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Predmluva a cil prace

Kapilarni elektroforéza je v soucasnosti €asto pouZivanou analytickou
metodou. Od svého vzniku pro$la rozsdhlymi zménami, které umoziuji rozsifit
aplika¢ni moZnosti této separacni metody na nové skupiny latek, které donedavna
patfily zejména pod patronat kapalinové chromatografie. Pfedmétem analyzy
kapilarni elektroforézou se tak postupné staly malé anorganické latky, peptidy,
proteiny, aminokyseliny, lé¢iva, pesticidy, nukleové kyseliny a mnoho dalSich.
V soucasné dobé€ tedy kapilarni elektroforéza naSla uplatnéni v oblastech jako je
kontrola kvality a dCistoty 1é¢iv a potravinovych dopliikt, sledovani zneci§téni
Zivotniho prostiedi, v medicin€ pro stanovovani latek v lidském organismu, biologii,
genetice a molekularni biologii pro studium struktury a sloZeni nukleovych kyselin a
proteint, nezastupitelnou ulohu sehrava pti vyzkumu lidského geonomu.

Pfi analyzach multikomponentnich vzorki obsahujicich jak malé anorganické
ionty, tak i ionty organickych latek metodou kapilarni zénové elektroforézy (CZE)
vnika problém, jak soucasné detekovat oba typy ionti. Valna vétSina komerénich
elektroforetickych sestav je vybavena spektrofotometrickym dektorem. UV detekce
je vhodna pouze pro nékteré organické latky majici v molekule chromofory a neni
vhodnd pro malé anorganické ionty. Pro latky, které jsou pro UV zafeni
transparentni, 1ze pouzit nepfimé techniky nebo derivatizaci analytli zavadéjici do
molekuly analytu chromofor, coz prodluzuje dobu analyzy a komplikuje separa¢ni
proces. Mezi dal§i detek¢ni metody pouZivané v CZE patii fluorescence, hlavné
laserem indukovana fluorescence, vhodna pro latky majici ve své molekule fluorofor,
elektrochemicka detekce, jez vyzaduje, aby dana latka byla elektrochemicky aktivni.
Jako univerzalni se jevi bezkontaktné vodivostni detektor, jeZ je vhodny jak pro
organické, tak 1 anorganické ionty. Z vySe uvedeného tedy vyplyvd, Ze jeden typ
detektoru casto neumozni detekovat vSechny slozky multikomponentniho vzorku.
Problém lze do ur¢ité miry vyfesit kombinaci dvou detektori zaloZenych na riznych
principech.

V literatuie bylo publikovano nékolik typti kombinovanych detektorii
vyuzivanych v CZE. Napiiklad ampérometricky detektor byl kombinovén

s fluorescenénim, spektrofotometrickym ¢&i bezkontaktnim vodivostnim detektorem.



Neptima UV detekce byla pouZita v kombinaci s pfimou vodivostni ¢i hmotnostni
detekci, detektor s diodovym polem byl kombinovany s hmotnostnim detektorem.
Jejich nevyhodou je zapojeni jednotlivych detektorti v sérii, takZe zdznamy z obou
detektort jsou €asov€ posunuty a zachycuji zony separovanych latek v jiném stadiu
separace .

Detektor, ktery umoziuje spektrofotometrickou a bezkontaktné vodivostni
detekci v jednom misté separa¢ni kapilary byl publikovan v praci 2y pracich ' bylo
publikovano jeho zlepSené konstrukéni upofadani. Detailnéj$i popis detektoru je
uveden v kap.2.1.1. Vyhodou tohoto dudlniho detektoru je, Ze umoZiuje souc¢asnou
detekci anorganickych i organickych latek a také usnadiiuje identifikaci latek
v multikomponentnim vzorku podle toho, jaka ¢ast detektoru poskytuje odezvu na
danou latku. Tento detektor byl doposud testovan pfedev§im na uméle pfipravenych
smésich.

Hlavnim cilem této prace je ovérit pouZzitelnost dualniho detektoru
s bezkontaktné vodivostni a spektrofotometrickou detekci pfi analyze reilného
vzorku a ukdzat vyhodnost dudlni detekce. Pro tento iucel byl vybran
potravinovy doplnék pro sportovce AminoMAX (Max Muscle, USA), ktery
obsahuje jak anorganické ionty, které poskytuji signal pri vodivostni detekci,
tak i organické latky — aminokyseliny. Aminokyseliny jsou p¥i nizkém pH ve
formé kationd, a tak poskytuji signal pFi vodivostni detekci, nékteré
aminokyseliny také absorbuji v UV/VIS oblasti, a proto dudlni detekce
usnadnuje identifikaci pikii latek v elektroferogramu.

Pired FeSenim hlavniho cile priace byla laboratorné sestavena aparatura
pro provadéni kapilarni elektroforézy testoviana analyzou jednodusich vzorku,
jimZ byly béZné mineralni vody. PFi téchto amalyzich byla vyuZivana pouze

vodivostni ¢éast detektoru.



1 Uvod

1.1 Vyznam aminokyselin pro lidsky organismus

Aminokyseliny jsou stavebnimi kameny bilkovin. Jsou nezbytné pii tvorbé a
udrZzovani vykonnosti svalli, $lach, kize, vaziva, Zlaz, nehtd a vlast. Utastni se
tvorby hormont, latek prenadsejicich nervovy vzruch a riznych enzymu.
Aminokyseliny jsou tedy nutné pro spravné fungovani nervového, hormonalniho a
imunitniho systému i pro vystavbu a regeneraci organismu. ZvySena potieba
aminokyselin je zejména pii téZSich a dlouhodobych onemocnénich, dlouhodobém
stresu, rekonvalescenci a dlouhotrvajici fyzické zat€zi. Mnohé se proto doporucuji k
vnitfnimu uzivani ve formé potravinovych dopliikd, jeZ jsou zejména pouZivané
sportovci k: ochrané bilkovin svald pted jejich rozkladem, sniZeni rizika poSkozeni
svalové hmoty, urychleni doby regenerace, zvySeni absolutni sily, podpoie tvorby
svalové hmoty a jako zdroj energie. Jedna se vétSinou o cEasteéné hydrolyzaty
bilkovin obsahujici fadu peptida ¢i samotné aminokyseliny. Vedle aminokyselin jsou
pfidavany jesté dalsi latky jako mineralni latky (hoi¢ik, vapnik, fosfor) a vitaminy ‘

Zéakladnich aminokyselin je v lidském organismu 20, jsou to aminokyseliny,
které jsou soucasti proteinil, tzv. proteinogenni aminokyseliny. Tyto aminokyseliny
jsou také vychozimi latkami pro tvorbu vsech typt biologickych sloucenin dusiku.
Rozdélujeme je podle toho, jestli si je télo umi vytvofit samo nebo je musi piijimat
z potravy na aminokyseliny esencidlni, které musime pfijimat v potravé a
neesencialni, které si t€lo umi vytvofit samo.

Mezi esencialni aminokyseliny patfi vétvené aminokyseliny valin (Val),
leucin (Leu), isoleucin (Ile), dile methionin (Met), fenylalanin (Phe), lysin (Lys),
threonin (Thr) a tryptofan (Trp) °. Pro sportovce jsou dileZité a hojné pouzivané
v kombinaci s jinymi aminokyselinami nebo samotné vétvené aminokyseliny
(BCCA, zanglického Branched-chain amino acids). Organismus je v situaci
celkového vy&erpani pouZiva jako zdroj energie a chrani svalovou hmotu a myokard
pted poskozenim. Tryptofan je vychozi latkou neurotransmiteru serotoninu. Lysin a

threonin jsou dilezité pro tvorbu kolagenu.
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K neesencidlnim aminokyselinam patii glycin (Gly), alanin (Ala), cystein
(Cys), kyselina asparagova (Asp), kyselina glutamova (Glu), serin (Ser), glutamin
(Gln), asparagin (Asn), prolin (Pro), tyrosin (Tyr), histidin (His) a arginin (Arg),
ktery je esencialni pro dé&ti °. Posledni jmenovany, arginin, je dileZitou
aminokyselinou v obdobi ridstu a pro sportovce. Podporuje tvorbu riistového
hormonu, je nezbytny pro tvorbu spermatu, podporuje tvorbu kolagenu, zvysuje
imunitu (stejn€é jako glutamin), podporuje novotvorbu bilkovin, a tim urychlyuje
regeneraci po fyzickém vykonu. Tyrosin je prekurzorem katecholamini (dopamin,
adrenalin, noradrenalin) a hormoni §titné Zlazy. Kyselina glutamova, cystein a glycin
spolu tvoii tripeptid glutathion, ktery je jeden z nejucinnéjSich antioxidanti v téle.
Glycin je vychozim metabolitem pro syntézu purinovych bazi a hemu. Prolin je

hojné zastoupen v kolagenu.

1. 2 Metody stanoveni aminokyselin

Stanoveni aminokyselin v riznych vzorcich jako napiiklad v télnich
tekutinach %, biologickych tkanich °, potravinach 10-12 " 1gcich a potravinovych
doplricich 13 kmivu pro zvifata a surovin '*, rostlinach ® ° je dulezita oblast
analytické chemie. Stanoveni aminokyselin je také dileZité z hlediska proteomiky a
analyzy DNA '¢.

