T
ORGANICKE KYSELINY

Pritomnost v potravinach

- biochemicke procesy, mikrobidlni ¢innost
- acidulanty, stabilizatory, konzervovadla

Typické senzorické vlastnosti (chut’ a aroma)

- kysela, drazdiva, ostra, slanohorka, maslova, mlé¢na atd.

Typické chemické charakteristiky

- délka tetézce, linearni, cyklické a aromatické struktury
- pocet karboxylovych skupin a dalsi skupiny (-OH, =O)
- nasycené a nenasycené - CiS, trans izomerie

- polarita, t€kavost, disocia¢ni konstanta

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 1
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KLASIFIKACE ORGANICKYCH KYSELIN

1. Alifatické nasycené monokarboxvylové kyseliny (SFA)

H - COOH methanova mravenci  methanoyl  methanoat
formyl formiat
CH, - COOH ethanova octovd ethanoyl cthanoat
acetyl acetat
C,H. - COOH propanova propionova propanoyl  propanoat
propionyl propionat
CH,[CH,], - COOH  butanova maselna butanoyl butanoat
butyryl butyrat
CH,[CH,]; - COOH pentanova valerova pentanoyl pentanoat
CH,[CH,], - COOH hexanova kapronova hexanoyl hexanoat

CH,[CH,],, - COOH dodekanova  laurova dodekanoyl dodekanoat
CH,[CH,],, - COOH hexadekanova palmitova  palmitoyl palmitoat
CH,(CH,),, - COOH oktadekanova stearovd stearoyl Stearodt

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyZivy http://web.vscht.cz/poustkaj 2
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KLASIFIKACE ORGANICKYCH KYSELIN

2. Alifatické nenasycené monokarboxylové kyseliny (MUFA, PUFA)

C,;H;; - COOH  oktadec-9-enova olejova oleoyl oleat
C,-H;, - COOH  oktadeka-9,12-dienova linolova linoloyl linolat
C,-H,o - COOH oktadeka-9,12,15-trienova linolenova linolenoyl linolendt

Eicosapentaenoic acid, EPA, 20:5 n-3

G“\¢} Vi Vi Van Vo VAV A
Or;ega-?)

Docosahexaenoic acid, DHA, 22:6 n-3

VEVEVEVEVEVEA L

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 3
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KLASIFIKACE ORGANICKYCH KYSELIN

3. Alifatické dikarboxylové kyseliny
HOOC - COOH ethandiova stavelova  oxalyl oxalat

ethandioyl  ethandioat
HOOC - CH, - COOH propandiova malonova  malonyl malonat
propandioyl propandioat
HOOC - (CH,), - COOH butandiova jantarova  sukcinyl sukcinat
butandioyl  butandioat
HOOC - (CH,), - COOH pentandiova glutarova  glutaryl glutarat
pentandioyl butandioat
HOOC - (CH,), - COOH hexandiova adipova adipoyl adipat
hexandioyl  hexandioat

HOCQO ,COOH . _
=cC_ (Z)-butendiova maleinova maleinyl maleinat
H & butendioyl  butendioat
H: C— (_.: OO (E)-butendiova fumarova  fumaroyl fumarat
HOCO H butendioyl  butendioat

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 4
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KLASIFIKACE ORGANICKYCH KYSELIN

4. Aromatické karboxvlové kyseliny

COOH
@ benzen-karboxylovda  benzoova benzooyl benzoat
CO0OH
benzen-1,2- , ,
@[ . , ftalova ftaloyl ftalat
coon  dikarboxylova

OOH

benzen-1,3- ) , . . ,
. , isoftalova isoftaloyl isoftalat
dikarboxylova
COOH
COOH
benzen-1,4- , .
. , tereftalova  tereftaloyl tereftalat
dikarboxylova

COOH

@ o 3-fenylpropenova skoricova 3-fenylpropenoyl 3-fenylpropanoat

COOH

naftalen-l-, 1-naftoovd  1-naftoyl 1-naftoat
karboxylova

VYSOKA $KOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE Specialni analyza potravin 2019 - Jan Poustka

