Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka

Stanoveni potravinaskych aditiv pomoci elektromigratnich separa&nich
metod

Andrea Havlova

Bakalaiska prace

2009



University of Pardubice
Faculty of chemical technology

Determination of food additives by electromigrationseparation methods

Andrea Havlova

Bachelor work

2009



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Katedra analytické chemie
Akademicky rok: 2008/2009

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a p¥ijmeni: Andrea HAVLOVA
Studijni program: B2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Hodnoceni a analyza potravin

Nézev tématu: Stanoveni potravinaiskych aditiv pomoci
elektromigraénich separaénich metod

Zaisady pro vypracovani:

1) V dostupné literatuie vyhledejte a refer$né zpracujte odkazy tykajici se pouZiti p¥irodnich
i syntetickych aditiv v potravinarstvi.

2) Charakterizujte vyuziti modernich elektromigracnich metod pro analyzu potravinarskych
aditiv.



Rozsah grafickych praci:

Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani bakalarské prace: tisténa/elektronicka
Seznam odborné literatury:

Podle pokynu vedouciho prace.

Vedouci bakalarské prace: Ing. Vaclav Stanék, Ph.D.
Katedra analytické chemie

Konzultant bakaldrské prace: Ing. Petr Cesla, Ph.D.
Katedra analytické chemie

Ostatni konzultanti: doc. Ing. Jan Fischer, CSc.

Katedra analytické chemie

Datum zadani bakalarské prace: 23. tinora 2009
Termin odevzdéani bakalaiské prace: 26. Cervna 2009

7
7 L
V4794 LS. &5

prof. Ing. Petr Lo&tak, DrSc. prof. Ing. Ka!

dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 23. inora 2009



Prohlasuiji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatveskeré literarni prameny a informace, které

jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu peuigratury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji prachugtarava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona¢. 121/2000 Sh., autorsky zakon, zejména se &kosti, Ze Univerzita Pardubice
ma pravo na uzaeni licerdni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho diladigo8 60
odst. 1.autorského zakona, a stim, Ze pokud dojde k tétiti prace mnou nebo bude
poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je UWmiita Pardubice ode mne opréma
pozadovat pmeieny @ispivek na uhradu naklad které na vytvieni dila vynalozila, a to

podle okolnosti az do jejich skitee vyse.

Souhlasim s wejnym zgistuprénim své prace v univerzitni kniha¥n

V Pardubicich dne 9.7.2009

Andrea Havlova



Mou milou povinnosti je pagkovat vedoucimu mé bakdké prace Ing. Vaclavu
Staikovi, Ph.D. za odborné vedeni pracegligmst, cenné rady aifpominky. Dale bych
chtéla podtkovat Ing. PetroviCeslovi, Ph.D. a Ing. Janu Fischerovi, CSc. za infwe,
které mi poskytli Bhem mého studia.

Dékuji zejména svym rodiim za umozéni studia na Univerzit Pardubice a za
jejich podporu v jeho mibéhu. Nemaly dik péit i mé sese Daniele Havlové za poskytnuti
uzitetnych technickych rad.



Souhrn

Tato bakal#ska prace je zafrena na v praxi pouzivana potravisiéa aditiva, mezi
néz pati predevsim syntetickd barvivafipdni a syntetické antioxidanty, sladidla a
konzervé&ni latky. V praci byly dale sledovany mozZnosti staeni tchto latek v
potravinach pomoci elektromigmaich separamich metod, kdy byly n&asgji vyuzivany

techniky kapilarni elektroforézy.

Kli ¢ova slova: Potravindska aditiva
Analyza potravin
Elektromigr&ni separaéni metody

Kapilarni elektroforéza



Summary

This bachelor work describes various synthetic dyestural and synthetic
antioxidants, sweeteners and preservatives, usémbdsadditives and their determination
in food-stuff by modern electromigration separatiomethods, mostly by capillary
electrophoresis techniques.

