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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zaobera sladkymi latkami z rastliny stévie sladkej a ich stano—
venim v napojoch. Snahou bolo upravit’ metddu separdcie majoritnych steviol-glykozidov
(stéviozidu a rebaudiozidu A) pomocou HPLC tak, aby bola dostato¢ne rychla a u¢inna.

V experimentalnej Casti sa podarilo vyvinut metédu separacie tak, Ze je mozné popri
steviol-glykozidoch stanovit’ i konzervacné latky, konkrétne kyselinu benzoovi a sorbovu
(reps. ich sodné alebo draselné soli). Najskor bola pre analyzu pouzitd monolitické koldna, na
ktorej sa viak stéviozid a rebaudiozid A nepodarilo rozdelit. Dalsie analyzy boli uskutoénené
na kolone Ascentis Express C18 (srozmermi 150 x 4,6 mm a velkostou castic 2,7 um).
NajvhodnejSia separacia bola uskuto¢nend pomocou mobilnej fazy so zlozenim acetonitril
a acetatovy pufor (pH 4,2) v pomere 29:71 v/v. Rychlost’ toku mobilnej fazy bola nastavena
na 0,28 ml'min” a koléna bola vyhrievana na teplotu 50 °C. Analyza steviol-glykozidov
a konzervaénych latok za tychto podmienok bola overend i na vzorkach redlnych napojov.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with sweet substances from Stevia rebaudiana and with their
determination in beverages. The ambition was to adjust the separation method for major
steviol glycosides (stevioside and rebaudioside A) by HPLC so as to be fast and effective
enough, too.

In experimental part was successfully developed the separation method, so it is possible to
determine the steviol glycosides and conservation substances, specifically benzoic and sorbic
acid (eventually their sodium or potassium salts). At first, for analysis was used monolithic
column, on which stevioside and rebaudioside A weren’t separated. Other analyses were
performed on column Ascentis Express C18 (150 x 4.6 mm; 2.7 um). The most suitable
separation method was performed by mobile phase made up with 29:71 v/v mixture of
acetonitrile and acetate buffer (with pH 4.2). The flow rate was 0.28 ml-min”' and the column
temperature was kept constant at 50 °C. The analysis of steviol glycosides and conservation
substances with these conditions was verified on the samples of real beverages.
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1 UVOD

V stcasnej dobe sa zvySuje pocet obéznych l'udi i l'udi trpiacich cukrovkou (latinsky
diabetes mellitus). Tento trend je okrem iného spdsobeny aj vysokym prijmom cukru z
potravin, ¢i pitim velkého mnozstva sladenych napojov. V désledku toho sa Coraz viac
vyuzivaju nizkoenergetické sladidla. Pre spotrebitelov st vSak atraktivnejSie nez syntetické
sladké latky, prave sladidla, ktoré pochadzaji z prirodnych zdrojov. Jedna sa napriklad
o rastlinu s ndzvom Stévia sladké (latinsky Stevia rebaudiana Bertoni).

Tato rastlina pochddza z Juznej Ameriky a je mozné ju pestovat’ i u nas. Jednotlivé Casti
rastliny obsahuju sladké latky, nazyvané steviol-glykozidy. Jedna sa o stéviozid, rebaudiozid
A az F, dulkozid A a steviolbiozid. Maji podobnt Strukturu, tvorend steviolovou kostrou, na
ktorej su naviazané glukdzové, ramndzové alebo xylozové jednotky. Tieto latky su niekol’ko
stonasobne sladSie neZ sachardza. Ich najvacsi obsah je v listoch, preto sa v potravinarskom
priemysle najCastejSie vyuzivaju prave extrakty zlistov. Okrem sladkej chuti s takmer
ziadnou energetickou hodnotou maju tieto extrakty i dalSie pozitivne vlastnosti a u€inky.
NezvySuju, dokonca zniZuju hladinu glukozy v krvi, znizuji krvny tlak, maja protizapalové,
antimikrobialne aj antioxida¢né ucinky, neprispievaju k tvorbe zubného kazu a je mozné ich
vyuzit’ i na lie¢bu hnacky [1].

V Japonsku sa extrakty stévie pouzivaju uz velmi dlho. V Spojenych §tatoch americkych,
Australii a na Novom Zélande st povolené ako doplnok stravy od roku 2008. Eurdpsky urad
pre bezpecnost’ potravin (EFSA) schvalil v Eurdpskej unii pouZivanie steviol glykozidov ako
sladidla v novembri roku 2011 [2]. Odvtedy sa Coraz CastejSie pridavaju hlavne do napojov,
kde Cciastotne nahrddzaju iné neenergetické aj energetické sladké latky. Preto sa tato
diplomova praca zaobera vyvojom rychlej a ucinne] metddy pre stanovenie steviol-
glykozidov, napriklad v napojoch.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Charakteristika stévie sladkej

2.1.1 Historia a rozsirenie

Stévia sladka (po latinsky Stevia rebaudiana), nazyvana tiez ako stévia cukrova, je ako
sladidlo vyuzivana Indianmi z kmetia Guarani uz mnoho storo¢i. Nazyvali ju Azuca-cad
(sladka trava), ¢i Kad-he-é. V odbornej literatire ju prvykrat popisal paraguaysky profesor
Moise Santiago Bertoni ako Eupatorium rebaudianum. Rastlina dostala svoj druhovy nazov
po profesorovi Ovidiovi Rebaudiovi z pol'nohospodarskej fakulty v Asunciéne v Paraguay.
Zaslanim Bertoniho popisu rastliny a vzoriek listov do britskej botanickej zdhrady v Kew
bolo rozhodnuté, ze stévia patri viac k rodu Stevia nez Eupatorium a na zéklade toho bola
rastlina v roku 1905 premenovana na Stevia rebaudiana [3].

Tato rastlina pochadza z juznej Brazilie a zo severovychodu Paraguaya, konkrétne z oblasti
Amambay zipadne od And. Rastie v nadmorskej vyske 200-600 m v mogaristych podach, na
brehoch riek alebo na travnatych pampéach [4]. Z povodnej oblasti vyskytu bola privezena
vroku 1971 do Japonska, kde sa zacala pokusne pestovat’ hlavne na ostrovoch Hokkaido
a Okinawa. Po Siestich rokoch zacala japonska firma Maruzen Kasei Co. obchodovat
s extraktom zo stévie. V sucasnosti je najviac¢Sim svetovym producentom prave Japonsko.
Vypestuje niekol’ko desiatok tisic ton suchych listov ro¢ne a vyraba priblizne 3 000 ton
sladidla. Stévia sladkd sa postupne rozsirila aj do d’alSich Statov juhovychodnej a vychodne;j
Azie, ako su Cina, Korea, Thajsko a Vietnam. V sucasnosti sa pestuje tiez v USA
1 v eurdpskych krajinach [5].

Obrdazok 1: Stévia sladka [6]



2.1.2 Botanicky popis

Rod stévia zahriia priblizne 230 druhov, avSak len 2 znich, konkrétne rebaudiana a
phlebophylla produkuju sladké latky steviol-glykozidy [7]. Patria do ¢el'ade astrovité, latinsky
Asteraceae.

Stévia sladkd nema vel'mi vyvinuty koreflovy systém, rozprestiera sa len plytko pod
povrchom pddy. Je to zaroven jedina Cast’ rastliny, ktord nie je sladkd. Stonka je bohato
vetvena a dorasta do vysky 0,3-1,8 m. Stonky a listky mladych rastlin su pokryté chipkami,
starnutim rastliny toto ochlpenie ubtida. Zelené listy, 3-8 cm dlhé a 2-3,5 cm Siroké st uzko
deltovité az vajcovité (Obrdzok 1). V hornej ¢asti maju vyrazné vrubkovanie. Vzhl'ad listov sa
pred zadiatkom kvitnutia meni. Listy na vyhonkoch s kvetmi si uzSie a celkovo menSie.
Stévia kvitne v strapcovitych sukvetiach — tboroch, ktoré st rozlozené vo vrcholovej Casti
stonky. Su tvorené drobnymi, obojpohlavnymi 3-5 trabkovitymi kvetmi bielej, pripadne
ruzovkastej farby. Kalich je tvoreny piatimi zrastenymi listkami. V korune sa nachadza
dvojklanna blizna a pét’ ty&iniek, ktoré maju dlhé nitky [5]. Uzky a trabkovity tvar kvetu
s hlboko umiestnenou korunkou sposobuju tazs§i pristup opelovania hmyzom. Plodom
rastliny st tUzke tmavohnedé nazky, ktoré su priblizne 3 mm dlhé a vd’aka priblizne 20
chipkom na povrchu su Fahko prenagané vetrom. Aviak pomerne rychlo stracaji schopnost
kli¢it, za Styri mesiace kleséd az o 40-70 %. Hmotnost’ 1 000 semien sa pohybuje medzi 0,3 az
0,4 g [8].

RozmnoZovanim pomocou semien nie je mozné¢ dosiahnut’ produkciu homogénnej
populécie, vysledkom Coho je rozmanitost' dolezitych vlastnosti, ako napriklad zlozenie
a stupeni sladkosti. Stévia je prave preto najCastejSie rozmnozovana odrezkami stoniek, ktoré
sa lahko zakorefiuju. Toto vegetativne rozmnozovanie je vSak limitované nizkym poctom
jednotlivych rastliniek, ktoré je mozné ziskat’ stiCasne z jednej materskej rastliny [9].

t
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Obrazok 2: Stévia sladka (1 — cast rastliny, 2 — list, 3 — sukvetie, 4 — kvet, 5 — plod) [5]




2.1.3 Pestovanie stévie sladkej

Tato rastlina je nenarocné na pestovanie. Vel'mi dobre rastie na hlinitopiesocnatych pddach
sedimentového alebo vulkanického povodu s hodnotou pH v rozmedzi 4,4-5,0 (niekedy moze
byt pH medzi 6,5-7,5, pretoze existuje priblizne 90 réznych druhov stévie sladkej v zavislosti
na odliSnych klimatickych podmienkach pocas pestovania). Stévia potrebuje pre svoj rast
dostatoénu vlahu v pode. Hladina spodnej vody by mala byt v hibke 0,3-0,5m [8].
Nedostatkom vody mozu stonky a listy rychlo vyschnut, no po dodani vlahy sa znovu
obnovia.

Najvhodnejsia teplota pre pestovanie stévie je medzi 20 az 24 °C. Niz$ia teplota znamena
pokles tvorby biomasy dosledkom ¢oho je zaroven nizsia produkcia stéviozidu. ZniZzenim
okolitej teploty pod 9 °C rastlina zvyCajne vyhynie. Teplotu blizko nuly preZije len
vynimocne. Z tohto dovodu moéze byt v tropickych oblastiach pestovana ako trvalka.
V miernom pasme a v oblasti Stredozemného mora s horicimi a dazdivymi letami je
pestovand len ako jednoro¢nd plodina, ktora rastie od jari do jesene. Pripadne modze byt
pestovana v sklenikoch [10]. Pri prezimovani rastliny je vhodné vyuzit okrem samotnej
zeminy eSte d’alSi substrat, pretoZe samotnd zemina umozni preZit' menej nez 80 % rastlin.
Ruski vedci vypracovali v roku 1991 stadiu, ktord sa tykala vyberu najvhodnejSieho substratu
pre prezimovanie stévie. Zistili, Ze prezimovanim v pilinach prezilo 83,3 %, v piesku 90 %
a v perlite 100 % rastlin uskladnenych v skladovych priestoroch. U rastlin prezimujucich
v miestnosti s vy$Sou vlhkostou vzduchu, nez ak4d je v skladoch bol najvhodnejSim
substratom piesok apiliny [11]. Dni s dlh§im slne¢nym svitom podporuju rast listov
a mnoZzstvo stéviozidu v nich, zatial’ ¢o kratsi slne¢ny svit pocas diia podporuje tirodu kvetov.

Rastliny mézu byt vyuzivané na komerént produkciu az 8 rokov, priCcom zber
vegetativnych cCasti byva uskuto¢fiovany v priebehu roka 6krat. Vdaka tomu, ze korene
ostdvaji pod zemou sa rastlina moze rychlo regenerovat. Mnozstvo suchych listov, ktoré je
mozné ziskat' z jednej rastliny sa pohybuje v rozmedzi od 15 do 35 g. Rastliny vysadené na
jednom hektari pody mézu vyprodukovat’ 1 000-1 200 kg suchych listov, z ktorych je mozné
ziskat mnozstvo 60-70 kg stéviozidu. Pre porovnanie, cukrova repa ¢i cukrova trstina
vyprodukuje viac cukru, avSak mnozstvo 70 kg stéviozidu, ktory je 300krat sladS$i nez
sachardza, je ekvivalentné vytazku 21 000 kg cukru z jedené¢ho hektaru cukrovej repy alebo
trstiny [12].

Stévia nema vysoké naroky na vyzivu, vyzaduje hlavne Casté povrchové zavlaZzovanie.
Zvycajne sa zavlazovanie aplikuje najmenej raz za tyzden alebo ked vrchol stonky za¢ne
upadat’.

Pri pestovani vo velkom mnoZstve na poli sa jednotlivé rastlinky sadia do riadkov
vzdialenych od seba 45 cm (Obrdzok 3). Vysadzanim v sklenikoch byva vzdialenost’ rastliniek
mensia, priblizne 15 az 20 cm. MensSia vzdialenost’ sadenia je v dosledku moznosti Castejsej
zavlahy. Pri sadeni na poli by jednotlivé rastliny mohli mat' nedostatok vlahy. Volne
v zahradach sa stévia vysadza po 15. maji, aby sa prediSlo neskorym mrazom. Sadenice maju
vysku 8-14 cm a na steblach maja 8-14 listov [13].



