Optimiziranje metode za odredjivanje koncentracije
vinske kiseline u vocnim sokovima

Kaoudahhan, Omar

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:672745

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-14

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:672745
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:952
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:952
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:952

Omar Kaoudahhan

Optimiziranje metode za odredivanje
koncentracije vinske kiseline u voénim sokovima

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2017.



Ovaj diplomski rad je prijavljen na kolegiju Stani¢na biologija s genetikom SveuciliSta u
Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden na Zavodu za farmaceutsku botaniku,

pod stru¢nim vodstvom izv. prof. dr. sc. Ana-Marije Domijan.

Srdacno se zahvaljujem svojoj mentorici, izv. prof. dr. sc. Ana-Mariji Domijan, na pruzenoj

pomoci, strpljenju i preporukama prilikom izrade diplomskog rada.

Zahvaljujem svim djelatnicima Zavoda za analiticku kemiju na potpori te na koristenju

sredstava i potrebne laboratorijske opreme Zavoda.



SADRZAJ

L UVOD et bbbttt b ettt 1
1.1, VINSKA KISEIING ...ttt 2
1.1.2. Upotreba VINSKE KISEIINE ..o 4
1.1.3. Povezanost vinske kiseline s [judskim zdravijem .........cccooeiiiiniiniiiccen, 5

1.2. Kromatografske metode odjeljivanja...........cccoouiieiiiiiiiiieeee e 6
1.2.1. Teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti — HPLC............ccccovviiviiiiiiinnnnne, 6
1.2.2. OSNOVNT AIJEIOVI HPLC-2 ..c.veeiiiciic ettt 8

1.3. Validacija MetOdE .........eciuiiie ettt enes 10
1.3.1. Granica dOKAZIVANJA........cceccueiiieiieie ettt sre e enes 10
1.3.2. Granica 0drediVan]a ..........coiieiiiieieeie e 11

0 200 U0 e Yo7 410 3 PP 11
1,314, PIECIZNOST ...ttt bbbttt b e bbbt 12
1.3.5. SpecifiCnost 1 SEIEKIVIOST.......ccviiieiiiiiiiiciiece e 12
1.3.6. Linearnost 1 pOdrucje MJEIENJA .......cevueerurierieerieaiieseeesieesreeieeseessneesneesneesneeenee e 12
G I A © 1] 1 L] SRRSO 13

2. OBRAZLOZENIE TEME .....coiiiiieiriiniisinsis sttt esssssassssssessasenns 14
3. MATERIJALI I METODE .....ooiiiiiiiiitee e 16
3L KEMIKAITJE ...ttt bbbt 17
3.1.1. KoriStene Kemikalije: ........coooiiiiiiiiiei e 17

320 AAPATALTUTA ...ttt n e 17
3.2.1. UpPOLreblJena aParalura:........c.cieierieeeieieie ettt 17
3.2.2. Dijelovi koriStenog HPLC-a: .......ccooiiiiiiii e 17
3.2.3. UVJEti NAHPLC AU .viciceeee ettt 17

TR T U o (ol SRR 18
3.4. Odredivanje koncentracije vinske kiseline pomocéu HPLC-a.........c.ccccooiiiiiiniiinnnnnn, 18
3.4.1. Priprema OtOPING ......ecviiiieiieeie ettt te et te et st sbe e b e steenesne e reenaeeneenreas 18
3.4.2. PrIPremMa UZOTAKA .....c.eeuvieeeiiieiie ittt ettt 20

4. REZULTATI I RASPRAVA ..ottt e e naae e aae e anea e 21
4.1. Uvodenje metode za odredivanje vinske kiseline na HPLC s UV/Vis detektorom ...... 22
4.2. Validacija metode za odredivanje vinske kiseline na HPLC s UV/Vis detektorom...... 24
4,20 LINBAIMOSE ...ttt sttt sttt et st e et nre et e entesneenne s 25

A, 2 PrOCIZINOSE ..ttt ettt nnnnnnnnn 26



4.2.3. Granica dokazivanja i granica odredivanja............cccocvrviiieeiiiiciicniseee s 27

4.3. Ispitivanje HPLC-UV/Vis metode za odredivanje vinske kiseline na uzorcima voénih

1011001 V7 USSR 28
ST/ S 01 ) (TP 31
B. LITERATURA .....ooeteeeeeteee ettt sttt s sttt sttt n s st anensenes 33
7. SAZETAK/SUMMARY ....oovviuiririieesiesisss st sesisses s s senesss s sesssssssnssssnsssssssnsssnsansssones 36

8. TEMELIJNA DOKUMENTACISKA KARTICA/ BASIC DOCUMENTATION CARD



1. UVOD



1.1. Vinska kiselina

Vinska kiselina bijela je slaba kristalna diprotonska organska kiselina. Naziv po
Medunarodnoj uniji za ¢istu i primijenjenu kemiju, IUPAC, je 2,3-dihidroksibutandionska
kiselina. Predstavlja dihidroksilni derivat jantarne kiseline. Molekulska formula vinske
kiseline je C4H¢Os. Vinska kiselina ima malu molarnu masu (M=150,09 g/mol). Kemijska
struktura vinske kiseline prikazana je na slici 1. Vinska kiselina dobro je topiva u vodi i
ugodnog je kiselog okusa. Soli vinske Kkiseline nazivaju se tartarati (lzvor:

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)

OH O

HO
OH

O OH

Slika 1. Kemijska struktura vinske kiseline (Izvor: https:// www.softschools.com)

Vinska kiselina jedna je od najrasirenijih biljnih kiselina. Prirodno se javlja u mnogim
biljkama, a njezina kalijeva sol nalazi se u soku grozda, bananama i tamarindu. Vinsku
kiselinu oko 800. godine iz kalijevog tartarata izolirao je perzijski alkemicar Jabir Ibn
Hayyan. Pod nazivom tartarat bila je poznata i u anti¢ko vrijeme. Prvi puta modernim
procesom vinsku je kiselinu izolirao 1769. godine $vedski kemicar Carl Wilhelm Scheele
(Noller, 1973).

Scheele je 1769. godine izolirao vinsku Kiselinu iz vinskog kamena. Vinski kamen
(drugi nazivi: birsa, striz) je Kkristalna naslaga koja se zbog slabe topljivosti talozi nakon
vrenja na stjenkama posuda u kojima se drzi vino (vinske bacéve) (lzvor:
http://www.enciklopedija.hr).

Vinski kamen, KC4HsOg, je dakle sol vinske kiseline, kalijev hidrogentartarat te se
sastoji od sirova kalijeva bitartarata i kalcijeva tartarata. Vinski kamen sadrzi dvije izomerne
kiseline od kojih je jedna upravo vinska kiselina koju je prvi put izolirao Scheele 17609.

godine, a druga je izomerno opticki inaktivna kiselina koja je nazvana racemi¢nom kiselinom
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jer sadrzi jednake koli¢ine dvaju razli¢itih vrsta molekula, desnoskrecuce i lijevoskrecuce

(Noller, 1973).

Slika 2. Grozde: primjer namirnice bogate vinskom kiselinom (Izvor:

https://agroekonomija.wordpress.com)

Grozde (slika 2) tijekom zrenja akumulira vinsku kiselinu koja ostaje unutar grozda.
Istrazivanjima je utvrdeno da pojedine vrste grozda prirodnim putem sintetiziraju vinsku
kiselinu direktno iz vitamina C (L-askorbinske kiseline) (slika 3; DeBolt i sur., 2006).
Takoder je dokazano i postojanje drugih vrsta grozda kojima nedostaje gen za pretvorbu
vitamina C u vinsku kiselinu, §to posljedi¢no dovodi do visokih razina vitamina C, a manjka
vinske kiseline u tim vrstama. Dakle, modulacijom biosinteze vinske kiseline u pojedinim
vrstama grozda moze se proizvoditi grozde bogato vitaminom C (DeBolt i sur., 2006). Okus
grozda, organolepti¢ka svojstva i potencijal starenja vina su povezani upravo s koli¢inom

vinske kiseline.

