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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. lvana Stachova

Skolitel: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph. D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj HPLC metody pro stanoveni umélych barviv ve vzorcich

zeleného piva.

V této diplomoveé préaci byla vyvinuta HPLC metoda pro stanoveni syntetickych, ve vodé
rozpustnych barviv E 102 - Tartrazine, E 104 - Quinoline yellow, E 110 - Sunset yellow,
E 131 - Patent blue E 132 - Indigo carmine, E 142 - Green S, E 133 - Brilliant blue FCF a
E 143 - Fast green FCF. Tato metoda byla aplikovana na stanoveni pfitomnosti zminénych
barviv ve vzorcich zeleného piva Jarni pivo 11° (Primator, Nachod), Krasli¢dk 14° (Jezek,
Jihlava), Zeleny kral WVratislav 12° (Konradd, Vratislavice), Velikono¢ni special 14°
(Starobrno, Brno), Velikono¢ni lezak 12° (Radniéni pivovar, Jihlava), Rohozec 11° (Rohozec,
Maly Rohozec), Zelena nefiltrovana 12° (Zlebské Chvalovice), Velikonoéni zeleny lezak 12°
(Purkmistr, Plzen), Velikono¢ni koptivova 12° (Modrd Hvézda, Dobtany), ValaSek 12°
(Valasek, Vsetin), Podkovan 12° (Podkovan, Dolni Cetno).

Pro analyzu byla pouzita kolona Chromolith Performance CN 100 x 4,6 mm s piedkolonkou
Chromolith CN 5 x 4,6 mm Merck. Jako mobilni faze byl zvolen 40% MeOH s 2% pufrem
z kyseliny octové s piidavkem NHs, upraveny na pH 7. Pti pouziti gradientové eluce byly
analyty uspéSné separovany do 12 minut. Analyza probihala za teploty 30°C a pritoku

2 ml/min, davkovani bylo 10 pl vzorku.

Pro detekci byl pouzit DAD detektor a analyty byly detekovany pii 3 vinovych délkach
420 nm (Tartrazine a Quinoline yellow), 482 nm (Sunset yellow) a 625 nm (Indigo carmine,
Green S, Brilliant blue FCF, Patent blue a Fast green FCF).



Skoro ve v§ech analyzovanych vzorcich byla zjisténa ptitomnost barviva Brilliant blue kromé
piv Zeleny kral Vratislav 12° (Konrad, Vratislavice), Velikono¢ni kopiivova 12° (Modra
Hvézda, Dobfany) a Podkovan 12° (Podkovan, Dolni Cetno), kde nebylo pifitomné Zzadné
nami stanovované barvivo. V pivech Velikono¢ni lezak 12° (Radni¢ni pivovar Jihlava),
Zelena nefiltrovana 12° (Zlebské Chvalovice), Velikonoéni zeleny lezak 12° (Purkmistr,
Plzen), Valasek 12° (Valasek, Vsetin) byla kromé& barviva Brillant blue navic zjisténa

pritomnost Tartrazinu.

Klic¢ova slova: HPLC, E 102 - Tartrazine, E 104 - Quinoline yellow, E 110 - Sunset yellow,
E 131 - Patent blue E 132 - Indigo carmine, E 142 - Green S, E 133 - Brilliant blue FCF a
E 143 - Fast green FCF, umélé barviva, pivo



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Ivana Stachova

Supervisor: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph. D.

Title of diploma Thesis: HPLC method development for artificial colorants determination in

green beer samples

HPLC method was used and validated for the simultaneous determination of synthetic water-
soluble dyes: E 102 - Tartrazine, E 104 - Quinoline Yellow, E 110 - Sunset Yellow, E 131 -
Patent blue, E 132 - Indigo carmine, E 142 - Green S, E 133 - Brilliant Blue FCF and E 143 -
Fast Green FCF. The method was applied for direct determination of these dyes in samples of
green beers Jarni pivo 11° (Primator, Nachod), Krasli¢dk 14° (Jezek, Jihlava), Zeleny kral
Vratislav 12° (Konréad, Vratislavice), Velikono¢ni special 14° (Starobrno, Brno), Velikono¢ni
lezak 12° (Radni¢ni pivovar, Jihlava) Rohozec 11° (Rohozec, Maly Rohozec), Zelena
nefiltrovana 12° (Zlebské Chvalovice), Velikonoéni zeleny lezak 12° (Purkmistr, Plzefi),
Velikono¢ni kopfivova 12° (Modrd Hvézda, Dobrany), Valdsek 12° (Valasek, Vsetin),
Podkovan 12° (Podkovéan, Dolni Cetno).

Analytical Chromolith Performance CN 100 x 4.6 mm column and guard column Chromolith
CN 5 x 4.6 mm Merck were used and mobile phase contained 40% (v/v) methanol / 2% (v/v)
acetic acid buffer with addition of ammonia for pH adjustment to value 7.0. Successful
separation was obtained for all the compounds using an optimized gradient elution within 12
minutes. Analysis was carried out at temperature of 30°C and the flow rate 2 ml/min, the

injection volume was set at 10 pl.

The DAD detector was used for monitoring the dyes at the 3 wavelengths 420 nm ((Tartrazine
a Quinoline yellow), 482 nm (Sunset yellow) a 625 nm (Indigo carmine, Green S, Brilliant
blue FCF, Patent blue a Fast green FCF).



Almost all of the analyzed samples contained Brilliant blue, except Zeleny kral Vratislav 12°
(Konréd, Vratislavice), Velikono¢ni kopfivova 12° (Modra Hvézda, Dobfany), Podkovan 12°
(Podkovan, Dolni Cetno). There was found no artificial colorant. Moreover, in samples
Velikonoéni lezdk 12° (Radniéni pivovar, Jihlava), Zelena nefiltrovana 12° (Zlebské
Chvalovice), Velikono¢ni zeleny lezak 12° (Purkmistr, Plzen), Valasek 12° (Valasek, Vsetin)

was found Tartrazine.

Keywords: HPLC, E 102 - Tartrazine, E 104 - Quinoline yellow, E 110 - Sunset yellow,
E 131 - Patent blue E 132 - Indigo carmine, E 142 - Green S, E 133 - Brilliant blue FCF and
E 143 - Fast green FCF, synthetic dyes, beer
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1. Zkratky
ACN - acetonitril

BRIL — Brilliant blue FCF

CCFAC — Codex Committee on Food Additives and Contaminants
DAD - Diode Array Detector

DNA — deoxyribonukleové kyselina

EFSA — Europan Food Safe Authority

FAOQO - Food and Agriculture Organization

FAST — Fast green FCF

FDA — Food and Drug Administration

GRE S—Green S

HPLC - High — Performance Liquid chromarography

INDI — Indigo carmine

INS — International Numbering System

JECFA — Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Aditives
k — kapacitni faktor

k - smérnice

MeOH — metanol

MF — mobilni faze

MW — molarni hmotnost

N — pocet teoretickych pater

n — pocet bodil

NaOH — hydroxid sodny
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PAT — Patent blue

g — absolutni ¢len

QUIN — Quinoline yellow

R —rozliSeni chromatografickych piki

I — korela¢ni koeficient

RP — HPLC — Reversed Phase High — Performance Liquid Chromatography
RSD — relativni smérodatné odchylka

s — rezidualni odchylka

SD — smérodatna odchylka

SST — System Suitability Test

SUN — Sunset yellow

T — asymetrie chromatografickych peakti
TAR — Tartrazine

tr — retencni ¢as

V - objem

WHO — World Health Organization
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2. Uvod
Potravinova barviva jsou dulezitou tfidou potravinovych aditiv. Jsou pouzivana v napojich,
dzusech, masnych vyrobcich a sladkostech aby se zachovala nebo obnovila pfirodni barva
potravin. V dne$ni dobé se =zainaji ¢im dal vice pouzivat piirodni barviva, ale
V potravinafstvi stale jeSté pfevazuji barviva uméla, hlavné diky jejich nizké cené a vysoké

stabilité (1).

Vétsina umelych barviv predstavuje jen velmi malé riziko pro zdravi zvifat a lidi. OvSem
nékteré z téchto latek jsou potencidlnim rizikem pro lidské zdravi, obzvlast jsou-li
konzumovdény ve vétsi mife. Naptiklad azobarviva, ty jsou rozkladana stfevni mikroflérou na
aromatické aminy, které zplisobuji Casté bolesti hlav u dospélych, zatimco u déti zpiisobuji
nepozornost a hyperaktivitu. Navic nedavné studie prokazali, ze uzivani umélych barviv se
muze podilet na poskozeni DNA, vzniku astmatu, alergie, nebo dokonce i rakoviny. Proto je
pouziti syntetickych barviv v potravinach pod piisnou kontrolou pravnich ptredpist po celém
svété. Z téchto duvodu je tieba vyvijet piesné a spolehlivé metody pro stanoveni syntetickych

barviv, které zajisti bezpe¢nost potravin a zdravi spotiebitele (1, 2).

Bylo vyvinuto mnoho analytickych technik, ale v dne$ni dobé se nejvice preferuje HPLC a
iontové vyménna chromatografie ve spojeni s UV nebo detektory diodového pole, pro jejich

vysoké rozliSenti, citlivost a selektivnost (3).

V této praci jsme vyvinuli chromatografickou metodu, kterd dokaze stanovit ve vodé
rozpustna zelena barviva a barviva, ktera pomahaji dotvotit zelenou barvu: E 102 - Tartrazine,
E 104 - Quinoline yellow, E 110 - Sunset yellow, E 131 - Patent blue E 132 - Indigo carmine,
E 142 - Green S, E 133 - Brilliant blue FCF a E 143 - Fast green FCF. Metoda byla pouzita na
stanoveni umé&lych barviv ve vzorcich Velikono¢niho zeleného piva ziskaného na eském

trhu.

13



3. Cil a zadani diplomové prace

Cilem diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat HPLC metodu pro stanoveni
a separaci ve vodé rozpustnych umélych barviv E 102 - Tartrazine, E 104 - Quinoline yellow,
E 110 - Sunset yellow, E 131 - Patent blue E 132 - Indigo carmine, E 142 - Green S, E 133 -
Brilliant blue FCF a E 143 - Fast green FCF. Nasledné¢ vyvinutou metodu pak aplikovat na

stanoveni barviv ve vzorcich zeleného piva.
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4. Teoreticka ¢ast

4.1.Uméla ve vodé rozpustna potravinova barviva

Potravinova barviva jsou nejzajimavéjs$i skupinou potravinovych doplnkt. Barva produktu
Casto ovlivituje jeho atraktivitu pro zakaznika. Sytd barva je spojend s Cerstvosti a dobrou
chuti. Proto se pouzivaji predev§im umeéla barviva, ktera jsou na rozdil od pfirodnich barviv

stabilni a nepodléhaji degradaci (2).

Synteticka barviva jsou chemicky vyrabéné slouceniny a jsou rozdéleny do 5 hlavnich skupin
podle jejich chemické struktury. Témito skupinami jsou azo-, triarylmethanové, chinolinové,

xanténové a indigoslouceniny (4).

Syntetick& barviva se dnes ziskavaji z vysoce ptecisténych ropnych produkti na rozdil od
minulosti, kdy jejich zdrojem byl uhelny dehet. Synteticka barviva musi obsahovat minimalné
85% cistého barviva, zbytek tvoii nefistoty ve formé anorganickych soli, sloucenin kovil a

organickych latek (5).

Na zakladé opatteni, které vydal Codex Alimentarius (spoleény organ FAO/WHO pro
vytvafeni mezinarodnich standardi potravin) ke znaceni potravin, vznikla potieba
identifikovat potravinaiské piidatné latky. CCFAC (Codex Committee on Food Additives and
Contaminants) vytvofil mezinarodni systém ¢islovani (International Numbering System,
INS), ktery umoziuje identifikaci potravinaiskych ptidatnych latek na seznamu p¥isad pomoci
¢isla. To nahrazuje specificky nazev piidatné latky, ktery je Casto dlouhy, nebot’ popisuje
komplexni chemickou strukturu. V ramci Evropské unie byl zaveden pro identifikaci
potravinaiskych ptidatnych latek systém E-kodl. Seznam INS-Cisel je ale podstatné obsahlejsi
nez seznam E-Cisel a jSOU na ném i ty potravinaiské piidatné latky, jejichz toxikologicka
nezdvadnost nebyla dosud potvrzena Spojenym vyborem expertti FAO/WHO pro
potravinaiské pridatné latky (JECFA). JECFA slouzi jako poradni organ CCFAC (6).

