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Optimalizacia podmienok rozdelenia antokyaninov
¢ervenych vin HPLC

MILAN DRDAK-—PAVOL DAUCIK —JOLANA KAROVICOVA—PETER SIMKO
ALICA RAJNIAKOVA

Sthrn. Praca sa zaobera vyberom vhodnych podmienok na rozdelenie antokyaninov
v Cervenych vinach za podmienok gradientovej elucie HPLC. Ur¢ilo sa optimalne pH
mobilnej fazy vo vztahu k detekcii vo viditelnej oblasti a separacnej cinnosti kol(')n_y,
skumala sa kyselinova zlozka v mobilnej faze (kyseliny mravéia, octova, fosforecna a chloris-
ta); vhodna je najma HClO,, nevhodna CH,COOH; dalej sa praca zamerala na v-)'/ber
vhodného gradientu a jeho reprodukovatelnost. Reprodukovatelnost gradientu je mimo-
riadne zavisla od sposobu a doby regeneracie kolony pred analyzou.

Optimalizacia podmienok chromatografického procesu je zakladnym pred-
pokladom pri analyze mnohozlozkovych zmesi. Z hladiska optimalizacie chro-
matografického rozdelenia antokyanovych farbiv a ich spravania sa na koléne
je potrebné optimalizovat pH mobilnej fazy, vybraf vhodnu kyselinovi zlozku
v mobilnej faze a nasledne postupne na zaklade experimentu upresnit vhodny
typ gradienta.

Pri vybere mobilnej fazy sa vychddza z poziadavky, aby sa pri vhodnej
selektivite a maximalnom rozsahu elucnej sily skladala z minimalneho poctu
zloziek. DdlezZitou poziadavkou je vytvorenie takého priebehu eluénej sily v za-
vislosti od Casu, aby sa zlozky rozlozili na celom chromatograme a aby piky boli
strmé, s prakticky konStantnou Sirkou (t.j. pri gaussovskom rozdeleni 40).
Sucasne sa vyZaduje spojita zmena eluénej sily bez nespojitych zmien v sekun-
darnych rozpustadlovych efektoch, ¢o je mimoriadne zavazné pri zmesiach, kde
mozno vyuZivat s pozadovanym efektom len gradientovi eluciu [4]. Rozpustad-
love efekty sposobuju zhorsenie separdcie v Case nespojitej zmeny eluénej sily na
kolone a moznost vymyvania frakcie nerozdelenych zloziek [1—3]. V predkla-
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danej praci sme sa zamerali na vyber vhodnych podmienok rozdelenia antokya-
ninov cervenych vin za podmienok gradientovej eltcie s cielom dosiahnuf
uvedené poziadavky HPLC.

Material a metody

Chemikalie: metanol pre UV spektroskopiu (Lachema, Brno), kyselina chlo-
ristda — 70 % (Xenon, Lodz), redestilovana voda, kyselina mravéia — 99,7 %
(Lachema, Brno), kyselina octova — 99 % (Lachema, Brno), kyselina trihydro-
génfosforecna — 85 % (Lachema, Brno).

Rozdelenie antokyaninov HPLC. Na rozdelenie antokyaninovych farbiv cer-
venych vin sme pouzili vysokoucinny kvapalinovy chromatograf typu VARIAN
8500 (USA), vybaveny spektrofotometrickym detektorom UV/VIS VARIS-
CAN 634 D, zapisovacom A-25 a vysokotlakovym nastrekovym systémom
stop flow.

Podmienky analyzy:

kolona: SEPHARON-SGX-C18 (0,32 x 15¢cm),

prietok mobilnej fazy: 30ml.h ',

pracovny tlak: 14 MPa,

vlnova dizka detektora: 520 nm.

