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Abstrakt

Byly vyvinuty nové laboratorni postupy pro rychlé elektroforetické separace
a stanoveni zakladnich slozek energetickych napoju — sacharidt, kofeinu a taurinu. Pro
separace sacharidii bylo pouzito kratké kifemenné kapilary o vnitinim priméru 10 pm,
celkové délce 10 cm a efektivni délce 4 cm ve spojeni s bezkontaktnim vodivostnim
detektorem. Pro spolecné stanoveni kofeinu a taurinu byla vyuzita micelarni
elektrokineticka chromatografie v kiemenné Kapilafe o vnitinim praméru 50 um,
celkové délce 10,5 cm a efektivni délce 8§ cm ve spojeni s dualnim detektorem. Pro
detekci taurinu byl pouzity bezkontaktni vodivostni detektor a pro detekci kofeinu UV
fotometricky detektor. Sacharidy v energetickych népojich byly stanoveny za méné nez

50 s, kofein a taurin byly stanoveny v ¢ase té€sné piesahujicim jednu minutu.

Kli¢ova slova: kapilarni elektroforéza, kratka kapilara, bezkontaktni vodivostni detekce,
dualni detekce, micelarni elektrokineticka chromatografie, sacharidy, kofein, taurin,

energetické napoje

Abstract

New laboratory techniques have been developed for rapid electrophoretic
separations and determinations of the main components of energy drinks — saccharides,
caffeine and taurine. For separations of saccharides, a short fused silica capillary with
an inner diameter 10 um, a total length 10 cm and an effective length 4 cm in
combination with a contactless conductivity detector was used. For simultaneous
determination of caffeine and taurine a micellar electrokinetic chromatography in
a fused silica capillary of an inner diameter 50 um, total length 10,5 cm and an effective
length of 8 cm in combination with a dual detector was used. UV photometric and
contactless conductivity detector were used for detection of caffeine and taurine,
respectively. Saccharides in energy drinks were determined in less than 50 seconds,

caffeine and taurine were determined just shortly over one minute.

Key words: capillary electrophoresis, short capillary, contactless conductivity detection,
dual detection, micellar electrokinetic chromatography, saccharides, caffeine, taurine,

energy drinks



Obsah

Seznam zkratek

Pfedmluva

1. Uvod
1.1 Energetické napoje
1.2 Sacharidy
1.2.1 Stanoveni a separace sacharidi
1.3 Kofein
1.3.1 Stanoveni a separace kofeinu
1.4 Taurin

1.4.1 Stanoveni a separace taurinu
2. Vysledky a diskuse

2.1 Stanoventi sacharidu

2.2 Stanoveni kofeinu a taurinu
3. Zaveér
4. Pouzita literatura
Ptiloha A
Ptiloha B

© 0 0 00 N O

11
12
12

13

13
14

16
17
20
27



Seznam zkratek

c‘D

CE
CHES
DNA
EOF
FID
GC
HPLC

LIF
LOD
MS
MEKC

PAD
RID
SDS

uv
VIS

bezkontaktni vodivostni detekce

(Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection)
kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis)
N-cyklohexyl-2-aminoethansulfonova kyselina
deoxyribonukleova kyselina

elektroosmoticky tok

plamenovy ioniza¢ni detektor (Flame lonization Detector)
plynova chromatografie (Gas Chromatography)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

(High Performance Liquid Chromatography)

laserem indukovana fluorescen¢ni detekce (Laser Induced Fluorescence)
detekéni limit (Limit Of Detection)

hmotnostni spektrometie (Mass Spectrometry)

micelarni elektrokineticka chromatografie

(Micellar ElectroKinetic Chromatography)

pulsni ampérometricka detekce (Pulsed Amperometric Detection)
refraktometricka detekce (Refractive Index Detection)
dodecylsiran sodny