Keywords: Food additives
Food analysis
Electromigration separation methods

Capillary electrophoresis
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1. Uvod

Potravindska aditiva jsou gelow ptidavana dotznych druli potravin a tudiz plni
nepostradatelnou funkci. RozliSuji seédskupiny tchto latek, pirodni a synteticke.
Pridatnymi latkami v potravinach se rozumi hagnzervani latky, antioxidanty, sladidla,
barviva, dusinany a dusitany. Jsou to latky, které majgitym zpisobem prodluZovat
trvanlivost potravin, zvyrawmvat vani ¢i chu'. Nékteré pro nas mohou byt skodlive, jiné
nam naopak dodavaji febné Ziviny a tim jsou naSemtiu pros@gsné. Mize se vsak stat,
Ze se v potravinach vyskytnou i latky, které nigldany nebyly, nap antibiotika, ktera
mohou vznikat produkci dkterych mikroorganisiin V potravinach jsou dale sledovany
biologicky aktivni slozky [1], mezi které p@atanorganické a organické kyseliny,
aminokyseliny, vitaminy, fenolické sldeniny, biogenni aminy, toxiny a spousta dalSich.
Obsah vSechéchto latek v potravinach lze stanovit pomoci anelkyich separénich
metod, nap vysoko&innou kapalinovou chromatografii (HPLC), plynovou
chromatografii (GC) a v posledni doibppomoci technik kapilarni elektroforézy (CE).

Postupny vyvoj elektromigtaich separinich metod zap@l jiz v 19. stoleti.

V roce 1897 popsal émecky chemik F. Kohlrausch princip elektromigracati [2].

V roce 1948 obdrzel Svédsky chemik A. Tiselius Nobe cenu za vyzkum v oblasti
separaci protein krevniho séra viemennych U-trubicich [3]¢imz vlastg polozil
zaklady pro vyuZziti elektroforézy v analytické chemVibec prvni laboratorni tzeni
pro CE bylo sestrojeno v roce 1967 Hjerténem [4ly k podélg rotujicich sklesnych
trubicich o wvniinim piiméru 3 mm byly provedeny elektroforetické separace
anorganickych iorit, proteimi a nukleovych kyselin. Moderni éra kapilarni elefdréezy
(CE) pak nastava od roku 1981, kdy Jorgenson a dsukpoprvé vyuZili pro
elektroforetické separace aminokyseliferkenné kapilary [5]. Jejich tehdejSitizani je
dodnes zaklademstsiny komeénich gistroja pro CE.

V souwasné dob pak pgedstavuje CE vyznamnou moderni analytickou metodu,
kterd se postugnzaadila mezi ostatni rutifhpouzivané metody pro separace v kapalné
fazi [6].
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2. Kapilarni elektroforeza (CE)

V souwasné dob se pouzivd celkem Sest zakladnich experimentaltéchnik
kapilarni elektroforézy (viz. tabulka 1):

1) Kapilarni zénova elektroforéza (CZE);

2) Kapilarni izotachoforéza (CITP);

3) Micelarni elektrokineticka kapilarni elektrochrorogtafie (MEKC);
4) Kapilarni elektrochromatografie (CEC);

5) Kapilarni gelova elektroforéza (CGE);

6) Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF).

VSechny tyto techniky maji spd@ley zaklad v separaci lateKiakem elektrického
pole Ehem migrace v roztoku a kapilarni format instruraestelektroforézy, liSi se vSak

vlastnim mechanizmem separace.

Tabulka 1: Rozdleni CE technik [6].

Technika Mechanizmus separace

kapilarni zénova elektroforéza elektroforeticka mobilita

CZE

kapilarni izotachoforéza elektroforetick&d mobilita (diskontinualni)
CITP

micelarni elektrokineticka chromatografigydrofilni a iontové interakce s micelami
MEKC

kapilarni elektrochromatografie rozcélovani mezi stacionarni fazikapilae

CEC a tok mobilni faze zisobeny elktrickym
polem

kapilarni gelova elektroforéza sitovy efekt (dleni podle molekulov

CGE hmotnosti, pat bazi, ...)

kapilarni izoelektricka fokusace izoelektricky bod (pl)

CIEF
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2. 1. Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

2.1.1. Princip CZE

Principem této metody je rozdilna migrace elekirickabitych castic ve
stejnosmirném elektrickém poli. Elektrické pole se witvalozenim konstantniho nép
na elektrody, které jsou potemy do pracovniho elektrolytu. Elektrolyt se vobdje
charakteru latek, které chceme separovat. Pomodt @2 separovat anorganické i
organickéastice iontové povahy.

