal proud piiblizné¢ 10 pA. Teplota
kazety s kapilarou byla 25 °C. Po optimalizaci byl jako zékladni elektrolyt zvolen hydroxid

sodny o koncentraci 40 mmol I"'. Viechna méfeni byla provadéna v triplikatech.

3.5 Vypocty

Smérodatn4 odchylka: SD = /2(;%‘) 3.1)

x; je prvek ze statistického souboru o indexu i, x je aritmeticky primér hodnot a n je pocet

méfeni.

Relativni smérodatna odehylka:  RSD = 100 (22) [%]. 3.2)

kde SD je smérodatna odchylka a x je aritmeticky priimér hodnot.

Mez detekce (LOD, limit of detection) a mez stanovitelnosti (LOQ, limit of quantification):
3xh

LOD =—, (3.3)
10xh
LOQ = —, (3.4)

h je hodnota vysky Sumu zakladni linie a m je smérnice kalibracni pifimky zavislosti vysky
pikti na koncentraci jednotlivych sacharidi.
Cyr—Cq

Vytéznost metody: Ry = =——x 100, (3.5

Cpr
c2 odpovidd pozorované koncentraci s pfidavkem standardu, c¢; odpovidd pozorované

koncentraci bez ptidavku standardu a ¢, odpovida skute€né koncentraci ptidavku standardu.

Interval spolehlivosti: L=196 (f/—;) , (3.6)
hodnota 1,96 je konstanta vyjadiujici hladinu spolehlivosti 0,05, SD je smérodatna odchylka
a n je poCet méfeni.
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4. Vysledky a diskuze
4.1 Urceni potadi pikt

Pti prvni sérii méfeni bylo nejprve ovéteno poradi pikl jednotlivych sacharidu (glukoza,
fruktdza a sacharoza) v elektroferogramu tak, ze byl méfen vzorek vsSech sacharida o
koncentraci 0,2 mg ml™! (Obr. 4.1). Poté bylo ke vzorku vzdy p¥idano malé mnozstvi daného
sacharidu a na elektroferogramu sledovéano, ktery pik vzrostl a odpovidé tedy pfidanému

sacharidu. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit NaOH o koncentraci 40 mmol ml!, separa¢ni

napéti 15 kV.

480

gignal [mY|

4.5 5.5 6.5
migracni ¢as [min]
Obr. 4.1: Elektroferogram méfenych sacharidii (¢ = 0,2 mg ml"'). Zéakladni elektrolyt
40mmol 1" NaOH, vnitini primér kapilary 20 pm, celkova délka 50,0 cm/efektivni délka

35,0 cm, davkovani 5 kPa x 20 s, separacni napéti 15 kV; (1) sachardza, (2) glukédza, (3)
fruktoza

4.2 Davkovani vzorku

Pti prvnich méfenich bylo pouZzito ddvkovani vzorku hydrodynamicky z dlouhého konce
kapilary tlakem 5 kPa po dobu 20 s, doba analyzy byla necelych 7 min. Nasledné bylo
aplikovano davkovani tlakem 5 kPa po dobu 20 s z kratkého konce kapilary, tato zména
zpusobila zkraceni celkové doby analyzy na necelé 3 min pfi zachovani separace vSech tii
analyti na zdkladni linii, viz Obr. 4.2. Proto pfi dalSich méfenich bylo vzdy pouzito

davkovani na krat§im konci kapilary.
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Obr. 4.2: Porovnani separace sacharidii (¢ = 0,2 mg ml™!) na dlouhém konci (¢ernd) a na
kratkém konci (zelend). Zakladni elektrolyt 40mmol 1! NaOH, vnitini primér kapilary
20 pm, davkovani 5 kPa x 20 s, vkladané napéti 15 kV (anoda na ddvkovacim konci kapilary,
délka kapilary 50,0/35,0 cm ¢i 50,0/15,0 cm; (1) sachardza, (2) glukoza, (3) fruktoza

4.3 Optimalizace koncentrace zékladniho elektrolytu

Pii optimalizaci BGE byly pouZity roztoky NaOH o koncentracich 50, 40, 30, 20 a
10 mmol I"!. Koncentrace sacharidi byla 0,2 mg ml'. Jako vnitini standard byla piidéna
laktoza, jelikoZ se dalo s jistotou predpokladat, Ze vzorek nektaru z kvéta tento sacharid
obsahovat nebude. Také spliiovala podminku podobné mobility jako stanovované analyty a
zaroven dostate¢né rozliSeni.

