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1. Uvod

V hroznové 8aw a vie je zastoupena celarada organickych kyselin,
k nejvyznamgjSim pati kyselina jablénd a kyselina vinna. Cilem kazdého vange
ziskat podil kyselin ve vinodpovidajici dané otidé. Zakladem je vyhnout se nizkym
hodnotam pod 5 g/l a zaraveysokym hodnotam nad 12 g/l kyselin. Hlgwn ranych
odrid je obsah kyselin nizky, proto je nutné prastagravidelnou kontrolu obsahu
titrovatelnych kyselin, pH, pdp jednotlivych kyselin jabkené a vinné. Sledovani
obsahu kyselin v hroznech tedyc¢aaa jiz Bhem jejich dozravani. Rozhodujici je
ovSem jejich porérové zastoupeni, které jergwvazmié ovlivnéno vyzralosti hrozin
a jejich zpracovanim.

Pro stanoveni jednotlivych organickych kyselin ezmmové gawe a ve vig je mozné
vyuZivat cel&ady tiznych analytickych metod zahrnujicich metody chrmgiaficke,
elektrochemické, spektroskopickeé, enzymatické rddsicke titr&ni.

Klasickeé titr&ni metody jsou spiSe na Ustupu a nahrazuji fjetrpje vyuZzivajici
specialni a profesionalni analytické vybaveni. &ademi se mzeme setkat
u malovindu, ti tyto metody je&t pouzivaji pro orientai zjiS€ni obsahu kyselin. Pro
piesréjSi analyzu se obraceji na akreditované labéeatiteré vyuzivaji specialni
analytickeé pistroje.

Z chromatografickych metod zaujima n#gi zastoupeni v oblasti zjgvani obsahu
kyselin kapalinova chromatografie, nebo spiSe me/chd rozvijejici vysoko ¢inna
kapalinova chromatografie (High-Performance Liq@kdromatography = HPLC). Jeji
spojeni i s jinymi technikami vede k velmi rychl@éadyze, nizké sp&tbs vzorku
a malym nakladm.

Elektrochemické metody dosahuji z hlediska analgagné citlivosti a senzitivity.
Jsou zaloZeny na principu oxiaig-redulkénich reakci, spojenych ggmosem elektran
NejrozsfergjSi metodou je kapilarni elektroforéza, jébtizné stejré rozStena jako
HPLC.

Spektroskopické a enzymatické metody repapiilis rozSfenym, spiSe se vyuZivaji
v kombinaci s jinou technikou. Sériové propojeniochatografické a enzymatické nebo
spektroskopické metody vede k lepSim vystadk

Zjisténi zastoupeni jednotlivych kyselin v hroznovéa a vire miaZze vypovidat

o kvalité i zralosti suroviny, fipadré maze byt ukazatelem falSovani a Upravy surovin.



2. Cil prace

Cilem prace je shrnoutizné analytické techniky pouZivané pro kvalitativni
i kvantitativni analyzu organickych kyselin v hraxé $aw a virgé. Specialg je tato
prace zaréena na kyselinu jabteou a vinnou. Jednotlivé analytické metody izd
do peti zakladnich skupin: chromatografické, elektrochek@®, spektroskopickeé,

enzymatické a titkani. Ukolem bylo rozepsat a shrnout jednotlivé mgtod



3. Charakteristika kyseliny jable¢né a kyseliny vinné

3.1. Kyselina jable¢na

Kyselina jabléna pati mezi karboxylové kyseliny. Dle systematické nokiatury je
ozn&ena jako kyselina hydroxybutandiova se sumarninroero GHgOs. Chemicka
struktura je znadzow#ma na obrazku (Obr.1.), kde tvalvé opticky aktivni formy L-
kyselina jabléna, D-kyselina jablna (SHANGHAI, 2013; VODRAZKA, 1996). L-
forma kyseliny jabléné se vyskytuje vijirodk, rebarbora, jablka, hrozny, zatim co D-
forma kyseliny se vyrabi synteticky (DAVIDEK, 1983 hlediska senzorické analyzy
je z&azena mezi trpce chutnajici dikarboxylové kyseliR§irozeré se vyskytuje ve
vSech druzich ovoce a zeleniny, ale byla dokdzanease a syrech. ¥ad pokrmi
zpasobuje kysely vjem, vznika tzv. ovocnym metabolismgBARTEK, 2012).
Kyselina jabléna je gitomna v jablkach a vnimame ji jako kyselou €haelenych
jablek. MiZe také zfpisobovat trpkou chuvina, i kdyZ jeji mnozstvi v ovoci klesa
s jeho zralosti. #traveni dodavé&tu energii ve vysi 10 kd/g (FINGLAS, 1993). Pokud
je pridavana do potravin, oztyaje se jako E 296, jeji disoc¢iai konstanty jsou pK=
3,46, pk = 5,21 (AGENCY, 2011, 2014; WOOD, 1987). Vapenatédecnaté soli
kyseliny jsou dote rozpustné, diky tomu nevznika probléd pouziti tvrdSi vody
(pramyslova vyroba nap) (KENNEDY et al, 2005). Jeji anion se nazywélata je
¢lankem v citratovém cyklu (JENSEN, 2007). Vznik&umaratu pomocifumarazy
na oxalacetat je oxidovan pomoci enzymalatdehydrogenazouMize se ale také
oxidovat na pyruvat za seéasné redukce NADRNikotinamidadenindinukleotidfosfat)
na NADPH;pyruvatje spiSe vhodny pro syntézu sachanébo aminokyselin.

O

O
HO HO
NCH \H/\;)J\OH

O OH O OH

Obr.1. Strukturni vzorec kyseliny jakiaé s déma izomernimi formami.

Pro potravin&ské &ely se kyselina jabtma vyrabi z jablek, kde sé¢impzere vyskytuje.
Poprvé se ji poddo izolovat v jabléném moStu jiz v roce 1785. iPnyslow je
pripravovana enzymaticky z kyseliny fumarové pomaazyenu fumarazy Pro tento
Gcel jsou vyuzivany mikrobidlni biky, které produkuji tento enzym (PRESEGXIal,
2007). Ve studii Veliska (VELISEK, 2002hk prezentovana pmyslova vyroba



pomoci bakteriiLactobacillus brevisnebo kvasinek roduCandida Pro produkci
kyseliny jabléné byly také zkoumany dalsi druhy mikroorganizrmag.
Brevibacterium flavum Corynebacterium ammoniagensesliie Brevibacterium
ammoniagenses|TAKATA et al, 1979), Saccharomyces cerevisigtlCBI, 2014;
PELEG et al, 1990). Kyselina jablma vznikd adici vody z kyseliny fumarové

a oxidaci dava kyselinu oxaloctovou (keto - kysglin

3.2. Kyselina vinna

Kyselina vinna (kyselina 2,3-dihydroxybutandiovd, ¢&kay kyselina
dihydroxyjantarova), funini vzorec HOOCCH(OH)CH(OH)COOH, je bezbarva
krystalicka latka, dofe rozpustna ve v@ds charakteristickou kyselou a ovocnou chuti.
Disociani konstanty jsou pK= 2,96 a pk = 4,16. Vyskytuje se veédch prostorovych
izomerech, ma dva asymetrické uhlikové atomy, tak#@stuje pravotéiva D-forma,
levotaziva L-forma, opticky inaktivni meso-vinna kyselifRAVIDEK, 1983; WOOD,
1987), znazormy jsou na obrazku (Obr.2.). fippck je nejvice rozena L-kyselina
vinna a racemicka kyselina vinna @&rD a L formy), neboli kyselina hroznova, ktera
byla stanovena v hroznech (VELISEK, 2002a, 2002b)mezinarodnim seznamu
piidatnych nebo fidavnych latek je ozrena kédem E 334 (zalomit) jako L-kyselina
vinna. PouZiva se zejména v potravata a vindstvi. Z kyseliny vinné je odvozena
Seignettova i, neboli vinan sodno-draselny KOOCCH(OH)CH(OH)CO®)tera je
souwasti Fehlingovatinidla slouziciho k @lkazu redukujicich sachatid Pouziva se

v potravindstvi na vyrobu Sumivych napoja prask do peiva a v barvirenském

pramyslu.
OH OH OH
‘__COOH COOH )\/
Hooc” Y Hooc/k( Hooc” OO
OH OH OH
L(+) D(-) meso

Obr.2. Strukturni vzorce kyseliny vinné &tni prostorovymi izomery.

Vinna kyselina je jednou z ndjkzitéjSich kyselin ve viah Spolu s kyselinou jabtaou
tvori nejwtsi podil kyselin v mosStu. Vyhodou je, Ze kyselwinnou nespdtebovavaji

kvasinky ani mikrobi. B kvaSeni se pouzéast kyseliny vinné vysrazi ve foem



vinného kamene (0,5 — 1,5 g/l ). Rozpustnost viorémene zavisi na tepptobsahu
alkoholu, ionfi K* i obsahu kyseliny vinné.

