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Souhrn

Piedkladana bakalaiska prace ma za cil stanovit antioxidanty v potravinach kapilarni

elektroforézou.

Teoretickd cast popisuje antioxidanty a kapilarni elektroforézu. Prvni cast préce
pojednava o zakladnich vlastnostech antioxidantt, jejich stanoveni a déleni. Charakterizuje
rakovina. A pravé antioxidanty maji schopnost sradikaly reagovat a zastavovat jejich
negativni ¢innost. Dalsi kapitola pojednava o kapilarni elektroforéze. Popisuje jeji zakladni

mechanismy, instrumentaci, jak dané latky stanovit a ziskané vysledky vyhodnotit.

Experimentalni ¢ast popisuje chovani fenolovych kyselin ve dvou riiznych prostfedich
a hleda nejoptimélnéjsi podminky pro jejich stanoveni v potravinach, konkrétné cokoladé
pomoci kapilarni elektroforézy s online prekoncentraci. Je Vv ni rozebirdn vybér vhodného
zakladniho elektrolytu, vliv koncentrace piidaného aditiva do zakladniho elektrolytu, vliv
separac¢niho napéti a také teploty na prubéh analyzy. V piipadé¢ elektrokinetického nastiiku je
diskutovana doba a napéti pti davkovani vzorku. Zjisténé podminky jsou poté aplikovany na

realny vzorek ¢okolady, z nichz je lipidova slozka odstranéna extrakci s hexanem.



Summary

This bachelor's thesis provides information about antioxidants and their determination

in food by capillary electrophoresis.

The description of antioxidants and capillary electrophoresis is given in the theoretical
part. The first part is devoted to the basic information about antioxidants and their
determination. Free radicals are characterized as source of various types of diseases, including
cancer and other serious diseases. Antioxidants react with radicals and then they stop their
negative function. The next chapter is about principles and instrumentation of capillary
electrophoresis and how to determine phenolic acids, as well. The evaluation of obtained
results is also discussed.

The experimental part describes the behaviour of phenolic acids in two different
buffers and finding the most optimal conditions for their determination in food, specifically in
chocolate by capillary electrophoresis with on-line electrokinetic preconcentration. The
influence of the background buffer, concentration of additive in electrolyte, separation voltage
and temperature during analysis, are studied. The time of injection and voltage are also
discussed, in case of electrokinetic injection. These conditions are subsequently applied to

real sample analysis of chocolate. Lipids part of it is removed by extraction with hexane.
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1 UVOD

Termin ,,antioxidant™ pochdzi z potravinaiské chemie ze 40. let, a je ptvodné
celkem tuzce definovan jako latka schopné zastavit fetézové radikalové reakce typu

peroxidace lipidi. [1]

V jednom zivém organismu probihd soucasné nespocet procesu, které¢ potiebuji
kyslik. Ale ne vzdy, mize mit praveé kyslik, tolik potfebny k Zivotu, pozitivni ucinky.
Jedny z nejvétsich problému piedstavuji kyslikové radikaly. Volné radikaly jsou puvodci
zavaznych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni nemoci a podili se i na patologii
rakoviny. [2]

V soucasné dob¢ vSak existuje cela fada 1€kt a jsou vyvijeny stale dalsi a dalsi pro

radikdly a jejich Cinnost zastavuji, jsou antioxidanty. Nékteré si organismus dokaze

vytvofit sam, jiné pfijima v potravé nebo ve formé tablet, jako potravinové dopliky.

A pravé stanovit antioxidanty, jako fenolické kyseliny, mizeme pomoci kapilarni
elektroforézy, kterd je v soucasné dobé€, jednou z nejvice rozvijejicich se analytickych

metod.
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2  CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem bakaléiské prace bylo optimalizovat podminky separace vybranych fenolovych
kyselin pomoci kapilarni elektroforézy s online prekoncentraci a aplikovat
optimalizovanou metodu na analyzu téchto kyselin ve vzorku ¢okolady. Optimalizace
podminek se tykala zejména volby elektrolytu, koncentrace SDS, doby davkovani, vlivu
separacniho napéti, teploty a vliv doby davkovani a aplikovaného napéti pii

elektrokinetickém davkovani analytt.



3  TEORETICKA CAST

3.1 Antioxidanty

Z chemického hlediska jsou antioxidanty latky, které podléhaji reakci s volnymi
radikaly a poskytuji jim chybéjici elektron. Diky tomu volny radikdl zanikda, nedochézi
k Sifeni oxidacni fetézové reakce a latka neni poSkozena. Volné radikaly, jak jiz bylo
feceno v ivodu, jsou pfi¢innou zavaznych onemocnéni. Poskozuji strukturu DNA, lipida
a proteind. Jsou ptivodci kardiovaskularnich onemocnéni a neurodegenerativnich poruch,
napi. Alzheimerovy choroby, protoze mozkové buiiky jsou nachylné k napadeni volnymi

radikaly.

Antioxidanty jsou dileZitou skupinou lé¢ivych a preventivnich slou¢enin. Jedna
se o potravinova aditiva, slouZzici jako ochrana pfed oxida¢nim procesem. Projevem
oxidace muze byt zluknuti tukl souvisejici s naslednym zapachem. V dusledku toho se
snizuje nutriéni kvalita a potravina se znehodnocuje z hlediska vyzivového, hygienicko-

toxikologického 1 senzorického (barva, viing, chut). [2]

Antioxidanty maji schopnost ,,opravit® molekuly, které jiz volné radikaly
poskodily. Cinnost vSech antioxidantli v organismu je propojena a vytvaii ochranny
systém. Antioxidacni obrana, kterd vznika v téle béhem aerobniho dychani v butikach,
muZe byt endogenniho (enzymatického a neenzymatického) nebo dietniho (vitaminy,
karotenoidy, flavonoidy) ptvodu. Enzymatické antioxidanty zahrnuji superoxid
dismutazu (SOD), glutathion peroxidazu (GPx) a katalasu (CAT). Mezi neenzymatické
antioxidanty patii kyselina askorbova (vitamin C), tokoferol (vitamin E), glutathion
(GSH), karotenoidy a flavonoidy. Glutathion se podili na odstranovani peroxidu vodiku

z organismu. [3]

K zjisténi ucinnosti antioxidantd byl zaveden pojem celkova antioxidacni
kapacita. Jedna se o celkovou schopnost slou¢eniny vyznamné potlacit nebo zpomalit
Skodlivé oxidaéni procesy, zejména reaktivnich forem kysliku (ROS). Tento parametr je

proméfovan pomoci metody ORAC (Absorpéni kapacita kyslikovych radikala). [4]

Nesmi byt opomenut fakt, ze i kdyzZ mnoho latek vykazujicich antioxida¢ni
aktivitu pusobi in vitro, nemusi nutné pasobit také in vivo. Je to zptisobeno zejména tim,

ze mnoho latek pfijimanych v rostlinném materialu podléha metabolickym pfeménam jiz
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V travicim traktu a tudiz je jejich uc¢inek znacné ovlivnén resorpci a naslednym

metabolismem. [5]

3.2 Dukaz a stanoveni antioxidantu

Rizné latky obsahuji rozdilné mnozstvi rGznych antioxidantl (riznych chemickych
struktur) a vedlejsich latek, proto jejich stanoveni neni stejné a existuje fada metod, jak
antioxidanty a antioxida¢ni aktivitu stanovit. Matrice vzorku byva ¢asto komplexni a
samotné antioxidanty jsou Vv nich pfitomny v malych, nepatrnych koncentracich a je

nutné provést prekoncentraci, kterou se ve své praci budu zabyvat i ja.