Bylo pozorovéno (viz Obr. 4.3 az 4.7), Ze se snizujici se koncentraci NaOH se sniZuje
doba analyzy, coz bylo zpisobeno zvysenim rychlosti elektroosmotického toku. Snizena
koncentrace NaOH dale zptsobila 1 sniZzeni pH BGE, takZe —OH skupiny sacharidl byly
mén¢ disociované, coz zpusobilo jejich nizsi elektroforetickou pohyblivost. Piky sacharidii
se pfi koncentraci NaOH 10 mmol 1" (Obr. 4.3) a 20 mmol I'! (Obr. 4.4) dokonce piekryvaly
a nebyly tedy od sebe dostatecné separované. Se zvysujici se koncentraci hydoxidu roste pH
a vodivost zakladniho elektrolytu a tim 1 proud protékajici systémem, s vys$Sim proudem pak
dochdzi k prehfivani zakladniho elektrolytu vlivem vzniku Jouleova tepla a ke zhorSeni
Sumu zékladni linie. Jako optimalni koncentrace NaOH byla zvolena piivodni koncentrace
40 mmol I, pti které byly piky sacharidéi dostateéné separovany, piky byly nejvice

symetrické a Sum zakladni linie byl ptijatelny.
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Obr. 4.3: Elektroferogram méfenych sacharidii (¢ = 0,2 mg ml'). Zéakladni elektrolyt
10mmol I NaOH, vnitini primér kapilary 20 um, celkova délka 50,0 cm/efektivni délka
15,0 cm, davkovani 5 kPa x 20 s, separacni napéti 15 kV.
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Obr. 4.4: Elektroferogram méfenych sacharidii (¢ = 0,2 mg ml"'). Zéakladni elektrolyt
20mmol I NaOH, vnitini primér kapilary 20 um, celkova délka 50,0 cm/efektivni délka
15,0 cm, davkovani 5 kPa x 20 s, separacni napéti 15 kV; (1) sacharoza, (2) laktoza
(3) glukoza, (4) fruktoza
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Obr. 4.5: Elektroferogram méfenych sacharidii (¢ = 0,2 mg ml"'). Zéakladni elektrolyt
30mmol I'' NaOH, vnitini primér kapilary 20 pum, celkova délka 50,0 cm/efektivni délka
15,0 cm, davkovani 5 kPa x 20 s, separacni napéti 15 kV; (1) sachardza, (2) laktoza
(3) glukoza, (4) fruktoza
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Obr. 4.6: Elektroferogram méfenych sacharidii (¢ = 0,2 mg ml"'). Zakladni elektrolyt
40mmol 1'' NaOH, vnitini primér kapilary 20 um, celkova délka 50,0 cm/efektivni délka
15,0 cm, davkovani 5 kPa x 20 s, separacni napéti 15 kV; (1) sacharoza, (2) laktoza
(3) glukoza, (4) fruktoza
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Obr. 4.7: Elektroferogram méfenych sacharidii (¢ = 0,2 mg ml'). Zakladni elektrolyt
50mmol I'! NaOH, vnitini priimér kapilary 20 um, celkova délka 50,0 cm/efektivni délka
15,0 cm, davkovani 5 kPa x 20 s, separacni napéti 15 kV; (1) sacharoza, (2) laktoza
(3) glukoza, (4) fruktoza

4.4 Opakovatelnost metody

Pro stanoveni opakovatelnosti metody bylo provedeno deset méfeni roztokti standarda
sacharidil o koncentraci 0,2 mg ml™.

