ULOHA C. 11: stanoveni kofeinu v potravinarskych produktech

Kofein je purinovy alkaloid, ktery se vyskytuje v kavé a ¢aji a diky svym povzbuzujicim ucinkdim
je soucasti kolovych a energetickych napojd. Vtéto uloze bude stanoven pomoci micelarni

elektrokinetické chromatografie.
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Obr. 1: Chemicka struktura kofeinu

Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) patfi mezi elektromigrac¢ni separaéni techniky. CE umoznuje
separaci Castic rlzné velikosti; od jednoduchych iontll az po nabité koloidni ¢astice, makromolekuly
(proteiny, nukleové kyseliny, polysacharidy), ¢i dokonce Zivé bakteridlni buriky. Nasla si proto uplatnéni
v mnoha oborech. PouZivd se k analyzam potravin, |éCiv, biologickych vzork(, pfi identifikaci a
stanovovani metabolitl, a také pfi studiu enzym. K jejim nespornym vyhodam patii moznost separace
nabitych i neutralnich latek, jednoduché provedeni, vysokd ucinnost, rychlost analyzy, potfeba malych
objem( vzork(l, malé mnoZstvi odpad(, a také malé naroky na Cistotu vzorku.

K zakladnim jevim uplatiujicim se v CE patii elektroforéza a elektroosmdza. Projevem
elektroforézy je pohyb iont(l v elektrickém poli. Projevem elektroosmadzy je tok celé kapaliny, kterym je
kapilara naplnéna, vlivem napéti.

Elektroforéza spocivd v migraci nabitych castic ve stejnosmérném elektrickém poli. To je
vytvdfeno vkladanim konstantniho stejnosmérného napéti mezi elektrody vyrobené z inertnich
materidl(. K separaci dochazi na zakladé rGizné elektroforetické mobility jednotlivych slozek vzorku.
Elektroforetickda mobilita je definovdna jako rychlost pohybu nabité ¢astice roztokem ve stejnosmérném
elektrickém poli o jednotkové intenzité, coz vyjadfuje vztah (1), kde p. je elektroforeticka mobilita, v je

rychlost pohybu nabité Castice a E je intenzita elektrického pole.
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Rovnomérny pohyb iontl v roztoku je vysledkem plsobeni dvou vzdjemné opacnych sil. Sila
elektrického pole F. uvadéjici ion do pohybu je dana vztahem (2), kde Q je naboj iontu.

F, = QF (2)

Opacnym smérem pusobi frikéni sila. S vyuZitim Stokesovy aproximace tvaru castice jako koule
s polomérem r v roztoku o viskozité n plati pro frikéni silu Frvztah (3).

Fr = —6mnrv (3)



V ustdleném stavu se obé sily rovnaji (Fe = Ff) a s vyuZitim predchozich vztah(i dostavame pro
elektroforetickou mobilitu vztah (4). Elektroforetickda mobilita je tedy pfimo umérna jeho naboji a
nepfimo Umérna jeho poloméru a viskozité roztoku.
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Elektroosmoticky tok (EOF) je zakladnim elektrokinetickym jevem v CE. Uvadi do pohybu cely
objem uvnitf kapilary, tedy molekuly rizného naboje stejné. V pribéhu pohybu roztoku kapilarou
dochazi k elektroforetické separaci nabitych latek. EOF je zavisly na materialu, ze kterého je kapildra
vyrobena. V CE se nejcastéji pouzivaji kiemenné kapilary pro jejich vysokou transparentnost v UV
oblasti a dobrou tepelnou vodivost pro odvod Jouleova tepla. Vnitini vrstva kfiemenné kapilary
obsahuje silanolové a siloxanové skupiny. Silanolové skupiny v roztoku ¢astecné disociuji a vnitini
povrch kiemenné kapilary s vy$sim pH ziskava zaporny naboj (Obr.2.).
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Obr. 2: Disociace silanolovych skupin stény kapilary

Disociované kationty vytvareji na sténé kapildry statickou Sternovu vrstvu. lonty elektrolytu
vzdalenéjsi od stény kapilary tvofi pohyblivou neboli difuzni vrstvu. Mezi vrstvami vznika
elektrokineticky potencial dvojvrstvy oznacovany jako Z-potencial (viz Obr. 3). Po aplikaci elektrického
napéti se za¢ne difuzni vrstva spolu s molekulami rozpoustédla diky silné solvataci kationtd pohybovat
smérem ke katodé (katodicky EOF) konstantni rychlosti EOF

Obr. 3: Znazornéni elektroosmotického toku (EOF) vznikajiciho po pfipojeni elektrického pole

Smeér a rychlost pohybu iontu jsou obecné dany souctem elektroforetické mobility analytu a
mobility EOF. EOF unasi vSechny ionty stejnou rychlosti a plsobi tedy jako neselektivni sila. Je silné
zavisly na iontové sile a pH zakladniho elektrolytu. EOF mezi pH 3-8 nékolikanasobné vzrista a
zpUsobuje pohyb vsech ¢astic ve stejném sméru. Nejprve jsou detekovany kationty, které migruji ke
katodé a jsou urychleny EOF; dale neutralni latky, které nejsou separovany a migruji pouze rychlosti
EOF; nakonec anionty, které migruji k anodé, ale mobilita EOF je obvykle vétsi nez mobilita aniont(, a
proto jsou také undseny ke katodé.

