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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout citlivé, levné a ¢asové nendrocné
voltametrické metody pro stanoveni diacetylu a pyruvatu, pii kterém jsou oba analyty
derivatizovany s 0-fenylendiaminem (OPDA) a stanovuji se vzniklé produkty reakci. Za
timto ucelem byly pouzity techniky DC voltametrie (DCV) a diferencni pulzni
voltametrie (DPV) na rtutovym meniskem modifikované stfibrné pevné amalgdmové
elektrodé (m-AgSAE).

Optimalizace metody se skladala z hledani vhodného prostfedi a vhodné
regenerace elektrodového povrchu pro stanoveni 2,3-dimethylchinoxalinu (2,3-DMQ) a
2-hydroxy-3-methylchinoxalinu (2-OH-3-MQ) (produkty derivatizaci). Pro stanoveni
2,3-DMQ bylo optimalni prostiedi Brittonova-Robinsonova pufru (BR-pufru) o pH 6,0
pro techniku DCV (optimalni regeneracni potencialy Ein = -400 mV a Esin = -900 mV a
dosazend mez stanovitelnosti Lo =~ 1,2-10° mol-L?) a pH 7,0 pro techniku DPV
(Ein =-200 mV a Efin = -900 mV, Lo = 1,1-:107 mol-L). Pro 2-OH-3-MQ bylo nalezeno
optimalni prostfedi BR-pufr o pH 4,0, s regenera¢nimi potencidly Eij, = -500 mV a Efin =
-900 mV pro obé techniky (Lo =~ 4,8-107 mol-L"! pro DCV a 3,4-:10”" mol-L* pro DPV).

Optimalizace derivatizacni reakce pro stanoveni diacetylu a pyruvatu se skladala
Z nalezeni optimalni koncentrace OPDA, které byla 9-10 mol-L™, pH, pii kterém reakce
probiha (pH = 1,2, uprava pfidanim HCl), ¢asu (30 min) a teploty (35 °C). Méfeni po
derivatizaci byla provadéna technikou DPV pii diive nalezenych optimalnich
podminkach stanoveni.

Pro ptipad stanoveni diacetylu a pyruvatu ve smési byly nalezeny nové optimalni
podminky: BR-pufru o pH 5,0, Ein = -200 mV a Esin = -900 mV (Lo = 2,8-107 mol-L pro
2,3-DMQ a 1,8:107 mol-L? pro 2-OH-3-MQ). Vyvinuta metoda byla nasledné pouzita na

realné vzorky bilého vina, svétlého piva a domaciho jable¢ného vina.



Abstract

The aim of this Diploma Thesis was to develop sensitive, inexpensive, and less
time-consuming voltammetric methods for the determination of diacetyle and pyruvate,
when both analytes are derivatized by o-fenylendiamine (OPDA) and the resulting
reaction products are determined. For this purpose, techniques DC voltammetry (DCV)
and differential pulse voltammetry (DPV) at a mercury meniscus modified silver solid
amalgam electrode (m-AgSAE) were used.

The optimization consisted of finding a suitable medium and regeneration of the
electrode surface for the determination 2,3-dimethylquinoxaline (2,3-DMQ) and
2-hydroxy-methylquinoxaline (2-OH-3-MQ), products of derivatization reactions. The
optimal medium for the 2,3-DMQ determination was a solution of the Britton-Robinson
buffer (BR-buffer) of pH 6.0 for DCV (optimal regeneration potentials Ein = -400 mV
and Efin = -900 mV, with limit of quantification Lo = 1.2-10° mol-L*) and pH 7.0 for
DPV (Ein = -200 mV and Efin = -900 mV, Lo = 1.1-107 mol-L%). For 2-OH-3-MQ, the
optimal medium was BR-buffer of pH 4.0 and regeneration potentials Ein = -500 mV and
Esin = -900 mV for both techniques (Lg =~ 4.8-107 mol-L"! for DCV and 3,4-107 mol-L*
for DPV).

Optimization of derivatization reactions for the determination of diacetyle and
pyruvate consisted of finding the optimal concentration of OPDA, which was 9-10* mol-L?,
the pH of the reaction (pH = 1.2, adjusted by HCI), time (30 min) and temperature (35 °C).
Post-derivatization measurements were made by DPV technique at the previously found
optimal conditions for the determination.

For the determination of diacetyle and pyruvate in their mixture, new optimal
conditions were found: BR-buffer pH 5.0, Ein = -200 mV and Efin = -900 mV (Lg =
2.8:107 mol-L for 2,3-DMQ and 1.8-10”7 mol-L* for 2-OH-3-MQ). The developed method

was then applied to real samples of white wine, light beer and homemade cider.
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1. Uvod

1.1.Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo nalezeni optimalnich podminek pro stanoveni
diacetylu a pyruvat pomoci derivatizace s o-fenylendiaminem (OPDA) za vzniku
2,3-dimethylchinoxalinu (2,3-DMQ) a 2-hydroxy-3-methylchinoxalinu (2-OH-3-MQ)
technikou DC voltamerie (DCV) a diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) na rtutovym
meniskem modifikované stfibrné pevné amalgamové elektrodé (m-AgSAE).

Nasledné pak nalézt optimalni podminky pro derivatiza¢ni reakce a stanovit

diacetyl a pyruvat v redlnych vzorcich.

1.2.Studované latky
1.2.1. Diacetyl
Tekava cird zlutd az zeleno Zluta kapalina s charakteristickym maslovym

zapachem. Systematicky nazev je 2,3-butandion. Dobfe se rozpousti ve vodé (0,2 mg-L™,

20 °C). Je drazdivy a vysoce hotlavy. Dalsi udaje jsou nasledn¢ bodové shrnuty [1].

Cislo CAS 431-03-8

Empiricky vzorec C4sHeO2 O CH 3
Molekulova hmotnost 86,09 g-mol* \\

Bod varu 88 °C \\
Hustota (20°C) 0,9850 g-cm™ H3C O
R-véty 11-20/22-37/38-41

S-véty 26-39
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Béhem kvasnych procesi a nasledného jablecno-mlééného kvaSeni
(malolaktatové kvaSeni, MLF) vznika mnoho latek ovliviiujicich vyslednou chut’ a vuni
produktii [2]. Nejvyznamnéjsi z nich je diacetyl [3]. Patii mezi a-diketony, které se bézné
vyskytuji ve fyziologickém prostiedi fermentovanych potravin [4], jako je pivo, vino,
brandy, ocet ¢i mlééné produkty (v masle je jeho hlavni chutovou slozkou) a prazena
kava [5].

Ve vinech je koncentrace diacetylu zdvisla na druhu a typu vina. Aromaticky prah
diacetylu se pohybuje v rozmezi mezi 0,2 a 2,8 mg-L™* (2,3-32,5 umol-L?) [6] a jeho
stanoveni se jevi jako dilezité pro urceni stylu vina (jeho chuti a aroma). Jeho koncentrace pod
témito hodnotami dodava ofiSkovou nebo karamelovou chut’, pii koncentracich nad
témito hodnotami je uz citit nepfijemna maslova pachut’. Senzoricky prah je ale velmi
zavisly na druhu a typu vina a na koncentraci ostatnich slozek v napoji [7].

Na rozdil od vinafstvi je v pivovarském prumyslu diacetyl vysoce nezadouci a
jeho koncentrace se velmi hlida [3] pro jeho neptijemnou maslovou chut [8]. Za nejvyssi
piipustnou koncentraci se obecné povazuje koncentrace mezi 0,05-0,2 mg-L™
(0,6-2,3 pumol-L?1) [9] a v pivech typu ,Ale“ koncentrace mezi 0,1-0,4 mg-L*
(1,2-4,6 pmol-L'Y) [10]. Stanoveni této kritické slozky chuté piva, diacetylu, je proto
ale i pro logisticko-ckonomické divody, nebot’ pfimo hodnoti konec fermentace/zrani,
které se oznacuje jako ,,diacetyl rest” [11].

Diacetyl je produkovan nékterymi druhy bakterii mlééného kvaseni véetné roda
Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Pediococcus a Oenococcus. Nékolik z nich
je schopno rust ve viné ¢i pivé navzdory tézkym fyzikalné-chemickym vlastnostem a
nizkym nutri¢nim hodnotam [5]. Nejcastéji pozorované jsou pravé bakterie mlécného
kvaSeni [12], kde jejich rist a metabolismus je spojovan se zménami v senzorickych
vlastnostech produktd [13]. Kvasinky produkuji také diacetyl v mensim mnozstvi [14]
béhem syntézy valinu a izoleucinu, ktery je pozdé€ji metabolizovdn na acetoin a
2,3-butandiol, avSak hlavnim zdrojem byva udavana bakterie Oenococcus oeni, ktera ridi
MLF [7].

Jable¢no-mlécné kvaseni slouzi ke snizeni acidity [2] pfeménou L-malatu na
L-laktat, stabilizaci vina [15], regeneraci koenzymu NAD(P)H [16] a tvorbé senzoricky

aktivnich latek [4]. Diacetyl je syntetizovan jako meziprodukt oxidativni dekarboxylace
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pyruvatu na a-acetolaktat a jeho dekarboxylace na diacetyl [5]. Nasledn¢ je pfeménovan
na acetoin a 2,3-butandiol, které nemaji vliv na aroma vina, a pfispiva tak k vyvazeni

redoxniho systému v bunééném metabolismu (obr. 1) [17].

Citrat Glukdéza, Fruktéza

> ATP, 2 NAD(P)
1
Acetat >

ADP, 2 NAD(P)H
Oxalacetat

NAD
NADH
NAUDH CO

Xyluloza—-5P

\ ATP

<— Pyruvat 4>Acetyl CoA Acetyl-P 4>
2
> 2 NAD NADH 2 NAD(P)H>
CO, doz 2 NAD(P)
a—Acetolaktat = » Diacetyl Ethanol
4
> S 6 NAD(P)H
co, f
Acetoin NAD(P)
NAD(P)H
> .
NAD(P)
2,3—Butandiol

Obr. 1: Metabolicka cesta citratu a glukozy, fruktozy (b. Oenococcus oeni):
1. Citrat lyaza, 2. laktatdehydrogenaza, 3. a-acetolaktat syntdaza, 4. neenzymaticka oxidativni dekarboxylace,

5. a-acetolaktat dekarboxyldza, 6. diacetyl reduktdza, 7. acetoin reduktdza.
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Oxid sifi¢ity hraje komplexni roli ve vinafstvi, véetné antioxida¢nich a
antimikrobialnich vlastnosti [5]. Ovliviiuje senzorické rysy, protoze se vaze
s karbonylovymi slouc¢eninami s vicinalni strukturou, jako je diacetyl. Ty pfispivaji ke
zméndm V chuti a viin€ jen jako volné. Reakce mezi nimi je exotermicka, reverzibilni a
koncentrace mezi volnou a vazanou slozkou zavisi na pH (pKaimsos = 1,8,
PKaz,H2s03 = 7,2) [18], koncentraci SO, koncentraci vSech slozek vazajicich sificitan [2].
Diky reverzibilité reakce se takto da potlacit nebo zvysit aroma diacetylu.

