Latky vonné a chutové

Charakteristické vlastnosti

Vonné latky

nizkomolekularni latky

M, <300

malo rozpustné ve vode
vétSinou nepolarni nebo
stitedn€ polarni

tékavé (kapalné i tuhé) nebo
plynné pii lab. teploté
(dulezité vlastnosti: teplota
varu, tlak nasycenych par)

Chut’ové latky

nizkomolekularni latky

1 latky o stfedni M,

polarni i nepoldrni latky
organické i anorganické
slouceniny

kyseliny, zasady i latky bez
acidobazickych vlastnosti

Vonné a chut’ové latky z hlediska pivodu

primarni — vyskytuji se pfirozené v senzoricky aktivni formé

sekundarni — vznikaji z pfirozené pfitomnych prekurzort
enzymovymi reakcemi napf. pfi dozravani plodin nebo
fermentaci nebo neenzymovymi reakcemi pii zpracovani

surovin, tepelné tprave apod.

aditivni latky upravujici viini a chut’

— ptirodn¢ identické aromatické latky

— nahradni sladidla
— okyselujici latky...



Smési prirodnich latek

+ silice (etherické oleje) — sméesi vonnych latek izolované
z rostlinnych materialll zpravidla destilaci s vodni parou
— obsahuji tékavé latky (monotereny, seskviterpenové
uhlovodiky, aldehydy, ketony, ethery, fenoly...)

* oleoresiny — vytazky vonnych a chutovych latek a dalsich
slozek koteni a bylin pfipravené extrakei tékavymi nepolarnimi
rozpoustédly a ndslednym odpatenim rozpoustédla

» pryskyrice — netékavé slozky extraktl — obsahuji

A4

seskviterpeny a vyssi terpeny, vosky...

Pojmy senzorické analyzy

* podnétovy prah — nejnizsi postiehnutelnd koncentrace

R4

rozeznat charakter viiné nebo chuti

Piiklady hodnot podnétového prahu latek ve vodném roztoku

Latka mg/1
ethanol 100
malinovy keton 0,01
linalool 0,006
isobutyraldehyd 0,001
methanthiol 0,00002
2-isobutyl-3-methoxypyrazin 0,000002




Oblasti vyuziti analyzy vonnych a chut'ovych latek

* potravinaistvi

— vyzkum vztahu mezi senzorickou jakosti a obsahem
vonnych a chutovych latek

— vyvoj novych vyrobkl
— autenticita potravin a napojli
» kosmeticky a vonavkarsky primysl
* biologické védy
— chemickéa komunikace mezi organismy

Vybrané skupiny vonnych latek

* terpenové uhlovodiky
myrcen (estragon, jalovec, $alve;j,
pomeranc), ocimen (3alv¢j),
limonen (citrusy, mata),
p-cymen (jalovec, koriandr oregano),
a-pinen (estragon, jalovec, mata,
pomeran¢, oregano, tymian, vaviin)
a B-pinen (a+f: pept, muskat,
koriandr...), valencen (pomeranc)

* terpenové alkoholy
linalool (bazalka, koriandr, skofice,
tymian), nerol, citronellol, geraniol,
(ovoce), hotrienol (vino),
a-terpineol (majoranka, kardamon,
badyan, jalovec),
menthol (mata),
borneol (3alvéj, muskat, jalovec,
kardamon...)

H
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Vonné latky (2)

CH=0
+ terpenové aldehydy SO AN >©/
CH=0 CH=0
citral a — geranial \ \

citral b — neral

citronellal (citrusové plody)

safranal (Safrén) /%
\ |

a-sinensal (pomerance)

* terpenové ketony o o
karvon (kmin, kopr), ? g
dihydrokarvon (kmin, mata),
pulegon, menthon (mata), ?o ? o
thujon (Salvéj, pelynek), |

kafr (kafrovnik, skofice, o o
Salvéj, rozmaryna...)

Vonné latky (3)

* terpenové ethery
a epoxidy

epoxykaryofyllen

dillether — kminovy ether
(kmin, kopr) N

1,8-cineol (eukalyptus) o)



Vonné latky (4)

» alkoholy

methanol, ethanol, alkoholy p¥iboudliny (1-propanol, 1-butanol, 2-methyl-
-1-propanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butanol)...,

3-hexen-1-ol (trava, zelenina), I-okten-3-ol , 1,5-oktadien-3-ol (houby),
benzylakohol (destilaty), glycerol, butandioly...

alifatické aldehydy

formaldehyd = methanal, acetaldehyd = ethanal

vy$§i alkanaly (napt. hexanal), alkenaly (3-hexenal, 4-heptenal, 6-nonenal),
malonaldehyd — produkty Zluknuti tukd

methional (3-methylthiopropanal) — produkt Streckerovy degradace
methioninu (vafené brambory)

2,6-nonadienal (okurky)

alifatické ketony
aceton = propanon, vys$8i methylketony (2-heptanon ve skofici, badyanu),
1-penten-3-on (rybi pach), 6-undekanon (ovocna ving)

Vonné latky (5)
* dikarbonylové slouceniny
H—C—C—H
glyoxal = ethandial Iyl
methylglyoxal = 2-oxopropanal H3Cf§7§7H
biacetyl = 2,3-butandion H,C—C—C—CH,
aroma masla g

hydroxykarbonylové slou¢eniny

H,C—G—CH—CH,
acetoin = 3-hydroxy-2-butanon 0 OH



Vonné latky (6)

