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ANOTACE

Diplomové prace se zabyva stanovenim 2-aminoethansulfonové kyseliny pomoci riznych
chemickych metod. V teoretické ¢asti je zaméfena na popis taurinu jako latky napomahajici
riznym biochemickym procesim v téle, na produkci a metabolismus taurinu a na odbér
vzorkll obsahujicich taurin. V experimentalni ¢asti je zpracovano stanoveni taurinu pomoci

izotachoforézy z doplnk stravy.

KLICOVA SLOVA
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Sulfonové kyseliny

Taurin

TITLE

Isotachophoretic determination of taurine.

ANNOTATION

This thesis deals with the determination of 2-aminoethansulfonic acid using various chemical
methods. The theoretical part addresses the description of taurine as a substance, which is
employed during numerous biochemical processes in the human body, production,
metabolism of taurine, and discusses sampling substances which contain taurine. The
experimental part focuses on the determination of taurine in food supplements by
isotachophoresis.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CE - kapilarni elektroforéza

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina
ESI — ionizace elektrosprejem

GCE — elektroda ze sklovitého uhliku

HEC — hydroxyethylcelul6za

HPLC — vysokotcinna kapalinova chromatografie
IC — iontova chromatografie

ISA — kyselina isethionova

LIF — laserem indukovana fluorescence
LOQ — mez stanoveni

MALDI — ionizace laserem za ucasti matrice
NDSB — nedertgentni sulfobetain

NMR — nukle4rni magneticka rezonance
RSD — relativni smérodatna odchylka

SD — standardni odchylka

TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan



1. UVOD

Aminokyseliny jsou slouc¢eniny obsahujici kromé zakladniho uhlikového fetézce dvé
funk¢ni skupiny. Tato skupina latek se déli na a-aminokyseliny a B-aminokyseliny (a dalsi).
a-aminokyseliny jsou stavebnimi kameny bilkovin a peptidi a jejich funkénimi skupinami
jsou karboxylova (-COOH) a amino skupina (-NH,). B-aminokyseliny jsou neproteinogenni,

mohou se lisit funkénimi skupinami a maji v organismu jiné funkce.

Taurin se fadi mezi B-aminokyseliny, vyskytuje se v téle jakozto volna aminokyselina
a nezacleiiuje se tedy do bilkovin. Tato aminokyselina, neobsahujici karboxylovou skupinu
ale sulfoskupinu, je zaroven sulfonovou kyselinou a je zndma také jako vyznamné lécivo
u mnoha chorob, napf. poruch spojenych s ledvinami a jatry. Zaroven pusobi jako antioxidant,
neurotransmiter, moduldtor hladiny vapniku v bunikdch a ma ochranny ucinek na nervovou

soustavu.

Taurin se kromé¢ jinych latek jako je kofein nebo vitaminy piidava do energetickych
napoju a ruznych dalich doplikt stravy z divodu povzbuzeni organismu pii sportovnich
aktivitach. PouZziva se také jako pfisada do kojeneckych vyziv z diivodu stimulace nervového

systému.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Vlastnosti taurinu

Taurin (2-aminoethanesulfonova kyselina) je v Cistém stavu bila krystalicka latka,
bez zapachu, mirné¢ kyselé chuti. Jeho strukturni vzorec je NH,CH,CH,SO3H, molarni
hmotnost ma 125,14 g/mol, rozpustnost v chladné vodé 65g/1, bod tani 300 °C, pfi¢emz se jiz
pocind rozkladat. Pfi tepelném rozkladu uvoliuje mj. oxidy siry a dusiku. Disocia¢ni

konstanta sulfoskupiny se blizi 0, pKa aminoskupiny je 9,34.%

Taurin je podminéné esencialni B-aminokyselinou (esencialni pouze za urcitych
okolnosti nebo obdobi) a je jednim z koncovych produkti metabolismu cysteinu a methioninu

T . . . < «r 34,7
(z n¢j miiZze byt 1 syntetizovan) a je vylucovan moci.

Biosyntézu taurinu lze vystihnout schematem®;

methionin — cystein — cysteinsulfonové kyselina — hypotaurin — taurin

Taurin obsahuje sulfonovou skupinu a neobsahuje karboxylovou skupinu, tudiz nazev
aminokyselina neni uplné ptesny. To je nejspi$ také jeden z diivodul, pro¢ se vyskytuje jako

volné kyselina a nezaglefiuje se do bilkovin.’

2.2 Vyskyt a piuisobeni taurinu a jeho derivati v organismu

Taurin je antioxidant, neurotransmiter, moduldtor hladiny vapniku v buiikach,
ma ochranny u¢inek na nervovou soustavu a z preklinickych studii vychéazi, ze pii jeho
nedostatku dochazi k degeneraci sitnice.”*** Nema prirozeného antagonistu (synteticky
vytvofenym antagonistou je napi. 6-aminomethyl-5-methyl-(4H)-1,2,4-benzothiadiazin-1,1-
dioxid).? Taurin hraje kli¢ovou roli p¥i oxidativni fosforylaci,*" mé farmakologické uginky na
jatra (ve spravné koncentraci chrani jatra pted volnymi radikdly, piebytek jatrim Skodi)
a zluénik (tvofi konjugaty se zluCovymi kyselinami — zlucové soli), a také snizuje vysoky
tlak.>"*% Kromé toho pusobi proti zménam, které v téle vyvolavaji n€které toxické latky,

. . 7,11,42
napf. monocrotalin nebo arsen.” ™

Bylo zjisténo, Ze taurin se vyskytuje Castéji v jatrech
usamic a plicich u samct. V ostatnich organech je obsah taurinu prakticky nezavisly

na pohlavi.*®

Taurin a nékteré jeho sirné derivaty ovliviluyji termoregulaci interakci

se serotoninergnim systémem. Antagonistou tohoto procesu jsou fosfatové derivaty.
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Vyménou aminoskupiny u taurinu za guanidinovou skupinu se tento jeho potencial jesté

- i x ws s i s C LA 20
zvysi. Snizeni teploty téla se pfipisuje sniZzeni vasomotorického tonusu.

Pfed mnoha lety byla téz studovana antimikrobialni aktivita derivatd taurinu. Tato
schopnost byla nalezena u N-pentoyltaurinu. U w-isopropylpentoyltaurinu bylo zjisténo,
7e inhibuje bakterie kyseliny mléc¢né. 2-(2-hydroxyalkylamino)ethansulfonova kyselina ma
také antibakterialni 0¢inky, a to vic¢i gramnegativnim bakteriim Escherichia coli
a grampozitivnim  bakteriim  Staphyloccocus aureus. Dalsi derivaty jako p-
nitrobenzoyltaurinamid nebo napf. p-aminobenzoyltaurinamid maji rovnéz antimalarické

I'J(V:inky.20

Sulfonové kyseliny, mezi které fadime 1 taurin, reaguji s ribonukleovou
a deoxyribonukleovou kyselinou a tim dochazi k ochrannému efektu vuci alkylaénim
¢inidlim, radiaci nebo karcinogentim. Tato €inidla se mohou podilet na zméné konformace

nukleovych kyselin, a tim zmirfiuji toxické G&inky chemickych mutageni.?’

Taurin ovliviuje také stavbu kosti. Nachazi se v celkem vysokych koncentracich

v kostni tkani, stimuluje tvorbu kosti a ptisobi antiosteoporoticky.”

Dalsi nemoci, kterou je moZno ovlivnit taurinem, je diabetes. Insulin a taurin pracuji
V symbidze a navzijem stimuluji akce spojené s hypoglykemickymi stavy. Taurin zmirfiuje

komplikace spojené s nefropatii a retinopatii.20

U taurinu byla také objevena schopnost piisobit proti u€inklim KCN. Pfi podani KCN,
klesa spotteba kysliku v téle. Pokud se ale aplikuje taurin, tato spotfeba se opét zvysi. Jeste

1épe funguji derivaty taurinu, jako methyltaurin, dimethyltaurin nebo homotaurin.”

Taurin patii mezi latky ptidavané do kojeneckych vyziv, energetickych napoju
a dopliik stravy. Stimuluje my3lenkové procesy a zvy3uje vykon.' Nedostatek taurinu zv1aste
Vv obdobi ristu zpisobuje imunodeficienci, kardiomyopatii, retindlni degeneraci a rlstovou
retardaci. Byla prokdzana jeho spojitost s Alzheimerovou chorobou, epilepsii,

kardiovaskularnimi chorobami, rakovinou a hypercholesterolemii.3’58

Taurin se pouziva 1 jako 1é¢ivo (avSak s rliznym stupném uspéSnosti) naptiklad u vyse
zminénych chorob, ddle u makularni degenerace, jaternich poruch, alkoholismu a cystické

fibrézy. Vyuziva se také v tabletach, které by mély zmirnovat efekty starnuti.>?°
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Taurin jako soucast Zluci

Konjugaci s taurinem ¢i glycinem na C-24 karboxylovou skupinu, ktera probiha pred
sekreci pfes membranu hepatocytl, podléhaji zlucové kyseliny, coz jsou fyziologické
surfaktanty, které jsou syntetizovany v jatrech z cholesterolu. Dvé hlavni kyseliny jsou
cholova (CA) a chenodeoxycholova (CDCA). Stfevni bakterie metabolizuji Zlucové soli
béhem jejich enteropatické cirkulace a jejich hlavni biotransformacéni reakci je hydrolyza

konjugovanych kyselin na volné kyseliny.>

Z1ug obsahuje $est hlavnich konjugovanych Zludovych kyselin — taurocholova kyselina
(TCA), taurodeoxycholova kyselina (TDCA), taurochenodeoxycholova kyselina (TCDCA),
glykocholova kyselina (GCA), glykodeoxycholova kyselina (GDCA)
a glykochenodeoxycholova (GCDCA). Jejich obsah se 1i8i u rlznych zivociSnych druht.
Obsah kyselin u lidi je 9 % TCA, 9 % TDCA, 8 % TCDCA, 26 % GCA, 22 % GDCA a 26 %
GCDCA. Pomér konjugati glycinu ke konjugatiim taurinu je tedy pfiblizné 3 : 1.%

I
LI

jijq’/\\/ OH Glycime
|
) H 0

]

1
S—0OH =
— N Ml Taurine
H (4]
L I |
Charlate steroid nucheas Amino acid group

Obr. 1 — Obecna struktura Zlu¢ovych kyselin 2°

Spojeni ZluCovych kyselin s taurinem probéhlo mnohem dfive nez konjugace
s glycinem.®* Pomér mezi glycinovymi a taurinovymi konjugaty zludovych kyselin (G/T
pomér) je odlisSny u riznych druhli. Tato odliSnost je castecné zplsobena druhové
specifickymi uc¢inky v aktivitich enzymdu, které katalyzuji konjugaci zlucovych kyselin

s taurinem a glycinem. %

Z preparatt lidskych jater bylo zjisténo, ze jatra jsou schopna vytvofit oba konjugaty.
Bez piidavku taurinu vznika 40 az 60 % konjugatt S taurinem, ale po jeho ptidavku vzroste
toto mnozstvi az na 90 %. Pfidani glycinu ma na druhou stranu velice maly vliv na G/T

32 36

pomér.”,” Pomér G/T urCuje nejen aktivita enzymu typicka pro dany druh, ale tedy

i mnoZstvi taurinu, které je mozné pouzit ke konjugaci.?®
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Zludové kyseliny a jejich konjugaty napomahaji k absorpci tukd, lipolyze, tvorbé
micel a reesterifikaci mastnych kyselin v tenkém stfeve. Vzdalené také ovliviuje

odstrafiovani cholesterolu z t&la.

Pokud je zlucova kyselina volna, jeji pKa je okolo 5. Je-li ale v konjugatu, pohybuje
se jeji pKa okolo 4 (pfi spojeni s glycinem) a pod 2 (pfi spojeni s taurinem). Pokud jsou tedy
kyseliny konjugované, jsou o néco siln&j§imi kyselinami neZ ve volném stavu.>® Taurin-
konjugované kyseliny jsou dokonce rozpustné pii tak nizkém pH, jaké je v zaludku, a lze
je tedy pouzit jako soucast do oralné podavanych 16ka.>* Hydrofilné-lipofilni rovnovaha
zlucovych kyselin zavisi na poctu, pozici a orientaci hydroxylovych skupin a také
na konjugaci s aminokyselinami. Hodnoty kritické micelarni koncentrace (CMC) nepiimo
koreluji s hydrofobicitou zlucovych kyselin. K této informaci se dosSlo méfenim retencnich
faktori HPLC s obracenymi fazemi.” Dokazuje to tedy, Ze hnaci silou tvorby micel
je minimalizace  povrchu  hydrofobniho  charakteru. Jelikoz konjugace kyselin
s aminokyselinami vede k niz§im hodnotam CMC, mutize souhra mezi hydrofobnim u¢inkem
a specifickymi reakcemi vodikovych vazeb prispivat k tvorbé micel a vést k prekvapivym

hodnotdm CMC.?’