Sbér dat

Detektor

o e Zdroj napéti W
Kapilira —]

(+) -

Pufr / Vzorek Pufr

Obr. 1: Schéma fistroje pro kapilarni zonovou elektroforézu (CZE) [
Schéma fistroje pro CZE je znazokno na obr.1l. Pro separaci se pouZivaji

kiemenné kapilary, na povrchu pokryté polyimidovostwou, ktera zajidije pruznost a

odolnost jinak kehkého kemene. ¥tSinou byvaji o vninim ptiméru 25 — 100um a
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celkové délce 15 — 80 cm, kterd zavisi na w&géni konkrétniho ffstroje. Pracovni
elektrolyt, kterym je sepatni kapilara napléna (nap. roztok tetraboritanu sodného),
funguje jako pufr, ktery udrzuje optimalni pH cedéBystému. Na zZatek separai
kapilary se davkuje analyzovany vzorek, jehoz jédilr® slozky se maji rozdit. Po
vloZeni vysokého nai (desitky kV) na dvojici platinovych elektrod &ee pracovnim
elektrolytem prochazet elektricky proud, jehoZ hatdrby néla byt maximalg do 100uA.

Prib¢h separace pomoci kapilarni zénove elektroforézgrjézorgn na obr. 2.

t=0

Obr. 2: Schéma separace vzorku pomoci CZE. Stad piichodem proudu (nabe) a po
dosaZeni Uplné separace (dole) [8].

2. 1. 2. Transportni jevy v CZE

Kapilarni zénova elektroforéza vyuziva dvou elekimetickych jewi, a to
elektroforetické migrace io@t v elektrickém poli (vlastni elektroforéza) a elekt

osmotickeho toku kapalinyf&mennou kapilarou (elektroosmoza).

2. 1. 2. 1. Elektroforeticka migrace

Kazdacastice nesouci kladny nebo z4porny naboj putujeni elektrického pole
k opané nabité elektrog a to konstantni elektroforetickou rychlosti. Tento jev je

ozna&ovan téz jako elektrostatickdifahovani a jeho fiib¢h je zobrazen na obr. 3.
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iontova sféra

Obr. 3: Elektrostatické pitahovani a elektroforeticka migrace kationtu keokia [9].

Pro tento dj plati nasledujici vztahy:

F,=z[E (@H)

Ze vztahu (1) vyplyva, Ze silajigobici nacastici ve vodivém progtdi, Fy, je
piimo Umerna intenzié elektrického pold [V m™]. Symbolz znasi nabojcastice.Castice
je ovlivinovana nejenom elektrostatickyniitphovanim, ale i viskozitou prdastdi#, svou
velikosti (polondrem)r a tvarem, tak jak je to vyjé&eno ve vztahu (2), popisujicim odpor
prostedi pomoci brzdné sily,. Posléze se @lsily vyrovnaiji.

F,=—kV=-607 & )

Podilem nagti U [V], které je vlozeno na pracovni elektrody, a gékapilaryl.

[m] ziskdme velikost intenzity elektrického pdejak je uvedeno ve vztahu (3).

E=— (3)

Elektroforeticka rychlosttastice ver; [m s*] v elektrickém poli Gzce souvisi s
elektroforetickou mobilitou (pohyblivost8asticeuer; [m? V! s¥]. Ta zavisi na charakteru
migrujiciho iontu, coZ se projevi na jeho rychlgsihybu.Cim mensi je jeho naboj &ti
celkova velikost, tim se iont pohybuje pomaleji,k jaryplyvd ze vztahu (4).
Elektroforetickd mobilita je rowz vyznamig ovlivnitelna zngnami pH pracovniho
elektrolytu.

15
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Veri = Hei LE = Sny O (E 4)

2.1. 2. 2. Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) neboli elektroosmoézagdice dilezity jev uplatiujici
se u elektroforetické migrace iGntEOF je zfisobeny disociaci volnych silanolovych
skupin na vnitnich stnach Kemenné kapilary, vyptmé pracovnim elektrolytem, takze
se zde vytvli zaporny naboj. Ke &b¢ je pak poutana vrstva katibnpochazejicich
z pracovniho elektrolytu a vznikne tak stabilnikelieka dvojvrstva, ktera je zdrojeif
potencialu (obr. 4). Navenek se elektroosmoticky poojevi pohybem kapaliny uviit
kapilary po gipojeni elektrického nagi na kapilaru [10].

AR

Obr. 4: Princip elektroosmézy. Disociace povrchovych silamych skupin kemenné
kapilary (nahee), vytv&eni dvojvrstvy u sy Kkapilary (uprosed), vznik
elektroosmotického toku pdipojeni nagti (dole) [10].
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Rychlost elektroosmotického tokureo, zavisi na jiz zmiovaném({-potencialu,
vhittnim priméru kapilary a viskozét roztoku, coz popisuje vztah (5), ale i na intehzit

elektrického naboj& a elektroosmotické mobiitueo;, jak je uvedeno ve vztahu (6).

