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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Jana Bradova

Skolitel: Klara Petrd Ph.D.

Konzultant: Doc. RNDr. Miroslav Polasek, CSc.

Nazev diplomové prace: Vyvoj mikroemulzni elektrokinetické chromatografie pro analyzu ve

vodé nerozpustnych barviv nezdkonné pouzivanych v potravinach

V této praci byla navrZena a vyvinuta metoda mikroemulzni elektrokinetické chromatografie
(MEEKC) pro stanoveni lipofilnich barviv (Sudan |, Sudan Il, Sudan Ill, Sudan Red 7B, Sudan
Orange G a Methyl Red), nelegdlné pouZivanych v potravinach. Za ucelem optimalizace
separace byl zkouman vliv povrchové aktivni latky, kosolventu, organického modifikatoru,
olejové faze a délky kapilary. Vysledny zdkladni roztok elektrolytu (mikroemulze) pro MEEKC
obsahoval 30mM fosfatového pufru (pH 7,5), 1,2 % (w/v) dodecylsulfatu sodného, 1,2 % (v/v)
hexanu, 15 % (v/v) butan-1-olu a 20 % (v/v) acetonitrilu. V kfemenné kapilare o pridméru 75
pum a efektivni délce 36,5 cm bylo béhem 11 minut téchto 6 barviv rozdéleno na zakladni linii.
Analyza probihala pfi napéti 20 kV a byla udrZzovana konstantni teplota 25 °C. Analyty byly
detekovany VIS spektrometrii pfi vinovych délkach 500 a 400 nm. Charakteristické hodnoty
relativni smérodatné odchylky (RSD) pro opakovatelnost migracnich ¢ast a ploch pikl analytt
se pohybovaly vrozmeziod 0,3do 0,9 % a 1,7 - 2,7 % (n = 5). Kalibrac¢ni kfivka byla linearni pro
vdechny analyty (R? > 0.9990) a limit detekce se pohyboval od 0,19 pg/ml (pro Sudan Ill) do
1,27 pg/ml (pro Sudan Red 7B). Po vhodné Upravé vzorku, za u¢elem odstranéni vlivu matrice
a vlastnim zakoncentrovani, je navrzena metoda vhodnd pro analyzu potravin obsahujicich

nezadouci pfimési.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Jana Bradova

Supervisor: Kldra Petrd Ph.D.

Consultant: Doc. RNDr. Miroslav Poldsek, CSc.

Title of diploma thesis: Development of microemulsion electrokinetic chromatography

method for the analysis of illegal fat-soluble foodstuff dyes

A microemulsion electrokinetic chromatography (MEEKC) method was developed and
proposed for the determination of fat-soluble dyes (Sudan I, Sudan Il, Sudan Ill, Sudan Red 7B,
Sudan Orange G, and Methyl Red) illegally used in foodstuffs. The effect of surfactant, co-
surfactant, organic modifier and oil as well as the capillary length were examined in order to
optimize the separation. Final background electrolyte (solution of the microemulsion) for
MEEKC was composed of 30mM phosphate buffer (pH 7.5), 1.2 % (w/v) sodium dodecyl
sulfate, 1.2 % (v/v) of n-hexane, 15 % (v/v) of butan-1-ol, and 20 % (v/v) of acetonitrile. A
baseline separation of these six dyes was achieved within 11 min by using fused-silica capillary
with 75 um i.d. and effective length 36.5 cm. The applied voltage was 20 kV and temperature
25°C was maintained. The VIS detection wavelengths were 500 and 400 nm. The repeatability
of the migration times and peak areas were characterized by RSD values ranging from 0.3 to
0,9 % and 1.7 — 2.7 % (n = 5), respectively. The calibration curves were linear for all analytes
(R? > 0.9990) and the limits of detection ranged from 0.19 pg/ml (for Sudan Ill) to 1.27 pg/ml
(for Sudan Red 7B). The method devised is suitable for the analysis of suspected foodstuffs
after appropriate sample pretreatment to eliminate matrix effects and to achieve sample pre-

concentration.
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1. Uvod

Barviva patfi mezi potravinarské pridatné latky (aditiva) priddvané do potravin za ucelem
zlepSeni jejich vlastnosti, zejména vzhledu. Lipofilni ¢ervena barviva Sudan I-1V, Sudan Red 7B,
Para Red, Methyl Red, Sudan Orange G a Sudan Red G jsou legalné pouZivana v prlimyslu a

uplatiu;ji se téz ve vyzkumu jako indikatory.

Kvuli jejich kancerogenité a genotoxicité jsou vsak ve vétsiné zemi, véetné Evropské unie, pro
uziti v potravinach zakazana. Presto jsou tato barviva nalézana v rdznych dovazenych
produktech, zvlasté u potravin obsahujicich chilli. Proto je zapotfebi vyvijet u¢inné a rychlé

metody pro jejich detekci a identifikaci.

Nejcastéji vyuzivanymi metodami pro stanoveni téchto barviv jsou vysokoucinna kapalinova

chromatografie (HPLC) a kapildrni elektroforéza (CE).

CE je ucinnou separacni metodou. S HPLC se dopliiuji, kazda vSak poskytuje jiny mechanismus
separace. CE predstavuje velmi flexibilni metodu pro rychlou zménu podminek. Jeji vyhodou
je predevsim mald spotreba vzorku a organickych rozpoustédel, ¢imz se snizuje jeji ekologicka
naroc¢nost. Dalsi vyhodou je i kratkda doba analyzy. Pomoci Mikroemulzni elektrokinetické
chromatografie (MEEKC) a Micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC) lze stanovit

lipofilni i hydrofilni molekuly souéasné, coz by metodou HPLC bylo obtizné [1, 2].



2. Cil prace

Cilem této prace bylo navrhnout, optimalizovat a charakterizovat metodu pro stanoveni

nelegdlnich lipofilnich barviv ve smési pomoci mikroemulzni elektrokinetické chromatografie.
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3. Teoreticka cast
3.1. Barviva pouzivana v potravinach

Barviva jsou organické slouceniny, které diky své chemické strukture absorbuji svétlo ve
viditelné oblasti a mohou se fyzikdlné nebo chemicky vazat se substratem. Obsahuji
konjugovany systém dvojnych vazeb s azo-, nitro-, nitroso-, hydroxy-, amino-, alkamino- nebo

karbonylovou skupinou [2].

Barviva mUZeme podle plvodu rozdélit na ptirodni a synteticka. Pfirodni rostlinna barviva jako
karotenoidy, flavonoidy, antrachinony, betainy a pyrrolova barviva se povazuji za zdravotné
nezavadna a jsou hojné pouzivany v potravinarském primyslu, farmacii nebo kosmetologii.
Synteticka barviva jsou ziskdvana prlmyslovym zpracovanim ropy a dehtu. Jejich uZivani je
Casto spojeno se zdravotnimi riziky (karcinogenitou, hemolytickymi tUcinky, inhibici enzym(,
negativnim plsobeni na strevni sekreci, alergiemi). Podle chemické povahy se déli na
azobarviva, nitrobarviva, trimethylmethanova , pyrazonovd, antrachinonovd, chinolinovd a
indigoidni barviva [2].

Druhy a mnozZstvi povolenych barviv v potravinach se v jednotlivych zemich lisi. Uzivani barviv
v potravinach je v CR limitovano stanovenim nejvy3iiho povoleného mnozstvi (NPM) [3]. Pfed
povolenim pouZzivani barviv v potravinach se zkouma jejich zdravotni nezdvadnost u zvirat.
Sleduje se akutni, subchronicka a chronicka toxicita, kancerogenita, mutagenita, teratogenita,
kumulace v organismu, bioenergetické ucinky, vlivy na imunitu a dal$i ucinky. Na zakladé
téchto vysledk( je stanoven povoleny denni ptijem (ADI). Déle je kladen d(iraz na jejich stalost
vuci vnéjsim vlivim (pH, oxidacni a redukéni vlivy, svétlo, teplo, vihkost), nesmi interagovat
s dalsimi slozkami potravy a musi byt téZ ekonomicky dostupné. Nejcastéji jsou pouzivany
chinolova Zlut, tartrazin, ponceau 4R, indigotin, azorubin, brilantni modr, zelen S, brilantni
¢ern, amarant. Z pfirodnich barviv pak napf. kurkumin, koSenila, karminy, lutein, beta-apo-8-
karotenal, nebo ethylester kys beta-apo-8-karotenové. Nékterd z téchto barviv (napf. lipofilni
barviva, ponceau 4R, amarant nebo erythrosin) jsou podezrela z karcinogennich ucink(, coz
vedlo k jejich zakazu ¢i omezeni. V EU je pouzivani ponceau 4R, amarantu a erythrozinu

povoleno [2, 4].
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3.2. Sudanova barviva

Barviva Sudan I-1V, Sudan Red 7B, Sudan Orange G, Sudan Red G, Methyl Red a Para Red jsou
lipofilni azobarviva, obsahujici charakteristickou skupinu -N=N- [5]. Nejnizsi lipofilitu maji
Methyl Red (log P 3,3) a Sudan Orange G (log P 3,7) a nejvice lipofilni jsou Sudan Ill, Sudan Red
7B, a Sudan IV s log P 7,5 - 8,5. Maji ¢erveno - oranZové zbarveni a maximalni absorpci pfi

vinovych délkach v rozsahu ptiblizné 400 - 600 nm. Zakladni udaje o barvivech shrnuje

Tabulka 1: Zdkladni charakteristika barviv [6-23]

Ho Sumarni vzorec: | CigH12N20
CAS: 842-07-9
Sudan | ®N=N O Mr: 248.28
) log P: 5.07
Amax: 418 a 476 nm
o Sumarni vzorec: | CigH1sN20
CAS: 3118-97-6
NP
Sudan I HaCQN' Mr: 276.33
CHs O log P: 6.09
Amax: 493 2 604 nm
Sumarni vzorec: | C22H16N4O
Sudan Il HO CAS: 85-86-9
oy @ﬁw Mr: 352.39
log P: 7.47
Amax: 508 -512 nm
Sumarni vzorec: | CaasH20N4O
CHa HO CAS: 85-83-6
[ CHs
Sudan IV QNN G“N Mr: 380.44
log P: 8.50
Amax: 357a520 nm
Sumarni vzorec: | CaaH21Ns
HiCo N CAS: 6368-72-5
Sudan Red 7B ~
udan e O, ati $ ) [mn 379.46
' log P: 7.60
Amax: 364 a533 nm
Sumarni vzorec: | C12H10N20;
OH CAS: 2051-85-6
Sudan Orange G ©/N“N/©/ Mr: 214.22
OH Iog P: 3.77
Amax: 388 nm
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http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C16H12N2O
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=842-07-9&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=CZ&focus=product
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C18H16N2O
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=3118-97-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=CZ&focus=product
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C22H16N4O
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=85-86-9&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=CZ&focus=product
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C24H20N4O
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=85-83-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=CZ&focus=product
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C24H21N5
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=6368-72-5&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=CZ&focus=product
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C12H10N2O2
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=2051-85-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=CZ&focus=product

Sumarni vzorec: | C17H1aN20;
Sudan Red G NED\OCH] E/lArS 3293-?5-6
O” log P: 4.91
Amax: 388 nm
o Sumarni vzorec: | CisHi1sN3O;
CAS: 493-52-7
Methyl Red N Mr: 269.30
HZC\N’©/ log P: 3.31
Amax: 410 nm
Sumarni vzorec: | CigH11N303
Para Red NN CAS: 6410-10-2
@’ Mr: 293.28
0N log P: 5.01
Amax: 488 nm

3.2.1. Fyzikalné-chemické vlastnosti

témér nerozpustnd ve vodé a rGzné rozpustna v

etanolu nebo metanolu) [24, 25].

hodnotu pKa [24].