Diacetyl se pro svoji typickou maslovou vini pouziva jako dochucovadlo
maselného popkornu do mikrovinné trouby, mléénych produktii a dalSich podobnych
vyrobku, rovné€z se jako dochucovadlo pouziva v pekaistvi [19]. V nizkych koncentracich
nebylo prokazano, Ze by diacetyl pfitomny v jidle n&jak ohrozoval lidské zdravi [20].
Avsak pii inhalaci vysSich koncentraci diacetylu ve spojeni s ostatnimi faktory zplisobuje
onemocnéni plic [21]. Pfi kontrole zaméstnanci v tovarné na vyrobu maslového
popkornu se objevilo neobvykle vysoké procento vyvinuté obliterativni bronchiolitidy,
fatalniho onemocnéni plic [22]. Na inhala¢nim krysim a mySim modelu se potvrdilo, Ze
pravé vdechovanim diacetylu dochazi k poSkozeni epitelu hornich a dolnich cest
dychacich [23].

Oficialni metoda pro stanoveni diacetylu schvalena European Brewing
Convention spoc¢iva v extrakci slozek piva destilaci vzorku napoje, nasleduje reakce
o-fenylendiaminem S uv spektrometrickym stanovenim vysledného
2,3-dimethylchinoxalinu [24]. Interference s ostatnimi slozkami reagujicimi
s derivatiza¢nim cCinidlem je bohuzel vysoka. Alternativni metodou pro stanoveni je
plynova chromatografie s headspace davkovanim a detekci elektronového zachytu,
iontova chromatografie [25] ¢i extrakce na pevné fazi s naslednou RP-HPLC s UV
spektrometrickou [26] ¢i hmotnostni detekci. Kromé& OPDA se k derivatiza¢nim reakcim,
vytvarejicim chinoxalinové derivaty, pouzivaji 2,4-dinitrofenylhydrazin,

1,2-diaminobenzen a 1,2-diamino-4,5-dimethoxybenzen [4]. Tyto metody jsou citlivéjsi

vvvvvvv
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1.2.2. Pyruvat

Pyruvat je Cira kapalina bez zdpachu dobte rozpustna ve vodé. Systematicky nazev

je kyselina 2-oxopropanova. Je zirava, dalsi udaje o latce jsou bodové shrnuty [1].

Cislo CAS 127-17-3
Empiricky vzorec C4HeO2 \
Molekulova hmotnost 88,06 g-mol™* \ \\

Bod varu 165 °C

Hustota (25 °C) 1,267 g-cm™
R-véty 34
S-véty 26-36/37/39-45

Pyruvat dostal své jméno podle toho, ze vznika zahiatim kyseliny vinné, hlavni
kyseliny ve vin¢ [27]. Kyselina pyrohroznova, jak z ni i jiny nazev, je jednim
latkou, kterd vystupuje v katabolickych a anabolickych drahach cukrt, lipida a proteint
[30], a predstavuje tak centralni misto v mnoha metabolickych cestach [31], mimo jiné i
ve fermenta¢nim kvaSeni pomoci kvasinek Saccharomyces cerevisiae (hlavni druh pii
fermentaci vina ¢i piva) [27].

Pyruvat jako a-ketokyselina [31] je koneénym produktem glykolyzy. Slouzi
k ziskani energie z cukri v glykolyze probihajici jak v aerobnim tak anaerobnim
prostiedi. Vznika také piimou transaminaci alaninu [32].

Jedna z moznych reakci kyseliny pyrohroznové je pfeména pomoci enzymu
pyruvatdehydrogenédzy v pyruvat-dehydrogendzovém komplexu, kde za spotieby NAD
vznika acetyl-CoA [32], slouzici jako prekurzor syntézy mastnych kyselin ¢i cholesterolu
[33], anebo mize vstupovat do citratového cyklu, ktery pro buiku/kvasinku ziska vice
energie [27].

V anaerobnim prosttedi, kde nelze vyuzit dychaci fetézec, je pyruvat

pfeménovan  nejprve  pyruvatdekarboxylazou na  acetaldehyd a  nasledné
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alkoholdehydrogenazou na ethalnol [34] ¢i pomoci laktatdehydrogenazy na laktat. Tyto
reakce slouzi k reoxidaci NAD [27]. Dalsi variantou dekarboxylace pyruvatu je reakce
pomoci a-acetolaktatsynthazy na a-acetolaktat, ze kterého vznika diacetyl [35] ¢i acetoin
[36].

Béhem ristu kvasinek pfi kvasnych procesech dochdzi k hromadéni pyruvatu
v médiu. Tento pyruvat neni zavisly na pyruvatdekarboxylaze v bunikdch ani na mnozstvi
aminokyselin v roztoku [37]. Nejvice ho byva na zacatku ristu a na konci, pficemz jeho
koncentrace koreluje s maximem rastu mikroorganismu, kdy nejvyssi koncentrace je
dosazeno tésn¢ pred maximem rlstu a nasledné se preménuje na acetat [38]. Konecna
koncentrace je tedy zavisla na nacasovani oddéleni kvasinek. Ve vysledném produktu
piva byva rozmezi koncentrace pyruvatu 10-100 mg-L? (11-110 umol-LY) [37], ve
vinech 0-500 mg-L* (0-570 pmol-L?) [39].

Pro stanoveni pyruvatu lze vyuzit plynovou chromatografii, iontové vyménnou
chromatografii [25], HPLC s detekci hmotnostni, spektrofotometrickou ¢i fluorescenéni,
piicemz musi predchazet enzymatickd nebo derivatizacni reakce, déale pak naptiklad
kapilarni elektroforézu, polarografii [40] ¢i elektrochemicky biosenzor s enzymatickou

reakci s pyruvatoxidazou [41].
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1.3.Reakce s o-fenylendiaminem - Hinsbergova reakce

Beéhem Hinsbergovych reakci vznikaji heterocyklické slouceniny chinoxalinu
[42]. Dochazi k intermolekularni kondenzaci benzen-1,2-diaminu, piipadné jeho
derivatu, s a-ketoskupinami s naslednou cyklizaci [43].

Kdyz OPDA reaguje s latkami S dvéma vicinalnimi skupinami vedle sebe, vznika
bicyklicky aromaticky chinoxalinovy kruh [3]. Tyto derivaty jsou pak polarograficky
aktivni [44]. Na obr. 2 jsou znazornény reakce OPDA s diacetylem a pyruvatem za vzniku

2,3-dimethychinoxalinu a 2-hydroxy-3-methylchinoxalinu.
NH, 9] OH N OH
AN N
= =
NH, 07 "CHy N CHj
NH, 9] CH N CH
A 3 . 3
b) + e
= =
NH, o] CHs3 N CHs
Obr. 2: Schéma reakce diacetylu (a) a pyruvatu (b) s OPDA.
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1.4.Pracovni elektroda

Rtutovym meniskem modifikovand stiibrnd pevna amalgamova elektroda
(m-AgSAE) byla vybrana jako pracovni elektroda z divodu snadné, opakovatelné a
rychlé ptipravy.

Pro polarografické ¢i voltametrické techniky je nejvhodnéj$im materidlem rtut’,
avSak kvili obavam z jeji toxicity se hledaji nahradni materialy. Amalgamové elektrody
byly proto vyvinuty jako snaha nahradit kovovou rtut’ za netoxickou nahrazku v podobé
zubniho amalgamu [45]. Elektroda je tak prakticky netoxicka, ma dobrou mechanickou
stabilitu, snadnou regeneraci povrchu a prace s ni je jednoducha [46]. Amalgamové
elektrody l1ze rozd¢lit z hlediska stavu povrchu na lesténé (pevna amalgamova elektroda
bez kapalné¢ rtuti; p-MeSAE), filmové (p-MeSAE pokryta rtutovym filmem;
MF-MeSAE), meniskova (p-MeSAE pokryta rtutovym meniskem; m-MeSAE),
kompozitni (pracovni elektroda na béazi jemného pevného amalgdmu a pevného
polymeru; MeSA-CE) a dalsi [47].

Amalgamové elektrody se daji pfipravit naplnénim vhodné sklenéné trubicky,
ktera obsahuje elektrodovy kontakt, praskovym stiibrem ¢i jinym kovem tvofici amalgam
a nasledném ponoteni ptres noc do kapalné rtuti. Vznikly amalgdm lze pak upravovat do
nejruznéjSich typu elektrod [48] (obr. 3).
vysoké prepéti vodiku srovnatelné v nékterych piipadech s visici rtutovou kapkovou
elektrodou [49] a oproti pevné elektrodd® ma hladky kapalny povrch [45]. Siroké
potencidlové okno umoziuje meéfit nejen piimou redukci analytu, ale 1 provadét
piedbéznou akumulaci vysoce elektronegativnich kovli z roztoku, ktery obsahuje tyto
kovy v podob¢ iontd [47].

Velkym problémem meniskové elektrody je pasivace elektrodového povrchu
analytem nebo nékterym z produktt elektrodové reakce. Pasivace zpisobuje snizovani
odezvy elektrody. Tomuto problému se piedchazi nékterym z nasledujicich ¢isticich

kroku [45]:

17



Amalgamace:

Aktivace:

Regenerace:

Byla provadéna piiblizné jednou tydné nebo pifi objeveni se pasivace
povrchu. Lesténa amalgamova elektroda se namocila do kapalné rtuti po
dobu 35 s, tim se nanesl novy meniskus a obnovil se celkovy elektrodovy
povrch.

Na m-AgSAE, zapojenou Vv tiielektrodovém zapojeni v roztoku KCI
(0,2 mol-L%, pii aktivace promichavan), bylo vlozeno napéti -2200 mV
po dobu 300 s. Odstrani se tim adsorbované necistoty z povrchu
elektrody a zvysi citlivost. Aktivace byla provadéna po amalgamaci a

jednou denn¢ pred zacatkem méieni.

Na elektrodu se stiidavé vkladaji po dobu 30 s (150 cykl) regeneracni
potencidly Ein (kladnéjSi regeneracni potencidl) a Efin (zdpornéjsi
regeneracni potencial) s délkou pulsu 0,1 s. Hodnoty regeneracnich

potenciala byly nalezeny experimentalné.