Pro vypocet smérodatné¢ odchylky (SD, standard deviation) a relativni smérodatné
odchylky (RSD, relative standard deviation) byly pouzity vztahy (3.1) a (3.2). Do vztahu
byly dosazeny plochy piki resp. migracni ¢asy, hodnoty RSD pak byly do 4,3 % pro plochy
ado 2,3 % pro migra¢ni Casy. VztaZzenim ploch resp. migracnich ¢ast k vnitinimu standardu
laktoze doslo ke zvySeni opakovatelnosti. Hodnoty vypoctenych RSD relativnich ploch byly
do 2,5 % (Tab. 4.1), metoda tedy umozni precizni stanoveni obsahu sacharidii ve vzorcich.
V ptipadé relativnich migracnich ¢asi byly hodnoty RSD do 0,4 % (Tab. 4.2), vysoka

opakovatelnost migracnich ¢asti zarucuje spolehlivou identifikaci jednotlivych analytd.
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Tab. 4.1: Opakovatelnost metody — relativni plochy pikl vztazené na vnitini standard
laktozu (koncentrace sacharidt 0,2 mg ml™)

Relativni plocha piku
Mg¢ieni €.
Sachardza Glukéza Fruktdza
1 0,642 0,749 1,087
2 0,663 0,753 1,048
3 0,652 0,775 1,038
4 0,663 0,759 1,032
5 0,645 0,740 1,017
6 0,662 0,734 0,998
7 0,655 0,756 1,029
8 0,670 0,748 0,996
9 0,645 0,742 1,035
10 0,665 0,737 1,012
SD 0,009 0,012 0,025
RSD [%] 1,40 1,55 2,45

Tab. 4.2: Opakovatelnost metody — relativni migracni ¢asy vztazené na vnitini standard
laktozu (koncentrace sacharidti 0,2 mg ml™)
Relativni migra¢ni Cas

Meéreni C.

Sachar6za Glukoéza Fruktéza

1 0,870 1,058 1,137
2 0,871 1,057 1,137
3 0,870 1,057 1,138
4 0,873 1,059 1,137
5 0,873 1,059 1,137
6 0,873 1,058 1,137
7 0,866 1,062 1,145
8 0,877 1,056 1,145
9 0,877 1,056 1,146
10 0,878 1,055 1,132
SD 0,004 0,002 0,004
RSD [%] 0,40 0,17 0,39

4.5 Kalibra¢ni zavislosti

Koncentrace roztoki sacharézy, glukézy a fruktdzy pouzitych pro kalibraci byly 0,5, 0,3,
0,1, 0,08, 0,04 a 0,01 mg ml™!. Jako vnitini standard byla pouzita laktéza o koncentraci
0,2 mg ml!. Kazdé méfeni bylo provadéno v triplikatech.

Po proméieni kalibracnich roztoki byl sestrojen graf zavislosti relativni plochy piku na
koncentraci daného sacharidu v roztoku (Obr. 4.8). Vynesenymi body byly prolozeny
regresni piimky a vypocteny koeficienty determinace. Hodnoty koeficienti byly 0,9985
pro kalibra¢ni piimku roztokl sachardzy, 0,9997 pro roztoky glukédzy a 0,9940 pro roztoky
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fruktozy (Tab. 4.3). Zavislost relativni plochy piku na koncentraci sacharidi je tedy linedrni

v celém méfeném rozsahu koncentraci.
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Obr. 4.8: Kalibra¢ni graf zavislosti relativni plochy pikli na koncentraci roztokti sachardzy
(modra), glukézy (zelend) a fruktdzy (Servend). Zakladni elektrolyt 40mmol 1! NaOH,
vnitini primér kapilary 20 um, celkova délka 50,0 cm/efektivni délka 15,0 cm, davkovani
5 kPa x 20 s, separacni napéti 15 kV

Tab. 4.3: Parametry kalibra¢nich pifimek (zavislost relativni plochy piku na koncentraci)
Smérnice (chyba) Usek (chyba) Koeficient determinace