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 5




KLASIFIKACE ORGANICKYCH KYSELIN

5a. Hydroxykyseliny

HO-CH,-COOH hydroxyethanova glykolova  glykoloyl
hydroxyoctova
2-hydroxypropanova mlécna laktoyl

CHy— C|'H—['DDH
OH

?HI_ ?H_ COOH 2,3-dihydroxypropanova glycerova  glyceroyl

OH OH
o 1 | 2-hydroxybutandiova jablecna maloyl
HOOC 1‘ H=CHTCOOH by droxyjantarova
OH
HO—(H—C0O0H 2,3-dihydroxybutandiova vinna tartaroyl

HO—( H—C OOH 2,3-dihydroxyjantarova

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 6
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KLASIFIKACE ORGANICKYCH KYSELIN

5b. Hydroxykyseliny

CHy—~C OOH

HD—ti.‘z—(.‘DDH 2-hydroxypropan-1,2,3-trikarboxylova citronova

CH—CQOH
COOH
1
3,4,5-trihydroxybenzoova gallova galloyl
HO OH
OH
COOH
- T
O.__OH = b - O
HO kavova kyselina \)J\
OH oH
‘\‘\\\ HD e .
HO™ Y~ “OH ferulova kyselina
OH 2
Sikimova kyselina |

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyZivy http://web.vscht.cz/poustkaj 7
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KLASIFIKACE ORGANICKYCH KYSELIN

6. Oxokyseliny

OHC - COOH oxoethanova glyoxylova
oxalaldehydovd

CH,-CO-COQOH 2-oxopropanova pyrohroznova

7. Heterocyklické karboxvylové kyseliny

"

O_ _COOH ] ) )
U furan-2-karboxylovd  2-furoovd 2-furoyl  2-furodt

1
N

T
Ef;l\ pyridin-3-karboxylova nikotinova nikotinoyl nikotinat
COOH

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyZivy http://web.vscht.cz/poustkaj 8
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

Celkova kyselost: titratné - roztok NaOH nebo KOH
Indikace b.e. - fenolftalein nebo potenciometricka
pH 8,2 - AOAC, pH 7,0 - EU
Vyjadreni: razné podle typu matrice - obvykle spotieba titracniho roztoku
o prislusné koncentraci vztazena na navazku vzorku a udavana jako obsah
dominantni kyseliny

Tekavé kyseliny. destilace (piip. s vodni parou)

SPEM: ptimo (UV) nebo po reakci s ¢inidlem (UV/VID)
skupinové (nenasycené MK) nebo jednotlivé

Enzymaticky: vyuziti poméru NAD+/NADH nebo NADP+/NADPH
- méfeni pi1 340 nm

Elektroanalyticky: redoxni titrace nebo polarografie (askorb. k.)
popf. kombinace s enzymovou metodou

VYSOKA $KOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE Specialni analyza potravin 2019 - Jan Poustka

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

Absorp¢ni spektra ruznych forem pyridinovych dinukleotidii

2L -

BEY |\ e——— NAD* (NADP*)
NADH (NADPH)

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 10
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

Separacni metody
1. Chromatografické: plynova chromatografie - pfima nebo po derivatizaci
kapalinova chromatografie - RP, IEC
- GC-FID/MS; LC-MS/MS

2. Elektromigracni: elektroforéza, izotachoforéza

Spektralni primeé metody
- FTIR, Ramanova s., NMR

Analyza skupinova nebo individualni
Separace bohatych smési veetné minoritnich slozek

MozZnost sledovani profilu, forem vyskytu (typy estertr), konfigurace dvo;j. v.