Pokud vzorek obsahuje vice latek nebo pokud je v né€jaké slozité matrici je
nutné nejdiive smés rozdélit. Ke stanoveni aminokyselin byla dfive pouZivana
tenkovrstva chromatografie (TLC) !, kapalinovéa chromatografie jako vysokou¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC) s obracenymi fiazemi (RP-HPLC) a iontové
vyménna chromatografie (IEC). Jako detektce v kapalinové chromatografii je
pouzivana spektrofotometickd detekce (UV, fluorescence, laserem indukovana
fluorescence—LIF) po pfedchozi derivatizaci aminokyselin vhodnym chromoforem
nebo flouroforem (pfed kolonou nebo za kolonou, nékteré aminokyseliny lze
detekovat volné, bez derivatizace), ampérometrickd detekce, hmotnostni detekce
(MS), bezkontaktné vodivostni detekce (CCD), chemiluminiscenéni detekce (CL) 18

Piiklady stanoveni aminokyselin kapalinovou chromatografii jsou uvedeny
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v tab. 1.1. Aminokyseliny je moZné stanovit také plynovou chromatografii (GC)
s hmotnostni detekci nebo plamenové ionizaénim detektorem (FID) '°.
V posledni dobé je pro analyzu aminokyselin pouzivano elektromigra¢nich

d' 2022 5ako je micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) a

meto
v soutasné dob& piedevsim kapilarni zonova elektroforéza (CZE) '7. Rozsifeni
kapilarni elektroforézy pro stanoveni aminokyselin je dano hlavné fadou jejich
vyhod oproti kapalinové chromatografii. Jde o krat$i dobu analyzy, k analyze je
zapotfebi mens§itho mnoZstvi vzorku, je také mensi spotfeba mobilni faze, je také
dosahovéana vyssi selektivita, vy$§i rozliSeni enantiomerti a vyssi citlivost oproti

kapalinové chromatografii .

1.2.1 Kapilarni elektroforéza

Pro analyzu aminokyselin jsou pouzivany ptedevS§im dva typy kapilarni
elektroforézy (CE). Prvni, MEKC, kde separac¢ni pufr obsahuje iontovy tenzid
(nejcastéji aniontovy tenzid dodecylsiran sodny, SDS) v mnoZzstvi vét§im neZ je jeho
kritickd micelarni koncentrace. Nad touto koncentraci dochéazi ke vzniku micel a
v kapilare tak vznikaji dv€ faze - vodna mobilni faze a micelarni faze ozna¢ovana
jako pseudostacionarni faze. Druha, CZE, je v soucasné dobé nejpouzivanéjsi
technikou v kapilarni elektroforéze. CZE dé€li molekuly s ndbojem na zaklad¢ jejich
rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti. Separované ionty jsou tedy déleny na
zakladé jejich rozdilného naboje pii daném pH a jejich velikosti. Na separaci se

podili i elektroosmoticky tok separa¢niho pufru uvniti kiemenné kapilary.

1. 2. 1. 1 Detekce aminokyselin v CE

Dfive se pouzivala vyhradné UV, pozdéji fluorescence a LIF detekce. Protoze
vétSina aminokyselin neabsorbuje v UV oblasti, pouze aromatické aminokyseliny
absorbuji, proto musi stanoveni predchadzet derivatizace aminokyselin vhodnym
chromoforem nebo fluoroforem. Derivatizace se stejné jako v kapalinové

chromatografii provadi bud’ pfed, za separaéni kapilarou nebo na kapilére,
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kdy je nejdfive hydrodynamicky nadavkovan vzorek (volnych aminokyselin), poté
hydrodynamicky naddvkovand zéna derivatizaéniho ¢inidla a ob€ tyto zény jsou
elektrokineticky promichdny vloZzenym napétim po urcitou dobu. Po promichani
spolu aminokyseliny a derivatiza¢ni €inidlo zreaguji a poté je na elektrody vloZeno
separatni napéti a aminokyseliny jsou jiZ separovéany derivatizované *2. Piiklady
derivatiza¢nich ¢inidel pro UV a fluorescen¢ni detekci jsou uvedeny v tab. 1.2.
Ptima elektrochemicka detekce (ECD) na uhlikové pastové elektrod€, médéné
elektrod ¢&i uhlikové mikroelektrods * je u vétsiny aminokyselin také mozna pouze
po pfedchozi derivatizaci, protoZe vétSina aminokyselin neni elektrochemicky
aktivni. Po vhodné derivatizaci je moZné aminokyseliny stanovit téz
chemiluminiscenéni detekci (CL). Nevyhodou derivatizace je nedostate¢na
reprodukovatelnost derivatizaéni reakce, ne vzdy reaguji vSechny aminokyseliny ve
vzorku s derivatiza¢nim ¢inidlem kvantitativn€. Derivatizace mtzZe tedy poskytovat
nespravny kvantitativni vysledek '>3*. Derivatizace je také casov€ naroc¢na a nékteré
derivaty jsou nestalé ’. Z tohoto divodu je vhodngjsi stanovovat aminokyseliny

volné, bez pfedchozi derivatizace. Takovy je i trend poslednich let B,

Tab.1. 2 P¥iklady derivatiza¢nich &inidel pro UV a fluorescenéni detekei '”? 34,
Derivatizacni ¢inidlo Zkratka UV detekce Fluorescence
fenylisothiokyanat PITC ano ne
5-dimethylaminonaftalen-1-sulfonyl ~ Dns ano ano

chlorid

o—phthaldialdehyd OPA ano ano
naftalen—2,3—dialdehyd NDA ano ano
fluorescein isothiokyanat FITC ne ano
fenylthiohydantoin PTH ano ne

Diky amfoternimu charakteru aminokyselin mutze byt separace volnych
aminokyselin v CZE provadéna v separaénim pufru o nizkém pH, kdy jsou
aminokyseliny ve formé kationti nebo v separaénim pufru o vysokém pH nad 10,
kdy jsou aminokyseliny ve formé aniontd. Pro detekci volnych aminokyselin je
pouzivana piima UV detekce pii nizkych vinovych délkach &% Ize také pouzit

elektrochemickou detekci. Obé tyto detekce, jak uz bylo uvedeno vySe, jsou vhodné
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pouze pro nékteré aminokyseliny. Ve spojeni s CZE se pro stanoveni volnych
aminokyselin dale pouziva MS detekce *°, neptima UV *® nebo LIF detekce. Pii
nepiimé fotometrické detekci se do separa¢niho pufru ptidava absorbujici co-ion,
ktery zvySuje absorbanci zékladniho elektrolytu. Timto se zvySuje Sum a snizuje
linearni dynamicky rozsah. V posledni dobé je hojné pouzivana CZE ve spojeni
s bezkontaktné vodivostnim detektorem (CCD), kde je mozné stanovit vSechny
aminokyseliny ve formé iontu bez jakékoliv pfedchozi derivatizaci ¢i pfidavani co—

iontu do separa¢niho pufru jako je tomu u neptimé UV nebo LIF detekce.

Bezkontaktné vodivostni detektor

Prvni bezkontaktni vodivostni detektor byl zkonstruovan v osmdesatych
letech B. Gasem a J. Vacikem pro kapilarni izotachoforézu (ITP) *” . V roce 1998
byl nezavisle dv€ma skupinami autorti navrZzen bezkontaktné vodivostni detektor pro
CZE s dvéma tubularnimi elektrodami *** *°. Detektor se semitubularnimi elektrodami
byl navrzen v praci *'. Vyhodou tohoto uspofadani je velmi snadna a rychla vyména
separacni kapilary.

Vyhodou CCD je, Ze vodivostni elektrody jsou umistény vné kapilary, ¢imz
se zamezi kontaktu elektrod s analyzovanym roztokem a eliminuje se vliv
separa¢niho pole na signal z detektoru. Bezkontaktné vodivostni detekce je vhodna
jak pro malé anorganické ionty, tak i vétsi organické ionty. V soucasné dobé je CZE—
CCD hojné vyuzivana ke stanoveni anorganickych i organickych iontd naptiklad
v minerdlnich vodach, odpadnich vodach, ovocnych dzusech, vin€, pivu, mléku,
télnich tekutinach atd., viz referat **. CCD byla K. Kubatiem a spol. v roce 2006
poprvé také pouzita ve spojeni s RP—-HPLC k rozdéleni smési 12 aminokyselin a
smési di- a tri-peptidi 2

Aminokyseliny jsou stanovovany CZE ve spojeni s CCD nejcastéji jako

6,43

kationty. Jako separa¢ni pufr byla pouzZita kyselina mlécna , kyselina

octova % *  kyselina chloroctova %, kyselina a-hydroxyisomaselna *, kyselina

s pH separa¢niho pufru se pohybuje vrozmezi 1,7 — 2,4. Aby se

glykolova
zabranilo adsorpci aminokyselin na sténu separacni kapilary, tak se do separa¢niho
pufru pfidava povrchové aktivni latka, nej¢astéji 0,1 % (hmot.) hydroxyethylcelul6za

(HEC) *®. Pridanim HEC se také sniZi elektroosmoticky tok a smés aminokyselin se
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lépe rozdéli. Dojde ale samoziejm& k prodlouzeni doby analyzy. Uplné separace 20
aminokyselin bylo dosaZeno pouze v separaénim pufru, ktery byl sloZen z kyseliny
octové a 0,1 % (hmnot.) HEC 58, Aminokyseliny byly pomoci CZE-CCD stanoveny
jak v umélych smésich, tak i v redlnych vzorcich naptiklad v pivu, moci , rostlinném
extraktu, v plazmé, tkanich zvifat. Pifiklady stanoveni aminokyselin kapilarni
elektroforézou jsou v tab. 1.3. V kyselych pufrech jsou piky aminokyselin zaporné,
tj. zOna s aminokyselinou ma niz$i vodivost neZ pufr.

