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organickych kyselin se kviili vysoké pofizovaci cen¢ nepo-
uzivé pro podvodné tcely .

Koncentrace organickych kyselin, zejména ICA (viz
tab. I, IT a IIT), jsou velmi variabilni. Zavisi do zna¢né miry
na druhu ovoce, stadiu zralosti, klimatickych a ptdnich
podminkach i na technologiich vyroby. Organické kyseli-
ny ve vyrobcich z ovoce ovliviji stabilitu, nutricni hodnotu
a chut. Podle CoP se pro autentickou pomerancovou Stavu
pohybuje hodnota koncentrace ICA v rozmezi 65-200 mg 1™,
pro jahodovou §tavu 30-90 mg 1™ a pro rajéatovou §tavu
65-150 mg 1" (cit.>®). Organické kyseliny (jable&na, vin-
n4, citronova, chinova, $ikimova a isocitronova) ve vyrob-
cich z ovoce mohou byt stanoveny pomoci nasledujicich
metod: enzymatické metody, vysokoucinna kapalinova

Tabulka I
Koncentrace ICA v pomerancovych §tavach v diive publi-
kovanych pracich

Uvod

Isocitronova  kyselina  (1-hydroxy-1,2,3-propan-
trikarboxylova) existuje ve formé Ctyf stereoizomeri:
D-erythro, L-erythro, D-threo a L-threo. Pouze D-threo-
isocitronova kyselina (tedy (2R,3S)-ICA) je meziproduk-
tem citratového cyklu (trikarboxylovych kyselin). Nachazi
se ve vétsin€ zivych bunck, ve kterych plsobi proti oxi-
dacnimu stresu jako antioxidant. Bylo zjisténo, ze ICA je
dokonce aktivnéj§im antioxidantem nez askorbova kyseli-
na. Ostatni stereoizomery nejsou biologicky aktivni a jsou
dokonce inhibitory né&kterych enzymatickych reakci
v buiikach'*.

ICA se akumuluje v listech a stoncich rostlin a téz
v plodech, zejména v citrusech (napf. limetky 180-600
mg I}, citrony 230-500 mg1™) a v bobulovinach (napf.
gerny rybiz 125-500 mg 1"’ Na druhou stranu neni pfi-
tomna napf. v jablkach nebo ve vinnych hroznech™®. Patii
spole¢né s dal$imi minoritnimi kyselinami, jako je Sikimo-
va kyselina nebo chinova kyselina, mezi charakteristické
slozky nékterych druhti ovoce, kde je ale pfitomna v kon-
centracich mnohem niz§ich nez majoritni organické kyseli-
ny (citronova (CA), jablecna (MA) a vinnd). V plodech se
vyskytuje jako volna kyselina nebo jeji derivat (ve formé
esterd &i laktont)®®.

Bézné se pouziva jako marker pro posouzeni autenti-
city a kvality ovocnych produkti (nejCastéji citrusovych
§tav).  Jako  ukazatel  falSovani  nepovolenym/
nedeklarovanym piikyselenim ovocnych §tav lze pouzit
zvySenou hodnotu poméru CA/ICA, ktera neodpovida
rozmezi hodnot uvedenych v referenéni smérnici Code of
Practice (CoP)’ pro ovocné produkty. Na rozdil od jinych
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Metody D-isocitronova  Analyzované Lit.
kyselina vzorky

r-Biopharm 34-140 mgkg! 5 15

CITP (systém I)  23-40 mg kg™

CITP (systém II)  96-282 mg kg ™'

r-Biopharm 53-58 mg 1! 2 9

CITP 58-65mg 1’

HPLC/UV 73-76 mg 1™

CE 39-162mgl! 16 18

CITP 79-98 mg 1! 3 19

CITP 13-110mg 1" 13 20

Megazyme 55-59 mg 1™ 4 7

LC/MS/MS 60-98 mg 1! 13 21

CE 70-75 mg 1" 2 6

HPLC/UV 108-111 mgI™" 2 22

CZE 85-196mgl' 6 11

Tabulka I

Koncentrace ICA v jahodovych §tavach v diive publiko-
vanych pracich

Metody D-isocitronova  Analyzované Lit.
kyselina vzorky

FIA biosensor 4mgl’! 1 13

r-Biopharm 40-60 mg 1! 9 10

Megazyme 47-59 mgkg' 3 7
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Tabulka IIT
Koncentrace ICA v rajéatovych $tavach v diive publikova-
nych pracich

