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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovatkojajedny z nejvyznanijSich
organickych kyselin kyseliny citronovou a octovouvgtvorit vhodnou metodiku pro
stanovenidchto kyselin pomoci HPLC-ECD. Z vysleiknéteni se pro stanoveni kyseliny
citronové jevi jako nejvhodsi pouZiti kolony ASCENTIS C18 a mobilni faze tené

z kyseliny fosforéné, metanolu a redestilované vody v gaum30 : 1 : 69. Pro stanoveni

kyseliny octové se jevi jako nejoptim@jsi stejné podminky jako u kyseliny citronové.

Klicova slova: Organické kyseliny, kyselina citronowdselina octova, HPLC-ECD,

podminky stanoveni

ABSTRACT

The aim of this thesis was to characterize citcid @and acetic acid as organic acids and to

evaluate convenient method of determination ofdleesds, by using HPLC-ECD.

For determination of citric acid seem ASCENTIS CGi&l mobile phase, made up from
phosphoric acid, methanol, and redistilled watepiaportion 30 : 1 : 69, as the most
convenient. The same conditions seemed to be tis¢ sndable also for determination of

acetic acid.

Keywords: organic acids, citric acid, acetic at¢i®LC-ECD, conditions of determination
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UvoD

Kyseliny citronova a octova jsotazeny mezi organické kyseliny. Organické kyseliay s
vyskytuji v ovoci a zelenih Tyto kyseliny nachézeji uplatni pi zpracovani potravin a

usnaduji jejich konzervaci. B vyrob¢ potravin jsou organické kyseliny vyuzivany také
jako pridatné latky, coz jsou takoveé, které se nevyuZijgjo samostatna potraviny, ani
jako prisada, ale jsou do potravitigavany i vyrobe, baleni, pepraw ¢i skladovani a tim

se stavaji jeji satasti a na obalu vyrobku jsou ozZeaé tzv. E kddem. Organické kyseliny
se vyuzivaji také jako konzewrd latky. Kyselina octova fize byt pro konzervaci pouzita

samotna nebo v kombinaci s jinymi ¢lonymi slozkami, napsoli.

Metoda HPLC je jednou z chromatografickych metaglizj vyhodou je Siroka oblast

pouZzitelnosti, nejen pro stanoveni kyselin.

V ramci literarni reSerze bylo zj&to, Zze vhodné podminky pro stanoveni organickych
kyselin v alkoholickych a nealkoholickych népojidou pouziti mobilni faze tyené z
kyseliny fosforéné (HsPO;), metanolu (CHOH) a redestilované vody (88) v pongru
30:1: 69, dale mobilni faze slozené z kyselwsfdre&né (HPO,), metanolu (CHOH) a
redestilované vody (i) v poneru 0,5:99:0,5 a pouziti kolon C18. Vzhledem
k pristrojovému vybaveni laborda® byla zvolena metoda stanoveni HPLC-ECD
s pouzitim kolon ASCENTIS C18 a DISCOVERY C18.

Hlavnim Okolem této prace bylo vtkeni vhodné metodiky pro stanoveni kyseliny

citronové a octové metodou HPLC-ECD.
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1 ORGANICKE KYSELINY

Organické sloteniny majici vlastnosti kyselin nazyvame organickgseliny.
Organickd slotenina je latka sloZzend z jednoho druhu molekiikemZ tyto molekuly
obsahuji vzdy jeden nebo vice atoohliku. Kronme toho mohou obsahovat i atomy dalSich
prvki, predevsim vodiku, ale i kysliku, dusiku, siry, fosfarjinych prvk. NejbezngjSimi
organickymi kyselinami jsou karboxylové kyselinygjighZz kyselost je zjsobena
karboxylovou skupinou — COOH [1]. Karboxylové kyisgljsou kEZnou slozkou hlawh
rostlinnych surovin, u kterych vyrazmovliviiuji hodnotu pH a tim takeé jejich udrznosicv
mikrobialnim zm¢nam, technologické a senzorické vlastnosti, zejmgéma [2]. Podle

poctu karboxylovych skupindime tyto kyseliny na:

* monokarboxylové, které obsahuji jednu vazanou kafbwou skupinu (kyselina

mraveri, octova, propionova atd.),

» dikarboxylové, obsahuijici dwkarboxylové skupiny (kyselina’@velova, malonova,

jantarova atd.),
» polykarboxylové, obsahujiciékolik karboxylovych skupin.

DalSim moznym kritériem d&eni je charakter uhlovodikového zbytku. Podlgj n
rozliSujeme:

* nasycene kyseliny — uhlovodikovy zbytek obsahujgzpgednoduché vazby,
* nenasycené kyseliny — uhlovodikovy zbytek obsahagobné vazby,
» aromatické kyseliny — karboxylova skupina je vazaaaromaticky systém [3].

Rada karboxylovych kyselin obsahuje &asré dalsi funkni skupiny, nap
karbonylovou skupinu (oxokyseliny, resp. aldehydsstiny nebo ketokyseliny),
aminoskupinu (aminokyseliny), hydroxylovou skupitydroxykyseliny) [4].

Organickeé kyseliny se mohould také podle zpisobu jejich vyroby na mikrobialni a
syntetické. H vyrobé organickych kyselin mikrobiologickymi procesy jsduavnimi
producenty bakterie a pli&n Mezi organické kyseliny produkované bakteriemitipa
kyselina octova, miéha, propionova a maselna. Ke kyselinam produkovaplysmmi se
fadi kyselina citronova, glukonovéa¥elova a fumarova. Organické kyseliny vyrobené

mikrobiologicky Ize dle vyuZiti roz#it do dvou skupin:
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» kyseliny vyrobené pro potraviteké ely, které ovSem lze vyuzZit i v jinych

pramyslech,

» kyseliny vyrobené pro jiné nez potraviaké &ely [5].

1.1 Vyskyt organickych kyselin

Organické kyseliny, které tvb pievaznou cast kyselin obsazenych v ovoci a
zelenirg, jsou velmicetné a chemicky rozdilné. Vyskytuji jakéirpzené slozky potravin.
Pati mezi slabé az idreé silné, tSinou jedno- nebo vicesytné, alifatické&idka
aromatické kyseliny. Jsou zastoupeny ve fonolnych kyselin, soli, nebo jsou vazané

S jinymi sloweninami [6].

Ovoce byva az naghkteré vyjimky nap. prezralé hrusky,iesre, broskve, velmi kyselé.
pH ¥avy se pohybuje okolo hodnoty 4 a nejvice kyselinawoce v dob pied dozranim.
pH &avy ziskané z hruSekieBni nebo broskvi @ie vystoupit k hodnét 4,5 a u
piezralych bezinek f@fe vzhist pH na hodnotu 4,7 [7]. Obsah organickych kyselin
v riznych druzich ovoce se pohybuje vrozmezi 10 -.B§'y Vice kyselin obsahuiji
citrusové plody a&erny rybiz. V jadrovém a peckovém ovoéepazuje kyselina jabied,

v bobulovitém a citrusovém ovoci kyselina citronpwéhroznech vinné révy je nejvice

zastoupena kyselina vinna [8].

Ve srovnani s ovocem {@rstva zelenina na kyseliny velmi chud4, prottagena mezi
technologicky malo kyselé potraviny [9]. pH zelgnse pohybuje v rozmezi od 5,5 do 6,6.
Vyjimkou je reve, jejiz pH je kolem 3,2. Pogme kysela jsou takeé r&ta. Obsah kyselin

v derstvé zelenitise pohybuje n&astji mezi 2 - 4 g.kg.

Maso a jiné ziveisSné produkty jsou verstvém stavu jeStmere kyselé nez zelenina
(pH 6,6 - 7,2). Za nekyselou potravinou je povaronagiklad bilek slepiich vajec, jehoz

pH roste z hodnoty 7,5 az na hodnotu 9 [4].

1.2 Vyuziti organickych kyselin

Kyseliny se pi zpracovani potravin uplagji v mnoha srrech — sladkym
potravindm, pevazi ovoci dodavaji jejich typickou cliu uplatiuji se i jako
bakteriostatickycinitel, ktery zn&né usnaduje konzervaci ovoce a ute okyselenych

potravin [7]. Uplaiiuji se tedy zejména jako slozky ¢lowé, aktivatory iiznych travicich
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enzymi nebo i jakoginitelé ovliviujici nemikrobidlni procesy. V mase se ufnlgit hlavns
pii procesu zrani. ii? Upraw ovoce se setkdvame s tzv. ovocnymi kyselinamip j@lou

kyselina jablénd, citronova a vinna.

Kyselost potravin byva vyjadvana jako titrani (vyjadena jako nejvice zastoupena
kyselina v potravi) nebo aktivni (vyjatend hodnotou pH) [10]. Z technologického

hlediska se potravinystl dle kyselosti na:
» technologicky kyselé ( pH < 4),
» technologicky malo kyselé (pH 4,0 — 6,5),
» technologicky nekyselé (pH > 6,5) [9].

V praxi se niZzeme setkat i sjinym slovnim pojmenovanigthto ti skupin,

piicemZ hranini hodnoty pH jsou vZdy stejné [4], [10].

1.2.1 Pridatné latky

Organické kyseliny vyuzivame vzhledem Kk jejich ptupii vyrob¢ potravin jako
pridatné latky. Ty jsou definovany jako latky, ktesé bez ohledu na jejich vyzivovou
hodnotu nepouzivaji samostafiako potravina, ani jako charakteristicka potrapifi$ada.
Pridavaji se do potravinipvyrobe, baleni, pepra¥ nebo skladovang&imz se samy stavaji
souwasti potraviny. Tyto latky musi byt na obalu vyrabdzn&eny nazvem nebdiselnym
E kédem a nazvem kategorie, do kteréfipHtl]. Z organickych kyselina ma ozremi
E330 kyselina citronova, kyselina vinna E334, kiyselml&na E270, kyselina octova
E260, kyselina jablsa E296 a jantarova E363. Podle vyhlasky Ministargdravotnictvi
CR ¢. 304/2004 mohou bytijolatné latky povolené jen zaquipokladu Ze:

* je prokadzana jejich technologickd pelta a Gelu nelze dosahnout jinymi

ekonomickymi nebo technologickymi proetky,
» v navrhovanych mnoZzstvich neplstavuji Zzadné zdravotni riziko pro Seditele,
* nemohou uvétt spotebitele v omyl.