Kyselina vinna je v prozené fornd sowdasti mnoha druh ovoce, obzvlast

v hroznovém vi#, nekterych drobnych bobulichcérveny rybiz, angrest, brusinky),
nebo v malo zndmém tamaryskikdy ozn&ovaném jako kyselé nebo indické datle.
Naopak kyselinu vinnou nenajdeme v jablkach, ulskdch nebocerném rybizu
(KYZLINK, 1988; WOOD, 1987). Rmyslow se kyselina vinna ziskava extrakci
z vinného kamene (hydrogen-vinan draselny). Radeémangs DL-vinné kyseliny
muze byt ziskdvana chemickou syntézou

z anhydridu kyseliny maleinové (HEPNER, 2011). Poimdznych biotechnologii je
mozné ziskavat kyselinu L-vinnou, kde se vyuZivanMesze cis-epoxysukcinatu
vapenatéeho pomoci bakterii (itapcinetobacter tartarogene#grobacterium aurem
(ECKERLE, 2001),Nocardica tartaricans(ROSENBERGet al, 1999) a mnoho
dalSich). DalSi z moZnosti jak ziskavat kyselinwiBrou je pomoci mikroorganizim
které jsou schopné asimilovat pouze kyselinu v igpméci L ze substratu obsahujiciho
D, L-vinnou kyselinu (Llet al, 2007).

3.3. Obsah kyselin ve vig

Stejre jako cukry vznikaji i kyseliny asimilaci listz vody a oxidu uhtitého. Celkové
mnozstvi kyselin zavisi na adf, vini¢ni trati, vyzralosti hrozin a ratniku. Bshem
vyzravani vznika nefdve kyselina jabléna a pozdi kyselina vinna, tyto kyseliny jsou
neiastjsi (STEIDL, 2010). Obsah kyselin jable a vinné, celkovy obsah
titrovatelnych kyselin a pH Ize witl v tabulce (Tab.1.) pro rozdilnou kvalitu hrézn
(PAVLOUSEK, 2011).

Kyselina jabléna spolu s kyselinou vinnou je jedna z hlavnichekysv hroznech
(CONDEet al, 2007; JACKSON, 2014). Jejich chemické struktureo#iuje podilet se
natrad enzymatickych reakci, transportu energie v cedéling, které jsou nezbytné pro
zdravi a udrzitelnost révy vinné. Obsah kyselinhlgené ve $aw z hrozm je
maximalni ¢sné pied zranim, kdy rize dosahovat koncentrace az 20 géh@&n zrani
obsah kyseliny jabtmé klesa a i sklizni byva obsah kolem 1 -9g/l. Tyto ztraty
zapicinéneé respiraci jsou vyraZjsi v teplém klimatu (JEFFERY, 1994; PAVLOUSEK
et al, 2011). Ve ¥tSir¢ vin dosahuje koncentrace okolo 5 g/l (BETTERRIDGE31,
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HUNTER et al, 1991). Jeji chiive virg je nakysla, mnoZstvi kyseliny v ovoci se
shiZuje se zvySujici se zralosti.

Koncentrace se liSi i v zavislosti na od¥, pricemz rgkteré druhy nap Sylvanského,
Barbera a Carignan byly vysazovany diky vySSimwabbskyseliny jabléné. Na rozdil
od kyseliny vinné je kyselina jatdled lehce zpracovavana mikroorganisrghoz se
¢asto vyuziva ve viratvi @i tzv. jable&no-ml&né fermentaci pro sniZzeni obsahu
kyseliny jabl€éné ve vig. Fermentace je Zigobena bakteriemi migého kvaSeni nap
Oenococcus oenidfive Leuconostoc 0enosjNCBI, 2014). Chemicky se jedna
o dekarboxylaci kyseliny jabteé za vzniku kyseliny mé@é a oxidu uhtitého
(HUDELSON, 2011). Vytveéena kyselina mia ma jem§sSi chu’ a dodava vinu
kulajSi a plrjsSi chu’. Jabléno-ml&né kvaSeni se vyuziva zejménéi pyrobé
cervenych vin, v malé rd u vin bilych. Senzoricky je kyselina jatié@ ve vig
vhimana jako ostra, pichlava kyselina a snahoupskigtiii je vyralEt vino s nizkym
obsahem kyseliny jabieé.

Tab.1. Rozcleni hrozri podle kvality na zakladhodnoty pH a organickych kyselin
(PAVLOUSEK, 2011).

Kvalitativni Typ Kvalita hrozni
parametr odrudy nizka pramérna vysoka
2,8-3,0 3,0-3,1
Bilé 3,1-3,3
3,4 avice 3,3-3,4
pH
2,8-30
Modré 3,0-3,1 3,1-3,4
3,5 avice
3,0-5,5 9,0-11,0
Bilé 6,5-9,0
Titrovatelné 11,0 a vice 5,5-6,5
kyseliny 3,0-5,0 5,0-5,5
Modré 5,5-7,5
10,0 a vice 7,5-10,0
Vice nez 9,0
Bilé 7,0-9,0 4,0-7,0
_ _ Mérg nez 4,0
Kyselina vinna
Méng nez 5,0
Modré 8,0-9,0 5,0-8,0
Vice nez 9,0
Mér¢ nez 1,5 1,5-2,0
Bilé 2,0-3,0
Kyselina Vice nez 5,0 3,0-5,0
jablezn&a 1,0-1,5
Modré Mérg nez 1,0 1,5-3,0
3,0-5,0
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4. Techniky stanoveni kyseliny jablé€né a vinné

4.1. Chromatografické techniky

Chromatografie je fyzikakkichemicka sepatai metoda, kde se molekuly analytu
béhem separace ro#dji mezi stacionarni a mobilni fazi. é@ni je zalozeno
na rozdilné afinit slozek smisi k mobilni a stacionarni fazi. Vzorek se umisti
na z&atek stacionarni faze a pohybem mobilni faze jegekztouto soustavou unasen.
Slozky vzorku mohou byt ve stacionarni fazi zaclwaty ¢i unaseny mobilni fazi. Tim
se postupd jednotlivé slozky od sebe separuji. Chromatograéiesodasreé jak
separdni, tak i analytickda metoda, ktera poskytuje keaitni i kvantitativni analyzu
(KLOUDA, 2003).

Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografickych metod je cetada a je &elné rozdlit je do skupin. Vzhledem
ke zn&né riznorodosti je Mzeme rozdiit podle riznych hledisek: podle skupenstvi
mobilni faze, podle uspadani stacionarni faze, podle povakijedktery geviada pi

separaci, podle podminek analyzy, podield nebo pracovniho provedeni.

* podle skupenstvi mobilni faze
- kapalinova chromatografie (Liquid ChromatographlyC),
- plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC).

* podle usparadani stacionarni faze

- kolonova chromatografie - stacionarni faze jesina v trubici,

- plosné techniky:

» papirova chromatografie (Paper Chromatography —PsEacionarni faze je séasti
chromatografického papiru,

» tenkovrstva chromatografie (Thin Layer ChromatobsapTLC) stacionarni faze je

umistna na pevném plochém podkladu (skledndeska, hlinikova folie).

epodle povahy dje prevladajiciho pfi separaci

- rozcklovaci chromatografie — o separaci rozhoduiené rozpustnost slozek vzorku
ve stacionarni a mobilni fazi,

- adsorgni chromatografie — o separaci rozhoduje odliSrtdogost slozek poutat
se (adsorbovat) na povrch stacionarni faze,
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- iontow-vyménna chromatografie — o separaci rozhodafiné velké elektrostatické
piitazlivé sily mezi funknimi skupinami stacionarni faze (ionténi) a ionty
ve vzorku,

- gelova chromatografie — slozky se separuji pedlgosti na porovité stacionarni fazi
(gelu), mensi molekuly vzorku se v pérech gelu zagidéle (molekulovy sitovy efekt),
- afinitni chromatografie — stacionarni faze je ;quie vazat ze vzorku préawrcité
slozky, ke kterym ma Uzce selektivni vztah (afin{ttLOUDA, 2003).

* podle podminek analyzy

- izokraticka chromatografie — prowith za konstantnich podminek (haglozeni
mobilni faze, teplota),

- gradientova chromatografie €Hem separace se podminkygnmh Pro n&eni pomoci
elektrochemickych metod se vyuZivaji potenciomekgnduktometry a polarografy

a odpovidajici sondy. Kazdy typ sondy ma svoji karkgi, matrialy a oblasti vyuZziti.

Dle rozctleni byly vybrany metody, které se pro analyzu kysee viné a hroznové
s’avw pouzivaji nejvice. Z chromatografickych metod jetomto pipad
nejpouzivagjsi kapalinova chromatografie, vzhledem ktomu, Z@acujeme

s kapalnymi vzorky. V menSi i@ se pouziva plynova chromatografie, iontova a take
tenkovrstva chromatografieémito technikami se budeme naslédabyvat.