* alicyklické ketony

a-jonon (maliny, ¢aj, mrkev, vanilka)

B- jonon (maliny, bortivky, rajcata, ¢aj)

55

B-damascenon (med, jablka, ¢aj, kava, vino,
pivo)

— tyto latky vznikaji degradaci

karotenoida

2

« alifatické karboxylové kyseliny
mravendi kys., octovd kys. , propionovd kys.
mdselnd (butanova), valerovd (pentanova),
isovalerova kys. (velmi nepiijemny pach),
kapronova (hexanova), kaprylova (oktanova),
kaprinovd (dekanova) — mydlovy pach

Vonné latky (7)

* estery

estery alifatickych kyselin (acetdty, bytyrdty...)
s béznymi alkoholy (MeOH, EtOH, iBuOH,
iAmOH...) — zpravidla ovocna viné
isoamylacetat (isopentylacetat) — banany
amylacetdt, ethyl-2,4-dekadienodt — hrusky
butylacetdt — ananas

acetaty monoterpenickych alkohold
(geranylacetdt, nerylacetdt) — aroma citrust

estery aromatickych kyselin: @
: , o CH=CH—C —O(CH,),CH,
amylcinnamat — kakaova vin¢ I

methyl-V-methylanthranilit — mandarinka °
COOCH,

* acetaly e
1,1-diethoxyethan (diethylacetél acetaldehydu) ’
cyklické acetaly — 1,3-dioxolany — v alkoholickych R2 o
napojich (vznik reakci acetaldehydu s glycerolem, R3rokR )

1,2-propandiolem nebo 2,3-butandiolem)



Vonné latky (8)

OH
+ fenoly a fenolethery ocH, o
guajakol (koufova sladka viné, OH
vyskyt: kava, mléko...), karvakrol
a thymol (tymian, oregano), " ocH QCH, OCH,
eugenol (hiebicek, nové koteni,
bazalka, banan),
estragol (bazalka, estragon, anyz), M CH=C O— CH; CH=CH, CH=CH—CH,
anethol (anyz, fenykl, badyan), H,CO °
myristicin (mrkev, petrzel, celer)
+ aromatické aldehydy gHe0  CHmCHCh,
benzaldehyd (peckovité ovoce GH=CH-CH=0 GH=0
a destilaty), kuminaldehyd,
cinnamaldehyd (skofice), (H=0
anisaldehyd (anyz, badyan, vanilka), O-CH,
vanilin (vanilka) OCH,
OH

Vonné latky (9)

* aromatické ketony

acetofenon (fenylmethylketon)
anisketon (fenykl, badyén) o

0
malinovy keton (maliny) ,—CH;—C—CH,

I
0]

Japt

2
H,c” "0~ O

* laktony

H,C0
HO

angelikalaktony (o a p)- bylinna viné
H3

v- a d-laktony C6-C10 — ovocna viné C

CH
CH
~ ‘: : X
o~ O
&-dekalakton (5-dekanolid) — broskvova /(l
4 o o

ving, vyskyt: maliny, kokosovy ofech H,C(CH, s
konakovy lakton (3-methyl-4-oktanolid) H3C(CH2)4I010

ftalidy — vonné latky celeru, libecku,

petrzele,kopru, koriandru | \@
kumariny (kumarin — viiné sena) A N0
o
[e]

H.,C



Vonné latky (10)

* sirné slouceniny

sulfan, thioly

3-methyl-2-butenthiol (prazena kéava)

p-meth-1-en-8-thiol (grapefruit) @—<SH
sulfidy, disulfidy, trisulfidy :

dimethyldisulfid, dimethyltrisulfid — aroma

brukvovitych zelenin, masa, cesneku

diallyldisulfid — ¢esnek NS NF
thiosulfinaty: o

allicin (Cesnek..., vznika enzymovym I
rozkladem aminokyseliny alliinu,

tj. S-allyl-cysteinsulfoxidu)
thipropanal-S-oxid (cibule) CH,;—CH,—CH=S =0

/\/S\S/\/

Vonné latky (11)

* amoniak a aminy
amoniak a primarni alifatické¢ aminy C,-Cs
— produkty degradace aminokyselin, vyskyt: maso, syry...
sekundarni a terciarni aminy:
dimethylamin, trimethylamin — spolu s amoniakem a methylaminem
soucast aromatu ryb

* amidy
methylformamid, methylacetamid — pivo

* laktamy

v-butyrolaktam (2-pyrrolidon) Q
8-valerolaktam (2-piperidon) [N:LO o Q
g-kaprolaktam (2-perhydroazepinon) A H N ©

a jejich N-methyl derivaty jsou slozky
aromatu mofskych korysi a mékkysu



Vonné latky (12)

* derivaty furanu

. OH
isomaltol U
3-furanony — karamelové aroma 0~ >cocH,
norfuraneol (R= H) — karamel, ¢ekanka,

HO o

masovy vyvar,

furaneol (R= CH;) — jahody, ananas, mandle,
masovy vyvar...

homofuraneol (R= CH,CHj;) — sdjova omacka
2-furanony (y-laktony):

sotolon (R= CH;) — sherry, libe¢ek, maso, 4
chléb, prazena kava

abhexon (R= CH,CH;) — hydrolyzaty bilkovin

(0]
* derivaty pyranu &

||

(0]

maltol — karamelové aroma

Vonné latky (13)