Byla také publikovana prace, kdy byl pouzit zasadity pufr (2-amino-2-
methyl-1-propanol; AMP) na uméle pfipravené smési aminokyselin, ale nebylo
dosazeno separace vSech aminokyselin , pouze po pfidavku 3-(cyklohexylamino)-1-
propansulfonové kyseliny (CAPS), kdy byly piky aminokyselin kladné s,

CCD detektor je v principu univerzdlnim detektorem ve spojeni s CZE,
nicméné kombinace sjinym typem detektoru miaze byt svyhodou vyuzita pro
analyzu slozitych vzorkd obsahujici jak anorganické ionty, tak i organické ionty ¢i
veliké polymerni molekuly. Bylo zkonstruovdno a publikovano nékolik typa
kombinovanych detektord ', ale jejich nevyhodou je zapojeni jednotlivych detektori
v sérii, takZe zaznamy z obou detektori jsou Casové posunuty a zachycuji zony
separovanych latek v jiném stadiu separace. Detektory, které maji mezi dvéma
elektrodami vytvotené okénko pro UV 1.3 & fluorescenéni detekei *°, tak umoziiuji

detekci zon separovanych latek v jednom misté, tedy ve stejném stadiu separace.
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1.3 Hydrolyza

Pokud se aminokyseliny ve vzorku, ktery chceme stanovovat, nevyskytuji
volné, ale vazané v peptidech ¢i proteinech, musi vlastnimu stanoveni pfedchazet
hydrolyza. Stanoveni aminokyselin v peptidech ¢&i proteinech je komplexni
analyticky proces, skladajici se ze dvou krokl: kompletni hydrolyzy vzorku na volné
aminokyseliny, nasledné separaci a stanoveni jednotlivych volnych aminokyselin.
Hydrolyza je dllezity krok a jeji spravné provedeni je nezbytnad podminka uspésné
analyzy. Cilem kazdé hydrolyzy je kvantitativni uvolnéni vSech aminokyselin z
peptidu €1 proteinu a také jejich kvantitativni obnova z hydrolyzatu. Bohuzel, pfi
kazdé hydrolyze dochazi soucasné i k ¢astecné destrukci uvolnénych aminokyselin.
Mnoho faktori ovliviiuje uplnost hydrolyzy jako je teplota, ¢as hydrolyzy,
hydrolyza¢ni ¢inidlo a dal§i pfidané latky. ProtoZe neexistuje idedlni metoda
hydrolyzy, kterd by vyhovovala vSem rtiznorodym peptidim ¢&i proteint, tak
konkrétni vybér metody zaleZi na cili analyzy.

Hydrolyza miiZze byt chemicka, provedena pomoci chemickych ¢inidel nebo
hydrolyza enzymaticka, provadénd pomoci enzymi. Chemicka hydrolyza miize byt

navic provedena v kyselych nebo zésaditych podminkach.

1.3.1 Chemicka hydrolyza

Kysela hydrolyza

V soucasné dobé jde o nejCastéji pouzivany typ hydrolyzy. Nejcasté)i
pouzivanym hydrolyza¢nim ¢inidlem je kyselina chlorovodikova (HCI). Jeji pouziti
ma mnoho vyhod: hydrolyza mtze byt provedena v kapalné nebo plynné fazi, po
probéhnuti hydrolyzy miize byt zhydrolyzatu veskera HCI odpafena a tudiz
neovlivituje naslednou separaci a stanoveni. Hydrolyza muze byt tedy provedena
s malym mnoZzstvim vzorku, coZ je obzvlast¢ vyhodné pokud ho mame jen malé
mnoZstvi. Klasicka kysela hydrolyza pouziva 6 mol-dm™ HCl po dobu 24 hodin pii
110 °C °'. Pfi kyselé hydrolyze je asparagin kompletné hydrolyzovan na kyselinu

asparagovou a glutamin na kyselinu glutamovou, dochézi k rozkladu tryptofanu a
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sirnych aminokyselin a tyrosin je castecné zniCen stopami necistot pfitomnych

2. Ke stanoveni tryptofanu se pouzivd 4 mol-dm~

v hydrolyzaénim ¢inidle
methansulfonova kyselina (MSA). Jeji nevyhodou oproti HCI je, Ze neni tékava a
tudiz ji nelze po skonéeni hydrolyzy odstranit. Pro ucely separace musi byt proto
hydrolyzat ziedén a musi byt upraveno pH, ¢imZ dochazi k vyraznému ziedéni
vzorku a je tedy nutné brat k hydrolyze vice analyzovaného materidlu. Jako dalsi
hydrolyzagni ¢inidlo se pouziva 3 mol-dm™ p-toluensulfonové kyselina, 3 mol-dm™
merkaptosulfonova kyselina, smés kyseliny chlorovodikové a propionové, ale tyto
metody hydrolyzy se pfili§ neujaly. Pro zabranéni ztrat né€kterych aminokyselin se
nékdy piidavaji ochranna cinidla jako naptiklad fenol, indol, thioglykolova
kyselina 52 Cas hydrolyzy mize byt vyznamné zkracen pouZitim tzv. mikrovinné
hydrolyzy, kterd pro ohfev smeési vyuziva energii mikrovinného zéfeni. Ptiklady

kyselé hydrolyzy jsou uvedeny v tab. 1.4.

Tab. 1.4 Priklady provedeni kyselé hydrolyzy.

Cinidlo Podminky Pridané latky, Cit.
poznamky

6 mol-dm™ HCl 110°C,24 h - 51,53

6 mol-dm™ HCl 110°C,24 h 0,02 % fenol 48

6 mol-dm™ HCI 110°C,14-16h - 14

6 mol-dm™ HCI 160-180°C,15- - 53

60 min

7,5 mol-dm ™~ HCI 390 W, 12 min Mikrovinna hydrolyza 54

6 mol-dm™ HCl 155 °C, 4 min 0,02 % fenol, mikrovinna 55
hydrolyza

4 mol-dm™ MSA 110 °C, 24 hnebo 0,2 % 3-(2-aminoethyl) 55 nebo 56
115°C,22-72 indol

hodin
4 mol-dm™ MSA 155 °C, 4 min 0,2 % 3-(2-aminoethyl) 55
indol
4 mol-dm™ MSA 110 °C, 24 h; - 57

160 °C 45 min
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Zasadita hydrolyza

Zasadita hydrolyza se vétSinou pouziva jen ke stanoveni tryptofanu a pro
vzorky obsahujici mimo proteinti a peptidu také sacharidy. Ostatni aminokyseliny se
také hydrolyzuji, ale probihd racemizace a nékteré se také rozkladaji. Jako
hydrolyza&ni ¢inidlo je pouziva hydroxid sodny (4,2 mol-dm™ NaOH, 110 °C, 16 —
22 h) %, hydroxid lithny (4 mol-dm™ LiOH, 110 — 120°C, 22 — 26 h) *%, hydroxid
barnaty (4 mol-dm™ Ba(OH),, 110 °C, 48 h) *.

1.3.2 Enzymaticka hydrolyza

Enzymaticka hydrolyza je pouZivana mén¢ Casto. Je to dano hlavné relativni
specifiCnosti protedz pro jednotlivé proteiny ¢i peptidy a také tim, Ze nemusi
prob¢hnout zcela a ve smési mohou zlstat riizn€ dlouhé peptidy. Je provadéna za
mirnéj$i podminek. Obvykle je hydrolyza¢ni smés zahfivana pti pH 5 — 7 nékolik
minut na 85 — 90 °C, zalézi na optimalnich podminkach konkrétniho enzymu. Poté je

teplota udrzovéana na 50 — 55 °C po dobu 10 — 24 hodin ¥/
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Elektroforeticka aparatura

Aparatura pro méteni byla sestavena v laboratofi z vysokonapét'ového zdroje
Spellman CZE 1000 (Spellman, USA), kfemenné Kkapilary, pokryté filmem
polyimidu, o vnitinim priméru 75 pm a vné€j§im praméru 375 pm (Sillica Tubing &
Optical Fibers, Slovensko) a duélniho detektoru (detaily viz kap. 2.1.1). Vstupni a
koncovou nadobkou byly standardni sklenéné vialky o objemu 4 ml. Vzorek byl
davkovan hydrodynamicky manualnim zvednutim davkovaciho konce kapilary
0 10 cm po dobu 10 s proti hladiné v koncové nadobce.

Ukazalo se, Ze manudlnim davkovadnim nebylo moZno pii stanoveni
aminokyselin v potravinovém dopliiku ziskat dostatecné opakovatelné vysledky,
proto pii téchto stanovenich bylo vyuZzito davkovaci ¢asti komeréniho pfistroje pro
elektroforézu HP*°CE (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) (experimenty
s davkovanim za pouziti komeréniho pfistroje byly provadény na 3. Lékaiské fakulté
UK v Praze).

V misté styku optického vldkna s kapildrou bylo zapotiebi sejmout z jejiho
povrchu polyimidovy film a vytvofit detekéni okénko. Film byl odstranén horkou
koncentrovanou kyselinou sirovou a otfenim kapilary acetonem.

Vnitini povrch kapilary byl dle potfeby aktivovan roztokem 0,1 mol-dm™
NaOH po dobu 10 min, po této dobé byla kapilara promyvana nékolik minut vodou a
poté separacnim pufrem.

Pti ovéfovani funkce aparatury a pii stanovovani kationti v mineralnich
vodach byla pouZivana kapilara o celkové délce 74 cm, délka k detektoru byla
61 cm. Pii detekci a stanoveni komponent v aminokyselinovém potravinovém
dopliiku byla pouZivana kapilara o celkové délce 70,5cm a délce k detektoru
57,5 cm.

Vzorky byly davkovany rozpusténé ve vodé nebo ve zfedéném separa¢nim

pufru.
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2.1.1 Dualni detektor

Jako detektor byla pouzivana kombinovana detekéni cela navrzena v praci .
Detekéni cela obsahuje dva na sob& nezavislé detekéni systémy, opticky a
bezkontaktné vodivostni. Konstrukéni usporadani kombinovaného
spektrofotometrického a bezkontaktniho vodivostniho detektoru umoziiuje detekci
latek v jednom misté kapilary. Celkové mechanické uspofadani je znizornéné na

obr. 2.1.

|

Obr. 2.1 Schéma mechanického uspofiadani kombinovaného detektoru !