Pridatné latky Ize pouzit pouze tehdy, pokud je jiggjejich pidani do potravin bude
prokazateld prosgEsSné pro spaebitele. Proto by #y byt pouZzity pro nasledujicicely:
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A

zachovani vyzivové hodnoty potravin; umysiné snizgizivové hodnoty potravin

je opraviné jen, kdyZz potravina nggdstavuje podstatnou polozkézbé stravy
nebo pokud je pouzitiffpatné latky nezbytné pro vyrobu potravirtemych pro
zvlastni vyzivu,

» dodéni patebnych pisad nebo sloZek do potravintenych pro zvlastni vyzivu,

» zvySeni trvanlivosti potravin nebo zlepSeni jejiotganoleptickych vilastnosti za
piredpokladu, Ze se tim ne&m charakter, sloZeni nebo jakost potravin, abyatém

byt spotebitel uveden v omyl,

e pomoci [ vyrobe, zpracovani, feprag, Uprag, baleni, dopray¥ nebo skladovani
potravin za pedpokladu, Ze fidatna latka nesmi byt pouzita k zakryti zavadnych

surovin nebo nedodrzeni spravné hygienické pra2p [1

1.2.2 Konzervace

Konzervaci potravin je mySleny kazdy umysiny zakmkpadré Gprava potravin, ktera
prodluzuje skladovatelnost suroviny déle nez jé pafozena udrznost. RozliSujeme dva
typy vyrobki podle doby, o kterou Ize prodlouZit jejich trvamist. Jako konzervy jsou
ozna&ovany vyrobky, které maji proti mikroorganiam ténti neomezenou trvanlivost,
kdezZto vyrobky, jejichz trvanlivost je zvySena peuza uéitou dobu, nejdéle roku za

piiznivych skladovacich podminek, jsou ozmeany jako polokonzervy [7].

Mimo prodlouZeni trvanlivosti potravin jeukbzité i zachovani nutmich sloZzek
(vitamini) a zékladnich vlastnosti konzervované potravimgdnd se nap o zachovani
barvy, winé, chuti, nebo také o dosazeni nejlepSiho moznéhdedu konzerv a

polokonzerv.

Pro ochranu potravinipd rozkladnymic¢innostmi mikroorganizrin obecr plati, Ze
intenzita rozkladnych procg® v uréitém prostedi je gimo un€rna virulenci, schopnosti
mikroorganizni vyvolavat infekci a pé&tu mikroorganizni, negimo umérna je ve vztahu

k odolnosti prosedi. Toto pravidlo je mozné zapsat pomoci vzorce:

R— pocet mikroorganismi-virulence
odolnost prostrredi
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Princip konzervénich metod spiiva v potl&eni¢initeli uvedenych \itateli zlomku,
nebo posilenéinitele ve jmenovateli [7]. Obeé&ne mozné konzerdai metody rozdit do

téi nasledujicich skupin:
1. Vylucovani mikroorganizrin z prostedi
omezovani kontaminace potravin mikroorganizmy,
ochuzovani potravin 0 mikroorganizmgttem zpracovani,
aplné vylitovani mikroorganizrin z prostedi.
2. Primé inaktivace mikroorganizim(usmrcovani mikroorganizim sterilace potravin)
fyzikalni zakroky,
chemické zakroky.
3. Nepimé inaktivace mikroorganizim
konzervace fyzikalni, nebo fyzikalr- chemickou Upravou potravin,
konzervace biologickou Upravou potravin,
konzervace chemickou Upravou potravin [7].
Konzervace organickymi kyselinami

Konzervace organickymi kyselinami j@zena mezi népmé konzervéni metody.
Jedné se o konzervaci chemickou Upravou potravigai@ckymi kyselinami jsou mémy
ty kyseliny, které se vyskytuji v potravinach veasmém mnozstvi nebo jsou ziskany
nékterymi biologickymi procesy. Pouzit je vSakibeme jen za ditych okolnosti a na
urcitou dobu. \&tSina bakterii, obzvlaStsporulujici hnilobné bacily a clostridia, inhibuje
pH nizsi nez 4,0 — 4,3. Naproti tomu rozvoj kvakieplisni inhibuje sil&ji okyselené
prostedi. K potl&eni rekterych mikroorganizrin tedy st&i prostedi okyselit na hodnoty
pH 4 a nizsi. Dle schopnosti patéi mikroorganizm jsou séazeny jednotlivé organické

kyseliny takto:
» kyselina octova,
» kyselina mléna,
» kyselina citronova,

» kyselina vinna a jabtma.
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Toto pdadi je zachovano, pokud jde o pH i o koncentracngdlivych kyselin.
bakterii i koncentracich 4 — 6 %. Spory vSak snaSeji pohtlaudobu psobeni 6%
kyseliny octové. S klesajicim pHianost kyseliny octové roste. Kyselina octova ptaZzi
v chwwove snesitelnych koncentracich chrani potraviny jertad@. Pri konzervaci
organickymi kyselinami je proto mozné vyuZzit jejichajemné kombinace napowasné

pusobeni kyseliny octové a ntléé nebo spoluisobeni kyseliny octové s kuatskou soli.

V potravindstvi se konzervace okyselovanim spojena s dalSimitogymi
Gpravami oznéuje jako marinovani. iP konzervaci ovoce se kyselina octova nevyuziva
z divodu Spatnych chiovych vlastnosti vysledného produktu. S takovympiispbem
Gpravy ovoce se fizeme setkat hlaenpii domaci Upra¥ nag. Svestky v oct VétSi
vyuZziti nachazi kyselina octov&ikonzervaci zeleniny, protoZze dhaeleniny a octa se
zpravidla dobe snasSi. V oboru zpracovani potravin Zigaého @vodu ma u nas
marinovani vyznam jedénpii konzervaci ryb. Marinovani ryb probiha ve dvouith.

V prvni ziskava rybi maso poZzadovanou konzistemphsobenou k poZivani a ve druhé
dochéazi k samotnému konzervovani a ziskani pozadowhuti a poZzadovaného vzhledu
[7]. V konzervaci potravin ma nejtsi vyznam kyselina citronova, jabié, mléna,

octova a vinna.

1.3 Kyselina citronova (2-hydroxy-1,2,3-propantrikarboxylova)

Kyselina citronova (citric acid), jejiz sumarni veo je GHgOy, je nejvyznam§Sim
zastupcem trikarboxylovych kyselin [4]. fipdé se vyskytuje v ovoci a je vyuZivana

v potravindském ptimyslu a k piprave leka [3].

Kyselina citronova je ip pokojové teplot bila, krystalickd latka viz (obr. 1).
Vyskytuje se bd’ jako bezvoda nebo jako monohydréat. Bezvoda krysijal z horké vody,
zatimco jeji monohydrat krystalizuje za studena.nblydrat nize byt geveden na
bezvodou kyselinuip 74° C. Kyselina citronova je velmi didbrozpustna ve veéda také

se dolse rozpousti v etanolu.
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Obr. 1 — Krystalicka kyselina citronové [33]

1.3.1 Vyskyt

Kyselina citronova se ve vysokych koncentracichkyltge v citrusovych plodech.
V podstatg niz§im mnozstvi se nachazi bém ovoci a zelené Mimo citrusové plody
je obsazena v brusinkach, jahodach, ostruzinagkath a v mensi rfé i v ostatnim ovoci
[2], [5]. Pro nazornost jsou v tabulce 1 uvedenydruily obsahu kyseliny citronové

ve vybranych druzich ovoce a zeleniny.

Tabulka 1 - Obsah kyseliny citronové v ovoci a nal& [4]

Potravina - ovoce Obsah kyseliny Potravina - zelening Obsah kyseliny
v mg.kg" v mg.kg"
jablka 75-100 rdjata 8 800-26 300
jahody 6 000-11 000 okurky 100-3 260
rybiz ¢erveny 12 000-20 200 refve 1 350-1 370
rybiz ¢erny 25 000-31 600 Spenat 82-101
pomerage 5 600- 9 800 zeleny hrach 1 100-1 790
citrony 40 000-43 800 mrkev 340-930
banan 680 cesnek 190
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1.3.2 Vyroba

Kyselina citronova je ifirozenou slozkou citrusového ovoce a poprvé byla
izolovana z citronovétavy v roce 1784 [13]. Bmyslow se vyrabi kvaSenim melasy tap
plisnémi Aspergillus nigernebo se ziskava z citronow#&gy. Velmi dlouho byly citronové
plody jedinym zdrojem jeji vyroby, ktera se vSalilatekonomicky nakmou. Po zjidini,

Ze rekteré mikroorganizmy jsou schopny produkovat kyselcitronovou a hromadit ji
jako extracelularni metabolity, byla ve 30. letekh stoleti postugnzavadna kvasna
vyroba, ktera fevladla a dodnesugtala hlavni formou jeji vyroby [14], [5].f€sto malé
mnozstvi kyseliny citronové, iiplizn¢ mére nez 1 % celkové stové produkce, je
produkovano z citrusového ovoce v Mexiku a Jiznietice, kde jsou citrusy dostupné

[13]. Pro vyrobu kyseliny citronové je mozné vyudtivchemickou syntézu, ktera je ovsem

viN s

1.3.3 Vyuziti

Acidulanty pouzivané jako potravifska aditiva jsou &Sinou organické kyseliny
identické s latkami, které se v potravinadirqzerg vyskytuji. Kyselina citronovaysobi
jako stabilizator barvy ve vyrobcich z ovoce a rfidje texturu (nap. umoziuje vznik
nékterych pektinovych gé) [15]. Dale se pouziva jako okyselujici a konzéniginidlo,
potlaujici rist nezadouci mikrofléry. Kyselina citronova je viwgna i @i deodoraci
oleju, jako pisada do nealkoholickych nafipjkterym dodava kyselou, chladivou a

oswzujici prichw’, do tiznych konzervarenskych vyrobla pro dalSi €ely [4].

