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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva analyzou energetickych potravinovych dopliku kapi-

larni elektroforézou. Prace je rozdélena do dvou casti.

Teoreticka ¢ast blize popisuje analytickou metodu, kapilarni elektroforézu, pouzitou
V experimentalni ¢asti a shrnuje jeji Vyuziti v potravinafstvi. V préci jSou popsany moznos-
ti analyzy aminokyselin, peptidi a proteinti, sacharidii, vitaminii a potravinovych barviv.
Dale jsou popsany nékteré latky obsazené v energickych potravinovych doplicich a jejich

moznosti analyzy.

Cilem experimentalni ¢asti bylo nalézt vhodné podminky stanoveni kofeinu, 1,3-
dimethylamylaminu a 2-dimethylaminoethanolu v ptedloZzenych potravinovych dopliicich
pomoci kapilarni elektrofozéry ve spojeni s DAD detekei. Dal§im cilem bylo nalézt vhod-
né podminky pro separaci optickych izomert 1,3- dimethylamylamin s vyuzitim vhodného
chiralniho selektoru pro nepiimou UV detekci a detekci pomoci tandemové hmotnostni

spektrometrie.

Klicova slova: Kkapilarni elektroforéza, kofein, 1,3-dimethylamylamin, 2-

dimethylaminoethanol, energetické potravinové dopliky.



ABSTRACT

The thesis deals with analysis of energy food supplements by capillary electrophore-

sis. The thesis is divided into two parts.

The teoretical part describes analytical method, capillary electrophoresis, which is
used in experimental selection and its use in the food industry. There are described possibi-
lities of analysis of amino acids, proteins, peptides, carbohydrates, vitamins and food dyes.
Further there are described some substances contained in energy food supplements and its

possibilities of analysis.

The aim of experimental part was to find suitable conditions of the determination of
caffeine, 1,3-dimethylamylamine and 2-dimethylaminoethanol by capillary elektrophoresis
coupled with DAD detection. The next aim was to find suitable conditions of the separati-
on of optical isomers of 1,3-diemethylamylamine using a suitable chiral selector for the
indirect UV detection and detection using tandem mass spektrometry.

Keywords: capillary electrophoresis, caffeine, 1,3-diemthylamylamine, 2-

dimethylaminoethanol, energy nutritional supplements.
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1 UVOD

Ptedlozené diplomova prace je rozdélena na dvé Casti, teoretickou a experimentalni.
V teoretické ¢asti je shrnut princip kapilarni elektroforézy (CE). Jedna se 0 instrumentalni
techniku, ktera se stale vice dostava do poptedi zajmu mezi ostatni analytické techniky,
kterou objevil §védsky chemik Arne Tiselius v roce 1930 béhem studia proteint. Kapilarni
elektroforéza je rychle se rozvijejici analytickd metoda se stale vétSim vyuzitim a to diky
kratkému analytickému ¢asu, ekonomickému vyuzivani ¢inidel a malému mnozstvi vzorku

potiebného k analyze.

Je vysvétlen pojem foodomika, jedna se o disciplinu studujici oblast potravin a vyzi-
vy z hlediska kvality, bezpe€nosti a autenti¢nosti potravin. Zabyva se stanovovanim pfi-
tomnosti kontaminanti a alergenti v potravinach a posuzuje vliv zpracovani, skladovani

a konzumace na lidské zdravi.

Z vyse uvedeného se analyza potravin zaméfuje na aminokyseliny, které jsou dulezi-
té pro ziskavani informaci o nutri¢nich hodnotach, procesech zpracovani, skladovani, kont-
roly kvality a pravosti potravin. Dilezitym atributem Cerstvosti a kvality potravin je analy-
za biogennich amint (1). Prace se dale zamétfuje na moznosti analyz peptidd, proteint,
sacharidli, vitamint a potravinafskych aditiv, potravinarskych barviv, pomoci kapildrni

elektroforézy.

Energetické potravinové doplitky obsahuji kofein a alespon jednu dalsi slozku napt.
taurin, inositol a glukuronolakton. Dalsi energeticky bohatym dopliikem stravy je guarana,
coz v prekladu v rozlicnych domorodych dialektech znamena popivand rostlina ¢i réva.
Prvni zminka o guarané jako napoji pochazi z roku 1669, kdy si misionat v Amazonii, po-
v§iml konzumace napoje u domorodych indiant, ktery mél mocopudné a lécebné tcinky,
pusobil proti horecce, boleni hlavy a kieci. Prvni chemicka studie guarany byla provedena
roku 1826. Kofein je ptirodni alkaloid vyskytujici se v listkach ¢ajovniku, kavovych zr-
nech, kolovych ofiskach, kakaovniku a guaran€. Poprvé byl izolovan Friedliebem Ferdi-

nandem Runge v roce 1820 (2).

V teoretické ¢asti je popsan 1,3-dimethylamylamin (1,3-DMAA), ktery se pfirozené
vyskytuje ve velmi nizkych koncentracich pravdépodobné v rostlinaich rodu Geranium

(Pelargonium graveolens). Americky ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv FDA (Food and



Drug Administration) zakazal pridavat 1,3-DMAA pro své negativni G¢inky do potravino-
vych doplnkii.

Cilem experimentalni ¢asti je nalézt vhodné podminky pro stanoveni kofeinu, 1,3-
DMAA a 2-DMAE a separaci smési 1,3-DMAA a 2-DMAE v predlozenych potravinovych
doplncich. Dalsim cilem je nalézt vhodné slozeni pracovniho elektrolytu a optimalizovat
podminky pro separaci izomerti 1,3-DMAA s vyuzitim vhodného chirdlniho selektoru,

pro nepitimou UV detekei a detekci pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kapilarni elektroforéza

2.1.1 Princip metody

Separace elektroforézou je zalozena na elektroforetické migraci iontti Ve stejnosmér-
ném elektrickém poli. Tato separacni metoda mize byt pouZita pro analyzu anorganickych
iontl, aminokyselin, sacharidii, peptidt, proteinti, nukleovych kyselin, nukleotidi, kate-
Cholaminti, drog, vitaminti a mnoha dal$ich latek. Nenabité ¢i hydrofobni analyty lze sepa-

rovat pomoci miceldrni elektrokinetické chromatografie.

Elektroforeticka pohyblivost je pro dany iont a prostiedi konstantou, jenz charakteri-
zuje dany iont. Na nabitou ¢astici psobi v elektrickém poli o intenzité E dvé sily, plsobici

vzajemné opacéné, pohybliva sila Fg a tieci sila Fg,

Separace probiha v kapilafe, nejcastéji kiemenné o vnitinim praméru 10 - 100 um
a délce 30-100 cm. Material, ze kterého je kapilara zhotovena, musi byt chemicky a elek-
tricky inertni, UV-Vis priihledny, pruZzny, robustny a relativné levny. Nej€astéji je pro
snadnou manipulaci a dobry odvod tepla, které se generuje prichodem proudu kapilarou,
kapilara pokryta polyamidem. Kapilara je naplnéna zékladnim elektrolytem, ktery vede

elektricky proud.

Separace analytl probihd vloZenim vysokého napéti (az 30 kV). Priichodem elektric-
kého proudu kapilarou se tvoii teplo, nazyvané Joulovo teplo. Joulovo teplo je ucinné od-

vadéno sténami kapilary, a proto muze byt pouzito vysoké napéti (3-5).

Je znamo Sest kapilarnich elektromigracnich technik, které maji stejnou instrumenta-

ci, ale rizny princip separace analytu (6).:

A) Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

B) Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

C) Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)
D) Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

E) Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

F) Kapilarni izotachoforéza (CITP)
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2.1.1.1 Instrumentace

Zatizeni pro kapilarni elektroforézu se sklada (obr. 1):
> ztiditelného zdroje stejnosmérného vysokého napéti,
> ze dvou nadobek obsahujici pracovni elektrolyt,

> ze dvou elektrod, nejéastéji platinovych, ponofenych do nadobek s pracovnim elektroly-

tem, pfipojenych ke zdroji vysokého napéti,

> ze separacni kapilary, kterd, je-li pouzivana s urcitymi druhy detektord, ma v misté

detekce opticky pruhledné okénko
o konce kapilary jsou umistény v nadobkach s pracovnim elektrolytem,
o kapilara je timto pracovnim elektrolytem naplnéna,
> Z vhodného davkovaciho systému,

> z termostatového systému schopného udrzovat konstantni teplotu uvniti kapilary (vy-

hodné z hlediska dobré opakovatelnosti separace),

>z detektoru schopného sledovat mnozstvi zkoumané latky prochézejici usekem kapilary

v daném Case,

> ze zapisovace a vhodného integratoru nebo pocitace (7).

_____ whioodnocen
! signalu
detektor
: davkovani wzorku
% (TacAtek prace)
“vzorek
elektrald (put) ——— elektrald (puf)
a0 kN

Obr. 1 Schéma aparatury pro kapilarni elektroforézu (4)
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2.1.1.2 Jevy vyuZivané v CE

CE vyuziva dvou transportnich jevi, elektroforetické migrace iontli, coz zpiisobuje
pohyb iontli v elektrickém poli k opacné nabité elektrod€, a elektroosmotického toku
(EOF) kapaliny kapilarou, v niz je elektrické pole vytvoreno vloZzenim napéti mezi elektro-

dy na koncich kapilary.

EOF je disledkem vlastnosti fazového rozhrani mezi kapalinou v kapiléie a vnitini
sténou kapilary. EOF ma za nasledek pohyb roztoku kapilarou k detektoru, kam unasi
i Castice elektroforeticky migrujici opacnym smérem a V piipadé nemodifikované vnitini
stény kapilary se pohybuje od anody ke katodé. EOF muze urychlit napi. vysoké pH, ale
tim muze dojit k eluci analytu pied separaci. EOF je siln¢ zavisli na pH, slozeni a koncent-
raci pracovniho elektrolytu, dielektrické konstanté pouzitého rozpoustédla a viskozité elek-

trolytu.

