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ABSTRAKT

Organické kyseliny je mozné detekovat n€kolika riznymi metodami. Cilem priace bylo
najit optimdlni podminky pro stanoveni kyseliny jablecné a vinné vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s elektrochemickou detekci. V systému byly postupné pouzity
dvé analytické kolony Ascentis'™ C18, Discovery C18 a &tyii mobilni fize. Separace
probihala v reZimu obricenych fazi. Slabych vysledkti bylo dosaZeno pfi pouZziti mobilni
faze redestilovand voda (rH,O), metanol (Met-OH) a Hs;PO4 v poméru 0,5 : 99 : 0,5
a 0,05 mol.dm™ KH,PO, o pH 3 (fosfatovy pufr). Pro detekci bude nutné pouZivat napéti
na elektrodach vyssi nez 500 mV. V praci byly navrZzeny rtizné moZnosti pro zlepSeni

separace a detekce.

Klicova slova: organické kyseliny, kyselina jable¢na, kyselina vinnd, HPLC-ECD, reverz-

ni faze, HPLC

ABSTRACT

Organic acids are possible to detection with several varied methods. The aim of this thesis
was to discovered optimal conditions for determination malic and tartaric acid by high
performance liquid chromatography with electrochemical detection. It was tested two
analytical columns Ascentis™ C18, Discovery C18 and four mobile phases. The separati-
on was proceed by/on the reverse phase chromatography. Only slight result was obtained
with redestilled water, methanol and phosphoric acid and phosphate buffer as a mobile
phase. For detection is necessary to use a higher potential than 500 mV. In this thesis there

are suggested varieties of possibilities for modification of separation and detection.

Keywords: organic acids, malic acid, tartaric acid, HPLC-ECD, reverse phase, HPLC
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UvVOD

Organické kyseliny jsou vyznamnym faktorem pro udrznost a nutri¢ni kvalitu celé fady
potravin a zdroven jsou nositelem kyselé chuti. Ackoliv byvad celkovy obsah kyselin
v potravindch relativné nizky, az na vyjimky kolem 1 aZz 3 hmot. %, jejich vyznam je
Siroky. Pro potravindisky pramysl jsou dualezitym kritériem aktivni a titraCni kyselost.
Aktivni kyselost, tedy hodnota pH, je rozhodujicim znakem pro konzervarenské
technologie, titracni kyselost je hodnota odpovidajici vSem kysele reagujicim slozkdm
v potraving. I kdyZ se titracni kyselost vyjadiuje v prepoctu na konkrétni kyselinu,

JERP DL A IS P 2

nepodava zadné blizsi informace o zastoupeni jednotlivych kyselin.

Pro stanoveni jednotlivych organickych kyselin v potravinidch je mozné vyuZzivat celé fady
riznych metod zahrnujici metody enzymatické, elektrochemické, volumetrické
a chromatografické. Pravé rychle se rozvijejici vysoko ucinnd kapalinovd chromatografie

(HPLC) ptinasi fadu metod a moZnosti pro stanoveni organickych kyselin.

Elektrochemické detektory dosahuji znac¢né citlivosti a senzitivity. Jsou zaloZeny na

principu oxida¢né-redukénich reakei, spojenych s prenosem elektronii.

Zjisténi zastoupeni jednotlivych kyselin miiZe vypovidat o kvalité ¢i zralosti suroviny,

piipadn¢ miiZze byt ukazatelem falSovani potravin.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ORGANICKE KYSELINY

Jsou to organické slouceniny, které maji ve své molekule pfitomnou karboxylovou skupinu
(-COOH). Tato karboxylova skupina je kyselého charakteru a snadno odstépuje vodikovy
atom, ¢imz vznikd karboxylatovy anion. Odtrzenim hydroxylové skupiny —OH vznikaji

acyly, pti odstépeni COO™ dochézi k zaniku karboxylové skupiny, k tzv. dekarboxylaci.

Samotné karboxylové kyseliny miZeme rozdélit do nékolika skupin. D¢lit je miZeme
podle typu uhlikatého fetézce (alifatické, aromatické), podle hybridniho stavu atomti uhli-
ku (nasycené, nenasycené), podle poctu skupin -COOH (mono-, di- azZ polykarboxylové)

nebo podle druhu substituentii (aminokyseliny, halogenkyseliny...).

Od karboxylovych kyselin jsou odvozeny dva typy derivatd. Pfi reakcich, kdy dochazi
k modifikaci karboxylové skupiny vznikaji derivaty funkcni, derivaty substitu¢ni vznikaji
zaménou n¢kterého nebo i vice atomil vodiku v fetézci, pficemz karboxylovad skupina

zustava zachovana.

Organické kyseliny jsou v pfirodé znafn¢ rozSitené a setkivdme se snimi jak
v rostlinnych, tak v Zivo¢iSnych materidlech. Z rostlinnych materidl jsou to zejména listy,
plody, semena apod. Kyseliny nachdzime vétSinou ve volné formé€, v materidlech Zivocis-

ného pivodu pak vétSinou vazané ve formée soli a esterti.

Organické kyseliny a jejich derivaty se Ucastni fady biochemickych pochodi (energeticky
metabolizmus, regulacni pochody...). Jsou vyznamnou slozkou fady potravin a ndpoju, kde

se vyznamné podili na organoleptickych a technologickych vlastnostech [1] [2].

1.1 Vlastnosti organickych kyselin

Vétsina karboxylovych kyselin jsou aZ na vyjimky slabé ¢i velmi slabé kyseliny, které ve
vodném roztoku disociuji. Mohou vytvafet vodikové mustky mezi karboxyly jednotlivych

kyselin za vzniku dimerd.

Vlastnosti samotnych kyselin nebo jejich derivat jsou zaloZeny na délce jejich tetézce,
poctu karboxylovych skupin, povaze a mnozstvi substituentl. Funk¢éni derivaty mohou mit
vyrazn¢ odlisné vlastnosti nez jejich piislusné kyseliny, u substitucnich derivati byvaji

vlastnosti do jisté miry zachovany [2].
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1.1.1 Acidita

Acidita neboli sila kyselin byva vyjadfovdna pomoci disocia¢ni konstanty K,. Kyselost
u karboxylovych kyselin vysvétluje elektronova teorie karbonylové skupiny, kterd plisobi
na disociaci. Karboxylové kyseliny ve vodném roztoku disociuji dle rovnice:

R-COOH + H,0 < R-C00” + H,0"
Disociacni konstanty zdvisi na teploté¢ a druhu rozpoustédla. Obzvlasté vysoké byvaji

disocia¢ni konstanty kyselin ve vod¢. Podle uvedené rovnice miZeme disociacni konstantu

vyjadtit jako:

x - [RCOO™]-[H,0™]
‘ [RCOOH |

Hranaté zavorky ve vzorci vyjadiuji molarni koncentraci dané slozky. Disociacni konstan-
ty monokarboxylovych kyselin se obvykle pohybuji v fadech 10™* az 10”. Pro praktické

vyuZziti se pouzivd vyjadreni pfes zaporny dekadicky logaritmus, jako hodnota pK, .

pK,=-logK,
Takto vyjadrené hodnoty pK, se u monokarboxylovych kyselin pohybuji v rozmezi 4 — 5.

Vv s

Cim je hodnota pK, niZ§i, tim je kyselina silngjsi.

Pritomnost elektronegativni skupiny zvySuje aciditu karboxylovych kyselin. Z tohoto
divodu jsou halogenkyseliny, hydroxykyseliny a ketokyseliny silnéjsi nez jejich

nesubstituované karboxykyseliny [3].

1.1.2 Fyzikalni vlastnosti

* Teplota varu, tani — nizsi alifatické monokarboxylové kyseliny jsou kapalné, vyssi
obvykle tuhé latky. Polykarboxylové alifatické kyseliny jsou pevné latky, podobn¢ ja-
ko aromatické kyseliny mono- 1 polykarboxylové. U monokarboxylovych kyselin stou-

pa s rostouct relativni molekulovou hmotnosti také teplota varu.

e Opticka aktivita — schopnost stiet rovinu polarizovaného svétla vykazuje tada
hydroxykyselin, vCetné kyselin jablecné a vinné. Optickd aktivita je ddna pfitomnosti
chirdlniho uhliku. Pravotociva forma se oznacuje (+), levotociva (-). Oznaceni izomert
D nebo L zavisi Cist¢ na prostorové konfiguraci molekuly. Tato konfigurace se

oznacuje podle atomu uhliku s nejvyssim potfadovym cislem (nejvzdélenéjSim
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od karbonylové skupiny). Piislusnost k D ¢i L form¢ nemd Zadny vztah ke sméru
optické rotace. Jestlize je v roztoku stejné latkové mnoZzstvi izomerdt D i L, hovoifime

o tzv. racemické smeési. Tato smés nemd zZadnou optickou aktivitu.

V ptirodnich zdrojich je obvykle pouze jedna forma konfigurace, ktera je fyziologicky

vyznamnd [3] [4].

1.1.3 Reakce organickych Kkyselin

Organické kyseliny podléhaji fad¢ reakci. Reakce mohou probihat bud’ na karboxylové
skuping (Sté€peni vazby kyslik — vodik na hydroxylu, §t€peni vazby na karbonylové skupi-

neé,

odstépeni celé karboxylové skupiny) nebo na uhlovodikovém zbytku.

e Vznik soli — karboxylové kyseliny mohou vytvaret nejriznéjsi soli, nejcastéji po reakci
s hydroxidy nebo uhli¢itany kovil. Soli jsou vétSinou dobie rozpustné ve vodé a silné

hydrolyzovany. Dikarboxylové kyseliny mohou tvofit dvé¢ fady soli.

* Reakce na karbonylové skupiné — jednd se o adi¢né-elimina¢ni mechanismus, kdy
dochdzi k adici nukleofilniho ¢inidla na uhlik v karbonylu. Takto vznikd ftada

funkénich derivati karboxylovych kyselin.

('+D 0‘—'}'1 D
A Vi 4

R—C + ¥Y-H — R—(l?\\ — R*C\ + H,0
ii\OH Y 0—H Y

Obr. €. 1 - Reakce na karbonylové skupiné
Na karboxylu mtze probihat také redukce za pomoci tetrahydridohlinitanu sodného, kdy se
karboxylova kyselina redukuje na primarni alkoholy. Tyto reduk¢ni reakce probihaji
obtiZné.
* Dekarboxylace — znamend rozklad kyseliny za vzniku CO,. Ne vSechny karboxylové

kyseliny podléhaji dekarboxylaci snadno, n¢které viibec.

¢ Reakce na uhlovodikovém zbytku — miZeme zde zaradit reakce alifatickych kyselin
s halogeny nebo v ptipad¢ aromatickych karboxylovych kyselin se jednd o elektrofilni

substituce [3].
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1.2 Organické kyseliny v potravinach

V potravindch se miZe vyskytovat Siroké spektrum organickych kyselin. Tyto kyseliny
mohou byt pfirozeného pivodu, mohou vznikat ¢i byt pfiddvany v prubéhu zpracovani
potravin nebo jsou piitomny jako dusledek kazeni potravin. Nékteré organické kyseliny,

¢asto ve form¢ aniond, jsou vyznamnou soucasti metabolickych drah [5].

Organické kyseliny, béZné se vyskytujici jako sloZka potravinovych materidlii, mohou byt
slabé az stfedné silné, Casto jedno- nebo vicesytné alifatické, ziidka aromatické kyseliny.
Mohou byt zastoupeny ve formé& volnych kyselin, jejich soli nebo vadzané s jinymi

slouceninami (napf. s alkoholy) [6].

I v nizkych koncentracich maji vliv na organoleptické a technologické vlastnosti vyrobku,
na hodnotu pH potraviny, ¢imz ovliviwuji také pribéh chemickych reakci a ddrznost
potravin. Potraviny vétSinou obsahuji fadu latek, které reaguji mirn€ kysele 1 zasadité. Di-

ky tomu mohou mit potraviny jistou pufracni kapacitu.

Jak aditivni latky maji organické kyseliny v potravindiském primyslu Siroké vyuZiti.
Mohou byt pouzity jako konzervanty, acidulanty a reguldtory kyselosti, antioxidanty, latky
pro zvyraznéni chuti, sekvestranty, stabilizdtory barvy, latky modifikujici texturu, latky

potlacujici tvorbu zédkali [7].

Volba dané organické kyseliny jako aditiva se odviji od jejtho kone¢ného vlivu na
technologické i organoleptické vlastnosti vyrobku. Napf. pfi vyrobé ndpojii se pro dpravu
chuti pouZziva kyselina citronova pro néapoje citrusového typu, kyselina vinna je vhodna pro
hroznové §tavy a kyselina jablecnd v jable¢nych stavach. Pfi volbé pfidavanych kyselin
je nutné prihlizet také na piitomnost vapenatych nebo hotfecnatych soli, které mohou byt

pricinou zakall. Proto jsou Castéji kyseliny pridavany ve formé jejich soli [5].