Pied samotnym stanovenim musi byt antioxidanty nejdiive izolovany ze vzorku.
Extrakce je provadéna napt. z roztoku tuka v petroletheru nebo hexanu 75% ethanolem
¢i acetonitrilem. V pfipadé malo polarnich antioxidanti (BHA, BHT) je mozné pouzit
pro izolaci destilaci svodni parou. Dalsim krokem uZz je stanoveni konkrétniho
antioxidantu. [6] Ktomu jsou nejvic vyuzivany metody elektromigraéni,

chromatografické a elektroanalytické.

Metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) mé v nékterych
piipadech nedostate¢nou rozliSovaci schopnost, je Casové naro¢na, neexistuje pro ni
vnitini standard a je finan¢né nakladné&jsi, v porovnani s elektromigra¢nimi metodami.
Plynovou chromatografii nelze stanovit latky net€kavé a nestabilni, pokud neprob&hne

derivatizace latek.

Alternativni metodu k HPLC pfedstavuje v soucasnosti CE (kapilarni
elektroforéza). V porovnani s HPLC ma né¢kolik vyhod, ke kterym patfi minimalni
pozadavky na objem vzorku, kratky ¢as analyzy a vysoka uéinnosti separace. Uginnost
separace je ovlivnéna poctem teoretickych pater (100-200 tisic na metr délky kapilary) a
vloZzenym napétim. CE se vyznacuje vysokou rozliSovaci schopnosti. Velka citlivost je
dana ptedevsim pouzitim nizkych vinovych délek detekce. Elektrochemicka detekce je

provadéna v amperometrickém rezimu. [7, 8, 9].

Extrakci fenolickych latek je mozné provést metodou MAE (metoda mikrovinné
asistované extrakce) smeési ethanol/voda. Nebo vice pouzivanou extrakci pomoci
ultrazvuku, smési methanol/voda a ethanol/voda. Druhd moZnost se vyznacuje vyssi

vytéznosti.



Samotnd analyza muize byt provedena metodou CE s UV detektorem. Hojné se

vyuziva CZE nebo MEKC s ptidavkem SDS do elektrolytu. [7, 8, 9]

3.3 Déleni antioxidantu

Déleni mlze spocivat v pivodu a struktuie. Zdkladnim délenim je na antioxidanty
ptirodni (v pfirodé nebo potraviné jsou obsazeny) a syntetické. [Tab. 1] Nekteré
antioxidanty si je schopen organismus vytvofit sam, ovSem vétSinu jich musime pfijimat

V potrave.

Tabulka I: D¢leni antioxidantd [11]

Podle piivodu Podle struktury

Prirodni Syntetické

Jednoduché fenoly BHA Fenolové
antiantioxidanty

Fenolové kyseliny a jejich derivaty BHT Endioly

Lignany TBHQ

Kurkuminoidy Gallaty

Terpenoidy Kyselina askorbova

Flavonoidy

Do skupiny fenoll patii jednoduché fenoly, jako hydrochinon a guajakol, déale gallaty a
tokoferoly. Gallaty nazyvame estery kyseliny gallové. PouZivaji se jako jedny

Z nejucinngjsich estert ke stabilizaci olejii a vepfového sadla.




3.3.1 Prirodni antioxidanty

Radime zde nejriizngjsi byliny a kofeni. [Tab I1]

Tabulka I1: Ptiklady antioxidanti obsazenych v potravinach rostlinného ptivodu [11]

Antioxidant Zdroj Zastupce
Tokoferoly, tokotrienoly Rostlinné oleje a-tokoferol
Kyselina askorbova Ovoce a zelenina
Flavonoidy
Flavanoly Zeleny a Cerny Caj Katechiny
Flavony Celer, petrzel Apigenin
Flavonoly Porek, brokolice, grapefruit, | Kaemferol
cerny caj, cibule, jablka,
olivovy olej, ¢aj
Flavanony Citrusové plody Naringenin
Isoflavony Soja Daidzein
anthokyanidiny Maliny, jahody, cervené | Kyanidin

hrozny

Fenolové¢ kyseliny

Hydroxyskoricové Olivy, kava, bilé vino, | Kdvova kyselina, ferulova
Spenat,  pSenice, ryze, | kyselina
kukufice, rajcata

Hydroxybenzoové Repka, pienice Syringova kyselina

Karotenoidy

Ovoce, zelenina, palmovy

olej

13-karoten

Z epidemiologickych vyzkumu mulzeme usoudit,

ze pravidelnd konzumace

pfirodnich antioxidantl (zejména v ovoci, zeleniné a obilovinach) sniZuje riziko vzniku

chronickych a degenerativnich onemocnéni. [11]

Antioxidanty pfiddvané do potravin musi byt zdravotné nezévadné, snadno

aplikovatelné, u¢inné jiz v nizkych koncentracich, bez nezadouci chuti a aroma. Dobie

zvazen musi byt i jejich prooxidacni u¢inek. [11]




Ptirodni antioxidanty jsou izolovany zrostlinnych materiald vhodnymi
extrakénimi metodami, olejem, organickymi rozpoustédly, nebo extrakce superkritickym
fluidnim CO;. Vhodna je metoda extrakce nadkritickou tekutinou (SFE), jejiz vyhoda
spoc¢iva v minimalizaci pouziti organickych rozpoustédel a CO; a kratké extrakéni dobé

pravé diky nadkritickym hodnotam tlaku a teploty rozpoustédla. [12]

Mezi piirodni antioxidanty mizeme zaradit také endogenni nizkomolekularni
antioxidanty, neboli antioxidanty t€lu vlastni. Patfi zde glutathion, kyselina mocova a
koenzym Q. [6]

