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ABSTRAKT 

Organické kyseliny je možné detekovat n�kolika r�znými metodami. Cílem práce bylo 

najít optimální podmínky pro stanovení kyseliny jable�né a vinné vysokoú�innou  

kapalinovou chromatografií s elektrochemickou detekcí. V systému byly postupn� použity 

dv� analytické kolony AscentisTM C18, Discovery C18 a �ty�i mobilní fáze. Separace  

probíhala v režimu obrácených fází. Slabých výsledk� bylo dosaženo p�i použití mobilní 

fáze redestilovaná voda (rH2O), metanol (Met-OH) a H3PO4 v pom�ru 0,5 : 99 : 0,5  

a 0,05 mol.dm-3 KH2PO4 o pH 3 (fosfátový pufr). Pro detekci bude nutné používat nap�tí 

na elektrodách vyšší než 500 mV. V práci byly navrženy r�zné možnosti pro zlepšení  

separace a detekce. 

 

Klí�ová slova:  organické kyseliny, kyselina jable�ná, kyselina vinná, HPLC-ECD, reverz-

ní fáze, 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 AscentisTM 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.   
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ÚVOD 

Organické kyseliny jsou významným faktorem pro údržnost a nutri�ní kvalitu celé �ady 

potravin a zárove	 jsou nositelem kyselé chuti. A�koliv bývá celkový obsah kyselin  

v potravinách relativn� nízký, až na výjimky kolem 1 až 3 hmot. %, jejich význam je  

široký. Pro potraviná�ský pr�mysl jsou d�ležitým kritériem aktivní a titra�ní kyselost.  

Aktivní kyselost, tedy hodnota pH, je rozhodujícím znakem pro konzervárenské  

technologie, titra�ní kyselost je hodnota odpovídající všem kysele reagujícím složkám 

v potravin�. I když se titra�ní kyselost vyjad�uje v p�epo�tu na konkrétní kyselinu,  

nepodává žádné bližší informace o zastoupení jednotlivých kyselin. 

Pro stanovení jednotlivých organických kyselin v potravinách je možné využívat celé �ady 

r�zných metod zahrnující metody enzymatické, elektrochemické, volumetrické  

a chromatografické. Práv� rychle se rozvíjející vysoko ú�inná kapalinová chromatografie 

(HPLC) p�ináší �adu metod a možností pro stanovení organických kyselin.  

Elektrochemické detektory dosahují zna�né citlivosti a senzitivity. Jsou založeny na  

principu oxida�n�-reduk�ních reakcí, spojených s p�enosem elektron�. 

Zjišt�ní zastoupení jednotlivých kyselin m�že vypovídat o kvalit� �i zralosti suroviny,  

p�ípadn� m�že být ukazatelem falšování potravin.   
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I.  TEORETICKÁ �ÁST 
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1 ORGANICKÉ KYSELINY 

Jsou to organické slou�eniny, které mají ve své molekule p�ítomnou karboxylovou skupinu 

(-COOH). Tato karboxylová skupina je kyselého charakteru a snadno odšt�puje vodíkový 

atom, �ímž vzniká karboxylátový anion. Odtržením hydroxylové skupiny –OH vznikají 

acyly, p�i odšt�pení COO- dochází k zániku karboxylové skupiny, k tzv. dekarboxylaci. 

Samotné karboxylové kyseliny m�žeme rozd�lit do n�kolika skupin. D�lit je m�žeme 

podle typu uhlíkatého �et�zce (alifatické, aromatické), podle hybridního stavu atom� uhlí-

ku (nasycené, nenasycené), podle po�tu skupin –COOH (mono-, di- až polykarboxylové) 

nebo podle druhu substituent� (aminokyseliny, halogenkyseliny...). 

Od karboxylových kyselin jsou odvozeny dva typy derivát�. P�i reakcích, kdy dochází 

k modifikaci karboxylové skupiny vznikají deriváty funk�ní, deriváty substitu�ní vznikají 

zám�nou n�kterého nebo i více atom� vodíku v �et�zci, p�i�emž karboxylová skupina  

z�stává zachována. 

Organické kyseliny jsou v p�írod� zna�n� rozší�ené a setkáváme se s nimi jak 

v rostlinných, tak v živo�išných materiálech. Z rostlinných materiál� jsou to zejména listy, 

plody, semena apod. Kyseliny nacházíme v�tšinou ve volné form�, v materiálech živo�iš-

ného p�vodu pak v�tšinou vázané ve form� solí a ester�. 

Organické kyseliny a jejich deriváty se ú�astní �ady biochemických pochod� (energetický 

metabolizmus, regula�ní pochody...). Jsou významnou složkou �ady potravin a nápoj�, kde 

se významn� podílí na organoleptických a technologických vlastnostech [1] [2]. 

1.1 Vlastnosti organických kyselin 

V�tšina karboxylových kyselin jsou až na výjimky slabé �i velmi slabé kyseliny, které ve 

vodném roztoku disociují. Mohou vytvá�et vodíkové m�stky mezi karboxyly jednotlivých 

kyselin za vzniku dimer�. 

Vlastnosti samotných kyselin nebo jejich derivát� jsou založeny na délce jejich �et�zce, 

po�tu karboxylových skupin, povaze a množství substituent�. Funk�ní deriváty mohou mít 

výrazn� odlišné vlastnosti než jejich p�íslušné kyseliny, u substitu�ních derivát� bývají 

vlastnosti do jisté míry zachovány [2]. 
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1.1.1 Acidita 

Acidita neboli síla kyselin bývá vyjad�ována pomocí disocia�ní konstanty Ka. Kyselost  

u karboxylových kyselin vysv�tluje elektronová teorie karbonylové skupiny, která p�sobí 

na disociaci. Karboxylové kyseliny ve vodném roztoku disociují dle rovnice: 

 

Disocia�ní konstanty závisí na teplot� a druhu rozpoušt�dla. Obzvlášt� vysoké bývají  

disocia�ní konstanty kyselin ve vod�. Podle uvedené rovnice m�žeme disocia�ní konstantu 

vyjád�it jako: 

 

 

Hranaté závorky ve vzorci vyjad�ují molární koncentraci dané složky. Disocia�ní konstan-

ty monokarboxylových kyselin se obvykle pohybují v �ádech 10-4 až 10-5. Pro praktické  

využití se používá vyjád�ení p�es záporný dekadický logaritmus, jako hodnota pKa . 

 

Takto vyjád�ené hodnoty pKa se u monokarboxylových kyselin pohybují v rozmezí 4 – 5. 

�ím je hodnota pKa nižší, tím je kyselina siln�jší.  

P�ítomnost elektronegativní skupiny zvyšuje aciditu karboxylových kyselin. Z tohoto  

d�vodu jsou halogenkyseliny, hydroxykyseliny a ketokyseliny siln�jší než jejich  

nesubstituované karboxykyseliny [3]. 

1.1.2 Fyzikální vlastnosti 

• Teplota varu, tání – nižší alifatické monokarboxylové kyseliny jsou kapalné, vyšší 

obvykle tuhé látky. Polykarboxylové alifatické kyseliny jsou pevné látky, podobn� ja-

ko aromatické kyseliny mono- i polykarboxylové. U monokarboxylových kyselin stou-

pá s rostoucí relativní molekulovou hmotností také teplota varu. 

• Optická aktivita – schopnost stá�et rovinu polarizovaného sv�tla vykazuje �ada  

hydroxykyselin, v�etn� kyselin jable�né a vinné. Optická aktivita je dána p�ítomností 

chirálního uhlíku. Pravoto�ivá forma se ozna�uje (+), levoto�ivá (-). Ozna�ení izomer� 

D nebo L závisí �ist� na prostorové konfiguraci molekuly. Tato konfigurace se  

ozna�uje podle atomu uhlíku s nejvyšším po�adovým �íslem (nejvzdálen�jším  

)(
3

)(
2

+− +−↔+− OHCOOROHCOOHR

][
][][ )(

3
)(

RCOOH
OHRCOO

Ka

+− ⋅=

aa KpK log−=
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od karbonylové skupiny). P�íslušnost k D �i L form� nemá žádný vztah ke sm�ru  

optické rotace. Jestliže je v roztoku stejné látkové množství izomer� D i L, hovo�íme  

o tzv. racemické sm�si. Tato sm�s nemá žádnou optickou aktivitu.  

  V p�írodních zdrojích je obvykle pouze jedna forma konfigurace, která je fyziologicky 

      významná [3] [4]. 

1.1.3 Reakce organických kyselin 

Organické kyseliny podléhají �ad� reakcí. Reakce mohou probíhat bu
 na karboxylové 

skupin� (št�pení vazby kyslík – vodík na hydroxylu, št�pení vazby na karbonylové skupi-

n�,  

odšt�pení celé karboxylové skupiny) nebo na uhlovodíkovém zbytku.   

• Vznik solí – karboxylové kyseliny mohou vytvá�et nejr�zn�jší soli, nej�ast�ji po reakci 

s hydroxidy nebo uhli�itany kov�. Soli jsou v�tšinou dob�e rozpustné ve vod� a siln� 

hydrolyzovány. Dikarboxylové kyseliny mohou tvo�it dv� �ady solí. 

• Reakce na karbonylové skupin� – jedná se o adi�n�-elimina�ní mechanismus, kdy 

dochází k adici nukleofilního �inidla na uhlík v karbonylu. Takto vzniká �ada  

funk�ních derivát� karboxylových kyselin. 

 

Obr. �. 1 - Reakce na karbonylové skupin� 

Na karboxylu m�že probíhat také redukce za pomocí tetrahydridohlinitanu sodného, kdy se 

karboxylová kyselina redukuje na primární alkoholy. Tyto reduk�ní reakce probíhají  

obtížn�. 

• Dekarboxylace – znamená rozklad kyseliny za vzniku CO2. Ne všechny karboxylové 

kyseliny podléhají dekarboxylaci snadno, n�které v�bec.  

• Reakce na uhlovodíkovém zbytku – m�žeme zde za�adit reakce alifatických kyselin  

s halogeny nebo v p�ípad� aromatických karboxylových kyselin se jedná o elektrofilní 

substituce [3]. 
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1.2 Organické kyseliny v potravinách  

V potravinách se m�že vyskytovat široké spektrum organických kyselin. Tyto kyseliny 

mohou být p�irozeného p�vodu, mohou vznikat �i být p�idávány v pr�b�hu zpracování 

potravin nebo jsou p�ítomny jako d�sledek kažení potravin. N�které organické kyseliny, 

�asto ve form� anion�, jsou významnou sou�ástí metabolických drah [5]. 

Organické kyseliny, b�žn� se vyskytující jako složka potravinových materiál�, mohou být 

slabé až st�edn� silné, �asto jedno- nebo vícesytné alifatické, z�ídka aromatické kyseliny. 

Mohou být zastoupeny ve form� volných kyselin, jejich solí nebo vázané s jinými  

slou�eninami (nap�. s alkoholy) [6]. 

I v nízkých koncentracích mají vliv na organoleptické a technologické vlastnosti výrobku, 

na hodnotu pH potraviny, �ímž ovliv	ují také pr�b�h chemických reakcí a údržnost  

potravin. Potraviny v�tšinou obsahují �adu látek, které reagují mírn� kysele i zásadit�. Dí-

ky tomu mohou mít potraviny jistou pufra�ní kapacitu.  

Jak aditivní látky mají organické kyseliny v potraviná�ském pr�myslu široké využití.  

Mohou být použity jako konzervanty, acidulanty a regulátory kyselosti, antioxidanty, látky 

pro zvýrazn�ní chuti, sekvestranty, stabilizátory barvy, látky modifikující texturu, látky 

potla�ující tvorbu zákal� [7]. 

Volba dané organické kyseliny jako aditiva se odvíjí od jejího kone�ného vlivu na  

technologické i organoleptické vlastnosti výrobku. Nap�. p�i výrob� nápoj� se pro úpravu 

chuti používá kyselina citronová pro nápoje citrusového typu, kyselina vinná je vhodná pro 

hroznové š�ávy a kyselina jable�ná v jable�ných š�ávách. P�i volb� p�idávaných kyselin  

je nutné p�ihlížet také na p�ítomnost vápenatých nebo ho�e�natých solí, které mohou být  

p�í�inou zákal�. Proto jsou �ast�ji kyseliny p�idávány ve form� jejich solí [5]. 

1.2.1 Acidulanty 

Acidulanty používané jako aditiva mohou být organické i anorganické kyseliny v�tšinou 

identické s t�mi, které se v potravinách p�irozen� vyskytují [7]. 