Pro separaci a kvantifikaci organickych kyselin &ssto pouziva vysokd@inna

kapalinova chromatografie (HPLC) nebo iontova chatoygrafie (IC).

4.1.1.Tenkovrstva chromatografie

Chromatograficky proces je zaloZzen na vzlinani mnébfaze tenkou vrstvou
jemnozrnného sorbentu nebo riesizakotvené faze. Sorbent jedbwolné nanesen,
nebo ¢astji spiSe fixovdn na vhodné podloZce, kterou jel lsklerena deska nebo
hlinikov4, ¢i plastova folie. Vzorek se nanese na start a paredi rozpousidla vzorku

se deska vlozi do uzgné vyvijeci komory, ktera je nasycena parami moldaze.
Mobilni faze unaSi &lené latky ze vzorku, které se viéeménrs zpozfuji interakci
(rozpou&nim nebo adsorpci) se stacionarni fazi, a tim sgenmt déli. Jakmile
dosahnecelo vzlinajici mobilni faze ptebné vzdalenosti, chromatogram se vyjme
a provede se detekce (OTYEPKOVA, 2004; STAHL, 196%LL et al, 2005).
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Kazda latka je charakterizovana polohou na chrogmatou, ktera se vyjddje
retard&nim faktorem R Retardani faktor je charakterizovan p@nem vzdalenosti
sttedu skvrny od startu a vzdalenosgla od startu, zavisi na konkrétni vyvijeci
sousta¥, na povaze latky, ale i na dalSich faktorech {naga teplo¥, mnozstvi
nanesené latky). Velkourgdnosti TLC je jednoduchost provedeni, rychlostyaya
dostupnost fislusného laboratorniho vybaveni a relativni ekoiokén nenarénost.
DalSi vyhody pedstavuje Siroka moznost volby tmobu detekce a moZznost
orientaniho, nebo i velmi fesného kvantitativniho vyhodnoceni (BAUERal, 1991).
Tenkovrstva chromatografie ma Siroké vyuziti z ldkd analytickych metod ip
identifikaci jednotlivych kyselin obsaZzenych ve &ipievazr kyseliny vinné, jabléné,
mlé&cné, jantarové a citronové (CHAMPAGNGt al, 1971). Pro fesnou kvantifikaci
kyselin se stanovi obsah kazdé kyseliny samastfrouzitim optické denzitometrie.
Tato metoda je zaloZena n&ieni optické hustoty a postup pnéeni je podobny jako
u fotometrickych nsieni, jen se liSi v uspadani. Mii se intenzita odraZzenéhoétia
od neptihledné podlozky a hodnoti se p&mintenzity dopadajiciho a odrazeného
swtla.

prevadji intenzitu skvrn na chromatogram s piky, jejighibcha je Umirna mnozstvi
analytu. DalSi metoda vyuzivana pro identifikacikaantifikaci kyselin ve via

a hroznové &aw je plynova chromatografie, ktera byla pouzita weds Ryanet al.
(RYAN et al, 1973). Spolu s kyselinami byly stanoveny i jirdky jako kyselina

mlé&n4, fosforéna, jantarova a cukr.

4.1.2 Plynové chromatografie

Plynova chromatografie patk velice citlivym a selektivnim analytickym tedkam.
Pro stanoveni organickych kyselin s kratkyrfettzci tedy ne<kave kyseliny,
se pouziva v kombinaci se vznikem derniv&yseliny mohou tvtit derivaty s ¢mito
ttemi slogeninami: trimethylsilyl (BRUN et al, 1986; BUSER et al, 1982,
DESMEDT et al, 1981; FANTOZZlet al, 1979; FANTOZZI, 1981; RYANet al,
1973), nebo methylic ester (BARDEMNt al, 1997), dale derivaty s terc-
butyldimethylsilylem (KIM et al, 1989), a derivaty etyl-esteru (DENG, 1997). Izela
jednotlivych kyselin ped vznikem derivdit je nutnosti, vzhledem jejich komplexnimu

zastoupeni v hroznov&&g a vire. Samotna izolace se provadi za vyuZiti soli olova
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a vzniku jeho srazenin (RYAMNt al, 1973), nebo pomoci iontamice (NYKANEN et
al., 1983), a také Ize vyuzit extrakci na pevné f&iM et al, 1989).

VSechny tyto kroky jsouc¢aso¥ nara@ne, a proto je vyuziti klasické plynové
chromatografie pomalu na ustupu.

Deng ve své studii sjednotil vSechny kroky sepaegenik derivai za &elem snizeni
doby analyzy vzorku (DENG, 1997). Propojeni estaife s iontordnicem vedlo

k izolovani jednotlivych organickych kyselin v aghu 60 min pi teplog 90 °C.
Nekteré organické kyseliny, jako jsou kyselina octowdé&na a kyselina jabt@a,
mohou byt stanovenyifmo plynovou chromatografii bez vzniku derivatu (Y& et
al., 2001). V praci Yangt al. (YANG et al, 2001) bylo stanovenctkolik organickych
kyselin s kratkynrettzcem (do 13 uhlik) v 37 kapalnych vzorcich potravin, za vyuZiti
detektoru s nizkou mezi detekce. Pro vysSi mezkceté&ze pouzit detektory jako,
plamenovy ionizéni detektor (FID) (BARDENet al, 1997; YANG et al, 2001)

a hmotnostni spektrometr (MS). Wb této techniky pro stanoveni organickych
slowenin je velmi limitovan naklady a slozitosti. Jiakernativy, jako je kapalinova
chromatografie, nebo kapilarni elektroforézy jstvodrejSi pro stanoveni organickych

kyselin v hroznovycht&véach a via.

4.1.3VysokoWwinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je technika vhe@in pro stanoveni organickych kyselin
v hroznové 8aw a vire (ALONSOet al, 1998).

Existuje mnoho HPLC technik pro stanoveni organitkkyselin v hroznovétaw
a virg. Ve wtsiné studii pro stanoveni organickych kyselin se proy#edpiprava, kde
se zabréni ruSivym viidim cukii nebo barviv, které by mohly ovlivnit vyvoj &reni.
Podle dpravy vzorku je @ieme rozdlit: Uprava vzorkuiedinim, filtraci nebo
provadime slozsi postupy. BZzné se pouziva ifgdgiprava extrakci s ionto&nicem
nebo s pevnou fazi, nebo vznikem defivdCastellariet al. ve své studii srovhava
piimé vstikovani s extrakci na pevné fazi za vyuziti SAX iz k separaci
organickych kyselin (CASTELLAREt al, 2000; MATOet al, 2005). Vyhodnaotil, Ze
piimé vstikovani s pedpipravou redénim nebo filtraci, je fesrgjSi, nez extrakce
s pevnou fazi. Ve studiich Lingedt al. a Véretteet al. (LINGET et al, 1998;
VERETTE et al, 1995) byl vyvinut zcela automaticky systéifppavy vzorku s on-line

fizenou dialyzou f®d samotnou HPLC analyzou. Pro¥iéd se odstragni
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makromolekularnich latek a mikrastic obsaZzenych ve vzorku. Bylo provedeno
nekolik testi na hroznovycht&vach a vis, vysledky potvrdily dobrou opakovatelnost
a citlivost. Metody, které pouzivajirgd@ipravu vzorku vznik derivatu se sledovanou
kyselinou, vyuzivaji reakce s estery p-nitrobenz§@UNHA et al, 2002). Metodu
stanoveni @i organickych kyselin za vyuZiti fenacylu pro vikriderivatu prezentuje
prace (CACCAMOet al, 1986; SYMONDS, 1978). Vzorek se misi s roztokem
fenacylbromidu a etheru v acetonu, ésmse zakiva po dobu 40 minut. Vysledné
chromatogramy jsouipsné a date rozliSitelné, vyiznost je az 95 %.

Na druhé straf) byly vyvinuty metody s irznymi mechanismy separace, Fafad
HPLC s reverzni fazi, iontonicovA HPLC nebo iontay vylucovaci HPLC. Mezi
nejpouzivagjsi pati technika separace s reverzni fazi. Stanoveninariggch kyselin
pomoci HPLC s reverzni fazi za vyuziti UV detekceredgipravy vzorkuiednim

a filtraci prezentuje studie (LLORENTEt al, 1991). Je to jednoducha metoda, kde
doba analyzy trva jen 40 minut.