Obrdazok 3: Pestovanie stévie [14]

2.2 Sladké latky stévie

Sladkt chut’ Casti rastliny sposobuju diterpénové glykozidy. Su to sekundarne metabolity
rastliny, ktoré obsahuju sacharidovu cCast’ naviazanu na nesacharidovi zlozku, nazyvand
aglykén. Maju Specifické ndzvy podla typu cukru, ktory obsahuju. Mo6zu to byt napriklad
glukozidy, fruktozidy, pentozidy a d’alSie. [15]. Diterpénové glykozidy, ktoré sa nachadzaju
v stévii sladkej sa nazyvaju steviol-glykozidy, a to konkrétne: stéviozid, steviolbiozid,
rebaudiozid A, B, C, D, E, F a dulkozid A. Tieto zluceniny patria medzi neenergetické, ale
zaroven intenzivne sladidla. Mnozstvo jednotlivych steviol-glykozidov zavisi na kultivacii a
podmienkach pestovania rastliny [16]. Rozdiely v obsahu tychto latok sa liSia i medzi
jednotlivymi krajinami, ¢o je mozné vidiet’ v tabulke 1.

Tabulka 1: Percentudlny obsah steviol-glykozidov v 100 g suchych listov stévie z viacerych
krajin [17]

Krajina Stéviozid Rebaudiozid A Rebaudiozid C
Rusko (mesto Voronez) 5,8 1,2 0,5
Ukrajina (Krym) 4.8 1,3 0,3
Juzna Koérea 5,5 2,5 1,4
Cina 6,6 3,7 2,1
Paraguaj 4,6 1,9 0,9
Japonsko 7,7 1,9 0,9
Kanada 2,0 0,3 0,1

10



Snaha popisat’ chemicka Struktiru steviol-glykozidov sa zacala rozvijat’ zaciatkom 20.
storocia, avSak vyskumy napredovali pomaly. V roku 1908 ziskal Rasenack extrakciou listov
hortcim alkoholom krystalicky glykozid, ktory pomocou kyslej hydrolyzy poskytol druhy
krystalicky produkt. O rok neskor Dieterich extrahoval listy a vetvicky rastliny vodou. Ziskal
2 frakcie: krystalicku ,.eupatorin®, ktora bola rozpustnd v alkohole a amorfnu ,,rebaudin®,
nerozpustnu v alkohole. Obe boli mnohonasobne sladSie nez sachardza, avSak amorfna forma
mala eSte vysSiu sladkost nez krystalickd. Ani jedna ztychto zlicenin nebola blizSie
charakterizovana az do roku 1931, ked Bridel a Lavieille extrahovali listy stévie zriedenym
alkoholom, ¢im ziskali Cisty krysStalicky glykozid. Tento produkt bol 300krat sladsi nez
sachar6za. Povodny néazov glykozidu bol eupatorin, avSak neskor bol premenovany na
stéviozid, kvoli zmene v nomenklatire rastliny z Eupatorium rebaudianum na Stevia
rebaudiana [3].

Az v sedemdesiatych rokoch 20. storo¢ia Osamu Tanka s kolegami na hiroSimskej
univerzite v Japonsku prvy raz izolovali a charakterizovali i1 d’alSie sladké zlu€eniny v stévii,
vratane rebaudiozidov A az E. Identifikacia steviol-glykozidov bola uskuto¢nend pomocou
BC-NMR. Neskér bolo zistené, 7e rebaudiozid B a steviolbiozid sa nevyskytuju v listoch
rastliny, ale vznikaju parcidlnou hydrolyzou pocas ich extrakcie [16].

Spoloénym znakom vSetkych diterpénovych glykozidov izolovanych z listov stévie je
zékladna kostra tvorena steviolom (Obrdzok 4). Steviol je diterpénovy aglykon a nema sladku
chut’. Jeho systematicky ndzov je kyselina ent-kaur-16-én-19-ova a bol popisany v roku 1960.
Je mozné ho ziskat’ alkalickou hydrolyzou sladkych steviol-glykozidov, ¢im sa odstiepia
sacharidové jednotky [16]. Prekurzorom pri jeho biosyntéze je enms-kaurenova kyselina [8].
Steviol-glykozidy sa vSak liSia v type a polohe monosacharidového zvysku (R1 alebo R2),
ktory moze byt naviazany v pozicii C13 alebo C19. Struktira a sladkost’ tychto zli&enin je
uvedena v tabulke 2. Ich sladkost’ sa zvySuje so zvySujicim sa mnozstvom sacharidovych
jednotiek naviazanych na steviolovi kostru. So zvySovanim sladkosti vSak ich obsah
v rastline klesa [18].

O-R2

[}
.||II||||I| “I

CH;

Obrazok 4: Zdkladna steviolova kostra [18]
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Tabulka 2: Struktira a sladkost steviol-glykozidov [18] [19]

Zlt¢enina R1 R2 Sumarny Sladkost’
VZOrec

Steviol H H CooH3003 —

Steviolbiozid H B-Glu-B-Glu2—1) | CssHeOws | 100— 125

Stéviozid B-Glu B-Glu-B-Glu(2—1) C32Hs50013 250 — 300
B-Glu-B-Glu(2—1)

Rebaudiozid A B—Glu | C44H7()023 350 -450
B-Glu(3—1)
B-Glu-p-Glu(2—1)

Rebaudiozid B H | C38H6()O18 300 -350
B-Glu(3—1)
B-Glu-a-Ram(2—1)

Rebaudiozid C B-Glu I C44H700, 50-120
B-Glu(3—1)
B-Glu-B-Glu(2—1)

Rebaudiozid D | B-Glu-B-Glu@—1) | | CsoHgoO2s | 200 — 300
B-Glu(3—1)

Rebaudiozid E B-Glu-B-Glu(2—>l) B-Glu-B-Glu(2—> 1) C44H7()023 250 - 300
B-Glu-p-Xyl(2—1)

Rebaudiozid F B-Glu [ C43H68022 —
B-Glu(3—1)

Dulkozid A B-Glu B-Glu-a-Ram(2—1) Ci33He0O17 100 - 125

Obsah steviol-glykozidov je v jednotlivych organoch rastliny rézny. Graf 1 znazormuje ich
rozloZenie vo vegetativnych a generativnych cCastiach rastliny. V korefioch je ich mnozstvo
nepatrné, preto ani nemaju sladku chut’. Najvacsie mnoZstvo steviol-glykozidov sa nachadza
v listoch. Ich obsah znaéne stipa v obdobi prechodu z vegetativnej do generativnej fazy rastu.
Préve suché listy sa vyuzivaji na vyrobu extraktov a nahradnych sladidiel [20].
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Graf 1. Percentualny obsah steviol-glykozidov v jednotlivych castiach rastliny [20]

2.2.1 Stéviozid

Stéviozid, zriedka nazyvany ako eupatorin, rebuadin, stevin alebo steviosin, je
najpreStudovanejSim a podla viacerych zdrojov i1 najviac zastipenym steviol-glykozidom
v listoch stévie [16, 17]. Vyskytuje sa v nich v mnozstve 4-13 %. Zavisi to na podmienkach
pestovania ina ontogenéze rastliny [20]. Jeho sladkost’ je 250-300krat vys$Sia v porovnani
s 10% roztokom sachardzy, avSak Cisty stéviozid zanechava v ustach horku pachut.
Systematicky ndzov tejto latky je 13-O-(2-B-glukosyl-B-glukosyl)-19-0-B-glukosylsteviol
alebo 13-O-B-soforosyl-19-O-B-glukosylsteviol a jeho molarna hmotnost’ je 804,87 g:mol™
[8]. Tento biely krystalicky materidl ma teplotu topenia v rozsahu 196-198 °C. Jeho krystaly
stadaju rovinu polarizovaného svetla [a]*'p =— 20,8 °. Vo vode je malo rozpustny (0,13 %),
lepSie sa rozpust'a v etanole alebo dioxane [16].

Jeho hydrolyzou katalyzovanou enzymom vznikd aglykén steviol. Hydrolyzou
katalyzovanou kyselinou vznika izosteviol a zmydelnenim stéviozidu pomocou vel'mi silnej
zasady vznika steviolbiozid [16].

Stéviozid je odolny voci teplotam do 120 °C. ZvySenim teploty dochadza k ¢iastocnému
rozkladu a pri zahriati nad 200 °C nastava jeho uplny rozklad. Graf 2 ukazuje zavislost
mnozstva stéviozidu pri zvySovani teploty [21].
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Graf 2: Teplotna stabilita stéviozidu [21]

Tato zlucenina je tieZ stabilnéd v Sirokom rozmedzi pH od 2 do 10 i pri zvySenej teplote. Pri
dvojhodinovom zahrievani na 60 °C nebol zaznamenany pokles obsahu stéviozidu. Vyssia
teplota o 20 °C sposobila straty obsahu stéviozidu len 5 %.

Stéviozid bol inkubovany 4 hodiny pri teplote 80 °C jednotlivo s vitaminmi skupiny B
a vitaminom C. Vitaminy skupiny B ani stéviozid nevykazovali ziadne zmeny v koncentracii.
V pripade vitaminu C, ktory je termolabilny, bola pozorovand znizend rychlost’ jeho
degradécie v dosledku pritomnosti stéviozidu, ¢o je mozné vidiet’ z grafu 3 [21].

Legenda
—a— k. askorbova + stéviozid

= k_askorbova

20 —~

hi_——-i——n.—

kyselina askorbova [%o]

0 1 2 3 4
¢as [hod]

Graf 3: Graf zndzornuje vyssiu stabilitu kyseliny askorbovej v zmesi so stéviozidom [21]

2.2.2 Rebaudiozid A

Dalsi dolezity steviol-glykozid v stévii sa nazyva rebaudiozid A. Jeho sladkost’ je vyssia
v porovnani so stéviozidom, avS§ak na rozdiel od neho nezanechava v ustach horkt pachut’
vd’aka obsahu dalSicho glukézového zvysku. Je tiez rozpustnej$i vo vode nez stéviozid
(rozpustnost’ 0,8 %), ale je len malo rozpustny v etanole. Systematicky ndzov tejto zli€eniny
je  27-O-B-glukosyl-13-O-B--soforosyl-19-O-B-glukosylsteviol ~ [8].  Teplota  topenia
rebaudiozidu A je 242-244°C ajeho molekulovd hmotnost je 967,01 gmol” [16].
Krystalizaciou z metanolu vznikaji bezfarebné ihlickové krystaly, ktoré stacaju rovinu
polarizovaného svetla [a]*p =—20,8 ° [8].
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Komer¢ne distribuovana purifikovana forma steviol-glykozidov s prevahou rebaudiozidu
A je zndma ako rebiana. Podl'a JECFA musi obsahovat’ viac ako 97 % rebaudiozidu A [22].
Vo forme bieleho prasku je velmi stabilnd. Skladovanim po dobu 24 mesiacov
v polyetylénovom vrecku doslo kstratdim len 1-2 % rebaudiozidu A. Primarne boli
degradované iné steviol-glykozidy. Rebiana tiez vykazuje 1 ve'mi dobru tepelnu stabilitu az
do 200 °C, ¢o bolo overené v laboratoriu pri procese pecenia. V kyslom prostredi je
stabilnejSia nez ostatné Casto vyuzivané intenzivne sladidld, co je dolezité pre komercnu
vyrobu napojov [23].

2.2.3 DalSie steviol-glykozidy
Rebaudiozid B sa od rebaudiozidu A li$i hydroxylovou skupinou na uhliku C;9, vd’aka

ktorej ma kyslejsi charakter rovnako ako steviolbiozid. V listoch rastliny sa nevyskytuje, ale
vznikd pri ich extrakcii. Teplotu topenia ma v rozmedzi 193-195 °C ajeho molekulova
hmotnost’ je 804,87 g:mol”. Jeho rozpustnost je 0,1 %. Krystaly rebaudiozidu B staaji
rovinu polarizovaného svetla [a]*'p =—45,4°[16].

Rebaudiozid C, tiez nazyvany ako dulkozid B, mé& v porovnani s rebaudiozidom
A nahradenu glukézu viazani na vetviacu glukéozu do polohy 2 ramndzou viazanou o-

uhlikom. Teplotu topenia ma vys$Siu, vrozmedzi 215-217 °C. Krystalizaciou z metanolu
vznikaju bezfarebné ihlickovité krystaliky, ktoré stdcaji  rovinu polarizovaného svetla
[a]**n == 29,9 °. Jeho sladkost’ je niZ§ia v porovnani so stéviozidom a rebaudiozidom A aj B,
pretoze jednu glukdzu ma nahradent ramnézou [16].

Rebaudiozid D obsahuje vo svojej Struktire na rozdiel od rebaudiozidu A eSte jednu
glukézu v polohe 2 glukdzy viazanej na uhliku C,9 [8]. Teplotu topenia ma v rozmedzi 283-
286 °C a jeho krystaly stataju rovinu polarizovaného svetla [a]*'p = — 22,7 ° [16].

Rebaudiozid E v porovnani s rebaudiozidom D ma o jednu glukézu menej na vetviacej
glukoze viazanej na uhlik C;3 v polohe 2 [8]. Teplotu topenia ma v rozmedzi 205-207 °C.