Jako nositelé kyselé chuti se mohou uplat	ovat tyto kyseliny: kyselina jable�ná, citronová, 

vinná, octová, mlé�ná, L-askorbová, isocitronová, š�avelová a n�které další. 

Kyselá chu� se p�ipisuje vodíkovému iontu a jako horní mez pro vnímání kyselé chuti  

se uvádí pH 6,3. Pro kyselou chu� je rozhodující celková koncentrace kyseliny, její  
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disocia�ní konstanta a pH. Nejv�tší okyselovací ú�inek z hlediska chuti vykazuje 

z organických kyselin kyselina citronová, následuje kyselina vinná a kyselina mlé�ná. 

V nápojovém pr�myslu se b�žn� používají také kyselina jable�ná a fosfore�ná. Kombinací 

t�chto kyselin je možné upravit tvrdost �i m�kkost chuti u jednotlivých druh� limonád [8]. 

�asto bývá kyselá chu� modifikována p�ítomností sacharid�, t�íslovin, etanolu nebo  

r�zných kationt� a jiných látek. Sacharidy chu�ové ú�inky kyselin zeslabují, t�ísloviny  

a etanol naopak zesilují [9]. 

1.2.2 Konzervanty 

Slabé organické kyseliny pat�í mezi nejb�žn�jší konzerva�ní látky. Molekuly t�chto kyse-

lin inhibují r�st bun�k bakterií, plísní i n�kterých kvasinek. Tyto konzerva�ní látky mají  

optimální inhibi�ní efekt p�i nízkých hodnotách pH potravin, které podporují  

nedisociovaný stav molekuly. Nedisociovaná molekula je voln� permeabilní p�es  

plazmatickou membránu a je schopna vstupu do bu	ky. Následn� p�i vyšším pH uvnit� 

bu	ky molekula disociuje, což má za následek uvoln�ní nabitých aniont� a proton�, které 

nemohou projít p�es plazmatickou membránu [10]. 

Pomineme-li organické kyseliny, které se používají p�edevším jako konzervanty  

(nap�. kyselina benzoová, sorbová...), m�žeme se�adit nejb�žn�jší organické kyseliny 

podle schopnosti potla�it b�žnou acidofilní mikroflóru následovn�: kyselina octová � 

kyselina mlé�ná � kyselina citronová� kyselina vinná a jable�ná. 

P�i konzervaci organickými kyselinami je možné využívat synergetického p�sobení �ady 

látek nap�. spolup�sobení kyseliny octové a mlé�né nebo p�ídavky NaCl. 

V�tšina bakterií, zejména sporulující hnilobné bakterie a klostridia, nesnáší pH nižší  

než 4,0 až 4,3. Teprve až velmi silné okyselení by zastavilo také rozvoj plísní, kvasinek 

nebo acidofilních bakterií. Organické kyseliny mohou být také využívány n�kterými  

mikroorganizmy nebo podléhat oxidaci. Z b�žných kyselin v ovoci se nejsnadn�ji oxiduje 

kyselina jable�ná, h��e citronová a nejh��e kyselina vinná [11]. 

1.3 Vyjad�ování kyselosti v potravinách  

Stanovení kyselosti potravin je základní jakostní znak potravin, kterým lze kontrolovat 

technologie výroby jednotlivých produkt�. Organické kyseliny se uplat	ují jako d�ležité 
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senzorické a dietetické složky potravin. Významné jsou také z technologického hlediska 

jako bakteriostatické látky. Zjišt�ní obsahu organických kyselin se využívá také ke kontro-

le správnosti skladování hotových výrobk� nebo surovin. Zvýšená kyselost upozor	uje  

na zhoršení podmínek p�i skladování, které umožnily rozklad sacharid� a vznik  

organických kyselin. V n�kterých druzích potravin je obsah kyselin d�ležitým kritériem 

jakosti a �asto je p�edepsán, nap�. obsah volných mastných kyselin v tuku, t�kavých kyse-

lin ve vínech, n�kterých konzervárenských produktech a podobn�. Zvýšení kyselosti m�že 

být také technologicky žádoucí a je využíváno v �ad� technologií (nap�. výroba kysaných 

mlé�ných výrobk�, fermentované zeleniny...) [6] [12]. 

Pro vyjad�ování kyselosti potravin se využívají dva zp�soby: titra�ní kyselost a aktivní  

kyselost (pH). Mezi t�mito jednotkami není žádný p�ímý vztah pro p�epo�et a musí být 

stanovovány experimentáln� [13]. 

1.3.1 Titra�ní kyselost 

Je dána spot�ebou alkalického odm�rného roztoku p�i neutralizaci všech titrovatelných 

kyselin ve vzorku na p�edepsaný indikátor. Bod ekvivalence je možné sledovat vizuáln� na 

vhodný indikátor nebo potenciometricky. Titra�ní kyselost se vyjad�uje u r�zných potravin 

odlišným zp�sobem. U nás a ve v�tšin� evropských zemí se pro mlé�né výrobky používá 

vyjád�ení v hodnotách podle Soxhlet-Henkela (SH), v n�kterých zemích podle Thörnera 

(T). U jiných potravin m�že být titra�ní kyselost vyjad�ována jako % nebo g p�evládající 

organické kyseliny v ur�itém množství vzorku.  

Hodnoty podle Soxhlet-Henkela udávají po�et ml odm�rného roztoku NaOH  

o koncentraci 0,25 mol.dm-3 pot�ebných pro neutralizaci 100 ml p�ípadn� 100 g vzorku 

(mléko, mlé�né výrobky) na indikátor fenolftalein, za podmínek metody.  

Hodnoty podle Thörnera (T) vyjad�ují spot�ebu odm�rného roztoku NaOH o koncentraci 

0,1 mol.dm-3 na neutralizaci 100 ml (100 g) mléka �i mlé�ných výrobk� na indikátor  

fenolftalein za podmínek metody.  

U ovocných polotovar� a výrobk� z ovoce a zeleniny se titra�ní kyselost vyjad�uje jako  

% nebo g organických kyselin na 100 ml vzorku, u vína jako g kyseliny vinné na  

1 l vzorku, u lihovin jako mg kyseliny octové na 100 ml vzorku. U ovoce a kompot� m�že 

být titra�ní kyselost vyjad�ována také jako hmot.% kyseliny citronové, u zeleniny  
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a výrobk� z nich jako  hmot.% kyseliny octové. Titra�ní kyselost bývá také ur�ována  

u tuk� a olej�, u piva, kvasného octa, medu i mlýnských výrobk� [6]. 

Podle Handbook of Food Analytical Chemistry (P�íru�ka analytické chemie potravin) jsou 

standardní kyseliny pro n�které potraviny následující:  

• kyselina jable�ná - jablka, meru	ky, banány, t�ešn�, broskve, hrušky, švestky,  

• kyselina vinná - hroznové víno,  

• kyselina citronová - standardní pro bor�vky, brusinky, grepy, citrony, limety,  

pomeran�e, ananasy, maliny, jahody a rajská jablka [13]. 

1.3.2 Aktivní kyselost 

U potraviná�ských surovin, polotovar� a výrobk� p�edstavuje hodnota pH velmi d�ležité 

kriterium pro posouzení údržnosti i pro senzorické posouzení. Hodnota pH se vypo�te jako 

záporn� vzatý dekadický logaritmus aktivity oxoniových kationt�. Ve vodných z�ed�ných 

roztocích je možné aktivitu nahradit koncentrací oxoniových kationt�. Obecn� platí  

rovnice: 

))((log 3
+−= OHapH  

Metody pro m��ení pH jsou založeny bu
 na elektrometrickém nebo kolorimetrickém  

(indika�ní papírky) principu. M��ení pH znamená v podstat� m��ení zm�n potenciálu mezi 

dv�ma elektrodami: m��ící (indika�ní) a srovnávací (referen�ní). Na rozhraní pevné  

a kapalné fáze se vyskytuje tzv. fázový potenciál, kde platí Nernstova rovnice, která udává 

vztah mezi potenciálem elektrody a koncentrací iont� ur�ujících potenciál. Potenciál se 

ur�uje vždy relativn� v��i jiné elektrod�. Pro m��ení pH využíváme pH-metr se sklen�nou, 

kalomelovou, chlorst�íbrnou nebo kombinovanou elektrodou [6] [12]. 

Velmi d�ležitým technologickým kritériem je pH suroviny �i potraviny. Potraviny  

s hodnotou pH pod 4 ozna�ujeme jako technologicky kyselé, s hodnotou pH mezi 4 – 6,5 

jako technologicky málo kyselé a potraviny s pH nad 6,5 technologicky nekyselé. 
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1.4 Kyselina jable�ná 

Pat�í do skupiny 
-hydroxy organických kyselin se  

systematickým názvem 2-hydroxybutandiová kyselina. 

Poprvé byla izolována z jable�ného moštu v roce 1785 

švédským chemikem n�meckého p�vodu Carlem 

Wilhelm Scheelem. Roku 1787 navrhl Antoine Lavoisier název acide malique, což je od-

vozeno z latinského výrazu pro jablko malum.  

1.4.1 Fyzikáln�-chemické vlastnosti 

Kyselina jable�ná je pevná krystalická látka ve vod� dob�e rozpustná. Disocia�ní konstanta 

pKa1 = 3,4 a pKa2 = 5,13. Je mén� hygroskopická než kyselina citronová, což zlepšuje 

skladovatelnost i dobu použitelnosti. Na rozdíl od kyseliny vinné jsou její vápenaté  

a ho�e�naté soli dob�e rozpustné, díky �emuž nenastávají problémy p�i použití tvrdší vody 

(zejména v pr�myslu výroby nápoj�) [14] [15]. 

Molekula kyseliny jable�né je opticky aktivní a m�že tvo�it dv� opticky aktivní formy.  

P�irozen� se vyskytuje pouze v L-form�. Ve form� malátu je sou�ástí biochemických  

reakcí, zejména citrátového cyklu [5]. 

1.4.2 Výskyt v p�írod� a výroba 

Jak triviální název napovídá, je blízce spojená s jablky a je v p�írod� široce rozší�ená.  

Je druhou majoritní kyselinou v citrusových plodech a hojn� se nachází také v bobulovém 

ovoci. P�i vnímání kyselé chuti je kyselina jable�ná lehce siln�jší (ost�ejší) než kyselina 

citronová, zárove	 ud�luje potravin� pln�jší ovocnou chu� [15]. 

Kyselina jable�ná spolu s kyselinou vinnou je jedna z hlavních kyselin ve vinných  

hroznech. Obsah kyseliny jable�né ve š�áv� z  hrozn� je maximální t�sn� p�ed zráním, kdy 

m�že dosahovat koncentrace až 20 g.dm-3. B�hem zrání obsah kyseliny jable�né klesá a p�i 

sklizni bývá obsah kolem 1 - 9 g.dm-3. Tyto ztráty zap�í�in�né respirací jsou výrazn�jší 

v teplém klimatu [16]. 

V p�írod� se vyskytující L-kyselina jable�ná m�že být p�ipravena izolací z p�írodních 

ovocných džus� nebo separací z racemických sm�sí produkovaných synteticky.  

Pr�myslov� je p�ipravována enzymaticky z kyseliny fumarové pomocí enzymu fumarázy. 
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Pro tento ú�el jsou využívány mikrobiální bu	ky, které produkují tento enzym [17]. Dle 

Velíška [2] se pr�myslov� vyrábí za pomocí bakterií Lactobacillus brevis nebo kvasinek 

rodu Candida. Pro produkci kyseliny jable�né byly také zkoumány další druhy  

mikroorganizm� nap�. Brevibacterium flavum, Corynebacterium ammoniagenses (d�íve  

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

Tab.�. 1: Obsah kyseliny jable�né v r�zných druzích ovoce a zeleniny [21] 

Druh ovoce, zeleniny 

Pr�m�rný celkový obsah  

organických kyselin 

[g.100 g-1] 

Pr�m�rný obsah kyseliny 

jable�né 

[g.100 g-1] 

Angrešt 2,90 – 0,90 2,08 – 0,40 

Bor�vky 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 

Je�abiny 3,80 – 0,60 3,10 – 1,60 

Meru	ky 2,60 – 0,20 1,30 – 0,31 

Šípky 3,80 – 0,95 3,34 – 3,14 

Švestky 3,90 – 0,39 2,90 – 0,29 

Višn� 2,46 – 0,80 1,46 – 1,43  

Cibule 0,39 – 0,10 0,23 – 0,09 

Celer bulvový 0,29 – 0,10 0,17 – 0,05  

Okurky 0,23 – 0,03 0,24 

Paprika zeleninová 0,22 – 0,08 0,06 – 0,02 

Raj�ata 1,22 – 0,15 0,28 – 0,02 
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1.4.3 Využití v potraviná�ském pr�myslu 

V mezinárodním seznamu p�ídatných látek, kde je ozna�ena kódem E 296 (DL-kyselina 

jable�ná), je využívána jako regulátor kyselosti a ochucující látka. Nejvyšší povolené 

množství �iní 3000 mg.l-1 pro ananasovou š�ávu. Dále se smí p�idávat p�i výrob� džem�, 

rosol� a podobných výrobk� z ovoce, p�i výrob� balených nezpracovaných loupaných 

brambor a sterilovaného ovoce a zeleniny jak v plechovkách, tak i ve sklenicích [22]. 