Metody D-isocitronova  Analyzované Lit.
kyselina vzorky

r-Biopharm 36 mg kg™ 1 15

CITP (systémI) 28 mgkg™

FIA biosensor 4mgl” 1 13

Megazyme 58mg 1’ 1 7

chromatografie s reverzni fazi (RP-HPLC) nebo HPLC
spojend s riznymi detektory, jako je spektrofotometricky
(UV, UV/VIS) ¢i refraktometricky (RID), kapalinova
chromatografie s tandemovym hmotnostnim spektrome-
trem (LC/MS/MS), plynova chromatografie (GC), kapi-
larni izotachoforéza (CITP) a kapilarni elektroforéza
(CE)* %1322 Samostatnd D-isocitronové kyselina se ob-
vykle stanovuje enzymatickymi metodami, které¢ jsou zalo-
Zeny na reakci isocitritdehydrogenasy (NADP'-depen-
dentni, EC 1.1.1.42), kdy se vytvoteny NADPH stanovi
spektrofotometricky pti vinové délce 340 nm nebo poten-
ciometrickym biosenzorem pro pritokovou injek¢ni analy-
zu (FIA)®*”"!*. Mnozstvi NADPH (vytvofeného v této
reakci, dle piirucky enzymového setu®'* a &lanku'”) stechi-
ometricky odpovidd mnozstvi D-isocitronové kyseli-
ny**'"*!7_Hlavni vyhodou téchto metod je vysoka specifié-
nost. Enzymaticka analyza vyzaduje specialni set pro sta-
noveni ICA, coz ji ¢ini nékladnou a neadekvatni pro si-
multanni analyzu dalSich organickych kyselin. Téz je po-
mérné Easové a experimentalné naroéna”>'.

Popsany jsou i jiné metody pro stanoveni ICA, napf.
CITP, HPLC/UV a dali (viz tab. I, I a II))*"". Jsou viak
Casto ovlivnény Sirokou skalou interferenci a vétSinou lze
jimi stanovit jen ur¢ity pocet volnych organickych kyselin.
U chromatografickych metod je navic potieba provést pied-
b&zné Upravy vzorkl (napf. extrakce &i derivatizace)''. Ve
srovnani s témito metodikami nabizi CE urcité vyhody,

Tabulka IV

Plivodni a metodické prace

jako je kratkd doba analyzy, mald spotieba vzorku
a vysoka i¢innost separace™’'".

Jezek a Suhaj stanovili ICA pomoci enzymového setu
(r-Biopharm') a  CITP (2 elektrolytové  systémy)
v grapefruitovych, rajéatovych a zejména pomerancovych
Stavach. Ze ziskanych koncentraci zjistili, Ze standardni
CITP (systém I) poskytoval podobné hodnoty jako enzy-
matické stanoveni (viz tab. I a III), oproti systému II, ktery
nadhodnocoval, a Ze je nutna jeho dalsi studie a optimali-
zace". Rok poté byly v ¢eské studii porovnany 3 metody —
enzymovy set (r-BiopharmM), nové navrzend CITP
aHPLC/UV pro stanoveni bD-isocitronové kyseliny
v §tavach z citrusovych plodi. Nejlepsi korelace byla zjis-
téna mezi CITP a enzymatickym stanovenim (r = 0,96),
dalsi korelacni koeficienty byly 0,85 pro HPLC -
r-Biopharm' a 0,75 pro HPLC — CITP (cit.”).

Cilem nasi prace bylo porovnani a zhodnoceni ruz-
nych analytickych metod (komer¢ni enzymové sety, kapi-
larni izotachoforéza, kapilarni zénova elektroforéza) pro
stanoveni D-isocitronové kyseliny ve vybranych produk-
tech z ovoce (pomerancova Stava, jahodovy dzem a ke-
¢up) a v referenénim materialu.

Experimentalni ¢ast

Spolecné se vzorky byl testovan i referen¢ni material
(RM) — koncentrat ovocného dzusu 1, RM CP L FS 4
(2010600) od némecké firmy DRRR (Deutsches Refe-
renzbiiro fiir Ringversuche und Referenzmaterialien,
https://drrr.de/en/reference-materials/food-and-feed/), kte-
1y byl 5x nafedén demineralizovanou vodou. Jeho oc¢ekavana
koncentrace deklarovand vyrobcem byla 79,20 = 17,00
mg kg ! pro ICA; 9,02 + 0,84 gkg ' pro CA; 1,92+ 0,13 gkg
pro MA a pomér CA/ICA v rozmezi 102,45-131,45.