1.2.1 Acidulanty

Acidulanty pouZivané jako aditiva mohou byt organické 1 anorganické kyseliny vétSinou
identické s témi, které se v potravinach ptirozené vyskytuji [7].
Jako nositelé kyselé chuti se mohou uplatiiovat tyto kyseliny: kyselina jable¢na, citronova,

vinna, octova, mlécna, L-askorbova, isocitronova, stavelova a nékteré dalsi.

Kyseld chut’ se pfipisuje vodikovému iontu a jako horni mez pro vniméni kyselé chuti

se uvadi pH 6,3. Pro kyselou chut je rozhodujici celkovd koncentrace kyseliny, jeji
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disocia¢ni konstanta a pH. Nejvétsi okyselovaci ucinek z hlediska chuti vykazuje
z organickych kyselin kyselina citronové, ndsleduje kyselina vinnd a kyselina mlé¢na.
V napojovém prumyslu se bézn¢ pouzivaji také kyselina jable¢na a fosfore¢nd. Kombinaci

téchto kyselin je moZzné upravit tvrdost ¢i mekkost chuti u jednotlivych druht limondad [8].

Casto byva kyseld chut modifikovdna piitomnosti sacharidd, téfslovin, etanolu nebo
riznych kationtd a jinych litek. Sacharidy chutové ucinky kyselin zeslabuji, tfisloviny

a etanol naopak zesiluji [9].

1.2.2 Konzervanty

Slabé organické kyseliny patii mezi nejbé€znéjsi konzervacni latky. Molekuly téchto kyse-
lin inhibuji rast bunék bakterii, plisni i n€kterych kvasinek. Tyto konzervacni latky maji
optimdlni inhibi¢ni efekt pii nizkych hodnotich pH potravin, které podporuji
nedisociovany stav molekuly. Nedisociovand molekula je volné permeabilni pies
plazmatickou membranu a je schopna vstupu do bunky. Nasledné pii vyS$Sim pH uvnitf
bunky molekula disociuje, coZ mé za nésledek uvolnéni nabitych aniontidi a protontl, které

nemohou projit pres plazmatickou membrénu [10].

Pomineme-li organické kyseliny, které se pouzivaji predevSim jako konzervanty
(napf. kyselina benzoovd, sorbovi...), mizeme sefadit nejbéZznéj$i organické kyseliny
podle schopnosti potlacit béZnou acidofilni mikrofléru nasledovné: kyselina octovd —

kyselina mlé¢nd — kyselina citronovd— kyselina vinnd a jablecna.

Pti konzervaci organickymi kyselinami je mozné vyuZivat synergetického plsobeni fady
latek napt. spolupiisobeni kyseliny octové a mlé¢né nebo piidavky NaCl.

s\ 2

VétSina bakterii, zejména sporulujici hnilobné bakterie a klostridia, nesndsi pH nizsi
nez 4,0 az 4,3. Teprve az velmi silné okyseleni by zastavilo také rozvoj plisni, kvasinek
nebo acidofilnich bakterii. Organické kyseliny mohou byt také vyuZivdny nékterymi
mikroorganizmy nebo podléhat oxidaci. Z béZnych kyselin v ovoci se nejsnadnéji oxiduje

kyselina jable¢nd, hiife citronova a nejhuie kyselina vinnd [11].

1.3 Vyjadrovani kyselosti v potravinach

Stanoveni kyselosti potravin je zdkladni jakostni znak potravin, kterym lze kontrolovat

technologie vyroby jednotlivych produkti. Organické kyseliny se uplatiuji jako dileZité
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senzorické a dietetické slozky potravin. Vyznamné jsou také z technologického hlediska
jako bakteriostatické latky. ZjiSténi obsahu organickych kyselin se vyuZiva také ke kontro-
le spravnosti skladovani hotovych vyrobkii nebo surovin. ZvysSend kyselost upozoriuje
na zhorSeni podminek pfi skladovani, které umoznily rozklad sacharidi a vznik
organickych kyselin. V nékterych druzich potravin je obsah kyselin dulezitym kritériem
jakosti a Casto je piedepsan, napt. obsah volnych mastnych kyselin v tuku, t€kavych kyse-
lin ve vinech, nékterych konzervarenskych produktech a podobné. ZvysSeni kyselosti mtze
byt také technologicky Zadouci a je vyuzivano v fadé technologii (napf. vyroba kysanych

mlécnych vyrobkt, fermentované zeleniny...) [6] [12].

Pro vyjadfovani kyselosti potravin se vyuzivaji dva zplsoby: titraéni kyselost a aktivni
kyselost (pH). Mezi témito jednotkami neni zZadny pfimy vztah pro piepocet a musi byt

stanovovany experimentalné [13].

1.3.1 Titra¢ni kyselost

Je dana spottebou alkalického odmérného roztoku pfi neutralizaci vSech titrovatelnych
kyselin ve vzorku na ptredepsany indikdtor. Bod ekvivalence je mozné sledovat vizudlné na
vhodny indikator nebo potenciometricky. Titrani kyselost se vyjadiuje u riznych potravin
odlisSnym zpisobem. U nds a ve vétSiné evropskych zemi se pro mlé¢né vyrobky pouziva
vyjadieni v hodnotdch podle Soxhlet-Henkela (SH), v n€kterych zemich podle Thornera
(T). U jinych potravin mlze byt titracni kyselost vyjadiovdna jako % nebo g prevladajici

organické kyseliny v urcitém mnoZzstvi vzorku.

Hodnoty podle Soxhlet-Henkela uddvaji pocet ml odmérného roztoku NaOH
o koncentraci 0,25 mol.dm™ potiebnych pro neutralizaci 100 ml piipadné 100 g vzorku

(mléko, mlécné vyrobky) na indikétor fenolftalein, za podminek metody.

Hodnoty podle Thornera (T) vyjadiuji spotiebu odmérného roztoku NaOH o koncentraci
0,1 mol.dm™ na neutralizaci 100 ml (100 g) mléka ¢i mléénych vyrobkll na indikétor

fenolftalein za podminek metody.

U ovocnych polotovarii a vyrobkll z ovoce a zeleniny se titraéni kyselost vyjadiuje jako
% nebo g organickych kyselin na 100 ml vzorku, u vina jako g kyseliny vinné na
1 1 vzorku, u lihovin jako mg kyseliny octové na 100 ml vzorku. U ovoce a kompotii miize

byt titratni kyselost vyjadiovdna také jako hmot.% kyseliny citronové, u zeleniny
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a vyrobkil z nich jako hmot.% kyseliny octové. Titraéni kyselost byva také urcovana

u tukt a oleji, u piva, kvasného octa, medu i mlynskych vyrobku [6].

Podle Handbook of Food Analytical Chemistry (Pfirucka analytické chemie potravin) jsou

standardni kyseliny pro n¢které potraviny nédsledujici:
* kyselina jablecnd - jablka, meruiiky, bandny, tfesn¢, broskve, hrusky, Svestky,
* kyselina vinnd - hroznové vino,

* kyselina citronova - standardni pro bortivky, brusinky, grepy, citrony, limety,

pomerance, ananasy, maliny, jahody a rajsk4 jablka [13].

1.3.2 Aktivni kyselost

U potravindiskych surovin, polotovar a vyrobkl piedstavuje hodnota pH velmi dileZité
kriterium pro posouzeni udrZznosti i pro senzorické posouzeni. Hodnota pH se vypocte jako
zaporné vzaty dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych kationti. Ve vodnych ziedénych
roztocich je moZzné aktivitu nahradit koncentraci oxoniovych kationtd. Obecné plati

rovnice:
pH =—log (a(H,0"))

Metody pro méfeni pH jsou zaloZzeny bud’ na elektrometrickém nebo kolorimetrickém
(indikacni papirky) principu. Méteni pH znamend v podstaté méfeni zmén potencidlu mezi
dvéma elektrodami: méfici (indikac¢ni) a srovndvaci (referen¢ni). Na rozhrani pevné
a kapalné faze se vyskytuje tzv. fazovy potencidl, kde plati Nernstova rovnice, kterd udava
vztah mezi potencidlem elektrody a koncentraci iontd urcujicich potencidl. Potencidl se
urcuje vzdy relativné vici jiné elektrodé€. Pro méfeni pH vyuzivime pH-metr se sklenénou,
kalomelovou, chlorstifibrnou nebo kombinovanou elektrodou [6] [12].

Velmi dualezitym technologickym kritériem je pH suroviny ¢i potraviny. Potraviny
s hodnotou pH pod 4 oznacujeme jako technologicky kyselé, s hodnotou pH mezi 4 — 6,5

jako technologicky mélo kyselé a potraviny s pH nad 6,5 technologicky nekyselé.
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1.4 Kyselina jable¢na
O OH

Patti do skupiny o-hydroxy organickych kyselin se

systematickym ndzvem 2-hydroxybutandiovd kyselina. HO OH
Poprvé byla izolovdna z jablecného moStu v roce 1785 0
Svédskym chemikem némeckého pivodu Carlem

Wilhelm Scheelem. Roku 1787 navrhl Antoine Lavoisier ndzev acide malique, coZ je od-

vozeno z latinského vyrazu pro jablko malum.

1.4.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Kyselina jable¢na je pevna krystalicka latka ve vodé dobie rozpustna. Disociacni konstanta
pKa; = 3,4 a pKa, = 5,13. Je mén¢ hygroskopickd nez kyselina citronova, coz zlepsSuje
skladovatelnost 1 dobu pouZitelnosti. Na rozdil od kyseliny vinné jsou jeji vdpenaté
a hotecnaté soli dobfe rozpustné, diky ¢emuz nenastavaji problémy pfi pouZiti tvrdsi vody

(zejména v primyslu vyroby napojt) [14] [15].

Molekula kyseliny jable¢né je opticky aktivni a muze tvorit dvé opticky aktivni formy.
Ptirozené se vyskytuje pouze v L-form€. Ve formé maldtu je soucasti biochemickych

reakci, zejména citratového cyklu [5].

1.4.2 Vyskyt v piirodé a vyroba

Jak trividlni ndzev napovida, je blizce spojend s jablky a je v pfirod¢ Siroce rozsitena.
Je druhou majoritni kyselinou v citrusovych plodech a hojné se nachézi také v bobulovém
ovoci. Pfi vnimani kyselé chuti je kyselina jablecnd lehce silnéjsi (ostiejsi) nez kyselina

citronovd, zaroven udéluje potraving plnéjsi ovocnou chut’ [15].

Kyselina jable¢nd spolu s kyselinou vinnou je jedna z hlavnich kyselin ve vinnych
hroznech. Obsah kyseliny jablecné ve §tdvé z hroznti je maximdlni tésné pred zranim, kdy
muZze dosahovat koncentrace az 20 g.dm™. B&hem zrdni obsah kyseliny jable¢né klesd a pii
sklizni byvé obsah kolem 1 - 9 g.dm™. Tyto ztrity zapfi¢inéné respiraci jsou vyrazngjii
v teplém klimatu [16].

V piirod¢ se vyskytujici L-kyselina jablend miiZe byt pfipravena izolaci z pfirodnich
ovocnych dzusit nebo separaci zracemickych smési produkovanych synteticky.

Primyslové je pfipravovdna enzymaticky z kyseliny fumarové pomoci enzymu fumardzy.
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Pro tento ucel jsou vyuZzivany mikrobidlni buiiky, které produkuji tento enzym [17]. Dle

Veliska [2] se prumyslové vyrdbi za pomoci bakterii Lactobacillus brevis nebo kvasinek

rodu Candida. Pro produkci kyseliny jable¢né byly také zkoumdny dal$i druhy

mikroorganizmQ napt. Brevibacterium flavum, Corynebacterium ammoniagenses (diive

Brevibacterium ammoniagenses) [18], Saccharomyces cerevisiae [19] [20].