Elektrodovi kontakt

Sklo

. Ag amalgam
l Hg/Ag meniskus

Obr. 3: Rtutovym meniskem modifikovana stFibrnd tuhd amalgdmova elektroda (m-AgSAE).
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15.Pouzité techniky

Béhem techniky DC voltametrie (DCV) se na pracovni elektrodu vklada linearné
S ¢asem meénici se potencidl. Zavislost protékajiciho proudu pracovni elektrodou na
vlozeném potencidlu zobrazuje polarizacni kiivka, na které se projevi voltametricka
vina/pik analytu. Poloha viny/piku ma kvalitativni vlastnost a vySka viny je tmérna
koncentraci méfené latky (kvantitativni udaj) [50].

Na rozdil od ptedchozi techniky se diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) lisi
v charakteru pribéhu vkladanych potenciald. Linearné s ¢asem se na pracovni elektrodu
vkladaji ménici se potencidlové pulzy o amplitudé nékolika desitek mV a dob¢ trvani
desitek ms. Registruje se rozdil proudi zmétenych tésné pied vloZzenim potencialového
pulzu a na jeho konci. Na polariza¢ni kiivce se tato zména projevi jako voltametricky pik.

Poloha piku opét odpovida druhu latky a vyska piku je umérna jeji koncentraci [50].
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2. Experimentalni ¢ast

2.1.Chemikalie

Zasobni roztok 2,3-DMQ (97 %, Sigma-Aldrich) o koncentraci 1-10° mol-L? byl
ptipraven rozpusténim 0,01631 g v deionizované vode (Milli-Q Plus system, Millipore)
na celkovy objem 100 mL. Stejnym zptiisobem o stejné koncentraci byl pfipraven i roztok
2-OH-3-MQ (Aldrich®"R, Sigma-Aldrich) navazenim 0,01602 g. Dal3i roztoky o niz§ich
koncentracich byly pfipravovany fedénim.

Jednotlivé zasobni roztoky diacetylu (97 %, Sigma-Aldrich) a pyruvatu (98 %,
Sigma-Aldrich) o koncentraci 1:102 mol-L™? byly pfipraveny pipetovanim 455 pL
diacetylu a 355 pL pyruvatu a doplnény deionizovanou vodou na celkovy objem 50 ml.
Vzorky byly uchovavané v lednici.

Roztok OPDA (99,5 %, Sigma-Aldrich) o koncentraci 9-10° mol-L? byl
pfipraven rozpusténim 0,02445 g v Brittonové-Robinsonoveé pufru (BR-pufru) nebo
v deionizované vodé s pridavkem 1 mol-L? kyseliny chlorovodikové (HCI, p.a.,
Lach-Ner, 35%) pro upravu pH v 25 mIL odmérné bance. Takto pfipraveny roztok byl
uchovan v lednici, ve tm¢ a kazdy den byl pfipravovan Cerstvy kvili jeho nestabilité
v roztoku.

Kysela slozka BR-pufru o koncentraci 0,04 mol-L? byla pfipravena rozpusténim
2,47 g kyseliny borité (H3BOs, Penta, p.a.), 2,81 mL octové kyseliny (CHsCOOH, Lach-
Ner, 80 %), 2,71 mL kyseliny fosfore¢né (HsPOs, Lach-Ner, 85%) v 1 L deionizované
vody. Zasadita slozka o koncentraci 0,2 mol-L! byla piipravena rozpusténim 8,00 g
hydroxidu sodného (NaOH, Penta, p.a.) v 1 L deionizované vody. Roztoky BR-pufri o
raznych pH byly pfipraveny smichanim téchto dvou slozek.

Aktivaéni roztok chloridu draselného o koncentraci 0,2 mol-L* (Lach-Ner, p. a)

byl pfipraven rozpusténim 3,73 g v 250 mL deionizované vody.
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2.2. Aparatura

Voltametricka stanoveni se provadéla na sestavé Eco-Tribo polarograf se
softwarem PolarPro 5.1 (Polaro-Sensors) v tiielektrodovém zapojeni. Za pracovni
elektrodu byla zvolena rtutovym meniskem modifikovana stéibrna pevna amalgamova
elektroda (m-AgSAE, ETP CZ O X-04-01). Nasycena argentchloridova elektroda (3
mol-L? KCI, typ RAE 113, Monokrystaly) byla pouzita jako referentni a platinova
elektroda jako pomocna. Rychlost naristu byla zvolena jako 20 mV-s?, pii méfeni
technikou DPV byla vyska pulzu -50 mV a sitka pulzu 100 ms.

Piesna hodnota pH byla naméfena na digitalnim laboratornim pH metru Jenway
3510 s kombinovanou sklenénou elektrodou (Jenway). Pfistroj byl minimalné jednou
tydn¢ kalibrovan standardnimi kalibraénimi pufry o pH 4,00, 7,00 a 9,00
(Sigma-Aldrich).

Pro temperaci roztoki pro derivatizacni reakce byla pouzita vodni lazen

s ultrazvukem Fisher Brand® FB15061.

2.3.Pracovni postupy

Zavislost vlivu pH, rychlosti nartistu potencialu a opakovatelnosti na odezvé
signalu 2,3-DMQ a 2-OH-3-MQ byla méfena v roztoku, ktery byl pfipraven pipetovanim
1 ml zasobniho roztoku ptislugné latky (c = 1-10° mol-L!) do 10 ml odmérné baiiky a
doplnénim po rysku ptislusnym BR-pufrem.

Opakovatelnost jednotlivych stanoveni byla naméfena pomoci dvaceti po sobé
jdoucich stanoveni v BR-pufru 0 optimalni hodnoté pH pro dané méfeni bez vlozenych
regeneracnich potencialtl a s nékolika variantami vlozenych regeneracnich potenciali.

Za optimalnich podminek, pti kterych latky poskytovaly nejvyssi odezvu (vhodné
pH prostfedi a vhodna regenerace elektrodového povrchu) se nésledné proméfily
kalibra¢ni zavislosti od nejniz§i méfitelné koncentrace po hodnotu 1-10* mol-L2.
Vsechny koncentrac¢ni fady byly prométeny pipetovani piislusného objemu zasobniho
roztoku (¢ = 1-:10° mol-L) do 10 ml odmémé baiiky a doplnénim po rysku BR-pufrem

0 optimalnim pH.
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Pti méfeni se jednotlivé roztoky nejprve probublavaly dusikem (Eistota 4.0, Linde)
po dobu pfiblizn¢ 5 minut pro odstranéni rozpusténého kysliku a poté se naméfily
voltametrické zaznamy.

Mg¢fteni pii zjisStovani zavislosti odezvy na pH (2,0-13,0) se provadéla 5x, pro
zavislosti odezvy na rychlosti naristu potencialu 3x a pfi urCovani opakovatelnosti
stanoveni 20x. Koncentra¢ni zavislost byla méfena 5x, pficemz nejnizsi koncentrace u
nejniz§iho koncentra¢niho fadu byla namétena 10x.

Zavislosti u¢innosti derivatizac¢nich reakci na koncentraci OPDA, pH reakce,
teploté a Casu byla zjiStovana pomoci zasobnich roztokl standardii diacetylu a pyruvatu
(c = 1-102 mol-L?) pipetovanim 10 pL jednotlivych latek, 1 ml roztoku OPDA
rozpusténého v daném pH (navazeno vypocitané mnozstvi OPDA rozpusténé
v piislusném pH ptipraveného pipetovanim 1 mol-L HCI a doplnénim deionizované
vody ¢i doplnénim BR-pufru) do 10 ml odmérné banky. Celkovy ¢as reakce byla doba od
pfidani ¢inidla po doplnéni banky po rysku pfislusSnym BR-pufrem, optimalnim pro
sledovanou latku. Pfi studovani vlivu pH reakce se reakéni smés dopliiovala BR-pufrem
tak, aby vysledné pH reakce pfiblizn¢ odpovidalo optimélnim podminkdm stanoveni
chinoxalinovych derivati. U vlivu koncentrace, casu a teploty se standard chinoxalinu
pro srovnani ucinnosti reakce pripravoval pipetovanim 1 mL standardu a 1 mL HCI o pH
odpovidajici pH reakce, aby vysledné potencialy byly shodné, a byl tak zanedban vliv pH
na samotné méfeni. VSechna méteni byla provadéna 5x.

Bil¢é vino (Miiller Thurgau, Lobkowiczké zamecké vinaftstvi, 2012, suché, 13,5 %
obj. alkoholu), svétlé pivo (Svijany 11°, 4,8 % obj. alkoholu) a domaéci jable¢né vino
(2014, neznamy obj. alkoholu) byly pouzity jako realné vzorky. Bylo pipetovano 1 ml
vzorku a 1 ml roztoku OPDA (9-10° mol-L?, pH = 1,2), nechalo se zareagovat 30 minut
pti 35 °C a doplnilo se pfislusnym BR-pufrem. Pro zjisténi vytézku reakce se navic k 1
ml vzorku pfidal ptfidavek standardu pyruvatu a diacetylu a nechal se opét zreagovat.
Rozdil mezi naméfenymi koncentracemi odpovida u€innosti reakce. Vzorek samotny byl
zméien 3% a s pridavkem 3x. Koncentrace byla zjisStovana metodou standardniho
pridavku 2,3-DMQ pro diacetyl a 2-OH-3-MQ pro pyruvat. Nasledné se zmétily vzorky
se ¢tyfmi standardnimi piidavky.

Vyska piku pro techniku DCV byla vyhodnocena prodlouzenim kiivky linie pied
rastem piku (obr. 4) a u techniky DPV spojenim minim po stranach piku (obr. 5).
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Pro vytvofeni grafii, vypocty a statistiku byly pouzity programy OriginPro 8.0
(OriginLab Corporation) a Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation). Pomoci
programu OriginPro 8.0 byly kalibra¢ni pfimky vyhodnoceny a pro né sestrojeny
konfiden¢ni pasy ( @ = 0,05). Mez stanovitelnosti (Lg) byla vypoétena jako koncentrace
odpovidajici desetinasobku smérodatné odchylky deseti po sob¢ jdoucich méfeni nejnizsi
koncentrace piislusné kalibra¢ni kifivky, odlehlé vysledky byly vylou¢eny na zakladé
Grubbsova testu a meze opakovatelnosti (L12) byly vypoéteny vynasobenim smérodatné

odchylky s ptislusnym koeficientem spolehlivosti (a =0,05) [51].
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Obr. 4: Grafické zndzornéni odectu vysky piku (lp), technika DCV.
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Obr. 5: Grafické zndzornéni odectu vysky piku (Ip), technika DPV.
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3. Voltametrické stanoveni produkti derivatizaénich reakci na
m-AgSAE

3.1. 2,3-Dimethylchinoxalin

3.1.1. Vliv pH

Zavislost elektrochemického chovani 2,3-DMQ pii proménném pH byla
zjistovana v BR-pufru v rozmezi od pH 2,0 do pH 13,0 pomoci technik DCV a DPV.
Koncentrace studované latky byla 1-10 mol-L™.