PFistroj pro CE se v zakladnim usporadani sklada ze separacni kapilary, zdroje vysokého
napéti, dvou elektrod, které jsou spolu s kapilarou ponofreny do nadob (vialek) se zakladnim



elektrolytem (backgroung electrolyte, BGE), systému ddvkovani, detektoru a zafizeni pro zdznam a
vyhodnoceni analytického signdlu, kterym je v soucasné dobé pocita¢ s vhodnym softwarem. CE je
mozné kombinovat s rliznymi typy detekcnich technik, vybér zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech stanovované latky. Detektor zaznamenava zménu signalu v ¢ase a tento zdznam se
nazyva elektroforeogram.

Micelarni elektrokineticka chromatografie

Obr. 4: Dodecylsiran sodny

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) je analytickd metoda provadéna na
instrumentaci kapilarni elektroforézy. Diky pfitomnosti surfaktantu v zakladnim elektrolytu dochazi po
prekroceni tzv kritické miceldrni koncentrace k tvorbé micel, které slouzi jako takzvana
pseudostaciondrni faze. Kromé elektroforézy nabitych molekul dochazi také k chromatografickému
déleni analyti mezi micelami a roztokem. Latky pouzivané pro tvorbu micel disponuji nabojem a
samy o sobé tedy maji ur¢itou mobilitu v elektrickém poli, coZz umozZiiuje separovat i nenabité
molekuly na zakladé jejich interakce s nimi. Mezi nej¢astéji pouzivané latky vytvarejici micely patfi
dodecylsiran sodny (SDS)

Shrnuti: V MEKC tedy kromé EOF (pohyb celého objemu kapilary), elektroforézy (oddéleni
latek s rlznymi naboji) dochazi také k separaci nenabitych latek a to na zakladé jejich interakce
s pseudostacionarni fazi.

Obr. 5: Micely SDS (hydrofilni ¢asti molekuly sméfujici do vodného roztoku, hydrofobni dovnitf micely)
diky svému zapornému naboji migruji ke kladné elektrodé (modra Sipka) a dochazi k separaci latek na zakladé

déleni mezi roztokem a pseudostacionarni fazi (micely), Terabe, S. Capillary Separation: Micellar Electrokinetic
Chromatography. Annual Review of Analytical Chemistry 2009, 2: 99-120



Prakticka cast

Pfiprava kapilary: kfemenna kapilara vnitrniho pridméru 50 um a celkové délky 64,5 cm
(efektivni délka 56 cm) byla termostatovana na 30 °C. Pfed analyzami byla nejprve promyvana 10 minut
0,1 M NaOH, poté 10 minut deionizovanou vodou a 15 minut zdkladnim elektrolytem (BGE; 20 mM
dihydrogenfosforecnan sodny, 20 mM tetraboritan disodny, 50 mM SDS; pH 8,8)

Priprava vzork(: vzorky napoja byly zcentrifugovany, sonikovany a ptislusné naredény.

Vzorek Redéni

Pribéh analyz: pfed kaZdou analyzou byla kapilary promyta 1 min 0,1 M NaOH, 1 min
deionizovanou vodou a 3 min BGE, po analyze 1 min deionizovanou vodou. Jednotlivé vzorky byly
davkovany tlakem 50 mbar po dobu 6 sekund. Separace probihala pfi napéti 28 kV a detekce kofeinu
probihala pfi 273 nm (absorpcéni maximum kofeinu).

Kalibrace: za stejnych podminek byly provedeny analyzy kalibraénich roztokd kofeinu
pfipravenych podle tabulky fedénim vodou

Koncentrace kofeinu Objem zasobniho roztoku (1uM) Objem deionizované vody




Vysledky

Piky odpovidajici kofeinu byly identifikovany na zakladé srovnani migracnich ¢as(i a absorpcnich
spekter se standardnimi vzorky kofeinu. Pomoci softwaru Chemstation byly odecteny vysky pikd
kofeinu a pomoci kalibraéni zavislosti pfepocteny na koncentraci kofeinu v jednotlivych napojich.

Graf zavislosti absorbance na koncentraci kofeinu

Tabulka koncentraci kofeinu zjisténych ve vzorcich

Vzorek Redéni Vyska piku Koncentrace kofeinu