Tab.C. 1: Obsah kyseliny jable¢né v riznych druzich ovoce a zeleniny [21]

Primérny celkovy obsah

Primérny obsah kyseliny

Druh ovoce, zeleniny organickych kyselin jable¢né
[2.100 g''] [2.100 g
Angrest 2,90 - 0,90 2,08 — 0,40
Borivky 2,00 - 0,45 0,85 -0,14
Hrozny 2,50-0,23 2,10 - 0,06
Jablka 2,00 - 0,10 0,79 - 0,27
Jetabiny 3,80 - 0,60 3,10 - 1,60
Merunky 2,60 — 0,20 1,30 -0,31
Sipky 3,80-0,95 3,34-3,14
Svestky 3,90-0,39 2,90 -0,29
Visné 2,46 — 0,80 1,46 — 1,43
Cibule 0,39 - 0,10 0,23 - 0,09
Celer bulvovy 0,29 - 0,10 0,17 -0,05
Okurky 0,23 - 0,03 0,24
Paprika zeleninova 0,22 - 0,08 0,06 — 0,02
Rajcata 1,22 -0,15 0,28 — 0,02
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1.4.3 Vyuziti v potravinaiském priamyslu

V mezindrodnim seznamu ptidatnych litek, kde je oznacena kédem E 296 (DL-kyselina
jable€nd), je vyuZzivana jako reguldtor kyselosti a ochucujici lidtka. NejvySsi povolené
mnoZstvi ¢ini 3000 mg.l" pro ananasovou §tdvu. Déle se smi pfiddvat pfi vyrob& dzemd,
rosoli a podobnych vyrobkll z ovoce, pii vyrobé balenych nezpracovanych loupanych

brambor a sterilovaného ovoce a zeleniny jak v plechovkach, tak i ve sklenicich [22].

Kyselina jable¢nd muze byt také pouzita k zamaskovéani nezddoucich piichuti nékterych
umélych sladidel. V kombinaci s kyselinou citronovou mivé lepsi chut'ové charakteristiky

neZz pii pouziti téchto kyselin samostatné.

Kyselinu jable¢nou mtzeme nalézt v fadé produktt, obzvlasté v sycenych i nesycenych
ndpojich s ovocnou piichuti. Je preferovanym acidulantem u nizkokalorickych népojil

a jable¢né stavy, kde podporuje chut’ a stabilitu barviv [15].

Ve vinafstvi byva vyuZivana tzv. jableCno-mlécna fermentace pro sniZeni obsahu kyseliny
jable¢né ve viné. Vytvorend kyselina mlécnd ma jemné&jsi chut a dodava vinu kulatéjsi
a pIn¢jsi chut’. Jable€no-mlécné kvaseni se vyuzivd zejména pii vyrobé Cervenych vin,
vmalé mife u vin bilych. Fermentace je zpusobena bakteriemi mlécného kvaSeni
napi. Oenococcus oeni (diive Leuconostoc oenos) [20]. Chemicky se jedna o dekarboxyla-

ci kyseliny jable¢né za vzniku kyseliny mlé¢né a oxidu uhlic¢itého [23].

1.5 Kyselina vinna

Je organickd kyselina se systematickym ndzvem OH
2,3-dihydroxybutandiovd  kyselina. Je dulezitym

HO

zastupcem hydroxydikarboxylovych kyselin. Poprvé OH
byla izolovdna kolem roku 800 perskym alchymistou
. O OH

Jabir ibn Hayyanem z vinanu draselného. Moderni pro-

ces vyroby vypracoval Carl Wilhelm Scheele roku 1769. Roku 1832 Jean Baptiste Biot
objevil chiralitu molekuly kyseliny vinné, v dalSich vyzkumech s krystaly kyseliny vinné

pokracoval Luis Pasteur, ktery zjistil jejich asymetricnost [24].
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1.5.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Cistd L-(+)-kyselina vinn4 je bezbarva ¢&i bild krystalickd ltka, ve vod& dobfe rozpustn4.
Disocia¢ni konstanty jsou pKa; = 2,96 a pKa, = 4,16. Hydrogendraselna stl kyseliny vinné
je Spatné rozpustnd a vylucuje se ve formé krystalli béhem kvaseni vina jako tzv. vinny
kamen. Rozpustnost vinného kamene z4visi na teploté, obsahu alkoholu, iontti K™ i obsahu
kyseliny vinné. Od kyseliny vinné je odvozena Seignettova sil neboli vinan
sodno-draselny, ktery je soucdsti Fehlingova ¢inidla slouzictho k dikazu redukujicich

sacharidu [7] [8] [25].

Molekula kyseliny vinné mé dva asymetrické uhlikové atomy, ale neexistuje ve Ctyfech
prostorovych izomerech, jak by se mohlo zdit s ohledem na dvé¢ aktivni centra. Zndmy

jsou tii izomery - dva enantiomery a mesoforma [26].

V ptirodé se vyskytuje prakticky vyhradné jako L-(+)-vinna kyselina, ojedin¢le také ve
formé D-(-). Meso-vinna kyselina se v pfirodé nevyskytuje a jedna se o opticky inaktivni
formu. Racemickd smés obou izomeri D a L, zndmd jako kyselina hroznova, byla

prokdzdna ve $tave z hroznt [9].

1.5.2 Vyskyt v prirodé a vyroba

Kyselina vinnd je v pfirozené form¢ soucasti mnoha druhli ovoce, obzvlasté v hroznovém
vin¢, nékterych drobnych bobulich (Cerveny rybiz, angrest, brusinky...) nebo v madlo
znamém tamarySku, né¢kdy oznacovaném jako kyselé nebo indické datle. Naopak kyselinu

vinnou nenajdeme v jablkach, bortivkach nebo ¢erném rybizu [11] [24].

Koncentrace kyseliny vinné ve vinnych hroznech se znacné lisi, zdvisi na odridé révy
a puad¢. Béhem doby kvétu se uklada velké mnozstvi kyseliny v kvétech a nésledné
v mladych bobulich. Béhem zrani hrozna zlstdva obsah kyseliny relativné stdly, protoZe
na rozdil od kyseliny jablecné neni kyselina vinnd metabolizovana respiraci v rostlinnych

materialech [16].

Primyslové se kyselina vinnd ziskdva extrakci z vinného kamene (hydrogenvinan
draselny). Racemickd smés DL-vinné kyseliny miiZe byt ziskdvdna chemickou syntézou

z anhydridu kyseliny maleinové [27].

Pomoci rtiznych biotechnologii je mozné ziskdvat kyselinu L(+)-vinnou, kde se vyuziva

konverze cis-epoxysukcindtu vdpenatého pomoci bakterii (napi. Acinetobacter
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tartarogenes, Agrobacterium aurem (28], Nocardica tartaricans [29] a mnoho dalSich).
Dals$i z moZnosti jak ziskdvat kyselinu D-(-)vinnou je opét pomoci mikroorganizmti, které
jsou schopné asimilovat pouze kyselinu v konfiguraci L(+) ze substratu obsahujiciho

DL-vinnou kyselinu. [30]

Tab.¢. 2: Obsah kyseliny vinné v riznych druzich ovoce a zeleniny [21]

Pramérny celkovy obsah Primérny obsah kyseliny

Druh ovoce, zeleniny organickych kyselin vinné

[2.100 g [2.100 g']

Angrest 2,90 - 0,90 0,41 -0,04

Brusinky 3,10 - 1,40 0,07 - 0,06

Hrozny 2,50-0,230 2,11-0,19
Mango - 0,08

Rybiz cerveny 3,68 - 1,20 0,08 — 0,04
Svestky 3,90 - 0,39 0,02
Celer bulvovy 0,29 - 0,10 0,02
Lilek (baklazan) 0,40 - 0,09 0,12
Paprika zeleninova 0,22 - 0,08 0,05
Pastindk 0,17 0,03
Petrzel 0,28 - 0,12 0,02

1.5.3 Vyuziti v potravinaiském priamyslu

V mezindrodnim seznamu piidatnych latek je oznacena kédem E 334 jako L(+) kyselina
vinna. Dle vyhlasky 4/2008 Sb. je jeji pouziti povoleno pro kakaovy prasek, cokoladu
a vyrobky z &okolddy v nejvy$§im povoleném mnozstvi 5000 mgkg'. Dile se smi
pouzivat pro vyrobu dzemi, rosolli, marmeldd a podobnych vyrobki z ovoce,
sterilovaného ovoce a zeleniny. Jeji pouZziti je také dovoleno u susenek a sucharii ur¢ené

kojenciim a malym détem v nevy3§im povoleném mnoZstvi 5000 mg.kg™ [22].
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V potravinafském pramyslu je pouzivdna predné jako acidulant, vykazuje také jisté
antioxidacni vlastnosti a synergeticky ptisobi s nékterymi jinymi antioxidanty. Je schopnd

vytvéret chemické komplexy s ionty kovii a mize byt pouzita jako sekvestrant.
Jako acidulant nejcastéji vystupuje v napojich, cukrovinkach, dzemech a ovocnych
pomazinkach a dzusech, upravuje pH pii vyrobé vina. Kyselina vinnd je piirodni

sloucenina poskytujici charakteristickou kyselou a ovocnou chut’ [31].

Obr. €. 2 - Kyselina vinnd ziskand pifimo z vinného mostu - nec¢iSténd a komercné

vyrabénd kyselina vinna
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2 CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je fyzikalné-chemickd separacni metoda, kde se molekuly analytu béhem
separace rozd€luji mezi staciondrni a mobilni fazi. Dé€leni je zaloZeno na rozdilné afinité
slozek smési k mobilni a staciondrni fazi. Vzorek se umisti na zacatek stacionarni faze
a pohybem mobilni faze je vzorek touto soustavou unésen. Slozky vzorku mohou byt ve
staciondrni fazi zachycovany ¢i unaSeny mobilni fazi. Tim se postupné jednotlivé slozky
od sebe separuji. Chromatografie je souCasné jak separacni, tak i analytickd metoda, ktera

poskytuje kvalitativni 1 kvantitativni analyzu [32] [33].
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Obr. €. 3 - Schéma separace na koloné

2.1 Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografickych metod je celd fada a je ucelné rozdélit je do skupin. Vzhledem
k zna¢né rtznorodosti ji muzeme rozd¢lit podle rtznych hledisek: podle skupenstvi
mobilni faze, podle uspofddani staciondrni faze, podle povahy d¢je, ktery prevlada pii

separaci, podle podminek, podle ucelu nebo pracovniho provedeni.
e podle skupenstvi mobilni faze
- kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography — LC),

- plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC).
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podle usporadani stacionarni faze

kolonova chromatografie - staciondrni faze je umisténa v trubici,
ploSné techniky:

o papirova chromatografie (Paper Chromatography — PC) — staciondrni faze je

soucdsti chromatografického papiru,

o tenkovrstvd chromatografie (Thin Layer Chromatography —TLC) stacionar-
ni faze je umisténa na pevném plochém podkladu (sklenénd deska,

hlinikova fdlie).

podle povahy déje prevladajiciho pri separaci

rozdé€lovaci chromatografie — o separaci rozhoduje rizné rozpustnost slozek vzorku

ve stacionarni a mobilni fazi,

adsorp¢ni chromatografie — o separaci rozhoduje odlisnd schopnost slozek poutat

se (adsorbovat) na povrch staciondrni faze,

iontoveé-vymeénnd chromatografie — o separaci rozhoduji riizné velké elektrostatické
pritazlivé sily mezi funkénimi skupinami stacionarni fdze (iontoméni¢) a ionty
ve vzorku,

gelovéa chromatografie — slozky se separuji podle velikosti na pérovité staciondrni

fazi (gelu), mensi molekuly vzorku se v pérech gelu zadrzuji déle (molekulové

sitovy efekt),

afinitni chromatografie — staciondrni faze je schopna vazat ze vzorku pravé urcité

sloZky, ke kterym ma tzce selektivni vztah (afinitu) [33].

podle podminek

izokratickd chromatografie — provddéna za konstantnich podminek (napt. sloZeni

mobilni faze, teplota...),

gradientova chromatografie — béhem separace se podminky méni [32].
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2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC

Vysokoucinnd nebo také vysokotlakd kapalinovd chromatografie (HPLC - High
Performance (Pressure) Liquid Chromatography) je typem kolonové chromatografie, ktera
je pouzivana asi od konce Sedesdtych let 20. stoleti. Nejprve se pouZzivala klasickd
kapalinova chromatografie pfedevsim pro rozdélovani smési latek. Zde byl proces déleni

velmi pomaly, priutok mobilni faze byl zajistén pouze gravitacni silou [34].

Vyrazného zrychleni procesu déleni bylo dosazeno pouzitim dostate¢né malych c¢astic
v néplni kolony, vysokotlakych bezpulznich cerpadel a odolnych aparatur. Zapojenim

univerzélnich nebo selektivnich detektori miize byt dosazeno vysoké piesnosti metody.

Na vyvoji HPLC se v letech 1970 — 1979 vyrazné podileli: Csaba Horvét, Istvan Halasz,
Joseph (Jack) Kirkland, Fred E. Reginer a mnoho dal$ich.

VSechny formy chromatografickych metod je moZzné popsat jako diferencovany migracni
proces, ve kterém jsou molekuly jednotlivych slozek vzorku selektivné zpomalovany

staciondrni fazi.
Spole¢nym ukazatelem je né¢kolik zakladnich rysi:

» existence fazového rozhrani mezi staciondrni fazi a eluentem, ktery unasi vzorek tak,

aby obtékal staciondrni fazi,

* pii obtékdni staciondrni faze mobilni fazi, dochazi k mnohondsobné interakci molekul

separované latky s obéma fazemi [35].