1
COOH
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Slika 3. Pretpostavljeni put nastanka vinske kiseline iz vitamina C (lzvor:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Vinska kiselina jedna je od glavnih kiselina pronadenih u vinu. Prilikom izrade vina na
niskim temperaturama se prirodno taloze kalijeve i kalcijeve soli vinske kiseline 0dnosno

vinski kamen. Taj proces je pozeljan jer se na taj nacin djelomi¢no smanjuje visak ukupne



kiseline u vinu. Osim vinske kiseline u vinima su prisutne jabuc¢na i limunska kiselina te se
one ubrajaju u nehlapljive kiseline, a takoder su u vinima prisutne i hlapljive kiseline poput
octene kiseline. Vina mogu sadrzavati previse kiselina pa se trebaju otkiseliti, a isto tako
mogu sadrzavati i premalu koli¢inu kiselina pa se mogu dodati kiseline poput vinske kiseline

(Izvor: http://lwww.vinogradarstvo.com).

1.1.2. Upotreba vinske kiseline

Vinska kiselina ima Siroku primjenu u kemijskoj, farmaceutskoj, prehrambenoj i
industriji vina.

Reakcijom neutralizacije kalijeva tartarata s natrijevim hidroksidom nastaje natrij-
kalijev tartarat koji sluzi za dobivanje Fehlingove otopine. Fehlingova otopina, koja se koristi
kao blago sredstvo za oksidaciju aldehida u kemijskoj industriji, izraduje se pomocu bakrenog
sulfata, natrijeva hidroksida i natrij-kalijeva tartarata (Noller, 1973). Vinska kiselina koristi se
1 prilikom izrade Zbuke, gipsanih ploca i fasada kao sredstvo koje kontrolira brzinu susenja.
Pored toga Kkoristi se kao gnojivo i za bojenje tekstila (Izvor: http://www.enciklopedija.hr).

Vec¢ spomenuti natrij-kalijev tartarat koji je poznat kao Seignettova sol (Rochelle-sol)
koristi se kao purgativ (Noller, 1973).

U farmaceutskoj industriji vinska Kiselina se koristi kao kisela pomo¢na tvar i
antioksidans. Kao pomoc¢na tvar Koristi se pri izradi efervescentnih tableta. Takoder se koristi
kao meduprodukt u proizvodnji etambutola. Kao antioksidans se primjenjuje u kozmetici u
serumu za lice jer poboljsava metabolizam koze (Izvor: http://www.foodchemadditives.com).

U prehrambenoj industriji vinska kiselina se koristi za regulaciju kiselosti i kao
antioksidans. Njena upotreba dopustena je i u ekoloskoj proizvodnji te se Smatra bezopasnom
i ima oznaku E334. U pekarstvu se koristi kao kisela komponenta za praske za pecivo, a
prilikom mijesanja vinske Kkiseline sa sodom bikarbonom nastaje uglji¢ni dioksid Koji
poboljsava dizanje tijesta. Veliku vaznost ima u industriji vina i pjenusaca gdje se koristi za
spustanje pH vrijednosti prilikom fermentacije $to sprecava razvoj nepozeljnih bakterija, a
nakon fermentacije djeluje kao konzervans, a naravno i na organolepti¢ka svojstva vina
(Naqgvi, 2017; Melino i sur., 2009). Takoder se koristi kao antioksidans/konzervans i u vo¢nim

sokovima.



1.1.3. Povezanost vinske kiseline s ljudskim zdravljem

Nakon unosa u organizam, 80% vinske Kiseline razgrade crijevne bakterije, a preostala
koli¢ina se apsorbira u krv. Visak vinske kiseline izlucuje se urinom.

Istrazivanjima se pokazalo da izlozenost visokim dozama vinske kiseline moze dovesti
do akutnog oste¢enja bubrega, gastrointestinalnih tegoba te kardiovaskularnog kolapsa.
Vinska kiselina djeluje kao laksativ te posljedicno moze dovesti do gubitka tekucine iz
gastrointestinalnog trakta (Rusyniak i sur., 2012). Istrazivanje koje je provedeno u Pakistanu
pokazalo je da od 4 pacijenta koja su se otrovala s vinskom kiselinom (u pokusaju
samoubojstva) vinska je kiselina u dva pacijenta uzrokovala akutnu nekrozu tubula (Naqvi,
2017).

Postoje dokazi da ucestala izlozenost vinskoj kiselini takoder moze dovesti do erozije
zuba (Elsbury i sur., 1951).

S druge strane, vinska kiselina moZe imati povoljno farmakoloSko djelovanje kada se
nalazi u obliku estera ili etera (slika 4). Vinska kiselina esterificirana s razli¢itim hidrofobnim
lancima moZe imati znacajan ucinak na antiaterogeno djelovanje jer sprjecava nakupljanje
oksidiranog LDL-a, kao i eteri vinske kiseline koji pokazuju jo§ veci u¢inak na smanjenje

na enzimsku hidrolizu u odnosu na esterske molekule (Abdelhamid i sur., 2015).

A Ester-linked AM B Ether-linked AM
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Slika 4. Ester i eter vinske kiseline (Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov)



1.2. Kromatografske metode odjeljivanja

Kromatografske metode odjeljivanja sluze za odjeljivanje, identifikaciju i
kvantitativno odredivanje kemijskih sastojaka koji su prisutni u smjesama tvari. Danas su
Siroko primjenjive zbog svojih karakteristika i moguénosti te se smatraju najmocnijim
tehnikama kemijske analize. Kod kromatografskih metoda prisutne su stacionarna i mobilna
faza pri ¢emu plinovita ili teku¢a mobilna faza nosi sastavnice uzorka kroz stacionarnu fazu.
Pri tome se odjeljivanje temelji na njihovim razli¢itim brzinama kretanja kroz stacionarnu
fazu zbog razliCitog stupnja interakcije s Cesticama stacionarne faze. Sve kromatografske
metode se temelje na uspostavi ravnoteze izmedu stacionarne i mobilne faze. Kao mobilna
faza koristi se tekucina, plin i superkriti¢na tekuéina, a kao stacionarna faza koristi se krutina,
teku¢ina nanesena na krutinu ili gel. Kromatografske metode odjeljivanja dijele se na dvije
vrste, a to su kromatografija na koloni i ploSna kromatografija. Kod kromatografije na koloni,
stacionarna faza ispunjava usku cijev kroz koju se mobilna faza kre¢e pod utjecajem tlaka ili
gravitacije. Kod ploSne kromatografije, stacionarna faza je naneSena na ravnu plohu kroz koju
se mobilna faza kre¢e pod utjecajem kapilarnih sila ili gravitacije (Skoog i sur., 1999;
Christian, 2004).

1.2.1. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti — HPLC

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je najkoristenija tekuéinska kromatografija. Koristi se za
odjeljivanje 1 odredivanje sastojaka u organskom, anorganskom i bioloSkom materijalu. U
tekuc¢inskoj kromatografiji mobilna faza je tekuce otapalo najCeSce sastavljeno od smjese
otopina. Ovisno o mehanizmu odjeljivanja i vrsti stacionarne faze tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti se dijeli na viSe vrsta, a to su razdjelna, adsorpcijska, ionska izmjena,
raspodjela prema veli€ini Cestica, afinitetna 1 kiralna kromatografija. Nacelo metode sastoji se
u tome da teku¢a mobilna faza pod visokim tlakom prolazi kroz kolonu ispunjenu cesticama
stacionarne faze (veli¢ine 3-10 um) noseci sa sobom sastavnice uzorka koje ¢e se zadrzavati
na stacionarnoj fazi ovisno o vrsti uzorka, stacionarnoj fazi i mobilnoj fazi. Da bi se postigle
optimalne brzine protoka u kolonama ispunjenima sitnim ¢esticama stacionarne faze, potrebni
su visoki tlakovi od nekoliko milijuna Pa. Takvi tlakovi zahtijevaju skuplju i kompleksniju

opremu od opreme drugih vrsta kromatografije (Skoog i sur., 2004).



Razdjelna tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti se moze podijeliti na dvije
vrste ovisno o polarnosti mobilne i stacionarne faze. To su normalno fazna i obrnuto fazna
kromatografija. Kod normalno fazne kromatografije stacionarna faza je polarna (silikagel na
koji mogu biti vezane polarne skupine poput diola, cijano ili amino), a mobilna faza je
nepolarna (heksan, izopropanol). Kod obrnuto fazne kromatografije stacionarna faza je
nepolarna (kemijski modificirana povrsina silikagela nastala silaniziranjem), a mobilna faza je
polarna (voda, metanol, acetonitril). U normalno faznoj kromatografiji ¢e se prvo eluirati
nepolarni spojevi, a kasnije polarniji, dok ¢e u obrnuto faznoj kromatografiji biti obratno.
Takoder se razlikuje izokratna od gradijentne eluacije ovisno o sastavu mobilne faze tijekom
eluacije. U izokratnoj eluaciji se ne mijenja sastav mobilne faze, dok se u gradijentnoj eluaciji
mijenja sastav mobilne faze $to utjeCe na brze i bolje odjeljivanje (Skoog i sur., 1999;

Luterotti, 2012).