Priblizné 70 % produkce kyseliny citronové je vyuZito v poingdském a
napojovém pimyslu, asi 12 % ve farmaceutickemapryslu a 18 % fipada na ostatni
praimyslova od¥tvi [13]. Mimo potravinésky primys| je tato kyselina vyuzivana jako
piidavek do leptacich roztdk nag. v jaderné technice, do élicich prostedki,
desinfeknich gipravki, lepidel, mycich a pracich prostki [5].

1.3.4 Vyznam pro ¢lovéka

V lidském organizmu je kyselina citronova biochekyizelmi vyznamn@, protoze
zahajuje slozity cyklus chemickych reakci, kterys@ odbouravaji bilkoviny, tuky a

sacharidy az na kotieé produkty oxid uhtity a vodu. Tento cyklus byl poprvé navrzen



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 18

v roce 1937 Hanse Krebsem (1900 — 1981). Je¢oxada jako cyklus kyseliny citronové

neboli citratovy cyklus nebo téz dle svého objdeijako Krebfv cyklus [11], [16].

1.4 Kyselina octova (ethanova kyselina)

Octova kyselina (acetic acid), jejiz sumarni vzojecGH4O,, je nej&zrejsi
monokarboxylovou kyselinou vyskytujici se v potr&dh. Je&tastou slozkou potravin fip
jejichz vyrok® se uplaiuji kvasné procesy [4]. Ocet je 8 — 10% vodny rkztgseliny
octové, ktery se barvi kulérem, aby u malyeti dedoslo k zagné s jinymi bezbarvymi

kapalinami [2].

Kyselina octova je Stiplavpachnouci bezbarva kapalina, odolrigivoxidatnim
¢inidlam, a proto jec¢asto vyuzivana jako rozpowdio pi oxidatnich reakcich.
V potravindstvi se uplatuje diky svym konzerwaim &inkam [3]. Proistou kyselinu
octovou se pouzivarvlastek ledova, protoZefipteplog€ 17 °C se vyskytuje ve form

drobnych krystal pripominajici krystalky ledu (obr. 2) [17].

Obr. 2 — Ledova kyselina octova [1]

1.4.1 Vyskyt

Kyselina octova je jednim zZipozenych metabolit v Zivych organizmech. Aktivni

formou je jeji komplex s koenzymem A, oZpaany acetyl-CoA (acetylkoenzym A), ktery
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Mrivriw s

Vyskytuje se Bzn¢ v rostlinach jako volna kyselina, nebo ve férsoli (octarf). Ve

vétSim mnozstvi je obsazen v kvasicim ovoci [1].

1.4.2 Vyroba

Kyselina octova se vyrabi mikrobialni cestou nehergickou syntézou. Kyselina
octova pati mezi organické kyseliny, které jsou produkovarakteriemi, na rozdil od
kyseliny citronové, ktera je produkovana péism [5]. Ocet je v historii lidstva stegnstary
jako vino, pivoc¢i alkoholické napoje, ze kterych se vyghkamovolnym kvasenim. Pro
potravind&ské &ely se kyselina octova vyrabi z etanolu, ovocnyam nebo most jako
kvasny lihovy nebo ovocny ocet [4]. @gob vyroby octa je viznych zemich zavisly na
dostupnosti suroviny, ze které je vy&abV Americe a Svycarsku se vyrabi ocet ovocny,
v Anglii pfevaZuje ocet obilny a ve statech s vysSi produka gevazuje vyroba vinného
octa [18].

Producenty Kkyseliny octové jsou aerobni bakteriedur Acetobacter a
Gluconobacter které maji schopnost produkova@du organickych slaenin [19].
Acetobacter acetsubsp.aceti je pouzivan pro @myslovou vyrobu octu #&cetobacter
aceti subsp.orleansisje pouzivan p vyrobé vinného octa orleanskou metodou (kvasenim
meérehodnotného vina). Tato metoda je ovSem zdlouhafidaacné nakladna. Kyselina

octova vznika oxidaci etanolu octovymi bakterietei ivnice:
CH3CH,0OH + O, —» CH;COOH + HO + 495 kJ

Béhem reakce se do préstli uvohuje zn&né mnozstvi tepla, a proto ji ozngeme jako

siln¢ exotermickou [5].

1.4.3 Vyuziti

Kyselina octova ma rozsahlé pouziti. Vyuziva sefaené octa jako pochutina
k ptipraw pokrmi a diky svym antimikrobidlnim dinkim se pouZziva jako konzeruwd
prostedek @i vyrobé zeleninovych a rybich konzerv [15]. Mimo potravisky priimysli
nachazi ocet uplatni jako vychozi surovina pro vyrobu i&kbarviv, unglych viaken a
laka [20].
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1.4.4 VIliv na ¢lovéka

Kyselina octova je viimeérenych davkach a dostateémiedini vodou pratlovéka
zcela neSkodna. Vysoce koncentrovana je vSaknZnagresivni a niwe zmsobit i
kontaktu s kZi rozsahlé popaleniny.iRnaky popéalenin kyselinou octovou se mohou
projevit az po #kolika hodinach, kdy uz je tkézasazena do z&r@é hloubky. B zasaZeni
sliznic (na. vdechovanim par) ze dojit k jejich silnému poleptani, coz sézm projevit
dychacimi potizemi.#zasazeni & dochazi k silnému poleptani rohovky, které&ze vést
az k oslepnuti. Poziti koncentrované kyseliny oétapisobuje poleptani sliznic v Ustech,
jicnu a Zaludku. Poziti se projevuje silnou bolastti zasazenych sliznic, vrhnutim a

strevnimi problémy a ve velkych davkachibe vést az k umrti.
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2 CHROMATOGRAFIE

Chromatografické &eni prevlada mezi modernimi sepamdmi metodami. Sks
latek, kterd& ma byt separovana je rozgndtv mobilni (pohyblivé) fazi, kterou byva
kapalina nebo plyn. Taktofipraveny roztok pronika sloupcem porovitého pevného
materialu, ktery byva ozidavan jako stacionarni (nepohybliva) fazé. grachodu sloupce
reaguji jednotlivé slozky rozpu$te v mobilni fazi s pevnou fazi na zakiadvych
vlastnosti. Jestlize na gatku sloupce tvid smes jeden prouzek,tgobenim iiznych sil
béhem piichodu se mni rychlost postupu jednotlivych latek a vysledkenize byt

rozckleni sn&si na rekolik prouzki, které odpovidajtistym, separovanym latkam [22].

Podstata chromatografie gjea v neustalém processéldni. Jeden krok fze mit jen
malou &innost, ale protoZe se stéle opakuje, dojde Kledd jednotlivych sloZzek [21]. 1P
déleni tedy dochazi k opakovanému pohybu molekulellado stacionarni faze a&plo
faze mobilni [22]. SloZzky separovaného vzorku mobgtubsthem pohybu v mobilni fazi
zachytavany fazi stacionarni, a proto sepphybu zadrzuji. Vice se zadrzi slozky, které
jsou stacionarni fazi poutany silin Tim se postupf slozky od sebe separuji a na konec

stacionarni faze se dostavaji slozky ghéadrzovane [23].

Kolonova kapalinova chromatografie je nejstarSvzech chromatografickych metod.
Objeveni chromatografie saha do devadesatych lestb®eti a je spojovano se jménem
ruského botanika Michaila SemenéiCveta, ktery pouzil skiénou kolonu naplénou
uhlicitanem vapenatym proékbni a izolaci barviv z rostlinnych extra@k{24]. Nazev
metody vznikl spojenim dvoueckych slov chroma (barva) a grafem (pséat). Metoda
chromatografie byla znovu pouzita az v roce 1948].[Zhromatografickych metod je

velké mnoZstvi. Je mozné je refitidle nékolika hledisek:
» Podle skupenstvi mobilni faze rozliSujeme:

kapalinovou chromatografii (Liquid Chromatography.€) — mobilni faze je

kapalina,
plynovou chromatografii (Gas Chromatography - GOmobilni faze je plyn.
» Podle usptadani stacionarni faze ratdieme chromatografické metody na:

kolonovéa chromatografie — stacionarni faze je umést kolor (trubici),
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ploSné techniky: papirova chromatografie (Paperorlatography - PC) —
stacionarni faze je soaésti chromatografického papiru; tenkovrstva
chromatografie (Thin Layer Chromatography - TLC)stacionarni faze je

umis€na na pevném, plochém podkladu [23].

» Obvykle se pi separaci upldiuje vic fyzikalré-chemickych dju, ale jeden z nich je

vzdy prevladajici, coz je dalsi mozné kritérium prdehi na:

roz&klovaci chromatografie — o separaci rozhoduje oéliBrezpustnost sloZzek

vzorku ve stacionarni fazi (kapalina) a mobilnii fgapalina nebo plyn).

adsorgni chromatografie — o separaci rozhoduj&tarschopnost sloZek poutat

se (adsorbovat) na povrch stacionarni faze (tuka)la

iontow-vyménna chromatografie — o separaci rozhodujizné velké
elektrostatické fitazlive sily mezi funknimi skupinami stacionarni faze

(ilontomgnic¢) a ionty vzorku.

gelovda chromatografie — slozky se separuji podldkasti na poérovité

stacionarni fazi (gelu); mensi molekuly vzorku g@vech gelu zadrzuji déle.

afinitni chromatografie — stacionarni faze je scteowazat ze vzorku prav

uréité slozky, ke kterym ma Gzce selektivni vztahr(idi).