Podminky, které zpisobi zménu povrchu stény kapildry, Casto ovlivni i fyzikéalné-
chemické vlastnosti analytu. Usp&sné separace lze docilit optimalizovanim podminek EOF.

Ten mize byt ovlivnén upravenim koncentrace a iontovou silou pufru.

EOF se méfi pomoci tzv. EOF markeru. Jedné se o neutralni latky rozpustné v pro-
sttedi pracovniho elektrolytu, které migruji kapilarou stejnou rychlosti jako EOF. Marker
by nemé¢l reagovat s analytem ani s ostatnimi slozkami pracovniho elektrolytu. Mél by byt

snadno detekovatelny. Tyto podminky spliiuji napf. benzen, aceton nebo mocovina (3) (8).

2.1.1.3 Davkovani vzorku

Roztok je davkovan do konce kapilary vzdalengjsiho od detektoru. Davkuje se 10 —
100 nl a zoéna vzorku tvofi asi 1 — 2 % celkové délky kapilary. Vzorek lze davkovat nékoli-

ka zpisoby:
1. Hydrodynamické davkovani

Je nejbézngjsi zpisob davkovani. Konec kapilary je ponofen do nadobky s roztokem
vzorku, ktera je pneumaticky uzaviena vhodnym septem. Pfivodem stlaceného vzduchu
se piivede nad hladinu vzorku stlaceny vzduch o tlaku né€kolik set Pa po dobu n¢kolika

sekund.
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Jiny zptsob je, ze se vystupni nadobka pneumaticky uzavie a do této nadoby se pii-
vede vakuum. Vyhodou hydrodynamického davkovani je, ze ma vzorek davkovany

do kapilary stejné slozeni jako v nadobce.
2. Davkovani rozdilem hladin

Davkovani vzorku se dosdhne manualnim zvednutim nadobky s roztokem vzorku,
tak aby byla o definovanou vzdalenost vySe nez vystupni nadobka. Vzorek se nasaje

do kapilary vlivem ptetlaku, ktery se vytvoii nad hladinou vzorku.
3. Elektrokinetické davkovani

Konec kapilary je ponofen do nadobky s roztokem vzorku a elektrodou na kterou je
ptivedeno napéti nékolik jednotek kV po dobu nékolika sekund. Vlivem elektroosmozy se
nasaje do vstupniho konce kapilary malé mnozstvi vzorku. Toto ddvkovani je méné Casto

pouzivano.

Nevyhodou tohoto davkovani je, ze slozeni vzorku vstupujiciho do kapilary ma jiné
slozeni nez vzorek v nadobce. To je zpusobeno elektroforetickymi rychlostmi iontd,

pfi kterych jsou zvyhodnény kationty a znevyhodnény anionty (3) (4) (6).
2.1.1.4 Zdkladni elektrolyt

Zakladni elektrolyt se sklada z pufru, ktery hraje v CE dulezitou roli. Mél by mit
velmi nizkou absorpci pii vinovych délkach, pii kterych se provadi detekce analytu
ve vzorku. Vhodny pracovni elektrolyt pro kapilarni elektroforézu maji pfimétenou tlumi-
vou kapacitu ve vybrané oblasti pH a nizkou elektrickou vodivost, aby minimalizoval pro-
chazejici elektricky proud. Vodivé vlastnosti pufru umoziuji migraci iontl analytu. Zvyse-
ni koncentrace pracovniho elektrolytu pro dané pH, snizuje EOF a rychlost rozpusténé
latky. Elektroosmdza je fizena hlavné zbytkovym nabojem na sténé kapilary, ale elektro-

osmoticky tok je také kontrolovan uvazenym vybérem pufru.

Rychlost migrace analytu, separace, U¢innost kapilary 1 tvar piku jsou citlivé
na zménu charakteru pracovniho elektrolytu. Pufra¢ni kapacita musi mit dostate¢ny rozsah,

tak aby se pH a vodivost neménila po nadavkovani vzorku (6) (7) (9).
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2.1.1.5 Detektory v CE

1. UVIVIS spektrofotometricky detektor

CE ve spojeni s UV detekci je nejpouzivanéjsi zpsob analyzy velkého mnozstvi
zneuzivanych medikamentt v biologickém materidlu. Tento typ detektoru miize byt spojen
s DAD a ziskavat soubézna spektra. Avsak maly vnitini praimér kapilary omezuje citlivost
detekéniho systému a proto mez detekce (LOD) pro UV-Vis absorpci neni dost nizky
pro kvantifikaci téchto medikamenti v biologickém vzorku. Pro zvyseni citlivosti je nékdy

tieba provést on-line nebo off-line prekoncentrovani vzorku (10).
2. Fluorescencni detektor

Detektor vyuzivajici laserem indukovanou fluorescenci (LIF) je jeden
z nejcitlivgjsich pro fluoreskujici analyty. Nevyhodou je, Ze vétSinou vyZzaduje derivatizaci

vzorku (10).
3. Vodivostni detekce

Vodivostni detektor je zaméfeny na méfeni elektrické vodivosti zon separovanych la-

tek. Vyuziva se napt. k detekci sacharidi, aminokyselin a anorganickych iontu.

4. Elektrochemicka detekce

Elektrochemicka detekce je citliva, selektivni a jednoducha. Elektrody jsou zhotove-

ny z uhlikatych vlaken, zlata, médi nebo platiny a jsou selektivni pro rizné analyty (11).
5. Hmotnostni spektrometr

Metoda poskytuje vynikajici detekéni citlivost a strukturni informace o analytech.
Nevyhodou je vysokd cena a omezena komercni dostupnost CE-MS pfistroji. CE-MS
se stala doplnujici metodou pro HPLC-MS. lonizace elektrosprejem (ESI) je nejpouziva-
néjsi propojeni mezi CE a MS, protoZe usnadni pfenos analytl z kapalné faze CE do plyn-
né faze MS. Aby se zabranilo kontaminaci iontového zdroje a pferuSeni tvorby spreje be-
hem analyzy, pouZivaji se pii pfipravé nosného elektrolytu pouze tékavé soli typu mra-
vencanu nebo octanu amonného. V kombinaci CE-MS je dobré pracovat z hlediska pH
v alkalické oblasti za podminek stabilizované rychlosti EOF (6) (9) (10).
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KVADRUPOL

Jedna se o jeden z hlavnich analyzatori hmotnosti spektrometrie, ktery je sestaven
ze Ctyt stejnych kovovych ty€i kruhového prifezu a délky 20 -30 cm, jak je ukédzano
na obr. 2. Na dv¢ protilehlé ty¢e je vkladano kladné stejnosmérné napéti, na zbylé dvé za-
porné stejnosmerné napéeti. Na vSechny tycCe je superponovano vysokofrekvenéni stiidavé
napéti. lon pfivedeny do stfedu osy kvadrupdlu zacne oscilovat. Pro dany pomér U/V jsou
oscilace stabilni jen pro ion s ur¢itou hodnotou m/z, ktery projde kvadrupdlem k detektoru.
Ostatni ionty jsou zachyceny na ty¢ich kvadrupdlu. Zménou hodnot stejnosmérného napéti
U a amplitudy V, jejich pomér zlstava konstantni, jsou pfivedeny na detektor postupné
vSechny ionty. Tento hmotnostni analyzator je hojné pouzivany pro rutinni spojeni se sepa-

ra¢nimi metodami, diky jednoduché obsluZznosti a nizké potizovaci cené.

Trojity kvadrupdl (QQQ) je typicky pro kvantitativni analyzu. Tfi kvadrupoly jsou
spojené za sebou, kdy stfedni slouzi jako kolizni cela se zavedenym koliznim plynem, kte-
ry zpusobuje kolizni excitaci vybranych ionti prvnim kvadrupolovym analyzatorem a je-
jich naslednou fragmentaci. Vzniklé fragmenty jsou nasledné analyzovany pomoci posled-

niho, tfetiho kvadrupolu (12) (13).

U+Vcos(wt) .,

—[U+Vcos(wt)]

Obr. 2 Hmotnostni analyzator — kvadrupél (14)
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2.1.1.6 Kvalitativni informace

Kvalitativni informace odpovida migra¢nimu ¢asu, a ten je dan elektroforetickou

pohyblivosti analyzované latky.

2.1.1.7 Kvantitativni informace

Plocha piku udavéd mnozstvi a koncentraci analyzované latky. Kolisani rychlosti
EOF, ktera je ¢asto pozorovana v CE, ovliviiuje opakovatelnost ploch piku analyzovanych
latek. Pro lepsi opakovatelnost se misto plochy piku vyhodnocuje korigovana plocha piku,

coz je plocha piku délena migraénim ¢asem analytu (6) (15).

2.2 Foodomika

Foodomika je definovana jako disciplina studujici oblast potravin a vyzivy. Vyuziva
modernich technologii k ziskani informaci souvisejici s bioaktivitou, kvalitou, bezpecnosti
a autenticitou potravin. Stanovuje pfitomnost kontaminanti a alergent v potravinach. Po-
suzuje ucinky bio/technologickych postupl vyuzivanych pfi vyrobé potravin, jejich zmény
Vv pritbéhu ¢asu. Dale zkouma vliv konzumace potravy na lidské zdravi. Cilem foodomiky
je vyroba vysoce kvalitnich a bezpeénych potravin pro zlepSeni lidského zdravi a pohodu

(16-18).

| v ptfipad¢ foodomiky se CE jevi jako vhodna analytickda metoda, umoziuje vse-
stranné vyuziti vzhledem k riznym modim CE. Poskytuje rychlou a efektivni separaci
zanizké spotfeby reagencii a vzorku. Nevyhodou je mensi citlivost, kterou Ize vylepsit

spojenim CE — MS (19).