Kao mobilna faza koriste se otapala koja trebaju biti visoke Cistoce i potrebno im je
ukloniti otopljene plinove. Zatim se pomocu crpke unosi mobilna faza pod visokim tlakom
(do 15 MPa) stalnom brzinom (0,1-10 mL/min) u kolonu. Uzorak se unosi mikrolitarskom
Spricom u petlju u kojoj se odrzava tlak. Nakon toga prebacivanjem ventila otapalo prolazi
kroz petlju i sa sobom nosi uzorak na kolonu. Ispred kolone se nalazi kratka predkolona koja
ima ulogu da sacuva kolonu od oneéiséenja iz uzorka. Nakon toga se u koloni komponente
uzorka razdvajaju te dolaze razdvojene do detektora. Zapis analitickog signala u funkciji
vremena ili volumena eluata zove se kromatogram. Signal detektora se pojavljuje kao odmak
od bazne linije, a intenzitet tog signala je proporcionalan koncentraciji komponente te se ona

moze izraCunati iz povrSine ili visine signala (Luterotti, 2012; Wessley i Zech, 1979).

komora Ta
mije s arje
otaprala

sustay
podatalka

Slika 5. Shematski prikaz HPLC kromatografa (Izvor: Luterotti, 2002)



Osnovni dijelovi HPLC-a su: spremnici za otapala mobilne faze, pumpa, injektor, predkolona,

kolona, detektor i racunalo (slika 5).

1.2.2. Osnovni dijelovi HPLC-a

Spremnici za otapala mobilne faze

Uredaj za HPLC sastoji se od jednog ili viSe staklenih odnosno celi¢nih
spremnika za otapalo mobilne faze, volumena 500 mL ili vise. Obi¢no spremnici
uklju¢uju opremu koja uklanja plinove koji bi mogli uzrokovati Sirenje pikova i
otezati detekciju, a takoder uklanja 1 onec¢is¢enja koja mogu poremetiti rad detekora.
Uklanjanje plinova odnosno otplinjavanje je postupak kojime se otopljeni plinovi
uklanjaju iz otapala noSeni mjehuri¢ima inertnog, netopljivog plina (Skoog i sur.,
1999).

Pumpa

Pumpe u tekucinskom kromatografu trebaju ispunjavati viSe uvjeta, a to su:
visoki tlakovi od 40 milijuna Pa, izlaz bez pulsiranja tlaka, brzine protoka mobilne
faze od 0,1-10 mL/min, reproducibilnost protoka mobilne faze od 99,5 % ili vise i
otpornost na Kkoroziju izazvanu razli¢itim otapalima. Koriste Se dvije vrste
mehanickih pumpi: pumpa s vij€anim pogonom i recipro¢na pumpa. Pumpa s
vijéanim pogonom stvara ravnomjeran protok mobilne faze koji se lako moze
nadzirati, ali nedostatak im je mali kapacitet i neprikladnost za promjenu otapala
mobilne faze. Za razliku od njih recipro¢ne pumpe, koje se sastoje od komore koja
se puni i prazni pomicanjem Klipa naprijed-natrag, koriste se ¢esc¢e. Kod recipro¢nih
pumpi prednosti su visok vanjski tlak (do 70 milijuna Pa), moguénost primjene za
gradijentnu eluaciju, mali unutarnji volumen, stalni protoci mobilne faze koji ne

ovise ni o povratnom tlaku u koloni ni o viskoznosti otapala (Skoog i sur.,1999).

Injektor

Injektor odnosno uredaj za unoSenje uzoraka je vazan dio HPLC-a i o
injeciranju znatno ovisi uspje$nost kromatografskog procesa. Uzorak se u kolonu
najc¢eSc¢e unosi putem plinskog ventila uz kojega se nalazi viSe izmjenjivih petlji
kojima se unose uzorci koli¢ine od 5 do 500 uL. Kod takvog sustava nema prekida
protoka mobilne faze, a posebna cjev€ica fiksnog volumena napuni se otopinom
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uzorka u fazi injiciranja i zatim prebacivanjem ventila mobilna faza ispere i odnese
uzorak na kolonu. Postoje takoder i tehnika kod koje se prije injiciranja zaustavi
mobilna faza, a nakon unoSenja uzorka se ponovno uspostavi protok mobilne faze.
Zbog prekida u protoku mobilne faze koji utjeCu na stabilnost bazne linije ova
tehnika je neprikladna. Najpozeljniji su automatski injektori koji pojednostavljuju
rukovanje cijelim sustavom te smanjuju mogucnost pogreske koja nastaje ru¢nim

injeciranjem (Skoog i sur.,1999, Straus i sur., 1997).

Kolona

Kromatografska kolona sluzi za razdvajanje komponenti uzroka, a najcesce je
izradena od celi¢nih ili staklenih cijevi. Materijali od kojih su napravljene kolone
moraju biti stabilni u razli¢itim otapalima koja se koriste kao mobilna faza. Kolone
su najéesée duge 10-30 cm, unutras$njeg promjera 4-10 mm s promjerom zrna punila
5-10 um. Danas se uglavnom koriste djelotvorne mikrokolone duge 3-7,5 cm,
unutrasnjeg promjera 1-4,6 mm s promjerom zrna punila 3-5 um koje imaju
prednost s obzirom na brzinu i potro$nju otapala.

Danas je na trzi$tu prisutno mnogo razli¢itih punila, 0dnosno nosaca stacionarne
faze, ali u upotrebi je najeS¢e mikroporozni silikagel na c¢ije se povrSinske
silanolske skupine kemijski vezu razli¢iti alifatski lanci sa ili bez funkcionalnih
skupina. Tako se dobivaju punila razliitog stupnja polarnosti, od potpuno
nepolarnih stacionarnih faza do ionskih izmjenjivac¢a. Druga punila koja su takoder
u primjeni su molekulska sita, celuloza i aktivni ugljen. Temeljni uvjet za punila je
mehanicka otpornost na pritiske kojima su izlozena protokom mobilne faze.

Takoder se pojavljuju i kapilarne kolone gdje je stacionarna faza nanesena na
stijenke kolone, a njihova glavna prednost je znacajna uSteda mobilne faze u odnosu
na standardne analiticke kolone.

Uz kolonu se takoder moze vezati i sistem za kontrolu temperature zbog
znacajnog utjecaja temperature na vremena zadrzavanja i1 razlucivost pojedinih
tvari. PoviSenjem temperature skracuju se vremena zadrzavanja, a zbog suzenja

pikova povecava se i efikasnost kolone (Skoog i sur.,1999, Straus i sur., 1997).



e Detektor

U tekucinskoj kromatografiji izbor odgovarajuc¢eg detektora ovisi o prirodi
uzorka. Kao detektori koriste se spektroskopski detektori, detektori fluorescencije,
detektori indeksa loma i elektrokemijski detektori. Detektori mogu pratiti znacajke
mobilne faze ili otopljene tvari. U prvom slu¢aju se mjeri vodljivost ili indeks loma
pa je analit odnosno otopljena tvar dokazan indirektno primjenom tih veli¢ina. Dok
se u drugom slucaju prate karakteristike otopljene tvari kao $to su apsorpcija u
UV/Vis ili IR podrucju, fluorescencija ili struja na elektrodi. Najcesée se koriste
detektori s diodnim nizom koji omogucéuju snimanje cijelog spektra eluiranog

sastojka u UV/Vis podruéju (Luterotti, 2012).