(Sodium Dodecyl Sulfate)

ultrafialové zafeni

zareni ve viditelné oblasti



Predmluva

Predklddand rigorézni prace je souborem dvou monotématickych praci
publikovanych v odbornych Casopisech. Zabyva se stanovenim zékladnich komponent
energetickych népoja, které lze ziskat v bézné obchodni siti. K jejich stanoveni je
vyuzito kapilarni zénové elektroforézy a micelarni elektrokinetické chromatografie
v kratké kapilafe, a to jednak se samostatnou bezkontaktni vodivostni detekei (v pfipadé
stanoveni sacharidii) nebo dualni optickou absorp¢ni a bezkontaktni vodivostni detekci
(v ptipad¢ stanoveni kofeinu a taurinu). Pfi vyvijeni obou metod byl kladen diiraz
piedevsim na rychlost separace a jednoduchost piipravy vzorku k separaci. Proto nebylo
cilem dosazeni velmi nizkych limitd detekce. V pfipadé stanoveni zékladnich
komponent v energetickych napojich, kde se dané slozky vyskytuji v pomérné vysokych

koncentracich, toho nebylo zapotiebi.



1. Uvod
1.1 Energetické napoje

Energetické népoje jsou povzbuzujici nealkoholické néapoje, které v dneSni dobé
stale vice ziskavaji na popularité. Od doby, kdy byl poprvé predstaven Red Bull
v Rakousku (1987) a v USA (1997) roste jejich obliba a spotieba exponencialné. V roce
2006 bylo po celém svété k dostani téméi 500 rtiznych znacek téchto napoji [1]. Jejich
hlavnimi slozkami jsou sacharidy, kofein, rizné bylinné ptidavky, taurin a jiné
aminokyseliny a vitaminy. Hlavni divody, pro¢ je lidé stile castéji vyuzivaji, jsou
stimula¢ni U¢inky na nervovou soustavu, potlacovani ospalosti a unavy a zvySovani
pozornosti a fyzické vykonnosti. Pro tyto svoje u€inky byvaji energetické napoje velmi
oblibené piedevsim u studentli a fidi¢u z povolani [2-6]. V nasledujicich kapitolach

vvvvvv

sacharidy, kofein a taurin a metody jejich stanoveni.

1.2 Sacharidy

Sacharidy, jejichz nazev je odvozen z latinského saccharum neboli cukr, maji
rozsadhly biologicky vyznam: jsou funkénimi slozkami glykoproteinti, glykolipida
a nukleovych kyselin, tvofi soucast enzymti a DNA, jsou zdrojem energie pro rostliny
I zivo€ichy a jsou zakladnim stavebnim materidlem rostlinnych bunék [7].

Studium sacharid@i v pfirodnich produktech jako je naptiklad med, ovoce ¢i
zelenina, je dilezité s hlediska kontroly jejich pravosti, kvality a zptisobu skladovani [8,
9]. Sacharidy jako naptiklad sacharéza, glukoza a fruktéza, byvaji Casto ptidatnymi
latkami v potravinach a jejich sledovani je tedy Zadouci pro zjiStovani nelegalniho
doslazovani potravin (napiiklad medu) [8, 10, 11].

Nejjednodussimi zastupci sacharidii jsou monosacharidy. Ty se dé€li jednak podle
poctu uhlikovych atomu (tetrézy, pentdzy, hexoézy atd.) a jednak podle piitomnosti
aldehydové ¢i ketonové skupiny (aldézy a ketozy). Dale se monosacharidy déli dle
shody konfigurace na chirdlnim atomu uhliku s nejvy$§im pofadovym cislem
s koordinaci chiralniho atomu uhliku D- ¢i L- glyceraldehydu na L- a D- fady. Epimery
jsou takové sacharidy, které se lisi konfiguraci pouze na jednom uhlikovém atomu

(napf. D-galaktéoza a D-gluk6za). Intramolekularni reakci aldehydové ¢i ketonové



skupiny s alkoholovou skupinou vynikaji tzv. hemiaceltaly ¢i hemiketaly. Ty lze
znazoriiovat Haworthovymi projekénimi vzorci. Sacharidy s Sesticlennym kruhem se
nazyvaji pyranézy (podle pyranu), sacharidy s péticlennym kruhem se nazyvaji
furandzy (dle furanu). Nové tedy vznika chirdlni centrum na tzv. anomernim uhliku.
Konfiguraci na takto vzniklém anomernim uhliku oznacujeme symboly o a .
Monosacharidy tvoii dilezitou soucast slozitych lipida a zékladni slozku nukleovych
kyselin. Mezi nejznaméjs$i monosacharidy patii glukéza, fruktoza, ribdza, galaktdza
a mannoza [12-14].