2.3 Vyuziti kapilarni elektroforézy v potravinarstvi

Analyza potravin je stale aktudlni téma, jeZ vyZaduje objeveni novych analytickych
metod pro detekci stale vice sofistikovangjSich panSovacich procesti. Proto ma své uplat-
néni kapilarni elektroforéza, kterd patfi mezi univerzalni a robustni metody poskytujici
rychlou, efektivni a automatizovanou separaci s malou spotiebou rozpoustédla a ¢inidla.
Univerzalnost CE je uk4zéna nejen na rozmanitosti vzorkd, které lze analyzovat (napoje,

ovoce, zelenina, maso, ceredlie atd.), ale také pii monitorovani zmén potravin v Case,
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od vyroby, pies transport, skladovani az po spotiebu (oxidace, racemizace aminokyselin,

chemické zmény béhem tepelné upravy, mikrobialni kontaminace atd.) (1).

Své uplatnéni ma i CE ve spojeni s MS detekci pro analyzu geneticky modifikova-

nych plodin a kontrolovani bezpecnosti, kvality a autenti¢nosti potravin.

2.3.1 Analyza aminokyselina a heterocyklickych amint

Analyza aminokyselin je dulezita pro ziskavani informaci o nutri¢nich hodnotach,
procesech zpracovani, skladovani a z divodu monitorovani kontroly kvality a pravosti po-
travin. Ve vétsing piipada predchazi analyze aminokyselin derivatizace vhodnym derivati-

zacnim ¢inidlem. Pouziti MS detektoru umoziuje derivatiza¢ni krok vynechat (1).

Dulezitym atributem Cerstvosti a kvality potravin je analyza biogennich amint. Jedna
se o nizkomolekularni dusikaté latky, vznikajici enzymatickou dekarboxylaci aminokyse-
lin. Nadmérny piijem téchto dusikatych sloucenin vyvolava u jedincii bolesti hlavy, prijem

a zvraceni.

Baskan uvadi jako metodu pro stanoveni biogennich aminokyselin histaminu, putres-
cinu (butan -1,4 - diamin) a kadaverinu (pentan -1,5 - diamin) micelarni elektrokinetickou
kapilarni chromatografii ve spojeni s laserem indukovanou fluorescenéni detekci (MEKC-
LIF). Vzorek ryby i standardy byly derivatizovany. 1 ml roztoku obsahujici standardy bio-
gennich amind, jejich derivaty a Na,CO3 o dané koncentraci byl upraven roztokem NaOH
na pH 9. Smés byla ponechéana 4 hodiny ve tmé pfi teploté 40°C, pted pouzitim byla smés
1000x ziedéna destilovanou vodou. K 100 pl vzorku bylo pfidano 200 pl 19 mM roztoku
smési derivatu Sesti biogennich amind a 300 ul 0,3 M Na,COs;. Smés byla ponechdna

4 hodiny ve tmé pfi teplote 40°C.

Separace probihala v kiemenné kapilafe o priméru 50 um s celkovou délkou 63 cm
a efektivni délkou 47 cm, na niz bylo vlozeno napéti 25 kV. Kapilara byla termostatovana
na teplotu 25°C. Davkovani bylo provedeno tlakem 50 mbar po dobu 6 s. Excitace byla

provedena Ar laserem pii 488 nm (20).

Heterocyklické aminy jsou dalSi dilezita skupina sloucenin, jez vznikaji
z aminokyselin, kreatinu a cukru béhem vafeni napiiklad ryb a masa. Nad 150°C koncent-

race heterocyklickych aminti rapidné vzrista. De Andres kombinoval superkritickou fluid-
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ni extrakci (SFE) pro extrakci heterocyklickych amint z vafeného masa s kapilarni elektro-

forézou s fluorimetrickou detekci (CE-FLD).

SFE je ucinna a spolehliva technika, nese fadu vyhod kvili moznosti extrakce
a koncentrovani nestabilnich slou¢enin a minimalizuje ztratu téchto sloucenin. Pro stano-
veni nepolarnich heterocyklickych aminii ze vzorku masa bylo s pouzitim SFE-CE-FLD
dosazeno vysoké citlivosti, dobré opakovatelnosti extrakce i odezvy detektoru. Pro analyzu
extrahovanych aminu, které byly rozpustény v roztoku ACN/ voda (1:1, v/v), byla pouzita
pokryta kfemenna kapilara s efektivni délkou 41 cm, na kterou bylo vkladano napéti 20 kV
a temperovana na teplotu 25°C. Pouzité¢ bylo hydrodynamické davkovani o 50 mbar
po dobu 5 s. Jako zdroj zareni byla pouzita Xe-Hg vybojka, emisni zafeni bylo sbirano
v rozsahu od 495 nm do vyssich vinovych délek (21) (22).

zpétna
regulace

P1

—| CE-FLD

V2,

zasobnik CO, Liqud Trap

2
modifikator

- _| extrakéni nadoba |_ A
| vvhfivana nadoba | regulator tlaku

Obr. 3 Schéma SFE pro extrakci heterocyklickych amina (21)
V1 a V2 ventily vybéru tlaku, V3 a V4 ventily davkovani tlaku, P1 a P2 vysokotlaké pumpy

2.3.2 Analyza peptidii a proteini

Analyza proteint a peptidd je jedna z hlavnich aplikaci CE v potravinafstvi. Proteiny
se pti analyze CE adsorbuji na vnitini sténu kapildry, coz mé za nasledek snizeni u€innosti
separace a nizs§i opakovatelnost migracnich €asii. PouzZitim pokryté kifemenné kapilary a
optimalizaci slozeni pracovniho elektrolytu je mozné zlepsit separaci.

Pelaez - Lorenzo ve své praci popisuje analyzu B-laktoglobulinu z détské potravy ob-

sahujici nékolik mlé¢nych produkti nasledovné: Nejprve byl odstranén tuk piidavkem fos-

18



fatového pufru. B-laktoglobulinu byl extrahovan ptidavkem roztoku obsahujici 25 mM
mercaptoethanol, 25 mM guanidin hydrochlorid a 5 % 2,5 mM boratovy pufr o pH 7,3

a 0,15 M roztok NaCl. Po protfepani a centrifugaci byl supernatant filtrovan a analy-
zovan CE-LIF (1) (23).

2.3.3 Analyza sacharidi

Sacharidy fadime do skupiny heterogennich sloucenin, jez zahrnuji monosacharidy,
oligosacharidy a polysacharidy. Sacharidy mohou byt soucasti biomolekul, naptiklad gly-

koproteint.

Pti analyze sacharidii CE je nejcast¢jSim problémem, rezim detekce. Molekuly sa-
charidl obsahuji nedostatek chromofort, proto je nezbytnd jejich ptfedkolonové derivatiza-

ce, pro dosazeni nizkého limitu detekce.

Analyza nederivatizovanych sacharidli (arabinéza, ribdza, xyldza, inositol, glukdza,
fruktéza, galaktdza) byla provedena s pouzitim CE-ESI-MS metody, kde jako pracovni
elektrolyt byl pouzit velmi alkalicky pufr a pracovalo se v negativnim moédu MS detekce.
Nebo je mozné pouzit neptimou UV-VIS detekci s pouzitim separacniho pufru o pH vét-
§im neZ 12, kdy jsou sacharidy plné ionizovany, pfi vinové délce 254 nm. Problém s nedo-
statkem chromofort je ¢asto feSen derivatizaci vhodnym derivatizacnim ¢inidlem (napt. 1-

naftyl-3-methyl-5-pyrazolon) (24) (25).

Separace sacharidii CZE je mozné s pouzitim silné alkalického pracovniho elektroly-
tu (80 mM NaOH, 0.5 mM CTAB, 30 % MeOH), kdy se separuji podle elektroforetické
mobility a jsou detekovany jako negativni piky (22).

2.3.4 Analyza vitamini

Vitaminy jsou organické latky nezbytné pro normalni rast a funkei ¢lovéka. Nekteré
si t€lo neumi samo syntetizovat, musi byt proto pfijimany v potravé. Nedostatek zptusobuje
vazné nemoci.

Riboflavin (vitamin B2) se bézn¢ vyskytuje v n¢kterych potravinach a napojich, ale

na svétle snadno podléha degradaci. Ze vzorku potraviny lze urcit napiiklad pomoci CZE
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ve spojeni s LIF detektorem (laserem indukovanou fluorescenci) nebo CE
s fluorimetrickou detekci s pfedchazejici on-line superkritickou fluidni extrakci. Dulezité

je provést piecisténi vzorku superkritickym CO2 (24).

Vitaminy skupiny B a vitamin C z farmaceutického ptipravku byly separovany
a kvantifikovany pomoci MEKC s UV detekci za nésledujicich podminek: Vzorek i pufr
byly filtrovany pres 0,22 pum filtr. Separacni kapilara byla kondicionovana 10 min 1 M
NaOH pied prvnim pouzitim a poté pied kazdou analyzou 3 min 0,1 M NaOH a 5 min
pufrem. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky 50 mbar po dobu 3,7 s. Na kapilaru, ktera
byla termostatovana na 35 °C, bylo vkladano pozitivni napéti 20 kV. Pro analyzu byl pou-
zit 20 mM borato-fosfatovy purf s pfidavkem 50 mM SDS o pH 9. Detektor méfil pii vl-
nové délce 265 nm (26).