Kyselina jable�ná m�že být také použita k zamaskování nežádoucích p�íchutí n�kterých 

um�lých sladidel. V kombinaci s kyselinou citronovou mívá lepší chu�ové charakteristiky 

než p�i použití t�chto kyselin samostatn�. 

Kyselinu jable�nou m�žeme nalézt v �ad� produkt�, obzvlášt� v sycených i nesycených 

nápojích s ovocnou p�íchutí. Je preferovaným acidulantem u nízkokalorických nápoj�  

a jable�né š�ávy, kde podporuje chu� a stabilitu barviv [15]. 

Ve vina�ství bývá využívána tzv. jable�no-mlé�ná fermentace pro snížení obsahu kyseliny 

jable�né ve vín�. Vytvo�ená kyselina mlé�ná má jemn�jší chu� a dodává vínu kulat�jší  

a pln�jší chu�. Jable�no-mlé�né kvašení se využívá zejména p�i výrob� �ervených vín, 

v malé mí�e u vín bílých. Fermentace je zp�sobena bakteriemi mlé�ného kvašení  

nap�. Oenococcus oeni (d�íve Leuconostoc oenos) [20]. Chemicky se jedná o dekarboxyla-

ci kyseliny jable�né za vzniku kyseliny mlé�né a oxidu uhli�itého [23]. 

1.5 Kyselina vinná 

Je organická kyselina se systematickým názvem  

2,3-dihydroxybutandiová kyselina. Je d�ležitým  

zástupcem hydroxydikarboxylových kyselin. Poprvé 

byla izolována kolem roku 800 perským alchymistou 

Jabir ibn Hayyanem z vínanu draselného. Moderní pro-

ces výroby vypracoval Carl Wilhelm Scheele roku 1769. Roku 1832 Jean Baptiste Biot 

objevil chiralitu molekuly kyseliny vinné, v dalších výzkumech s krystaly kyseliny vinné 

pokra�oval Luis Pasteur, který zjistil jejich asymetri�nost [24]. 
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1.5.1 Fyzikáln�-chemické vlastnosti 

�istá L-(+)-kyselina vinná je bezbarvá �i bílá krystalická látka, ve vod� dob�e rozpustná. 

Disocia�ní konstanty jsou pKa1 = 2,96 a pKa2 = 4,16. Hydrogendraselná s�l kyseliny vinné 

je špatn� rozpustná a vylu�uje se ve form� krystal� b�hem kvašení vína jako tzv. vinný 

kámen. Rozpustnost vinného kamene závisí na teplot�, obsahu alkoholu, iont� K+ i obsahu 

kyseliny vinné. Od kyseliny vinné je odvozena Seignettova s�l neboli vínan  

sodno-draselný, který je sou�ástí Fehlingova �inidla sloužícího k d�kazu redukujících 

sacharid� [7] [8] [25]. 

Molekula kyseliny vinné má dva asymetrické uhlíkové atomy, ale neexistuje ve �ty�ech 

prostorových izomerech, jak by se mohlo zdát s ohledem na dv� aktivní centra. Známy 

jsou t�i izomery - dva enantiomery a mesoforma [26]. 

V p�írod� se vyskytuje prakticky výhradn� jako L-(+)-vinná kyselina, ojedin�le také ve 

form� D-(-). Meso-vinná kyselina se v p�írod� nevyskytuje a jedná se o opticky inaktivní 

formu. Racemická sm�s obou izomer� D a L, známá jako kyselina hroznová, byla  

prokázána ve š�áv� z hrozn� [9]. 

1.5.2 Výskyt v p�írod� a výroba 

Kyselina vinná je v p�irozené form� sou�ástí mnoha druh� ovoce, obzvlášt� v hroznovém 

vín�, n�kterých drobných bobulích (�ervený rybíz, angrešt, brusinky...) nebo v málo  

známém tamaryšku, n�kdy ozna�ovaném jako kyselé nebo indické datle. Naopak kyselinu 

vinnou nenajdeme v jablkách, bor�vkách nebo �erném rybízu [11] [24]. 

Koncentrace kyseliny vinné ve vinných hroznech se zna�né liší, závisí na odr�d� révy  

a p�d�. B�hem doby kv�tu se ukládá velké množství kyseliny v kv�tech a následn� 

v mladých bobulích. B�hem zrání hrozn� z�stává obsah kyseliny relativn� stálý, protože  

na rozdíl od kyseliny jable�né není kyselina vinná metabolizována respirací v rostlinných 

materiálech [16]. 

Pr�myslov� se kyselina vinná získává extrakcí z vinného kamene (hydrogenvínan  

draselný). Racemická sm�s DL-vinné kyseliny m�že být získávána chemickou syntézou 

z anhydridu kyseliny maleinové [27]. 

Pomocí r�zných biotechnologií je možné získávat kyselinu L(+)-vinnou, kde se využívá 

konverze cis-epoxysukcinátu vápenatého pomocí bakterií (nap�. Acinetobacter  
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tartarogenes, Agrobacterium aurem [28], Nocardica tartaricans [29] a mnoho dalších). 

Další z možností jak získávat kyselinu D-(-)vinnou je op�t pomocí mikroorganizm�, které 

jsou schopné asimilovat pouze kyselinu v konfiguraci L(+) ze substrátu obsahujícího  

DL-vinnou kyselinu. [30] 

Tab.�. 2: Obsah kyseliny vinné v r�zných druzích ovoce a zeleniny [21] 

Druh ovoce, zeleniny 

Pr�m�rný celkový obsah  

organických kyselin 

[g.100 g-1] 

Pr�m�rný obsah kyseliny  

vinné 

[g.100 g-1] 

Angrešt 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 

Rybíz �ervený 3,68 – 1,20 0,08 – 0,04 

Švestky 3,90 – 0,39 0,02 

Celer bulvový 0,29 – 0,10 0,02 

Lilek (baklažán) 0,40 – 0,09 0,12 

Paprika zeleninová 0,22 – 0,08 0,05 

Pastinák 0,17 0,03 

Petržel 0,28 – 0,12 0,02 

1.5.3 Využití v potraviná�ském pr�myslu 

V mezinárodním seznamu p�ídatných látek je ozna�ena kódem E 334 jako L(+) kyselina 

vinná. Dle vyhlášky 4/2008 Sb. je její použití povoleno pro kakaový prášek, �okoládu  

a výrobky z �okolády v nejvyšším povoleném množství 5000 mg.kg-1. Dále se smí  

používat pro výrobu džem�, rosol�, marmelád a podobných výrobk� z ovoce,  

sterilovaného ovoce a zeleniny. Její použití je také dovoleno u sušenek a suchar� ur�ené 

kojenc�m a malým d�tem v nevyšším povoleném množství 5000 mg.kg-1 [22].  
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V potraviná�ském pr�myslu je používána p�edn� jako acidulant, vykazuje také jisté  

antioxida�ní vlastnosti a synergeticky p�sobí s n�kterými jinými antioxidanty. Je schopná 

vytvá�et chemické komplexy s ionty kov� a m�že být použita jako sekvestrant.  

Jako acidulant nej�ast�ji vystupuje v nápojích, cukrovinkách, džemech a ovocných  

pomazánkách a džusech, upravuje pH p�i výrob� vína. Kyselina vinná je p�írodní  

slou�enina poskytující charakteristickou kyselou a ovocnou chu� [31]. 

 

 

 Obr. �. 2 - Kyselina vinná získaná p�ímo z vinného moštu - ne�išt�ná a komer�n�  

 vyráb�ná kyselina vinná 
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2 CHROMATOGRAFIE 

Chromatografie je fyzikáln�-chemická separa�ní metoda, kde se molekuly analytu b�hem 

separace rozd�lují mezi stacionární a mobilní fázi. D�lení je založeno na rozdílné afinit� 

složek sm�si k mobilní a stacionární fázi. Vzorek se umístí na za�átek stacionární fáze  

a pohybem mobilní fáze je vzorek touto soustavou unášen. Složky vzorku mohou být ve 

stacionární fázi zachycovány �i unášeny mobilní fází. Tím se postupn� jednotlivé složky 

od sebe separují. Chromatografie je sou�asn� jak separa�ní, tak i analytická metoda, která  

poskytuje kvalitativní i kvantitativní analýzu [32] [33]. 

 

  Obr. �. 3 - Schéma separace na kolon� 

2.1 Rozd�lení chromatografických metod 

Chromatografických metod je celá �ada a je ú�elné rozd�lit je do skupin. Vzhledem  

k zna�né r�znorodosti ji m�žeme rozd�lit podle r�zných hledisek: podle skupenství  

mobilní fáze, podle uspo�ádání stacionární fáze, podle povahy d�je, který p�evládá p�i  

separaci, podle podmínek, podle ú�elu nebo pracovního provedení. 

• podle skupenství mobilní fáze 

- kapalinová chromatografie (Liquid Chromatography – LC), 

- plynová chromatografie (Gas Chromatography – GC). 
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• podle uspo�ádání stacionární fáze  

- kolonová chromatografie - stacionární fáze je umíst�na v trubici, 

- plošné techniky:  

o papírová chromatografie (Paper Chromatography – PC) – stacionární fáze je  

sou�ástí chromatografického papíru, 

o tenkovrstvá chromatografie (Thin Layer Chromatography –TLC) stacionár-

ní fáze je umíst�na na pevném plochém podkladu (sklen�ná deska,  

hliníková fólie).  

• podle povahy d�je p�evládajícího p�i separaci 

- rozd�lovací chromatografie – o separaci rozhoduje r�zná rozpustnost složek vzorku  

ve stacionární a mobilní fázi, 

- adsorp�ní chromatografie – o separaci rozhoduje odlišná schopnost složek poutat  

se (adsorbovat) na povrch stacionární fáze, 

- iontov�-vým�nná chromatografie – o separaci rozhodují r�zn� velké elektrostatické  

p�itažlivé síly mezi funk�ními skupinami stacionární fáze (iontom�ni�) a ionty  

ve vzorku, 

- gelová chromatografie – složky se separují podle velikosti na pórovité stacionární  

fázi (gelu), menší molekuly vzorku se v pórech gelu zadržují déle (molekulov�  

sítový efekt), 

- afinitní chromatografie – stacionární fáze je schopna vázat ze vzorku práv� ur�ité  

 složky, ke kterým má úzce selektivní vztah (afinitu) [33]. 

• podle podmínek  

- izokratická chromatografie – provád�na za konstantních podmínek (nap�. složení  

mobilní fáze, teplota...), 

- gradientová chromatografie – b�hem separace se podmínky m�ní [32]. 
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2.2 Vysokoú�inná kapalinová chromatografie - HPLC 

Vysokoú�inná nebo také vysokotlaká kapalinová chromatografie (HPLC – High  

Performance (Pressure) Liquid Chromatography) je typem kolonové chromatografie, která 

je používána asi od konce šedesátých let 20. století. Nejprve se používala klasická  

kapalinová chromatografie p�edevším pro rozd�lování sm�sí látek. Zde byl proces d�lení 

velmi pomalý, pr�tok mobilní fáze byl zajišt�n pouze gravita�ní silou [34]. 

Výrazného zrychlení procesu d�lení bylo dosaženo použitím dostate�n� malých �ástic 

v náplni kolony, vysokotlakých bezpulzních �erpadel a odolných aparatur. Zapojením  

univerzálních nebo selektivních detektor� m�že být dosaženo vysoké p�esnosti metody. 

Na vývoji HPLC se v letech 1970 – 1979 výrazn� podíleli: Csaba Horvát, Istvan Halasz, 

Joseph (Jack) Kirkland, Fred E. Reginer a mnoho dalších.  

Všechny formy chromatografických metod je možné popsat jako diferencovaný migra�ní 

proces, ve kterém jsou molekuly jednotlivých složek vzorku selektivn� zpomalovány  

stacionární fází.  

Spole�ným ukazatelem je n�kolik základních rys�: 

• existence fázového rozhraní mezi stacionární fází a eluentem, který unáší vzorek tak, 

aby obtékal stacionární fázi, 

• p�i obtékání stacionární fáze mobilní fází, dochází k mnohonásobné interakci molekul 

separované látky s ob�ma fázemi [35]. 