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 11
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

Analyt, matrice Izolace Stanoveni

Mlecna kyselina:

vina CuSO, + Ca(OH), SFPM - VID 560 nm
+ H,SO, (reakce s p-

hydroxydifenylem)

mlécné vyrobky deproteinace SPFM - VID 570 nm
extrakce Et,0O (reakce s piperidinem)
oxidace na CH,CHO

Citronovd kyselina:
SYyry Extrakce horkou SPFM - VID 428 nm
vodou (60-70°C) (reakce s pyridinem)
+ deproteinace
CCI,COOH

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 12
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

Analyt, matrice Izolace Stanoveni

Sukcinat:

vina, ovocné Stavy ziedéni a pH 8,0 SFPM - UV 340 nm
odbarveni - 1% (NADH)

polyvinylpyrrolidon

nebo aktivni uhli

maso, zelenina, syry | Extrakce horkou SFPM - UV 340 nm
vodou, odtu¢néni (NADH)
podchlazenim a
deproteinace HCIO,

Fumarova kyselina:

ovocné Stavy tiepani s Celitem
+ filtrace Polarograficky

tuhé potraviny Extrakce MeOH Potencial piku: -1.15V
+ filtrace

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 13
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

HPLC/RID,EC,UV,MS
stacionarni faze: RP (C8, C18 silikagel), IEC (anex)

mobilni faze: voda, organicka rozpoustédla, kyseliny (H,SO,, HCOOH),
kysel¢ pufry

Uprava vzorku (obecné jednodussi nez pro GC):

podle typu matrice:
napoje a extrakty z nich - fedéni, filtrace, Cifeni, odstfed’ovani

VVVVVV

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 14
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

* Column I Inertsil ODS-3V (250%4. 6mmI.D. )
« Flow rate : 1. OmL/min
+ Eluent D00 IM Ammonium dihydrogenphosphate +
Phosphoric acid (pHZ. 5)
- Dven Temp. 140
* Jetector UV 210nm
* Samples 21 0xalic acid (0. 19 mg/ml)
: 2. Tartaric acid (1. 20 mg/mL)
P 3.Glveollic acid  {3.12 mg/mL)
4 Malonie acid (1. 44 mg/mL)
: 5, Lactie acid (3. 04 mg/ml)
1 D6, Acetic acid (3. 40 mg/ml)
= : 7. Fumalic acid (0. 015 mg/ml) @
o 1 » 8. Succinic acid (3. 37 mg/mb)
] : 9. Aerylic acid (0. 10 mg/mL)
+ Sample Volume : lul "
EH
2 o
g ] =
- =
= 7w
g
] | | | l,
o 2 q B & Time {min) 1||:| 12 14 16

Fakulta potravinaiské a biochemické technologie

6 VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE Specialni analyza potravin 2019 - Jan Poustka 1
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

Organic Acids

Colummn: Rezex ROA-Organic Acid 2 5
Dimensions: 300 x 7.8 mm R
Part No.; 00H-0135-K0
Mobile Phase:  0.005 N Sulfunic Acid
Flow Rate: 0.5 mL/min
Detection: LV @ 210 nm
Temperatwre: 55 °C
Sample: 1. Dxalic
2. Citric
3. Tartaric
4. Succinic
a. Formic
G, Acetic
[ L W LV S
| | |
] 12 24 min

Fakulta potravinariské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 16

VYSOKA $KOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE Specialni analyza potravin 2019 - Jan Poustka




ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

CZE, |TP/EC, UV Migration time {min)