Na tfech riznych matricich (viz tab. IV) pofizenych
v lokélnim obchod¢ a na RM byly porovnany nasledujici
analytické metody pro stanoveni celkové ICA:
enzymové sety od firem Megazyme® (K-ISOC 02/16)
a Boehringer Mannheim'* (r-Biopharm, cat. No 10

Seznam vzorkt zakoupenych v trzni siti s deklarovanym obsahem ovoce analyzovanych v této studii

Matrice Znacka Oznaceni vzorkl Deklarovany obsah ovoce
v g/100 g vyrobku
Pomeran¢ové dzusy K classic P1 100
Toma kapalné P2 100
Relax P3 100
Jahodové dzemy K classic n 50
Schwartau 12 50
Hamé o 13 50
viskozni
Kecupy Hamé K1 140
Spak K2 210
Hochmann K3 140
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414 433 035) s fotometrickou detekci pfi 340 nm
(SPEKOL 1300, Analytik Jena AG);

kapilarni izotachoforéza s elektroforetickym analyza-
torem (EA 100, Villa Labeco spol. s.r.0.)
s predseparacni kapilarou (90 x 0,8 mm) a analytickou
kapilarou (90 x 0,3 mm);

kapilarni zénova elektroforéza s elektroforetickym
analyzatorem (EA 102, Villa Labeco spol. s.r.o.)
s analytickou kapilarou (90 x 0,3 mm).

U elektromigracnich metod byl k identifikaci a kvan-
tifikaci ICA pouzit standard DL-isocitronové kyseliny
(trisodna stl, Sigma-Aldrich) a u enzymatickych metod
byl pouzit standard p-isocitronové kyseliny (deklarovana
koncentrace ICA 0,3 mg ml™'; ze setu Megazyme®). Zaro-
ven byly stanoveny i dalsi organické kyseliny — CA a MA
metodou CZE, kdy k jejich identifikaci a kvantifikaci byl
pouzit modelovy vzorek.

Enzymatické metody (Megazyme® a r-Biopharm'®)
poskytuji dle pfirucek linearni zavislost v rozmezi
1,0-80,0 pg p-isocitronové kyseliny”®'*. Tato linearni
zavislost byla ovéfena v rozmezi 7,6-60,9 pg ICA (tedy
76,0-609,0 pg 1™ pro kapalné vzorky a 54,3-761,3 mg kg
pro viskozni vzorky). Pro metody kapilarni izotachoforézy
(CITP I a CITP 1) byla linearita ovétena v kalibraénim
rozmezi 5-20 mg 1" ICA. Pro CZE byl linearni rozsah
uréen kalibraénimi roztoky v rozmezi 10-150 mg I"' ICA.

Enzymaticka metoda

Megazyme

Analyza byla provedena s vlastnimi men$imi iprava-
mi podle normy CSN 1139 Ovocné a zeleninové itavy:
enzymatické stanoveni obsahu D-isocitronové kyseliny —
NADPH spektrofotometrickd metoda'® a prace'’. Vlastni
stanoveni (pipetované mnozstvi do kyvet) probihalo dle
priru¢ky Megazyme®.

Kapalné vzorky (pomerancové dzusy, piip. dalsi ovocné
stavy)

Do kédinky (50 ml) bylo napipetovano 10 ml vzorku
a bylo upraveno jeho pH na hodnotu 8,1 pomoci 0,25M
NaOH (s pouzitim pH metru). Poté bylo pfidano 5 ml 4M
NaOH (alkalicka hydrolyza) a promichéno sklenénou ty-
¢inkou. Po 10 min, kdy se nechal vzorek za obcasného
promichani stat, bylo pH roztoku vzorku upraveno na hod-
notu 67 (kontrola pH metrem) pomoci 4M HCI (upravena
¢ast oproti navodu Megazyme misto pfidavku 5 ml 4M
HCI (po 10 min) vychazejici z postupu ¢lanku'” a déle
oznacovano jako Megazyme*). Nasledné byl roztok vzor-
ku kvantitativné pfeveden do 50ml odmérné barnky. Vzor-
ky byly dale analyzovany postupem z &lanku'”.

Viskozni vzorky (jahodové dzemy a kecupy)

Do Erlenmayerovy banky (500 ml) bylo navazeno
40-70 g zhomogenizovaného vzorku, k nému bylo pfidano
250 ml destilované vody, zhomogenizovano a zfiltrovano
pies skladany filtra¢ni papir (80 gm 2, Laboimpo spol.
s.r.0.). Navazka se odvijela podle ptedpokladaného obsahu
ICA ve vyrobku (napf. pro dzemy byla navazka okolo 70 g
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a u keCupt cca 40 g). Dalsi postup byl proveden obdob-
nym zpasobem jako pro kapalné vzorky'”.