4ininlv
= 5
¢ eE ®)
I/eof = :ueof (E (6)

Mira disociace silanolovych skupin na ¥nitsén¢ kiemenné kapilary zavisi na pH
pracovniho elektrolytu, tudiz je na hodhgtH zavisly i elektroosmoticky tok, kdy
s rostoucim pH vyrazn roste jeho velikost a elektroosmotickd mobilitak panize
pievySovat elektroforetickou mobilitu ¢i8iny separovanych ioint Protoze je
elektroosmoticky tok vyvolan nabojem na ¥nitn povrchu kapilary, je profil tohoto toku
plochy (pistovy), na rozdil od parabolického profdaminarniho prouthi (obr. 5), které se

uplatiuje u chromatografickych separaci v kapalné fazi.

laminarni tok

elektroosmoticky tok

Obr. 5: Rychlostni profily laminarniho toku a elektroosncgtho toku [11].

Velikost EOF ma vliv na elektroforetickou mobilitiednotlivych ¢astic, kdy
hovaime o tzv. zdanlivé mobilit ktera je dana sdétem elektroforetické mobility
elektroosmotického toku a elektroforetické mobilitgnécastice. Musime ovSem brat do
Gvahy i sndr pohybu obou mobilit, tudiZz se jedna o vektoroewet, vyjadeny vztahem
(7) [12].
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ﬂapp = :Deo+ lDeff (7)

kde Happ je zdanliva pohyblivost dané latky.

2. 1. 3. Zmsoby davkovani vzorku

U CZE se do sepatai kapilary davkuje vzorek o objemu v jednotkach az
desitkach nanolitr RozliSuje se dvoji Zzysob davkovéni. Prvnim je elektrokinetické
davkovani, kdy se konec kapilary vlozi pod hladuzoerku v nadobce, po kratSi dobu se
vlozZi nizké nagti na elektrody a tim je zaji&to nadavkovani vzorku do kapilary. Druhym
zpisobem je davkovani hydrodynamické, kdy se vyuZzatéakovani nadobky se vzorkem,
do které je pon@na sepatmi kapildra, vzduchem a vzniklymigilakem dojde
k nadavkovani vzorku, ifpadré Ize vyuZzit i nadavkovani vzorku pomoci sifonového
efektu. Hydrodynamické davkovani je v porovnaniegteokinetickym zgsobem vice

reprodukovatelné [9], proto se s nim v praxi sedkde ve ¥tSin¢ pripadi.

2.1. 4. Zpisoby detekce

Detektory pouzivané pro CZE musi byt vzhledem kymalozméram separéni
kapilary velmi citlivé. Nejasgji se setkAvame s UV/VIS detekci, ktera se prowvéidiv.
“on-column” usp#adani, kdy paprsek UV nebo VIS &a prochazi fimo separéni
kapilarou s odstramym polyimidovym ochrannym povlakem. ProtoZe je zdbni kratka
opticka draha, je v tomtofipact linearni dete&ni rozsah podstatnmensi nez u HPLC.
Optickou drahu lze ale prodlouzit rapytvorenim bublinky na kapii@ v mist detekce,
tzv. “bubble cell” [10]. Mezi UV detektory patrovreZz DAD detektory, které umakji
souwasre znefit absorgni spektra analyzovanych latek. Pro detekci latkteré
neabsorbuji v UV/VIS oblasti, fteme pouzit néggmou UV detekci, kdy pracovni
elektrolyt obsahuje ion absorbujici v UV oblastiaph chroman pro stanoveni
anorganickych iorit [13].

Vyrazné vysSi citlivost detekce u CZE analyz lze ziskatmpoi meieni
fluorescence nebo laserem indukované fluorescehtfé). (Nevyhodou je, Ze d&tSina

analyzovanych latek sama nefluoreskuje, a prototigha vzorky ped analyzou
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derivatizovat. Vhodnym vysem fluoroforu s excittnim maximem v oblasti vinové délky
pouzitého laseru lze vyznamrsnizit detekni limit az nafadow stovky detekovanych
molekul.