Charakteristiky chromatografického rozdelenia. Separa¢na ucinnost vyjadruje
hodnota rozliSenia dvoch zlozZiek i, j — R, , ktora sa vypocita podla vztahu
a—1 k' A0S

ef »

R;;=0,25
' a k+1

kde a je selektivita systému, k" — kapacitny faktor, N, — pocet efektivnych
priehradiek kolony,

=12 k/=r

a 5
ki Iy

t. — eluény cas, 7, — mrtvy elucny cas kolony,

o s R |
. o, s Bl

n je pocet teoretickych priehradiek kolony, o, — smerodajna odchylka graus-
sovského rozdelenia,

N=16 [’—] :
W
w — Sirka piku,
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Matematicko-statistické charakteristiky.
Smerodajna odchylka

[S(x, — .\‘—)J] .
Jom | m—a——l ,
n—1

kde X je aritmeticky priemer, S — suma, n — pocet merani,
rozptyl

- 22
oo [S(,\,- X) :I .
nn—1)
Vysledky a diskusia

V sulade s tvodnym textom sme pristupili k postupnému vyberu optimalnych
podmienok rozdelenia antokyaninov cervenych vin pomocou gradientovej
HPLC.

Optimdlne pH. Pri chromatografickom rozdeleni antokyanovych farbiv dole-
zitu tlohu hra hodnota pH prostredia, ¢o je spojené s detekciou (vplyv pH na
Strukturu a farebnost antokyaninov) vo viditelnej oblasti spektra. Z aspektu
detekcie ide o dosiahnutie ¢im vic¢sej sumy plochy pikov pri danej koncentracii.
V zavislosti od pH sa meni i separac¢na uc¢innost, ktortt mozno vyjadrit hodno-
tou rozliSenia dvoch zloziek. V prvej etape sme preto skiimali vplyv pH na
rozdelenie farbiv pri pouziti roztokov kyseliny chloristej, ktora sa ukazala
vhodnou v predchadzajicich pracach [4—8]. Pracovali sme v oblasti hodnot
pH, ked prevlada v roztoku Cerveny flavyliovy kation antokyanovych farbiv, t. j.
vrozmedzi pH od 1,5 do 2,2. Pracovali sme s gradientom, pri¢om solvent A bola
HC1O, vo vode s prislusSnym pH a solvent B metanol. Volili sme gradient:
zaciatok 25 % B v A, vzrast 1 % B/min, koniec 75% B v A. V tab. 1 podavame
prehlad o pocte oddelenych pikov vo vine Alibernet a zodpovedajucich ploch.
Priklady chromatografickych zdznamov rozdelenia antokyaninov vo vine Ali-
bernet pri pH 1,5 a 1,9 st na obr. 1 a 2.

Zo ziskanych vysledkov sme zostrojili grafické zavislosti plochy pikov (P)
P =f(pH) a R,; = f(pH) a ramcovo ur¢ili optimédlne rozpdtie hodn6t pH pre
rozdelenie antokyaninov. Zavislosti st znazornené na obr. 3 pre R, s, R;g
a R, ;. Ukazalo sa, ze pre chromatografické rozdelenie antokyaninov z hladis-
ka detekcie a separacnej ucinnosti je najvhodnejsia oblast pH v rozmedzi od 1,5
do 1,8.
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Tabulka 1. Plocha pikov pri danom pH pre vzorku 1A
Table 1. Peak area at the given pH for the sample 1A

Cislo Plocha piku pri danom pH? (cm?)
piku' 1.5 1,6 1.8 1.9 2,1 22
1 1,69 1,50 1,39 1,16 1,09 0,90
2 0,17 0,14 0,13 0,06 0,03 —
3 1,79 1,56 1,25 1,19 1,02 1,04
4 2,23 2,20 2.21 2,74 — —
5 6,12 6,26 5,73 4,15 7,04 6,81
6 0,46 0,39 0,32 0,27 0,15 —
7 0,14 0,137 0,12 == s .
8 0,68 0,40 0,36 0,35 0,14 0,13
9 - - . - . _
10 2,39 2,06 1,99 1,65 1,41 1,45
11 0,09 0,07 0,06 — — —
12 0,12 0,10 0,07 0,08 — —
13 0,92 0,86 0,82 0,73 0,68 0,58
1 — Number of peak, 2 — Peak area at the given pH.
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Obr. 1. Chromatograficky zdznam rozdelenia antokyaninov vo vine Alibernet 1A pri pH 1,5,
nastrek 9 pl.
Fig. 1. Chromatogram of the selection of antocyanines in the wine Alibernet 1A at pH 1.5, injection
9ul.
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Obr. 2. Chromatograficky zdznam rozdelenia antokyaninov vo vine Alibernet 1A pri pH 1,9,
nastrek 9 ul.
Fig. 2. Chromatogram of the selection of antocyanines in the wine Alibernet 1A at pH 1.9. injection
9 pul.

