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Abstract

This work was focused on optimization of SPE extraction of proline and other amino acids in
mead and their following derivatization by dansyl-chloride (DNS-CI) agent. Further, the attention is
paid on optimization of chromatographic separation of amino acids derivatives and quantitative
determination of proline in mead using reversed-phase liquid chromatography with octadecylsilicagel
stationary phase. The mobile phase was formed by mixture of acetonitrile and water with addition of
triethylamine and formic acid. Fluorescence detector was employed for detection of DNS derivatives
of amino acids.

Souhrn

Tato prace byla zaméfena na optimalizaci SPE extrakce prolinu a dalSich aminokyselin
z medoviny a jejich naslednou derivatizaci pomoci dansylchloridu (DNS-CI). Dale je pozornost
zaméfena na optimalizaci separace derivatt aminokyselin a na kvantitativni stanoveni prolinu
v medovindch pomoci kapalinové chromatografie v systémech s obracenymi fazemi s chemicky
vazanou oktadecylsilikagelovou stacionarni fazi. Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitrilu a
vody s piidavkem triethylaminu a kyseliny mravenc¢i. Pro detekci DNS derivati aminokyselin byl
pouzit fluorescencni detektor.

1. Uvod

Medovina je jeden z nejstarSich alkoholickych napoji na svété, jejiz moderni vyrobni
postup zahrnuje nékolik krokd. Nejprve se véeli med natedi pitnou vodou Vv urcitém poméru
a ptidaji se ziviny pro spravny rust kvasinek. Nasledn¢ se vznikly medovy roztok pasteruje
a po ochlazeni se zaockovava cistou, Casto Slechténou kvasinkovou kulturou, kterd béhem
samotné fermentace preménuje prirozené se vyskytujici cukry v medu (zejména glukozu
a fruktézu) na oxid uhliCity a ethanol. Po bouflivém kvaSeni nasleduje dokvaSovani, finalni
upravy a zrani medoviny po dobu i nékolik let [1-4].

Med je komplexni potravinou obsahujici vice nez 180 druhti latek, které se samoziejmeé

mohou dostavat béhem vyroby i do medoviny [1]. V medu, respektive i v medovinach,

75



nalezneme velké mnoZzstvi volnych aminokyselin, jejichz stanoveni hraje kliCovou roli
Vv posuzovani kvality ¢i autenti¢nosti potravin a napoju [2,5]. Nase pozornost byla vénovana
pfedevSim prolinu, jehoz obsah je v medu oproti ostatnim aminokyselinAm naprosto
dominantni. Pfima analyza prolinu je vSak pomérné slozita, jelikoz je netékavy a v jeho
struktufe navic absentuje chromofor ¢i fluorofor. Pfed vlastni separaci se proto obvykle

zatazuje derivatizacni krok, a to za pomoci riznych komeréné dostupnych ¢inidel [5-8].

2. Experimentalni ¢ast
2.1 Chemikalie

Standardy aminokyselin (AMK) o cistoté > 98% (f-alanin, y-aminomaselna kyselina
(GABA), glycin, L-alanin, L-arginin hydrochlorid, L-asparagin, L-asparagova Kyselina,
L-cystein hydrochlorid, L-fenylalanin, L-glutamin, L-glutamova Kkyselina, L-histidin
hydrochlorid, L-isoleucin, L-leucin, L-lysin hydrochlorid, L-methionin, L-prolin, L-serin,
L-threonin, L-tryptofan, L-tyrosin, L-valin) byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (Steinheim,
Némecko). Pro spravny prubéh derivatizace byl kromé ¢inidla dansylchloridu (DNS-CI) (TCI
Toshima, Tokyo, Japonsko) pouzivan také uhli¢itan litny (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko), hydroxid sodny p.a. (Penta, Praha, CR) a uhli¢itan sodny p.a. (Lachema, Brno,
CR). Vzorky medovin, ptipadné standardy aminokyselin se pted SPE extrakci upravovaly
35% kyselinou chlorovodikovou (Lach-Ner, Neratovice, CR). Pro p¥ipravu mobilnich fazi byl
pouzit acetonitril a methanol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), dale triethylamin,
kyselina octova (Lach-Ner, Neratovice, CR) a kyselina mravenéi (Penta, Praha, CR).

Deionizovana voda byla upravena ptes Cistici zatizeni Mili-Q (Merck, Darmstadt, Némecko).