Evropska smérnice 1994/36/EC uvadi barviva, ktera mohou byt pfidana do potravin, a také
definuje potraviny, u nichZ mohou byt ptidana jen n€ktera barviva, jejich maximalni pfipustné
mnozstvi a jejich omezené uziti. Evropsky Ufad pro bezpe¢nost potravin (EFSA) ma na
starosti pfehodnoceni vSech povolenych aditiv v souladu s nafizenim komise 2010/257/ES.
Ve skute¢nosti povolené mnozstvi syntetickych barviv je pfisné fizeno kvili potencidlnimu
ohrozeni lidského zdravi. Byla prokazana existence funkéniho vztahu mezi konzumaci

umélych barviv a zvySenym vyskytem a trvanim hyperaktivity u déti. Néktera uméla barviva,
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konkrétné azobarviva, mohou byt redukovana azoreduktazami stievnich bakterii a v jaternich
buiikach, a do organismu se poté uvoliiuji aromatické aminy. Azobarviva byla v potravinaiské
vyrobé pred vstupem CR do EU zakazana pro jejich karcinogenitu, dnes jsou néktera z nich

do presné specifikovanych koncentraci povolena (5, 7).

4.1.1. E 102 - Tartrazine
Synonyma: Yellow 5, Acid yellow 23

Sumarni vzorec: C1sHoN4NazOgS;

MW: 534,37 g/mol (8)

Obr. 1: Vzorec Tartrazinu (8)

Tartrazin je monoazobarvivo obsahujici pyrazolonovy kruh. Je stabilni na svétle a pfi
vysokych teplotach. Jedna se o svétle oranzovy prasek, rozpustny ve vodé i alkoholu. V CR je
toto barvivo povoleno k barveni mnoha druhti potravin. Pouziva se v ovocnych dzusech,
¢okoladach, konzervovaném ovoci, hrasku, plechovkovych omdackach, v koteni, polévkach,
hoft¢ici, cukrovinkach ¢i zmrzling. Spole¢né s brilantni modii (E 133) a zeleni S (E 142) se
také pouzivd k vytvofeni rtiznych odstinii zelené. Primyslové v syntetickych barvach ci
k barveni krmiv pro zvitata nebo zdravotnich pilulek. V poslednich letech je snaha jeho

pouzivani omezit (4, 9, 10).

Bylo zjisténo, Ze 0,1% populace neni schopno snaSet tartrazin. U jednotliveli mohou nastat po
jeho piijmu pfiznaky podobné senné rymé. Vyzkumy ukazuji, Ze nékteti lidé po poziti
tartrazinu trpi kopfivkou, astmatem, alergickymi reakcemi ¢i tvorbou akné. Lidé alergicti na

aspirin, jsou téz pravdépodobné alergi¢ti na tartrazin. Vysledky vyzkumu Washingtonske
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univerzity naznacuji, ze je tartrazin potencionalni plvodce koznich nddord. Moznym

dusledkem pozivani tartrazinu je i vznik détské hyperaktivity (9).

4.1.2. E 104 Quinoline yellow
Synonyma: Quinnophtalone, Solvent yellow 33, D a C Yellow No. 11, 11641 Yellow, Erio
Chinoline Yellow 4G

Sumarni vzorec: C1gH11NO2

MW: 273, 28 g/mol (11)

Obr. 2: Vzorec Quinoline yellow (11)

Jednd se o zeleno — zluté barvivo, které absorbuje vodu. Nalezneme jej v omackach,
nealkoholickych napojich, cukrovinkach, hoi€icich, suSenkdch, Zvykackach, mlécnych
vyrobcich, kola¢ich ¢i pudincich. Primyslové se pouzivd k vyrobé barviv nebo jako
rozpoustédlo pryskyftic. Uziva se ke konzervaci tkdni nebo jinych anatomickych preparata. Je
vyrabén synteticky destilaci uhelného dehtu, kosti, alkaloidi nebo reakci acetaldehydu

s acetaldehydem nebo formaldehydem (12).

4.1.3. E 110 Sunset yellow
Synonyma: Zlut' SY, Orange yellow, Food yellow 3, FD&C Yellow 6

Sumarni vzorec: C1sH10N2Na207S2

MW: 452,36 g/mol (13)
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Obr. 3: Vzorec Sunset yellow (13)
Zluto — oranzové barvivo, vyrabéné synteticky. Je rozpustné ve vodg, ¢asteéné i v etanolu a je
termostabilni. Patii do skupiny tzv. Azobarviv. Je schvaleno WHO a je povoleno pro uzivani
v EU a Spojenych statech. Casto se pouziva v kombinaci s barvivem E 123 (Amaranth) pro
vytvoteni hnédé barvy. Pro svou jasné oranzovou barvu je tato latka hojné vyuzivana
v nealkoholickych  népojich, v mnoha druzich sladkosti, pekafskych vyrobcich,
v merunkovém dzemu, marcipanu, zmrzling, hoi¢ici, zvykackach, instantnich polévkach a
dal§ich. Také se pouzivd ve farmaceutickém primyslu a k netrvalému barveni vlasi a

v ostatni kosmetice (4, 14).

Zlut' SY je chemicky odvozena od latky Sudan I, coZ je prokazany karcinogen a miiZe se ve
zluti objevit jako necistota. Muze vyvolat alergické a astmatické reakce, koptivku, otoky
ktze, vyrazku ¢i drazdit zaludek a vyvolat zvraceni nebo prijem. Latka je v podezieni za
zpiisobovani détské hyperaktivity a miiZze vyvolavat nesnasSenlivost aspirinu. Piijatelny denni

pfijem je stanoven na 4 mg/kg télesné hmotnosti/den (14).

4.1.4. E 131 Patent blue
Synonyma: Potravinaiska modi V, Sulfan Blue, Patent blue violet, Patent Blue VF, Acid
blue 1, Blue VRS, Sulphanblau

Sumarni vzorec: C27H31N2NaOsS>

MW: 566,66 g/mol (15)
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Obr. 4: Vzorec Patent blue (15)
Jedna se o tmavé modré barvivo, které se pouziva v fadé odvétvi, avSak ne moc casto.
V USA, Austrélii a Norsku je zakazano. V CR je povoleno k barveni fady potravin. Pouziva
se napiiklad ve sladkostech, Zvykackach, polevach, alkoholickych i nealkoholickych népojich

a likérech. V 1ékaistvi se vyuziva k barveni a nasledné diagnostice lymfatickych uzlin (16).

4.1.5. E 132 Indigo carmine
Synonyma: Indigotin, Acid Blue 74, Food Blue No. 2, Indigotindisulfonate sodium

Sumarni vzorec: C1sHsN2Na20gS>

MW: 466,35 g/mol (17)
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Obr. 5: Vzorec Indigo carmine (17)

Jedna se o tmavé modré barvivo. Na svétle velmi lehce vybledne. V CR a USA povoleno
k barveni fady potravin. Pouziva se pii vyrobé nealkoholickych napoju, pekaiskych vyrobkd,

cerealii, sladkosti, Zel¢, mrazenych dezerti, krému, 1ékti, krmiv pro zvifata nebo parfémt.
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Dale se vyuziva k provadéni ledvinovych testli nebo testovani mléka. Indigotin se zisk&va
z asijského indigovniku, jeho zpracovani ale probihd synteticky za piitomnosti modrych
barviv (ty se vyrabé&ji z uhelného dehtu) (18).

Na zakladé¢ studii, provadénych na krysach, byl dokazan vznik zhoubného nadoru v misté
vpichu pod kiazi. Pfi ustnim podani nebyl zjistén zadny nezadouci ucinek. V souvislosti
s Indigotinem probihaji rozsahlé védecké diskuze, dostupna data vSak nejsou dostacujici na
to, aby se dalo barvivo povazovat za karcinogen. Muze vSak zplsobit nevolnost, zvraceni,
vyssi krevni tlak, vyrazky a dalsi alergické reakce. Ptijatelna denni davka je 0 —5 mg na 1 kg
télesné vahy (18).

4.1.6. E 133 Brilliant blue FCF
Synonyma: Acid Blue 9, Erioglaucine, Alphazurine FG, Blue 1206, FD&C Blue No. 1

Summarni vzorec: Ca7H3sN2Na20gS3

MW: 792, 84 g/mol (19)
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Obr. 6: Vzorec Brilliant blue FCF (19)
Jasné modré syntetické barvivo, ¢asto pouzivané v kombinaci s dal§imi syntetickymi barvivy.
V USA i v CR povoleno k barveni mnoha druhii potravin. PouZiva se k barveni limonad,
sladkosti, zmrzliny, cukrovinek, pekafskych vyrobku, cerealii, pudingi. Dale se pouziva
v barvach na vlasy, make — upech, deodorantech, zubnich pastach a jinych drogistickych a
kosmetickych vyrobcich. Znamé je jako barvivo v likéru Blue Curacao (10, 20).

Pro jiné vyuziti nez v potravinach je barvivo zcela neSkodné. Studie provadéné na krysach

zjistily vyskyt zhoubnych nadori v misté injekéniho vpichu nebo po poziti. Byly
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zaznamenany piipady toxické povahy barviva na pacientech - v ptipadech, kdy mélo barvivo
poslouzit k diagnostice aspiracnich funkci pacientd, bylo objeveno, Ze zabarvuje mo¢, stolici i
pokozku. S tim byly spojené i negativni U€inky jako pokles krevniho tlaku, vznik metabolické
acidozy nebo smrt. Vzhledem k povaze vyzkumt, kdy pacienty tvofili pouze dobrovolnici,
nelze presné fici, jaké procento barviva se opravdu do téla vsttebava. Na pozoru by vSak méli
byt zejména lidé citlivi na aspirin. Mlze zpusobit astma, koptivku ¢i jiné alergické reakce.
Piijatelna denni davka je 0 - 12,5 mg na 1 kg télesné vahy. Maximalni piipustnd troven

barviva v napojich 70 mg/I, v jidle 290 mg/I (20).

41.7. E142 Green S
Synonyma: Acid green 50, Wool Green S, Lissamine green B, Green 5, Acid Leather Green
S, Acid Brilliant Green BS, Food green S, zelen S

Sumarni vzorec: C27H25N2NaO7S,

MW: 576,61 g/mol (21)

Obr. 7: Vzorec Green S (21)
Zelenomodré barvivo, které dodava potravinam, napt. limonadam a sladkostem, subjektivni
pocit sladsi chuti. Latka je v malych davkach pravdépodobné nezavadna. Nékteré cukrovinky,
zmrzliny, Zelé, nealkoholické napoje, konzervy s hraskem se timto barvivem upravuji. U
limonad a sladkosti dodava subjektivni pocit slad$i chuti. Primyslové se pouziva jako

dezinfekce ¢i jako prosttedek proti plisnim a hmyzu. Vyrdbi se synteticky z naftalenového

uhelného dehtu (22).

Byla provedena studie na 24 krysach (samci i samiéi), pficemz dalSich 24 kontrolnich krys

bylo krmeno paraleln¢ destilovanou vodou. Vysledky prokéazaly zkraceni primérné délky

21



zivota o 3 mésice na 21 mésict oproti 24 mésicim u kontrolnich krys. Karcinogenita se vSak
7hdnym zptisobem neprojevila. Latka neni povolena v USA ani v Kanadé. V CR aZ na
vyjimeéné druhy potravin je povolena. Pfijatelna denni davka je 0-1 mg na 1 kg télesné vahy.

Maximalni Groven barviva v napojich byla stanovena na 70 mg/l a 290 mg/kg v jidle (22).