Jako priklad je mozné uvést olej zovsa ¢i amaranthu (laskavce), obsahujici
vysoké koncentrace antioxidantti tokoferolu a skvalenu. Tyto oleje se pfidavaji do jinych
oleji, aby je stabilizovaly vi¢i oxidaci. Vitamin C se pfidava do piva. Tokoferoly jsou
soucasti margarini. Antioxidanty z pifirodnich zdroju se Casto vyskytuji v kombinaci
s dal§imi slouceninami. Kazdad sloucenina se miize vyskytovat spolecné¢ se svym
prekurzorem a reakénim produktem. Z toho vyplyva, ze moznost pusobeni ptirodnich
antioxidantll se mize ménit, zahrnovat rizné mechanismy plsobeni, a to v zavislosti na

typu a zdroji pozitého vychoziho materialu. [13]

3.3.2 Syntetické antioxidanty

Syntetické antioxidanty jsou laboratorné vyrabéné latky, mezi které se fadi BHA a BHT.
Jedna se o povolené ptisady do potravin, nebo latky uzivajici se ve formé tablet jako
potravinové doplnky. I pfesto, Ze jsou ucinné a ve srovnani s pfirodnimi antioxidanty
levné, musi byt jejich pouzivani omezené. Mnoho z nich mize pusobit karcinogenné a

organismus naopak poskodit. [14]

Pouzivani syntetickych antioxidanti je regulovano pravnimi piedpisy. Pro
potraviny v zemich Evropské unie se vztahuje Nafizeni 1333/2008/ES. V Ceské republice
plati Vyhlaska ¢. 4/2008 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky pouziti pfidatnych latek

a extrak¢nich rozpoustédel pii vyrobé potravin. [15]

Nejcastéji se vyuzivaji syntetické fenolové derivaty, které nesou dvé nebo tii
hydroxyskupiny v ortho- a para-poloze. Synteticky piipravené antioxidanty jsou
substituovany v para-poloze a diky tomu jsou méné toxické. Pfirodni antioxidanty maji

substituenty v poloze ortho- a vykazuji vétsi uc¢innost. [11]



3.3.2.1 Buthylhydroxyanisol (BHA)

Mezi nejvyznaméjsi syntetické antioxidanty patéi butylhydroxyanizol (BHA),
[Obr. 1] povoleny v EU jako latka pfidavana do potravin s akceptovatelnym dennim
piijmem 0,5 mg/kg podle the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA). Jedna se o latku, ktera inhibuje vznik nékterych nadort, ale naopak ve vyssich

koncentracich muze plsobit karcinogenné¢ a organismus dale poskozovat. [15]

OH H3C

Obr. 1: Butylhydroxyanisol

3.3.2.2 Butylhydroxytoluen (BHT)

Dal§im syntetickym antioxidantem je BHT. [Obr. 2] Uéinky na Zivé organismy
stale nejsou dostatecné prozkoumané a v literatufe se objevuji protichidné nazory na
jejich zdravotni a dieticky vyznam. Testovani na laboratornich zvitatech ukazalo, ze
nizké davky BHT (0,6 mg.kg™ t&lesné hmotnosti) prodluzovaly délku jejich Zivota. Na

druhou stranu byly prokazany i jejich teratogenni G¢inky. [16]

Uzivanim BHA 1 BHT dochazi k potlaceni fyziologického bakteriocidniho

pusobeni radikalti a organismu hrozi infekce. [16]

Obr. 2: Butylhydroxytoluen
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3.4 Mechanizmus ucinku antioxidanta

Hlavni G¢inky antioxidantd je mozno shrnout do nékolika zakladnich bodt. Antioxidanty

interferujici s procesem oxidace lipidi a jinych ,,oxylabilnich* slou¢enin tak, ze:

1. Primarni antioxidanty podléhaji reakci s volnymi radikdly nebo sekundarnimi
antioxidanty

2. Vazi do komplext katalyticky ptisobici kovy

3. Eliminuji pfitomny kyslik

4. Redukuji hydroperoxidy [11]

3.5 Fenolové kyseliny

3.5.1 Kyselina skofFicova

Kyselina hydroxyskoficova neboli kyselina (E)-3-fenylprop-2enova je hojné zastoupena
v obilovinach. [17] Diky pfitomnosti aromatického fenolického kruhu vykazuje dobré

antioxidacéni vlastnosti a je schopna stabilizovat neparovy elektron v aromatickém kruhu.

[18]

OH

Obr. 3: Kyselina skoficova

3.5.2 Kyselina kavova

Kyselina kavova, neboli dle platného nazvoslovi [3-(3, 4-dihydroxyfenyl 2-propenova
kyselina]. Jedna se o hydroxyderivat kyseliny skoficové. Kyselina kavova je
meziproduktem pii biosyntézy ligninu a je tedy dulezitym zdrojem biomasy. Vykazuje
antioxidacni ucinky in vitro. Zachycuje hydroxylovy a peroxidovy radikal a slouzi tak
jako prevence pred kardiovaskuldrnimi nemocemi, rakovinou, chrani proti poSkozeni

DNA a navic vykazuje antibakterialni ucinky. Vzhledem Kk tomu, Ze se jednd o a-
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tokoferol poskytuje ochranu lipoproteinti v LDL. Vyskytuje se v rostlinnych potravinach,
olejninach a ovoci. V pfirod¢é se bézné vyskytuje jak volng, tak i ve formé derivata.
Hydroxyderivaty se vyskytuji v cis a trans formé, volné se vyskytuje v pouze trans
forma. [19]

Na zéakladé¢ porovnavani inhibice oxidace LDL, zhaSeni volného radikalu a
singletového kysliku byla kyselina kavova prokézana jako lepsi antioxidant v porovnani

s kyselinou p-kumarovou a felurovou. [20]

HO N %o
)OI
HO

Obr. 4: Kyselina kavova

3.5.3 Kyselina vanilova

Kyselina vanilova (4-hydroxy-3-methoxybenzoova kyselina), je methoxyderivat kyseliny
benzoové. Vznika oxidaci vanilinu, ktery je hlavni sloZzkou vanilky a vytvari jeji typické
aroma. Vanilin sniZuje vyskyt stfevnich karcinomil. Nachazi se Vv ovoci, zelening,

bobulich, ofechach a obilninach. [19] [21]

Obr. 5: Kyselina vanilova
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3.5.4 Kyselina gallova

Kyselina gallova (3,4,5-trihydroxybezoova kyselina). Vyuziva se jako antioxidacni
piisada. Nachazi se v fad€ potravin, v rostlinach, ¢ajovych listech a je vazana v taninech.