* derivaty thiofenu

vyskyt napt. v aromatu masa, prazené kavy,
prazenych ofecht, cibule... CH, 8 5
2,3-dimethylthiofen a 3,4-dimethylthiofen

v ;. S
— v aromatu smazené cibule cH

=

thienothiofeny — prazena kava \

]
[}
[}

* derivaty pyrrolu

3

2-acetyl-1-pyrrolin — aroma chlebové kirky

—
N~ “COCH,

* derivaty pyridinu

/

2-acetylpyridin — aroma chleba, prazené |
kukufice... N~ CocH,

\



Vonné latky (14)

* derivaty pyrazinu Ne
ve v§ech pecenych a prazenych [ /j
vyrobeich (ofitky, kava...) N
2-ethyl-3,5-dimethylpyrazin

2,3-diethyl-5-methylpyrazin Vv prazené
2,6-dimethyl-3-vinylpyrazin kave
2-ethyl-6-methyl-3-vinylpyrazin
alkymethoxypyraziny Ny_-OCH,
(R=1Pr nebo iBu) — v aromatu [ /I
riiznych druhti zeleniny, vina R

* derivaty thiazolu
2-acetylthiazol
a 2,4-dimethyl-5-vinylthiazol
— ofiSkova a prazna ving N
2-isobutylthiazol — aroma rajcat KJ\)\

Chut’ové latky

Sladkeé latky

 cukry, cukerné alkoholy, glycerol

» nckteré peptidy a bilkoviny

 dihydrochalkony

 diterpenové a triterpenové glykosidy (steviosid, glycyrrhizin)...
» syntetické latky (sacharin, cyklamaty, aspartam, sukralosa...)

Slané latky

* chlorid sodny

* naéhrazky chloridu sodného:
KCI - slabsi slana (a sladka) chut’, prevazuje hotka chut’
KBr, KI, MgCl, — hotké chut’



Kyselé latky

octova kyselina
propionovd kyselina (syry)
Stavelova (oxalova) kys. (Spenat, Caj...)

} tekave kyseliny

, ) COOH COOH

hydroxykaboxylové kyseliny GH;—Coon \ \ FooK

- . . CHOH CHOH

citronova, vinna, Hof(‘: — COOH (\: o é ) CHOH

cablecna. mlééns X

jablecna, mlécna CH,—COOH | | CH,
COOH COOH

dalsi karboxylové kyseliny COOH
malonovd, jantarovd, pyrohroznova. ..

A HO
chlorogenova \CH o COOH
° HO CH=CH—C—0

laktony ketokyselin He on Ho  OH
askorbova kyselina o0
HO—CH
CH,OH

Horké latky

» nékteré aminokyseliny (Leu, Trp) a peptidy

* aminy, amidy, dusikaté heterocykly vcetné alkaloida

* sinapiny (cholin-estery fenolovych kyselin — fepka olejna)
* iso-a-kyseliny (pivo)

+ flavonoidy

* triterpenoidy (napf. kukurbitaciny)

+ polycylické laktony a jejich glykosidy

Alkaloidy
CH=—CH,
(0] (o} [0}
HC CH, CH, HO Ho—cH N
N ‘ N HN ‘ N N ‘ NH H;C-O N
Ao e BN P
CH, CH, (‘)H

3

kofein theobromin theofylin chinin



Horké latky (2)

Prenylované derivaty floroglucinolu a jejich isomery

chmel — prekursory hotkych latek: R o 5

tzv. a- a B- hotké kyseliny Bu —— lupalon
iPr kohumulon kolupulon
sek Bu adhumulon adlupulon
iAm prehumulon prelupulon
Et posthumulon | postlupulon

0=\ OH
_A\_
cis trans
Horké latky (3)
Flavonoidy
Glykosidy flavanont — citrusové plody
OH
0-CH,
CH,! Olg) o CH, o}—é o o O
Q @) T
OH
OH_ o O OH ©
CH,
OH OH OH OH
naringin (grapefruit) neohesperidin (hotké pomerance)

OH
OH

Flavanoly (katechiny) — zeleny ¢aj

) ﬁ‘@
\Q OH (+)-katechin

OH



Trpké latky

* hydrolyzovatelné tiisloviny

— gallotanniny — slou¢eniny gallové nebo m-digallové
kyseliny s cukry — napt. pentagalloylglukosa

dikarboxylové kyseliny, glukosy a gallové kyseliny

» kondenzovang tfisloviny — proanthokyanidiny:
oligomerni flavonoidy

Analyza tékavych (vonnych) latek

» aroma produktu urcuje vice t€kavych slozek — jejich struktura
a koncentrace

+ obsah dilezitych slozek aromatu mize byt stopovy
(latky s mimotadné nizkym podnétovym prahem)

Ptistup k analyze vonnych latek

1. analyza vSech (nebo alespon vétSiny) t€kavych slozek:
jejich izolace, separace, detekce a identifikace podle chemickych
a senzorickych kritérii — pouziti plynové chromatografie

2. stanoveni jednotlivych slouc¢enin (napft. aldehydi, t€kavych
kyselin...), jejichz ptitomnost ve vzorku predpoklddame predem,
konven¢nimi metodami (titrace, spektrofotometrie...)