4.1.8. E 143 Fast green FCF
Synonyma: Food Green 3, FD&C Green No. 3, Solid Green FCF, Food Green No. 3

Sumarni vzorec: Cs7H34N2Na2010S3

MW: 808,84 g/mol (23)

Obr. 8: Vzorec Fast green FCF (23)
Modrozelené barvivo, které je urcené pro barveni potravin, drogerie ¢i kosmetiky, ktera se
nepouziva v oblasti o¢i. Pouziva se k barveni zZelé, mrazenych dezertli, cukrovinek, dzemd,
napoji, mlécnych vyrobku, sirupli, keCupi, pekatskych vyrobki, cerealii. Dale se vyuziva pro

vyrobu krmiv pro zvifata, kosmetiky ¢i t€lovych mydel (24).

Toto barvivo je v podezieni ze zplisobovani alergii. Studie na zvitatech (krysach) prokézaly
vznik zhoubnych nadord v misté vpichu pod kazi a vznik rakoviny mocového méchyie.
Svétova zdravotnicka organizace (WHO) vsak barvivo hodnoti z hlediska jeho toxicity jako
piijatelné. Podle FDA (Organizace pro spravu potravin a 1é¢iv ve Spojenych statech) Ize latku
povazovat za bezpecnou. Pfijatelna denni davka je 0-5 mg na 1 kg t€lesné vahy. Maximalni
troven latky v napojich byla stanovena na 290 mg/l, v jidle 70 mg/kg. V CR tato latka neni

povolena pro vyrobu potravin, v USA je jeji pouziti povoleno (24).
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4.2. Metody stanoveni syntetickych barviv

V odborné literatufe existuje fada metod, které se zabyvaji stanovenim syntetickych barviv
v potravindch a népojich. Nejéast&jsi pouzivané analytické metody jsou metody

chromatografické. Pro porovnani jsou uvedeny podminky separace nékterych z nich.

4.2.1. HPLC —DAD
Kolona: Waters Atlantis T3 (2,1 mm x 150 mm, 3 pum)

MF: solvent A - 20 mM octan amonny, solvent B - ACN

Gradient: 5% solvent B (pocatek), 5 — 40% solvent B (0 — 4 min.), 40 - 90% solvent B (4 — 9
min.) a 90% solvent B (9 — 11 min). Po 11. minuté byla koncentrace solventu B

snizena na 5%, promyvani: 5 min.
Celkovéa doba analyzy: 16 min., pritokova rychlost MF: 0,2 ml/min, teplota: 30 °C
Detektor diodového pole: nastaven na 2 vinové délky: 484 a 526 nm

Soucasné stanoveni 7 barviv: Ponceau 4RC, Sunset yellow, Allura red, Azophloxine, Ponceau

xylidine, Erythrosine and Orange Il (1)

4.2.2. HPLC — DAD
Kolona: Discovery C18 (Supelco, Bellefonte, PA, USA, 250 nm x 4,6 nm, i.d.), pln¢ end -

kapovana ,velikost ¢astic 5 um

MF: solvent A — 1% vodny roztok octanu amonného, upraveny pomoci NaOH (10%)
na pH 7,5, solvent B — smés MeOH a ACN (80:20)

Gradient: 100% solvent A a 0% solvent B (poc¢atek), 100% solvent A a 0% solvent B (0 — 2
min.), 47,5% solvent A a 52,5% solvent B (2 — 22 min.), 0% solvent A a 100%
solvent B (22 — 37,6 min.), 0% solvent A a 100% solvent B (37,6 — 40 min.). Ve 41.
minuté se koncentrace solventli A a B vratila do pocate¢niho stavu a nasledovaly 2

minuty promyvani.

Celkova doba analyzy: 43 min., pritokova rychlost MF: 1,5 ml/min., nastfik 20 pl, teplota:

laboratorni
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Detektor diodového pole: nastaven na méteni absorbance barviv od 350 nm do 800 nm

Soucasné stanoveni 13 barviv: Tartrazine, Suset yellow, Amaranth, Erythrosine, Quinoline
yellow, Indigo carmine, Green S, Carmoisine, Ponceau 4R, Red 2G, Brilliant blue FCF,
Allura red AC a Patent blue (3)

4.2.3. HPLC — DAD
Kolona: Luna C8 (150 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 3 um, Phenomenex, CA, USA)

MF: solvent A - ACN, solvent B - 100 mM pufr octanu sodného, pH 7

Gradient: 1% solvent A a 99% solvent B (0 — 2 min.), 1 — 40% solvent A a 99 — 60% solvent
B (2 — 25 min.), 40% solvent A a 60% solvent B (25 — 30 min.), 40% - 1% solvent A
a 60 — 99% solvent B (30 — 35 min.)

Celkova doba analyzy: 35 min., prutok: 1 ml/min., teplota: laboratorni, nastiik: 20 pl

Detektor diodového pole: nastaven na méfeni absorbance barviv od 240 do 700 nm (515 nm

Cervena, 420 a 480 nm Zluta a 620 nm modra barviva)

Soucasné stanoveni 17 barviv: Azorubine, Amaranth Cochineal red A, Red 2G, Allura red,
Azocarmine B, Azocarmine G, Ponceau 2R, Ponceau 6R, Tartrazine, Sunset yellow,
Quinoline yellow, Orange Il, Metanil yellow, Patent blue , Indigo carmine a Brilliant
blue FCF (7)

4.2.4. RP-HPLC -DAD
Kolona: Agilent Zorbax Eclipse XDB — C18 (4,6 mm x 250 mm, 5um), Phenomenex C18

ochrannda kolonka (4 mm x 3 mm) Phenomenex, Torrance, CA

MF: solvent A - 0,1 M vodny roztok octanu amonného, solvent B - smés MeOH a ACN

(80:20), eluce isokraticka - smési solventli A a B v poméru 55:45
Pritok: 0,8 ml/min., teplota: laboratorni, nastiik: 5 pl
Detektor diodového pole: nastaven na rozmezi 350 — 800 nm
Soucasné stanoveni: Tartrazine, Sunset yellow, Allura red, a Azorubine (25)
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4.3. HPLC

HPLC chromatograf obsahuje vysokotlaké Cerpadlo, které ¢erpa mobilni fazi ze zasobniku a
umoziuje konstantni bezpulzni tok mobilni faze o malé rychlosti (0,1 —10 ml/min) za
vysokého tlaku (az 40 MPa). Pii déleni latek vyuzivame 2 typy eluce: izokraticka — slouzi
k déleni analytu, jejichz eluéni parametry se pfili§ nelisi, jednou mobilni fazi, jejiz slozeni se
beéhem procesu neméni. A gradientova eluce, ktera slouzi k separaci slozek, jejichz elu¢ni
vlastnosti jsou velmi rozdilné. V pribéhu separace je pomoci sméSovace pridavano rostouci
mnozstvi jedné mobilni faze s vétsim eluénim Géinkem k druhé. Tim wvznika plynuly
koncentra¢ni gradient mobilni faze béhem separace. Vzorek je davkovan bud® pomoci

specialni injek¢ni mikrostiikacky nebo autosamplerem (26).

Uginné déleni je dano kvalitou sorbentu (stacionarni faze), tzn. velikosti &astic, tvarem,
porozitou a strukturou (Castice, monolit atd.), a také chemickou modifikaci. Vétsina HPLC
aplikaci vyuziva nemodifikované nebo chemicky modifikované mikrocastice silikagelu nebo
jiné dalsi polymery, ¢i hybridni stacionarni faze. Mobilni faze pro HPLC separace musi byt

zbavené rozpustnych plynt, toho docilime probublavanim heliem nebo degaserem (26).

Detektory pouZzivané pifi HPLC musi spliiovat urc¢ité pozadavky jako je: vysoka citlivost,
univerzalnost, nezavislost odezvy na zméné sloZzeni mobilni faze pii gradientové eluci,

reprodukovatelnost a linearita odezvy. Nejvice se uzivaji spektrometrické detektory (26).

Pumpa ——

} ' Potital
ootac Datactor

Mobilni faze

Obr. 9: Schéma HPLC systému

25



4.4 Monolitické kolony

Na rozdil od konvenénich stacionarnich fazi, které se skladaji z jednotlivych ¢astic sorbentu o
definované velikosti, monolitické HPLC kolony tvoii jediny kus pérovitého materialu, ktery
zcela zaplituje vnitiek separacni kolony. Klasické 3 —5 pum ¢asticové kolony vykazuji
vybornou separacni u¢innost, ale se snizujici se velikosti sorbentu Stoupa zpétny tlak, takze
maximalni rychlost pritoku je omezena. Nejvétsi vyhodou monolitickych kolon ve srovnani

s klasickymi, ¢asticemi plnénymi, kolonami jsou jejich hydrodynamické vlastnosti (28).

Monolitické stacionarni faze obsahuji dva typy péra: a) velké pory (makropory) zajist'uji
rychly konvektivni tok mobilni faze skrz monolit a vyznamné zrychluji ptenos hmoty mezi
mobilni a stacionarni fazi, b) stiedné¢ velké pory (mezopory) poskytuji monolitu dostate¢né
velky povrch, a tim vysokou separacni kapacitu. Tato struktura umozniuje pouZziti monolitd pfi
znacn¢ vysokych prutokovych rychlostech mobilnich fazi bez pfiliSného zvySeni tlaku a
zaroven bez ztraty separa¢ni uéinnosti a to i pro separované makromolekuly (bilkoviny,

syntetické polymery) (28, 29).

Podle chemické podstaty a zpusobu piipravy se mohou monolitické stacionarni faze rozdélit
na anorganické monolity, makropérézni polymerni monolity, stlacitelné monolity

(komprimované) (28).

4.4.1. Anorganické monolity

Ptipravuji se hydrolytickou polymeraci tetramethoxysilanu nebo tetraethoxysilanu ve vodném
roztoku kyseliny octové v piitomnosti polyethylenglykolu. Technologie vyroby umoziiuje
ptipravu monolitd s piesné¢ definovanou strukturou, kdy vznikaji vyhradné mezopéry a
makropdry vhodnych a nastavitelnych rozmérii. Makropory vytvaii sit’ prutokovych kanalk,
ktera umozniuje aplikaci vysokych pratokovych rychlosti bez vyznamného nértstu zpé&tného
tlaku v systému. MezopoOry naplnéné stagnantni mobilni fazi pak umoznuji molekulam
analytu pfistup k mistim interakce se stacionarni fazi. Objem mezopora ovlivituje odpor proti
pfevodu hmoty, a tim rozmyvéni elu¢nich zoén. Vyhodou je, Ze existuje v podstaté jeden
unikatni postup vyroby silikagelovych monoliti a popis jejich slozeni. Nevyhodou je
objemova kontrakce, ke které¢ pii zrani monolitu dochézi, coz nasledn¢ vyzaduje zatésnéni
monolitu do plasté/ kolony pied jeho aplikaci v HPLC. Piipravené silikagelové monolitické
kolony mohou byt snadno modifikovany, naptiklad oktadecylovymi funkénimi skupinami pro

pouziti v chromatografii s reverznimi fazemi. Monolitické kolony poskytuji srovnatelnou
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ucinnost jako kolony konvenéni s velikosti c¢astic 5 pm. Vyhodou monolitu je ovSem
skuteénost, Zze mohou byt aplikovany podstatné vyssi pratoky mobilni faze. Silikagelové
monolity se na rozdil od organickych monoliti osvéd¢ily i pfi separaci malych molekul (28,
29).

Mezopéry 13 nm Makropéry 2um

- e

Celkova porozita > 80%

Obr. 10: Mezopdry a makropdry monolitu (SEM obrézek)

4.4.2. Polymerni monolity

Tyto monolity jsou pfipravovany piimo v prazdné koloné, kterd je naplnéna polymeracni
smési, tedy smesi monomerli, porogend a inicidtorem. Pak je uzaviena a je provedena
polymerace za zvySené teploty. Monolit je ndsledné¢ promyt vhodnym rozpoustédlem pro
odstranéni nezpolymerizovanych latek a mize byt rovnou pouzit pro HPLC separace. Mezi
organické polymery pouZzivané pro vyrobu monolitll jsou fazeny predevSim polymerni gely na

bazi hydroxyethylmethakrylatu, glycidyl — methakrylatu a polystyrenu (29).

