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ABSTRAKT

Bakalarskd prace na Téma tenkovrstvd chromatografie ve vyuce na stfedni Skole
pojednava o vyuziti této separatni metody v oblasti chemického vzd€lavani
na gymndziich. Teoreticka Céast prace se zabyva fyzikalné-chemickou podstatou této
separa¢ni metody a jejim praktickym vyuzitim k analyze komerc¢nich napoja v prostiedi
sttednich Skol. Teoreticka cast se dale zabyva také klasifikaci a chemickym sloZenim
komercénich népojit z hlediska obsahu potravindiskych aditiv, pfedev§im pak kyseliny
askorbové, kofeinu, kyseliny sorbové, a taurinu a stru¢né popisuje chemické i
biologické vlastnosti, zafazeni z hlediska produkce potravin a ucinky téchto aditiv na
lidsky organismus. V ramci teoretické casti je provedena reSerSe obsahu uciva
sttedoSkolskych ucebnic chemie se zaméfenim na napojova aditiva a separaéni metody
pro determinaci cilové skupiny laboratornich tloh, které jsou hlavnim vystupem této
prace. Praktickd ¢ast prace cili na ovéfeni vhodnych postupll pro vyuziti tenkovrstvé
chromatografie k analyze komercnich napoji a na wvyuZiti této metody pro
semikvantitativni diikazy potravinovych aditiv s cilem potvrdit reprodukovatelnost
vysledkll a zajistit jednoduchou znovuproveditelnost experimenti. Primarnim cilem
prace je na zdklad¢ experimentalné ziskanych dat a ovétenych postupti sestavit soubor
laboratornich iloh na téma dikazi béZnych potravinovych aditiv pomoci tenkovrstvé
chromatografie pro zdjemce z fad Zaki 1 uciteld stfednich Skol, ¢i studentl vysokych
kol z oboru ugitelstvi piirodovédnych obort. Ulohy lze zafadit do u¢iva chemie
¢tvrtych ro¢nikt gymndzii, ale 1 do volnocasovych aktivit v rdmci raznych workshopu

¢i pfirodovédnych krouzkda.

KLICOVA SLOVA
tenkovrstva chromatografie, vyuka chemie, sttedni Skola, askorbova kyselina, kofein,

sorbova kyselina, taurin



ABSTRACT

The bachelor's thesis on the topic of Thin layer chromatography in teaching of
chemistry on secondary school deals with the use of this separation method in the field
of chemical education in grammar schools. The theoretical section deals with the
physico-chemical principle of this separation method and its practical use for the
analysis of commercial beverages in high schools. The theoretical section also deals
with the classification and chemical composition of commercial beverages in terms of
food additives, especially ascorbic acid, caffeine, sorbic acid, and taurine and briefly
describes the chemical properties, classification in terms of food production and the
effects of these additives on the human body. Within the theoretical section, a search of
the content of the curriculum of secondary school chemistry textbooks is performed,
focusing on beverage additives and separation methods for determining the target group
of laboratory tasks, which are the main output of this thesis. The practical section aims
to verify suitable procedures for the use of thin layer chromatography for the analysis of
commercial beverages and to use this method for semi-quantitative evidence of food
additives in order to confirm the reproducibility of results and ensure easy repeatability
of experiments. The primary goal of the thesis is based on experimentally obtained data
and verified procedures to compile a set of laboratory tasks on the evidence of common
food additives using thin layer chromatography for students and high school teachers, or
university students in science teaching. Tasks can be included in the chemistry
curriculum of the fourth years of grammar schools, but also in leisure activities within

various workshops or science groups.

KEYWORDS
Thin layer chromatography, chemistry teaching, high school, ascorbic acid, caffeine,

sorbic acid, taurine
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1 Uvod

Papirova a tenkovrstva chromatografie jsou separacni a identifikacni metody, které
vzhledem k jednoduchosti jsou pouzitelné ve vyuce chemie na stfedni i zédkladni Skole.
Pomoci téchto metod lze jednoduse demonstrovat slozeni rtznych typt smési

chemickych latek a jejich identifikaci.

Papirova chromatografie je v této souvislosti dlouhodobé pouzivana naptiklad pro
demonstraci sloZeni barviv obsazenych ve fixech, ptipadné barevnych latek, které jsou
soucasti listové zelen¢ — chlorofylu. Existuje fada zptisobt, jak ukazat studentim nebo
zakim, ze nékteré barvy obsazené ve fixech netvoii pouze jedna latka, ale smés riznych
latek. Podobné je mozné ukdzat, Ze i zelen listovd je slozena z velkého poctu
chemickych latek prirodniho ptivodu, napiiklad karotenoidl. Také vlastni usporadani
experimentu je pro zaky i studenty motivujici. Chromatografii je mozné provadét
tradiénim zptsobem na filtraénim papife v uspofadani jako chromatografii vzestupnou,
sestupnou, jako kruhovou chromatografii atd. Téchto postupii se na zadkladni i stfedni
Skole bézné pouziva, a to obzvlast€¢ mimo hlavni vyuku predmétu chemie v rdmci
riznych z4ymovych, ¢asto mimoSkolnich aktivit. Tyto experimenty maji v podstaté
dvoji charakter. Ukazuji, jak bylo jiz diive zminéno, Ze jedno a totéZ barvivo ve fixu
nemusi byt tvofeno jen jednou slozkou, ale i dvéma a vice latkami, totéz plati pro
listovou zelen. Umoznuji také pomoci standardl identifikovat jednotlivé latky ve smési.
Shodou okolnosti Siroce v pedagogické praxi pouzivany experiment demonstrace
jednotlivych komponent listové zelené je spojen s objevem chromatografie ruskym
botanikem Michailem Seminovichem Tsvetem, ktery provedl rozd€leni komponent

listové zelen€ na sloupci uhli¢itanu vapenatého (v roce 1904).

Ve Skolni praxi vSak chromatografie slouzi pfedev§im k motivacnim experimentim.
Nasi snahou je ukazat, ze této jednoduché metody lze pouzit k ziskani celé tady
informaci o chemickych latkach, naptiklad o jejich cistoté. Dale je mozné provést
identifikaci neznamé latky i1 kvantitativni posouzeni obsahu jednotlivych latek ve smési.
V tomto smyslu byla také provedena fada pokusl, které maji vyrazny aplikacni
charakter. V této oblasti se ve vztahu k vyuce bez pochyby osvédcila analyza ptfirodnich
latek, zemédélskych a potravinaiskych produkti. Byl naptiiklad provadén dikaz

aminokyselin, dikazy vitamint, ¢i dikazy aditiv v riiznych potravinaiskych produktech,



v ovoci a zelenin€ apod. Identifikace jednoduchych latek z ptirodnich zdroja je jednou
ze zakladnich cest vyuziti papirové a tenkovrstvé chromatografie ve vyuce, ale existuje
celé fada dalsich moznosti. Témi jsou napftiklad: kontrola kvality produktii organickych

reakci, monitoring prib&hu organickych reakci, studium reakénich mechanismt atd.

Nasim zdmérem bylo pfispét k oblasti vyukovych aplikaci papirové a tenkovrstvé
chromatografie analyzou potravinaiskych produktt. Ustiednim tématem se stala
chromatograficka analyza népoja. Jednalo se o rtizné typy nealkoholickych napoji, ale
1 pfirodnich §tav atd. V této souvislosti jsme se zaméfili na diikaz kofeinu a kyseliny
askorbové v napojich. Kromé¢ toho jsme v nékterych vzorcich identifikovali
1 konzervaéni piipravky (kyselina sorbova) a nékteré specialni latky, které se pridavaji
do tzv. energetickych napoji (napf. taurin). VesSkeré experimenty jsou zaloZeny na

vyuziti tenkovrstvé chromatografie. Jedna se o tenkou vrstvu silikagelu jako sorbentu.

Tato bakalaiska prace by se méla stat podkladem pro experimentalni tilohy pouzitelné
obzvlasté ve vyuce chemie na stfedni Skole vSeobecné vzdéldvaciho charakteru
(gymndaziu), a to v rdmci riznych typd workshopl ¢i zdjmovych €innosti atd. NaSim
cilem je ptibliZit tuto jednoduchou analytickou a separa¢ni metodu studentiim a Zakim

s ptihlédnutim ke kazdodennimu Zivotu, coz je také cilem této bakalarské prace.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Napoje jako potravinarské vyrobky

Soucasny potravinaisky primysl produkuje obrovské mnozstvi riznych druhii napoju,
které jsou celosvétoveé distribuovany pod Siroké vetejnosti znamymi znackami,
spojenymi nejen s vyzivou.

Napoje pomahaji ¢lovéku predevsim dopliovat ztraty vody a piedejit tak dehydrataci.
Kromé vody mohou népoje obsahovat celou fadu télu prospésnych latek, jako jsou
vitaminy, sacharidy, bilkoviny, tuky a ionty, které spolu s vodou tvofi zakladni ziviny
nutné pro spravné fungovani lidského organismu (Coultate 2001). Napoje mohou také
obsahovat i jiné slouceniny, jako naptiklad konzervanty, které udrzi napoje déle Cerstvé,
barviva, jez ucini népoje atraktivni pro lidsky zrak, ¢i riznd dochucovadla, ktera

napomahaji dodat riizné ptichuté.

Népoje maji jistou roli i ve spolecenském Zivoté. Spousta zvlasté alkoholickych napojt

je totiz nedilnou soucasti kulturnich zvyklosti po celém svéte.



2.2 Klasifikace napoji

Napoje miizeme klasifikovat dle nezmérného poctu kritérii, kterda mohou byt velmi
subjektivni. NejbéznéjSim kritériem je rozliSeni dle obsahu alkoholu, ktery népoje
rozd€luje do dvou hlavnich skupin na alkoholické a nealkoholické. Lze také zohlednit
puvod népojii, vtomto ptipad¢ lze ndpoje rozclenit na primyslové zpracované cili
umélé a piirodni. Dle obsahu oxidu uhli¢itého lze napoje rozclenit na sycené
a nesycené, sycené lze dale délit dle mnozstvi COg, naptiklad na jemné sycené apod.
Z hlediska sladidel je mozné ndpoje rozd€lovat na produkty s pfidanym cukrem,
bez neho, ¢i dokonce zcela bez cukru, kde se vyuziva umélych sladidel jako nahrazek
bez kalorické hodnoty pro lidsky organismus. Nejcastéji se jedna o aspartam, cyklamat
nebo sacharin. Ve vétSin€ obchodnich fetézcl s potravinami je roz€lenéni néapoji
podobné. V jednotlivych skupinach lze najit ovocné dzusy, balené vody, sycené

limonady, energetické drinky, piva, vina a lihoviny.

Klasifikaci napoji z legislativniho hlediska zminuje vyhlaska ¢ 335/1997 Sb.
Ministerstva zemé&délstvi CR, napoje jsou zde klasifikovany v prvnich étyfech oddilech,

které specifikuji konkrétni kritéria.

o Oddil 1- Nealkoholické napoje a koncentraty k ptipravé nealkoholickych

napoji

° 0Oddil 2 — Ovocna vina, ostatni vina a medovina

. Oddil 3 — Pivo a napoje na bazi piva

o 0Oddil 4 — Konzumni lih, lihoviny a ostatni alkoholické népoje

Mezi nealkoholické napoje lze také zaradit mléko a napoje znéj vyrobené. Mléku
a mlé&nym vyrobkiim se vénuje vyhlaska ¢. 397/2016 Sb. Ministerstva zemé&dé&lstvi CR.
Mezi mlééné néapoje mizeme zafadit samotné mléko, které se prodava v nckolika
variantach dle obsahu tuku, ¢i podle obsahu laktosy pro osoby s laktosovou intoleranci.

Dale pak rizné ochucené napoje, podmasli a kefiry (Odstr¢il a Odstrcilova 2006).

10



2.3 SloZeni napoji — barviva, chut’ova aditiva, konzervanty, vitaminy
aj.
Zékladni slozkou vsech napojt je voda. Jedna se o jednu z nejrozsitenéjSich sloucenin
v piirodé. Lidské télo je tvofeno vodou asi ze 70 %, voda samotna se ucastni 1 vznika
pfi spousté metabolickych reakci. Napoje slouzi primarné k vyrovnani ztrat vody béhem
dne, které ¢ini 2,5-3 litry za den. V ptipad¢, Ze je ztrata celkového objemu vody v téle
10 % a vice, jedna se o velmi vaznou dehydrataci, hodnoty nad 20 % jsou
jiz fyziologicky nepiipustné. Lidské t€lo ma na regulaci vody vyvinutou celou fadu
mechanismu. V ptipadé€ jejiho nedostatku mozek vyvolava pocit Zizné, ledviny vytvori
za den asi 180 litrti primarni moce, puisobenim antidiuretického hormonu je pak resorpci
vytvofeno kolem dvou litri sekundarni moc¢e. K doplnéni tekutin je nutné vyuzivat
pouze zdravotné nezdvadnou vodu urenou predevsim ke konzumaci. Aby mohla byt
voda klasifikovéna jako pitnd, musi projit celou fadou tprav. Na nasi planeté se veskera
voda rozdéluje do dvou skupin dle vyskytu, a to na vodu povrchovou a vodu spodni.
Samotna spodni voda muze byt vhodna ke konzumaci bez jakychkoliv uprav, mtze
se jednat o rizné mineralni prameny, které jsou diky vysokému obsahu riiznych ionti
vysoce osmotické a nedovoluji tak preziti nezadoucich mikroorganismi. Povrchova
voda musi byt pred konzumaci na pitnou upravena. Uprava surové povrchové vody
na pitnou je rozdélena do Ctyf fazi, béhem kterych je zbavena vSech toxickych latek
¢1 mikroorganismi. Vysledkem tpravy je pitnad voda spliujici ur€ita kritéria, predev§im
nesmi obsahovat choroboplodné zarodky, ¢i latky toxické pro Zivé organismy, jeji
reakce by méla byt neutralni az slabé zasaditd a méla by obsahovat dost mineralnich
soli. Mineralni vody jsou velmi vhodnym zdrojem téchto anorganickych soli, pravé
proto je muzeme najit i na pultech obchodl. Mineralni vody obsahuji ionty
makrobiogennich (C, H, O, N, K, Na, Ca, Mg, S, P, Cl) a mikrobiogennich (Cu, Fe, I, F,
Co, Se, Zn apod.) prvki. Organismus tyto ionty potiebuje ke spravnému fungovani
metabolismu a CNS, a pravé minerdlni vody jsou jejich bohatym zdrojem. Velmi
popularni jsou vody sycené. Pitnd voda je pod tlakem prosycena oxidem uhlicitym.
Mimo charakteristické chutové zabarveni je to vhodné i z hlediska konzervace. Oxid
uhli¢ity je kyselinotvorny a rozpustny ve vodé€, diky tomu dochazi k posunuti

pH do kyselé oblasti a zvySeni osmotického tlaku, coz zamezuje mnozeni vétSiny
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nezédoucich mikroorganismi. Pfemira oxidu uhli¢itého vSak neni zcela zaddouci, oxid
uhlicity je pro télo v podstaté odpadni latkou, proto mize nadmérné uzivani sycenych
napoji zpusobit acidozu. Nadbytek oxidu uhli¢it¢tho mize mit také projimavé ucinky.
Jelikoz oxid uhli¢ity stimuluje dechové centrum v CNS, zvySuje jeho nadbytek krevni
tlak a srde¢ni tep. Zakladni slozky vyzivy jsou proteiny, sacharidy a lipidy. Nejvétsi
obsah proteinii najdeme predevSim v mléce a napojich z mléka. Existuji také rtzné
dehydratované suplementy s vysokym obsahem proteini, vhodné obzvlasté pro fitness.
Lipidy se pak bézn¢ vyskytuji pfevazné v pevné stravé, zhlediska ndpoji jsou
vyznamnym zdrojem opét hlavné nédpoje zivoc¢isného puvodu, tedy mléko a mlécné
vyrobky, které obsahuji tuk v podobé kapének. Jednoduché cukry, jako je glukosa
¢i fruktosa, jsou velmi castym aditivem v podobé glukoso-fruktosového sirupu.
Fruktosa, glukosa i sacharosa se ale pfirozen¢ vyskytuji v riznych ovocnych Stavach

¢i extraktech (Odstrcil a Odstréilova 2006).