Kyselinovad zloZka v mobilnej faze. Optimalne pH sa dosiahne pozitim vhodnej
kyselinovej zlozky v mobilnej faze, ktora moze mat okrem spominanych ucin-
kov vplyv na Zivotnost kolony, ako aj na vlastny pristroj (agresivita). V publi-
kovanych pracach sa doteraz na okyselenie pouzila 10 % kyselina mravdia,
10 % kyselina octova a kyselina chlorista [9—11].

Pri vybere kyselinovej zloZky v mobilnej faze sme odskusali 4 kyseliny, a to
mravéiu, octovu, fosforecnu a chloristu. Kyselina octova sa neosvedcila. Pri
pomerne vysokej koncentracii (15 %) sa dosahuje relativne vysoké pH (2,17),
ktoreé nie je pre detekciu antokyaninov vo viditelnej oblasti optimalne a taktiez
separa¢na ucinnost sa znizila.

Tabulky 2—4 uvadzaju prehlad o eluénych casoch (z,), kapacitnych fakto-
roch (k’), selektivite (@) a rozliSeni dvoch nasledujicich pikov pre roztoky
kyseliny mravcej, fosforecnej a chloristej vo vode. Roztoky predstavuju solvent
A a solvent B. Gradient bol voleny tak, aby zaciatok predstavoval 25% Bv A,
vzrastal 1% B/min a koniec 75% B v A. Koncentracia kyseliny mravcej
a fosfore¢nej bola limitovand odporucanim, ktoré berie do uvahy ich koroziv-
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nost proti ¢astiam pristroja z nehrdzavejucej ocele. Pouzitie kyseliny chlcristej
nie je limitované jej koncentraciou. Na obr. 4 a 5 su chromatografické zaznamy
vzorky vina Alibernet pri pouziti 10 % HCOOH a 0,05 mol.dm* H,PO,.
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Obr. 3. Zavislost plochy pikov a rozliSenia (R, ) pri réznych hodnotach pH mobilnej fazy.
Fig. 3. Dependence of peak area and resolution (R, ) at different pH values in a mobile phase.

Z udajov v tabulkach a z chromatografickych zaznamov rozdelenia antokya-
ninov HPLC sme usudili, Ze z hladiska separacnej u¢innosti su kyselina mravéia
a kyselina chloristd najvhodnejSimi kyselinami v mobilnej faze. Pre Gplnost
treba uviest, Ze pre detektor pre kyselinu mrav¢iu je limitujucou hodnota pH 3,
takze najvyhodnejSou sa zda uprava pH mobilnej fazy kyselinou chloristou.

Vyber vhodného gradientu. Vyber vhodného gradientu sme robili v dvoch
krokoch, a to vyberom pociatocného zlozenia mobilnej fazy a nastavenim
vhodného tvaru a strmosti gradientu. Tieto kroky sme robili empiricky, vhod-
nymi zmenami profilu gradientu, kym sme nedosiahli uspokojivy gradient
z hladiska detekcie a separac¢nej Gcinnosti.