Boehringer Mannheim (r-Biopharm)
Kapalné vzorky (pomerancové dzusy, piip. dalSi ovocné
stavy)

Stanoveni celkové kyseliny ICA bylo provedeno pod-
le ptirucky Boehringer Mannheim/r-Biopharm (Cat. No.
10 414 433 035)". Bentonit (0,2 g) byl nahrazen aktivnim
uhlim (0,7 g) a u viskdznich vzorkl byla nejdiive provede-
na extrakce destilovanou vodou (viz nize).

Do kadinky (50 ml) bylo napipetovano 25 ml vzorku
a bylo upraveno jeho pH na hodnotu 10-11 pomoci
2M NaOH (s pouzitim pH metru, alkalicka hydrolyza).
Nasledné byl roztok vzorku inkubovan po dobu 20 min ve
vrouci vodé€, pomoci pH papirkit bylo kontrolovano jeho
pH (10-11) a pfipadné upraveno 2M NaOH. Po uplynuti
této doby byl roztok ochlazen na pokojovou teplotu a bylo
upraveno jeho pH na hodnotu 6,9—-7,2 s pouzitim 1M HCI.
Nasledné byl roztok vzorku kvantitativné pfeveden do
50ml odmérné banky. Vzorky byly dale analyzovany po-
stupem dle piirucky enzymového setu r-Biopharm'.

Viskdzni vzorky (jahodové dZzemy a keCupy)

Do kadinky (100 ml) bylo navazeno 15 g vzorku.
K této navazce bylo pfidano 50-60 ml destilované vody
aroztok byl kvantitativné pieveden do 100ml odmérné
banky. Poté byl roztok inkubovan 20-30 min ve vodni
lazni (60-70 °C). Po vychladnuti na pokojovou teplotu
byla odmérna banka doplnéna po rysku destilovanou vo-
dou, promichéana a prefiltrovana pies skladany filtr. Dale
byl?4 postupovano jako u kapalnych vzorku (dle piiruc-
ky)'™.

Kapilarni izotachoforéza (CITP)
Jako aniont byla stanovena D-isocitronova kyselina za
téchto podminek:

CITP I (cit.”)

vedouci elektrolyt (LE): 6mM HCI + 3,8mM BisTrisPro-
pan (BTP) + 2mM CaCl, + 0,05% methylhydroxyethyl-
celulosa (MHEC)

koncovy elektrolyt (TE): 5mM 2-(N-morfolino)ethan-
sulfonova kyselina + 1mM BTP

hnaci proud: pfedseparacni kapilara — 250 pA, analyticka
kapilara — 50 pA, béhem detekce snizen na 25 pA
modelovy vzorek: 0,75 gI' CA+0,13 gI"' MA + 10 mg 1!
ICA

vzorek: vzorky a RM fedény 25% demineralizovanou vodou
nastiik: proveden pomoci 10l stiikacky (Hamilton)
detekce: vodivostni

CITP II (cit.")

LE;: 10mM His-HC1 + L-His + 0,2% MHEC, pH 6

LE,: 6mM His-HCI + 6mM L-His + 2mM CaCl, + 0,1%
MHEC, pH 6

TE: 10mM citronova kyselina (CA)

hnaci proud: pfedseparacni kapilara — 225 pA, analyticka
kapilara — 30 pA
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modelovy vzorek: 0,75 gI"' CA+0,13 gI"' MA + 10 mg 1™
ICA
vzorek: vzorky fedény demineralizovanou
(PaRM 10%; Ja K 20x)
nastfik: davkovacim kohoutem s fixnim objemem 30 pl
detekce: vodivostni

Ptiprava vzorkt pro analyzu CITP I i II zahrnula
i vhodné fedéni a filtraci ptes skladany papirovy filtr. Tak-
to pripraveny vzorek byl pfimo davkovan do analyzatoru
EA 100.

vodou

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

V této studii byla vyvinuta (a odzkouSena) metoda
CZE pro rychlé stanoveni majoritnich organickych kyselin
(CA a MA) a ptedev§im minoritni kyseliny ICA.