Jako hlavni separani procesy se u kapalinové chromatografie uplatiuji predevS§im
adsorpce, rozdélovani mezi dvé nemisitelné faze (s normalni nebo obracenou fazi), vyme-
na iontd, mechanické déleni molekul v pérech gelu nebo bioafinita. Podle usporddani
staciondrni faze rozliSujeme kolonovou a tenkovrstvou, pfipadné papirovou kapalinovou

chromatografii [33].

Stanoveni pomoci HPLC ma nékolik vyhod: vysokou rozliSovaci schopnost, rychlost
(pro rozdéleni vétSinou postaci méné nez 1 hodina), vysokou citlivost a moZnost
automatizace. Nevyhodou je predevSim vysokd cena pfistroje a mald kapacita, ktera
znemoZiiuje pouZiti metody pro purifikaci vét§tho mnoZstvi latek. ReSeni nabizi pouZiti

preparativnich HPLC kolon [36].
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2.2.1 Soucdasti aparatury HPLC

K 4c¢inné separaci je nutné pouzit dostatecné¢ malych zrnicek sorbentu, které kladou pfi
prichodu mobilni fize znacny odpor. Tento odpor je prekondn vnéj$im tlakem pomoci
Cerpadla [33]. Mobilni faze je ze zdsobniku Cerpdna pod tlakem a prochdzi davkovacim
kohoutem (smyc€kou), pomoci které je nastfiknut vzorek. Smé&s mobilni faze se vzorkem
je hndna pies separacni kolonu, kde dochdzi k rozdéleni slozek smési, za prispéni riznych
mechanismi. Obvykle jeden z mechanismi prevladd. Na vystupu z kolony je separovana
slozka vedena na ucinny detektor. Pomoci pfipojeného pocitate je vystupni odezva
detektoru zaznamendna ve formé chromatogramu. Stabilni, pfipadné ménici teplota pfi
separaci, je zajiSténa termostatem. V nékterych ptipadech je nutné zapojit také zatizeni pro

dearaci mobilni faze, pomérné bézné je zapojeni ochrannych predkolon do systému.

(—\1 CHROMATOGRAM

-

g

=

o
odezva detektoru
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Obr. €. 4 - Schéma kapalinového chromatografu HPLC [37]

e Cerpadlo (pumpa) — z funkéniho hlediska miZeme cerpadla rozd¢lit na pneumaticka,
pulzujici s membrdanou nebo bez membriny a pumpy s linedrnim posunem pistu. Kazdé
z téchto Cerpadel ma své vyhody a nevyhody. DileZité je zajistit dostatecné velky tlak
pro separaci, stabilitu a bezpulznost prutoku mobilni fize, piipadné umoznit

programové zmény ve sloZeni mobilni faze [35]. Dobré cerpadlo dosahuje pritoku
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v rozsahu mikrolitrit do desitek mililitri za minutu. Dilezité je, aby tlak nekolisal vice
nez o 1 % a obstalo pfti tlaku nad 35 MPa.
e davkovaci ventil — vétSinou je feSen jako Sesticestny (i sedmicestny) obtokovy

davkovaci kohout, kde ddvkovaci smycka mé objem 10 az 100 ul [38].

Obr. ¢. 5 — Davkovaci ventil

* kolona - jednd se v podstaté o trubku (pfipadné kapilaru), kterd je rovnomérné
naplnénd staciondrni fazi. Kolona je obalena pldStém (1) z inertniho materidlu, ktery
je odolny vici vysokym tlakiim a je dostatecné hladky. VéEtSinou se jednd o nerezovou
ocel, plast nebo sklo. Plast’ je uzavien porézni kovovou fritou (2), kterd zabranuje
uvolnovani staciondrni faze (3) a zarovenn umoziuje pratok mobilni fize. Konce kolony
jsou obaleny ochrannym pievlenym krouzkem (4) a kovovou hlavici (5), ve které

je vstup pro kapildru se Sroubem (6) [39].

. — - }l[

Obr. €. 6 - Schéma chromatografické kolony [39]
Kolony pro analytické vyuziti jsou pomérné kratké (vétSinou 5 - 25 cm). Vnitini pramér
kolon je 4,6 nebo 5 mm. Céstice staciondrni fize maji pramér 1,5 — 10 um.
Stacionarni faze pro kapalinovou chromatografii mohou byt anorganické, organické nebo

smiSené materidly.
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Podle pouziti mizeme staciondrni faze rozd¢lit na:

o adsorbenty — pro adsorp¢ni kapalinovou chromatografii (Liquid Solid

Chromatography - LSC),

nosice —  pro rozd€lovaci  chromatografii  (Liquid  Liquid

Chromatography - LLC),

gely — pro gelovou permeacni chromatografii (Gel Permeation

Chromatography - GPC),

ionexy — pro ionexovou chromatografii (Ion Exchange Chromatography —

IEC) [35].

* detektor — zafizeni, které vhodnym snimacem sleduje jednu nebo nékolik vlastnosti

eludtu a prevadi jejich zmény na elektrické signély. Detektory pro HPLC by mély byt

selektivni pro analyzy a mdlo citlivé na mobilni fazi [35]. Detektorti pouZitelnych pro

HPLC je celd tada, napt. spektrofotometricky (UV/VIS), fluorescen¢ni (FLD),

elektrochemicky (ECD), refraktometricky (RI), infraerveny (IR), hmotnostni (MS)

atd.

Tab.¢. 3: Vlastnosti n¢kterych detektorti

Detektor Typ detektoru Odezva M¢étena Typicka Gradientova
veli¢ina citlivost eluce
RI nedestruktiv- | univerzdlni | index lomu ug ne
ni
UV-VIS nedestruktiv- selektivni absorbance ng ano
ni
IR nedestruktiv- selektivni absorbance ug ne
ni
ECD destruktivni selektivni elektricky pg ne
proud
FLD nedestruktiv- selektivni intenzita pg ano
ni fluorescence
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2.2.2 Kapalinova chromatografie na reverznich fazich (RP-HPLC)

Je typem kapalinové chromatografie, kde k separaci dochdzi na nepoldrni staciondrni fazi
a mobilni faze je polarni. Oznaceni ,,reverzni faze* ma historicky podklad. V letech 1970
se vétSinou pouZzivaly jako ndplné€ kolon ¢4stice na bazi silikagelu nebo oxidu hlinitého,
které maji hydrofilni povrch a tim vyS$Si afinitu pro polarni Castice. Tyto faze ziskaly

oznaceni ,,normalni [40].

V rozdé€lovaci kapalinové chromatografii se analyty rozdéluji mezi dvé nemisitelné kapal-
né faze. Staciondrni faze je ve form¢ filmu zakotvena na pevném nosici. Reten¢ni ¢as ana-

lyth zavisi na tom, jak jsou rozpustné v kazdé z obou fazi rozdilné polarity [33].

tok polarni mobiini faze

nepolarni stredné polarni
slozky polarni slozky slozky

nepolarni stacionarni faze =

Obr. ¢. 7 - Schéma RP-HPLC

Staciondrni fize miZe byt zakotvend na nosiCi fyzikdln¢ nebo chemicky. Fyzikdlné
zakotvena staciondrni faze se postupné eluentem vymyva z kolony a proto se vice vyuZziva-
Ji chemicky vazané faze [35]. Chemicky vazana faze je odolné;si ke zménam teploty 1 slo-
Zeni mobilni faze. Nosi¢em je nejCastéji silikagel piipadné sklo ve formé& definovanych
kuli¢ek. Pory prostupuji bud’ cely objem kulicky nosic¢e nebo mohou byt jen povrchové
[33].

Potteba separaci pifi vySSim pH vedla postupné k vytvorfeni alternativnich kolon, kde
nosi¢em jsou oxidy kovi, napf. oxidu titaniCitého, hlinitého a nejCastéji zirkonicitého.
V nemodifikované podob¢ se mlze oxid zirkonicity vyuZivat pro HPLC s normdlni fazi.
Povrch oxidu zirkoni¢itého mizZe byt také upraven pro separace s reverzni fazi, a to pomo-
ci tenké vrstvy polybutadienu, polystyrenu nebo pyrolyticky vylouceného uhliku

s navazanym ligandem C18 [41] [42].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

Pro zakotveni fazi se vyuzivd nckolik typi chemickych reakci. Vazby vytvofené
esterifikaci (-Si-O-C) nejsou stabilni vic¢i hydrolyze a tyto ndpln€ maji omezené
pouziti — v mobilni fazi nesmi byt pfitomna voda. VUci hydrolyze jsou odolnéjsi vazby
typu (-Si-N-C) a zcela odolné proti hydrolyze jsou vazby typu (-Si-O-Si-C). Vznikaji
reakci (tzv. silanizace) silanolovych skupin s trialkylchlorsilany, dialkyldichlorsilany nebo

alkyltrichlorsilany.

- _/Rl N _/Rl
/SI_DH + Cl— 51\?112 T /SI_O_SI\\_RQ

R B

Obr. €. 8 - Reakce chemického zakotveni stacionarni faze [41]

Jako nepolarni zakotvend faze nejCastéji slouzi alkyly jako oktadecyl (C18) a oktyl (C8),
déle také fenyl nebo alkylfenyl [33] [41].

SloZeni mobilni fize ma vliv na: ucinnost kolony, kapacitni pomér (faktor), retencni
pomér, rozliSeni, dobu analyzy a citlivost. Hlavnimi rozpoustédly v RP-HPLC jsou voda,

metanol, tetrahydrofuran, acetonitril a pufry.

Volba mobilni faze a jeji pH zdvisi na pouZzité staciondrni fazi. V RP-HPLC zavisi retence
jednosytné kyseliny na pH a disocia¢ni konstanté K,. Pro latky iontové povahy mizeme
jejich chromatografické chovani ovlivnit volbou pH mobilni faze, kdy zménou pH dochazi
k potlaceni disociace slabych kyselin. Pro organické kyseliny dochdzi k potlaceni disociace
sniZzenim pH na hodnoty 2 aZz 5. Mobilni faze pro RP-HPLC jsou ¢asto vodné roztoky
pufri v kombinaci s organickymi slozkami (napt. metanol nebo acetonitril). Pufr byl mél
potlacit disociaci kyseliny a mit dostate¢nou pufracni kapacitu. Hodnota pH by se méla
v pfipad¢ staciondrnich fazi na bdzi silikagelu pohybovat v rozmezi 2 az 8. DullezZitym
kritériem je také rozpustnost pufru za piitomnosti organické slozky. Dobrou rozpustnost

poskytuje systém metanol a voda [43] [44].

2.2.3 Elektrochemicky detektor (ECD)

Elektrochemické detektory se pouzivaji kdetekci latek, které jsou schopné
elektrochemické reakce, probihajici na fazovém rozhrani elektrody a mobilni faze.

Nejcastéji je vyuzivdna elektrochemicka reakce redoxniho systému.
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Detekce dosahuji vysoké citlivosti (v pg, nékteré zdroje udédvaji az fg = 10°g)
a senzitivity [45]. MnoZstvi pro aplikaci elektrochemickych detekei neni prili§ velké. Lat-
ky na které se ECD aplikuji spadaji do oblasti 1éCiv, kontaminant i ptfirodnich produkti.
Byly také popsdny aplikace pii odhalovéni falSovéni potravin. Jednou z moznosti roz§ifeni

aplikaci ECD je vyuziti derivatizacnich reakci [46] [47].

Elektrochemické detektory méii urcitou elektrickou veli¢inu (elektrodovy potencidl, proud,
kapacita), kterd je vyvoldna prachodem latky pritokovou celou detektoru, ve které jsou
umistény elektrody. Na elektrodédch je vloZeno pracovni napéti, které je nutné pro priibéh
chemické reakce. Méfeny elektricky signdl je umérny latkovému mnozstvi detekované
slozky. U elektrolytickych metod se uplatiiuji tyto zdvisle prom&nné veli€iny: potencial

elektrody, proud, ¢as a koncentrace elektroaktivni latky.

V zdsadé¢ existuji dva typy elektrochemickych detektor: amperometricky
a coulometricky. Amperometrické detektory méfi proud vyvolany prichodem redukované
nebo oxidované latky. U¢innost amperometrické elektrody zévisi na ploSe a zne¢isténi
elektrody a na pritoku mobilni faze, protoZe se zde uplatiuji difuzni jevy.
U coulometrickych detektorti i¢innost nezavisi na prutoku.