U obou technik latka poskytovala pti pH 2,0 a 3,0 tii piky, v rozmezi pH 4,0-7,0
vznikaly dva piky, pti¢emz pik objevujici se pii negativnéjsich potencialech se postupné
zmensoval a od pH > 8,0 ziistane jen jeden hlavni pik.

Na obr. 6 a 7 jsou znazornény vybrané kiivky v rozmezi pH 2,0 az pH 13,0 pro
ob¢ techniky. Lze na nich pozorovat posun potenciali pikti Kk zaporn€jsim hodnotam.
vV méfeném prostiedi.

Zmény lp a posun Ep v zavislosti na pH jsou uvedeny v tabulce 1 a na obr. 8a 9.
Zavislosti Ep na pH pro ob¢ techniky v tseku pH 2,0-4,0 a pH 4,0-13,0 1ze vyjadrit

rovnicemi (1) a (2):

DCV  Epyo-so [mV] = —33,9-pH — 422,0 (R = — 0,9804) (1)
ED4o-130 [MV] = —66,3 - pH — 274,6 (R = — 0,9967)

DPV Ep2,0_4,0 [mV] = - 36,2 : pH - 361,3 (R = - 0,9631) (2)
EpPao-130 [mV] = — 59,2 - pH - 264,8 (R = — 0,9983)

Maximalni odezva byla naméfena pro techniku DCV pii pH 6,0 a pro techniku
DPV ptfi pH 7,0. Proto byly zvoleny jako optimalni prostfedi pro dalsi optimalizaci

stanoveni.
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Obr. 6: DC voltamogramy 2,3-DMQ (¢ = 1-10"* mol-LY) na m-AgSAE v prostiredi BR-pufru o pH 2,0 (1), 3,0 (2), 4,0
(3),5,0 (4), 6,0 (5), 7,0 (6) (), 8,0(7), 9,0 (8), 10,0 (9), 11,0 (10), 12,0 (11), 13,0 (12) (b).
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Obr. 7: DPV voltamogramy 2,3-DMQ (¢ = 1-10* mol-L™Y) na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru o pH 2,0 (1), 3,0 (2), 4,0
(3),5,0 (4), 6,0 (5), 7,0 (6) (), 8,0(7), 9,0 (8), 10,0 (9), 11,0 (10), 12,0 (11), 13,0 (12) (b).
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Obr. 8: Zavislost Ep na pH méiend technikami DCV (a) a DPV (b) na m-AgSAE v roztoku 2,3-DMQ
(¢ =1-10* mol-L™Y) v prostiedi BR-pufru o pH 2,0 az pH 13,0. Konfidencni pdsy jsou sestrojeny na hladiné
vwznamnosti a = 0,05 (n=5).
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Obr. 9: Zavislost Iy na pH méiend technikou DCV (a) a DPV (b) na m-AgSAE v roztoku 2,3-DMQ (¢ = 1-10* mol-L?%)
Vv prostiredi BR-pufiu o pH 2,0 az pH 13,0.
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Tabulka 1: Zdvisiosti hodnot Iy a Ep na pH mérené technikou DCV a DPV na m-AgSAE v roztoku 2,3-DMQ

(c = 1-10* mol-LY) v prostiedi BR-pufiu o riizném pH.

DCV DPV
P &V LAl 6V LA
2,0 -487 -28,8 -431 -89,6
3,0 -529 -31,3 -476 -63,9
4.0 -555 -46,9 -503 -144.9
5,0 -603 -57,8 -563 -224.3
6,0 -666 -63,5 -623 -241.0
7,0 -729 -62,5 -684 -263,5
8,0 -799 -59,9 -735 -169,7
9,0 -867 -55,6 -789 -102,9
10,0 -933 52,1 -846 -79,4
11,0 -1031 -51,8 -925 -45,8
12,0 -1065 -54,6 -971 -50,1
13,0 -1133 -53,9 -1044 -49,6
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3.1.2. Vliv rychlosti naristu potencialu

VIiv rychlosti narustu potencialu byl studovan v prostiedi BR-pufru o pH 6,0 pro
techniku DCV a pro techniku DPV v prostfedi BR-pufru o pH 7,0 pfi koncentraci
2,3-DMQ 1-10 * mol-L*. Byly proméfeny rychlosti 5 mV-s?t 10 mV-s?t, 20 mV-s?,
50 mV-s?, 100 mV-s?, 200 mV-s'a 500 mV-s.

Nejvhodnéjsi rychlost ma nejvetsi pomér vysky piku K velikosti Sumu. Poméry
Ip/l5 jsou uvedeny v tabulce 2. Na obr. 9 je znazornéna zavislost poméru Iy /ls na rychlosti
néristu potencialu. Nejvhodn&jsi by byla rychlost 5 mV-s?, vzhledem k uvazeni délky

analyzy byla vybrana pro obé techniky rychlost 20 mV-s™.

Tabulka 2: Hodnoty poméru Iplls pii riiznych rychlostech ndriistu potencidlu mérené technikami DCV a DPV na
m-AgSAE v roztoku 2,3-DMQ (¢ = 7-10** mol-LY) v prostiedi BR-pufru o pH 6,0 (DCV) a 7,0 (DPV).
Hodnota 500 mV-s"tnebyla mozna namé¥it technikou DPV.

e V-] DCV  DPV

s 1/l

5 487 3460

10 410 2950

20 360 470

50 320 202

100 292 168

200 275 136
500 236 -
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Obr. 9: Graf zavislosti poméru Iplls pfi riiznych rychlostech riistu potencidlu mérené technikami DCV (a) a DPV (b)
na m-AgSAE v roztoku 2,3-DMQ (c = 1-10** mol-LY) v prostiedi BR-pufru o pH 6,0 (DCV) a 7,0 (DPV).
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3.1.3. Opakovatelnost

Opakovatelnost dvaceti po sob¢ jdoucich DCV a DPV stanoveni 2,3-DMQ byla
méfena pii jeho koncentraci 1-10 mol-L* v prostiedi BR-pufru o pH 6,0 pro DCV a 7,0
pro DPV. Nejprve byla méfena bez vlozenych regeneracnich potencialti a pak s nékolika
variantami vloZzenych regenera¢nimi potencialy (obr. 10 a 11).

Byla vypoétena relativni smérodatna odchylka (Sr) ze souborti dat jako mira
opakovatelnosti stanoveni. Jednotlivé sy jsou uvedeny v tabulce 3. Opakovatelnosti
meéfeni s regeneraci Ein = -400 mV, Esin = -900 mV pro DCV a regeneraci Eijn = -200 mV,
Efin = -900 mV pro DPV m¢ly nejmensi relativni smérodatnou odchylku oproti ostatnim
méfenim, a proto pro nasledné méfeni koncentra¢nich zavislosti byly zvoleny tyto dvojice

regeneracnich potenciald.

Tabulka 3: Hodnoty sr pro riizné viozené regeneracni potencialy mérené technikami DCV a DPV na m-AgSAE v roztoku
2,3-DMQ (c = 1-10** mol-LY) v prostiedi BR-pufru o pH 6,0 (DCV) a 7,0 (DPV).

Regeneracni potencialy sr[%0]
Ein Efin DCV  DPV
- - 6,03 5,04
-200 -1400 1,43 4,01
-400 -1400 0,69 1,71
-200 -900 0,63 0,76
-400 -900 0,33 3,15
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Obr. 10: Voltamogramy 2,3-DMQ (c = 1-10™* mol-LY) méiené technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru
0 pH 6,0 bez vioZené regenerace (a) a s vioZenymi regeneracnimi potencidly Ein = -400 mV a Esin = -900 mV
(b). Odpovidajici zavislost |p na poradi méreni (n=20) je zobrazena ve viozeném grafu.
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Obr. 11: Voltamogramy 2,3-DMQ (c = 1-10* mol-LY) mérené technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru o pH
7,0 bez viozené regenerace (a) a s vioZenymi regeneracnimi potencidly Ein = -200 mV a Efin = -900 mV (b).
Odpovidajici zavislost lp na poradi méreni (n=20) je zobrazena ve vloZeném grafu.
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3.1.4. Koncentracni zavislost

Kalibra¢ni zavislost vysky piku (lp) na koncentraci 2,3-DMQ byla zmétena
technikami DCV a DPV pomoci m-AgSAE na kterou byly vkladany regeneracni
potencialy Ein = -400 mV a Efin = -900 mV pro DCV a potencialy Ein = -200 mV a
Efin = -900 mV pro DPV v prostiedi BR-pufru o pH 6,0 (DCV) a 7,0 (DPV).

Nasledujici obrazky (obr. 12-16) zobrazuji zaznam voltamogrami a kalibra¢ni
ktivky adti 10 mol-L%, 10 mol-L? (pro obé techniky) a 107 mol-L* (jen pro DPV).
Zavislost byla pres vSechny koncentracni fady linearni a parametry kalibra¢nich kiivek

jsou shrnuty v tabulce 4.
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Obr. 12: Kalibracni voltamogramy 2,3-DMQ meérené technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru o pH 6,0
s vioZenou regeneraci Ein = -400 mV a Esin = -900 mV. Koncentrace 2,3-DMQ v BR-pufru: 7-10°mol-L"(1),
2-10°°mol-L1(2), 4-10-° mol-L*(3), 6-10-° mol-L%(4), 8-10°° mol.L1(5) a 1-10"* mol-L"Y(6). Ve vioZeném grafu je
kalibracni kiiivka 2,3-DMQ pro #ad 10 mol-L Y. Konfidencni pasy jsou zobrazeny na hladiné vyznamnost
a = 0,05 (n=5).
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13: Kalibracni voltamogramy 2,3-DMQ mérené technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru o pH 6,0 s
vloZenou regeneraci Ein = -400 mV a Esin=-900 mV. Koncentrace 2,3-DMQ v BR-pufru: 7-10°° mol-L"3(1),
2-10°mol-L1(2), 4-10°5 mol-L"(3), 6-10-% mol-L%(4), 8:10°° mol.L1(5) a 1-10-° mol-LX(6). Ve viozeném grafu je
Kalibracni kifivka 2,3-DMQ pro iad 10°° mol-L. Konfidencni padsy jsou zobrazeny na hladiné vyznamnost
a =0,05 (n=5).
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Obr. 14: Kalibracni voltamogramy 2,3-DMQ mérené technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR-pufruopH 7,0 s