2.1 VysokoWinna kapalinova chromatografie — HPLC

Vysoko&inn& kapalinova chromatografie (High Performanaguid Chromatography)
je pokrailou a instrumentaknaranou technikou kapalinové chromatografie. Kapalinova
chromatografie je obecny nazev, ktery se pouziyisu jakékoli chromatografické
procedury, B které se pouziva kapalna mobilni faze [26]. HPAabrnuje soubor metod,
které jsou zalozené naizném mechanismu separace, jejichZz Spala vlastnosti je
pouziti kapalné mobilni faze, vysokotlaké technekyinnych kolon pro rychlou analyzu
[22]. Vysoké @innosti je dosaZzeno pouZitim stacionarnich fazré&bbsahuji mal&stice
pravidelného tvaru a jednotné velikosti homogewypliujici kolonu [25]. Piitok mobilni
faze je zaji&tn vysokym tlakem, coz je takéwebd, pr@ byva tato metoda oztvavana jako
vysokotlaka kapalinova chromatografie (High Pressuwquid Chromatography). iP

nastiku vzorku se davkuji jen velmi mald mnozstvg§dow mikrolitry [27]. Vedle
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technického pokroku umoznily rozvoj HPLC i poznatkyeorie plynové chromatografie,
které objasnily podstatu pochod v kolore a jejich souvislost sdnnosti

chromatografického procesu [22].

Mezi vyhody HPLC pat hlavre Siroka oblast pouzitelnosti. Lze analyzovat iotédyky
polarni i nepolarni, mal@&kavé, tepelé nestabilni i vysokomolekularni. Metodou HPLC je
mozné analyzovatiiblizné 80 % vesSkerych znamych latek. Metoda vhodaophuje takée
plynovou chromatografii. Mezi dalSi vyhody &eli moZnost ovliiiovat separaci sloZzenim
mobilni faze, automatické vyhodnoceni dat a ryahéoslyzy, protoze€as potebny pro
dosaZeni Uplného rodeni je kratSi nez 1 hodina. Nevyhodou ve srovrgplynovou
chromatografii je nakméjSi prace sstroji a slozZi¢jSi mechanismus separagievysoka
pofizovaci cena a maléa kapacita, coz umge stanovovat pouze malé mnoZzstvi latky [21],

[27].

Tabulka 2 - Srovnéni pouzitelnosti HPLC a ostatmigtod [27]

Metoda | Rozsah M- molekularni Analyzované latky
hmotnost analyit

nizkomolekularni latky, polymery, ionty, polarni a

HPLC 3-16 v, polymery, fonty, p
nepolarni latky
lyny, latky gkavé a teplot# stabilni, latky netkavé,
GC 1-400 Pyny Y o p Y
latky po derivatizaci, makromolekularni latky

PC, TLC 100 - 2000 latky polarni, nepoléarni, ionty

Metody HPLC Ize obeenpouzit pro:
* separaci a rozpoznani latek veésioh,
» kvantitativni analyzu latek ve sisich,
» kontrolucistoty preparat,
» kontrolu surovin, vyrobnich meziproduka produkd,
» kontrolu Zivotniho progedi (pesticidy v ekosystémech, potravinach, kriiyec
« Kklinickou a toxikologickou analyzu (hormonygiéa v €lInich tekutinach),

» kontrolu potravin&kych produki,
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 biologické a biochemické aplikace (analyza bilkoainukleovych kyselin),

» zenmedelské vyuziti (sledovani migrace herbitid pade) [21].

2.1.1 Z&kladni pojmy
K objasreni principu chromatografické separacer@ba definovat &které pojmy.

Retergni ¢as k predstavujeasovy interval od nasku vzorku do okamziku detekce. Je
odgiitdn z chromatografu jako vzdalenost mezi okamzikedstiku a maximem
piislusného chromatografického piku. Hodnoty ré&wémo ¢asu jsou udavanyétsinou

v minutach, nebo vimach.

ReterEni objem \k je objem mobilni faze, ktery musi projit kolon@ly se pislusny

analyt dostal od pétku ke konci sepatai kolony.

Mrtvy ¢as kolony § vyjadiuje casovy interval od naisku vzorku do okamziku detekce
slozky, kterd neni zadrZzovana stacionarni fazi laylmge se stejnou rychlosti jako tok

mobilni faze.

Mrtvy objem kolony \{; je objem eluentu, ktery musi projit kolonou, aby s

nezadrZovany analyt dostal odtatku ke konci kolony [25].

2.1.2 Mobilni faze

Faze pohybliva (plyn, kapalina) je bez ohledu napskstvi ozngovana jako faze
mobilni. Na rozdil od plynové chromatografie nenbhbini faze v HPLC netma, ale
vyrazre se podili na sepafaim procesu. MoZnosti ztny mobilni faze jsou neomezené a
je vzdy snazSi pouzit jinou mobilni fazi neZm stacionarni fazi. Vlastnosti mobilni faze
jsou dilezité z hlediska separace i detekce. Mobilni fayenmgla davat v detektoru

minimalni odezvu, aby tak umoznila co nejci|8i detekci solut [27].

2.1.3 Stacionarni faze

Faze nepohybliva — stacionarnijibe mit v chromatografii velmi rozdilnou formu.
Mohou to bytcaste&ky tuhé faze o velikosti jednotek az stovek mikrininenebo tenka
vrstva kapaliny nanesena na tuhy@sticich nebo také film kapaliny na \mit strar
kapilary. Pro jakoukoli formu stacionarni faze sevedl pojem sorbent. Sorbentem je

naplrena kolona, fes kterou prostupuje mobilni faze [22].
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Velky vliv na separaci ip pouZziti naphovych kolon ma velikost a usfianicastic.
Bézre¢ se pouzivajicastice o velikosti 5 az 1Am, ale jsou dostupné i nagls velikosti
¢astic 2um a mensi. Dale plati, Ze separace gmn&jSi, pokud majicastice pravidelny
tvar, stejnou velikost a kolona je jimi rovndme vyplnéna. Tyto stacionarni faze maji
i nevyhody, mezi které sedi nedokonalé rozlozenastic v kolog. V prabéhu pouzivani

se misobenim vysokého tlaktastice sesedaji a znehodnocuji kolonu.

DalSim typem jsou monolitické stacionarni faze. dfa je vyplgna polymerem o
znamé porovitosti hil organického, nebo anorganickéhiovpdu. Monolitické kolony se
vyznauji velkou mechanickou stabilitou, odolnosti¢cvzménam pH a velkou dinnosti

separace iipvelkych piitocich mobilni faze.

Novym tipem stacionarni faze jsou w3€ polymery, kteréjsou podobné
monolitickym kolonam. Vtid&iné polymery jsou vhodnérgdevSim pro obtizné separace,

jako jsou nafiklad chiralni separaced& [27].

2.1.4 Usparadani kapalinového chromatografu

Moderni kapalinovy chromatogram se skladaékoilika c¢asti, které zabezpeji
transport mobilni faze, davkovani vzorku, separktek, jejich detekci, zaznam a
zpracovani dat (obr. 3). Mim&dhto hlavniché¢asti je mozné pouZzit dagova zdizeni,
kterymi jsou ochranné filmy aredkolony, gistroje pro odplyani mobilni faze, ventily pro
piipojovani rékolika chromatografickych kolon v fioéhu separace, nebo Ize také pouzit

n¢kolik detektoti zatazenych za sebou [22].
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Obr. 3 — Schéma kapalinového chromatografu [34]

Cerpadla

Kapalina je do kolonycerpana pistovymi nebo membranovyerpadly. Dobra
cerpadla dociluji pitoku od mikrolitfi do desitek mililith za minutu. V praxi jsou
vyuZzivana dvajinnéa ¢erpadlacerpadla zapojena do série natmspadla vyuzivajici dvou
¢i vice pisti, protoZe jednginna pistovacerpadla zpsobuji ruSivé tlakové narazy.
Cerpadla s kmitavym pohybem pistu jsou nahrazow@mgadly zaloZzenymi na principu
injekéni stikacky, které jsou napbmé zasobou mobilni faze. Vyhodou jsou mensi inan

naklady, ale nevyhodou je omezeny objem mobilng faZadujicicasté napglovani [23].

V HPLC jsou vyuzivany dva zakladni typgrpadel. Prvnim typem je lineart@rpadio,
které je sloZzené z pistu, pohybujicim se v pracavrélci o objemu az dkolik set
mililitr . Mobilni faze je ped analyzou napéma do valce a posuvem pistu je nastedn
vytlacovana do davkovaciho ventilu a segaiolony. V druhém fipac je pist ve Valci
0 objemu desitek az stovek mikralitiktery periodicky nasava a vylge mobilni fazi ze
zdsobniku do davkovaciho ventilu a na kolonu. Pawoiime o jednopistovém

reciprainim cerpadle [25]. Préerpadla pouzita v HPLC jsou pémé nara@né pozadavky:

» cerpadla musi byt konstruovana z matéridteré jsou odolné i korozi i pri
pouziti pongrné agresivnich mobilnich fazi (slabkyselé a zasadité roztoky,
organicka rozpouétlla), kcemuz jsou vhodné nerezova ocel, titan, nebo kekamic
materialy,
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» cerpadla maji byt schopna davkovat mobilni fazi kaisani ptitoku,

» vnitini objemcerpadla ma byt co nejmensi, aby umoznil rychlou &ymmobilni
faze [22].