Jeho krystaly sta¢aji rovinu polarizovaného svetla [a]*'p = — 34,2 °. Tento steviol-glykozid
ma z nich najvyssiu rozpustnost’ vo vode: 1,7 % [16].

Rebaudiozid F je malo preskumana latka. Obsahuje okrem glukézovej jednotky aj
xylézovu jednotku. Této latka staca rovinu polarizovaného svetla [0]**p =—25,5 ° [24].

Dulkozid A je Strukturou podobny rebaudiozidu C. Avsak, na rozdiel od neho ma na
vetviacej glukoze v polohe 3 atom vodiku [8]. Teplotu topenia ma v rozmedzi 193-195 °C.
Krystalizaciou z metanolu vznikaju bezfarebné ihlickovité krystaliky, ktoré stacaju rovinu
polarizovaného svetla [a]*'p = — 50,2 °. Jeho sladkost’ je niZ§ia v porovnani so stéviozidom a
rebaudiozidom A aj B, pretoze jednu glukdzu mé nahradent ramndzou [16].

Steviolbiozid sa svojou Struktirou najviac podoba stéviozidu, 1isi sa od neho len ndhradou
glukézy na uhliku Cj9 za atom vodiku [8]. Teplotu topenia ma v rozmedzi 188-192 °C.
Krystaly staGaju rovinu polarizovaného svetla [a]**p =— 34,5 °. Vo vode je malo rozpustny
(iba 0,03 %) [16]. Ako uz bolo spomenuté, steviolbiozid ani rebaudiozid B sa v rastline
nevyskytuju, ale vznikaju parcidlnou hydrolyzou pocas jej extrakcie.
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2.2.4 Minoritné diterpénové glykozidy

Z komerc¢ného extraktu boli izolované a detekované d’alSie diterpénové glykozidy, ktoré st

v§ak v rastline zastupené len vo ve'mi malom mnozstve. Konkrétne su to:

(1) 6-O-B-D-xylopyranosyl-p-D-glukopyranosyl ester kyseliny 13-[(2-O-B-D-
glukopyranosyl-B-Dglukopyranosyl)oxy]-kaur-16-én-18-ovej, ktory je Struktirou
podobny stéviozidu,

(2) B-D-glukopyranosyl ester kyseliny 13-[(2-O-B-D-glukopyranosyl-B-D-glukopyranosyl)
oxy]-17-hydroxy-kaur-15-én-18-ove;j

(3) B-D-glukopyranosyl ester kyseliny 13-[(2-O-B-D-glukopyranosyl-B-D-glukopyranosyl)
oxy]-17-oxo-kaur-15-én-18-ovej

(4) B-D-glukopyranosyl ester kyseliny 13-[(2-O-B-D-glukopyranosyl-f-D-glukopyranosyl)
oxy]-kaur-15-én-18-ove;j.

Vsetky tieto steviol-glykozidy su bezfarebné latky olejovitej konzistencie. Ich sumarne a

Struktirne vzorce (tabul'ka 3) boli stanovené pomocou ESI-MS a NMR spektier [25].

OR,

[

19 o~
H.C ":;c__'ii
18 o)
OR,

Obrazok 5: Zdakladna kostra minoritnych steviol-glykozidov [25]

Tabulka 3: Struktiira minoritnych steviol-glykozidov [25]

Zlucenina R1 R2 R3 Sumarny vzorec
(l) xyl-glc (6—)1) glC-glC (2—>1) CH, Ca3Hg3002
(2) glC glC-glC (2—>1) CH,OH C33Hg0O19
(3) glc glc-glc (2—1) CHO C33Hsg019
“4) gle gle-glc 2—1) CH3 C33H60O13

Vysvetlivky: xyl = B-D-xylopyranosyl, glc = B-D-glykopyranosyl

2.3 Nesladké latky stévie

V rastline sa nachadzaju aj mnohé d’alSie chemické latky, ktoré vSak nemaju sladku chut’.
Pre rastlinu su potrebné, pretoze plnia rézne funkcie, napriklad: stavebnu, zdsobnu, ochrannu,
dodavaju jej horka chut, maju antioxidacné ucinky, atd’.
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Proteiny
V roku 2010 bolo v listoch stévie identifikovanych 17 aminokyselin, klasifikovanych ako
esencidlne i neesencialne. Tabulka 4 uvadza, Ze listy stévie obsahuju takmer vsetky
aminokyseliny nevyhnutné pre ludské telo, vratane cysteinu a tyrozinu. Chyba vsak
aminokyselina tryptofdn. Zvysky listov po extrakcii mézu byt hodnotnym zdrojom
nevyhnutnych aminokyselin pre I'udské telo [26].

Tabulka 4: Obsah aminokyselin v listoch stévie [26]

Esencidlne aminokyseliny | gna 100 g | Neesencidlne aminokyseliny | gna 100 g
Metionin 1,45 Tyrozin 1,08
Treonin 1,13 Alanin 0,56
Histidin 1,13 Serin 0,46
Leucin 0,98 Kyselina glutdmova 0,43
Fenylalanin 0,77 Cystein 0,40
Lyzin 0,70 Kyselina asparagova 0,37
Valin 0,64 Glycin 0,25
Arginin 0,42 Prolin 0,17
Izoleucin 0,42
Lipidy

V oleji z listov stévie bolo identifikovanych 6 mastnych kyselin. Z nasytenych mastnych
kyselin to bola palmitova a stearova, Dalej 2 kyseliny monoénové olejové a palmitolejova,
nenasytené¢ mastné kyseliny s dvomi dvojitymi védzbami boli zastiipené kyselinou linolovou
astromi dvojitymi vézbami kyselinou linolénovou. Kyselina palmitova je v tomto oleji
obsiahnutd v najvicsom mnozstve (27,51 g v 100 goleja z listov), zatial ¢o mnozstvo
kyseliny stearovej je najmensie, iba 1,18 g v 100 g oleja z listov [27].

Mineralne latky a vitaminy
V listoch stévie sa v nezanedbate'nom mnozstve nachadzaji aj mineralne latky, konkrétne
draslik, vapnik, hor¢ik a sodik. V menSom mnozstve i zelezo, zinok a fosfor [26]. V stévii sa
nachadzaji i vo vode rozpustné vitaminy: kyselina listovd, vitamin C a vo velmi malom
mnozstve 1 vitamin B2 [28]. Obsah tychto mineralnych latok a vitaminov sa v jednotlivych
rastlinach lisi, pretoZe zavisi na podmienkach pestovania [26, 28].

Polyfenolické latky
Polyfenolické latky su sekundarne metabolity rastlin, ktoré si ich vytvaraji na obranu proti
Skodcom a chorobam. Tieto latky predstavuji mnoho typov zlucenin, napriklad flavonoidy.
Najviac zastupena zlucenina v listoch je pyrogallol v mnozstve 951,27 mg na 100 g suchych
listov. Dalej boli v listoch identifikované fenolické latky: kyselina 4-metoxybenzoova,
kyselina p-kumarova, 4-metylkatechol, kyselina sinapova a kyselina Skoricova. Tie su vSak
v listoch zastupené v mensom mnozstve [28].
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Flavonoidy mozno rozdelit do tychto zékladnych skupin: flavonoly, flavony, flavanony,
katechiny, anthokyanidy, izoflavony, dihydroflavonoly a chalkony. Tieto latky su odvodené
od kyslikatej heterocyklickej zli¢eniny flavanu, ktorého Struktira je zndzornena na obrazku 6
[28]. V listoch rastliny bolo zistenych 6 flavonoidnych glykozidov: apigenin 4'-O-glukozid,
kaempferol 3-O-ramnozid, luteolin 7-O-glukozid, quercetin 3-O-arabinozid, quercetin 3-O-
glukozid a quercetin 3-O-ramnozid (kvercetin) [16].

Obrdzok 6: Struktiira flavanu [28]

Diterpény labdanového typu
Medzi tieto latky patria sterebiny. Ich Struktaru a zékladné fyzikalno-chemické vlastnosti
popisal Oshima akolektiv vroku 1986. V stévii sa nachadzaji sterebiny A-H.
Z metanolového extraktu listov boli izolované i d’alSie diterpény: jhanol, austroinulin, 6-O-
acetylaustroinulin a 7-O-acetylaustroinulin [16].

Triterpenoidy a steroidy
Z metanolového extraktu listov stévie bol izolovany triterpenoid B-amyrin acetat a lupeol
3-palmitat. Z tohto extraktu boli izolované i steroly: B-sitosterol, stigmasterol a campesterol
[16].

2.4 Vyuzitie steviol-glykozidov v potravinarstve

Vdaka nizkej energetickej hodnote a zdraviu prospeSnym ucinkom je stévia vyuZivana
v potravinarstve ako ndhradné sladidlo. Priddvana je hlavne do nealkoholickych napojov, kde
CiastoCne nahrddza repny cukor, ¢i glukézo-fruktozové sirupy. Ked'ze stévia neprispieva
k tvorbe zubného kazu, je Casto priddvana do ndpojov, ktoré maji v obl'ube najmi deti.
Sladké latky zo stévie sa do potravin najcastejSie pridavaju vo forme extraktov z listov a na
etikete su uvedené ako steviol-glykozidy (aditivum E960). Povolené mnozstvo steviol-
glykozidov pridavanych do jednotlivych druhov napojov i potravin je limitované nariadenim
komisie EU &. 1131/2011 z 11. novembra 2011. Kedze vd’aka relativne nizkemu povolenému
dennému prijmu, len 4 mg-kg” telesnej hmotnosti na defi, sa steviol-glykozidy na sladenie
potravin pouZzivaju v kombindcii s inymi sladiacimi latkami (repny cukor, gluk6zo-fruktézovy
sirup alebo syntetické neenergetické sladidld). Zoznam napojov a potravin od ceskych
a slovenskych vyrobcov, v ktorych je pouzité sladidlo zo stévie je uvedeny nizsie.
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Napoje:
Birell Limetka & Malina (Plzefisky Prazdroj, a.s.)
Birell Zazvor (Plzenisky Prazdroj, a.s.)
Frisco Bilé hrozny & Lotos (Plzetisky Prazdroj, a.s.)
Green tea peach (Coca — Cola HBC CR s.1.0.)
Grena grep & citron (Pivovar Cerna Hora, a.s.)
Jupik so stéviou (Kofola CeskoSlovensko a.s)
Koala (Pivovar Cerna Hora, a.s.)
Kofola bez cukru se stévii (Kofola a.s.)
Kombajnérka (Pivovar Cerna Hora, a.s.)
Malina malinova lim¢a s chmelem (Pivovar Cerna Hora, a.s.)
Nativa gingko green tea (Rauch Praha spol. s.r.0.)
Nativa green tea lemon (Rauch Praha spol. s.r.0.)
Nestea Marhule se stévii (Coca-Cola HBC Ceska republika, s.r.0)
Nestea Tropické ovoce se stévii (Coca-Cola HBC Ceské republika, s.r.0)
Rio H,O s pomaran¢ovou duzinou (McCarter a.s.)
Staropramen Cool Hotky pomeran¢ (Pivovar Staropramen a.s.)
Staropramen Cool Grep (Pivovar Staropramen a.s.)
Sylvéana hroznové vino (Pivovar Cerna Hora, a.s.)
Sylvana hroznové vino s chmelem (Pivovar Cerné Hora, a.s.)
Tonik lahodng hotky (Pivovar Cerna Hora, a.s.)
Vita pomeran¢ & broskev (Pivovar Cerna Hora, a.s.)
Zazvorka (Pivovar Cerna Hora, a.s.)

Potraviny
Dzem jahoda, malina, bortivka, viSeni, merurtika (JSG med a.s.)
Ovseny dezert — ¢oko, s prichutou vanilky (KALMA K.S)
Ketchup Stevia (SPAK foods, s.1.0.)
Kecup jemny se sladidly z rostliny stévie (Hellmann's, Unilever CR, spol. s..0.)
Natursweet Stevia Lizatko s Rakytnikom (BIOFERM SK, s.r.0.)
Selsky jogurt: Mango (Hollandia Karlovy Vary, s.r.0.)
Selsky jogurt: Tteseii (Hollandia Karlovy Vary, s.r.0.)
Zuvacky Natusweet® (BIOFERM SK, s.r.0.)

2.5 Stanovenie steviol-glykozidov metédou HPLC

T. Vanék s kolektivom analyzovali v roku 2001 steviol-glykozidy v listoch stévie, ale
i v ovocnom ¢aji osladenom listami stévie. SuSené a podrvené listy s hmotnostou 2 g boli
extrahované 2 x 50 ml hortucej vody pocas 30 sekind. 2 gramy ovocného caju boli
extrahované 100 ml horiicou vodou, aviak doba bola predizend na 5 minut. Extrakty po
filtracii cez 5 pm filter boli precistené extrakciou na pevnej faze (SPE). Po odpareni extraktu
vo vakuu a rozpusteni v 1 ml metanolu prebehla analyza kvapalinovou chromatografiou.

HPLC pristroj od firmy Labio (Ceska republika), ktory bol pouzity na analyzu obsahoval
kolénu SiC18 srozmermi 250 x4 mm avelkostou castic 7 pm. Teplota kolény bola
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udrziavand na 25 °C. Nastrek vzorku bol 20 pl. Eltcia prebehla pomocou linedrneho
gradientu, ktory bol na zaciatku tvoreny zmesou vody a acetonitrilu v pomere 75:15 v/v. Po
30 minatach bola separacia ukoncend, pricom mobilnd faza obsahovala vodu a acetonitril
v pomere 50:50 v/v. Rychlost’ toku mobilnej fize bola 1 ml'min”. Na detekciu bol pouZity
detektor s diodovym polom od firmy Waters z USA, nastaveny na vinovu dizku 205 nm.