2.3.5 Analyza polyfenolu

Nejvice studované polyfenoly jsou flavonoidy, slouceniny, které jsou obsazené
vV mnozstvi potravin a napoji. Flavonoidy jsou diky svym antioxidaénim, protialergickym
lenin€ a dalSich rostlinadch zavisi na stupni zralosti, odridé, zpracovani a skladovani téchto
potravin. Polyfenoly byly analyzovany pomoci CE-ESI-MS metodou za pouziti acetatu

amonného jako pracovniho elektrolytu a MS detekce v negativnim médu (25).

2.3.6 Analyza potravinovych aditiv

Potravinova aditiva jsou substance pfidavané do jidla k uchovani nebo zlepSeni chuti,
viné a vzhledu. Nékteré aditiva jsou pro konzervaci potravin pouzivana stovky let (ocet,
sl a dalsi). S nastupem zpracovani v 2. poloving 50. let 20. stoleti se zacali pouzivat umela

aditiva jako barviva, sladidla a konzervanty (1).

Potravinova barviva jsou piirodni nebo syntetické slouCeniny. Syntetickd barviva,
povolend jako potravinova barviva, zahrnuji substance, které fadime mezi chinony, trife-
nylmethan, azoslou¢eniny a indigoidy. Napftiklad z alkoholickych napoji je mizeme ex-

trahovat absorpci na vinu po okyseleni ndpoje napiiklad ledovou kyselinou octovou. Ex-
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trakce pevnou fazi se pouziva pro ziskani syntetickych barviv z napojt a pro jejich prekon-

centraci (27).

Nejbéznéji pouzivana barviva jsou naptiklad tartrazin, indigo, erythrosin, karmin ne-
bo amarant. Synteticka barviva byla stanovena v nealkoholickych napojich a sladkostech
pomoci MEKC, jak je popsano v ¢lanku, za nasledujicich podminek: Separace probihala
V nepokryté kiemenné kapilare s efektivni délkou 57 cm a vnitinim primérem 75 pm,
na kterou bylo vkladano napéti 25 kV. Separace probihala v roztoku tvofeném 18 % aceto-
nitrilem (ACN) a 82% 0,05 M deoxycholatem sodnym v borato-fosfatovém pufru o pH
7,8. Detek¢ni vinova délka byla nastavena na 214 nm (28).

Obdobn¢ probihala separace 11 syntetickych barviv pouzivanych v soucasnosti
Vv Brazilii pomoci MEKC. Byl studovan vliv elektrolytu obsahujici 7,5 mM tetraboritan
sodny o pH 10.1, 10 mM Brij 35 a 15 % acetonitril (v/v). Vzorek byl davkovan hydrody-
namicky 50 mbar po dobu 2 s a monitorovan simultdnné pii vinovych délkach 418, 484,

518 a 590 nm. Separace analytli probihala za konstantniho napéti +26 kV (29).
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24 ENERGETICKE POTRAVINOVE DOPLNKY

Jednim z komer¢né snadno dostupnych energetickych potravin jsou energetické na-
poje, definované jako napoje obsahujici kofein a alesponi jednu dal$i slozku, a to taurin
(maximalni mozna koncentrace 4000 mg/l), inositol (limit 200 mg/l) a glukuronolakton
(limit 2400 mg/1) (30).

Prodej energickych napoji roste v pribéhu nékolika poslednich let. Populérni je pre-
devsim u teenagerii ve véku mezi 18 az 34 let a to diky schopnosti zvysit pozornost, vytr-
valost, kondici a udrzet energii béhem zvySené fyzické zatéze. Tento efekt zpisobuji ko-
fein, guarana, taurin, cukr, uméla sladidla a jina potravinova aditiva obsazena v energetic-
kych napojich (31). Bé€zné se v energetickych napojich také vyskytuji vitaminy rozpustné
ve vodé B2, B3, B6 a C.

Kofein muze byt ptidan k nealkoholickym napojim V nejvys$sim mnozstvi 250 mg/I.

Do energetickych napoji mtze byt piidan v nejvyssim piipustném mnozstvi 320 mg/1 (32).

2.4.1 SloZeni energetickych napoju

2411 KOFEIN

3

N \(O
/
C I
/N CH;,
CHj o

Obr. 4 Strukturni vzorec kofeinu

Systematicky nazev je 1,3,7 — trimethylxanthin, derivat purinu, ktery je zékladni sta-
vebni jednotkou Zivoc¢isné a rostlinné buiiky. Piedpokladéd se, Ze akumulace purinovych

alkaloidi slouzi jako ochrana mladych listi, kvétt a ploda pied skidci.

Jedna se o bilou krystalickou latku hotké chuti. Methylxanthiny jsou velmi stabilni
latky. Alkylxanthiny jsou slabé baze a pro jejich separaci v CE se pouziva smés nékolika

pufrtii zasaditého pH, nejcastéji fostat a borat (33).
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Kofein je ptfirodni alkaloid vyskytujici se v listkach ¢ajovniku, kdvovych zrnech, ko-

lovych ofiskéach, kakaovniku a guaran¢.
Obsah kofeinu:

- v kakaovych bobech a semenech kéavovniku pravého je 0,02 — 0,05 %,
- Vkolovych ofiscich je 1,5 —2,5 %,
-V listech ¢ajovniku ¢inského je 2% v susing,

- v guaranovych ofiscich je 2,5 - 7,5 %.

Kofein se fadi mezi latky ur¢ené k aromatizaci potravin. V malych dennich davkach,
< 3 mg/kg, ptsobi jako stimulant centralni nervové soustavy a mocopudné. Je zjisténo, ze
ma fatalni nasledky po konzumaci davky 150 — 200 mg/kg té€lesné hmotnosti (32) (34)
(35).

Podle ¢lanku (36) byla separace kofeinu v napoji provedena pomoci MECC ve spo-
jeni s UV/Vis detekci podle nasledujicich experimentalnich podminek: Kapilara byla kon-
diciovana 2 min 0,1 M roztokem NaOH, 1 min deionizovanou vodou a nakonec 2 min
pufrem. Kapilara byla termostatovana na 25 °C. Vzorek byl davkovan tlakem 138 mbar.
Analyzovanym vzorkem byly napoj z yerba mate, kavy, ¢aje, kakaa pfipravené rozpusté-
nim ¢i luhovanim v 100 ml 75 °C po dobu 5 min. Nasledné byly vzorky podle potieby fil-

trovany a fedény.

Na nepokrytou kiemennou kapilaru o celkové délce 45 cm, a efektivni délce 40 cm
bylo vlozZeno napéti 15 kV. Pracovni elektrolyt o pH 8,5 byl tvofen 50 mM dodecylsiranem
sodnym (SDS) a 90 mM boratem sodnym. Detekéni vinova délka byla 200 nm. Limit de-
tekce byl méné nez 1 mg/l a mez kvantifikace byl 2,5 mg/l v pracovnim rozsahu 2,5 — 300
mg/l (36).

2.4.1.2 GUARANA

Rostlina guarany je Siroce rozSifena v oblasti Amazonie a severovychodni Brazilii.
Semena jsou pouzivana v medicing, obsahuji velké mnozstvi methylxanthind, jako kofein,
teofylin, teobromin a polyfenoly piedevsim tiisloviny (taniny). Kazdy gram guarany ob-
sahuje 40 — 80 mg kofeinu. Az 70 % produkce guarany je pouzivana jako ptisada do neal-

koholickych a energetickych napojt.
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Extrakt z guarany se pouziva jako stimulant CNS, proti fyzickému a psychickému
stresu, proti prijmu a jako mo€opudny prostiedek. Déle tento extrakt vykazuje nizkou to-

xicitu, pisobi jako antioxidant a proti ztraté paméti.

Polyfenoly mohou byt analyzovany kapilarni elektroforézou, ale analytické procesy
jsou slozité, doba analyzy je dlouha a zavisi na pouziti nékterych polyfenolech a standar-
dech, které jsou drahé (37).

2.4.1.3 TAURIN
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Obr. 6 Strukturni vzorec taurinu

2-aminoethansulfonova kyselina byla poprvé izolovana némcem Fridrichem Tiede-
manem z by¢i zluce (taurus — z lat. byk). Je vyznamnou slozkou Zlu¢i. Taurin je u savci

jednim z kone¢nych produkti metabolismu aminokyseliny cysteinu.

Ve vysoké koncentraci je pfitomen v fasach, v télech pavoukt a ¢lenovct a ve stopo-

vém mnozstvi je pfitomen v bakterialni a rostlinné tisi. Je jednou z nejhojné;Sich nizkomo-
lekularnich organickych slozek vtéla savcd (70 kg hmotnosti clovéka obsahuje
az 70 g taurinu) (38) (39).
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Taurin je organicka slaba kyselina s disociacni konstantou pK, = 4,96. Jedna se
0 amfoterni slouceninu snadno rozpustnou ve vodé. Je stabilni i béhem vareni, jeji teplota
varu je vetsi nez 300°C. Zustava stabilni v kyselém 1 bazickém prostfedi. Neobsahuje
chromofor, takze je nutné ho pro UV a fluorescen¢ni detekci derivatizovat. Pro CE analyzu
je vhodné pouze predkolonové derivatizacni Cinidlo, fluorescein, pouzity v pfitomnosti

boratového pufru (40).

Analyza taurinu ve spojeni CE-LIF byla provedena nésledovné: Pro separaci byla
pouzita kolona s efektivni délkou 40 c¢cm a vnitinim pramérem 75 pum, ve 20 mmol/l
NazPO, pufru o pH 11,8. Vkladano bylo napéti 22 kV (190 pA). Nadavkovano bylo 18 nl
vzorku. Po kazdém méfeni byla kapilara promyta 1 min 0,5 mol/l NaOH a ekvilibrovana

pufrem 1 min (41).