2.2 Pristroje a zarizeni

Vsechny separace pripravenych derivata byly realizovany za pouziti kapalinového
chromatografu slozeného z degaseru DGU-20 As, dvou vysokotlakych ¢erpadel LC-30AD,
fluorescen¢éniho detektoru RF-20A XS Prominence (vSe Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
s davkovacim systémem s vn&jsi davkovaci smyckou 2 ul (Valco-Vici, Schenkon, Svycarsko)
a termostatem kolon LCO 102 (Ecom, Praha, CR). Separace probihala na kolong Ascentis
Express C18 o rozmérech 150 mm x 3 mm, plnéné povrchové poréznimi ¢asticemi 0 velikosti
2,7 um (Supelco, Bellefonte, USA). K chromatografu byl pfipojen pocita¢ s vyhodnocovacim
programem Clarity. Derivaty aminokyselin byly zahfivany na topném télese. Vzorky medovin
byly extrahovany na zaiizeni pro SPE extrakci (Labicom, Olomouc, CR) s vakuovou
jednotkou Labobase SBC 860 (KnF, Stockholm, Svédsko) a regulatorem vakua CVC 3000

76



(Vacuubrand, Wertheim, Némecko). Bylo porovnavano hned nékolik SPE kolonek (a)
Supelco LC-SCX, 1 ml, 100 mg (Supelco, Bellefonte, USA), (b) Strata SCX, 3 ml, 500 mg,
(c) Strata X-C, 6 ml, 500 mg, (d) Strata Screen-C, 6 ml, 500 mg, (e) Strata DSX-SCX, 6 ml,

500 mg (vSe Phenomenex, Torrance, USA).

2.3 Analyzované vzorky medovin

K analyze bylo pouzito 24 medovin (tabulka 1). Vzorky byly uskladnény v lednici

a pred analyzou vytemperovany na laboratorni teplotu.

Tabulka 1: Seznam vzorkt medovin

dislo nazev vyrobce/vcelar
1 Tradi¢ni medovina z Kunétickych strani E. Bachor, Pardubice
. . Naturel s. r. 0. s Ing. Sznapkou, Ttebechovice p.
2 Medové Velkomoravské Orebem
3 Ptibyslavsk4d medovina, lipa M. Zeleny, Nové Mésto n. Metuji
4 Velovina V¢elco s. 1. 0., Smolenice SK
5 Medovina p. Pleva
6 Medovina p. Lstibtrek, Domazlice

Tmava staroslovanska medovina z lesniho

7 Ing. Petr Krupac¢-APIMED, Slovensko
medu

8 Ptibyslavsk4d medovina, javorova jarni M. Zeleny, Apifarm, Nové Mésto n. Metuji

9 Kiivoklatska medovina J. Halada, Ceska véela s. r. 0.

10 Hromc¢ikova hoika medovina ELISA D. Hromc¢ik, Nivnice

11 Staro¢eska medovina Vcelarstvi Slama, Havlicktv Brod

12 Ptibyslavska medovina, medovicova M. Zeleny, Nové Mésto n. Metuji

13 Ptibyslavskd medovina, slunec¢nicova M. Zeleny, Nové Mésto n. Metuji

14 Medovina z Vyso¢iny V¢elatstvi Slama, Havlicktiv Brod

15 Staroslovenskd medovina V¢ela PRO, p. Loffelmann

16 Domaci jemna medovina vinarstvi UHER Josef

17 Keltska medovina Sznapka, Hlu¢in

18 Medové vino z Ceského lesa, rybizové p. Lstibtrek, Domazlice

19 Medovina (z plastu) Ing. Petr Krupaé-APIMED, Slovensko

20 | Originalni medovina z kunétickych strani

E. Bachor, Pardubice

21 BIO medovina Velaistvi Slama, Havli¢ktiv Brod
22 Medvedi objeti Medovinka s.r.o., Hlinsko

23 Medové vino archivni p. Lstibirek, Domazlice

24 Medvédi objeti Medovinka s.r.o., Hlinsko

77




2.4 Kvantitativni stanoveni prolinu v medovinach

Kvantitativni stanoveni prolinu v medovinach bylo provedeno metodou kalibra¢ni
ptimky. Standardni roztok prolinu byl pfipraven navazenim 29,8 mg L-prolinu do 25 ml
odmémé baiky a jejim doplnénim destilovanou vodou po rysku (¢ = 1,192 g/1). Uginnost
extrakce na jednotlivych SPE kolonkach byla zjisténa pomoci tii modelovych roztokt prolinu,
jez byly pripraveny odméfenim 2, 3 a 4 ml z jiz zminovaného standardniho roztoku prolinu

a doplnénim v odmérné bance destilovanou vodou na objem 10 ml.