Pri tychto podmienkach analyzy bol reten¢ny Cas stéviozidu priblizne 15 minut. Detekény
limit pre stéviozid bol 1 pg v nastreku. Vd’aka vyuzitiu SPE bol Sum zakladnej linie znac¢ne
zniZeny [29].

Z roku 2010 pochadza stadia Ursuly Wolwer-Rieck s kolektivom, ktorej predmetom bola
stabilita stéviozidu a rebaudiozidu A v napojoch pri skladovani pocas 24, 48 a 72 hodin pri
teplote 80 °C. Vzorky pochédzali z3 komerénych néapojov: kofeinovy nédpoj, népoj
s citronovo-limetkovou prichutou a energeticky drink. Po odplyneni boli tieto vzorky pridané
k roztoku stéviozidu alebo rebaudiozidu A so znidmou koncentraciou. Po inkubacii boli
precistené SPE. Nasledne boli vzorky podrobené analyze metédou HPLC na pristroji Varian
(Varian Dutschland GmbH, Darmstadt, Nemecko), ktory obsahoval ¢erpadlo ProStar 230,
automaticky davkovaé vzoriek ProStar 410, DAD detektor 335 s nastavenou vlnovou dizkou
na 210 nm, odplyiiova¢ mobilnej fazy a termostat kolony Metatherm nastaveny na 36 °C.

Stéviozid, rebaudiozid A aich degrada¢né produkty boli analyzované s vyuzitim Luna
HILIC koldny srozmermi 250 x 4,6 mm a predkolony srozmermi 4 x 3,0 mm od firmy
Phenomenex, USA. Elucia prebehla v izokratickom moéde, pricom mobilna faza bola tvorend
zmesou acetonitrilu a vody v pomere 80:20 v/v, jej rychlost toku bola 1 ml-min”. Objem
davkovaného mnoZstva vzorku bol 20 pl.

Vysledny chromatogram ukazuje rozdelenie jednotlivych steviol-glykozidov, pri¢om
retencny Cas stéviozidu je medzi 7. a 8. minutou a retenény ¢as rebaudiozidu A je medzi 10.
a 11. minutou [30].

Tim vedcov Jie Liu, Jin-wei Li aJian Tang vypracovali v roku 2010 S§tudiu, ktora sa
zaobera Specifikaciou extrakénych podmienok s vyuzitim ultrazvuku pre maximalny zisk
vsetkych sacharidov z listov stévie. 5 gramov cCerstvych listov bolo vysusenych pri 102 °C.
Listy boli suspendované a extrahované 1 000 ml vody pri r6znych teplotach a sile ultrazvuku.

Analyza prebiehala na HPLC pristroji Agilent 1100 od firmy Agilent Ltd., USA so Zorbax
Eclipse XDB-C18 koldnou. Ako mobilné fdza bola vyuzitd zmes acetonitrilu a vody v pomere
70:30 v/v, s rychlostou toku 1 ml-min". Teplota vyhrievania kolény bola nastavena na 25 °C.
Detekcia steviol-glykozidov bola zabezpe&ena nastavenim vinovej dizky 210 nm na detektore
Ingelligent UV/VIS od firmy Jasco, Japonsko. VSetky vzorky boli filtrované cez 0,45 um
filter a nésledne boli ddvkované na kolonu v objeme 10 pl.

V tabulke s vysledkami je uvedeny retencny Cas pre stéviozid 5,2 min. a pre rebaudiozid
A 6,97 min. V listoch rastliny bol stanoveny obsah stéviozidu na 16,4 + 1,32 % a obsah
rebaudiozidu A na 12,1 + 1,12 % hmotnosti suchych listov [31].
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Congmin Yu a kolektiv vo svojom ¢lanku z roku 2011 popisuju zavedenie rychlej metody
pre stanovenie obsahu stéviozidu a rebaudiozidu A v listoch stévie analyzou HPLC a NIR.
Listy viacerych rastliniek stévie sladkej z ¢inskych provincii boli vysusené pri 105 °C. Po ich
rozomleti na prasSok boli trikrat extrahované v deionizovanej vode 100, 50 a 50 ml pocas 2 az
4 hodin. Extrakty po filtracii cez 0,45 pum filter boli ddvkované do pristroja HPLC.

Pre analyzu kvapalinovou chromatografiou bol vyuziti pristroj Agilent 1100 s kolénou
Luna NH; 100 A, ktorej rozmery boli 250 x 4,6 mm a velkost’ ¢astic bola 5 um. Mobilna faza
obsahovala acetonitril a vodu v pomere 78:22 v/v a rychlost’ jej toku bola 1 ml-min™. DAD
detektor bol nastaveny na vlnova dizku 210 nm. Davkovany objem vzorku na kolénu ani
teplota analyzy nie st v ¢lanku uvedené.

Z vysledkov analyzy vyplynulo, Ze retencny Cas stéviozidu bol 7,887 minut a retenc¢ny cas
rebaudiozidu A bol 11,250 minut [32].

D. Bergs stimom nemeckych vedcov v ¢lanku zroku 2012 popisuju analyzu steviol-
glykozidov z listov stévie rychlou metédou HPLC. Vzorky suSenych a na prasok podrvenych
listov rastliny s hmotnost'ou 3 g boli suspendované v 30 g vody pri teplote 30 °C na trepacke
PTR30 od firmy Grand Bio, UK. Extrakcia bola uskuto¢nend v 5 krokoch prietokového
extrakéného modu, pricom kazdy krok trval 3 hodiny na trepacke. Extrakty boli prefiltrované
cez 0,2 um filter a precistené na SPE koldnke.

Analyza vzoriek bola uskutocnend kvapalinovou chromatografiou na pristroji obsahujicom
2 Cerpadld Smatline P1050, odplyniova¢ mobilnej fize Smartline Manager 5000,
spektrofotometricky detektor Smartline PDA 2800 UV/VIS/NIR nastaveny na vinovi dizku
210 nm, koloénovy termostat Smartline od firmy Knauer, Nemecko, nastaveny na 50 °C a
automaticky davkova¢ Triathlon od firmy Spark Holland, Holandsko. Separacia prebehla
v kolone Purospher® STAR RP-18 srozmermi 250 x 4,6 mm a velkostou &astic 3 pm od
firmy Merck, Nemecko. Mobilné faza bola tvorena zmesou vody MilliQ okyslenej s HCI na
pH 2,75 a acetonitrilu v pomere 65:35 v/v. Jej rychlost’ toku bola 1 ml'min™. Davkované
mnozstvo precisteného vzorku bolo 10 pl.

Retencény cas stéviozidu bol stanoveny na 6,05 min. arebaudiozidu A na 5,72 min.
V ¢lanku st uvedené i retencné Casy d’alSich steviol-glykozidov a validacia pouzitej metody
[33].

Japonski vedci vydali v roku 2013 ¢lanok, ktory sa zaobera vylepSenim analytickej metody
pre stanovenie steviol-glykozidov v norme Spolo¢ného vyboru expertov pre potravinove
aditiva (JECFA). Zmenou amino kolony za ODS kolonu docielili zrychlenie separacie
a moznost’ stanovenia vsetkych 9 steviol-glykozidov. P6vodna metéda umoznila stanovit’ len
7 steviol-glykozidov. VylepSenie metddy bolo uskutoc¢iiované pomocou Standardov latok, ale
aj 2 komer¢nych extraktov stévie.

Analyza latok prebichala na pristroji Alliance 2695 HPLC systém od firmy Waters, USA
s UV-VIS detektorom SPD-10AV od firmy Shimadzu Corporation, Japonsko. Pévodna
metdoda JECFA zroku 2008 bola navrhnutd na kolone Supelcosil LC-NH, s rozmermi
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250 x 4,6 mm a vel'kost'ou Castic 5 um od firmy Sigma-Aldrich, USA vyhrievanej na teplotu
40 °C. Pre eltciu bola zvolend mobilnd fadza obsahujuca zmes acetonitrilu a vody s pH
upravenym pomocou kyseliny fosfore¢nej na hodnotu 3, v pomere 80:20 v/v s rychlostou
toku 1 ml-min”". VInova diZka bola na detektore nastavena na 210 nm.

Upravend metdda bola testovand na viacerych ODS koldnach s rovnakymi rozmermi
250 x 4,6 mm aj vel'kost'ou Castic 5 um: Capcell Pak C18 MGII od firmy Shiseido Co., Ltd.,
Japonsko, Shim-pack CLC-ODS od firmy Shimadzu Corporation, Japonsko a Luna C18 od
firmy Phenomenex Co., Ltd., USA. Teplota a vlnova dizka boli rovnaké ako v povodne;
metdde, teda 40 °C avlnova dizka 210 nm. Mobilna faza obsahovala zmes acetonitrilu
a pufrového roztoku, tvoreného 10 mmol1" fosfore¢nanom sodnyms pH 2,6 v pomere
32:68 v/v. Rychlost jej toku bola 1 ml-min”. Testované boli tiez iné pufry, konkrétne:
1,4 mmol-I" roztok kyseliny fosforetnej s pH 3,0; 5 mmol-1" roztok kyseliny mravéej s pH
3,0; 5 mmol‘1" roztok mravéanu aménneho s pHo6,1a5 mmol-1" roztok octanu aménneho s
pH 6,6. Najvhodne;jsi vsak bol zvoleny pufor: 10 mmol-1"" roztok fosfore¢nanu sodného s pH
2,6. Mobilna faza s acetonitrilom a zvolenym pufrom bola testovana s roznym pomerom jej
zloziek. Tieto pomery boli 35:65, 32:68 a 30:70 objemovych jednotiek acetonitrilu a pufru.
V prvom pripade boli jednotlivé piky slabo rozliSené a separdcia bola az privelmi rychla,
v tretom pripade bol Sum zadkladnej linie vel'mi vyrazny a zdkladna linia nebola dostatocne
ustalena. Najvhodnejsi pomer mobilnej fazy bol stanoveny na 32:68 objemovych jednotiek
acetonitrilu a pufru, a preto bol i vyuzity vo vylepsenej metdde.

Analyzou podl'a povodnej metddy zroku 2008 bol ziskany chromatogram, z ktorého
vyplyva, ze retenCny Cas stéviozidu je priblizne 12 minut a pre rebaudiozid A je to 18 minut.
Tieto dva steviol-glykozidy su sice dostatocne oddelené od seba, avSak rebaudiozid E spolu
so steviolbiozidom maju spolo¢ny pik a rebaudiozid D sa eluuje z koldény az 20 minut neskor
nez ostatné steviol-glykozidy. Novou metddou s vyuzitim troch ODS kolon boli ziskané
chromatogramy, ktoré sa od seba liSili len mélo. VSetky steviol-glykozidy boli od seba
dostatocne oddelené a v jednotlivych chromatogramoch mali podobné retencné casy.
Retencny cas stéviozidu bol medzi 7-8. minutou a rebaudiozidu A medzi 6-7. minutou.
V ¢lanku je tieZz uvedeny i limit kvantifikéacie, pre stéviozid a rebaudiozid A je to mnozZstvo
3 pg-ml” [34].

Tim Spanielskych vedcov sa tiez zaoberal vyvojom metody pre rychlo analyzu majoritnych
steviol-glykozidov. Vo svojom ¢lanku z roku 2014 popisali 1 optimalnu extrakciu a validaciu
vyvinutej metddy. Vzorky pre analyzu tvorili komeréné sladidld s roznym obsahom steviol-
glykozidov a suSené listy stévie.

Pri analyzach bol vyuzivany pristroj Agilent 1200 od firmy Palo Alto, USA. Testované
boli dve kolény, Develosil ODS-HG s rozmermi 250 x 4,6 mm a velkost'ou castic 5 um
a Luna HILIC srozmermi 150 x 4,6 mm a velkostou Castic 5 um od firmy Phenomenex,
Franctzsko. Odskusané boli tiez oba typy elucie, izokraticka i1 gradientova. Mobilna faza bola
tvorend acetonitrilom a vodou, pri izokratickej eltcii bol pomer zloziek 80:20 v/v. Pouzity
gradient mobilnej fdzy bol nasledovny: 80 % acetonitrilu v ¢ase 0-10 min, pokles obsahu
acetonitrilu z 80 na 50 % v ¢ase 10-12 min, d’al$i pokles acetonitrilu z 50 na 0 % v case 12-
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14 min, zvySenie obsahu acetonitrilu na poévodnych 80 % v case 14-16 min a 80 %
acetonitrilu v &ase 16-18 min. Rychlost’ toku mobilnej fazy bola 1 ml-min™. Termostat kolény
bol nastaveny na 30 °C a nastrekovy objem bol pri kazdom vzorku 20 pl. Chemicka Struktura
latok bola zistend na hmotnostnom spektrometri.

Autori vo svojom clanku uvadzaju, ze z pouzitych kolén je vhodnejSia Luna HILIC.
Z chromatogramov je vidiet, ze obe koldny pri zvolenych podmienkach separacie poskytuju
rychlu analyzu, avsak stéviozid a rebaudiozid A nie su uplne oddelené. Z testovanych typov
eltcii je vhodnejSia gradientova. Retencny Cas stéviozidu je 5,15 minuat a rebaudiozidu A je
6,15 minat. Detekény limit stéviozidu i rebaudiozidu A bol stanoveny na 1,07 mg-1" [35].