Davkovaci z&izeni

Pii davkovani vzorku je ilezité, aby nedoslo ke kolisaniapskové rychlosti mobilni
faze. PoZzadovany objem vzorku musi byfiksiuty do proudu mobilni faze pod velkym
tlakem. Vzorky uené Kk separaci v kapalinovém chromatogramu musi dolre
rozpuséné, nejlépe v rozpoudtle o stejném slozeni jako ma mobilni faze. Polaal j
ve vzorku pitomny tuhécéstice, je nutné je odfiltrovat.fiPpouZiti injeleéni stikacky
k davkovani vzorku rize dojit k vnaseni stop materialu injek stikacky, nebo je tento
zpisob spojen s moznosti neudrZzeni nastaveného ttgkkeni zaizeni pouzité k nasku
vzorku je mozné ovladat ¢no¢ nebo automaticky a &o by byt vyrobené z netaého
materialu jako je nerezova odc#ltitan [23]. Nefastji pouzivané davkovaci #aeni je
Sesticestny ventil s davkovaci stkgu znamého objemu. Davkovaci ventil ma Sest vstup
piicemz jsou vzdy dva propojeny kanalkem. Po p&exid jadra ventilu se zéni vnitini

propojeni jednotlivych dvojic vstup(obr. 4).

Vst 5 Ke kolond v

mobilni

ize I_ —
.-"—H_K' E -

-

Pinéni  Davkovaci Odpad
smydky smycka

Obr. 4 — Davkovaci ventil [25]

Pokud dochazi k ptmi davkovaci smsky vzorkem, proudi mobilni faze do kolony a
pies vstupcislo 6 je mozné ji naplnit analyzovanym vzorkenhog gebytek odtée
vstupemgislo 5 ¢ast A). Ri oto¢eni ventilu o 60 stup je obsah sniky vtlaten proudem

mobilni faze do sepatai kolony a po celou dobu analyz§stava ventil v této poloze [25].
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Kolony

Ve vysokowinné kapalinové chromatografii ma velky vyznam \eoNhodné kolony,
protoZe vysledek chromatografické analyzy j&€omén kvalitou kolony a jeji napin
(obr. 5).

Obr. 5 - Chromatograficka kolona Ascentis C18

Ucinnost kolon zéavisi nejen na kvalipouzitého sorbentu, ale i na tvaru, délce a

vnitinim povrchu kolony [28]. Plésolony musi splovat nasledujici podminky:

e musi byt chemicky neaktivni, nejpouzi¢@i material pro vyrobu
chromatografickych kolon je nerezova ocel, skidamplast,
* musi odolavat vysokym pracovnim tiak,

 vnitini povrch pla&t kolony musi byt hladky [29].

Obr. 6 — Schéma chromatografické kolony [35]

HPLC kolona je tveena z Sesti hlavniatésti (obr. 6): 1. kovovy plés2. kovova frita,
uzavirajici plé 3. stacionarni faze, 4. ochranny krouzek zaWpai oba konce kolon,

5. koncovou hlavici, 6. vstup kapilary se Sroub&®j [
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Nejcastji pouzivané HPLC kolony jsou dlouhé 30 — 300 myaj&h vnitini pramér je
2 - 5mm.Cim je kolona deldi, tim se zvy3ujeitnost separace, ale roste také doba
pottebna k provedeni analyzy a je nutné pouzit vya&i tbtacionarni fazi byva obvykle
oxid kiemiity s vhodnou zrnitosti. &n¢ jsou pouzivany stacionarni faze, které nemaji
schopnost zadrZzovat vodu a rozpéu$e v ni s navazanymi uhlovodikovymi futnkmi
skupinami. Stacionarni faze je pojmenovana poditupatomii uhliku vietzci, nag. C8 -
oktyl, C18 — oktadecyl [25].

Detektory

Dulezitou sowasti chromatografu je detektor, ktery detekuje lgloXychazejici
z kolony. Detektory jsotwiazeny na konci kolony a zaznamenavaji rozdil mezmdem

¢isté mobilni faze a mobilni faze se vzorkem.

Signal z detektoru je zapisovdn pomoci zapiseva vysledkem analyzy je zdznam
chromatografické separace tzv. chromatogram (opr.Na ose y je vynesena odezva

detektoru a na ose x je zaznamet@ds

[mV]

Voltage

Time [min.]

Obr. 7 - Chromatogram
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Fotometricky detektor UV-VIS

e

Tento typ detektoru je v HPLC nejrosigjSi a vyuziva se k 70 % az 80 % separaci.
Detekované latky museji byt schopny absorbov&trdavinové délky, které bylo pouzito
pii detekci. Pes sénu kyvety prochazi stelny paprsek ze zdrojergs fokusani ¢ocku a
Strbinu (obr. 8).

1 svételny zdroj & mérma cela

2 todka 7 referentni cela
3 monochromator 8 fotonasobid

4 polopropustné zrcadlo 2 zesilovad

5 zreadlo 10 zapiscvad

Obr. 8 — Schéma fotometrického detektoru [36]

Vybér swtelného zdroje je zavisly na sledovaném oboru wobvdélek. Pro
ultrafialovou oblast (200 nm — 350 nm) se pouziv@utdriova vybojka a pro oblast
viditelného zé&eni (350 nm — 700 nm) je pouZivana halogenova kar¢®5]. Podle toho,

pii jaké vinové délce je provedencaitani se rozliSujétyti konstrukéni typy detektai:
detektory, které pracuji s jednou, trvale nastauerinovou délkou,
detektory, u nichz Ize volit mezekolika predem danymi vinovymi délkami,

detektory, které jsou ogany monochromatorem, u nichz Ize vinovou délku
nastavit,
detektory pracujici s velkym ptem fotodiod, u kterych je mozny rychly zaznam
spektra aniz by doslo kgruSeni chromatografické separace na kolon

Pro organické latky je vyuziti fotometrického ddtek pracujiciho v ultrafialové

oblasti prakticky univerzalni.
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Refraktometricky detektor - Rl detektor

Refraktometricky detektor &i rozdil mezi indexem lomu vzorkucgsté mobilni faze
(obr. 9). Citlivost detektoru roste s rozdilem irdéomu stanovené latky a indexem lomu
cisté mobilni faze. Tento typ detektoru je univenzalale neni velmi citlivy. B jeho

pouZziti je teba udrZzovat konstantni teplotu cel detektoru [31].

1

2
3 ;e
3 o 7
1 zdroj svétla 5 fotonasobié
2 zrcadlo 6 zezilovac

3 mérna cela 7 zapisovac
4 referentni cela

Obr. 9 — Schéma refraktometrického detektoru [36]

Fluorimetricky detektor - FLD

Fluorimetricky detektor je zaloZzen na principu flescence, tedy schopnosti latek
pohlcovat ultrafialové zéni a naslednvysilat zéeni o vy3Si vinové délce, které j&imné
fotonasobiem (obr. 10). Jako zdroj t&ni se nejastji vyuziva miniaturni vysokotlaka

xenonova vybojka nebo laser. Tento detektor je wkiod kombinaci s fotometrickym

detektorem [23], [25].
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1
@:,_%_eﬁ* 1 svételny zdro
N 2 monochromator
=T 3 ¢ocka
4 mérna cela

5 fotonasobié
5 lde 6 zesilovaéd

7 zapisovad
6 P

Obr. 10 — Schéma fluorimetrického detektoru [36]

Elektrochemicky detektor - ECD

Elektrochemické detektory & urcitou elektrickou veliinu (elektrodovy potencial,
proud, kapacitu) vyvolanou fichodem latky pitokovou celou detektoru, wmz jsou
umiseny elektrody s pracovnim n&im nezbytnym k pibéhu elektrochemické
reakce[30]. Dalsi zaznamenavana dieh jecas. V podstdtjde o elektrochemickglanek,

u kterého se sleduje jeho chovanipénicim se slozeni roztoku. Tento typ detekttae
vyuzit tam, kde jsou v roztocich obsazené oxiddméatenebo redukovatelné slozky na
polarizovatelné elektrad Podle podminek #&eni mizeme rozdlit elektrochemické

detektory na:

» amperometrické (polarografické) detektoryérim proud vyvolany pkchodem

redukované nebo oxidované latkyifmkovou celou detektoru,

» coulometrické detektory &i naboj potebny k oxidacici redukci celkového
mnozZstvi latky @ jejim pritoku meérnou celou detektoru a dosahuje se tak vysSi
citlivosti detekce nez u amperometrickych detekt¢82]. Pikladem je ESA
Coulochem Il (obr. 11).
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Contichen

Obr. 11 — Coulochem Il [37]

Vyhodou €chto detektal je jejich vysoka citlivost detekce a pdmeé nizké pdizovaci
naklady [22]. Nevyhodou ECD jsou vysoké pozadavaymmobilni fazi. K tomu aby byla
dosazena stabilni nulova linie, musi byt mobilnzef&ista a dokonale odplgna.

Pritomnost kysliku v mobilni fazi by mohla&gobit Sum a drift zakladni linie [32].

Sum je kratkodoba vychylka v zakladni liniitgmbena zinou elektrického signalu,
teploty nebo jinymi faktory. Sumem se tedy rozumdlisani odezvy detektoru

pochazejicich z periodickych Zmv systému.

Drift se vztahuje ke kolisani signalu detektoruiftrkazuje dlouhodobou nestabilitu
z&kladni linie a vyjailije se jako prmerny sklon obalky Sumu (obr. 12pbvykle je spojen
se zménou teploty detektoruipjeho prvni filhodiné provozu [32].
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—

Obr. 12 — Grafické zndza¥ni Sumu a driftu [32]

Hmotnostni spektrometr

Vyuziva moznosti fmé identifikace jednotlivych separovanych lateter& vychazi

z kolony na zaklaglziskanych hmotnostnich spekter [25].
Detektor s diodovym polem - DAD

Detekce je zaloZena na principu snimani&emi intenzity zéeni tiznych vinovych

délek spektra po pchodu zé&eni vzorkem a jeho rozlozeni holografickotizkou [25].
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. PRAKTICKA CAST
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3 METODIKA PRACE

3.1 Priprava mobilnich fazi a vzorka pro analyzu

3.1.1 Pr¥iprava mobilni faze 1

Pro @ipravu mobilni faze byla pouzita kyselina fostoré (HsPQOy), metanol (CHOH)
a redestilovana voda (,8) v pongru 30 : 1 :69. Naifpravu 1 litru mobilni faze bylo
v odmerném valci odnsteno 300 ml 0,1 moldm® HsPQ,, 10 ml metanolu a 690 ml
redestilované vody. Bylo upraveno pH na hodnotu $Homoci roztoku hydroxidu
draselného (KOH). Takto upraveny roztok bigfdtrovan na filtr&ni aparatie s pouzitim
filtrd SUPELCO — Nylon 66 Membranes 0,2 nm x 47 mm.