Slozenim polymerizac¢ni smési lze vyrazné ovlivnit vysledné vlastnosti monolitu, jako je
struktura a velkost pord, U¢innost separace, zpétny tlak a biokompatibilita. Polymerni
monolity nalézaji velmi Siroké uplatnéni v proteomickych aplikacich. Jsou zde pouzivany ve
formé kapilarnich kolon, ¢asto velmi dlouhych, aby tak byla ziskana vysok& kapacita separace
pro komplexni proteomické vzorky (29).
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5. Chemikalie, pomiucky a pristrojové vybaveni

5.1.Standardy barviv
E 102 Tartrazine 99% (Fluka)

E 132 Indigo carmine 98% (Fluka)

E 104 Quinoline yellow 95% (Fluka)

E 110 Sunset yellow 95% (Fluka)

E 142 Green S 98% (Fluka)

E 133 Brilliant blue FCF, koncentrace neuvedena (Sigma — Aldrich)
E 131 Patent blue 97% (Fluka)

E 143 Fast green FCF 98% (Fluka)

5.2.Chemikalie

Kyselina octova ledova 99% (Fluka)

Amoniak 26% (Sigma — Aldrich)

Acetonitril (HPLC Gradient grade)

Methanol p.a. (HPLC Gradient grade, Sigma — Aldrich)

Destilovana voda (Millipore systém)

5.3.Vzorky Velikono¢niho piva

Jarni pivo 11° (Primator, Nachod), (rok 2014)
Kraslicak 14° (Jezek, Jihlava), (rok 2014)
Zeleny krél Vratislav 12° (Konrad, Vratislavice), (rok 2014)

Velikonoc¢ni special 14° (Starobrno, Brno), (rok 2014)
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Velikonoc¢ni lezak 12° (Radni¢ni pivovar, Jihlava), (rok 2014)

Rohozec 11° (Rohozec, Maly Rohozec), (rok 2015)

Zelena nefiltrovana 12° (Zlebské Chvalovice), (rok 2015)

Velikonoc¢ni zeleny lezak 12° (Purkmistr, Plzen), (rok 2015)

Velikonoc¢ni kopfivova 12° (Modra Hvézda, Dobtany), (rok 2015)

Valasek 12° (Valasek, Vsetin), (rok 2015)

Podkovan 12° (Podkovan, Dolni Cetno), (rok 2015)

5.4.Pristrojové vybaveni

Chromatografické sestava: Shimadzu
LC-10

Pumpy: LC — 10 AD VP
Degasser: DGU — 14 A
Autosampler: SIL — HTA

Termostat kolony: CTO — 10 AC VP

Chromolith Performance

CN 100 - 4,6 mm

Kolona;

Pfedkolona: Chromolith CN 5-4,6 mm
Merck
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Vyhodnoceni: Chromatograficky software
LC Solution

pH metr: Hanna Instruments

Ultrazvukovd lazeni: Banderin  Sonotex

digitex

Analytické vahy: Sartorius CPA 12 4S

Dalsi pomdtcky: laboratorni sklo, pipety,

PTFE filtry a injekéni stiikacky

Detektor: DAD detektor SPD M — 10A VP



6. Roztoky

6.1.Priprava pracovnich roztoku pro optimalizaci

Navazky jednotlivych standardd byly rozpustény v 1 ml MeOH a poté se roztoky standardd
ziedili 20x s vodou do vialek (50 pl roztoku + 950 ul vody). Navazky jednotlivych standarda
jsou uvedeny v Tab. 1. Dale byl pfipraven smésny roztok vSech standardu tak, ze do vialky

bylo napipetovano 100 pl z kazdého ptipraveného zasobniho roztoku.

Tab. 1: NavaZky jednotlivych standardi pouZzitych k p¥ipravé zasobnich roztoki

Barvivo navazka (mg)
Tartrazine 1,07
Indigo carmine 0,95
Quinoline yellow 1,13
Sunset yellow 1,04
Green S 0,98
Brilliant blue FCF 1,15
Patent blue 1,05
Fast green FCF 1,01

6.2.Priprava kalibraénich roztoka pro validaci

Vzhledem ktomu, ze pfii pfipravé predchozich roztokii pro optimalizaci separacnich
podminek nedo$lo k uplnému rozpusténi nékterych barviv v methanolu, bylo nutné pro
validaci metody pfipravit nové roztoky standardii v jiném rozpoustédle, tak aby byla zajisténa
uplna rozpustnost a deklarovand koncentrace. Experimentalnim zkouSenim byla nalezena
vhodna rozpoustédla pro ,,problematické® standardy Tartrazine, Indigo carmine, Quinoline
yellow a Sunset yellow. Navazky standarda pak byly rozpustény ve vhodném rozpoustédle
viz Tab. 2.
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Tab. 2: NavaZky a rozpoustédla pro piipravu kalibra¢nich roztoki

Barvivo navazka (mg) rozpoustédlo
Tartrazine 5,11 1 ml MeOH + 0,25 ml H20
Indigo carmine 5,19 1,25 ml H0
Quinoline yellow 5,06 1,25 ml THF
Sunset yellow 4,92 1,25 mI H20
Green S 5,04 1,25 ml MeOH
Brilliant blue FCF 5,09 1,25 ml MeOH
Patent blue 5,02 1,25 ml MeOH
Fast green FCF 5,11 1,25 ml MeOH

Nasledné byl ze standardnich roztokd pfipraven smésny roztok, o koncentraci 500 mg/I,
smichdnim 250 ul kazdého standardu. Tento roztok byl nasledné nafedén vodou dle
nasledujici Tabulky 3. Timto zpusobem jsme si pfipravili 10 roztoki o koncentracich
500 mg/l, 400 mg/l, 300 mg/l, 200 mg/l, 100 mg/l, 75 mg/l, 50 mg/l, 25 mg/l, 10 mg/l a
5 mg/l.

Tab. 3: Priprava kalibraénich roztoka s H20

koncentrace (mg/l) v smésn(ﬂll;) roztoku V* vody (ul)
500 500 0
400 400 100
300 300 200
200 200 300
100 100 400
75 75 425
50 50 450
25 25 475
10 10 490
5 5 495

*V - objem

Bohuzel po pfidani vody se v roztocich pro kalibraci vytvoftily srazeniny a vysledky se
nedaly vyhodnotit, navic koncentrace 300 mg/1 a vy$ byly uz velmi vysoké a jednotlivé latky
se nedaly stanovit. Proto bylo tieba piipravit nové kalibraéni roztoky stejnym zptuisobem, ale
ke ztedéni byl misto vody pouzit MeOH a roztoky byly pfipraveny jen do koncentrace

200 mg/l viz Tab. 4. Bohuzel ani tento postup nebyl optimalni pro vsechny stanovované latky.
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Vzhledem k tomu, Ze kalibra¢ni zavislost pro Indigo carmine a Quinoline yellow vychazela u
vysSich koncentraci velmi Spatné (korela¢ni koeficient Indigo carminu byl 0,81801 a pro
Quinoline yellow 0,97963), byly roztoky nakonec fedény do 50% ACN s vodou (1:1). Tato
smés nevykazovala zadné zndmky precipitace, coz bylo potvrzeno i zméfenim linearity pro

vyssi koncentrace.

Tab. 4: Pfiprava kalibra¢nich roztokia s 50% acetonitrilem

koncentrace (mg/l) V smésného roztoku (ul) V 50%ACN (ul)

200 200 300
100 100 400

75 75 425

50 50 450

25 25 475

10 10 490

S) 5 495

2 2 498
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7. Optimalizace metody

Cilem této préace bylo vyvinout optimalni chromatografickou metodu, ktera dokaze separovat
a kvantitativné stanovit barviva: E 102 Tartrazine, E 132 Indigo carmine, E 104 Quinoline
yellow, E 110 Sunset yellow, E 142 Green S, E 133 Brilliant blue FCF, E 131 Patent blue a
E 143 Fast green FCF ve smési V piijatelném ¢ase v porovnani s ostatnimi publikovanymi

metodami.

7.1.Kolona
Pro separaci byla pouzita monolitni kolona Chromolith Performance CN 100 —4,6 mm s
predkolonkou Chromolith CN 5 —4,6 mm Merck. Volba této kolony vychazela z piedchozi
diplomové prace (T. Bohatova - Vyvoj metody zelené chromatografie pro stanoveni
¢ervenych barviv v ndpojich (30)), kde se stacionarni faze Chromolith CN jevila jako idealni
pro separaci Cervenych barviv bez pouziti organickych rozpoustédel. Jako idedlni mobilni
faze se v nasem piipadé po testovani riznych smési pufrii a organickych rozpoustédel ukézal
byt MeOH v gradientové eluci. Optimalizace separace na koloné Chromolith Performance

CN 100 — 4,6 mm je detailngji rozebrana v nasledujicich kapitolach.

7.2.Mobilni faze

7.2.1. Kyselina octova s NHs

Nejprve byla zkousena jako mobilni faze cistd voda a pufr, v nasem piipadé Kkys. octova
s NHzs, upravend na pH 7, (kys. oct. + NHs, pH7), v koncentraci 0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,5%,
1%. Reten¢ni Cas analytli se s rostouci koncentraci kyseliny zvySoval, viz nasledujici grafy

retenci jednotlivych barviv.
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Retenéni ¢as Tartrazine
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Koncentrace pufru

Obr. 11: Retenéni &as Tartrazinu v zavislosti na rostouci koncentraci pufru

Reten¢ni ¢as Indigo carmine
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Obr. 12: Retenéni ¢as Indigo carminu v zavislosti na rostouci koncentraci pufru
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Retencni ¢as Quinoline yellow
Vzhledem Kk tomu, Ze reten¢ni Casy chinolinové zluti byly del$i nez 20 min. i pro nejnizsi
koncentraci pufru, tak reten¢ni ¢asy tohoto analytu pii hledani vhodné mobilni faze nebyly
testovany. Predpokladem eluce chinolinové Zluti bylo pouziti organické faze, ktera byla

testovana az v dal$ich krocich.

Retenéni ¢as Sunset yellow

=
(o))
]

1.341

(min)
= =
= N S
1 1 1

¢ni ¢as
o
[00]
1

v

0.6 -

Reten

0.4 -

O T T T T T 1
H20 0,01% pufr 0,05% pufr 0,1% pufr 0,5% pufr 1% pufr

Koncentrace pufru

Obr. 13: Retenéni ¢as Sunset yellow v zavislosti na rostouci koncentraci pufru
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Retencni ¢as Green S
V 1% pufru se retenéni cas prodlouzil nad 30 min., proto nebyla tato koncentrace jiz

vyhodnocovéna.

30 - 27.6

N
w
1

N
o
1

Retencni ¢as (min)
= =
o (6]
1 1

H20 0,01% pufr 0,05% pufr 0,1% pufr 0,5% pufr

Koncentrace pufru

Obr. 14: Retenéni ¢as Green S v zavislosti na rostouci koncentraci pufru

Retenc¢ni ¢as Brilliant blue FCF
V 1% pufru se reten¢ni ¢as prodlouzil nad 30 min., proto nebyla tato koncentrace jiz

vyhodnocovéna.

16 -
14.2

= [ =
o N H
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Retencni ¢as (min)
[e)} [ole]
1 1

O T T T T 1
H20 0,01% pufr 0,05% pufr 0,1% pufr 0,5% pufr
Koncentrace pufru

Obr. 15: Retenéni ¢as Brilliant blue FCF v zavislosti na rostouci koncentraci pufru
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Reten¢ni ¢as Patent blue
V 1% pufru se reten¢ni ¢as prodlouzil nad 30 min., proto nebyla tato koncentrace jiz

vyhodnocovéna.

30 ~
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N N
o o
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¢ni €as
=
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Reten
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H20 0,01% pufr  0,05% pufr 0,1% pufr 0,5% pufr
Koncentrace pufru

Obr. 16: Reten¢ni ¢as Patent blue v zavislosti na rostouci koncentraci pufru

Reten¢ni ¢as Fast green FCF

14 12.654

(min)

¢ni ¢as

Reten

O T T T T T 1
H20 0,01% pufr 0,05% pufr 0,1% pufr 0,5% pufr 1% pufr
Koncentrace pufru

Obr. 17: Retenéni ¢as Fast green FCF v zavislosti na rostouci koncentraci pufru
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7.2.2. Pufr s pridavkem ACN

Vzhledem k dlouhym tr nékterych latek byly dale zkouseny rizné kombinace pufru, 0,5%
kys. oct. + NHs, pH 7, v kombinaci s pfidavkem ACN o razné koncentraci (1,25%, 2,5%, 5%,
10%, 20%). Dlouhé reten¢ni Casy vétSiny stanovovanych latek se vyrazné zkratily, jak je

zaznamenano Vv nasledujicich grafech.