vloZenou regeneraci Ein = -200 mV a Esin = -900 mV. Koncentrace 2,3-DMQ v BR-pufru: 7-10°° mol-L(1),
2-10°mol-L1(2), 4-10-° mol-L(3), 6-10-5 mol-L%(4), 8-105 mol.L-1(5) a 1-10"* mol-L"X(6). Ve viozeném grafu je
kalibracni kifivka 2,3-DMQ pro idad 107 mol-L. Konfidencni pasy jsou zobrazeny na hladiné vyznamnost

a = 0,05 (n=5).
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Obr. 15: Kalibracni voltamogramy 2,3-DMQ mérené technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru o pH 7,0

s vioZzenou regeneraci Ein = -200 mV a Esin = -900 mV. Koncentrace 2,3-DMQ v BR-pufru: 7-10-mol-L"%(1),
2-10°mol-L1(2), 4-10°6 mol-L(3), 6-10-% mol-L%(4), 8-10°° mol.LX(5) a 1-10-° mol-LX(6). Ve vioZeném grafu
je kalibracni kfivka 2,3-DMQ pro #éd 108 mol-Lt. Konfidencni pésy jsou zobrazeny na hladiné vyznamnost
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Obr. 16: Kalibracni voltamogramy 2,3-DMQ merené technikou DPV na m-AgSAE v prostiredi BR-pufru o pH 7,0

s vioZenou regeneraci Ein = -200 mV a Efin = -900 mV. Koncentrace 2,3-DMQ v BR-pufru: 7-107 mol-L"(1),
2:107mol-L (2), 4-107 mol-L1(3), 6-:10" mol-L"1(4), 8-:10" mol.LX(5) a 1-10-% mol-L"X(6). Ve vioZeném grafu je
kalibracni kiiivka 2,3-DMQ pro rad 10 mol-L. Konfidencni pasy jsou zobrazeny na hladiné vyznamnost

a = 0,05 (n=5).
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Tabulka 4: Parametry kalibracnich piimek pro stanoveni 2,3-DMQ mérené technikami DCV a DPV na m-AgSAE
Vv prostiredi BR-pufru o pH 6,0 (DCV) a 7,0 (DPV) s vioZenymi regeneracemi Ein = -200 mV a Esin = -900
mV. a Ein = - 400 mV a Efin = -900 mV.

) Smérnice Usek Lo
Technika R?
[mol-L™] [NA-L-mol™] [nA] [mol-L7]
(1-10) 10° DCV (-6,3240,12)-10°  -1,31+0,70  0,9983
DPV (-3,177+0,027)-10° 15+1,7 0,9996
( 5 DCV (-7,006+0,074)-10° 0,154+0,045 0,9995 1,2:10°®
1-10)-10°

DPV  (-3,15840,026)-10° 0,71+0,16  0,9997
(1-10)-107 DPV  (-3,16940,060)-10° 0,2144+0,036 0,9982  1,1-10°
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3.2. 2-Hydroxy-3-methylchinoxalin

3.2.1. Vliv pH

Zavislost elektrochemického chovani 2-OH-3-MQ pfi proménném pH byla opét
studovana v BR-pufru v rozmezi od pH 2,0 do pH 13,0 pomoci technik DCV a DPV.
Koncentrace studované latky byla 1-10* mol-L™.

U obou technik latka poskytovala pii vSech pH na rozdil od ptedchozi latky pouze
jeden hlavni pik. Na obr. 17 jsou znazornény vybrané kiivky v rozmezi pH 2,0 az pH 13,0
pro obé metody. Lze na nich pozorovat opét posun potenciadli pikit k zapornéjSim
hodnotam.

Zmény lp a posun Ep Vv zavislosti na pH jsou uvedeny v tabulce 5 a na obr. 18 a
19. Zavislosti Ep na pH pro obé techniky v useku pH 2,0-8,0 a pH 9,0-13,0 Ize vyjadfit

rovnicemi (3) a (4):

DCV  Epyo_go [mV] = —67,8-pH — 464,3 (R = —0,9847) 3)
Epoo-130 [mV] = —36,2 - pH — 107,4 (R = —0,9920)

DPV  Ep,o_go [mV] = — 64,0 - pH-440,1 (R = —0,9944) (4)
Ep9'0_13'0 [mV] = — 22,4 . pH - 102,8 (R = _0,9901)

Maximalni odezva byla naméfena pro obé techniky pti pH 4,0 a pro dalsi

sledovani zavislosti byla pouZito toto prostiedi.
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Obr. 17: DCV (a) a DPV (b) voltamogramy 2-OH-3-MQ (c = 1-10* mol-L"*) na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru o pH
2,0(1),3,0(2),4,0(3),5,0(4),6,0(5),7,0(6),8,0(7),9,0(8),10,0(9), 11,0 (10), 12,0 (11), 13,0 (12).
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Obr. 18: Zavislost Ep na pH mérené technikami DCV (a) a DPV (b) na m-AgSAE v roztoku 2-OH-3-MQ
(¢ =1-10*mol-L™Y) v prostiedi BR-pufru o pH 2,0 az pH 13,0. Konfidencni pdsy jsou sestrojeny na hladiné
vwznamnosti a = 0,05 (n=5).
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Obr. 19: Zavislost Iy na pH mérend technikou DCV (a) a DPV (b) na m-AgSAE v roztoku 2-OH-3-MQ
(c=1-10*mol-LY) v prostiedi BR-pufiu o pH 2,0 az pH 13,0.
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Tabulka 5: Zdvislost hodnot Iy a Ep na pH méiené technikou DCV a DPV na m-AgSAE v roztoku 2-OH-3-MQ
(c=1-10*mol-LY) v prostiedi BR-pufiu o riizném pH.

DCV DPV

pH

Ep [mV] lp [NA] Ep [mV] lp [nA]
2,0 -605 -98,6 -557 -106,0
3,0 -638 -108,4 -632 -114,1
4,0 -749 -114,1 -701 -123,8
5,0 -818 -101,8 -770 -106,7
6,0 -880 -100,8 -830 -104,2
7,0 -944 -104,8 -894 -108,8
8,0 -991 -93,8 -937 -96,1
9,0 -1019 -71,7 -965 -74.9
10,0 -1090 -58,3 -1029 -55,0
11,0 -1215 -50,5 -1154 -38,7
12,0 -1326 -49,8 -1256 -33,0
13,0 -1438 -46,9 -1365 -29,4
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3.2.2. Vliv rychlosti narlstu potencialu

VIiv rychlosti nartstu potencialu na méteni technikami DCV a DPV byl studovan
v prostiedi BR-pufru o pH 4,0 pii koncentraci 2-OH-3-MQ 1-10 * mol-L?. Byly opét
proméieny rychlosti 5 mV-st, 10 mV-st, 20 mV-s?, 50 mV-s?, 100 mV-s?, 200 mV-s?
a 500 mV-s™.

Poméry lp/lx jsou uvedeny v tabulce 6. Na obr. 20 je znazornéna zavislost poméru
I,/Isna rychlosti nariistu potencialu. Nejvhodnéjsi by byla opét rychlost 5 mV-s?, ale byla
opét vybrana pro obé techniky rychlost 20 mV-s™,

Tabulka 6: Hodnoty poméru Iplls pii riiznych rychlostech ndriistu potencidlu mérené technikami DCV a DPV na
m-AgSAE v roztoku 2-OH-3-MQ (¢ = 1-10™* mol-L**) v prostiedi BR-pufru o pH 4,0. Hodnota 500 mV-s™!
nebyla moznd namérit technikou DPV.

e [V ] DCV  DPV

s 1o/l

5 1740 388

10 1628 311

20 898 286

50 787 239

100 732 101

200 836 189
500 896 -
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Obr. 20: Graf zavislosti poméru Iplls pii riiznych rychlostech riistu potencidlu mérené technikami DCV (a) a DPV (b)
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3.2.3. Opakovatelnost

Opakovatelnost dvaceti po sobé jdoucich DCV a DPV stanoveni 2-OH-3-MQ
(c = 1-10* mol-LY) v prostiedi BR-pufru o pH 4,0 byla nejprve méiena bez vlozenych
regenera¢nich potenciald a pak s né€kolika variantami vloZenych regenera¢nimi
potencidly (obr. 21 a 22).

Relativni smérodatnd odchylka byla vypoctena ze souborti dat jako mira
opakovatelnosti stanoveni. Jednotlivé s; jsou uvedeny v tabulce 7. Opakovatelnost méteni
s regeneraci Ein = -500 mV, Efin = -900 mV byla pro obé dvé techniky zvolena jako
optimalni pro svoji nejnizsi relativni smérodatnou odchylku. Byla proto zvolena pro

nasledné méreni koncentra¢nich zavislosti.

Tabulka 7: Hodnoty sr pro rizné vioZené regeneracni potencidaly méiené technikami DCV a DPV na m-AgSAE v roztoku
2-OH-3-MQ (¢ = 1-10"* mol-LY) v prostiedi BR-pufru o pH 4,0.

Regeneracni potencialy sr[%0]
Ein Efin DCV  DPV
- - 6,07 9,17
-100 -1300 0,51 1,71
-500 -1300 0,42 0,34
-100 -900 0,19 0,27
-500 -900 0,18 0,16
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Obr. 21: Voltamogramy 2-OH-3-MQ (c = 1-10* mol-L?) méfené technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru

0 pH 4,0 bez viozené regenerace (a) a s viozenymi regeneracnimi potencidly Ein = -500 mV a Esin = -900 mV
(b). Odpovidajici zavislost lp na poradi méreni (n=20) je zobrazena ve viozeném grafu.
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Obr. 22: Voltamogramy 2-OH-3-MQ (c = 1-10* mol-L"Y) méFené technikou DPV na m-4gSAE v prostiredi BR-pufru
0 pH 4,0 bez vioZené regenerace (a) a s vioZenymi regeneracnimi potencidly Ein = -500 mV a Esin = -900 mV
(b). Odpovidajici zavislost lp na poradi méreni (n=20) je zobrazena ve viozeném grafu.
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3.2.4. Koncentradni zavislost

Kalibra¢ni zavislost vysky piku (lp) na koncentraci 2-OH-3-MQ byla zméfena
technikami DCV a DPV pomoci m-AgSAE na kterou byly vkladany regeneracni
potencialy Ein = -500 mV a Efin = -900 mV v prostiedi BR-pufru o pH 4,0.