T. Bililign s kolektivom sa zaoberali v roku 2014 vyvojom a validiciou novej metody
separacie schopnej separovat’ a kvantifikovat’ 9 steviol-glykozidov pritomnych v extraktoch
stévie s vysokou Cistotou. Analyzy boli uskutocfiované na pristrojoch Agilent 1200 od firmy
Wilmington, Nemecko a Waters Alliance 2965 od firmy Milford, USA, pri¢om pouzité boli
kolény: YMC ODS-AQ s rozmermi 250 x 4,6 mm a vel'kostou Castic 5 um od firmy YMC
America, USA, Shiseido Capcell Pak C18 MGII s rozmermi 250 x 4,6 mm a vel'kost’ou Castic
5 um od firmy Shiseido, Japonsko a Scherzo SM-C18 s rozmermi 250 x 4,6 mm a velkostou
Castic 3 um od firmy Imtakt, USA. Mobilna fdza obsahovala acetonitril a pufrovy roztok
5 mM dihydrogenfosfore¢nanu draselného s pH 3. Eltcia prebiehala pomocou gradientu:
zvySenie obsahu acetonitrilu z 10 na 35 % pocas 10 minut, 35 % acetonitrilu pocas 15 mindt,
zvySenie obsahu acetonitrilu z 35 na 75 % pocas 10 minut a 75 % acetonitrilu po€as 15 mindt.
Koléna bola znovu ekvilibrovanad pociatoénym zlozenim mobilnej fazy (10 % acetonitrilu
a 90 % pufru). Rychlost’ toku mobilnej fizy bola 0,5 ml-min™' a teplota na termostate kolény
bola nastavend na 32 °C. Davkovany objem na kolonu bol pri kazdej vzorke 1 Standardnom
roztoku 15 pl. Detektor bol nastaveny na snimanie vinovej dizky 210 nm.

Vysledny chromatogram obsahuje okrem 9 steviol-glykozidov aj steviol, izosteviol a izo-
steviolmonozid. Retencny Cas stéviozidu je 22,4 minat a rebaudiozidu A 21,9 minut. Doba
analyzy bola vel'mi dlh4, ¢o nie je praktické [36].

Prehl'adnd tabul’ka podmienok HPLC analyz z literarnej reSerse je uvedena v prilohe €. 1.
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1

3.1.1

24

Material

Pouzité pomécky

Laboratdrne sklo

mikrofilter (MS CA Syringe, 0,45 pm)
filtracny papier

injek¢na striekacka

mieSadielko valcové s prstefiom

mikropipety

vazenka
vialky

Pouzité pristroje
Analytické vahy (HA 202 M, Japonsko)
HPLC systém

2x Cerpadlo (Waters 515, USA)

zmieSava¢ mobilnych faz (Waters Pump Control Module II, USA)

automaticky davkovac vzoriek (Waters 717 plus, USA)

detektor (Waters 2487 Dual A, USA)

termostat na kolonu (DeltaChrom™, USA)

monolitické kolona Chromolith Performance RP-18e (100 x 3 mm, Phenomenex)
koldna Ascentis® Express C18 (150 x 4,6 mm; 2,7 um, Sigma-Aldrich)
predkolona MetaGuard 4,6 mm Polaris 5 u C18-A (Agilent)

chladnicka Amica AD 250

magnetickd mieSacka bez ohrevu

pH meter (ProfiLine 3210 WTW, Nemecko)

ultrazvukovy kupel’ (PS 03000A 2,5 1, Notus-powersonic, Slovensko)

Pouzité chemikalie

acetonitril (Sigma-Aldrich, Nemecko)

demineralizovana voda (FCH VUT Brno, CR)

kyselina chlorovodikova (Analytika spol. s.r.o., CR)

kyselina benzoova (Lach-Ner, CR)

kyselina sorbové (Lach-Ner, CR)

I'adova kyselina octova (Scharlan Chemie S.A, EU)

octan amoénny (Lachema, CR)

rebaudiozid A (Sigma aldrich, Nemecko)

zmes stéviozidu a rebaudiozidu A (Stevia SILVER 250, stevioside.cz)



3.1.4 Priprava roztokov a realnych vzoriek

Zdsobny roztok Standardu rebaudiozidu A (Cistota > 96 %) s koncentrdciou 1 gl

Na analytickych vahach bolo navazené mnozstvo 0,1000 g rebaudiozidu A, ktoré bolo
kvantitativne prevedené do odmernej banky sobjemom 100 ml. Odmernd banka
bola doplnena po rysku destilovanou vodou.

Po vyvinuti vhodnej separa¢nej metddy bol tento roztok pripraveny znovu, ale s pouzitim
mobilnej faze (29:71, acetonitril a acetatovy pufor) namiesto destilovanej vody.

Zasobny roztok zmesi stéviozidu a rebaudiozidu A (Stevia SILVER 250)

Na analytickych véhach bolo navazené mnozstvo 0,1000 g latky Stevia SILVER 250, ktoré
bolo nasledne kvantitativne prevedené do odmernej banky s objemom 100 ml. Odmerna
banka bola doplnené po rysku destilovanou vodou.

Zo zéasobného roztoku bolo mikropipetou odpipetované mnozstvo 5 ml do odmernej banky
s objemom 50 ml. Odmernd banka bola doplnena po rysku destilovanou vodou. Tento roztok
bol pouzivany pri vyvoji metddy separacie stéviozidu a rebaudiozidu A.

Po vyvinuti vhodnej separac¢nej metddy bol tento roztok pripraveny znovu, ale s pouzitim
mobilnej faze (29:71, acetonitril a acetatovy pufor) namiesto destilovanej vody.

Kalibracné roztoky rebaudiozidu A

Zo zésobného roztoku rebaudiozidu A v mobilnej faze (29:71, acetonitril a acetatovy
pufor) s koncentraciou 1 g1' bolo do odmernej banky sobjemom 25 ml odpipetované
mnozstvo 2,5 ml. Odmerna banka bola doplnena mobilnou fazou po rysku.

Z tohto roztoku s koncentraciou 0,1 g-l'l bolo nésledne odpipetované mnozstvo 0,5; 1; 2,5;
5 a 7,5 ml do odmernych baniek s objemom 10 ml. Jednotlivé odmerné banky boli doplnené
mobilnou fazou po rysku. Takto boli pripravené kalibracné roztoky s koncentraciami 0,005;
0,01; 0,025; 0,05; 0,075 2 0,1 g-1™".

Zasobny roztok kyseliny benzoovej s koncentraciou 0,5 g-I'

Na analytickych véhach bolo navazené mnozstvo 0,0500 g kyseliny benzoovej, ktoré bolo
kvantitativne prevedené do odmernej banky sobjemom 100 ml. Odmernd banka
bola doplnena po rysku destilovanou vodou.

Pre vyvoj separacnej metddy bol do pristroja davkovany roztok kyseliny benzoovej
s koncentraciou 0,01 g1, Pripraveny bol odpipetovanim 5 ml zisobného roztoku
do odmernej banky s objemom 10 ml. Odmerna banka bola doplnena po rysku destilovanou
vodou.

Po vyvinuti vhodnej separa¢nej metddy boli tieto roztoky pripravené znovu, ale s pouzitim
mobilnej faze (29:71, acetonitril a acetdtovy pufor) namiesto destilovanej vody.

Zasobny roztok kyseliny sorbovej s koncentrdaciou 0,5 g-I”!

Na analytickych vahach bolo navazené mnozstvo 0,0500 g kyseliny sorbovej, ktoré bolo
nasledne kvantitativne prevedené do odmernej banky s objemom 100 ml. Odmerna banka
bola doplnena po rysku destilovanou vodou.
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Pre vyvoj separa¢nej metody bol do pristroja davkovany roztok kyseliny sorbovej
s koncentraciou 0,01 g1, Pripraveny bol odpipetovanim 2ml zasobného roztoku do
odmernej banky s objemom 10 ml. Odmernd banka bola doplnena po rysku destilovanou
vodou.

Po vyvinuti vhodnej separa¢nej metddy boli tieto roztoky pripravené znovu, ale s pouzitim
mobilnej faze (29:71, acetonitril a acetatovy pufor) namiesto destilovanej vody.

Kalibracné roztoky kyseliny benzoovej

Zo zasobného roztoku kyseliny benzoovej v mobilnej faze (29:71, acetonitril a acetatovy
pufor) s koncentraciou 0,5 g-l'1 bolo odpipetované mnozstvo 0,02; 0,1; 0,2; 0,5; 0,8 a 1 ml do
odmernych baniek s objemom 10 ml. Jednotlivé odmerné banky boli doplnené mobilnou
fazou po rysku. Takto boli pripravené kalibraéné roztoky kyseliny benzoovej
s koncentraciami 0,001; 0,005; 0,01; 0,025; 0,04 a 0,05 g-l'l.

Kalibracné roztoky kyseliny sorbovej

Zo zasobného roztoku kyseliny sorbovej v mobilnej faze (29:71, acetonitril a acetidtovy
pufor) s koncentraciou 0,5 g-l'l bolo odpipetované mnozstvo 0,02; 0,1; 0,2; 0,5; 0,8 a 1 ml do
odmernych baniek s objemom 10 ml. Jednotlivé odmerné banky boli doplnené mobilnou
fazou po rysku. Takto boli pripravené kalibra¢né roztoky kyseliny sorbovej s koncentraciami
0,001; 0,005; 0,01; 0,025; 0,04 a 0,05 g-1".

Priprava realnych vzoriek nealkoholickych ndpojov Grena, Kombajnérka, Zazvorka,
Malina, Jupik Multivitamin

Napoje boli odplynené po dobu 15 minut v ultrazvukovom kupeli. Nasledne boli
prefiltrované cez mikrofiltrer s pérovitost'ou 0,45 pm nasadeny na injekcnu striekacku. Kazdy
napoj bol zriedeny 1:1 destilovanou vodou.

3.1.5 Priprava mobilnych faz

V experimentalnej Casti tejto diplomovej prace boli pouzité viaceré mobilné fazy.

V separdcii €. 1 az 9 (pre oddelenie stéviozidu od rebaudiozidu A) boli zloZkami mobilne;j
fazy acetonitril a demineralizovana voda, ktord bola okyslena pomocou koncentrovanej HCI
na pH 2,75. Po ich zmieSani v pomere, ktory je uvedeny pri kazdej separacii (35:65, 30:70,
25:75, 27:73, 31:69 a29:71 v/v) bola takto pripravena mobilna faza odplynend po dobu 15
minut ultrazvukom.

V d’alSich separaciach bola pre oddelenie kyseliny benzoovej a sorbovej demineralizovana
okyslend voda nahradena acetitovym pufrom. Ten bol pripraveny rozpustenim mnozstva
0,30 g octanu aménneho v 900 ml demineralizovanej vody. Ladovou kyselinou octovou bolo
pH pufru upravené na 4,2 [37]. Takto pripraveny pufor bol zmieSany s acetonitrilom v pomere
71:29 v/v a pripravend mobilna faza bola ultrazvukom odplynena po dobu 15 minut.
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3.2 Metoda

Pri vyvoji metddy pre separaciu stéviozidu a rebaudiozidu A boli vyuzité viaceré postupy,
ktoré sa 1isili v pouzitej kolone, predkolone, v pomere zloZzenia mobilnych faz, v rychlosti
prietoku mobilnej fazy a teplote separacie. PocCas vSetkych analyz vSak ostdvalo rovnaké
nastavenie detektoru a to na vinova dizku 210 nm. Objem nastreku vzoriek bol 10 pul podas
vSetkych analyz.

3.2.1 Monoliticka kolona

Koléna Chromolith Performance RP-18e je dlhda 100 mm. Jej vnatorny priemer je 3 mm.
Od klasickych napliiovych sa liSi tym, Ze je tvorend jedinym kusom pdrovitého materidlu,
vd’aka ¢omu ma vysoku uc¢innost’ i pri nizSom tlaku. Jednym zo zdmerov prace bolo vyskusat
separaciu steviol-glykozidov na tejto kolone, pretoze doteraz nebol uverejneny clanok,
v ktorom by bola popisané separdcia spominanych latok na monolitickej kolone.

Separécia €. 1

Pociatoénym bodom vyvoja metédy bola literatira [33]. Pouzitd bola mobilnd faza,
zlozena z acetonitrilu a okyslenej demineralizovanej vody v pomere 35:65 v/v. Rychlost’ toku
mobilnej fze bola nastaven4 na 0,3 ml-min™'. Teplota na termostate kolony bola nastavena na
30 °C.

Separécia €. 2

Pomer zloziek mobilnej fazy bol upraveny na 30:70 v/v (acetonitril a okyslena
demineralizovana voda). Rychlost’ toku mobilnej fazy i teplota separacie zostali rovnaké ako
v separacii €. 1.

Separacia €. 3

Pomer zloziek mobilnej fazy bol upraveny na 25:75 v/v (acetonitril a okyslena
demineralizovana voda). Rychlost’ toku mobilnej fizy bola zmenend na 0,6 ml-min™. Teplota
vyhrievania kolony zostala rovnaka (30 °C).