(jednotlivé komponenty nejsou pro piehlednost zakresleny v méfitku): 1 — pevna
plexisklova desticka, 2 —elektrody bezkontaktniho vodivostniho detektoru, 3 -
svétlovodné vladkno privadéjici zafeni ze spektrofotometru, 4 — separacni kapiléra,
5 — pohybliva plexisklova desticka, 6 — fotodioda, 7 —optické stin¢éni, 8 —kabel
spojujici fotodiodu s elektronikou ve spektrofotometrickém detektoru, 9 — spojovaci
Sroub, 10 — funk¢ni generator.

Vodivostni ¢ast detektoru je bezkontaktni vodivostni detektor tvofeny
semitubularnimi hlinikovymi elektrodami o tloust’ce 10 pm a Sifce 3 mm a vzdaleny
od sebe 2 mm. Elektrody byly vti§tény do drazky a byly fixovany k povrchu
nepohyblivé plexisklové destiCky. Signal pro vodivostni detektor byl odebiran
z vystupu funkéniho generatoru FC 503 (Monotech, International, USA).
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Pro optickou ¢&ast detektoru byl vyuzit komeréni spektrofotometricky
detektor LCD 2082 (Ecom, CR). Zafeni od zdroje uvnité spektrofotometrického
detektoru je vedeno svétlovodnym vldknem k separaéni kapilafe a zafeni po
pruchodu kapilarou dopada na velkoplo$nou fotodiodu, ktera je bez uprav pouzita
z komer¢niho detektoru.

Cely detektor sestaveny na desce s ploSnym spojem obsahujicim elektroniku
vodivostni ¢asti detektoru je umistén v kovové krabicce, zajistujici jeho elektrické i
optické odstinéni od vnéjSiho prostfedi. Krabicka je pfipevnéna k ¢elnimu panelu
spektrofotometrickému detektoru Ecom. Detailni popis konstrukce detektoru je
uveden v pracich 3. Cela elektroforeticka aparatura sestavena v laboratofi je na
obr. 2.2. Elektroforeticka vstupni nadobka v niZ je vysokonapé&tové elektroda, byla
z bezpeénostnich divodl pii zapnutém vysokém napéti za ochrannym plexisklem.
Signaly z obou ¢asti detektoru byly registrovany pocitaCem vybavenym universalni

mefici kartou PCI — 6024E a programem LabView (National Instruments, USA).

Obr. 2.2 Elektroforeticka aparatura. 1 — dudlni detektor, 2 — funk&ni generétor,
3 — vysokonapétovy zdroj, 4 —davkovaci zafizeni , 5 —komeréni spektrofotometr,
6 — separaéni kapilara, 7 — ochranné plexisklo
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2.2 Experimentalni podminky
Kromé zékladnich experimentalnich parametrti elektroforetické separace, viz

vySe, byla jednotlivdA méfeni provadéna za podminek uvedenych v néasledujicich

tabulkach.

Tab. 2.1 Experimentalni podminky p¥i ovéfovani funkce dualniho detektoru.

Parametr

Separaéni pufr (SP1) 20 mmol.dm™ kyselina boritd a 10 mmol.dm™
hydroxid lithny, pH 9,2
Vzorek (v zavorkach koncentrace  K* (0,1), Na*(0,1), tyramin (0,2), histidin (0,3),

\% mmol.dm'3) kyselina salicylova (0.3)
Separa¢ni napéti/proud 20 kV/9 pA

Davkovani hydrodynamické 10cm /10 s

Pracovni frekvence vodivostniho 200 kHz

detektoru

Vlnova délka optické detekce 210 nm

Tab. 2.2. Experimentilni podminky pro stanovovani kationti — vyuZivdna
pouze vodivostni ¢ist dudlniho detektoru.

Parametr

Separa¢ni pufr (SP2) 20 mmol.dm™ MES/HIS
Separac¢ni napéti/proud 20kV/9 pA

Davkovani hydrodynamické 10cm /10's

Pracovni frekvence vodivostniho 200 kHz

detektoru
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Tab. 2.3 Experimentilni podminky p¥Fi optimalizaci detekce a separace
s pouzitim modelovych vzorkii aminokyselin a p¥Fi orientaéni analyze
aminokyselinového potravinového dopliku.

Parametr

Separaéni pufr (SP3) 2,3 mol-dm™ kyselina octové
Separaéni napéti/proud 20 kV/30 pA

Davkovani manuélni 10cm /10 s

hydrodynamické

Pracovni frekvence vodivostniho 200 kHz

detektoru

Vinova délka optické detekce 195 nm

Tab. 2.4 Experimentidlni podminky pfFi stanoveni prolinu a tyrosinu vedle sebe
v uméle pfipravené smési.

Parametr

Separaéni pufr (SP3) 2,3 mol-dm™ kyselina octova
Separa¢ni napéti/proud 20 kV/25,5 pA

Déavkovani automatické 200 mbar s

hydrodynamické

Pracovni frekvence vodivostniho 1200 kHz

detektoru

Vlnova délka optické detekce 195 nm

Tab. 2.5 Experimentilni podminky pii analyze aminokyselinového
potravinového dopliku.

Parametr

Separaéni pufr (SP3) 2,3 mol-dm™ kyselina octové
Separaéni napéti/proud 20 kV/30 pA

Davkovani automatické 200 mbar s

hydrodynamické

Pracovni frekvence vodivostniho 200 kHz

detektoru

Vlinova délka optické detekce 195 nm
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2.3 Dalsi pouzivané pristroje a pomiicky

P#i tlakové mineralizaci byla pouZivana k udrZeni teploty blokova lazen
QBH2 (Grant Instruments, Anglie).
Centrifuga Minispin plus (Eppendorf, Némecko).
Mikrovinnd mineralizace byla provadéna v mikrovinném rozkladném zafizeni
MDS 2000 (CEM, USA).
Spektralni méfeni byla provadéna na diode-array spektrofotometru HP-8453
(Hewlett Packard, USA).
K sonikaci vzorkid mineralnich vod byla pouzita ultrazvukova lazen Elmaconic S15H

(P-LAB, CR).

2.4 Zdroje a Cistota pouzivanych chemikalii

V pribéhu prace byly pouzity tyto chemikalie:
deonizovana voda, Milli—Q Plus, Millipore, USA
Glycin, > 98 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko
Alanin, > 99 %, ROTH, Némecko
Asparagova kyselina, > 98 %, SIGMA—-ALDRICH, Némecko
Cystein, > 98 %, ROTH, Némecko
Glutamova kyselina, > 98 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko
Serin, > 98 %, SIGMA—-ALDRICH, Némecko
Threonin, > 98 %, SIGMA—-ALDRICH, Némecko
Valin, > 98 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko
Leucin, > 98,5 %, ROTH, Némecko
Izoleucin, > 98,5 %, ROTH, Némecko
Methionin, > 99 %, ROTH, Némecko
Lysin—-monohydrat, > 98,5 %, ROTH, Némecko
Arginin, > 98 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko
Prolin, > 98 %, SIGMA-ALDRICH, Né¢mecko
Fenylalanin, > 99 %, ROTH, Némecko
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Tyrosin, > 98 %, SIGMA-ALDRICH, Némecko

Histidin, > 99 %, MERCK, Némecko

Tryptofan, > 98 %, SIGMA—-ALDRICH, Némecko
Kyselina borita, pro elektroforézu, SIGMA-ALDRICH, Némecko
Hydroxid lithny—-monohydrat, p.a., MERCK, Némecko
Kyselina salicylova, p.a., FERAK, Némecko

Chlorid draselny, p.a., MERCK, Némecko

Chlorid barnaty—dihydrat, p.a., LACHEMA as., CR
Hydroxid sodny, > 98 %, SIGMA—-ALDRICH, Némecko
Chlorid véapenaty, p.a., LACHEMA as., CR

Chlorid hofe¢naty—heptahydrat, p.a., LACHEMA a.s., CR
Clorid sodny, p.a., LACHEMA a.s., CR

Kyselina octova, > 99 %, FLUKA, Némecko

Kyselina chlorovodikova — 35 %, p.a., Lach-ner, CR

2.5 Uprava vzorki pied analyzou

2.5.1 Vzorky mineralnich vod

Analyzované mineralni vody byly zakoupeny v béZzné obchodni siti. Pro
analyzu byla vybrdna Magnesia, Mattoni a Vincentka. Rozpusténé plyny byly
odstranény v ultrazvukové lazni, sonikace byla provadéna po dobu 15 minut. Takto
upraveny vzorek mineralni vody byl davkovan v mnozstvi 10 ul (Magnesia), 20 pl
(Mattoni), 10 pul (Vincentka, kvalitativni analyza) a 60 pl (Vincentka, stanoveni
lithia) do 3 ml pétkrat zfedéného pufru SP2 v davkovaci vialce a poté davkovan do

separani kapilary.
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2.5.2 Mineralizace aminokyselinového potravinového dopliiku

Analyzovany vzorek, AminoMAX firmy Max Muscle, USA, byl zakoupen
v obchod¢ s potravinovymi dopliiky. Dle etikety obsahuje typicky 20 aminokyselin,
viz tab. 2.7. Aminokyseliny jsou v pfipravku ve formé kratkych syrovatkovych
proteind, n€které aminokyseliny jsou pfidany volné. Pfipravek obsahuje jesté dalsi
slozky podporujici vstfebavani a vyuziti aminokyselin, jde o vitaminy B¢ a B,
fosfor, kationty vépenaté, hofecnaté a chrom. Potravinovy doplnék je ve formé
kapsli.