Nasledujici obrazky (obr. 24-26) zobrazuji zdznam voltamogramu a kalibra¢ni kiivky
koncentraénich ¥adii 10° mol-L™az 10° mol- L pro obé& dvé techniky. Zavislost byla pies
vSechny koncentra¢ni fady linearni a parametry kalibra¢nich kiivek jsou shrnuty v tabulce

8.
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Obr.23: Kalibracni voltamogramy 2-OH-3-MQ mériené technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru o pH 4,0 s
vloZenou regeneraci Ein = -500 mV a Esin = -900 mV. Koncentrace 2-OH-3-MQ v BR-pufru: 1-10-°°mol-L"(1),
2-10°mol-L1(2), 4-10°° mol-L(3), 6-10°° mol-L-%(4), 8-:10°° mol.L1(5) a 1-10"* mol-LY(6). Ve vioZeném grafi je
kKalibracni kiivka 2-OH-3-MQ pro rad 10° mol-LY. Konfidencni pdsy jsou zobrazeny na hladiné vyznamnost
a =0,05 (n=5).
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Obr. 24: Kalibracni voltamogramy 2-OH-3-MQ mérené technikou DCV na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru o pH 4,0 s

/[nA]

vloZenou regeneraci Ein = -500 mV a Efin=-900 mV. Koncentrace 2-OH-3-MQ v BR-pufru: 7-10-° mol-L"}(1),
2-10°mol-L1(2), 4-10-5 mol-L"(3), 6-10-% mol-L%(4), 8-10° mol.L1(5) a 1-10-° mol-LX(6). Ve vioZeném grafu
je kalibracni kifivka 2-OH-3-MQ pro #ad 10 mol-L. Konfidencni pasy jsou zobrazeny na hladiné
vyznamnost a. = 0,05 (n=5).
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Obr.25: Kalibracni voltamogramy 2-OH-3-MQ méiené technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru o pH 4,0 s

viozenou regeneract Ein = -500 mV a Efin = -900 mV. Koncentrace 2-OH-3-MQ v BR-pufru: 1-10-°mol-L"(1),
2:10°mol-L2(2), 4-10°° mol-L1(3), 6-10° mol-L-1(4), 8-10°> mol.L-1(5) a 1-10"* mol-L"X(6). Ve vioZeném grafu je
kalibracni kifivka 2-OH-3-MQ pro 7ad 10° mol-LY. Konfidencni pdsy jsou zobrazeny na hladiné vyznamnost

a = 0,05 (n=5).
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Obr. 26: Kalibracni voltamogramy 2-OH-3-MQ mérené technikou DPV na m-AgSAE v prostiedi BR-pufru o pH 4,0 s
vloZenou regeneraci Ein = -500 mV a Esin = -900 mV. Koncentrace 2-OH-3-MQ v BR-pufru: 7-10-mol-L"%(1),
2-10°mol-L1(2), 4-10°6 mol-L*(3), 6-10-6 mol-L%(4), 8:10° mol.L-1(5) a 1-10-° mol-LX(6). Ve viozeném grafu
je kalibracni kivka 2-OH-3-MQ pro #ad 108 mol-L™Y. Konfidencni pasy jsou zobrazeny na hladiné
vyznamnost o. = 0,05 (n=5).
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Tabulka 8: Parametry kalibracnich primek pro stanoveni 2-OH-3-MQ méiené technikami DCV a DPV na m-AgSAE
Vv prostiedi BR-pufru o pH 4,0 s vioZenymi regeneracemi Ein = -500 mV a Esin = -900 mV.

) Smérnice Usek Lo
Technika R?
[mol- L7 (nA-L-mol ™) [NA] [mol- L7
, ] DCV (-9,600+0,056)-10° -0,9040,34  0,9998
1-10)-10°
DPV (-1,1122+40,0084)-10°  -0,3740,51  0,9997
( A DCV (-1,021340,0059)-10°  -0,063+0,036 0,9998  4,8-107
1-10)-10°
DPV (-1,108440,0043)-10°  0,14140,026  1,0000  3,4-10°
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4. Derivatizacni reakce

Pro studium derivatiza¢nich reakci byla nadale zvolena technika DPV, pfi jejimz
pouziti bylo dosazeno nejnizs$i meze stanovitelnosti.

Nejjednodussi varianta pro derivatizacni reakci byla reakce OPDA o koncentraci
1-10° mol-L?, coz je mnozstvi desetindsobné vé&tsi nez koncentrace diacetylu nebo
pyruvatu, v prosttedi BR-pufru o pH optimdlnim pro jednotlivé stanoveni
(2,3-DMQ - 7,0, 2-OH-3-MQ - 4,0) s ¢asem 30 min na reakci. Vysledna tu¢innost byla
pro diacetyl 70,0 %, a pro pyruvat jenom 4,8 % (obr.26 a 27).
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Obrdzek 26: Voltamorgamy standardu diacetylu, 2,3-DMQ (c = 1-10* mol-LY), OPDA (c = 1-10° mol-L) a
produktu reakce v prostredi BR-pufiu o pH 7,0.
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Obrdzek 27: Voltamorgamy standardu pyruvdtu, 2-OH-3-MQ (c = 1-10* mol-LY), OPDA (c = 1-10° mol-L') a
produktu reakce v prostiedi BR-pufiu o pH 4,0. Pyruvat na rozdil od diacetylu neposkytoval Zadny
voltametricky pik.
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41.Vliv koncentrace OPDA na udinnost reakce

Vliv koncentrace OPDA na derivatiza¢ni reakce diacetylu a pyruvatu
(c =1-10* mol-L) se zkoumal v prostiedi reakce o pH 1,6, které z predb&znych pokusi
vykazovalo nejlepsi uc¢innost reakce s ¢asem reakce 30 min. Proméfovany byly
koncentrace OPDA v rozsahu od 0,1 do 2,0 mmol-L%. Standard produktu reakce pro
porovnani u¢innosti byl méten s ptidavkem HCl o pH 1,6, pro korekci na vysledné pH.

Jako optimalni koncentrace pro obé latky byla zvolena 9-10* mol-L™?, pod ni
byly malé G¢innosti pro pyruvat, nad touto koncentraci se snizuje ¢innost pro diacetyl.

Uginnosti jednotlivych reakei jsou shrnuty v obr. 28 a tabulce 9.

Tabulka 9: Ucinnost derivatizacnich reakci na proménné koncentraci OPDA, pH reakce 1,6, t = 30 min.

COPDA Pyruvat Diacetyl

[mmol-L?]  Utinnost [%] U&innost [%)]

0,1 14,4 79,0
0,2 26,2 80,8
0,4 41,8 78,9
0,6 53,8 80,3
0,8 70,7 77,4
0,9 77,8 79,1
1,0 79,0 73,2
1,5 86,6 58,9
2,0 92,8 46,9
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Obr. 28: Viiv koncentrace OPDA na ucinnost reakce 0 pH 1,6, t = 30 min.

4.2.Vliv pH na uc€innost reakce

Vliv pH na derivatizaéni reakce diacetylu a pyruvatu (¢ = 1-10* mol-L?) se
zkoumal pomoci OPDA (9-10* mol-L?), s ¢asem reakce 30 min V rozmezi pH 0,2 - 2,2.
Po ukonceni se dopliioval roztokem BR-pufru, tak aby vysledné pH odpovidalo piiblizné
pH optimalnimu.

Nejvhodnéjsi pH pro stanoveni obou latek bylo zvoleno pH reakce 1,2. Uginnosti

jsou opét shrnuty v tabulce 10 a v obr. 29.
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Tabulka 10: Udinnost derivatizacnich reakci na proménném pH, copoa = 910~ mol-L1, t = 30 min.

H Pyruvat Diacetyl
p - >
Ucinnost [%]  Ucinnost [%]
0,2 35,6 66,8
0,4 42,6 68,5
0,6 59,2 77,7
0,8 64,0 88,7
1,0 74,1 94,5
1,2 82,7 89,0
1,4 78,5 77,5
1,6 77,4 71,7
1,8 66,1 69,3
2 42,1 63,2
2,2 11,2 59,1
100 T T T T T T T T T
i A = Pyruvat
89 4 A A Diacetyl 1
|
80 - N _ ' . .
70 i A = A
J - | A
—~ 60+ n A 1
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Obr. 29: Vliv pH na ucinnost reakce, corpa = 9-10* mol-L, t = 30 min.
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4.3.Vliv ¢asu a teploty na ucinnost reakce

Vliv ¢asu a teploty na ucinnost derivatizace pyruvatu se zkoumal v prostiedi
reakce o pH 1,2, s OPDA o koncentraci 9-10* mol-L™. Prométovaly se teploty 22,5 °C
(laboratorni teplota), 30°C, 35 °C a 40 °C v casech 0 piipadné 1 min u teplot 30 °C a
vySe, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min, 30 min, 40 min, 60 min a 80 min.

Reakce probihajici pti 40 °C, dosahovala nizsich vytézka, nez reakce predchozi,
diivodem je degradace reakéniho cinidla. Optimalnéjsi by byla doba 80 min pfi
laboratorni teploté, ale vzhledem k ¢asové naroc¢nosti stanoveni byla nakonec vybrana
teplota 35 °C a ¢as 30 min. Jednotlivé G¢innosti reakce jsou shrnuty v tabulce 11 a obr.
30.

Tabulka 11: Ucinnost derivatizacnich reakei na case a teploté, Corpa = 9-10- mol-L* , pH=1,2.

Cas Teplota Cas Teplota Teplota Teplota
[min] — v.22,5 °C [min] —— 30 °C — 35°C — 40 °C
Uc¢innost [%] Uc¢innost [%] Ucinnost [%]  U¢innost [%]

0 3,07 1 7,43 6,7 5,84
5 19,5 5 21,9 21,9 24,0
10 32,4 10 39,2 44,1 36,5
15 43,7 15 47,4 474 44,4
20 52,3 20 60,7 66,4 41,6
25 63,9 25 66,5 74,2 52,5
30 66,0 30 71,9 80,8 51,8
40 71,3 40 85,3 83,0 62,9
60 82,3 60 90,9 89,0 61,6
80 91,4 80 84,4 90,0 63,7
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Obrazek 30: Viv éasu a teploty na ticinnost reakce s pyruvdtem, Coppa = 9-10¢ mol-L* , pH = 1,2.

4.4.0pakovatelnost reakce

Opakovatelnost reakce byla sledovana v 10 nezdvislych stanoveni pyruvatu a
diacetylu s reakci OPDA o koncentraci 9-10# mol- L%, pH reakce 1,2, teploté 35 °C a Gase
30 min.