Hydrolasy zlucovych soli jsou enzymy oznacované zkracené BSH (bile salts
hydrolase), nebo CBSH (conjugated bile salts hydrolase), CBAH (conjugated bile acid
hydrolase) nebo CGH (cholylglycine hydrolase). Slouzi ke katalyze hydrolyzy

konjugovanych Zluovych kyselin na nekonjugované kyseliny a rezidua aminokyselin.?®

Ochrana bunék pred ucinky arsenu

Byl ucinén pokus, ve kterém se védci pokusili o ochranu buiiky pfed arsenem pomoci
taurinu. Jako pokusny objekt byly zvoleny krysy (oplodnéné), které byly vystaveny As;Os3.
Arsen je znadm jakozto latka, kterd mimo jiné prostupuje pies placentu. Zkoumanym objektem
byla slinivka bfisni potomka krys vystavenych ptisobeni arsenu. Oplodnéné krysy byly
rozdéleny do nekolika skupin. Jedna skupina byla ,,lé€ena“ destilovanou vodou, dalsi roztoky
s riznymi koncentracemi As;O3 a posledni byl podavan roztok As;O3 Vv nejvyssi predkladané

koncentraci a také taurin. Stejnd jako s krysami bylo zachazeno i s jejich potomky.*

Po odebrani vzorkl pankreatu byly tyto vzorky slouceny s 2,5% glutaraldehydem
a 1% oxidem osmicelym. Byly vysuseny pomoci ethanolu a vlozeny do epoxidové pryskyfice.

Z takto zpracovanych vzorki byly vytvofeny peletky, které byly dale zkoumany pomoci
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transmisni elektronové mikroskopie. Peletky byly ustaleny citronanem olovnatym a octanem

uranylu.™*

Krom¢ sledovani vzorki pankreatu pomoci elektronové mikroskopie bylo na bunkach
pankreatu provedeno také méfeni mitochondridlniho membranového potencialu. Pied
vystavenim bun¢k slouceniné arsenu byly bunky pfedem oSetfeny malym mnozstvim taurinu.
Poté byly bunky vystaveny 1 uM a pozdé&ji 4 uM arsenitanu sodné¢ho po dobu 24 hodin. Po
této dobé bylo k bunkam ptidano 5 pg/ml JC-1 (tetrachlortetraethylbenzimidazolkarbokyanin
jodid), buiiky se nechaly s touto latkou inkubovat po 20 min pfi teploté 37 °C. JC-1 zde slouzi
jako fluorescen¢ni barvivo, diky kterému se da zjistit, na kterych mistech v mitochondrii
doslo k akumulaci slouéenin, a t0 pomoci mitochondridlniho membranového potencialu.
Pokud je latka monomerni, je depolarizovana a ma tedy nizky mitochondridlni membranovy
potencial. Je-1i latka ve formé& agregatu, je polarizovdna a jeji mitochondridlni membranovy
potencidl je normalni. Sleduje se tedy piechod ze zelené na ¢ervenou barvu. Pak nasledovalo

. < , o , . Y . 11
omyti ledové studenym fosfatovym pufrem a analyza pomoci fluorescenéniho mikroskopu.

Po proméfeni vzorkii pankreatu, membranového potencidlu a jesté né€kolika testil

s enzymy a dal$imi latkami bylo prokazano, e taurin dokéze 1é&it poni¢enou krysi tkam.*

N-acetyltaurin je markrem ethanolu obsazeného v moéi.*® Pii metabolismu ethanolu
jsou velice dilezitymi latkami acetat a acetyl-CoA. Pravé tyto acetatové zbytky jsou dilezité

pro vznik N-acetyltaurinu, jehoz koncentrace stoupa pii konzumaci alkoholu.™®

Taurin-pyruvat transaminaza patii mezi o-transaminazy fadici se do III. tfidy. ®-
transamindzy jsou jedny z nejznaméjSich enzymul na biosyntézu chirdlnich amind. Taurin-
pyruvat transamindza katalyzuje transaminaci mezi taurinem a pyruvatem a je obsazena

. . ’ ’ v . v Iy ’ r r 1
Vv mikroorganismech, kter¢ z této slouceniny Cerpaji uhlik, dusik a siru. 8

Ochrana ledvin a jater

Na jatra a ledviny ma negativni vliv mimo jiné KBr, CCl; kadmium a alloxan,
vyvolavajici diabetes mellitus. Proti toxicité zplisobené témito latkami plisobi velmi dobie

taurin.21'44'45'46

Testovani téchto ucinkti taurinu probihalo na 56 krysach, které byly rozdéleny
do n¢€kolika skupin, kterym byla podavana odlisna medikace. Jedné ze skupin byl podavan

samotny taurin a dalSi taurin spolecn¢ s N-acetylcysteinem. Po 11 dnech byly krysam
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odebrany vzorky krve, jatra a ledviny. Vzorky krve byly centrifugovany a ziskané krevni
sérum bylo uchovano pii -20 °C. Jatra a ledviny byly omyty solnym roztokem. Malé ¢ast byla
vloZena do formalinu a zbyvajici Casti byly ponofeny do ledové vody obsahujici fosfatovy
pufr (pH 7,4). Vzorky byly poté homogenizovany a vlozeny do centrifugy. Supernatant
byl uchovavan pii -80 °C. Sérova aktivita ALT (alanin transferazy) a AST (aspartat
transferazy) byla analyzovana spektrofotometricky a hladina kreatininu byla métena
kolorimetricky. Ve vzorcich jater a ledvin byly hledany biomarkery oxidativniho stresu.
Vzorky uchované ve formalinu byly oplachnuty ethanolem a xylenem, a poté vlozeny
do parafinového vosku. Vzorky byly nakrajeny na tenké platky a byly histopatologicky

zkoumany.?!

Posouzeni jaternich 1ézi bylo zalozeno na pritomnosti jaterni degenerace a nekrotické
tkané. Na posouzeni 1ézi ledvin bylo vyuZito rendlni tubuldrni degenerace a obsahu hyalinu.
Vzorky tkani v parafinovém vosku byly deparafinizovdny pomoci xylenu, ve kterém byly
ponofeny po dobu 24 h, a poté hydratovany alkoholem. Vzorky byly smiseny s Kyselinou
octovou (10 mmol/l, pH 6) a s TRIS-EDTA (0,05 mmol/l, pH 7,6), zahtaty a po ochlazeni byl
piidan fosfatovy pufr. Aktivita endogenni peroxidasy byla zablokovana pomoci H,0,. Jako
posledni pted analyzou pomoci elektronové mikroskopie byl ke vzorku pfidan chromogen
diaminobenzidin, ktery byl po 10 minutdch vyplachnut fosfditovym pufrem, hematoxylin,

ktery byl vyplachnut po 2 minutach vodou, dehydratovéan alkoholem a namocen v Xylenu.21

U skupiny, které byl podavan jak taurin, tak N-acetylcystein, nebyly zjiStény zadné
vyrazné rozdily v analyzovanych parametrech v porovnani s kontrolovanou skupinou.
Na druhou stranu, u skupin, kterym byl podavan zvlast’ taurin a N-acetylcystein (50 mg/kg
denné¢ u obou), se zlepSily vysledky biomarkerti hepatorenalnich zranéni ve srovnani
se skupinou lécenou fipronilem. Pfi analyze zaméfené na zmény zplsobené oxidativnim
stresem byla zjisténa obnova antioxida¢ni enzymatické aktivity u skupiny fipronil-taurin-N-
acetylcystein (FPN-TAU-NAC). U této skupiny doslo téZ k navratu koncentrace oxida¢nich-
antioxidacnich markerd na normalni hladinu. U analyzy jaternich 1ézi a lézi ledvin bylo
zjisténo, ze u skupin FPN-TAU a FPN-NAC doslo ke zlepSeni v porovnani se skupinou FPN.

Z vysledkt méfent 1ze tedy vyvodit, Ze taurin méa detoxikaéni uinek na jatra a ledviny.*
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Klinicka 1é¢ba myokarditidy pomoci taurinu

Byl proveden experiment na mysich, které¢ byly rozdéleny do péti skupin —
kontrolované, nelécené EAM (experimental autoimmune myocarditis), EAM 1é¢ené taurinem
(5 mg/kg), EAM lécené taurinem (10 mg/kg), EAM léCené taurinem (20 mg/kg). Mysim,
které byly ve skuping, kterym se davala davka taurinu, byl denné aplikovan taurin po dobu 21
dni. MySim ve dvou zbylych skupindch byl aplikovan solny roztok. V posledni den
experimentu byly mysi zvazeny, byl jim zméfen tlak a tep. Poté byly mySi usmrceny a byla
zvazena jejich srdce, ktera byla nakrajena na tenké platky, které byly obarveny
hematoxylinem a eosinem. Takto upravené vzorky byly analyzovany pod mikroskopem. Dale
byl zkouman obsah biomarkerti oxidativniho stresu — malondialdehyd, superoxid dismutaza
a glutathion dioxid4dza. Vzorky tkdn¢ myokardu byly homogenizovany v ledové studeném
solném roztoku pufrovaném fosfaty (PBS), homogenat byl centrifugovan a dale byl

zpracovavan supernatant pomoci ELISA.Y

Ackoliv vSechny vysledky vSech skupin byly hodné obdobné, byl zjistén nartist
poméru vahy srdce/véhy téla u skupiny neléené EAM narozdil od kontrolované skupiny.
Z echokardiogramu vyslo najevo, ze na srdcich mysi 1é¢enych taurinem (10 nebo 20 mg/kg),
nebyly nalezeny zmény zptisobené dysfunkci levé komory. Z mikroskopickych méfeni bylo
zjiSténo, Ze podavany taurin sniZil koncentraci zanétlivych bunc¢k a nekrotické tkané.
Pii porovnavani obsahu biomarkert oxidativniho stresu mezi neléenou a lécenou skupinou

bylo odhaleno, Ze u mysi l6¢enych taurinem doslo k poklesu téchto biomarkerd."’

Z téchto faktli lze vyvodit, ze taurin by mohl zmirnit vyvoj EAM tim, Ze sniZuje

. e, C e, v, 17
biomarkery oxidativniho stresu a koncentraci zanétlivych bunék.

2.3 Vyroba taurinu

Taurin je produkovan predevsim témito tfemi zptlisoby:
e Extrakce z potravin
e Enzymaticka syntéza

e Chemicka syntéza
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Extrakce z potravin

Taurin se v potravinach vyskytuje pfedevsim v dribezim mase, rybach, mékkysich
a motskych plodech. Neobsahuji jej rostliny — ani ovoce ani zelenina. Pfirodni taurin se tedy
ziskava extrakci pravé z téchto potravin s vysokym obsahem taurinu a naslednou purifikaci
ziskané latky. Takto ziskany pfirodni taurin ale neni vhodny pro medicinalni pouziti, jelikoz
muze obsahovat vedlejsi zivocisSné produkty, jako rezidua antibiotik, veterindrni 1éciva,

hormony, jiné aminokyseliny nebo dipeptidy.24’47'48‘49’50’51

Enzymaticka syntéza

Dalsim zptsobem vyroby taurinu je enzymaticka syntéza, ktera sestava ze dvou krokd.
Tato syntéza zacCina vyrobou keratinového hydrolysatu pomoci rozsahlé hydrolysy proteas
izolovanych ze zviteci slinivky bfisni. Poté nésleduje konverze hydrolysatu na taurin uzitim

. - o , IR 24
smési enzymi extrahovanych ze zvifecich jater.

Chemicka syntéza

Komeréné je taurin vyrabén chemickou cestou. Zakladni chemicky postup vyroby je
dvoukrokovy. Nejprve reaguje monoethanolamin s kyselinou sirovou za tepla za vzniku 2-
aminoethylsirové kyseliny. Tato kyselina pak reaguje s kyselym roztokem sifi¢itanu sodného
za tepla a produktem této reakce je taurin. Chemicka syntéza mize pfinaSet rizné zdravotni ¢i
environmentalni problémy z divodu vzniku chemického odpadu a pouziti organickych

wix qa] 24
rozpoustédel.

Jiné metody

Dal§im ze zpiisobt vyroby taurinu je naptiklad syntéza pomoci L-cysteinsulfonové
kyseliny ze substratu obsahujici L-cystein. L-cystein je oxidovan na L-cysteinsulfonovou
kyselinu uzitim L-cystein dioxygenazy (CDOQO). Poté je L-cysteinsulfonova kyselina
dekarboxylovana dekarboxylazou L-cysteinsulfonové kyseliny (CSAD) na hypotaurin. Pak

nasleduje spontanni oxidace na taurin.**

U kufat a ryb vznikd taurin pfeménou L-cysteinsulfonové kyseliny pomoci

dekarboxylazy kyseliny L-cysteinsulfonové (CAD) & CSAD.?