HO OH
@) H OH
H HO OH H

H OH HO OH
OH H H  OH

o-D-fruktofuranosa a-D-glukopyranosa
OH
HO
H . OH 0O OH
OH H H HO
HO 0 OH
H OH OH H

p-D-fruktofuranosyl-o-D-glukopyranosid

Obrazek 1
Prirodni sacharidy v Haworthové projekci, fruktosa (vlevo nahoie), glukosa (vpravo nahoie) a

sacharosa (dole uprosti‘ed)
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Vitaminy jsou dal$i pfirodni latky, které¢ se v napojich vyskytuji. V ndpojich na bazi

vody se bézné vyskytuji vitaminy rozpustné ve vod¢ (skup. B, C, H).
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Obrazek 2

Vitaminy rozpustné ve vodé
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V mléku a mléénych napojich se pak vyskytuji i vitaminy rozpustné v tucich (D, E, K,
A).

HsC CHj, CH; CH,

\\\‘\OH

CH,

Vitamin A - retinol

HO™

Vitamin D3 - cholekalciferol

Vitamin K1 Vitamin K3

Vitamin E

Obrazek 3

Vitaminy rozpustné v tucich

Vitaminy jsou pro lidsky organismus podstatnou sloZkou vyzivy — jsou nutné pro
spravné fungovani enzymi, jejichZ jsou velmi Casto soucasti, v biochemii jsou tyto
slozky oznacované jako koenzymy (Odstr¢il a Odstréilova 2006).

Velmi velkou ¢ast komercnich produktl tvoii alkoholické ndpoje obsahujici ethanol.

Vyrob€ napoji obsahujicich alkohol se vénuje rozsahla ¢ast potravinaiského primyslu

14



zahrnujici zvlasté lihovarnictvi, pivovarnictvi a vinafstvi. Vyroba piva a vina
je historicky zakofenéna ve vSech kulturach, a 1 dodnes se v hojné mife pro vyrobu
téchto napoji vyuzivaji kromé€ modernich primyslovych metod tradi¢ni postupy
vyroby, predavané v rodech z generace na generaci. Hlavni surovinou pro vyrobu
lihovin jsou brambory, fepa ¢i cukrova titina. VSechny tyto suroviny jsou bohaté
na sacharidy, které jsou enzymatickymi reakcemi rozlozeny na ethanol. V piipadé piva
se vyuziva obilného sladu a pfi vyrobé vina samoziejm¢ bobule vinné révy

(Odstrcil a Odstrcilova 2006).

Népoje obsahuji jako produkty potravinaiského priamyslu celou fadu primyslovych
aditiv, o kterych pojednava vyhlaska ¢.298/1997 Sb. Obsah aditiv ve vyrobku musi byt
nalezit¢ uveden na etiketé a kazda substance ma svoji uréenou designaci, tak zvany
E-kod. Aditiva maji mnoho funkci. Zejména se pouZivaji konzervaéni aditiva pro
prodlouzeni doby trvanlivosti a zamezeni znehodnocovani potravin pisobenim
vzdusného kysliku, dale se velmi ¢asto pozivaji chutova nebo aromatiza¢ni aditiva pro
pfidani &i apravy stavajici chuti a ving. Legislativa CR rozliSuje tato aditiva do &tyf

hlavnich kategorii:

. Ptidatné latky — vétSina aditiv (antioxidanty, barviva, konzervanty,
sladidla, stabilizatory, emulgatory aj.)

. Pomocné latky — latky vyuzivané v technologii vyroby, potraviny mohou
obsahovat jejich stopy

o Latky k aromatizaci — diky t€émto aditiviim potraviny ziskaji chut’ ¢i vini,
které jinak nemayji

o Potravinové doplitky — biologicky aktivni latky (vitaminy, mineraly,

aminokyseliny aj.)

Nejpouzivangj§imi druhy aditiv jsou konzervanty, vyuZzivaji se k uchovéni potravin,
tedy k prodlouZzeni trvanlivosti. Konzervanty chrani potraviny pfed plisobenim
nezadoucich mikroorganismil. Jedna se o anorganické i organické slouceniny.
Z anorganickych slou¢enin se pouzivaji soli kyseliny dusité a dusi¢né, z organickych
sloucenin napiiklad kyselina benzoova (E210), sorbovéd ¢i mravenci. Antioxidanty se
vyuzivaji k zamezeni nezddouci oxidace, jednd se tedy o latky s redukénimi

vlastnostmi. NejpouzivanéjSimi latkami jsou napiiklad kyselina askorbova (E300,
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1 kdyz se vyskytuje pfirozené¢, Casto je pfiddvana nad rdmec piirozeného mnozstvi,
povazuje se proto i za aditivum a potravinovy doplnék), tokoferoly aj. Velmi Casto se
do napoju piidavaji sladidla, ta mohou byt jak pfirodni, tak synteticka. Z hlediska
vyzivy je mozné sladidla rozlisit na latky kalorické a nekalorické. Mezi kaloricka sladila
patii bézné¢ znamé sacharidy, pfirodnim nekalorickym sladidlem je napiiklad stévie.
Casto pouzivana uméla sladila jsou naptiklad aspartam, acetsulfam, sacharin aj. Dal§im
druhem aditiv mohou byt latky povzbuzujici a hotké, ty se ziskavaji z ptirodnich zdroja
— jedna se o vytazky z bylin, jako je naptiklad chmel ¢i pelynék. Mezi povzbuzujici
latky se tadi i kofein (oproti ostatnim aditivim kofein nema pftifazeny E-kod)

(Odstr¢il a Odstréilova 2006).
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2.4 Kyselina askorbova v napojich

Kyselina L-askorbova je ve vodé rozpustna latka, ktera HO__

nema  strukturu tradiCnich  organickych  kyselin. HO p © 0O
Z chemického hlediska se jedna o 2,3-endiol y-laktonu 2- _
oxo-L- gulonové kyseliny. V Cistém stavu se jednd o bilé HO OH
krystaly rozpustné ve vod¢. Teplota tani kyseliny L- Obrazek 4
askorbové je 190 °C, hustota ma hodnotu 1,65 g/cm’. kyselina. L-askorbova

Laické vefejnost oznacuje k. L-askorbovou jako vitamin

C, ve skutecnosti se tak oznacuje cely redoxni systém, kterého je kyselina L-askorbova
soucasti jako vychozi latka. U kyseliny L-askorbové miiZze v tomto systému dojit
k jednoelektronové a dvouelektronové oxidaci. V prvnim ptipadé vznikd kyselina
L-monodehydroaskorbova, v ptfipadé druhém pak kyselina L-dehydroaskorbova.
Vsechny latky se pii fyziologickém pH vyskytuji ve formé¢ aniontli. Kyselina
L-askorbovéa zastava v lidském téle mnoho funkci, vyznam maji obzvlast’ jeji redukéni
vlastnosti — plisobi tedy jako pfirodni antioxidant. Diky svym antioxida¢nim t¢inkiim v
téle vychytava volné radikdly a reaguje s oxidovanymi formami vitaminu E, také
redukuje Zelezité ionty na Zeleznaté. Kromé antioxidacnich vlastnosti se kyselina
L-askorbovéa podili naptiklad na resorpci zeleza v zaZivacim traktu, stimuluje transport
sodnych, chloridovych a vépenatych iontli, Uc€astni se metabolismu cholesterolu
¢1 biosyntézy mukopolysacharidi. Nejvétsimi ptfirodnimi zdroji vitaminu C pro ¢lovéka
je Cerstvé ovoce a zelenina. Jeho mnozstvi napfi¢ jednotlivymi druhy se velmi lisi,
zalezi také na podminkach béhem péstovani, a také na stupni zralosti. Velmi
vyznamnym zdrojem vitaminu C jsou brambory, avSak pfi jejich skladovani obsah
vitaminu C rychle klesd. Bohatymi zdroji jsou naptiklad cerny rybiz, Sipky, brokolice,
¢1 kapusta, paprika, kiwi. V potravinach Zivoc¢isného plivodu lze vitamin C také najit,
nicméné¢ mnozstvi je oproti rostlinnym zdrojim zanedbatelné. NejvyznamnéjSim
zivocisSnym zdrojem jsou jatra. Ve struktuie této kyseliny se nachéazeji dvé enolové
skupiny a dva chiralni uhliky (C4 a CS5), diky kterym tvoii kyselina askorbova celkem
4 stereoizomery — vzdy po dvou enantiomerech. Konkrétné jde o kyseliny
L-askorbovou a D-askorbovou, dalSimi dvéma enantiomery jsou L-isoaskorbova

a D-isoaskorbovd kyselina. Pouze enantiomer L-askorbové kyseliny vykazuje
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biologickou aktivitu. Doporuceny denni pifijem vitaminu C je cca 200 mg.
Hypovitamindza se projevuje unavou, nejznameéjSim syndromem spojenym s deficitem
vitaminu C jsou kurd€je. Hypervitaminoza vitaminu C takika neexistuje. Nadbytecny
vitamin C je spojen s moznosti tvorby mocovych kamend, avSak toto riziko je
u zdravych jedinct velmi nizké. Pfi davkach nad 5 g mlze zplsobit prijem. Kyselina
askorbova ma diky svym antioxida¢nim vlastnostem vyuziti v potravinaiském primyslu
jako konzervant, konkrétné se tak vyuziva jeji sodna stl askorbat sodny, ktery je dobie
rozpustny ve vodé. V masnych vyrobcich se vyuziva palmitoyl-L-askorbova kyselina,
ktera ma lipofilni charakter a inhibuje tvorbu nitrosamint. Stejnym zptsobem
se vyuzivaji i stabiln€j$i nepolarni acetaly kyseliny askorbové. Vitamin C — kyselina
askorbova se v kombinaci s kyselinou citronovou velmi casto ptiddva do ovocnych
dzusit a ke konzervovanému a mrazenému ovoci, aby tak zamezila nezddoucim
oxidacim latek, které zajist'uji aroma. Samotna kyselina askorbova se ptidava do piva
pro zamezeni vzniku zékalli a zamezeni zmény chuti a aromatu. V pfipad¢é vyroby vina
se kyselina askorbovd vyuziva jako pomocnd latka pii tzv. sifeni, tedy ukonceni
alkoholového kvaseni oxidem sifi¢itym. V pekafstvi se kyselina askorbova vyuziva pro
zlepSeni vlastnosti mouky. Oxidace kyseliny askorbové muze dojit pisobenim
vzduSného kysliku, ¢i jinymi oxida¢nimi ¢inidly. Oxidace na dehydroaskorbovou
kyselinu probih4 plisobenim enzymu ze skupiny antivitaminii C, jde o vratnou reakci.
Hlavnim enzymem je askorbatoxidasa. Oxidace vSak mulZe nastat i plsobenim
nekterych peroxidas. Askorbatoxidasa oxiduje kyselinu askorbovou vzduSnym
kyslikem. Reakci 1ze zapsat jednoduchou rovnici, kde H2A je kyselina askorbova a A je

kyselina dehydroaskorbova viz Rovnice 1.

2H,A+ 05 — 24 + 2H,0

Rovnice 1 - reakce kyseliny askorbové s kyslikem
Reakce s askorbatperoxidasou probihé dle zjednoduseného zapisu viz Rovnice 2.

HEA ‘I‘Hzoz—’zq +2H20

Rovnice 2 - reakce kyseliny askorbové s peroxidem vodiku
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V obou piipadech vznikd askorbylradikdl (HAe), ktery je rezonanci stabilizovan.
Nasledné dochazi k disproporcionaci a vzniku ekvimoldrni smési kyseliny askorbové

a dehydroaskorbové.
2H,A — 2HA*+2H* + 2e~
2HA% + 2e” — 2ZHA+™

2HAY - H A+ A+2e

Rovnice 3 — sled reakci askorbylradikalu

K této reakci dochazi cyklicky, dokud neni veskera askorbova kyselina zoxidovana.
Tato reakce je vSak vratna, kyselina dehydroaskorbovd miize byt redukovana zpét

na askorbovou reakei s thioly ¢i hydrochinony (Velisek a Hajslova 2009).

Nejvyznamnéjsi reakci je autooxidace kyseliny askorbové. Diky této vlastnosti dochazi
k vétSin€ ztrat v potravinach bohatych na vitamin C béhem skladovani nebo zpracovani.
Rychlost reakce zalezi 1 od hodnoty pH, v alkalickém prostfedi je nejrychlejsi
(Velisek a HajSlova 2009).

HA™ + 0, > HA-0-0" — HAs+ 050

Rovnice 4 — autooxidace kyseliny askorbové

Reakci s kyslikem vznika hyperoxidovy aniont kyseliny askorbové, ktery se sdm
rozpada na askorbylradikdl a superoxidovy radikal. Ionty kovli mohou u této reakce
pusobit katalyticky. Kyselina askorbova totiz s kovy tvoii komplexni slouceniny,
ve kterych vystupuje jako aniont. To ma za nésledek urychleni reakce pti zvySovani pH.
Iont kovu pomahd v komplexu ptenést dva elektrony z kyseliny askorbové na kyslik,
nasledné dojde k disociaci komplexu, dochézi tak ke vzniku dehydroaskorbové

kyseliny.
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Obrazek 5
Komplex kyseliny askorbové s Zelezitym iontem
3+

F
HoA+ 05— A+ H,0,

Rovnice 5 — reakce kyseliny askorbové s kyslikem za pritomnosti Zelezitych ionti

Kyselina askorbova muze pii uréitych podminkach ionty kovi redukovat. VétSinou

reaguje s Zzelezitymi a méd’natymi ionty.
H,A+2Fe’" —» A+ 2Fe*t + 2H"

Rovnice 6 — redukce kyselinou askorbovou Zelezitych ionti na Zeleznaté

Redukované ionty Fe** a Cu nasledné reaguji se vzdu$nym kyslikem za vzniku
superoxidového radikalu. Zelezité a méd'né ionty mohou také reagovat s peroxidem
vodiku za vzniku hydroxylovych radikalt, které se uplatiiuji v oxidacnich reakcich
biologickych systémti. V disledku toho dochdzi u potravin k nezadoucim zméndm
barvy a chuti. V ptipad¢€, Ze je kyselina askorbova v dostate¢né koncentraci, dochézi
ke kompetitivni reakci nezreagované kyseliny askorbové a iontd kovu s volnymi
radikaly. V téchto ptipadech tedy kyselina askorbové funguje skutecné jako antioxidant

(Velisek a Hajslova 2009).

Kyselina askorbova zachytava a reaguje s volnymi radikaly, které by jinak oxidacné
pusobily na lipidy a dal$i slozky potravin nachylnych k oxidaci. Rovnice reakce

s peroxidovym radikdlem mastné kyseliny je nésledujici:

HA+ R-0-0+ - HA*+ R-0-0H

Rovnice 7 — reakce kyseliny askorbové s volnymi radikaly
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Vznika tak askorbylradikal, ktery disproporcionuje na smés kyselin askorbové
a  dehydroaskorbové.  Retézova  oxidace tak jiz neni dale mozna

(Velisek a Hajslova 2009).

Podobna je reakce kyseliny askorbové s hydroxylovym ¢i superoxidovym radikalem.
Vznikly askorbylaradikal opét disproporcionuje, a znemoziuje tak dalsi oxida¢ni reakce

(Velisek a Hajslova 2009).

HyA+ HO+ — HAe + H,0

Rovnice 8 — reakce kyseliny askorbové s hydroxylovym radikalem

H,A+ O,¢" +H™ - HAs + H,0,

Rovnice 9 — reakce kyseliny askorbové se superoxidovym radikalem

Kyselina askorbové snadno podléhéd oxidaci vzduSnym kyslikem, je tedy casté, ze pfi
skladovéani potravin, které jsou zdrojem vitaminu C, dochazi k postupnému sniZovani
jeho obsahu. Nejvétsi pricinou ztraty vitaminu C pii skladovani bez ptistupu vzduchu
ma jeji kysele katalyzovana degradace. V kyselych napojich, tedy predevsim ovocnych
dZusech, dochazi kjejimu postupnému rozkladu za uvoltovani oxidu
uhli¢itého a vody. Finalnim produktem postupného rozkladu je furan- 2 -karbaldehyd
(Velisek a Hajslova 2009).

Kyselina askorbovd miize také reagovat s hemovymi barvivy. Diky svym redukénim
vlastnostem reaguje s oxomyoglobinem a metmyoglobinem za vzniku myoglobinu.