Byla vypocitana relativni smérodatna odchylka z jednotlivych stanoveni jako mira
opakovatelnosti. Pro pyruvat ¢inila 3,1 %, avSak pro diacetyl méla hodnotu 26,9 %
(obr. 31). Bylo zjisténo, ze na samotné stanoveni 2,3-DMQ ma pravdépodobné vliv
ptidavek HCI, ktery zméni iontovou silu roztoku. Proméfila se opakovatelnost stanoveni
2,3-DMQ pti doplnéni BR-pufrem o pH 4,0, 5,0 a 6,0 na celkovy objem 10 mL. Relativni
sméerodatné odchylky pak ¢inily 2,5 % pro pH 5,0 a 8,5 % pro pH 6,0. Pii doplnéni pufrem
o pH 4,0 dochéazelo k déleni hlavniho piku na dva. Jelikoz se ve vzorcich ob¢ latky
vyskytuji spole¢né, byly znovu proméfeny kalibra¢ni kiivky pro obé latky pii doplnéni
BR-pufrem o pH 5,0 (vysledné pH pro méfeni bylo 4,6). U¢innost reakce pro pyruvat
byla 83 % a pro diacetyl 91 %. Parametry a meze stanovitelnosti jsou shrnuty v tabulce

59



12. Proto pro stanoveni v realnych vzorcich byl nakonec pouzit pufr pro doplnéni o pH

5,0 a regeneracni potencialy Ein = -200 mV a Esin = -900 mV.

Tabulka 12: Parametry kalibracnich primek pro stanoveni 2,3-DMQ a 2-OH-3-MQ méiené technikou DPV na
mM-AgSAE s doplnénimi BR-pufrem o pH 5,0 s vioZenymi regeneracemi Ein = -200 mV a Efin =-900 mV.

c Smérnice Usek Lo
Latka 2
[mol-L1] [nA-L-mol?] [nA] [mol-L1]
(1-10)10% 2,3-DMQ (-2,082+0,0388)-10° -0,86+2,4 0,9983
-10)-10°
2-OH-3-MQ  (-7,803+0,093)-10° -1,05+0,56  0,9993
2,3-DMQ (-2,169+0,032)-10° 0,78+0,20  0,9989
(1-10)-10°
2-OH-3-MQ (-6,95+0,14)-10° 0,194+0,082 10,9981 2,8-107
(1-10)-107 2,3-DMQ (-1,678+0,027)-10° 0,1084+0,016 0,9987  1,8-107
100 Al I T ' T I T I T
1 ®  pyruvat
90 ~ m A A diacetyl .
] n 4 ] [ =
80 - A L] u L] L] -
70 4 A A
— 60 -
S A
B 501 A |
S 40 - _
S
~D _
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Obr. 31: Opakovatelnost reakce pyruvdtu a diacetylu s OPDA (¢ = 9-10 mol-L™* , pH = 1,2, t = 30 min, 35°C).
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5. Realné vzorky

Koncentrace diacetylu a pyruvatu v realnych vzorcich byla stanovena pomoci
derivatiza¢ni reakce s OPDA (1 ml vzorku, 1 ml OPDA, ¢ = 9-10™ mol-L', pHreakce = 1,2,
30 min, 35 °C). Ke zjisténi G¢innosti reakce bylo navic do vzorku pfidano znamé
mnozstvi diacetylu a pyruvatu. Pro stanoveni byla pouzita technika DPV s regeneracnimi
potencialy Ein = -200 mV a Efin = -900 mV s doplnénim BR-pufrem o pH 5,0. MnoZstvi
jednotlivych latek byla stanovena pomoci metody standardniho ptidavku standard
produktii reakce.

Vysledné pH stanoveni, ptidavky diacetylu a pyruvatu a pridavky pro zjisténi
uéinnosti jsou uvedeny u piislusného vzorku. Grubbsovym testem (Tx = 1,155) byly
vylouceny odlehlé hodnoty a meze opakovatelnosti (Li2) byly vypocteny na hladiné

vyznamnosti 95 % (fn2 = 2,8).

5.1.Bilé vino

Za vzorek bylo pouzito bilé suché vino Miiller Thurgau z Lobkowiczkého
zameckého vinafstvi, ro¢nik 2012 se 13,5 % obj. alkoholu. Po doplnéni BR-pufrem (pH
5,0) bylo pH méfeného roztoku 4,2. Pro uréeni Géinnosti reakce byl navic ke vzorku
pridan diacetyl o vysledné koncentraci 1:107 mol-L** a pyruvat o koncentraci 3-10
mol-L?. Obé méfeni byla provadéna ve stejny den.

Standardni ptidavky pro stanoveni €inily 10 pL 2,3-DMQ a 100 uL 2-OH-3-MQ
(c =1-10° mol-L%). Jednotlivé parametry kiivek jsou uvedeny v tabulkach 13 (diacetyl)
a 14 (pyruvat), koncentrace jsou ptepocitana po fedéni (10x), v tabulce 15 jsou
vypocitany vysledné koncentrace a na obr. 32 jsou znazornény voltamogramy pro vzorek

se standardnimi ptidavky a s ptfidavkem standardu diacetylu a pyruvatu do vzorku.
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Tabulka 13 : Parametry primek standardnich pridavii 2,3-DMQ pro stanoveni diacetylu ve viné bez pridavku a s
piidavkem standardu diacetylu o ¢ = 1-10”7 mol-L™* méfené technikou DPV na m-AgSAE s dopinénim BR-

pufrem o pH 5,0 s vioZenymi regeneracemi Ein = -200 mV a Efin = -900 mV.

Smérnice Usek c
Vzorek R?
[MA-L-mol?] [mA] [umol-L]
-21,03+0,27 (-2,203+0,063)-10%  0,9994 1,05
Bez
-18,49+0,67 (-2,374£0,16)-10° 0,9948 1,28
pridavku
-17,09+0,45 (-2,284+0,11)-10® 0,9972 1,33
-17,73940,087 (-4,006+0,021)-10°  0,9999 2,26
S
-15,03 +0,42 (-3,818+0,099)-10°  0,9969 2,54
pridavkem
-10,83+0,83 (-3,9240,20)-10° 0,9771 3,62

Tabulka 14 : Parametry prrimek standardnich pridavkii 2-OH-3-MQ pro stanoveni pyruvdtu ve viné bez pridavku a s
piidavkem standardu pyruvdtu o ¢ = 3-10°° mol-L™* mérené technikou DPV na m-AgSAE s dopinénim BR-

pufrem o pH 5,0 s viozenymi regeneracemi Ein = -200 mV a Efin = -900 mV.

Smérnice Usek c
Vzorek 2
[MmA-L-mol?] [mA] [mmol-L1]
-0,9007+0,0068  (-30,4540,16)-10¢ 0,9998 0,338
Bez
-0,91040,012 (-28,03+0,29)-10°¢  0,9993 0,308
pridavku
-0,923+0,012 (-26,55+0,29)-10°¢  0,9993 0,288
-0,9531+0,0043  (-35,33+0,10)-10% 0,9999 0,371
S
-0,91540,014 (-30,45+0,33)-10°¢  0,9991 0,333
pridavkem
-0,55040,034 (-31,384+0,81)-10°¢  0,9849 0,571
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Tabulka 15 : Vypocitané ucinnosti reakci a vysledné koncentrace a meze opakovatelnosti (a = 95 %) pro stanoveni
diacetylu a pyruvatu ve vzorku bilého vina.

v K x Utinnost reakce c Lio
zore
[umol-L"] [90] [umol-LY]  [umol-L1]
Diacetyl __B€Z 1,31 109 1,202 0,064
S 2,40
Pyruvat —B€Z 298 18 1666 55
S 352
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Obrazek 32: Voltamorgamy stanoveni diacetylu a pyruvatu ve vzorku vina pomoci derivatizace s OPDA
(c=9-10" mol-L, pH = 1,2) bez pidavku (a) a s piidavkem (b) standardu diacetylu
(c=1:107 mol-L") a pyruvat (c = 3-107° mol-LY) mérené technikou DPV na m-AgSAE s doplnénim
BR-pufrem o pH 5,0 s viozenymi regeneracemi Ein = -200 mV a Efin = -900 mV. Standardni pridavky
2,3-DMQ (diacetyl) a 2-OH-3-MQ (pyruvat) jsou oznacené prislusnymi cisly.
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5.2.Svétlé pivo

Tocené pivo Svijany 11° s 4,8 % obj. alkoholu byly zvoleny jako vzorek piva, po
doplnéni BR-pufrem (pH 5,0) bylo pH stanoveni 4,6. Pro urceni ucinnosti reakce byl
navic ke vzorku pfidan pyruvét o vysledné koncentraci 310 mol-L. Toto méfeni bylo
provadéno nasledujici den.

Standardni ptidavky pro stanoveni byly 20 uL 2,3-DMQ a 100 uL 2-OH-3-MQ
(c = 1-10° mol-L). Velikost piku diacetylu ve vzorku byla velmi mala a signal nesel
s dostatecnou piesnosti vyhodnotit. Koncentrace byla pod mezi stanovitelnosti a nesla tak
metodou standardnich ptidavkt ur¢it mnozstvi (obr. 33). Jednotlivé parametry kiivek pro
pyruvat jsou uvedeny v tabulce 16, koncentrace jsou piepocitana po fedéni (10x),
v tabulce 17 jsou vypocitany vysledné koncentrace a na obr. 34 jsou znazornény

voltamogramy pro vzorek se standardnimi ptidavky.

Tabulka 16 : Parametry primek standardnich piidavkii 2-OH-3-MQ pro stanoveni pyruvdt v pivé bez piidavku a
s pridavkem standardu pyruvdtu 0 ¢ = 3-10°° mol-L™* mérené technikou DPV na m-AgSAE s dopinénim BR-
pufrem o pH 5,0 a s vioZenymi regeneracemi Ein = -200 mV a Efin = -900 mV.

Smérnice Usek c
Vzorek R?
[MA-L-mol?] [nA] [mmol-L*]
-0,524040,0055 (-17,67+0,13)-10° 0,9996 0,337
Bez
-0,5209+40,0064 (-16,76+0,15)-10° 0,9994 0,322
pridavku
-0,5092+0,0039 (-19,3544+0,093)-10%  0,9998 0,380
-0,25954-0,0092 (-10,22 £ 0,22)-10° 0,9950 0,394
S
-0,301140,0022 (-9,969+0,052)-10° 0,9998 0,331
piidavkem

-0,2980+0,0034 (-10,37 £0,082)-10°  0,9995 0,348

Tabulka 17 : Vypocitané ucinnosti reakci a vysledné koncentrace a meze opakovatelnosti (o = 95 %) pro stanoveni
pyruvdtu ve vzorku piva.