U kvasinek Yarrowia lipolytica muze byt taurin syntetizovan z L-cysteinu pies L-

cysteinsulfonovou kyselinu. Pfeména zahrnuje dekarboxylaci L- glutamétdekaroboxylésou.24
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2.4 Metabolismus taurinu

Taurin je znam piedevSim jako slouCenina, kterd se zluCovymi kyselinami tvofi
zlucové soli. Vyskytuje se ovSem i jako soucast nekterych metabolickych procest
(ne v lidském téle), diky kterym vznikaji jiné slouceniny obsahujici siru. Informace tykajici

se téchto procesti nejsou kompletni, bylo ale zjisténo, Ze se taurin mize pieménovat na:

e Anorganické sirany

e Karbamyltaurin

e Taurocyamin a fosfotaurocyamin
e Isethionova kyselina (ISA)

e Ostatni derivaty ¥

Anorganické sirany

Sirany vznikaly z n€kolika kmenti bakterii rostoucich na médiu, ve kterém byl taurin

jedinym zdrojem siry.*

Karbamyltaurin

Tato sloucenina byla Salkowskim nalezena v moci u pst a u pacientt, kterym byl
pravidelné podavan taurin.® Ostatni v&dci ale tyto vysledky nebyli schopni potvrdit. Nedavné
studie vsak tvrdi, ze karbamyltaurin byl v moci pacientl s davkami taurinu a v moc¢i krys

pomoci specialnich chromatografickych metod opravdu stanoven.*?

Taurocyamin a fosfotaurocyamin

Biosyntéza taurocyaminu je zaloZend na pfenosu guanidinové skupiny na taurin nebo
hypotaurin. In vitro byla syntéza provedena pomoci transaminace mezi argininem
a hypotaurinem za vzniku hypotaurocyaminu, ktery byl posléze oxidovdn na taurocyamin.
Tato reakce probiha u krouzkovcu — transaminace ve stievnim traktu a oxidace ve svalech.
Taurocyamin byl izolovan z moci pst. Fosfotaurocyamin vznika reakci hypotaurocyaminu
s ATP-hypotaurocyaminfosfotransferazou nebo taurocyaminu s ATP-taurocyaminfosfo-

transferazou. Vhodnéj$im substratem je ale hypotaurocyamin.:"z'86
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Isethionova kyselina (ISA)

ISA byla izolovéna a stanovena i ve vzorcich odebranych ze psiho srdce.”® Tato
sloucenina zde vznikla z taurinu a cysteinu. Existuji dvé studie, které zkoumaly obsah ISA
Vv lidské moci. Stanoveni probéhlo pomoci citlivé a specifické dvojité izotopové derivatizacni
metody. Primérné vylucovani ISA moci bylo 13,7 mg/24 h u pacientli s chorobami jinymi
nez tykajicimi se svalovych onemocnéni a 7 mg/24 h u pacientt se svalovymi onemocnénimi.

Toto zjisténi je zajimavé zejména kvili témto tfem divodum:

e Dokazuje vyskyt ISA v lidském téle.

e Naznacuje, Ze vyloucené mnozstvi této latky je pomérné vysoké. Piedstavuje zhruba
10% obsahu taurinu v téle, ktery je predpokladanym prekurzorem.

e Poukazuje na moznost, Ze pruhovany sval je hlavnim zdrojem ISA vylou€eného

moéi.*?

Ostatni derivaty

Derivaty vzniklymi z taurinu jsou naptiklad mono- a dimethyltaurin, které byly
nalezeny v &ervenych fasach.”” Vyskyt trimethyltaurinu nebo taurobetainu byl zjistén
v nékterych houbach a koralech.” Dale naptiklad asterubin, coz je dimethylderivat
taurocyaminu, byl nalezen ve hvézdici rizové (Asterias rubens). Mechanismy vzniku téchto

derivatd v Zivocisich ale bohuzel nejsou Znaimy.32

2.5 Biologické vzorky

Odebirani a skladovani vzorku

Odbér vzorkl a jejich nésledné uchovavani je jednou ze zakladnich véci ovliviujici
kvalitu analyzy. JelikoZ je koncentrace taurinu v biologickych materidlech velice nizka, bylo
tiecba vyvinout metody, které zabrani napiiklad kontaminaci vzorku nebo nedovoli

interferenci biologické matrice.?

Jako kapalné vzorky je vétSinou pouzivana moc¢, mozkomisni mok nebo krev. Vzorky
je potieba vlozit do centrifugy, aby byly odstranény pevné castice.” Bylo zjisténo,
ze kuptikladu vzorky krve je tfeba podrobit analyze ihned po odbéru. Na druhou stranu,
granulované vzorky ¢i prasky lze rozpustit ve vodé a bud’ analyzovat ihned, nebo uchovat

pii teploté 4 °C. Poté se zpracovavaji podle toho, jako analytickou metodu si zvolime.?
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Pfi stanoveni iontovou chromatografii se vzorek pouze nafedi. Pfi stanoveni pomoci
HPLC je vzorek nejdiive deproteinizovan bilkovinnym srazedlem.® Pro stanoveni hmotnostni
spektrometrii musi byt vzorek hydrolyzovan HCI a poté piecistén pomoci iontové vyménné
chromatografie.®® Pokud nemohou byt vzorky analyzovany hned, je tfeba je zmrazit pfi
teplots -24 °C.%

MozkomiSni mok

Vzorky by mély byt ihned deproteinizovany a centrifugovany. Supernatant miize byt
poté bud zpracovan, nebo uchovavan pii teploté¢ -20 nebo -80 °C. Pokud neni vzorek
po centrifugaci adjustovan na pH 7,3 pomoci NaHCOj3, dojde zhruba po dvou tydnech

k poklesu koncentrace taurinu v uchovavaném vzorku.>®?

Krev

VétSina laboratofi odebirda krev do injekcnich stiikacek uz obsahujicich néjaky
antikoagulant — heparin, citronan sodny nebo EDTA s draslikem.”®*® Poté je vzorek
centrifugovan a rozdélen na rizné Casti (jako je krevni sérum a plasma) pomoci odlisnych
podminek centrifugace. lhned po centrifugaci je vzorek deproteinizovan a zmraZen

na -80 °C.%°

Vzorky tkani

Vzorky se odebiraji z jater, mozku, ledvin nebo srdce a musi byt co nejdiive

3,66,67,68,69

homogenizovany a extrahovany. Extrahovany roztok je poté deproteinizovan.

Roztoky na homogenizaci a extrakci obsahuji boratovy pufr, fosfatovy pufr, cukernaty roztok

nebo napiiklad acetatovy pufr.>8697071

Toldra a Aristoy (odkaz) ucinili pokus, ve kterém zkoumali, ktera extrakcni kapalina
bude vyhodnéjsi pii extrakci taurinu z Cerstvého vepfového masa a ze susené Sunky. Pouzili
0,03 mol/l fosfatového pufru (pH 7,4), 0,05 mol/l acetatového pufru (pH 4,5) a 0,1 mol/l HCL.

Zjistili, e nejlepsich vysledkil doséhli pii pouziti 0,1 mol/l HCI.>*°

Vrouci voda mlize byt pouzita na extrahovani taurinu z masa tuiidka nebo olihné. Pro
ty nejlepsi vysledky je tieba velice dobfe hlidat podminky homogenizace. Optimalni doba

by méla byt 8 minut.>">"
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Deproteinizace

Odstranéni bilkoviny ze vzorku je nezbytnosti pro piesnou detekci taurinu
Vv subpikomolovych hladinach. NejrozsifenéjSimi  bilkovinnymi srazedly jsou smésné
roztoky, organickd rozpoustédla (acetonitril, methanol), kyseliny (sulfosalicylova kyselina,
kyselina chlorista, trichloroctova kyselina), atd. Lze wzit 1 ultrafiltraci (fyzikalni

deproteinizace), ale ta neni piili§ rozsifenou metodou.®

2.6 Stanoveni taurinu chromatografickymi metodami

2.6.1 Kapalinova chromatografie

Pfred rokem 1990 probihalo stanoveni taurinu hlavné¢ pomoci riznych
automatizovanych iontové-vyménnych post-kolonovych derivatizaénich metod, vétSinou
S vyuzitim ninhydrinu. Jednou z takovych metod byl kupiikladu analyzator aminokyselin.
Pro jeho nespecifi¢nost, nedostatecnou citlivost, casovou a finan¢ni naro¢nost bylo tfeba najit
lepsi metody. Nevyhodou také bylo, Zze derivatiza¢ni ¢inidla bylo tfeba drzet pod ochranou

, . 3,75
dusikovou atmosférou.

Postupem Casu se zacala vyuZivat kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi
vyuzivajici derivatizaci ptedem pomoci o-ftalaldehydu (OPA). Derivatizace piedem jsou
vyhodnéjsi, protoZze se nemusi pridavat K HPLC zadna jina zafizeni. Jako derivatiza¢ni Cinidla
se u HPLC vyuziva OPA, 2,4-dinitrofluorbenzen (DNFB), 1-dimethylaminonaftalen-5-
sulfonylchlorid (dansyl-Cl), fluoreskamin a thiamin. Fluoreskamin je snad jediné
z derivatizacnich Cinidel, které se pouziva pro vyrobu derivatu taurinu, ktery lze analyzovat
jak s pomoci HPLC, tak s CE. K detekci je vétSinou pouzivan fluorescenéni ¢i UV nebo

elektrochemicky detektor.>™

Stanoveni taurinu pomoci HPLC lze sice provést 1 bez piedchozi derivatizace, ale tato

metoda je velice nespecificka.? Vyjimkou je HPLC s hmotnostni detekei.

Jelikoz je taurin P-aminokyselina, d4 se separovat ze vzorkd pomoci extrakéniho
procesu, ktery se vyuziva pro bézné aminokyseliny. Kvantifikace se provadi analyzatorem
aminokyselin. Vzorky je tfeba hydrolyzovat v HCl po dobu 22 hodin pii 110 °C, poté
derivatizovat fenylisothiokyanatem a stanovit pomoci HPLC s norleucinem jakozto vnitinim

standardem.?
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Dalsi moznosti je separace na kolon¢ Capcell Pak NH; pti 40 °C s pufrem NH;H,PO,
— NH3; o koncentraci 2mM (pH 8) : methanol (4:1) jako mobilni fazi a prutokovym
rozprasovacem ICP-AES. Taurin byl detekovan pomoci zén odpovidajicich sife pti 180,73

nm.2

Detekce pomoci FTIR byla pouzita pti HPLC analyze na zjisténi obsahu cukru

v nealkoholickych napojich a bylo by mozné pomoci ni detekovat i ptitomnost taurinu.>"®

Tab. 1 — Shrnuti pfedkolonovych derivatizaénich metod uZivanych pro taurin u HPLC ®

OP4 DMNFE Dransv]-Cl DABS-CI Fluorescamine
Drarivatization time (min) =1 30 30 10 (70C) Instantaneons
Sample preparation Very simple Complex Smmpla Zimple Simpls
Antommation of denvatzation Yes Mo Ko Ho Yes
Femoval of reagent by drving Mo Yes Ko Mo Ha
Crzantitative vield Yes Yes Yes e Yes
Stable dermvative No Yes Yes Yes Yes
Intarfarmg =ide-products Mo Yes Tes No o
Diatection Fluer 360 mn Fluer 430 nm Fluor
San=itivity Femtomeal Picomol Picomal Picomal Picomel
Reprodueikilty Vary good (Good Zood Good (Food

Abbreviations: OPA =o-phthaldialdelvds; DINFE =2 4-dmitrofinorobenzene; dansvl-Cl= 1-dmmethylaminonaphthalene-3-sulfomyvl-chloride;
DABS-Cl=4-dimeathylammoazcbenzene—4 -sulfory] chlonde; Auor=fuorescence.

o-ftalaldehyd (OPA)

OPA reaguje staurinem za piitomnosti redukéniho ¢inidla, jako je napf. 2-
merkaptoethanol (2-ME), za vzniku isoindolového kruhu.®? Derivét nejenze absorbuje pii 260
a 340 nm, ale i1 fluoreskuje pii 475 nm. Derivat je navic elektroaktivni a Sel by detekovat
I pomoci elektrochemickych detektori. Vzorek mozku krysy byl derivatizovan pomoci OPA
a derivat byl vstiiknut do HPLC. Byla pouzita velice kratka kolona (45 x 4,6 mm) a byl
zvolen rychly pratok mobilni faze (2,7 ml/min). Teplota kolony byla nastavena na 30 °C
amobilni faze byla slozena z methanolu (10%) a tetrahydrofuranu (12%). Kolona byla
naplnéna velice malymi ¢asticemi (3 nebo 5 um) a bylo dokéazano, ze zvolenim této zrnitosti
bylo dosazeno velmi kratkého Casu analyzy, a to bez ztraty efektivnosti kolony. Detekce

taurinu bylo provedeno elektrochemicky a celkova doba analyzy a detekce byla 2 minuty.>®’

Fluoreskamin

Vyhodou fluoreskaminu je, ze derivatizace probiha ihned za pokojové teploty
v alkalickém prostiedi. Derivaty jsou stabilni ve vodném roztoku, ve kterém nezreagované

&inidlo hydrolyzuje za vzniku latky, ktera nenaruuje méfeni.®
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V tomto experimentu byly analyzovany vzorky plasmy byka, dojnice a kufete.
Mobilni faze byla slozena z23% acetonitrilu v 15 mM fosfatového pufru (pH 1,9).
Derivatizacni reakce byla provedena za pokojové teploty s piidavkem 20 pl fosfatového
pufru. Fluoreskujici derivaty byly detekovany pti 400 nm pro excitacni spektrum a pii 480 nm

pro emisni spektrum.”