BGE: 100mM jantarova kyselina + 50mM glycin + 0,05%
MHEC + 50% MeOH

hnaci proud: analytické kapildra — 75 pA

modelovy vzorek: 2 g1 CA + 0,6 gI™" MA + 20 mg I™*
ICA

vzorek: vzorky fedény demineralizovanou vodou (P1 — P3,
RM 5x; J1 —1J3, K1 — K3 2x%)

nastiik: davkovacim kohoutem s fixnim objemem 200 nl
detekce: vodivostni

Piiprava vzorkli pro analyzu CZE zahrnuje vhodné
fedéni a filtraci prostfednictvim skladané¢ho papirového
filtru. Takto pfipraveny vzorek byl pfimo aplikovan do
analyzatoru EA 102.

Vysledky a diskuse

Vysledné hodnoty celkové p-isocitronové kyseliny
jsou pro kazdou metodu uvedeny v tab. V, kde ICA je
vyjadiena pro viechny vzorky v hodnotach mgkg'. Ob-

Tabulka V
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sah ICA je mezi jednotlivymi ovocnymi druhy (zvlasté
vzorky J) velmi proménlivy. Potvrzuje se tim predpoklad
o pfirozené variabilit€¢ mezi odrlidami a/nebo o odli§nos-
ti vysledkd poskytovanych riznymi analytickymi metoda-
mi (viz tab. I, I a III). Vliv na obsah ICA mulZe mit tech-
nologicky postup zpracovani, zralost ¢i dalsi parametry.

Pro referenéni material (RM) by se méla zméfena
hodnota ICA pohybovat v rozmezi 62,2-96,2 mgkg™.
Tuto podminku nespliiovaly oba elektrolytové systémy
kapilarni izotachoforézy, proto byla vyvinuta a na RM
a dalSich vzorcich odzkousena nova metoda CZE.

U enzymatického stanoveni podle setu od firmy Me-
gazyme je dllezitym krokem uprava pH na hodnotu 67
pomoci 4M HCI a pH metru (upravena ¢ast = Megazyme¥*,
misto piidavku 5 ml 4M HCI podle cit.'”) pred pfidanim
pufru. Tim docilime vhodnych podminek pro prob&hnuti
enzymatické reakce. Nedodrzeni pH pfed pfidanim pufru
ma velky vliv na vyslednou hodnotu celkové ICA, kdy
poskytuje nizsi nalezy a obvykle koncentrace nevyhovuje
CoP. Lze tak nepravdivé tvrdit, ze nekteré vzorky jsou
falSované. Proto byl na vzorcich vyzkousen upraveny po-
stup (Megazyme*). V tab. V je uveden nazorny ptiklad
ziskanych vysledkti podle pfevzatého pracovniho navodu
¢lanku'” a upraveného postupu (Megazyme*). Velkou
vyhodou enzymovych sett (Megazyme a r-Biopharm)
oproti elektromigra¢nim metodam je moznost stanoveni
celkové ¢i jen volné Dp-isocitronové kyseliny. Pokud chce-
me dosahnout dostatecné presnych vysledki, vzrist absor-
bance A4 by zpravidla mé&l byt alesponi 0,1 (cit.%').
U vzorkii sniz§i koncentraci D-isocitronové kyseliny
(vnasem piipadé J1 a J3) nebyla tato zasada dodrzena,
pfestoze byla zvySena navazka vzorku. I pfesto byla meto-
da Megazyme* (cit.®) vyhodnocena jako nejlepsi metoda
pro stanoveni ICA. Jako jedind si nejlépe poradila se sta-
novenim ICA v keCupech, kdy obsah chloridd nemél na

Vysledky elektromigrac¢nich metod a enzymatického stanoveni ICA ve vybranych matricich a referenénim materialu, kon-

centrace CA, MA a pomér CA/ICA metodou CITP I a CZE

D-isocitronova kyselina (ICA) [mg kg '] CA [gkg] MA [gkg '] Pomér CA/ICA
Mega Mega r-Bio CITPI CITPII CZE CITPI CZE CITPI CZE CITPI CZE
zyme  zyme* pharm
Pl 46+1 75+0 86+1 89+1 38«3 85+2 6=0 8+0 2+0 2+0 70 92
P2 53+0 102+1 1051 99+0 37+1 105+0 8=0 9+0 I£+0 2=+0 80 85
P3  33+1 671 651 75«1 37«1 73x1 6=%£0 7+£0 2£0 2+0 76 92
J. 23+£2 29+£2 4349 - 19+1 34+0 - 160 - 2£0 - 465
20 62+6 95+1 1516 - 62+3 107+5 - 15+0 - 1+£0 - 121
J3. 2842 34+1 82+4 - 21+£0 3540 - 16+0 - 3£0 - 450
Kl 651 87+£1 1100 - TJ1£1 42+0 - - - - - -
K2 110£1 126+0 154+4 - 148+8 48+0 - - - - - -
K3 48+0 75£0 96+2 - 94+6 T70+2 - - - - - -
RM 671 870 7841 105+2 28+0 861 100 100 20 3+£0 96 116