3.2.2 Kolona Ascentis Express C18

Monolitickd kolona bola nahradena koléonou Ascentis Express C-18. Tato kolona je dlha
150 mm. Jej vnutorny priemer je 4,6 mm a Castice maju priemer 2,7 um. Teplotné optimum
ma od 40 do 60 °C. Je to koldna s pevnym jadrom, ktora sa vyznacuje vysokou rychlostou
analyz aj vysokou uc¢innostou.

Separacia ¢. 4

Pomer zloziek mobilnej fazy bol upraveny na 30:70 v/v (acetonitril a okyslena
demineralizovana voda). Rychlost toku mobilnej fazy bola zmenena na 0,3 ml-min”. Teplota
vyhrievania kolony bola nastavena na 40 °C.
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Separécia €. 5

Mobilna faza obsahovala acetonitril a okysleni demineralizovani vodu v pomere
27:73 v/v. Rychlost’ toku mobilnej fizy zostala 0,3 ml-min™". Teplota vyhrievania kolény bola
nastavena na 40 °C.

Separacia €. 6

Pomer zlozenia mobilnej fazy bol upraveny na 31:69 v/v (acetonitril a okyslena
demineralizovana voda). Rychlost’ toku mobilnej fizy bola 0,3 ml-min™'. Teplota vyhrievania
kolony bola stale nastavend na 40 °C.

Separécia €. 7

Pred kolonu bola zaradena predkolona MetaGuard C18-A. Pomer zloziek mobilnej fazy
ostal rovnaky, teda 31:69 v/v (acetonitril a okyslend demineralizovana voda). Rychlost’ toku
mobilnej fazy ostala 0,3 ml-min” i teplota vyhrievania koldny zostala rovnaka (40 °C).

Separécia €. 8

Mobilnd faza obsahovala acetonitril a okysleni demineralizovani vodu v pomere
29:71 v/v. Rychlost’ toku mobilnej fazy zostala 0,3 ml-min™". Teplota vyhrievania kolony bola
stale nastavena na 40 °C.

3.2.3 Pridavok konzervac¢nych latok a ich separacia

Spolu so steviol-glykozidmi je mozné stanovit’ v napojoch 1 niektoré konzervacné latky,
ktoré sa do nich priddvaji pre zvySenie trvanlivosti a zabranenie znehodnotenia
mikroorganizmami. Jedna sa hlavne o kyselinu benzoova (resp. benzoan sodny) a sorbovu
(resp. sorban draselny).

Separacia €. 9

Mobilnd faza obsahovala acetonitril a okysleni demineralizovani vodu v pomere
29:71 v/v. Rychlost’ toku mobilnej fizy bola zmenena na 0,28 ml-min”'. Teplota vyhrievania
kolény bola nastavend na 50 °C.

Separicia ¢. 10

Okyslena demineralizovana voda v mobilnej fdze bola nahradenad acetdtovym pufrom.
Pomer acetonitrilu a acetatového pufru bol 29:71 v/v. Rychlost’ toku mobilnej fazy zostala
0,28 ml-min”'. Teplota vyhrievania kolony bola stale nastavena na 50 °C.

3.2.4 Zmena teploty separacie

Separacia €. 11

V nasledujtcej separacii bol zistovany vplyv teploty vyhrievania koldny na separaciu
kyseliny benzoovej, kyseliny sorbovej, stéviozidu a rebaudiozidu A. Pomer zloziek mobilnej
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fazy ostal rovnaky, teda 29:71 v/v (acetonitril a acetatovy pufor). Rychlost’ toku mobilnej fazy
bola 0,28 ml-min™". Teplota vyhrievania kolény bola menené v poradi 40 °C, 45 °C a 50 °C.

3.3 Validacia zvolenej metody

Validécia analytickej metddy je séria experimentov, vdaka ktorym sa zistia najdoleZitejSie
charakteristiky danej metody a potvrdi sa, Ze poskytuje opakovatel'né a spolahlivé vysledky.
V tejto diplomovej praci bola uskuto¢nend za podmienok uvedenych v separécii ¢. 10.

Ucinnost chromatografickej kolény (pocet poschodi) N

Tento parameter udava, ako velmi sa zdény separovanych latok na koléne rozsiruju.
Analyzovany bol roztok zmesi stéviozidu a rebaudiozidu A. Pocet poschodi N bol vypocitany
pomocou Empower Software.

Rozlisenie R

Parameter rozliSenie udava, ¢i je rozdelenie latok dokonalé alebo nedokonalé.
Charakterizuje mieru relativnej separacie, pripadne mieru vzajomného prekrytia susednych
pikov. Pre tito analyzu bol pouzity roztok zmesi stéviozidu a rebaudiozidu A. RozliSenie
dvoch susednych pikov R bolo vypocitané pomocou Empower Software.

Opakovatelnost

Presnost’ separacie na pouzivanom pristroji, teda miera zhody medzi jednotlivymi
vysledkami bola zistend pomocou opakovatelnosti. Bola uskuto¢nend opakovanym
davkovanim §tandardného roztoku rebaudiozidu A s koncentraciou 10 mgl" a nasledne
50 mg1™.

Linearita

Linearita znamend, ze metdda je schopna poskytovat’ vysledky, ktoré st priamo umerné
koncentracii stanovovanej latky vo vzorke. Tento parameter bol stanoveny pomocou
kalibra¢nej krivky. Analyzovanych bolo 5 roztokov s koncentrdciami 5, 10, 25, 50, 75
a 100 mg-1™".

Linearita nastreku

Sleduje sa zavislost’ plochy piku zvolenej latky na objeme néstreku. Hoci bol v tejto
diplomovej praci vyuzivany rovnaky objem ndastreku (10 ul) vo vSetkych separacidch,
overovany bol itento parameter na Standardnom roztoku rebaudiozidu A s koncentraciou
100 mg-1", pri¢om objem nastreku tohto roztoku bol 4, 5,7, 9 a 10 pl.

Citlivost
Detek¢ny a kvantitativny limit (LOD, LOQ)

cvwe

v

latky, stanovitelna s prijatel'nou presnostou a spravnostou. Urcuje sa ako desatndsobok Sumu
zékladnej linie. Pre stanovenie tychto limitov sa po dobu 30 minuat nechala pretekat’ kolénou
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mobilnd faza, priCom bola zaznamenavana zdkladnd linia. Zo zdznamu bol odc¢itany
maximalny Sum v rozmedzi 5 minut.

Selektivita

Je to schopnost’ metdody zmerat' spravne a Specificky stanovovanu latku v pritomnosti
inych latok. Selektivita metody bola potvrdena na realnych vzorkach.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Experimentalna ¢ast’ diplomovej prace je zamerand na vyvoj metddy pre stanovenie 2
majoritnych steviol-glykozidov, stéviozidu arebaudiozidu A. Zamerom bolo dostato¢ne
oddelit’ stéviozid a rebaudiozid A, priCom doba analyzy by nemala byt prili§ dlha. Pouzité
boli 2 typy kratsich kolén (dizka do 150 mm) arozne mobilné fazy s réznymi pomermi
jednotlivych zloziek. Testovany bol i vplyv teploty na separéciu latok. Néasledne bola vhodna
metdda pre separdciu steviol-glykozidov upravena tak, aby bolo mozné stanovit’ spolu s nimi
v jednej analyze i konzerva¢né latky, konkrétne kyselinu benzoovu a sorbovu (resp. ich sodné
adraselné soli). Vtejto kapitole st popisané vysledky jednotlivych separacii
s chromatogramami, tiez validacia metody a analyza realnych vzoriek napojov.

4.1 Separacia stéviozidu a rebaudiozidu A

Prvd oblast experimentdlnej cCasti sa zaoberd spdsobom oddelenia stéviozidu
od rebaudiozidu A v zmesi. Pre zistovanie vhodnosti zvolenych podmienok separacie,
teda oddelenia stéviozidu od rebaudiozidu A, bol vyuZivany roztok z komeréného sladidla
Stevia SILVER 250, ktory obsahuje analyzované latky, avSak v nezndamom pomere.
Chromatogram tejto latky je uvedeny v prilohe €. 2. Pik rebaudiozidu A bol identifikovany
HPLC Standardom rebaudiozidu A.

4.1.1 Vyuzitie monolitickej kolony

Prvé separacie boli uskuto¢nené na monolitickej kolone, pre zistenie vhodnosti tejto
kolény na separaciu séviozidu a rebaudiozidu A. Pri pociato¢nom zlozeni mobilnej fazy bolo
vychddzané z ¢lanku [33], pretoze v iom uvedend separacia je rychla a dostatocne ucinna.
Tiez obsahuje postup precistenia vzorky pomocou SPE, ¢o by bolo vhodné vyuzit' v pripade,
ze by vzorky napojov obsahovali privela latok, ktoré by na chromatograme boli neziadané.
Podmienky vSetkych separacii st uvedené v kapitole 3.2.

Podl'a chromatogramu zo separacie €. 1 (Obrdzok 7) je vidiet, Ze zvolené podmienky pre
separaciu stéviozidu od rebaudiozidu A neboli vhodné. Na kolone sa prakticky neseparovali
ziadne latky. Preto bol v d’alSej separacii pozmeneny pomer zloziek mobilnej fazy.
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Zmenou pomeru zloziek mobilnej fazy z 35:65 v/v na 30:70 v/v, teda znizenim obsahu
acetonitrilu v mobilnej faze, sa prediZil retencny &as piku 1 (Obrdzok 8). Tym sa zvysila afinita
analyzovanych latok k staciondrnej faze, takze boli dlhSie zadrziavané na koldne. AvSak
separacia sa nezlepsila, pretoze stéviozid 1 rebaudiozid A maju spolo¢ny jeden pik.
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Obrazok 8: Chromatogram zo separdcie ¢. 2. Pik: 1 zmes stéviozidu a rebaudiozidu A

Kedze v predchadzajucej separacii nedoslo k oddeleniu stéviozidu od rebaudiozidu A,
v separdcii €. 3 bol pomer zloziek mobilnej fdzy opit’ zmeneny. V mobilnej faze bol znovu
znizeny obsah acetonitrilu, teda pomer zloziek bol 25:75 v/v. Z chromatogramu (Obrdzok 9) je
vSak vidiet, Zze zniZovanim podielu acetonitrilu v mobilnej faze sa stéviozid
a rebaudiozid A od seba neoddel’'uju, ale zvySuje sa ich spolo¢ny retencny cas.
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Obrazok 9: Chromatogram zo separdcie ¢. 3. Pik: 1 zmes stéviozidu a rebaudiozidu A

Vzhl'adom na doterajSie vysledky je zrejmé, Ze monolitickd kolona nie je vhodna pre
separaciu steviol-glykozidov pri pouZiti mobilnej fazy tvorenej acetonitrilom a okyslenou
demineralizovanou vodou (pH 2,75). Preto v nasledujucich separaciach bola vyuzitd ina
(dlhsia) kolona.

4.1.2 Vyuzitie kolény Ascentis Express C18

Vo vsetkych nasledujucich separdcidch bola monolitickd koléna nahradena kolénou
Ascentis Express C18. Nova kolona nie je monolitickd, na rozdiel od predchadzajucej je
0 50 mm dlhSia a mé pevné, neporézne jadro. Ked'Ze pre tito kolénu su vhodnejSie vyssie
teploty separdcie, na zaciatku bol termostat pre kolonu nastaveny na 40 °C.

Aj na tejto kolone boli pre delenie latok vyuzité viaceré mobilné fazy. Prva analyza
(separacia €. 4) bola uskutoénend s mobilnou fizou zlozenou z acetonitrilu a okyslenej
demineralizovanej vody v pomere 30:70 v/v. Vysledkom tejto separacie je chromatogram
(Obrdzok 10), na ktorom je vidiet, Ze stéviozid a rebaudiozid A zo zmesi sa rozdelili. Pre
vysSie rozliSenie pikov vSak boli uskuto¢nené i d’alSie separacie s odliSnym pomerom zloziek
mobilnej fazy.
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Obrazok 10: Chromatogram zo separdcie ¢.4. Piky: 1 rebaudiozid A, 2 stéviozid.

V nasledujucej separdcii bol znizeny obsah acetonitrilu v mobilnej faze ato
z 30:70 v/v na 27:73 v/v. Analyzované latky boli na kolone zadrziavané dlhsie, ¢o sposobilo
horsie rozliSenie medzi pikom rebaudiozidu A a stéviozidu (Obrdazok 11). V d’alSej separacii
bol preto zvySeny obsah acetonitrilu v mobilnej faze, ¢im sa separacia urychlila.
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Obrazok 11: Chromatogram zo separdcie ¢. 5. Piky: I rebaudiozid A, 2 stéviozid.

.