N

\

E-azobenzene

Obr. 1: Konfigurace azobenzenu [24]

N——=N

Z-azobenzene

Rozpustnost sudanovych barviv je velmi podobnd. Jsou rozpustna v tucich, nerozpustna nebo
organickych rozpoustédlech (napft.

trichlormethanu, dichlormethanu, acetonu, chloroformu, toluenu, benzenu, acetonitrilu,

Jednd se o0 analoga azobenzenu, kterd vlivem UV zareni prechazeji z konfigurace E do Z a zase
zpét (Obr. 1). Diky azoskupiné, kterd puUsobi jako akceptor vodiku, dochazi ke vzniku

intramolekularni vodikové vazby s fenolickou -OH skupinou (Obr. 2), coz zvySuje vyslednou



http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C17H14N2O2
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1229-55-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=CZ&focus=product
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C15H15N3O2
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=493-52-7&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=CZ&focus=product
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C16H11N3O3
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=6410-10-2&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=CZ&focus=product

2 2
H

1 1
H—2O0 o}
azo (OH) hydrazone (NH)

Obr. 2: Rovnovdha mezi azo - hydrazonovou tautomerni formou Sudanu | [24]

Na obrazcich (Obr. 3 - Obr. 11) je znazornéno acidobazické chovani barviv. Osa x udava
hodnotu pH, osa y pak koncentraci ionizovanych/neionizovanych molekul v %. Modra ¢éra
predstavuje nenabité molekuly (A), ¢ervenou barvou jsou zna¢eny molekuly s nabojem (B).
Pro jednotlivé funkéni skupiny je uvedena hodnota pKa. V rozsahu pH 2 - 10 je vétSina
sledovanych barviv neionizovana. Pouze Sudan Orange G se ionizuje pfi pH vy$S§im neZ 8 a

Methyl Red pfi pH nizsSim nez 4.

pH/ concentrafion

A

/ OO

11.84 'G:SO
60

N
453 \\N°‘°

i

20

Obr. 3: Acidobazické chovadni Sudanu I [6]
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pH/ concentrfion

Obr. 4: Acidobazické chovadni Sudanu Il [7]

pH / contentration

B

413 \ NOZ2

. O

Obr. 5: Acidobazické chovani Sudanu Il [8]

pH / contEntration

: oC
11.34 -650
& ©
NQN
413 UZZ
&

Obr. 6: Acidobazické chovani Sudanu 1V [9]
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pH / concentration
A B
80 o o
o o SyP
Q b
N*
60 16.45 -4.44
H —
N N
20
2 4 6 i 10 12

nH /rangentration

; (1D A 10
e n e

N
H
N 16.86 ,1.53 N
X A0 X, 5M

Y]
&0 <>
Na

367 N 017

Obr. 8: Acidobazické chovani Sudanu Red 7B [10]

pH / concentration

Obr. 9: Acidobazické chovdni Sudanu Orange G [11]
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/.—_ pH/’mncenr.rﬁ.Gr
a0
HaC H,C
™o o
771
50 N N
425 N 48 Y
11.83 6.40
HO -0

20

2 4 6 8

Obr. 10: Acidobazické chovani Sudanu Red G [12]
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Obr. 11: Acidobazické chovdni Methyl Red [13]

3.2.2. Pouziti, toxicita a legislativa

Sudanova barviva jsou pouzivana prevazné v pramyslu k barveni rozpoustédel, mineralnich

olejl, voskl, mydel, svicek, textilu a dalSich materidll. Svoje uZiti maji téz v kosmetice a ve

vyzkumu napf. k indikaci pH (Methyl Red), nebo ke stanoveni lipidG pro vizualizaci a analytické

ucely (Sudan 1V)[24-26].

Mezinarodni organizace pro vyzkum rakoviny (IARC) klasifikuje Sudany jako karcinogeny

kategorie 3, tedy ,neklasifikovatelné”. Existuji experimentdlni dlkazy, Ze Sudan | je

genotoxicky i karcinogenni. U ostatnich barviv vSak presvédcivé dikazy o jejich toxicité pro

Clovéka chybi. Nicméné diky strukturdlni podobnosti se Sudanem |, lze predpokladat, Ze

mohou byt potencialné stejné karcinogenni a genotoxické jako Sudan | [25, 26].
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Pfesto bylo v chilli paprickach a rliznych chilli produktech, pochazejicich zejména z Indie, v roce
2003 objeveno barvivo Sudan | a to az v koncentraci 4000 mg/kg. Na zakladé téchto
skute¢nosti vydala Evropska komise Rozhodnuti o mimoradnych opatfenich [27], které
stanovuiji, Ze dovazeni chilli papric¢ek a chilli kofeni do ¢lenskych stat( je zakazano, pokud neni
analyticky doloZena nepfitomnost Sudanu I. Dale bylo toto rozhodnuti zménéno a doplnéno o
Sudany II-IV. Kromé téchto barviv bylo v kofeni objeveno i nékolik dalSich nelegalnich barviv -
Para Red, Sudan Orange G, Sudan Red 7B a dalsi, které nebyly schvaleny v potravinach,

v souladu se Smérnici Evropského parlamentu o barvivech pouzitych v potravinach [4, 26].
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3.3. Kapilarni elektroforéza (CE)

Kapildrni elektroforéza (CE) je separacni metoda, zaloZzena na rozdilné schopnosti migrace
iontd v elektrickém poli [28]. Podle separacnich principl miZeme dale rozlisit CE na zénovou
elektroforézu, izotachoforézu, izoelektrickou fokusaci a micelarni elektrokinetickou
chromatografii (MEKC), od které je odvozena mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie
(MEEKC). V zénové elektroforéze a izotachoforéze je separace zplisobena rozdilem efektivnich
pohyblivosti. V izoelektrické fokusaci dochazi k rozdéleni analytl na zdkladé rozdild v
izoelektrickych bodech. Miceldarni a mikroemulzni elektrokinetické chromatografie jsou

zalozené na odliSném rozdélovani mezi mobilni a pseudostaciondarni fazi [29].

3.3.1. Popis CE zarizeni

Separace obvykle probiha v kfemennych kapilarach, o vnitinim prdméru 50 - 70 um a celkové
délce 20 - 100 cm, pokrytych vrstvou polyamidu [29]. Konce kapilary jsou umistény
v zasobnicich s elektrolytickym pufrem. Obsah zasobnikl je stejny jako v kapilare.
K zasobniklim jsou pfipojeny elektrody, které vytvareji kontakt mezi vysokym napétim a
kapilarou. Vzorek je nandsSen nahrazenim jednoho z rezervoarli (obvykle na anodé)
rezervoarem vzorku za pouziti elektrického pole nebo vnéjsSim tlakem. Po zpétné vyméné
rezervoaru je aplikovano napéti a probiha separace [28]. Signal je sniman pomoci detektoru,
ktery je zpravidla umistén na koncové ¢&asti kapilary, a dale zpracovavan pocitacem [29].

Schematické znazornéni modelu kapilarni elektroforézy je uvedeno na Obr. 12.
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Obr. 12: Schematické zndzornéni modelu kapildrni elektroforézy [30]

3.3.2. Elektroosmoticky tok

Pokud je na kapildru vloZzeno napéti, vznika elektroosmoticky tok (EOF), ktery je vyvolan

negativnim nabojem silanolovych skupin na povrchu kapilary (Obr. 13) [29].

—S§i—0H =—= —3%i—0 + §

Obr. 13: lonizace povrchu kapildry [31]

Hromadénim protiiontd (kationtd) v blizkosti stény kapilary se vytvari dvojvrstva (tzv. Sternova
vrstva), kterd je zdrojem zeta potencidlu. Pri aplikaci napéti jsou kationty tvofici difuzni
dvojvrstvu pritahovany ke katodé. Smér pohybu EOF je tedy od kladné nabité anody k zaporné
katodé (Obr. 14) [28] .
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Obr. 14: Smér pohybu EOF [31]

Velikost EOF je charakterizovana rychlosti (veor), kterou popisuje Rovnice 1, kde & znaci

dielektrickou konstantu, ¢ elektrokineticky potencidl zeta a E intenzitu elektrického pole [28].

£q
Vgor = <—) E
n
Rovnice 1

Naboj stény kapilary a tedy i EOF zavisi na pH a iontové sile pufru. Pfi nizkém pH je ionizace
kapilary potla¢ena a EOF je velmi maly, ale pfi vysokém pH jsou silanolové skupiny pfevainé
ionizovany a EOF se zvétsi. ZvySenim iontové sily pufru se snizi tlak v dvojité vrstvé, ¢imz se

snizi i zeta potencial a EOF [28].

Diky EOF mohou migrovat vSechny castice ve stejném sméru. Kationty putuji nejrychleji,
protoZze jsou elektroforeticky pfitahovany ke katodé, tedy ve sméru EOF. Neutralni latky
migruji spolu s EOF, ale nedojde k jejich oddéleni. Nejpomaleji se pohybuji anionty, které jsou
pfitahovany k anodé [28]. Avsak diky plochému profilu toku pfevysuje EOF uz pfi neutralnim
pH elektroforetickou mobilitu vétsiny aniontll, takze ve vysledku jsou neseny EOF téz ke

katodé [29].
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3.3.3. Elektroforeticka pohyblivost

Pohyb elektricky nabité ¢astice v elektrickém poli je uréen znaménkem naboje a orientaci
elektrického pole [29]. Rychlost v [m/s] definuje Rovnice 2. Je dana elektroforetickou
pohyblivosti pe [Mm?/Vs] a intenzitou elektrického pole E [V/cm], kterd je funkci aplikovaného

napéti a délky kapilary [28].

Rovnice 2

Elektroforetickd pohyblivost je konstanta charakteristickd pro kazdy iont, vyjadfuje rychlost
pohybu ¢astice nebo iontu v jednotkovém elektrickém poli. Je ddna podilem elektrické a treci
sily. Popsuje ji Rovnice 3, kde g oznacuje ndboj iontu, n viskozitu roztoku a r polomér iontu.
Z toho vyplyva, Ze malé vysoce nabité molekuly maji velkou pohyblivost, zatimco velké a

minimalné nabité molekuly maji pohyblivost malou [28, 29].

__4
bunr

He

Rovnice 3

Elektroforetickou pohyblivost pro jednotlivé ionty miieme nalézt v tabulkdch, kde je
stanovena pro plné nabité molekuly a nekonecné zredéni. Tyto hodnoty se vsak lisi od
experimentdlné stanovené efektivni pohyblivosti [28]. Tento rozdil je dan tim, Ze vSechny
ionizované formy téze latky putuji stejnou rychlosti, ktera je vysledkem disociace analyt v
pufru. Efektivni pohyblivost (u) mlzeme tedy stanovit, podle Rovnice 4, jako soucet
pohyblivosti jednotlivych iontovych forem pfrislusného iontu u; vynasobenych odpovidajicim

moldrnim zlomkem x;[29].

n
B= Z My X
i=1

Rovnice 4
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3.3.4. Migracni €as

Migraéni ¢as je definovan jako cas, ktery potrebuje latka k elektromigraci z mista ndstfiku do
mista detekce a je dan podilem migracni vzdalenosti a rychlosti. M{iZe byt pouZit pro vypocet
zdanlivé pohyblivosti analytl (ue) podle vztahu Rovnice 5, kde V znadi aplikované napéti, /
efektivni délku kapilary (z mista injekce do mista detekce), L celkovou délku kapilary, t migracni

Cas a E elektrické pole [28, 29].

_1
Mo = T 17

Rovnice 5

Efektivni pohyblivost ue Ize vypocitat ze vztahu pg = te + Ueors Nezavislym mérenim EOF pomoci
neutralnich marker(, které se pohybuji stejnou rychlosti jako EOF (napf. dimethyl sulfoxid)

[28].

3.3.5. Nastrik vzorku na kratky konec kapilary

Na komerénich pfistrojich je minimalni efektivni délka kapilary limitovdna konstrukci kazety
pro umisténi kapilary, tedy vzdalenosti mezi mistem nastfiku a pozici detektoru. Podle vyrobce
se mohou minimalni délky lisit, obecné se pohybuje okolo 25 - 50 cm. Pro ziskani rychlé analyzy
by mélo byt aplikovano co nejvyssi napéti na co nejkratsi kapilaru. To je vSak spojeno s tvorbou
Joulova tepla. Z dlivodu elektrické izolace m{ze byt maximalni aplikované napéti okolo 30 kV

[32].