13



Schéma multikomponentni analyzy tékavych latek

Odbér vzorku a izolace analyti Separace Detekce

e [

Metody odbéru, izolace a zakoncentrovani
tékavych latek pro GC analyzu

Destilace s vodni parou

* destilat: roztok nebo emulse tékavych latek ve vode
obvykle nasleduje zakoncentrovani (extrakce kapalina-kapalina,
SPE, SPME)

* vyhoda: jednoduché provedeni
* nevyhody:
— nelplny vytézek
— degradace (napft. oxidace) n¢kterych vonnych latek béhem
destilace (relativné vysoka teplota)

14



Extrakce a nasledna vakuova destilace

sekvenc¢ni postup:

» extrakce rozpoustédlem
(diethylether, aceton, ethanol...)
— izoluje te€kavé 1 netckavé latky
» vakuova destilace extraktu
Nevyhoda: nizsi vytézek t€kavych latek
za pfitomnosti tuku
Aparatura:
1 — prikapavaci nalevka pro vzorek
2 — vodni lazefi (35-40 °C)
3 —hlava

4 — chlazena sbérna baika
5 — chladi¢ (kapalny dusik) a pfipojeni na vyvévu

Kontinualni destilace a extrakce

= Corbon dioxide/
acetone condenser

Water out

.~ Logging
sy

|

Solvenl

Foodstull + Water

=—Stirrer

Modifikovany LIKENS-NICKERSONUV extraktor:
tékavé latky destiluji spolu s vodou a ptichazeji
do kontaktu a parami nepolarniho tékavého
rozpoustédla (pentan), kondenzat se rozd€luje
na dvé faze, horni vrstva (extrakt) se
shromazd’uje v baiice s rozpoustédlem; tniku
t€kavych latek zabranuje prstovy chladi¢
naplnény smési suchého ledu a acetonu.

15



Ar
H

¢ —

N

Head space

L]

T, o]
R o]
ettt

a — staticka varianta: odbér plynné faze z horniho
prostoru (head space) lahvic¢ky po ustaveni
fazové rovnovahy

a b — dynamicka varianta: aktivni probublavani

inertnim plynem (extrakce plynem, stripovani)

o) — obvykle nasleduje zachyceni (purge and trap)

O

%o Nevyhody statické varianty:

¢ dulezité stopové slozky aromatu nemuseji byt
odebrany v dostatecném mnozstvi
* problematicka kvantifikace

Purge and trap

[is

O
006 o6 o

ze vzorku se proudem inertniho
plynu vymyvaji (stripuji) uréitou
dobu tekavé slozky a zachycuji
se v sorpéni koloné; z ni se pak
jednorazové desorbuji zahfevem
a vnaseji se do chrom. kolony.

Népli sorpéni kolony:
hydrofobni polymery
(Tenax, Porapak), aktivni uhli.

Alternativni zpusob zachytu:
kryofokusace (vymrazeni

v trubici tvaru U chlazené
kapalnym dusikem)

Fge et

Uspofadani systému
nahofte: faze stripovani a sorpce
dole: desorpce a nastiik

16



SPE
= solid-phase extraction

je metoda izolace a zakoncentrovani latek obsazenych v primarnim
extraktu nebo destilatu; spocivéa v zachyceni analytu na kolonce

se sorbentem (napf. silikagel, SiC,g, iontoménic), promyti a eluci
jinym rozpoustédlem

1! o 12t o 3 4 " 1 — kondicionovani kolonky:
promyti vstupnim
rozpoustédlem

2 — vneseni vzorku
ve vstupnim rozpoustédle

3 — promyti — uvolnéni frakce 1

4 — eluce frakce 2

@ jinym rozpoustédlem
= solid-phase microextraction
Plunger
jehla
Barrel
sorpéni — Plunger retaining screw .
vlakno —Lslet :
@ @ |_~Hub-viewing window -
Adjustable needle
quide/depth gauge
~ Tensioning spring ' /
" Sealing septum ! 7/
| 4]
f_/ // !_f
. B ff /r" ;,,‘
magnetické . e
michadlo Septum—plercing need.le '{}f‘ / E
b Fiber attachment lubing ffff L
Fused-silica fiber /

Po sorpci se vlakno se zachycenymi analyty vlozi do nastfikového zafizeni plynového
chromatografu a analyty se termicky desorbuji a injektuji do kolony.

17



DalSi metody izolace a frakcionace
(pro tékavé i netékavé latky)

» SFE (= supercritical fluid extraction) — extrakce nadkritickou
tekutinou (obvykle CO,)

» ASE (= accelerated solvent extraction) — extrakce tuhého
vzorku rozpoustédlem za zvySeného tlaku a teploty

* MASE (= microwave-assisted solvent extraction) — extrakce
tuhého vzorku rozpoustédlem pii sou¢asném mikrovinném
ohfevu

 extrakeni izolace a frakcionace podle acidobazickych
vlastnosti slozek (viz schéma na dalsi strang)

Primarni extrakt (nebo destilat)
v organickém rozpoustédle nebo
(hexan, ether, dichlormethan)

Vodny (vodné-alkoholicky) roztok
vzorku nebo destilat

‘ + Na,CO;

extrakce 5 % Na,CO; ’
a vodou ‘

l extrakce etherem
Organicka faze Vodna fize
bazické a neutralni kyselé a polarni neutralni
slozky slozky

extrakce 5 % HCI + HCI (okyseleni na pH=1)
a vodou extrakce etherem

i i i i

Vodna faze

* Poznamka: dalsi purifikace bazické frakce je mozna po zalkalizovani extrakci do organické faze

Organicka faze Organicka faze Vodna fize
hydrochloridy . . .
bazickych nepolarni nepolarni NaCl + polarni
slozek* neutralni slozky kyselé slozky kyselé slozky