Tento sled reakci je popsan zjednoduSenou rovnici (Velisek a HajSlova 2009).
H,A+ MbO, + H,0 + e~ — HAs™ + MetMb + H,0,

HyA+ MetMb +e~ — HAs + Mb

Rovnice 10 - sled reakci kyseliny askorbové s hemovymi barvivy

V ptipad¢ skladovani mléka a mléénych vyrobkil jsou ztraty kyseliny askorbové
pomérné velké. V piipadé oSetieni mléka za pomoci UHT (ultra-high temperature) se

ztraty vitaminu C pohybuji v rozmezi 10-30 %. V pfipad¢ suseného mléka balené¢ho
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v inertni atmosféfe s uméle pfidanou kyselinou askorbovou jsou ubytky minimalni

(Velisek a Hajslova 2009).

Kyselina dehydroaskorbova se casto podili na neenzymovém hnédnuti potravin.
K tomuto dochazi pii reakcich s aminy, aminokyselinami a bilkovinami v potravinach
se snizenym obsahem vody a vysokym obsahem vitaminu C, naptiklad dehydratované
ovocné dzusy. Stejn¢ jako v ptipadé redukujicich cukr jsou primarnim produktem
iminy. Findlnim produktem jsou pfislusné aminy, ¢i skorbamova kyselina.
Cely sled téchto reakci se oznacuje jako Steckerova degradace aminokyselin

(Velisek a Hajslova 2009).
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2.5 Kofein v napojich

Kofein se spolu s dal§imi strukturné podobnymi latkami, jako je 0 CH,
theobromin a theofylin, fadi mezi purinové alkaloidy. Pfirozené se HZ!C‘"‘N H Nf
nachazi v plodech a listech rostlin, kde zastdva funkci ptirodniho /J\/i />
07 N N
|

pesticidu. V izolovaném cistém stavu se jedna o bilé krystalky

nebo prasek, ktery je bez zapachu s lehce nahotklou chuti. Jeho CHy
ucinky na lidsky organismus byly znamé uz starym civilizacim,
) ) . ) . Obrazek 6
nicméné jeho objev se datuje az do roku 1819, kdy jej poprvé Kofe
o1ein

identifikoval némecky védec Friedlieb Ferdinand Runge

chemickym rozborem kavy. Z farmaceutického hlediska se fadi mezi psychostimulancia
(psychotronika), coz jsou obecné latky se schopnosti stimulovat centrdlni nervovou
soustavu. Kofein je Sirokou vefejnosti povazovan za nejrozsifencjsi a velmi oblibenou
»legalni drogu®, jelikoz jeho distribuce neni nijak zasadné omezena. Diky svym
schopnostem prodluzovat bdélost béhem unavy a zlepSovat naladu je kofein soucasti
celé fady dopliikil stravy, napojl 1 potravin, avSak pravé diky témto vlastnostem miize
na kofein vzniknout 1 z&vislost. Mezi napoje s nejvétsim obsahem kofeinu se bezesporu
fadi velice oblibené energetické napoje, a také kolové limonady. Bezesporu
nejbeéznéjSimi napoji s obsahem kofeinu jsou kéva a cCaj, jez jsou v mnohém spojeny
s lidskou kulturou jiz po staleti. Kofein je v dneSnim svété opravdu Siroce rozsifend
a uzivand latka. V dneSnim potravinafském primyslu se vyuziva predev§im synteticky
piipraveny kofein. U¢inky na CNS, potazmo lidsky organismus, jsou totozné, jedna
se tak o levnéjsi alternativni zdroj oproti izolaci z pfirodnich zdroji. NejveétSim zdrojem
pfirodniho kofeinu je kdva. Jednd se o napoj pfipravovany z prazenych semen plodi
kavovniku, coz je rostlina zceledi motenovitych. Kéva je po ropé druhou
neobchodovangj$i komoditou na svété. Obsah kofeinu se velmi 1i$i v zavislosti na
zpusobu pfipravy kavového ndpoje. Naptiklad v instantni kavé je primeérny obsah
kofeinu 30-90 mg, u ptekapavané 40-130 mg a ve filtrované kaveé 90-140 v zavislosti na
konkrétni odridé (ve 100 ml kévy). Dokonce i1 dekofeinovana kava obsahuje 1-6 mg.
Pro vyrobu dekofeinovana kavy se vyuziva extrakce organickymi rozpoustédly,
nejcastéji dichlormetanem ¢i modernéjSi metodou za pouziti superkritického oxidu

uhli¢itého. Extrahovany kofein se posléze pouzivd k obohacovani nealkoholickych
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kolovych limonad ¢i ve farmacii. Kromé kavovniku je kofein obsazen také v ¢ajovych
listech a kakaovych bobech. V ptipadé bézného Salku Caje je ale obsah kofeinu oproti
Salku kavy polovi¢ni. Guaranové ofechy jsou téz zdrojem ptirodniho kofeinu, jez se
Casto vyuzivaji k ptipravé riznych druht napoji. Zndmé kolové napoje obsahuji kofein
puvodem z kolovych ofechli, v nékterych ptipadech je ale kofein doplnén z jinych

zdrojt, jako napiiklad jiz zminéna dekofeinovana kava (Velisek 1999).

Kofein poméha zlepSovat psychomotoriku, koncentraci a pamét’ a poméaha oddalovat
unavu. Nadmira kofeinu vSak muze zplsobit hypertenzi, uzkost, dokonce 1 zvySeni
srde¢ni frekvence nad fyziologicky pfipustnou hodnotu (tachykardie). Pfi naduzivani
kofeinu muze dojit ke vzniku zavislosti. I pfes to je kofein vniman jako relativné
bezpecna latka, letadlni davka zdravého jedince je pfiblizn€ 10 g. Vzhledem k tomu, ze
primérny Salek kavy obsahuje ptiblizné 80-100 mg kofeinu, je témét nepravdépodobné,
ze by k predavkovani doslo. Kofein, systematickym ndzvem 1,3,7-trimethylxanthin, se
fadi mezi purinové alkaloidy, konkrétn¢ patii do skupiny methylovych derivati xantinu.
Sumarni vzorec kofeinu je CsHioN4O2, molarni hmotnost ma hodnotu 194,19 g/mol.
Kofein taje pfi teploté 235-238 °C a jeho hustota je 1,2 g/cm’. Diky aromatickému
skeletu je jeho vinova délka absorbéniho maxima 275 nm, ¢ehoZ se vyuziva pii detekci
na tenké vrstvé pomoci zdroje UV zafeni. Po pozieni je jeho biologicky polocas
(v plazmé&) pfiblizn€¢ 3-7 hodin. Mechanismus uc¢inku kofeinu spociva obzvlaste
v blokaci adenosinovych receptorti v CNS. Pokud se na pfisluSny receptor neuronu
navaze adenosin, dochdzi k utlumeni nervovych vzruchi, a tim k rozSifeni mozkovych
cév, coz ma za nasledek pocit unavy. Kofein se diky podobné struktufe dovede na tyto
receptory také navazat, ¢imz tak zamezi navdzani adenosinu. Kofein pak piisobi presné
opacné, tedy zrychluje sitfeni nervovych signalt a jeho pisobenim dochazi ke kontrakci
mozkovych cév. Timto kofein oddali pocit unavy, zarovenn ale nedochdzi k blokaci
dopaminovych receptort, proto kofein 1 nepfimo zlepSuje celkovou néladu. DalSim
moznym mechanismem U¢inku je inhibice enzymu fosfodiesterasy, coZ mé za nasledek
zvySeni koncentrace c-AMP. Na zvySenou koncentraci cyklického AMP pak télo
reaguje zvysenim lipolyzy a vyplavenim katecholamint. Metabolismus kofeinu probiha

pfedevs§im v jatrech, kde je kofein pomoci enzymi cytochrom P450, xantinoxidasou

vvvvvv
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paraxantin, theobromin a theofilin. Na paraxantin je pfeménéno asi 84 % vstfebané¢ho
kofeinu. Paraxantin zpisobuje zvySeni lipolyzy. Theobrominu vznika ptiblizné 12 %,
theobromin plisobi mo€opudné a dilatuje cévy. Theofilin vzniké z ptiblizné 4 %, plsobi
na hladké svalstvo pradusnic, které svym piisobenim uvoliuje. Struktura kofeinu je také
velmi podobnad kyselin€ mocové, coz zpusobuje jiz zminénou mocopudnost

(Veligek 1999).
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2.6 Dalsi vybrané latky v napojich
Kyselina sorbova je semitrivialni nazev pro (2E,4F)-hexa-2,4- 0
dienovou kyselinu. Kyselina sorbova a odvozené soli zvané /\/\_/”\
sorbiity se vyuzivaj pro své antimikrobidlni 4tinky _ inhibuii ¢~ OH
rist plisni, kvasinek a nékterych bakterii. Mechanismus

Obrazek 7
ucinku spociva v inhibici enzymil oxidujicich predevs§im kyselina sorbovs
mastné kyseliny (Zluknuti tukt). Kyselina sorbovd mize

podléhat autooxidaci, produkty oxidace mohou reagovat s aminokyselinami a proteiny,
¢imz vizualné¢ zpusobuji hnédnuti potravin oSetienych kyselinou sorbovou

(Veligek 1999).

Taurin je trividlni ndzev pro 2-aminoethansulfonovou kyselinu. 0o 0
Ny | | N
Trividlni nazev souvisi s prvni izolaci této latky zby¢i zludi HO™ S 1
Friedrichem Tiedemanem. Jedna se o latku, kterd vznika v organismu Obrizek 8
z cysteinu dekarboxylaci a oxidaci thiolové skupiny na sulfoskupinu. taurin

Pfirozen¢ se vyskytuje v matetském mléku, mozku, Zluéniku a
svalech. V lidském téle podporuje traveni lipidi a tlumi CNS. Pridava se jako aditivum

hlavné do energetickych napoji (Huxtable 1992).
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2.7 Vitamin C a kofein v ramci uciva chemie na gymnaziu

Ucivo zédkladni Skoly se tématu potravin a napoji vénuje okrajové ve vyuce v devaté
tfid¢. Jedna se o ucivo zahrnujici problematiku zivotniho prostiedi a vyzivy. Informace
o kofeinu je do udiva zafazena v ramci prevence pied uZivanim navykovych latek. Zaci
se dozvi o jeho G¢incich na organismus a o nebezpeéi vzniku zavislosti. Zaci jsou také
informovani o vyskytu kofeinu v kave¢, a zejména pak velmi populdrnich energetickych
napojich. Vitaminy jsou zafazeny do uciva spolu s enzymy a hormony. V ramci zdravé
vyzivy je diraz kladen hlavné na nutnost pestré stravy bohaté na vitaminy praveé pro
jejich funkci v organismu v podobé kofaktord enzymi. Obsahem vyuky je zakladni
rozdeleni vitamini do dvou skupin dle rozpustnosti v tucich a vodé¢, dale jsou zaci

seznameni s potravinami a napoji bohatymi na vitaminy.

Pro zékladni Skoly je uréena ucebnice Zaklady Chemie 2 (nakladatelstvi Fortuna, Benes
P., Pumpr V., Banyr J., 2010). Zde jsou vitaminy zminény na stranach 68-69 v kapitole
vénované biokatalyzatorim. Zajimavosti je jednoduchy navod dikazu vitaminu C, ktery
vyuziva stejného principu jako nase dikazové reakce v praktické ¢asti této prace, tedy
vyuziti redukénich vlastnosti kyseliny L-askorbové (napt. vylu€ovani stiibra z roztoku
dusi¢nanu stiibrného). Kofein je zminén na strané 76 v u€ivu vénujicimu se drogdm
a prevenci. MlZeme tedy fici, Ze Zaci zékladni Skoly ziskaji o vitaminech a kofeinu
zakladni povédomi, které muize byt pfi studiu na stfednich Skolach déle rozvijeno,
pfedev§im pak na gymnéziich ¢i chemicky zamétenych stfednich odbornych Skolach

(Benes et al. 2010).

V ucebnich planech vys$siho gymnazia se zaci setkdvaji s kofeinem ve tfetim ro¢niku
vucivu organick¢é chemie, v kapitolach pojedndvajicich o heterocyklickych
slouceninach. V této souvislosti se zaci nau¢i pozndvat zdkladni heterocyklické
slouCeniny a jejich nejbéznéjsi derivaty, jejich fyzikalni a chemické vlastnosti. Poznatky
o kofeinu jsou dale rozvijeny ve ¢tvrtém ro¢niku v kapitole o 1éCivech a drogach, kde je

zaklim vysvétlen ucinek kofeinu na lidsky organismus (Balada 2007)

S vitaminy se Zaci poprvé setkavaji az ve ctvrtém roc¢niku, kdy jsou jiz obezndmeni
s prevaznou casti uciva organické chemie a vénuji se biochemii. U¢i se o vitaminech

v kapitole zahrnujici enzymy a jejich kofaktory, seznamuji se s vitaminovou abecedou
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a s rozliSenim dle jejich rozpustnosti. Toto ucivo je pak zdsadnim zpisobem
rozpracovano v samostatném predmétu Seminaf z chemie, ktery je volitelny. Zde se
zaci uci obecné o piirodnich latkach a jsou také seznameni se strukturnimi vzorci

jednotlivych vitamind (Balada 2007).

V ptipadé€, ze Zaci projevi hlubsi zdjem o konkrétni kapitoly, zpracovavaji v ramci
domaéci pripravy rizné referaty Ci prezentace. Praktickd ¢ast vyuky chemie v podstaté
z ucebnich plani gymndazii vymizela, a to jednak z divodi Casovych, kdy pedagog
usiluyje o splnéni pozadavkl, vyplyvajicich z ucebniho planu, tak z davodi
legislativnich, kdy manipulace s chemickymi latkami v laboratofich gymnazii jsou
znaén¢ omezeny v souvislosti s platnymi zasadami bezpecnosti prace. Omezeni
naklddani nezletilych Zzakti gymnézii s chemickymi latkami cituje nafizeni vlady
¢. 361/2007 Sb. Vzhledem k tomu, Ze pfi manipulaci nezletilych s vybranymi latkami
je nutny neptetrzity dozor, jsou pedagogovy moznosti béhem praktickych ¢asti vyuky

chemie zna¢n¢ omezené (Holzhauser a Matuska 2019).

Ucebni materialy se dle objemu informaci zna¢né 1i§i. Vyuka mize byt po strance
obsahu individudlni. Pfirodovédné zaméteni zaci gymnazii a jejich vyucujici budou jisté
preferovat obsahoveé bohatSi ucebnice, pfipadné vyuziji alternativni zdroje v podobé

internetu, ¢i dokonce uryvkl z u¢ebnic urcenych pro vysoké skoly.

Ucebnice Chemie/organicka a biochemie II pro gymnazia (nakladatelstvi SPN, Kolar
K., Kodicek M., Pospisil J., 2005) zmifnuje vitaminy na strankach 82,86,97 a 117. U¢ivo
zdkladni Skoly je zde obohaceno o dalsi poznatky. Na stran€ 82 je zminéna strukturni
ptibuznost kyseliny L-askorbové se sacharidy, jelikoz se jednda o jednu
kofaktory enzymt, celd kapitola Enzymologie pak pfiblizuje zaklim problematiku
katalyzovanych reakci, na strané 117 jsou uvedeny vzorce vybranych vitamini

a kofeinu, ktery v této ucebnici neni jinak zminén (Kolaf et al. 2005).

Chemie v kostce pro SS (nakladatelstvi FRAGMENT, Ruzickova K., Kotlik B., 2009)
zmifluje pouze vitaminy na strané 195 jako kofaktory v kapitole vénované enzymim

(Razickova a Kotlik 2009).
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Utebnice Chemie pro studijni obory SOS a sSOU nechemického zaméfeni
(nakladatelstvi SPN, Blazek J., Fabini J., 1999) uvadi vitaminy na stran¢ 195 jako
prirodni latky a soucasti enzymil. Vitaminy jsou zde vyjmenovany s vyuzitim zékladni
vitaminové abecedy a roz¢lenény do dvou klasickych skupin dle rozpustnosti v tucich
a vod&. Zaci jsou i upozornéni na moznosti prebytku vitaminti — hypervitaminozy

a nedostatku vitaminii — hypovitamindzy v lidském organismu (Blazek a Fabini 1999).