Na chromatograme zo separdcie ¢. 6 (Obrdzok 12) je vidiet, Ze rozliSenie pikov
analyzovanych latok je dostatocné (R = 1,6). V tejto separacii bol pomer zloziek mobilnej
fazy zmeneny z 27:73 v/v na 31:69 v/v. Dal§im zvySenim obsahu acetonitrilu v mobilnej faze
by bolo mozné dosiahnut’ este lepSie rozliSenie pikov, avSak ich retencné ¢asy by boli prili§
nizke a v pripade analyzy redlnych vzoriek napojov by mohli byt piky stanovovanych latok
prekryté pikmi inych latok.
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Obrazok 12: Chromatogram zo separdcie ¢. 6. Piky: 1 rebaudiozid A, 2 stéviozid

Pre zvysenie zivotnosti koldny sa vyuziva predkolona, ktora sa nasadi pred pouzivanu
kolonu. Tym sa mierne zvysi i retencny Cas separovanych latok. V tomto pripade bola pouzita
predkolona MetaGuard C 18. Zlozenie mobilnej faze ostalo rovnaké ako v predchadzajuce;
separacii, teda 31:69 v/v (acetonitril a okyslena demineralizovana voda). Predkolona
separaciu latok zhorsia, pretoze steviol-glykozidy sa z kolony eluovali pomalSie a ich piky na
chromatograme (Obrdzok 13) su prekryté. Spojenie tejto predkoldny s pouzivanou kolonou
preto nie je vhodné. Zrejme by bolo treba pouzit’ vhodnu predkolonu tiez s pevnym jadrom.
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Obrazok 13: Chromatogram zo separdcie ¢. 7. Pik 1: zmes rebaudiozidu A a stéviozidu

Pre stanovenie steviol-glykozidov v redlnych vzorkach bola vyuZzitd mobilnd faza
so zlozenim 29:71 v/v (acetonitril a okyslena demineralizovand voda) ako je popisané
v postupe pre separaciu €. 8. RozliSenie pikov stéviozidu a rebaudiozidu A na chromatograme
(Obrdzok 14) je sice horSie (R = 1,4) ako pri podmienkach separacie €. 6 (Obrdzok 12), avSak
retencny cas je dlhsi. Je teda menSia pravdepodobnost, ze sa piky stanovovanych latok
znehodnotia alebo prekryji necistotami z redlnych vzoriek. Separécia ¢. 8 je teda dostatocne
vhodna, pre stanovovanie stéviozidu a rebaudiozidu A v redlnych vzorkach napojov. Dalsou
oblastou experimentalnej Casti bolo otestovat’ alebo upravit’ tito metédu, aby bolo mozné
stanovit’ spolu so steviol-glykozidmi i1 niektoré konzervacné latky.
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Obrdzok 14: Chromatogram zo separdcie ¢. 8. Piky: 1 rebaudiozid A, 2 stéviozid

4.1.3 Pridavok konzervacnych latok a ich separacia

Okrem steviol-glykozidov sa v napojoch casto vyskytuju ikonzervaéné latky, preto sa
d’alSia oblast’ experimentdlnej Casti zaobera upravenim vyvinutej metddy pre separdciu
stéviozidu a rebaudiozidu A tak, aby bolo mozné v jednej analyze stanovit' imnoZstvo
zvolenych konzervanych latok. NajcastejSie sa vyuziva kyselina benzoova a sorbova
(pripadne ich sodné alebo draselné soli), preto je analyza zamerana prave na ne.

V separacii €. 9 bolo testované rozdelenie kyseliny benzoovej od kyseliny sorbovej pri
podmienkach zo separacie ¢. 8. Z vyslednych chromatogramov analyzy vzorky zmesi
kyseliny benzoovej a sorbovej (Obrdzok 15) a vzorky zmesi obsahujucej tieto kyseliny,
stéviozid i1 rebaudiozid A (Obrdzok 16) je vidiet, ze tdto mobilnd faza pre separdciu danych
konzervaénych latok nie je vhodna, pretoze kyseliny sa od seba neoddelili. Pre nasledujtiicu
analyzu bola preto zvolend ind mobilna faza.
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Obrazok 15: Chromatogram zo separdcie ¢. 9. Pik 1: zmes kyseliny benzoovej a sorbovej.
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Obrazok 16: Chromatogram zo separdcie ¢. 9. Piky: 1 zmes kyseliny benzoovej a sorbovej, 2

rebaudiozid A, 3 stéviozid



V mobilnej fdze separacie ¢. 10 bola okyslend demineralizovand voda nahradena
acetatovym pufrom pripravenym podla postupu uvedenom v kapitole 3.1.5. Testovana vzorka
obsahovala zmes stéviozidu a rebaudiozidu A s pridavkom kyseliny benzoovej a sorbove;.
Nasledujuci chromatogram (Obrdzok 17) popisuje rozdelenie vsetkych latok, ktoré boli vo
vzorke.

Dalsie chromatogramy (Obrdzok 18, 20 aObrdzok 20) st uvedené pre prehladnost, pretoZe
v kazdom z analyzovanych vzoriek bola zvySend koncentracia jednej zo stanovovanych latok.
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Obrazok 17: Chromatogram zo separdacie ¢. 10. Piky: 1 kyselina benzoova, 2 kyselina sorbovd, 3

rebaudiozid A, 4 stéviozid
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Obrazok 18: Chromatogram zo separdcie ¢. 10 s dvojndsobnou koncentrdciou kyseliny benzoovej.

Piky: 1 kyselina benzoovd, 2 kyselina sorbovd, 3 rebaudiozid A, 4 stéviozid.
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Obrazok 19: Chromatogram zo separdcie ¢. 10 s dvojndsobnou koncentrdciou kyseliny sorbovej.

Piky: 1 kyselina benzoovd, 2 kyselina sorbovd, 3 rebaudiozid A, 4 stéviozid.
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Obrazok 20: Chromatogram zo separdcie ¢. 10 s dvojndsobnou koncentrdciou rebaudiozidu A.

Piky: 1 kyselina benzoovd, 2 kyselina sorbovd, 3 rebaudiozid A, 4 stéviozid

4.1.4 Zmena teploty separacie

Separacia ¢. 11 bola zamerand na zistenie vplyvu teploty na separaciu analyzovanych
latok. Z tabulky 5 je vidiet, Ze zvySovanim teploty dochadzalo k lepSiemu rozliSeniu pikov
stéviozidu arebaudiozidu A. Ztejto tabulky tiez vyplyva, ze zvySovanim teploty na
termostate kolony sa analyza latok urychlila, pretoze s rasticou teplotou sa retenéné casy
Znizuju.

Pre prehl'adnost’ st uvedené 1 chromatogramy z jednotlivych separacii pri teplotach 40, 45
a 50 °C (Obrdzok 21, Obrdzok 22 aObrdzok 23).

Tabulka 5: Vplyv teploty na separaciu

Retencny Cas [min] .
Teplota - - — . RozliSenie
k. benzoova | k.sorbova | rebaudiozid A | stéviozid
40 °C 8,99 10,64 16,86 17,63 1,18
45 °C 8,76 10,38 16,82 17,63 1,26
50 °C 8,53 10,13 16,77 17,59 1,38

Pozn.: rozliSenie je uvedené pre pik rebaudiozidu A a stéviozidu.
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Obrazok 21: Chromatogram zo separdcie ¢. 11, teplota 40 °C. Piky: 1 kyselina benzoova, 2

kyselina sorbova, 3 rebaudiozid A, 4 stéviozid
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Obrdazok 22: Chromatogram zo separdcie ¢. 11, teplota 45 °C. Piky: 1 kyselina benzoovd, 2

kyselina sorbovd, 3 rebaudiozid A, 4 stéviozid
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Obrdazok 23: Chromatogram zo separdcie ¢. 11, teplota 50 °C. Piky: 1 kyselina benzoovd, 2
kyselina sorbova, 3 rebaudiozid A, 4 stéviozid

4.2 Validacia vyvinutej metody

Ako najvhodnejSia metdda bola zvolena separacia ¢. 10, pomocou ktorej boli dostatocne
oddelené oba stanovované steviol-glykozidy i obe konzervacné latky. Pre tato separaciu bola
pouzita mobilna faza zlozena z acetonitrilu a acetatového pufru 29:71 v/v. Rychlost’ jej toku
bola nastavena na 0,28 ml-min” a pouzita kolona Ascentis Express C18 bola vyhrievana na

teplotu 50 °C.

Validacia metddy je uvedena za tychto podmienok separacie.

Ucinnost chromatografickej kolény (pocet teoretickych poschodi) N
Analyzovany bol roztok zmesi stéviozidu a rebaudiozidu A. Pocet teoretickych poschodi N
bol vypocitany pomocou Empower Software.

Analyzovana latka | Pocet poschodi N
rebaudiozid A 12 300
stéviozid 12 627

Cim je pocet teoretickych poschodi na kolone vyssi, tym je aj jej uéinnost’ vyssia.
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Rozlisenie R

Rozlisenie susednych pikov rebaudiozidu A a stéviozidu je R = 1,4. Podl’a literatira sa za
pozadované rozliSenie povazuje R>1,5. To znamend, Ze rozliSenie nie je dostatoné
a oddelenie pikov nesiaha az po zakladnu liniu. Dokonal¢ rozliSenie by bolo mozné dosiahnut’
v pripade, Ze by mobilné faza obsahovala viac acetonitrilu. Tym by sa v8ak znizil retencny Cas
a separované latky by bolo vhodnejSie precistit, pretoze inak by sa velmi zvysila
pravdepodobnost’ pohltenia mrtvym objemom alebo prekrytim stanovovanych latok inymi
latkami. Tiez by nebolo mozné stanovit’ sucasne so stéviozidom a rebaudiozidom A i zvolené
konzervacné latky, kyselinu benzoovu a sorbovi. RozliSenie R = 1,4 je vsak dostacujlice pre
to, aby plochy pikov boli spol'ahlivo vyhodnotené kazdym HPLC softwarom.

Opakovatelnost
Opakovane bol davkovany roztok rebaudiozidu A, najskér s koncentraciou 10 mg-l™,

a potom s koncentraciou 50 mg-1". Vysledky pre obe koncentracie su uvedené v tabulke 6.

Tabulka 6. Opakovatelnost analyzy

¢=10 mgl" Retencny cas | Plocha piku | ¢ =150 mg-1” Retencny ¢as | Plocha piku
¢. merania [min.] [mV-s] ¢. merania [min.] [mV-s]

1. 16,73 66,9 1. 16,77 364,8
2. 16,74 66,0 2. 16,75 363,8
3. 16,79 65,2 3. 16,78 361,7
4. 16,72 66,3 4. 16,72 368,8
5. 16,70 65,3 5. 16,72 368,1

Smerodajna Smerodajna

odchylka 0.03 0.6 odchylka 0.02 27

Priemer 16,74 65,9 Priemer 16,75 365.,4

Odchylka [%] 0,17 0,9 Odchylka [%] 0,15 0,7

Smerodajna odchylka pri oboch koncentraciach Standardného roztoku rebaudiozidu A pre
retenény Cas 1plochu piku je menSia ako 1%. Ztoho vyplyva, Ze zvolena metdda je
opakovatel'na.

Linearita

Analyzovanych bolo 5 roztokov Standardu rebaudiozidu A s koncentraciami: 5, 10, 25, 50,
75 a 100 mg-1'. Vysledné hodnoty ploch pikov s prislusnou koncentraciou st uvedené
v tabulke 6. Zostrojenim zavislosti ploch pikov na koncentracii rebaudiozidu A (graf 4) bola
zistena regresna rovnica i korelacny koeficient, vdaka tomu bolo mozné posudit’ linearitu
tejto metddy. Tabulka i graf sii uvedené na nasledujuce;j strane.
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Tabulka 7: Linearita zvolenej metody

Koncentracia [g-1'] | Plocha piku [mV-s]
0,005 31,8
0,010 65,3
0,025 174,5
0,050 367,8
0,075 580,0
0,100 701,5
Kalibra¢na krivka rebaudiozidu A
800 -
700 -
— 600 -
>
E 500 -
=
i’
‘2 400 1 y=7071x - 2,889
= R2=0,999
S 300 -
=
200 -
100 -
0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
c [g/1]

Graf 4: Zavislost plochy piku na koncentrdacii rebaudiozidu A

Rovnica regresnej priamky: y =7071x —2,889
Koeficient korelacie: 0,9991

Ziskany korelacny koeficient potvrdzuje linearitu metody.

Linearita nastreku

Nastreknutim roéznych objemov (4, 5, 7, 9 alOpl) Standardu rebaudiozidu A
s koncentraciou 0,1 g-1" boli ziskané hodnoty ploch pikov, ktoré boli zapisané do tabulky 8 a
vynesené do grafu 5. Prostrednictvom tohto grafu bola zistena rovnica regresnej priamky
a korela¢ny koeficient, vdaka ktorému bolo mozné posudit’ lienaritu nastreku.
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Tabulka 8: Linearita ndastreku vzorky

Objem nastreku [pul] | Plocha piku [mV-s]
4 334,4
5 389,8
7 524,0
9 642,3
10 701,5
$00 Linearita nastreku vzorky
700 -
2600
£
= 500 -
=
S 400 -
S
< 300 y=61,78x + 85,93
200 - R2=0,999
100 -
0 T T T T
0 2 4 6 8 10 12
objem nastreku [ul]

Graf 5: Zavislost plochy piku na objeme nastreku vzorky

Rovnica regresnej priamky: y =61,781x + 85,935
Koeficient korelacie: 0,9994

Predpoklad linearity nastrekového objemu je platny v pripade, ak korelacny koeficient je
vacsi alebo rovny 0,999. Ziskany korelacny koeficient teda potvrdzuje linearitu objemu

nastreku.

Citlivost

Sum zakladnej linie: 1,6-10™.
LOD: 4,810 gI!

LOQ: 1,6:107 g

Limit detekcie ukazuje, ze na chromatograme je mozné rozliSit chemické latky
s koncentraciou vy$ou ako 4,8-10 g-1"". Spol'ahlivo kvantifikovat tieto latky je mozné aZ od

koncentracie 1,6-107 g1,
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Selektivita

Selektivita zvolenej metddy bola potvrdend na redlnych vzorkach napojov, pretoZe v nich
boli stanovené steviol-glykozidy v pritomnosti inych latok, ktoré sa v napojoch nachadzali.
Chromatogramy realnych vzoriek st uvedené v prilohach.