* Giprava na hodnotu pH 6-7 (kontrolovano pH metrem)
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Tabulka VI
Porovnani enzymatickych a elektromigrac¢nich metod; charakteristika uvedena pro jednotlivé matrice — pomeranc¢ové dzusy
(P), jahodové dzemy (J), keCupy (K) a referencni material (RM)

Metody Enzymové sety Elektromigra¢ni metody

Parametry Megazyme/ r-Biopharm CITP1I CITP I CZE
Megazyme*

Stanoveni volna a celkova ICA celkova ICA + ptip. dalsi org. kyseliny

(napt. CA a MA,; za specifickych podminek)

Priblizna cena 60 K¢ 85 K¢ 5Ke

analyzy

(1 vzorek) vysokd pofizovaci cena setfl, neni zapoc¢itana neni zapocitdna pofizovaci cena piistroje

pofizovaci cena spektrofotometru

Ptiblizna navazka/ P+RM J+K P+RM J+K P+RM+ P+RM J+K P+RM J+K

pipetované mnozstvi J+K

vzorku 10 ml 40-70 g 25 ml 15¢ 4¢ S5¢g 2,5¢g 2g S5¢g
Ptiblizna doba 1 h+ 10 min 1 h+20 min S min + 5 min + 27 min 5 min +
stanoveni 17 min 15-18 min

(1 vzorek, ptiprava
vzorku + vlastni

stanoveni)

Experimentalni ptiprava vzorku pfiprava vzorku nutnost optimalizace separa¢nich podminek

narocnost (tfedéni, filtrace, (tfedéni, filtrace, (pfedevsim pro matrici jahodovy dZem a kecup)
hydrolyza) hydrolyza)

LOD [mg kg '] 7,1 3,5 18,6 4,7 2,3 0,7 3,3

LOQ [mg kg '] 23,6 11,7 61,9 15,7 7,7 2,3 11,0

Opakovatelnost [%] 0,3 1,4 0,7 8,0 2,4

(PL,n=15)

Vytéznost P3 113 112 79 75 110

[7%] (50% 3 101 62 - 86 100

pridavek)

110 77 - 103 96
analyzu vliv jako v pfipad¢é elektromigra¢nich metod. covy elektrolyt. Porovnani metod bylo provedeno na zékla-
Oproti metodé r-Biopharm' je analyza o nékolik minut dé korela¢niho koeficientu. Nejlepsi korelace (» = 0,812) byla
rychlejs§i a v pfepoctu na pofizovaci cenu setu i levngjsi mezi enzymatickymi metodami Megazyme* — r-Biopharm.
variantou (viz tab. VI). Pro ostatni metody byl korela¢ni koeficient niz§i nez jeho

Pro stanoveni D-isocitronové kyseliny kapilarni izota- kritick4 hodnota (7 = 0,7646 pro n = 10, o= 0,01). Po-

choforézou (CITP) byly prevzaty elektroforetické podmin- kud vylouc¢ime vysledky pro vzorky K1 — K3 z davodu
ky bez vétsich tprav™"’. Metody CITP byly navrzeny pro vysokého obsahu soli (viz vyse), je velmi silnd korelace

analyzu pievazné citrusovych §tav”'®. Proto vzhledem mezi metodami Megazyme* (cit.®) a CZE (r = 0,988).