Mezi zéky je velmi popularni série u¢ebnic Odmaturuj! z ... . V ucebnici Odmaturu;!
z chemie (nakladatelstvi DIDAKTIS, BeneSova M., Satrapova H., 2002) je kapitola
vénujici se vitaminim na stranach 186—188 nejobsahlejsi ze vSech zminénych ucebnic.
Vitaminy jsou zde nejprve obecné popsané jako ptirodni latky, které ¢loveék potiebuje
pro spravnou funkci enzymi, déle jsou uvedeny jejich zakladni vlastnosti a rozdéleni.
V poznamkach je kladen diraz i na sprdvnou a pestrou vyZzivu pro zamezeni vzniku
hyper a hypovitamin6zy, historie objeveni vitamint ¢i napojeni na kapitolu o enzymech
formou odkazi na dalsi stranky z ucebnice, kde jsou vitaminy zminény jako kofaktory
¢i jejich prekurzory. Nasledné jsou zde vSechny vitaminy vyjmenovany jak
prostfednictvim klasické vitaminové abecedy, tak jejich trividlnich nazvi. U kazdého
vitaminu jsou uvedeny informace ve smyslu jejich funkce v organismu, zdrojovych
potravinach, projevy nedostatku a doporuc¢end denni davka. Znalost strukturnich vzorci
neni pro zaky stfednich Skol nutna, v této ucebnici tedy vzorce vitaminii nejsou
vyobrazeny. Kofein je zminén dvakrat, nejdiive na strané¢ 150 vramci kapitoly
pojednévajici o heterocyklickych sloucenindch, kde je pfipomenuta jeho ptisluSnost
mezi derivaty purinu. Dal§i zminka o kofeinu je na strané¢ 182 v kapitole vénujici
se alkaloidiim. Kofein je uveden jako purinovy alkaloid, jeho ¢inky na organismus
a jeho obsah v kavé. Zaci jsou opét formou poznamek v pravé ¢asti stranky upozornéni
na moznost vzniku zavislosti a také na fakt, Ze by denni davka kofeinu neméla piekrocit

1,5g (BenesSova a Satrapova 2002).

BohuZel se o téchto latkach ve vztahu k potravindm nenachazejici v u¢ivu téméf zadné

informace.
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2.8 Tenkovrstva chromatografie ve vyuce na gymnaziu

v uvodu do uciva chemie. Na nékterych Skolach se dokonce provadéji jednoduché
pokusy slihovymi fixy a filtratnim papirem, kde je zakim vysvétlen princip
chromatografie ve vztahu k separaci jednotlivych barevnych slozek fix. Mobilni fazi

zde zpravidla byva ethanol, ktery 1ze za dozoru vyucujiciho bezpecné pouzit.

V soucasnych ucebnich planech stfednich Skol je tenkovrstva chromatografie spolu
s ostatnimi separa¢nimi metodami v podstaté pouze zminéna v ucivu prvniho ro¢niku.
Zaci rozvijeji znalosti tykajici se smési a jejich déleni ziskané na zakladni $kole.
Separa¢ni metody jsou vSak pouze vyjmenovany, pfipadné je jejich fyzikalné chemicka
podstata zpfistupnéna ve zjednodusené podob&. Zaci poslednich roénikii gymnazii si
zpravidla voli chemii a seminaf z chemie jakozto povinné volitelné ptedméty v piipade
dalsiho ptirodovédného zaméteni na vysoké Skole. Diky tomu jsou nékteré kapitoly
tykajici se separanich metod dale rozsifeny v ramci pfipravy na maturitni zkousku
z chemie. Chromatografie a jeji rizné typy jsou vyuCovany v kapitolach vénujicich
se zakladiim analytické chemie, kde je i1 bliZze popsana podstata fungovani téchto metod

z fyzikéalné-chemického hlediska.

Ucebnice Chemie obecna/anorganicka (nakladatelstvi SPN, Flemr V., Dusek B., 2001)
zmifluje chromatografii na stranach 96 a 97, na kterych je této separacni metodé
vénovan cely odstavec. Zakiim jsou vysvétleny rozdily mezi jednotlivymi typy

chromatografie a je zde 1 jednoduSe popsan princip této metody (Flemr a Dusek 2001).

Ucebnice Odmaturuj! z chemie (nakladatelstvi DIDAKTIS, BeneSova M., Satrapova H.,
2002) zminuje chromatografii na strané 7 v uvodni kapitole. Metoda je zde pouze

uvedena a strucné€ vysvétlena (BeneSova a Satrapova 2002).

Tenkovrstva chromatografie neni v podstaté v ucivu stfednich Skol uvedena. V ptipadé
mé prace a navoda experimentalnich tloh v ptiloze této prace se tak jedna o ucivo nad
ramec b&znych ugebnich plant. Ulohy na ditkaz kofeinu &i vitaminu C bych doporugil
provadét v ramci seminafi z chemie v pfipadé, ze vyucujici ma k dispozici ¢asovou
rezervu a chce zaky motivovat ke studiu ptirodnich véd. Bohuzel slozeni mobilnich fazi

je pro vyuku na gymnaziich nevhodné, Zaci by v podstaté¢ z legislativniho hlediska
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nem¢li pfijit s pouzitymi chemikaliemi do styku. Praci zaki je tfeba omezit na piipravu
vzorkl a tenkych vrstev, zatimco vyucujici piipravuje mobilni fazi a sam jiz pripravené
tenké vrstvy vklada do chromatografické komory. Zaci tak nepiijdou do styku
s nevhodnymi chemikéliemi, ale v zavéru prace maji moznost vysledky sami
vyhodnocovat. Je vhodné zaméfit se predevSim na kofein, jelikoz je jeho detekce
za pouziti UV lampy jednodussi, a také z divodu oblibenosti energetickych napoji mezi

zaky stfednich skol.
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3 Cil prace

Cilem prace je analyzovat komeréné vyrabéné napoje, dokazat pfitomnost ptirodnich
slozek i1 potravindiskych aditiv a zjiSténé poznatky pak prezentovat v prehledné formé.
Zhodnotit vybrané tematické okruhy se zdmérem vyuzit je pro potieby vyuky
na stfednich vSeobecnévzdélavacich Skolach. DalSim cilem je zajistit jednoduchost
provedeni a reprodukovatelnost pokust a nasledn¢ vytvofit soubor navoda pro potieby

vybranych chemickych praktik a workshopt pro zajemce z fad zaku i uciteltt gymnazii.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

4.2

nazev Udana distota vyrobce stat
aceton 99,50 % Lach-Ner CR
chloroform 99,60 % Sharlau ES
butan-1-ol 95 % Lachema CR
amoniak vodny roztok 25 %, p.a. Lach-Ner CR
propan-2-ol p.a. Lach-Ner CR
cyklohexan p.a. Lach-Ner CR
kyselina octova 99,80 % Lach-Ner CR
kofein p.a. Sigma-Aldrich USA
kyselina sorbova |99 % Fluka Chemika SRN
kyselina Kulich HK CR
askorbova
taurin 99 % Fluka Chemika SNR
dusi¢nan stiibrny | p.a. Penta CR
ethanol p.a., 99,8 % Penta CR
ninhydrin p.a. g}]?nlélgsrifamc CR
Pouzita laboratorni technika
nazev vyrobce stat
chromatografickd komora Macherey-Nagel SRN
UV lampa A. KRUSS Optronic | SRN
tenkd vrstva se silikagelem ALUGRAM SIL G Macherey-Nagel SRN
‘g}l{l}i] ;/;stva se silikagelem ALUGRAM SIL Macherey-Nagel SRN
suSarna TFC120 Chromservis CR
fén Sencor CR
kadinky 100-250 ml Fisherbrand CR
odmérny valec 100 ml Simax CR

kapilary
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4.3 Metodika chromatografické analyzy

Pro analyzu napoji byla vyuzita metoda tenkovrstvé chromatografie. Princip této
separacni a identifikacni metody spociva v interakcich chromatografovanych latek
se sorbentem stacionarni faze na tenké vrstvé a rozpousStédlem jako mobilni fazi
(Gaspari¢ a Churacek 1981, Fried a Sherma 1994, Daecke 1974, Engler 1983,
Kolai 1996, Richtr a Kraitr 2004).

V tenkovrstvé chromatografii lze vyuzit hned nékolik typl sorbentil, nejcastéji
se vyuziva silikagelu a oxidu hlinitého. Tenké vrstvy lze manudlné ptipravit v laboratofi
nanasenim na sklenéné desticky, nicméné v soucasné tob¢ je na trhu velké mnozstvi jiz
hotovych produktt, spliiujici potiebné standardy. U téchto produkt se Casto vyuziva
tenkych hlinikovych desticek a sorbent obsahujici podil pojiva, napiiklad sadry, ale
1 jiného materidlu. Samotny silikagel ma v tenkovrstvé chromatografii Siroké vyuziti, da
se fici, Zze se jednd o nejrozsifenéjsi typ sorbentu. Struktura silikagelu je tvofena siti
vazeb Si-O s volnymi hydroxylovymi skupinami, diky kterym chromatografované latky
s tenkou vrstvou silikagelu interaguji a vytvafeji tak vodikové mistky. Smés
chromatografovanych latek se tak na tenké vrstvé separuje v zavislosti na mife interakci
s tenkou vrstvou silikagelu a s rozpousStédlem — mobilni fazi. Pfi volbé vhodného
materidlu stacionarni faze je nutné piihlédnout k vlastnostem chromatografovanych
latek. V piipad€ latek rozpustnych v organickych rozpoustédlech se vyuziva, jak jiz
bylo zminéno silikagelu ¢i oxidu hlinitého. Silikagel je urCen pro latky neutralni
a kysele, oxid hlinity pak pro latky neutralni a bazické. Silikagel 1ze vyuZit 1 pro latky
rozpustné ve vodé. Pii volbé mobilni faze je nutné vzit v ivahu jaké vlastnosti ma
chromatografovana latka. Samotné rozpoustédlo je adsorbovdno na tenkou vrstvu.
Pokud je chromatografovana latka polarnéjSi nez mobilni faze, tim pevnéji se vaZze na
stacionarni fazi. V ptipadé€, ze je rozpoustédlo poldrniho charakteru, prodluzuje se
1 v ptipad¢ vyuziti silikagelu doba nezbytna k vyvijeni chromatogramu, jelikoz mobilni
faze interaguje se silikagelem. B&znéd rozpoustédla jsou sestavena do posloupné tzv.

eluoptopni fady (Gaspari¢ a Churacek, 1981).
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Pti volbé vhodnych sorbentli a mobilni faze se aplikuji ¢tyti zékladni pravidla:

Chromatografované latky se musi v mobilni fazi pfimétene rozpoustét, v piipadé

ptilis dobré rozpustnosti hrozi, ze se latky nebudou adsorbovat a vymyji se.

Chromatografované latky se musi pfiméfené vazat na sorbent stacionarni faze.
Pokud se budou pevné vazat, zlistanou na startu a nedojde k separaci, pokud se

nebudou vézat, Ci jen slabé, prochdzi smés chromatogramem, aniz by doslo

k jejimu rozdéleni.
Chromatografované latky nesmi reagovat s rozpoustédly a sorbenty.

Pro pozménéni elu¢niho uc¢inku konkrétniho rozpousStédla mizeme vyuzit

sousedni rozpoustédla eluotropni fady v rizném pomeéru.

Poy..
(49
& WOZ’}')/.
’),/-

Fod)
!Uiejodau

— 7
SMés k separact

Obrazek 9

w7

Diagram pro jednodussi orientaci pii vybéru vhodné mobilni a stacionarni faze

dle Egona Stahla

Pfi chromatografii je vhodné pouZzivat €ista rozpoustédla, jelikoZ rizné pfimesi mohou

znacn¢ ovliviiovat jejich vlastnosti, naptiklad pfitomnost vody muze zpusobit vyssi

fixaci na sorbent a tim cely proces chromatografie znacné zpomali. Pro lepsi orientaci

pfi volbé vhodnych rozpoustédel a sorbentli byl némeckym farmaceutem Egonem
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Stahlem navrzen diagram vyobrazeny na Obrdzku 9. Trojuhelnik se otaci okolo
sttedové osy, pokud jednim vrcholem oznacime polérni charakter chromatografované
latky nebo smési, zbylé dva vrcholy nam naznaci, jaky sorbent a jaké rozpoustédlo je

vhodné pouzit (Gaspari¢ a Churacek, 1981).

K nanaseni vzorkli na tenkou vrstvu se vyuzivaji mikropipety ¢i kapilary. Vzorky se
nanaseji rozpusténé po kapkach na vyznacenou startovaci linii. Pfi tomto experimentu
byla startovaci linie vyznacena 2 cm od spodniho okraje tenké vrstvy. Vzorky se musi
nanést v dostatecné vzdalenosti mezi sebou, jinak je zde riziko fizovani skvrn, a tim
i zkresleni vysledkii. Po naneseni vzorkii je nutné nechat vypafit rozpoustédlo.
V ptipadé, ze tak neni ucinéno, muze opét dochazet k tvorbé nepravidelnych skvrn

¢1 pruhti (Gaspari¢ a Churacek, 1981).

V tomto experimentu byly tenké vrstvy vyvijeny vzestupné ve sklenéné komote. Deska
s nanesenymi vzorky je umisténa do komory tak, aby hladina mobilni faze byla cca
1 cm pod startovaci linii. V piipad¢ vyvijeni vice desti¢ek je nutné pouzit drzak nebo
stojanek. Dale je nutné chromatografickou komoru uzavtit — nejéastéji jsou komory jiz
vybaveny vikem se zabrousenou hlavou. Pary tékavého rozpoustédla pak nasyti cely

prostor komory (Gaspari¢ a Churacek, 1981).

Po urcitém case mobilni faze vystoupa tenkou vrstvou do pozadované vysky. V tento
moment je nutné tenkou vrstvu vyjmout a pfipadné oznacit ¢elo. Dale je nutné tenké
vrstvy vysuSit a zbavit tak zbytkli mobilni faze. V obou experimentech byly pouzity
pomérné tékavé slouceniny, pro vysuSeni tedy staCilo vyuzit fén, avSak v ptipadé
vitaminu C bylo tfeba postupovat obezietné¢ a pouzit fén pouze bez ohievu vzduchu,
jelikoz by mohlo dojit k oxidaci separované kyseliny askorbové. V ptipadé kofeinu,
ktery je oproti kyseliné askorbové vici kysliku stabilni, bylo mozné vyuzit i horky

vzduch pro urychleni vysouseni (Gaspari¢ a Churacek, 1981).

Specialn¢ urcené vrstvy pro detekci pomoci UV svétla obsahuji luminiscenéni indikétor,
pokud chromatografované latky zhasi luminiscenci, je vhodné tyto vrstvy pouZzit.
Detekce pak probihd ozéatenim vrstvy UV svétlem a zakreslenim skvrn. Dal§i moznosti
je vyuziti detekEniho roztoku, ktery se nanasi ve form¢ mlhy pfimo na tenkou vrstvu.

V tomto piipadé¢ se vyuziva chemickych vlastnosti chromatografované latky, kterd
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reaguje s detekénim roztokem, a poskytuje tak barevny produkt, diky kterému je skvrna
viditelnd na tenké vrstvé, a je tak mozné urcit retardacni faktor Rr (Gaspari¢ a

Churacek, 1981).
Hodnotu Rr u tenkovrstvé chromatografie mlize ovlivnit celd fada faktort, naptiklad
ruzné piimési, teplota ¢i necistoty.

Chromatografovanou latku ve smési je

vhodné porovnat se standardem, coz je elo

sledovand  latka v Cistém  stavu.
Retardacni faktor Rr je bezrozmérna
velicina  udavajici  miru  zdrzeni
chromagrafované latky za ¢elem mobilni
faze. Pro urceni hodnoty Rr je nutné
pravitkem zméfit vzdalenosti mezi
startem a skvrnou chromatografované
latky a startem a Celem mobilni faze, alb
a nasledné¢ tyto hodnoty dosadit do

vzorce, kde Vwm oznacuje vzdalenost

mezi startem a skvrnou a Vg vzdalenost start & @

startu od cela. A B

Obrazek 10

Obecné schéma tenké vrstvy

Obrazek 10 naznacuje obecné schéma tenké vrstvy po ukonceném vyvijeni a detekci

latek. Pro vypocet retardacniho faktoru latky A pouzijeme vzorec:
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Pro vypocet retarda¢niho faktoru latky B pak pouzijeme vzorec:

Retarda¢ni faktor nabyva hodnot v intervalu <0-1>, jestlize je hodnota retardacniho
faktoru 0, latka se nachdzi na startu, v pripadé, Zze retardacni faktor nabyva

hodnoty 1, latka putuje s ¢elem.