Vhodné zlozenie mobilnej fazy na zaciatku gradientu sme vyhodnotili na
zaklade kapacitnych faktorov Stvrtého a piateho piku a ich selektivity v systéme.
Tieto dve zloZzky sa v danej sustave najhorsie separovali a preto hodnoty
selektivity tychto dvoch pikov najlepsie vyjadruji kvalitu chromatografického
procesu. Priklad vyberu zloZenia mobilnej fazy na zaciatku gradientu pri pouzi-
vani H;PO, je v tab. 5. Vysledky st porovnatelné s dokumentovanymi vysledka-
mi pri pouziti HCIO, (pH 1,8). Piky na chromatograme boli dostato¢ne rozdele-
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Tabulka 2. Vypocet rozliSenia pre dan¢ N = 6500. Solvent A — vodny roztok kyseliny
chloristej
Table 2. The calculation of resolution for the given N = 6500. Solvent A water solvent of
perchloric acid

Cislo 0,0316 mol.dm * HCIO, pH 1.5
piku' 1, (min) k’ a R,
1 16:32 5,08 1.19 11,08
2 19:10 6,05 1,13 7.90
3 21:15 6,82 1,12 7.46
4 23:25 7,62 1,06 4,08
5 24:40 8,07 1.24 14,15
6 29155 10:01 1.09 6,92
7 32:24 10,93 1,04 2,92
8 331237 1137 1,07 4.84
9 35:46 12,16 . 1,01 0,59
10 36:2 12,26 1,05 343
11 37:38 12,85 1,06 4,55
12 39:53 13,68 1,04 2,95
13 41:24 1424
0.0251 mol.dm~* HCIO, pH 1.6

1 16:23 4,62 1.16 9,54
2 18:35 5,37 1,10 6,29
3 20:9 5:91 1,12 7.28
4 22:9 6.59 1.05 3,48
5 23:9 6,94 1,33 14,67
6 28,18 9,26 1.09 6,02
7 36:35 10,11 1.04 2,96
8 3145 10,53 1,07 5.26
9 — 11,26 1,01 0

10 33:58 11,35 1,05 4,90
11 36:10 11,90 1,06 432
12 38:13 12,67 1,04 2,78
13 39:35 13,19

1 — Number of peak.

né, avSak nepriaznivo sa prejavila pomerne vysoka hodnota pH a velky rozdiel
koncentracii metanolu v rozpustadlach A a B. Tieto vysledky boli podkladom
pre zmenu pociato¢nych koncentracii mobilnej fazy a volbu jednotlivych typov
gradientov (tab. 6).

Vhodnost zvolenych typov gradientov sme posudili na zaklade kapacitnych
faktorov kj, ks, kg, ki, a tiez koeficientov selektivity a, s a @, |, (tab. 7). V pripade,
Ze selektivita je 1, rozliSenie dvoch pikov je nulové a preto zvoleny systém nie
je vhodny z hladiska rozliSenia a selektivity na rozdelenie dvoch odpovedajucich
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Tabulka 3. Vypocet rozlisenia pre dané N = 6500. Solvent A — 10 % roztok kyseliny mravéej
vo vode
Table 3. The calculation resolution for the given N = 6500. Solvent A — 10% solvent of the
formic acid in water

Cislo 10 % roztok HCOOH? pH 1,5

piku' t. (min) k’ a R, ;
1 8:10 2,01 1,27 12,15
2 937 2,54 1,27 13,20
3 14:23 3,23 1,32 16,16
4 14:56 4,29 1,05 2:97
5 20: 14 4,50 1,43 21,12
6 23:8 6,45 1,17 10,11
7 24:49 7,51 1,08 5,47
8 27417 8,13 1,11 7,29
9 28:7 9,04 1,03 2,39
10 29:00 9,35 1,03 2,46
11 314517 9,67 1,13 8,24
12 3218 10,89 1,08 5,29
13 34:34 11,72

1 — Number of peak, 2 — 10% solvent of HCOOH.