1.3. Validacija metode

Validacija analiticke metode je vazan proces u kemijsko-analitickoj praksi te je
kvaliteta podataka koji se dobivaju ispitivanom metodom direktno povezana s kvalitetom
validacije. Validacija metode je proces kojim se dokazuje da je odredena analiticka metoda
prihvatljiva za svrhu kojoj je namijenjena, odnosno kojom se na temelju laboratorijskog rada
ustanovljava da li izvedbene znacajke metode zadovoljavaju zahtjeve analiticke primjene.
Stoga, proces evaluacije izvedbenih kriterija i potvrda da je metoda pogodna naziva se
validacija metode. Parametri koji se najCeS¢e ispituju su granica dokazivanja, granica
odredivanja, to¢nost, preciznost, specificnost i selektivnost, linearnost i podru¢je mjerenja te

otpornost (Luterotti i Bicanic, 2009).

1.3.1. Granica dokazivanja

Granica dokazivanja (engl. limit of detection, LOD) je najniza koncentracija analita u
uzorku koja moze biti pouzdano detektirana, ali ne nuzno 1 kvantificirana pod navedenim
eksperimentalnim uvjetima. To je vaZan parametar kada se rade mjerenja na niskoj razini
analita, npr. u analizi tragova. Iskazuje se formulom:

3,30

LOD = —
a
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gdje je je o standardno odstupanje rezultata odgovarajuceg broja mjerenja signala slijepog
uzorka, ostatno standardno odstupanje regresijskog pravca, ili standardno odstupanje y
odsjecka regresijskog pravca, dok je a nagib kalibracijskog pravca (Luterotti i Bicanic, 2009;
Nigovié i sur., 2014).

1.3.2. Granica odredivanja

Granica odredivanja (engl. limit of quantification, LOQ) je najniza koncentracija
analita u uzorku koja se moze odrediti s prihvatljivom preciznoscu i ispravnoséu u odredenim
eksperimentalnim uvjetima te se postavlja kao najniza koncentracija standarda koristenog u

validaciji. Iskazuje se formulom:
LOQ = —
¢ a

gdje je o standardno odstupanje rezultata odgovarajueg broja mjerenja signala slijepog
uzorka, ostatno standardno odstupanje regresijskog pravca, ili standardno odstupanje y
odsjecka regresijskog pravca, dok je a nagib kalibracijskog pravca (Luterotti i Bicanic, 2009;
Nigovié i sur., 2014).

1.3.3. To¢nost

Tocnost analiticke metode je blizina rezultata dobivenih ispitivanom metodom
odnosno izmjerenih vrijednosti 1 stvarne vrijednosti uzorka. Za utvrdivanje to¢nosti provode
se najmanje tri mjerenja uzorka za najmanje tri koncentracije u radnom podrucju metode.

Odstupanje od stvarne vrijednosti najcesce se iskazuje kao analiticki prinos (engl. Recovery)

R=—2 %100

X stvarno

gdje je x srednja izmjerena vrijednost, a x stvarno stvarna vrijednost analita u uzroku
(Luterotti i Bicanic, 2009; Nigovi¢ i sur., 2014).
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1.3.4. Preciznost

Preciznost analiticke metode je stupanj podudaranja pojedinacnih neovisnih rezultata
ispitivanja kada se postupak ponavlja na viSestrukim uzorcima dobivenim iz jednog cjelovitog
homogenog uzorka. Preciznost pokazuje koliko dobro metoda funkcionira kod ponovljene
primjene. Kako bi se ispitala preciznost provodi se pet do Sest mjerenja na dvije do tri razli¢ite
koncentracije. Preciznost se moze iskazati kao ponovljivost, srednja preciznost i obnovljivost.
Ponovljivost je podudaranje rezultata dobivenih istom metodom pod istim uvjetima u kratkom
vremenskom intervalu. Srednja preciznost je odstupanje rezultata dobivenih u istom
laboratoriju, ali pod razli¢itim uvjetima (razli¢it analitiCar, razli¢it instrument) kroz duzi
vremenski period, dok obnovljivost oznacava odstupanje rezultata dobivenih u razli¢itim

laboratorijima.

Najcescée se izrazava kao relativno standardno odstupanje (engl. relative standard deviation,

RSD) te se izrazava kao %:
RSD ==2x 100

pri ¢emu je SD standardna devijacija, a X srednja vrijednost dobivenih rezultata (Luterotti i
Bicanic, 2009; Nigovi¢ i sur., 2014).

1.3.5. Specifi¢nost i selektivnost

Specificnost metode je sposobnost da se ispravno 1 specificno izmjeri analit u
prisustvu sastavnica uzorka, odnosno sposobnost metode da izmjeri samo ono za §to je
namijenjena da izmjeri. Selektivnost metode je mogucénost metode da to¢no odredi Zeljeni
analit u prisutnosti ostalih komponenata uzorka, poput onecisenja, razgradnih produkata i

pomoc¢nih tvari (Luterotti i Bicanic, 2009; Nigovi¢ i sur., 2014).

1.3.6. Linearnost i podrucje mjerenja

Linearnost analiticke metode je sposobnost da Se izraze rezultati ispitivanja koji su
linearno proporcionalni koncentraciji analita u uzroku u datom koncentracijskom podrucju.

Ispitivanje linearnosti potvrduje da su otopine uzorka u koncentracijskom podrucju u kojemu

12



je odgovor analita linearno proporcionalan koncentraciji analita. Linearnost metode utvrduje
se kroz tri do Sest mjerenja primjenom najmanje pet razlicitih koncentracija analita. Ovisnost
izmjerenog analitickog signala o koncentraciji analita graficki se prikazuje pomocu
kalibracijskog pravca. Linecarnost metode izrazava se koeficijentom korelacije regresijskog
pravca pri ¢emu mora vrijediti R*< 1. Podrucje mjerenja oznacava raspon izmedu gornje i
donje koncentracije analita u uzorku, ukljuujuéi i grani¢ne vrijednosti, unutar kojega
primjenjena analiticka metoda ima zadovoljavajucu to¢nost, preciznost i linearnost (Luterotti i

Bicanic, 2009; Nigovi¢ i sur., 2014).

1.3.7. Otpornost

Otpornost analiticke metode je mjera njenog kapaciteta da ostane nenaruSena malim,
ali namjernim varijacijama parametara metode (npr. sastav mobilne faze ili pH, temperatura
kolone i injektirani volumen). Indikator je pouzdanosti analiticke metode tijekom njezine
normalne primjene uz male promjene uvjeta u kojima se realno provode analize. Prosuduje se
variranjem jednog parametra, dok ostali ostaju nepromijenjeni, a izbor parametara za

ispitivanje otpornosti ovisi 0 samoj metodi (Luterotti i Bicanic, 2009; Nigovi¢ i sur., 2014).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Vinska kiselina je mala organska kiselina ¢ije soli se nazivaju tartaratima. U obliku
kalijevog tartarata vinsku kiselinu nalazimo u biljkama, prvenstveno grozdu, bananama i
tamarindu. Vinska kiselina izolirana je jo§ 800. godine, a koristila se i u antici. Modernim
putem izolirana je 1769. godine iz tzv. vinskog kamena, taloga koji se moze nac¢i na dnu

posuda u kojima se ¢uva vino.

Vinska kiselina najviSe se primjenjuje u prehrambenoj industriji, primjerice u
pekarstvu i u proizvodnji vina. Smatra se bezopasnom za ljudsko zdravlje te je dozvoljena
njena primjena kao aditiva. Ima E broj E334. Ipak neka istrazivanja pokazuju da bi visoke
koli¢ine vinske kiseline mogle imati Stetan ucinak na ljudsko zdravlje. Stoga je vazno
kontrolirati razinu vinske kiseline u namirnicama koje su namijenjene za ljudsku prehranu. To
prvenstveno vrijedi za voéne sokove koji imaju vinsku Kiselinu prirodno prisutnu u voéu kao i

onu koja je dodana prilikom proizvodnje kao stabilizator i pojaciva¢ okusa.

Cilj ovoga istrazivanja bio je uvesti analiticku metodu koja ¢e pouzdano u uzorcima
komercijalno pribavljenih voénih sokova odrediti koncentraciju vinske kiseline. Za
odredivanje koncentracije vinske kiseline koriSten je HPLC obrnute faze s UV/Vis
detektorom. Metoda je validirana tako Sto su pripremljeni standardi vinske kiseline koji su
sluzili za izradu kalibracijskog pravca, odredivanja preciznosti (ponovljivosti) te LOD i LOQ
razvijene metode. Nakon §to je validirana, metoda je ispitana na uzorcima komercijalno

pribavljenih vo¢nih sokova.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Kemikalije
3.1.1. Koristene kemikalije:
e metanol, CH3;OH, Kemika, Zagreb, Hrvatska
e standard vinske kiseline, Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD
e ortofosforna kiselina, 0-H3PO,4, min. 85 %, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Kkalijev dihidrogenfosfat, KH,PO, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Sve navedene koristene kemikalije bile su p.a. ¢istoce, dok je metanol koji je upotrebljen za
kondicioniranje HPLC uredaja bio HPLC ¢istoc¢e. Za pripremu otopina koristena je MilliQ
voda.