Dalsi skupinou sacharidil jsou tzv. oligosacharidy. Ty se skladaji z n¢kolika (dvou
az deseti) kovalentné navazanych monosacharid, které jsou navzijem spojeny
glykosidovou vazbou. Oligosacharidy se dale rozdéluji na redukujici (obsahujici volnou
anomerni hydroxylovou skupinu) a neredukujici. Casto se slu¢uji s lipidy za vzniku tzv.
glykolipida ¢i s proteiny za vzniku tzv. glykoproteinti. V téchto slouc¢eninidch mivaji
maltoza ¢i cellobioza.

Posledni skupinou sacharidii jsou polysacharidy. Ty se skladaji z velkého poctu
(obvykle kolem sta) monosacharidi navzajem spojenych glykosidovou vazbou. Maji
fadu dualezitych funkci: stavebni (celuldza, chitin), z&sobni (Skrob, glykogen),
ochrannou (slizy) a mnoho dalSich. Proto jsou to jedny z nejrozsifenéjSich sloucenin

Vv ptirodé [12, 13].

1.2.1 Stanoveni a separace sacharidu

Jednou z metod, kterou lze stanovit jednoduché sacharidy v potravinach a napojich,
je plynova chromatografie (GC), obvykle ve spojeni s plamenové-ionizaCnim
detektorem (FID) ¢i hmotnostnim spektrometrem (MS). Metoda ovSem neni Casto
vyuzivana, protoze je nutné sacharidy pfed samotnym stanovenim vhodné derivatizovat
[15, 16]. Pomoci GC byly sacharidy stanovovany naptiklad v bramborach, meruikach,
dzusech, medu, karamelu, whisky a jablkach [15, 17-20]. Dal§i moznosti je separace
vysokoucinnou  kapalinovou chromatografii (HPLC) ve spojeni s pulsni
ampérometrickou detekci (PAD) [21] ¢i refraktometrickou detekei (RID) [22]. RID ma
ovsem nizkou citlivost a PAD se pfili§ nehodi pro rutinni analyzy [8, 11]. HPLC byla

vyuzita pii stanoveni sacharidi v pivu, vinu, dzZusech, likérech, medu, mléku



a nealkoholickych napojich [11, 23-27]. Vyuziti kapilarni elektroforézy (CE)
k separacim cukri ma mnoho vyhod: pfi analyze se spotiecbuje velmi malé mnozstvi
chemikalii i vzorku (na rozdil od HPLC), kapilara se pomérné snadno promyva ¢istym
pufrem, takze 1ze brzy po ukonceni analyzy opét davkovat novy vzorek a ten neni tfeba
pied analyzou derivatizovat [8, 10, 11]. Pomoci CE byly sacharidy stanoveny naptiklad
v mléku, jogurtech, medu, instantni kavé, dzusech, vinu, pivu, nealkoholickych
napojich, suSeném mléku, bonbonech a zvykackach [10, 11, 28-33].

Vyznamnou moznosti, jak separovat sacharidy kapilarni elektroforézou, je separace
nederivatizovanych forem. Principem je disociace semiacetalovych skupin za vysokého
pH. Kionizaci hydroxylovych skupin v sacharidech je zapotiebi pH vyssi nez 11,
protoze tyto skupiny maji vysoké pK, [11, 34]. Dalsim zpisobem je derivatizace
sacharid vhodnym cinidlem, napiiklad kyselinou 4-aminobenzoovou [35] ¢i tvorba
komplext s kyselinou boritou [32].

ProtoZe sacharidy neabsorbuji UV zéfeni, nelze pro jejich detegovani pouZit
ptimou UV detekci, ale pouze nepifimou. Ta ovSem neni pfili§ citliva [11]. Po
derivatizaci vhodnym cinidlem, které¢ vytvoii ze sacharidii fluoreskujici derivaty, lze
pouzit fluorescenéni detektor s laserem indukovanou fluorescenci (LIF) [36]. Pfi spojeni
CE sMS se analyzy znacné prodrazuji a k obsluze je tfeba vysoce kvalifikovany
persondl [37]. Ani piima elektrochemicka detekce za pouziti m&dénych elektrod se
prilis neosvédcila [38]. Pro elektroforetické separace nederivatizovanych sacharidd se
velmi dobie hodi bezkontaktni vodivostni detektor (C4D). ProtoZe zony separovanych
sacharidli maji niz8i vodivost neZ separacni elektrolyt, jsou detegovany jako negativni

piky za ukazatelem EOF [9, 10, 39].