Tabulka 4. Vypocet rozlisenia pre dané N = 6500. Solvent A — 0,05mol.dm * roztok
kyseliny fosforeénej vo vode

Table 4. The calculation of resolution for the given N = 6500. Solvent A — 0.05moldm *
solvent of phosphoric acid

Cislo 0,05mol.dm~* H;PO, pH 1.8
piku' t, (min) k’ a R;;
1 14:05 4,24 1,23 12,84
2 16:57 5,24 1,13 7,87
3 18:47 591 1,50 9,19
- 21:12 6,80 1,06 3,80
5 22:15 7,19 1,28 15,86
6 27:42 9,19 L5111 7,36
7 30:29 10,22 1,04 3,17
8 31:28 10,68 1,07 4,78
9 33:44 11,42 1 0
10 33:44 11,42 1,08 5.87
11 36:23 12,39 1,07 5,25
12 38:55 13,32 1,04 2,65
13 40:14 13,81

1 — Number of peak.
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Obr. 4. Chromatograficky zaznam rozdelenia antokyaninov vo vine Alibernet 1A pre solvent
A =10% HCOOH vo vode, nastrek 9 pl.

Fig. 4. Chromatogram of the selection of anytocyanines in the wine Alibernet 1A for the solvent
A = 10% HCOOH in water, injection 9 pl.

Tabulka 5. Optimalizacia zloZzenia mobilnej fazy na zaciatku gradientu
Table 5. Optimalization of the mobile phase composition at the beginning of gradient

A:0,05mol.dm * H;PO, — H,0 pH 1,8 B: MetOH
% B Vzrast®
zag.' koniec® % B/min ki k a, s
30 75 1 6,34 6.64 1.04
40 15 1 373 2,73 1
- i3 2 4,55 4,55 |

1 — Beginning, 2 — End, 3 — Increase.
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Obr. 5. Chromatograficky zaznam rozdelenia antokyaninov vo vine Alibernet 1A pre solvent
A = 0,05moldm * H,PO, vo vode, nastrek 9 pl.

Fig. 5. Chromatogram of the selection of antocyanines in the wine Alibernet 1A for the solvent
A = 0.05moldm * H,PO, in water, injection 9 pl.

latok v zmesi. Z vysledkov vyplyva, Ze najvhodnejsi typ gradientu na rozdelenie
antokyaninov v ¢ervenych vinach je typ 4. Chromatograficky ziznam rozdele-
nia antokyaninov vo vine Alibernet 1 A je na obr. 6.

Reprodukovatelnost gradientu rozdelenia antokyaninov. Po vytypovani vhod-
n¢ho typu gradientu sme sa zamerali na rozdelenie antokyaninov vzhladom na
reprodukovatelnost gradientu. Rozdelenie antokyaninov sme opakovali sedem-
krat s tym, ze sme dodrziavali rovnaké podmienky pri regeneracii kolony.

_>
Obr. 6. Chromatograficky zaznam rozdelenia antokyaninov vo vine Alibernet po vybere vhodnych
podmienok gradientovej elucie, nastrek 9 pl.

Fig. 6. Chromatogram of the selection of antocyanines in the wine Alibernet when the appropriate
conditions of the gradient elution were chosen, injection 9 pl.
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Tabulka 6. Jednotlivé typy gradientov pouzité pri merani vzorky 1A
Table 6. Respective types of gradients used at the measurement of sample 1A

Roztok A:' 20 % CH;OH + 80 % H,O + HCIO,
Roztok B:* 80 % CH;OH + 20 % H,O + HCIO,

pH 1,8 1.8 1.8 1.6
Typ gradientu®

1 2 3 4
Gradient:*
zaé. % B’ 25 20 20 20
koniec % B® 85 70 70 75
Vzrast % B 1% 1% 1 %/20 min 1 %/20 min
za minGtu’ 2%/15min 2 %/15min

1%/ 5min

Cas analyzy* 60 min 50 min

1 — Solvent A, 2 — Solvent B, 3 — Gradient type, 4 — Gradient, 5 — Beginning % B, 6 — End
% B, 7 — Increase % B per minute, 8 — Analysis time.