3.2. Aparatura
3.2.1. Upotrebljena aparatura:
e analiticka vaga, Acculab, Sartorius group, Bradford, SAD
e HPLC uredaj, Knauer, Berlin, Njemacka
e pH metar, MP220, Mettler Toledo, Svicarska

e ultrazvucna kupelj, Transsonic T570, Elma, Singen, Njemacka

3.2.2. Dijelovi koriStenog HPLC-a:
e izokratna pumpa (model 64, Knauer, Berlin, Njemacka)
e UV/Vis detektor (model UV-1, Knauer, Berlin, Njemacka)
e softver Eurochrom 2000 Software (Knauer, Berlin, Njemacka)
e manualni injektor (Rheodyne 7010) s petljom volumena 100 pL
e analiticka kolona, obrnute faze, C18, dimenzija 125,0 x 4,6 mm s punilom

veli¢ine 5 pm (LiChrospher RP-18, Merck, Darmstadt, Njemacka)

3.2.3. Uvjeti na HPLC-u
Kao mobilna faza koristena je 50 mM otopina fosfatnog pufera pH 2,8. Protok
mobilne faze bio je podesen na 0,5 mL/min te je tako stvoren tlak od 16,7 MPa. VVolumen

injektiranja standardnih otopina vinske kiseline i otopina uzoraka bio je 50 pL. Iz razloga §to
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je koristen injektor s petljom volumena 100 uL vazno je vrlo pazljivo unoSenje uzorka u

petlju.

Na pocetku i na kraju rada s HPLC uredajem, HPLC uredaj je kondicioniran, a za
kondicioniranje uredaja koristena je 50 %-tna otopina metanola. |1 50 %-tna otopina metanola,
1 mobilna faza, prije koristenja na HPLC uredaju prethodno su stavljene u ultrazvucnu kupelj

da bi se uklonio visak otopljenog zraka, a koji bi mogao ostetiti analiticku kolonu.
Valna duljina detekcije na UV/Vis detektoru bila je podesena na 214 nm.

Kontrola samog procesa HPLC analize i obrada dobivenih rezultata s UV/Vis

detektora provedena je pomocu softvera Eurochrom 2000 Software.

3.3. Uzorci
Kao uzorci koristeni su razli¢iti voéni sokovi (n = 5) pribavljeni u obliznjoj trgovini.
Jedan uzorak je bio sok od limuna te dva soka od jabuke i dva soka od narance. Sokovi su bili
od razli¢itih proizvodaca. Uzorci sokova ¢uvani su u zamrziva¢u na +4 °C do pripreme za

analizu.

3.4. Odredivanje koncentracije vinske kiseline pomo¢u HPLC-a

3.4.1. Priprema otopina

Mobilna faza

Kao mobilna faza koriStena je 50 mM otopina fosfatnog pufera ¢iji pH je bio 2,8. Iz
molekularne mase KH,PO, (M=136,09) izracunato je da je potrebno otopiti 6,8 g KH,PO, u
1,0 L MilliQ vode. Zatim je odvaga 6,8 g KH,PO, kvantitativno prenesena u odmjernu tikvicu
volumena 500 mL te do oznake nadopunjena s MilliQ vodom. Nakon §to se KH,PO, otopio u
MilliQ vodi, otopini je podeSen pH na 2,8 dodatkom 85 %-tne 0-H3PO, te je otopina zatim
bila nadopunjena s MilliQ vodom do volumena od 1,0 L. Takav kiseli pH mobilne faze
potreban je iz razloga da vinska kiselina ostane u protoniranom obliku kako bi se ostvarile
najbolje interakcije s C18 stacionarnom fazom analiticke kolone (Kowalski i Wittrig, 2007).
Prije nego sto je bila koriStena, mobilna faza je bila stavljena u ultrazvu¢nu kupelj kako bi se

uklonio viSak otopljenog zraka.
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Matic¢na otopina standarda vinske kiseline

Mati¢na otopina standarda vinske Kiseline pripremljena je otapanjem 200 mg

komercijalno pribavljene vinske kiseline u 100 mL MilliQ vode. Koncentracija osnovne

maticne otopine iznosila je 2,0 g/L.

Standardne otopine vinske kiseline

Iz osnovne mati¢ne otopine Vvinske kiseline pripremljen je niz standardnih otopina

vinske kiseline u koncentracijskom rasponu od 0,125 do 1,0 g/L. Standardne otopine vinske

kiseline pripremljene su razrjedivanjem s MilliQ vodom. U tablici 1 prikazan je postupak

razrjedivanja. Tako pripremljene standardne otopine injektirane su u HPLC ureda;j.

Tablica 1. Koncentracije i postupak izrade standardnih otopina vinske kiseline

Koncentracija standardne

otopine vinske kiseline (g/L)

Postupak pripreme standardnih

otopina vinske kiseline

Ukupno razrjedenje
u odnosu na mati¢nu

otopinu

1,0

5 mL mati¢ne otopine standarda
vinske kiseline koncentracije 2,0 g/L
nadopunjeno do 10 mL s MilliQ

vodom

2 X

0,5

5 mL standardne otopine vinske
kiseline koncentracije 1,0 g/L
nadopunjeno do 10 mL s MilliQ

vodom

4 x

0,25

5 mL standardne otopine vinske
kiseline koncentracije 0,5 g/L
nadopunjeno do 10 mL s MilliQ

vodom

8 X

0,125

5 mL standardne otopine vinske
kiseline koncentracije 0,25 g/L
nadopunjeno do 10 mL s MilliQ

vodom

16 x
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3.4.2. Priprema uzoraka

Voéni sokovi (n=5) za HPLC analizu pripremljeni

su razrjedivanjem

S

deioniziranom vodom u volumnom omjeru 1 : 9. U tablici 2 navedeni su ispitivani uzorci i

postupak razrjedenja. Tako razrijedeni uzorci injektirani su u HPLC ureda;.

Tablica 2. Uzorci voénih sokova i postupak pripreme za HPLC analizu

Uzorci vo¢nih sokova

Postupak razrjedenja deioniziranom

vodom

1. sok od narance; uzorak 1

1 mL uzorka soka nadopunjeno do 10 mL

deioniziranom vodom

2. sok od jabuke; uzorak 2

1 mL uzorka soka nadopunjeno do 10 mL

deioniziranom vodom

3. sok od jabuke; uzorak 3

1 mL uzorka soka nadopunjeno do 10 mL

deioniziranom vodom

4. sok od narance; uzorak 4

1 mL uzorka soka nadopunjeno do 10 mL

deioniziranom vodom

5. sok od limuna; uzorak 5

1 mL uzorka soka nadopunjeno do 10 mL

deioniziranom vodom
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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Zbog Siroke primjene vinske kiseline u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji te
prilikom proizvodnje vina, ljudi su ¢esto izlozeni proizvodima sa sadrzajem vinske kiseline. U
uvodnom dijelu navedena je povezanost vinske kiseline s ljudskim zdravljem odnosno moguci
Stetni ucinci vinske kiseline u visokim koncentracijama na ljudsko zdravlje. 1z navedenih
razloga vazno je pratiti koncentraciju vinske kiseline u raznim proizvodima kako bi se

sprijecilo predoziranje vinskom kiselinom te moguci razvoj bolesti.

Za kvalitativno i kvantitativno odredivanje vinske kiseline u raznim uzorcima koriste se
spektrofotometrijske i kromatografske metode. Za odredivanje koncentracije vinske kiseline
najkoristenija metoda je HPLC. HPLC metodom se povecava osjetljivost i selektivnost zbog
razdvajanja komponenti uzorka na kromatografskoj koloni pa je zbog toga u prednosti u
odnosu na spektrofotormetrijske metode. Kao metoda izbora za odredivanje koncentracije

vinske kiseline u voénim sokovima u ovome istrazivanju koristena je HPLC metoda.