3.1.2 Priprava mobilni faze 2

Pro pipravu mobilni faze byly pouZity stejné chemikajako v 3.1.1, ale byly
smichany v jiném po#nu a kyselina fosfoksa ntla koncentraci 85 %. Na 1 litr bylo
v odmerném valci odnsteno 990 ml metanolu, 5 ml redestilované vody a Kyskeliny
fosfore&né. Podle pdebného mnozstvi bylathem analyzy fipravovana mobilni faze tak,
aby vzdy byl zachovan pam metanol : kyselina fosfoted : redestilovana voda,
99:0,5:0,5.

3.1.3 Pr¥iprava mobilni faze 3

Byla piipravena mobilni faze MDTM, ktera se pouziva pralgru biogennich amin
Pri ptipraw mobilni faze doslo k modifikaci postupu vzhlederddstupnym chemikaliim.
Bylo navazeno 10,359 dihydrogenfostoranu sodného a rozpaso v 500 ml
redestilované vody. Tento roztok byl zfiltrovan. I®dylo navaZzeno 0,3675 g kyseliny
sulfanylové a bylo fidano 100 ml acetonitrilu, 1Q@ trimetylaminu a 25Ql
100 mmol . drif EDTA. Bylo pidano 900 ml redestilované vody a pH celé mobiazef

bylo upraveno pomoci kyseliny fosfére na vyslednou hodnotu pH 3.
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3.1.4 Pr¥iprava mérenych vzorki

Pro zkouSeni metodiky pro stanoveni kyseliny cinan a octové byly pouzity
standardy kyselin rozpustych v mobilni fazi a jako druhy typ byl pouZzit stkard kyselin

rozpusénych v redestilované ved

Na analytickych vahach bylo navadzeno 0,001 g bezvikygbkeliny citronové p.a. a
rozpuséno v 10 ml mobilni faze. Stejné mnozstvi bylo ro&poio v 10 ml redestilované
vody. Dale bylo navazeno 0,005 g a 0,01 g bezvogkeliy citronové p.a. a bylo
rozpuséno ve stejném objemu mobilni faze i redestilovaoéyv Takto pipravené vzorky

byly prefiltrovany.

Do 10 ml mobilni faze byloifdano 9,5ul koncentrované kyseliny octové p.a. Z tohoto
roztoku byl odpipetovan 1 ml do 10 ml o&imé baiky a doplin mobilni fazi po rysku,

aby byl ziskan vzorek 1Q@y - ml™.

Stejny postup byl zopakovan iiippripraw
500ug - mI* kyseliny octové v mobilni fazi, ale misto b koncentrované kyseliny
octové bylo odréreno 47,84 koncentrované kyseliny octove. Druhy vzorek b§ppaven
stejnym postupem, ale misto mobilni faze byla peuziedestiiovana voda. Takto

piipraveny vzorek byl gefiltrovan.

3.2 Pristrojové vybaveni

Pro @ipravu vzork bylo pouzito Bzné laboratorni sklo a navazky byly provedeny na
analytickych vahach ADAM, AFA — 210 LC. pH mobilféze bylo vZdy upravovano na
pH metru Microprocessor pH Meter spotesti HANNA instruments. Analyzované
vzorky byly nastiknuty stikatkou HAMILTON o objemu 5Qul. Pro analyzu byly pouZzity
kolony Discovery C 18 (250 x 4,6 mmubn) a Ascentis C 18 (150 x 4,6 mmpuBn).

3.3 Pouzité chemikalie

Kyselina fosforénd, ktera byla pouzita praipravu mobilnich fazi a bezvoda kyselina
citronova p.a., ktera byla pouZzita priigravu analyzovaného vzorku, byly dodany od Ing.
Petra LukeSe (Uhersky Bro@R). Etanol pro HPLC byl pizen od spoknosti POCH SA
(Gliwice, Polsko). Pro upravu pH byl pouzit hydrdxdraselny, ktery je dodavan od firmy
PENTA (Chrudim,CR). Od stejného dodavatele bylaijzena i kyselina octova p.a.,

ze které byl fipraven druhy analyzovany vzorek.
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3.4 Experimentalni podminky

VSechna nifeni byla provedenaipnastaveni termostatu kolony na teplotu 30° C.
Vzorek byl davkovan rn¢ pomoci stikacky. Praitok mobilni faze byl nastaven na hodnotu
0,9 ml- min™ a¢as analyzy byl nastaven na 20 minut. Na zaklaotnich ngteni byl
tento ¢as zkracen na 15 minut a déle aZz na 12 minutétNapi kterém bylo ndteni
provad¢no je uvedeno v tabulce. Kazdy vzorek byl za st)npodminek stanovovan
tiikrat a ochranna cela byla vzdy nastavena o 1AbazmV &tSi neZ nastaveni parametr

detektoru.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Moznosti detekce kyseliny citronové a octové na kahé ASCENTIS
C18 pomoci ECD

4.1.1 Stanoveni kyseliny citronové s pouZzitim mobilni faz 1

Tabulka 3 — Podminky &eni kyseliny citronové v mobilni fazi 1

L Parametry detektory Charakter
Mobilni faze Vzorek a koncentrace
El, E2 [mV] odezvy
700, 800 +
Kyselina citronova 600, 700 +
HsPO, : CH;OH : rH,0 o
v mobilni fazi; 500, 600 +
30:1:69 1
100ug - ml 400, 500 -
300, 400 -
700, 800 +
HaPOx - CHIOH : rH,O Kyselina citronova 600, 700 i
v redestilované vag 500, 600 -
30:1:69 1
100pg - ml 400, 500 i
300, 400 -
Kyselina citronova
HsPO; : CHOH : rH,0 T 600, 700 *
v mobilni fazi;
30:1:69
500“9 . ml-l 500, 600 =
HaPO, | CHOH : rH,O Kyselina citronovéa 600, 700 +
v redestilované vag
30:1:69 500, 600 _

500ug - mi™




UTB ve Zling, Fakulta technologick& 40

o Parametry detektory  Charakter
Mobilni faze Vzorek a koncentrace
E1l, E2 [mV] odezvy
Kyselina citronova
H3PO, : CHOH : rH,0O o
v mobilni fazi; 500, 600 +
30:1:69 1
1 mg ml
Kyselina citronova
HsPO, : CH;OH : rH,O _ ]
v redestilované vag 500, 600 -
30:1:69 N
1 mg-ml

Z vySe uvedené tabulky vyplyva, Ze pozitivni vygledobr. 13) byl zaznamenatii p
méteni kyseliny citronové (10Qg - mI't) rozpustné v mobilni fazi HPQ,, CH;OH, rH,O
v poneru 30 : 1 : 69 pi parametrech detektoru E1 500 mV a E2 600 mV.

[mV]

kanal 2

Voltage

Obr. 13 — Chromatogram: Standard kyseliny citron(M@ pg - ml™), za pouZiti mobilni
faze 1 pi nastaveni parameétdetektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV

Pro vyloweni odezvy mobilni faze, byla za stejnych podmineikiena odezva
mobilni faze a redestilované vody. Na zakladného réreni byla v retetnim case 3,11

min utena odezva kyseliny citronove.
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Pro dalSi msfeni byly zménény pouze parametry detektoru na E1 = 600 mV a
E2 = 700 mV. V retefnim ¢ase 2,98 min byl zaznamenan pik kyseliny citronogs. 14).

[mV]

kanal 2

298 3

Voltage

10

[min.]
Obr. 14 — Chromatogram: Standard kyseliny citron(M@ pg - ml™), za pouZiti mobilni
faze 1 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 600 mV, E2 = 700 mV

Pii méfeni stejného vzorku byly zvySeny parametry detektoa E1 =700 mV a

E2 =800 mV. Odezva kyseliny citronové byla zaznaamé v reteénim ¢ase 3,20 min
(obr. 15).



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 42

[mV]

” a2

Voltage

e [min.]

Obr. 15 — Chromatogram: Standard kyseliny citron(M@ pg - ml™), za pouZiti mobilni
faze 1 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 700 mV, E2 = 800 mV

P¥i nastaveni nizSich parametietektoru (E1 = 400 mV, E2 = 500 mV; E1 = 300 mV,
E2 =400 mV) byla odezva kyseliny citronové velmiab&. Odezva detektoru se

pohybovala v jednotkaghV. NiZSi potencialy se proto jevi jako nevhodnér(di6).