18



Vyuziti GC v analyze vonnych latek

+ separace s vysokym rozliSenim (kapilarni kolony)
* konvenc¢ni detekce
— FID, MS
— FPD, AED (napf. slouceniny siry)
* identifikace
— retenéni indexy (KovaTsovy indexy)
Iy =100 z + 100 (log Vg — log V) / (Iog V nz1) — log V)
- MS
» urceni senzorické relevance slozek
— olfaktometricka detekce

— AEDA (= aroma extract dilution analysis)
zdznam: FD-chromatogram (FD faktor vs. reten¢ni index)
FD (=flavour dilution) faktor = 2"
n je pocet fedicich stupnt pti fedéni 1+1, pii kterém je sloucenina
jesté posttehnutelna

1234
i
128
Eit J
gu 1 7 8 9
5 O
“ellls s
8
6 7 8 9
| AN VUM T
700 800 900 1000 100 1200 70 BOO 500 100 100 1200
(RI; SE-54) b {RI; SE-54)

Head-space GC analyza vonnych latek chlebové kirky:

a — zaznam detektoru vs. reten¢ni index

b — FD-chromatogram

(1): isobutyraldehyd, (2): biacetyl, (3): 3-methylbutanal, (4): 2,3-pentandion,
(5): kyselina maselna, (6): 2-acetyl-1-pyrrolin, (7): 1-okten-3-on,

(8): 2-ethyl-3,5-dimethylpyrazin, (9): trans-2-nonenal

19



Stanoveni jednotlivych latek a jejich skupin

Alkoholy
Methanol

» toxicka latka

» vznik v ovoci hydrolyzou esterovych vazeb pektinli
* bézné ptitomen v ovocnych destilatech

Stanoveni methanolu

* GC spolu s ostatnimi alkoholy
+ spektrofotometrie po oxidaci na formaldehyd
a reakci s chromotropovou nebo fuchsinsifi¢itou kyselinou

Ethanol

 stanoveni na zaklad¢ méfeni hustoty (densitometrie)
+ GC

* titra¢ni stanoveni po oxidaci dichromanem

* enzymova spektrofotometrickd metoda

Stanoveni ethanolu méfenim hustoty

1. pfimé méteni hustomérem (lihomérem) v destilatech
- orienta¢ni rychlé méfeni

2. pyknometrické stanoveni: ze vzorku (pivo, bino, lihovina) se ethanol
vydestiluje do odmérné banky (ze 100 ml vzorku se jima asi 80 ml
destilatu, OB se doplni vodou po znacku). Pomoci pyknometru se
stanovi hustota zfedéného destilatu: pfesnym vazenim pyknometru
se vzorkem, prazdného suchého pyknometru a pyknometru naplnéného

vodou se vypocte hustota vzorku; z hustoty se podle tabulek urci obsah
ethanolu v objemovych %
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Titracni stanoveni ethanolu

Pouziti: pro vzorky s malym obsahem ethanolu (ovocné vyrobky)

Princip: ethanol se ze vzorku vydestiluje, v destilatu se oxiduje
dichromanem draselnym v prostiedi kyseliny sirové:
2 Cr,0+ +3 C,HsOH + 16 H* — 4 Cr** + 3 CH;COOH + 11 H,0
nadbytek dichromanu se stanovi bud’
— titraci odmérnym roztokem siranu zeleznato-amonného
na indikator ferroin:
Cr,0> + 6 Fe? + 14 H" - 2 Cr’" + 6 Fe*" + 7 H,0 nebo
— titraci jodu uvolnéného reakei jodidu draselného s dichromanem
odmérnym roztokem thiosiranu sodného:
Cr,0~+61" + 14H" - 3L, +2Cr’"+7H,0
L +2 80> =21 +8,06>

Enzymové spektrofotometrické stanoveni ethanolu

alkohol-
dehydrogenasa

ethanol ﬁ‘ acetaldehyd

NAD™* NADH+H'

meéii ze Ayyo (absorpce redukovaného kofaktoru)

21



Alkoholy priboudliny

» 2-propanol (iPrOH), 2-methyl-1-propanol (iBuOH), 2-butanol,
(sek. BuOH), 2-pentanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-1-
butanol (1IAmOH)

 spektrofotometrické stanoveni po reakci s p-dimethylamino-
benzaldehydem:

— reakci alkoholl pfiboudliny s ¢inidlem v prostiedi kyseliny
sirové vznika cervené zbarveni

— ke kalibraci se pouziva smes isobutylakoholu a isoamyl-
alkoholu (1:4)

* GC stanoveni spole¢né s MeOH, EtOH

Glycerol

Titracni stanoveni

glycerol (a jiné polyhydroxyslou€eniny véetné cukri) se ve vodném
roztoku (pH=8,1) §tépi jodistanem sodnym na formaldehyd
a mravenci kyselinu, kterd se stanovi titraci roztokem hydroxidu:

CH,0H
CHOH + 2104
CH,OH

2 CH,0 + HCOOH +210; +3 H,0O

Vazkové stanoveni

Pouziti: analyza vina

Podstata: cukry a dalsi sloZky vina se pfidavkem EtOH a Ca(OH),
vysrazeji. Z filtratu se etherem vysrazeji dalsi latky, zbytek po
oddestilovani etheru a ethanolu je glycerol, ktery se zvazi.
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Glycerol

Enzymové spektrofotometrické stanoveni

glycerolkinasa

glycerol ﬁ— glycerol-1-fostat

ATP ADP ATP

laktat-
_ dehydrogenasa
fosfoenolpyruvat pyruvat laktat
pyruvatkinasa ; :

NADH+H® NAD'

Spektrofotometricky (A=340 nm) se méfi
ubytek NADH+ H* vyvolany sledem reakci.