Tenkovrstvou chromatografii lze vyuzit ke kvalitativni 1 kvantitativni analyze.
Kvalitativni spo¢ivd v separaci a dukazu chromatografované latky. V piipade
kvantitativni analyzy je nutné nanasSet vzorky o znamém objemu. V ramci experimentii
s kofeinem a vitaminem C byla vyuzita metoda vizualniho zhodnoceni. Jedna
se v podstaté o semikvantitativni metodu, vzorky byly nanaSeny v pfiblizné stejnych
objemech, po vyhodnoceni byly pozorovany rozdily v intenzitdch zabarveni skvrn
a jejich wvelikosti. V pfipadé objektivniho hodnoceni by bylo mozné vyuzit
spektrofotometrické metody ke zjiSténi presné hodnoty zabarveni — pozoruji

se transmise €1 remise (Gaspari¢ a Churacek, 1981).

Vysledné chromatogramy lze vhodnymi zptisoby dokumentovat. MiiZeme je napiiklad
prekreslit ¢i ofotografovat, eventualné lze chromatogramy fixovat bezbarvym lakem
nebo prithlednou péaskou. Ve vsech piipadech je vSak nutné nejprve oznacit a popsat

dulezitd data (Gaspari¢ a Churacek, 1981).

Pii chromatografii sacharidi je tieba vzit v potaz jejich hydrofilni vlastnosti. ObsaZzené
hydroxylové skupiny mohou interagovat se sorbentem tenké vrstvy. Cim vice
hydroxylovych skupin sacharid obsahuje, tim vice bude interagovat, proto je tfeba zvolit
1 vhodnou mobilni fazi. Pfi detekci sacharidii se vyuziva jejich redukénich vlastnosti,
kdy sacharidy reaguji s detekénim roztokem, ktery zredukuji na barevny produkt. Pro
tento zplisob detekce se vyuziva celd fada detekénich roztokil, nej€astéji amoniakalni
dusi¢nan stfibrny spolu se zahtatim reak¢éni smési, kyselina jodistd a Schiffovo ¢inidlo

(Gaspari€ a Churacek, 1981).
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V ptipadé¢ cukernych kyselin a laktont je nutné dbat na volbu mobilni faze. Kyseliny by
mély byt chromatografované v dostatecné kyselé mobilni fazi, pro laktony je vhodné

1 prostfedi neutralni (Gaspari¢ a Churacek, 1981).
Postupy vypracované pro chromatografii purini a pyrimidint byly vyuzivany pfi
vyzkumu struktur nukleovych kyselin. Detekce zpravidla vyuziva UV zéieni za pouziti

desti¢ek s luminiscen¢nim indikatorem. Jinym zplsobem detekce je redukce stiibrnych

soli. (Gaspari€ a Churacek, 1981).
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5 Vysledky a diskuze

V praktické Casti jsme se zaméfili na bézné dostupné komercni népoje obsahujici
vitamin C a kofein. Pomoci metodiky analyzy népoji jsme postupné z kazdé kategorie
vyselektovali produkty, ve kterych se pfislusné latky nachazely. Pokusy byly
zopakovany pro ziskani relevantnich dat. Vysledky ziskanych retardacnich faktorii jsou
piehledn¢ shrnuty do tabulek. Kromé dvou vysSe zminénych slozek jsme se
u konkrétnich produkti zaméfili 1 na dal$i vybrana aditiva, jako je naptiklad kyselina

sorbova a taurin. Po vyhodnoceni vysledkt jsme pfipravili navody pro laboratorni praci.
Chromatogramy byly vyhodnocovéany nasledujicim zptisobem:
Velikost skvrny:
e velka skvrna (3)
e stifedni skvrna (2)
e malé skvrna (1)
Intenzita zbarveni:
e tmavd skvrna (3)
e stiedni skvrna (2)
e svétla skvrna (1)

Celkové hodnoceni vyuzivd formatu Velikost skvrny/Intenzita zbarveni, napt. 2/1
znamena stfedné velka svétla skvrna, 3/3 velkd tmavéa skvrna. V tomto smyslu jsou
hodnoceny vSechny chromatogramy. Tento postup je znacné subjektivni, ale do jisté

miry umoziuje alespon piiblizné semikvantitativni vyhodnoceni chromatogramd.
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Diikaz vitaminu C v komer¢nich napojich

Pii zkoumani pfitomnosti vitaminu C v napojich byly komercni produkty rozc¢lenény
celkem do tfi kategorii: ovocné dzusy, dopliiky stravy a sycené limonady. V pribéhu
vyzkumu byly sycené napoje vylouceny z experimentu, jelikoz se ptitomnost kyseliny
askorbové nepodatilo prokazat, dle etikety je kyseld chut’ urcena predevsim kyselinou
citronovou. Ovocné dzusy s pfichuti citrusovych plodi byly naopak velmi vhodné,
predevsim diky jejich vyrobé z ovocnych extrakt. Dopliiky stravy, jako jsou napiiklad
Sumivé tablety, byly také velmi vhodnymi vzorky, jelikoz jejich Ucelem je piimo
dopliovat organismu ziviny, hlavné¢ pak vitaminy. Celkem byly provedeny t¥i pokusy
o dikaz pritomnosti kyseliny L-askorbové v komer¢nich napojich. Pii volbé sorbentu
a mobilni faze jsme vychdzeli z literatury ale 1 vlastnich zkuSenosti. Zajimava je studie
vlivu slozeni elu¢niho ¢inidla na hodnotu retarda¢niho faktoru, sorbentem je silikagel

s vyuzitim tenkych vrstev pro HPTLC (Trineeva et al. 2018).

Elu¢ni ¢inidlo RF

chloroform 0,01
benzen 0,01
etanol-hexan (1:1) 0,01
butan-1-ol-mravenci kyselina-voda (25:2,5:29,5) 0,66
butan-1-ol-mravenc¢i kyselina-voda (5:0,5:2) 0,63
butan-1-ol-octova kyselina-voda (4:1:5) 0,57
propan-1-ol-konc. vodny roztok amoniaku (6:4) 0,92
ethanol- konc. vodny roztok amoniaku (16:4,5) 0,69
ethyl-acetat-mravenci kyselina-voda (3:1:1) 0,63
ethyl-acetat-octova kyselina-mravenci kyselina-voda (100:11:11:25) 0,67
ethyl-acetat-octova kyselina (80:20) 0,54
ethyl-acetat-octova kyselina (85:15) 0,42
ethyl-acetat-octova kyselina (90:10) 0,37
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ethyl-acetat-octova kyselina (95:5) 0,26
aceton-methanol-octova kyselina (3:1:1) 0,53
aceton-toluen-mravenci kyselina (6:3:1) 0,99

Pro chromatografii na tenké vrstvé silikagelu navrhuji autoii (Rabek et al. 1977.) kromé
osvédcené mobilni faze ethylacetat-kyselina octova také dvourozmérnou chromatografii

za pouziti mobilnich fazi:
1) benzen-methanol-octova kyselina-aceton ( 70:20:5:5)
2) benzen-methanol-octova kyselina-aceton ( 55:35:5:5)

V nasem piipadé bylo jako sorbentu pouzito silikagelu. Mobilni faze byla sloZena
z cyklohexanu, acetonu a kyseliny octové v poméru 1:2:1. V této mobilni fazi byla
predpokladand hodnota retarda¢niho faktoru Rr = 0,70. Chromatogram byl detekovan
1 % roztokem dusi¢nanu stiibrného v 25% roztoku amoniaku ve vodé€. Diky redukénim
vlastnostem kyseliny L-askorbové se na tenké vrstveé silikagelu objevily Sedé az Cerné
skvrny tvofené elementarnim stiibrem, jez tak poslouzilo k detekci chromatogramu

a jeho vyhodnoceni.
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Vrstva A — vzorky A C Rr | Obsah Vitaminu C Vysledek
ST (AscAcid) 12,101 17,50 | 0,69 3/3
1 Relax Pomerang 11,9017,50 | 0,68 | 6 mg/100 cm? 1/1
2 Happy Day Pomeran¢ | 12,00 [ 17,50 | 0,69 | 32 mg/100 cm? 11
3 Pfanner Pomeran¢ 12,10 (17,50 (0,69 | 25 mg/100 cm? 1/1
4 Caprisun Multivitamin |11,00|17,50{0,63 | 15 mg/100 cm® 1/1
Vrstvy Ba C—-vzorky |A C Rr | Obsah Vitaminu C Vysledek
ST (AscAcid) 12,00 17,50 | 0,69 3/3
1 Korunni Citron 0 17,500 Ne 0/0
2 Ondrasovka Citron 0 17,50 |0 Ne 0/0
Vrstva D — vzorky A C Rr | Obsah Vitaminu C Vysledek
ST (AscAcid) 11,801 17,50 | 0,67 3/3
1 Dr Witt Citron 11,45]17,50 (0,65 | 28 mg/100 cm? 171
2 Haas Multivitamin 11,25 17,50 | 0,64 | 80 mg v jedné tablete 1/2
3 Haas Vitamin C 11,50 | 17,50 | 0,66 | 80 mg v jedné tableté 2/2
4 Geladrink 0 17,50 |0 60 mg v denni davce (12 g) | 0/0
Vrstva Al — vzorky A C Rr | Obsah Vitaminu C Vysledek
ST (AscAcid) 8,90 |[13,200,67 3/3
1 Relax Pomerané 7,10 |13,20(0,54 | 6 mg/100 cm? 1/1
2 HappyDay Pomeran¢ 8,50 |13,20 0,64 |32 mg/100 cm? 172
3 Pfanner Pomeran¢ 8,00 |13,200,61 |25 mg/100 cm? 1/2
4 Caprisun Multivitamin |9,00 |13,20|0,68 | 15 mg/100 cm? 1/1
Vrstva D1 — vzorky A C Rr |Obsah Vitaminu C Vysledek
ST (AscAcid) 8,80 |13,400,66 3/3
1 Dr Witt Citron 9,80 |13,40(0,73 |28 mg/100 cm? 1/2
2 Haas Multivitamin 9,30 |13,400,69 | 60 mg v jedné tableté 1/2
3 Haas Vitamin C 10 13,40 | 0,75 | 60 mg v jedné tableté 2/2
4 Geladrink 0 13,400 60 mg v denni davce (12 g) | 0/0
Tabulka 1

Vysledky prvniho experimentu

Diikaz vitaminu C v komer¢nich napojich
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Vysledky prvniho experimentu byly shrnuty do tabulky 1. Napoje byly roz¢lenény do tii
kategorii. Na vrstvu A byly nanaSeny vzorky ovocnych dzust. Jednalo se komer¢ni
produkty znacek Relax, HappyDay, Pfanner a Caprisun. Doba vyvijeni chromatogramu
¢inila 167 min. U vSech zminénych vzorkli se podafilo detekovat kyselinu
L—askorbovou. Intenzita zbarveni a velikost skvrn korespondovala s mnozstvim
vitaminu C uvedenym na etiketach. U vzorku 2, ktery dle etikety obsahuje 32 mg
vitaminu C na 100 cm?® (nejvice ze vSech testovanych vzorka) byla skvrna v porovnani
s ostatnimi vzorky na vrstvé A nejintenzivnéj$i. Nésledoval vzorek 3 s obsahem
25mg/100 cm? s méné zietelnou, ale stale dobte viditelnou skvrnou. Skvrny vzorki 1 a 4
byly jen velmi malo patrné, coz opét korespondovalo s relativné malym obsahem
vitaminu C oproti vzorkiim 2 a 3. Na vrstvach B a C byly naneseny vzorky sycenych
napoji s prichuti citrusovych plodi. U vzorkd 1 a 2 se detekce kyseliny askorbové
nepiedpokladala, jelikoz nebyla uvedena na etiketé. Kyselou pfichut’ téchto napojt
zpisobuje predevsim kyselina citronova, ktera je dle etikety obsazena. Skvrny na vrstvé
B byly natolik nezfetelné, ze nebylo mozné zméftit potiebné udaje. Vzorky na vrstvé D
se podafilo detekovat aZz na vzorek 4 - Geladrink. Jednalo se o dopliky stravy
s vysokym obsahem vitaminu C. Na vrstvé D byl o¢ekévan pozitivni diikaz ptitomnosti
kyseliny askorbové u vSech vzorkil, nicméné vzorek Geladrinku byl po datu expirace
a nebyl spravné skladovan — bez vicka. Lze tedy pfedpokladat, Ze vitamin C byl jiz
s v&t$i merou oxidovan, a tudiZ byla jeho koncentrace pfili§ nizkd vzhledem k moZznosti
uspesné detekce. Experiment byl pro vrstvy A a D zopakovan ve snaze dosdhnout
zieteln€j$i detekce. Na vrstvy Al a D1 byly naneseny totozné vzorky o dvojnasobné
koncentraci oproti vrstvam A a D. Doba vyvijeni chromatogramu v tomto piipad¢ ¢inila
78 min, experiment byl ukoncen zhruba ve tfech ¢tvrtinach tenké vrstvy. Detekce vSech
vrstev byla provedena amoniakdlnim roztokem dusi¢nanu stifibrného pomoci
rozprasovace. Pro urychleni reakce byly vrstvy na par vtefin vloZzeny do susarny ohtaté
na teplotu 85°C. Po detekci byly tyto skvrny obkresleny a byla provedena
fotodokumentace chromatogrami. Experimentalné zjisténé hodnoty retardacniho

faktoru Rr jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Obrazek 11
Diikaz vitaminu C v komer¢nich napojich

Vrstvy A az D z prvniho experimentu (viz Tabulka 1)

Obrazek 12

Diikaz vitaminu C v komer¢nich napojich

Vrstvy Al a D1 z prvniho experimentu (viz Tabulka 1)
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Vrstva A — vzorky A C Rr | Obsah Vitaminu C Vysledek
ST (AscAcid) 15,00 (17,50 0,86 3/3
1 Relax Pomerang 15,50 17,50 | 0,89 | 6 mg/100 cm? 1/1
2 Relax Multivitamin 15,20(17,50 (0,87 | 12 mg/100 cm® 1/2
3 HappyDay Pomeran¢ 15,70 17,50 { 0,90 | 32 mg/100 cm? 172
4 Pfanner Pomeranc 14,80 17,50 | 0,85 | 25 mg/100 cm? 1/1
Vrstva B — vzorky A C Rr | Obsah Vitaminu C Vysledek
ST (AscAcid) 15,30 (17,50 (0,87 3/3
1 Dr Witt Citron 15,10(17,50{ 0,86 | 28 mg/100 cm? 32
2 Haas Multivitamin 15,50 | 17,50 | 0,89 | 80 mg v jedné tablete 3/2
3 Haas Vitamin C 16,00 | 17,50 | 0,91 | 80 mg v jedné tablete¢ 2/2
4 Geladrink 15,40 117,50 | 0,88 | 60 mg v denni davce (12 g) | 1/2
5 Semtex 15,70117,50 | 0,90 | uveden na etiketé 1/1
Tabulka 2

Vysledky druhého experimentu
Diikaz vitaminu C v komer¢nich napojich
V ramci druhého experimentu byl u ovocnych dZust byl vitamin C detekovan se 100 %
uspé&$nosti. Béhem experimentu byl porovnan obsah vitaminu C mezi vyrobky znacky
Relax riiznych ptichuti. Konkrétné se jednalo o Relax Pomeran¢ a Relax Multivitamin.
Obsah vitaminu C dle etiket jiZ naznacil, Ze multivitaminova ptichut’ obsahuje dvakrat
vice vitaminu C nez pfichut’ ¢isté pomerancova. Vysledek experimentu korespondoval
s mnozstvim uvedenym na obalu, jelikoZ skvrna vzorku Relax Multivitamin byla
pfiblizn€ dvakrat intenzivnéj$i neZ u vzorku pomerancové prichuté, kterd byla relativné
slabé viditelnd. U doplinkt stravy se taktéz povedlo detekovat vitamin C ve vSech
vzorcich. V tomto pfipad€ byl vitamin C detekovan i u vzorku Geladrinku, ackoliv se
jednalo o stejnou dozu po datu expirace. Pied rozpusténim vzorku a jeho nanesenim na
silikagel byl obsah dozy promichan. D4 se tedy piepokladat, Ze pro experiment byl
nabran prasek ze dna dozy, ktery nebyl tolik exponovany ve vztahu ke vzduSnému
kysliku, tudiz vném zbylo malé mnozstvi nezreagované kyseliny L-askorbové.