Jako hlavní separa�ní procesy se u kapalinové chromatografie uplat	ují p�edevším  

adsorpce, rozd�lování mezi dv� nemísitelné fáze (s normální nebo obrácenou fází), vým�-

na iont�, mechanické d�lení molekul v pórech gelu nebo bioafinita. Podle uspo�ádání  

stacionární fáze rozlišujeme kolonovou a tenkovrstvou, p�ípadn� papírovou kapalinovou 

chromatografii [33]. 

Stanovení pomocí HPLC má n�kolik výhod: vysokou rozlišovací schopnost, rychlost  

(pro rozd�lení v�tšinou posta�í mén� než 1 hodina), vysokou citlivost a možnost  

automatizace. Nevýhodou je p�edevším vysoká cena p�ístroje a malá kapacita, která  

znemož	uje použití metody pro purifikaci v�tšího množství látek. �ešení nabízí použití 

preparativních HPLC kolon [36]. 
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2.2.1 Sou�ásti aparatury HPLC 

K ú�inné separaci je nutné použít dostate�n� malých zrní�ek sorbentu, které kladou p�i 

pr�chodu mobilní fáze zna�ný odpor. Tento odpor je p�ekonán vn�jším tlakem pomocí 

�erpadla [33]. Mobilní fáze je ze zásobníku �erpána pod tlakem a prochází dávkovacím 

kohoutem (smy�kou), pomocí které je nast�íknut vzorek. Sm�s mobilní fáze se vzorkem  

je hnána p�es separa�ní kolonu, kde dochází k rozd�lení složek sm�si, za p�isp�ní r�zných 

mechanism�. Obvykle jeden z mechanism� p�evládá. Na výstupu z kolony je separovaná 

složka vedena na ú�inný detektor. Pomocí p�ipojeného po�íta�e je výstupní odezva  

detektoru zaznamenána ve form� chromatogramu. Stabilní, p�ípadn� m�nící teplota p�i 

separaci, je zajišt�na termostatem. V n�kterých p�ípadech je nutné zapojit také za�ízení pro 

dearaci mobilní fáze, pom�rn� b�žné je zapojení ochranných p�edkolon do systému.  

 

 Obr. �. 4 - Schéma kapalinového chromatografu HPLC [37] 

• �erpadlo (pumpa) – z funk�ního hlediska m�žeme �erpadla rozd�lit na pneumatická, 

pulzující s membránou nebo bez membrány a pumpy s lineárním posunem pístu. Každé 

z t�chto �erpadel má své výhody a nevýhody. D�ležité je zajistit dostate�n� velký tlak 

pro separaci, stabilitu a bezpulznost pr�toku mobilní fáze, p�ípadn� umožnit  

programové zm�ny ve složení mobilní fáze [35]. Dobré �erpadlo dosahuje pr�toku 
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v rozsahu mikrolitr� do desítek mililitr� za minutu. D�ležité je, aby tlak nekolísal více 

než o 1 % a obstálo p�i tlaku nad 35 MPa. 

• dávkovací ventil – v�tšinou je �ešen jako šesticestný (i sedmicestný) obtokový  

dávkovací kohout, kde dávkovací smy�ka má objem 10 až 100 µl [38]. 

 

 Obr. �. 5 – Dávkovací ventil 

• kolona  - jedná se v podstat� o trubku (p�ípadn� kapiláru), která je rovnom�rn�  

napln�ná stacionární fází. Kolona je obalena plášt�m (1) z inertního materiálu, který  

je odolný v��i vysokým tlak�m a je dostate�n� hladký. V�tšinou se jedná o nerezovou 

ocel, plast nebo sklo. Pláš� je uzav�en porézní kovovou fritou (2), která zabra	uje 

uvol	ování stacionární fáze (3) a zárove	 umož	uje pr�tok mobilní fáze. Konce kolony 

jsou obaleny ochranným p�evle�ným kroužkem (4) a kovovou hlavicí (5), ve které  

je vstup pro kapiláru se šroubem (6) [39]. 

 

 Obr. �. 6 - Schéma chromatografické kolony [39] 

 Kolony pro analytické využití jsou pom�rn� krátké (v�tšinou 5 - 25 cm). Vnit�ní pr�m�r 

  kolon je 4,6 nebo 5 mm. �ástice stacionární fáze mají pr�m�r 1,5 – 10 µm.  

Stacionární fáze pro kapalinovou chromatografii mohou být anorganické, organické nebo 

smíšené materiály.  
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Podle použití m�žeme stacionární fáze rozd�lit na: 

o adsorbenty – pro adsorp�ní kapalinovou chromatografii (Liquid Solid 

Chromatography - LSC), 

o nosi�e – pro rozd�lovací chromatografii (Liquid Liquid  

Chromatography - LLC), 

o gely – pro gelovou permea�ní chromatografii (Gel Permeation  

Chromatography - GPC), 

o ionexy – pro ionexovou chromatografii (Ion Exchange Chromatography – 

IEC) [35]. 

• detektor – za�ízení, které vhodným sníma�em sleduje jednu nebo n�kolik vlastností 

eluátu a p�evádí jejich zm�ny na elektrické signály. Detektory pro HPLC by m�ly být 

selektivní pro analýzy a málo citlivé na mobilní fázi [35]. Detektor� použitelných pro 

HPLC je celá �ada, nap�. spektrofotometrický (UV/VIS), fluorescen�ní (FLD),  

elektrochemický (ECD), refraktometrický (RI), infra�ervený (IR), hmotnostní (MS) 

atd. 

Tab.�. 3: Vlastnosti n�kterých detektor� 

Detektor Typ detektoru Odezva M��ená  

veli�ina 

Typická  

citlivost 

Gradientová 

eluce 

RI nedestruktiv-

ní 

univerzální index lomu µg ne 

UV-VIS nedestruktiv-

ní 

selektivní absorbance ng ano 

IR nedestruktiv-

ní 

selektivní absorbance µg ne 

ECD destruktivní selektivní elektrický 

proud 

pg ne 

FLD nedestruktiv-

ní 

selektivní intenzita  

fluorescence 

pg ano 
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2.2.2 Kapalinová chromatografie na reverzních fázích (RP-HPLC)  

Je typem kapalinové chromatografie, kde k separaci dochází na nepolární stacionární fázi  

a mobilní fáze je polární. Ozna�ení „reverzní fáze“ má historický podklad. V letech 1970 

se v�tšinou používaly jako nápln� kolon �ástice na bázi silikagelu nebo oxidu hlinitého, 

které mají hydrofilní povrch a tím vyšší afinitu pro polární �ástice. Tyto fáze získaly  

ozna�ení „normální“ [40]. 

V rozd�lovací kapalinové chromatografii se analyty rozd�lují mezi dv� nemísitelné kapal-

né fáze. Stacionární fáze je ve form� filmu zakotvena na pevném nosi�i. Reten�ní �as ana-

lyt� závisí na tom, jak jsou rozpustné v každé z obou fází rozdílné polarity [33]. 

 

 

 Obr. �. 7 - Schéma RP-HPLC 

Stacionární fáze m�že být zakotvená na nosi�i fyzikáln� nebo chemicky. Fyzikáln�  

zakotvená stacionární fáze se postupn� eluentem vymývá z kolony a proto se více využíva-

jí chemicky vázané fáze [35]. Chemicky vázaná fáze je odoln�jší ke zm�nám teploty i slo-

žení mobilní fáze. Nosi�em je nej�ast�ji silikagel p�ípadn� sklo ve form� definovaných 

kuli�ek. Póry prostupují bu
 celý objem kuli�ky nosi�e nebo mohou být jen povrchové 

[33].  

Pot�eba separací p�i vyšším pH vedla postupn� k vytvo�ení alternativních kolon, kde  

nosi�em jsou oxidy  kov�, nap�. oxidu titani�itého, hlinitého a nej�ast�ji zirkoni�itého. 

V nemodifikované podob� se m�že oxid zirkoni�itý využívat pro HPLC s normální fází. 

Povrch oxidu zirkoni�itého m�že být také upraven pro separace s reverzní fází, a to pomo-

cí tenké vrstvy polybutadienu, polystyrenu nebo pyrolyticky vylou�eného uhlíku 

s navázaným ligandem C18 [41] [42]. 
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Pro zakotvení fází se využívá n�kolik typ� chemických reakcí. Vazby vytvo�ené  

esterifikací (-Si-O-C) nejsou stabilní v��i hydrolýze a tyto nápln� mají omezené  

použití – v mobilní fázi nesmí být p�ítomna voda. V��i hydrolýze jsou odoln�jší vazby 

typu (-Si-N-C) a zcela odolné proti hydrolýze jsou vazby typu (-Si-O-Si-C). Vznikají  

reakcí (tzv. silanizace) silanolových skupin s trialkylchlorsilany, dialkyldichlorsilany nebo 

alkyltrichlorsilany.  

 

   Obr. �. 8 - Reakce chemického zakotvení stacionární fáze [41] 

Jako nepolární zakotvená fáze nej�ast�ji slouží alkyly jako oktadecyl (C18) a oktyl (C8), 

dále také fenyl nebo alkylfenyl [33] [41]. 

Složení mobilní fáze má vliv na: ú�innost kolony, kapacitní pom�r (faktor), reten�ní  

pom�r, rozlišení, dobu analýzy a citlivost. Hlavními rozpoušt�dly v RP-HPLC jsou voda, 

metanol, tetrahydrofuran, acetonitril a pufry. 

Volba mobilní fáze a její pH závisí na použité stacionární fázi. V RP-HPLC závisí retence 

jednosytné kyseliny na pH a disocia�ní  konstant� Ka. Pro látky iontové povahy m�žeme 

jejich chromatografické chování ovlivnit volbou pH mobilní fáze, kdy zm�nou pH dochází 

k potla�ení disociace slabých kyselin. Pro organické kyseliny dochází k potla�ení disociace 

snížením pH na hodnoty 2 až 5. Mobilní fáze pro RP-HPLC jsou �asto vodné roztoky  

pufr� v kombinaci s organickými složkami (nap�. metanol nebo acetonitril). Pufr byl m�l 

potla�it disociaci kyseliny a mít dostate�nou pufra�ní kapacitu. Hodnota pH by se m�la 

v p�ípad� stacionárních fází na bázi silikagelu pohybovat v rozmezí 2 až 8. D�ležitým  

kritériem je také rozpustnost pufru za p�ítomnosti organické složky. Dobrou rozpustnost 

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

2.2.3 Elektrochemický detektor (ECD)  

Elektrochemické detektory se používají k detekci látek, které jsou schopné  

elektrochemické reakce, probíhající na fázovém rozhraní elektrody a mobilní fáze.  

Nej�ast�ji je využívána elektrochemická reakce redoxního systému.  
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Detekce dosahují vysoké citlivosti (v pg, n�které zdroje udávají až fg = 10-15g)  

a senzitivity [45]. Množství pro aplikaci elektrochemických detekcí není p�íliš velké. Lát-

ky na které se ECD aplikují spadají do oblasti lé�iv, kontaminant� i p�írodních produkt�. 

Byly také popsány aplikace p�i odhalování falšování potravin. Jednou z možností rozší�ení  

aplikací ECD je využití derivatiza�ních reakcí [46] [47]. 

Elektrochemické detektory m��í ur�itou elektrickou veli�inu (elektrodový potenciál, proud, 

kapacita), která je vyvolána pr�chodem látky pr�tokovou celou detektoru, ve které jsou 

umíst�ny elektrody. Na elektrodách je vloženo pracovní nap�tí, které je nutné pro pr�b�h 

chemické reakce. M��ený elektrický signál je úm�rný látkovému množství detekované 

složky. U elektrolytických metod se uplat	ují tyto závisle prom�nné veli�iny: potenciál 

elektrody, proud, �as a koncentrace elektroaktivní látky.  

V zásad� existují dva typy elektrochemických detektor�: amperometrický  

a coulometrický. Amperometrické detektory m��í proud vyvolaný pr�chodem redukované 

nebo oxidované látky. Ú�innost amperometrické elektrody závisí na ploše a zne�išt�ní 

elektrody a na pr�toku mobilní fáze, protože se zde uplat	ují difúzní jevy.  

U coulometrických detektor� ú�innost nezávisí na pr�toku.  