2.6.2 Tontova chromatografie

Iontova chromatografie (IC) se pouziva na analyzu anorganickych kationtd a anionti
ve vodnych roztocich. Vyhodou oproti HPLC je, Ze taurin pied ani po analyze pomoci IC

nepotiebuje derivatizaci.?

Jako mobilni faze byla pouzita smés KCI-NaOH o koncentraci 0,75 mM a pH 11,5.
Pro detekci byla pouzita nepiiméa vodivostni detekce a limit detekce pro taurin byl okolo

0,53 mg/l.2

Jako dal$i pokus bylo provedeno spojeni s elektrochemickou integrovanou pulzni
amperometrickou detekci. Byla pouzita separacni kolona CarboPac PA1, kterd obsahuje ob¢
iontové-vyménné funkéni skupiny a ma hydrofobni charakter. Kombinace aniontové vymény
a hydrofobnich interakci ma obrovskou silu udrzet karbohydratové skupiny, které maji vysokeé
hodnoty pK,. Taurin zde byl separovan z 10 druhti béznych aminokyselin pouzitim 160 mM

NaOH jako eluentu. Déle byl separovan z lidské moci, kde byl detekéni limit 0,034 ug/ml.3

250 1 Unknown
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0 10
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T
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Obr. 2 — Tontovy chromatogram vzorku moti ®
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2.6.3 Plynova chromatografie

Pfed analyzou plynovou chromatografii je nutno taurin derivatizovat, protoze
se rozklada jest¢ pied dosazenim bodu varu. Problémem jsou nestalé derivaty sulfonové

skupiny taurinu. Taurin byl derivatizovan pomoci N-pentafluorobenzyldi-N-butylamid.

Taurin v koci¢i mo¢i byl derivatizovan N-pentafluorobenzyldi-N-butylamidem a byl
méfen pomoci plynové chromatografie. Jako detektor byl zvolen hmotnostni spektrometr.
Bylo zjisténo, ze 85 % taurinu v moc¢i se vyskytovalo ve volné formé. Pozd¢ji byla metoda
rozSifena 1 na zkoumani obsahu taurinu v lidské plasm¢. Byla zjiSténa koncentrace

56 + 14 pmol/l, coz odpovidé koncentracim uvadénym v literatuie.®

2.6.4 Chromatografie na tenké vrstvé

, e . i .« 3
Pro nizkou sensitivitu a reprodukovatelnost je tato metoda pouzivana jen vzacné.

2.7 Spektralni metody stanoveni taurinu

Spektrofotometrie

Spektrometricky byly zkouméany vzorky pfipravené v laboratofi (rozpuSténim 0,2 ¢
taurinu ve 100 ml destilované vody), energeticky napoj, balené¢ mléko a mléko v prasku.
Banka se vzorkem vytvofenym v laboratofi byla obalena hlinikovou folii, aby nedoslo k jeho
fotodegradaci. Do bailky byly dédny 2 ml energetického napoje a 4 g kationtoménicové
pryskyfice. Smés byla protfepavana 15 minut, poté prefiltrovana a nakonec byl filtrat nafedén
destilovanou vodou. MIéko v prasku (14 g) bylo smichano se 70 ml destilované vody a tato
smés byla zahfivana 5 minut pfi teploté 60 °C. Tato smés byla nafedéna destilovanou vodou
a promichana. Poté byl vzorek smichan s kyselinou chloristou, promichan, piefiltrovan
a nadavkovan do banky. Do banky byla pfiddna kationméniCova pryskyfice, vSe bylo opét
promichéano, prefiltrovdno a jako posledni krok bylo odstranéni pryskyfice. Nejdiive byla
promé&iena kalibra¢ni fada taurinu. Ke kazdému vzorku byl piidan NazPO4 — Na,HPO, pufr,
roztok fenolu a chlornan sodny. Jakmile mély roztoky pokojovou teplotu, byla proméfena
jejich absorbance pii 630 nm. Po vytvofeni kalibrace byly stejnym zplGsobem proméieny i

vzorky.*?

Ke stanoveni taurinu v nealkoholickych napojich, motskych plodech a moci byla

vyuzita taurin dioxygendza. Gen kodujici taurin dioxygenazu byl vytvofen klonovani
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Escherichia coli K-12. Stanoveni touto metodou je zaloZzeno na ureni koncentrace sulfatu.
Enzymatické stanoveni bylo jednodussi, jelikoz nebylo tfeba latku derivatizovat. Byla
taurin dioxygenazu. Taurin dioxygenaza je a-ketoglutarova kyselina, ktera rozklada taurin
na aminoacetaldehyd a sulfat. Standardni roztoky a vzorky byly nadavkovany do 96 jamkové
mikrotitracni desticky, kterd obsahovala 100 pl reakéniho roztoku (100 mM imidazolového
pufru o pH 6, 9, 2 mM a-ketoglutaratu, 2 mM FeSO,4 a 4 U/ml taurin dioxygenazy). Jako
vzorky byly pouzity energeticky ndpoj, vrouci voda obsahujici krevety a olihen a lidska moc.
Energeticky népoj byl pouze zfedén vodou. Motské plody (5 g) byly rozmixovany
a extrahovany vrouci vodou (100 ml). Extrakty motskych plodii a mo¢ byly prefiltrovany
a zfedény deionizovanou vodou. Takto pfipravend mikrotitracni desticka byla inkubovéana
pfi teploté 30 °C a zarovenl promichdvana po dobu 15 min. Na ukonceni reakce bylo ptfidano
20 ul 0,5 M EDTA-Na (vaze ptitomné Fe®* ionty). Poté bylo pfidano Ellmanovo &inidlo (5,5
dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina) a desticka byla opét inkubovana a promichavana (stejna
teplota 1 ¢as). Absorbance byla méfena pii 415 nm. Ze standardnich roztoka byla potizena

. v s . . ’ ’ “ros 5
kalibra¢ni zavislost a koncentrace taurinu ve vzorcich z ni byla dopocitana.

Infracervena spektrometrie

Pomoci této metody byly zkoumany vzorky energetickych néapoji. Prvné byly
analyzovany pomoci HPLC a poté FTIR. Vzorky byly rozdéleny do tii skupin — vzorky
obsahujici arginin, vzorky obsahujici taurin a vzorky cisté (bez téchto dvou latek). Ptiprava
vzorkd na analyzu spocivala v tom, Ze bylo tieba odstranit bublinky a vzorek napipetovat

do lahvigky. Detektor pracoval pfi 800 — 2500 nm.*

Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magneticka rezonance byla pouzita ke stanoveni taurinu ve vzorcich tkané
mozku od krys bez bakterii ve stievech (chovanych v zajeti) a od krys chycenych v piirodé.
Védci chtéli dokéazat souvislost mezi koncentraci taurinu v mozku a pfitomnosti bakterii
ve sttevech. Vzorky byly homogenizovany ve 300 ul roztoku chloroform : voda (2 : 1), a poté
doslo ke smiseni vzorku s vodou a centrifugaci po dobu 10 minut. Vodna faze byla oddélena
od organické faze a vody. Tento vodny roztok byl smichan s 550 ul fosfatového pufru
(pH 7,4), obohaceného o wvnitini standard. Vys$8i koncentrace taurinu byla nalezena
ve vzorcich od krys bez bakterii. Tento fakt se pfipisuje tomu, Ze bakterie ve stfevech taurin

nerozkladaji, a proto je ho v kryséch vic.?
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Hmotnostni spektrometrie

Pro tento experiment byla vyuzita mysi jatra, kterd byla ihned po vyjmuti zamrazena
tekutym dusikem a byla uloZena pfi teploté -80 °C. Cilem tohoto experimentu bylo detekovat
a identifikovat konjugaty taurinu a zluCovych kyselin v jatrech mysi. Pfiprava vzorkt byla
provedena nafezanim jater na mikrotomy, vlozenim téchto mikrotomd na mikroskopické
sklicko a vysuSenim ve vakuovém exsikatoru. Poté byly vzorky opét uchovany pii -80 °C
az do analyzy. Jako MALDI matrix byl vybran 9-aminoakridin, ktery byl vybran kvili jeho
schopnosti ionizovat slouCeniny kyselé povahy na negativné nabité slouCeniny, vcetné
zluCovych kyselin. MALDI zobrazovani, MALDI a ESI byly provadény v negativnhim
iontovém modu. Data byla sbirdna v rozmezi m/z od 50 do 2000. Mezi vysledky ziskanymi
zméfeni byl ve vzorku zjiStén obsah taurocholové kyseliny, tauromuricholové kyseliny,
taurochenodeoxycholové kyseliny, tautotetrahydrocholové Kkyseliny, konjugat taurinu

se zluGovymi kyselinami.™

2.8 Elektrochemické metody stanoveni taurinu

Elektrochemické stanoveni taurinu je zaloZeno na jeho pfimé oxidaci na povrchu
elektrody. K této reakci je potfeba vlozit na tuto elektrodu vysoké napéti, coz zapiicinuje
i vznik dalSich produktd, které ni¢i jeji povrch. Nevyhodou u bézné uzivanych
elektrochemickych detektorii byla nizkd Zivotnost elektrod. To by ale mohly vyftesit povrchy
obsahujici uhlikové nanostruktury, jako jsou grafenova nanovldkna nebo (a ty predevSim)

uhlikové nanotrubic“:ky.4

Tisténa uhlikova elektroda obsahujici komplex NiZ*

Nikl plsobi elektrokatalyticky na oxidaci organickych sloucenin obsahujicich
hydroxylovou skupinu a na sirnaté derivaty — tedy i na taurin. Toho bylo vyuZito pfi stanoveni
taurinu v slzach a slinach pomoci HPLC. Detekce byla provedena elektrochemicky s tisténou
uhlikovou elektrodou. Tato tisténa uhlikova elektroda obsahovala jednu tfadu uhlikovych
nanotrubicek, na kterou byl nanesen elektropolymerni film vyrobeny z Schiffovy baze vzniklé

reakci Ni** s ligandem N,N’-bis(2,4-dihydroxybenziliden)-1,2-diaminobenzenem.*

Pti voltametrickém méteni, kdy do roztoku nebyl pfidan Zadny biomarker, probéhla
voltametrickd kiivka dle obrazku 3 (kiivka a), coZ odpovida redoxni reakci NiZ*/Ni®".

Po pfidani taurinu byl zaznamenan nardst anodického proudu soucasné s poklesem
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katodického proudu (kfivka b). Toto chovéani je typické pro elektrokatalytické efekty
a dokazuje se tim, ze redoxni centra zabudovana ve filmu elektrody se podileji na oxidaci

. v o . v 3t v It . 7 It
taurinu, coz zpusobuje pokles poctu Ni** center a sniZeni katodického proudu na pozadl.4

R b

4 00 a2 a4 o L]

0.2 0.4 0.6
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Obr. 3 — Cyklicky voltamogram Ni''(2,4ADHS)/SWCNTSPE v 0,1 M NaOH za nep¥itomnosti (kiivka a) a

za pritomnosti (kiivka b) 5 mM taurinu 4

Vzorky byly zfedény vodnym roztokem NaOH, poté byly vstiiknuty do HPLC
a analyzovany. Mobilni faze obsahovala 0,1 M NaOH a 3% acentonitril, rychlost toku byla

0,75 ml/min. Nejniz§i koncentrace taurinu, kterou bylo mozno zachytit, byla 0,97 pmol/I.*

Elektroda ze skelného uhliku s grafenovymi kvantovymi teckami

Taurin byl také stanoven pomoci elektrody ze skelného uhliku pokryté
biokompatibilnim nanokompozitem z asparagové kyseliny a grafenovych kvantovych tecek.
Tuto elektrodu je mozné pouzivat ve spojeni s cyklickou voltametrii, chronoamperometrii
a diferen¢ni pulzni voltametrii. Po optimalizaci je mez kvantifikace pro taurin 0,001 mmol/I.
Pro tuto metodu neni tfeba vzorek pfedem nijak slozité pripravovat ani derivatizovat.
Kvantové teCky jsou dobrym materidlem pro jeho nizkou toxicitu, jednoduchou ptipravu,
vysokou chemickou stabilitu, pratelskost k Zivotnimu prostiedi, schopnost prenaset elektrony,

a vybornou fotostabilitu.”

K vytvofeni tenké vrstvy filmu na povrchu elektrody bylo uzito cyklické voltametrie.