[22]

Kyselina gallova ma antimikrobialni vlastnosti [23]

HO 0]

HO OH
OH

Obr. 6: Kyselina gallova

3.5.5 Kyselina kumarova

Kyselina kumarova (3-(4-hydroxyfenyl)-2-propenova kyselina je hydroxy- derivatem
kyseliny skoficové. Snizuje tvorbu karcinogennich nitrosaminli a tim sniZuje

pravdépodobnost vzniku rakoviny zaludku. Zabranuje ateroskler6ze. [19]

Obr. 7: Kyselina kumarova
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3.5.6 Kyselina sinapova

Kyselina sinapovd, derivat kyseliny skotficové. Je Siroce rozSifena v rostlinné fisi a
ziskavame ji ze Zita, ovoce a zeleniny. Studie prokazaly, ze kyselina sinapova vykazuje

protizanétlivy ucinek a chrani neurony proti poskozeni. [24]

THa
(@] X _©
OH
HO
(ON
CHjy

Obr. 8: Kyselina sinapova

3.6  Volné radikaly

Volné radikaly jsou ¢astice, které ve svém elektronovém obalu obsahuji jeden
nebo vice neparovych elektrond a jsou schopny samostatné existence. Tyto neparové
elektrony zvySuji chemickou reaktivitu. Radikaly vznikaji z ¢astic se zaplnénou
elektronovou konfiguraci, pfijetim elektronu od jiné molekuly, v jejich bezprostiednim
okoli nebo naopak ztratou svého elektronu. Nejjednodussim radikalem je vodikovy

radikal (H -), obsahujici jeden proton a jeden elektron. [25]

vvvvvv

radikaly odvozené od kysliku a dusiku — ROS a RNS. [3]

Tabulka I11: Reaktivni formy kysliku a dusiku [26]

Reaktivni formy kysliku a dusiku

Radikaly Neradikaly
Superoxidovy aniont (superoxid) O -- Peroxid vodiku H,0,
Hydroxylovy radikal OH - Singletovy kyslik 'O,
Hydroperoxylovy radikal HO; - Kyselina chlornd HCIO
Peroxylové ROO -, alkoxylové RO - Ozon O3
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Radikaly jsou malo stabilni a velmi reaktivni cCastice. Snazi se dosahnout stabilni
elektronové konfigurace, tedy mit parové seskupeni elektront. Radikal odtrhne chybéjici
elektron jinému radikalu nebo molekule, ve své blizkosti a zahajuje tim fetézovou reakci.
Tyto reakce byvaji Casto iniciovany odStépenim vodikového radikalu, H- ze slouceniny.
Retézové reakce poskozuji molekuly. Jsou ukondeny az srazkou dvou radikald.
Z chemického hlediska je ztrata elektronu oxidace a proto maji volné radikaly oxidacni

Géinky. [27]

3.6.1 Vznik volnych radikala

Pti¢iny vzniku radikali mohou byt exogenniho nebo endogenniho pivodu. Vliv na jejich

vznik ma prostiedi, ve kterém se organismus vyskytuje.

3.6.1.1 Exogenni prifiny vzniku radikali

Mezi exogenni pii¢iny zpusobujici vznik radikald nalezi ionizujici zafeni (y-paprsky) a
UV-svétlo. Dalsim podnétem ke vzniku VR je koufeni. Jedna vykoufena cigareta zatézuje
organismus 10" volnymi radikaly. Kazdy den je organismus vystavovan nejrizn&j$im
intoxikacim (PCB, CCl,, alkohol), které rovnéz ptispivaji ke vzniku radikald. A

V neposledni fadé zde patii tepelna Giprava potravin a vliv svétla na né. [27]
3.6.1.2 Endogenni pri¢iny vzniku radikali

K hlavnim endogennim pfi¢indm, diky kterym radikaly vznikaji, patfi vznik kyseliny
mocové (pii trazech nebo pooperaénich stavech), rozpad fagocyti a makrofag,

autooxidace thiolt, hyperglykémie a vznik methemoglobinu. [27]

3.6.2 Nemoci, za jejichZ pri¢inou stoji volné radikaly

Volné radikaly mohou napadnout kteroukoli molekulu organismu a oxidacné ji poskodit.
Nejhorsim piipadem je poskozeni fosfolipidii bunéénych membran. Vede Kk porucham
zivotn¢ dulezitych membréanovych déji a poSkozuje strukturu DNA, ¢imz dochazi
k mutagenezi, karcinogenezi a zaniku bunky. Negativni vliv maji i na bilkoviny, dochazi

k inaktivaci enzymt a dalSich bilkovin s biologickym vyznamem. [27]
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Mezi hlavni nemoci spojené s VR nalezi zanéty, diabetes mellitus a v neposledni

24

Hydroxidovy radikal reaguje téméf se vSemi slozkami molekul DNA, trvale
poskozuje purinové a pyrimidinové baze a tato zména genetického materialu je prvnim

krokem k mutagenezi a nasledné karcinogenezi. [16, 25]

Jednu lidskou buiikku denné napadne okolo 10 000 volnych radikalti. Pokud ma
organismus slab$i antioxidacni ochranu, nastdvd poSkozeni bunky a muze dojit
k nadorovému bujeni. Paradoxni je, Ze pfi ozafovani, tedy 1é€bé nadorovych onemocnéni,

se opét pouzivaji volné radikaly. [25]

Mozek se se vyznacuje velmi slabou oxida¢ni ochranou oproti ostatnim organtim
téla. Dasledkem napadeni mozku nadmérnym mnozstvim volnych radikali se u ¢lovéka
projevi Downuiv syndrom, Wilsonova chorobou, Parkinsonova nemoc, Alzheimerova

choroba, epilepsie, roztrousena skleroza a mnoha dalsich zavaznych nemoci. [25]

Tabulka IV: Poskozeni a nasledky organismu zptisobené volnymi radikaly

Cil Poskozeni Nasledky

DNA Stépeni kruhu deoxyribosy, | Mutace, inhibice
modifikace a poskozeni | proteosyntesy,  transla¢ni
bazi, fizové vazby fetézcu | chyby
zlomy fetézce

Proteiny Agregace a  sitovani, | Zmény v transportu iontd,

fragmentace a  Stépeni,
reakce s hemovym Zelezem,
modifikace thiolovych
skupin a benzenovych jader

aminokyselin

vstup Ca** do cytosolu,

zmény Vv aktivité¢ enzymi

3.6.3 Odstranéni volnych radikali

Volné radikdly mohou byt ztéla odstranény nckolika cestami. Nevyznamnégj$imi

metodami jsou — pouziti antioxidantl, zachyceni radikali a jejich zneskodnéni jinymi

16




molekulami (,,quenching) a reakce dvou radikali s naslednym zanikem a eliminace

z organismu. [26]

Dulezitou roli zde hraji antioxidaéni vitaminy — A, E, C a -karoten. Slouzi jako

prevence proti vzniku radikala.