Coulometrie
100

Uginnost %

50+

Amperometrie

0 1 2 3
Priitok, ml/min

Obr. &. 9 - U¢innost elektrochemické reakce v zavislosti

na prutoku mobilni faze [47]

Principem coulometrického detektoru (napt. ESA Coulochem III) je méfeni nédboje
potfebného pro oxidaci nebo redukci pti konstantnim napéti. Stanovovana latka v mobilni
fizi protékd mérnou celou detektoru. Uginnost elektrochemické reakce je moZné zvysit

pouzitim elektrod tzv. fritového typu (grafitové porézni pracovni elektrody), piipadné
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zapojenim né¢kolika elektrod v sérii. Velkou vyhodou coulometrie je, Ze ucinnost
elektrochemického déje se blizi 100 % a nezdvisi na rychlosti pritoku mobilni faze [35]

[47].

Obr. ¢. 10 - Schéma coulometrické detekce [45]

Mobilni faze musi byt vodivd, diky ¢emuZz jsou vyuzivany systémy s reverzni fazi. Pii

elektrochemické detekci jsou kladeny velké pozadavky na mobilni fazi:

* pozadavky na Cistotu pouzitych chemikélii (voda, pufry, nizky obsah kovi),
e odvzdusnéni (pro dosaZeni stabilni zdkladni linie),

* vhodny vybér pufrii (fosfatové, citratové, octanové),

* dostate¢nd iontovd sila mobilni fize pro dobry pienos elektroni (lze zvysit

napt. ptfidavkem chloristan) [48].

2.2.4 Moznosti detekce kyseliny jable¢né a vinné pomoci HPLC

Pro stanoveni kyseliny jablecné a vinné v potravinach lze v literature nalézt fadu moznosti.
Muze se jednat o metody elektrochemické, enzymatické, metody odmérné analyzy
a predevSiim metody chromatografické (pfes papirovou, tenkovrstevnou, plynovou

a HPLC).

Velkd cast metod je zaloZena na vysokoucinné kapalinové chromatografii, kde byla
popsdna tada principti s rliznymi mobilnimi fazemi, typy kolon s riznymi detekcemi.
Nekteré metodiky vyuzivaji také derivatizaCni reakce. Jako nejCastéjSi typ separace pro

rozd€leni organickych kyselin byl pouZit systém sreverznimi fazemi nebo
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iontové-vymeénnd chromatografie. Pro piehled je uvedena tab. ¢. 4 s moznostmi HPLC

detekce kyseliny jablecné a vinné.

Tab.¢. 4: MozZnosti stanoveni kyseliny jable¢né a vinné pomoci HPLC

Organicka SloZeni mobilni faze Typ detekce Typ kolony Zdroj
kyselina
H,0-Met-OH-H5PO, uv LiChrosorb RP - 18 [49]
(210 nm)
0,04 mM ftalat draselny UV nebo Nova-pak C18 [50]
(+ hydroxid litny) konduktometr
0,25 obj. % kyselina octo- Uuv Supelcosil C18 [51]
kyselina e (254 nm)
jablecna 0,1 mM HCIO,-etanol ECD RSpak KC - 811 [52]
(malic acid) + 2-metyl-1,4-naftochinon (iontova vymeéna)
0,02 M (NH,4),HPO, — uv ODS -2 (Spherisorb) [53]
Met-OH (210 nm)
0,0085 M H,SO, RI Ton — 300 (Interchim) [54]
0,05 M KH,PO, uv YMC-ODS-AQ (C18) | [13]
(s HsPOy) (210 nm)
Met-OH-H,SO4-H,0O DAD Shim-Pack VP-ODS [55]
(gradientova eluce) (C18)
0,01 N H,SO, uv Bio Rad Aminex [56]
(214 nm) HPX-87
(iontova vymeéna)
0,25 obj. % kyselina octo- Uuv Supelcosil C18 [51]
kyselina v (254 nm)
vinna 0,1 mM HCl1O4-etanol ECD RSpak KC - 811 [52]
(tartaric acid) + 2-metyl-1,4-naftochinon (iontovd vymeéna)
0,02 M (NH,), HPO,- uv ODS -2 (Spherisorb) [53]
Met-OH (210 nm)
0,04 mM ftalat draselny UV nebo Nova-pak C18 [50]
(+ hydroxid litny) konduktometr
0,0085 M H,SO, RI Ion — 300 (Interchim) [54]
0,05 M KH,PO, uv YMC-ODS-AQ (C18) | [13]
(s H3POy) (210 nm)
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

35

3 METODIKA PRACE

3.1 Pouzité chemikalie

acetonitril — v Cistoté pro HPLC (Lab-Scan, Polsko)

dihydrogen fosfore¢nan draselny (Penta, Chrudim)

hydroxid draselny a sodny pro tpravu pH (dodavatel Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
kyselina etylendiaminotetraoctovd — EDTA (Lach-ner, Neratovice)
kyselina fosforecna (dodavatel Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
kyselina jable¢nd — inaktivni (Lachema, N.P. Brno)

kyselina octova (dodavatel Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

kyselina sulfanilovéd (Lachema, N.P. Brno)

kyselina vinna (Lachema, N.P. Brno)

metanol — v €istoté pro HPLC (99,9% , Lab-Scan, Polsko)
monohydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Lachema, N.P. Brno)
trimetylamin (Merck, Némecko)

redestilovana voda

3.2 Pouzité pristroje a pomiicky
Aparatura HPLC — ECD: Coulochem IIT (ESA — 22 Alpha Road, Chelmsford, USA)
- detektor: analyticka cela typ 5010 A, guard cela typ 5020
- pumpa — model 582 (ESA — 22 Alpha Road, Chelmsford, USA)
- davkovaci ventil se smyckou o objemu smycky 20 ul
- kolony: Ascentis™ C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm; Supelco, USA)

Discovery C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm; Sigma Aldrich)

predkolona C8 (Labicom)

stolni pH metr (HANA instrument, pH 211 Microprocessor pH metr)
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analytické vahy (Adam — Alfa 210 LC, Kern)

predvazky (Kern, SRN)

davkovaci stiikacka (Hamilton, USA)

sttikackové mikrofiltry Nylon 0,45 um x 13 mm (Cronus, Labicom, Brno)

mikrofiltr pro filtraci mobilni fize Nylon 66 membrane 0,2 um x 47 mm (Supelco, USA)

bézné laboratorni sklo a pomucky

3.3 Priprava mobilnich fazi pro analyzu

Dle dostupné literatury byly pfipraveny cCtyfi rizné mobilni fiaze. SloZeni nékterych

mobilnich fazi bylo nutné upravit podle dostupnosti chemikalii.

3.3.1 Priprava mobilni faze 1

Pro ptipravu mobilni faze 1 byly smichdny redestilovand voda (rH,O), metanol (Met-OH)
a kyselina fosfore¢nd (H3PO4) o koncentraci 0,05 mol.dm™ v poméru 69 : 1 : 30. prrava
pH probéhla pomoci roztoku hydroxidu draselného na hodnotu 2,9. Mobilni faze byla
prefiltrovdna pomoci filtrani aparatury s pouZitim nylonového mikrofiltru o velikosti p6rt

0,2 um.

3.3.2 Priprava mobilni faze 2

Slozky mobilni faze 2 jsou stejné jako pro mobilni fazi 1, pouze v jiném poméru. Smés
redestilované vody, metanolu a kyseliny fosfore¢né (0,05 mol.dm™) byla pfipravena
v poméru 0,5 : 99 : 0,5. Hodnota pH byla upravena na 2,9 pomoci roztoku hydroxidu
draselného. Tato upravend smeés byla filtrovdna pfes nylonovy mikrofiltr s porozitou

0,2 um.

3.3.3 Priprava mobilni faze 3

Tato mobilni fiaze je primdrné¢ urCena pro stanoveni biogennich amini a kyselych
metabolitli, dle technickych pozndmek firmy ESA [57]. V désledku nedostupnosti
nckterych chemikdlii bylo nutné tuto mobilni fazi upravit. Pro naSe potfeby byla
pfipravena v objemu jednoho litru. Nejdiive bylo odvdZeno 10,35 g monohydratu

dihydrogen-fosfore¢nanu sodného, ktery byl rozpustén v polovi¢nim objemu redestilované
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vody. Do tohoto roztoku bylo ptfiddno 10,35 g kyseliny sulfanilové, 100 ul trimetylaminu
a 250 ul EDTA o koncentraci 100 mmol.dm™ (pfipravena rozpusténim 0,731 g EDTA
ve 25 ml redestilované vody, pro uplné rozpusténi EDTA je nutné ptidat KOH).
Nasledoval ptidavek 100 ml acetonitrilu v HPLC ¢istoté. Roztok byl doplnén z veétsi Casti
redestilovanou vodou, aby byla ponechdna rezerva pro upravu pH pomoci kyseliny
fosfore¢né. Po dosaZeni hodnoty pH 3 byl objem mobilni fize doplnén do jednoho litru.

Vysledna mobilni faze byla zfiltrovana pfes nylonovy filtr s péry 0,2 um.

3.3.4 Priprava mobilni faze 4

Tato mobilni fize je jednou zvariant fosfatovych pufrd. Jednd se o roztok
dihydrogen-fosfore¢nanu draselného o koncentraci 0,05 mol.dm™ v kombinaci s kyselinou
fosforecnou tak, aby pH vysledného roztoku odpovidalo hodnoté 3. Pro ptipravu 500 ml
mobilni faze bylo rozpusténo 3,4 g KH,PO4 v témét celém objemu redestilované vody.
Po rozpusténi bylo upraveno pH pomoci H3PO,4. Roztok byl kvantitativné pfeveden do
500 ml odmérné banky a doplnén po rysku. Takto upravend mobilni faze byla zfiltroviana

ptes nylonovy filtr s velikosti p6rt 0,2 pm.

3.3.5 Piiprava standardi (vzorki) pro analyzu

Jako standardy slouZily roztoky kyseliny jableCné a vinné v piisluSné mobilni fizi.
U nékterych mobilnich fazi byly standardy pfipraveny také rozpusténim v redestilované
vodg. Pro stanoveni byly vzorky pfipraveny ve dvou koncentracich 100 a 500 pg.ml”.
Vzorek byl zfiltrovin pomoci stiikackového nylonového mikrofiltru Cronus s pdry

o velikosti 0,45 um. Roztoky standardii byly pfipravovany vZdy cerstvé.

3.4 Experimentalni podminky

Béhem experimentu byla udrzovana stabilni teplota 30 °C na termostatu kolony a stabilni
prittok mobilni fize o rychlosti 0,9 ml.min"'. Doba jednotlivych analyz se pohybovala od
10 do 20 minut, podle predpoklddané odezvy detektoru. Tlak se ménil v zdvislosti na
sloZeni mobilni faze a délce kolony v rozmezi 80 — 130 barti, coz odpovidd 8 — 13 MPa.
Pro kazdy vzorek, mobilni fazi a kolonu byla provedena série testl s riznymi potencidly
na elektrodach, napéti na gaurd cele bylo voleno vZzdy minimdlné€ o 100 az 150 mV vyssi

neZ na analytickych celach.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Moiznosti detekce kyseliny jable¢né a vinné na koloné Ascentis™"

C18 s ECD detekci

Standardni roztoky kyselin jable¢né a vinné byly separovany na kolon& Ascentis™ C18
za pouziti 4 raznych mobilnich fazi. Béhem analyz byl postupné ménén potencidl na

elektrodéch a zaznamendvdana piipadna odezva pomoci ECD detektoru.

4.1.1 Kyselina jable¢na v mobilni fazi 1

Tab.C. 5: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny jablecné na koloné

Ascentis™ C18

Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru
El, E2 [mV]
500, 600 -
400, 500 -
Kyselina jable¢na
300, 400 -
v mobilni fazi
100, 200 -
rH,0 : Met-OH : H3PO, 100 pg.ml™
-100, 100 -
69:1:30
-200, -100 -
Kyselina jable¢na 500, 600 B
v mobilni fazi
500 pug.ml” 400, 500 -

Z uvedenych vysledkd vyplyvd, Ze se za danych podminek nezdafilo zaznamenat fddnou
odezvu detektoru pro stanoveni kyseliny jable¢né. B€hem stanoveni byla také nastfiknuta

mobilni faze pfi prisluSném napéti, coZz umoZznilo vyloucit ptipadnou odezvu mobilni faze.
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Obr. ¢&. 11 — Stanoveni kyseliny jable&né, koncentrace 100 pg.ml™, mobilni fize 1, kolona

Ascentis™ C18, prutok mobilni faze 0,9 ml.min'l, pii nastaveni detektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 mV

Na chromatogramu byl pozorovian pik v retencnim case 1,80 min, po srovnani

chromatografu s mobilni fazi a odezvou dile métené kyseliny vinné byla tato odezva

vyhodnocena jako negativni.