Na elektrodu byla nanesena vrstva ponofenim do roztoku obsahujiciho 0,1 M NaOH
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a 0,9 mM kyseliny asparagové o pH 5,8. Elektropolymerizace byla provadéna V rozmezi
napéti -1,5 az +2 V. Na naneseni vrstvy bylo tieba 5 cykli. Po ukonceni byla elektroda
oplachnuta destilovanou vodou, aby byly odstranény piipadné naadsorbované materialy. Poté

byla elektroda vlozZena do elektrochemické cely.7

-+

H2N‘"\//\\ = HzN H*
SOQH —> : —_—
SO4H
HM 0,
H+0
Y\SO:!H —_— ﬁ/\s{}SH + NH;*
H H
Oxidation Q
S ——
Y\S{);H
OH

Rov. 1 — Schéma mozZné oxidace taurinu na povrchu elektrody

Na stanoveni taurinu byla pouZzita diferenc¢ni pulzni voltametrie, protoze je schopna
stanovit taurin pii1 nizSich koncentracich nez cyklicka voltametrie. Jako elektrolyt byl zvoleny
0,1 M roztok NaOH. LOQ pro taurin zde byl 0,0011 mM. Pti méfeni bylo vloZzeno napéti
0,005 V (Ag/AgCl), amplitudovd modulace byla 0,025 V (Ag/AgCl), modulacni ¢as 0,05 s
a skenovaci rychlost 0,01 V/s.’

Potenciometrické ¢idlo taurinu

Molekularni imprinting je proces, kde jsou monomery vkladany do polymerni
,Sablony*, &mz se tento komplex stava selektivni.’® Polymerni komplex (MIP — molecular
imprinting polymer) je tedy sloZzen ze zdkladni slouCeniny a z jedné nebo vice funkénich
monomert s kovalentnimi popt. nekovalentnimi interakcemi.”” Sablona je poté chemicky
odstranéna a v komplexu po ni zlistanou mista, kterd piesné odpovidaji tvaru, velikosti

. . . . . o1y P
a orientaci funké&ni skupiny, v nasem piipadé taurinu.™
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molecularly imprinted conducting polymer flavin mononucleotide
(MICP) (FMN)
(o]

) P N J dopant
taurine v Ny Ny

target molecule N N ~0
0

N OH
HN - S.
\ OH
\ © ! ) _OH
| | 1 HO 1
HO HO | HO
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\ / (e}
S, S st
N - 2~ N—\ = P o 4 \___/\\ = P s, \ -
acetic acid thiophene S A\
/ linker
(AAT) o} 0 (o) 0 0 0o

functional monomer EDOT/AAT-based copolymer 3,4-ethylenedioxythiophene
(EDOT)

Obr. 4 — Piedpokladana struktura MICP filmu s vazbou na taurin.”

Elektrochemickd depozice EDOT/AAT filmu byla provedena ve 3-elektrodové
elektrochemické cele. Jako pracovni elektrody mohou byt pouzity bud’ sklenéna uhlikova
diskova elektroda, nebo platinova listova elektroda, které se pokryji kopolymerovym filmem.
Pomocnou elektrodou miize byt platinovy dratek a jako referencni elektroda miize vystupovat

dvojita AgCl elektroda. Mustek muize byt naplnén SSA (2-hydroxy-5-sulfobenzoova
kyselina).'

Ob¢ pracovni elektrody je tieba pfipravit (vyciSténi, odmasSténi) na naneseni
polymerniho filmu. GC elektrodu je tfeba praskovym oxidem hlinitym, a poté postupné
ponofit do HNO3 vody, roztoku KOH/ethanol, vody a na konec do methanolu. Platinova

elektroda se jen povari s koncentrovanou HNOs a oplachne vodou.*®

Takto ptipravené elektrody se uz mohou potdhnout vrstvou kopolymerniho filmu tak,
7e se ponofi do roztoku obsahujiciho 0,01 mol/dm® EDOT (3,4-etylendioxythiofen), 0,1
mol/dm*® AAT (3-thiofenoctova kyselina), 0,1 mol/dm® FMN (flavin mononukleotid) a 0,5
mol/dm? taurin. V tomto roztoku se méni napéti od 0 mV do 1100 mV s rychlosti skenovéni

50 mV/s. Po ukonceni se elektroda oplachne vodou a jeji kvalita se zkouma pomoci
elektronové mikroskopie.10

Nakonec je tfeba zbavit vrstvu taurinu. Extrakéni proces je sice mozné provést

nékolika zpisoby, ale nejlepsi vysledky byly dosazeny s roztokem methanol : voda (2 : 5).*
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Takto upravené elektrody byly pouzity na potenciometrické meétfeni modelovych

vzorkil taurinu o koncentracich mezi 10° — 10"t mol/dm?3.%°

2.9 Elektroseparacni metody stanoveni taurinu

2.9.1 Stanoveni taurinu kapilarni zoénovou elektroforézou

Kapilarni zoénova elektroforéza (CZE) je velmi rozsifena metoda na analyzu taurinu.
Oproti HPLC ma n€kolik vyhod — velmi malou spotiebu organického rozpoustédla v pufru,

kratky ¢as separace a vysokou separa¢ni uginnost.*®

Pomoci CZE byl v 8 energetickych napojich, 2 ¢erstvych mlécich riznych znacek, 4
praskovych dopliicich stravy pro kojence a v 5 probiotickych vzorcich zelené ryze stanovovan
taurin a cholin. Pevné vzorky byly jemné rozemlety a od kazdého bylo navazeno 0,25 —
1,00 g. Ke kazdé navéazce bylo piidano 10 ml deionizované vody, a poté byla smés vlozena
do ultrazvuku. Po 30 minutach byl vzorek prefiltrovan ptes teflonovy membranovy filtr
a pfipadné byl pak jesté zfedén deionizovanou vodou. U tekutych vzorkd byla provedena
pouze filtrace pfes jiZ zminény membranovy filtr a bylo provedeno zfedéni. Takto pfipravené
vzorky byly co nejdiive pouzity k analyze, aby nedoslo k modifikaci latek v nich obsazenych.
Analyza byla provedena za pouZziti dvoukanalového zapojeni kapilarni elektroforézy (analyza
pomoci dvou kapilar soucasn€). Na stanoveni taurinu bylo pouzito napéti 10 kV. Délka
pouzité kapilary byla 60 cm, jeji primér byl 50 um a efektivni délka Cinila 49 cm. Jako
elektrolyt byla pouzita smés 150 mM tris(hydroxymethyl)aminomethanu (TRIS) s kyselinou
mléénou o pH 8,96. Ke stanoveni cholinu bylo pouzito témét stejnych podminek jako
U taurinu, jen misto kyselina mlé¢né byla uzita kyselina octova. Cholin byl nabit kladné.
Detekce byla provadéna bezkontaktnim konduktometrickym detektorem.’

CH,
H3C—++
CH, OH

Obr. 5 — N,N,N-trimethylethanolamoniovy kation (cholin) .

Taurin byl pomoci CZE stanoven v lidské srde¢ni tkani, ktera byla homogenizovana
pomoci fosfatového pufru o pH 7,5 a pak deproteinizovana kyselinou chloristou. Supernatant

byl neutralizovan roztokem fosfore¢nanu sodného a poté byl derivatizovan po dobu 20 minut

34



pfi pokojové teploté 9-fluorenylmethylchlorformatem (FMOC). Derivat byl separovan z 3-
amino -1-propansulfonové kyseliny (jakozto vnitiniho standardu) a glutathionu pouzitim 0,05
mol/l fosfore¢nanu sodného (pH 2,5) jakozto pufru. Jako detektor zde byl pouzit

fluorescen¢ni spektrometr.®

Bylo také analyzovano 6 aminokyselinovych transmiterti (véetné taurinu) odebranych
z ganglionu krysy. Homogenizované vzorky byly okyseleny koncentrovanou kyselinou
chloristou, a poté centrifugovany. Supernatant byl derivatizovan fluoresceinisothiokyanatem
(FITC) pti 40 °C po dobu 6 hodin. Derivat byl separovan na kiemenné napliové kapilaie
pfi napéti 12,5 kV s 15 mM boratovym pufrem (pH 9,2). K detekci byl pouzit LIF detektor.

Detekéni limit se pohyboval mezi 1,2 — 17,2 nmol/l pro zminénych 6 aminokyselin.®*

Jako derivatizaéni cCinidlo byl ve spojeni s kapilarni elektroforézou vyuzit 1 5-
furoylchinolin-3-karboxaldehyd (FQ). Derivatizovano bylo 5 neurotransmiteri ziskanych
z umg¢le pripraveného mozkomisniho moku (v€etné taurinu). Derivatizace probihala po dobu
témet 1 hodiny pfi teploté 65 °C a vznikly fluoreskujici derivaty. Detekéni limity pro tyto
neurotransmitery byly 10°— 108 M, coz odpovida 0,3 — 7 amol vstiiknutych do kapilary.®

Derivatizace taurinu byla provadéna i s naftalen-2,3-dikarboxaldehydem. Tento
produkt byl poté separovan na prazdné kiemenné kapilatre. Ackoliv jsou tyto derivaty stabilni,
nevyhodou je, Ze reakce vyZaduje ptidavek kyanidu, ktery je toxicky. Pfitomnost taurinu byla

poté prokazana bud’ pomoci HPLC, NMR, CE, nebo Ms. 383

Védci z Masarykovy univerzity se pokouSeli stanovit taurin pomoci kapilarni
elektroforézy s fluorescen¢éni detekci indukovanou ligt-emitting-diode. Kapilara pouzita
na méfeni méla celkovou délku 66 cm a efektivni délka byla 45 cm, Vzorek byl nejdfive
deproteinizovan pomoci acetonitrilu, promichdn a supernatant byl poté derivatizovan.
Derivatiza¢ni reakce byla provedena v jantarové trubicce, aby bylo zamezeno ptistupu svétla.
5 ul desetkrat koncentrovanéjsiho deproteinizovaného vzorku bylo smichano s 15 pl 8,33 mM
NaCN a 25 pl reakéniho pufru (200 mM H3BO3/NaOH pH 9,0) a vnitinim standardem (L-
norvalin). Reakce byla zapocdatd ptidanim naftalen-2,3-dikarboxaldehydu rozpusténého
Vv acetonitrilu. Reakce trvala 45 minut pfi teploté 25 °C a poté byla ukoncena zmrazenim latky

na -70 °C. Na stanoveni byl pouzit fluorescenéni detektor.®
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Byl také uéinén pokus, kdy byl taurin separovan pomoci zakladniho elektrolytu
slozeného z 20 mM CHES (n-cyklohexyl-2-aminoethansulfonova kyselina) a 10 mM NaOH,
pH této smési bylo 9,5. Pti tomto pH je protonace aminoskupiny potlacovana a taurin migruje
jako anion proti sméru elektroosmotického toku, coz zpomaluje migraci anionu do detektoru.
Vzorky byly vlozeny do ultrazvuku na 10 minut, aby byl odstranén plyn, ktery obsahovaly,
avzorek staurinem byl 40 x nafedén deionizovanou vodou. Méfeni bylo provedeno
za konstantniho toku vstupniho roztoku slozeného z 50 mM kyseliny octové + 20 mM Tris
0 pH 4,5 (150 pl/min) a za konstantniho toku roztoku vzorku (10 pl/min). Vzorek byl vpraven
do separa¢ni kapilary pod vakuovym pulsem - 50 kPa. Separa¢ni kapilara méla délku 16, 5
cm a délka k detektoru byla 11,5 cm. Tok vstupniho roztoku byl pozastaven na 5 s a vzorek
byl vstiikovan po dobu 0,5 s. Separace probihala pii napéti +10 kV a proudu 6 pA. Taurin byl

detekovan bezkontaktnim vodivostnim detektorem mimo zoénu elektroneutralnich castic,

atove32s.®
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Obr. 6. — Elektroforegram energetického népoje °
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Pii analyze taurinu v lidské plasmé bylo tfeba vzorek derivatizovat a to pomoci
fluoreskaminu. Separace je zaloZzend na rozdilné ionizaci taurinu a ostatnich aminokyselin.
Taurin se totiz chova spiSe jako sulfonova kyselina nez jako karboxylova kyselina. Jako
vnitini standard byl pouzit homotaurin, ktery vykazoval lepsi vysledky nez diive pouzivana
aminomethanova sulfonova kyselina. K plasmé byl tedy ptfidan homotaurin, bilkovinné
srazedlo (acetonitril) a supernatant byl derivatizovan fluoreskaminem za pfitomnosti
boratového pufru. Separace byla provadéna s modem obracené polarity pti 27,5 kV a rozméry
napliiové kiemenné kapilary byly 52 cm x 75 um. Jako detektor byl pouzit spektrometr

s diodovym polem a taurin zde byl detekovén pii 266 nm.*

Jako dalsi bylo pomoci této metody analyzovano 9 hlavnich slozek ¢isticiho mléka —
pyridoxinhydrochlorid, neostigminmethylsulfat, chlorfeniraminmalat, alantoin,
nafazolinhydrochlorid, glycyrrhizinova kyselina, chondroitinsulfat, taurin a kyanokobalamin).
Jako wvnitini standard byla pouzita 2-propenovd kyselina. Vzorky byly separovany
na napliové kiemenné kapilafe s napétim 25 kV s20 mM boratovym pufrem (pH 10) jako

running buffer. Detekce probihala pii 200 nm.*#

Metoda ,,Flow-gated“ CE je hybridem mezi klasickou a mikro¢ipovou kapilarni
elektroforézou. V tomto postupu se pouzivd pro davkovani systétm flow-gate
(z polykarbonatu), ktery je vyuzivan hlavné pro mikroc¢ipovou CE. Tato hybridni metoda
je velice flexibilni a da se propojit napi. s procesy pied analyzou, jako mikrodialyza,
derivatizace, prociSténi nebo obohacovani vzorku pomoci extrakce tuhou fazi. Pii spojeni
s mikro¢ipovou CE ma tento postup mnoho vyhod — vysoké efektivnost separace, nizké
naklady na kapilary, spojeni s riznymi detektory a uziti Cerstvé piipravené¢ho separacniho
pufru. In vivo vyuZiti je znamo malo, pfi uziti in vitro se stanovuji vétSinou odebrané vzorky

" ;2237
bunék nebo tkani.???