[V

650 | kanal 1
kanal 2

600

550

Voltage

500

4507

4007

350

Obr. 16 — Chromatogram: Standard kyseliny citron(M@ pg - ml™), za pouZiti mobilni
faze 1 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 300 mV, E2 = 400 mV
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4.1.2 Stanoveni kyseliny citronové s pouZzitim mobilni faz 2

Tabulka 4 — Podminky &beni kyseliny citronové v mobilni fazi 2

L Parametry detektory  Charakter
Mobilni faze Vzorek a koncentrace
E1l, E2 [mV] odezvy
Kyselina citronova 400, 500 -
HsPO, : CH;OH : rH,O _ _
v mobilni fazi; -100, -200 -
0,5:99:0,5 4
1 mg-mi -500, -600 -
Kyselina citronova 400, 500 }
HsPO, : CH:OH : rH0O _
v redestilované vag -100, -200 -
0,5:99:0,5 1
1 mg- ml -500, -600 -
500, 600 -
Kyselina citronova
HsPO, : CH;OH : rH,O o 100, -100 -
v mobilni fazi;
0,5:99:0,5 L -100, -200 -
100pg - ml
-500, -600 -
HaPO, - CHOH * rH,O Kyselina citronova -100, -200 -
v redestilované vag
0,5:99:0,5 100“9. ml_l -500, -600 -
Kyselina citronova
HsPO, : CHOH : rH,0 o 100, -100 -
v mobilni fazi;
0,5:99:0,5
500 I..lg . ml-l '500, '600 -

Tabulka 4 uvadi podminky stanoveni kyseliny citm@e mobilni fazi 2. Z charakteru
odezvy je patrné, Ze nastavené parametry nebylgind@ro stanoveni dané kyseliny
(obr. 17, 18, 19). Obrazek 17 ukazujeiemi kyseliny citronové (1 mgml™) rozpustné
v mobilni fazi g nastaveni parametru detektoru E1 = -500 mV a E208 mV, na kterém
je pouze odezva mobilni faze. Na chromatogramu. (b®y se objevil pik, ktery by mohl

byt pikem kyseliny citronové, ale je velmi maly. Kabr. 19) je chromatogram stanoveni
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kyseliny citronové (500ug - ml™%) rozpusné v mobilni fazi fi nastaveni parametru
detektoru E1 = 100 mV a E2 = -100 mV. V reteim ¢ase 1,88 min byla zazhamenana
odezva mobilni faze.

[mv]
kanal 1
1.0M |'| 12
I| 148l £
I
M’@m ll.:. y
3 mE
.I. | II'
0,0 B
i
|
1
-0,57
T
(e} 2 4 & 8 10 12 14
[min.]
Time:

Obr. 17 — Chromatogram: Standard kyseliny citron@ivéng- ml™), za pouZiti mobilni
faze 2 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = - 500 mV, E2 = - 600 mV

4 kanal 1
kanal 2

Voltage

P33

[min.]

Obr. 18 — Chromatogram: Standard kyseliny citron(M@ pg - ml™), za pouZiti mobilni
faze 2 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV
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kanal 1

i kanal 2

Voltage

1
0,57 J Vsl
.

0,07

Obr. 19 — Chromatogram: Standard kyseliny citron(8@ pg - ml™), za pouZiti mobilni
faze 2 pi nastaveni paramétdetektoru E1 =100 mV, E2 =- 100 mV

4.1.3 Stanoveni kyseliny octové s pouzitim mobilni faze 1

Tabulka 5 — Podminky &eni kyseliny octové v mobilni fazi 1

Parametry detektory Charakter
El, E2 [mV] odezvy

Mobilni faze Vzorek a koncentrace

700, 800 -

600, 700 -

500, 600 -

Kyselina octova 400, 500 -
HsPQ, : CHOH : rH,O

v mobilni fazi; 300, 400 -
30:1:69

100ug - mi* 100, 200 -

-100, 100 -

-200, -100 -

-500, -600 -
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Tabulka 5 popisuje podminky, za kterych byla stamdv kyselina octova. Vzorek

kyseliny octové a mobilni faze nevykazoval z&hto podminek Zadnou odezvu

(obr. 20, 21).

[m\]
2,57 kanal 1
kanal 2
2,07
o 1,57
E
2

0, SXJL.VD\M

Time

20

[min.]

Obr. 20 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze

1 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV
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Obr. 21 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze

1 pti nastaveni paramétdetektoru E1 = 400 mV, E2 =500 mV
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Tabulka 6 - Podminky #tieni kyseliny octové v mobilni fazi 1

L Parametry detektory Charakter
Mobilni faze Vzorek a koncentrace
El, E2 [mV] odezvy
HaPO, : CHiOH : rH,O Kyselina octova 700, 800 +
v redestilované vag
30:1:69 100pg - mi™ 600, 700 *

Vzorek kyseliny octové v redestilované ¥odykazoval pozitivni odezvu v retémim

case 3,24 minipnastaveni parametru detektoru E1 = 600 mV, ERG-iAV (obr. 22).

[mv]

3 |F| kanal 2
|

Voltage

T e i mamt Sl iy

T [min.]

Obr. 22 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze
1 pii nastaveni paramétdetektoru E1 = 600 mV, E2 = 700 mV

Po zménach parameir detektoru na E1 = 700 mV, E2 = 800mV, bykase

(tr = 3,02 min) zaznamenan pik kyseliny octoveé (0B}. 2
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Voltage

Obr. 23 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze

30z 2

Time:

1 pii nastaveni paramétdetektoru E1 = 700 mV, E2 = 800 mV

4.1.4 Stanoveni kyseliny octové s pouzitim mobilni faze 2

Tabulka 7 — Podminky &eni kyseliny octové v mobilni fazi 2

kanal 2

[min.]

L Parametry detektory Charakter
Mobilni faze Vzorek a koncentrace
El, E2 [mV] odezvy
Kyselina octova 500, 600 -
HsPO, : CHOH : rtH,O o
v mobilni fazi; 100, -100 -
05:99:0,5 1
100pg - ml -500, -600 -
Kyselina octova 100. -100 )
HsPO, : CHOH : rtH,O o ’
v mobilni fazi;
05:99:0,5
500 I..lg . ml-l '500, '600 =

Z charakteru odezvy zaznamenaného v tabulce 7rggné, Ze uvedené podminky

nebyly vhodné pro stanoveni kyseliny octové v milfézi 2. Obrdzek 24 popisujeteh

stanoveni kyseliny octové (100g - ml™) v mobilni fazi gi nastaveni E1 =500 mV,

E2 = 600 mV. V tomto fipact byla zaznamenéna jen odezva mobilni faze.
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Obr. 24 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze
2 pii nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV

V obrézku 25 je znazoEn pribh stanoveni vzorku kyseliny octové (506 - ml™)
v mobilni fazi 2 pi nastaveni E1 = -500 mV a E2 = -600 mV. S¥gpko u fedchoziho

chromatografu byla zaznamenana jen odezva molibei. f
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2 |
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Obr. 25- Chromatogram: Standard kyseliny octové (&- ml™), za pouZiti mobilni faze

2 pii nastaveni paramétdetektoru E1 = - 500 mV, E2 = - 600 mV
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4.2 Moznosti detekce kyseliny citronové a octoveé na kohé

DISCOVERY C18 pomoci ECD

4.2.1 Stanoveni kyseliny citronové s pouzitim mobilni faz 1

Tabulka 8 — Podminky &heni kyseliny citronové v mobilni fazi 1

) Parametry detektory  Charakter
Mobilni faze Vzorek a koncentrace
E1l, E2 [mV] odezvy
500, 600 -
Kyselina citronova
HsPO, : CHOH : rH,O o 400, 500 -
v mobilni fazi;
30:1:69 L 300, 400 -
100pg - ml
100, 200 -

Vzorek kyseliny citronoveé byl rozpust v mobilni fazi 1 a stanoven za podminek, jaké

jsou uvedené v tabulce 8.riPnastaveni d&chto podminek nebyl zaznamenany Zadny

pozitivni vysledek (obr. 26).

[mv)

Voltage

kanal 1
kanal 2

Obr. 26 — Chromatogram: Standard kyseliny citron(M@ pg - ml™), za pouZiti mobilni

faze 1 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV
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Pii zméné nastaveni paramétrdetektoru na nizSi hodnoty (tabulka 8), nebyl&top

zaznamenana odezva kyseliny citronové (@@omi™).

[mv]

kanal 1
1,01 \ kanal 2

Nttt A A AT RS

Voltage

[min.]

Obr. 27 — Chromatogram: Standard kyseliny citron(M@ pg - ml™), za pouZiti mobilni
faze 1 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 100 mV, E2 = 200 mV

4.2.2 Stanoveni kyseliny octové s pouzitim mobilni faze 1

Tabulka 9 — Podminky &eni kyseliny octové s mobilni fazi 1

Parametry detektory Charakter
El, E2 [mV] odezvy

Mobilni faze Vzorek a koncentrace

700, 800 +

600, 700 -

500, 600 -

Kyselina octova
HsPO, : CHOH : rH,O o 400, 500 -
v mobilni fazi;
30:1:69 1 300, 400 -
100pg - ml

100, 200 -

-100, 100 -

-200, -100 -
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Vzorek kyseliny octové v mobilni fazi 1 nevykazovah podminek uvedenych

v tabulce 9 Zadnou odezvu (obr. 29, 30). Na obr&&ye v retetinim ¢ase 4,70 min

zaznamenana velmi slaba odezva kyseliny octové.

[my)
F‘ kanal 2
4 I
(l
I
; |
‘ \
|
\
& |
g L‘
5 2 |
=4 El
| ~
i
’ N g
J \
SRS T B e i
. W‘I‘ Bl R
V
0 2 4 6 8 10 = L
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Obr. 28 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze

1 pti nastaveni paramétdetektoru E1 = 700 mV, E2 = 800 mV
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Obr. 29 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze

1 pti nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 53

(1M
800 kanal 1
i kanal 2
700 A |\
»‘" | (|
I [
g {
600 n [ 1 \
| \ b
I | \ i
NI / \ |
A ) |\
5 5007} o / WM A \IL \\ { \M»,,.‘-_f.;‘“ ¢ L"\ e ™ I Vi e
> e “L,-\w_.‘\,u"\"\"\_'f,w% il J \w\,\, X -N:;‘-\ [ L0k b ‘ﬂ Fon "\J‘,mv,-‘ R PV Al J\" VW ‘\,,;-uu‘nwab."-/ A \/“:‘NN:{ RS
"LW\%M\NW;MM;}QW%! R " e e WA P AU e AR/ AR,
400 |
Il
| ii
300 ”
|
200
T T T T
0 5 10 15 20

[min.]