Taurin ma fyziologicky ucinek, podili se na ochran¢ jater a zlu¢niku a snizuje krevni
tlak. Studie ukazaly, ze vhodné mnozstvi taurinu, mize chranit jatra pfed volnymi radikaly,
kdezto nadbytek mtize mit vliv $kodlivy. Clovék ma omezenou schopnost syntetizovat si
taurin, proto je nutné jej zvelké casti dodat zpotravy. Zmeéna hladiny taurinu
ve fyziologickych tekutinach a tkanich uzce souvisi s mnozstvim chorob jako Alzheimro-
vou chorobou, kardiovaslukarnim onemocnénim a epilepsii. V téle se nachazi ve vysoké

koncentraci po narozeni a s vékem rychle klesa (38).

2414 13-DIMETHYLAMYLAMIN
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Obr. 7 Strukturni vzorec 1,3-DMAA
1,3-dimethylamylamin (1,3-DMAA) se v ptirodé vyskytuje pravdépodobné v rostli-
nach rodu Geranium (Pelargonium graveolens) a jejich olejich. V roce 1940 byl patento-

van farmaceutickou spole¢nosti jako nosni kapky pod znackou Forthane, které mohou byt

pouzivany jako rekreacni stimulanty.
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Ptirozeny obsah 1,3-DMAA byl potvrzen nékolika publikovanymi pracemi (42-44),
ale také nékolik dalSich praci toto tvrzeni vyvraci (45-49). Prace, které uvadéji piirozeny
vyskyt 1,3-DMAA vV rostlinnych materidlech a jeho extraktech uvadéji velmi nizky obsah
1,3-DMAA jak v samotném rostlinném materidlu tak jeho extraktu. Stanoveny celkovy
obsah 1,3-DMAA v extraktu Pelargonium Graveolens se pohybuje v rozmezi 14-365 ng/g.
Siroké rozpéti obsahu 1,3-DMAA je dano geografickou lokaci a podminkami, za kterych je

rostlina péstovana.

Celkovy obsah 1,3-DMAA v rostlinnych extraktech je velice maly. Aby mohlo byt
1,3-DMAA pouzito v potravnim dopliiku jako u¢inna slozka, jejimz uc¢inkem ma byt sni-
zovani vahy a podpora rustu svalové hmoty, je nutné pouzit pomérn¢ velké mnozstvi eX-
traktu. Farmakologicky U¢inek 1,3-DMAA je pozorovatelny pii uziti 4 mg 1,3-DMAA,
pficemz vazné zdravotni problémy nastavaji pti uziti 100 — 200 mg 1,3-DMAA jednorézo-
vé (50).

1,3-DMMA je opticky aktivni slou¢enina, kterd ma dvé chiralni centra a existuji tedy
4 jednotlivé optické izomery. Je piedpoklad, Ze pokud je obsah 1,3-DMMA pftirodniho
ptvodu, mél by byt pomér jednotlivych optickych izomert rizny od poméru 1:1:1:1.
Technickou syntézou 1,3-DMMA vznikaji jednotlivé izomery pravé v poméru 1:1:1:1.
Separaci jednotlivych izomert je mozné stanovit pomér jednotlivych izomera v realnych
vzorcich (oleje, potravinové doplitky apod.) a zjistit tak, jestli je pivod 1,3-DMAA v po-
travinovych doplicich pfirozeny, anebo je 1,3-DMAA uméle ptidavan do potravinovych
doplnkt jako synteticky. Pridavek syntetického 1,3-DMAA do potravinového doplitku je

mnohonésobné ekonomicky vyhodné&jsi nez piidavek extraktu rostlinného ptivodu.

2415 2-DIMETHYLAMINOETHANOL

H

C
HO._"™N~ 3
\

CH
3

Obr. 8 Strukturni vzorec 2-DMAE

2-dimethylaminoethanol (2-DMAE) je svétle zluta kapalina molekulovou hmotnosti

89 g/ mol a hustotou 886 mg/ ml. Ve vysokych koncentracich se nachazi v ancovickach
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a sardinkach. Pfedpoklada se, ze 2-DMAE methyluje v mozku za vzniku cholinu. Nékolik
testll dokazuje, ze ma pozitivni vliv pii 1écbé vypadki paméti, piiznaki Alzheimerovy cho-
roby a mlize mit piiznivy vliv pfi utlumeni rusivého chovani spojeného s poruchou pozor-

nosti a hyperaktivitou. 2-DMAE pisobi jako antioxidant (51).

CHIRALNI SEPARACE

Molekuly, které nejsou identické se svym zrcadlovym obrazem a existuji ve dvou
enantiomernich formach, se oznacuji jako chirdlni. Enantiomery maji v achiralnim pro-
stiedi shodné fyzikaln¢ — chemické vlastnosti. Lisi se ve vlastnostech biologickych, toxiko-
logickych a farmaceutickych. Chirdlni molekula je molekula s nejméné jednim asymetic-
kym centrem, lokalizovaném na uhliku, na kterém jsou navdzany Ctyfi rizné substituenty.

Molekula nemé rovinu symetrie.

Pro uspésnou separaci enantiomerti je nutné vytvofit v separatnim prostiedi vhodné
chirdlni, stereoselektivni prostiedi. Separacni metody vyuzivaji pro separaci chiralnich
selektord. V CE je chiralni selektor piidavan do elektrolytu. Vyhodou oproti HPLC je napf.

niz8i spotieba chiralniho selektoru, rychlost separace a vysokd i¢innost.
V CE rozliSujeme:

e piimou chiralni separaci

e nepiimou chiralni separaci

Prima chirdlni separace je zaloZena na tvorbé¢ diastereomerti, které vznikaji pfi sepa-
raci enantiomeru interagujicimi s chiralnim selektorem, ktery je soucasti pracovniho elekt-
rolytu. S chirdlnim selektorem musi interagovat oba enantiomery. Separace probiha
Vv chirdlnim prostfedi. Enantiomery jsou separovany na zéklad¢é riznych konstant stability
vzniklych pfechodnych diastereoisomernich komplexi s chiralnim selektorem. Jako chi-
ralni selektor se pouziva napi. crown ethery, antibiotika, proteiny, polysacharidy, chirdlni

tenzidy atd.

Neptimé chirdlni separaci predchazi derivatizace chirdlnim ¢inidlem, které musi byt

¢istym enantiomerem (52) (53).
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2.4.1.6 INOSITOL

OH OH
OH

HO
HO

Obr. 9 Strukturni vzorec myo-inositolu

Inositol je trivialni nazev pro cyklohexan s navazanymi $esti hydroxyskupinami (téz
nazyvané cyklohexitoly). Existuje osm stereoizomert (D-(+)-chiro-, L-(-)-chiro-, myo-,
scyllo-, neo-, allo-, epi-, muko-, cis-), lisici se stupném fosforylace. VSechny tyto slouceni-
ny jsou si chemicky podobné, z fyziologického hlediska je velmi vyznamny pocet a poloha
navazanych fosfatovych skupin. Nejhojné&ji se vyskytuje myo-inositol, diive znamy jako
vitamin Bg, ktery se jako volny vyskytuje v hroznovém ving, mléce, luSténinach a v nizké
koncentraci je pfitomen v mase. Mechanismus G¢inku myo-inositolu v lidském téle nebyl
jesté zcela objasnén. Miize byt metabolizovan na fosfatidylinositol, ktery tvoti malou, ale
vyznamnou soucast buné¢nych membran. D-chiro-inositol je dalsi, pfirozené se vyskytuji-
ci izomer, nejhojnéji se vyskytuje v citrusovych plodech, soji, medu a v nékteré zelening.

Podili se na kontrole hladiny cukru v Krvi.

Jelikoz CE-UV vykazuje pro sumultanni stanoveni myo-inositol a D-chiro-
inositolem nizkou citlivost, byla pro stanoveni téchto dvou latek v ¢erné ryzi pouzita CE
s elektrochemikou detekci (CE-ED), za nasledujicich podminek: pro analyzu byla pouzita
pokrytd kiemenna kapilara o celkové délce 65 cm a vnitfnim priméru 25 pm. Vzorek byl
davkovan elektrokineticky 14 kV po dobu 6 s. Byl pouZit tii elektrodovy systém, médéna
deskova elektroda jako pracovni elektroda, platina jako pomocné elektroda a nasycena
kalomelova, jako referentni elektroda. Pracovni elektroda byla umisténa na konci separac-
ni kapilary a detekce probihala v nadobce obsahujici zékladni elektrodu instrumentace CE.
Pted pouzitim, byl povrch pracovni elektrody lestén brusnym papirem a sonikovan

V deionizované vodé.

Piesné 1 g ryze byl extrahovan 20 ml smési etanol-voda (80:20, v/v) po dobu 30 min
Vv ultrazvukové 1azni. Roztok byl filtrovan pies filtracni papir a poté pies 0,22 um filtr. 80

ul filtratu bylo zfedéno na objem 1 ml 50 mmol boratem. Takto pfipraveny roztok byl dav-
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kovan pfimo do CE-ED systému. Potencial pracovni elektrody byl udrzovéan pti 0,65 V,

pozadi proudu nebylo tolik vysoké a pomér signal/Sum byl nejvyssi (53).

Ve vazané formé se vyskytuje bézné ve formé fosfolipidli. V nékterych potravinach

se nachazi jako hexafosfat, znamy jako kyselina fytova (54-56).

Fostolipidy jsou nejcastéji separované pomoci MEKC. Jako aditivum se do pracov-
niho elektrolytu pii MEKC pouzivaji metanol, etanol nebo propan-1-ol. Ptidavek alkoholt

zvysuje rozpustnost hydrofobnich sloucenin ve vodné fazi a snizuje jejich reten¢ni Cas

(57).