4.3 Analyza realnych vzoriek napojov

Népoje boli analyzované s vyuzitim podmienok separacie ¢.10. Bolo v nich
kvantifikované mnozstvo rebaudiozidu A, kyseliny benzoovej a sorbovej. Vo vzorkach bola
d’alej ur¢end pritomnost’ stéviozidu. Jeho kvantifikacia v nich v§ak nebola mozna z dévodu
nedostupnosti Standardu stéviozidu. Na obrdzku 25 st zobrazené ndpoje, ktoré boli
analyzované.

Obrazok 24: Analyzované ndpoje

Obsah rebaudiozidu A v napojoch bol vypocitany z kalibracnej krivky (graf 3 v kapitole
4.1.5. avprilohe ¢. 3) a obsah kyseliny benzoovej a sorbovej bol vypocitany z kalibracnej
krivky uvedenej v prilohe €. 4. Vysledky analyzy su uvedené v tabulke 9. Chromatogramy
analyzovanych napojov su uvedené v prilohach.

Tabulka 9: Vysledné koncentrdcie stanovovanych latok v ndpojoch

o -1 | pritomnost’ | ¢k benzoova Ck. sorbové

napo) Creo & [ME T | gisviozidu [mg1"] [mg1"]
Grena 42,68 nie 91,80 0
Kombajnérka 29,44 nie 91,77 0
Malina 29,14 nie 79,30 0
Zazvorka 45,76 nie 101,43 0
Jupik Multivitamin 45,32 ano 0 0

Obsah rebaudiozidu A 1 kyseliny benzoovej sa v jednotlivych napojoch 1iSil. Kyselina
sorbovd nebola zistend v ziadnom z analyzovanych napojov. Etiketa napojov z Pivovaru

%

Cerna hora (Grena, Kombajnérka, Malina a Zazvorka) udéva pritomnost’ steviol-glykozidov
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a konzervacnej latky benzoanu sodného, ich mnozstvo vSak nie je uvedené. V tychto
napojoch sa vyskytuje i fruktoza, ktord je zastipend vo vac¢Som mnozstve, na ¢o poukazuje
1 energetickd hodnota. Tato hodnota sa na etiketach jednotlivych napojov lisi.

Napoj Jupik Multivitamin (Funny fruit) je pasterovany a neobsahuje kyselinu benzoovu ani
sorbovy, ¢o bolo potvrdené analyzou. Pre osladenie bol pouzity glukézo-fruktdézovy sirup
a extrakt zo stévie, preto je na chromatograme vidiet’ pik stéviozidu i rebaudiozidu A.

Legislativa uvadza maximalne mnozstvo kyseliny benzoovej pre konzervaciu
nealkoholickych napojov 150 mg-1", ¢o spliiujii vietky analyzované napoje. Pre sladenie
steviol-glykozidmi je maximalne mnoZstvo 80 mgl’', ktoré tieZ nebolo v analyzo-
vanych napojoch prekrocené.
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5 ZAVER

V teoretickej Casti tejto diplomovej prace bola popisana historia, botanicka charakteristika
a pestovanie stévie sladkej. Dalej su vnej uvedené ijednotlivé steviol-glykozidy, ktoré
sposobuju sladku chut’ tejto rastliny.

Stévia je prirodny zdroj nekalorickych sladkych latok vhodnych i1 pre diabetikov a ma
1 d’alSie pozitivne ucinky, napriklad neprispieva k obezite ani k tvorbe zubného kazu a ma tiez
antimikrobialne a antioxida¢né ucinky, zaujem o fiu stale narasta.

Kedze steviol-glykozidy su Coraz cCastejSie vyuzivané ako neenergetické sladidlo vhodné
ipre diabetikov, je mozné ich ndjst v mnohych dalSich ndpojoch i potravinach. Zoznam
potravin, v ktorych sa toto sladidlo pod ozna¢enim E960 nachadza, je uvedeny v kapitole 2.3.
Spominany zoznam obsahuje 30 potravin. Pre porovnanie, pred 2 rokmi bolo zaznamenanych
len 17 potravin s obsahom tohto sladidla [38].

V zépadoeurdpskych krajinéch sa extrakty zo stévie vyuzivaju i v kozmetike do pletovych
krémov a zubnych past. Je pravdepodobné, Ze Coskoro sa tieto extrakty zacnu vyskytovat
1 v kozmetickych vyrobkoch ¢eskych a slovenskych vyrobcov.

Sucast'ou teoretickej Casti je tieZ reSer§ o separacii steviol-glykozidov vysokoucinnou
kvapalinovou chromatografiou. Z nej bolo vychadzané pri vypracovani experimentalnej Casti.
Po posudeni retencnych casov jednotlivych analyz boli zvolené pociatoéné podmienky
separacie pre tuto diplomovu pracu. Nasledne vSak boli podmienky postupne upravované tak,
aby bola separicia stéviozidu od rebaudiozidu A lepsia.

V experimentalnej &asti bola najskor pre analyzu pouzitda monolitickd koléna s dizkou
100 mm, na ktorej sa vSak stéviozid a rebaudiozid A od seba neoddelili. Tato koldna bola
preto nahradena inou kolénou s dizkou 150 mm, pevnym jadrom a velkostou &astic 2,7 pm.
Po tprave podmienok pre HPLC analyzu sa podarilo vyvinut' metédu separacie stéviozidu
a rebaudiozidu A, pri¢om mobilnd faza bola tvorend acetonitrilom a acetatovym pufrom s pH
4,2. Pomer zloziek mobilnej faze bol 29:71 v/v. Rychlost toku mobilnej faze bola
0,28 ml'min™ a teplota kolény bola nastavend na 50 °C. Doba separacie spominanych steviol-
glykozidov nepresiahla 19 mintt, pricom retencny cas rebaudiozidu A bol priblizne 16,8
minut a stéviozidu priblizne 17,6 minut. Vyvinuta metéda umozniuje stanovit popri tychto
latkach i kyselinu benzoovu a sorbovu, ktoré patria medzi konzervacné latky. Retenény cas
kyseliny benzoovej bol 8,5 minut a kyseliny sorbovej bol 10,1 minuty. VSetky stanovované
latky st po analyze dostatocne oddelené. Doteraz nebola publikovand metéda analyzy
vysokouc¢innou kvapalinovou chromatografiou, ktorou by bolo mozné takto jednoducho
a pomerne rychlo stanovit’ sucasne stéviozid, rebaudiozid A, kyselinu benzoovu a sorbovu.
Vyvinutad metdda v tejto diplomovej praci je preto vhodna aj pre vyuZite v praxi.

Vhodnost’ tejto metddy bola overend analyzou vybranych nealkoholickych napojov.
Jednalo sa o 4 napoje od Pivovaru Cernd Hora a 1 napoj od Kofoly Ceskoslovensko. Obsah
analyzovanych latok sa v jednotlivych napojoch lisil, ale ani v jednom nebolo presiahnuté
maximalne mnozstvo povolené legislativou.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

Glu
HILIC
HPLC

JECFA

NIR
NMR
Ram
reb A
SPE
Xyl

56

glukéza

(hydrophilic interaction chromatography) hydrofilné interakénéd chromatografia
(high performance liquid chromatography) vysokou¢inna kvapalinova
chromatografia

(The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) Spolo¢ny vybor
expertov FAO/WHO pre potravinarske aditiva

(near infrared spectroscopy) blizka infracervena spektroskopia

(nuclear magnetic resonance) nukledrna magnetickd rezonancia

ramnoza

rebaudiozid A

(solid shase sxtraction) extrakcia na pevnej matrici

xyluléza
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9 PRILOHY

Priloha €.1: Prehl'adnd tabulka literarnej reSerSe, podmienky HPLC analyz

Kolona

Mobilna faza

Elucia

Prietok
[ml-min™]

Teplota
[°C]

Odkaz

SiC18, RP
(250x4 mm; 7 pm)

acetonitril, voda

gradient

1

25

[29]

Luna HILIC
(250 x 4,6 mm)

acetonitril, voda

1zokraticka
(80:20 v/v)

36

[30]

Zorbax Eclipse
XDB-C18

acetonitril, voda

izokraticka
(70:30 v/v)

25

[31]

Luna NH,
(250 x 4,6 mm; Sum)

acetonitril, voda

1izokraticka
(78:22 v/v)

[32]

Purospher Star RP-18
(250 x 4,6 mm; Sum)

acetonitril, voda
(pH 2,75)

1zokraticka
(35:65 v/v)

50

[33]

Capcell Pak C18 MGII
Shim-pack CLC-ODS
Luna C18
(250 x 4,6 mm; Sum)

acetonitril, pufor
(10 mmol 1"
Na3PO4, pH 2,6)

1izokraticka
(32:68 v/v)

40

[34]

Develosil ODS-HG
(250 x 4,6 mm; Spum)
Luna HILIC
(150 x 4,6 mm; Spm)

acetonitril, voda

1zokraticka,
gradient

30

[35]

Capcell Pak C18 MGII
(250 x 4,6 mm; Spm)
YMC ODS-AQ
(250 x 4,6 mm; Spum)
Sherzo SM-C18
(250 x 4,6 mm; 3um)

acetonitril, pufor
(5§ mM KH,POy,
pH 3)

gradient

0,5

32

[36]
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Priloha ¢. 2: Chromatogram zmesi stéviozidu a rebaudiozidu A (Stevia Silver 250)

AU

0.087
0.06-
0.04+

0.02+4

0.00

-0.02-

-0.06-
-0.08-

-0.10+

— — ——
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
t [min]

Obrazok 25: Chromatogram latky Stevia Silver 250. Piky: 1. rebaudiozid A, 2. stéviozid
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Priloha ¢&. 3: Kalibra¢na krivka rebaudiozidu A

Tabulka 10: Hodnoty ploch pikov v zavislosti na koncentrdcii standardu rebaudiozidu A

Koncentracia [g/l] | Plocha piku [mV:s]
0,005 31,752
0,010 65,280
0,025 174,456
0,05 367,757
0,075 579,971
0,100 701,460

Kalibraé¢na krivka rebaudiozidu A
800 -

700 -
600 -

500 ~

400 7 y=7071x - 2,889

R>=0,999

300 -

plocha piku [mV s

200 -

100 -

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

clgl]

Graf 6. Graf zavislosti plochy piku na koncentrdcii rebaudiozidu A
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Priloha ¢. 4: Kalibra¢na krivka kyseliny benzoovej a sorbovej

Tabulka 11: Hodnoty pléch pikov v zavislosti na koncentracii kyseliny benzoovej a sorbovej

Koncentracia Plocha piku [mV:s]

[g/1] Kyselina benzoova Kyselina sorbova
0,001 103,43 57,968
0,005 446,236 294,149
0,010 929,449 591,015
0,025 2231,266 1542,427
0,040 3521,592 2447,980
0,050 4331,585 3089,047

X Kyselina benzoova

X Kyselina sorbova

0,06

Kalibraé¢na krivka kyseliny benzoovej a sorbovej
5000 -
4500 1 y = 86588x + 36,75
— 4000 - R2=10,999
v
> ]
3500
2 3000 1
=¥
s 2500 -
=
S
< 2000 -
1500 -
y=61889x - 14,15
1000 1 R>=0,999
500 -
0 -
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
c [g/]

Graf 7: Graf zavislosti plochy piku na koncentracii kyseliny benzoovej a sorbovej
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Priloha &. 5: Chromatogram vzorky népoja Grena (Pivovar Cerna Hora)

AU

— T — T
200 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00
t [min]

— T — T — T
14.00 16.00 18.00

Obrazok 26: Chromatogram ndpoja Grena. Piky: 1. kyselina benzoovd, 2. rebaudiozid A
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Priloha &. 6: Chromatogram vzorky napoja Kombajnérka (Pivovar Cerna Hora)

AU

T — T — T — 1T —T—
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00
t [mim]

— T — T —T—
14.00 16.00 18.00

Obrdzok 27: Chromatogram ndpoja Kombajnérka. Piky: 1. kyselina benzoovd, 2. rebaudiozid A

63



Priloha &. 7: Chromatogram vzorky napoja Malina (Pivovar Cerna Hora)

0.26] 1

0.24
0.22

0.20

0.18

0.16

0.147

0.12

0.107

0.08

0.06-

AU

0.04-

0.02- 2

0.00

-0.02
-0.04

-0.06]

-0.08

-0.10

-0.12

-0.14-

—T—
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
€ [min]

—T— —T— —— T
12.00 14.00 16.00 18.00

Obrazok 28: Chromatogram ndpoja Malina. Piky: 1. kyselina benzoova, 2. rebaudiozid A
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Priloha &. 8: Chromatogram vzorky napoja Zazvorka (Pivovar Cerna Hora)

AU

— T — T T — T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
t [min]

T — L — T
12.00 14.00 16.00 18.00

Obrazok 29: Chromatogram ndpoja Zdzvorka. Piky: 1. kyselina benzoovd, 2. rebaudiozid A
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Priloha &. 9: Chromatogram vzorky napoja Jupik Multivitamin (Kofola CeskoSlovensko)

AU

-0.05

— T — T — T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
€ [min]

T T — T — T
12.00 14.00 16.00 18.00

Obrdzok 30: Chromatogram ndpoja Jupik Multivitamin. Piky: 1. rebaudiozid A, 2. stéviozid
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