 

 Obr. �. 9 - Ú�innost elektrochemické reakce v závislosti  

     na pr�toku mobilní fáze [47] 

Principem coulometrického detektoru (nap�. ESA Coulochem III) je m��ení náboje  

pot�ebného pro oxidaci nebo redukci p�i konstantním nap�tí. Stanovovaná látka v mobilní 

fázi protéká m�rnou celou detektoru. Ú�innost elektrochemické reakce je možné zvýšit 

použitím elektrod tzv. fritového typu (grafitové porézní pracovní elektrody), p�ípadn�  
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zapojením n�kolika elektrod v sérii. Velkou výhodou coulometrie je, že ú�innost  

elektrochemického d�je se blíží 100 % a nezávisí na rychlosti pr�toku mobilní fáze [35] 

[47]. 

 

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

Mobilní fáze musí být vodivá, díky �emuž jsou využívány systémy s reverzní fází. P�i  

elektrochemické detekci jsou kladeny velké požadavky na mobilní fázi: 

• požadavky na �istotu použitých chemikálií (voda, pufry, nízký obsah kov�), 

• odvzdušn�ní (pro dosažení stabilní základní linie), 

• vhodný výb�r pufr� (fosfátové, citrátové, octanové), 

• dostate�ná iontová síla mobilní fáze pro dobrý p�enos elektron� (lze zvýšit  

nap�. p�ídavkem chloristan�) [48]. 

2.2.4 Možnosti detekce kyseliny jable�né a vinné pomocí HPLC  

Pro stanovení kyseliny jable�né a vinné v potravinách lze v literatu�e nalézt �adu možností. 

M�že se jednat o metody elektrochemické, enzymatické, metody odm�rné analýzy  

a p�edevším metody chromatografické (p�es papírovou, tenkovrstevnou, plynovou  

a HPLC).  

Velká �ást metod je založena na vysokoú�inné kapalinové chromatografii, kde byla  

popsána �ada princip� s r�znými mobilními fázemi, typy kolon s r�znými detekcemi.  

N�které metodiky využívají také derivatiza�ní reakce. Jako nej�ast�jší typ separace pro 

rozd�lení organických kyselin byl použit systém s reverzními fázemi nebo  
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iontov�-vým�nná chromatografie. Pro p�ehled je uvedena tab. �. 4 s možnostmi HPLC  

detekce kyseliny jable�né a vinné. 

Tab.�. 4: Možnosti stanovení kyseliny jable�né a vinné pomocí HPLC 

Organická  

kyselina 

Složení mobilní fáze Typ detekce Typ kolony Zdroj 

H2O-Met-OH-H3PO4 UV 

(210 nm) 

LiChrosorb RP - 18 [49] 

0,04 mM ftalát draselný 

(+ hydroxid litný) 

UV nebo  

konduktometr 

Nova-pak C18 [50] 

0,25 obj. % kyselina octo-
vá 

UV 

(254 nm) 

Supelcosil C18 [51] 

0,1 mM HClO4-etanol 

+ 2-metyl-1,4-naftochinon 

ECD RSpak KC – 811 

(iontová vým�na) 

[52] 

0,02 M (NH4)2HPO4 –  

Met-OH 

UV 

(210 nm) 

ODS – 2 (Spherisorb) [53] 

0,0085 M H2SO4 RI Ion – 300 (Interchim) [54] 

kyselina  
jable�ná  

(malic acid) 

0,05 M KH2PO4  

(s H3PO4) 

UV  

(210 nm) 

YMC-ODS-AQ (C18) [13] 

Met-OH-H2SO4-H2O 

(gradientová eluce) 

DAD Shim-Pack VP-ODS 
(C18) 

[55] 

0,01 N H2SO4 UV 

(214 nm) 

Bio Rad Aminex 
HPX-87 

(iontová vým�na) 

[56] 

0,25 obj. % kyselina octo-
vá 

UV 

(254 nm) 

Supelcosil C18 [51] 

0,1 mM HClO4-etanol 

+ 2-metyl-1,4-naftochinon 

ECD RSpak KC – 811 

(iontová vým�na) 

[52] 

0,02 M (NH4)2 HPO4- 
Met-OH  

UV 

(210 nm) 

ODS – 2 (Spherisorb) [53] 

0,04 mM ftalát draselný 

(+ hydroxid litný) 

UV nebo  

konduktometr 

Nova-pak C18 [50] 

0,0085 M H2SO4 RI Ion – 300 (Interchim) [54] 

kyselina  
vinná  

(tartaric acid) 

 

0,05 M KH2PO4  

(s H3PO4) 

UV  

(210 nm) 

YMC-ODS-AQ (C18) [13] 
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II. PRAKTICKÁ �ÁST 
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3 METODIKA PRÁCE 

3.1 Použité chemikálie 

acetonitril – v �istot� pro HPLC (Lab-Scan, Polsko) 

dihydrogen fosfore�nan draselný (Penta, Chrudim) 

hydroxid draselný a sodný pro úpravu pH (dodavatel Ing. Petr Lukeš, Uherský Brod) 

kyselina etylendiaminotetraoctová – EDTA (Lach-ner, Neratovice)  

kyselina fosfore�ná  (dodavatel Ing. Petr Lukeš, Uherský Brod) 

kyselina jable�ná – inaktivní (Lachema, N.P. Brno) 

kyselina octová (dodavatel Ing. Petr Lukeš, Uherský Brod) 

kyselina sulfanilová (Lachema, N.P. Brno) 

kyselina vinná (Lachema, N.P. Brno) 

metanol – v �istot� pro HPLC (99,9% , Lab-Scan, Polsko) 

monohydrát dihydrogenfosfore�nanu sodného (Lachema, N.P. Brno) 

trimetylamin (Merck, N�mecko) 

redestilovaná voda  

3.2 Použité p�ístroje a pom�cky 

Aparatura HPLC – ECD: Coulochem III (ESA – 22 Alpha Road, Chelmsford, USA)  

- detektor: analytická cela typ 5010 A, guard cela typ 5020 

- pumpa – model 582 (ESA – 22 Alpha Road, Chelmsford, USA) 

- dávkovací ventil se smy�kou o objemu smy�ky 20 µl 

- kolony: AscentisTM C18 (150 × 4,6 mm; 5 µm; Supelco, USA)  

  Discovery C18 (250 × 4,6 mm; 5 µm; Sigma Aldrich) 

- p�edkolona C8 (Labicom) 

stolní pH metr (HANA instrument, pH 211 Microprocessor pH metr) 
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analytické váhy (Adam – Alfa 210 LC, Kern) 

p�edvážky (Kern, SRN) 

dávkovací st�íka�ka (Hamilton, USA) 

st�íka�kové mikrofiltry Nylon 0,45 µm × 13 mm (Cronus, Labicom, Brno) 

mikrofiltr pro filtraci mobilní fáze Nylon 66 membrane 0,2 µm × 47 mm (Supelco, USA) 

b�žné laboratorní sklo a pom�cky 

3.3 P�íprava mobilních fází pro analýzu 

Dle dostupné literatury byly p�ipraveny �ty�i r�zné mobilní fáze. Složení n�kterých  

mobilních fází bylo nutné upravit podle dostupnosti chemikálií. 

3.3.1 P�íprava mobilní fáze 1 

Pro p�ípravu mobilní fáze 1 byly smíchány redestilovaná voda (rH2O), metanol (Met-OH)  

a kyselina fosfore�ná (H3PO4) o koncentraci 0,05 mol.dm-3 v pom�ru 69 : 1 : 30. Úprava  

pH prob�hla pomocí roztoku hydroxidu draselného na hodnotu 2,9. Mobilní fáze byla  

p�efiltrována pomocí filtra�ní aparatury s použitím nylonového mikrofiltru o velikosti pór�  

0,2 µm.  

3.3.2 P�íprava mobilní fáze 2 

Složky mobilní fáze 2 jsou stejné jako pro mobilní fázi 1, pouze v jiném pom�ru. Sm�s  

redestilované vody, metanolu a kyseliny fosfore�né (0,05 mol.dm-3) byla p�ipravena  

v pom�ru 0,5 : 99 : 0,5. Hodnota pH byla upravena na 2,9 pomocí roztoku hydroxidu  

draselného. Tato upravená sm�s byla filtrována p�es nylonový mikrofiltr s porozitou  

0,2 µm. 

3.3.3 P�íprava mobilní fáze 3 

Tato mobilní fáze je primárn� ur�ena pro stanovení biogenních amin� a kyselých  

metabolit�, dle technických poznámek firmy ESA [57]. V d�sledku nedostupnosti  

n�kterých chemikálií bylo nutné tuto mobilní fázi upravit. Pro naše pot�eby byla  

p�ipravena v objemu jednoho litru. Nejd�íve bylo odváženo 10,35 g monohydrátu  

dihydrogen-fosfore�nanu sodného, který byl rozpušt�n v polovi�ním objemu redestilované  
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vody. Do tohoto roztoku bylo p�idáno 10,35 g kyseliny sulfanilové, 100 µl trimetylaminu  

a 250 µl EDTA o koncentraci 100 mmol.dm-3 (p�ipravena rozpušt�ním 0,731 g EDTA  

ve 25 ml redestilované vody, pro úplné rozpušt�ní EDTA je nutné p�idat KOH).  

Následoval p�ídavek 100 ml acetonitrilu v HPLC �istot�. Roztok byl dopln�n z v�tší �ásti  

redestilovanou vodou, aby byla ponechána rezerva pro úpravu pH pomocí kyseliny  

fosfore�né. Po dosažení hodnoty pH 3 byl objem mobilní fáze dopln�n do jednoho litru.  

Výsledná mobilní fáze byla zfiltrována p�es nylonový filtr s póry 0,2 µm. 

3.3.4 P�íprava mobilní fáze 4 

Tato mobilní fáze je jednou z variant fosfátových pufr�. Jedná se o roztok  

dihydrogen-fosfore�nanu draselného o koncentraci 0,05 mol.dm-3 v kombinaci s kyselinou  

fosfore�nou tak, aby pH výsledného roztoku odpovídalo hodnot� 3. Pro p�ípravu 500 ml  

mobilní fáze bylo rozpušt�no 3,4 g KH2PO4 v tém�� celém objemu redestilované vody.  

Po rozpušt�ní bylo upraveno pH pomocí H3PO4. Roztok byl kvantitativn� p�eveden do  

500 ml odm�rné ba	ky a dopln�n po rysku. Takto upravená mobilní fáze byla zfiltrována  

p�es nylonový filtr s velikostí pór� 0,2 µm.  

3.3.5 P�íprava standard� (vzork�) pro analýzu 

Jako standardy sloužily roztoky kyseliny jable�né a vinné v p�íslušné mobilní fázi.  

U n�kterých mobilních fází byly standardy p�ipraveny také rozpušt�ním v redestilované  

vod�. Pro stanovení byly vzorky p�ipraveny ve dvou koncentracích 100 a 500 µg.ml-1.  

Vzorek byl zfiltrován pomocí st�íka�kového nylonového mikrofiltru Cronus s póry  

o velikosti 0,45 µm. Roztoky standard� byly p�ipravovány vždy �erstvé.  

3.4 Experimentální podmínky 

B�hem experimentu byla udržována stabilní teplota 30 °C na termostatu kolony a stabilní  

pr�tok mobilní fáze o rychlosti 0,9 ml.min-1. Doba jednotlivých analýz se pohybovala od  

10 do 20 minut, podle p�edpokládané odezvy detektoru. Tlak se m�nil v závislosti na  

složení mobilní fáze a délce kolony v rozmezí 80 – 130 bar�, což odpovídá 8 – 13 MPa.  

Pro každý vzorek, mobilní fázi a kolonu byla provedena série test� s r�znými potenciály  

na elektrodách, nap�tí na gaurd cele bylo voleno vždy minimáln� o 100 až 150 mV vyšší  

než na analytických celách. 



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 38 

 

4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 Možnosti detekce kyseliny jable�né a vinné na kolon� AscentisTM 

C18 s ECD detekcí  

Standardní roztoky kyselin jable�né a vinné byly separovány na kolon� AscentisTM C18  

za použití 4 r�zných mobilních fází. B�hem analýz byl postupn� m�n�n potenciál na  

elektrodách a zaznamenávána p�ípadná odezva pomocí ECD detektoru. 