Tartrazine

0.55 -
0.54 -
0.53 -
0.52 -
0.51 -
0.5 -
0.49 -
0.48 -
0.47 -
0.46 T T T T )

1,25% ACN 2,5% ACN 5% ACN 10% ACN 20% ACN

Koncentrace ACN

(min)

¢ni ¢as

Reten

Obr. 18: Retenéni ¢as Tartrazinu v 0,5% pufru s pfidavkem riznych koncentraci ACN
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Indigo carmine
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Obr. 19: Retenéni ¢as Indigo carminu v 0,5% pufru s piidavkem riznych koncentraci ACN

Quinoline yellow
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0 T T T T 1
1,25% ACN 2,5% ACN 5% ACN  10% ACN 20% ACN

Koncentrace ACN

Obr. 20: Retenéni ¢as Quinoline yellow v 0,5% pufru s piidavkem raznych koncentraci ACN
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Sunset yellow

Retencni ¢as (min)
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Obr. 21: Retenéni ¢as Sunset yellow v 0,5% pufru s pfidavkem riznych koncentraci ACN

Green S

[ [y
(o] o N
1 1 ]

Retencni ¢as (min)
BN (o))
1 1

0 T T T T 1
1,25% ACN 2,5% ACN 5% ACN  10% ACN 20% ACN

Koncentrace ACN

Obr. 22: Retenéni Green S v 0,5% pufru s pfidavkem riznych koncentraci ACN
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Brilliant blue FCF
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Obr. 23: Retenéni ¢as Brilliant blue FCF v 0,5% pufru s pfidavkem riznych koncentraci ACN

Patent blue
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Obr. 24: Retenéni ¢as Patent blue v 0,5% pufru s péidavkem raznych koncentraci ACN
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Fast green FCF

(min)
SN
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w
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Reten
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1,25% ACN 2,5% ACN 5% ACN  10% ACN 20% ACN

Koncentrace pufru ACN

Obr. 25: Retenéni ¢as Fast green FCF v 0,5% pufru s pfidavkem raznych koncentraci ACN

7.3.0ptimalizace gradientové eluce

Vzhledem k tomu, ze se po ptidani ACN k testovanému octanovému pufru tr latek zkratili,
byla tato kombinaci pouzita pro separaci stanovovanych latek a bylo tieba najit vhodné
podminky gradientové eluce. Tedy podminky kdy dojde k dostateéné separaci analyzovanych
latek a jejich piky budou mit optimalni symetrii. Z ptedchozich grafl je patrné, ze nékteré
dvojice latek maji velmi podobné tr, konkrétné se jedna o pary: Tartrazine — Indigo carmine a
Green S — Patent blue. Proto cilem této optimalizace bylo najit takovy gradient, ktery umozni

stanoveni vSech analyzovanych latek s dostate¢nym rozliSenim.
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7.3.1. Gradient 01

Byl pouzit 1% octanovy pufr o pH 7 a 40% ACN ve vod¢, prutok byl nastaven na 2 ml/min.

Tab. 5: Podminky separace pro gradient 1

mobilni faze
¢as (min.)
1% pufr (%) 40% ACN (%)
0.01 start
1.00 100 0
10.00 0 100
10.10 100 0
12.00 stop
mAU
4254nm 4nm (1,00) %
100 s e B
25 a > < F
] 2 3
o ) YA " " y v
] [ S S N ™ T S T N
C->DI R 2o “alo T T T T4 T T T 60 "o T min

Obr. 26: Chromatogram pro gradient 01
Za téchto podminek se odseparovaly skoro vSechny latky, kromé Green S a Patent blue, které
vytvorily dvojity pik. Byl vyzkousen i 20% ACN, vysledek separace byl velmi podobny a

navic se vyznamné prodlouzili reten¢ni Casy tr Patent blue, Green S a Quinoline yellow.
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7.3.2. Gradient 02
Byl pouzit 1% pufr a Cisty ACN z diivodi zachovani stejné koncentrace pufru, prutok byl

zachovan na 2 ml/min

Tab. 6: Podminky separace pro gradient 02

mobilni faze
¢as (min.)
1% pufr (%) ACN (%)
0.01 start
1.00 100 0
10.00 60 40
10.10 100 0
12.00 stop
mAU
:25£r‘m.irm (1 9{; o~
10[}—f g E g
] P ” z
75 - i S
] O]

50

INDI /1.077
FAST /4 585
BRIL /4 844

-
>

;SUN /1.834
2

I3_OIIII4OIIII50IIII6_[}IIII miln

o
=}

0.0. — .1.0. T

Obr. 27: Chromatogram pro gradient 02

Za téchto podminek se stale vyskytoval dvojity pik Green S a Patent blue. Byl také testovan
gradient do hodnoty 20% cistého ACN, kdy vysledny chromatogram byl obdobny jako pfi
pouziti ¢istétho ACN do hodnoty 40% a navic se zkratili tr Tartrazinu a Indigo carminu.

7.3.3. Gradient 03
Vzhledem k tomu, Ze se s ACN nepodatilo odseparovat od sebe Patent blue a Green S, byla
zvolena kombinace 1% octanového pufru o pH 7 a gradient s ¢istym MeOH misto ACN.

Pratok byl nastaven na 2 ml/min.
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Tab. 7: Podminky separace pro gradient 03

mobilni faze
¢as (min.)
1% pufr (%) MeOH (%)
0.01 start
1.00 100 0
10.00 60 40
10.10 100 0
12.00 stop
mAU
1254nm 4nm (
] 3
1001 - o
soog g 8 z
. g e 0 o ; 3
50 ~ e 0 g
] % < 4
w 0
A ) - ~ JANANI /\4/\ y y
3 — S S— n *
L T T A A

Obr. 28: Chromatogram pro gradient 03
Za téchto podminek se zacaly mirné odliSovat tr Green S a Patent blue, navic nedochazelo
k separaci Tartrazin s Indigo carminem (dvojity pik). Dale byl jesté zkousen MeOH do 20%,

ale G¢innost separace byla nizsi nez pti pouziti MeOH do 40%.

7.3.4. Gradient 04
Déle byly testovany upravené podminky separace za pouziti MeOH a 1% pufru. Kdy Cisty
pufr protékal kolonou po dobu 2 minut a prutok byl stale nastaven na 2 ml/min. Tzn., ze start

gradientu byl o dv€ minuty opozdén.
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Tab. 8: Podminky separace pro gradient 04

mobilni faze
¢as (min.)
1% pufr (%) MeOH (%)
0.01 start
2.00 100 0
10.00 60 40
10.10 100 0
12.00 stop
mAU
J254nm 4nm (1c40)
] ©
g 9
] o
Uy g <o ;
0 - @ 3
[Iy] o t % E - O
: 5 P O 0
e AN
N J ooy ~ Ny v
T A S )
IIIIII 7 AL
00 10 20 30 40 50 6.0 70 80 90 10.0 min

Obr. 29: Chromatogram pro gradient 04

Stale pretrvaval problém s dvojitymi piky u para Tartrazinu s Indigo carminem, Green
S s Patent blue a Brilliant blue FCF s Fast green FCF.
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7.3.5. Gradient 05
Proto byl dale testovdn posun casu celého gradientu o 1 minutu z divodu pozvolnéjsiho

narustu koncentrace organické slozky, prutok byl opét ponechan na 2 mi/min.

Tab. 9: Podminky separace pro gradient 05

mobilni faze
¢as (min.)
1% pufr (%) MeOH (%)
0.01 start
2.00 100 0
11.00 60 40
11.10 100 0
13.00 stop

mAU
150-f25anm, anm (1.00)

TAR /0.850

1254

100~

75+

QUIN /10,098

50

25—

e
k.
" oras s
k.
BRIL /6616
<
;CRE i

25
00 10 20 30 a0 50 60 70 80 9'0 10.0 11.0 12.0

Obr. 30: Chromatogram pro gradient 05

Za téchto podminek se témét zcela odseparovali Green S a Patent blue, ale stale zlstava

dvojity pik u dvojic Tartrazine — Indigo carmin a Brilliant blue FCF — Fast green FCF.
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7.3.6. Gradient 06
Vzhledem k problému s nedostate¢nou separaci vySe uvedenych kritickych pari byla zvysena

koncentrace octanového pufru na 2%. Pratok byl ponechan na 2 ml/min.

Tab. 10: Podminky separace pro gradient 06

) mobilni faze
¢as (min.)
2% pufr (%) MeOH (%)
0.01 start
1.00 100 0
10.00 60 40
10.10 100 0
12.00 stop
gn-fL‘J “[%
70+ g
1k i
1WA L A

Obr. 31: Chromatogram pro gradient 06

VétSina problémovych latek se odseparovala s dostatecnym rozliSenim, prakticky az na

nulovou linii. Témé&F neseparovana zustala jen dvojice Tartrazine s Indigo carminem.
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7.3.7. Gradient 07
Déle byly pouzity stejné mobilni faze a prodlouzena isokraticka eluce ¢istym 2% pufrem na 2

minuty (zpozdény start gradientu), prutok zustal zachovan na 2 ml/min.

Tab. 11: Podminky separace pro gradient 07

mobilni faze
¢as (min.)
2% pufr (%) MeOH (%)
0.01 start
2.00 100 0
10.00 60 40
10.10 100 0
12.00 stop

254nm,4nm (1.00
804 "(* !
&

TAR /0
QUIN /9.742

70+

60+

Obr. 32: Chromatogram pro gradient 07

Tento gradient vytesil problém dvojpiku Fast green FCF s Brilliant blue a Green S s Patent

blue, ale dvojice Tartrazine — Indigo carmine se zcela neodseparovala.
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7.3.8. Gradient 08

Déle byl kseparaci latek zkousen c¢isty MeOH v kombinaci s koncentrovanéjsim 4%

octanovym pufrem pH 7, pritok 2 ml/min.

Tab. 12: Podminky separace pro gradient 08

&as (min.) mobilni faze
4% pufr (%) MeOH (%)
0.01 start
1.00 100 0
10.00 60 10
10.10 100 0
12.00 stop

Obr. 33: Chromatogram pro gradient 08

Separace vSech latek probéhla témét dostateéné. Ale koncentrace pufru jiz byla zbyte¢né

vysokd a nebylo dosazeno vyznamného zlepSeni v porovnani s ptedchozimi podminkami

(gradient 07).

7.3.9. Gradient 09

Déle byla pro testovanou kombinaci gradientu s vyuzitim 100% MeOH s 2% pufrem

ptipojena k analytické koloné¢ monolitni ptedkolonka (5 X 4,6 mm) o stejné stacionarni fazi -

CN, pritok zistal zachovan na hodnoté 2 ml/min.
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Tab. 13: Podminky separace pro gradient 09 s pf¥idanou piedkolonkou (5 x 4,6 mm)

mobilni faze
¢as (min.)
2% pufr (%) MeOH (%)
0.01 start
2.00 100 0
10.00 60 40
10.10 100 0
12.00 stop

FAST /6.996
RIL /7.365
GRE §/7.8712

00 10 2’0 30 a0 50 60 70 80 9’0 16.0 min

Obr. 34: Chromatogram pro gradient 09
Separace latek byla témét identicka, pouze u pikt Brilliant Blue a Green S bylo dosaZzeno

vétsiho rozliseni. Tyto testovane podminky se jevily jako optimalni pro validaci metody.
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7.3.10. Gradient 10
Kvili dosazeni pozadavku na lepsi separaci prvnich dvou pikt byly déle testovany podminky

prevzaté z gradientu 09, avSak s niz§i pratokovou rychlosti mobilni faze 1,5 ml/min.