3.7 Cokolada

Cokoladu obecné délime na mléénou a tmavou podle obsahu kakaa a dal3ich piidavanych
latek.
Tmavé cokolada nabizi svym spotfebitelim fadu zdravotnich vyhod, kterym se

mlécné cokolada nikdy nevyrovna.

Kakaové boby jsou neobycejné bohaté na polyfenoly, zejména na katechiny a
proanthocyanidiny. Nicméné, v prubéhu fermentace, suSeni a prazeni dochazi

k prudkému poklesu polyfenold. [28]

Kakaové boby obsahuji z 50-57% tuky, pfevazné nasycené (35% kyselina olejova,
35% kyselina stearova, 25% kyselina palmitovd). Pfi konzumaci tmavé, 70% a
viceprocetni ¢okolady je hladina cholesterolu v krvi ovlivnéna pouze minimalné. Oproti
tomu mlécna cokolada a dal§i Cokoladoveé pochoutky, které obsahuji ztuZené tuky

(nahrazuji kakaové maslo), ovliviiuji cholesterol nepfiznivé. [29]

Flavonoidy z ¢okolady, zejména (-)-epikatechin, podporuji diky p#Himym
antioxida¢nim uc¢inkiim nebo antitrombotickému mechanismu, kardiovaskuldrni systém.
Pisobi na cévni endotel a tim brani tvorbé krevnich srazenin. Spotieba tmavé cokolady
vede ke zvySeni antioxida¢ni kapacity a obsahu (-)-epikatechinu v krevni plazm¢. Naopak
mléko zasahuje do vstfebavani ¢okolady in vivo a mize tim vyvracet zdravotni vyhody
hotké ¢okolady. [30]

Pro stanoveni antioxida¢ni kapacity v ¢okoladé musi byt nejdiive Cokolada

odtu¢néna. To mizZeme provést extrakci s n-hexanem. [30]
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3.8 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (anglicky Capillary Electrophoresis, CE), resp. vysokoucinna
kapilarni elektroforéza (High-Performance Capillary Electrophoresis, HPCE) patii mezi
elektromigraéni separacni metody. RozliSujeme zoénovou elektroforézu (CZE),
izotachoforézu (CITP), izoelektrickou fokusaci (CIEF), micelarni elektrokinetickou
chromatografii (MEKC) a kapilarni elektrochromatografii (CEC). V soucasné dob¢ je
diky své vysoké ucinnosti a malé spotiebé vzorku stale vyuzivanéjsi a perspektivnéjsi
analyticka separa¢ni metoda. CE umoziuje jak kvalitativni, tak i kvantitativni analyzu.
[31]

Prvni pokusy o rozdé€leni analyti metodou elektroforézy byly provedeny v roce
1937 A. Tiseliem, ktery za svou praci ziskal Nobelovu cenu. Velky zlom
Vv elektromigracnich technikach v8ak provedl S. Hjertén. Tento Svédsky chemik byl prvni,

kdo pouzil separa¢ni kapilaru v elektroforéze. [32]

3.8.1 Princip metody

Kapilarni elektroforéza jako elektroforeticka metoda slouzi K separaci latek na zakladé
rozdilné pohyblivosti iontl v elektrickém poli. Separace probihd v kapilafe naplnéné

roztokem zakladniho elektrolytu, pufrem. [33]

Zakladni fyzikalni veli¢inou elektroforézy je elektroforeticka pohyblivost e,
neboli mobilita. Jedna se o veli¢inu definovanou jako rychlost pohybu nabitych ¢astic Vep

v kapalném prostiedi ve stejnosmérném elektrickém poli o jednotkové intenzité E:
Vep =ueE (M V7'sh), (1)

Pohyb iontd v roztoku je vysledkem plisobeni dvou sil. Nabité Castice (o naboji q)

se za¢nou pohybovat vlivem elektrické sily Fg, ktera na n€ ptisobi.
Fei=qE (2)

Pohyb iontl o poloméru r, je brzdén frik¢ni silou Fy prostiedi, jez je ddna Stokesovym

zékonem. Podle néj je zavisla na velikosti iontu a prostedi, ve kterém se vyskytuje.
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Ffr = '67l77rVep (3)
Vep j€ rychlost pohybu iontu a # viskozita prostiedi.

V rovnovazném stavu jsou sily rovny

Fer=-Fg (4)

a pro elektroforetickou pohyblivost Ize odvodit vztah:
e = VIE = q/6mnrv (5)

Z dané rovnice vyplyva, ze elektroforetickd mobilita iontu ue je pfimo imérna naboji

iontu q a nepfimo umeérna jeho poloméru a viskozité roztoku.

Elektroforetickd mobilita je kvalitativni charakteristikou latek pro dané prostiedi a

teplotu. [34]

3.8.2 Elektroosmoticky tok

DalSim vyuzivanym transportnim jevem v kapilarnich elektromigracnich technikéch je
elektroosmoticky tok (EOF). [Obr. 9] Projevuje se jako tok kapaliny uvnitt kapilary.
Vznikd po aplikaci stejnosmérného elektrického pole na difuzni cast elektrické
dvojvrstvy, ktera vznikd na rozhrani pevné a kapalné faze u vnitini stény separacni

kapilary. [34]
Glass capillary
D BB B S
{ @0 000 |-

RRILARR

Electroosmotic flow

Obr. 9: Elektroosmoticky tok
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3.8.3 Zakladni instrumentace

Pozitivni vlastnosti CE spoc¢iva v jednoduchosti pfistrojové techniky. Schéma kapilarni
elektroforézy je znazornéno na [Obr. 10] Zakladem je zdroj vysokého napéti, separacni

kapilara, systém elektrod, zasobnik na zakladni elektrolyt a detektor.

Detector

E|ectrode

Obr. 10: Schéma kapilarni elektroforézy

Nejcastéji pouzivana napéti jsou v CE vrozsahu 5-30 kV, aby produkovaly
proudy Vv rozmezi 10 — 100 pA. Pti pouziti vyssiho napéti by mohlo dojit k nadmérnému

ohfevu uvniti kapilary, nasledné k rozmyti zon a ztraté rozliseni. [31]

Separa¢ni kapilara byva zhotovena ztaveného kiemene, ktery je vSak velmi
ktehky, a proto se povrch pokryva polyamidovym potahem. Pfed zaCatkem detekce se
¢ast povrchu odstrani a vytvoii se okénko, které je smeéfovano do detektoru. Kapilary se

pouzivaji v délce 10 -100 cm, s vnitinim praimérem 50-75 pm. [31]
Nejcastéji vyuzivanym detektorem v CE je UV detektor, ktery byva doplnén

diodovym polem pro rychlejsi sniméni spekter. Mezi dalSi pouzivané detektory patii

fluorescencéni a vodivostni detektor.