Aldehydy a ketony

Selektivni izolace karbonylovych slou¢enin

Tekavé aldehydy aketony oddélené ze vzorku stripovanim inertnim plynem
se zachyti v roztoku 2,4-dinitrofenylhydrazinu. Karbonylové slouceniny
1ze z 2,4-dinitrofenylhydrazonil regenerovat reakci s kys. levulovou
(4-oxopentanovou) nebo s formaldehydem generovanym rozkladem
2,4-dinitrofenylhydrazonu formaldehydu kyselinou 2-oxoglutarovou:

ON (foo” COOH ON
= NH— — \
H,C= NH NH@—NOZ + =0 - HC=0 + C—NH—nH o,
c

[ H, CH,
iy
|

COOH ‘
O,N COOH O.N

2
R—CH= NH— NH@NOZ + H,C=0 —= R—CH=0 + H,C= NH— NH@—NOZ

Mozny je i zachyt fenylhydrazond v sorpéni koloné€.

2
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Obecné metody stanoveni aldehydii

titraCni oximac¢ni metoda:

R-CH=0 + NH,0OH.HCI - R-CH=N-OH + H,0 + HCI
HCI + NaOH — H,0 + NaCl

polarograficka oximac¢ni metoda:

oximy aldehydi se snadno redukuji na RKE

NH,OH.HCI 9 H* + 26"
R-CH=0 —— = R-CH=N-OH —— = R—CH,NH—OH

pouziti: napt. polarografické stanoveni (ethyl)vanilinu

polarografické stanoveni po kondenzaci s 0-fenylendiaminem:
produkt kondenzace je oxidovan na RKE na derivat benzimidazolu

NH, N 2w -2e
R—CH=0 + )\ e teE @j\l\
NH2 - HZO H R N R
H

Obecné metody stanoveni aldehydii

spektrofotometrické stanoveni:

ptevedeni na 2,4-dinitrofenylhydrazony a méfeni absorbance
v UV oblasti (277 nm) nebo viditelné oblasti (420-440 nm);
jednotlivé 2,4-dinitrofenylhydrazony aldehydi 1ze ptedem
rozdélit tenkovrstvou chromatografii

Obecné metody stanoveni a-dikarbonylovych slouc¢enin

kondenzaci s 0-fenylendiaminem vznikaji derivaty chinoxalinu,
které Ize stanovit

— spektrofotometricky métenim v UV oblasti (335 nm)

— polarograficky na zéklad¢ redukce na 1,4-dihydrochinoxaliny:

NH Oy _R H
C -H,0 SN I
NH 7 g 2 N~ R \H R

|
2 [
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Formaldehyd

Spektrofotometrické stanoveni s Kyselinou chromotropovou

formaldehyd poskytuje s ¢inidlem v prostiedi OH  OH
kyseliny sirové purpurové zbarveni - méfti se Agy. OO
Metoda je selektivni. Ostatni aldehydy poskytuji ~ Hos SOH

zluté produkty.

Spektrofotometrické stanoveni po konverzi
na diacetyldihydrolutidin

formaldehyd kondenzuje s acetylacetonem (2,4-pentandionem)
za pfitomnosti amonnych iontd za vzniku 3,5-diacetyl-1,4-dihydro-
lutidinu; méfi se absorbance produktu pii 415 nm:

o (0]
I I

CH;C C-CH,
CH,=0 + CHsfﬂ’ 7CH27%7CH3 + NH4+4+’ H +
(0] o] -H

HC™ TNT TCH,

Acetaldehyd

» spektrofotometrie (nespecifickd metoda)

* jodometrie (nespecificka metoda pro sumu aldehyd, jejichz obsah
se vyjadfuje obsahem acetaldehydu)

* enzymové stanoveni
« GC

Spektrofotometrické stanoveni s kyselinou fuchsinsiFic¢itou
HZN@\ + S0, +H,0 HZNQ . 250
CZ@ZNHA Hl CGNH d
-HCI \
Y Y o

9 CH,
I
HO— S—NH e
@\ 3CHyCH=0 HO~SO;CH NH@\ . GHs
9 C\ NH, ———— CHy CI@ZNH*CH —$0,—OH
Ho=s~ NH@ SO @

HO—S0;~CH—NH

barevny produkt — méteni Ags,
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Jodometrické stanoveni acetaldehydu (tékavych aldehydii)

Acetaldehyd se oddéli ze vzorku destilaci a jima se do roztoku
hydrogensifi¢itanu sodného — vznika acetaldehydbisulfit; prebytek
hydrogensifi¢itanu se oxiduje jodem a zbytkové mnozstvi jodu se
urci titraci thiosiranem:

CH;CH=0 + HSO;” — CH3CH(OH)SO5"

HSO; + 1, + H,O —» HSO,4 + 21" + 2H*

I2 +2 82032_ —21 + S4O62_

Enzymové spektrofotometrické stanoveni acetaldehydu

aldehyd-
dehydrogenasa

CH;CH=0 + H,0 / \ CH;COOH

NAD* NADH+H"