Tab. 14: Podminky separace pro gradient 10

mobilni faze
¢as (min.)
2% pufr (%) MeOH (%)
0.01 start
2.00 100 0
10.00 60 40
10.10 100 0
12.00 stop

mAU
4254nm,4nm (1.00)
100

QUIN /10.623

754

—
™~
=
z

FAST /7.534
BRIL /7.913

254

GRE S /8.581

>
?SUN /2.843
ou
] ei
c

0o 10 20 30 40 50 60 70 go 90 100 1o 120  min

Obr. 35: Chromatogram pro gradient 10

Tyto podminky nebyly optiméalni, doslo k vétSimu chvostovani nékterych pikd. Separace

prvnich dvou pikli nebyla vyznamné zlepSena.
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7.3.11. Gradient 11

Déle byl pritok mobilni faze upraven na 1,75 ml/min pfi zachovani ostatnich podminek.

Tab. 15: Podminky separace pro gradient 11

) mobilni faze
¢as (min.)
2% pufr (%) MeOH (%)

0.01 start

2.00 100 0

10.00 60 40

10.10 100 0

12.00 stop
AU
254nm,4nm (1.00) w0

T - | oy " e /\ 1\}\}/\ vl Ny Ly

Obr. 36: Chromatogram pro gradient 11

Tato zména nevedla k vyraznéjSimu zlepSeni.
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7.3.12. Gradient 12
Jako predposledni byly testovany stejné podminky jako pro gradient 09 avsak se zapojenim
delsi predkolony 10 x 4,6 mm o stejné stacionarni fazi.(gradient s 2% pufrem a 40% MeOH,

prutok 2 ml/min).

Tab. 16: Podminky separace pro gradient 12

mobilni faze
¢as (min.)
2% pufr (%) MeOH (%)
0.01 start
2.00 100 0
10.00 60 40
10.10 100 0
12.00 stop

mAU
254nm,4nm (1.00)

704

QUIN /9.903

@
(=]
I

TAR /1.073

PAT /8.262

FAST /6.902
BRIL /7.267
RE S /7.830

Psuw 12,404
1 >
= N
Z < '
o_ Gl
. =
o

INDI /1,352

>

"o’ T 7 T1do min

o
o
o
™~
o
w
o
IS
o
o
o
=)
o
~
o
©
o

Obr. 37: Chromatogram pro gradient 12

Ani tato zména nevedla k vyraznéjSimu zlepSeni.

54



7.3.13. Gradient 13

Stejné podminky s delsi ptedkolonou byly zkouseny i s priutokem 1,75 ml/min

Tab. 17: Podminky separace pro gradient 13

mobilni faze

€as (min.) 29% pufr (%) MeOH (%)
0.01 start
2.00 100 0
10.00 60 40
10.10 100 0
12.00 stop

AU

704
60
50

10

4254nm 4nm (1.00)

@
w
=
=
<

2|
SUN /2,388

-~

AST /6.873

BRIL /7.244

PAT /8.247

RE S /7.823

e

\v[\k
S

QUIN /9,883

N

Obr. 38: Chromatogram pro gradient 13

Vzhledem k tomu, Ze vysledky separace pii pouziti 5 mm a 10 mm ptedkolonky se prakticky
nelisili, a navic pfi pouziti 10 mm pifedkolonky zacal vyrazné&ji chvostovat pik Patent blue,
zvolili jsme jako idealni pro validaci metody podminky uvedené v gradientu 09. Nedostatecné
rozliSeni pikt Tartrazinu a Indigo carminu nebylo pro validaci metody problematické, jelikoz
obé dvé latky byly hodnoceny pfi jinych vinovych délkach absorpénich maxim, které mezi

sebou vzdjemné neinterferuji.

7.4.VInova délka

Vzhledem k rozdilné barevnosti a riznym absorpénim vlastnostem analyzovanych latek byly

pro stanoveni vybrany 3 vinové délky, pii kterych dané latky vykazovaly absorpéni maxima:

4.0 50

420 nm, 482 nm a 625 nm, viz Tab. 18.
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Tab. 18: VInové délky, pf¥i kterych jednotlivé latky vykazovaly absorbéni maxima

420 nm Tartrazine, Quinoline yellow
482 nm Sunset yellow
625 nm Indigo carmine, Fast green FCF, Brilliant blue FCF, Green S, Patent blue

7.5. Optimalni podminky separace pro validaci metody

Kolona:
Predkolonka:
Mobilni faze:
Detekce:

Objem vzorku:

Gradient:

Chromolith performance CN 100 — 4,6 mm
Chromolith CN 5 x 4,6 mm Merck

Cisty MeOH s 2% pufrem (Kkys. oct. + NHz, pH7)
420 nm, 482 nm a 625 nm, UV/VIS

10ul

Gradient 09

Tab. 19: Podminky separace pro gradient 09

mobilni faze
¢as (min.)
2% pufr (%) MeOH (%)
0.01 start
2.00 100 0
10.00 60 40
10.10 100 0
12.00 stop
Pratok: 2 ml/min
Teplota: 30°C
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8. Validace

8.1.Test vhodnosti chromatografického systému (System suitability test -
SST

Ke stanoveni SST byl pouzit roztok standardi o koncentraci 50 mg/I.

8.1.1. U&innost chromatografického systému — Asymetrie chromatografickych

pika (T) a Rozliseni chromatografickych piki (R)

Pro stanoveni parametrii byly pouzity vysledky ziskané ze smési roztokd pro stanoveni

linearity.

Tab. 20: SST - reten¢ni ¢as (tr), kapacitni faktor (k), asymetrie chromatografickych pikd (T) a rozliSeni
chromatografickych piki (R)

Analyt tr (Min) Kk T R
Tartrazine 0.949 0.000 2.468 -
Indigo carmine 1.175 0.239 1.378 0.759

Sunset yellow 1.989 1.097 1.318 2.755
Fast green FCF 6.526 5.879 1.188 18.506
Brilliant blue FCF 6.913 6.287 1.089 1.765
Green S 7.671 7.087 1.525 3.304
Patent blue 7.964 7.395 2.320 1.106
Quinoline yellow 9.443 8.954 1.288 5.652

Vzhledem k rozdilnym vlastnostem latek nebylo mozné stanovit nékteré parametry SST,
protoze hodnotime vysledky pfi 3 ruznych vinovych délkach (420, 482 a 625 nm). Proto jsme
pro stanoveni parametri SST museli pouZit univerzalni vinovou délku, stejnou pro vSechny
analyty (254 nm), kde rozliseni jednotlivych pikt neni uplné optimalni a proto R neni vzdy
>1,5. Na obr. 39 jsou jednotlivé analyty pti vhodnych vinovych délkach.
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Obr. 39: Zaznam separace analyti pii 3 vinovych délkach

8.1.2. Linearita standardu

Ke stanoveni linearity bylo pouzito 8 kalibra¢nich roztoka o koncentraci 200, 100, 75, 50, 25,
10, 5 a 2 mg/l. Postup na jejich ptipravu je popsan v kapitole 2.2.. Od kazdé koncentrace byly
provedeny 3 nastriky. Z vysledki pro kazdou koncentraci byl vypocitan aritmeticky primér
plochy pika. Pomoci metody linearni regrese byla stanovena zavislost plochy pikt na jejich

koncentraci.
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8.1.2.1. Kalibracni zavislost pro Tartrazine
Kalibra¢ni zavislost pro Tartrazine byla stanovena pii koncentracich v rozmezi 2 mg/l, 5 mgl/l,

10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 40: Kalibraéni zavislost pro Tartrazine

Tab. 21: Parametry linearni regrese pro Tartrazine

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodi n= |8 Odhad chyby

Smérnice k= 11209 + 351

Abs. ¢len g= |26705 + 30131

Korelaéni koef. r= 0,997

Rezidualni odch. s= 62452

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,997.
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8.1.2.2. Kalibra¢ni zavislost pro Indigo carmine
Kalibraé¢ni zavislost pro Indigo carmine byla stanovena pii koncentracich v rozmezi 2 mg/l,
5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 41: Kalibraéni zavislost Indigo carmine

Tab. 22: Parametry linedrni regrese pro Indigo carmine

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Pocet bodi = |8 Odhad chyby
Smérnice = 11101 + | 201

Abs. ¢len q= |-10235 + 17304
Korelaéni koef. r= 0,999

Rezidualni odch. s= 35865

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,9909.
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8.1.2.3.  Kalibracni zavislost pro Quinoline yellow
Kalibraéni zavislost pro Quinoline yellow byla stanovena pii koncentracich v rozmezi 2 mg/l,
5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 42: Kalibraéni zavislost pro Quinoline yellow
Tab. 23: Parametry linedrni regrese pro Quinoline yellow
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= 119942 + 949
Abs. ¢len q= 132128 + | 81439
Korelaéni koef. r= 0,993
Rezidualni odch. s= |168796

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,993.
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8.1.2.4. Kalibra¢ni zavislost pro Sunset yellow
Kalibraéni zavislost pro Sunset yellow byla stanovena pti koncentracich v rozmezi 2 mg/l,
5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 43: Kalibraéni zavislost pro Sunset yellow
Tab. 24: Parametry linedrni regrese pro Sunset yellow
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= 2149 + |71
Abs. Clen g= |7683 + 6134
Korelac¢ni koef. r= 0,996
Rezidualni odch. s= |12714

Korelaéni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,996.
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8.1.2.5. Kalibra¢ni zavislost pro Green S
Kalibraéni zavislost pro Green S byla stanovena pii koncentracich v rozmezi 2 mg/l, 5 mgl/l,
10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 44: Kalibra¢ni zavislost pro Green S

Tab. 25: Parametry linedrni regrese pro Green S

Statistické parametry pro regresi : y=kx +q

Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= 123429 + 869

Abs. Clen g= 108323 + | 74567
Korelac¢ni koef. = 0,995

Reziduélni odch. s= 154553

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,995.
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8.1.2.6. Kalibra¢ni zavislost pro Brilliant blue FCF
Kalibra¢ni zavislost pro Brilliant blue FCF byla stanovena pii koncentracich v rozmezi
2 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 45: Kalibra¢ni zavislost pro Brilliant blue FCF
Tab. 26: Parametry linedrni regrese pro Brilliant blue FCF
Statistické parametry pro regresi : y=kx +q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= 1|31052 + 1244
Abs. ¢len q= |144120 + 106736
Korela¢ni koef. r= 10,995
Rezidualni odch. s= 221230

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,995.
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8.1.2.7. Kalibra¢ni zavislost pro Patent blue
Kalibra¢ni zavislost pro Patent blue byla stanovena pii koncentracich v rozmezi 2 mgl/l,
5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 46: Kalibraéni zavislost pro Patent blue
Tab. 27: Parametry linedrni regrese pro Patent blue
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= 139944 + 400
Abs. ¢len g= |-20928 + 34324
Korelaéni koef. r= 10,999
Rezidualni odch. s= 71142

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,999.
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8.1.2.8. Kalibracni zavislost pro Fast Green FCF
Kalibra¢ni zavislost pro Fast Green FCF byla stanovena pti koncentracich v rozmezi 2 mgl/l,
5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 47: Kalibraéni zavislost pro Fast green FCF
Tab. 28: Parametry linedrni regrese pro Fast green FCF
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= 128331 + 1096
Abs. ¢len g= 119410 + 194041
Korelaéni koef. r= 10,995
Rezidualni odch. s= 194918

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,995.
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8.1.3. Linearita standardu v matrici piva

Kromé kalibrace standardt v roztocich rozpoustédel byla piipravena také matricova kalibrace,
kdy smés kalibra¢nich roztoki byla zifedéna roztokem ACN a piva (Gambrinus 11° Excelent)
v poméru 1:1. Tento roztok ACN a piva bylo tieba jesté pied pouzitim prefiltrovat kvili
vysrazenym bilkovinam. Redéni matrice acetonitrilem bylo nutné kvili rozpustnosti
standardi. Roztoky pro matricovou kalibraci byly ptipraveny ve stejném koncentra¢nim

rozmezi jako pro kalibraci standardt (200 — 2 mg/l) viz Tab. 29

Tab. 29: Piiprava roztoki pro matricovou kalibraci

koncentrace (mg/l) V smésného roztoku (ul) V ACN + pivo (ul)

200 200 300
100 100 400

75 75 425

50 50 450

25 25 475

10 10 490

5 5 495

2 2 498
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8.1.3.1. Matricova kalibraéni zavislost pro Tartrazine
Matricova kalibracni zavislost pro Tartrazine jsme méfili pti koncentracich 2 mg/l, 5 mgl/l,

10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 48: Matricova kalibraéni zavislost pro Tartrazine
Tab. 30: Parametry linearni regrese pro Tartrazine v matrici
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= |13858 + | 203
Abs. ¢len qg= | 5601 + | 17465
Korela¢ni koef. r= 10,999
Rezidualni odch. s= |36199

Korelaéni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,999.
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8.1.3.2. Matricové kalibrace pro Indigo carmine

Matricova kalibraéni zavislost pro Indigo carmine jsme méfili pii koncentracich 2 mg/l,

5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 49: Matricova Kalibraé¢ni zavislost pro Indigo carmine
Tab. 31: Parametry linearni regrese pro Indigo carmine v matrici
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= 19063 + |51
Abs. ¢len g= |5338 + 4397
Korelaéni koef. r= 10,999
Rezidualni odch. s= |9115

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,9909.
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8.1.3.3. Matricové kalibrace pro Quinoline yellow
Matricova kalibra¢ni zavislost pro Quinoline yellow jsme méfili pii koncentracich 2 mg/l,

5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 50: Matricova kalibraéni zavislost pro Quinoline yellow
Tab. 32: Parametry linearni regrese pro Quinoline yellow v matrici
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= 123089 + 1315
Abs. ¢len q= 124516 + | 112849
Korelaéni koef. = 0,990
Rezidualni odch. s= 233899

Korelaéni koeficient pro métené koncentracni rozmezi je 0,990.