Hodre pouzivanym zfisobem detekce u CZE je vodivostni detekce, ktenrégd
velmi nar@na na instrumentaci.&n¢ komegné dostupna je “end-column” konstrukce s
detekni celou na konci kapilary [14], poskytujici vysakaitlivost detekce. Ze skupiny
elektrochemickych detektbrbylo rovrez popsano pouziti amperometrickéhoispbou
detekce signalu. V neposledidc Ize pro CZE detekci pouzit spojeni s hmotnostnim
detektorem (MS), ktery je vysoce univerzalni, avak cenu komplikaci spojenych s
azkym vykerem vhodného pracovniho elektrolytu [15].

Vyhodnoceni signalu vychazejiciho z detektoru sevduli pomoci osobniho
pacitate za vyuziti iznych kometné dodavanych vyhodnocovacich progfanvzniklé
zdznamy se nazyvaji elektroforegramy a jedné s&vislpst intenzity signalu detektoru na
¢ase. Analyzovana latka se pak na elektroforegramjevd jako tzv. pik, kdy jeho poloha
odpovida migranimu ¢asu dané latky (kvalita) a jeho vysSka, resp. jelaxhm je pak
piimo anErnd mnozstvi této latky v separovaném vzorku (kit@nt Typicky

elektroforegram je znaza¥n na obr. 6.

0.99

mAU

I-kyselina y-kyselina
dioxy-I-kyselina
Cleve-1,6-kyselina
Cleve-1,7-kyselina
Laurentova kyselina

peri kyselina
amino-I-kyselina

amino-F-kyselina

di-I-kyselina

W PRI RPTR AR | Anil

0.0002!
2.000
4.000
6.000
8.000
10.000
12.000
14.000
Minutes

Obr. 6: Ukazka elektroforegramu zaznamenaného pro CZE aepasngsi
substituovanych naftalensulfonovych kyselin, poagixch pro vyrobu syntetickych barviv
[16].
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2. 2. Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Kapilarni izotachoforéza (CITP) gatmezi nejstarSi CE techniky a slouZzi
k separaci bdi anionti a nebo katiorit [17]. Princip kapilarni izotachoforézy je velmi
podobny principu kapilarni zénové elektroforézyykske separace analyzovanych tont
provadi na zaklad jejich rozdilnych elektroforetickych mobilit ve eghosnérném
elektrickém poli, avSak vifpad izotachoforézy se pouzivaji dva charakteristické
elektrolyty. Ten prvni je tzv. elektrolyt vedouwéboli “leading” (L), ktery obsahuje ion s
vétSi migra&ni rychlosti nez je rychlost analyzovanych ionDruhy je tzv. elektrolyt
koncovy neboli “terminaiting” (T), ktery naopak @bsije ion s niZzSi migtai rychlosti
nez je rychlost analyzovanych iantred vlastni separaci se vzorek nadavkuje datek
kapilary pra¢ mezi vedouci a koncovy elektrolyt a vlivem stemémeho elektrického
pole se pak sloZzky vzorku rodd na zaklad rozdilnych mobilit, kdy rychlejsi ionty se
dostavaji blize k vedoucimu elektrolytu a pomalesity ke koncovému elektrolytu. Po
case, az dojde kustalenému stavu, viitveeparované ionty zony, které se pohybuji

konstantni rychlosti, jak je zndzéno na obr. 7.
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Obr. 7: Princip CITP separace analyzovaného vzorku. Stad phchodem proudu
(nahde) a stav po dosazeni ustaleného stavu (dole) [8].

Separani kapilary pro CITP jsou zhotoveny d&uzteflonu (PTFE) nebo
z kiemenného skla s viitim povrchem pokrytym vrstkou hydroxyethylcelulosy [18].
Pro detekci signalu se pouzivaji zejména vodivostrgpektrofotometrické detektory.
V sowasné dob se kapilarni izotachoforéza pouziva zejména vagesp s kapilarni

zénovou elektroforézou (CITP-CZE). Toto spojeni Ziya gednosti obou technik a je
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cilerg uréeno pro stopovou analyzu vzdrise slozitou a pro#mlivou matrici. Zatimco
v izotachoforetickém kroku Ize stanovit a odstranékroslozky vzorku, v nasledném CZE
kroku Ize stanovit fedchozim krokem zakoncentrované mikroslozky vzokkyraxi se
spojeni CITP-CZE pouziva zejména pro analyzy stgplovatek v biologickych matricich,
Ize je v8ak pouZzit i pro stanoveni potravgidch aditiv [19].