Obecny postup extrakce:

Kationtova SPE kolonka byla aktivovana 6 ml methanolu a 6 ml okyselené destilované
vody o pH 3,0 (HCI). Poté byla provedena aplikace 10 ml pfipraveného standardniho roztoku
prolinu (1 kapka/s), v pfipadé extrakce vzorkd bylo aplikovdno 20 ml vzorku medoviny
okyselené na pH 1,9 (1 kapka/s). Nasledné byla kolonka promyta 1 ml (pro standard prolinu)
a 5 ml (pro vzorek medoviny) okyselené destilované vody o pH 3,0 (HCI). K eluci byly
pouzity vzdy 2 ml 1 M NaOH (1 kapka/s).

Postup derivatizace standardu kalibra¢ni fady a vzorki medovin:

Z ptipraveného standardniho roztoku prolinu (1,192 g/1) byla ptipravena kalibra¢ni fada
o koncentracich od 108,2 mg/l do 238,0 mg/l. K jednotlivym roztokim kalibra¢ni fady bylo
ptidano 5 mg pevného uhlicitanu litného a 1 ml 0,01M DNS-CI rozpusténého v acetonitrilu.
K derivatizaci vzorku medoviny bylo pouzito 0,5 ml extraktu medoviny, 5 mg pevného
uhli¢itanu litného a 1,5 ml 0,01M DNS-CI v acetonitrilu. Mnozstvi pouzitych roztokt bylo
v obou piipadech piredem dikladné optimalizovano. Derivatizace probihala vzdy pii 40 °C
na vodni 14zni po dobu 20 minut bez pfistupu svétla. Po 30 minutach ustavovani rovnovahy
pfi laboratorni teploté byl roztok zfiltrovan ptes 0,45 pm stiikackovy PTFE filtr a pfipraven

k nasttiku.

Podminky chromatograficka separace:

2 ul piipraveného dansyl derivatu byly nadavkovany do kapalinového chromatografu
a separovany na kolon¢ Ascentis Express C18 (150 mm x 3 mm, 2,7 um). Organickou
slozkou mobilni faze (B) byl 100% acetonitril a druhou slozkou (A) byla voda s piidavkem
0,1 % triethylaminu okyselena na pH 3,0 (HCOOH). Bylo vyuzito gradientové eluce
s nasledujicim gradientem: 0 min — 30 % B, 7 min — 45 % B, 8 min — 100 % B, 9 min —

30 % B. Prutok mobilni faze byl nastaven na 0,8 ml/min a vinové délky fluorescen¢niho
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detektoru mély hodnoty Aex = 270 nm a Aey = 500 nm. Kazdy roztok kalibra¢ni fady i vzorek

medoviny byl prométfen nejméné trikrat.

3. Vysledky a diskuze
3.1 Optimalizace podminek pro SPE extrakci

Pro odstranéni nezadouciho vlivu matrice byla provedena izolace aminokyselin extrakci
na tuhou fazi. Pfi extrakci se vychazelo z postupu uvedeného v diserta¢ni praci Ing. Soni
Rezkové, Ph.D. [9]. VytéZnost extrakce prolinu na raznych SPE kolonkach byla stanovena
porovnanim ploch pikt prolinu pro derivatizovany standard bez extrakce a s jeho extrakci.
Prométené byly tfi vybrané koncentrace prolinu, kazdy derivat byl proméien tfikrat (tzn. n =
9). Na zéakladé porovnani vytéZznosti uvedenych v tabulce 2 byla pro dalsi experimenty
zvolena kolonka Strata SCX (3 ml, 500 mg).

Tabulka 2: Vytéznosti extrakci s uvedenou smérodatnou odchylkou

kolonka vytéznost (%) = RSD
Supelco LC-SCX 0

Strata X-C 67,25 £2,55

Strata Screen-C 31,5+1,65

Strata DSC-SCX 60,72 £ 2,35

Strata SCX 84,26 + 4,89

K extrakci bylo nejprve pouzito rizné mnozstvi medoviny (10 — 20 ml), avsak bylo
zjisténo, Ze optimalni odezva detektoru je pii mnozstvi 20 ml.

Dale byla provedena i optimalizace mnozstvi 1M hydroxidu sodného potiebného
k vymyti aminokyselin z SPE kolonky, kdy byly odebirany a zaroven i prométovany
jednotlivé frakce eluatu. Jelikoz byla naprostd vétSina aminokyselin eluovana v prvnich dvou
mililitrech (v dal$ich podilech bylo mnozstvi aminokyselin téméf nulové), byly dale k eluci
pouzivany vzdy 2 ml 1M NaOH.