4.1. Uvodenje metode za odredivanje vinske kiseline na HPLC s UV/Vis detektorom
Za odredivanje koncentracije vinske kiseline u voénim sokovima u ovome
istrazivanju bila je koriStena HPLC metoda obrnute faze s UV/Vis detektorom. Prema
literaturnim podacima valna duljina detekcije vinske kiseline pomoc¢u UV/Vis detektora je u
rasponu od 210 nm do 226 nm, a u ovome istrazivanju UV/Vis detektor bio je podesen na 214
nm (Kowalski i Wittrig, 2007; Scherer i sur., 2012).

Koristena mobilna faza je bila 50 mM otopina fosfatnog pufera pH 2,8 pripravljena
kako je navedeno u poglavlju Materijali i metode. Kako je vinska kiselina slaba organska
kiselina male molarne mase (M = 150,09 g/mol) i ima polarne skupine, potrebna je 100 %
vodena mobilna faza kako bi se postiglo odgovaraju¢e zadrzavanje na koloni. pH mobilne
faze bio je podesen na 2,8 kako bi vinska kiselina ostala protonirana ili neutralna i tako
ostvarila najbolju interakciju s C18 stacionarnom fazom kromatografske kolone (Kowalski i
Wittrig, 2007). Kada se kao mobilna faza koristi 100 %-tna vodena otopina kiselog pH, ona
moze dovesti do razdvajanja ugljikovodi¢nih lanaca stacionarne faze 1 kolapsa
kromatografske kolone te tako onemoguciti zadrzavanje supstancija na koloni. No, analize
provedene u ovome istrazivanju pokazale su da je koriStena mobilna faza prikladna. Protok
mobilne faze u ovome istrazivanju je bio podesen na 0,5 mL/min $to je stvaralo tlak od 16,7
MPa.
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U navedenim analitickim uvjetima: kolona obrnute faze C18, dimenzija 125,0 x 4,6
mm i veli¢ina punila 5 um, valna duljina detektora 214 nm i mobilna faza 50 mM fosfatni

pufer pH 2,8, protok 0,5 ml/min dobiven je zadovoljavaju¢i kromatogram osnovne (bazne)
linije, odnosno bez interferencija.

Na slikama 6 i 7 prikazani su kromatogrami standardnih otopina vinske kiseline
koncentracija 0,5 g/L i 1,0 g/L koji su dobiveni pri navedenim uvjetima mjerenja. 1z
prikazanih kromatograma vidi se da je vrijeme zadrzavanja vinske kiseline na koloni iznosilo
oko 1,5 minute, a ukupna analiza je trajala 10 minuta. Na temelju vremena zadrZzavanja vinske
kiseline na koloni (1,5 minuta) i ukupne analize (10 minuta) moze se zakljuéiti da je uvedena

HPLC-UV/Vis metoda za odredivanje koncentracije vinske kiseline brza.

200 -
Odaziv - = I |= 1 —
detektora « o f— . ‘ | -
(MAU) AE— U L e | S S|
100 —— 2
- : |
0 . —_— |

Vrijeme (min)

Slika 6. Kromatogram standardne otopine vinske kiseline koncentracije 0,5 g/L dobiven na
HPLC s UV/Vis detektorom
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Slika 7. Kromatogram standardne otopine vinske kiseline koncentracije 1,0 g/L dobiven na
HPLC s UV/Vis detektorom

4.2. Validacija metode za odredivanje vinske kiseline na HPLC s UV/Vis detektorom

Validacija analiticke metode je vaZan proces u kemijsko-analiti¢koj praksi te je kvaliteta
podataka koji se dobivaju ispitivanom metodom direktno povezana s kvalitetom validacije.
Validacija metode je proces kojim se dokazuje da je odredena analiticka metoda prihvatljiva
za svrhu kojoj je namijenjena, odnosno kojom se na temelju laboratorijskog rada ustanovljava
da 1i izvedbene znacajke metode zadovoljavaju zahtjeve analiticke primjene (Luterotti i

Bicanic, 2009).

Prilikom uvodenja metode za odredivanje vinske kiseline u voénim sokovima, metoda
je validirana. Za validaciju metode su Koristene standardne otopine vinske kiseline u
koncentracijskom rasponu od 0,125 do 1,0 g/L. Nacin pripreme standardnih otopina vinske
kiseline opisana je u poglavlju Materijali i metode. U svrhu validacije metode ispitani su
validacijski parametri: linearnost, preciznost (ponovljivost), granica dokazivanja i granica

odredivanja.
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4.2.1. Linearnost

Linearnost analiticke metode je sposobnost da se izraze rezultati ispitivanja koji su
linearno proporcionalni koncentraciji analita u uzroku u datom koncentracijskom podrucju.
Ispitivanje linearnosti potvrduje da su otopine uzorka u koncentracijskom podrucju u kojemu
je odgovor analita linearno proporcionalan koncentraciji analita. Linearnost metode izrazava
se koeficijentom korelacije regresijskog pravca pri ¢emu mora vrijediti R? < 1,0 (Luterotti i
Bicanic, 2009; Nigovic i sur., 2014).

Prilikom izrade kalibracijskog pravca i provjere linearnosti metode napravljen je niz
mjerenja standardnih otopina vinske kiseline u koncentracijskom rasponu od 0,125 do 1,0 g/L.
Svaka od standardnih otopina analizirana je najmanje pet puta te je iz tth mjerenja izraCunata
srednja vrijednost visine analitickog signala. Iz ovisnosti srednje vrijednosti visine analitickog
signala i poznate koncentracije standarda vinske kiseline konstruiran je kalibracijski pravac
(slika 8). Zatim je regresijskom analizom dobivena jednadzba kalibracijskog pravca y =

574,63x — 34,683 s pripadajué¢im koeficijentom korelacije R?= 0,9972.

600 -
500 -
—_ y =574,63x - 34,683
€ 400 - R?=0,9972
S
3. 300
1]
c
‘» 200 -
=
100 -
O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
koncentracija standarda (g/l)

Slika 8. Kalibracijski pravac standardnih otopina vinske kiseline u koncentracijskom rasponu
0,125 — 1,0 g/L analiziranih pomo¢u HPLC s UV/Vis detektorom
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Iz dobivene jednadzbe pravca i koeficijenta korelacije moze se zakljuciti da je metoda u
koncentracijskom rasponu 0,125 — 1,0 g/L linearna te se moze upotrijebiti za analizu

koncentracije vinske kiseline.

4.2.2. Preciznost

Preciznost analiticke metode je stupanj podudaranja pojedinacnih neovisnih rezultata
ispitivanja kada se postupak ponavlja na visestrukim uzorcima dobivenim iz jednog cjelovitog
homogenog uzorka. Preciznost pokazuje koliko dobro metoda funkcionira kod ponovljene
primjene. Kako bi se ispitala preciznost provodi se pet do Sest mjerenja na dvije do tri razlicite
koncentracije. Najcesce se izrazava kao RSD. Preciznost se moze iskazati kao ponovljivost,

srednja preciznost i obnovljivost (Luterotti i Bicanic, 2009; Nigovi¢ i sur., 2014).

Kod ovog istrazivanja za odredivanje ponovljivosti koriStene su standardne otopine
vinske kiseline u koncentracijskom rasponu 0,125 do 1,0 g/L koje su uzastopno (5 do 6) puta
injektirane u HPLC sustav s UV/Vis detektorom. Zatim je iz dobivenih vrijednosti izra¢unat
RSD. U tablici 3 prikazani su rezultati ispitivanja ponovljivosti standarda vinske Kiseline

koncentracije 0,5 g/L.

Tablica 3. Izmjerene visine pikova standarda vinske kiseline koncentracije 0,5 g/L u kratkom

vremenskom intervalu (ispitivanje ponovljivosti)

Standard koncentracije 0,5 g/L Visina pika (mAU)
1. mjerenje 240,046
2. mjerenje 252 444
3. mjerenje 245,372
4. mjerenje 239,224
5. mjerenje 237,306
6. mjerenje 242,052
Srednja vrijednost visine pika (X) 242,741
Standardna devijacija (SD) 5,4902938
Relativna standardna devijacija 2,26
RSD (%)
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Na identi¢an nacin izraCunate su RSD vrijednosti za preostale standardne otopine
vinske Kiseline. U tablici 4 navedene su RSD vrijednosti za preostale tri koncentracije
standardnih otopina vinske kiseline.