Furfural a S-hydroxymethylfurfural

» spektrofotometrie: furfural poskytuje s m-fenylendiaminem
fialové zbarveni; méti se Asq; stanoveni je specifické

» spektrofotometrie: furfural a 5-hydroxymethylfurfural
poskytuji s p-dimethylaminoanilinem ¢ervené zbarventi;
méti se Aygs; stanoveni neni specifické: cinnamaldehyd dava
cervenofialové zbarveni, citral ¢ervené, krotonaldehyd a benz-
aldehyd oranzové a vanilin Zluté

+ spektrofotometrie: 5-hydroxymethylfurfural kondenzuje
s kyselinou barbiturovou a p-toluidinem na barevny produkt:

H (0]
o= + 1 + HZNQCH3

N HOCH; (0] CH=0 -H,0

H o
H O
N

—_ o:< :}CHCCHCHCNH*@CHS

N
H o

OH CH,OH

* GC: furfural ptimo, 5-hydroxymethylfurfural po silylaci
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Aceton

Jodometrické stanoveni

Stanoveni je zalozeno na jodoformové reakci (obecné haloformové,
neboli LIEBENOVE reakci). Aceton poskytuje s jodem a alkalickym
hydroxidem jodoform a alkalicky octan:

CH;COCH; + 3 I, + 4 NaOH — CHI; + CH;COONa + 3 Nal + 3 H,0.

Po okyseleni reakéni smési mnozstvi se nespotiebovaného jodu
urci titraci thiosiranem sodnym.

Stanoveni neni specifické. Jodoformovou reakci davaji 1 vyssi

methylketony (produktem je pak siil vyssi karboxylové kyseliny),
acetaldehyd a ethanol.

Aceton

Spektrofotometrické stanoveni

Aceton, ostatni methylketony a acetaldehyd lze reakci s 0-nitro-
benzaldehydem pievést na indigo (modré barvivo):
OH

CH=0 CH/\
@ + CH,COCH, @ CH,COCH; .
NO, NO,
o 0
CH 7
N
Qe - Oy — Q<0
- CH;COOH NO, -H,0 N \N H
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Biacetyl a acetoin

Pro stanoveni sumy biacetylu (2,3-butandionu) a acetoinu
(3-hydroxy-2-butanonu) se acetoin pfedem oxiduje na biacetyl
chloridem zelezitym. Bez predbézné oxidace se nasledujicimi
postupy stanovi pouze biacetyl.

Vazkové stanoveni

Reakei biacetylu s hydroxylaminem vzniké dioxim, ktery poskytuje
s nikelnatymi ionty v alkalickém prosttedi Cervenou srazeninu
nikelnatého chelatu C¢H,;,O,N,Ni, ktera se odfiltruje, vysusi a zvazi.

Py
H.C . H,C CH,
g e TN
2 NH,OH.HCI 2 !
2 fo ™t 2 2HO _C=N—OH -2H NN
- - 2 H.C H.C CH
H,C by 3 3 \ | 3
-2 HCI o 0
N

Biacetyl a acetoin
Polarografické stanoveni

Biacetyl poskytuje kondenzaci s 0-fenylendiaminem dimethyl-
chinoxalin, ktery se snadno redukuje na rtutové kapkové elektrode.

Spektrofotometrické stanoveni

+ zalozené na vzniku nikelnatého komplexu dioximu (viz vazkové

stanoveni) — z malého mnozstvi analytu vznika ¢ervené zbarveny
roztok komplexu

» reakce s kreatinem a 1-naftolem — barevny produkt:

OH
HC NH O\\C/CH3 N O N— CH;
N—C o+ ] + - N~ o
Hooc—ch,” ~C~ = 7N
, NH, o) CH, HOOC—

CH, CH
X
g
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Karboxylové kyseliny

Titra¢ni stanoveni celkovych kyselin

Pouziti: ovoce a zelenina a vyrobky z nich.

Podstata: titrace vodného extraktu odmérnym roztokem 0,1M NaOH.
MozZnosti indikace:

* vizualni indikace — titrace na fenolftalein
* potenciometrickd indikace — méii se pH titrované smési,
titrace se ukon¢i pii pH=8,1

Vyjadreni vysledku — jako obsah dominantni kyseliny v daném materialu:

* jablecna kyselina — jablka, hrusky, meruiiky, tfesn€, broskve, Svestky,
banany, artycoky, kvétak, mrkev, cibule

* vinna kyselina — hrozny

» S$tavelova kyselina — Spenat

» citronova kyselina — ostatni

Titracni stanoveni tékavych Kyselin

 tekavé kyseliny se izoluji destilaci s vodni parou
+ destilat se titruje 0,1M NaOH na fft nebo potenciometricky
» vysledek se vyjadii jako obsah octové kyseliny

Separacni metody stanoveni karboxylovych kyselin

* HPLC — d¢leni kyselin na iontoménic¢ich nebo na reverzni fazi,
detekce refraktometrickd nebo konduktometricka

* GC trimethylsilyl derivati kyselin

* kapildrni isotachoforesa
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Octova kyselina

Enzymové spektrofometrické stanoveni

CH,COOH + CoASH

acetylkoenzym A- ATP

synthetasa

AMP + PP;

citratsynthasa

CH;COSCoA CoASH
malat- [ !

dehydrogenasa

/ \ oxalacetat citrat

NAD"  NADH+H'

malat

Stavelova (oxalova) kyselina

Manganometrické stanoveni

Stavelova kyselina se ze vzorku extrahuje roztokem HCI.