3.8.4 Davkovani vzorku

Vzorek je do kapilary davkovan ve velmi malych objemech 10 — 100 nl. Nejvyznamng;jsi
davkovani je zaloZzeno na hydrodynamické nebo elektrokinetické injekci. Pii
hydrodynamickém vstfikovani plisobi zvySeny tlak na nadobu se vzorkem. Nasledné

dojde k ptimé injekci vzorku do kapilary. [31]
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Elektrokinetické davkovani vyuziva vlastni mobility iontd. Jeden konec kapilary je
ponofen do nadoby s pufrem a druhy do nddoby se vzorkem, kterd obsahuje (oproti
hydrodynamickému dévkovani navic) elektrodu, na kterou je ptivadéno napéti. Vlozené
napéti zptisobuje migraci ionti dovniti kapilary. Nevyhodou tohoto typu davkovani je

zména slozeni vzorku v prubéhu injekce. [31]

3.8.,5 Analyty v CE

CE je vhodna pro separaci biologicky aktivnich latek, pro separaci vSech typu
rozpustnych ionogennich latek nizko- i vysokomolekularni povahy. Tedy anorganickych
a organickych kyselin a bazi, aminokyselin, bilkovin, peptidt, sacharidi, nukleotidd,
nukleovych kyselin nebo také pro separaci viri a bunék. Mohou byt vSak separovany i
latky neionogenni povahy, jako aromatické a alifatické uhlovodiky a jejich derivaty
(alkoholy, aldehydy, ketony a dalsi). Rovnéz optické izomery biologicky aktivnich latek
mohou byt separovany pomoci HPCE technik. Velmi uzivana je ve forenznich

laboratofich. [31]
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4  EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

Pro analyzy byla pouzivana voda v Cistot¢ LC-MS, zakoupena od firmy Merck
(Darmstadt, Némecko). Na piipravu zakladnich elektrolytli a promyvacich roztokt byly
pouzity: hydroxid sodny, Kyselina borita a SDS od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

Standardy pouzivanych kyselin — kyselina skoficovd, sinapova, kumarova,

gallova, kavova a vanilova byly zakoupeny taktéz od firmy Sigma-Aldrich.

4.1.2 Vzorky

K samotné analyze byly pouzity vzorky cokolddy: Belgick4 cokoldda znacky Prestige S
obsahem 80 % kakaa a mlé¢na cokolada znacky Orion (zakoupené v prodejné potravin

Tesco Olomouc).

4.2 Priprava elektrolyti

Byly testovany dva typy pufit, fosfatovy a boratovy. Zasobni roztok boratového pufru o
koncentraci 50 mM byl pfipraven rozpusténim potiebného mnozstvi kyseliny borité
(H3BO3) v 50 ml vody a za stalého michani titrovan 1 molarnim roztokem NaOH do
bazického pH 9,5. Hodnota pH byla v prubéhu titrace kontrolovana pomoci pH metru.
Fosfatovy pufr byl pfipraven smisenim pozadovaného mnoZstvi kyseliny fosfore¢né

(H3PQOy), pH bylo upraveno na pozadovanou hodnotu 2,5 opét pomoci 1 M NaOH.

4.3 Instrumentace a experimentalni podminky

Vzorky byly méfeny s pomoci kapilarni elektroforézy HP 3D-CEs detekcei s
diodovym polem DAD (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko), obr. 10. VInova

délka byla nastavena na 205 nm. Separace probihala v nepokryté kiemenné kapilate 0
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celkové délce 33 cm a vnitinim praméru 50 pum (MicroSolv Technology, Eatontown, NJ,
USA). Efektivni délka kapilary byla 24,5 cm.

Pted prvnim pouzitim byla kiemenna kapilara v kazeté, vytemperované na 25°C,
promyta 0,1 M NaOH po dobu 30 minut, pot¢ vodou v ¢istot¢ LC-MS 20 minut a
nakonec pracovnim elektrolytem (BGE) 10 minut. Pfed jednotlivymi analyzami se
kapilara promyvala 5 minut 0,1 M NaOH, pot¢ 3 minuty deionizovanou vodou a
nakonec 2 minuty ptipravenym elektrolytem. VSechna proplachovani kapilary byla pod
tlakem 925 mbar.

Vsechny zéasobni roztoky standardi kyselin byly pfipraveny o koncentraci 1
mg/ml v methanolu a nasledné postupné fedény deionizovanou vodou na pozadovanou
koncentraci. Pro online prekoncentracni krok byly rozpusSteny v boratovém pufru o
koncentraci 50 mM pH = 9,5 a opét fedény deionizovanou vodou na potiebné

koncentrace.

Obr. 11: Fotografie pouzivaného piistroje HP 3DCE Agilent Technologies
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5  VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace experimentalnich podminek

Stojim-li pied problémem separace jednotlivych antioxidantli ve smési, je nutné nalézt
vhodné experimentalni podminky. V této praci byl v prvnim kroku zkouman vybér
vhodného zakladniho elektrolytu a v druhém kroku vramci nami zvolené online
prekoncentra¢ni techniky zalozené na elektrokinetické prekoncentraci ve spojeni s
,vybijenim* latek na pH rozhrani studovan vliv parametri na prub¢h analyzy. Pro
optimalizaci separa¢nich podminek byla navrzena smés standardt (tzv. modelova smeés)
obsahujici tyto analyty: kyselina skoficovd, sinapova, kumarova, gallovd, kavova a

vanilova.

5.2  Volba vhodného elektrolytu

5.2.1 VIliv slozeni elektrolytu na separaci fenolovych kyselin

Separace je ovlivnéna volbou pufru a jeho koncentraci. Vzhledem k chemické povaze
studovanych latek, fenolovych kyselin, které jsou zdporné nabité pii vysokém pH
(disociacni konstanty latek se pohybuji v rozmezi pKa 4 — 6) byl vybran boratovy pufr
pro kapilarni zoénovou elektroforézu. V piipadé¢ nizkého pH byl zvolen fosfatovy pufr,
pfi¢emz analyza probihala v moédu micelarni elektrokinetické chromatografie. Pro prvotni
experimenty byl studovan boratovy pufr o koncentraci 50 mM pH 9,5 a fosfatovy pufr o
koncentraci 50 mM pH 2,5 s piidavkem 50 mM SDS. K rychlejsi separaci dochazelo ve

fosfatovém pufru, proto byl vybran pro dalsi experimenty.
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Obr. 12: Separace kyselin ve fosfatovém pufru: 1. kyselina skoficova, 2. kyselina
sinapova, 3. kyselina kumarova, 4. kyselina gallova, 5. kyselina kavova, 6. kyselina

vanilova
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Obr. 13: Separace kyselin v boratovém pufru: Obr. 12 Separace standardd kyselin v
boratovém pufru: 1. kyselina skoficova, 2. kyselina sinapova, 3. kyselina kumarova, 4.