Tablica 4. Preciznost u seriji dobivena ispitivanjem standardnih otopina vinske kiseline
koncentracija 0,125 g/L, 0,25 g/L i 1,0 g/L

Koncentracija standarda vinske Kiseline RSD (%)
(9/L)
0,125 3,77
0,25 5,65
1,0 7,27

S obzirom da su vrijednosti RSD dobivene ispitivanjem preciznosti manje od 10 %,
moze se zakljuCiti da ¢e uvedena metoda relativno precizno odrediti koncentraciju vinske

kiseline u nepoznatom uzorku.

4.2.3. Granica dokazivanja i granica odredivanja

Granica dokazivanja (LOD) je najniza koncentracija analita u uzorku koja moze biti
pouzdano detektirana, ali ne nuZno 1 kvantificirana, a granica odredivanja (LOQ) je najniza
koncentracija analita u uzorku koja se moze odrediti s prihvatljivom preciznos¢u i
ispravnos¢u (Luterotti i Bicanic, 2009). lzrazi prema kojima se navedeni parametri

izraCunavaju navedeni su u poglavlju Uvod.

LOD i LOQ su izracunati iz nagiba kalibracijske krivulje. Granica dokazivanja iznosi
0,01 g/L, a granica odredivanja 0,03 g/L. Dobiveni rezultati prikazuju da je metoda dovoljno
osjetljiva te da moze u nepoznatom uzorku pouzdano odrediti koncentraciju vinske Kiseline
od 0,03 g/L.
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4.3. Ispitivanje HPLC-UV/Vis metode za odredivanje koncentracije vinske Kiseline na
uzorcima voénih sokova
Voéni sokovi (n = 5) koristeni za analizu bili su pripremljeni na na¢in kako je navedeno

u poglavlju Materijali 1 metode te analizirani pomo¢u HPLC s UV/Vis detektorom.

Slika 9 prikazuje kromatogram jednog od analiziranih uzoraka vo¢noga soka. Na
prikazanom kromatogramu vidljiva su tri analiticka signala (pika) pa je detekcija vinske
kiseline napravljena usporedbom s kromatogramom standardne otopine vinske kiseline. Na
temelju ve¢ utvrdenog vremena zadrzavanja vinske kiseline iz kromatograma standardnih

otopina (oko 1,5 minuta), moze se zakljuciti da je prvi, najmanji pik na kromatogramu uzorka
vocnog soka, pik vinske Kiseline.

Odaziv =
detektora
(mAU) =

Vrijeme (min)

Slika 9. Kromatogram jednog od uzoraka voc¢nog soka dobiven na HPLC s UV/Vis
detektorom

Koncentracija vinske kiseline u voénim sokovima odredena je pomocéu prethodno

dobivene jednadzbe kalibracijske krivulje, a rezultati su prikazani u tablici 5.
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Tablica 5. Visina pikova i koncentracija vinske kiseline u uzorcima voénih sokova
analiziranih na HPLC s UV/Vis detektorom

Koncentracija vinske

Koncentracija vinske

Uzorci voénih Visina pika kiseline u analiziranim Kiseline u vo¢nim
sokova (mAU) razrijedenim uzorcima (g/L) sokovima (g/L)

1. sok od narance; 31,1 0,115 1,15
uzorak 1

2. sok od jabuke; 34,4 0,120 1,20
uzorak 2

3. sok od jabuke; 54,0 0,154 1,54
uzorak 3

4. sok od narance; 38,5 0,127 1,27
uzorak 4

5. sok od limuna; 37,1 0,125 1,25

uzorak 5

U svim ispitivanim uzorcima vo¢noga soka potvrdeno je prisustvo vinske kiseline.

Vinska kiselina utvrdena je u koncentracijskom rasponu od 1,15 g/L (sok od narance; uzorak
1) do 1,54 g/L (sok od jabuke; uzorak 3).

Ispitivani vo¢ni sokovi na svojim deklaracijama nemaju navedenu koli¢inu vinske

kiseline koju sadrze, stoga ne mozemo dobivene rezultate usporediti s onima koji su

navedene. Unato¢ tome u Republici Hrvatskoj postoje pravilnici koji reguliraju podrucje

prehrambenih aditiva kao $to je pravilnik o prehrambenim aditivima NN 62/2010, s

izmjenama i dopunama pravilnika NN 62/2011, 135/2011 i 79/2012. Navedeni pravilnici u

potpunosti su uskladeni s pravilnicima Europske Unije koji reguliraju podruc¢je prehrambenih

aditiva (Uredba komisije EU br. 1129/2011). U ovim pravilnicima propisana je upotreba
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vinske kiseline quantum satis $to oznacava da nije odredena najvisa numericka vrijednost i da
se aditiv upotrebljava u skladu s dobrom proizvoda¢kom praksom (DPP) u koli¢ini koja nije

viSa od nuzne za postizanje svrhe.

S obzirom da najveca dopustena koncentracija vinske kiseline u voénim sokovima nije
precizno definirana, nije mogucée usporediti rezultate dobivene HPLC analizom, ali moze se
zakljuciti da su rezultati dobiveni analizom u skladu s dobrom proizvodackom praksom.
Takav zakljucak je donesen na temelju rezultata dobivenih analizom, a to su koncentracije u
rasponu od 1,15 g/L do 1,54 g/L pri ¢emu je vidljivo da se radi od relativno bliskim i niskim

koncentracijama vinske kiseline u vo¢nim sokovima.

Uvedena metoda pokazala se primjenjivom za precizno i pouzdano odredivanje

koncentracije vinske kiseline u voé¢nim sokovima.
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5. ZAKLJUCCI
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Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeci

zakljucci:

e uvedena i validirana HPLC-UV/Vis metoda omogucuje precizno, pouzdano i brzo

odredivanje koncentracije vinske kiseline u vo¢nim sokovima

e U svim ispitivanim uzorcima komercijalno pribavljenih voénih sokova koncentracija
vinske kiseline je bila relativno niska i1 u skladu s dobrom proizvodackom praksom,
§to zna¢i da je koli¢ina vinske kiseline u uzorcima prihvatljiva za svakodnevnu
upotrebu i bezopasna za ljudsko zdravlje ukoliko se voéni sokovi primjenjuju u

umjerenim koli¢inama.

32



6. LITERATURA

33



Abdelhamid D, Zhang Y, Lewis DR, Moghe PV, Welsh WJ, Uhrich KE. Tartaric acid-
based amphiphilic macromolecules with ether linkages exhibit enhanced repression of
oxidized low density lipoprotein uptake. Biomaterials, 2015, 53, 32-39.

Bizi¢ N. Pretok i bistrenje vina, http://www.vinogradarstvo.hr, pristupljeno 6.10.2017.

Christian GD. Chromatography: Principles and Theory. U: Analytical chemistry, 6th
edition. Westford, Matrix Publishing Services, 2004, str. 555-573.

DeBolt S, Cook DR, Ford CM. L-Tartaric acid synthesis from vitamin C in higher plants.
Proc Natl Acad Sci U S A, 2006, 103(14), 5608-5613.

Elsbury WB, Browne RC, Boyes J. Erosion of teeth due to tartaric acid dust. Br J Ind
Med, 1951, 8(3), 179-180.

Foodchem; Applicatios and uses of L-Tartaric acid, https://www.foodchemadditives.com,
pristupljeno 13.10.2017.

Hrvatska enciklopedija; Vinska Kkiselina, http://www.enciklopedija.hr, pristupljeno
10.10.2017.

Kowalski J, Wittrig B. Simple, Reliable HPLC Analyses of Organic Acids Using Water-
Compatible Allure or Ultra C18 Columns, 2007, http://www.restek.com, pristupljeno
12.10.2017.

Luterotti S. Uvod u kemijsku analizu, Postupci odjeljivanja, Zagreb, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, 2012, str. 202-224.

Luterotti S, Bicanic D. Odabrane teme iz bioanalitike, Validacija bioanaliti¢kih metoda,

Zagreb, Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveudilista u Zagrebu, 2009, str 1-18.