70



8.1.3.4. Matricova kalibrace pro Sunset yellow
Matricova kalibracni zavislost pro Sunset yellow jsme méfili pti koncentracich 2 mg/l, 5 mg/l,

10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 51: Matricova kalibraéni zavislost pro Sunset yellow
Tab. 33: Parametry linerni regrese pro Sunset yellow v matrici
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= |2558 + |16
Abs. ¢len g= |-556 + 1449
Korelaéni koef. r= 10,999
Rezidualni odch. s= |3004

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,9909.
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8.1.3.5. Matricova kalibrace pro Green S
Matricova kalibracni zavislost pro Green S jsme méfili pii koncentracich 2 mg/l, 5 mgl/l,

10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 52: Matricova kalibraéni zavislost pro Green S
Tab. 34: Parametry linearni regrese pro Green S v matrici
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= 28157 + 322
Abs. Clen g= 36603 + 27685
Korelaéni koef. r= 10,999
Reziduélni odch. s= |57383

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,9909.
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8.1.3.6. Matricova kalibrace pro Brilliant blue FCF
Matricova kalibrac¢ni zavislost pro Brilliant blue FCF jsme méfili pfi koncentracich 2 mg/l,
5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 53: Matricova kalibraéni zavislost pro Brilliant blue FCF
Tab. 35: Parametry linedrni regrese pro Brilliant blue FCF v matrici
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= |37646 + |221
Abs. ¢len g= |5317 + 119020
Korelaéni koef. r= 10,999
Rezidualni odch. s= (39424

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,9909.
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8.1.3.7. Matricova kalibrace pro Patent blue
Matricova kalibra¢ni zavislost pro Patent blue jsme méfili pii koncentracich 2 mg/l, 5 mg/I,

10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 54: Matricova kalibraéni zavislost pro Patent blue
Tab. 36: Parametry linearni regrese pro Patent blue v matrici
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= 148383 + 375
Abs. ¢len g= |-83155 + 32249
Korelaéni koef. r= 0,999
Rezidualni odch. S= 166842

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,9909.
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8.1.3.8. Matricova kalibrace pro Fast green FCF
Matricova kalibra¢ni zavislost pro Fast green FCF jsme méfili pti koncentracich 2 mg/l,

5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l a 200 mg/I.
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Obr. 55: Matricova kalibraéni zavislost pro Fast green FCF
Tab. 37: Parametry linedrni regrese pro Fast green FCF v matrici
Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Pocet bodi n= |8 Odhad chyby
Smérnice k= 134196 + 213
Abs. ¢len q= |-1347 + 18341
Korelaéni koef. r= 0,999
Rezidualni odch. s= 38016

Korela¢ni koeficient pro méfené koncentracni rozmezi je 0,999.
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8.1.4. Opakovatelnost

Pro test opakovatelnosti byly pfipraveny roztoky standardi na tiech koncentra¢nich hladinach
200, 50 a 5 mg/l. Tyto roztoky byly pfipraveny stejnym zpusobem jako roztoky kalibra¢ni,
viz kapitola 2.2. Pro kazdy roztok dané koncentrace bylo provedeno 8 nastiiki. Byly ziskany
hodnoty pramérnych ploch pikii a znich potom byla vypocitana relativni smérodatna

odchylka.

Tab. 38: Stanoveni opakovatelnosti pro roztoky analytii o koncentraci 5 mg/I

5 mg/l Primér SD RSD (%)
Tartrazin 60327 394 0,65
Quinoline yellow 124365 5409 4,35
Sunset yellow 11105 83 0,75
Indigo carmine 16621 146 0,88
Fast green FCF 157760 966 0,61
Brilliant blue FCF 173738 1777 1,02
Green S 138667 474 0,34
Patent blue 193327 1906 0,99

Relativni smérodatna odchylka byla v rozmezi 0,34 — 4,35 %. U roztoku Quinoline yellow
byla RSD > 1 %.

Tab. 39: Stanoveni opakovatelnosti pro roztoky analyti o koncentraci 50 mg/l

50 mg/l Pramér SD RSD (%)
Tartrazine 620602 4255 0,69
Quinoline yellow 1449317 11389 0,79
Sunset yellow 120248 692 0,58
Indigo carmine 165264 1024 0,62
Fast green FCF 1563421 11141 0,71
Brilliant blue FCF 1732790 10439 0,60
Green S 1360131 11901 0,88
Patent blue 2354999 49936 2,12

Relativni smérodatna odchylka byla v rozmezi 0,58 — 2,12 %. U roztoku Patent blue byla > 1
%.
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Tab. 40: Stanoveni opakovatelnosti pro roztoky analytii o koncentraci 200 mg/1

200 mg/I Primér SD RSD (%)
Tartrazine 2604882 16573 0,64
Quinoline yellow 6254036 83826 1,34
Sunset yellow 503676 2577 0,51
Indigo carmine 563603 10923 1,94
Fast green FCF 6646344 47639 0,72
Brilliant blue FCF 7286352 38971 0,53
Green S 5497373 88041 1,60
Patent blue 8442515 54813 0,65

Relativni smérodatna odchylka byla v rozmezi 0,51 — 1,94 %. Vyssi nez 1 byla u Quinoline

yellow, Green S a Indigo carmine.

8.1.5. Presnost

Pro stanoveni ptesnosti bylo pfipraveno 8 roztoki o koncentraci vSech barviv 50 mg/l, které
byly fedény do piva s ACN (1:1). Tento postup ptidavku barviv do matrice piva byl zvolen
pro parametr piesnosti, jelikoz nebyl k dispozici realny vzorek piva, ktery by obsahoval
vSechny barviva dohromady. Pro kazdy roztok byly provedeny 3 nastfiky na kolonu.

Z hodnot ploch pikt pak byla vypocitana primérna hodnota. Piesnost pak byla vyjadiena jako

hodnota RSD (%).

8.15.1. Tartrazine

Tab. 41: Piesnost pro Tartrazine

695 479

5 691 802

< 694 034

S 708 746

‘g 706 238

S 705 494

o

706 369

720 987

Priamér 703 644
SD 9589
RSD (%) 1,36

Vysledek ptesnosti pro Tartrazine je vyjadien jako RSD a je < 5%.
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8.1.5.2.  Quinoline yellow

Tab. 42: Piesnost pro Quinoline yellow

1 460 158

S 1439 782

< 1 438 463

s 1 470 180

g 1 457 499

° 1 450 623

1 449 596

1 482 997

Pramér 1456 162

SD 15 070

RSD (%) 1,03

Vysledek ptesnosti pro Quinoline yellow je vyjadien jako RSD a je < 5%.

8.1.5.3.  Sunset yellow

Tab. 43: Piesnost pro Sunset yellow

142 153

S 139 079

~ 141 491

3 143 888

g 142 694

° 143 035

141 862

144 908

Pramér 142 389
SD 1740
RSD (%) 1,22

Vysledek ptesnosti pro Sunset yellow je vyjadien jako RSD a je < 5%.
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8.1.5.4. Indigo carmine

Tab. 44: Piesnost pro Indigo carmine

518 816

_ 505 375

X 499 672

<3 502 719

g 504 045

2 512 700

511 463

523 607

Pramér 509 799
SD 8354
RSD (%) 1,64

Vysledek ptesnosti pro Indigo carmine je vyjadien jako RSD a je < 5%.

8.1.5.5. Fastgreen FCF
Tab. 45: Piesnost pro Fast green FCF

1643 428

_ 1631 303

X 1637 127

8 1 663 569

g 1656 169

2 1 655 387

1653 231

1 683 940

Priimér 1653 019

SD 16471

RSD (%) 1,00

Vysledek ptesnosti pro Fast green FCF je vyjadien jako RSD a je < 5%.
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8.1.5.6.  Brilliant blue FCF
Tab. 46: Piesnost pro Brilliant blue FCF

1732527

1722729

2 1726 994

8 1756 971

g 1749 478

= 1749 454

1748 134

1777 813

Primér 1745513

) 17902

RSD (%) 1,03

Vysledek ptesnosti pro Brilliant blue FCF je vyjadien jako RSD a je < 5%.

8.15.7. GreenS
Tab. 47: Piesnost pro Green S

1 015509

1014 419

< 1037 211

s 1037 418

s 1035 558

= 1077 634

1093 317

1081 053

Priumér 1049 015

SD 30666

RSD (%) 2,92

Vysledek ptesnosti pro Green S je vyjadien jako RSD a je < 5%.
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8.1.5.8. Patent blue

Tab. 48: Piesnost pro Patent blue

2 451 876

2 477 459

_g 2 428 275

s 2 540 847

% 2 475 650

= 2 446 966

2 492 979

2 605 566

Primér 2 489 952

SD 57853

RSD (%) 2,32

Vysledek ptesnosti pro Patent blue je vyjadien jako RSD a je < 5%.

8.1.6. Spravnost

Pro stanoveni spravnosti byly piipraveny 3 roztoky standardi o koncentraci 50 mg/l. Jejich
ptiprava byla stejna jako pro kalibra¢ni roztoky viz kapitola 2.2.. Déle bylo ptipraveno 8
roztokd standard v matrici piva také o koncentraci vSech barviv 50 mg/l stejnym zptisobem
jako roztoky pro piesnost, dle kapitoly 4.1.5. Kazdy roztok byl analyzovan tfikrat a byl

spocitan primér z téchto tii hodnot. Spravnost pak byla ur¢ena jako pomér priméra ploch

piki roztok® barviv v matrici a roztoka Cistych standardu.
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8.1.6.1. Tartrazine

Tab. 49: Spravnost pro Tartrazine

_ 104,06
> 103,51
‘g 103,85
) 106,05
5 105,67
3} 1
S 105,56
2
= 105,69
107,88
Prim. vytéZnost 105,28
SD 1,43
RSD (%) 1,36

Primérna vytéznost pro Tartrazine je mimo rozmezi 95 — 105% a RSD <5%.

8.1.6.2.  Quinoline yellow

Tab. 50: Spravnost pro Quinoline yellow

= 100,40
> 99,00
Z 08,91
=
3 101,09
)
> 100,22
=
S 99.75
g 99.68
m ]
101,97
Prim. vytéZnost 100,13
SD 1,04
RSD (%) 1,03

Pramérna vytéznost pro Quinoline yellow je v rozmezi 95 — 105% a RSD <5%.
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8.1.6.3.  Sunset yellow

Tab. 51: Spravnost pro Sunset yellow

100,78
> 98,60
‘é 100,32
3 102,01
IS
z 101,17
2 101,41
E
= 100,58
102,74
Prim. vytéZnost 100,95
SD 1,23
RSD (%) 1,22

Primérna vytéznost pro Sunset yellow je v rozmezi 95 — 105% a RSD <5%.