2.4.1.7 GLUKURONOLAKTON

Glukuronolaktony vznikaji dehydrataci glukuronové kyseliny. Bylo zjisténo,
ze D-glukurono-6,3-lakton se podili na rychlejsi tvorbé a pomalej$im odbouravani svalo-
vého glykogenu. Vyuziva se jako vyziva pro sportovce. Glukuronolakton vznika v nasem
téle v jatrech pro potieby detoxikace. Poméaha snizovat unavu, podporuje pamét’ a schop-

nost koncentrace (54).

Evropsky ufad pro bezpe¢nost potravin (EFSA) stanovil mnozstvi, pfi kterém se ne-

objevuji negativni G¢inky na ¢lovéka a to na 1g/kg télesné hmotnosti (58).

2.4.1.8 VITAMINY

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické latky, které clovek pfijima predevsim po-
travou. Sam cCloveék dokaZe syntetizovat napf. niacin z tryptofanu. Vitaminy jsou pro ¢lo-
veéka nezbytné pro latkovou preménu a regulaci metabolismu, maji pfedevSim funkci jako
katalyzatory biochemickych reakci. Nékteré latky nejsou fyziologicky G¢inné, ale mohou
slouzit jako prekurzory vitamnimu, tzv. provitaminy, z nich si organismus sdm dokaze

vitaminy syntetizovat (54).

V. V. Khasanov a Yu. G. Slizhov pro stanoveni kofeinu a vitaminu C v energetickém

napoji pracovali za nésledujicich podminek pro MEKC:

Vzorek byl odplynén tiepanim a pomoci ultrazvuku, nasledné centrifugovan (10 000

otacek/ min). Pfed analyzou byl vzorek smichan s pufrem v poméru od 1:1 az 1:9. Vzorek
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byl davkovan hydrodynamicky, pro separaci byla pouzita polyamidova dutd kapilara
S vnitinim primérem 75 pum a efektivni délkou 48 cm. Kapilara byla termostatovana, UV
detektor méfil pii vinové délce 254 nm. Pracovni pufr obsahoval 10 mM tetraborat sodny a

40 mM dodecyl sulfat sodny (SDS) pii pH 9. Vkladalo se napéti +20 kV (59).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristrojové vybaveni

Neni — li uvedeno jinak, byly vSechny experimenty provadény s pomoci kapildrni
elektroforézy Agilent 7100 ve spojeni s DAD detektorem (detektor diodového pole).
Pro separaci optickych izomert 1,3-DMAA byl také pouzito spojeni kapilarni elektroforé-
zy s tandemovou hmotnostni spektrometii (CE-MS/MS). Byla pouzita nepokryta kiemenna
kapiléra o celkové délce 33 cm a efektivni délce 24,5 cm s vnitinim primérem 50 um (Po-
lymicro Technologies, USA). Kazeta s kapilarou byla termostatovana na teplotu 25 °C. pH
elektrolyti bylo upraveno na pH metru InoLAB WTW.

Zaznamy analyz byly vyhodnoceny pomoci softwaru Agilent 3D ChemStation.
3.2 Chemikalie

Pro analyzu byly pouzity standardy kofeinu, 1,3-DMAA (racemicka smés), 2-
DMAE. Byly pouzity vzorky: potravinové dopliiky Neurocore a Hyroxystim.

Dale byla pouzita kyselina fosfore¢na (85 %), kyselina borita, imidazol, hydroxid
sodny, tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), kyselina octovd, dodecyl siran sodny
(SDS), 25 % roztok amoniaku ve vod¢, methanol, sulfatovany -a- cyklodextrin a sulfato-

vany -B- cyklodextrin. Neni-li uvedeno jinak byly vSechny pouzité latky Cistoty p.a.
3.3 Podminky méfeni

3.3.1 Stanoveni LOD

Na zacatku kazdého dne byla kapilara promyta 10 minut 1 M NaOH, 10 minut deio-
nizovanou vodou a nasledné 10 minut pracovnim elektrolytem. Mezi jednotlivymi analy-
zami byla kapilara vzdy promyta 3 minuty pracovnim elektrolytem. VVzorek byl davkovan

tlakem 100 mbar po dobu 10 s, rampa napéti 30 s.
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Kofein:

Aplikované separa¢ni napéti bylo +15 kV

Detekéni vinova délka byla 200 nm

Pracovni elektrolyt: 50 mM borat sodny pH 9,5 s 100 mM piidavkem SDS
1,3-DMAA a 2-DMAE :

Aplikované separacni napéti bylo +20 kV

Detek¢ni vinova délka byla 214 nm

Pracovni elektrolyt: 10 mM imidazol acetat pH 4,5 s pfidavkem 10 % metanolu (V/v)

3.3.2 Chiralni separace optickych izomeri 1,3-DMAA

Pro separaci optickych izomert 1,3-DMAA byla vyuzita kapildrni elektroforéza s
nepiimou UV-Vis detekci (CE-UV) a kapilarni elektroforéza s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (CE-MS/MS), ktera umoziiuje dosahnout velmi vysoké citlivosti. Je mozné

identifikovat i stopova mnozstvi jednotlivych enantiomert 1,3-DMAA.

3.3.21 CE-UV

Pro separace byla pouZita nepokryta kfemenna kapilara o vnitfnim priméru 50 um,
celkové délky 48,5 cm a efektivni délky 40 cm. Detekéni vinova délka byla nastavena
na 214 nm. Davkovani vzorkl bylo uskute¢néno hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu
5 s. Pted prvni analyzou byla kapilara promyta 20 min 1 M NaOH ve vod¢, pak 20 minut
deionizovanou vodou a 20 minut separa¢nim elektrolytem. Mezi jednotlivymi analyzami

byla kapilara promyta vzdy 5 min separaénim pufrem. Separace probihala pii U =+ 15 kV.

Separacni elektrolyt se skladal z 5 mM fosfat/TRIS pH 2.5 s ptidavkem 10 mM ben-
zyltrimethylammonium chloridu pro zajiSténi nepfimé UV detekce. Do takto pfipraveného
separacniho elektrolytu byla pfidana smé&s chiralnich selektort 0,375 % (w/v) sulfatované-

ho a-cyklodextrinu a 0,05 % (w/v) sulfatovaného B-cyklodextrinu.

3.3.2.2 CE-MS/MS

Vsechny analyzy byly provadény na kapilarni elektroforéze Agilent 7100 spojenou
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem Agilent 6460 (trojity kvadrupol, QqQ) s ioni-
zaci elektrosprejem. Pomocné sprejovaci kapalina byla pfivadéna s vyuzitim isokratické
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pumpy kapalinového chromatografu Agilent 1260. Pro separaci byla pouzita kapilara po-
kryta linearnim polyakrylamidem o vnitinim priméru 50 pm, celkové délce 90 cm. Dav-
kovani vzorkl bylo uskutecnéno hydrodynamicky tlakem 100 mbar po dobu 5 s. Pied prv-
ni analyzou byla kapildra promyta 20 min deionizovanou vodou a 20 minut separacnim
pufrem. Mezi jednotlivymi analyza byla kapilara promyta vzdy 5 min separa¢nim pufrem.

Separace probihala pfi napéti U =+ 25 kV.

Separacni elektrolyt se skladal z 50 mM acetatu amonného pH 3.5 s ptidavkem 0.2
% (w/v) sulfatované¢ho-B-CD.

Slozeni pomocné sprejovaci kapaliny: methanol:voda:mravenci kyselina (50:49,5:0,5,

v/v/v). Pritok pomocné kapaliny byl nastaven na 4 pl/min.

Podminky ESI-MS/MS: sprejovaci napéti Ugs; = +3,5 kV, teplota suSiciho plynu
100 °C, priatok dusiku (sprejovaciho plynu) byl nastaven na 10 I/min pfi tlaku 10 psi.

3.4 Priprava standardu a vzorki

3.4.1 Stanoveni LOD kofeinu

e Standardni roztok kofeinu byl pfipraven rozpusSténim 1 mg standardu kofeinu
v 1 ml metanolu a sonifikovan 3 minuty v ultrazvukové lazni. Niz§i koncentrace
byly ptipraveny fedénim deionizovanou vodou na potiebnou koncentraci

e Vzorky Neurocore a Hyroxystim byly pfipraveny rozpusténim 500 mg navazky v 9
ml deionizované vodé a 1 ml methanolu a nasledné byly extrahovany v ultrazvuku
po dobu 10 minut. Vzorky byly po extrakei filtrovany mikrofilmem (pramér pord
22 um) fedény 200x (Neurocore) a 1000x (Hydroxystim) neionizovanou vodou
a analyzovan CE/UV-Vis.

3.4.2 Stanoveni LOD 1,3 -DMAA a 2-DMAE

e Standardni roztok 1,3-DMAA byl pfipraven rozpusSténim 1 mg standardu 1,3-
DMAA v 1 ml vody. Niz§i koncentrace byly pfipraveny fedénim na pozadovanou
koncentraci deionizovanou vodou.

e Standardni roztok 2 -DMAE byl pfipraven smichdnim 56,5 ul standardu 2-DMAE

$4943,5 ul deionizované vody a nasledné 10 x zfedén neionizovanou vodou (vy-
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sledna koncentrace 1mg/ml). Niz§i koncentrace byly pfipraveny fedénim jiz 10x
zfedéného standardu deionizovanou vodou.

Vzorky Neurocore a Hyroxystim byly pfipraveny rozpusténim 500 mg navazky
v 10 ml deionizované vod¢ a nasledné byly extrahovany v ultrazvuku po dobu 10
minut. Vzorky byly po extrakei filtrovany mikrofilmem (pramér port 22 pm) fedén
2x (Neurocore) a 10x (Hydroxystim) neionizovanou vodou a analyzovan

CE/UV-Vis.