4.1.2 Kyselina jable¢na v mobilni fazi 2

Tab.C. 6: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny jablecné na koloné

Ascentis™ C18
Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru
El, E2 [mV]
Kyselina jable¢na 500, 600 +
v mobiln{ fazi 100, -100 -
rH>O : Met-OH : H;PO,
100 pg.ml™! -500, -600 -
0,5:99:0,5
Kyselina jable¢nd
100, -100 -

v mobilni fazi 500 ug.ml”
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Bé&hem méfeni byla pozorovdna slabd odezva kyseliny jable¢né v koncentraci 100 pg.ml™
za pouziti mobilni fize 2. Separace prob&hla na kolon& Ascentis'™ C18, detekce pii

nastaveném potencidlu E1 = 500 mV a E2 = 600 mV.
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Obr. & 12 - Stanoveni kyseliny jable&né, koncentrace 100 ug.ml”', mobilni fize 2, kolona
Ascentis™ C18, pritok mobilni faze 0,9 ml.min'l, pii nastaveni detektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 mV

Pti nastaveném potencidlu E1 = 500 mV a E2 = 600 mV byla zaznamendna velmi slaba
odezva kyseliny jable¢né v retencnim case 3,46 min. Pozorovand odezva vSak byla

prakticky na hranici Sumu detektoru a pro redlné vzorky by byla nepouZitelnd. Vyrazné;si

odezva byla zaznamendna na 1. kandlu pfi napéti 500 mV.

Nastaveni zdporného potencidlu -500 a -600 mV neumoznilo detekci kyseliny jablecné (viz

Obr. €. 13).
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Obr. ¢. 13 - Stanoveni kyseliny jable¢né, koncentrace 500 pg.ml‘l, mobilni fize 2, kolona
Ascentis™ C18, pratok mobilni faze 0,9 ml.rnin‘l, pii nastaveni detektoru E1 = - 500 mV,
E2 =- 600 mV

4.1.3 Kyselina jable¢na v mobilni fazi 4

Tab.¢. 7: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny jable¢né na koloné
Ascentis™" C18

Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru
El, E2 [mV]
500, 600 +
Kyselina jable¢nd
300, 100 -
v mobilnf fazi
100, -300 -
0,05 mol.dm™ KH,PO, 100 pg.ml™!
-400, -500 -
+ H3PO4 na pH 3
Kyselina jable¢nd
v mobilnf fazi 500, 600 +
500 ug.ml™”
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Béhem stanoveni byla pozorovana slabd pozitivni odezva pti napéti 500 a 600 mV, kde
retencni Cas kyseliny jableCné byl zaznamenan ve 2,30 minuté. Jako zcela nevhodny se

ukdazal zaporny potencidl (-400, -500 mV), kdy doslo k rozbihdni zdkladni line odezvy

detektoru.
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Obr. & 14 - Stanoveni kyseliny jable&né, koncentrace 500 ug.ml”', mobilni fize 4, kolona

Ascentis™ C18, pritok mobilni faze 0,9 ml.min'l, pii nastaveni detektoru E1 = 500 mV,

E2 = 600 mV
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Obr. ¢. 15 - Stanoveni kyseliny jable¢né, koncentrace 100 pg.ml'l, mobilni fize 4, kolona
Ascentis™ C18, priitok mobilni fize 0,9 ml.min™', pii nastaveni detektoru E1 = - 400 mV,

E2 =-500 mV
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4.14 Kyselina vinna v mobilni fazi 1

Tab.C. 8: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny vinné na koloné

Ascentis™C18

Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru

El, E2 [mV]
500, 600 -
Kyselina vinna 400, 500 -
v mobilni fazi 300, 400 -
rH,0 : Met-OH : H;PO, 100 pg.ml’! 100, 200 -
69:1:30 -100, 100 -

Kyselina vinna
v mobilni fazi 500, 600 -
500 ug.ml™”

Z uvedenych vysledkl je patrné, Ze kombinace téchto parametrii nebyla vhodnd pro
stanoveni kyseliny vinné. Na chromatogramu byla pozorovadna jen odezva mobilni faze,

viz obr. €. 16.
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Obr. &. 16 - Stanoveni kyseliny vinné, koncentrace 500 pg.ml”, mobilni fize 1, kolona

Ascentis™ C18, priitok mobilni fize 0,9 ml.min™, p¥i nastaveni detektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 mV

4.1.5 Kyselina vinna v mobilni fazi 2

Tab.¢. 9: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny vinné na koloné

Ascentis™ C18
Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru
El, E2 [mV]
500, 600 -
Kyselina vinna
v mobilni fazi -100, 100 -
rH,O : Met-OH : H3POq4 100 p g.ml'1
-200, -100 -
0,5:99:0,5
Kyselina vinna 100, -100 3
v mobilni fazi
500 pg.ml -500, -600 -

Pti pouziti této mobilni faze a danych parametri nebyla zaznamendna pozitivni odezva na

detektoru. Pro zkousku byla pouZita velmi vysokd koncentrace analytu (1500 pg.ml™)
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pii vloZeném potencidlu 500 a 600 mV. V tomto piipadé byla pozorovana jen velmi slaba

odezva v retennim case 4,22 min. Navic se nepodafilo prokazat, Ze se jednd o kyselinu

vinnou.
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Obr. & 17 - Stanoveni kyseliny vinné, koncentrace 1500 pg.ml”', mobilni fize 2, kolona

Ascentis™ C18, prutok mobilni faze 0,9 ml.min'l, pii nastaveni detektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 mV

4.1.6 Kyselina vinna v mobilni fazi 3

Tab.¢. 10: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny vinné na koloné

Ascentis M C18

Elektrodové

Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru

El, E2 [mV]

Kyselina vinna
MDTM v mobilni fazi 500, 600 -
100 pg.ml™

Diky nestabilni odezvé na detektoru nebyla tato mobilni faze testovdna za dalSich

podminek.
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Obr. ¢. 18 - Stanoveni kyseliny vinné, koncentrace 100 pg.ml”, mobilni fize 3, kolona

Ascentis™ C18, prutok mobilni faze 0,9 ml.min'l, pii nastaveni detektoru E1 = 500 mV,
E2 =600 mV

Za téchto podminek se projevila znacnd nestabilita mobilni faze a kolisdni zdkladni linie.

4.1.7 Kyselina vinna v mobilni fazi 4

Tab.¢. 11: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny vinné na koloné

Ascentis™ C18
Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napé&ti
detektoru
El, E2 [mV]
500, 600 _
Kyselina vinna
300, 100 _
v mobilni fazi
X 100, -300 _
0,05 mol.dm™ KH,PO, 100 pg.ml
-400, -500 _
+ H3PO4 na pH 3
Kyselina vinna 500, 600 ~
v mobilni fazi
500 pgml'l 300, 100 _
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Za uvedenych podminek se nepodatilo stanovit kyselinu vinnou, na chromatogramech byly

zaznamendny pouze odezvy mobilni féze.
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Obr. &. 19 - Stanoveni kyseliny vinné, koncentrace 100 pg.ml", mobilni fize 4, kolona

Ascentis™ C18, prutok mobilni faze 0,9 ml.min'l, pii nastaveni detektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 mV

Na tomto chromatogramu byla pozorovana pouze odezva mobilni faze v Case 1,79 minuty.
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4.2 Moznosti detekce kyseliny jable¢né a vinné na koloné Discovery C18

s ECD detekci

Standardni roztoky kyselin jable¢né a vinné byly separoviany na kolon¢ Discovery C18
za pouziti ¢tyf rtiznych mobilnich fazi. Béhem analyz byl postupné ménén potencidl
na elektrodach a zaznamendvana piipadnéd odezva na ECD detektoru.

4.2.1 Kyselina jable¢na v mobilni fazi 1

Tab.¢. 12: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny jable¢né na koloné

Discovery C18
Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru
El, E2 [mV]
500, 600 -
400, 500 -
Kyselina jable¢nd
300, 400 -
v mobilni fazi
100, 200 -
100 ug.ml™
rH,O : Met-OH : H3PO4 -100, 100 -
69:1:30 -200, -100 -
500, 600 -
Kyselina jable¢nd
400, 500 -
v mobiln{ f4zi
300, 400 -
500 ug.ml™”
-200, -100 -

Podle ziskanych vysledkli se nepodafilo jednoznac¢né urcit kyselinu jable¢nou. Pouzita
mobilni fize vedla k nestabilit¢ kyseliny jable¢né, kde ptipadné produkty degradace

eluovaly v ¢asovém intervalu 3,4 — 4,8 minuty.
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Obr. & 20 - Stanoveni kyseliny jable&né, koncentrace 100 ug.ml”, mobilni fize 1, kolona
Discovery C18, pratok mobilni faze 0,9 ml.min'l, pfi nastaveni detektoru E1 = 500 mV,
E2 =600 mV

Na kandlu E1 pfi napéti 500 mV jsou patrny produkty degradace kyseliny jablecné.
Na E2 kandlu pfi vloZeném potencidlu 600 mV byl pozorovan pik v retencnim Case
piiblizné¢ 7,7 minuty. Tato odezva byla vyhodnocena jako odezva mobilni faze, coz bylo

jasné patrné z chromatogramu odezvy mobilni faze na obrazku ¢.21.
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Obr. ¢. 21 - Odezva mobilni faze 1, kolona Discovery C18, pritok mobilni faze

0,9 ml.min'l, pii nastaveni detektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV
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4.2.2 Kyselina jable¢na v mobilni fazi 3

Tab.C. 13: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny jablecné na koloné

Discovery C18
Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru

El, E2 [mV]

Kyselina jable¢nd 500, 600 3
MDTM v mobilni f4zi

100 ug.ml™ 100,200 B

Tato mobilni faze méla silnou odezvu a nestabilitu. Dochazelo také ke zna¢né kolisavosti

a rozbihani zakladni line.
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Obr. ¢. 22 - Stanoveni kyseliny jable¢né, koncentrace 100 ug.ml‘l, mobilni fize 3, kolona

Discovery C18, pratok mobilni faze 0,9 ml.rnin‘l, pii nastaveni detektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 mV
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4.2.3 Kyselina jable¢na v mobilni fazi 4

Tab.C. 14: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny jablecné na koloné

Discovery C18
Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru
El, E2 [mV]
500, 600 +
Kyselina jable¢na 300, 100 -
v mobilni fazi 100, -300 -
0,05 mol.dm™® KH,PO, 100 pg.ml” -400, -500 -
+ H3PO4 na pH 3 '2007 -100 -
Kyselina jable¢na 500, 600 N
v mobilni fazi
500 “g.ml_l 100, ‘300 -

Pfi vloZzeném napéti 500, 600 mV byla pozorovana odezva kyseliny jable¢né v reten¢nim

case 4,15 — 4,22 minut (viz Obr. €. 23). Standard byl rozpustén v mobiln{ fazi.
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Obr. & 23 - Stanoveni kyseliny jable&né, koncentrace 100 ug.ml”, mobilni fize 4, kolona

Discovery C18, pratok mobilni faze 0,9 ml.min™, pfi nastaveni detektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 mV

Pti napéti 500 mV byla pozorovana odezva kyseliny jable¢né v Case 4,15 minut. Pik v Case
3,48 minuty piisludi odezv& mobilni fize. P¥ zvysené koncentraci vzorku 500 pg.ml”

se umérné zvétSila také plocha piku, které je pfimo timérnéd koncentraci analytu.
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4.2.4 Kyselina vinna v mobilni fazi 1

Tab.C. 15: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny vinné na koloné

Discovery C18
Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru
El, E2 [mV]

500, 600 -
400, 500 -

Kyselina vinna
300, 400 -

v mobilni fazi
100, 200 -

100 pg.ml™

-100, 100 -
rH,0O : Met-OH : H3PO4 -200, -100 -
69:1:30 500, 600 _
400, 500 -

Kyselina vinna
300, 400 -

v mobilni fazi
100, 200 -

500 ug.ml™

-100, 100 -
-200, -100 -

Kyselina vinné se nedafila za téchto zvolenych podminek stanovit. Analyt byl rozpustén
v mobilni fazi. Pro vyhodnoceni byla také pfi pfislusSném napéti nastiiknuta také mobilni

faze a redestilovana voda.
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Obr. & 24 - Stanoveni kyseliny vinné, koncentrace 100 pg.ml”, mobilni fize 1, kolona
Discovery C18, pratok mobilni faze 0,9 ml.min™, pfi nastaveni detektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 mV

Detekce kyseliny vinné se za téchto podminek nezdafila, pfi porovnani s chromatogramem
odezvy mobilni faze 1 (na kolon¢ Discovery C18) na obrdzku Cislo 21 je patrné, Ze pik
v reten¢nim ¢ase 7,76 minuty piislu$i mobilni fazi.