Pro stanoveni organickych kyselin v hroznow&ws a bilych vinech byl vyvinut
specialni zpsob iontordnice HPLC se déma spektrofotometrickymi detektory
zapojenymi v sérii (UV ad) (CASTELLARI et al, 2000; LOPEZet al, 1996) pro
piimé stanoveni. Tato metodafimpé analyzy poskytuje figatelné rozliSeni
chromatograrm za nizSich naklada kratSi doby analyzy. lontdéwylu¢ovaci HPLC

s detektorem elektrochemickym a indexu lomu, umgZ hlavé stanoveni
organickych kyselin v hroznovychtd&ach a via (CASELLA et al, 2002;
LOPEZTAMAMES et al, 1996; MATO et al, 2005). Riprava vzork na analyzu
HPLC s iontomnicem a ionto¥ vylucovaci HPLC je velmi jednoduchda, ale
chromatogramy maiji horsi rozliSeni nez jiné metody.

Tusseatet al. (TUSSEAU et al, 1987) pouzil ve své studii reverzni vgmme kolony

a iontongnice, z které vyplyva, Ze reverzni vgmma kolona je vhodna pro stanoveni
kyseliny vinné a jablné. LepSi vysledky s iontamicem vSak byly ziskany pro
kyselinu citronovou a octovoufiPFpouziti iontové vyminy, kdy se organické kyseliny
vyskytuji ve své iontové forié je nutna kontrola pH. Srovnarti thromatografickych
systénii: iontové vyngny, iontového vyloteni a reverzni faze ve studii prezentuje
(DING et al, 1995). Dinget al. dosgli k zawru, Ze uzké piky byly ziskany metodou
iontového vylodeni, oproti tomu metoda s reverzni fazi ma nejsjéhlanalyzu.
Vyhodou metody iontové vysmy je jeji @esnost a jednodusSsi zpracovani viaork

Pouziti metody obraceni fazi v HPLC secmha kolonami zapojenymi v sérii
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s detektorem UV zéni (PAZO, 1999). Analyza vzaikvin probihala metodouimého
vstiikovani bez pedchozi Upravy. Romeret al. a Tusseatet al. (ROMERO et al,
1993; TUSSEAUet al, 1987) popsali ve svych studiich experiment s fouzdvou
kolon zapojenych v sérii, kde préila extrakce s tuhou fazi k odstéan organickych
kyselin. Toto zapojeni dvou kolon do série zlepSitwliSeni, ale doba analyzy
se protahla.

Jun ve své studii popsal metodu HPLC s UV detekadverzni fazi. V experimentu
vyuzil kolonu s povlakem s n-cetylpyridinium-chldua (JUNet al, 1996). Vzorky vina
byly predgipraveny fedénim a filtraci. V této praci bylo pouzito¢kolik typu UV
detektofi. NejpouzivajSim detektorem je UV spektrofotometr, dale deteltalexu
lomu (RI), vodivostni detektor, elektrochemicky akdbr, nebo fotochemicky
indukovany chemiluminisceéni detektor. Metoda propojeni HPLC s Iikeavenou
spektroskopii s Fourierovou transformaci (FTIR =ufer Transform Infrared
Spectroscopy) (VONACHet al, 1998) poskytuje moznost identifikace latek, které
nelze stanovit pomoci UV-VIS techniky, ovSem nidetekni limit (0,2 g/l) neni pilis
prakticky pro pouZziti.

Metoda horizontélniho zeslabeni odrazu (Attenudtetdl Reflectance = ATR) slouzZi
pro analyzu pevnych i kapalnych vzar analyzu fes pfitocnou celu pimo s on-line
detekci ve sedni-IR oblasti (ENDELMANNet al, 2003). Pestoze se jedna celkem
0 nové spojeni technik, ukazalo se, Ze neni o mps$inez ostatni metody, vzhledem
k delSi dob analyzy nebo detekci kyselin s nizsi molekulovowoinosti. Také citlivost
neni [ilis vysoka, detedni limit je okolo 0,2 g/l. Stanoveni organickych skejin

v ovocnych vinech spojenim techniky HPLC s elekiemnickou detekci se ukazuje
jako dostatéen¢ rychlé a jednoduché, bez nutné&ppavy derivatu (KOTANIet al,
2004).

4.1.4lontova chromatografie

lontovd chromatografie s vodivostni detekci uimgé separaci a kvantifikaci
organickych kyselin, jak v hroznovychiayach, tak i ve vih Technika ma své vyhody,
vzhledem K jeji specifnosti a citlivosti pi stanovovani minimalizuje rusSivy vliv cukr
diky detektoru vodivosti. V metédheni nutna fedchozi Uprava vzorku extrakci nebo
vytvorenim derivatu. V chromatografii byla pouzita kolddi@nex Omni Pac PAX-500

pro separaci a kvantifikaci vyznamnych organickigkelin, nasledhoddlené anionty
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byly stanoveny vodivostnim detektorem za vyuZitimyyani hydroxidem sodnym
(NaOH) (KUPINA et al, 1991; SACCANIet al, 1995). Bylo analyzovano vice nez
500 vzorkKi ovocnych sav. Masson pouzil ve své studii kolonu Dionex Asll,
k promyvani byl vyuzit NaOH, vodivostni detektorambvil organické kyseliny

a anorganické anionty v hroznovém mostu (MASSONO20Studoval vliviti riznych
rozpoustdel metanolu, etanolu a acetonitril n&ninost kolony. NejlepSi separace byla
ve sn&si obsahujiciho 13% metanolu a 13 % etanolu ve:,vitbra probhla bkthem
pouhych 20 minut. Vzorky bylyifpraveny 20-nasobnyntednim a naslednou filtraci.
Tato specifickd chromatografickd metoda je spol@hfiro rutinni kontrolu kvality, je
idealni pro vyzkum organickych a anorganickych atiiopro analyzu vzork s velmi

malym mnoZzstvim organickych kyselin.

4.2. Elektrochemické techniky

Elektrochemické metody jsou velice raesie, pedstavuji Sirokou oblast
experimentalnich technik, jejichZz spahgm rysem je fenos elektrického ndbojeqgs
rozhrani mezi fazemi, z nichz alegp@dna musi byt iontovym voskm elektrického
proudu. Tento & je ovlivnén existenci elektrického potencialového rozdilu imez
stykajicimi se fazemi, vyvolaného ®&wnéjSimi vlivy (vn¢jSi zdroj elektrického najhi),
nebo gimo chemickym sloZenim celé soustavy. Obvykle bpi@nos elektrického
naboje spojen s chemickou &mou ve studované soustay takovy @) pak nazyvame
elektrodovou reakcimluvime-li o zndnach gimo na sledovaném fazovém rozhrani
nebo elektrolyza, mluvime-li o celkovych &néach ve studované soustazpisobenych
proSlym elektrickym proudem (KLOUDA, 2003). Tyto tody jsou zaloZeny nadreni
napsti, nebo proudu v elektrochemickétanku. Pro ndfeni pomoci elektrochemickych
metod se vyuZzivaji potenciometry, konduktometryotagografy a odpovidajici sondy.
Kazdy typ sondy mé svoji konstrukci, matrialy aastl vyuZziti. Velké vyuziti &chto
technik nalezneme v oblasti analyzyilé surovin, kontroly jakosti surovin a potravin,

vody, odpadnich vod, a podabn

Rozdéleni elektrochemickych metod
» Metody zaloZené na elektrochemické reakci
- VvyuZivaji vztah mezi kvalitou x mnozZstvim analyaoé latky a fisluSnou

elektrochemickou valinou. Elektrochemické metody vyuZivaji jevy spojené
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s p‘renosem elektrického nabojéep fazové rozhrani roztok — tuhd latkéippdre jevy

spojené s transportem nabityeastic v roztoku. Podle procesu, kter§ fto analyze
probiha, dlime metody do dvou podskupin:

* metody zaloZzené na elektrochemické reakci, kigm@biha jen v &sném okoli
indikacni eldy v analyzovaném roztoku (potenciometriegpmgrafie, voltametrie),

* metody zalozené na elektrochemické reakci prgigihav celém objemu

analyzovaného vzorku (coulometrie, elektrogravinegtr

» Metody, fFi kterych neprobiha elektrochemickéa reakce
- méti se utita elektrickd vlastnost roztoku jako celku, hawodivost vzorku

zpiasobena migraci iofittkonduktometrie)

Speciélni¢ast elektrochemickych metod tvaelektromigréni separéni metody. Tyto
metody vyuzZivaji dvou elektrokinetickych jev— elektroforézy a elektroosmozy.
Principem &chto metod je rozdilna rychlost migrace ve vzonkeba nabitécastice
raznych slozek se v titém prostedi liSi svou elektroforetickou pohyblivosti.

Podle rozdleni byly vybrany metody, které se pro analyzu kgsee viné a hroznové
S&*aw pouzivaji nejvice. Z elektrochemickych metod j@mto gipad nejpouzivadySi
elektroforéza, vzhledem k dobrym parametr analyzy. V mensi g se pouZziva
izotachoforéza, bio-elektrochemickda metoda a vembsliad potenciometricka titrace

s piitocnou analyzou. dmito technikami se budeme naslédabyvat.