Chiralni separace 1,3-DMAA

Standardni roztoky 1,3-DMMA byly pfipraveny rozpusténi 1 mg standardu 1,3-
DMMA v 1 ml deionizované vody. Niz§i koncentrace byly dale ptipravovany fedé-
nim deionizovanou vodou na potiebnou koncentra¢ni troven.

50 mg vzorku (Neurocore nebo Hydroxystim) bylo navazeno a rozpusténo v 10 ml
deionizované vody a extrahovano ultrazvukem po dobu 15 minut. Vzorek po ex-
trakci byl filtrovan mikrofiltrem (primér port 22 um) a v piipadé CE-UV analyzy
pfimo davkovan do kapilary. V ptipadé CE-MS/MS analyzy byl vzorek 100 x fe-

dén.
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4 VYSLEKDY A DISKUZE

4.1 Stanoveni kofeinu

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byly pouzity koncentrace kofeinu 0,001; 0,002;
0,004; 0,008 a 0,01 mg/ml. Standard i vzorky byly méteny pii vinové délce 200 nm. Byl
pouzit pufr 50 mM borat sodny pH 9,5 s pfidavkem 100 mM SDS. Z rovnice kalibra¢ni
kiivky standardu kofeinu y = 9455,6x + 0,909 byla vypocitana mez detekce a koncentrace
kofeinu v ptedlozenych potravnich vzorcich Neruocoru a Hydroxystimu. VVzorek Neuroco-
ru byl pted analyzou ziedén 200 X, vzorek Hydroxystimu byl ziedén 1000 x, elektrofero-

gramy jsou na obr. 11 a 12.

I DADT A, 5ig-200.2 Ref-off ZUZKAENO00036, 0
mAl

75

Kofein

Obr. 10 Elektroferogram standardu kofeinu 50 mM borat sodny pH 9,5 + 100 mM SDS, U = +15 kV,
injekce 100 mbar/10s, A =20 0 nm.

T DADT A, 5197200, Refeoff ZUZICAIENDO0072.0)

Kofein

Obr. 11 Elektroferogram analyzy kofeinu v ptipravku Neurocore (200x zfedény) 50 mM borat sodny
pH 9,5 + 100 mM SDS, U = +15 kV, injekce 100 mbar/10s, A = 200 nm.
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Kofein
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Obr. 12 Elektroferogram analyzy kofeinu v pfipravku Hydroxystim (1000x ziedény) 50 mM borat sodny
pH 9,5 + 100 mM SDS, U = +15 kV, injekce 100 mbar/10s, A = 200 hm.

Vsechny standardy a vzorky byly analyzovany 3x. V tabulce jsou uvedené praimérné

hodnoty.

Tab. 1: Primérné hodnoty ploch, migra¢niho ¢asu a EOF pro kalibra¢ni fadu a vzorky.

¢ (mg/ml) A tmig (MiN) | teor (Min)
0,001 11,667 | 2,773 1,852
0,002 19,367 | 2,782 1,863
0,004 38,233 | 2,783 1,864
0,008 74 2,779 1,871
0,01 97,667 | 2,804 1,895
vzorek Neurocore 67,3 2,811 1,868
vzorek Hydroxystim | 64,2 2,772 1,872

Tab. 2: Standard kofeinu

Kalibrac¢ni kiivka | y = 9455,6x + 0,909

R? 0,9975

LOD 0,08 pg/ml

Obsah kofeinu v potravnim doplitku Neurocore vyrobce deklaruje na 110 mg/ 4 g

(1 davka). Vypocitana koncentrace kofeinu je 112 mg/ 1 davku.
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Obsah kofeinu v potravnim doplinku Hydroxystim deklaruje vyrobce na 100 mg/ 1
kapsle. Vypocitana koncentrace kofeinu je 67 mg/ 500mg. Kapsle obsahuje 87 mg kofeinu.

4.2 Stanoveni 1,3-DMAA a 2-DMAE

Pro sestrojeni kalibrac¢ni kiivky byly pouzity koncentrace standardu 1,3-DMAA a 2-
DMAE 0,005; 0,01; 0,02; 0,05 a 0,1 mg/ml. Standardy byly méfeny pti vinové délce 214
nm. Separa¢ni purf byl 10 mM imidazol acetat pH 4,5 s 10 % metanolu (v/v). Z rovnice
kalibra¢ni kiivky standardu 2-DMAE y = 2366x + 0,218 a 1,3-DMAA y = 1615,3x +
0,2047 byla vypocitana mez detekce.

T DADTB, Sig=214,2 Ref-off(FORMIATY ORIO00DE0.5)
mAl

0 /
o

2-DMAE
1,3- DMAA

-

Obr. 13 Elektroferogram analyzy standardu 1,3-DMAA a 2-DMAE pfi ¢ = 0,1 mg/ml 10 mM imidazol
acetat pH 4,5 + 10% MeOH (v/v), U = +20 kV, injekce 100 mbar/10s, A = 214 nm.

Tab. 3: Primérné hodnoty ploch, migra¢niho ¢asu a EOF pro standardy 2-DMAE a 1,3-
DMAA

c (mg/ml) | Al tmig1 (Min) | A2 tmig 2 (MIN) | teor (Min)

0,005 11,275 | 1,97325 7,625 | 2,32725 6,291

0,01 22,65 1,9685 16,275 | 2,291 6,14575
0,02 45,94 1,9862 31,38 | 2,3224 6,5888
0,05 122,025 | 2,08425 84,175 | 2,52075 9,51975
0,1 234,76 | 1,9698 160,4 | 2,425 9,4692
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Tab. 4: Standard 2-DMAE

Kalibrac¢ni kiivka | y = 2366x + 0,218

R? 0,9994

LOD 0,65 pg/ml

Tab. 5: Standard 1,3-DMAA

Kalibraé¢ni kiivka | y = 1615,3x + 0,2047

R 0,9991

LOD 1,42 pg/ml

4.3 Chiralni separace optickych izomera 1,3-DMAA

431 CE-UV

1,3-DMAA ve své¢ struktufe neobsahuje zadné funkcni skupiny, které by absorbovali
UV zéteni. Z toho dliivodu byla vyuZita nepiimd UV detekce, kdy je do pracovniho elektro-
lytu pfidana latka, kterd absorbuje UV zafeni. V okamziku, kdy prochazi detektorem latka
neabsorbujici UV zafeni, projevi se jeji pfitomnost v detektoru negativni odezvou (nega-
tivni pik). Optimalizaci podminek bylo nalezeno nasledujici sloZeni pracovniho elektroly-
tu: 5 mM fosfat/TRIS pH 2.5 s pfidavkem 10 mM benzyltrimethylammonium chloridu pro
achiralni separaci. Stejny elektrolyt, ale s ptfidavkem 0,375 % (w/v) sulfatového a-
cyklodextrinu a 0,05 % sulfatované¢ho B-cyklodextrinu, byl pak vyuzit pro separaci jednot-
livych optickych izomerti. Smés obou chirdlnich selektorli umoziiuje separaci vSech 4 op-

tickych izomerti 1,3-DMAA a zaroveil umoziuje jejich individualni kvantifikaci.

Separacni elektrolyt bez pridavki chirdlnich selektori umoziuje stanovit celkovy
obsah vSech izomerti 1,3-DMAA, elektrolyt s ptfidavkem chiralnich selektor umoziiuje
separaci a kvantifikaci kazdého enantiomeru zvlast. Separaci standardl optickych izomera

1,3-DMAA za optimalnich podminek s pomoci CE-UV je na obr. 14.
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Intenzita

- P :
migracni ¢as (min)

Obr. 14 Separace enantiomert standardu 1,3-DMAA (c = 0,1 mg/ml). 5 mM fosfat Tris ph 2,5 + 5 mM

benzyltrimethylammonium chlorid + 0,375 % (w/v) sulfatovaného a-cyklodextrinu a 0,05% (w/v) sulfatova-

ného B-cyklodextrinu, U = +15 kV, injekce 50 mbar/5s, A =214 nm.

Metoda separace optickych izomert 1,3-DMAA byla ¢aste¢né validovana podle ICH

guidelines (60). Valida¢ni data jsou obsazena v tabulce 6.
Tab 6: Validace stanoveni optickych izomeru 1,3-DMAA s pomoci CE-UV

A) Pro achiralni separaci

Kalibra¢ni kiivka Y =920,55x + 0,83
Linearita 2-250 pg/ml
R 0,999
1,88 pg/ml (=16,4
LoD ug/ml (
nmol/l)
3,74 pg/ml (=54,6
L00 pg/ml (
nmol/l)
Vytéznost 87 %
Opakovatelnost migracnich ¢ast
0,2 %
(RSD)
Opakovatelnost plochy (RSD) 1,35 %
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B) Pro separaci jednotlivych optickych izomert

Kalibra¢ni kfivky (1) Y = 342x + 2,6 (I = 0,9931)
(2) Y = 321x + 4,7 (r* = 0,9925)
(3) Y = 332x + 8,2 (r* = 0,9942)
(4) Y = 367x + 5,8 (r* = 0,9908)

Linearita 5-500 pg/ml

LOD (1) 7,8 pg/ml
(2) 8,3 pg/ml
(3) 8,2 pg/ml
(4) 7,9 pg/ml

LOQ (1) 26,0 pg/ml
(2) 27,7 pg/ml
(3) 27,4 pg/ml
(4) 26,3 pg/ml

Vytéznost (1) 86,2 %
(2) 88,1 %
(3) 88,5 %
(4) 84,9 %

Opakovatelnost migra¢nich ¢asi (RSD) (1) 0,43 %
(2) 0,38 %
(3) 0,32 %
(4) 0,41 %

Opakovatelnost plochy (RSD) (1) 1,02 %
(2) 2,13 %
(3) 1,58 %
(4) 1,33 %

Vyvinuta metoda separace 1,3-DMAA s vyuZzitim CE-UV byla aplikovana k separaci
optickych izomert 1,3-DMAA v dodanych vzorcich potravnich.