2. 3. Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) laypoprvé popsana v roce
1984, jedna se tedy o pem¢ mladou moderni elektromighai separéni techniku, ktera
kombinuje principy micelarni chromatografie a kapili zénové elektroforézy [20] a
slouzi k elektroforetické separaci neutralntéistic. Bi MEKC dochazi k dleni latek mezi
pseudostacionarni fazi (micelarni) a vodnou mobfldi (pracovni elektrolyt). Do
pracovniho elektrolytu sefidava povrchov aktivni latka, nap SDS, a z ni vznikaji tzv.
micely, které maji kulovity tvar a jsou zapérnabité. | kdyZ se micely pohybuji proti
smeru EOF, jejich rychlost pohybu je mensi a tudizujgmaseny v roztoku pracovniho
elektrolytu snérem k detektoru. Analyzované neutralni latky, ktsiée samy o sa@b
nemaji zadny naboj, ale mohou interagovat s micelgou pak separovany prawna
z&klad rozctleni sloZzek vzorku mezi micelarni a vodnou fazielRwstacionarni faze

nemusi byt tviiena vyhradé micelami, 1ze pouzit i cyklodextriny nebo jiné palery [12].

2. 4. Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Kapilarni elektrochromatografie (CEC) je elektronaigni separéni technika
zaloZzenad na kombinaci prinéipCZE a HPLC a lzeici, Ze se v satasnosti jedna o
nejrychleji se rozvijejici CE techniku [21]. Instnentalni usptadani je velmi podobné
jako v pgipact samotné CZE, avSak separakapilara je stegajako u HPLC napléna
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stacionarni fazi a hnaci silou je tak jako u CZ&kebosmoticky tok. Pracovni elektrolyt je
pak v kontaktu nejen s vhiti s€nou Kemenné kapilary, ale i s povrchem né&pkapilary

a neutralnicastice i ionty jsou vém separovany na zakladozdilnych interakci se
stacionarni fazi, ionty se navic pohybuji v elaki&m poli rozdilnymi rychlostmi podle
jejich efektivnich mobilit. Plochy rychlostni profelektroosmotického toku v porovnéni
s parabolickym profilem u HPLC (obr. 5), jak bylmi¢no v kapitole 2.1.2.2., m& pak za
nasledek mnohem vysSi sepama (¢innost CEC. Jako sep&rd kapilarni kolony se
negastji pouzivaji bul’ kapilary naplgné iiznymi stacionarnimi fazemi, umdstymi
mezi miniaturnimi fritami, a nebo se pouzZivaji kofos polymernimi napkmi, tzv.

monolitické kolony.

2. 5. Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Gelova elektroforéza je metoddj které jsou od sebe latky roddvany na zaklagl
jejich velikosti (molekulové hmotnosti), coz se jerd rozdilnou elektroforetickou
rychlosti pohybu v gelu. Pohyblivost v gelu neni jeavisla na molekulové hmotnosti
latky, ale také na naboji této latky, na inte&elkektrického pole a samotné porézelu.

V kapilarni gelové elektroforéze (CGE) se vyuzivdgmenné kapilary napiné
riznymi gely, nap agarosovym nebo polyakrylamidovym gelem (PAGHEgrk je
kovalentr navazan na vritti seénu kapilary. Z dvodi obtizné plnitelnosti kapildgmito
gely a takeé diky jejich nizké Zivotnosti se aletppse zataly pouzivat roztoky lineérnich
polymeii vytvarejicich tzv. molekulova sita, kdy &pdochéazi k separaci analyzovanych
latek podle miry zpomaleni jejich pohyb# prichodu sitem, tzn. Ze jejich pohyblivost
klesa s rostouci molekulovou hmotnosti @da latky. Pomoci CGE Ize separovat
nejrizréjSi biologicky vyznamné vysokomolekularni latky, pha sacharidy, peptidy,
bilkoviny a nukleotidy, a row Ize pomoci CGE dovat molekulové hmotnosti latek
(nag. DNA a RNA) [9].
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2. 6. Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