[mV mg' ml] [mV]
Sachar6za 4,84 (0,09) - 0,03 (0,02) 0,9985
Glukéza 7,97 (0,07) - 0,02 (0,02) 0,9997
Fruktéza 7,22 (0,28) - 0,01 (0,07) 0,9940

4.6 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Po prométeni kalibracnich roztokt (viz kap. 4.5) byl sestrojen také graf zavislosti vySek
pikii na koncentraci jednotlivych sacharidi, vynesenymi body byly prolozeny regresni
piimky a jejich smérnice (63,2 mV mg! ml pro sacharézu, 49,3 mV mg™' ml pro glukézu a
42,3 mV mg ' ml pro fruktézu) byly pouzity ve vypoétech. Z elektroferogramu byl uréen
Sum zdkladni linie (0,04 mV) a poté podle rovnice (3.3) vypoctena LOD a dle rovnice (3.4)
LOQ.
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Tab. 4.4: Vypoctené hodnoty LOD a LOQ.

Sacharéza Glukoéza Fruktoza
LOD [mg ml'] 0,002 0,002 0,003
LOD [pmol I''] 6 11 17
LOQ [mg ml™] 0,006 0,008 0,009
LOQ [umol I''] 18 44 50

4.7 Ovéteni stanoveni se vzorkem nektaru z kvétu

Pti optimalizovanych podminkach bylo provedeno ovéfeni selektivity, opakovatelnosti
a vytéznosti metody prométenim vzorku nektaru z kvéti.

Nejdiive byl méten 10x fedény vodny roztok vzorku nektaru z kvétl, ale vysledné
relativni plochy pika lezely mimo kalibra¢ni pfimku, proto byl nésledné méfen vzorek
fedény 50x, jehoz hodnoty relativnich ploch piki jiz lezely uvnitt rozsahu kalibra¢ni ptimky.
Stanoveni opakovatelnosti bylo tedy provedeno deseti méfenimi 50x fedéného vzorku
nektaru s obsahem vnitiniho standardu laktozy 0,2 mg ml'. K vypoétu SD a RSD byly,
stejn¢ jako v kap. 4.4, pouzity relativni plochy piki (Tab. 4.5) resp. relativni migracni
¢asy (Tab. 4.6). Hodnoty RSD byly pod 2 % pro relativni plochy pikt a pod 0,25 % pro
relativni migracni €asy, coZ ukazuje, Ze sloZzeni matrice vzorku nemé na opakovatelnost

stanoveni vliv.

Tab. 4.5: Opakovatelnost metody — relativni plochy pik vztazené na vnitini standard
laktozu

Relativni plocha piku
Mg¢feni €.
Sachar6za Glukoéza Fruktéza
1 1,124 0,520 0,528
2 1,147 0,520 0,529
3 1,143 0,526 0,524
4 1,135 0,522 0,521
5 1,151 0,532 0,525
6 1,143 0,528 0,522
7 1,138 0,525 0,516
8 1,137 0,535 0,511
9 1,121 0,510 0,498
10 1,128 0,517 0,507
SD 0,010 0,007 0,010
RSD [%] 0,84 1,32 1,83
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Tab. 4.6: Opakovatelnost metody — relativni migracni Casy vztazené na vnitini standard
laktézu

Relativni migracni ¢as
Meéfeni €.

Sachar6za Glukoéza Fruktéza
1 0,875 1,059 1,121
2 0,875 1,059 1,121
3 0,874 1,059 1,123
4 0,873 1,060 1,124
5 0,873 1,060 1,125
6 0,873 1,060 1,125
7 0,874 1,059 1,124
8 0,874 1,060 1,124
9 0,874 1,060 1,124
10 0,868 1,063 1,131
SD 0,002 0,001 0,003
RSD [%] 0,23 0,12 0,23

Ovéteni vytéznosti bylo provedeno proméfenim 50% fedéného vzorku s pridavkem
0,1 mg ml"! sacharézy, glukézy a fruktézy. Méfeni bylo provedeno tfikrat. Vypodet
vytéznosti byl proveden dle vztahu (3.5). Vypocitané hodnoty koncentraci pred pfidavkem
a po ptidavku 0,1 mg ml! daného standardu viz Tab. 4.7. Hodnoty vytéznosti byly 97 % pro
sachardzu, 100 % pro glukozu a 105 % pro fruktdzu, coz dokazuje vysokou miru spravnosti

metody a zanedbatelny vliv matrice vzorku na stanoveni.