Pro zajisténi spravného prabchu extrakce a ziskani co nejvétsiho vytéZku aminokyselin
musel byt standard i vzorek medoviny pied kationtovou SPE extrakci protonovan Kyselinou
chlorovodikovou. Byly vyzkouSeny rtzné hodnoty pH (1,6 — 3,0). Nejlepsi adsorpce
aminokyselin na kolonku probihala pti pH 1,9 a na tuto hodnotu byly nasledné upraveny

vSechny aplikované roztoky.
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3.2 Optimalizace podminek derivatizace

Prvotni podminky derivatizace i separace vychazely opét z informaci ziskanych
v disertadni praci Rezkové [9]. Byla optimalizovana hodnota pH vhodna pro derivatizaci a
dale mnozstvi jednotlivych komponent (derivatiza¢niho ¢inidla, vzorku/standardu, ¢inidla na
upravu pH).

Derivatizace dansylchloridem probiha zdsadné¢ v mirné alkalickém prostfedi (okolo
pH 9,5). V uvedené disertacni praci byl pro ziskani vhodného derivatiza¢niho prostfedi pouzit
uhli¢itan litny. V na$i studii byla tedy ovéfovana nutnost pouziti pravé tohoto ve vodé
nerozpustného ¢inidla, kdy misto néj byl také pouzit hydroxid a uhli¢itan sodny. S pfidavkem
uhli¢itanu litného byla vSak odezva detektoru nejvyssi (obrazek 1). Pravdépodobné tedy
slouzi nejen na upravu pH, ale i ke katalyze derivatizacni reakce, a proto byl zachovan

doporuceny postup.
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azek 1: Vv riznych pomoc ¢inidel na vytéZzek dexjvatizace; kolona: Ascentis Exprsss C18
(150 mm x 3 mmX 2,7 um), MF A: voda + 1 % CH;COOMN + 0,1 % TEA, MF B: 100%
gradientova elufe: 0 min <40 % B, 2min — 50 % B, 4 min ¢ 100 %, teplota: 25 °C, pritgk:
0,8 ml/mip/detekce: A= 270 NM, Aer, = 500 NM.
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Ptfestoze je derivatizacni Cinidlo piipraveno jeho rozpusténim v organickém
rozpoustédle, dochazi po ptidavku standardu prolinu nebo eluatu z SPE kolonky (oba to jsou
vodné roztoky) k jeho silné hydrolyze. Tento jev je jasné patrny i na vyse uvedeném
obrazku 1. Abychom piedesli masivni hydrolyze ¢inidla, muselo byt mnozstvi a koncentrace
piidavanych vodnych roztoki také dikladné optimalizovano. 500 pl standardu prolinu
o0 koncentraci 1,192 g/ bylo derivatizovano pomoci 0,5 — 2 ml 0,01M dansylchloridu.

Nejvhodnéjsim objemem byl 1 ml, ktery byl ve vSech dalSich ptipadech aplikovan.

3.3 Optimalizace separa¢nich podminek:

Pro spravné zvoleni vinovych délek fluorescencniho detektoru byly pfipravené dansyl
derivaty vSech aminokyselin proméfeny na spektrofotometru Fuorat-02-Panorama.
Dle ziskanych maxim excitanich a emisnich spekter derivatt (tabulka 3) byly na detektoru
nastaveny hodnoty Ae = 270 nm a Aem = 500 nm. Z diivodu ndvaznosti na tuto studii byly

fluorescencni parametry ziskany nejen pro prolin, ale pro vSechny aminokyseliny.

Tabulka 3: Excita¢ni a emisni vinové délky maxim aminokyselin

AMK  [2ex (NM) [Aem (nM)|  AMK dex (NM) | Aem (NM)
[S-alanin 274 500 L-histidin 303 500

GABA 276 500 L-isoleucin | 260, 309, 325| 497
L-alanin 267 503 L-leucin 308 502
L-arginin 272 498 L-lysin 267 497

L-asp. kys. 340 494 | L-methionin| 308, 325 494
L-asparagin |268,339| 497 L-prolin 264, 328 497
L-cystein |[285,356| 497 L-serin 265, 330 500
L-fenylalanin| 263, 329| 498 L-valin 270, 345 496
L-glutamin | 285, 358 | 498 L-threonin 310 497
L-glut. kys. |286,356| 495 L-tryptofan | 310, 326 498
L-glycin 285,358 | 498 L-tyrosin 275, 330 500

Dale bylo optimalizovano pH vodné mobilni faze (pH 2,5 — 3,5), nutnost ptidavku
triethylaminu do vodné mobilni fdze a vybér organické slozky mobilni faze (methanol,
acetonitril, pfipadné jejich smés). Bylo zjiSténo, Ze pH vyznamné ovliviiuje separaci, avSak
pro kvantitativni stanoveni pouze prolinu posta¢i mirné okyseleni na pH 3,5. Vliv pfidavku
triethylaminu do vodné mobilni faze byl studovan na smési derivatizovanych aminokyselin.