Protoze pfipravek obsahoval vétSinu aminokyselin ve form¢ proteini bylo
nutné pro ziskani volnych aminokyselin provést hydrolyzu vzorku. Pro porovnani
byly vybrany dv€ metody mineralizace. Jednak klasickda tepelna mineralizace
(metoda ¢. 1), tak 1 mikrovlnna mineralizace (metoda €. 2). V obou piipadech byla
kapsle vysypana a homogenizovana v achatové tfeci misce. Pii metodé ¢. 1 bylo
10 mg vzorku mineralizovano 4 ml 6 mol-dm™ HCI po dobu 24 hodin pii 110 °C.
Poté byl mineralizat odpafen do sucha a rozpu$tén v 1 ml vody a filtrovan na
centrifuze. Takto upraveny vzorek byl uchovavan v chladniéce a poté po ziedéni
vodou davkovan. Jako metoda €. 2. byla pouZita mikrovinna mineralizace, ktera byla
provedena v mikrovinném rozkladném zatizeni MDS 2000 (CEM, USA), podle
prace 5, Bylo dano 50 mg vzorku na 4 ml 6 mol-dm™~ HCl, podminky dvoustupriové
mineralizace jsou uvedeny v tab.2.6. Po skonceni mineralizace byl mineralizat
odpaien do sucha a rozpustén ve 3 ml vody a filtrovan na centrifuze. Takto upraveny
vzorek byl uchovéavan v chladni¢ce a poté po ziedéni vodou davkovan do separaéni

kapilary.

Tab. 2.6 Podminky mikrovinné mineralizace.

1. krok 2. krok
Vykon [%] 100 80
Tlak [bar] 5,6 5,6
cas 10s 5 min
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Tab. 2.7 Obsah aminokyselin v potravinovém dopliiku AminoMAX a denni
divka dle etikety na baleni pripravku.

Aminokyselina Zkratka aminokyseliny  Denni davka, mg
(6 kapsli)
Isoleucin Ile 148
Leucin Leu 362
Lysin Lys 283
Fenylalanin Phe 105
Threonin Thr 141
Tryptofan Trp 56
Valin Val 153
Methionin Met 68
Cystein Cys 71
Alanin Ala 160
Arginin Arg 83
Kyselina asparagova Asp 305
Kyselina glutamova Glu 491
Glycin Gly 57
Histidin His 51
Prolin Pro 144
Serin Ser 122
Tyrosin Tyr 120
Ornitin - 3
Karnitin - 3

2.6 Zpiisob vyhodnocovani experimentalnich vysledki

Obsah analytii byl stanovovan z ploch registrovanych pikd vyhodnocovanych
programem Origin 6.0. Vzhledem k po¢tu opakovanych méfeni (< 7) byl za stfedni
hodnotu bran median. Smérodatna odchylka byla pocitana z rozpéti dle vztahu (2.1)

a interval spolehlivosti dle vztahu (2.2).
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s = kn'R, (2.1)
kde k, je tabelovany koeficient, pro tfi méteni k3 = 0,5908 a R = Xynay — Xmin j€ rOZPEL
LI,2 = Kn'R, (2.2)

kde K, je tabelovany koeficient, pro tfi méfeni K3 = 1,3 a R je rozpéti.

Pro porovnani ziskanych vysledki metodou mineralizace ¢.1 a ¢.2 byl
pouzit Lorduv test. Vypoctena hodnota u dle vztahu (2.3) byla porovnana s kritickou
hodnotou Lordova testu uggs, kterd je pro tfi stanoveni rovna uggps = 0,636. Je-li

U 2 uy,ps je rozdil sttednich hodnot (zde medidnt) statisticky vyznamny.

_ R -

, 2.3
RA+RB ( )

kde indexy A a B oznacuji porovnavané soubory dat.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Ovéreni funkce jednotlivych casti detektoru na

modelové smési

Funkce dualniho detektoru a €innost laboratorné sestavené aparatury byly
ovéfeny detekci smeési obsahujici latky poskytujici odezvu vodivostni (draselné a
sodné ionty), optické (histidin, kyselina salicylovd) ¢i ob&ma ¢astmi detektoru
(tyramin, histidin). Elektroferogramy registrované obéma detekénimi systémy jsou
na obr. 3.1. Pro vodivostni ¢ast detektoru je optimalni pracovni frekvence 200 kHz,

jak vyplyva z vlastnich m&feni i z dat v literatute °.

3.2 Stanoveni vybranych kationtii v mineralnich vodach

3.2.1 Detekce vybranych kationti v modelovych vzorcich

Pied vlastni analyzou mineralnich vod bylo ovéfeno, zda lze kationty b&zné
se vyskytujici v mineralnich vodach dobfe rozd€lit, tak aby mohly byt spolehlivé
stanoveny (kromé nich byl do vzorku pfidan je§té barnaty ion). Elektroferogram
modelové smési je na obr. 3.2.

Z obrazku je zfejmé, Ze kationty jsou dobfe oddéleny. Z parametri piku
draselného, vapenatého a hofecnatého iontu byla urena separa¢ni udinnost, viz
tab. 3.1. Uginnost byla poéitana ze vztahti pro vypolet poltu teoretickych pater

kolony, »n (3.1) a vysky teoretického patra, H (3.2).

2
"= 5,54(’¢J , G.1)
2

1/

kde ¢z je retencni €as latky, Y., je Sitka piku v poloviné vysky.
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: (3.2)

odezva CCD, mV

60 |-

50 L 3
16

14

-
o

absorbance, mAU
[o4]

100 200 300 400 500

c¢as, s
Obr. 3.1 Elektroferogram modelové smési uvedenych ionti, experimentalni

podminky viz tab. 2.1. Identifikace pika: 1 — K*, 2 — Na", 3 - tyramin, 4 — histidin, 5 -
kyselina salicylova

34



44 ' I ¥ | v 1 4 I
1
a2
3

40 |
z * 5 -
5 38| 2
O
m —
R
[0}
3 6

32 1 n ] 1 1 N I N 1

180 200 220 240 260
éas, s

Obr. 3.2. Elektroferogram modelové smési uvedenych iontii, experimentdlni

podminky viz tab. 2.2. Koncentrace viech iontii 10 pmol.dm™. Identifikace pikd: 1 -
K*,2-Ba® 3-Ca*™, 4-Na", 5-Mg™, 6-Li".

Tab. 3.1. Uéinnost separace

Sifka piku Vyskovy
Ion Reten¢ni ¢as, s Pocet pater
v poloviné vysky, s ekvivalent, pm
K" 189 1,25 126652 4,82
Ca®* 226 1,25 181095 3,37
Mg* 239 1,50 140645 4,34

Z dat vtab. 3.1 byla uréena stfedni hodnota vySkového ekvivalentu teoretického

patra, 4,34 + 1,89 um.
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* 3.2.2 Analyza jednotlivych mineralnich vod

V elektroferogramech kazdé mineralni vody byly identifikovany jednotlivé
kationty. Vybrané kationty pak byly stanoveny. Kationty byly stanovovany metodou
standardniho ptfidavku. Nalezené mnozstvi pfislusného kationtu pak bylo porovnano
s hodnotou udavanou na etiket¢ mineralni vody. Jako zasobni roztoky pro standardni
ptidavek byly pfipraveny roztoky obsahujici 3 mmol-dm™ Mg?**, Li*, Ca®*, K" a Na'.
Pro identifikaci jednotlivych pikt bylo ke 3 ml vzorku ve vialce postupné pfidavano
10 pl zésobniho roztoku jednotlivych kationtti. Pro stanoveni vybranych kationt byl
vySe popsanym zpuisobem zmeéfen vzorek mineralni vody a poté k tomuto vzorku
bylo ptidano 10 pl zasobniho roztoku jednotlivych kationta.

Magnesia: v Magnesii byly nalezeny kation draselny, vapenaty, sodny a
hofe€naty, viz obr. 3.3. Pro kvantitativni analyzu byl vybran kation hofe¢naty. Pravé
Magnesia by méla obsahovat nejvice hoi¢iku ze vSech mineralnich vod dostupnych
na naSem trhu.

Mattoni: Mattoni obsahuje kation draselny, vapenaty, sodny a hofe¢naty.
Elektroferogram je na obr. 3.4. V mineralni vodé Mattoni byl stanovovan obsah
vSech detekovanych kationtl.

Vincentka: ve Vincentce byl nalezen kation draselny, vapenaty, hofe¢naty a
lithny. Pro stanoveni byl vybran lithny kation, protoZe tato mineralni voda obsahuje
z testovanych mineralnich vod nejvyssi koncentraci tohoto iontu. Jeho obsah je
uveden na etiketé jako na jediné z testovanych mineréalnich vod.

Vysledky stanoveni obsahu vybranych kationd analyzovanych mineralnich
vod jsou uvedeny v tab. 3.2. Je zde i porovnani nalezenych hodnot s mnoZstvim
uvedenym na etiketach jednotlivych minerdlnich vod. Rozdil ve stanoveném
mnoZstvi a hodnotami udavanych na etiket¢ muZe byt zplsoben proménlivosti
slozeni mineralnich vod v ¢ase. Pokud porovname rozbor uvedeny na etiketé¢ Mattoni

z roku 2005 a 2006 nalezneme u né€kterych kationtl rozdily v fadu desitek mg/l.
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Obr. 3.3. Elektroferogram Magnesie. Experimentalni podminky viz tab. 2.2.
Identifikace pikii: 1 —K*, 2 — Ca**, 3 - Na*, 4 - Mg*".

odezva CCD, mV

180 190 200 210 220 230 240 250
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Obr. 3.4. Elektroferogram minerélkgl Mattoni. Experimentalni podminky viz
tab 2.2. Identifikace pika: 1 —K*, 2 — Ca®*, 3 —Na"*, 4 - Mg”™".
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Obr. 3.5. Elektroferogram mineralni vody Vincentka. Experimentdlni podminky
viz tab. 2.2. Identifikace pika: 1 — K, 2 — Ca**, 3~ Na*, 4 - Mg**, 5 - Li".