Experimentalné zjisténé hodnoty retardacnich faktort jsou shrnuty v Tabulce 2.
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Obrazek 13 Obrazek 14

Diikaz vitaminu C v komerénich napojich Diikaz vitaminu C v komerénich napojich
Vrstva A druhého experimentu Vrstva B druhého experimentu
(viz Tabulka 2) (viz Tabulka 2)
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Vrstva A — vzorky A C Rr | Obsah Vitaminu C Vysledek
ST (AscAcid) 13,8017,50|0,79 3/3
1 Relax Pomerang 16,60 17,50 | 0,78 | 6 mg/100 cm? 3/2
2 HappyDay Pomeran¢ 12,90 (17,50 | 0,74 | 32 mg/100 cm® 2/2
ivlg;ﬁff)ay Pomerant | 15 24 117,50(0,73 | 32 mg/100 cm® 21
4 Pfanner Pomeranc 12,40 (17,50 (0,71 | 25 mg/100 cm® 2/1
;Pé?g;er Pomeran¢ 12,70 [ 17,50 | 0,73 | 25 mg/100 em’ 0/0
Vrstva B — vzorky A C Rr | Obsah Vitaminu C Vysledek
ST (AscAcid) 13,3017,50|0,77 3/3
1 Dr Witt Citron 14,10{17,50 | 0,81 | 28 mg/100 cm® 1/1
2 Haas Multivitamin 14,50 | 17,50 | 0,81 | 80 mg v jedné tableté 2/2
3 Haas Vitamin C 14,25 17,50 | 0,81 | 80 mg v jedné tableté 1/2
4 Geladrink 13,60 17,50 | 0,78 | 60 mg v denni davce (12 g) | 1/1
Tabulka 3

VysledKky ti‘etiho experimentu
Diikaz vitaminu C v komer¢nich napojich
V ramci tfetiho experimentu jsme se zaméfili pouze na vzorky, u kterych bylo mozné
detekovat kyselinu askorbovou v pfedchozich dvou experimentech. Kromé ovéfeni dat
predchozich dvou experimentli byl proveden pokus se zvétranymi dzusy. Dva vzorky
dzusii byly ponechany pouze v kadinkéach a odlozené v digestoti po 10 dni. Snahou bylo
dokézat tendenci kyseliny askorbové k autooxidaci vzduSnym kyslikem. Vzorky byly
opét zkoncentrovany jako v pfipadé druhého experimentu u vrstev Al
a D1 v prvnim experimentu. Celkovy ¢as vyvijeni chromatogramu ¢inil 179 min. Pfi
detekci doslo k fuzi skvrn standartu kyseliny L-askorbové a vzorku 1. Bylo mozné urcit
retardani faktor, ale jiZ nebylo mozZné vycist intenzitu zabarveni skvrny. Pfi
porovnavani nové zakoupenych a zvétralych dzust byl ve vzorcich patrny ubytek
vitaminu C. Skvrna vzorku 3 byla skuteéné¢ méné intenzivni nez u vzorku 2. V piipadé
vzorku 5 zfejmé doslo k oxidaci vétSiny obsazeného vitaminu C, jelikoZ jej jiZz oproti
vzorku 4 nebylo mozné detekovat vitbec. U vzorku ¢islo 5 byla navic jiz viditelna plisent
na srazené¢ duziné, lze tedy pifedpokladdat, ze tento vyrobek obsahuje 1 méné
konzervacnich latek oproti vzorku 2 a 3. V piipadé vrstvy B se opét dle oCekavani

podafilo detekovat vitamin C u vzorki 1, 2 a 3. U vzorku 4 se, jako v pfipad¢ prvniho
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experimentu, nepodafilo vitamin C prokdzat. Déza Geladrinku po datu expirace nebyla
pfed nabranim praskového vzorku promichana a vzorek byl nabran z horni vrstvy, které
byla vystavena plsobeni vzdusného kysliku. Hodnoty retardaénich faktort jsou shrnuty

v Tabulce 3.

Obrazek 15

Diikaz vitaminu C v komer¢nich napojich|

Vrstvy A a B tietiho experimentu (viz Tabulka 3)
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Vzorky Priamér
l.exp |2.exp |3.exp
Relax Pomerang¢ 0,68 0,86 0,78 0,77
happy Day 069 (09 [074 |03 |077
Pfanner Pomeranc 0,69 0,85 0,71 0,73 10,75
Dr Witt Citron 0,73 0,86 0,81 0,80
Hass Multivitamin 0,69 0,89 0,81 0,80
Hass Vitamin C 0,75 0,91 0,81 0,82
Tabulka 4

Shrnuti hodnot retardacnich faktori vzorki a priumérna hodnota

Diikaz vitaminu C v komer¢nich napojich

Na zéklad¢ podobnosti retardacnich faktorG Rr standardti a vzorka Ize s jistotou fici, ze
byl obsah kyseliny askorbové v téchto vzorcich potvrzen. Odchylky od ptfepokladané
hodnoty jsou zfejmé zplisobeny interakei s ostatnimi obsaZenymi latkami, ptipadné jde

o b&zné odchylky v ramci fluktuace kvality vrstev ¢i vzorkl, pifipadné neptesnosti

v nandSeni vzorkll a nedostate¢né vysuSeni rozpoustédla.
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5.1 Diukaz kofeinu v komer¢énich napojich

V ramci experimentl zaméienych na dikaz pfitomnosti kofeinu byly hlavnim vzorkem
predevSim riizné druhy kavy a energetickych napoji, u nichz se vyskyt kofeinu da
predpokladat. Jako dalsi vzorky byly zkoumany predevsim kolové napoje, ale zde se
nepodafilo opakovan¢ kofein za danych podminek dokazat. Experiment byl tedy
primarné¢ zaméten na kdvu a energetické napoje. Celkem byly provedeny tFi pokusy
o dikaz ptritomnosti kofeinu v komerénich népojich. Krom¢ kofeinu byla
v energetickych napojich prokdzand ptitomnost i kyseliny sorbové a taurinu. Pro
chromatografii na tenké vrstvé silikagelu byla navrzena napf. soustava chloroform-
aceton (1:1), retardacni faktor kofeinu je 0,50 (Pavlik 1973), pfi pouZiti soustavy
ethyl-acetat-methanol-konc. hydroxid amonny (85:10:5) byl nalezen retardacni faktor
kofeinu 0,63 - 0,65 (Palacios et al. 2017), v soustavé methanol-ethyl-acetat (3:1) je
retardacni faktor kofeinu 0,50 (Torres et al. 2015). Pti pouziti tenké vrstvy celulosy a
mobilni faze butan-1-ol-chlorovodikovd kyselina- voda v poméru 100:11:28 byly
nalezeny nsledujici hodnoty retardacnich faktort purinovych alkaloidi: kofein-0,46,
theofylin-0,37 a theobromin-0,27 (Jalal a Collin 1976). V naSem piipad¢ mobilni faze
pii chromatografii na tenké vrstvé silikagelu obsahovala aceton, chloroform, butan-1-ol
a 25% vodny roztok amoniaku v poméru 3:3:4:1 (Kolat et al. 2001). Pro tento
experiment byla vyuZzita tenkd vrstva silikagelu, umoZiujici detekci UV zafenim na
principu zhaseni luminiscence. Pfedpokladand hodnota retardacniho faktoru pfi pouZiti
vySe zminéné mobilni fdze byla Rr = 0,78. Pro detekci byla pouzita UV lampa se
zdrojem zéfeni o vinové délce A= 254 nm. Kofein diky své struktufe zhasi luminiscenci,
na chromatogramu se objevi tmavé rizova skvrna na zlutozeleném svétélkujicim

pozadi.
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Vrstvy AaB-vzorky (A C Rr | Obsah Kofeinu Vysledek
ST (Caff) 9,20 |11,40/0,81 3/3
1 Monster 9,30 |11,40(0,82 (0,03 % (V) 500 cm? 32
2 RedBull 9,30 [11,400,83 |32 mg/100 cm? 2/1
3 BigShock 9,25 |11,40|0,81 |32 mg/100 cm? 1/1
4 Kong 9,30 |11,400,82 |30 mg/100 cm? 1/1
5 Clever Energy 9,30 [11,400,82 |32 mg/100 cm? 11
Vrstvyy DaE —vzorky |A C Rr | Obsah Kofeinu Vysledek
ST (Caff) 9,00 |11,20/0,80 3/3
1 Clever instantni kava 8,90 |11,2010,79 | uveden na etiketé 2/1
4 Starbucks Espresso 9,05 |11,20|0,81 |47 mg/100 cm? 1/1
5 Ledova kava Bohusov. 8,90 |11,20 0,79 | 50 mg/100 cm? 1/1
6 Mazagrande Forte 9,00 |11,200,80 |32 mg/100 cm? 1/1
Tabulka 5

Vysledky prvniho experimentu
Diikaz kofeinu v komer¢nich napojich
Vysledky prvniho experimentu jsou shrnuty v Tabulce 6. Napoje obsahujici kofein byly
rozdéleny do dvou hlavnich skupin — energetické drinky a kdvy. U kavy a energetickych
napoji se dala pfitomnost kofeinu s jistotou ocekavat, tento pfedpoklad byl vysledky
experimentu potvrzen. Vzorky energetickych napojii byly nanaSeny mikrokapildrami
pifimo na vrstvu silikagelu. Podobné tomu bylo 1 v ptfipad€ jiz hotovych kévovych
napoju. U vzorku instantni kavy Clever byla rozpusténa jedna ¢ajova lzicka sypkého
granulatu v piiblizng 100 cm? horké vody, coZ odpovida b&znému $alku kavy. Vyvijeni
chromatogramu trvalo celkem 103 minut a bylo ukonceno piiblizné¢ ve dvou ttetinach
délky tenké vrstvy. Po vyjmuti tenkych vrstev z chromatografické komory bylo pro
detekci nejdiive nutné tenké vrstvy vysuSit. Nasledné byly tenké vrstvy podrobeny
detekci pomoci UV zafeni, skvrny byly zakresleny. Po dokumentaci byly tenké vrstvy
vyhodnoceny. Zjisténé hodnoty retardacnich faktort jsou shrnuty v Tabulce 5. Kromé
kofeinu byla na vrstvé A detekovéna u vzorki Monster a BigShock skvrna ve spodni
¢asti chromatogramu. Vzhledem ke sloZeni produkti se ptredpokladalo, Ze se jedna

o kyselinu sorbovou, jelikoZ oba energetické napoje uvadeji obsah tohoto aditiva na
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etiketach. Bohuzel nebylo mozné tento vysledek porovnat se standardem kyseliny

sorbové, ktery nebyl béhem prvniho experimentu k dispozici.

Obrazek 16
Diikaz kofeinu v komer¢nich napojich

Vrstvy A a B prvniho experimentu (viz Tabulka 5)
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Obriazek 17

Diikaz kofeinu v komer¢nich napojich

Vrstvy D a E prvniho experimentu (viz Tabulka 5)
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Vrstvy AaB-vzorky (A C Rr | Obsah Kofeinu Vysledek
ST (Caff) 15,10 (17,50 0,86 3/3
1 Monster 15,35/17,50{ 0,88 | 0,03 % (V) 500 cm’ 2/2
2 RedBull 15,40(17,50{ 0,88 | 32 mg/100 cm’ 2/2
3 BigShock 15,45(17,50{ 0,88 | 32 mg/100 cm? 2/2
4 Kong 15,35/17,50{ 0,88 | 30 mg/100 cm? 2/2
5 Clever Energy 15,25(17,50 (0,87 | 32 mg/100 cm® 2/2
6 Semtex 15,30 (17,50 | 0,87 | 32 mg/100 cm? 2/2
Vrstva D — vzorky A C Rr | Obsah Kofeinu Vysledek
ST (Caff) 15,20 (17,45 (0,87 3/3
1 Clever instantni kava 15,35117,45| 0,88 | uveden na etiketé 2/2
2 Starbucks Espresso 15,30 17,45{0,88 | 47 mg/100 cm? 2/1
3 Ledova kava Bohusov. |15,60(17,45 (0,89 | 50 mg/100 cm? 2/2
4 Mazagrande Forte 15,40 17,45(0,88 | 32 mg/100 cm? 1/1
Tabulka 6

Vysledky druhého experimentu
Diikaz kofeinu v komer¢nich napojich
Pii druhém experimentu byly dvojnasobné zvySené koncentrace oproti experimentu
prvnimu. V rdmci kategorie energetickych napojii se podafilo detekovat kofein
1 vnovém vzorku 6 Semtex, ktery byl jizZ podroben analyze na ptitomnost vitaminu C.
Dle etikety tento napoj obsahuje obé slozky a tuto informaci se podatfilo ovéfit. Ve
vSech kavovych napojich se opét podafilo prokazat kofein bez vyjimek. U vzorkl
Monster a BigShock se opét podafilo detekovat skvrny ve spodni ¢asti tenké vrstvy. Pti
porovnani se standardem kyseliny sorbové v totozné mobilni fazi byl retardacni faktor

skvrn v rdmci odchylek shodny. Vyvijeni chromatogramu bylo ukonc¢eno po 243 min.
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Obriazek 18

Diikaz kofeinu v komer¢énich napojich

Vrstvy A a B druhého experimentu (viz Tabulka 6)
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Obrazek 19

Diikaz kofeinu v komerénich napojich

Vrstvy C a D druhého experimentu (viz Tabulka 6)
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Vrstvy AaB-vzorky (A C Rr | Obsah Kofeinu Vysledek
ST (Caff) 14,20 17,50 | 0,81 3/3
1 Monster 14,00 (17,50 | 0,80 | 0,03 % (V) 500 cm’ 2/2
2 RedBull 14,75117,50 { 0,84 | 32 mg/100 cm’ 2/2
3 BigShock 14,90 17,50 | 0,85 | 32 mg/100 cm? 2/2
4 Kong 14,80 17,50 | 0,85 | 30 mg/100 cm? 2/2
5 Clever Energy 14,70 17,50 { 0,84 | 32 mg/100 cm® 2/2
6 Semtex 14,8517,50 | 0,85 | 32 mg/100 cm? 2/2
Vrstva C — vzorky A C Rr | Obsah Kofeinu Vysledek
ST (Caff) 15,00 (17,50 (0,86 3/3
1 Clever instantni kava 14,90|17,50 | 0,85 | uveden na etiketé 2/1
2 Starbucks Espresso 14,95(17,50 | 0,85 | 47 mg/100 cm? 2/1
3 Ledova kava Bohusov. |14,60 17,50 | 0,83 | 50 mg/100 cm? 1/1
4 Mazagrande Forte 15,20 (17,50 | 0,87 | 32 mg/100 cm? 2/1
Tabulka 7

VysledKky ti‘etiho experimentu
Diikaz kofeinu v komeré¢nich napojich
V ramci tretiho experimentu se u energetickych a kdvovych napoji opét podafilo kofein
prokdzat bez vyjimek. Hodnoty retardacnich faktori byly zaznamenany pro finalni
analyzu. I v tomto pfipad¢ se u vzorki Monster a BigShock podaftilo detekovat kyselinu
sorbovou. Celkovd doba vyvijeni chromatogramu v tomto pfipad¢ cCinila celkem

235 min.
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Obrazek 20

Diikaz kofeinu v komerénich napojich

Vrstvy A a B tietiho experimentu (viz Tabulka 7)
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Obrazek 21

Diikaz kofeinu v komerénich napojich

Vrstvy C a D tretiho experimentu (viz Tabulka 7)
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RF

Vzorky Priamér
1. exp 2. exp 3. exp
Monster 0,82 0,88 0,80 0,83
RedBull 0,83 0,88 0,84 0,85
BigShock 0,81 0,88 0,85 0,85
Kong 0,82 0,88 0,85 0,85
Clever Energy 0,82 0,87 0,84 0,84
Clever instantni kava 0,79 0,88 0,85 0,84
Starbucks Espresso 0,81 0,88 0,85 0,85
Ledova kava Bohusov. 0,79 0,89 0,83 0,84
Mazagrande Forte 0,80 0,88 0,87 0,85
Tabulka 8

Shrnuti hodnot retardac¢nich faktoru vzorki a primérna hodnota

Diikaz kofeinu v komeré¢nich napojich

Na zaklad¢ podobnosti retardacnich faktorti Rr standardi a vzorki lze potvrdit obsah
kofeinu ve vSech vzorcich. Malé odchylky od pfepokladané hodnoty jsou ziejmé opé&t
jako v ptipadé dikazt vitaminu C zplsobeny interakci s ostatnimi obsazenymi latkami,

pfipadné jde o béZné odchylky v ramci fluktuace kvality vrstev ¢i vzorkd, piipadné

nepiesnosti v nanaseni vzorki a nedostate¢né vysuSeni rozpoustédla.
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5.2 Diikazy dalSich latek v komer¢nich napojich

5.2.1 Kyselina sorbova v napojich

Béhem experimentl orientovanych na diikaz kofeinu jsme se zaméfili na dalsi latky
obsazené v energetickych néapojich, predev§im pak na taurin a kyselinu sorbovou. Pro
chromatografii kyseliny sorbové na tenké vrstve silikagelu byla navrzena napi. mobilni
faze toluen-ethyl-acetat-mravenci kyselina (25:20:5)-R¢=0,56, nebo toluen-ethyl-acetat-
chloroform-mraven¢i kyselina (25:13:10:2)-Rr=0,46 (Rios,1972). Kyselina sorbova
byla v naSem ptipadé identifikovdna v rdmci ditkazii kofeinu za pouziti totoZzné mobilni
faze. Pii prvnim pokusu byly na vysledné tenké vrstvé kromé kofeinu viditelné 1 dalsi
skvrny zhaSejici luminiscenci, pfi porovnani retardacniho faktoru téchto skvrn se
standardem kyseliny sorbové jsme usoudili, ze se jednd pravé o toto aditivum. Pfi
druhém pokusu byl jiz k dispozici standard sorbové kyseliny. Pfi porovnani dat
z prvniho experimentu jsme dosli k zévéru, Ze se s nejvetsi pravdépodobnosti jedna
o skvrny kyseliny sorbové, vtomto smyslu byly provedeny dal$i dva experimenty.