4.2.1 Elektroforézni metody

V poslednich letech se dostava kapilarni elektexfardo pofedi mezi analytickymi
metodami. VyuZivana pro stanoveni organickych kygsel riznych typech
vzorka potravin nap. mléko, syry, celkové méde vyrobky, pivo, kava a vinné
produkty (BUIARELLI et al, 2003; CORTACERO-RAMIREZt al, 2005; FUet al,
1997; GALLI et al, 2004; IZCOet al, 2002a, 2002b; KLAMPFL, 1999; KLAMPFEt
al., 2000; ROSELLCet al, 2002; SAAVEDRAet al, 2000; SAAVEDRAet al, 2001).
Tento velky rozvoj elektroforézy nastal diky jejidobrym parametim, disponuje
vysokym rozliSenim, jednoduchosti a automatikoulSib@ dobrymi vlastnostmi jsou
kratka doba analyzy, nizka spsita ¢inidla a vzorku, v poslednfad® minimalni
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pied@iprava vzorku. Vyuziti kapilarni elektroforézy kayze obsahu organickych
kyselin v hroznovét®w a vire propuklo az Bhem rékolika let.

Metoda je schopna odlit malé molekuly v analyzovaném vzorku, jegted zahajenim
meieni. Neni zapeebi slozité pedgipravy pouzeredini nebo filtrace. Leviet al.
ve své studii (LEVlet al, 1993) popsal rozdilné zpracovani vZgrikteré spoiva
ve vyEisténi odstedénim a extrakci pevnych latek, sta@min WtSich jak Gg molekul

a antokyafi (LEVI et al, 1993). Resto nejsou velké rozdily mezi technikami
pred@ipravy. Pro vsikovani vzorki byly pouzity dva typy injektdr. hydrodynamicky
a elektrokineticky. Hydrodynamické wvitovani vzorki je nejroz&iensjSi metoda,
provadi se za sniZzeného tlaku (injekce na koned&gp nebo ve vakuu (detekce
na konci kapilary) (FUNGet al, 2003; HUANG et al, 1989; MATO et al, 2007,
MORENO et al, 2001; VORARATet al, 2002). U tohoto typu injekce téinnezalezi
na parametrech vzorku, zavisi pouze na jeho vigkd2ruh& pouzivana metoda injekce
je elektrokinetickd (DE VILLIERSet al, 2003; KELLY et al, 1993; LEVI et al,
1993). Provadi se nahrazenim konce itgéknadoby lahwikou vzorku a fivedenim
napsti. Z tohoto divodu zavisi na vodivosti, viskozitelektrolytu, na vlastnostech
vzorku a mobili¢ analytu. Pouziti elektrokinetické injekce zvySgjdivost kapilarni
elektroforézy, avSak zhorSuje segnost, a proto neni vhodna pro kvantifikaci.
Elektroforézni metody vyuzivaiasto elektrolyty, které jsouatezité k dobré separaci.
Pt analyze 8avy z hrozi a vina se pouziv&kolik typa elektrolyii, nejpouzivadsi
jsou: bis (2-hydroxyethyl) imino-tris (hydroxymethyaminomethan, kyselina boritd,
kyselina 1,3,5-benzentrikarboxylova, 2- (N-morfoljn ethansulfonova kyselina,
chroman, kyselina 4-aminobenzoova, fosfat, ftaldtselina pyridindikarboxylova,
kyselina pyromellitova nebo tetraboritan. Krértoho, byly zakladni elektrolyty jesSt
miseny s kolika modifikatory (povrcho¥ aktivnimi latkami) pro snizeni
elektroosmotického toku nap cetyltrimethylamoniumbromidu, kyselina
ethylenediaminetetrakarboxylova, myristyltrimethgl@aonium bromid,
tetradecyltrimethylammonium bromid nebo hydroxittadecyltrimethylammonium.

U nekterych metod mohou organické modifikatoryidané do elektrolytu ovlivnit
migraci latek nebo i selektivitu, gatmezi & metanol (HUANG et al, 1989;
VORARAT et al, 2002) nebo komplexniinidla, jako jsou soli Cd a / nebo M§'
(GARCIA et al, 2003; MATOet al, 2007; MORENCet al, 2001).

VétSina metod pouziva pro propojeni celého systéenpildegt, které spojuji dohromady

piijem vzorku injektor a jeho fichod kapilarou az do detektoruiiie byly pouzivany
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nepotazené flemenné kapilary stfglanou povrcho¥ aktivni latkou, ovdem adsorpce
latek na stnach kapilar zfisobovala problémy s reprodukovatelnosti. Protoagaly
pouzivat potazené kapilary, aby se zabranilo edekmotickému toku, a figani
povrcho aktivni latky neni nutné. Byl vyvinut apob kontroly s neutratnpotazenou
kapilarou (polyakrylamidovém), kde dosahujeme vy8produkovatelnosti ar@snosti,
nez metody s nepokrytou kapilarou (SAAVEDRAaI, 2003).

PouZivaji se pouze dva typy detekiarto vodivostni a UV spektrofotometr. Detektor
UV patti krozsfergjSimu zpisobu detekce, diky svému univerzalnimu vyuziti
(HEIGER, 2000). Mieni mizeme proveést d¥na zmisoby: gimo a nepimo. Meteni
piimo znamend, Ze absorpce elektrolytu probiha vi %8 oblasti, nez je absorpce
organickych kyselin. Absorbance roste, kdyZz anphgichazi detektorem. Oproti tomu
meéieni nepimé probiha tak, Ze elektrolyt absorbuje ve vy3&idblasti nez je absorpce
organickych kyseliny, takze kdyz analyt prochazierem, absorbance se sniZuje.
Niz8i UV vinova délka se pohybuje v rozmezi 185284 nm a umatuje dosahnout
vysoké citlivosti pi stanoveni organickych kyselin. Klampdt al. ve svych studiich
(KLAMPFL et al, 1998; KLAMPFL et al, 2000) prezentuje studii spojeni dvou UV
detektofi dohromady a dokazuje, ze jejich kombinace um@ kvantifikaci \&tSiny
organickych kyselin&hem jedné analyzy. Kratka doba analyzy je dalSioug
stanoveni organickych kyselin v hroznové&\& a virgé touto metodou. Doba analyzy se
pohybuje v rozmezi 3,5 az 20 minut, i kdy&Sima analyz probiha mé&émez 15 minut.
Stanoveni kyseliny jabteé a mléné kEhem jabléno-ml&ného kvaSeni pomoci
spojeni kapilarni elektroforézy a HPLC je prezeatoy v praci (LEVlet al, 1993).

V této studii dosgi k zawru, Ze ol techniky, za pedpokladu rychlé analyzy, mohou
byt zautomatizovany pro zpracovani vice viorvsem oproti HPLC ma kapilarni
elektroforéza dalSi vyhodu a to nizkou $pbu rozpousgdla. Srovnavaji kvantitativni
Gdaje z analyzy tznych organickych Kkyselin pro propojeniiznych metod

s elektroforézou: metoda infrervené spektrometrie pro stanoveni kyseliny vinné,
jablecné a citronoveé, stanoveni destilaci kyselinu oaiigvkolorimetricky zgsob
stanoveni kyseliny vinné, a enzymatickyugpb pro stanoveni kyseliny jabies,
mléiné a citronové (KANDLet al, 1999). Kapilarni elektroforéza je schopna nalradi
pét sowasnych metod pro analyzu organickych kyselin &Hi®l.C, IC, enzymatickou
metodu, destilaci a kolorimetrii. VSechny vysledkymetod byly tér& v souladu

s vysledky ziskanymi z IC, kolorimetrie a destiladeenzymatické metody se projevilo

mirné zkresleni, kdli nizké schopnosti srovnéni s elektroforézou. Ryade vyswilit
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tim, Ze je enzymatickd metoda specifickd pro D &dmery, gicemz elektroforéza
spoji oba izomery do jednoho vrcholu (KAN2L al, 1999).

VétSina elektroforéznich metod uminge stanoveni hlavnich organickych kyselin
v hroznovych gavach (kyseliny vinné, jablaé a citronové) a ve wWnkyselina vinna,
jablend, citrébnova, jantarova, octova a uma).

Hlavnimi nevyhodami kapilarni elektroforézy jsouji janizSi reprodukovatelnost,
ve srovnani s enzymatickymi a chromatografickymitodami, proto #ktefi autdi
pouzivaji standardy nebo refeéan sloweniny pro zrychlenéasu migrace. Vyuzivané
standardy jsou kyselina maselna (KENNEY, 1991)ekga mraveti (DE VILLIERS
et al, 2003), nebo kyselina glyoxylové (ESTEVESal, 2004; KANDL et al, 1999).
Kyselina $avelova byla pouZzita jako referam slowenina pro vypoet relativnich dob

migrace organickych kyselin (MAT@t al, 2007).