Tab. 3.2 Porovnani zjiSténych obsahu vybranych kationti analyzovanych
mineralnich vod s hodnotami uvedenymi na etiketach.

Mineralni Stanoveny
Kation Obsah uvedeny na etiketé, mg/l
voda obsah, mg/l
Magnesia Mg2+ 199,2 £ 5,8 200,0
Mattoni K* 962+62 -
Ca®* 1229+33 87,6
Na* 96,8+3,0 71,9
Mg 343+40 249
Vincentka Li* 7,7+0,5 9,8
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3.3 Analyza aminokyselinového potravinového dopliku

AminoMAX

3.3.1 Optimalizace detekce a separace s pouzitim modelovych

vzorku

Drtive nez bylo pfistoupeno k analyze, bylo nutno najit vhodné experimentalni
podminky pro optickou ¢&ast detektoru, tj. vhodnou vinovou délku. Byla proto
proméfena absorpéni spektra aminokyselin absorbujicich UV zafeni, Arg, His,Trp,
Tyr a Phe; spektra jsou na obr. 3.6. Jako optimalni vinova délka pro dal§i méfeni
byla urena vinova délka 195 nm, ve které sledované aminokyseliny vykazovaly
nejvyssi absorbanci; tato vinova délka byla nastavena ve spektralni ¢asti dudlniho
detektoru. Elektroferogram uvedenych aminokyselin ziskany spektrdlni ¢asti

detektoru pii této vinové délce je na obr. 3.7.

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Obr. 3.6. Absorp¢ni spektra aminokyselin Arg (---), His (---), Trp (=-—-), Phe () a
Tyr (plna ¢ara) (vodné roztoky, koncentrace 0,25 mmol-dm™).
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Obr. 3.7. Elektroferogram modelové smési UV zaFeni absorbujicich
aminokyselin, 1-Arg, 2-His, 3-Trp, 4-Tyr, 5-Phe. Koncentrace
0,2 mmol-dm*, experimentalni podminky viz tab. 2.3 (zdznam pouze ze spektralni
¢asti detektoru, 195 nm).

Rovnéz bylo hledano vhodné separacéni napéti. Jak jiz bylo uvedeno
v tab. 2.3, pouZivanym separanim prostfedim byla ¢&istd kyselina octovd bez
ptidavku povrchové aktivnich latek snizujicich elektroosmoticky tok. Da se proto
ofekavat rychlej$i migrace aminokyselin kapilarou a tim i méné kvalitni separace.
Na modelové smési deseti vybranych aminokyselin, Lys, Arg, His, Val, Ile, Leu,
Thr, Met, Trp a Phe, bylo zkouSeno, nakolik velikost separa¢niho napéti ovlivni
separaci. Bylo testovano napéti o velikosti 10, 15 a 20 kV. Jako optimélni a pro dalsi
praci pouZivané napéti bylo uréeno napéti 20 kV. Pfi tomto napéti byla separace
véts§iny aminokyselin z uvedené smési dostatecna, pouze Ile a Val se déli
nedostate¢né, neuplné rozdélené jsou i Thr a Met, viz obr. 3.8. S niz§im napéti doslo

k prodlouzeni doby migrace, ale ne k zlepSeni separace.
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Obr. 3.8. Separace modelové smési aminokyselin za optimalizovanych
experimentilnich podminek uvedenych v tab. 2.4. Koncentrace aminokyselin,
0,2 mmol-dm>. Identifikace pikt: 1 —Lys, 2 — Arg, 3 — His, 4 — Val, 5 —Ile, 6 — Leu,
7 — Thr, 8 — Met, 9 — Trp, 10 — Phe.

Hor$i separaci nékterych aminokyselin v separa¢nim pufru bez latek
omezujicich elektroosmoticky tok lze ofekavat z vySe uvedenych divodi. Separace
v Cisté kyselin€ octové snizuje retenéni casy, tj. zrychluje analyzu (porovnani
retenénich ¢asi zméfenych v této praci s retenénimi asy ziskanymi za srovnatelnych
experimentalnich podminek, ale v kyselin€ octové s ptidavkem hydroxyethylcelulézy

je v tab. 3.3), na druhé strané je vSak horsi separace ne¢kterych sloZzek vzorku. Metoda
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s kyselinou octovou bez modifikatori elektroosmotického toku proto umoziiuje
stanoveni téch aminokyselin, které jsou vtomto prostiedi dobfe oddéleny od

ostatnich, pfi€emz vyhodou je mens$i ¢asova naro€nost separace.

Tab. 3.3 Porovndni migracnich ¢asi nékterych aminokyselin pfFi elektroforetické
separaci v roztoku c¢isté kyseliny octové a v roztoku Kyseliny octové s pridavkem
0,1% hydroxyethylcelulézy (HEC) 2

Aminokyselina Migraéni ¢as v HAc* [s] migracni ¢as v HAc+HEC [s]
Lys 460 888
His 494 936
Leu 765 1968
Thr 822 2220
Phe 867 2436

*) hodnoty migra¢nich ¢asti z elektroferogramii na obr. 3.8

3.3.2 Analyza vzorku AminoMAX - orienta¢ni méreni

Elektroferogram vzorku pfipraveného mineralizaci metodou ¢.1 je na
obr.3.9. Nejprve byly identifikovany jednotlivé piky metodou standardniho
ptidavku. Stejné jako v modelovém vzorku se neuplné rozdélil Ile a Val. Zcela
nerozdélené byly dvojice Phe — Glu a Tyr — Pro. Ur¢itou vyhodou pro identifikaci a
stanoveni téchto aminokyselin je ta skute¢nost, Ze vzdy jedna z nerozdélenych
aminokyselin absorbuje v UV oblasti a poskytuje tak signél v optické ¢asti detektoru.
Tryptofan a cystein které jsou také obsazeny v potravinovém dopliiku, nemtizou byt
stanoveny, protoze byly pravdépodobné kompletné zni¢eny kyselou hydrolyzou 52,

Pro prvni orientaéni stanoveni byly vybrany aminokyseliny Lys, Ala, Leu,
Thr a Phe. Stanoveni bylo provedeno metodou standardniho pfidavku. Pro kalibraci
byly pfipraveny roztoky obsahujici 12 mmol-dm™ jednotlivych aminokyselin. 500 pl
vzorku mineralizovaného metodou €. 1 (kap. 2.5.2) bylo davkovéno do 2,5 ml vody
v davkovaci vialce. Takto zfedény vzorek byl davkovan do separacni kapilary. Pro

identifikaci jednotlivych pikid bylo k tomuto vzorku postupné piidavano 50 pl

zasobniho roztoku jednotlivych aminokyselin. Pro stanoveni vybranych aminokyselin

42



£y

'dsy - 61 “01d - 81 IAL - LT “N[D - 91 “OYd - ST PN - b1 ‘WL - €] ‘1S - 71 DO - [T ‘TeA - 01 31

6 BV -8 AID - L SIH-9 BIV - ¢ SAT- 4, 8N - €, ;D - T, - I :1d 20BYYHUSP] "H'Z "qe1 A Yo£uspaan yaurwpod yorupgpuouriadxa
BZ NIOYYI)IP oylujenp Psed noqo z Aueysiz | - wadnjsod oydueAoZifedUIW Y VAOUIWY NYIOZA WEBIS0IJONI[] 6’€ 190

<

s ‘seQ

002t 001} 0001t 006 008 004 009 00¢S oo0¢ 00c€ 002¢
T v Y v v . . v 0

© O T ™ «

nVvVuw ‘asueqiosqe

P P N TN N N P A P

- (3] ~N - o o
N ~N ~N 3] o~
AW “d)D)D eAZapoO

~ © o
N &N N

o O O O O O O O O O O O o o ~

[ P | O P P T I ' T




byl vyse popsanym zplisobem zméfen vzorek a poté k tomuto vzorku bylo pfidano
50 pl zasobniho roztoku vybranych aminokyselin. V pfipadé stanoveni Lys, Ala,
Leu, Thr byl vyhodnocovan signal zvodivostniho detektoru a pro Phe byl
vyhodnocovén signdl ze spektrofotometrické ¢asti detektoru.

Pfi manuéalnim hydrodynamickém davkovani vzorkid a vzorkl se standardnim
ptidavkem byly ziskany vysledky uvedené v tab. 3.4. a 3.5. Vysledky v tab. 3.4 byly
ziskany tak, ze mineralizovany vzorek byl pro analyzu pfipraven v péti vialkach a
kazda vialka byla analyzovana pouze jednou se vzorkem a jednou po piidani
standardniho pifidavku (postup A). Rozptyl vysledkii byl znaény. Proto byla
testovana opakovatelnost stanoveni tak, Ze kazda vialka se vzorkem a se standardnim
pfidavkem byla analyzovéna vzdy tfikrat po sob€ a obsah analytu byl vyhodnocovan
z pruméru z téchto t¥i méfeni (postup B); postup B byl opakovan dvakrat; vysledky
jsou v tab. 3.5. Ivtomto pfipadé€ je rozptyl znaény a uréené obsahy se 1isi od téch

uréenych postupem A.

Tabulka 3.4 Vysledky analyzy vybranych aminokyselin pfi manualnim
hydrodynamickém divkovani — postup A, viz text.

Aminokyselina Obsah mg/kapsli* Rozpéti
Lys 56,9 47,1
Ala 28,3 32,3
Leu 41,6 32,4
Thr 28,7 39,7
Phe 13,6 5,8

*) median z péti méteni

Tabulka 3.5 Vysledky analyzy vybranych aminokyselin pfi manudlnim
hydrodynamickém divkovani — postup B, viz text.