4.1.1 Kyselina jable�ná v mobilní fázi 1 

Tab.�. 5: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny jable�né na kolon� 

AscentisTM C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 – 

400, 500 – 

300, 400 – 

100, 200 – 

-100, 100 – 

Kyselina jable�ná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 

-200, -100 – 

500, 600 – 

rH2O : Met-OH : H3PO4 

69 : 1 : 30 

Kyselina jable�ná 

v mobilní fázi 

500 µg.ml-1 400, 500 – 

  

Z uvedených výsledk� vyplývá, že se za daných podmínek nezda�ilo zaznamenat �ádnou 

odezvu detektoru pro stanovení kyseliny jable�né. B�hem stanovení byla také nast�íknuta 

mobilní fáze p�i p�íslušném nap�tí, což umožnilo vylou�it p�ípadnou odezvu mobilní fáze.  
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Obr. �. 11 – Stanovení kyseliny jable�né, koncentrace 100 µg.ml-1, mobilní fáze 1, kolona 

AscentisTM C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV,  

E2 = 600 mV 

Na chromatogramu byl pozorován pík v reten�ním �ase 1,80 min, po srovnání  

chromatografu s mobilní fází a odezvou dále m��ené kyseliny vinné byla tato odezva  

vyhodnocena jako negativní.  

4.1.2 Kyselina jable�ná v mobilní fázi 2  

Tab.�. 6: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny jable�né na kolon� 

AscentisTM C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 + 

100, -100 – 

Kyselina jable�ná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 -500, -600 – 
rH2O : Met-OH : H3PO4 

0,5 : 99 : 0,5 
Kyselina jable�ná 

v mobilní fázi 500 µg.ml-1 
100, -100 – 
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B�hem m��ení byla pozorována slabá odezva kyseliny jable�né v koncentraci 100 µg.ml-1 

za použití mobilní fáze 2. Separace prob�hla na kolon� AscentisTM C18, detekce p�i  

nastaveném potenciálu E1 = 500 mV a E2 = 600 mV. 

 

Obr. �. 12 - Stanovení kyseliny jable�né, koncentrace 100 µg.ml-1, mobilní fáze 2, kolona 

AscentisTM C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV,  

E2 = 600 mV 

P�i nastaveném potenciálu E1 = 500 mV a E2 = 600 mV byla zaznamenána velmi slabá 

odezva kyseliny jable�né v reten�ním �ase 3,46 min. Pozorovaná odezva však byla  

prakticky na hranici šumu detektoru a pro reálné vzorky by byla nepoužitelná. Výrazn�jší 

odezva byla zaznamenána na 1. kanálu p�i nap�tí 500 mV.  

Nastavení záporného potenciálu -500 a -600 mV neumožnilo detekci kyseliny jable�né (viz 

Obr. �. 13). 
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Obr. �. 13 - Stanovení kyseliny jable�né, koncentrace 500 µg.ml-1, mobilní fáze 2, kolona 

AscentisTM C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = - 500 mV, 

E2 = - 600 mV 

4.1.3 Kyselina jable�ná v mobilní fázi 4 

Tab.�. 7: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny jable�né na kolon� 

AscentisTM C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 + 

300, 100 – 

100, -300 – 

Kyselina jable�ná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 
-400, -500 – 

0,05 mol.dm-3  KH2PO4  

+ H3PO4 na pH 3 
Kyselina jable�ná 

v mobilní fázi 

500 µg.ml-1 

500, 600 + 
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B�hem stanovení byla pozorována slabá pozitivní odezva p�i nap�tí 500 a 600 mV, kde 

reten�ní �as kyseliny jable�né byl zaznamenán ve 2,30 minut�. Jako zcela nevhodný se 

ukázal záporný potenciál (-400, -500 mV), kdy došlo k rozbíhání základní line odezvy  

detektoru. 

 

Obr. �. 14 - Stanovení kyseliny jable�né, koncentrace 500 µg.ml-1, mobilní fáze 4, kolona 

AscentisTM C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV,  

E2 = 600 mV 

 

Obr. �. 15 - Stanovení kyseliny jable�né, koncentrace 100 µg.ml-1, mobilní fáze 4, kolona 

AscentisTM C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = - 400 mV, 

E2 = - 500 mV 
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4.1.4 Kyselina vinná v mobilní fázi 1 

Tab.�. 8: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny vinné na kolon� 

AscentisTM C18   

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 – 

400, 500 – 

300, 400 – 

100, 200 – 

Kyselina vinná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 

-100, 100 – 

rH2O : Met-OH : H3PO4 

69 : 1 : 30 

Kyselina vinná  

v mobilní fázi 

500 µg.ml-1 

500, 600 – 

 

Z uvedených výsledk� je patrné, že kombinace t�chto parametr� nebyla vhodná pro  

stanovení kyseliny vinné. Na chromatogramu byla pozorována jen odezva mobilní fáze, 

viz obr. �. 16. 
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Obr. �. 16 - Stanovení kyseliny vinné, koncentrace 500 µg.ml-1, mobilní fáze 1, kolona 

AscentisTM C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV, 

E2 = 600 mV 

4.1.5 Kyselina vinná v mobilní fázi 2 

Tab.�. 9: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny vinné na kolon� 

AscentisTM C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 – 

-100, 100 – 

Kyselina vinná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 
-200, -100 – 

100, -100 – 

rH2O : Met-OH : H3PO4 

0,5 : 99 : 0,5  

Kyselina vinná 

v mobilní fázi 

500 µg.ml-1 -500, -600 – 

P�i použití této mobilní fáze a daných parametr� nebyla zaznamenána pozitivní odezva na 

detektoru. Pro zkoušku byla použita velmi vysoká koncentrace analytu (1500 µg.ml-1)  
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p�i vloženém potenciálu 500 a 600 mV. V tomto p�ípad� byla pozorována jen velmi slabá 

odezva v reten�ním �ase 4,22 min. Navíc se nepoda�ilo prokázat, že se jedná o kyselinu 

vinnou.  

 

Obr. �. 17 - Stanovení kyseliny vinné, koncentrace 1500 µg.ml-1, mobilní fáze 2, kolona 

AscentisTM C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV,  

E2 = 600 mV 

4.1.6 Kyselina vinná v mobilní fázi 3 

Tab.�. 10: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny vinné na kolon� 

AscentisTM C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

MDTM 

Kyselina vinná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 

500, 600 – 

Díky nestabilní odezv� na detektoru nebyla tato mobilní fáze testována za dalších  

podmínek.  
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Obr. �. 18 - Stanovení kyseliny vinné, koncentrace 100 µg.ml-1, mobilní fáze 3, kolona 

AscentisTM C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV,  

E2 = 600 mV 

Za t�chto podmínek se projevila zna�ná nestabilita mobilní fáze a kolísání základní linie. 

4.1.7 Kyselina vinná v mobilní fázi 4 

Tab.�. 11: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny vinné na kolon� 

AscentisTM C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 – 

300, 100 – 

100, -300 – 

Kyselina vinná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 
-400, -500 – 

500, 600 – 

0,05  mol.dm-3 KH2PO4  

+ H3PO4 na pH 3 
Kyselina vinná 

v mobilní fázi 

500 µg.ml-1 300, 100 – 
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Za uvedených podmínek se nepoda�ilo stanovit kyselinu vinnou, na chromatogramech byly 

zaznamenány pouze odezvy mobilní fáze. 

 

Obr. �. 19 - Stanovení kyseliny vinné, koncentrace 100 µg.ml-1, mobilní fáze 4, kolona 

AscentisTM C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV,  

E2 = 600 mV 

Na tomto chromatogramu byla pozorována pouze odezva mobilní fáze v �ase 1,79 minuty.  
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4.2 Možnosti detekce kyseliny jable�né a vinné na kolon� Discovery C18 

s ECD detekcí 

Standardní roztoky kyselin jable�né a vinné byly separovány na kolon� Discovery C18  

za použití �ty� r�zných mobilních fází. B�hem analýz byl postupn� m�n�n potenciál  

na elektrodách a zaznamenávána p�ípadná odezva na ECD detektoru. 

4.2.1 Kyselina jable�ná v mobilní fázi 1 

Tab.�. 12: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny jable�né na kolon� 

Discovery C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 – 

400, 500 – 

300, 400 – 

100, 200 – 

-100, 100 – 

Kyselina jable�ná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 

-200, -100 – 

500, 600 – 

400, 500 – 

300, 400 – 

rH2O : Met-OH : H3PO4 

69 : 1 : 30 

Kyselina jable�ná 

v mobilní fázi 

500 µg.ml-1 
-200, -100 – 

 

Podle získaných výsledk� se nepoda�ilo jednozna�n� ur�it kyselinu jable�nou. Použitá  

mobilní fáze vedla k nestabilit� kyseliny jable�né, kde p�ípadné produkty degradace  

eluovaly v �asovém intervalu 3,4 – 4,8 minuty.  
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Obr. �. 20 - Stanovení kyseliny jable�né, koncentrace 100 µg.ml-1, mobilní fáze 1, kolona 

Discovery C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV,  

E2 = 600 mV 

Na kanálu E1 p�i nap�tí 500 mV jsou patrny produkty degradace kyseliny jable�né.  

Na E2 kanálu p�i vloženém potenciálu 600 mV byl pozorován pík v reten�ním �ase  

p�ibližn� 7,7 minuty. Tato odezva byla vyhodnocena jako odezva mobilní fáze, což bylo 

jasn� patrné z chromatogramu odezvy mobilní fáze na obrázku �.21.  

 

Obr. �. 21 - Odezva mobilní fáze 1, kolona Discovery C18, pr�tok mobilní fáze  

0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV 
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4.2.2 Kyselina jable�ná v mobilní fázi 3 

Tab.�. 13: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny jable�né na kolon� 

Discovery C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 – 

MDTM 

Kyselina jable�ná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 100, 200 – 

 

Tato mobilní fáze m�la silnou odezvu a nestabilitu. Docházelo také ke zna�né kolísavosti  

a rozbíhání základní line.  

 

Obr. �. 22 - Stanovení kyseliny jable�né, koncentrace 100 µg.ml-1, mobilní fáze 3, kolona 

Discovery C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV,  

E2 = 600 mV  



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 51 

 

4.2.3 Kyselina jable�ná v mobilní fázi 4 

Tab.�. 14: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny jable�né na kolon� 

Discovery C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 + 

300, 100 – 

100, -300 – 

-400, -500 – 

Kyselina jable�ná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 

-200, -100 – 

500, 600 + 

0,05  mol.dm-3 KH2PO4  

+ H3PO4 na pH 3 

Kyselina jable�ná 

v mobilní fázi 

500 µg.ml-1 100, -300 – 

 

P�i vloženém nap�tí 500, 600 mV byla pozorována odezva kyseliny jable�né v reten�ním 

�ase 4,15 – 4,22 minut (viz Obr. �. 23). Standard byl rozpušt�n v mobilní fázi. 
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Obr. �. 23 - Stanovení kyseliny jable�né, koncentrace 100 µg.ml-1, mobilní fáze 4, kolona  

Discovery C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV,  

E2 = 600 mV 

 

P�i nap�tí 500 mV byla pozorována odezva kyseliny jable�né v �ase 4,15 minut. Pík v �ase 

3,48 minuty p�ísluší odezv� mobilní fáze. P�i zvýšené koncentraci vzorku 500 µg.ml-1  

se úm�rn� zv�tšila také plocha píku, které je p�ímo úm�rná koncentraci analytu.  
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4.2.4 Kyselina vinná v mobilní fázi 1 

Tab.�. 15: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny vinné na kolon� 

Discovery C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 – 

400, 500 – 

300, 400 – 

100, 200 – 

-100, 100 – 

Kyselina vinná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 

-200, -100 – 

500, 600 – 

400, 500 – 

300, 400 – 

100, 200 – 

-100, 100 – 

rH2O : Met-OH : H3PO4 

69 : 1 : 30 

Kyselina vinná 

v mobilní fázi 

500 µg.ml-1 

-200, -100 – 

 

Kyselina vinná se neda�ila za t�chto zvolených podmínek stanovit. Analyt byl rozpušt�n 

v mobilní fázi. Pro vyhodnocení byla také p�i p�íslušném nap�tí nast�íknuta také mobilní 

fáze a redestilovaná voda.  
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Obr. �. 24 - Stanovení kyseliny vinné, koncentrace 100 µg.ml-1, mobilní fáze 1, kolona  

Discovery C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV,  

E2 = 600 mV 

Detekce kyseliny vinné se za t�chto podmínek nezda�ila, p�i porovnání s chromatogramem 

odezvy mobilní fáze 1 (na kolon� Discovery C18) na obrázku �íslo 21 je patrné, že pík 

v reten�ním �ase 7,76 minuty p�ísluší mobilní fázi.  