4.2.2Izotachoforéza

Metoda je zaloZena na davkovani vzorku na rozhdmou elektrolyti s rozdilnou
pohyblivosti ionk. Smes se dli pifi konstantnim proudu v gradientu vysokého dtap
Po rozadleni snési do jednotlivych zon jsou tyto zény gemy mezi vedoucim
a zako®ujicim elektrolytem, nevzdaluji se od sebe a azigtumdetekce se pohybuji
stale stejnou rychlosti. Masét al. ve své praci (MASARet al, 2001) uvadi stanoveni
organickych a anorganickych kyselin ve &inpomoci izotachoforetické separace
s vyuzitim kanalu z poly (methylmethakrylatu) s @Glumn-couplingXipem a detekci
na vodivostni kolo& Oddleni jednotlivych sloZzek vzorku pomoci kanalwipem
94 mm dlouhy, kdy od#deni trva 10-15 minut ip nizké hodnat pH (2,9) poskytuje
lepSi vysledky. Tato metoda se jevi vhodna procstani kyseliny vinné, miéé,

jabletné a kyselina citronové ve wn

4.2.3Bio-elektrochemicka metoda

Tato metoda je zaloZzend na technologii biosahzarméreni rozdilného pH pro
stanoveni kyseliny méé&é a jabléné ve vig (PALLESCHI et al, 1994). Vyuziva
stanoveni dva postupy, které sp@ji v pouziti dvou laktatovych biosenzsorFxi
meieni byly pouzity d¥ elektrody a to kyslikova a peroxidova (VOLREal, 1995).

Obke¢ elektrody byly sestaveny s pouzitim polymerni meinlp. Experimentalni
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parametry jako je pH, teplota, koncentrace a kaofaktyly optimalizovany, stanoveni
trvalo mér nez 1 minutu.

Detelkeni limity jsou relative vysoké, proto je nutnédéni v rozmezi 1: 100 az 1: 200,
¢imz se odstrani vSechny potencialni elektrochemidebo enzymatické vlivy
ve vzorku. Bylo sledovano celkem 14 vzirkStanoveni kyselin touto metodou
s vyuzitim biosenzd@iou je rychlé a fesné, a vhodné jako alternativa klasickym
metodam (PALLESCHEet al, 1994).

4.2.4 Potenciometricka titrace a spojeni s piito¢nou analyzou

Pro stanoveni celkového obsahu kyselin, pH, mnozsttiku a vapniku lze vyuZit
systému Flow Injection Analysis = FIA (do¢ného rezimu) s potenciometrickou
detekci. pH bylo eno elektrodou grafit/quinhydrone/silikonovou, kierbyla roviez
stanovena titéni kyselost (VAHLet al, 2013). Vysledky stanoveni mnozstvi kyselosti
jsou ve shod s vysledky ziskanymi klasickymi potenciometrickyntitracemi

a mefenim pH s pouzitim skl€éné elektrody. Metoda umbije stanoveni titini
kyselost asi 4& za hodinu a z&teni pH asi 3& za hodinu. Je vhodna pro jednoduché,
rychlé a automatické stanoveni celkového obsahwelikyspH, vapniku a obsahu
hoi¢iku ve vire v malém objemu vzorku (VAHEt al, 2008; VAHL et al, 2010).

4.3. Spektroskopické techniky

Spektrofotometrické metody jsou zaloZzeny na interakedované latky obsazené ve
vzorku s elektromagnetickym i#nim, nebo vyzavani elektromagnetického izdi
vzorkem (KLOUDA, 2003).

Rozdéleni spektroskopickych metod

Optickych metod je celfada, nizeme je rozdit do dvou zakladnich skupin. Podle
zpisobu interakce elektromagnetickéhderd se studovanym vzorkem mohou nastat
dveé situace. Za prvé dochazi prachodu z&ni vzorkem pouze ke zme jeho utitych
vlastnosti (nespektraini metody), za druhé nastagd@éna energie mezi latkou
a elektromagnetickym #&nim. Intenzita absorbovanébioemitovaného z&ni (atomy

¢i  molekulami) zavisi na vinové délce a vznikd takpeldgrum. Oblast

elektromagnetického spektra a vinové délky jsowan&ny na obrazku (Obr. 3.).
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* metody bez néfeni intenzity swtla (nespektralni): pti prichodu zé&eni vzorkem
dochazi kjeho zemé - rychlosti, roviny polarizace, ifklady: refraktometrie,

polarimetrie, nefelometrie, turbidimetrie.

* metody s méienim intenzity swtla (spektralni): vyméné energie mezi latkou
a elektromagnetickym ¥#¥énim, zavislost intenzity absorbovanékib emitovaného
z&eni (atomy nebo molekulami) na vinové délce, vzsplektra, piklady: absorpni,

emisni, zakalové, fluorescentni.

v X-ray ‘ v ‘ infra ‘ radar FM‘ TV‘ Ky ‘AM
10 1072 4010 =10 100 104~ 07 1 100 10*
~ 7 vinové délky [m] ~- -

400 500 600 700
vinova délka [nm]

Obr.3. Oblast elektromagnetického spektra (KLOUDA, 2003).

Spektrofotometrické metody jsou zaloZzené na reakganické kyseliny s latkou
citivou na s¥tlo nebo barvivem, které vede ke vzniku skeniny nebo barevného
komplexu, u kterého pak ¢ujeme vinovou délku. Aby se zabranilo ruSivym tfv,
izoluje se organicka kyselina srazenim pomoci prfskivého iontonanice.

Rebelein ve své studii prezentuje jedno z prvnipbkgofotometrickych stanoveni
kyseliny jabl€éné, vinné a miéné (REBELEIN, 1961). Kyseliny byly odtény pomoci
pryskyicového iontomnice. Elwni ¢inidlo proSlo rkolikrat vzorkem, za &elem
vytvoieni barevného rozdilu jednotlivych st@min. Tento barevny rozdil byldfen @i
nékolika vinovych délkach, 490 nm kyselina vinna, 420 kyselina jablkénd a 530,
nebo 570 nm kyselina ndga (REBELEIN, 1961). Jiné metody pro stanoveni kyge
vinné jsou popsany Vv publikaci. V podstate jednd o metody liSici se tmobem
piipravy vzorki, aby se zabranilo ruSivym viim barvy vina fi automatizaci procesu
(ALONSO et al, 1998).
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Vyuziti infratervené spektrometrie k analyze hroznového mostina, \ze rozdlit

do dvou oblasti elektromagnetického spektra. Polotést blizka infréervend = Near
Infra-Red NIR (COZZOLINOet al, 2004; GARCIAJARESet al, 1997) a sedni
oblast = Midlle Infra-Red spektrometry MIR (PAT& al, 2004; SCHINDLERet al,
1998; SORIANOet al, 2007; TARANTILIS et al, 2008). Metody (-spektrometrie
piedstavuji rychlou analyzu velkého mnozstvi violdez poteby nakladné @&asow
nara:né pedgipravy (KESSLER, 2007; LACHENMEIER, 2007).

Absorpce v blizké oblastiCl zobrazuje spektrum, kde jsou zastoupertgv@zig
sloweniny s C-H vazbami, zatim caetini oblastd zobrazuje spektra spise pro C-O,
O-H a N-H vazeb (BAUERet al, 2008). Silné absotpi pasy v MIR oblasti zobrazuji
velké mnozstvi ostrych pik Na druhou stranu, v této oblasti vysoce absonmgrky
obsahujici vysoké mnozstvi vody a organickych &ain, jako jsou vino nebo dzZusy.
Proto neni vhodné pouzivat dlouhovinnou MIR oblpsb analyzu vina. Pisba
dlouhovinné cesty azékolik mikrometiti vede ke konstruiim probléniam, zvlase
pokud se jedna o vysoce viskézni a abrazivni vzoHarrick a Fahrenfort ve svych
studiich poprvé prezentuji moznou alternativu @ téblasti a to techniku pouzivajici
zeslabeni celkového odrazu ATR FTIR spektrometiAHRENFORT, 1961;
HARRICK, 1963).

Principem je pichod infra&erveného paprsku vzorkem, ktery ma vyssi index |owstl
okolni vzduch. Dochazi k uplnému odrazu a paprastuypuje, uvnithranolu podob#
jako uvnit optického vliaknaCést paprsku se ztratfipdotyku se vzorkem a dojde k
zeslabeni odrazeného paprsku. Ziskame tedyarirané spektrum vzorku. Obvykle se
tato metoda pouziva pro analyzu kapalnych a pevayohki (GIESEN, 1998). V ATR
spektrometrii mira absorpc&€ Ipaprsku do vzorku je zavisla na vinové délce a na
indexu lomu vzorku (az do Bm v zavislosti na nastaveni). Mnohem nizsi je pro
spektrometry réici transmisi (10-5Qum). Vzhledem kdmto parametim, Ize ATR
spektrometriicast&éné vyuzit i @i analyze vodnych vzotk které absorbuji ve&si
mite absorpniho spektra.