4.2.5 Kyselina vinna v mobilni fazi 3

Tab.C. 16: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny vinné na koloné

Discovery C18
Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru
El, E2 [mV]
Kyselina vinna 500, 600 3
MDTM v mobilni f4zi

Diky silné odezv¢ a nestabilité mobilni faze se ddle nepokracovalo ve zménéach napéti. Pri

napéti na elektrodach 100 a 200 mV byly sledovany piky v negativni oblasti.
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Obr. &. 25 - Stanoveni kyseliny vinné, koncentrace 100 pg.ml”, mobilni fize 3, kolona

Discovery C18, prutok mobilni faze 0,9 ml.min'l, pii nastaveni detektoru E1 = 100 mV,

E2 =200 mV

4.2.6 Kyselina vinna v mobilni fazi 4

Tab.C. 17: Podminky detekce a charakter odezvy pro stanoveni kyseliny vinné na koloné

Discovery C18
Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru
El, E2 [mV]
500, 600 -
Kyselina vinna
0,05 mol.dm™ KH,PO, 300, 100 -
v mobilni fazi
+ H3PO4 na pH 3 100, -300 -
100 ug.ml™
-400, -500 —
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Elektrodové
Odezva
Mobilni faze Standard a koncentrace napéti
detektoru
El, E2 [mV]
500, 600 -
Kyselina vinna
0,05 mol.dm™ KH,PO, 300, 100 —
v mobilni fazi
+ H3POy4 na pH 3 100, -300 -
500 ug.ml™”
-400, -500 -

Jak z uvedené tabulky vyplyva, detekce kyseliny vinné se za téchto podminek nezdatila.
Na ziskanych chromatogramech byla pozorovana jen odezva mobilni faze. Ani po odecteni
vlivu mobilni faze (pfipadné redestilované vody) nebylo mozZzné jednoznacné potvrdit

odezvu kyseliny vinné.

[mv]

— E1 = 500 mV¥

& R — E2 = 600 mV
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Obr. &. 26 - Stanoveni kyseliny vinné, koncentrace 500 pg.ml”, mobilni fize 4, kolona
Discovery C18, pratok mobilni faze 0,9 ml.min‘l, pfi nastaveni detektoru E1 = 500 mV,

E2 =600 mV
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4.3 Stanoveni kyseliny jable¢né a vinné na koloné Supelcosil LC8 s

UV-VIS detekci

Pro detekci kyseliny vinné a jablecné pomoci UV detektoru Ize v literatuie nalézt fadu
odkazli (viz tabulka ¢. kapitola 2.2.4). V naSich podminkach byla pouZita mobilni fize
oznacend Cislem 1, kterou pouzili Radin a kol. pro stanoveni kyseliny vinné pii vinové

délce A =210 nm.

Standardy o koncentracich 100 a 500 pg.ml™' byly ziskdny rozpu§ténim v piislu§né mobilni
fazi a také v redestilované vod¢. Takto pfipravené standardy byly postupné detekovéany pii
vinovych délkach 210, 215 a 230 nm. Jen doplikové byly piipraveny také roztoky kyselin

Stavelové a jantarové.

Separace probehla na koloné Supelcosil LC 8 (150 x 4,6 mm; 5 um). Béhem experimentu
byly dodrzovany nésledujici podminky: priitok mobilni fize 0,8 ml.min™, teplota 25 °C

a tlak 53 bar, coz odpovida tlaku 5,3 MPa.

Lepsich vysledkii bylo dosazeno pfi rozpusténi standardli ptimo v mobilni f4zi. Tento fakt
byl jasné¢ patrny u kyseliny vinné, kde standard rozpustén v redestilované vodé zhstaval
bez odezvy. Naopak, byla-li kyselina vinna rozpusténa v mobilni fazi, bylo dosaZzeno velmi
dobré odezvy pti vSech zvolenych vinovych délkach. Reten¢ni cas kyseliny vinné
se pohyboval okolo 2,58 — 2,67 minuty (viz ptiloha ¢. III). Zaroven byla ovéfena mozZna

absorbance samotné mobilni faze pro ovéteni, zda bude rusit absorbanci vzorku.

Odezva kyseliny jable¢né na UV detektoru méla charakter né€kolika pikd v rozmezi

2,8 — 4,5 minuty.

Jen na okraj byly pfipraveny standardy kyseliny Stavelové a jantarové, kde kyselina
Stavelovd méla velmi péknou odezvu pii vinovych délkich 210 a 215 nm

(viz ptiloha ¢. III).

4.4 Diskuze

Pro stanoveni organickych kyselin v riznych vzorcich byla popsdna fada metod. Mato L.
a kol. ve svém prehledu pojedndva o riznych metodach pro stanoveni organickych kyselin
v hroznové §tavé a vin€. Zde shrnuje fadu moZnosti pro detekce kyselin jablecné, vinné

i pro mnoho dalSich. Ve =zkratce zde popisuje pouziti spektrofotometrickych,
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enzymatickych, elektroforetickych a pfedevS§im chromatografickych metod. Zmifiuje se

zde o n¢kolika typech detekce, mobilnich fazich a separa¢nich mechanismech [58].

Dalsi moznosti detekce organickych kyselin popisuji Jun X. a kol.; Shui G. a kol. a Kerem
Z. kteti vyuzivaji HPLC s reverznimi fazemi a UV detekci. Jako vzorky zde slouZi vino,

ovocné dzusy a nealkoholické napoje [50] [55][59].

Pro stanoveni kyselin jablecné a vinné byly vybrany Ctyfi mobilni fdze a dvé kolony pro

RP-HPLC. Detekce byla provadéna na systému Coulochem IIT (Esa, USA).

Mobilni faze 1 byla pfipravena podle Radin L. a kol. ve slozeni rH,O : Met-OH : H3PO4
v poméru 69 : 1 : 30 a upravena na pH 2,9 pomoci toztoku KOH. Za uvedenych podminek
nebyla zaznamenana fddna odezva na detektoru pii pouZiti kolony Ascentis™ C18 ani pii

zapojeni kolony Discovery C18.

Mobilni faze 2 je modifikaci mobilni fidze cislo 1, kde se méni pomér sloZek
rH,0O : Met-OH : H3PO4 na 0,5 : 99 : 0,5. V tomto piipadé byla zaznamenédna jen slaba
odezva kyseliny jablecné pfi nastaveni detektoru E1 = 500 mV a E2 = 600 mV na koloné
Ascentis™ C18. Odezva byla velmi slabd, prakticky na hranici Sumu detektoru a pro
redlnych vzorek nevhodna. Pro kyselinu vinnou na této kolon¢ s mobilni fazi 2 nebyla
zaznamendna pozitivni odezva. Stejn¢ neucinnd byla za téchto podminek i druhd kolona

Discovery C18 pro obé zkouSené kyseliny.

Podle aplikacnich listli firmy Esa [57] byla pfipravena mobilni faize 3 (MDTM), ktera je
primarné urcend pro stanoveni biogennich aminii. Pfi piipravé této mobilni faze jsme byli
nuceni vyménit nékteré slozky mobilni faze, které v daném okamziku nebyly dostupné.
Moznd i diky tomu se tato mobilni faze jevila jako nevhodnd pro detekci organickych
kyselin, protoZe byla pozorovéna jeji silnd odezva, rozbihavost a kolisani zakladni linie.

Diky tomu byla zkouSena jen krétce pti dvou sadach potencidli.

Dal3i pouZitou mobilni fazi (4) byl fosfitovy pufr s koncentraci 0,05 mol.dm™ KH,PO,
doplnény o H3sPO4 na pH 3. Zde byla pozorovdna mensSi odezva kyseliny jable¢né pii
zapojeni kolony Ascentis'” CI18 i Discovery CI8 snastavenym potencidlem
500 a 600 mV. Kyselinu vinnou se nezdafilo prokdzat ani na jedné z kolon. Zde je nutné
podotknout, nutnost piidavku metanolu ¢i jiné organické sloZzky do této mobilni faze. Ten-

to pfidavek by mohl podpofit separaci na reverznich fazich a zaroven bude mobilni faze
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Setrn€j$i k C18 kolondm. Podle zdroje [60] by mohlo dojit k destrukci kolony pfi

dlouhodobém uZivani, protoZe C18 kolony maji zcela hydrofébni povrch staciondrni faze.

Mobilni fiaze 1 byla pivodné urend pro vysokoucéinnou kapalinovou chromatografii
s UV-VIS detekci. Tato moZnost byla potvrzena za pouZiti kolony Supelcosil LC8
a parametrd detektoru A; = 210 nm, A, = 215 nm a A3 = 230 nm. Velmi dobra odezva byla

pozorovéna pro kyselinu vinnou.

Systém HPLC m4 fadu soucésti, které je mozné ménit a upravit tak podminky pro detekci

zadaného analytu, napiiklad by se jesté mohlo zvysSit vloZzené napéti na elektrodéch.

Literatura nabizi fadu moznosti, které by mohly byt ddle uplatnény pro stanoveni kyseliny
jable€né a vinné s elektrochemickou detekci [44] [52]. Jednou z moZnosti je zvysit
vodivost roztoku (mobilni faze) ptidavkem soli (napt. chloristant). Tim se zlepsi moZnost
pfenosu elektronti béhem oxida¢né-redukénich reakei, které jsou podstatou

elektrochemické detekce.

Stanoveni organickych kyselin 1ze do jisté miry podpofit pomoci pH. Volba pH se ovSem
odviji také od pouzité kolony, kde pro Cl18-kolony je toto rozmezi nejcastéji mezi

hodnotami 2 — 8. Velmi nizké pH mobilni fize miZe poSkozovat kovové ¢asti aparatury.

Pro podpofeni separace na reverznich fazich je dtlezité udrZet kyselinu v nedisociovaném
stavu. Snyder a kol. uvadi, Ze je vhodné priblizit pH mobilni faze s disociacni konstantou
kyseliny. Uvazime-li, Ze pro kyselinu vinnou je pK,; = 2,96, mohlo by sniZeni pH mobilni

faze ptinést lepsi vysledky [34] [43].

Nekteré prameny uvadi také moznosti pro stanoveni organickych kyselin pomoci
derivatizace. Kotani A. a kol. uvddi moZnost pouZiti 2-metyl-1,4-naftochinonu (zndmy

také jako vitamin K3 neboli menandion) s elektrochemickou detekei [52].

Organické kyseliny je také mozné rozdélit na zdkladé iontové-vyménné nebo
iontové-parové chromatografie. Zde je vhodné disociaci kyselin naopak podpofit. Pro
separaci organickych kyselin se pouZzivaji slabé i silné ménice iontli, jako mobilni faze
miZe byt voda, zfedéné roztoky kyselin a nékterych pufrt [44].

vvvvv

s vhodné zvolenou vlnovou délkou.
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Také je mozné pouZzit jiné typy kolon, napt. Phenomenex Synergi Hydro — RP nebo

Phenomenex Rezex, pomoci kterych je mozné stanovit organické kyseliny vedle sacharidd.
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ZAVER
Cilem diplomové price bylo podat navrh ¢i doporuceni pro stanoveni kyseliny jablecné

a vinné pomoci HPLC s elektrochemickou detekci za dostupnych podminek.

Pro separaci byly pouZity kolony Ascentis™ C18 a Discovery C18 a ftyii rtizné mobilni
faze. Standardy byly rozpustény v mobilni fazi a po nastfiknuti injekéniho objemu 20 ul

byla sledovédna odezva na detektoru pii zvoleném napéti.

Pouze velmi slabd odezva, prakticky vSak na hranici Sumu detektoru, byla pozorovana
u kyseliny jable¢né v kombinaci s kolonou Ascentis™ C18 a mobilni fézi o sloZeni:
redestilovand voda (rH,O), metanol (Met-OH) a HsPO4 v poméru 0,5 : 99 : 0,5 a pfi
parametrech detektoru E1 = 500 mV a E2 = 600 mV. Slaba odezva byla také zaznamenana
v piipadé kyseliny jable¢né na kolon& Ascentis™ C18 s mobilni fizi 0,05 mol.dm™
KH,PO4 o pH 3. U této mobilni faze je nutné upravit obsah organické slozky (metanol

nebo acetonitril).

Kyselina jablecnd poskytla na kolon¢ Discovery C18 lehce pozitivni odezvu jen s mobilni

fazi 0,05 mol.dm™ KH,PO4 o pH 3 s pomoci H3POy,.

V piipadé€ kyseliny vinné se béhem stanoveni nepodafilo jednoznacné potvrdit pozitivni
odezvu detektoru. Kyselina vinna byla dobfe detekovatelna pti pouziti UV detektoru. Pro
tento systém byla pouZita mobilni fidze o sloZeni redestilovand voda (rH,O), metanol
(Met-OH) a H3PO4 v poméru 69 : 1 : 30 a vlnové délky A = 210, 215 a 230 nm pro

nastaveni detektoru.

Pro objasnéni jsou v praktické Céasti prace uvedeny chromatogramy s pozitivnimi, ale

1 n¢které s negativnimi vysledky.