Z ptislusnych zaznamu bylo patrné, Ze triethylamin méni nejen selektivitu separovanych
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latek, ale také vzhled vyslednych pika. Vzhledem k tomu, Ze piky jsou v pfitomnosti
triethylaminu uzsi, nedochazi k tak velké difuzi a ucinnost separace je vyssi, byl v nizké
koncentraci dale do mobilni faze ptidavan. Co se tyce organické mobilni faze, bylo zjisténo,
ze methanol je v tomto piipadé naprosto nevhodnym rozpoustédlem, jelikoz béhem separace
dochazi ke chvostovani a rozmyvani pika. Pro dalsi separace byl proto zvolen 100%
acetonitril.

3.4 Kvantitativni stanoveni prolinu

Obsah prolinu byl v medovinach stanoven za optimalizovanych podminek metodou
kalibraéni pfimky. Kalibracni kiivka byla pfipravena pracovnim postupem uvedenym
v kapitole 2.4. Pomoci statistického programu QC Expert 2.9 (Trilobyte, CR) byly grafickymi
testy odhaleny a odstranény vlivné body a vysledné parametry kalibra¢ni pfimky jsou spolu se

smérodatnymi odchylkami a koeficienty determinace uvedeny na obrazku 2.
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Obrazek 2: Kalibracni piimka pro stanoveni obsahu prolinu v medovinach
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Obrazek 3: Obsah prolinu v jednotlivych vzorcich medovin

Obsah prolinu pro jednotlivé vzorky medovin byl tedy vypocten z rovnice kalibra¢ni
piimky uvedené na obrazku 2 a vysledné hodnoty jsou zobrazeny na obrazku 3.

Obsah prolinu v medu by mél byt minimalné 180 mg/kg medu. Vzhledem k tomu,
7e na vyrobu medoviny se musi pouzit minimalné¢ 280 kg medu na 100 litri medoviny
(Vyhlaska ¢. 335/1997) nemélo by mnozstvi prolinu klesnout pod 50 mg/l medoviny.
U vétsiny studovanych vzorkt byl obsah prolinu v nadlimitnim mnozstvi, avSak vzorky ¢. 9,
10, 15 a 18 se pohybuji tésné u této hranice ¢i pod ni. Minimaln€ u dvou vzorka (¢. 9 a 18)
doSlo jasné k poruSeni vyhlaS8ky o minimalnim mnoZstvi medu potiebného pro vyrobu
medoviny a je tedy podezieni na falSovani produktu. Dalsi dva vzorky (¢. 10 a 15) jsou
dalSimi kandidaty pro podrobnéjsi prozkoumani, zda pro vyrobu medoviny nebyla pouzita

i jind surovina, neZ med.
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4. Zavér

Tato prace se zabyvala optimalizaci kvantitativniho stanoveni prolinu v medovinach
s vyuzitim kapalinové chromatografie. Zkoumané vzorky medovin byly zakoupeny
od domacich vyrobct a v komercnich obchodech.

Prolin byl ze vzorkli medovin nejprve extrahovan na kolonce Strata SCX za Gcelem
zakoncentrovani, pteiSténi a odstranéni matrice a poté derivatizovan dansylchloridem.
Vznikly derivat byl separovan na koloné Ascentis Express C18 pomoci smési vody (pH 3,0
(HCOOH) + 0,1 % TEA) a acetonitrilu jako mobilnich fazi a detekovan fluorescenénim
detektorem s nastavenymi vinovymi délkami na hodnoty Aex = 270 nm a Aem = 500 nm.

Obsah prolinu ve studovanych vzorcich medovin se pohyboval v rozmezi od 42,4 do
131,0 mg/l. Mnozstvi prolinu u vzorki €. 9, 10, 15 a 18 nesplituje vyhlaskou dané pozadavky
na minimalni obsah prolinu v medovinach a lze tedy usuzovat, Ze vyrobce Se nefidil

predepsanym technologickym postupem.
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