Vysledky vSech tii experimentl jsou shrnuty v Tabulce 11.

Vrstva A A C Rr | Obsah Kys. sorbové Vysledek
1. exp

ST (SA) 0 0 0

1 Monster 2,90 [17,50|0,17 | uvedena na etiketé 2/2

3 BigShock 2,75 117,50|0,16 | uvedena na etiketé 2/1
2. exp

ST (SA) 2,20 (13,20(0,17 3/3

1 Monster 2,00 [13,20|0,15 | uvedena na etiketé 2/2

3 BigShock 2,10 [13,20|0,16 | uvedena na etiketé 2/1
3. exp

ST (SA) 3,45 |17,00]0,20 3/3

1 Monster 3,70 |17,00 (0,22 | uvedena na etiketé 2/2

3 BigShock 4,10 |17,00 0,24 | uvedena na ctiketé 1/1

Tabulka 9

Vysledky experimenti

Diikaz Kkyseliny sorbové v komer¢énich napojich
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Obriazek 22

Diikaz Kkyseliny sorbové v komerénich napojich
Vrstva E tietiho experimentu na diikaz kofeinu se standardem kyseliny sorbové
(viz Tabulka 9)
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Rr .
Vzorky Prumér
1. exp 2. exp 3. exp
Monster 0,17 0,15 0,22 0,18
BigShock 0,16 0,16 0,24 0,19
Tabulka 10

Shrnuti hodnot retardacnich faktori vzorki a priimérna hodnota

Diikaz kyseliny sorbové v komer¢nich napojich

Na zéklad¢ podobnosti hodnot retardacniho faktoru standardi a vzorkli a vzhledem
ke skute€nosti, Ze oba testované vzorky na etiketdch uvadéji obsah kyseliny sorbové,

muzeme konstatovat, ze byla pfitomnost tohoto konzerva¢niho aditiva v obou vzorcich

skute¢n¢ potvrzena.
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5.2.2 Taurin v napojich

Paraleln¢ s diikazem kyseliny sorbové byl uskute¢nén experiment na dikaz v taurinu ve
stejnych  vzorcich — energetické néapoje Monster, BigShock a Semtex.
Taurin byl vyvijen na tenké vrstvé silikagelu v odliSné mobilni fazi o slozeni
isopropylalkohol: voda v poméru 8:2, retardacni faktor, uvedeny v literatuie je 0,24
(Oberle a Griesinger 2018). Existuji i jiné mobilni faze, napt. propan-1-ol-ethanol-voda-
octova kyselina (5,2:0,8:2:2), retardacni faktor je 0,62, dal§imi soustavami jsou
chloroform-ethanol-octova kyselina-aceton-voda (54:27:10:2:2) nebo butan-1-ol-octova
kyselina-ethanol-voda (4:2:3:3) (Teo et al. 2013). Tyto mobilni faze byly vyuzity pii
chromatografii na tenké vrstvé silikagelu (HPTLC). Pro detekci byl pouzit 0,2%
ethanolovy roztok ninhydrinu. Tato metoda se vyuziva ptedevsim pro detekci tradi¢nich
aminokyselin (tj. aminokarboxylovych kyselin), taurin (vznikéd v organismu z cysteinu),
ktery patfi mezi aminosulfonové kyseliny lze diky obdobné struktufe touto metodou
také detekovat. Oproti modie a modrofialové zbarvenym produktim pifi detekci
aminokyselin v§ak zde vznika produkt syté rizové barvy. Pfi prvnim experimentu Cinila
doba vyvijeni chromatogramu celkem 105 min, pfi druhém experimentu pak 90 min.
V obou piipadech byla vyuzita pouze polovina standardni tenké vrstvy. Vzhledem
k polarnimu charakteru mobilni faze je doba vyvijeni zna¢n¢ dlouha. Po vyjmuti
z chromatografické komory byla vrstva vysuSena a byl proveden nastfik detekéniho
roztoku ninhydrinu. Nasledné byla vrstva vloZena na cca 40 sek do suSarny ohfaté na
teplotu 80 °C. Skvrny s obsahem taurinu se nasledné vyrazné zabarvily do syté rizové

barvy. Vysledky experimenti jsou shrnuty v Tabulkach 11 a 12.
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Vrstva A A C Rr | Obsah taurinu Vysledek
1. exp

ST (Tau) 440 7,70 10,57 3/3

1 Monster 4,50 7,70 |0,58 | uveden na etiketé 3/3

3 BigShock 4,80 [7,70 10,62 | uveden na etiketé 3/3

6 Semtex 4,70 7,70 |0,51 | uveden na etiketé 3/3
2. exp

ST (Tau) 3,10 6,90 |0,45 3/3

1 Monster 3,50 |6,90 |0,51 |uveden na etiketé 3/3

3 BigShock 3,00 6,90 |0,43|uveden na etiketd 3/3

6 Semtex 3,30 | 6,90 |0,48 | uveden na etiketé 3/3

Tabulka 11

Vysledky experimenti

Diikaz taurinu v komerénich napojich

Obrazek 23

Diikaz taurinu v komerénich napojich

Vrstvy prvniho a druhého experimentu na pfitomnost taurinu po detekci ninhydrinem
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(viz Tabulka 11)




Rr ..
Vzorky Prumér
1. exp 2. exp
Monster 0,58 0,51 0,55
BigShock 0,62 0,43 0,53
Semtex 0,51 0,48 0,50
Tabulka 12

Shrnuti hodnot retardacnich faktord vzorki a primérna hodnota

Na zéklad¢ podobnosti hodnot retardacnich faktorti Rr standardt a vzorka lze potvrdit,
ze vySe uvedené vzorky energetickych napoji taurin skutecné obsahuji. Vysledky

se také shoduji s poskytnutou literaturou. Odchylky jsou opét ziejmé& zpusobeny

Diikaz taurinu v komer¢nich napojich

nedostateénym vysuSenim rozpoustédla ¢i fluktuaci v kvalité vzorki.
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5.3 Navody chemickych experimentalnich uloh

Na zékladé¢ experimentalné ziskanych dat jsme vytvofili celkem C¢tyfi navody
laboratornich uloh, zaméfenych na dikazy askorbové a sorbové kyseliny, kofeinu
a taurinu. Vzhledem ke slozeni mobilnich fazi jsou tyto ulohy vhodné spise pro budouci
ucitele ¢i workshopy a z4jmové krouzky. Zpisob vyuky tykajici se kofeinu a vitaminu
C jsem mé&l moznost prodiskutovat s feditelem a téz uéitelem chemie na ZS Hostomice,
panem Ing. Eduardem Polachem. BohuZel v prostiedi zékladni Skoly jsou tyto
experimenty takika neproveditelné. Ulohy by naopak mohly najit uplatnéni ve vyuce
seminaiti z chemie maturitnich ro¢nikd gymnazii. Bohuzel dvé nejvétsi komplikace jsou
piredevSim Casova narocnost experimentu a pouzité chemikalie. Druha prekazka se da
pfekonat omezenim prace zakd pouze na praci s tenkymi vrstvami, kdy pedagog sdm
obstara pfipravu mobilni faze a bude chromatogramy sam vkladat a vyjimat z komory.
Casova naroénost je v tomto piipadd vétsi prekazkou, jelikoZ experiment mizZe trvat
i déle nez dvé hodiny. V tomto ptipadé by bylo vhodné pouzit pouze polovinu tenké
vrstvy o standartnich rozmérech 10x10 cm a aplikovat tyto Ulohy bé&hem
dvouhodinovych laboratornich cvi¢eni ihned po zahajeni. V pfipad¢ taurinu, kofeinu
a kyseliny sorbové je zde moznost omezit praci zaki pouze na piipravu tenké vrstvy.
Pedagog by v tomto piipad€ mohl po vyvijeni tenké vrstvy vyjmout a uschovat je na
dal§i vyucovaci hodinu, kde by zici jen provedli analyzu. Toto bohuZel neni
aplikovatelné pro kyselinu askorbovou, jelikoZ pfi uchovavani tenkych vrstev hrozi jeji
oxidace, a tim znehodnoceni vysledki. V piipadé zajmovych krouzkd ¢i workshopt

nejsou ob¢ tyto skute€nosti limitujici.

Pii vytvéfeni tloh jsme vzhledem k obsahu cilili pfedev§im na zdky stfednich Skol.
Ulohy obsahuji struény teoreticky uvod, podrobny postup a doplijici ulohy a otazky
k zamysleni. Zaci maji za tkol semikvantitativné posoudit obsah jednotlivych slozek
v napojich na ctyftbodové stupnici (neobsahuje, obsahuje malo, obsahuje stiedné,
obsahuje hodné€). V ramci doplitujicich ukoll se zaci maji zamyslet nad dal§im moznym
postupem v piipadé detekovani dal§ich neznamych latek na chromatogramu. V ptipadé

zajmu ze strany 74k je tak moZnost pokracovat dalsi navazujici llohou.
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6 Zavér

Bakalarskd prace byla zaméfena na dikaz piitomnosti nékterych slozek
nealkoholickych napojt.

Analyza napoji byla provadéna prostiednictvim chromatografie na tenké vrstve.

Ve vybranych nealkoholickych napojich byla prokazovéna ptfitomnost nasledujicich

latek: kyselina askorbova, kofein, kyselina sorbova a taurin.
e Kofein je zastupcem psychostimulacnich latek.

e Askorbova kyselina (vitamin C) je latka obecné prospésna lidskému organismu,

ktera ptsobi jako antioxidant.

e Sorbova kyselina je pfidavana do nealkoholickych napoji jako konzervacni

prostiedek.
e Taurin je pfidavan pro stimulaci GIT.

Bylo zjisténo, které z vybranych napoji obsahuji jednotlivé komponenty a jaké je jejich

semikvantitativni zastoupeni.

Byly zkoumany zmény obsahu kyseliny askorbové v zavislosti na zptisobu skladovani
napoje, jestlize je zamezen pfistup vzdusného kysliku k napoji, obsah kyseliny
askorbové se neméni. Pokud byl ndpoj vystaven plisobeni vzdusného kysliku, dochazi

k poklesu obsahu kyseliny askorbové.

Na zakladé¢ podkladii z jednotlivych experimenti byly vypracovany navrhy CcCtyf

experimentalnich uloh:
e Kofein v ndpojich a zplsob jeho identifikace
e Kyselina askorbova v napojich a zplisob jeji identifikace
e Dikaz kyseliny sorbové v napojich
e Dikaz taurinu v napojich

Soubor experimentalnich tloh je urcen pro workshopy a specidlni praktickd cviceni
maturitnich ro¢niki gymnazii, ale i pro vybrana laboratorni cviceni a workshopy na

vysokych skolach, vzdélavajicich budouci ucitele.
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9 Prilohal

Laboratorni prace ¢. 1

Téma
Kyselina askorbova v napojich a zpiisob jeji identifikace
Ukol

Pomoci chromatografie na tenké vrstvé proved’te ditkaz kyseliny askorbové v riznych

druzich napoja.

Teoreticka Cast

Kyselina askorbova neboli vitamin C, (na obrazku) je HO__

nezbytnou soucésti vyzivy. Kyselina L-askorbova zastava HO 3 O O
v lidském téle mnoho funkci, vyznam maji pfedevsim jeji _
redukéni vlastnosti — plsobi tedy jako pfirodni HO OH

antioxidant. Diky svym antioxida¢nim u¢inkitim v téle vychytava volné radikaly. Kromé
antioxidacnich vlastnosti se kyselina L-askorbova podili naptiklad na resorpci Zeleza v
zaZivacim traktu, stimuluje transport sodnych, chloridovych a vapenatych ionti, Gc¢astni
se metabolismu cholesterolu ¢i biosyntézy mukopolysacharidi. Kyselina askorbova je
soucasti fady potravin. Nachazi se v ovoci, napt. kiwi, v zelening, napf. paprika. Kromé
toho je soucasti fady napojl. Je pfirozenou slozkou riznych dzusi, napt. pomerancovy
dzus, do jinych napoju je pfidavéana. Pfitomnost kyseliny askorbové v potravinaiskych

produktech je mozné prokazat pomoci tenkovrstvé chromatografie.

Chromatografie se provadi na tenké vrstvé silikagelu s elu¢nim cinidlem o slozeni
cyklohexan, aceton a kyselina octovd v poméru 1:2:1. Detekce chromatogramu se
provadi pomoci nastiiku detekéniho cinidla rozpraSovadem piimo na tenkou vrstvu
(pted zahgjenim detekce je zapotiebi vysuSit chromatogram). Detek¢énim Cinidlem je 1
% roztok dusi¢nanu stiibrného ve 25 % vodném roztoku amoniaku. Diky redukénim

vlastnostem askorbové kyseliny dojde k vylouceni elementarniho stiibra, které na
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chromatogramu vytvoii tmaveé Sedé az cerné skvrny.

retarda¢niho faktoru Rr=0,70.

Pomiicky a chemikalie
Pomuicky

e tenka vrstva silikagelu pro chromatografii
e chromatograficka komora

e rozpraSovac

e obycejna tuzka

e nizky

e pravitko

e kapilary nebo mikropipety

e stficka

e kadinky

e odmérny valec

Chemikalie

e aceton

e kyselina octova

e cyklohexan

e amoniak

e dusi¢nan stfibrny

e destilovana voda

e kyselina askorbova
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Prakticka cast

1. Na tenkou vrstvu o rozmérech 20x10 cm vyznacte mékkou tuzkou start ve
vzdalenosti 2 cm od spodniho okraje.

2. Na tenkou vrstvu silikagelu mikrokapildrami naneste standard a stejné objemy
ruznych druhti nealkoholickych népoji.

3. Nanesené vzorky vysuste fénem (bez ohfevu, pouze proudem vzduchu, kyselina
askorbova by se mohla oxidovat).

4. Tenkou vrstvu s nanesenymi vzorky vlozte do chromatografické komory, ktera
obsahuje cca 1 cm vrstvu mobilni faze a komoru zakryjte vikem.

5. Ponechte chromatogram postupné vyvijet elu¢nim ¢inidlem. Dale ptipravte 50
ml 1 % roztoku dusi¢nanu stfibrného ve 25 %vodném roztoku amoniaku.

6. Kdyz dosahne celo chromatogramu pfiblizné vzdalenosti 1 cm od horniho
okraje, vyjméte chromatogram z komory a mékkou tuzkou vyznacte celo
chromatogramu.