Aminokyselina Obsah mg/kapsli* Rozpéti
Lys 89,8 16,7
Ala 65,4 26,1
Leu 140,1 84,8
Thr 49,8 13,9
Phe 19,3 3,3

*) primér ze dvou méteni
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Protoze vysledky stanoveni aminokyselin v redlném vzorku mély velky
rozptyl, byl postup stanoveni ovéfovan analyzou modelové smési stanovovanych
aminokyselin o zndmém obsahu. Pro kontrolu bylo do testovaci smési pfidano jesté
znamé mnozstvi draselného iontu. Stanoveni bylo opét provadéno metodou
standardniho pfidavku (postup B). Experimentilni podminky jsou stejné jako
v ptipad¢ stanoveni aminokyselin, viz. tab. 2.3. Vysledky jsou v tab. 3.6. Jak je vidét,
tak je nalezend koncentrace mnohem vétsi nez skute¢nd, pfipravend koncentrace.
Chyba je zifejmé v manualnim davkovani, proto byl stejny experiment opakovan
s vyuzitim automaticky pracujici davkovaci ¢asti komeréni elektroforetické
aparatury. Experimentdlni podminky jsou stejné jako v pfipadé stanoveni
aminokyselin, viz. tab. 2.3, zménéno bylo pouze davkovani na 200 mbar s. Vysledky
jsou v tab. 3.7. Akceptovatelna shoda danych a nalezenych koncentraci testovanych
analyti dokazuje, Zze problém s rozptylem vysledkd byl zplsoben ziejmé manudlnim
davkovanim. Proto pro dal§i praci bylo pouZivano automatické hydrodynamické

davkovani.

Tabulka 3.6 Vysledky analyzy vybranych aminokyselin a draselného iontu pri
manualnim hydrodynamickém davkovani.

Analyt Koncentrace dana, Koncentrace urcena, rozdil, %
mmol.dm™ mmol.dm™
K* 0,49 1,04 112
Lys 0,39 0,55 41
Ala 0,39 0,49 24
Leu 0,39 0,42 8
Thr 0,39 0,48 22
Phe(CCD) 0,39 0,47 20
Phe(UV) 0,39 0,43 10
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Tabulka 3.7 Vysledky analyzy vybranych aminokyselin a draselného iontu pfi
automatickém hydrodynamickém davkovani.

Koncentrace dana, Koncentrace urcena,

Analyt 3 3 rozdil, %
mmol.dm mmol.dm

K 0,30 0,40 33

Lys 0,36 0,38 6

Ala 0,36 0,34 -5

Leu 0,36 0,35 -2

Thr 0,36 0,35 -2,5
Phe(CCD) 0,36 0,40 11
Phe(UV) 0,36 0,39 7

3.3.3 Stanoveni aminokyselin v nerozdélené smési

Dualni detektor v principu umozZiiuje stanoveni takovych aminokyselin
(obecné analytl), které vychdazi ze separaéni kapilary nerozd€leny, obé poskytuji
signal vodivostniho detektoru, ale pouze jedna signal UV detektoru. Ve studovaném
vzorku §lo napf. o aminokyseliny Pro a Tyr, jak je vidét na obr. 3.9 piky 17 a 18. Obé
poskytuji signal vodivostniho detektoru, ale pouze Tyr signal UV detektoru. Ovéfeni,
zda lze z odezev obou detektorti stanovit ob€¢ aminokyseliny v nerozdélené smési
bylo testovéno za experimentalnich podminek uvedenych v tab. 2.4.

Nejdiive bylo ovéfovano zda plati, Ze celkova plocha piku Pro a Tyr je
sou¢tem jednotlivych ploch pfipadajici Pro a Tyr. Do vialky bylo dano 20 pl
12 mmol-dm™ Pro do 1 ml vody a byla zmétena jeho odezva v CCD (plocha piku).
Totéz bylo udélano pro Tyr, kdy do 1 ml vody bylo dano 15 pl 12 mmol-dm™ Tyr.
Nasledné byla zméfena smés Tyr a Pro, kdy do 1 ml vody bylo dédno 20 pul Pro a
15 pl Tyr. Naméfené hodnoty ploch pikl jsou uvedeny v tab. 3.8.

Jak je vidét z tab. 3.8, plati, Ze plocha smésného piku Pro a Tyr je souctem
jednotlivych ploch obou aminokyselin. Této skute¢nosti lze vyuzit pro stanoveni Pro
a Tyr. Koncentrace Tyr se stanovi na zaklad¢ kalibrace z UV signélu. Z takto uréené
koncentrace se z kalibraéni rovnice pro CCD uréi odpovidajici plocha piku, ktera se

odedte od plochy piku, kterou poskytuje smésny pik Tyr a Pro. Tak se ziska plocha
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Tabulka 3.8 Ovéreni, zda plocha piku smési Pro + Tyr odpovida souctu ploch
jednotlivych aminokyselin pri detekci vodivostnim detektorem. Hodnoty jsou
medidnem ze tfi méfeni.

Parametr Pro Tyr
davkovana koncentrace mmol-dm™ 0,24 0,18
plocha piku mV.s 12,19 + 2,08 12,43 £ 0,25
suma ploch Pro + Tyr 25,54+ 1,94

piku z CCD, ktera odpovida Pro. Z této plochy se z kalibra¢ni rovnice nésledné urci
1 koncentrace Pro.

Toto stanoveni Pro vedle Tyr bylo testovano na uméle pfipravené smési
o znamé koncentraci obou aminokyselin. Smés obsahovala Tyr o koncentraci
0,34 mmoldm™ a Pro o koncentraci 0,39 mmol-dm™. Kalibrace byla opét
provadéna metodou vnéjsiho standardu, tj. pro obé aminokyseliny byla zméfena
kalibraéni zavislost. Kalibra¢ni data pro stanoveni Pro a Tyr jsou vtab. 3.9.
Kalibra¢ni zavislosti byly uréovany ze étyf koncentraci, kazdy bod je primérem ze
tii opakovanych méteni. Vzorek byl méfen tfikrat, kazdé stanoveni je primérem ze

tfi méfeni. Vysledky stanoveni Pro a Tyr jsou v tab. 3. 10.

Tabulka 3.9 Parametry kalibraénich zavislosti pro stanoveni Pro a Tyr pro
vodivostni detekci i detekci optickou (UV): y je odezva v mV (vodivostni detekce)
nebo v mAU (optické detekce), ¢ je v mmol.dm™.

Analyt Rovnice regresni piimky* Konc. rozsah, Standardni Korelacni
mmol-dm™ chyba koeficient

Tyr y =-1,85(1,59) + 95,20-10° 0,24 — 0,63 1,19 0,9983

(CCD)  (3,92:10% ¢

Tyr y=-"78,73 (73,86) +4,53-10° 0,24 - 0,63 55,26 0,9984

(UV)  (1,83:10%c

Pro y =-1,65(6,12) + 68,36:10° 0,24 - 0,63 3,18 0,9741

(CCD)  (15,88-10%)c

*) v zavorkach jsou standardni odchylky; rozmér hodnoty useku, smérnice a
standardni chyby je mV, mV-dm>mol”, mV-dm*mol” (vodivostni ¢st detektoru) ¢&i
mAu, mAU-dm> mol”’, mAU-dm* mol™ (opticka &4st detektoru).
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Tabulka 3.10 Vysledky stanoveni Pro a Tyr v modelové smési.

Aminokyselina  Koncentrace dana, Koncentrace urcena,
mmol.dm™ mmol.dm’

Tyr 0,34 0,33 +£0,01

Pro 0,39 0,39+ 0,03

Jak je patrné ztab. 3.10, tak l1ze pomoci dualniho detektoru stanovit Tyr a
Pro, i kdyZ se neseparuji a vystupuji z kapilary ve spole¢ném piku.

Dualni detekce tak umoziiuje soucasnou detekcei latek rizného typu a prispiva
vyznamné k jejich identifikaci, ale umoziuje v uréitych pfipadech stanovit i latky,
které se za pouzitych experimentalnich podminek neseparuji. Je pouze zapotiebi, aby
v nerozdélené smési jedna z nich poskytovala signal pouze z jednoho detektoru a obé

z detektoru druhého.

3.3.4 Stanoveni vybranych slozek potravinového dopliku

AminoMAX

Po vyteSeni problémi s davkovanim byly pro stanoveni vybrany tyto
komponenty vzorku: aminokyseliny Ala, Gly, Lys, Thr, Pro, Phe, Tyr a kationty Ca
a Mg2+. Stanoveni bylo pro srovnani provadéno jak se vzorkem mineralizovanym
metodou ¢&. 1 (klasicka tepelna mineralizace), tak i metodou €. 2 (mineralizace za
pusobeni mikrovln). Kalibrace byla tentokréat provadéna metodou vnéjsiho standardu,
tj. pro kazdy analyt byla zméfena kalibra¢ni zavislost. Divodem pro zménu
kalibraéni metody byla nejistota, zda vSechny analyty poskytuji linedrni zavislost
odezvy bezkontaktniho detektoru na koncentraci. Pti bezkontaktni vodivostni detekci
jsou nelinearni koncentraéni zavislosti ¢asto pozorovany. Pro ilustraci je na obr. 3.10
ukazan kalibraéni graf pro Leu a Ala, z néjz je zfejmé, Ze skute¢né€, pro nékteré
aminokyseliny, zde pro Ala, je kalibra¢ni graf v testovaném oboru koncentraci

nelinearni. Kalibra¢ni data pro linearni ¢asti kalibranich zavislosti vSech
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stanovovanych analytl jsou v tab. 3.11. Kalibra¢ni zavislosti byly uréovany ze ¢tyt

koncentraci, kazdy bod je primérem ze tfi opakovanych meéieni.

500

400

300

200

odezva CCD, mV

100

0 1 1 2 1 1 | " 1 1
0,0 0,1 0,2 0,3 04

3
koncentrace, mmol.dm

Obr. 3.10 Kalibraéni graf pro Leu a Ala pro vodivostni ¢ast detektoru.
Experimentéalni podminky viz tab. 2.5.