8.1.6.4. Indigo carmine

Tab. 52: Spravnost pro Indigo carmine

9 100,95

= 98,34

§ 97,23

3 97,82

IS 98,08

é‘ 99,76

S 99,52

= 101,89

Prim. vytéZnost 99,20
SD 1,63
RSD (%) 1,64

Priamérna vytéznost pro Indigo carmine je v rozmezi 95 — 105% a RSD <5%.
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8.1.6.5. Fastgreen FCF
Tab. 53: Spravnost pro Fast green FCF

9 100,83

= 100,08

§ 100,44

3 102,06

IS 101,61

g 101,56

§ 101,43

= 103,31

Pram. vytéZnost 101,42
SD 1,01
RSD (%) 1,00

Primé&rna vytéznost pro Fast green FCF je v rozmezi 95 — 105% a RSD <5%.

8.1.6.6. Brilliant blue FCF
Tab. 54: Spravnost pro Brilliant blue FCF

- 102,25
§ 101,68
§ 101,93
5 103,70
IS 103.25
Z
s 103,25
=
S 103,18
=
104,93
Prim. vytéZnost 103,02
SD 1.06
RSD (%) 1,03

Pramérna vytéznost pro Brilliant blue FCF je v rozmezi 95 — 105% a RSD <5%.
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8.1.6.7. GreenS
Tab. 55: Spravnost proGreen S

_ 93,84
> 0374
Z 95,85
=
S 95,87
N
> 95,70
z
S 99,58
E 101,03
m ]
99,90
Prum. vytéZnost 96,94
SD 2.83
RSD (%) 2,92

Pramérna vytéznost pro Green S je v rozmezi 95 — 105% a RSD <5%.

8.1.6.8. Patent blue

Tab. 56: Spravnost pro Patent blue

< 104,76
=)
ot 105,86
g 103,75
S 108,56
IS 105,78
)
g 104,55
S 106,52
= 111,33
Prim. vytéZnost 106,39
SD 2,47
RSD (%) 2,32

Primérna vytéznost pro Patent blue je nad rozmezi 95 — 105% a RSD <5%.
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9. Stanoveni zelenych barviv ve vybranych zelenych pivech

Vyvinuta a validovand metoda byla pouzita ke stanoveni zelenych barviv ve vybranych
Velikonoc¢nich zelenych pivech. Testovali jsme ptitomnost Tartrazinu (E 102), Quinoline
yellow (E 104), Sunset yellow (E 110), Patent blue (E 131), Indigo carminu (E 132), Brilliant
blue FCF (E 133), Green S (E 142), a Fast green FCF (E143). Celkem bylo analyzovano 11
vzorku. 5 vzorkt z roku 2014 a dodate¢né 6 vzorki z roku 2015 (ty jsou uvedeny v tabulce).
Kde pouze u jednoho byla uvedena pfitomnost E133 (Kraslicdk 14° Jezek, Jihlava). Pro
analyzu bylo pouzito 50 ml ndpoje, z n¢hoz byl do vialky napipetovan 1ml pro ptimy nastiik
na kolonu bez dalsi tpravy vzorku. Pro kazdy napoj byly pfipraveny 2 vzorky a z kazdého

vzorku byly provedeny 2 nasttiky.

9.1. Jarni pivo 11°, (Primator, Nachod)

Ve vzorku piva byla pomoci vyvinuté metody zjisténa piitomnost Brilliant blue FCF E133.

Primé&rny obsah barviva v tomto napoji byl 0,45 mg/I.

mAU
1 420nm 4nm (1.00)

2.5

Ly B B e ey e By |
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 min

mAU
1 482nm,4nm (1.00)
1_

mAU

14625nm anm (1 00) g
(1)
04
{’ TR
-1

00 10 20 30 40 50 6.0 70 g 9'0 10.0 1o min

Obr. 56: HPLC z&znam analyzy vzorku Jarni pivo 11° (Priméator, Nachod)
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9.2. Kraslic¢ak 14° (Jezek, Jihlava)

Ve vzorku byla vyvinutou metodou zjisténa pfitomnost Brilliant blue FCF E133. Prumérny

obsah barviva v tomto napoji byl 2,1 mg/l. Pfitomnost barviva byla uvedena i ve slozeni.

mAU

4420nm, 4nm (1.00)

2.5

0.0 ~
oo o T T ot T T sl T et T T sl T T el T T 7T T Telon T T el T T o T T o T min
SMAU

1.8277480nm 4nm (1.00)

0.00 \,/——

R ————
0.0 10 20 3.0 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 110  min
mAU

5.04625nm,4nm (1.00) %

<

257
] v

0.0 ‘&v r \,—/’—“
Y A i it it —,A--H H -Hpld..-
0'0 10 20 30 40 5.0 6.0 70 80 9'0 10.0 10 min

Obr. 57: HPLC zaznam analyzy vzorku Krasli¢ak 14° (JeZek, Jihlava)

9.3.Zeleny kral Vratislav 12°, (Konrad, Vratislavice)

Ve vzorku nebylo nalezeno zadné, nami stanovovane barvivo.
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9.4.Velikono¢ni special 14° (Starobrno, Brno)

Pomoci metody bylo zjisténo, Ze napoj obsahoval Brilliant blue FCF E133. Pramérny obsah
barviva v tomto vzorku byl 1,3 mg/I.

mAU

24420nm 4nm (1.00)

min

mAU

| JFE2nm Anm (700}
0

oo o T2t T T et T T e T sl T eo T 70 8o e ido 1o T min
mAU
2.30T5250m 4nm {1.00) =

0.004 /{(' = 2

-1.42

00 10 20 30 40 50 6.0 70 8o g0 10.0 110 min

Obr. 58: HPLC z&znam analyzy vzorku Velikono¢ni special 14° (Starobrno, Brno)
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9.5.Velikono¢ni lezak 12°(Radni¢ni pivovar, Jihlava)

Ve vzorku byla zjisténa ptitomnost 2 barviv, Brilliant blue FCF E133 a Tartrazine 102.
Primérny obsah Brilliant blue FCF
2,4 mg/l.

v napoji byl 0,68 mg/l a pramérny obsah Tartrazinu byl

mAU

L T T S S L Y N T P N
mAU

{A82nm 4nm (1.00)
1
" \/f—
-1

R ——————————.
00 1'0 2'o 3’0 4o 50 60 70 80 9’0 10.0 110 min
mAU

1J6250m anm (7.00)

g0 9'0 10.0 1o min

Obr. 59: HPLC zaznam analyzy vzorku Velikono¢ni leZak 12° (Radniéni pivovar, Jihlava)
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9.6.Vzorky zelenych piv 2015

Z testovanych piv vroce 2015 nebylo nalezeno z4dné nami testované barvivo Vv zelenych

pivech Velikonoc¢ni kopiivova 12° (Modra Hvézda, Dobiany) a Podkovan 12° (Podkovan,
Dolni Cetno). Ostatni vzorky obsahovali bud’ samotnou Brilliant blue nebo dvojici barviv

Brilliant blue a Tartrazine viz Tab. 57.

Tab. 57: Vysledky analyzy vzorki z roku 2015

Tartrazine (mg/l) | Brilliant blue (mg/l)

Rohozec 11° - 0,964
Zlabské Chvalovice 12° 1,577 0,78
Pukrmistr 12° zelené 3,49 2,183

Modra hvézda Koprivova 12° - -
ValaSek 12°, Vsetin 2,446 2,363
Podkovan 12°, Dolni Cetno - -
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10. Zavér

Byla vyvinuta HPLC metoda pro stanoveni a separaci ve vodé rozpustnych umélych barviv
E 102 - Tartrazine, E 104 - Quinoline yellow, E 110 - Sunset yellow, E 131 - Patent
blue E 132 - Indigo carmine, E 142 - Green S, E 133 - Brilliant blue FCF a E 143 - Fast green
FCF ve vzorcich zeleného piva z roku 2014: Jarni pivo 11° (Primator, Nachod), Krasli¢ak 14°
(Jezek, Jihlava), Zeleny kral Vratislav 12° (Konrad, Vratislavice), Velikono¢ni special 14°
(Starobrno, Brno), Velikono¢ni lezdk 12° (Radnicni pivovar, Jihlava) a dalSich velikono¢nich

specialt z roku 2015.

Analyza probihala na kolon¢ Chromolith Performance CN 100 x 4,6 mm s piedkolonkou
Chromolith CN 5 x 4,6 mm, Merck. Jako mobilni faze byl zvolen 40% MeOH s 2% pufrem
(kys. octova + NHs, pH 7) a jeji prutok byl nastaven na 2 ml/min. Eluce probihala
v gradientovém modu. Teplota pro analyzu byla zvolena 30°C a nastiik 10 pl. Celkova doba
separace byla 12 minut a analyzované latky byly detekovany pti 420 nm, 482 nm a 625 nm.

Korelaéni koeficient, ktery se sleduje u testovani linearity byl 0,997068 pro Tartrazine,
0,993271 pro Quinoline yellow, 0,996696 pro Sunset yellow, 0,999699 pro Patent blue,
0,999011 pro Indigo carmine, 0,995219 pro Brilliant blue FCF, 0,995897 pro Green S, a
0,995539 pro Fast green FCF.

Faktor asymetrie chromatografickych pika T byl pro analyty vrozmezi 1,089 - 2,468.
Pozadavek T < 2 byl splnén skoro pro vSechny analyty krom¢ Tartrazine a Patent blue. Dale
bylo stanoveno rozliSeni chromatografickych pikd R. Jeho hodnoty byly v rozmezi 0,759 —
18,506. Podminka R > 1,5 proto tedy nebyla splnéna pro dvojici Tartrazine — Indigo carmine
a Green S — Patent blue. Dvojice Tartrazine — Indigo carmine v8ak byly kvantifikovany pfi

riznych vlinovych délkach, takze se vzajemné neovliviiovaly.

Bylo testovano celkem 5 vzorkt piv z roku 2014, z toho ve 4 byla nalezena testovana barviva.
Jarni pivo 11°(Priméator, Nachod) obsahoval 4,4 mg/l Brilliant blue. Kraslicdk 14° (Jezek,
Jihlava) obsahoval 3,5 mg/1 Brilliant blue a jako jediny uvadél pfitomnost tohoto barviva ve
sloZzeni. Ve Velikono¢nim specialu 14° (Starobrno, Brno) bylo obsazeno 4,1 mg/l Brilliant
blue. Velikono¢ni lezak 12° (Radni¢ni pivovar, Jihlava) obsahoval dokonce 2 barviva, 4,3
mg/l Brilliant blue a Tartrazine o pramérné koncentraci 2,4 mg/l. Jedinym vzorkem, ktery
neobsahoval Zadné testované barvivo, byl Zeleny kral Vratislav 12° (Konréd, Vratislavice).
Dale bylo dodate¢né testovano 6 vzorkd piva z roku 2015. Rohozec 11° (Rohozec, Maly
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Rohozec) obsahoval 0,964 mg/l Brilliant blue. Zelena nefiltrovana 12° (Zlebské Chvalovice)
obsahovala 0,78 mg/l Brilliant blue a 1,577 Brilliant blue. Ve velikono¢nim zeleném lezaku
12° (Purkmistr, Plzen) byla pfitomna také 2 barviva, Tartrazin a Brilliant blue o koncentraci
3,49 mg/l a 2,183 mg/l. Valasek 12° (Valasek, Vsetin) obsahoval také Tartrazin a Brilliant
blue o koncentraci 2,446 mg/l a 2,363 mg/l. V pivech Podkovan 12° (Podkovan, Dolni
Cetno) a Velikono¢ni koptivova 12° (Modra Hvézda, Dobfany) nebyla zjisténa zadna uméla

barviva.

V ramci diplomové prace bylo zjisténo, ze nékteti vyrobci piva neuvadi obsah umélych barviv
ve Velikonocnich specidlech, pfesto vSak dochazi k jejich pouziti k docileni pozadované
barvy (napi. pfimichanim jiného napoje barvivo obsahujici). Tato skute¢nost je vSak pro
bézného konzumenta tézko odhalitelnd, jelikoz se jedna o ¢asové omezenou produkei téchto

pivnich specialt, které se navic dodavaji na trh pouze jako piva stacena a ne lahvovana.
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