kyselina gallova, 5. kyselina vanilova, 6. kyselina kdvova
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5.3  Online prekoncentraé¢ni technika

Pro zvysSeni koncentracni citlivosti kapilarni elektroforézy byla pro analyzu antioxidanta
v cokoladé¢  pouzita technika online prekoncentrace  vyvinutd Vv laboratofi
elektromigrac¢nich technik PiF UP Olomouc. [35] Tato technika je zaloZena na
elektrokinetickém davkovani fenolovych kyselin rozpusténych v pufru o pH 9,5 (kde jsou
negativné nabité) do kapilary, ktera je naplnéna pufrem o pH 2,5. V okamziku, kdy dana
kyselina ,,domigruje“ na rozhrani obou elektrolytd, dojde k jejimu ,,vybiti“: skupina —
COO’ (pH 9,5) se zméni na —COOH (pH 2,5). Diky tomu dojde zaroven k ,,zastaveni*
migrace této kyseliny (protoze jiz nenese zadny néboj, tj. nemize se pohybovat
Vv elektrickém poli). Toto déavkovani je nckdy oznacovdno jako -elektrokineticka
akumulace. V dalsim kroku je nutné, aby se prekoncentrované (akumulované) kyseliny
opét ,,daly do pohybu®, dosahly detekéniho okna a rozseparovaly se. Toto se uskuteciiuje
vyménou pufru ve vstupni vialce (,,inlet™) za pufr o pH 2,5 obsahujici SDS a aplikaci
zéaporného separatniho napéti. V tomto piipadé micely SDS promigruji skrz
zakoncentrovanou zonu fenolovych kyselin, kde dochdzi k jejich vzajemné interakci a

tim nésledné i k separaci. Tomuto kroku se n¢kdy fik4a mobilizace.

V ptipadé obou krokili byly optimalizovany podminky separace.

5.3.1 Hydrodynamické davkovani

Optimalizaci nékterych parametri neni nutné provadét piimo pii elektrokinetickém
davkovani (akumulaci) a lze jej provadét i pii hydrodynamickém déavkovani. Jde o
parametry, které primarné neovliviiuji akumulacni krok, ale ovliviluji separaci a
mobilizaci latek. Nicméné je nutné, aby hydrodynamicky davkované vzorky byly
rozpus$tény v prostiedi, ve kterém bude nasledné probihat elektrokinetické davkovani (v

tomto piipad€é 50 mM borat/NaOH pH 9,5).

5.3.1.1 Vliv koncentrace aditiva SDS

Koncentrace SDS (dodecyl siran sodny) vyznamné ovlivni separaci, protoze SDS
interaguje s analyty, a rozdilna koncentrace SDS ovliviiuje rozdélovaci pomér analytl
mezi micely a pufr a tim i selektivitu separace. VSechna méfeni byla provedena ve

fosfatovém pufru vytitrovaném 1 M NaOH, s napétim -10 kV, dobou davkovani 10 s a
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tlakem 50 mbar. Koncentrace smési vSech 6 standardi kyselin byla 0,001 mol/l. Vliv

koncentrace SDS je na nésledujicich obrazcich 14 —17.
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Obr. 14: Vliv koncetrace 25 mM SDS
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Obr. 15: Vliv koncetrace 50 mM SDS
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Obr. 16: Vliv koncentrace 75 mM SDS

mAU|
60

50

40

30

L o s ~

2 4 6 8 10 12 14

min

Obr. 17: Vliv koncentrace 100 mM SDS

Z vyse uvedenych elektroferogrami je patrné, Ze nejlepsi separace probihd v 50 mM SDS

vzhledem K rozliseni pikd, dobé¢ analyzy a intenzité signalu.

5.3.2 Vliv separacniho napéti

Dals§im studovanym parametrem bylo separacni napéti v rozsahu
-5 kV az -30 kV, které bylo postupné zvySovano. Separacni napéti je vyznamnym

parametrem ovliviiujicim rychlost analyzy. Ma vliv jak na migracni Cas analytd, tak na
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vznikajici Jouleovo teplo. Opét bylo méfeni provedeno v nejoptimalnéjsich podminkach
50 mM fosfat/NaOH s pridavkem 50 mM SDS, tlakem 50 mbar a dobou davkovani 10 s.
Koncentrace smési standardd byla opét 0,0001 mol/l. Efekt napéti je znazornén na

obrazcich 18 — 20.
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Obr. 18: Efekt separacniho napéti -5 kV
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Obr. 19: Efekt separacniho napéti -10 kV
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Obr. 20: Efekt separa¢niho napéti, -30 kV

Ze zadznamul vyplyva, Ze nejlepsi hodnota napéti je 10 kV. V ptipad¢ nizsiho dochézi
k prodlouzeni migra¢niho ¢asu analytti, naopak v ptipadé vyssiho dochazi ke zvysenému

generovani Jouleova tepla a analyza se stava neopakovatelnou.

5.3.3 VIliv teploty

Dal$im parametrem, ktery musi byt bran pfi vyvoji metody na zietel, je vliv teploty.
Stejné€ jako napéti i teplota ovliviluje délku analyzy diky ovlivnéni viskozity prostredi.
Teplota mtize mit vliv i na tvorbu micel SDS. Opét je vliv teploty zméten v podminkach
50 mM fosfat/NaOH s pfidavkem 50mM SDS, tlakem 50 mbar a dobou davkovani 10 s.
Koncentrace smési standarda byla téz 0,0001 mol/l. Vliv teploty je znazornén na

nasledujicich obrazcich 21 — 23.
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Obr

. 21: Efekt teploty, 25 °C
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Obr

. 22: Efekt teploty, 40 °C
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Obr

. 23: Efekt teploty, 60 °C
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Z obrazku je patrné, Ze v piipadé zvySovani teploty dochazi k zrychlovani analyzy (25°C
vs. 40°C) a dale k postupnému zvySovani intenzity pikd. P¥i 60°C nedoslo k zrychleni
Nicméné pii vyssSich teplotach byly analyzy méné opakovatelné, a proto byla vybrana

teplota 25°C pro dalsi experimenty.

5.4 Elektrokinetické davkovani

V piipad¢ elektrokinetického davkovani byly studovany 2 parametry a to doba a napéti
pfi davkovani. Pro separaci latek se pak vyuziva optimalizovany postup z ptedchozi

kapitoly 5.3.