Melino VJ, Soole KL, Ford CM. Ascorbate metabolism and the developmental demand

for tartaric and oxalic acids in ripening grape berries. BMC Plant Biol, 2009, 9, 145.

Nagvi R. Acute kidney injury from different poisonous substances. World J Nephrol,
2017, 6(3), 162-167.

Nigovi¢ B, Juri$i¢ Grubesi¢ R, Vukovi¢ Rodriguez J, Mornar Turk A, Serti¢ M. Analitika
lijekova — praktikum, Validacija analitickog postupka, Zagreb, Farmaceutsko-biokemijski
fakultet Sveucilista u Zagrebu, 2014, str. 135-138.

34



Noller CR. Kemija organskih spojeva. Zagreb, Tehnicka knjiga, 1973, str. 212, 334, 8009.
Pravilnik o prehrambenim aditivima, 2010, Zagreb, Narodne novine, broj 62 (NN/62/10)
Pubchem; Tartaric Acid, https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, pristupljeno 5.10.2017.

Rusyniak DE, Durant PJ, Mowry JB, Johnson JA, Sanftleben JA, Smith JM. Life-
Threatening Hyperkalemia from ream of Tartar Ingestion. J Med Toxicol, 2012, 9, 79-81.

Scherer R, Poloni Rybka AC, Ballus CA, Dillenburg Meinhart A, Teixeira Filho Teixeira
Godoy H. Validation of a HPLC method for simultaneous determination of main organic
acids in fruits and juices. Food Chemistry, 2012, 135, 150-154.

Skoog DA, West DM, Holler FJ. Fundamentals of analytical chemistry, 6th edition.
Prevoditelji: Kujundzié N, Ziv¢ié-Alegretti V, Zivkovié A. Tekuéinska kromatografija visoke

djelotvornosti, Zagreb, Skolska knjiga, 1999, str. 693-700.

Skoog DA, West DM, Holler FJ, Crouch SR. High-Performance Liquid Chromatography
U: Fundamentals of analytical chemistry, 8th edition. Belmont, Brooks/Cole Publishing,
2004, str. 973-974.

Straus B, Stavljeni¢-Rukavina A, Plav$i¢ F, i sur. Analiticke tehnike u klinickom
laboratoriju. Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti, Zagreb, Medicinska naklada,

1997, str. 246-252.

Uredba komisije (EU) br. 1129/2011 o izmjeni Priloga Il. Uredbi (EZ) br. 1333/2008
Europskog parlamenta i Vije¢a o popisu Unije prehrambenih aditiva, 2011, SluZbeni list

Europske Unije, L 295/1

Wessely K, Zech K. HPLC in Pharmaceutical Analysis. Gmbh Boblingen, Hewlett-
Packard 1979, str. 50-55.

35



7. SAZETAK/SUMMARY
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Cilj ovoga istrazivanja je bio uvesti analiticku metodu koja bi omogucila precizno,
pouzdano i brzo odredivanje koncentracije vinske kiseline u uzorcima komercijalno
pribavljenih voénih sokova. Prilikom odredivanja koncentracije vinske kiseline koriStena je
tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) s UV/Vis detektorom. Istrazivanje je
bilo provedeno na HPLC (Knauer, Berlin, Njemacka) koji se sastojao od UV/Vis detektora,
manualnog injektora, izokratne pumpe i analiticke kolone obrnute faze dimenzija 125,0 X 4,6
mm s punilom veli¢ine 5 um (LiChrospher RP-18, Merck, Darmstadt, Njemacka). Valna
duljina detekcije na UV/Vis detektoru bila je podeSena na 214 nm. Mobilna faza bila je 50
mM otopina fosfatnog pufera pH 2,8. Protok mobilne faze bio je podeSen na 0,5 mL/min Sto
je stvaralo tlak od 16,7 MPa. Iz osnovne maticne otopine vinske Kkiseline (2,0 g/L)
razrjedenjem s MilliQ vodom pripremljen je niz standardnih otopina vinske Kkiseline u
koncentracijskom rasponu od 0,125 do 1,0 g/L. Pri opisanim uvjetima na HPLC-UV/Vis
vrijeme zadrzavanja vinske kiseline na koloni iznosilo je oko 1,5 minute, a ukupna analiza
trajala je 10 minuta. Dobivena kalibracijska krivulja je bila pravac s jednadzbom pravca y =
574,63x — 34,683 i pripadaju¢im koeficijentom korelacije R? = 0,9972. Ponovljivost izrazena
kao relativha standardna devijacija (RSD) iznosila je manje od 10 % za sve ispitane
standardne otopine. Granica dokazivanja bila je 0,01 g/L, a granica odredivanja 0,03 g/L, §to
pokazuje da je metoda vrlo osjetljiva. Mjerenjem koncentracije vinske kiseline u komercijalno
pribavljenim uzorcima vo¢nog soka (n = 5) dobivene su vrijednosti u rasponu od 1,15 g/L
(sok od narance; uzorak 1) do 1,54 g/L (sok od jabuke; uzorak 3). Dobivene koncentracije
vinske kiseline u voénim sokovima su bile relativno niske i bezopasne za ljudsko zdravlje. Iz
dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je razvijena metoda brza, pouzdana 1 precizna te se
moze koristiti za odredivanje koncentracije vinske kiseline u uzorcima voénih sokova. Zbog
negativnog utjecaja visokih razina vinske kiseline na ljudsko zdravlje, vazno je pratiti njenu

koncentraciju u proizvodima namijenjenima konzumaciji ljudi.
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The aim of this research was to introduce an analytical method that would allow
precise, reliable and fast determination of tartaric acid concentration in samples of
commercially obtained fruit juices. To determine the concentration of tartaric acid, high
performance liquid chromatography (HPLC) with UV/Vis detector was used. This research
was conducted on HPLC (Knauer, Berlin, Germany) consisted of UV/Vis detector, manual
injector, isocratic pump and reverse phase analytical column (dimension: 125.0 x 4.6 mm,
particle size: 5 pum; LiChrospher RP-18, Merck, Darmstadt, Germany). Wavelength on the
UV/Vis detector was set at 214 nm. The mobile phase was 50 mM phosphate buffer with pH
adjusted to 2.8. The mobile phase flow was 0.5 mL/min and the resulting pressure 16.7 MPa.
From the tartaric acid stock solution (2.0 g/L) by diluting with MilliQ water a set of working
standards solutions was prepared in a concentration range of 0.125 to 1.0 g/L. In described
HPLC conditions, the tartaric acid retention time was approximately 1.5 minutes and the
analysis lasted 10 minutes. Calibration curve was linear (equation: y = 574.63x — 34.683;
correlation factor: R? = 0.9972). Repeatability expressed as relative standard deviation (RSD)
was less than 10 % for all tested working standard solutions. The limit of detection was 0.01
g/L and the limit of quantification was 0.03 g/L, indicating that developed method is very
sensitive. The concentration of tartaric acid in commercially provided fruit juice samples (n =
5) ranged from 1.15 g/L (orange juice, sample 1) to 1.54 g/L (apple juice, sample 3). The
obtained concentrations of tartaric acid in fruit juices were relatively low and harmless to
human health. From the results it can be concluded that the developed method is fast, reliable
and accurate and can be used to determine the concentration of tartaric acid in fruit juices.
Due to the negative impact of high levels of tartaric acid on human health, it is important to

monitor its concentration in products intended for human consumption.
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was prepared in a concentration range of 0.125 to 1.0 g/L. In described HPLC conditions, the tartaric acid retention
time was approximately 1.5 minutes and the analysis lasted 10 minutes. Calibration curve was linear (equation: y =
574.63x — 34.683; correlation factor: R® = 0.9972). Repeatability expressed as relative standard deviation (RSD) was
less than 10 % for all tested working standard solutions. The limit of detection was 0.01 g/L and the limit of
quantification was 0.03 g/L, indicating that developed method is very sensitive. The concentration of tartaric acid in
commercially provided fruit juice samples (n = 5) ranged from 1.15 g/L (orange juice, sample 1) to 1.54 g/L (apple
juice, sample 3). The obtained concentrations of tartaric acid in fruit juices were relatively low and harmless to human
health. From the results it can be concluded that the developed method is fast, reliable and accurate and can be used to
determine the concentration of tartaric acid in fruit juices. Due to the negative impact of high levels of tartaric acid on
human health, it is important to monitor its concentration in products intended for human consumption.
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