4.2.5 Kyselina vinná v mobilní fázi 3 

Tab.�. 16: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny vinné na kolon� 

Discovery C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 – 

MDTM 

Kyselina vinná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 100, 200 – 

 

Díky silné odezv� a nestabilit� mobilní fáze se dále nepokra�ovalo ve zm�nách nap�tí. P�i 

nap�tí na elektrodách 100 a 200 mV byly sledovány píky v negativní oblasti.  
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Obr. �. 25 - Stanovení kyseliny vinné, koncentrace 100 µg.ml-1, mobilní fáze 3, kolona  

Discovery C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 100 mV,  

E2 = 200 mV 

4.2.6 Kyselina vinná v mobilní fázi 4 

Tab.�. 17: Podmínky detekce a charakter odezvy pro stanovení kyseliny vinné na kolon� 

Discovery C18 

Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 – 

300, 100 – 

100, -300 – 

0,05  mol.dm-3 KH2PO4  

+ H3PO4 na pH 3 

Kyselina vinná 

v mobilní fázi 

100 µg.ml-1 
-400, -500 – 
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Mobilní fáze Standard a koncentrace 

Elektrodové 

nap�tí 

E1, E2 [mV] 

Odezva 

detektoru 

500, 600 – 

300, 100 – 

100, -300 – 

0,05  mol.dm-3 KH2PO4  

+ H3PO4 na pH 3 

Kyselina vinná 

v mobilní fázi 

500 µg.ml-1 
-400, -500 – 

 

Jak z uvedené tabulky vyplývá, detekce kyseliny vinné se za t�chto podmínek nezda�ila. 

Na získaných chromatogramech byla pozorována jen odezva mobilní fáze. Ani po ode�tení 

vlivu mobilní fáze (p�ípadn� redestilované vody) nebylo možné jednozna�n� potvrdit  

odezvu kyseliny vinné.  

 

Obr. �. 26 - Stanovení kyseliny vinné, koncentrace 500 µg.ml-1, mobilní fáze 4, kolona  

Discovery C18, pr�tok mobilní fáze 0,9 ml.min-1, p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV,  

E2 = 600 mV 
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4.3  Stanovení kyseliny jable�né a vinné na kolon� Supelcosil LC8 s  

UV-VIS detekcí  

Pro detekci kyseliny vinné a jable�né pomocí UV detektoru lze v literatu�e nalézt �adu  

odkaz� (viz tabulka �.  kapitola 2.2.4). V našich podmínkách byla použita mobilní fáze 

ozna�ená �íslem 1, kterou použili Radin a kol. pro stanovení kyseliny vinné p�i vlnové  

délce � = 210 nm.  

Standardy o koncentracích 100 a 500 µg.ml-1 byly získány rozpušt�ním v p�íslušné mobilní 

fázi a také v redestilované vod�. Takto p�ipravené standardy byly postupn� detekovány p�i 

vlnových délkách 210, 215 a 230 nm. Jen dopl	kov� byly p�ipraveny také roztoky kyselin 

š�avelové a jantarové. 

Separace prob�hla na kolon� Supelcosil LC 8 (150 × 4,6 mm; 5 µm). B�hem experimentu 

byly dodržovány následující podmínky: pr�tok mobilní fáze 0,8 ml.min-1, teplota 25 °C  

a tlak 53 bar, což odpovídá tlaku 5,3 MPa.  

Lepších výsledk� bylo dosaženo p�i rozpušt�ní standard� p�ímo v mobilní fázi. Tento fakt 

byl jasn� patrný u kyseliny vinné, kde standard rozpušt�n v redestilované vod� z�stával 

bez odezvy. Naopak, byla-li kyselina vinná rozpušt�ná v mobilní fázi, bylo dosaženo velmi 

dobré odezvy p�i všech zvolených vlnových délkách. Reten�ní �as kyseliny vinné  

se pohyboval okolo 2,58 – 2,67 minuty (viz p�íloha �. III). Zárove	 byla ov��ena možná 

absorbance samotné mobilní fáze pro ov��ení, zda bude rušit absorbanci vzorku.  

Odezva kyseliny jable�né na UV detektoru m�la charakter n�kolika pík� v rozmezí  

2,8 – 4,5 minuty.  

Jen na okraj byly p�ipraveny standardy kyseliny š�avelové a jantarové, kde kyselina  

š�avelová m�la velmi p�knou odezvu p�i vlnových délkách 210 a 215 nm  

(viz p�íloha �. III).  

4.4 Diskuze 

Pro stanovení organických kyselin v r�zných vzorcích byla popsána �ada metod. Mato I.  

a kol. ve svém p�ehledu pojednává o r�zných metodách pro stanovení organických kyselin 

v hroznové š�áv� a vín�. Zde shrnuje �adu možností pro detekce kyselin jable�né, vinné  

i pro mnoho dalších. Ve zkratce zde popisuje použití  spektrofotometrických,  
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enzymatických, elektroforetických a p�edevším chromatografických metod. Zmi	uje se 

zde o n�kolika typech detekce, mobilních fázích a separa�ních mechanismech [58]. 

Další možnosti detekce organických kyselin popisují Jun X. a kol.; Shui G. a kol. a Kerem 

Z. kte�í využívají HPLC s reverzními fázemi a UV detekcí. Jako vzorky zde slouží víno, 

ovocné džusy a nealkoholické nápoje [50] [55][59]. 

Pro stanovení kyselin jable�né a vinné byly vybrány �ty�i mobilní fáze a dv� kolony pro 

RP-HPLC. Detekce byla provád�na na systému Coulochem III (Esa, USA). 

Mobilní fáze 1 byla p�ipravena podle Radin L. a kol. ve složení rH2O : Met-OH : H3PO4 

v pom�ru 69 : 1 : 30 a upravena na pH 2,9 pomocí toztoku KOH. Za uvedených podmínek 

nebyla zaznamenána �ádná odezva na detektoru p�i použití kolony AscentisTM C18 ani p�i 

zapojení kolony Discovery C18.  

Mobilní fáze 2 je modifikací mobilní fáze �íslo 1, kde se m�ní pom�r složek  

rH2O : Met-OH : H3PO4 na 0,5 : 99 : 0,5. V tomto p�ípad� byla zaznamenána jen slabá 

odezva kyseliny jable�né p�i nastavení detektoru E1 = 500 mV a E2 = 600 mV na kolon� 

AscentisTM C18. Odezva byla velmi slabá, prakticky na hranici šumu detektoru a pro  

reálných vzorek nevhodná. Pro kyselinu vinnou na této kolon� s mobilní fází 2 nebyla  

zaznamenána pozitivní odezva. Stejn� neú�inná byla za t�chto podmínek i druhá kolona 

Discovery C18 pro ob� zkoušené kyseliny. 

Podle aplika�ních list� firmy Esa [57] byla p�ipravena mobilní fáze 3 (MDTM), která je 

primárn� ur�ená pro stanovení biogenních amin�. P�i p�íprav� této mobilní fáze jsme byli 

nuceni vym�nit n�které složky mobilní fáze, které v daném okamžiku nebyly dostupné. 

Možná i díky tomu se tato mobilní fáze jevila jako nevhodná pro detekci organických  

kyselin, protože byla pozorována její silná odezva, rozbíhavost a kolísání základní linie. 

Díky tomu byla zkoušena jen krátce p�i dvou sadách potenciál�. 

Další použitou mobilní fází (4) byl fosfátový pufr s koncentrací 0,05 mol.dm-3 KH2PO4  

dopln�ný o H3PO4 na pH 3. Zde byla pozorována menší odezva kyseliny jable�né p�i  

zapojení kolony AscentisTM C18 i Discovery C18 s nastaveným potenciálem  

500 a 600 mV. Kyselinu vinnou se nezda�ilo prokázat ani na jedné z kolon. Zde je nutné 

podotknout, nutnost p�ídavku metanolu �i jiné organické složky do této mobilní fáze. Ten-

to p�ídavek by mohl podpo�it separaci na reverzních fázích a zárove	 bude mobilní fáze  
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šetrn�jší k C18 kolonám. Podle zdroje [60] by mohlo dojít k destrukci kolony p�i  

dlouhodobém užívání, protože C18 kolony mají zcela hydrofóbní povrch stacionární fáze. 

Mobilní fáze 1 byla p�vodn� ur�ená pro vysokoú�innou kapalinovou chromatografii  

s UV-VIS detekcí. Tato možnost byla potvrzena za použití kolony Supelcosil LC8  

a parametr� detektoru �1 = 210 nm, �2 = 215 nm a �3 = 230 nm. Velmi dobrá odezva byla 

pozorována pro kyselinu vinnou. 

Systém HPLC má �adu sou�ástí, které je možné m�nit a upravit tak podmínky pro detekci 

žádaného analytu, nap�íklad by se ješt� mohlo zvýšit vložené nap�tí na elektrodách.  

Literatura nabízí �adu možností, které by mohly být dále uplatn�ny pro stanovení kyseliny 

jable�né a vinné s elektrochemickou detekcí [44] [52]. Jednou z možností je zvýšit  

vodivost roztoku (mobilní fáze) p�ídavkem solí (nap�. chloristan�). Tím se zlepší možnost 

p�enosu elektron� b�hem oxida�n�-reduk�ních reakcí, které jsou podstatou  

elektrochemické detekce. 

Stanovení organických kyselin lze do jisté míry podpo�it pomocí pH. Volba pH se ovšem 

odvíjí také od použité kolony, kde pro C18-kolony je toto rozmezí nej�ast�ji mezi  

hodnotami 2 – 8. Velmi nízké pH mobilní fáze m�že poškozovat kovové �ásti aparatury.  

Pro podpo�ení separace na reverzních fázích je d�ležité udržet kyselinu v nedisociovaném 

stavu. Snyder a kol. uvádí, že je vhodné p�iblížit pH mobilní fáze s disocia�ní konstantou 

kyseliny. Uvážíme-li, že pro kyselinu vinnou je pKa1 = 2,96, mohlo by snížení pH mobilní 

fáze p�inést lepší výsledky [34] [43]. 

N�které prameny uvádí také možnosti pro stanovení organických kyselin pomocí  

derivatizace. Kotani A. a kol. uvádí možnost použití 2-metyl-1,4-naftochinonu (známý 

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

Organické kyseliny je také možné rozd�lit na základ� iontov�-vým�nné nebo  

iontov�-párové chromatografie. Zde je vhodné disociaci kyselin naopak podpo�it. Pro  

separaci organických kyselin se používají slabé i silné m�ni�e iont�, jako mobilní fáze  

m�že být voda, z�ed�né roztoky kyselin a n�kterých pufr� [44]. 

Další možností je opustit elektrochemickou detekci a použít již zmi	ovanou UV detekci 

s vhodn� zvolenou vlnovou délkou.  
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Také je možné použít jiné typy kolon, nap�. Phenomenex Synergi Hydro – RP nebo  

Phenomenex Rezex, pomocí kterých je možné stanovit organické kyseliny vedle sacharid�.   

 



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 61 

 

ZÁV�R 

Cílem diplomové práce bylo podat návrh �i doporu�ení pro stanovení kyseliny jable�né  

a vinné pomocí HPLC s elektrochemickou detekcí za dostupných podmínek.  

Pro separaci byly použity kolony AscentisTM C18 a  Discovery C18 a �ty�i r�zné mobilní 

fáze. Standardy byly rozpušt�ny v mobilní fázi a po nast�íknutí injek�ního objemu 20 µl  

byla sledována odezva na detektoru p�i zvoleném nap�tí.  

Pouze velmi slabá odezva, prakticky však na hranici šumu detektoru, byla pozorována  

u kyseliny jable�né v kombinaci s kolonou AscentisTM C18 a mobilní fází o složení:  

redestilovaná voda (rH2O), metanol (Met-OH) a H3PO4 v pom�ru 0,5 : 99 : 0,5 a p�i  

parametrech detektoru E1 = 500 mV a E2 = 600 mV. Slabá odezva byla také zaznamenána 

v p�ípad� kyseliny jable�né na kolon� AscentisTM C18 s mobilní fází 0,05 mol.dm-3  

KH2PO4 o pH 3. U této mobilní fáze je nutné upravit obsah organické složky (metanol  

nebo acetonitril). 

Kyselina jable�ná poskytla na kolon� Discovery C18 lehce pozitivní odezvu jen s mobilní 

fází 0,05 mol.dm-3 KH2PO4 o pH 3 s pomocí H3PO4.  

V p�ípad� kyseliny vinné se b�hem stanovení nepoda�ilo jednozna�n� potvrdit pozitivní 

odezvu detektoru. Kyselina vinná byla dob�e detekovatelná p�i použití UV detektoru. Pro 

tento systém byla použita mobilní fáze o složení redestilovaná voda (rH2O), metanol  

(Met-OH) a H3PO4 v pom�ru 69 : 1 : 30 a vlnové délky � = 210, 215 a 230 nm pro  

nastavení detektoru.  

Pro objasn�ní jsou v praktické �ásti práce uvedeny chromatogramy s pozitivními, ale  

i n�které s negativními výsledky. 