Obr. 30 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze

1 pii nastaveni paramétdetektoru E1 = 100 mV, E2 = 200 mV

Tabulka 10- Podminky &fteni kyseliny octové s mobilni fazi 1

) Parametry detektory  Charakter
Mobilni faze Vzorek a koncentrace
E1l, E2 [mV] odezvy
: . 700, 800 -
Kysel t '
HaPO : CHOH : rH,O yselina octova
v redestilované vag 600, 700 -
30:1:69 1

100ug- ml 500, 600 i

Z charakteru odezvy (tabulka 10) vyplyva, Ze vzonekykazoval Zzadnou odezvu za

uvedenych podminek (obr. 31, 32).
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Obr. 31 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze

1 pii nastaveni paramétdetektoru E1 = 700 mV, E2 = 800 mV
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Obr. 32 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze

1 pti nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV
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4.2.3 Stanoveni kyseliny citronové s pouZzitim mobilni faz 3

Tabulka 11 — Podminky &eni kyseliny citronové s mobilni fazi 3

L Parametry detektory  Charakter
Mobilni faze Vzorek a koncentracg
E1l, E2 [mV] odezvy
Kyselina citronovéa 500. 600 )
MDTM v mobilni fazi;

Byla pouzita mobilni faze pro stanoveni biogennahini, kterd je ovSem pro

stanoveni kyseliny citronové nevhodna (obr. 33, 34)
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Obr. 33 — Chromatogram: Standard kyseliny citron(M@ pg - ml™), za pouZiti mobilni

faze 3 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV
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Obr. 34 — Chromatogram: Standard kyseliny citron@ pg - ml™?), za
faze 3 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 100 mV, E2 = 200 mV

4.2.4 Stanoveni kyseliny octové s pouzitim mobilni faze 3

Tabulka 12 — Podminky &eni kyseliny octové s mobilni fazi 3

pouZziti mobilni

L Parametry detektory Charakter
Mobilni faze Vzorek a koncentrace
El, E2 [mV] odezvy
Kyselina octova 500, 600 -
MDTM v mobilni fazi;
1 100, 200 -
100pg - mi

Mobilni faze 3 nebyla vhodna ani pro stanoveni kygectove (obr. 35, 36).
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Obr. 35 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze

3 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 500 mV, E2 = 600 mV
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Obr. 36 — Chromatogram: Standard kyseliny octo@® (g - ml™), za pouZiti mobilni faze
3 pi nastaveni paramétdetektoru E1 = 100 mV, E2 = 200 mV

4.3 Moznosti detekce kyseliny citronové a octove na kohé
SUPELCOSIL LC8 pomoci UV-VIS
Vzorky kyseliny citronové a octové byly zteny také na ifpstroji HPLC UV-VIS

s pouzitim kolony SUPELCOSIL LC8 (150 x 4,6 mny)5 mobilni faze 1 sloZzené z
0,1 mol- dm® HsPO,, metanolu a redestilované vody v pem30 : 1 : 69. Byly fipraveny
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dva typy vzork kazdé kyseliny. Prvni vzorek byl rozp&stv mobilni fazi a druhy

v redestilované vadvzdy 100pg - mi™. V8echny vzorky byly stanoveny za podminek:
P =54 bar, t = 25C, pfitok = 0,8 ml- min* aA = 210, 215, 230 nm.iPm&teni kyseliny
citronové rozpu$né v mobilni fazi bylo zji&ho, Ze nastavené podminky byly vhodné pro
stanoveni (filoha I). Stejné podminky byly nastaveny getekci roztoku kyseliny octové a
mobilni faze, které byly rowz vyhovujici (gloha Il). Slaba odezva byla zaznamenatia p
meéteni kyseliny citronoveé ffloha Ill) i octové (piloha IV) rozpustné v redestilované
vodk, ale festo Ize tyto podminky povazovat za vhodné. Naazikprovedenych rreni
bylo zjiS€no, Ze jako vhod#Si pro stanoveni se jevi roztok vzorku kyselinynabilni

faze.

4.4 Diskuse

Pro stanoveni organickych kyselin v bilém & v syrech bylo zjigho, Ze jako
vhodné se jevi pouziti C18 kolon [41], 0[42]. Vaiden k vybaveni laboraitb byla
zkouSena vhodnost dvou chromatografickych kolonora ASCENTIS C18 (150 mm X
4,6 mm; 5um), kolona DISCOVERY C18 (250 mm x 4,6 mmarb) za pouZziti itech

raznych mobilnich fazi.

Pro stanoveni kyseliny citronové se jako nejvhgginjevila kolona ASCENTIS
C18 @i pouziti mobilni faze 1 tv@né HPO, : CH;OH : rH,O v pongru 30 : 1 : 69, ktera
byla zvolena na z&kl&dprace Radin L. (1994) [43], ktery ji pouZitistanoveni kyseliny
vinné ve vik. NejsilngjSi odezva kyseliny citronové byla zaznamenaiangstaveni
parametit detektoru E1 = 700 mV a E2 = 800m\fi BniZovani nagti se odezva kyseliny
snizovala. Tato mobilni faze byla pouzita i préiemi s kolonou DISCOVERY C18, ale
v této sad mereni nebyly zaznamenany Zzadné odezvy stanovenériyyséédiné zjigné

piky odpovidaly pouzité mobilni fazi.

V druhé sad meéieni s kolonou ASCENTIS C18, liSici se pouze pam sloZzek
mobilni faze (85% kPO, : CH;OH : rH,O v pongru 0,5 : 99 : 0,5) odezva kyseliny
citronové nebyla zaznamenana. Poslednim zkouSengasolzem detekce kyseliny
citronové bylo pouziti kolony DISCOVERY C18 a matiifaze MDTM, ktera se vyuziva
pro stanoveni biogennich amin Pi méteni byly v iiznych retetinich ¢asech

zaznamenany slabé odezvy, ale domnivame se, eers&lg 0 odezvy jednotlivych slozek
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této mobilni faze a nebylo mozn&ity zda byla zaznamenéna i odezva kyseliny. Z hot

duvodu se pouziti mobilni faze MDTM pro stanoveniytdnkyselin jevi jako nevhodné.

Pro stanoveni kyseliny octové byly pouzity stejnébitni faze a stejné kolonyiiP
pouziti mobilni faze BP0, : CH;OH : H,O v pongru 30 : 1 : 69 a kolony ASCENTIS C18
byla zaznamenana odezva kyseliny octotiénpstaveni paramétrdetektoru (E1 = 600
mV, E2 = 700 mV) a (E1 = 700 mV, E2 = 800 mV}i Pméné¢ mobilni faze na 85%
H3PO, : CHROH : HLO vpoméru 0,5 : 99 : 0,5 nebyla odezva kyseliny octové

zaznamenana,&hoz vyplyva, Ze pouziti této mobilni faze je nedtné.
V pripact pouziti kolony DISCOVERY C18 se stejnymi mobilnifidizemi, jaké
byly pouzity @i stanoveni kyseliny citronové nebyly z§igy zadneé vysledky, pouzitelné

pro ugeni gitomnosti kyseliny.
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ZAVER
Cilem této diplomové prace, bylo najit vhodné patkyi pro stanoveni kyseliny

citronové a octové. Prodieni byla pouzita metoda HPLC s elektrochemickoeldst

Metodou HPLC — ECD byl standard kyseliny citron®t@noven za podminek pouziti
kolony ASCENTIS C18 s pouZitim mobilni faze slozemné0,1 mol dm® kyseliny
fosfore&né (HtPOy), metanolu (CHOH) a redestilované vody (¢8) v pongru 30 : 1 : 69
pfi nastaveni parametru detektoru E1 = 700 mV a BDG mV. Pro stanoveni kyseliny
octové se jako nejvhodjsi jevi pouziti kolony ASCENTIS C18 a mobilni faherené
H3PO, : CHOH : H,O vpongru 30 : 1 : 69 f nastaveni paramétrdetektoru
(E1 = 600 mV, E2 = 700 mV) a (E1 = 700 mV, E2 = 800).

Metodou HPLC UV-VIS byly ob kyseliny stanovenyippouZiti kolony SUPELCOSIL
LC8 a mobilni faze 1 slozené z 0,1 mdm?® HsPO,, metanolu a redestilované vody

v poneru 30 : 1 : 69 fi nastaveni detektori= 210 nm, 215 nm a 230 nm.

Konfigurace a vysledky vSech sadéieni, které byly provedeny, jsou uvedeny v
tabulkach v praktickécasti této prace. V praci jsou uvedeny chromatograrigch

pozitivnich n&teni, ale pro nazornost i chromatograndigterych neusgsnych ngteni.

Dosazené vysledky, by mohly byt zakladem pro hled#aiSich metod a Zgohi

detekce vybranych organickych kyselin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

LC Liquid Chromatography, kapalinova chromatografi

GC Gas Chromatography , plynova chromatografie

PC Paper Chramatography, papirova chromatografie

TLC Thin Layer Chromatography, tenkovrstva chrargeafie

HPLC High Performance Liquid Chromatography, HighPresure Liquid

Chromatography, vysokgiinna chromatografie

UV-VIS Ultraviolet-Visible, ultrafialova a viditelna oldas\étla

RI Refractive Index, Rl detektor - Refraktometgiaketektor
FLD Fluorescence Detector , Fluorimetricky detekto
ECD Elektrochemical Detector, elektrochemicky &tie

DAD Diode Array Detector, detektor s diodovym pule
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PRILOHA I: Chromatogram: standard kyseliny citronové (100ug - ml’

1), za pouZiti mobilni faze 1 pi nastaveni detektoru N = 215 nm
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PRILOHA II: Chromatogram: standard kyseliny octové (100 pg - ml™),

za pouziti mobilni faze 1 i nastaveni detektoru N = 210 nm

DADI C, Sig=2108 Ref=380, 100 (DRGKY S5 D)
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PRILOHA IlI: Chromatogram: standard kyseliny citronov é (100ug - ml’

1), za pouZiti redestilované vody §i nastaveni detektoru N = 230 nm
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PRILOHA IV: Chromatogram: standard kyseliny octové (100 pug - ml-1),

za pouziti redestilované vody pi nastaveni detektoru N = 210 nm

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=380, 100 (ORGKYS\10.0)
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