r ;] 9 10 11 12 13 14 15 16
Uprava vzorku. 0000 Ty
. -0.0005
podle typu matrice: woord 15| 4
- jednoduché fedéni, frakcionace, 0,015
odstranéni rusivych slozek, o 1 6
filtrace, Cifeni, odstfed’ovani ooosel 3
9 9 2 ?
kolonova chromatografie, SPE g -00038
‘é’ -0.0040
2 0.0000 b)
i)
g -0.0005 1
. " . _ . = 00010 1 a8
Capillary: uncoated fused-silica (50 pm 1.d. x 100 cm total lengthy | 7
Czlrlridgc and carousel femp: 25°C ooozol | 3 12
Polarity: negative to positive 00025 |
Run voltage:25 kV oo0s0] |
Run time; 30 min -0.0035 |
Detector; 220 nm -0.0040°
Sumplc injc‘.:li()l]: ﬁ pSi 'FSCC Figure 1 Incrganic anin:_nns and -:nrgsniq acids in (a) standard soluu_'-:nn Wilh_e-a-:h analyk at 1 mM, and (bj
. hol weater e xtract of fu:ujlsge fror!1 F p_umn.fr. Fbak_s are:. 1, chloride; 2., nitrai; 3, s!lersbe: 4, oxalake; 5,
Pu[‘gc C}C]C"‘I {3)' U I M HC] { | 205‘)‘ BGH (24{}5} Ezn;iinﬁﬁtzr?ﬁt;;inn::?i;? citrate; 9, succinate; 10, pyruvate; 11, aceie; 12, phosphae. CE

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 17
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

Parameter

Solvent Water

Leading ion Chloride

Concentration (mM) 10

Counter-ion B-Alanine

pH 2.9

Suppressor of electroos- Methylhydroxyethyleellulose
motic flow

Concentration (%, wfv) 0.1

Terminating ion Glutamate or capronate”
Concentration (mM) 5.0

Counter-ion Histidine

pH 5.0

I

LE

Gal

time (s)

Isotachophoretic separation
of organic acids and
Inorganic anions present in a
model mixture on the CC
chip. Zone assignments: LE,
leading anion (chloride); 1%,
migration position of
sulphate; 2, sulphite; 3,
phosphate; 4, malonate; 5,
tartrate; 6, citrate; 7, malate;
8, lactate; 9, gluconate; 10,
aspartate; 11, succinate; 12,
ascorbate; 13, acetate; 14,
sorbate; TE, terminating
anion (capronate). The
driving current was 10 pA.
The concentrations of the
analytes in the injected
model sample were 1242
mg/l. R, increasing
resistance.

VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE

Fakulta potravinafské a biochemické technologie
Ustav analyzy potravin a vyzivy
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

GC/FID,MS : stacionarni faze - tékavost, funkcni skupiny
(derivatizace: BF;/MeOH, HMDS, TMCS)
- polysiloxany, carbowax
- specialni: FFAP = polyethylenglykol-2-nitrotereftalat

Uprava vzorku:
podle typu matrice:
napoje a extrakty z nich - fedéni, filtrace, Cifeni, odstfed’ovani

VVVVVV

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 19
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

Column:

JEW P/N:
Carrier:
Onven:

Injector:
Detector:

DB-FFAP

30m x 0.25 mm LD, 0.25 pm

122-3232

Helium at 40 cmizec, measured at 100°C
100°C for 5 min

100-250°C at 10%/min

250°C for 12 min

Split 1:50, 250°C

FID, 300°C

Mitrogen makeup gas at 30 mLmin

¥ 8 310

12

-

B0 00 @ R R

Acstone

Formic acid

Acetic acid

Propionic acid

Isohutyric acid

Butyric acid

Isovaleric acid

Valeric acid {pentanoic acid)
Isocaproic acid

Caproic acid (hexanoic acid)

. Heptanoic acid

. Octanoic acid

. Decangic acid

. Dodecanoic acid

. Tetradecanoic acid
. Hexadecanoic acid

Octadecanoic acid

. Arachidic acid

(eicosanoic acid)

18

L

—
I_-'
™

32 min

N

¢!
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ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

Mastné kyseliny (PUFA) - forma — typ esteru — MID-FTIR (ATR)

Typické vinocty pasu C=0 ~ 1735 cm™ pro EE and 1742 cm™! pro TAG

024

0231

0221

«  Vzorek 1 (EE)
. Vzorek 2 (TAG)

0184

047+
016+
015+
0447
0435

0427

Absorbance

0411
0404
0091
008+
007+
006+
005+
004+
003+
0.02:

0017

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800

1800 1600 1400 1200 1000 800 600
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