A520

2:32

:45

12: 4%

16:26

15:8

Con

30

T [min]
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Tabulka 7. Hodnoty kapacitnych faktorov a selektivit pre piky 4, 5 a 9, 10 v zavislosti od
pouzitého gradientu
Table 7. The values of both capacity factors and selectivities for the peaks 4, 5 and 9, 10 in
dependence on used gradient

Roztok Typ ; 7 , y
HCIO4 s le gradicnluz k4 AS Qy s k‘) kl() 1o
1.8 1 2,85 3,15 1,10 8,55 8,55 1
1.8 2 4,69 5.20 1,11 9,36 9,36 1
1.8 3 3,77 4,17 1,10 10,53 10,53 1
1,6 4 5,77 6,34 1,10 11,08 11,26 1,01

I — HCI solution having pH, 2 — Gradient type.

Tabulka 8. Hodnoty priemernych kapacitnych faktorov, Standardnych odchylok a rozptylov
na overenie reprodukovatelnosti gradientu za vybranych podmienok rozdelenia antokyaninov
cervenych vin
Table 8. The values of both average capacity factors, standard deviations and scattering for the
verification of reproducibility gradient under the special conditions of the selection of red wine

antocyanines
Cislo piku' k’ s o
1 3,88 0,57 0,51
2 5,06 0,55 0,59
3 6,20 0,62 0,55
4 7,13 0,52 0,46
5 7,77 0,49 0,44
6 10,96 0,47 0,42
7 12,26 0,41 0,37
8 12,99 0,30 0,27
9 14,00 0.19 0,17
10 14,27 0,16 0,15
11 14,93 0,17 0,15
12 16,07 0,15 0,13
13 16,82 0,16 0,14

1 — Number of peak.

Vysledky hodnét priemernych hodnét kapacitnych faktorov, smerodajnych
odchyliek a rozptylu st v tab. 8. Zistili sme, Ze reprodukovatelnost gradientu je
mimoriadne zavisla od sposobu a doby regeneracie kolony pred analyzou. I pri
prisnom dodrZani sposobu a Casovej nadvéznosti analyz je znaény rozptyl
jednotlivych kapacitnych faktorov.
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OnTuMu3anus ycJOBHH paseeHHs AHTOIMAHHHOB KPACHBIX BHH BLICOK0I(deK THBHOM
AKHIKOCTHOH XpomaTtorpadueit (HPLC)

Pesrome

PaboTa 3anuMaeTcs 1o160poM NOAXOAAIMX YCIOBUIL 1715 pa3/iesieHns dHTOIMAHMHOB B Kpac-
HBIX BUHAX TIPK YCJIOBHUSX IpaaveHTHOro mouposanns HPLC. Onpenenniocs ontumansioe pH
MOGUIBbHOIE (ha3bl B OTHOLIEHMH K JCTCKLIMU B BUAMMOMN 00J1ACTH M CCNapAIMOHHOMN h(peKTHBHOC-
TH KOJIOHKH, MCC/IE0OBAJICS COCTAB KHCIOTHOM 4acTH B MOGUIBHOMN (hase (KUCTOTHI MypaBbHHAS,
ykcycHas, pocdopras u xnopnas). Toaxoasias ocobenno HCIO,, nenoaxonsmas CH;COOH.
Kpome Toro pabota HamepeHa Ha 110100p TMOAXOASMIIETO FPAIMEHTA W €r0 BOCTIPOU3IBOAUMOCTb.
Bocnpon3BoaMMocTs rpaaueHTa 0COOEHHO 3aBUCHMA OT Crioco0a U BpeMeHU pereHepalium KoJIoH-
KM TIepe]] aHATU30M.

Conditions optimalization of the antocyanines separation in red wines using the HPLC
Summary

This paper deals with the choise of suitable conditions for the separation of antocyanines in red
wines under the conditions of the HPLC gradient elution. The optimal pH of the mobile phase was
determined in dependence on both the detection in the visible area and separative efficiency of
column. The acidic component in a mobile phase has been investigated (formic acid, acetic acid,
phosphoric acid and perchloric acid); HCIO, seems to be especiall appropriate, CH,COOH is
unsuitable. This paper is also aimed to the selection of a suitable gradient and its reproducibility
which depends on the way and time of the column regeneration before analysis.
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