7. Chromatogram vysuste fénem — ne horkym vzduchem (pracujte v digestofi) a
proved’te detekci postiikem detekénim roztokem. (posttik provadéjte
v horizontalni poloze, tenkou vrstvu podlozte filtraénim papirem, aby nedoslo
k znecisténi digestofte).

8. Kyselina askorbova redukuje dusi¢nan stiibrny. Dojde k vylouceni
elementarniho stiibra, které se na chromatogramu projevi jako Sedé az cerné
skvrny. V piipadé, Ze reakce neprobihd, vlozte tenké vrstvy na cca 30 vtefin do
susarny, ohtaté na 80 °C.

9. Skvrny kyseliny askorbové opatrné obkreslete mékkou tuzkou.

10. Zméite vzdalenost t&zisteé skvrny-start a celo-start.

11. Z namétenych hodnot vypoctéte retardacni faktor kyseliny askorbové.

12. Na zéklad¢ chromatografické analyzy vyhodnotte zastoupeni a jeji obsah
v napojich.

Vysledky a diskuze

Byly analyzovany néapoje A, B, C, D..., ve kterych:
A) byla prokazana (+) B) nebyla prokazana (-)
pfitomnost kyseliny askorbové a v jakém mnoZstvi.

V ptipad¢ malého mnoZstvi pouzijte symbol (+), v pfipadé¢ sttedniho mnoZstvi pouZzijte

symbol (++) a v ptipraveé velkého mnozstvi pouZzijte symbol (+++)
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Zavér
Pomoci tenkovrstvé chromatografie byla (nebyla) prokazana ptitomnost kyseliny
askorbové v jednotlivych napojich:

Otazky a tkoly

e Napiste, v kterych népojich byla prokdzana ptitomnost kyseliny askorbové.

e Pokuste se odhadnout mnozstvi kyseliny askorbové obsazené v jednotlivych
napojich (velky obsah, sttedni obsah, maly obsah).

e Objevili jste v jednotlivych napojich 1 jiné latky, které maji redukujici ucinky?
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10 Priloha 2

Laboratorni prace ¢. 2

Téma
Kofein v napojich a zptisob jeho identifikace
Ukol

Pomoci chromatografie na tenké vrstvé proved’te diikkaz kofeinu v riznych druzich

napoju.
Teoreticka ¢ast

Kofein (na obrazku) je purinovy alkaloid béZzné se vyskytujici O CH,

piedevdim v kédvovych a kakaovych bobech. Obsazen je ve H]C\“N N
velké mife v kave a Caji a také v energetickych nédpojich. Diky /J\/I

podobné struktuie s adeninem je schopen vazat se v CNS na 07" '\l" N
adeninové receptory a zrychlovat tak pienos nervovych
vzruchd, tim kofein pomaha zlepSovat psychomotoriku, koncentraci a pamét’ a oddaluje

unavu.

Chromatografie se provadi na tenké vrstvé silikagelu s elucnim c¢inidlem o sloZeni

aceton, chloroform, butan-1-ol, amoniak v poméru 3:3:4:1.

Detekce chromatogramu se provadi pomoci UV lampy pii vlnové délce A=254nm.
Kofein zha$i luminiscenci a tvofi tmavé skvrny na Zlutozeleném pozadi. (pted
zahdjenim detekce je zapotiebi vysuSit chromatogram) Ptfedpoklddana hodnota

retarda¢niho faktoru Rr=0,78.
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Pomiicky a chemikalie
Pomuicky

e tenka vrstva silikagelu s luminiscen¢nim indikatorem (A=254nm)
e chromatograficka komora

e UV lampa

e obycejna tuzka
e nuzky

e pravitko

e kapilary nebo mikropipety
o stficka

e kadinky

e odméry valec

Chemikalie

e aceton

e chloroform

e butan-1-ol

e amoniak

e destilovana voda
e kofein
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Prakticka cast

1. Na tenkou vrstvu o rozmérech 20x10 cm s obsahem luminiscenéniho indikéatoru
vyznacte mékkou tuzkou start ve vzdalenosti 2 cm od spodniho okraje.

2. Na tenkou vrstvu silikagelu mikrokapildrami naneste standard a stejné objemy
ruznych druhti nealkoholickych népoji.

3. Nanesené vzorky vysuste fénem.

4. Tenkou vrstvu s nanesenymi vzorky vlozte do chromatografické komory, ktera
obsahuje cca 1 cm vrstvu mobilni faze a komoru zakryjte vikem.

5. Ponechte chromatogram postupné vyvijet elu¢nim ¢inidlem.

6. Kdyz dosdhne celo chromatogramu pfiblizné vzdalenosti 1 cm od horniho
okraje, vyjméte chromatogram z komory a mékkou tuzkou vyznacte celo
chromatogramu.

7. Chromatogram vysuste fénem (pracujeme v digestofi!) a proved’te detekci UV
zatenim pii vinové délce A=254nm (pozor na UV zafeni, lampu umistéte vzdy
smérem od sebe, je zde nebezpeci vzniku zanétu spojivek!).

8. Kofein zhasi luminiscenci a na tenké vrstvé se objevuje jako tmave rizova
skvrna na zlutozeleném pozadi.

9. Skvrny kofeinu je tfeba opatrné obkreslit mékkou tuzkou.

10. Zmétte vzdalenost t&zisteé skvrny-start a celo-start.

11. Z namétenych hodnot vypoctéte retardacni faktor kofeinu.

12. Na zakladé chromatografické analyzy vyhodnot’te zastoupeni a jeho obsah
v napojich.

Vysledky a diskuze
Byly analyzovany napoje A, B, C, D..., ve kterych:
A) byla prokazana (+) B) nebyla prokazana (-) pfitomnost kofeinu a do jaké miry.

V piipadé¢ malého mnozstvi pouZijte symbol (+), v pfipad¢ sttedniho mnoZstvi pouzijte

(++) a v pripravé velkého mnozstvi pouzijte (+++)
Zavér

Pomoci tenkovrstvé chromatografie byla prokazana ptitomnost kofeinu v jednotlivych

napojich...
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Otazky a ukoly

e Napiste, v kterych napojich byla prokazana pfitomnost kofeinu.

e Pokuste se odhadnout mnozstvi kofeinu obsazené v jednotlivych napojich (velky
obsah, stiedni obsah, maly obsah).

e Objevili jste v jednotlivych napojich i jiné latky, které zhaseji luminiscenci?

e V napoji Monster je obsazena kyselina sorbova jako konzervant. Je mozné

pritomnost této latky v napoji odhalit pomoci detekce chromatogramu UV
lampou?
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11 Priloha 3

Laboratorni prace ¢.3

Téma
Ditikaz kyseliny sorbové v napojich.
Ukol

Pomoci chromatografie na tenké vrstvé proved’te ditkkaz kyseliny sorbové v riznych

druzich napoja.
Teoreticka ¢ast

Kyselina sorbova (na obrazku) je semitrivialni ndzev pro o
(2E,4E)-hexa-2,4-dienovou kyselinu. Kyselina sorbova a H1(3""ﬁt':h"-':%-""'J.‘:*‘:-""'ﬂ ~OH
odvozené soli zvané sorbaty se vyuZivaji pro své

antimikrobidlni uc¢inky — inhibuji rast plisni, kvasinek a nékterych bakterii.
Mechanismus G¢inku spoc¢iva v inhibici enzymu oxidujicich pfedev§sim mastné kyseliny
(Zluknuti tukit). Kyselina sorbovd mtze podléhat autooxidaci, produkty oxidace mohou
reagovat s aminokyselinami a proteiny, ¢imZ vizualné zplsobuji hnédnuti potravin

oSettenych kyselinou sorbovou.

Chromatografie se provadi na tenké vrstvé silikagelu s elucnim c¢inidlem o slozeni

aceton, chloroform, butan-1-ol, 25% vodny roztok amoniaku v poméru 3:3:4:1.

Detekce chromatogramu se provadi pomoci UV lampy pii vlnové délce A=254nm.
Kyselina sorbova zhasi luminiscenci a tvofi tmavé skvrny na Zlutozeleném pozadi.
(pfed zahdjenim detekce je zapotiebi vysuSit chromatogram). Pfedpoklddana hodnota

retarda¢niho faktoru Rr= 0,19
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Pomiicky a chemikalie
Pomuicky

e tenka vrstva silikagelu s fluorescencnim indikatorem (A=254nm)
e chromatograficka komora

e UV lampa

e obycejna tuzka
e nuzky

e pravitko

e kapilary nebo mikropipety
o stficka

e kadinky

e odmérny valec

Chemikalie

e aceton

e chloroform

e butan-1-ol

e amoniak

e destilovana voda
e kyselina sorbova
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Prakticka cast

1. Na tenkou vrstvu s obsahem luminiscen¢niho indikatoru o rozmérech 20x10 cm
vyznacte mékkou tuzkou start ve vzdalenosti 2 cm od spodniho okraje.

2. Na tenkou vrstvu silikagelu mikrokapildrami naneste standard a stejné objemy
ruznych druhti nealkoholickych népoji.

3. Nanesené vzorky vysuste fénem.

4. Tenka vrstva s nanesenymi vzorky se vlozi do chromatografické komory, ktera
obsahuje cca 1 cm vrstvu mobilni faze a komoru zakryjte vikem.

5. Ponechte chromatogram postupné vyvijet elu¢nim ¢inidlem.

6. Kdyz dosdhne celo chromatogramu piiblizné vzdalenosti 1 cm od horniho
okraje, vyjméte chromatogram z komory a mékkou tuzkou vyznacte celo
chromatogramu.

7. Chromatogram vysuste fénem (pracujte v digestofi!) a proved'te detekci UV
zatenim pii vlnové délce A=254nm (pozor na UV zafeni, lampu umistéte tak,
aby zafeni smétovalo od Vas, je zde nebezpeci vzniku zanétu spojivek!).

8. Kyselina sorbova zhasi luminiscenci a na tenké vrstvé se objevuje jako tmavé
ruzova skvrna na zlutozeleném pozadi.

9. Skvrny kyseliny sorbové opatrné obkreslete mékkou tuzkou.

10. Zmétte vzdalenost t&zisteé skvrny-start a celo-start.

11. Z namétenych hodnot vypoctéte retardacni faktor kyseliny sorbové.

12. Na zakladé chromatografické analyzy vyhodnot’te zastoupeni a jeji obsah
v napojich.

Vysledky a diskuze
Byly analyzovany napoje A, B, C, D..., ve kterych:

A) byla prokazana (+) B) nebyla prokazana (-) pfitomnost kyseliny sorbové a do

jaké miry.

V ptipad¢ malého mnoZstvi pouzijte symbol (+), v pfipadé¢ sttedniho mnoZstvi pouZzijte

(++) a v ptiprave velkého mnozstvi pouzijte (+++)
Zavér

Pomoci tenkovrstvé chromatografie byla prokdzana ptitomnost kyseliny sorbové

v jednotlivych népojich...
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Otazky a ukoly

e Napiste, v kterych napojich byla prokazana ptitomnost kyseliny sorbové.
e Pokuste se odhadnout mnozstvi kyseliny sorbové obsazené v jednotlivych
napojich (velky obsah, sttedni obsah, maly obsah).

e Objevili jste v jednotlivych napojich i jiné latky, které zhaseji luminiscenci?

e Hlavni slozkou napoje Monster je kofein. Je mozné piitomnost této latky
v napoji odhalit pomoci detekce chromatogramu UV lampou?
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12 Priloha 4

Laboratorni prace ¢. 4

Téma
Dtikaz taurinu v napojich
Ukol

Pomoci chromatografie na tenké vrstvé proved'te dikaz taurinu v rtiznych druzich

napoju.
Teoreticka ¢ast

Taurin  (na  obrazku) je trividlni ndzev pro  2- o 0
aminoethansulfonovou kyselinu. Trivialni nazev souvisi s prvni | 10'!-.5;%-’ - NH,
izolaci této latky z byc¢i Zluci Friedrichem Tiedemanem. Jedna se

o slouceninu, ktera vzniké v organismu z cysteinu. Pfirozené se vyskytuje v matetském
mléku, mozku, Zluéniku a svalech. V lidském téle podporuje traveni lipidt a tlumi CNS.

Ptidava se jako aditivum predevsim do energetickych napoja.

Chromatografie se provadi na tenké vrstvé silikagelu s elucnim c¢inidlem o slozeni
1sopropylalkohol: voda v poméru 8:2. V diisledku pouziti poladrniho elu¢niho ¢inidla je
vyvijeni dlouhodobou zéleZitosti. Proto je vhodné zah4jit chromatografickou analyzu co

nejdiive a pouzit polovicni tenké vrstvy o rozmérech 10x10 cm.

Detekce chromatogramu se provadi pomoci nastiiku detek¢éniho €inidla rozpraSovacem
pfimo na tenkou vrstvu (pfed zahajenim detekce je zapotiebi vysusit chromatogram).
Detekénim ¢inidlem je 0,2 % ethanolovy roztok ninhydrinu. Ninhydrin se béZné
pouziva na detekci aminokyselin, taurin ma jako derivat cysteinu podobné vlastnosti.
Pfi reakci sninhydrinem vznikd barevny produkt, ktery na chromatogramu
zaznamename jako syté riZzovou skvrnu. Pfedpoklddana hodnota retardac¢niho faktoru

Rr=0,51.
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Pomiicky a chemikalie
Pomuicky

o tenka vrstva silikagelu

e chromatograficka komora
e rozpraSovac

e obycejna tuzka

e nuzky

e pravitko

e kapilary nebo mikropipety
o stficka

e kadinky

e odméry valec

Chemikalie

e isopropylalkohol
e destilovana voda

e ethanol
¢ ninhydrin
e taurin
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Prakticka cast

1. Na tenkou vrstvu o rozmérech 10x10 cm vyznacte mékkou tuzkou start ve
vzdalenosti 2 cm od spodniho okraje.

2. Na tenkou vrstvu silikagelu mikrokapilarami naneste standard a stejné objemy
riznych druhti nealkoholickych napoji.

3. Nanesené vzorky vysuste fénem.

4. Tenkou vrstvu s nanesenymi vzorky vlozte do chromatografické komory, ktera
obsahuje cca 1 cm vrstvu mobilni f4ze a komoru zakryjte vikem.

5. Ponechte chromatogram postupné vyvijet elu¢nim ¢inidlem. Dale pfipravte 50
ml 0,2 % roztoku ninhydrinu v ethanolu.

6. Kdyz dosdhne celo chromatogramu pfiblizné vzdalenosti 1 cm od horniho
okraje, vyjméte chromatogram z komory a mékkou tuzkou vyznacte celo
chromatogramu.

7. Chromatogram vysuste fénem (pracujte v digestoti!) a pomoci rozprasovace
naneste na chromatogram detek¢ni ¢inidlo (detekci provadéjte v horizontalni
poloze, tenkou vrstvu podlozte filtracnim papirem, aby nedoslo k znecisténi
digestofe).

8. Tenkou vrstvu s nanesenym detekénim roztokem vloZte na cca 30 vtefin do
suSarny, zahtaté na 80 ° C.

9. Ninhydrin reaguje s uvolnénym amoniakem za vzniku barevného produktu,
ktery se na chromatogramu projevi jako syté rizova skvrna.

10. Skvrny taurinu opatrné obkreslete mékkou tuzkou.

11. Zméite vzdalenost t&ziste skvrny-start a ¢elo-start.

12. Z namétenych hodnot vypoctéte retardacni faktor taurinu.

13. Na zaklad¢ chromatografické analyzy vyhodnot’te zastoupeni a jeho obsah
v napojich.

Vysledky a diskuze
Byly analyzovany napoje A, B, C, D..., ve kterych:
A) byla prokazana (+) B) nebyla prokazana (-) pfitomnost taurinu a do jaké miry.

V ptipadé malého mnozstvi pouZzijte symbol (+), v ptipad¢ sttedniho mnozstvi pouzijte

(++) a v pripravé velkého mnozstvi pouzijte (+++)
Zavér

Pomoci tenkovrstvé chromatografie byla prokdzéna ptitomnost taurinu v jednotlivych

napojich...
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Otazky a tkoly

e Napiste, v kterych népojich byla prokdzana ptitomnost taurinu.
e Pokuste se odhadnout mnozstvi taurinu obsazené v jednotlivych napojich (velky
obsah, stfedni obsah, maly obsah).

e Objevili jste v jednotlivych népojich i jiné latky, které reaguji s ninhydrinem za
vzniku barevného produktu?
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