Touto metodou byl ve vzorku krysiho mozku stanovovan kromé taurinu i napt. glycin,
aspartat, serin, glutamin atd. Na analyzu byla pouZzita kapilara o malém priméru (10 pm),
vy$si sila elektrického pole (2 kV/cm) a kyveta pouzitelna na detekci pomoci LIF. Diky témto
podminkam a derivatizaci pomoci OPA bylo dosazeno vysoké separacni efektivnosti, velmi

rychlé separace (20 s) a vysoké citlivosti detekee.?

V dal§im experimentu byly podrobeny analyze vzorky biomarkerti aminokyselin
z tiiselni tukové tkan¢ mysi. Zde byla sonda na mikrodialyzu implantovana do tukové tkané

a ziskany dialyzat byl poté derivatizovan 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadizolem (NDB-F).
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Derivat byl pak vstfiknut do polykarbonatového flow-gate systému a sloucenina byla
separovana. Na stanoveni taurinu a dal§ich latek stacil jediny elektroforegram. Méteni
nain vitro vzorki se provadi vétSinou stkanémi a buiikami kultivovanymi v laboratofi.
Utéchto vzorkli se metoda obvykle poji s mikrodialyzou na monitorovani napf.
neurochemického uvolnéni Astrocytti. Mikrodialyza se zde provadi tak, ze bunky rostou
V jedné fad€ na sond¢, u které jsou po stranach kapilary (side-by-side) ve vzdalenosti 200 pm
od dialyzacniho vldkna. Takto upravené vzorky jsou poté derivatizovany NDB-F

a separovény po dobu 20 .22

2.9.2 I1zoelektrické fokusovani

Pomoci této techniky se zkoumd isoelektricky bod proteini a da se tak také zjistit

relativni kvantifikace a stanoveni druhti bilkovinného néboje.13

Byly smichany reagenty — 0,35% methylcelulosa, 4% Pharmalyte, 0,5 M NDSB,
10 mM taurinu, 0,5% pl marker 5,85, 0,5% pl marker 9,46. Jako posledni byla ptidana
bilkovinna protilatka, ktera byla rozpusténd v deionizované vodé€. Celd smés byla peclive
promichéna, 160 pl vzorku bylo napipetovano do 300 pl lahvicky. NDSB obsahuje velkou
hydrofilni ¢ast, sulfobetain a také malou hydrofobni ¢ast. Hraje klicovou roli pfi stabilizaci
naboje protilatky a zlepSuje separaci (lepsi rozliSeni peakl). Tato lahvicka byla vloZena
do pristroje a byla provedena analyza. Pokus byl proveden pii teploté 10 °C a napéti 3000 V.
Pokus zabral 8 minut a latka byla detekovana na 280 nm. Na obrazku 7 jde vidét,

ze isoelektricky bod pro slouceninu s taurinem vysel okolo 8,8.13
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Obr. 7 — Elektroforegram smési bilkovinné protilatky, NDSB a taurinu **
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2.9.3 lzotachoforetické stanoveni taurinu

Izotachoforeticky byl taurin stanovovan v krevnim séru a tkanich z usmrcenych Kkrys.
Vzorky byly uchovavany pfti teploté -20 °C a byly homogenizovany v centrifuze ve vodé
s ptidavkem 2% sulfosalicylové kyseliny. Supernatant byl odebran a vstfiknut do kolony
obsahujici 10 ml Diaion SK-1. Tato kolona byla proplachnuta deionizovanou vodou. Ziskany
nafedény supernatant ziskany z pruplachu kolony byl nadavkovan do kolony Diaion SA-100,
kolona byla opét proplachnuta a latka byla eluovana 2 M kyselinou octovou. Eluat byl

, . o 28
analyzovan pomoci izotachoforézy.

Jako izotachoforeticky analyzator byl zvolen pfistroj Shimadzu IP-1B. Rozmér kapilar
byl 20 cm x 0,5 mm, migra¢ni proud byl nastaven na hodnotu 75 pA a experiment byl
proveden za teploty 20 °C. Detek¢éni cela méla rozméry 0,5 mm x 0,05 mm. SloZeni
vedouciho elektrolytu bylo 10 mM HCI s amediolem o pH 6,5. Koncovy elektrolyt vznikl
smisenim 10 mM Kyseliny y-aminomaselné a Ba(OH), a pH tohoto elektrolytu bylo 10,9.%

Detekovat taurin bylo po casteéné separaci nakonec mozné V obou typech tkani.
Kiivka zavislosti délky zony taurinu na koncentraci taurinu byla linedrni a dobie

reprodukovatelnd v rozmezi 5 — 30 nanomoli.?®

Koncentrace taurinu vsrdci byla 32,7 umol/120g vahy zvitete, v jatrech 9,6
umol/120g vahy zvifete, v krevnim séru 0,89 pmol/120g véhy zvifete ve svalech 16,3
umol/120g vahy zvitete. Pfiporovnani vysledkt ziskanych izotachoforézou s vysledky
ziskanymi analyzatoru aminokyselin se da tvrdit, Ze hodnoty jsou velmi blizké.
Izotachoforéza je tedy vhodnou metodou na stanovovéni taurinu V riznych typech tkéani

a dava spravné a dobte reprodukovatelné V}’Isledky.28
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pouzitych chemikalii

Nézev Vyrobcee
B-alanin Serva
Kyselina chlorovodikova (32%) Fluka
Kyselina octova (99%) Penta

Dusitan sodny Lachema
Taurin Sigma-Aldrich
Hydroxyethylcelul6za 4000 Serva

Octan sodny Lachema
Isethionova kyselina Sigma-Aldrich
Sodna sil vinylsulfonové kyseliny (25%) Sigma-Aldrich
Histidin hydrochlorid Merck
Histidin Serva

3.2 Priprava roztoki

K pfipravé roztok byla pouzita demineralizovand voda z laboratorniho rozvodu
a bézné laboratorni odmérné nadobi. K odmétovani mensich objemi roztokli byly pouZity

miropipety Biohit riznych jmenovitych objemt.
Priprava 0,03 M zasobniho roztoku taurinu

Do odmérmé baiky (V =100ml) bylo navdZeno 0,3755 g taurinu. Bailka byla
doplnéna po rysku demineralizovanou vodou. Roztok taurinu byl vyuzit pii stanovovani

taurinu v realnych vzorcich pomoci standardniho ptidavku.
Piiprava 1 M roztoku NaNQO;

Do odmérné baiiky (V = 250 ml) bylo navazeno 17,25 g NaNO; a baiika byla doplnéna

po rysku demineralizovanou vodou. Tento roztok byl pouzit pfi derivatizaci taurinu.
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Priprava 1 M Kyseliny octové

Do odmérné banky (V =500 ml) bylo odméteno 30 ml koncentrované kyseliny
octové. Bailka byla poté doplnéna po rysku destilovanou vodou. Roztok kyseliny octové byl

pouzit pii konverzi na hydroxylovou kyselinu.
Priprava roztoku 0,001 M isethionové kyseliny

Do odmérné banky (V = 100 ml) bylo navazeno 0,1342 g isethionové kyseliny a barka
byla naplnéna po rysku demineralizovanou vodou. Z této smési bylo odebrano 5 ml
do odmérné baiiky (V = 50 ml) a barika byla opét doplnéna demineralizovanou vodou. Roztok

byl pouzity pfi identifikaci hydroxykyseliny vzniklé po konverzi.
Piiprava 0,0238 M isethionové kyseliny

Do odmérné banky (V = 50 ml) bylo navazeno 0,1763 g isethionové kyseliny, banka
byla poté doplnéna po rysku demineralizovanou vodou. Tento roztok byl pouzit pti zjisténi

procentudlni uc¢innosti konverze.
Piiprava 0,001 M roztoku sodné soli vinylsulfonové kyseliny

Do odmémé banky (V = 100 ml) bylo napipetovdno 40 pl roztoku sodné soli
vinylsulfonové kyseliny a barika byla doplnéna po rysku demineralizovanou vodou. Roztok

byl pouzity pfi identifikaci hydroxykyseliny vzniklé po derivatizaci.

3.3 Elektrolyty pro ITP analyzu

Vedouci elektrolyt I: 10 mM HCI + B-alanin (pH 3,6)

Do banky (V =100 ml) byl odméten 1 ml 1 M HCI, prilito nékolik desitek mililitra
demineralizované vody a pfidano 0,18 g B-alaninu. Smés byla promichéna a po rozpusténi
krystali byla baiika doplnéna po rysku demineralizovanou vodou. K roztoku byl pak postupné

ptidavan pevny B-alanin k dosazeni pH 3,6.
Vedouci elektrolyt I1: 10 mM HCI + B-alanin (pH 3,6) + 0,1% HEC

Do banky (V = 100 ml) bylo napipetovano 1 ml 1 M HCI a k ni bylo pfidano 0,18 g -

alaninu. Smés byla promichidna a po rozpuSténi krystali byla bailkka doplnéna po rysku
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demineralizovanou vodou. K roztoku byl pfidan B-alanin k dosazeni pH 3,6. Pak byla pfidana

hydroxyethylcelul6za (0,1 %) a roztok byl nékolik hodin michan az do jejiho rozpusténi.
Vedouci elektrolyt 111: 10 mM histidin hydrochlorid + histidin (pH 5,5 a 6)

Do odmérné banky bylo navazeno 0,1913 g histidin hydrochloridu a barnka byla

doplnéna po rysku vodou. Postupné bylo pH tohoto roztoku upraveno na 5,5 a 6,0.
Koncovy elektrolyt

Jako koncovy elektrolyt byl pouzivan 10 MM octan sodny. Navazka 0,136 g
krystalického octanu sodného byla rozpusténa v odmérné banice (V = 100 ml) a doplnéna

po rysku demineralizovanou vodou.

3.4 Pristroje a zarizeni

Electrophoretic analyser EA 102, Villa Labeco Spisska Nové Ves (Slovensko)
Elektricky vafi¢ integrovany s magnetickou michackou, SA (Kanada)
Analytické vahy ABT120-4M, Kern (Némecko)

Laboratorni pH-metr HI-4221, Hanna (Némecko)

Ultrazvukova lazen K-2, Kraintek Podhajska (Slovensko)

Electrophoretic analyser EA 102

Izotachoforeticky analyzator EA 102 je dvoukolonovy pfistroj, ktery se vyuziva
se na izotachoforetické analyzy kapalnych roztokd. Davkovani je realizovano pies 30 pl
davkovaci kohout. Separace probiha ve dvou teflonovych kolonach — pfedsepara¢ni 0 objemu
ptiblizné 100 pl a analytické o objemu pfiblizné 10 pl. Detekce je vodivostni kontaktni.
Ptistroj je ovladdn pomoci softwaru ITPPro32, ktery umoziiuje naprogramovat prib¢h

analyzy, zaznamenava signal z detektord a umoziuje jeho vyhodnoceni.

Podminky analyzy: proud v pfedseparac¢ni kolon¢ byl 300 pA, Vv analytické koloné

50 pA, analyza byla provedena v anionickém moddu a trvala 22 az 25 minut.
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3.5 Stanoveni taurinu v modelovych smésich

Modelové smési byly nejprve pouzity k tomu, aby mohla byt identifikovana zona
hydroxykyseliny vznikajici z taurinu. Pomoci modelovych smési byly také optimalizovany

neékteré piistrojové parametry, predevsim ¢asovani jednotlivych krok.
Slepy pokus

Do odmérné banky bylo napipetovano 5 ml 1 M CH3COOH a 5 ml 1 M NaNO; Smés
byla promichana a poté byl roztok zfedén. Do bainky (V = 50 ml) bylo nadavkovano 2,5 ml
smé&si a banka byla doplnéna po rysku demineralizovanou vodou. Takto 20x zfedéna smés

byla nadavkovana do pfistroje a analyzovana.