1.3 Kofein

Kofein (3,7-dihydro-1,3,7-trimethyl-1H-purin-2,6-dion ¢i 1,3,7-trimethylxanthin) je
alkaloid pfizniv€ stimulujici centralni nervovou soustavu a srdecni €innost. Patfi do
skupiny purinovych methylovych derivati xanthinu [40]. Jednd se o pfirodni latku,
ktera se vyskytuje v semenech, plodech ¢i listech vice nez stovky rostlin z celého svéta.
Jeho nazev je odvozen z latinského nazvu rostliny kavovniku arabského (Coffea
arabica). Nachazi se napiiklad v kdvovych a kakaovych plodech, Cajovych listech ¢i

guaranovych plodech. Cisty kofein je bily prasek hoiké chuti. Pro svoje uéinky je také
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Casto vyuzivan ve farmacii, mé totiz pozitivni u€inky na zmirnéni bolesti. Je tedy
pouzivan jako pfisada do analgetickych smési a ve spojeni s paracetamolem ¢i
kyselinou salicylovou v 1écich proti rymé a chiipce. Také byva ptidavan do preparatii na
snizovani hmotnosti. Smrtelnd davka kofeinu pro ¢loveéka se pohybuje mezi 150 a 200
mg na kg télesné hmotnosti (Salek kavy obsahuje pfiblizné 70-120 mg kofeinu). Pti
predavkovani kofeinem nedochazi k povzbuzujicim ucinkim, ale naopak dochazi
k nervovo-svalové podrazdénosti, buseni srdce, nervozité, tfeseni, porucham traveni
a nespavosti. Kofein méd mocopudné ucinky a zvySuje vylucovani zluci a zalude¢nich

kyselin [3, 40-45, 62].

1.3.1 Stanoveni a separace kofeinu

Kava a napoje obsahujici kofein patifi mezi produkty, pro které je vyzadovéana
nejvyssi kvalita i v ramci mezinarodniho obchodu. Proto je kladen diraz na vyvijeni
rychlych a spolehlivych metod pro jeho kvantitativni 1 kvalitativni analyzu. Pro
stanoveni kofeinu v analytickych laboratofich dominuji separacni metody ve spojeni se
spektralnimi metodami (GC-MS, HPLC-MS, HPLC-UV), jejichZ vyhodami je vyborna
citlivost a selektivita. Jsou ale finan¢né a ¢asov€ narocné a pracné, Casto je tteba vzorky
nejprve zakoncentrovat. Ve srovnani s metodami separa¢nimi jsou elektrochemické
metody casov€é 1 financn€ nendro¢né, dosahuji pfijatelné citlivosti 1 selektivity,
jednoduse se obsluhuji a 1ze je velmi dobie miniaturizovat. [40, 44-48, 56]. Pomoci GC-
MS byl kofein stanovovan napiiklad v nealkoholickych népojich jako je Coca Cola,
Pepsi a v riznych druzich ¢aju [45, 48]. Pro stanoveni kofeinu v energetickych napojich
byla pouzita i derivativni spektrofotometrie [49]. Spole¢né stanoveni taurinu a kofeinu
v energetickych napojich bylo také realizovdano pomoci hydrofilni interakéni
chromatografie [44]. Vhodnou elektrochemickou metodou pro stanoveni kofeinu je
naptiklad micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC), jejiz zéklady polozil
v roce 1987 Terabe a spol., kdyz pouzil jako micelarni pseudofazi aniontovy tenzid
dodecylsiran sodny (SDS) [50]. Analyty jsou separovany na zakladé rozdilné
hydrofobility a elektroforetické mobility. Touto technikou lze separovat nenabité
I nabité organické molekuly. [41, 57, 61] MEKC byla uspésné pouzita naptiklad pro
analyzy farmaceutickych pripravki [58], biologickych vzorkt [59] ¢i vzorkid

z zivotniho prostedi [60]. Velké popularity dosahla v analyzach malych neutralnich
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molekul [57].