DAD1 B, Sig=214,20 Ref=off (ADAM\DMAAQD01055.0)
AU

2

@
|

Intenzita

5]
L

migracni ¢as (min)
Obr. 15 Elektroforegram separace enantiomeru 1,3-DMAA Vv pfipravku Hydroxystim. 5 mM fosfat Tris

ph 2,5 + 5 mM benzyltrimethylammonium chlorid + 0,375 % (w/v) sulfatovaného a-cyklodextrinu a 0,05%
(w/v) sulfatovaného B-cyklodextrinu, U = +15 kV, injekce 50 mbar/5s, A = 214 nm.
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Z vysledki uvedenych analyz (obr. 14 a 15) plyne, Ze neni rozdil mezi pomérem jed-
notlivych optickych izomerti ve standardu 1,3-DMAA a v potravinovém doplitkku Hydro-
xystim. Navic celkovy obsah 1,3-DMAA vV jednotlivych potravinovych doplicich je rela-
tivn¢ vysoky, takze Ize usuzovat, ze pivod 1,3-DMAA Vv obou potravinovych doplicich je
spiSe synteticky. Identifikace jednotlivych optickych izomerii byla provedena metodou

standardniho ptidavku.

Analyzou piipravku Neurocore nebyla piitomnost 1,3-DMAA Vv koncentraci vyssi nez

1,88 ug/ml zjisténa.

43.2 CE-MS/MS

v

CE-MS/MS je citlivéjsi a spolehlivéjsi metoda pro separaci a zaroven exaktni identi-
fikaci jednotlivych separovanych analyti. CE-MS/MS metoda byla vyvinuta s cilem do-
sdhnout lepsi citlivosti detekce pro 1,3-DMAA, v budoucnu i pro analyzu rostlinnych ex-
traktl. Tandemova hmotnostni spektrometrie zaroven umoziuje presnou identifikaci jed-

notlivych izomera 1,3-DMAA oproti pfedchozi metodé CE-UV.

S ohledem na nemoznost vyuziti stejného pracovniho elektrolytu jako v pfedchozim
ptipadé CE-UV analyz, bylo slozeni pracovniho elektrolytu optimalizovano pro CE-
MS/MS zvlast. Nejvyssi odezvu pro jednotlivé enantiomery 1,3-DMAA poskytoval elekt-
rolyt o sloZzeni 50 mM acetat amonny pH 3,5 s pfidavkem 0,2 % (w/v) sulfatované¢ho f-
cyklodextrinu. Rekonstruovany elektroferogram separace enantiomert 1,3-DMAA je uve-
den na obr. 16. MS spektrum je pak uvedeno na obr. 17.
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500 4 1234
400 -

!
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200 +

Intenzita
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0 1 1 1 1 13 L) F
25 26.5 28 29.5 31 325 34 355

migraéni ¢as (min}

Obr. 16: Rekonstruovany elektroferogram separace enantiomeri 1,3-DMAA. 50 mM acetat amonny pH
3.5 + 0,2 % (w/v) sulfatovaného B-cyklodextrinu, U = +25 kV, davkovani 100 mbar/5s, koncentrace 1,3-
DMAA 500 ug/L ve vodé. SIM [M+H]+ m/z = 116,2 + 0,5, UESI = +3,5 kV, 10 L/min, 10 psi, T = 100 °C,
SL — 50:49.5:0.5 MeOH:H20:HCOOH, 4 pL/min.
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Obr. 17: MS (klizni energie 5 eV) a MS/MS spektrum (kolizni energie 15 eV) standardu 1,3-DMAA.

Vyvinuta metoda CE-MS/MS separace byla déale ¢aste¢né validovana podle ICH

guidelines (60). Pro kvantifikaci enantiomerd 1,3-DMAA byl vyuzit ptechod 116,2 ->

57,1, a pro identifikaci byl vyuzit ptechod 116,2 -> 98,9.

Validacni parametry pro achirdlni a chiralni separaci jsou uvedeny v nasledujici ta-

bulce:

Tab 7: Validace stanoveni optickych izomert 1,3-DMAA s pomoci CE-MS/MS

A) Pro achiralni separaci

Kalibracni kiivka Y =4,9351x + 151,34
Linearita 3-2000 pg/ml

R 0,9999

LOD 1 pg/ml (= 8,7 nmol/l)
LOQ 3,3 ug/ml (= 29 nmol/l)
Vytéznost 94,7 %

Opakovatelnost migracnich casii (RSD) | 1,56 %

Opakovatelnost plochy (RSD) 2,12 %
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B) Pro chiralni separaci

Kalibra¢ni k¥ivky (5) Y = 260082x + 516,91 (r* = 0,9956)
(6) Y = 183583x + 440,5 (r* = 0,9956)

(7) Y = 162876x + 470,12 (r* = 0,9958)
(8) Y = 228521x + 450,68 (r* = 0,9919)

Linearita 5-1000 pg/l

LOD (5) 4,9 pg/1
(6) 5,3 pg/l
(7) 5,4 ng/l
(8) 5,2 ug/l

LOQ (5) 16,3 ng/l
(6) 17,6 pg/l
(7) 18,0 pg/l
(8) 17,3 ng/l

Vytéznost (5) 93,7 %
(6) 92,3 %
(7) 92,1 %
(8) 92,9 %

Opakovatelnost migracnich ¢asti (RSD) (5) 2,16 %
(6) 2,13 %
(7) 2,11 %
(8) 2,00 %

Opakovatelnost plochy (RSD) (5) 1,51 %
(6) 5,24 %
(7) 3,49 %
(8) 1,54 %

Za stejnych podminek byly analyzovany i dodané vzorky potravinovych doplnkt
Neurocore, Hydroxystim.

800 1

900 - 700
300 - €0
700 1 Hydroxystim
300 1 1234
« 400 {Neurocore
=
P E 300 -
N —
g S a0
c
- 100 A
0 L3 T T T 1 0 1 1] T 1 H ] 1
5 2.5 23 295 3 335 % %5 B B5 31 R5 M 3.5
migraén &as (min) migraéni Eas (min)

Obr. 18: Rekonstruovany elektroferogram separace enantiomert 1,3-DMAA v piipravku Hydroxystim a
Neurocore. 50 mM acetat amonny pH 3.5 + 0,2 % (w/v) sulfatovaného B-cyklodextrinu, U = +25 kV, davko-
vani 100 mbar/5s. MRM 116,2 -> 57,1, Ugg; = +3,5 kV, 10 L/min, 10 psi, T = 100 °C, SL — 50:49.5:0.5 Me-
OH:H,0:HCOOH, 4 pL/min.
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Z uvedenych elektroferogramt (obr. 16 a 18) plyne, Ze pomér jednotlivych enantio-
meru je identicky jako v pfipad¢ analyzy syntetické smési vSech enantiomert 1,3-DMAA
(obr. 16). Lze tedy jednoznacné specifikovat, ze je 1,3-DMAA do potravinovych dopliki

ptidavan uméle.
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5 ZAVER

Cilem prace bylo nalézt vhodné podminky pro stanoveni kofeinu, 1,3-DMAA a 2-
DMAE a separaci smési 1,3-DMAA a 2-DMAE v piedlozenych potravinovych doplicich,
Hydroxystim a Neurocore. Vhodné podminky byly nalezeny a byly vypocitany limity de-
tekce pro kofein (0,08 pg/ml), 1,3-DMAA (1,42 nug/ml) a 2-DMAE (0,65 pg/ml).

Byly vyvinuty dvé metody separace optickych izomeri 1,3-DMAA. Obé metody by-
ly ¢astecné validovany a vyuzity pro separaci a identifikaci jednotlivych izomeru 1,3-
DMAA vV potravinovych dopliicich. V obou potravinovych dopliicich Hydroxystim a Neu-
rocore byl 1,3-DMAA identifikovan a stanoven pomér izomert 1,3-DMMA.

Pro potravinaisky primysl je stéZejni zjistit pfitomnost celkového mnozstvi 1,3-
DMAA. Proto je pro achiralni separaci vhodnéjsi zvolit nasledujici pracovni podminky:
imidazol acetat pH 4,5 s ptidavkem 10 MeOH (v/v), jenz poskytuji niz§i LOD pro 1,3-
DMAA. Pro chirélni separaci a zjisténi poméru jednotlivych izomeri je vhodnéjsi prostiedi
5 mM fosfat/TRIS pH 2,5 s piidavkem chiralniho selektoru sulfatového a-cyklodextrinu a
B-cyklodextrinu se spojenim CE-UV/Vis. Pomér optickych izomera 1,3-DMAA
Vv potravinovych dopliicich je identicky S pomérem izomeru v synteticky vyrabéném 1,3-
DMAA. Lze tedy usuzovat, Ze vyrobci potravinovych dopliki ptidavaji 1,3-DMAA umé-
le. Analyza s pomoci CE je malo naro¢na na Cas, spotiebu chemikalii véetné chiralniho

selektoru.
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6 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

1,3-DMAA 1,3 — dimethylamylamin
2-DMAE 2- dimethylaminoethanol

ACN acetonitril

BGE pracovni elektrolyt

CE kapilarni elektroforéza

Cl chemicka ionizace

CTAB cetyltrimethyl amonium bromid
EOF elektroosmoticky tok

ESI ionizace elektrosprejem

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1&&iv
FLD fluorimetrické detekce

LIF laserem indukovana disociace
LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MeOH methanol

MS hmotnostni spektrometrie

NaCl chlorid sodny

Na,CO; uhli¢itan sodny

NaOH hydroxid sodny

SDS dodecyl siran sodny

SFE superkriticka fluidni extrakce
TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan
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