5.4.1 Vliv doby davkovani

Doba davkovéni vzorku odrézi sviij vliv ve velikosti a intenzité jednotlivych pikid. Pfi
zvySovani doby davkovani by mélo dochazet k lindrnimu narastu intenzity (plochy) piki.
Koncentrace smési standardi byla pro dobu davkovani 5 s 10 mol/l. Pro 10's, 30 s a 60
$10™ mol/l. A pro dobu davkovani 600 s 10 mol/l. Efekt doby davkovani znazortiuji
obrazky 24 - 28.

DADL B, Sig=205,16 Ref=off (JANA\COKO0014.D)
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Obr. 24: Doba davkovani 5 s,
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Obr. 25: Doba davkovani 10 s
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DADL B, Sig=205,16 Ref=off (JANAO4\ANT40005.D)

Obr.

27: Doba davkovani 60 s
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DADL B, Sig=205,16 Ref=off (JANAOS\ANT00023.D)
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Obr. 28: Doba davkovani 600 s

Z obrazku je patrné, ze se zvySujici se dobou davkovani dochdzi k zvySovani intenzity
pikd analyzovanych fenolovych kyselin. Zaroven je vidét, ze dochédzi 1 k davkovani
necistot a jejich ,,vétsi viditelnosti“. Optimalni doba davkovani zavisi na konkrétnim
pouziti, je mozné pouzit 10 s (pro vice koncentrované vzorky) i 600 s (pro méné

koncentrované vzorky).

5.4.2 Vliv napéti pri davkovani

DalSim studovanym parametrem byl vliv napéti pfi davkovani. Napéti mize ovlivnit
mnozstvi nadavkovanych analyt, ale zaroven ovliviiuje generovani Jouleova tepla a tim 1

opakovatelnost kroku davkovani. Vliv napéti znazoriuji nasledujici obrazky 29 — 31.

DADL B, Sig=205,16 Ref=off (JANAO4\ANTA40009.D)
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Obr. 29: Davkovani pii -5 kV
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DADL B, Sig=205,16 Ref=off (JANAO4\ANTA40012.D)
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Obr. 30: Davkovani pti -20 KV

DADL B, Sig=205,16 Ref=off (JANAO4\ANT40013.D)
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Obr. 31: Davkovani pii -30 kV
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I zde je vidét, ze vyssi napéti opét generuje vyssi Jouleovo teplo a analyzy nelze provadét

opakovatelné. Jako optimalni napéti pro davkovani bylo vybrano napéti -10 kV.

5.5 Analyza realného vzorku

Nejdiive byl redlny vzorek zpracovan. 7 mg cokolady bylo rozpusténo ve 2 ml horké
vody a dano do ultrazvuku na dobu 10 minut. Nasledn¢ bylo ptidano 5 ml hexanu a na 30
minut byl vzorek vlozen do centrifugy, aby doslo k odstfedéni dvou fazi (5000 otacek za
minutu). Poté bylo z vodné faze odebrano 60 ul a k ni ptidano 540 ul boratového pufru a

takto pripraveny vzorek byl nadavkovan do kapilarni elektroforézy. Vysledky jsou na

nasledujicich obrazcich.
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. 32: Belgicka ¢okolada, separa¢ni napéti: -10 kV
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Obr. 33: Hotka ¢okolada Orion, separa¢ni napéti: -5kV

K analyzovanym vzorklim ¢okolady byly pfidany standardy fenolovych kyselin a byla
identifikovana vanilova kyselina. Pro zjiSténi koncentrace vanilové kyseliny ve vzorcich

cokolady byla provedena metoda standardniho ptidavku.

5.5.1 Metoda standardniho pridavku

Tato metoda byla provedena nasledujicim zptsobem: K objemu 400 uL vzorku cokolady
se piidavalo 40 uL standardu kyseliny vanilové o koncentraci 10” mol/l, kdy piidavky se
opakovaly celkem 5x (obr. 30). Méfeni na jednotlivych koncentracnich hladinach se

opakovalo celkem 3x. Na obrazku 31 je znazornén piiklad linedrni kalibracni zavislosti
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pro belgickou cokoladu s R? = 0,9959. Vypoctend koncentrace kyseliny vanilové ve
vzorku Belgické &okolady byla 2,76 x 107 mol.I" (£ 0,04 x 107 mol.I™"), ve vzorku hotké
okolady Orion byla 1,34 x 107 molI™ (= 0,05 x 107 mol.I"). Analyza dat byla

provedena pomoci softwaru MS Excel, funkci "Analyza dat".
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Obr 34: Standardni ptidavky kyseliny vanilové ke vzorku Belgické ¢okolady: a) vzorek
Belgické ¢okolady bez ptidavku, b) — f) pfidavky standardu
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Obr. 35: Kalibra¢ni zavislost stanoveni kyseliny vanilové metodou standardniho

pridavku.
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6 ZAVER
Tato bakalafska prace mela za cil poukdzat na kapilarni elektroforézu, jako na

nastroj vhodny pro stanoveni antioxidantli ve vybranych potravinach.

Byly studovany dva zakladni elektrolyty, boratovy a fosfatovy, piicemz separace
probihala Iépe ve fosfatovém pufru s pfidavkem SDS. Reédlny vzorek bylo mozné pomoci
CE analyzovat pouze za pomoci online prekoncentrace. Metoda byla optimalizovana na
standardech fenolovych Kkyselin. V ramci optimalizace separacnich podminek byl
studovan vliv ptfidaného SDS, vliv separa¢niho napéti, doby davkovani napéti pii
davkovani a teploty. Dale byly analyzovany dva realné vzorky cokolady, kde byla

detekovana vanilova kyselina na nanomoléarni koncentra¢ni trovni.

Zavérem lze fici, ze metoda kapilarni elektroforézy je vhodnd pro stanoveni

fenolovych kyselin v potravinach.
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DNA
SOD
GPx
CAT
GSH
TAA
ROS
RNS
ORAC
BHA
BHT
HPLC
EOF
CZE
LDL
PCB
HPCE
VR
CITP
CIEF
MEKC
CEC
EOF
uv
SDS

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

deoxyribonukleova kyselina
superoxid dismutaza
glutathion peroxidéaza
kataladza
glutathion
celkova antioxidac¢ni kapacita
reaktivni formy kysliku
reaktivni formy dusiku
absorp¢ni kapacita kyslikovych radikali
butylhydorxyanisol
butylhydroxytoluen

vysokoucinna kapalinova chromatografie
elektroosmoticky tok

kapilarni zonova elektroforéza
nizkodenzitni lipoprotein
polychlorované bifenyly
vysokoucinna kapilarni elektroforéza
volny radikal
izotachoforéza
1zoelektrické fokusace
elektrokineticka chromatografie
kapilarni elektrochromatografie
elektroosmoticky tok
ultrafialovy

dodecyl siran sodny
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