Infradervena spektrometrie () byla UspSnd pouZita pro monitorovani fermentace.
V této préaci byla pouzitaQl kalibraci pro analyzu jednotlivych fazi kvasicinmstu
(URTUBIA et al, 2004). Bhem fermentace byly sledovany tyto latky: glukéza,
fruktdéza, glycerol, etanol a organické kyselinyblgna, vinna, jantarova, miga,
octova a citronova (PATZt al, 2004; SCHINDLERet al, 1998). DalSi vyhody

metody jsou vysoky stupeautomatizace, vysoka propustnost vzorku, jedna@luch
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piiprava vzorku, a nizké néklady na analyzu. Nevyho@® vysoka cenaffstroje
a poteby pesné kalibrace pro stanovované latky. Obeglati, Ze tyto metody jsou
dostateén¢ presné, ale i@dchozi kalibrace s velkym §tem vzorki je dilezita. Dobrée
vysledky z FTIR analyzy byly ziskanyipcelkové charakterizaci vzaoik sledovanim
mnoZstvi etanolu, celkovy obsah kyselin, celkovgaibcukit a sirafi (COZZOLINO
et al, 2004; MOREIRAet al, 2004). Etanol, organické kyseliny a jiné sleniny,
piitomné ve vysSich koncentracich mohou produkovsivéulatky pro absormi pasy
infracervené analyzy.

Viditelnd (VIS) a blizka infréervena spektrometrie (NIRS) byly pouzity kéimeni
koncentrace prvk v australskych vinech, 32 bilych a &rvenych odid. Tato studie
prokazala vztahy mezi spektry z NIR oblasti &ktarymi prvky obsazenymi ve wn
V piipac kvantitativni analyzy studovanych latek je nutr@wv@st jejich kalibraci
(COZZOLINO et al, 2007; COZZOLINOet al, 2008). Dopl&ni studie o zkoumani
vlivu teploty na VIS-NIRS spektra, ktery byl poterz u¢ervenych i bilych vin. Hlavni
zmeény pozorované v NIR spektrech vzarkin kolem 970 nm a 1400 nm #ny OH
vazeb. U vzork m¢tenych i teplot od 30°C a 35°C nebyla prokazanacoa, je tato
teplota vhodné k dalSim analyzam.

K celkové charakterizaci hroznovéady a vina lze vyuZzit infigrvenou spektroskopii
s Fourierovou transformaci. Tato metoda uinge komplexni vyuZziti pro analyzu
etanolu, cukru a kyselin. Vzhledem k mozZnosti Ja@hdho nastaveni délky drahy je
toto nastaveni vhodné pro stanoveni kyselin. Opootiu nastaveni pevné délky drahy,
je vhodrjSi spiSe pro etanol a cukry (FRIEDEL al, 2013). Uziténost infra&ervené
spektroskopie je dalo by géci neomezena, vhledem k jeji moznostEiuvSechny
slozky hroznovéetivy a vina (MARCHALet al, 2015).

4.4. Enzymatické techniky

Enzymatické metody byly vyuZivanyiqvazi pro kvantitativni stanoveni kyseliny
jableéné, mi€né a citronové v hroznov&'&g a vire. Lze je pouzit i pro stanoveni
dalSich kyselin, jako jsou nfkyselina vinna, octova, askorbova, mrasieglukonova,
citronova, gavelova a jantarov80OEHRINGER,1997; BERGMEYER, 1974).
Principem enzymatickych metod jesiani nafistu, nebo poklesu absorbance koenzym
NADH (nikotin amid-adenindinukleotid), nebo NADPH niKotinamid-adenin
dinukleotid-fosfat), které absorbuji v oblasti vietgch vinovych délek
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(BOEHRINGER1997; GAOet al, 1995; LUPUet al, 2004). Pro ré‘eni absorpce je
obvykle vyuzivadn spektrofotometr s vinovou délkod03m. Hlavni vyhodou této
metody je vysoka spedifiost. Lze ji pouZzit pro stanoveni L a D izofhekkterych
kyselin. Ri tomto mefeni lze stanovit pouze jednu z organickych kysditgho plyne
jedna nevyhod#éasové narénosti.

Moznost jak snizZitas analyzy je vyuZiti Flow Injection Analysis = Fifnitokové
injekéni analyzy). Puchades stanovil 8asré kyselinu jablénou a mlénou ve vzorku
vina za pouziti FIA v oteéeném reaktoru s enzymatickou imobilizaci (PUCHADES
al., 1991).

Také studie Limeet al. prezentuje stanoveni dvou kyselin ve&svyuzitim FIA a
spektrofotometrické detekce (LIMAt al, 1998). Vstikovaci systém je propojeny
s vstikovaci jednotkou v jedné rown pro sledovani igsného slozeni vzorku
na analyzu. Nasleduje enzymaticka reakce s NADHrM@ADPH a pozorujeme dva
piky odpovidajici sledovanym kyselinadm.

Mataix et al. prezentuji posun v této metgdryuzil FIA s fotometrickou detekci spolu
s fluorimetrickou detekciipvinovych délkach 340 a 460 nm (MATAIXt al, 2001a;
MATAIX et al, 2001b). Srovnan&thto dvou technik detekce ukazuje, Ze fluorimetrie
je levrgjSi, umozuje opakovatelnost, neni zajelti takové mnozstvi enzymu, ale
ukazuje nizSi deteki limit oproti fotometrii. Silva pinesl v této technice optimalizaci
meticiho procesu, ktera ¢ta za cil splnit tyto charakteristiky metody: ryghpresny,
nevyZzaduje Zadnouiedpipravu vzorku a linearni odezvu (LUQUE DE CASTRO
al., 2005; SILVA et al, 2002). Velky rozvoj v této technice nastal, upaivn
stavajiciho mreni a vytvéenim nového multifundniho @istroje. Stavajici mtokovy
systém pistroje byl roz&en o ticestny ventil k multi-analyze zZimou pfGtoku vzorku
(FERNANDES et al, 2006). Multifunkni prito¢ny systém spojeny s dialyaa
jednotkou, pro edéni vzorku, umo#iuje spektrofotometrické stanoveni kyseliny vinné
a drasliku v portském WOLIVEIRA et al, 2010). NavrZzend metoda byla pouZzita pro
analyzu 30 vzonk.

VyuZziti biosenzait pro analyzu kyselin jabteé a mléné ve vig, pét bilych a @t
cervenych vzork vin (LUQUE DE CASTRCet al, 2005; MAZZEIl et al, 2007). Tato
metoda se vyzraje vysokou opakovatelnosti, kratkou dobou odezvyizkymi
naklady na analyzu.

Enzymatické metody jsotasto pouzivany jako refer&m metody za &elem owteni

spravnosti chromatografickych metod: HPLC a iont@mi¥omatografie (FRAYNE,
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1986; KUPINAet al, 1991) a také pro @wovani z kapilarni elektroforézy (KANDEt
al., 1999). Jejich velkou vyhodou je moZnost sledopatbéh jabl&no-mlé&ného

kvaSeni a v fipact potreby jej regulovat.

4.5. Titra ¢ni techniky

Titrace pati mezi zakladni analytické technikygZm¢ pouzivané v laboratich pro
kvantitativni analyzu (BETTERRIDGE, 1981; OUGdt al, 1988).

Zabyva se stanovenim neznamé koncentrace znadméhmwbzorku (titru) pomalym
pridavanim u&itého objemu titré&niho standardu (o znamé koncentraci). Byimtjeme
takové mnozstvi titniho ¢inidla, aby stanovovana latka zreagovala beze mbytk
do tzv. bodu ekvivalence. Abychom jednosma a presré zjistili, kdy nastal bod
ekvivalence, fidava se do titrovaného roztoku tzv. indikator ritemeni sveé zabarveni
v bo& ekvivalence. DalSi analytické metody, které vyajivpi stanoveni bodu
ekvivalence, jsou tzv. instrumentalni hapotenciometricka a konduktometricka titrace.
Norton et al. a Ryanet al. ve svych studiich prezentuji stanoveni kyselimozhové
Sfaw a vire za vyuziti titr&ni metody (NORTONet al, 1988; RYANet al, 1973).
Titraci zji¥ujeme celkovy obsah kyselin nebo spiS kyseliny &inrhroznové taw
nebo vig. Tuto metodu nelze pouzit pro stanoveni jednativiyselin.
Potenciometricka titrace gado technik, které poskytuji spolehlivé vysledkylosahu
kyselin ve vzorku. Rajkovic prezentuje ve svych gxh sledovani vlivu jinych
organickych latek obsazenych v hroznovavs nebo vig na obsah kyselin u bilych
a modrych odid (RAJKOVIC, 2007; RAJKOVIC, 2009). iP stanoveni celkového
obsahu kyselin udgkolika druhi vin potenciometrickou titraci, se neobjevila \jliwch
latek na jeho slozZeni. Potenciometricka titracdy tdoplrena klasicka voltametricka
titrace o mdteni elektrochemického potencidlu, ukazuje velmi rdolvysledky
pro analyzu bilych gervenych vin v 37 vzorcich (BUDILETO et al, 2009). O
metody lIze pouzit pro detekci celkového obsahu lkyseraznych vzorcich. Hlavni
vyhodou je Uspord&asu, objektivita a i@snost metody, jakoZ i minimalizace mozné
kontaminace vzorku, protoze je vzoreéhbm néteni uzaven (BUDIC-LETO et al,
2009).