k vysokému obsahu soli (chloridd) ve vzorcich kecupt Velkou prednosti elektromigraénich metod (CITP
K1 — K3 bylo nutné s ohledem na separacni kapacitu elek- i CZE) oproti enzymovym setim je moznost stanoveni
trolytového systému pouzit vétsi fedéni vzorku, a tim se i L-isocitronové kyseliny (spolu s ICA)®, nizka spotieba
dostat pod (u CITP I) nebo téméf na limit detekce metody zejména viskoznich vzorkd, a predevsim stanoveni dalSich
(u CITP II). U vzorkti dZzemt (J1 — J3) je koncentrace ICA organickych kyselin (napf. CA a MA) zaroven v jedné
nizsi nez u citrusovych $tav, tedy po nutném minimalnim analyze (viz tab. VI). Proto jsou v tab. V rovnéz uvedeny
nafedéni vzorku se téz dostdvame blizko LOD jako vysledné hodnoty citronové kyseliny (CA) a jablecné ky-
v ptipadé kecupt.. Disledkem toho je vétsi chyba stanove- seliny (MA) v analyzovanych vzorcich (pomerancovych
ni. Vybrané izotachoforeogramy jsou zobrazeny na obr. 1 dzust a jahodovych dzemt) a v referenénim materialu
a 2 (vlna ICA je vzaznamech vyznacena). Pfi pouZiti (RM) stanovené pomoci metod CITP I a CZE. Pro tyto
CITP I pred p-isocitronovou kyselinou migruje jable¢na metody byl spocten u zminénych vzorki a u RM pomér
kyselina, citronova kyselina migruje za ICA (vyhodnoceno CA/ICA, kdy jeho zvysena hodnota (oproti CoP) znaci
ze zaznamu detektoru predseparacni kapilary). V piipadé pridani syntetické citronové kyseliny. O tom se mizeme
pouziti CITP II kyseliny migruji v potadi jable¢na (MA), presvédc¢it u jahodovych dzemd, kdy jeji ptidavek byl ve
D-isocitronova (ICA) a nakonec citronova (CA) jako kon- slozeni deklarovan. VSechny analyzované vzorky 100%
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Obr. 1. Izotachoforeogram vzorku P1 — metoda CITP I (zaznam z analytické kapilary)
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Obr. 2. I1zotachoforeogram vzorku P1 — metoda CITP II (zdznam z analytické kapilary)

pomerancovych dzust spliiuji podminku udavanou CoP
(pomér CA/ICA max. 130)’. Pro analyzu referenéniho
materialu se ukazala vhodnéjsi metoda CZE nez CITP I,
jelikoz hodnota nalezend pomoci CZE byla v rozmezi vy-
chézejiciho z deklarovanych koncentraci citronové kyseli-
ny (CA) a p-isocitronové kyseliny (ICA).

Vzhledem k tomu, ze u CITP I byla pro jahodové
dzemy nalezena vysoka koncentrace ICA (neodpovidala
hodnotam CoP) a u kecupl byla blizko limitu detekce,
nebyly u nich stanoveny dal§i organické kyseliny (CA
a MA). Pro CZE nejsou uvedeny vysledné hodnoty citro-
nové a jable¢né kyseliny u vzorka kecupi, jelikoz doslo
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diky vysokému obsahu chloridii k pfekroceni separaéni
kapacity systému. Navic v reten¢nim ¢ase MA byla eluo-
véana dalsi kyselina. Mohlo se jednat napt. o pyroglutamo-
vou kyselinu. Metodou CITP II nebyly tyto kyseliny (CA
a MA) kvantifikovany, nebot’ CA je zde koncovym elek-
trolytem. Zaznam vzorku P1 metodou CZE je uveden na
obr. 3. Nejdiive migruje CA, pot¢ MA a nakonec
D-isocitronova kyselina (ICA).

Limit kvantifikace (LOQ) byl vypo¢itan podle defini-
ce [UPAC (LOQ = 1,33 x LOD). U enzymatickych metod
byl limit detekce (LOD) pievzat z piirucek enzymovych
setll (K-ISOC a r-Biopharm) a piepocéten na A4 = 0,1 (viz
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Obr. 3. Elektroforeogram vzorku P1 — metoda CZE

tab. VI)*'*. Minimalni detekovatelna délka viny u kapilar-
ni izotachoforézy (CITP I i CITP II) je 1 s, coz odpovida
koncentraci 2,3 mg I"! ICA pro CITP I a 0,7 mg "' pro
CITP 1II. Pro CZE byla minimalni detekovatelna plocha
1 mV s, coz odpovidid koncentraci 0,7 mg I D-iso-
citronové kyseliny. Vytéznost metod (viz tab. VI) byla
u enzymovych setlli ovéfena pomoci 20% a 50% piidavku
standardu D-isocitronové kyseliny (deklarovana koncentra-
ce ICA 0,3 mg ml''; ze setu Megazyme) a u elektromi-
gra¢nich metod byl piidavek 10, 20 a 160 mg "' kyseliny
DL-isocitronové.