1.4 Taurin

Taurin (kyselina 2-aminoethansulfonova) je neesencialni aminokyselina. Jeho nazev
je odvozen z latinského slova Taurus, v piekladu byk, protoze byl poprvé izolovan
zacatkem devatenactého stoleti zbyci zluce. V tkanich savci je taurin vlastné
vSudypftitomny, je to jeden z finalnich produkti metabolismu cysteinu a methioninu. Je
vyznamnou slozkou Zzluci, podili na tvorbé ZluCovych soli. M4 vliv na neuroinhibici
a hraje vyznamnou roli jako neurotransmiter, antioxidant a reguluje hladinu vapniku.
Taurin je Casto pridavan do détské vyzivy, vyzivovych dopliiku naptiklad pro sportovce
a do energetickych népojii. Je vyuzivan jako legdlni potravinaiska ptidatna latka
v mnoha zemich svéta. Kvili kontrole kvality potravin je vyZadovan vyvoj spolehlivych
analytickych metod K jeho stanoveni. Taurin je slaba organicka kyselina s pK; = 4,96.

Je snadno rozpustny ve vodé. [51-54]

1.4.1 Stanoveni a separace taurinu

Castou metodou ke stanoveni taurinu byva, stejné jako pro stanoveni aminokyselin,
HPLC s ptedkolonovou derivatizaci a UV-VIS detekci [53]. Taurin totiz neobsahuje
zadny UV chromofor, proto je derivatizace nezbytnou upravou pii pouziti UV-VIS
detekce [52]. Dalsi moznosti stanoveni taurinu je vyuziti iontové chromatografie
s vodivostnim detektorem [54], kapilarni elektroforézy s elektrochemickym detektorem
[53], tenkovrstvé chromatografie (nepfili§ vyuzivana pro nizkou citlivost
a reprodukovatelnost) [54], plynové ¢i kapalinové chromatografie ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem [54, 63], ¢i separace na sklenéném mikrocipu
S fluorescenénim detektorem [55]. Stanoveni taurinu bez derivatizace umoziuje
I infraervena spektrometrie s Fourierovou transformaci, kterda byla vyuzita k jeho
stanoveni v energetickych napojich [64]. Nejcastéji vyuzivanou technikou pro stanoveni
taurinu je ovSem CE. Byla vyuzita naptiklad pro stanoveni taurinu v plazmé¢, v lidském

srde¢nim svalu ¢i v potu [52, 54].
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2. VVysledky a diskuse

Detailni informace o pracovnich postupech a vysledcich stanoveni uvedenych
analyti byly publikovany ve dvou publikacich [A, B], které jsou piilohou této prace.

vvvvvv

informace z uvedenych publikaci.

2.1 Stanoveni sacharidu

Pro separace sacharidii se nejlépe osvédCila kiemenna kapilara s vnitinim
primérem 10 pm, celkovou délkou 10 cm a efektivni délkou 4 cm ve spojeni s Cc'D
ajako separacni elektrolyt byl pouzity 75 mM NaOH. Sacharidy pfitomné
Vv energetickych napojich se za téchto podminek separovaly za necelych 50 s. Na
obrazku 2.1 jsou pro ilustraci uvedeny elektroferogramy separaci sacharidi ve dvou
energetickych napojich — Red Bull a Burn. V praci nebylo dosazeno zavratné nizkych
limitd detekce (LOD), ale vzhledem k pfedpoklddanym obsahim sacharidl
Vv potravinafskych matricich to nebylo prioritou.

Nalezené hodnoty a jejich srovnani s hodnotami uvedenymi na etiketdch napojt

jsou v tabulce 2.1.

Tab. 2.1 Vysledky stanoveni sacharidit v energetickych ndapojich metodou standardniho
pridavku a hodnoty deklarované vyrobcem.