Po deproteinaci se z amoniakalniho prostfedi vysrazi chloridem
vapenatym $tavelan vapenaty. Stavelan se odfiltruje a po promyti
se rozpusti ve zfedéné H,SO,. Uvolnéna stavelova kyselina se
pak ztitruje manganistanem:

C,047 + Ca®* — CaC,0,
CaC,0,+ 2 H* - Ca®* + H,C,0,
5 H2C204 +2 MnO4_ +6 HJr - 10 C02 +2 1\/‘[1'12Jr +8 Hzo
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Vinna kyselina
Titrac¢ni stanoveni

Aplikace: analyza vina, hroznl a mostu

Princip: hydrogenvinan draselny je mélo rozpustny v ethanolu;
piidavkem KCI a ethanolu se dosahne vylouceni hydrogenvinanu
draselného, po odfiltrovani se hydrogenstl rozpusti v horké vodé
a stanovi titraci hydroxidem na fenolftalein.

Pti analyze ovoce se nejprve z primarniho extraktu vysrazeji
vicesytné karboxylové kyseliny ve formé olovnatych soli.

Pti nasledné reakci se sulfanem (sirovodikem) vznika nerozpustny
sulfid olovnaty a regeneruji se pivodni kyseliny. Z roztoku kyselin
se pak vysrazi vinnd kyselina draselnymi ionty jako hydrogensiil.

Citronova kyselina

Enzymové spektrofotometrické stanoveni

COOH
(‘:HZCOOH citratlyasa o= (‘;
HO-C=COOH  ——————~  GHGOOH + C‘:Hz
|
CH,COOH oo
(citrat) (acetat) (oxalacetat)
NADH+H'
malat-
dehydrogenasa
NAD"
C‘)OOH
Spektrofotometricky (A=340 nm) se méti HO—GH
ubytek NADH+ H* vyvolany sledem reakci. C‘Hz
COOH
(L-malat)
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Citronova kyselina

Vazkové stanoveni

citronova kyselina se izoluje srazenim olovnaté soli a regeneraci
sirovodikem; pak se oxiduje manganistanem draselnym na enol-
formu 3-oxoglutarové kyseliny, ktera se reakci s bromem
(generovanym z bromidu manganistanem) pievadi na krystalicky
pentabromaceton, ktery se vazi:

?HZCOOH %o ﬁ:HCOOH 5 Br, ‘CHBrZ
22
HO—G-COOH  — = HO—C —— o=¢
CH,COOH 20 CH,COOH 2¢O, CBr,

Milééna kyselina
Jodometrické stanoveni

Manganistanem draselnym v kyselém prostfedi se mlécné kyselina
prevede na acetaldehyd. Acetaldehyd se z reakéni smési oddéli
destilaci a jima se do roztoku hydrogensiti¢itanu sodné¢ho. Prebytek
hydrogensiticitanu se zoxiduje jodovym roztokem (indikace skrobem).
Vznikly acetaldehydbisulfit se rozlozi hydrogenuhli¢itanem sodnym

a uvolnény oxid sificity se stanovi titraci jodem:

5 CH;CH(OH)COOH + 2 MnO, + 6 H —

— 5 CH3;CH=0 + 5 CO, + 2 Mn*" + 8 H,0
CH;CH=0 + HSO;” — CH;CH(OH)SO5
HSO; + 1, + H,O — HSO, + 21 - + 2H*
CH;CH(OH)SO5” + HCO5” — CH;CH=0 + CO5> + H,0 + SO,
SO, + 1, + 2 H,0 — HSO4 + 2I' + 3H*
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Milécna kyselina

Enzymové spektrofotometrické stanoveni

glutamat-pyruvat-

laktat- .
dehydrogenasa transaminasa
L-laktat /—\ pyruvat / \
NAD"  NADH+H' Glu Ala

Estery karboxylovych kyselin

2-oxoglutarat

Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu esterii

Estery se reakci s hydroxylaminem ptevedou na hydroxamové
kyseliny, které s ionty Fe** tvoii Servené az fialové komplexy;

meii se Ay

/N\7/R
Ho

3 NH,0H.HCI =
o] N—OH Fe3* o_ i _0O
/, /, '
3 R—C_ 3 R—C_ B SFel
O—R"  -3R'OH OH S3H N—o" | oH
-3 HCl H oo |
z4
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Trisloviny
Manganometrické stanoveni

* neselektivni stanoveni latek oxidovatelnych manganistanem
v napojich (vino, ajovy extrakt)
* dvoji titrace vzorku roztokem 0,01M KMnO,
(titrace v porcelanové misce s indigokarminem jako indikatorem):
— titrace pivodniho vzorku
— titrace vzorku po adsorpci tfislovin na polyamid nebo kozni prasek
(12-20 hodin)

vysledek se urci z rozdilu spotfeb ndsobenim empirickym faktorem.

Stanoveni trislovin sraZzenim slou¢enin kova

Ttisloviny se srazeji roztokem octanu méd’natého nebo chloridu
cinatého, stanovuje se bud’ obsah kovu ve srazeniné nebo zbytkové
mnozstvi kovovych iontil v roztoku. Z hmotnosti vysraZzené¢ho kovu
se vypocte hmotnost tiislovin ndsobenim empirickym faktorem.

Spektrofotometrické stanoveni trislovin

Pouziti: analyza chmele, piva
Princip: vznik barevnych komplext se Zelezitymi ionty, méti se Agy.
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