Jednim z fesSeni, jak zkratit efektivni délku kapilary, mGze byt aplikace vzorku na opacny konec
kapilary, tedy blize k detektoru. Tomuto postupu se fika nastfik vzorku na kratky konec. Pro
praktické provedeni je vSak nezbytné zménit polaritu vkladaného napéti, protoze analyty musi
migrovat k detektoru v opacném sméru. Tento postup muze zkratit dobu analyzy az o dvé
tretiny oproti klasickému nastfiku. Je povazovan za béznou operaci pro Uspésné snizeni ¢asu
analyzy, zvySeni citlivosti a sniZzeni spotfeby pufru. UmoZzniuje také pouZiti vysoce silnych
elektrolytll, které by za béznych podminek, kvali generovanému Joulovu teplu a vysokému

proudu, nebylo mozné pouzit [32].
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3.4. Micelarni (MEKC) a mikroemulzni (MEEKC) elektrokineticka
chromatografie

3.4.1. Princip micelarni elektrokinetické chromatografie

ProtoZe v klasické zonové kapilarni elektroforéze mohou byt separovany pouze nabité nebo
ionizované analyty, byla podle Nakadawova predpokladu, Ze micely iontového surfaktantu
mohou migrovat ve vodném roztoku pomoci elektroforézy, vyvinuta micelarni

elektrokineticka chromatografie (MEKC) [33].

MEKC je jedna z nejpouzivanéjSich metod CE. Jeji prednosti je pravé moznost separace
nabitych i neutrdlnich molekul. Pracovni elektrolyt obsahuje pfidavek ionogenniho smacedla
v takové koncentraci, kterd prevysuje kritickou micelarni koncentraci, a zacnou se tvofit
micely. Molekuly smdcedla jsou orientované svymi nabitymi konci smérem k povrchu micely
a nenabité konce tvofi hydrofobni jadro, které umoziuje vstup nenabitych molekul, a diky

naboji na povrchu micely je mozna jejich elektroforeticka separace [28, 29].

Naboj micely zavisi na volbé surfaktantu. Z anionickych smacedel se nejcastéji pouziva
dodecylsulfat sodny (SDS) nebo Zlucové kyseliny, z kationickych pak napf.
cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) nebo dodecyltrimethylamonium bromid (DTAB).

Pokud je zapotfebi snizit rychlost micel, Ize pouzit i pfidavek neionogenniho smacedla [29].

Micelarni roztok je homogenni. Mezi samostatnymi molekulami surfaktantu a agregaty
(micelami) se wvytvafi dynamickd rovnovaha. Micely surfaktantu se chovaji jako
pseudostaciondrni faze. Micela migruje jinou rychlosti nez vodna faze v zavislosti na
elektroforetickych podminkach. SDS jako anionicky surfaktant, Siroce uzivany v MEKC, tvori
negativné nabité micely, které jsou v elektrickém poli elektroforeticky pfitahovany k anodé.
V neutralnim nebo bazickém pH je vSak rychlost EOF vétsi nez elektroforeticka migrace micel.

Micely tedy migruji smérem ke katodé (viz Obr. 15), ale jsou oproti vodné fazi pomalejsi [34].
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Obr. 15: Migrace micel anionického surfaktantu v elektrickém poli [35]

Béhem migrace mohou micely interagovat s rozpusténymi latkami jak chromatograficky, tak
pomoci hydrofobnich a elektrostatickych interakci. Nabité latky nejsou v kontaktu s micelami
a jsou separovany elektrostaticky pomoci EOF [28]. Neutrdlni molekuly se distribuuji mezi
micely a vodnou fazi. Ty, které nejsou umistény v micelach, jsou neseny EOF stejnou rychlosti
ke katodé. Analyty, které jsou bezezbytku inkorporovany do micel, migruji nejpomaleji [34].
Celkovy pomér latkového mnoiZstvi rozpusténé latky v micele k latkovému mnoZstvi latky
v mobilni fazi udava kapacitni faktor k’, téZ oznacovany jako distribu¢ni pomér. Ten lze
vypocéitat z Rovnice 6, kde t- znaci retenéni cas solutu, to retenéni ¢as s micelami
neinteragujiciho solutu, pohybujictho se s EOF, t, migracni ¢as micely, K je rozdélovaci
koeficient, Vs objem miceldrni faze a Vi objem mobilni faze [28]. Jako priklad neinteragujiciho
solutu muze byt metanol, ktery ma hodnotu K = 0 a do micel nevstupuje. Za migracni ¢as
micely lze povazovat retencni ¢as Sudanu lll s hodnotou K = oo, ktery vstupuje do micely beze

zbytku [29].

‘e to(zrl_—té) -« (z,)

Rovnice 6

Vysledna rychlost migrace elektricky neutralnich analytd se tedy pohybuje mezi rychlosti EOF

evvs

[34]. Cim vice lipofilni slou¢enina je, tim vice interaguje s micelami a je zadrzovana déle [28].
Rozdélovaci koeficienty solutd Ize ovlivnit napriklad pridanim kova, které maji vliv na

povrchovy naboj micely. Zménou pH pracovniho elektrolytu mizeme ovlivnit ionizaci a tim i
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rozdélovani mezi micely a mobilni fazi. Casté je také pfidavani nevodnych rozpoustédel (napf.
metanolu, acetonitrilu, propan-2-olu), ¢imz se zméni miceldrni struktura a tim i interakce mezi

solutem a micelou [28, 29].

3.4.2. Princip mikroemulzni elektrokinetické chromatografie

Mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie (MEEKC) je jednou z metod kapilarni
elektroforézy (CE), ktera umoZiiuje separaci neutrdlnich i nabitych molekul. K rozdéleni

jednotlivych sloZzek vyuzivd mikroemulzi [36].

Mikroemulze jsou stabilni, izotropicky cisté a opticky transparentni roztoky. Skladaji se
z olejové a vodné faze, surfaktantu a kosurfaktantu [36, 37]. Podle systému navrieného
Winsorem muizZeme mikroemulze rozdélit na typ voda v oleji (v/o) nebo olej ve vodé (o/v).
Surfaktant je vidy rozpustny v prevladajici slozce mikroemulze. V mikroemulzi typu o/v se
surfaktant rozpousti ve vodné fazi, naopak v mikroemulzi typu v/o ma vétsi rozpustnost

ve faziolejové [37].

V mikroemulzi typu o/v je olejova faze (napt. n-hexan) dispergovana ve vodném pufru. Mezi
olejovou a vodnou fazi je vysoké povrchové napéti, které se pridanim surfaktantu,
v koncentraci prevysujici jeho kritickou micelarni koncentraci, sniZuje a vznikd mikroemulze.
Molekuly surfaktantu jsou orientované svymi neutralnimi skupinami smérem k olejovym
kapkam a nabitymi skupinami k vodné fazi. Olejova kapka se tedy nachazi uvnitf vzniklé micely.
V mikroemulzi typu v/o je toto usporadani opacné viz Obr. 16. Povrchové napéti se dale snizuje
(skoro az k nulovym hodnotam) po pridani kosurfaktantu, alkoholu s kratkym retézcem, ktery
je nezbytny pro stabilizaci mikroemulze. Kosurfaktant se rozmisti na rozhrani olejové a vodné

faze, kde snizuje mezifazovy odpor [36, 37].
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Obr. 16: Uspordaddni mikroemulzni kapky [38]

Princip separace MEEKC je podobny jako u MEKC. Micely, tvofici pseudostacionarni fazi, jsou
v MEEKC nahrazeny mikroemulzi. Mikroemulzni kapky mohou byt, stejné jako micely,
pozitivné nebo negativné nabité, v zavislosti na volbé surfaktantu. Nejcastéji je v MEEKC
pouzivan anionicky surfaktant SDS, ktery ddvd mikroemulznim kapkdm zdporny ndboj.
Migrace zaporné nabitych mikroemulznich kapek v elektrickém poli odpovidd migraci

negativnich micel (Obr. 17) [29, 36].

Analyty se selektivné rozdéluji mezi vodnou fazi a pohybuijici se mikroemulzni olejové kapky.
Tento déj je chromatograficky. Hydrofobni slouc¢eniny pronikaji vice do olejovych kapek, a
proto migruji déle. Nabité smési se separuji také elektroforeticky, podle charakteru a sily svych
nabojl. Pozitivni ionty mohou tvofit iontovy par s negativnim povrchem kapky, negativniionty

se s kapkami odpuzuiji [36, 37].

’ Droplet AN SDS s actant

Obr. 17: Migrace zdporné nabité mikroemulzni kapky [39]

27



Migraéni ¢as neutrdlnich smési (t;)se nachdzi mezi migracnim Casem elektroosmotického
markeru (napf. metanolu) a migracnim c¢asem mikroemulzniho markeru (napf.
dodecylbenzenu). Lze vypocitat podle Rovnice 7, kde toznaci migracni ¢as elektroosmotického

markeru, tye migracni ¢as mikroemulzniho markeru a k” kapacitni faktor [39].

1+k

14+ -L0
tme

Rovnice 7

Distribuéni poméry solutl k" jsou pocitany analogicky jako u MEKC. Migracni ¢as analytl se
prodluzuje s rostoucim distribu¢nim pomérem, ktery je pfimo umérny hydrofobni povaze

molekuly [37, 39].

3.4.3. Ovlivnéni separace MEKC a MEEKC

Na separaci pomoci MEKC maiji vliv rGzné faktory jako napfriklad volba vhodného pH a
koncentrace pufru, pouziti rlznych typl surfaktantl a obsah organickych modifikatora.

V MEEKC hraje roli navic vybér a koncentrace olejové faze a kosurfaktantu [36].

3.4.3.1. Vliv pH pufru
Zvoleni vhodného pH pufru ma vliv na rychlost EOF, stupen ionizace analytl a tim i na

rozdélovani analytl mezi pseudostacionarni a mobilni fazi. Obvykle jsou pouzivany pufry s pH
v rozmezi 7 -9 a nizkou iontovou silou (napf. boratovy a fosfatovy pufr), které pfti vlozeném
napéti generuji vysoky EOF a nizky proud. Vétsina slouéenin je pfi tomto pH ionizovana. P¥ilis
vysoka koncentrace pufru potlacuje EOF a generuje vysoky proud, coZ omezuje velikost

vkladaného napéti [29, 39].

3.4.3.2.  Vliv surfaktantu
Koncentrace a typ surfaktantu ovliviiuje velikost a naboj olejovych kapek mikroemulze,

velikost a smér EOF a parovani iontl. Anionické surfaktanty jako SDS a cholaty tvofi negativné
nabité mikroemulzni kapky, sniZuji povrchové napéti mezi olejovou a vodnou fazi a stabilizuji
mikroemulzi. Se zvySujici koncentraci SDS se zvétSuje hustota negativniho naboje
mikroemulzni kapky, tim se zvysi migracni pohyblivost proti EOF a migracni ¢as se prodlouzi

[36, 40].
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Kationické surfaktanty (napf. CTAB) davaji olejovému jadru pozitivni ndboj. Adhezi monomeru
CTAB na sténu kapildry dochdzi ke zméné naboje stény kapildry a sméru EOF. Proto je potieba
pfi praci s CTAB zménit polaritu napéti. CTAB se pouZiva k potlaceni iontového parovani
kationt(i s SDS. Neionické surfaktanty mohou byt téZ pouZity pro tvorbu mikroemulze,
vytvareji vSak nenabité kapky, které migruji stejnou rychlosti jako EOF, takZe pro separaci
neutralnich molekul nejsou vhodné [28, 36].

Zvysenim koncentrace surfaktantu se zvysi iontova sila pufru, EOF se snizi a prodlouzi se

migracni cas [36].

3.4.3.3. Vliv organického modifikatoru
Organicka rozpoustédla (modifikatory) jsou €asto pridavana k zakladnimu elektrolytu v

MEKC. Vlivem organickych rozpoustédel dochazi ke snizeni hydrofobnich interakci mezi
micelou a rozpoustédlem. Standardné jsou pouzivany metanol, acetonitril nebo isopropanol
[28, 36]. Plisobi také na EOF, rozdélovani analytli mezi olejovou a vodnou fazi a na
elektroforetickou mobilitu nabitych ¢astic. ZlepSuji téz rozliseni mezi jednotlivymi piky.
Pridanim organickych modifikator( se zvysi migracni cas, cozZ je zpUsobeno pravdépodobné

ovlivnénim viskozity elektrolytu a snizenim EOF [1].