Z uvedených výsledk� vyplývají možnosti pro modifikaci zvolených parametr�. Pro další 

p�ípadné experimenty by bylo vhodné vyzkoušet vyšší potenciály na elektrodách, d�sledn� 

upravovat pH mobilní fáze, �ímž je podpo�en nedisociovaný stav molekuly nebo vyzkou-

šet p�ídavek solí pro zvýšení vodivosti mobilní fáze.  

Podle dostupnosti by bylo také možné použít kolony pro vým�nu iont� s p�íslušnými  

mobilními fázemi, p�ípadn� zvolit jiný typ detekce.  
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOL� A ZKRATEK 

rH2O  Redestilovaná voda 
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HPLC  High Performance (Presure) Liquid Chromatography,  

Vysokoú�inná kapalinová chromatografie  

HPLC-ECD  High Performance Liquid Chromatography with electrochemical detector,  

Vysokoú�inná kapalinová chromatografie s elektrochemickou detekcí 

SH  Sohlet-Henkel, vyjád�ení titra�ní kyselosti 

T  Thörner, vyjád�ení titra�ní kyselosti 

E 296  DL-jable�ná kyselina 

E 334  L(+) vinná kyselina 

LC  Liquid Chromatography, kapalinová chromatografie 

GC  Gas Chromatography, plynová chromatografie 

PC  Paper Chromatography, papírová chromatografie 

TLC  Thin Layer Chromatography, chromatografie na tenké vrstv� 

LSC  Liquid-Solid Chromatography, adsorp�ní chromatografie 

LLC  Liquid-Liquid Chromatography , rozd�lovací chromatografie 

GPC  Gel permeation chromatography, gelová permea�ní chromatografie 

IEC  Ion Exchange Chromatography, ionexová chromatografie 

UV-VIS  Spektrofotometrický detektor 

FLC  Fluorescen�ní detektor 

ECD  Elektrochemický detektor 

RI  Refraktometrický detektor 

IR  Infra�ervený detektor 

MS  Hmotnostní spektrometr 

RP-HPLC  Kapalinová chromatografie na reverzních fázích 
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C18  oktadecyl 

C8  oktyl 

DAD  Diode-array Detector, detektor diodového pole 

EDTA  Etylendiamimotetraoctová kyselina 

MDTM  Mobilní fáze pro stanovení biogenních amin� a kyselých metabolit� 
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P�ÍLOHA P I: ZÁKLADNÍ CHROMATOGRAFICKÉ POJMY  

Cílem vysokoú�inné kapalinové chromatografie je optimální rozd�lení nejmén� dvou  

složek v p�ijatelném �ase tak, aby se vymyly do detektoru jako samostatné koncentra�ní 

zóny s gaussovským rozd�lením koncentrace složek [35].  

 

Obr. �. 27 – Ideální chromatogram; tR – reten�ní �as, tM – mrtvý reten�ní �as, t´R – reduko-

vaný reten�ní �as, h – výška píku, Y – ší�ka píku v základn�, Y/2 – výška píku v polovin� 

výšky 

• Reten�ní �as (tR) – celkový �as, který p�íslušný analyt stráví v separa�ní kolon�. Tato 

doba se d�lí na �as, který molekula setrvá v mobilní fázi - mrtvý reten�ní �as (tM)  

a redukovaný reten�ní �as (t´R), �as odpovídající pobytu ve stacionární fázi. Reten�ní 

�as pak odpovídá reten�ní rovnici : MMR ttt ′+=  

Pro inert, který se nepoutá ve stacionární fázi a putuje stejnou rychlostí jako mobilní 

fáze, je reten�ní �as totožný s mrtvým reten�ním �asem. Vynásobíme-li reten�ní �as  

objemovým pr�tokem (Fm) získáme reten�ní objem (VR) [33]. 

• Mrtvý objem kolony – závisí na rozm�rech kolony, zp�sobu uložení nápln�  

a pórovitosti nápln�. Lze zapsat: mRM FtV ⋅=  

• Plocha píku – ohrani�ená k�ivkou a nulovou linií ur�uje množství, koncentraci analytu. 

Pomocí plochy píky vyhodnocujeme kvantitativní informace. 



 

 

• Rozlišení (RS) – rozlišovací faktor, je nejlepším kritériem pro posouzení d�lení dvou 

látek. Dvojice látek 1 a 2 se definuje pom�rem rozdílu jejich reten�ních �as� a sou�tu 

polovi�ních ší�ek pík�. 
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• Ú�innost chromatografické kolony – charakterizuje,její schopnost separovat složky 

sm�si �ím je kolona ú�inn�jší, tím lépe dokáže od sebe složky odd�lit. Mírou ú�innosti 

chromatografické kolony je po�et teoretických pater (n) a výškový ekvivalent  

teoretického patra (H). Teoretické patro je pomyslná �ást kolony, kde dochází 

k ustanovení rovnováhy mezi mobilní a stacionární fází. Délka této �asti se nazývá 

výškový ekvivalent teoretického patra. Kolona je ú�inn�jší, �ím více je teoretických  

pater. Každé zvýšení jejich po�tu má za následek prodloužení analýzy.  

• Rozd�lovací koeficient (KD) – platí p�edevším pro dv� nemísitelné fáze, kde jedna  

je zakotvena ve form� filmu na pevném nosi�i. Pohybem mobilní fáze dochází  

k neustálému porušování a novému ustalování rovnováhy podle rozd�lovacího  

koeficientu. U látek s rozdílnou hodnotou KD dochází takto k d�lení na principu polární 

a nepolární interakce. Rozd�lovací koeficient lze vyjád�it vztahem: ,
m

S
D c

c
K =  kde cs  

a cm jsou rovnovážné koncentrace v p�íslušných fázích, KD je za dané teploty  

konstantní.  

• Kapacitní pom�r (k) – je definován jako množství separované látky ve stacionární  

a mobilní fázi. Kapacitní pom�r vyjad�uje kapacitu kolony. Vysoký kapacitní pom�r  

je nevýhodný, protože elu�ní objemy jsou velké, doba analýzy dlouhá a zóny  

eluovaných látek jsou rozmyté [33] [35]. 

• Šum– šum je kolísání odezvy detektoru, které pochází z periodických zm�n systému. 

Jedná se o krátkodobou zm�nu základní linie, která m�že být zp�sobena zm�nou  

elektrického signálu, nestabilitou lampy detektoru, teplotními výkyvy �i jinými fakto-

ry. Šum je faktor, který ur�uje citlivost detektoru. Výška prokazateln� detekovatelného  

píku musí být dvojnásobek šumu základní linie, ke kvalitativnímu ur�ení se bere výška 

trojnásobku šumu základní linie a ke kvantitativnímu ur�ení výška desetinásobku  

šumu. 



 

 

• Drift – p�edstavuje dlouhodobou nestabilitu základní linie, lze popsat se jako pr�m�rný 

sklon základní linie. 

 

Obr. �. 28 – Šum a drift základní linie 

• Mez detekce – odpovídá koncentraci, pro kterou je analytický signál statisticky  

odlišitelný od šumu. Podle uzan�ních podmínek se obvykle za mez detekce považuje 

trojnásobek šumu základní linie.  

• Mez stanovitelnosti – je taková koncentrace, p�i které je p�esnost stanovení taková,  

že dovoluje kvantitativní vyhodnocení. Podle uzance se mez stanovitelnosti vyjad�uje 

jako desetinásobek šumu základní linie.  

 

 

 

 



 

 

P�ÍLOHA P II: ZÁKLADNÍ PRINCIPY DETEKTOR� PRO HPLC 

• Fotometrické detektory – pat�í k nejb�žn�jším detektor�m a jsou založeny na princi-

pu absorbce zá�ení v oblasti vlnových délek 190 – 800 nm. Konstruk�n� m�žeme rozli-

šit detektory s fixní vlnou délkou (254 nm – rtu�ová výbojka), s m�nitelnou, ale p�e-

dem danou vlnovou délkou, detektory s programovatelnou vlnou délkou v rozmezí  

190 – 700 nm a detektory diodového pole (DAD, PDA). Detektory diodového pole 

jsou v této skupin� nejdokonalejší, snímají celé spektrum v reálném �ase bez p�erušení 

chromatografické separace. Spektrální rozlišení je dáno po�tem diod na poli, který se 

pohybuje v rozmezí 512 – 1024 diod. 

 

Obr. �. 29 – Schéma DAD detektoru; 1 – zdroj zá�ení, 2 – št�rbina, 3 – �o�ka, 4 – clona,  

5 – m�rná cela, 6 – holografická m�ížka, 7 - fotodiody 

Zá�ení ze zdroje prochází št�rbinou, �o�kou a clonou p�es m�rnou celu se vzorkem. Sv�tlo 

se po dopadu na holografickou m�ížku spektráln� rozkládá a na fotodiody dopadá zá�ivý 

tok o ur�ité vlnové délce zeslabený absorpcí v cele detektoru [61]. 

• Refraktometrický detektor (RI) – m��í rozdíly mezi indexem lomu eluátu a �isté  

mobilní fáze. Obsahuje-li eluát složku, objeví se výchylka. Tento typ detektoru není 

p�íliš citlivý, ale je velmi univerzální. P�i jeho použití je nutné d�sledn� dodržovat  

konstantní teplotu [33]. 



 

 

 

Obr. �. 30 – Schéma refraktometrického detektoru; 1 - zdroj sv�tla, 2 – zrcadlo, 3 – m�rná 

cela, 4 – referentní cela, 5 – fotonásobi�, 6 – zesilova�, 7 – zapisova� 

• Fluorescen�ní detektor (FI) – jsou založeny na principu fluorescence a m��ení  

sekundárního (emisního) zá�ení, které látka vydá po absorpci exita�ního zá�ení.  

Absorbcí elektromagnetického zá�ení p�echází molekuly ze singletového do  

exitovaného elektronového stavu a p�i p�echodu zp�t do základního stavu vyzá�í ener-

gii ve form� fluorescence [62]. 

 

Obr. �. 31 - Schéma fluorescen�ního detektoru; 1 – sv�telný zdroj, 2 – monochromátor,  

3 – �o�ka, 4 – m�rná cela, 5 – fotonásobi�, 6 – zesilova�, 7 - zapisova� 

• Infra�ervený detektor (IR, FTIR) – je univerzální detektor, zpracovávají se spektra 

složek v mobilní fázi. Použití IR detektor� je omezené, využití nachází detektor na bázi 

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



 

 

• Hmotnostní spektrometr (MS) – ur�uje hmotnosti atom�, molekul nebo  

molekulových fragment� po jejich p�evedení na ionty. MS vypovídá o primární  

struktu�e analyzované látky. Hmotnostní spektrometry pracují za hlubokého vakua.  

Iontový zdroj slouží k p�evedení analyzované látky do ionizovaného stavu. 

V sou�asnosti existuje celé �ada iontových zdroj� (ionizace chemická, nárazem  

elektron�, elektrickým polem...), které zna�n� rozší�ily možnosti využití MS [63] [64]. 

 

Obr. �. 32 – Schéma hmotnostního spektrometru 

 



 

 

P�ÍLOHA P III: CHROMATOGRAMY ZÍSKANÉ P�I UV DETEKCI  

 

 

Obr. �. 33 – Kyselina vinná (100 µg.ml-1), � = 210 nm, Supelcosil LC 8, pr�tok mobilní 

fáze 0,8 ml.min-1, teplota 25 °C  



 

 

 

 

Obr. �. 34 - Kyselina jable�ná (100 µg.ml-1), � = 210 nm, Supelcosil LC 8, pr�tok mobilní 

fáze 0,8 ml.min-1, teplota 25 °C  



 

 

 

Obr. �. 35 – Kyselina š�avelová (100 µg.ml-1), � = 210 nm, Supelcosil LC 8, pr�tok mobil-

ní fáze 0,8 ml.min-1, teplota 25 °C  



 

 

 

Obr.�. 36 – Kyselina jantarová (100 µg.ml-1), � = 210 nm, Supelcosil LC 8, pr�tok mobilní 

fáze 0,8 ml.min-1, teplota 25 °C 

 



 

 

P�ÍLOHA P IV: TAMARYŠEK (TAMARIND) INDICKÝ 

 

 

Tamaryšek (Tamarind) indický (Tamarindus indica) je st�edn� vysoký strom (do 20 m), 

p�vodem z Indie a afrických tropických oblastí, plodem je sv�tle hn�dý lusk (až 20 cm) se  

4 – 12 jádry, které jsou obklopené hn�do�ervenou kašovitou hmotou. Chu� je sladkokyse-

lá, obsahuje také hodn� vlákniny, železa a vitaminu C. 