Zavér

Enzymaticka metoda (pfesnéji postup Megazyme¥*,
cit.’) byla vybrana jako nejvhodngjsi analytickd metoda
pro stanoveni D-isocitronové kyseliny (ICA) ve vSech ma-
tricich a v referenénim materialu (viz tab. V). Byla vybra-
na na zaklade zjisténé vytéznosti (viz tab. VI) a robustnosti
metody (neni tolik z&visld na typu matrice). Vyznamnou
roli hréla i schopnost stanovit volnou a celkovou ICA. Je
téz oznacena jako uzanc¢ni metoda akceptovana EN, NEN,
NF, DIN, GOST, IFU a AIJN.

Velmi slibnou metodou se jevi CZE, kterou byly zis-
kany obdobné vysledky (viz tab. V) jako u metody Mega-
zyme* (cit.®) (a2 na vzorky K1 a K2). Pouzitelnost elektro-
migrac¢nich metod pro vSechny studované matrice vzorka
by vyzadovala optimalizaci podminek separace (zvySeni
separacni kapacity vhodnou upravou slozeni elektrolytt
nebo pouziti delsi separa¢ni kapilary). Zvlasté pro vzorky
kecupi, kdy musel byt prodlouzen €as separace v predse-
para¢ni kapilafe, aby doslo k odseparovani chloridd
(specifické podminky). V idedlnim ptfipad¢ by pro stano-
veni CA a MA bylo zapotiebi vétsiho fedéni. Tim se ale
dostaneme pod LOD pro ICA.
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Koncentrace D-isocitronové kyseliny a pomér CA/
ICA miize spolec¢né s dal§imi stanovenymi markery (napf.
titracni kyselosti, formolovym ¢islem, organickymi kyseli-
nami, cukry a mineralnimi latkami) slouzit k ur¢eni auten-
ticity a kvality vyrobkd z ovoce (pfipadné zeleniny).

Seznam zkratek a symboli

AA rozdil absorbanci (A4(vzorku) = 42 —
A1l — AA(blank))

BGE zakladni elektrolyt (z angl. background
electrolyte)

BTP bistrispropan

CA citronova kyselina (z angl. citric acid)

CE kapilarni elektroforéza

CZE kapilarni zénové elektroforéza

CITP kapilarni izotachoforéza

CoP Code of Practice

EA elektroforeticky analyzator

FIA prutokova injekéni analyza (biosenzor)

ICA D-isocitronova kyselina (z angl. isocitric
acid)

J jahodové dzemy (J1 — J3)

K kecupy (K1 —K3)

LE vedouci elektrolyt

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MA jable¢na kyselina (z angl. malic acid)

Megazyme prevzaty pracovni Postup (dle c¢lanku
Wallrauch a Greiner'’

Megazyme* upravend cast pracovniho postupu
(Gprava pH na 67, misto pridavku 5 ml
4M HCI, pied pfidanim pufru)

MHEC methylhydroxyethylcelulosa

NADP (NADPH) nikotinamidadenindinukleotidfosfat
(redukovana forma)

P 100% pomerancové dzusy (P1 —P3)
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RM referen¢ni material
TE koncovy elektrolyt
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T. Podskalski, F. Kvasnitka, and H. Cizkova
(Department of Food Preservation, University of Chemis-
try and Technology in Prague): Methods for Determina-
tion of p-Isocitric Acid in Fruit Products

Among other things, D-isocitric acid is used as
a marker to assess the authenticity and quality of fruit (and
vegetable) products. The ratio of citric/D-isocitric acid is
accepted as an indicator of adulteration of fruit juices by
an unauthorized acidification. The aim of the presented
paper was to choose the most suitable method to determine
D-isocitric acid in three different matrices (orange juice,
strawberry jam, and ketchup) and the selected reference
material (from the offer of the DRRR Co.). The following
methods were verified and compared: two enzyme assays
(from Megazyme and r-Biopharm), capillary isotachopho-
resis (two electrolyte systems) and capillary zone electro-
phoresis. Based on the analyses performed, the enzyme
assay kit from Megazyme was chosen as the most suitable
analytical method for the determination of D-isocitric acid.
This choice was done using performance characteristics of
that method, such as the limit of quantification (35 mg kg’
for liquid samples and 25 mg kg™ for solid samples), re-
peatability (2.4%), recovery (101-113%), values achieved
for the p-isocitric acid concentration in the test samples
(29-126 mgkg ™), and the ability to determine free and
total p-isocitronic acid.

Keywords: p-isocitric acid, enzyme assay kit, capillary
isotachophoresis, capillary zone electrophoresis