Klasicka titrace se obvykle provéttyiikrat, z toho poprvé je jen oriertts. Pracujeme

s 1-10 ml vzorku, ktery fedime na 150 ml destilovanou vodou a titrujeme 19,1
hydroxidem sodnym, za pouZiti skt elektrody do pH 8,8 (PEREZ-CABALLERO
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et al, 2003). Koncovy bod nebo také, bod ekvivalencpgeazovan za hodnotu, kdy
pH doséhlo maximalni zény s gidavkem alkalické baze (PAVLOUSEK, 2011). Tato
hodnota je pro kazdy typ ovocézna, pohybuje se v rozmezi 7,2 az 8,4 (BOULT@N
al., 2012; PAVLOUSEKet al, 2011).

Pri titraci cervené hroznové’avy nebo vina Ize nahlou 2mu barvy &Zce postehnout.
Pro gresrgjSi stanoveni kyselin ize byt pouzit pH-metr nebo indikai papir. Mizeme
také vyuzit stanoveni kyselin pomoci titrace hydifern sodnym za vyuziti aktivniho
uhli, které ndm sledovany vzorek v kagkvivalence odbarvi (STEIDL, 2010).
Stanoveni kyseliny jabteé a vinné se &Sinou provadi ve specializovanych
laboratdich, které vyuZivaji jiné analytické techniky. &iti mohou vyuZivat
malovindi-orientatné¢ pro zjiséni obsahu kyselin v hroznovéa¢ nebo vig. Pro

piesné udaje je v hodné se obratit na akreditovaatoardtd.
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5. Zavér

Cilem bakal&ské prace bylo shrnout vS8echny mozné analytické@dyetyuzivané pro
stanoveni kyseliny jabt@é a kyseliny vinné v hroznovéag a vire.

Metody byly rozdleny a dale zpracovany do 5 kategorii: chromatockéf
elektrochemicke, spektroskopické, enzymatickéractit metody.

Z chromatografickych metod zaujima n#gi zastoupeni v oblasti zjgvani obsahu
organickych kyselin ve vinkapalinova chromatografie, nebo spise rychle zeijejici
vysoko &inna kapalinova chromatografie (HPLC). Jeji spojerijinymi technikami
vede kvelmi rychlé analyze velkého mnozstvi viosk nizkou spdebou vzorku.
Propojeni chromatografie se spektroskopickymi nebpymatickymi technikami vede
vyrazre k urychleni analyzy s moznou identifikaci i datSiédtek obsazenych ve n
Dle rozstenosti elektrochemickych metod fiat k nejrozsfengjSim  kapilarni
elektroforéza (CE). Vé&kterych gipadech tato metoda vytige oblibenou HPLC,
protoze z hlediska analyzy dosahujed&macitlivosti a senzitivity.

Rozsfeni dalSich analytickych technik z hlediska santostdi neni flis veliké. Jsou
vyuzivany hlav v kombinaci s jinymi technikami. Spektroskopickéeazymatické
metody nepé k priliS rozSfenym, spiSe se vyuzivaji v propojeni s jinou telabinj jako
detektor. Jejich sériové zapojeni vede k lepSigthlejSim vysledikm analyz.

Klasické titr&ni metody jsou spiSe na Ustupu a nahrazuji ijetrpje vyuZzivajici
nejrizngjSi analytické vybaveni. Setkat se s nimi §estizeme u malovind, ti tyto
metody pouzivaji pro orientai zjiS&ni obsahu kyselin. Potenciometricka titracetipat
do technik, které poskytuji spolehlivé vysledky bsahu kyselin ve vzorku. Pro
piesrgjSi analyzu se obraceji na akreditované labéeatteré vyuzivaji specialni
analytickeé pistroje.

Zjisténi zastoupeni organickych kyselin, jaisié a vinné, v hroznové&« a vire hraje
pii vyrobé vina vyznamnou roli. Ovliwje vyslednou chiia vypovidad o kvali

I zralosti hrozi.

V dobrém slunéném roce je v hroznechkEéi podil kyseliny vinné. Ve Spatném naopak
kyseliny jabléné, kterd se vSak da odbourat pomoci mikrtty. jabl&no-mi&nou

fermentaci.
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6. Souhrn

NejvyznamujSi organické kyseliny obsaZzené v hroznov&w§ a vire jsou kyselina
jablecnd a vinna. Detekovat je v kapalnych vzorcictizeme ®kolika nriznymi
analytickymi metodami.

Cilem prace bylo porovnaiizné analytické techniky pouzivané pro jejich kwiitni i
kvantitativni analyzu. Jednotlivé metody byly rélmhy do 5 zakladnich skupin:
chromatografickeé, elektrochemické, spektroskopia&ymatické a titkai. Nasleds
byly postupg rozepsany a shrnuty.ckteré z ¢échto metod jsou uz na ustupu, nebo
se pouzivaji jen v omezenémmi gevaziée u malovindi. K nejrozsfensjSim metodam

a stale popularnim patchromatografie v kombinaci skolika typy detektak, jeji
vysokoinna kapalinova chromatografie (HPLC), ktera jeydgvym vlastnostem
vyjime¢nd. V poslednich letech ji &g&la konkurovat kapilarni elektroforéza diky svym
specifickym vlastnostem, nagednoduchosti, vysokému rozliSeni, kratké dahalyzy

a minimalni Upra¥ vzorku. Neustaly rozvojipstrojové techniky posouva narokim
dal vys. ZvySuji se pozadavky kladené tistpoje, gesrEjSivetsi detekni limity, kratSi
doby analyzy a zkouSeji sdizné kombinace Zz&eni, které by finesly uspory

v analyze.

Kli¢ova slova: kyselina jabléna, kyselina vinna, chromatografické metody,

elektrochemické, spektroskopické, enzymatickérastif metody
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Resume

Malic acid and tartaric acids are the most impdrtanganic acids in grape juice and
wine. They can be detected in liquid samples beis\different analytical methods.
The aim of this work was to compare various anedytitechniques used for the
qualitative and quantitative analysis in grapeguand wine. Individual methods were
divided into 5 groups: chromatographic, electrocizaim spectroscopic, enzymatic
methods and titration. These methods were descnbddtails and summarized. Some
of these methods are already in decline or theytlized by small winemakers, only.
The most commonly used methods include chromatbgrdapchniques in combination
with various types of detectors, its connectiorhvather devices, and even their series
connection. The most widespread method in this &rdhe high performance liquid
chromatography (HPLC), especially for its excepdioproperties. Recently, capillary
electrophoresis has begun to compete with chromapby due to its specific
characteristics such as its simplicity, high regoly short analysis time and minimal
modification of the sample. The constant evolutadninstrumentation shifts overall
demands increasingly higher. These are namely rtbeeasing requirements for the
device, more exact detection limits, and shorteetof analysis. Additionally, various

combinations of equipment are tested which wouldekese expanses for analysis.

Keywords: malic acid, tartaric acid, chromatography techaigelectrochemistry,

spectroscopy, enzymatic and titration technique
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8. Seznam pouzitych zkratek

HPLC

NADP+

LC
GC
PC
TLC

High Performance Liquid Chromatography,

vysokowinna kapalinova chromatografie
Nicotinamide-Adenine-Dinucleotide-Phosphate, nikotinamid-adenin-
dinukleotid-fosfat

Liquidid Chromatography, kapalinova chromatoggaf

Gas Chromatography, plynova chromatografie

Paper Chromatography, papirova chromatografie

Thin Layer Chromatography, tenkovrstva chrorgeadie

Flame lonization Detector, plamenovy ioriaadetektor

Mass Spectrometry, hmotnostni spektrometr

lon Chromatography, iontova chromatografie
Ultra-Violet-VISible spectroscopy, spektrodmetricky detektor
Infra-Red spectroscopy, inffarveny detektor

Thermal Conductivity Detector, vodivostni detek

Attenuated Total Relectance, horizontélni zZesta odrazu
Capillary Electrophoresis, kapilarni elektroftaé

Capillary Zone Electrophoresis, kapilarni z&elektroforéza
Near Infra-Red, oblast blizka inerven&

Midlle Infra-Red, stedni infr&ervena oblast

Flow Injection Analysis, pitokova injekKni analyza
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