Vaorek x Utinnost reakce c L1,
zore
[mmol-L1] [90] [mmol-L7] [mmol-L1]
Pyruvt BSeZ 8,233 9,3 3,55 0,23
,35
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Obrdazek 33: Voltamorgamy stanoveni diacetylu ve vzorku piva pomoci derivatizace s OPDA (c = 9-10 mol-L™,
pH = 1,2) mérrené technikou DPV na m-AgSAE s dopInénim BR-pufrem o pH 5,0 s vioZenymi
regeneracemi Ein = -200 mV a Esin = -900 mV. Prvni dva standardni pridavky 2,3-DMQ (diacetyl) jsou
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Obrazek 34: Voltamorgamy stanoveni diacetylu a pyruvatu ve vzorku piva pomoci derivatizace s OPDA

(c =910 mol-L, pH = 1,2) bez pridavku (a) a s pridavkem (b) standardu diacetylu

(c=1-107 mol-L"") a pyruvat (c = 3-107 mol-L'Y) méfené technikou DPV na m-AgSAE s doplnénim
BR-pufrem o pH 5,0 s viozenymi regeneracemi Ein = -200 mV a Esin = -900 mV. Standardni pridavky
2,3-DMQ (diacetyl) a 2-OH-3-MQ (pyruvat) jsou oznacené prislusnymi cisly.
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53.Domaci jable¢né vino

Domaci jabletné vino (2014, objem alkoholu neznamy) bylo vybrano pro
porovnani mezi fizenym kvaSenim v potravindistvi a kvaSenim, které nepodléhalo
zadnym kontrolam. Po doplnéni BR-pufrem 0 pH 5,0 bylo vysledné pH 4,2, tedy stejné
jako u vina. Pro zjiSténi uc¢innosti reakce se ke vzorku ptidal diacetyl o vysledné
koncentraci 3-107 mol-L? a pyruvat o koncentraci 1-10* mol-L?. Ob& méfeni byla
provadéna ve stejny den.

Standardni pfidavky pro stanoveni byly 10 pL 2,3-DMQ a 200 pL 2-OH-3-MQ
(c =1-10° mol-L?). Jednotlivé parametry kiivek jsou uvedeny v tabulkach 18 (diacetyl)
a 19 (pyruvat), koncentrace jsou piepocitana po fedéni (10x), v tabulce 20 jsou
vypocitany vysledné koncentrace a na obr. 35 jsou znazornény voltamogramy pro vzorek

se standardnimi pfidavky a s pfidavkem standardu diacetylu a pyruvatu do vzorku.

Tabulka 18 : Parametry prrimek standardnich pridavkii pro stanoveni diacetylu v domdcim jablecném viné bez pridavku
a s piidavkem standardu diacetylu o ¢ = 3-:1077 mol-L™* méiené technikou DPV na m-AgSAE s dopInénimi
BR-pufrem o pH 5,0 s vioZenymi regeneracemi Ein = -200 mV a Esin = -900 mV.

Smérnice Usek c

Vzorek R?

[MA-L-mol?] [MA] [umol-L7]

-24,67+0,47 (-6,324+0,11)-10® 0,9985 2,56

Bez

-20,49+0,31 (-8,134+0,070)-10%  0,9991 3,97
pridavku

-19,944+0,19 (-9,3740,044)-10°  0,9996 4,70

-19,75+0,82 (-13,86+0,19)-10® 0,9932 6,47

S
-21,43+0,38 (-12,774+0,088)-10%  0,9987 5,96
ptidavkem
-18,32+0,30 (-15,924+0,067)-10%  0,9989 8,70
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Tabulka 19 : Parametry primek standardnich piidavkii pro stanoveni pyruvatu v domdcim jablecném viné bez pridavku
a s pridavkem standardu pyruvdtu 0 ¢ = 1-10* mol-L™* mérené technikou DPV na m-AgSAE s doplnénim
BR-pufrem o pH 5,0 a s vioZenymi regeneracemi Ein = -200 mV a Efin = -900 mV.

Smérnice Usek c
Vzorek R?
[mA-L-mol?] [mA] [mmol-L7]
-0,67410,022 (-90,9440,52)-10® 0,9958 1,35
Bez
-0,7576+0,0072 (-88,60+0,33)-10° 0,9996 1,17
pridavku
-0,7620+0,0017 (-89,4914+0,079)-10¢  1,0000 1,17
-0,7580+0,0051 (-101,96+0,23)-10° 0,9998 1,35
S
-0,7763+0,0030 (-102,1940,14)-10° 0,9999 1,32
piidavkem
-0,7745+0,0034 (-102,59+0,16)-10° 0,9999 1,33

Tabulka 20 : Vypoditané vic¢innosti reakci a vysledné koncentrace a meze opakovatelnosti (a. = 95 %) pro stanoveni
diacetylu a pyruvatu ve vzorku domactho jablecného vina.

Vaorek x Utinnost reakce c Lio
zZore
[mumol-L1] [%0] [umol-L] [umol-L1]
Diacetyl BSeZ gg;‘ 63 7,0 1,6
Pyruvét BSeZ 1;;8 15 7813 47
1
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Obrazek 35: Voltamorgamy stanoveni diacetylu a pyruvatu ve vzorku domdciho jablecného vina pomoci
derivatizace s OPDA (¢ = 9-107 mol-LY, pH = 1,2) bez pFidavku (a) a s piidavkem (b) standardu
diacetylu (¢ = 3-107 mol-L") a pyruvdt (c = 1-10* mol-L'Y) mérené technikou DPV na m-AgSAE
s doplnénim BR-pufrem o pH 5,0 s vioZenymi regeneracemi Ein = -200 mV a Esin = -900 mV.
Standardni pridavky 2,3-DMQ (diacetyl) a 2-OH-3-MQ (pyruvat) jsou oznacené prislusnymi cisly.
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6. Zaver

V této diplomové praci byly nalezeny optimalni podminky pro stanoveni diacetylu
a pyruvat pomoci derivatizace s O-fenylendiaminem (OPDA) a nasledného stanoveni
produktii reakci 2,3-dimethylchinoxalinu (2,3-DMQ) a 2-hydroxy-3-methylchinoxalinu
(2-OH-3-MQ) technikami DC voltametrie (DCV) a diferenéni pulzni voltametrie (DPV)
na rtutovym meniskem modifikované stéibrné pevné amalgamové elektrodé (m-AgSAE).

Nasledna méteni koncentracnich zavislosti byla v prostfedi optimalnim pro dané
techniky s regenera¢nimi potencialy Ein = -400 mV a Efin = -900 mV pro DCV a pro DPV
Ein = -200 mV a Efin = -900 mV. Relativni smérodatnd odchylka pii méfeni
opakovatelnosti pro I, (¢ = 1-:10* mol-L%; n = 20) s vloZenymi regenera¢nimi potencialy
byla 0,33 % pro DCV a 0,76 % pro DPV. Koncentra¢ni zavislosti 2,3-DMQ byly za
optimalnich podminek proméfeny v rozmezi 1:10¢ — 1-10* mol-L** pro DCV a
1-107 — 1:10* mol-L? pro DPV na m-AgSAE. Meze stanovitelnosti (Lg) byly pro
techniku DCV 1,2-10° mol-L* a pro techniku DPV 1,1-:107 mol-L%.

Pro 2-OH-3-MQ bylo nalezeno optimalni prostfedi v BR-pufru o pH 4,0 pro ob¢
techniky. Rychlost nariistu byla opét zvolena pro obé techniky 20 mV-s?®. Méfeni
koncentra¢nich zavislosti byly poté zméfeny v optimalnim prostiedi s regenera¢nimi
potencialy Ein = -500 mV a Efin = -900 mV. Relativni smérodatnd odchylka pfi méfeni
opakovatelnosti pro I, (¢ = 1-10* mol-L; n = 20) s vloZenymi regenera¢nimi potencialy
byla 0,18 % pro DCV a 0,16 % pro DPV. Koncentra¢ni zavislosti 2-OH-3-MQ byly
proméieny v rozmezi 1-10% — 1-10* mol-L™! na m-AgSAE s optiméalnim prostfedim a
regeneraénim potencidlem Lo byly pro techniku DCV 4,8-107 mol-L? a pro techniku
DPV 3,4-107" mol-L.

Optimalizace derivatizacni reakce pro stanoveni diacetylu a pyruvatu se sklddala
z nalezeni optimalni koncentrace OPDA, ktera byla 9-10 mol-L%, pH pfi kterém reakce
probiha (pH = 1,2 uprava pfiddnim HCI), ¢asu (30 min) a teploty (35 °C). Méfeni byla
provadéna technikou DPV pii optimalnim stanoveni pro dany produkt reakce.

Opakovatelnost reakce byla vypoctena jako relativni smeérodatna odchylka
z deseti nezavislych méfeni. Pro stanoveni pyruvatu ¢inila 3,1 %, pro diacetyl 26,9 %.
Zm¢étenim samotného produktu reakce diacetylu a OPDA (2,3-DMQ) se zjistilo, Ze na
jeho stanoveni ma zfejmé vliv pfidavek HCI, ktery zméni iontovou silu roztoku. Pfi

doplnéni BR-pufrem o pH 5,0 (pHroztoku = 4,6) se relativni smérodatnd odchylka zmensila
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na 2,5 %. Pro obé latky byla proto znova proméfena kalibracni zavislost a meze
stanovitelnosti pfi doplnéni BR-pufrem o pH 5,0 s regeneraCnimi potencialy
Ein = -200 mV a Esin = -900 mV (Lg = 2,8:107 mol-L™ pro 2,3-DMQ a 1,8-:107 mol-L? pro
2-OH-3-MQ). Vysledna ucinnost reakce byla pro pyruvat 83 % a pro diacetyl 91 %
Reélné vzorky bilého vina (Miiller Thurgau, Lobkowiczké zamecké vinafstvi,
2012, suché, 13,5 % obj. alkoholu), svétlého piva (Svijany 11°, 4,8 % obj. alkoholu) a
domaciho jable¢ného vina (2014, neznamy obj. alkoholu) byly stanoveny pomoci
derivatizacni reakce s OPDA pfi optimalnich podminkéch reakce. Ke zjisténi uc¢innosti
reakce bylo do vzorku pfidano zndmé mnoZzstvi diacetylu a pyruvatu. Pro stanoveni byla
zvolena technika DPV s regenera¢nimi potencialy Ein = -200 mV a Efin = -900 mV
S doplnénim BR-pufrem o pH 5,0. Mnozstvi jednotlivych latek byla stanovena pomoci
metody standardniho ptidavku standardi produkti reakce. Nameéfené koncentrace
s mezemi opakovatelnostmi (L: ), u¢innosti reakci a pH méteni jsou shrnuty v tabulce 21.
Nizké vytézky reakci pyruvatu mohou byt zplisobeny reakci ostatnich slozek ve vzorku
interferencemi s ostatnimi a-ketokyselinami, jejichz reakéni produkty se nemusi podafit

rozlisit od 2-OH-3-MQ.

Tabulka 21: Koncentrace diacetylu a pyruvatu ve vzorcich vina, piva a jablecného vina.

Utinnost reakce c Li>
Vzorek pHreakce Latka
[90] [umol-LY]  [umol-L?]
i 109 1,200 0,064
Bil¢é vino 4,2 Diacetyl
Pyruvat 18 1666 55
Pivo 4,6 Pyruvat 9,3 3554 23
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