Piiprava taurinu k analyze

Do odmérné baiky bylo napipetovano 5 ml 1 M CH3COOH a 5 ml 1 M NaNO,,
K smé&si bylo poté piidano 0,114 g taurinu. Po doplnéni po rysku bylo do banky piidano
magnetické michadlo. Pak byla banka vlozena do vrouci vodni lazn€. Roztok byl zahiivan
a promichavan po dobu 10 minut. Poté byl ochlazen a bylo z néj odpipetovano do banky (V =
50 ml) 2,5 ml roztoku a baika byla doplnéna po rysku demineralizovanou vodou. Takto 20x

zfedéna smés byla davkovana do pfistroje a analyzovana.

3.6 Realné vzorky

Vzorky 1 az 4 jsou energetické népoje urcené k doplnéni energie pii veEtsi zatézi.

Vzorek 5 je gel obdobného tcelu.

Vzorek 1 — Maximal G
Vyrobcee: Buszezs Zrt

Zem¢ puvodu: Mad’arsko
Obsah taurinu: 1,017 g/250 ml

Vzorek 2 - QXE
Vyrobcee: Van Pur

Zemé puvodu: Polsko
Obsah taurinu: 1,040 g/250 ml
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Vzorek 3 —Tiger

Vyrobcee: neuveden

Zemé pivodu: neuvedena
Obsah taurinu: 1,017 g/250 ml

Vzorek 4 — Crazywolf — Watermelon
Vyrobcee: neuveden

Zemé puvodu: Polsko
Obsah taurinu: 1,051 g/250 ml

Vzorek ¢. 5 — Carbosnack — Meruiika
Vyrobee: NUTREND d.s.

Zemé puvodu: Ceské republika

Obsah taurinu: 500 mg/55 g

Priprava realnych vzorki k analyze

Ze vzorkl 1 az 4 bylo do odmérné banky (V =50 ml) odpipetovano 25 ml vzorku,
k nim bylo pfidano 5 ml 1 M CH3COOH, 5 ml 1 M NaNO; a nakonec byla banka doplnéna
po rysku demineralizovanou vodou. Smés byla na né€kolik minut vloZzena do ultrazvukové
lazn¢ kvili sniZeni obsahu plyni. Nésledné byla smés zahfivana na vrouci vodni lazni
a soucasné michana po dobu 10 minut, pak ochlazena a poté bylo odpipetovano 2,5 ml smési
do odmérné banky (V =50 ml). Takto nafedéna smés byla analyzovana. Ze vzorku 5 bylo
odebrano 10 g gelu, které byly kvantitativné pifevedeny do odmérné banky (V =50 ml). Dale

bylo postupovano jako u vzorkl 1 az 4.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Pomoci izotachoforézy lze analyzovat jenom latky elektricky nabité — anionty
a kationty. Aminokyseliny se ale nejéastéji vyskytuji v podobé amfiontu, coz je forma, ktera

obsahuje jak kladny, tak zaporny naboj, celkovy naboj je tedy prakticky nulovy.

Aby bylo mozné taurin analyzovat, bylo tfeba jej derivatizovat. Zvolena byla
derivatizace kyselinou dusitou, kdy dochazi nejdiive ke vzniku diazoniovych soli, které
se nasledné rozkladaji za vzniku hydroxykyselin, které lze izotachoforeticky stanovit.?’
Derivatizaci taurinu  vznikd 2-hydroxyethansulfonova (isethionova) kyselina, jejiz

sulfoskupina nese i v silné kyselé oblasti zaporny naboj.

4.1 Prevedeni taurinu na hydroxykyselinu

Abychom potvrdili, ze nalezena latka je skute¢né isethionova kyselina, byl za stejnych
podminek proméfen roztok této latky. JelikoZ poloha zén byla totozna, byla latka urcena
spravné. Kromé zon této slouCeniny byly ale na izotachoforegramu nalezeny jesté dvé velmi
kratké zony produktl vzniklych z taurinu, které byly rychlejsi nez isethionova kyselina. Jedna
z téchto latek je vinylsulfonova kyselina, druhou se nepodatilo identifikovat. Pfi tvofeni
kalibra¢ni pfimky bylo srovndvéano, zda je na vypocet koncentrace taurinu nejlepsi pouZit
jenom hlavni zénu, nebo jestli vychdzi vyssi procenta vytéznosti pii secteni vSech tii zon
(v€etné dvou rychlejSich zon). Jako nejpresnéjsi se ukdzalo pouzit do vypoctu sumu vsech tii
zon. Pii porovnani délek zon pouzitych k vypoctu zaujimala hlavni zona asi 87% délky a dvé

vedlejsi zony 13 %.

Vliv teploty, zpisobu michani a doby prubéhu reakce

Existuje spousta proménnych, které ovliviiuji konverzi. Jsou to napt. teplota, michani,
trvani reakce reakce, pH roztoku a koncentrace reagujicich komponent. Bylo tieba zjistit, jaké
jsou optimalni podminky pro stanoveni taurinu. Byl upravovan ¢as reakce, zptisob michani

a teplota.

Do banky (V = 50 ml) bylo nadavkovano 5 ml 1 M kyseliny octové, 5 ml 1 M
dusitanu sodného a 0,144 g taurinu. Banka byla doplnéna po rysku demineralizovanou vodou
a reakce byla provadéna tfemi riznymi zpusoby: Vv ultrazvuku, za mechanického michani

za laboratorni teploty a za mechanického michani na vrouci vodni lazni. Po 2, 5, 10, 20, 50,
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100 a 200 minutach od pocatku reakce bylo z banék odpipetovano 2,5 ml roztoku do odmérné
banky (V = 50 ml). Tato banka byla pak doplnéna po rysku demineralizovanou vodou
aztakto 20x zifedéného vzorku byla ¢ast odebrana na analyzu. Na analyzu byl pouzit
elektrolyt 1. Délky zon byly porovnany s délkou zony isethionové kyseliny o koncentraci

stejné, jakou mél roztok taurinu.
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Graf 1 — Zavislost u¢innosti konverze taurinu na isethionovou kyselinu na ¢ase. Slozeni smési: 0,02 mM
taurin, 0,1 mM kyselina octova a 0,1 mM dusitan sodny, V=50 ml, ¢ - ultrazvuk, m — mich4ni, A — michani +
teplota.

Z grafu lze vy¢ist, Ze nejlepsi vysledek je sice ziskan pomoci michani za laboratorni
teploty, ale doba konverze je piili§ dlouha, a proto tento zptisob neni prakticky. U postupu
zahrnujiciho ultrazvuk nedoslo k dostatecné konverzi ani po dvou stech minutach. Pii michani
za zvysené teploty lze dojit k dostacujicimu vysledku konverze jiz po deseti minutach, a proto

bylo k analyze vyuzito tohoto postupu.

Zajimavé je, ze po zhruba hodiné od zafatku varu zacaly vznikat v bafice oranzové
plyny, pravdépodobné oxidy dusiku. Na grafu je zfetelné, ze u této kiivky (michani + teplota)
po 50. minuté¢ doslo k poklesu ucinnosti konverze a je tedy mozné, ze byla timto jevem

konverze negativné ovlivnéna.

Vliv koncentrace kyseliny octové

Bylo zkouméno, zda ma koncentrace kyseliny octové vliv na konverzi taurinu. Smés

byla pripravena podle jako piedesle (0,114 g taurinu + 5 ml 1 M dusitanu) jen byla ménéna
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koncentrace kyseliny octové. Byla pfipravena sada roztokd o koncentracich kyseliny octové
0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,1, 0,2 a 0,4 mol/l.

100
95 . ®
S
= 4
g 90 o° *
£ ¢
Q
S
85
80 T T T T T T T T

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45
¢ (mol/l)

Graf 2 — Zavislost ucinnosti konverze taurinu na koncentraci kyseliny octové. Koncentrace v baiice
(V =50 ml) taurinu 0,02 mol/l, koncentrace dusitanu sodného 0,1 mol/l. Smés byla povaiena deset minut a
poté jesté 20x naredéna a analyzovana.

V grafu lze vidét, Ze Géinnost konverze je po celou dobu takika konstantni, a lze tedy
fici, Ze i po minimalnim ptidavku kyseliny octové dojde k uspokojivému vysledku konverze.
Je to ziejmé z toho dlivodu, Ze sulfoskupina nepfijima kyselé vodiky, a proto staci k okyseleni
smési kvili diazotaci (tj. k pfevodu dusitanu na kyselinu dusitou), pouze malé mnozstvi
kyseliny. Timto se tedy taurin 1i$i od ostatnich aminokyselin, u kterych se zménéné ptidavky
kyseliny octové projevuji velice vyrazn&.?® Aminokyseliny totiZ pfijimaji kyselé vodiky na
karboxylové skupiné velice ochotné a k okyseleni smési je tedy potieba piidat vétsi mnozstvi

kyseliny octové.

VIiv koncentrace dusitanu sodného

V ramci optimalizace bylo tieba také zjistit, zda mé& na vliv konverze vliv
I koncentrace dusitanu sodného. K vytvofeni smési bylo tedy opét vyuzito 0,114 g taurinu
abml 1M kyseliny octové, ale byl ménén objem pfidavaného dusitanu sodného. Byla
pripravena fada roztokd o koncentraci dusitanu sodného 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,1, 0,2 a 0,4

mol/I.
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Graf 3 — Zavislost ucinnosti konverze na koncentraci dusitanu sodného. Koncentrace v baiice (V = 50 ml)
taurinu 0,02 mol/l, koncentrace kyseliny octové 0,1 mol/l. Smés byla povafena deset minut a poté jesté 20x
naiedéna a analyzovana.

A4

Graf vypovida o tom, ze ¢im vys$i koncentrace dusitanu sodného je ve vzorku,
tim konverze probiha 1épe. Toto tvrzeni plati do dosazeni koncentrace dusitanu sodného
0,1 mol/l, dale je uz konverze stabilni. Da se tedy fici, ze optimalni ptidavek dusitanu
sodného je 5 ml. Vyssi koncentrace uz jsou zbyte¢né. Taurin tedy v tomto ptipadé reaguje

obdobné¢ jako ostatni aminokyseliny.29

4.2 Vybér elektrolytového systému

Nejdiive bylo zapotiebi zjistit, jaky elektrolytovy systém bude nejlepsi na stanoveni
taurinu. Pfi stanovovani taurinu byl pouzit systém I, ve kterém byla jakozto vedouci elektrolyt
pouzita smés 10 mmol HCI + B-alaninu, kterym bylo nastaveno pH na 3,6. Koncovym
elektrolytem byl 10 mM octan sodny. Jako koncovy elektrolyt byl zkousen i 20 mM roztok
kyseliny octové, ten ale je méné vodivy nez roztok octanu, coZ se projevilo vyS$§im napétim
na separa¢nim systému zvlasté ke konci analyzy. Proto byl dale pouzivan roztok octanu. Byl
ucinén pokus, ve kterém byla do vedouciho elektrolytu pfidana hydroxyethylceluloza, ktera je
doporucovana ke zmirnéni elektroosmotického toku a zvySeni viskozity vedouciho

elektrolytu. Pfidavek ale nijak neovlivnil vysledny ¢as ani kvalitu separace, a tudiz dale

nebyla hydroxyethylceluloza pouzivana.
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Jako dalsi optimaliza¢ni krok byla vyzkouSena zména pH vedouciho elektrolytu.
Taurin byl analyzovan pti pH vedouciho elektrolytu 3,0, 3,6 a 4,2 (pH bylo nastavovano
ptidavky pevného B-alaninu k roztoku vedouciho elektrolytu). Déle byl taurin analyzovan
piipH 55 a 6,0 vsyst¢tmu Ill. V tomto pfipadé¢ bylo pH nastavovano ptidavky pevného
histidinu.

Pii pouziti pH 3,0 mad koncovy elektrolyt pfiliS malou vodivost a dochazelo
k pfekro¢eni maximalniho separacniho napéti a k predCasnému ukonceni analyzy.
U vedouciho elektrolytu s pH 4,2 byly zoény v obou kolonach rozd€leny a ¢as analyzy
byl obdobny jako u vedouciho elektrolytu s pH 3,6. Vyuziti tohoto vedouciho elektrolytu
pro kvantitativni analyzu by nebylo pfili§ vhodné, jelikoz vedouci elektrolyt ma pti tomto pH
malou pufraéni kapacitu. U vedoucich elektrolytd s pH 5,5 a 6 jiz nedoslo k rozdéleni latek
ve smési kvili vysoké pohyblivosti koncového iontu (octanu). Pti vech téchto méfenich byl

jako koncovy elektrolyt pouzit 10 mM octan sodny.