3.4.3.4. Vliv kosurfaktantu
Kosurfaktant butan-1-ol je distribuovan na rozhrani olejové a vodné faze. ZvySenim

koncentrace se zvétSuje velikost mikroemulzni kapky, membrana kapky se ztenci a je
flexibilnéjsi pro vstupovani analytl, coz ma vliv na rychlost analyzy. Pfi vysoké koncentraci
vSak muZe butan-1-ol pronikat i do olejového jadra a zpUsobit az rozpad mikroemulzni
struktury [1]. TéZz ma vliv na viskozitu elektrolytu a tim i na rychlost EOF. Se zvysujici se

koncentraci butan-1-olu se zkracuje migracni ¢as neutralnich latek [36]

3.4.3.5. Vlivolejové faze
Bylo zjiSténo, Ze typ olejové faze nema na separaci neutralnich molekul zadsadni vliv. Pro tvorbu

olejové faze jsou pouzivany alkany (napf. hexan, oktan nebo heptan), ale také cyklohexan,

chloroform a dalsi organické latky [39].
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3.4.4. Porovnani MEEKC a MEKC

Na zakladé zavér( pozorovanych pfi aplikacich MEKC/MEEKC bylo konstatovéno, Ze
mikroemulze ma oproti klasickému micelarnimu roztoku vétsi solubiliza¢ni silu pro hydrofilni
i hydrofobni slouc¢eniny. Pfitomnost olejového jaddra zvySuje solubiliza¢ni kapacitu a umoznuje
lepsi rozdéleni analytl. Bylo pozorovano, Ze lipofilni latky jsou separovany lépe pomoci
MEEKC, protoze lipofilni sloueniny se mohou rozdélovat do olejovych kapek mikroemulze
snaze nez do ohrani¢enych micel, Ize ji tedy aplikovat na vétsi rozsah analyt(l. MEEKC také
poskytuje Sirsi Skalu parametrd, které mohou byt optimalizovany, k dosazeni vétsi efektivity a

selektivity [37].
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3.5. Metody pro stanoveni lipofilnich barviv

Stanoveni lipofilnich barviv je provddéno nejcastéji metodou vysokoucinné kapalinové

chromatografie (HPLC) [26, 41-50].

CE metody byly vyvijeny pro separaci Uzce pfibuznych standardd barviv ve smési a barviv
béZné se vyskytujicich ve vybranych potravinach. Jsou pouZivané predevsim pro stanoveni
hydrofilnich barviv obsahujicich karboxy-, sulfo- nebo hydroxy- skupiny. Tyto skupiny tvofri
v zdsaditém prostredi negativné nabité ionty, které jsou idealni pro separaci CE. Je tedy mozné

separovat tato barviva béhem jedné analyzy a v krdtkém case [2, 51].

Praci zbyvajicich se CE stanovenim lipofilnich barviv je jen velmi mdlo. Jsou zaméreny na
separaci a stanoveni Sudan( I-IV pomoci micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC)
[52-54]. Ve viech stanovenich byl jako surfaktant pouzit dodecylsulfat sodny (SDS) a jako
organické rozpoustédlo acetonitril (ACN). Dale byly zakladni roztoky elektrolytl sloZzeny
z bikarbonatového [52, 53] a bordtového pufru [54]. Barviva byla detekovana bud UV
spektrofotometrii [54], nebo hmotnostni spektrometrii (MS) [52, 53]. Metody byly ovéreny

pomoci extrakce barviv ze vzorku chilli kofeni a rajcatové chilli omacky.

Dalsi moZnost stanoveni lipofilnich barviv poskytuje metoda mikroemulzni elektrokinetické
chromatografie (MEEKC). Tato metoda byla s Uspéchem aplikovdna napf. na vitaminy
rozpustné v tucich [1], beta-blokatory [55], steroidni hormony [56] a dalsi lipofilni i hydrofilni

latky. Stanoveni sudanovych barviv touto metodou zatim nebylo popsano.
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4. Experimentalni cast

4.1. Material a pomlcky

4.1.1. Chemikalie
Acetonitril (ACN) - 99,9 %, Sigma Aldrich

Butan- 1-ol - p.a., Lachema,

Destilovana voda - Milli-Q-System (Millipore, Bedford, MA, USA)
Dimethyl sulfoxid (DMSO) - 99,9 %, Sigma Aldrich

Dodecyl sulfat sodny (SDS) - 99 %, Sigma Aldrich

Hydroxid sodny (NaOH) - p.a., Penta

Kyselina fosfore¢nd 85 % - p.a., MERCK

Kyselina chlorovodikova - p.a., Penta

n- hexan - 96%, Riedel de Haen

Tetraboritan sodny dekahydrat - p.a., Sigma Aldrich,
Tetrahydrofuran (THF) - pro HPLC, Sigma Aldrich

4.1.2. Standardy barviv
Methyl Red - p.a., Sigma Aldrich

Para Red - 95 %, Sigma Aldrich

Sudan | - 97 %, Sigma Aldrich

Sudan Il - 90 %, Sigma Aldrich

Sudan Il - 90 %, Sigma Aldrich

Sudan IV - 80 %, Sigma Aldrich

Sudan Orange G - 85 %, Sigma Aldrich
Sudan Red 7B - 95 %, Sigma Aldrich
Sudan Red G - p.a., Sigma Aldrich

4.1.3. Vzorek pro extrakci
Chilli Mojo - smés koreni obsahujici chilli v praskové formé, komercni produkt zakoupeny
v mistnim supermarketu.
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4.1.4. Pristroje

Méreni bylo provedeno na komerénim elektroforetickém systému Agilent CE 7100 Series
(Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) se zabudovanym spektrofotometrickym UV/VIS

detektorem s diodovym polem (DAD).

Ovlddani a vyhodnocovani dat bylo umoZnéno softwarem Agilent ChemStation version

B.04.02.

Analyzy probihaly v nepotaZenych kifemennych 75um kapilarach (Polymicro Technologies,

Phoenix, AZ, USA).

Standardy byly navaZovany na automatickych analytickych vahach Sartorius 2004 MP
(Goettingen, Némecko) a Mettler AE163 (American Instrument Exchange, Inc., Haverhill, MA,

USA).

K homogenizaci a odplyriovani roztokd byla pouzivana ultrazvukova lazen Sonorex Digitec

(Bandelin Electonic, Némecko) a Vortex 3 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Némecko).

Hodnota pH byla mérena pomoci kombinované elektrody pHC2011-P (Hach Lange Sensors,
Francie) s Cislem BCN-8 E16M318, systémem Red Rod a rozsahem méreni od 0 do 14 pH, a pH
metru MeterLab PHM 220 (Radiometer Copenhagen, Francie).

Extrakt byl odstfedovan na centrifuze (Ependorf minispin plus, Hamburk, Némecko).

Roztoky elektrolytl byly filtrovavany pres 0,45um nylonové filtry (Tecknokroma, Barcelona,

Spanélsko).

K pripravé roztokl byly pouZity automatické pipety (Brand, Némecko) s rozsahem 10-100 pl,
100-1000 pl, 1-10 ml, 0,5-5 ml.
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4.2. Podminky méreni

Pokud neni uvedeno jinak, separace probihala pfi napéti 20 kV a teploté 25 °C v kfemenné
kapilare s vnitfnim primeérem 75 um, celkovou délkou 45 cm, efektivni délkou 36,5 cm a Cislem
Sarze AOAHO2A. Za téchto podminek se proud pohyboval okolo 80 pA. Hydrodynamicky
nastfik vzorku trval 6 s pfi tlaku 50 mbar, coZ odpovidalo 2,6 % objemu kapilary. Analyty byly
detekovany VIS spektrometrii pfi vinovych délkdch 400 a 500 nm.

Kapildra byla pred prvnim pouZzitim kondicionovana 3 min metanolem, 15 min 1M NaOH, 5
min vodou, 10 min 0,1M NaOH a 5 min vodou.

Vidy pfed prvni analyzou byla kapilara 10 min proplachovana zdkladnim elektrolytem (BGE).
Mezi jednotlivymi analyzami byla kapildra proplachovana 2 minuty BGE.

Po poslednim méfeni byla kapildra proplachovana 5 min 1M NaOH, 5 min 0,1M NaOH a 5 min

vodou.

4.3. Priprava roztoka
4.3.1. Zasobni roztoky standardu

Priblizné presné navazky standard( barviv Methyl Red, Sudanu Orange G, Sudanu Red 7B,
Sudanu I-1V, Sudan Red G a Para Red byly rozpustény v DMSO tak, aby koncentrace roztoki
odpovidaly priblizné 2 mg/ml (Methyl Red, Sudan Orange G, Sudan Red 7B a Sudan |, Sudan
Red G), 1 mg/ml (Sudanll), 0,5 mg/ml (Sudan Ill, Para Red) a 0,2 mg/ml (Sudan IV). Roztoky
byly uchovavany v digestoti pti pokojové teploté. Pfesné navazky a koncentrace zasobnich

roztokd standard( popisuje Tabulka 2.

Tabulka 2: Presné navadzky a koncentrace standardu

Standardy barviv Navazka standardu (g) Koncentrace (mg/ml)
Sudan | 0,0022 2,200
Sudan 0,0020 1,000
Sudan Il 0,0009 0,450
Sudan Red 7B 0,0022 2,200
Sudan Orange G 0,0019 1,900
Methyl Red 0,0018 1,800
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4.3.2. Pracovni roztok standardu pro optimalizaci

Ze zasobnich roztok( standard( byl pfipraven smésny pracovni roztok. Z kazdého zdsobniho
roztoku byl pipetovan do odmérné bariky uréeny objem tak, aby koncentrace standardi
v pracovnim roztoku odpovidala priblizné koncentraci 20 pg/ml. Objem bariky byl doplnén

pfipravenym BGE po rysku.

Z takto pripraveného smésného roztoku standardd bylo pipetovdano 100 ul do vialky s

inzertem. Pfed mérenim byla vialka odplynéna v ultrazvukové lazni po dobu 5 minut.

4.3.3. Roztoky pro kalibraci

Ze zasobnich roztok( standardl (Tabulka 2) byly ptripraveny smésné pracovni roztoky o 7
rGznych koncentracich (Tabulka 3). Koncentrace standardd ve smésném roztoku byly zvoleny
tak, aby odezvy jednotlivych analytd byly pfiblizné stejné. Nejprve byl pfipraven roztok s
analyty o nejvyssi koncentraci (Roztok 7), dalsi (Roztoky 1-6) pak vZdy naredénim predchoziho
(koncentrovanéjsiho) roztoku slepym roztokem, ktery se skladal z DMSO a BGE v poméru 1 :
4,7. Z kazdého smésného roztoku bylo pipetovano 100 pl do vialky s inzertem. Pfed mérenim

byla vialka zbavena plynu v ultrazvukové lazni po dobu 5 minut.

Tabulka 3: Koncentrace kalibracnich roztoku standardi

Koncentraéni hladiny analytt
Standardy Roztok 1 | Roztok 2 | Roztok 3 | Roztok 4 | Roztok 5 | Roztok 6 | Roztok 7
barviv (ug/ml) | (pg/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (ug/ml)
Sudan | 0,83 1,65 3,3 4,13 8,25 16,5 33
Sudanll 1 2 4 5 10 20 40
Sudan I 0,45 0,9 1,8 2,25 4,5 9 18
S.Red 7B 2,75 5,5 11 13,75 27,5 55 110
S.Orange G 0,475 0,95 1,9 2,38 4,75 9,5 19
Methyl Red 0,9 1,8 3,6 4,5 9 18 36
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4.3.4. Priprava zakladniho elektrolytu (BGE)

4.3.4.1. 30mM fosfatovy pufr

K 20 ml vody bylo pfidano 0,172 ml kyseliny fosfore¢né, a pomoci 1M NaOH bylo upraveno pH
na hodnotu 7,5. Takto pripraveny roztok byl kvantitativné preveden do odmérné bariky o

objemu 100 ml a vodou doplInén po rysku.
4.3.4.2. Mikroemulze

Do 25ml odmérné bariky bylo navazeno 0,3000 g SDS, poté bylo pfidano 0,3 ml n-hexanu, 3,75
ml butan-1-olu a 5 ml acetonitrilu. Objem byl doplnén 30mM fosfatovym pufrem po rysku.
Takto pripraveny roztok byl 10 min v ultrazvukové |azni homogenizovan, az vznikl Ciry roztok
mikroemulze. Konecné sloZzeni mikroemulze je popsano v tabulce (Tabulka 4). Ostatni BGE

pouzivané pri optimalizaci byly pfipravovany stejnym zptsobem.