Z uvedenych vysledkl vyplyvaji moznosti pro modifikaci zvolenych parametra. Pro dalsi
ptipadné experimenty by bylo vhodné vyzkouset vySsi potencidly na elektrodach, disledné
upravovat pH mobilni faze, ¢imzZ je podpofen nedisociovany stav molekuly nebo vyzkou-

Set ptidavek soli pro zvySeni vodivosti mobilni faze.

Podle dostupnosti by bylo také mozné pouzit kolony pro vyménu iontd s piisluSnymi

mobilnimi fazemi, ptipadné zvolit jiny typ detekce.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

I‘HQO
Met-OH

HPLC

HPLC-ECD

SH

E 296

E 334

LC

GC

PC

TLC

LSC

LLC

GPC

IEC

UV-VIS

FLC

ECD

RI

IR

MS

RP-HPLC

Redestilovand voda
Metanol
High Performance (Presure) Liquid Chromatography,
Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie

High Performance Liquid Chromatography with electrochemical detector,

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie s elektrochemickou detekci
Sohlet-Henkel, vyjadreni titra¢ni kyselosti

Thorner, vyjadreni titraéni kyselosti

DL-jable¢na kyselina

L(+) vinna kyselina

Liquid Chromatography, kapalinovd chromatografie

Gas Chromatography, plynova chromatografie

Paper Chromatography, papirova chromatografie

Thin Layer Chromatography, chromatografie na tenké vrstve
Liquid-Solid Chromatography, adsorpéni chromatografie
Liquid-Liquid Chromatography , rozdélovaci chromatografie

Gel permeation chromatography, gelova permeac¢ni chromatografie
Ion Exchange Chromatography, ionexova chromatografie
Spektrofotometricky detektor

Fluorescen¢ni detektor

Elektrochemicky detektor

Refraktometricky detektor

Infracerveny detektor

Hmotnostni spektrometr

Kapalinové chromatografie na reverznich fazich
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C18

C8

DAD

EDTA

MDTM

oktadecyl

oktyl

Diode-array Detector, detektor diodového pole
Etylendiamimotetraoctova kyselina

Mobilni faze pro stanoveni biogennich amint a kyselych metabolita
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PRILOHA PI: ZAKLADNI CHROMATOGRAFICKE POJMY

Cilem vysokoucinné kapalinové chromatografie je optimdlni rozdéleni nejméné dvou
sloZzek v prijatelném cCase tak, aby se vymyly do detektoru jako samostatné koncentra¢ni

z6ny s gaussovskym rozdélenim koncentrace slozek [35].

sloZzka A
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start
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detektoru

: inert

!
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| I linie
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Obr. ¢. 27 — Idedlni chromatogram; tg — retencni Cas, ty — mrtvy reten¢ni €as, t'r — reduko-

vany retencni ¢as, h — vySka piku, Y — Sitka piku v zdkladné, Y/2 — vySka piku v poloviné

vysky

* Retenéni ¢as (tg) — celkovy cas, ktery prisluSny analyt stravi v separacni koloné. Tato
doba se dé€li na cas, ktery molekula setrvd v mobilni fazi - mrtvy retencni Cas (tm)
a redukovany retencni Cas (t'r), ¢as odpovidajici pobytu ve staciondrni fazi. Retencni

Cas pak odpovidd retenéni rovnici : 1, =1,, +1,,

Pro inert, ktery se nepoutd ve staciondrni fazi a putuje stejnou rychlosti jako mobilni
faze, je retencni Cas totozny s mrtvym retencnim Casem. Vyndsobime-li retencni Cas

objemovym pratokem (Fp,) ziskdme retencni objem (Vg) [33].

* Mrtvy objem Kkolony - zdvisi na rozmérech kolony, zptsobu uloZeni néplné

a porovitosti naplné. Lze zapsat: V ,,=t, - F,

m

* Plocha piku - ohranic¢ena kiivkou a nulovou linif ur¢uje mnoZstvi, koncentraci analytu.

Pomoci plochy piky vyhodnocujeme kvantitativni informace.



RozliSeni (Rg) — rozliSovaci faktor, je nejlepSim kritériem pro posouzeni déleni dvou
latek. Dvojice latek 1 a 2 se definuje pomérem rozdilu jejich reten¢nich ¢ast a souctu

Tpo — I — AtR
05-(Y,+Y,) 4o

polovi¢nich Sifek pikl. Rg =

Utinnost chromatografické kolony — charakterizuje,jeji schopnost separovat slozky
smési Cim je kolona 4¢innéjsi, tim 1épe dokdZe od sebe slozky oddélit. Mirou téinnosti
chromatografické kolony je pocet teoretickych pater (n) a vySkovy ekvivalent
teoretického patra (H). Teoretické patro je pomyslnd ¢ast kolony, kde dochéazi
k ustanoveni rovnovahy mezi mobilni a staciondrni fazi. Délka této Casti se nazyva
vyskovy ekvivalent teoretického patra. Kolona je u¢inn¢jsi, ¢im vice je teoretickych

pater. Kazdé zvyseni jejich poctu ma za nasledek prodlouzeni analyzy.

Rozdélovaci koeficient (Kp) — plati pfedevSim pro dvé nemisitelné faze, kde jedna
je zakotvena ve form¢ filmu na pevném nosi€i. Pohybem mobilni faze dochdzi
k neustdlému porusovdani a novému ustalovdni rovnovdhy podle rozd€lovaciho
koeficientu. U latek s rozdilnou hodnotou Kp dochdzi takto k déleni na principu polarni

. y . . e c
a nepolarni interakce. Rozd&lovaci koeficient lze vyjadfit vztahem: K, =—, kde cs

m
a ¢y jsou rovnovazné koncentrace v piisluSnych fazich, Kp je za dané teploty

konstantni.

Kapacitni pomér (k) — je definovan jako mnoZstvi separované latky ve stacionarni
a mobilni fazi. Kapacitni pomér vyjadiuje kapacitu kolony. Vysoky kapacitni pomér
je nevyhodny, protoZe elu¢ni objemy jsou velké, doba analyzy dlouhd a zoény

eluovanych latek jsou rozmyté [33] [35].

Sum- 3um je kolisani odezvy detektoru, které pochazi z periodickych zmén systému.
Jednd se o kratkodobou zménu zdkladni linie, kterd mtze byt zpisobena zménou
elektrického signdlu, nestabilitou lampy detektoru, teplotnimi vykyvy ¢i jinymi fakto-
ry. Sum je faktor, ktery uréuje citlivost detektoru. Vyska prokazateln& detekovatelného
piku musi byt dvojndsobek Sumu zédkladni linie, ke kvalitativnimu urceni se bere vySka
trojndsobku Sumu zdkladni linie a ke kvantitativnimu urceni vySka desetindsobku

Sumu.



* Drift — pfedstavuje dlouhodobou nestabilitu zdkladni linie, 1ze popsat se jako primérny

sklon zakladni linie.

h > 2*Sum
|
I ___.-—-"'-
A A
— .-_-.—- I
.._—-"'-_‘ ol - - --""'-—-
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=..--F'""
-l""'--
- el
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Obr. &. 28 — Sum a drift zakladn{ linie

* Mez detekce — odpovidd koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky
odlisitelny od Sumu. Podle uzan¢nich podminek se obvykle za mez detekce povazuje

trojnasobek Sumu zdkladni linie.

* Mez stanovitelnosti — je takova koncentrace, pii které je ptresnost stanoveni takové,
ze dovoluje kvantitativni vyhodnoceni. Podle uzance se mez stanovitelnosti vyjadiuje

jako desetindsobek Sumu zdkladni linie.



PRILOHA P II: ZAKLADNI PRINCIPY DETEKTORU PRO HPLC

* Fotometrické detektory — patii k nejbéznéjsim detektorim a jsou zaloZeny na princi-
pu absorbce zateni v oblasti vinovych délek 190 — 800 nm. Konstrukéné miZeme rozli-
Sit detektory s fixni vlnou délkou (254 nm — rtutovd vybojka), s menitelnou, ale pte-
dem danou vlnovou délkou, detektory s programovatelnou vinou délkou v rozmezi
190 — 700 nm a detektory diodového pole (DAD, PDA). Detektory diodového pole
jsou v této skupiné nejdokonalejsi, snimaji celé spektrum v redlném Case bez preruseni
chromatografické separace. Spektralni rozliSeni je ddno po¢tem diod na poli, ktery se

pohybuje v rozmezi 512 — 1024 diod.
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Obr. €. 29 — Schéma DAD detektoru; 1 — zdroj zéfeni, 2 — Stérbina, 3 — ¢ocka, 4 — clona,
5 — mérné cela, 6 — holografickd miizka, 7 - fotodiody

Zatreni ze zdroje prochazi Stérbinou, ¢ockou a clonou ptes mérnou celu se vzorkem. Svétlo
se po dopadu na holografickou mfizku spektrdlné rozklad4 a na fotodiody dopada zarivy

tok o urcité vinové délce zeslabeny absorpci v cele detektoru [61].

* Refraktometricky detektor (RI) — méii rozdily mezi indexem lomu eludtu a Cisté
mobilni faze. Obsahuje-li eludt slozku, objevi se vychylka. Tento typ detektoru neni
prili§ citlivy, ale je velmi univerzdlni. Pfi jeho pouziti je nutné disledné dodrZovat

konstantni teplotu [33].
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Obr. ¢. 30 — Schéma refraktometrického detektoru; 1 - zdroj svétla, 2 — zrcadlo, 3 — mérna

cela, 4 — referentni cela, 5 — fotondsobic, 6 — zesilovac, 7 — zapisovac

*  Fluorescen¢ni detektor (FI) — jsou zaloZeny na principu fluorescence a méfeni
sekunddrntho (emisniho) zéfeni, které latka vydd po absorpci exitacniho zafeni.
Absorbci  elektromagnetického zafeni prechdzi molekuly ze singletového do
exitovaného elektronového stavu a pfi pfechodu zpét do zdkladniho stavu vyzaii ener-

gii ve formé fluorescence [62].
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Obr. €. 31 - Schéma fluorescencniho detektoru; 1 — svételny zdroj, 2 — monochromator,

3 — Cocka, 4 — mérna cela, 5 — fotondsobic, 6 — zesilovac, 7 - zapisovac

* Infracerveny detektor (IR, FTIR) — je univerzalni detektor, zpracovavaji se spektra
slozek v mobilni fazi. Pouziti IR detektori je omezené, vyuZiti nachdzi detektor na bazi

IR spektrometru s Fourierovou transformaci [33] [63].



Hmotnostni spektrometr (MS) - urCuje hmotnosti atoml, molekul nebo
molekulovych fragmentli po jejich pfevedeni na ionty. MS vypovidd o primdrni
struktufe analyzované latky. Hmotnostni spektrometry pracuji za hlubokého vakua.
Iontovy zdroj slouzi k pfevedeni analyzované latky do ionizovaného stavu.
V soucasnosti existuje celé tada iontovych zdroji (ionizace chemickd, ndrazem

elektroni, elektrickym polem...), které zna¢n¢ rozsitily mozZnosti vyuZiti MS [63] [64].
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Obr. €. 32 — Schéma hmotnostniho spektrometru



PRILOHA P III: CHROMATOGRAMY ZiSKANE PRI UV DETEKCI
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Obr. €. 33 — Kyselina vinnd (100 ug.ml‘l), A = 210 nm, Supelcosil LC 8, pratok mobiln{
faze 0,8 ml.min'l, teplota 25 °C



DAD C Sig=3 100 Raf=100 100 ORGS0

Fage 3 of 2

[l
— T

15
H
| I\
8 g |
|I'. .'f'll I|
| [
r I I II |
|
[ ' \
- [ 1 || \
[ \,
—/ Y e
]
a i 3 3 4 5 5 L - al

Obr. &. 34 - Kyselina jable¢na (100 pg.ml™), A = 210 nm, Supelcosil LC 8, pritok mobilni
faze 0,8 ml.min™', teplota 25 °C
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Obr. & 35 — Kyselina §tavelova (100 pg.ml™), & = 210 nm, Supelcosil LC 8, pritok mobil-
ni faze 0,8 ml.min‘l, teplota 25 °C
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Obr.¢. 36 — Kyselina jantarova (100 p g.ml’l), A =210 nm, Supelcosil LC 8, pritok mobilni
faze 0,8 ml.min'l, teplota 25 °C



PRILOHA P IV: TAMARYSEK (TAMARIND) INDICKY

TamarySek (Tamarind) indicky (Tamarindus indica) je sttedné vysoky strom (do 20 m),
puvodem z Indie a africkych tropickych oblasti, plodem je svétle hnédy lusk (az 20 cm) se
4 — 12 jadry, které jsou obklopené hnédocervenou kaSovitou hmotou. Chut je sladkokyse-

14, obsahuje také hodné vlakniny, Zeleza a vitaminu C.