4.3 Stabilita, reprodukovatelnost, kalibrace, detek¢ni limit a mez stanoveni

Pfi analyze modelovych vzorkli bylo zjiStovano, zda se taurin dobie separuje
od ostatnich latek, kde se vyskytuje zona taurinu a je-li délka jeho signalu stabilni

I po pfeméfeni modelového vzorku nasledujici den.

K vymezeni vyskytu taurinu na grafu byl jako prvni proméfen modelovy vzorek
neobsahujici taurin. Poté byl proméfen modelovy vzorek obsahujici taurin, grafy byly

porovnany a byla identifikovana zona taurinu.

Byla také zjistovana reprodukovatelnost méfeni modelového vzorku s taurinem v den
ptipravy a den po ni. Vysledkem bylo zjisténi, ze ¢ast dusitani ptesla na dusic¢nany, ale zony

vzniklé z taurinu zlstaly v nezménéném stavu.

Reprodukovatelnost

Z méfeni bylo mozZné =ziskat smérodatnou 1irelativni smérodatnou odchylku.
Smérodatnd odchylka byla vypocitana z nameétenych délek zon. Vzhledem k tomu,
ze navazované mnozstvi taurinu nebylo vzdy stejné, byly délky zon nejprve piepocteny
na navazku o velikosti 1 gramu taurinu. Hodnota RSD byla vyjadiena v procentech. Méfeni

byla provedena jak v piedseparac¢ni, tak v analytické koloné.
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Tab. 2 — Reprodukovatelnost méfeni na predseparaéni koloné, elektrolyt 1.

Meéieni 1 2 3 4 5 Primér SD RSD (%)
Délka zony (s) | 138,4 | 138,0 | 136,9 | 142,2 | 140,5 | 139,187 | 2,146 1,542
Tab. 3 — Reprodukovatelnost méfeni na analytické koloné, elektrolyt 1.
Méfeni 1 2 3 4 5 | Pramér | SD | RSD (%)
Délka zony (s) | 877,6 | 879,8 | 866,6 | 904,3 | 905,6 | 886,777 | 17,324 1,954

Kalibraéni zavislost

Z ptipravené¢ho zasobniho roztoku o koncentraci 0,1 mol/l byly namichany roztoky

0 koncentracich 0,4 mmol/l, 0,8 mmol/l, 1,2 mmol/l, 2 mmol/l, 4 mmol/l, 8 mmol/l, 12

mmol/l, 16 mmol/l a 20 mmol/l. Po konverzi byly roztoky opét 20x nafedény (0,02 mmol/I.

0,04 mmol/l, 0,06 mmol/l, 0,1 mmol/l, 0,2 mmol/l, 0,4 mmol/l, 0,6 mmol/l, 0,8 mmol/l a 1

mmol/l) a tyto roztoky byly zanalyzovany. Ze ziskanych hodnot byl vytvofen graf zavislosti

koncentrace taurinu na délce zony taurinu. Diky kalibra¢ni ktivce lze fici, ze analyza vzorkl

byla stabilni, a lze diky ni dostatecné¢ piesné¢ vypocitat koncentraci taurinu v redlnych

vzorcich.
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Graf 4 — Kalibra¢ni zavislost délky zony taurinu na koncentraci taurinu, elektrolyt 1. vedouci elektrolyt:
10 mM HCI, g-alanin (pH 3,6), koncovy elektrolyt 10 mM CH3;COONa, pi‘edseparaéni kolona.
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Rovnice kalibra¢ni kiivky (separacni kolona)

Hodnota spolehlivosti R

y =17,71 x + 0,04 [sec;mmol/l]

0,9963
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Graf 5 — Kalibraéni zavislost délky zony taurinu na koncentraci taurinu, elektrolyt I. vedouci elektrolyt:
10 mM HCI, B-alanin (pH 3,6), koncovy elektrolyt 10 mM CH;COONa, analyticka kolona.

Rovnice kalibra¢ni kiivky (analyticka kolona)

Hodnota spolehlivosti R

y = 123,68 x + 0,83 [sec;mmol/l]

0,9997

Byla pouzita rovnice kalibraéni kiivky ziskana zdat z méfeni kalibracni fady

na analytické kolon¢, kvtli vétsi presnosti a lepSimu rozd¢€leni latek.

Déle byl taurin 3x stanovovan v modelovém vzorku v elektrolytovém systému I

z davodu ovéteni spravnosti a presnosti méteni. Ke zjisténi koncentrace bylo uzito kalibracni

zavislosti. Koncentrace zvolend k analyze byla vybrana tak, aby spadala do koncentraci

analyzovanych v kalibra¢ni fadé. VytéZnost popisuje spravnost méfeni, ktera byla ziskana

jako rozdil zvolené koncentrace a priiméru hodnot koncentraci ziskanych z analyzy.
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Tab. 4 — Vytéznost stanoveni taurinu.

Zvolena koncentrace Primér ziskanych Vytéznost (%)
(mmol/l) koncentraci (mmol/l)
0,7 0,648 + 0,01 92,6 +1,54

Detekéni limit a mez stanoveni

Ke zjisténi meze stanoveni byla vyuzita rovnice kalibra¢ni zavislosti. Za hodnotu
y byla doplnéna 1 sekunda, coz je nejmensi zaznamenatelna hodnota v grafu. Mez detekce
byla ziskana podé¢lenim vysledné hodnoty 3. V tabulce 5 jsou udany ziskané hodnoty
jak pro davkovanou (a tedy fedénou smeés), tak i pro ptuvodni roztok. Pii analyze byl pouzit
elektrolyticky systém I s pH 3,6 (vedouci elektrolyt 10 mmol/l HC1 + f-alanin, koncovy
elektrolyt 10 mmol/l octan sodny).

Tab. 5 — Detekéni limit a mez stanoveni u ziedéné a neziedéné smési v analytické koloné, elektrolyt I.

Mez stanoveni

Mez detekce

Puvodni roztok

1,6.10* mol/l

5,3.10™ mol/l

Davkovany roztok

8,0.10° mol/l

2,710 mol/l

4.4 Realné vzorky

Podle optimalizovanych postupti bylo zkouseno stanovit taurin u realnych vzorkd.
Jako realné vzorky vystupovaly energetické napoje a energeticky gel. VSechny vzorky byly

zakoupeny v béznych obchodnich fetézcich.

Nejdiive bylo zapotiebi vzorky vhodné natedit, aby koncentrace spadala do kalibra¢ni
kiivky, a poté derivatizovat podle zjisténych optimalnich podminek. Po derivatizaci doslo

k nadavkovani do pfistroje a analyze s elektrolytovym systémem I.

Derivatem aminoethansulfonové kyseliny byla kyselina isethionovd. Béhem analyzy
vzorkd se v elektroforegramu objevovala kromé zony isethionové kyseliny také kyselina

citronova, kterd se vyskytovala ve vSech energetickych napojich.

Koncentrace taurinu byla stanovovdna pomoci kalibra¢ni kiivky a standardniho
ptidavku. Na stanoveni koncentrace taurinu pomoci kalibra¢ni kiivky byl kazdy vzorek

promé&fen 3x. Ke zjisténi koncentrace standardnim piidavkem byly pouzity dva piidavky —
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5a10 ml standardniho roztoku taurinu o koncentraci 0,03 mol/l. Vzorky s pfidavkem
standardniho roztoku taurinu byly pokazdé proméfeny 2x. Piidavky byly ptidany ke vzorku

pred konverzi.

Vysledky ziskané pomoci standardniho piidavku se vice shodovaly s obsahy
uvadénymi vyrobci nez hodnoty ziskané pomoci kalibra¢ni kiivky. Je to nejspi§ z toho
divodu, ze u standardniho ptidavku byla ve smési jiz pfitomna matrice vzorku, kterd méla
na mefeni vliv. Pfi proméfovani vzorkti nedochédzelo k ruseni stanoveni zadnymi jinymi

latkami obsazenymi ve smési.

Tab. 6 — Zjistény obsah taurinu u energetického napoje Maximal G.

Stanoveni Zjisténa koncentrace RSH (%) Koncentrace taurinu
taurinu uvedena na obalu
Standardni pridavek 0,99 + 0,012 g/250 ml 1,20 1,02 g/250 ml
Kalibraé¢ni kiivka 0,88 + 0,008 g/250 ml 1,15

7.428 Voit

CITRONAN

1104 i i i i i i i i i sec
87830 s21.11 589,91 w018.72 oea.52 110.32 11g7.13 120082 1250.74 129758 124428

Obr. 8 — Izotachoforegram vzorku Maximal G, analytick4 kolona.
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Tab. 7 — Zjistény obsah taurinu u energetického napoje QXE.

Stanoveni Zjisténa koncentrace RSH (%) Koncentrace taurinu

taurinu uvedena na obalu

Standardni pfidavek 1,06 £+ 0,009 g/250 ml 0,87 1,04 g/250 ml

Kalibra¢ni kiivka 0,87 + 0,019 g/250 ml 2,66

T s N B OCTAN — f
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Obr. 9 — I1zotachoforegram vzorku QXE, analytick4 kolona.

Tab. 8 — Zjistény obsah taurinu u energetického napoje Tiger.

Stanoveni Zjisténa koncentrace RSH (%) Koncentrace taurinu
taurinu uvedena na obalu
Standardni pridavek 0,83 £ 0,015 g/250 ml 1,77 1,05 g/250 ml
Kalibra¢ni kiivka 0,88 + 0,009 g/250 ml 1,28
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7.381 Vot

CITRONAN

Obr. 10 — Izotachoforegram vzorku Tiger, analytick4 kolona.
Tab. 9 — Zjistény obsah taurinu u energetického napoje Crazy Wollf.
Stanoveni Zjisténa koncentrace taurinu RSH (%) Koncentrace taurinu

uvedena na obalu

Standardni pridavek 0,86 £ 0,021 g/250 ml 2,48 1,05 g/250 ml
Kalibra¢ni kiivka 0,88 + 0,004 g/250 ml 0,60

CITRONAN

TAURIN

I
851.10 526.07 %81.04 556,01 102088 106535 1100.82 113588 1170.88 1205.83 1240.80

Obr. 11 — Izotachoforegram vzorku Crazy Wolf, analyticka kolona.
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Tab. 10 — Zjistény obsah taurinu u energetického gelu Carbo Snack.

Stanoveni Zjisténa koncentrace taurinu RSH (%) Koncentrace taurinu
uvedena na obalu
Standardni pfidavek 0,52 +£0,024 g/55 g 2,56 0,59/55¢g
Kalibra¢ni kiivka 0,45 +£0,009 g/55 ¢ 1,40

57980 sz287 6554 1008.41 1051.28

Obr. 12 — 1zotachoforegram vzorku Carbo Snack, analyticka kolona.
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5. ZAVER

Tato prace se zabyvala moznym stanovenim [-aminokyseliny taurinu pomoci
izotachoforézy v aniontovém modu. Na analyzu byla pouzita latka vznikla reakci taurinu
S dusitanem sodnym a kyselinou octovou po povafeni — isethionova kyselina. V pribéhu

reakce unikal z banky elementarni dusik.

Nejdiive bylo tfeba zjistit, jaké jsou idealni podminky pro co nejpiesnéjsi stanoveni
taurinu v doplicich stravy. Z experimentd vyslo najevo, ze idealni je pouziti reakéni smési
obsahujici vzorek, kyselinu dusitou a kyselinu octovou. Vyhovujicim elektrolytem byl ten,
kde jako vedouci eletrolyt byla vyuzita 10 mM kyselina chlorovodikova s p-alaninem.
Vedouci elektrolyt mél po piidavku B-alaninu pH 3,6. Jako koncovy elektrolyt byl pouzit
10 mM octan sodny. Jako optimalni feSeni konverze aminokyseliny na hydroxykyselinu
se ukdzalo zahfivani na vrouci vodni lazni se soucasnym promichavanim po dobu deseti

minut.

v

Zméfeni bylo patrné, Ze spolehlivéjsi je pouziti dat =z analytické kolony.
K vyhodnoceni bylo pouzito kalibra¢ni kiivky a metody standardniho ptidavku. Metoda
standardniho pfidavku byla ve vétSin€é piipadt ponékud spolehlivéjsi nejspise proto,
ze ptidavky byly pipetovany do smési, kterd jiz obsahovala matrici vzorku. U hodnot
ziskanych z kalibra¢ni kiivky doslo ke zkresleni patrné pravé z toho diivodu, Ze kalibraéni

fada matrici vzorku neobsahovala.

Z vysledkli experimentl byla zjisténa vytéZnost modelového vzorku, ktera popisuje
pfesnost a spravnost méteni. Pomoci rovnice kalibracni zavislosti byla ziskdna mez stanoveni

taurinu a jeho detekcni limit.

Izotachoforéza je jednoduchy a pomérné rychly zplsob, jak zjistit koncentraci bud’
aniontil, nebo kationtii ve vzorcich. Je to také ekonomicky vyhodné, dostatecné citliva dobie

reprodukovatelnd metoda.
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