Tabulka 4: SloZeni mikroemulze ve fosfatovém pufru

Slozeni %

SDS 1,2 (w/v)
n-hexan 1,2 (v/v)
butan-1-ol 15 (v/v)
acetonitril 20 (v/v)

Fosfatovy pufr byl pfipravovan do zasoby a uchovavan pfi pokojové teploté. Konecnd
mikroemulze byla pfipravovana na kazdy den cerstva. Pfipraveny BGE byl filtrovan pres
0,45um nylonovy filtr do vialek. Pfed mérfenim byly vialky zbaveny plynu v ultrazvukové lazni

po dobu 10 minut.

4.3.5. Priprava extraktu

K navazenému vzorku chilli Mojo, ktery byl ve tfence zhomogenizovan, byly pfidany zdsobni
roztoky standardd barviv Sudanu I, Sudanu Il, Sudanu Ill, Methyl Red, Sudanu Red 7B a Sudanu
Orange G rozpusténych v DMSO. Vysledna koncentrace barviv ve vzorku byla pfiblizné 20
ug/ml. Ke vzorku bylo pfiddano DMSO a BGE. Celkovy podil grami vzorku a objemu pfidanych
kapalin byl 1:10, pomér DMSO a BGE ve vzorku byl 1:5. Vzorek byl extrahovan 15 minut
v ultrazvukové lazni. Po extrakci byl vzorek 5 minut centrifugovan pfi 1400 rcf. Poté byl

supernatant odebran a prefiltrovan pres 0,45um nylonovy filtr. Objem byl doplnén roztokem
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BGE a DMSO v poméru 1:5. Z celkového objemu bylo pipetovdno 100 ul do vialky s inzertem.
Vialka byla zbavena plynu 5 minutami v ultrazvukové lazni. Soubézné byl extrahovan i slepy

vzorek, ke kterému byl pfidan misto zdsobniho roztoku standardd pouze DMSO.

37



4.4. Vyhodnoceni a vypocty

Pro optimalni podminky byly vyvhodnoceny parametry vhodnosti systému, kam patfi zdanlivy
pocet teoretickych pater, rozliSeni, faktor symetrie a opakovatelnost nastfiku. V ramci
kvantitativni analyzy byla urcena linearita a rozsah kalibrace, limit detekce (LOD) a limit
kvantifikace (LOQ). Pro vyhodnoceni kalibracni pfimky linedrni regresi a k vypoctim

smérodatné (SD) a relativni smérodatné (RSD) odchylky byl pouZzit program Excel 2007.

4.4.1. Testy vhodnosti systému

Testy zpUsobilosti systému a opakovatelnost byly vyhodnocovany pfti vinovych délkach 500 nm
(Sudan I, Sudan II, Sudan Ill, Sudan Red 7B) a 400 nm (Sudan Orange G a Methyl Red). Hodnoty
byly stanoveny pro roztok ¢. 4 a 5 kalibracni fady (str. 35). K vypoctu byl pouzit vidy pramér z

5 méreni.

Pro vypocet ucinnosti separace (pocet teoretickych pater N) byl pouzit vztah Rovnice 8, kde t,
znadi migracni ¢as analytu a W}, Sifku piku v poloviné jeho vysky [57]. Vypocet byl proveden
automaticky dle metody ,Efficiency Plates per Halfwidth metod” programem Agilent

Chemstation.

1\/—554><[tr]2
=5, T

Rovnice 8

Rozliseni mezi dvéma sousednimi analyty bylo vypocteno podle Rovnice 9, kde tr1 a trz znadi
migracni ¢asy dvou sousednich pikd, Wh1 a Wh2 pak Sitky pikl v poloviné jejich vysky, pro tr1 a
tr2 plati ztah tr1 > tr2 [57]. Hodnota byla vygenerovana dle metody ,Halfwidth” (Agilent

Chemstation).

1,18(tgz — tgr1)
T Wh + Wy

Rovnice 9
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vvvvv

vySky a d vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné
dvacetiné jeho vysky [57]. Hodnota byla ziskana vypoctem dle metody ,,USP Tailing” (Agilent

Chemstation).

Rovnice 10

Pro stanoveni opakovatelnosti analyzy byly vypocteny pridmérné hodnoty, smérodatné

odchylky a relativni smérodatné odchylky migracnich ¢asua a ploch pika.

4.4.2. Linearita, LOD, LOQ a Rozsah

K vyhodnoceni byly pouZity vysledky méreni pfi vinové délce 400 (Sudan Orange G, Methy
Red) a 500 nm (Sudan I-Ill, Sudan Red 7B). K vypoctu byly pouzity priméry z 6 méreni.

Linearita byla stanovena jako zavislost plochy piku na koncentraci standardu, ktera byla
vyhodnocena metodou linearni regrese s pfislusnhou hodnotou spolehlivosti (R?) a rovnici
linedrni regrese (Rovnice 11), kde y odpovida ploSe piku, x koncentraci analytu, a znaci
smérnici pfimky a b je absolutni ¢len rovnice pfimky. Z rovnice pfimky linedrni regrese vychazi

i vypocet LOD a LOQ.

y=ax+b
Rovnice 11

Pro vypocet LOD byl pouZit vztah Rovnice 12, kde SDp znaci smérodatnou odchylku praméru

hodnot b z rovnice pfimky linedrni regrese; ap jsou primérné hodnoty a z rovnice pfimky

evvs

detekovat.

SD,
LOD = 3,3——
ap

Rovnice 12
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LOQ byl vypocten podle vztahu Rovnice 13, kde SDy znacéi smérodatnou odchylku priméru

hodnot b z rovnice pfimky linedrni regrese; ap jsou primérné hodnoty a z rovnice pfimky

vV

SD,
LOQ = 10—
ap
Rovnice 13

Rozsah uddva interval mezi hornim a dolnim bodem koncentrace, ve kterém je zavislost

linearni.
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4.5. Vysledky a diskuze

4.5.1. Optimalizace separacnich podminek

Cilem optimalizace bylo zjisténi vhodnych podminek pro separaci jednotlivych standardd
barviv, pfi kterych se vSechny slozky smési rozdéli a bude moziné jejich kvantitativni a

kvalitativni stanoveni.

Bylo zapotrebi upravit separacni podminky (promyvani, délka kapilary, vlozené napéti, délka

a zpUsob nastfiku), sloZzeni BGE a zpUsob Upravy standard( barviv.

Pro testovani podminek byl vzorek analyzovan vidy ve dvou opakovanich. Méfen byl téz slepy
roztok, ktery obsahoval DMSO a BGE ve stejném poméru jako vzorek. Experimentdlné bylo
zjisténo, Ze vysledky analyz byly opakovatelné, pokud byl roztok BGE pfipravovan kazdy den

cerstvy. Pracovni roztoky standardl byly pfipraveny s taktéz ¢erstvym BGE.

Na zakladé dosavadniho poznani ziskaného resersi literatury [1], kterd se zabyvala MEEKC
stanovenim hydrofilnich a lipofilnich vitaminQ, strukturalné a vlastnostmi podobnymi

lipofilnim barviviim, byly nastaveny nasledujici vychozi podminky.

Jako vychozi BGE byla pouzita mikroemulze, ktera obsahovala 1,2 % SDS (w/v), 1,2 % n-hexanu
(v/v), 21 % butan-1-olu (v/v) a 18 % acetonitrilu (v/v) ve 20mM tetraboritanovém pufru o pH

9,3.

Nejprve byl analyzovan smésny roztok 9 standard( nelegalnich lipofilnich barviv - Sudan | (1
mg/ml), Sudan Il (0,2 mg/ml), Sudan Il (0,2 mg/ml), Sudan IV (0,2 mg/ml), Sudan Red 7B (1
mg/ml), Sudan Orange G (1 mg/ml), Sudan Red G (1 mg/ml), Para Red (0,4 mg/ml) a Methyl

Red (1 mg/ml). Koncentrace vsech analytli ve smésném roztoku byla asi 20 pg/ml.

Separace probihala pfi napéti 20 kV a teploté 25 °C. Hydrodynamicky ndstfik vzorku trval 3 s
pfi tlaku 50 mbar, coz odpovidalo 0,84 % kapilary. Kapilara méla vnitfni primér 75 um,
celkovou délku 56 cm a efektivni délku 47,5 cm. Pfed analyzou byla kapilara kondicionovana

3 minuty vodou a 3 minuty mikroemulzi.
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4.5.1.1. Optimalizace slozeni vzorku

Vzhledem k tomu, Ze podil nevodné organické slozky ve vzorku zasadnim zplsobem ovliviioval
prabéh analyzy a zplsoboval nestabilitu proudu, byl nejprve optimalizovdan pomér organické
slozky a mikroemulze ve vzorku ve smyslu zvySeni podilu vodné slozky pfi zachovani
rozpustnosti analytl. Byly pfipraveny zdsobni roztoky standard(i v DMSO o koncentraci 2

mg/ml.

Méné rozpustné analyty Sudanu I, Sudanu Ill, Para Red a Sudanu IV byly pfipraveny v
koncentracich 1 mg/ml (Sudan Il), 0,5 mg/ml (Sudan 1ll a Para Red) a 0,2 (Sudan IV). Pro

porovndni byly pfipraveny také zasobni roztoky standard( rozpusténé v BGE (Tabulka 5).

Analyza 9 standard( rozpusténych v roztoku BGE sice vykazovala v neoptimalizovaném BGE 4
symetrické intenzivni piky (Obr. 18), pfi delSim uchovani vSak dochdazelo ke zpétnému
vysrazeni standard( ze zasobnich roztok(l. Zasobni roztoky by tedy musely byt pfipravovany
kazdy den cerstvé, proto bylo od této ptipravy upusténo a dale se pracovalo pouze se

zasobnim roztokem standard( rozpusténych v DMSO, ktery byl v ¢ase potifeby redén BGE.

Tabulka 5: Koncentrace zdsobnich roztoku standardi

Standardy Koncentrace standard Koncentrace standard(
v BGE (mg/ml) v DMSO (mg/ml)
Methyl Red 2 2
Sudan Orange G 2 5
Sudan Red 7B 2 5
Sudan | 2 2
Sudan I 0,2 1
Sudan Il 0,2 05
Sudan Red G 2 5
Para Red 0,4 05
Sudan IV 0,2 0,2

42



mAU 1
16
141 2
12°
107 3

Obr. 18: Elektroferogram analyzy standardi rozpusténych v BGE

Experimentdlni podminky: kapildra - vnitini primér 75 um, celkovd délka 56 cm; efektivni délka 47,5
cm; ndstfik - 3 s, tlak 50 mbar; napéti 20 kV; detekce pri A=500 nm; BGE - SDS 1,2 %, n-hexan 1,2 %,
butan-1-ol 21 %, ACN 18 %, 20mM; tetraboritanovy pufr (pH=9,3); vzorek - smés barviv ¢ =20 ug/ml!

Identifikace: 1-4 - nerozdélené standardy.

4.5.1.2. Optimalizace pH tetraboritanového pufru

Zména pH mlze zdsadnim zplsobem ovlivnit ionizaci analytll a nasledné i migraci
v elektrickém poli (viz str. 28) .

Rozmezi pH tetraboritanového pufru (pKa 9,2) bylo optimalizovano v rozsahu od 8 do 10,5.
Stanoveni bylo provedeno u hodnot pH 8; 8,5; 9; 9,5; 10; 10,5. Tetraboritanovy pufr byl
upravovan 1M NaOH a 1M HCI.

Zména pH tetraboritanového pufru neméla na separaci standardd zasadni vliv. Zmény
v migracnich ¢asech analytl byly nepatrné, coz koreluje s tim, Ze vétSina standardl je v
testovaném rozmezi pH neutralni (Obr. 3 - Obr. 11, str. 14 - 17).

Vzhledem k neulspésné separaci byl pro dalsi zkoumani tetraboritanovy pufr nahrazen 30mM
fosfatovym pufrem o pH 7.