Sachardza Glukéza Fruktoza Y sacharidua Deklarované
QL") QL") QL") QL") hodnoty (g L™)
KX 51.9 (10.7) 42.8 (5.6) 19.6 (7.2) 114.5+4.2 (1.7) 111
Burn 75.0 (2.8) 38.1(5.7) 31.8(5.7) 144.9+£5.3 (1.7) 133
Red Bull 59.5(3.1) 43.1 (8.4) 4.6 (7.7) 106.4+£5.2 (2.2) 110
Kamikaze 56.8 (1.7) 51.0 (2.9) 8.9 (4.6) 116.1£3.1 (1.1) 113

Uvedené hodnoty jsou mediany tii nezdvislych stanoveni. Relativni smérodatné
odchylky jsou uvedeny v zavorkach. Celkovy obsah sacharidi byl vypocitany
z vysledkil tfech nezavislych stanoveni jednotlivych sacharidd nikoliv jako soucet

mediant jednotlivych sacharidi uvedenych v tabulce 2.1.
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Obr. 2.1. Elektroferogramy separace smési sacharidii v energetickych ndpojich Red
Bull (A) a Burn (B) ziredénych deionizovanou vodou 1:50; 1 — sacharoza, 2 — glukoza, 3
— fruktoza. Experimentalni podminky: kiemenna kapilara o vnitinim pruméru 10 um,
celkové délce 10 cm a efektivni délce 4 cm, separacni elektrolyt — 75mM NaOH,
separacni napéti 5 kV.

2.2 Stanoveni kofeinu a taurinu

Pro spole¢né stanoveni kofeinu a taurinu byla vyuzita micelarni elektrokineticka
chromatografie v kiemenné kapilaie o celkové délce 10,5 cm, vnitinim praméru 50 um
a efektivni délce 8 cm. Kofein byl detegovan pomoci UV fotometrického detektoru,
taurin pomoci C*D. Za nejvhodn&jsi separaéni elektrolyt byl po sérii pokusi zvolen
40 mM CHES, 15 mM NaOH a 50 mM SDS. Za téchto podminek doslo k separaci obou
analytil v Case té€sné¢ piesahujicim 1 min. Na obrdzku 2.2 je vidét spole¢ny zaznam
z C'D detektoru a UV fotometrického detektoru pii stanoveni kofeinu a taurinu
Vv desetkrat fedéném Red Bullu.

Nalezené hodnoty a jejich srovnani s hodnotami uvedenymi na etiketdch napojt

jsou v tabulce 2.2.
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Tab. 2.2 Vysledky stanoveni kofeinu a taurinu V energetickych ndpojich a hodnoty

deklarované vyrobcem.

Metoda kalibra¢niho Metoda standardniho .
o Deklarované hodnoty
grafu pridavku
kofein taurin kofein taurin kofein taurin
(mg L™ (mg L™) (mg L™) (mg L™) (mgL™)  (mgL?
324.7+1.2 4123.9+139.9 317.0+19.2 3857.0+235.3
Red Bull (0.2) (1.5) 2.7) (2.8) 320 4000
459.2+135  4178.6+333.9 467.7+11.2 4110.4+224.0
Kamikaze (1.3) (3.7) (2.0) (2.5) 480 4000
';‘ T T T T T T —
E 2
o 1E
0 >
o ()
o ©
o

1

60

70

80
Cas [s]

Obr. 2.2. Elektroferogram separace kofeinu (1) a taurinu (2) v energetickém ndpoji Red
Bull ziedéném deionizovanou vodou 1:10; A — zdznam C'D, B — zdznam UV
fotometrického detektoru (pri 216 nm). Experimentdlni podminky: kiemennd kapilara o
vaitrnim prumeéru 50 um, celkové délce 10,5 cm a efektivni délce 8 cm, separacni
elektrolyt 40mM CHES + 15mM NaOH + 50mM SDS o pH 9,36; separacni napéti 5 kV.
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3. Zavér

Laboratorn¢ sestavena aparatura pro elektroforetické separace v kratké kapilare
byla vyuzita jak k separacim sacharidd, tak i kofeinu a taurinu v energetickych napojich.
Navrzené metody nevyzaduji téméf zadnou predupravu vzorki k analyze a stanoveni je
velmi rychlé. Obé metodiky lze pouzit jako rychlou, levnou a nenaro¢nou alternativu
dosud wuvadénych metod pro stanoveni sacharidi, kofeinu a taurinu nejen

Vv energetickych napojich, ale i v jinych potravinaiskych produktech.
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