HPLC

Kolonovéa chromatografie je separaéni technika slouZzici k rozdéleni chemickych smési na jednotlivé
sloZky. Tyto slozky je ndsledné& mozné jednotlivé analyzovat. Smés je nanesend na kolonu napinénou
stacionarni fazi a eluovana z kolony mobilni fazi (rozpoustédlem). RGzné slozky interaguji ridznou
mérou se stacionarni fazi, ¢imz se jejich prichod kolonou riznou mérou zpomaluje. Naopak vyssi
rozpustnost dané slozky v mobilni fazi jeji prdchod kolonou urychluje. Cilem chromatografie je co
nejlepsi rozliSeni jednotlivych sloZek. Vlastnost, ktera uruje rozpustnost v mobilni fazi a interakce se
stacionarni fazi, je nejCastéji polarita, ackoli v zavislosti na vybéru stacionarni faze to muze byt napf. i
naboj nebo velikost molekuly.

Nejbéznéjsi typ chromatografie, kapalinova chromatografie, vyuziva kolony naplnéné pevnou
stacionarni fazi a kapalnou mobilni fazi — rozpoustédlo. U vysokouéinné kapalinové chromatografie
(HPLC) je aplikovan tlak, coz umoznuje pouzit kolony pInéné mensimi ¢asticemi s vét§im povrchem, na
kterém dochazi k interakcim. Tim se zlep3uje rozliSeni.

Pfi déleni molekul podle polarity vyuzivame kolony s normalni nebo reverzni fazi. Kolony s normalni
fazi (NP) obsahuji polarni stacionarni fazi — silikagel, ktery obsahuje kyselé silanolové funkéni skupiny.
Naproti tomu kolony s reverzni fazi (RP) maji silikagel modifikovany nepolarnimi skupinami, nej¢astéji
uhlikovymi Fetézci: -C8 nebo -C18. U chromatografie s normalni fazi je tradi¢né pouzivano disté
organické rozpoustédlo (typicky hexan). Pro analyzu polarnich latek, které by se organickym
rozpoustédlem nevymyly, se pfidava voda ve varianté nazvané hydrofilni interakéni chromatografie
(HILIC). U iontové vyménné chromatografie (IEC) jsou pouzivany kolony s nabitou (kyselou nebo
bazickou) stacionarni fazi pro separaci nabitych molekul.

Rozpoustédla by méla byt co nejcistsi (vysokéa &istota chemikalii, filtrace 0,45 um). Casto je potfeba
kontrolovat pfi analyze pH (napf. mohou-li analyty disociovat, coz by zkomplikovalo jejich interakci
s nepolarni stacionarni fazi). V takovém pfipadé se do rozpoustédel pfidavaji kyseliny nebo pufry.
V kazdém pfipadé musime dbat na to, aby do kontaktu nepfiSla rozpoustédla, ktera jsou vzajemné
nemisitelna nebo nerozpustna, tak aby nedoslo ke vzniku srazenin.

e Objem prodlevy (dwell volume) je objem chromatografického systému mezi mistem, kde se
michaji mobilni faze a vstupem do kolony.

e Mimo-kolonovy objem (ECV) je objem systému mezi nastfikem vzorku a detektorem (ale bez
objemu kolony).
Objem kolony (column volume) je objem mobilni faze v koloné.
Efektivita (N) se udava v poctu teoretickych pater, coz je €islo uréujici, kolikrat b&€hem priichodu
danou kolonou dosahne analyt rovnovazného stavu mezi fazemi.

e Retence (k) udava, jaky je pro dany analyt pomér doby stravené ve stacionarni a mobilni fazi.

e Selektivita (a) vyjadfuje vzdalenost dvou pikd.

e RozliSeni kombinuje tyto parametry a udava schopnost dané kolony rozlisit dané analyty:

R = W (a-1) k
4 a (k+1)

Parametry, které ovliviiuji kvalitu detekce, jsou senzitivita, selektivita a linearni rozsah detektoru. Tyto
parametry se liSi pro jednotlivé detektory i analyty. NejCastéji pouzivany typ detektoru v kapalinové
chromatografii pracuje na principu absorpce analyt( v ultrafialovém nebo viditelném svétle. Druhy
nejCastéjsSi typ, detekce na principu hmotnostni spektrometrie, zahrnuje pfidani dalSi separacni
techniky — déleni podle hmoty (pfesnéji poméru m/z).

Mozné kroky v pFipravé vzorku:

Homogenizace, pfidavek standard(, odstranéni interferentd, hydrolyza, extrakce, derivatizace,
prevedeni do mobilni faze, filtrace



Analyza vina metodou HPLC

Slozeni vina:
e voda 86 %
e ethanol 12 %
e glycerol 1 %
e organické kyseliny:
jable€na, citronova, jantarova, vinna, mlé¢na, fumarova, octova
cukry
e fenolické latky, pfedevsim flavonoidy:
anthokyany (pochazi ze slupek, v mensi mife z duzin modrych hroznu),
katechin a epikatechin (pochazi z jader) a dalsi

Vyroba vina:

Z&kladni surovinu pro vyrobu vina tvofi hrozny révy vinné, a to bud bilé hrozny pro vyrobu bilych vin
nebo modré hrozny pro vyrobu céervenych vin. Nejprve je tfeba oddélit trapinu. Vznikly most s
naruSenymi bobulemi se nazyva rmut.

Most se od rmutu oddéli lisovanim. U bilych vin k tomu dochazi vétSinou po kratké dobé nalezeni,
nékolik hodin po oddéleni tfapin. Rmut se nechava nalezet kvuli lep$i extrakci aromatickych latek, které
jsou ulozeny ve slupce bobuli. Oranzova vina ziskame z bilych hrozn( tak, Ze most nechame v
dlouhodobém kontaktu se slupkami, jadry a ¢asto i s tfapinami. V pfipadé vyroby ¢éervenych vin se
rmut lisuje aZ poté, co prokvasi spolu se slupkami a jadry. U rizovych vin se rmut z modrych hrozn(
necha nékolik hodin nalezet a poté se vylisuje. Pokud se rmut z modrych hroznu lisuje ihned (bez
nalezeni), vznika bily klaret.

Kvaseni (proces pfemény cukru na alkohol) muze nastartovat samovolné diky kvasinkam, které jsou
pfirozené pfitomny na hroznech, ale vétSinou se pouZivaji specialni selektované kmeny kvasinek.
Hlavné u Cervenych vin se €asto po hlavnim kvaseni provadi jesté tzv. jableCno-mlécna fermentace, {j.
prfeména hrubé kyseliny jable€né na hladsi kyselinu mlé€nou diky specialnim bakteriim.

Skoleni vina je souhrnny nazev pro manipulaci s vinem od dokvaseni aZ pfipravu k lahvovani. Je to
zejména staceni (oddéleni vina od usazenych kvasnic), pfidavek oxidu sifi€itého k zabranéni oxidace,
Cifeni (odstranéni bilkovin a dalSich nezadoucich latek) a filtrace.

Protokol:
Urcete, zda neznamy vzorek vina je oranzové nebo riizové vino.
Doplfite zvolené parametry:
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Ur€eny druh vina