Ukazalo se, Ze prvni 4 analyty migruji velmi blizko u sebe a jejich rozdéleni bylo predmétem

dalsi optimalizace.
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Obr. 19: Elektroferogram analyzy standardd barviv s fosfatovym pufrem v BGE

Experimentdlni podminky: kapildra- vnitini primér 75 um, celkovad délka 56 cm; efektivni délka 47,5
cm; ndstrik - 3 s, tlak 50 mbar; napéti 20 kV; detekce pri A=500 nm; BGE - SDS 1,2 %, n-hexan 1,2 %,
butan-1-ol 21 %, ACN 18 %, 30mM fosfdtovy pufr o pH=7; vzorek - smés standarddi ¢ =20 ug/ml
Identifikace: 1+2 - komigrace Sudan | a Sudan Red G; 3 - Sudan Il; 4 - Sudan lll; 5 - Sudan Red 7B;
6 - Sudan Orange G; 7 - Methyl Red

4.5.1.3. Identifikace standardt, spektra

Cilem identifikace bylo stanovit poradi migrace jednotlivych standarda.
Identifikace analyti byla provedena porovnanim zdznamd smésného roztoku standard( o
¢ = 20 pg/ml a paralelnim mérenim stejného roztoku s pfidavkem standardu. Pofadi migrace

uvadi Tabulka 6.

Tabulka 6: Pofadi migrace standardi

Poradi 1 2 3 4 5 6
migrace
Sudan | + S. Orange Methyl
Standardy S Red G Sudan I Sudan lll | S.Red 7B G Red

Pfiidentifikaci se ukazalo, Ze analyty Sudan Red G a Sudan | migruji soucasné. Para Red a Sudan
IV se nepodatilo ve smési identifikovat. To mohlo byt zpisobeno jejich vysokou lipofilitou a

Spatnou rozpustnosti. Vzhledem k témto poznatklm byly Sudan IV a Para Red z analyzy
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vypustény. Zjisténi podminek pro Uplné rozdéleni viech 9 slozek smési mlze byt predmétem

dalsiho zkoumani.

Také byly provedeny samostatné nastfiky identifikovanych standard(, ze kterych byly ziskany
absorpéni spektra a prislusna maxima. Mérenim bylo zjisténo, Ze Sudan | absorboval pfi vinové
délce 228 a 490 nm, Sudan Il 230 a 498 nm, Sudan Ill 230 a 498 nm, Sudan Red 7B 250 a 498
nm, Sudan Orange G 430 nm, Methyl Red 264 a 414 nm. Pokud neni uvedeno jinak, byly
standardy Sudan | - lll, Sudan Red G a Sudan Red 7B vyhodnocovany pfi vinové délce 500 nm,

a Sudan Orange G a Methyl Red pfi vinové délce 400 nm.

4.5.1.4. Optimalizace pH fosfatového pufru

Cilem méreni bylo zjistit zavislost migracnich ¢ast standard( na pH fosfatového pufru a zvolit
pH, pfi kterém budou mit standardy rozliseni vétsi nez 1,5 [57].

Rozmezi pH fosfatového pufru (pKa 7,2) bylo optimalizovano v rozsahu od 6 do 8. Stanoveni
bylo provedeno u pufrus pH 6; 6,5; 7; 7,5 a 8.

U BGE s pH fosfatového pufru 6 nebylo mozné stanovit posledni 2 analyty, protoZze nedoslo

k jejich rozdéleni. Ostatni vysledky shrnuje Tabulka 7.

Tabulka 7: Migracni ¢asy analytt odpovidajici BGE s uvedenym pH fosfdtového pufru; N - nedostupné
vysledky

Migracni ¢as (min) .

Sudan | + S. Red Methyl R,s mez!

oH S Red G Sudan Il | Sudan Il 78 S. Orange G Red piky 1-4
6 16,3 17,2 17,8 18,0 N N 0,61-1,17
6,5 15,3 15,9 16,7 N 16,2 25,0 1,31-2,25
7 14,9 15,4 15,7 15,9 17,8 25,8 0,74-1,25
7,5 14,2 14,7 15,0 15,4 20,7 25,1 0,79-1,25
8 14,3 14,7 15,0 15,3 23,5 25,0 0,69-1,21

vrve

nizkou koncentraci ionizované formy. Nejvétsi vliv méla zména pH pravé na Sudan Orage G.
Migracni ¢as tohoto standardu se se zvysujicim pH prodluzoval. Toto chovani odpovida ionizaci
Sudanu Orange G ve stanovovaném pH (viz Obr. 9, str. 16). Ostatni analyty zGstavaji v celé

Skale pH nenabité a zména pH na né neméla velky vliv, uplatfoval se zde pouze MEEKC princip.
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Jejich migracni ¢asy a s nimi souvisejici rozliseni se pfilis nezménily (Graf 1). Rozliseni prvnich
4 pik(l se pohybovalo od 0,6 do 1,3 (Tabulka 7). Jako optimalni bylo zvoleno pH fosfatového
pufru 7,5 (Obr. 20). Pfi tomto pH bylo ¢astecné rozdéleno 6 standardll z 9 a rozliSeni prvnich

4 pika bylo nejvétsi (0,79 - 1,29).

28,00 -
26,00 -
24,00 -
.g 22,00 - =#—Sudan | +S. Red G
:g 20,00 - Sudan Il
Z§ 18,00 - —de—Sudan Ill
.§° 16,00 - \ =>=S. Red 7B
14,00 - e — =8—S. Orange G
12,00 - Methyl Red
10,00 T T T T T T )
5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5

pH fosfatového pufru

Graf 1: Zavislost migracnich ¢asl analyt( na pH fosfatového pufru
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Obr. 20: Elektroferogram analyzy standardu barviv pfi optimdlnim pH fosfatového pufru
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Experimentdlni podminky: kapildra- vnitini prdmeér 75 um, celkovd délka 56 cm; efektivni délka 47,5
cm; ndstrik - 3 s, tlak 50 mbar; napéti 20 kV; detekce pfi A=500 nm; BGE - SDS 1,2%, n-hexan 1,2%,
butan-1-ol 21%, ACN 18%, 30mM fosfatovy pufr o pH=7,5; vzorek - smés standardii c = 20 ug/ml
Identifikace: 1+2 - komigrace Sudan | a Sudan Red G; 3 - Sudan Il; 4 - Sudan Ill; 5 - Sudan Red 7B; 6 -
Sudan Orange G; 7 - Methyl Red

4.5.1.5. Optimalizace koncentrace SDS

SDS je anionicky surfaktant, ktery ma vliv na stabilitu mikroemulze a uUcinnost separace
MEEKC. Ovliviiuje naboj a velikost mikroemulzni kapky, velikost a smér elektroosmotického
toku (EOF) a uroven iontového parovani s nabitymi ¢asticemi [36].

Pokud dojde k interakci nenabitych ¢astic s micelami, migraéni ¢asy micel se prodlouzi [28].
Cilem méfeni bylo zjistit vliv koncentrace SDS v BGE na kvalitu separace a zvolit optimalni
koncentraci. Rozmezi zkousenych hodnot se pohybovalo od 0,7 % do 3,3 % (w/v). Byly
analyzovany koncentrace SDS0,7; 1; 1,1; 1,2; 1,3 a 1,4 % (w/v).

Byla stanovena zavislost migracnich ¢ast standardd na koncentraci SDS v BGE (Graf 2).

Vysledky méreni jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 8).

Tabulka 8: Migracni ¢asy analyti odpovidajici BGE s uvedenou koncentraci SDS

Migracni ¢asy analyt (min) Rs mezi
';gr;c;n(t\;j\c/‘; s;(:{aer; 'g Sudan Il | Sudan Il | S.Red 7B |S. Orange G M;;ZV' piky 1-4
0,7 11,2 11,5 11,7 11,8 15,3 188 |0,36-0,83
1 12,9 13,3 13,6 13,9 17,7 22,3 |067-1,14
1,1 14,0 14,5 14,8 15,2 19,4 251 | 0,60-1,06
1,2 15,0 15,5 15,8 16,3 20,5 27,2 |0,66-1,14
1,3 15,5 16,1 16,5 16,9 21,1 283 |0,71-1,19
1,4 16,6 17,3 17,7 18,2 21,0 27,4 |067-1,23

47




w
o
)

28 -
26 -
< 24 -
E =¢=—"Sudan | + Sudan Red G
- 22 -
a Sudan Il
220 A
S =>=S5. Red 7B
© 18 -
.20 ==3e=S. Orange G
S 16 -
14 | Methyl Red
12 - A Sudanlil
10 T T T T 1
0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Koncetrace SDS % (w/v)
Graf 2: Zavislost migracnich ¢ast analyti na koncentraci SDS v BGE

Se zvysujici se koncentraci SDS se prodluZovaly migracni ¢asy standard(, coZz odpovida
teoretickym predpokladiim. Koncentrace SDS neméla na rozliSeni analytl v testovaném
rozsahu zdsadni vliv. Koncentrace SDS 1,2 % (w/v) byla zvolena jako kompromis mezi

rozliSenim a dobou analyzy.

4.5.1.6. Optimalizace koncentrace butan-1-olu.

Kosurfaktant butan-1-ol stabilizuje mikroemulzi tim, Ze sniZuje povrchové napéti mezi

olejovou a vodnou fazi. Ovliviuje viskozitu elektrolytu a tim i rychlost EOF [36].

Cilem méreni bylo zlepsit rozliseni standardu.

Koncentrace butan-1-olu byla optimalizovana v rozmezi od 10 % do 23 % (v/v). Méfeny byly
koncentrace 10; 15; 19; 20; 21; 22 a 23 % (v/v). Analyza 10% (v/v) butan-1-olu v BGE nebyla
hodnocena, z diivodu zmény poradi migrace a detekce analytd. Vysledky méreni jsou uvedeny

v tabulce (Tabulka 9)
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Tabulka 9: Migracnich ¢asy analyti odpovidajici BGE s uvedenou koncentraci butan-1-olu, N -

nedostupné vysledky

Migracni ¢as (min) R mezi
Ez?::-nlt.ﬁe% Sudanl+ | ¢ \qan 1l [Sudan iil| 5. Red 78 | > Orange| Methyl | piky 1-4
S.Red G G Red
(v/v)
10 N N N N N N N
15 13,0 13,7 14,2 14,7 16,1 18,2 1,43-1,48
19 12,5 13,0 13,3 13,7 19,3 19,3 1,12-1,48
20 13,1 13,5 13,8 14,2 17,1 21,2 1,04-1,48
21 12,9 13,4 13,6 13,9 16,9 20,8 1,01-1,30
22 12,5 12,8 13,0 13,2 14,4 16,7 0,53-1,06
23 13,3 13,7 13,8 14,1 17,4 17,5 | 0,46-0,94
22,0 -
20,0 -
'g 18,0 - —¢=—Sudan | +S. Red G
E . Sudan |l
X° 16,0 - -
o ==fe=Sudan Ill
-é’ 14,0 - :M/ —8—5. Red 7B
~— _N =#=S. Orange G
12,0 - Methyl Red
10,0 . . . . . . . . . .

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Koncentrace 1-butanolu % (v/v)

Graf 3: Zavislost migracnich ¢ast analyti na koncentraci butan-1-olu v BGE

Vliv koncentrace butan-1-olu na separaci standard(i popisuje Graf 3.

Se stoupajici koncentraci butan-1-olu se zvétSuje velikost mikroemulzni kapky, membrana

kapky se ztenci a pronikani analytl do olejového jadra a zpét je snadnéjsi. Pfi vyssich

koncentraci vSak dochazi i k pronikani butan-1-olu a miZe dojit az k rozpadu mikroemulzni

struktury [1].

Analyzou bylo zjiSténo, Ze koncentrace butan-1-olu méla zdsadni vliv na rozdéleni standardu.

Rozliseni jednotlivych pikd se zhorSovalo se vzristajicim podilem butan-1-olu v BGE. Jako
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optimalni byla zvolena koncentrace butan-1-olu 15 % (v/v) - Obr. 21, pti které bylo rozliseni

prvnich 4 pikl nejvétsi (1,43 - 1,48).

mAU

1+2
15,

10

EOF
-10 . \ 6

LN I O B B N A B B N B B LI —— LI S — |

T L B L
2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5 min

7

Obr. 21: Elektroferogram analyzy barviv pfi optimdlIni koncentraci butan-1-olu v BGE

Experimentdlni podminky: kapildra- vnitini primér 75 um, celkovad délka 56 cm; efektivni délka 47,5
cm; ndstrik - 3 s, tlak 50 mbar; napéti 20 kV; detekce pri A=500 nm; BGE - SDS 1,2%, n-hexan 1,2%,
butan-1-ol 15%, ACN 18%, 30mM fosfdtovy pufr o pH=7,5; vzorek - smés barviv ¢ = 20 ug/ml!
Identifikace: 1+2 - komigrace Sudan | a Sudan Red G; 3 - Sudan II; 4 - Sudan Il; 5 - Sudan Red 7B; 6 -
Sudan Orange G; 7 - Methyl Red

4.5.1.7. Optimalizace koncentrace acetonitrilu (ACN)

Organické rozpoustédlo pridané k mikroemulzi ma vliv na EOF, rozdéleni analytll mezi
olejovou a vodnou fazi a zlepsuje rozliSeni analyt(. Pfidanim organického rozpoustédla se
prodlouzi migracni cas, coz je zplsobeno pravdépodobné tim, Ze ovliviiuje elektrolytickou
viskozitu a zpomaluje EOF [1]. Pfidanim organického rozpoustédla se také snizi hydrofobni

interakce mezi micelou a rozpoustédlem [28].