Vysledky stanoveni vybranych analyti ve vzorku mineralizovaném metodou
¢. 1 jsou vtab. 3.12 a mineralizovaném metodou ¢.2 vtab. 3.13. Mineralizace
v mikrovinném mineralizatoru byla provadéna dvakrat se stejnou navazkou. Pti
stanoveni vzorku mineralizatu metodou ¢. 1 i metodou €. 2 byl pro Lys, Gly, Ala,
Thr, Pro, Ca®*, Mg®* vyhodnocovén signél z vodivostni &asti detektoru a pro Phe a

Tyr byl vyhodnocovan signal ze spektrofotometrické ¢asti detektoru.
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Tabulka 3.11. Parametry Kkalibra¢nich zavislosti stanovovanych analyti
v pFipravku AminoMAX pro vodivostni detekci i detekci optickou (UV): y 3je:
odezva v mV (vodivostni detekce) nebo v mAU (optickd detekce), ¢ je v mmol.dm™.

Analyt  Rovnice regresni primky* Konc. Standardni Korelaéni
rozsah, chyba koeficient
mmol.dm™
Lys y =18,60(9,52) +1,13:10°  0,10-0,43 0,24 0,9997
(72,77-10% ¢

Gly y = 4,85 (0,03) + 70,6110 0,06 -0,21 0,02 1,0000
(311,83) ¢

Ala y=0,89 (9,10) + 85,37-10* 0,10-0,32 0,29 0,9999
(3,38:10" ¢

Thr y=-14,17(2,35)+ 1,02:10° 0,10-032 0,06 1,0000
(2,03:10% ¢

Pro y=-52,86(4,95)+4,57-10° 0,35-0,79 0,77 0,9998
(6,31-10%) ¢

Phe(UV) y=16,76 (5,60) + 9,55-10° 0,10-033 1,33 0,9990
(2,99:10% ¢

Tyr y=11,12 (1,60) + 8,35:10° 0,12-0,52 0,31 0,9999
(7,66:10%) ¢

Tyr(UV) y=19,83 (8,41) + 1,47-10° 0,10-033 1,54 0,9977
4,57-10% ¢

Ca y=51,15(3,91) +5,93-10° 0,15-046 0,57 0,9997
(1,39-10% ¢

Mg y=158,62 (4,86) + 7,01-10° 0,15-0,37 144 0,9991
(2,02:10% ¢

*) v zavorkach jsou standardni odchylky; rozmér hodnoty udseku, smérnice a
standardni chyby je mV, mV-dm*:mol™, mV-dm*mol™ (vodivostni &ast detektoru) &
mAu, mAU-dm’mol”, mAU-dm* mol” (opticka &ast detektoru).
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Tabulka 3.12 Vysledky stanoveni vybranych analyti v potravinovém dopliku
AminoMAX. Vzorek byl mineralizovin metodou ¢. 1, tj. klasickou tepelnou
mineralizaci. Uvadéné hodnoty jsou medidnem ze tfi opakovanych stanoveni.

Analyt Obsah, mg/kapsli  Rozpéti Standardni odchylka
Lys 40,3+23 1,77 1,05

Gly 7,6 £0,7 0,54 0,32

Ala 204+ 1,6 1,26 0,74

Thr 25,4+ 1,7 1,28 0,77

Pro 23,4142 3,21 1,89

Phe(UV) 153+1,0 0,75 0,44

Tyr(UV) 10,3+ 1,17 0,90 0,53

Ca2t %

Mg* 12,7+ 1,4 1,08 0,64

*) ve vzorku takto mineralizovaném nemohl byt vépnik stanoven, jeho pik byl

prekryt neidentifikovanou komponentou roztoku.

Tabulka 3.13 Vysledky stanoveni vybranych analytu v potravinovém dopliku
AminoMAX. Vzorek byl mineralizovin metodou ¢&. 2, tj. hydrolyzou
v mikrovinném mineralizatoru. Uvadéné hodnoty jsou medianem ze tfi
opakovanych stanoveni.

Analyt  Obsah, mg/kapsli Rozpéti Standardni odchylka
l.analyza 2.analyza 1l.analyza 2.analyza 1l.analyza 2.analyza

Lys 402+4,0 41,1+58 3,06 4,45 1,81 2,62

Gly 83+14 8705 1,07 0,35 0,63 0,21

Ala 224+1,6 240127 1,21 2,07 0,71 1,22

Thr 28,1+0,7 289+1,4 0,50 1,05 0,30 0,62

Pro 258+42 -* 4,2 2,48

Phe(UV) 15,5+3,1 -* 2,42 1,43

Tyr(UV) 9719 -* 1,52 0,90

Ca™ 447+59 50,6+25 4,52 1,92 2,67 1,13

Mg™ 18,4+43 185+12 327 0,93 1,93 0,55

*) nebyl stanovovan
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Pro porovnani ziskanych vysledki metodou mineralizace €. 1 ¢i metodou €. 2
(1. analyza) byl pouzit Lordiv test, tab. 3.14. Ob&é metody jsou srovnatelné, pouze
v piipad¢ Ala, Thr a Mg?*, je rozdil statisticky vyznamny, coz je ddno menSim
rozpétim. Pro mineralizaci vzorku, tak Ize pouZzit obé uvedené metody. Mikrovinna
mineralizace je ale ¢asové méné naro¢na. 1 s filtraci je vzorek ke stanoveni pfipraven

do 30 minut, oproti klasické 24 hodinové mineralizaci.

Tabulka 3.14 Testovani shodnosti vysledkii stanoveni vybranych aminokyselin
po klasické (metoda ¢. 1) a mikrovinné (metoda ¢. 2) mineralizaci. Pouzit byl
Lorduv test, jako stfedni hodnota ze tfi méfeni byl bran median (kriticka hodnota
testu up g5 = 0,63)

Analyt u

Lys 0,021
Gly 0,447
Ala 0,810
Thr 1,461
Pro 0,324
Phe(UV) 0,063
Tyr(UV) 0,248
Ca* %
Mg** 1,310

*) ve vzorku mineralizovaném metodou ¢. 1 nemohl byt vapnik stanoven

Porovnani stanoveného obsahu vybranych analyti sjejich obsahem
udavaném na etiketé bylo provedeno se vzorkem mineralizovanym v mikrovlnném
mineralizatoru, analyza ¢. 1. Na etiketé¢ je udavan obsah v denni davce, tj. v Sesti

kapslich. Porovnani je v tab. 3.15.
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Tab. 3.15 Porovnani vysledki analyzy vybranych analyti s hodnotami
uvedenymi na etiketé potravinového dopliku (obsahy v mg/6 kapsli = denni

davka).
Analyt Obsah na etiketé, Stanoveny obsah, Rozdil v %
mg/6 kapsli mg/6 kapsli

Lys 283 241 - 15
Gly 57 50 -12
Ala 160 134 - 16
Thr 141 168 19
Pro 144 154 7
Phe 105 93 - 11
Tyr 120 58 - 52
Ca®* 98 588 600
Mg 80 110 38

Veliky rozdil mezi stanovenym mnozstvim Ca®* a uvedené hodnot& na etikets
muze byt zpsoben tim, Ze pik Ca? komigruje s pikem neidentifikovatelné latky jako
v pfipadé mineralizace metodou € 1, viz obr. 3.9 pik €. 2. Oproti tomu tyrosinu bylo
nalezeno ve vzorku méné nez udava etiketa. To je pravdépodobné zplisobeno tim, zZe
pti kyselé hydrolyze je tyrosin ¢éaste€né zniCen stopami necistot v hydrolyzacni

smési V7.
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4 Z.avér

Kapilarni zénova elektroforéza s dudlni detekci se ukéazala jako ucinna
analytickd metoda pii stanovovani aminokyselin i1 anorganickych ionti v redlném
vzorku. Bylo téZ ukézéano, Ze jako separacni elektrolyt miize byt pouzita kyselina
octova bez piidavku povrchové aktivni latky, coZ sice vedlo k horsi separaci smési,
ale zkratila se doba analyzy. Problém se zhorSenou separaci umoziuje nékdy vyfesit
pouzitd dudlni detekce. Dudlni detekce se ukazala velmi vyhodnou v pfipad¢€, ze
jednotlivé piky latek nebyly separovany, ob€ jsou detekovatelné jednou casti
detektoru, ale druhou ¢asti detektoru pouze jedna z nich. To bylo demonstrovano v
ptipadé aminokyselin tyrosinu a prolinu. Bylo téZ ovéfeno, Ze pii stanoveni
aminokyselin ve vzorcich peptidli jsou srovnatelné klasickd kyseld mineralizace i
mineralizace za pouZiti mikrovin. Celkové doba analyzy se vSak vyznamné zkrati
pouzitim mikrovinné hydrolyzy pro rozklad vzorku.

Pii analyze aminokyselinového potravinového dopliku se ukézalo, Ze
manualni davkovani je malo reprodukovatelné, vyrazn¢ vyhodnéjsi je davkovani
automatizované. Pfi analyzach minerdlnich vod vSak bylo manualni davkovani
pouzitelné. Divod, pro¢ tomu tak je, neni znam. Lze usuzovat, Ze pfi¢inou je snad
slozitost vzorku; manuélni davkovani je pouzitelné v pfipadé jednodusSich vzorki,
kdezto pti davkovani vzorku tvofenych komplikovanéjs$i smési vétsiho mnozstvi
latek je nevyhovujici.

Cil prace byl splnén. Bylo ukdzino, Ze duilni detektor lze s vyhodou
pouzit pii analyzach redlnych vzorki obsahujicich jak anorganické ionty, tak i
organické ionty. Dualni detekce tak umoziiuje soucasnou detekci latek ruzného
typu a pfFispiva vyznamné nejen K jejich identifikaci, ale umoziiuje v urcitych
pripadech stanovit i latky, které se za pouzitych experimentilnich podminek

neseparuji.
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