Tab. 4.7: Vypoctené hodnoty koncentraci sacharidii pied a po piidavku standardu a
vytéznosti méfeni.

Koncentrace
Pted ptidavkem [mg ml!]
Sachar6za Glukoéza Fruktéza
Median 0,241 0,068 0,072
SD 0,002 0,002 0,001
RSD [%] 0,84 2,30 1,87
Po ptidavku

Median 0,327 0,168 0,179
SD 0,003 0,001 0,001
RSD [%] 1,03 0,40 0,41

Vytéznost [%]
Median 96,8 99,5 105,1
SD 1,2 1,0 0,48
RSD [%] 1,24 1,04 0,45

Z kalibra¢ni pfimky (Obr. 4.8) byl vypocten obsah jednotlivych sacharidii ve vzorku.

Jak jiz bylo zminéno v kap. 4.7, byl méfen 50x fedény vzorek, jehoz relativni plochy pikii
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lezely v rozsahu kalibra¢ni piimky. Z elektroferogramu (Obr. 4.9) je ziejmé, ze metoda je
dostatecné selektivni, jelikoz se piky analytd nepiekryvaji s zddnymi piky jinych slozek

matrice.
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Obr. 4.9: Elektroferogram 50x fedéného vzorku nektaru z kvétt.  Zékladni  elektrolyt
40mmol I NaOH, vnitini primér kapilary 20 um, celkova délka 50,0 cm/efektivni délka
15,0 cm, davkovéani 5 kPa x 20 s, separacni napéti 15 kV; (1) sachardza, (2) laktdza,
(3) glukoza, (4) fruktoza

Vypoé&teny obsah sacharid{i v nefedéném vzorku byl 12,04 £ 0,11 mgml™! (n =3, 0,1 %)
sachardzy, 3,41+0,09 mgml! (n = 3, 0,08 %) glukézy a3,58+0,08 mg ml!
(n=3,0,07 %) fruktézy. Obsah sacharidi v neupraveném vzorku tedy byl urfen na
1,204 £ 0,011 mg (n= 3, 0,1 %) sacharézy, 0,341 = 0,009 mg (n = 3, 0,08 %) glukézy a
0,358 £ 0,008 mg (n=3,0,07 %) fruktdzy. Interval spolehlivosti byl vypocitan dle
vztahu (3.6).
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5. Zavér

V ramci této prace byla provedena optimalizace a zakladni validace metody pro
stanoveni sacharozy, glukézy a fruktozy v nektaru z kvéta.

Diky pouziti ddvkovani na krat§im konci kapilary byla doba analyzy zkracena na necelé
3 minuty. Dale bylo optimalizovano pouziti zakladniho elektrolytu, jako optimalni byl
zvolen 40mmol 1! hydroxid sodny. Opakovatelnost byla ovéfovana deseti méfenimi vzorku
roztoku standardii sacharidii a nasledné i proméfenim realného vzorku. Bylo zjisténo, Ze
sloZeni matrice nema na stanoveni vliv. Ddle byla ovéfovana také mez stanovitelnosti a mez
detekce, hodnoty LOQ byly mensi nez 0,009 mg ml' a LOD mensi nez 0,003 mg ml.
Dal$im ovérovanym parametrem byla vytéznost, kterd byla vypoctena pro sacharozu,
glukézu a fruktozu: 97 %, 100 % a 105 %, tim bylo zjisténo, ze stanoveni touto metodou je
dostate¢né spravné.

Obsah sacharidll v neupraveném vzorku byl 1,204 + 0,011 mg (n =3, 0,1 %) sacharozy,
0,341 £ 0,009 mg (n =3, 0,08 %) glukozy a 0,358 + 0,008 mg (n = 3, 0,07 %) fruktozy.
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