Cilem méreni bylo zjistit zavislost migracnich ¢ast standard( na koncentraci ACN v BGE a zvolit

koncentraci, pfi které bude rozliseni jednotlivych pik( nejlepsi.
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Koncentrace ACN byla optimalizovana v rozmezi od 10 % do 30 % (v/v). Byly analyzovany

koncentrace 10; 15; 20; 25 a 30 % (v/v). Vysledky jsou popsany v tabulce (Tabulka 10).

Tabulka 10: Migracni ¢asy analyt odpovidajici BGE o prislusné koncentraci ACN , N - nedostupné
vysledky

Migracni ¢as (min) .
Koncentrace | Sudan |+ S.Orange | Methyl Rs mez
Il 11| S.Red 7B | ™~ iky 1-4
ACN % (v/v) | s.Red G | Sudanll|Sudanlil}s. Red G Red Py

10 12,94 13,40 13,63 13,88 14,51 N 0,77-1,17
15 12,97 13,63 14,09 14,55 15,30 16,66 1,43-1-64
20 14,58 15,57 16,38 17,32 20,42 23,60 1,86-2,80
25 14,94 15,93 16,78 17,84 24,73 30,30 2,00-2,75
30 15,24 16,12 16,87 17,90 31,33 N 1,95-2,30
35 +
30 -

c

E 25 =¢=—Sudan | +S. Red G

>§ Sudan Il

'S

’;;i 20 - e=fe=Sudan IlI

s ® o —8—5.Red 7B
15 - ==3=S. Orange G

v_/ Methyl Red
10 T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35

Koncentrace Acn % (v/v)

Graf 4: Zavislost migracnich ¢as analyti na koncentraci ACN v BGE

Se zvysujici koncentraci se prodluzovaly migracni ¢asy analytl (Graf 4), nejvice byly ovlivnény
analyty migrujici jako posledni (Sudan Orange G a Methyl Red). Pfi koncentraci 30 % (v/v) byl
migracni ¢as posledniho analytu vétsi nez 35 min, tedy delSi nez nastaveny cas analyzy.

Rozliseni mezi piky se zvySovalo s koncentraci ACN.

Pti koncentraci nad 20 % (v/v) se ¢as analyzy zbytec¢né prodluzoval. U BGE s 15 % ACN byla sice
analyza casové méné narocna, avsak rozliSeni mezi analyty bylo niz$i a pfi stanoveni ve

sloZitéjsi matrici (napf. v potravinach) by se nemusely piky dostatecné rozdélit. Pti koncentraci
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20 % (v/v) bylo rozliseni pik(l dostacujici a ¢as analyzy do 25 minut, proto byla zvolena tato

koncentrace jako optimalni (Obr. 22).
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Obr. 22: Elektroferogram analyzy barviv pfi optimdini koncentraci ACN v BGE

T T T

Experimentdlni podminky: kapildra- vnitini pramér 75 um, celkovd délka 56 cm; efektivni délka 47,5
cm; ndstfik - 3 s, tlak 50 mbar; napéti 20 kV; detekce pfi A = 500 nm; BGE - SDS 1,2%, n-hexan 1,2 %,
butan-1-ol 15 %, ACN 20 %, 30mM fosfdtovy pufr o pH=7,5; vzorek - smés barviv c = 20 ug/ml
Identifikace: 1+2 - komigrace Sudan | a Sudan Red G; 3 - Sudan II; 4 - Sudan IIl; 5 - Sudan Red 7B; 6 -
Sudan Orange G; 7 - Methyl Red

4.5.1.8. Optimalizace n-hexanu v BGE

Na zakladé dosazenych vysledkl a poznatkd popsanych autory publikace [1] vyplyva, Ze typ a
koncentrace olejové faze nemad na analyzu vyznamny vliv. V této studii byl pouzit n-hexan s

konstantni koncentraci 1,2 % (v/v).
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4.5.1.9. Optimalizace délky kapilary

Cilem zmény efektivni délky kapilary bylo zkraceni doby analyzy pfi zachovani ucinnosti

separace.

Délka analyzy m{ze byt ovlivnéna nékolika faktory. Jednim z faktoru je zpUsob néstfiku vzorku
a vkladané napéti. Pti nastfiku vzorku na ,kratky konec” kapilary a vlozeném napéti -30 kV se
zkratila doba analyzy asi 10x, to mélo ovSsem negativni vliv na rozliSeni pik(l. Pfi vloZeném
napéti - 20 a -15 kV se Casy analyz zkratily 6x - 5x a doslo k ¢aste¢nému rozliseni, které ale

nedosahovalo poZadovanych parametr(.

Pti nasttiku na , dlouhy konec” a vloZzeném napéti 20 kV byla primérna délka analyzy okolo 25
minut. S vloZzenym napétim 30 kV se analyza zrychlila asi 2x a analyty zUstaly rozdélené na
zakladni linii. Se zvySenim napéti se vSak zvysil i generovany proud, ktery dosahoval hodnot az
130 pA a byl velmi nestdly. Pfi vysokém proudu by mohlo dochazet k rozkladu analyt(, proto

byl tento postup zamitnut.

Dalsi mozZnosti bylo zkraceni kapilary. Plvodni celkova délka kapilary 56 cm byla postupné
zkracena na 45 cm. Nastfik vzorku byl proveden na , dlouhy konec” a analyza probihala pfi
napéti 20 kV. Proud se pohyboval okolo 80 pA. Doba trvani analyzy byla okolo 11 minut a

rozliSeni analytl bylo vétsi nez 1,5. Toto fesSeni bylo zvoleno jako optimalni.
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4.5.2. Optimalni podminky

Optimalizaci byly definovany nasledujici podminky analyzy. Celkova délka kapilary byla
upravena na 45 cm (tzn. 36,5 cm efektivni délky). Standardy byly pfipravovany rozpusténim

v DMSO a naslednym rfedénim BGE. Vysledny roztok BGE v 30mM fosfatovém pufru o pH 7,5
byl sloZzen z 1,2 % (w/v) SDS, 1,2 % (v/v) n-hexanu, 15 % (v/v) butan-1-olu a 20 % (v/v) ACN.
Celkovy ¢as analyzy byl mensi nez 12 minut. Pfi téchto podminkdach doslo k rozdéleni 6 barviv

- Sudanu |, Sudanu Il. Sudanu lll, Sudanu Red 7B, Sudanu Orange G a Methyl Red (Obr. 23).
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Obr. 23: Elektroferogram analyzy standardd barviv pri optimdlnich podminkdch

Experimentdlni podminky: kapildra- vnitini primér 75 um, celkovad délka 45 cm; efektivni délka 36,5
cm; ndstrik - 6 s, tlak 50 mbar; napéti 20 kV; detekce pfi A=500 nm; BGE - SDS 1,2%, n-hexan 1,2%,
butan-1-ol 15%, ACN 20%, 30mM fosfdtovy pufr o pH=7,5
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4.5.3. Charakterizace metody

Pro validaci byly pouzity standardy 6 barviv, které se podaftilo ze smési rozdélit, a to: Sudan |,
Sudan II, Sudan lll, Sudan Red 7B, Sudan Orange G a Methyl Red (Obr. 23). Z téchto standardu
byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky v 7 rGznych koncentracich. Postup pfipravy je popsan
v kapitole 4.3.3. str. 35. Kazdy roztok byl méfen v 6 opakovanich za optimalizovanych

podminek.

Vysledky méreni byly pouZity k vyhodnoceni zpUsobilosti systému, linearity, rozsahu, limitu
detekce, limitu stanovitelnosti. Rovnice a zplsob vyhodnoceni jsou uvedeny v kapitole 4.4. na

str. 38.

4.5.3.1. Testy vhodnosti systému (SST)
Ucinnost separace, rozliseni, faktor symetrie jsou Iékopisné parametry [57]. Pro srovnani jsou

uvedeny i kritéria validace pro HPLC vydané FDA (Food and Drug Administration) [59].

Ucinnost separace (pocet teoretickych pater N)

Cesky lékopis (CL 2009) udava limit G€innosti separace vy33i nez 2000, co? odpovida i kritériim

FDA.

Tabulka 11: Vyhodnoceni ucinnosti separace pro stfedni koncentracni hladinu (roztok 4)

Analyt N (n=5)
Sudan | 20885
Sudan Il 18632
Sudan I 17565
Sudan Red 7B 16105
Sudan Orange G 9424

Methyl Red 6085

U¢innost se pohybovala od 6017 (Methyl Red) do 20885 (Sudan |) viz Tabulka 11. Viechny

vysledky odpovidaji normé.
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Rozliseni (Rs)

CL 2009 udéva hodnotu rozlieni vétsi ne? 1,5, podle FDA musi byt hodnota vy3si nebo rovno 2.

Tabulka 12: Vyhodnoceni rozliSeni pro stfedni koncentracni hladinu (roztok 4)

Analyty Rs (n=5)
Sudan | / Sudan Il 1,99
Sudanll / Sudan IlI 1,50
Sudan IIl / Sudan Red 7B 1,73
Sudan Red 7B /Sudan Orange G 7,48
Sudan Orange G / Methyl Red 2,22

Rozlideni se pohybovalo od 1,50 do 7,48 viz Tabulka 12. Ceskému |ékopisu vyhovuji véechny

standardy, FDA pouze 2.

Faktor symetrie (As)

CL 2009 udava rozmezi faktoru symetrie od 0,8 - 1,5, FDA vétsi ne? 2.

Tabulka 13: Vyhodnoceni faktoru symetrie pro stfedni koncentraéni hladinu (roztok 4)

Analyt As (n=5)
Sudan | 0,83
Sudan Il 0,83
Sudan Il 0,81
Sudan Red 7B 0,81
Sudan Orange G 0,79
Methyl Red 0,99

Faktor symetrie se pohyboval od 0,79 do 0,99 (viz Tabulka 13), coi vyhovuje pozadavkim CL.
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Opakovatelnost migracnich ¢asu a ploch pikd

Relativni smérodatna odchylka by pro HPLC neméla byt vy$$i nez 1% (CL 2009). Pro CE je
stanoven limit do 3 % podle Amerického lékopisu (USP 2009) [60].

Tabulka 14: Vyhodnoceni opakovatelnosti migracnich ¢ast pro stredni koncentracni hladinu (roztok 5)

Analyt “(/'r:qgi;a)c(?]':sa)s SD RSD (%)
Sudan | 7,66 0,03 0,35
Sudan I 8,08 0,03 0,34
Sudan Il 8,42 0,03 0,35
Sudan Red 7B 8,85 0,04 0,40
Sudan Orange G 10,13 0,09 0,91
Methyl Red 11,04 0,09 0,81

Tabulka 15: Vyhodnoceni opakovatelnosti ploch pikii pro stfedni koncentracni hladinu (roztok 5)

Analyt Plocha pik{ (n=5) SD RSD (%)
Sudan | 36,70 0,69 1,89
Sudan I 49,10 0,83 1,70
Sudan Il 45,14 0,80 1,77
Sudan Red 7B 43,26 0,90 2,09
Sudan Orange G 42,14 1,14 2,71
Methyl Red 90,10 1,21 1,34

U opakovatelnosti migracnich ¢ast se RSD pohybovala v rozmezi od 0,35 - 0,91 %, cozZ vyhovuje
pozadovanym kritériim.

U opakovatelnosti ploch pikl byla RSD od 1,34 do 2,71 %, takie opakovatelnost analyzy
vyhovuje pozadavkdm USP 2009.

4.5.3.2. Kvantitativni analyza

Hodnoty pro stanoveni linearity jsou uvedeny v tabulkach (Tabulka 16 - 21), sestavené
pfimky linearni regrese pro jednotlivé analyty jsou zobrazeny v grafech (Graf 5 - 10).
Vysledky vyhodnoceni linearity, rozsahu, limitu detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) pro

jednotlivé analyty jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 22).
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Sudan |

Tabulka 16 Vyhodnoceni linearity - Sudan |

Koncentrace (pg/ml) 3,3 4,13 8,25 16,5 33
Priimérna plocha piku 11,88 16,82 36,70 75,20 145,05
160,00
140,00 P
120,00
g=_=’ 100,00
> 80,00
£ A
2 60,00
40,00 /////,,
20,00
("
0,00
0 5 10 15 20 25 30 35
Koncentrace (ug/ml)
Graf 5: Linedrni regrese - Sudan |
Sudan Il
Tabulka 17: Vyhodnoceni linearity Sudan Il
Koncentrace (ug/ml) 1 2 4 5 10 20 40
Primérna plocha piku 4,03 | 8,80 | 15,67 | 22,92 | 49,10 | 100,65 | 195,27
250,00
200,00 /
5 150,00
=
Q
2
§ 100,00 /
-8
50,00 "/ﬁ“/////;
0,00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Koncentrace (ug/ml)

Graf 6: Linedrni regrese - Sudan Il
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Sudan Il

Tabulka 18: Vyhodnoceni linearity - Sudan Il

Koncentrace (pg/ml) 0,9 1,8 2,25 4,5 9 18

Priimérna plocha piku 7,95 14,30 21,03 45,14 92,13 180,40

200,00
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0,00

L 4

Plocha piku

0 5 10 15 20
Koncentrace (ug/ml)

Graf 7: Linedrni regrese - Sudan Ill

Sudan Red 7B

Tabulka 19: Vyhodnoceni linearity - Suda Red 7B

Koncentrace (ug/ml)

5,5

11 13,75

27,5

55

110

Primérna plocha piku

8,17

13,52 20,03

43,26

88,95

171,47
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Graf 8: Linedrni regrese - Sudan Red 7B
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Sudan Orange G

Tabulka 20: Vyhodnoceni linearity - Sudan Orange G

Koncentrace (pg/ml)

1,9

2,38

4,75

9,5

19

Prdmérna plocha piku

11,94

19,92

42,14

84,88

169,80
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Graf 9: Linedrni regrese Sudan Orange G

Methyl Red

Tabulka 21: Vyhodnoceni linearity - Methyl Red

Koncentrace (ug/ml)

1,8

3,6

4,5

18

36

Primérna plocha piku

16,72

26,08

42,55

90,10

182,75

379,63
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Graf 10: Linedrni regrese - Methyl Red
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Tabulka 22: Vyhodnoceni linearity, rozsahu, LOD a LOQ

Analyty Rozsah LOD/LOQ Rovnice pfimky Hodnota
(ug/ml) (ug/ml) linedrni regrese spolehlivosti R?
Sudan | 3,3-33,0 0,92/2,79 y =4,4685x - 1,1174 0,9990
Sudan I 1,0-40,0 0,33/1,01 y =4,9515x - 1,3696 0,9993
Sudan Il 0,9-18,0 0,19/0,57 y =10,1767x - 1,6655 0,9994
Sudan Red 7B 5,5-110,0 1,27/3,86 y=1,5832x-1,2108 0,9990
Sudan Orange G 1,9-19,0 0,51/1,55 y=9,1155x - 2,6859 0,9993
Methyl Red 1,8-36,0 0,53/1,60 y = 10,7054x - 7,0990 0,9994

Kalibrac¢ni zavislost byla u vSech analytu linedrni, s hodnotou korelaéniho koeficientu > 0,9990.
Rozsah koncentraci byl od 0,90 pug/ml (Sudan Ill) do 110 ug/ml (Sudan Red 7B), nejnizsi LOD a
LOQ byl stanoven pro Sudan Il (0,19 pg/ml a 0,57 pg/ml). Naopak nejvy3si LOD a LOQ byl

evvs

ug/ml a 3,86 pug/ml). Ostatni hodnoty jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 22).
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4.5.4. Predbéina studie aplikace metody na realny vzorek

Pro ovéreni metody analyzy v praxi byla na zakladé reSerSe ¢lanku [41] provedena extrakce
barviv ze vzorku chilli Mojo. Vysledna pfiprava vzorku je popsana v kapitole 4.3.5. na str. 36.
Neni-li uvedeno jinak, analyzy probihaly za validovanych podminek. Jako rozpoustédla byly

pouZity BGE, DMSO, DMSO/BGE v poméru 1:5 a tetrahydrofuran (THF).

Extrakt v BGE Sel jen velmi Spatné prefiltrovat pfes 0,2um PTFE filtr (Econofilter, Agilent
Technologies, Némecko), za danych podminek nebylo moZné ziskat cely objem extraktu.
PouZzitim THF jako rozpoustédla se filtrace sice zlepSila a snizilo se i mnoZstvi balastnich latek
ve filtratu, avSak nepodafilo se jeho Uplné odpareni. THF neni doporuceno pouzivat s CE
Agilent, a téz kvlli zachovani odpovidajiciho podilu vodné faze, nebylo mozné vzorek pro
analyzu pouzit. U DMSO se tézZ objevil problém s odpatrenim a naslednym rozpusténim v BGE,
a proto musel byt kvali zachovani nizkého podilu organiky extrakt nafedén BGE 1:5. Pro dalsi
analyzu byl potom pouZit extrakt vzorku v DMSO/BGE v poméru 1:5, kde odpada faze
odparovani. Pro ¢astecné zlepseni vytéznosti byl vzorek po extrakci v ultrazvukové lazni 5
minut centrifugovan pfi 14,5 x 1000 otackach za minutu a poté filtrovan pres 0,45um nylonovy

filtr.

Do BGE nebyla extrahovana jen barviva, ale i mnoho balastnich latek. Standardy barviv bylo
mozné rozeznat jen velmi Spatné. Pfi analyze extraktu v DMSO (a nasledném zfedéni BGE) byly
detekovany pouze 4 barviva - Sudan |, Sudan Il, Sudan Il a Sudan Red 7B. Migracni ¢as Sudanu
Orange G a Methyl Red byl delsi nez nastaveny cas pfi analyze, byly vSak detekovany pfi
nastriku vzorku na kratky konec kapilary. Pfi analyze extraktu DMSO/BGE se pomér balastu
oproti extrakci do samotného DMSO zvysil, zlepsila se ale standardnost pripravy. Podafilo se
detekovat 5 standard( z 6, migracni ¢as posledniho standardu byl delSi nez nastaveny cas

analyzy (Obr. 24). Analyzu se nepodafilo reprodukovat.

Ovéreni metody v praxi, celkova Uprava vzorku a extrakce by méla byt predmétem dalsSiho

zkoumani.
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Obr. 24: Elektroferogram analyzy standardt barviv v matrici, extrakce do DMSO/BGE - 1:5
Experimentdlni podminky: kapildra- vnitini pramér 75 um, celkovd délka 45 cm; efektivni délka 36,5
cm; ndstrik - 6 s, tlak 50 mbar; napéti 20 kV; detekce pfi A=500 nm.

BGE: SDS 1,2 %, n-hexan 1,2 %, butan-1-ol 15 %, ACN 20 %, 30mM fosfdatovy pufr o pH=7,5.
Identifikace: 1 - Sudan I; 2 - Sudan II; 3 - Sudan Il; 4 - Sudan Red 7B; 5 - Sudan Orange G

4,5.4.1. Prekoncentrace vzorku

Jedna z mozZnych cest pro extrakci sudanovych barviv z matrice mlze byt sweeping (nameteni).
Jedna se o on-line prekoncentracni techniku. Metodu lze pouzit pro nabité i neutralni analyty.
K zakoncentrovani se vyuziva efekt miceldrniho cinidla, které je pfiddno k elektrolytu
v zasobniku, na davkovaci strané kapilary. Pro kationty a neutrdIni analyty se vyuziva SDS,
anionty jsou koncentrovany pomoci kationickych nebo neionogennich surfaktantd. Druhy
zasobnik ani vzorek micelarni Cinidlo neobsahuji. Micely, tvotici pseudostacionarni fazi,
pronikaji do Siroké zény vzorku. Pokud ma vzorek stejnou vodivost jako pseudostacionarni
faze a za vyuziti homogenniho elektrického pole, dojde na rozhrani této zény k
zakoncentrovani (nameteni). Rozsah prekoncentrace je dan souctem vsech interakci mezi
analytem a pseudostacionarni fazi. Tato technika umoziuje odstranéni matricovych necistot

a poskytuje nizky detekéni limit (10° mol/1)[61] .
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5. Zaveér

Byla vyvinuta metoda MEEKC pro stanoveni nelegalnich lipofilnich barviv Sudanu I-1ll, Sudanu
Orange G, Sudanu Red 7B a Methyl Red. V ramci metody byla provedena optimalizace
podminek analyzy a identifikace pikd podle poradi migrace. Metoda byla charakterizovana
testy vhodnosti systému a kvantitativni analyzou. U&innost separace, rozlideni mezi piky a
faktor symetrie piku odpovidaly kritériim CL 2009. Relativni smérodatnd odchylka
opakovatelnosti migracnich ¢ast a ploch pikd spliovaly limit pro CE uvedeny v USP 2009.
Zavislost plochy piku na koncentraci analytu byla linearni v rozsahu koncentraci 3,3 - 33 pg/ml
pro Sudan I, 1,0 - 40 ug/ml pro Sudan II, 0,9 - 18 pug/ml pro Sudan lll, 5,5 - 110 pg/ml pro Sudan
Red 7B, 1,9 - 19,0ug/ml pro Sudan Orange G a 1,8 - 36,0 ug/ml pro Methy Red. Hodnota
korela¢niho faktoru byla do 0,9990. Nejnizsi limit detekce byl stanoven pro Sudan Il (0,19
ug/ml), nejvyssi pro Sudan Red 7B (1,27 pg/ml) a Sudan | (0,92 pg/ml), stfedni hodnoty potom
mély Sudan Il (0,33 pg/ml), Sudan Orange G (0,51 pg/ml) a Methyl Red (0,53 pg/ml). Cas

analyzy byl kratsSi nez 12 minut. Byla provedena i predbézna aplikace metody na redlny vzorek.

Evropska komise udava limit detekce pro bézné HPLC metody 0,5 - 1 pg/g (500-1000 pg/kg).
JelikozZ je ale pouzivani téchto barviv v potravinach zakdzdno, neméla by byt detekovéna

v zddné koncentracni hladiné [41].

Ve srovnani s HPLC metodami, kde se limity detekce pohybovaly pfiblizné od 0,2 - 10 pg/I [41-
43] a 0,05 - 100 pg/kg [26, 44-50], dosahuje metoda MEEKC nizsi citlivosti pfi stanoveni
lipofilnich barviv, avsak pfi vyrazné mensim objemu nastfiku vzorku (v fadu nl) a kratsi draze
detekce a mensSimu detekénimu oknu. Jeji prednosti je téZ nizsi spotreba organickych

rozpoustédel.

U praci, zamérenych na stanoveni Sudanu I-IV z chilli kofeni a rajéatové chilli omacky kapilarné
elektroforetickymi metodami se limit detekce pohyboval od 0,1 - 0,61 pg/ml [54], 0,57 - 0,71
ug/ml [53] a 0,05 - 0,2 pg/ml [52]. Rozmezi délky analyzy bylo 8 - 20 minut. Metodou MEEKC

bylo dosazeno priimérné kratsi doby analyzy pfi srovnatelné citlivosti.
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Bylo prokazano, ze metodu MEEKC Ize aplikovat na lipofilni sudanova barviva. Metoda MEEKC
poskytuje, oproti metodé MECK, vétsi potencial pro dalsi optimalizaci s cilem zlepSit citlivost
a zkrdtit dobu analyzy. Také je Setrnéjsi k Zivotnimu prostfedi nez metoda HPLC. Ziskané
poznatky mohou poslouZzit jako podklad pro navrieni a optimalizovani vhodné
prekoncentraéni metody pfipravy vzorku, kterd by umoznovala zakoncentrovani vzorku a

zaroven odstranéni vlivu matrice.
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