Pri kapilarni izoelektrické fokusaci (CIEF) je uma@&no cEleni amfoternich latek,
tj. latek sodasreé vykazujicich vlastnosti kyselin i zasad, hapilkovin, aminokyselin,
peptidi nebo proteifi, a to na zaklatljejich izoelektrickych bodl (pl), tzn. podle rozloZeni
kladného a zaporného néboje v jejich molekulach]. [220 CIEF je nutné pouZivat
kapilary s modifikovanym vnibim povrchem kili minimalizaci EOF, aby separace
probihala jen na zakladelektroforetické migrace analyzovanych molekul p@ace
probih& v prosgedi gradientu pH, kdy na anodickém konci kapil&ymis¢na nadobka
s kyselym elektrolytem a na katodickém konci na@doblbazickym elektrolytem. Vlivem
vloZzeného nafii pak migruji nabitécastice az do mista, jehoz hodnota pH je rovna
izoelektrickému bodu dangstice,cimz dojde k rozéleni vzorku na jednotlivé zony se
stejnou hodnotou pl. Pro detekci fokusovanych ztap. UV detektorem, musi byt po
dosaZeni ustdleného stavu provedena naslednd maakili ngjastji hydrodynamickym

tokem vyvolanym petlakem nebo podtlakem na koncich sefarkapilary [12].
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3. Potravinarska aditiva

Pridatné latky jsou takové latky, které seéidavaji do potravin za dalem
prodlouzeni trvanlivosti produktu, ale také kv zlepSeni jejich organoleptickych
vlastnosti, zejménain¢, chuti acasto také barvy potraviny.

Tato prace je za#iena na stanovenitigatnych latek v potravinach pomoci
kapilarni zonové elektroforézy a ostatnich CE tdchiMezi tyto latky jsoutazeny
napiklad konzervanty, antioxidanty, sladidla a baryikeera mohou bytifdavany roviz
i do n4poji. Mezi takovéto latky dale patniacin [23], cholin a row¥ kofein, ktery je
takto oznaovan ale pouze vifpadt, Ze se nevyskytuje v potravipiirozers. Kazda zer
ma gedepsany seznam moznych aditiv, které se do potrashou pidat. Ridatné latky
se rozdluji na dva zakladni typy, a totippdni a syntetické [24]Dle legislativnich
piedpidi je nutné uvaé prislusna potravingka aditiva na obalech potravin.

Z vy¢tu dnes pouzivanych technik kapilarni elektrofor§ggu pro stanoveni
piidatnych latek nejvice pouzivany CZE a MEKC & tdchniky lze aplikovat na Siroké
mnoZstvi &chto latek. V posledni débje k analyze potravin vyuzivano i mikipové
kapilarni elektroforézy [25]. Spolu s elektrofoodtymi technikami se vyuzZivaji i metody

chromatografické, spektrofotometrické a gravimésic

3. 1. Potravina'ska barviva

Potravindska barviva jsou organické latky, jejichZ barevnastika v disledku tzv.
chromofoi, piéitomnych v molekule barviva. Potraviisé&a barviva sedi do dvou skupin,
a to naptirodni a synteticka. Tato barviva sedavaji do potravin pro zdokonaleni jejich
zbarveni. Nerly by vSak nefiznivym zpisobem ovliviovat chi’ a vini potraviny. Mezi
piirozend rostlinna barviva (pigmenty) gabag. flavonoidy, karotenoidy, chlorofyly a
anthokyany. Flavonoidni latky se€astni hlav na vysledné barevnosti ovoce, stgjgko
barviva karotenoidni, ktera jsoufifpmna roviZz v zelenig. Chlorofylova barviva se

kontroluji @i konzervaci zeleniny a anthokyany se vyskytuji fildpad v jahodach a
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treSnich. Rostlinna barviva Ize bez zdravotniho aizilkuzit i v kosmetice a farmacii. Jako
barviva ziv@iSného [ivodu se vyuZzivaji mimo jiné hemoglobin a myoglo[#6]. Hojr¢
vyuzZivanym pirodnim barvivem, fidavanym do napdji potravin, je karamel.

Synteticka barviva, pouzivana v potravsi@®m pamyslu, se di na barviva
rozpustna ve vagdnebo v tucich. Bktera synteticka barviva maji neblahy vliv na zdrav
proto se v Bkterych zemich kifbarvovani potravin uz nemohou vyuzivat. Barvivo
ponceau 4R (E124) je zakdzano v USA i ve VelkéaRiif dale se barviva amarant (E123)
a erythrosin (E127) nesiji pouzivat v USA. | kdyZ maji tato barviva prokadganegativni
ucinky na lidské zdravi, jejich pouzivani jeCeské republice stale povoleno [27tefto
se mnozstvi fidatnych barviv v potravinach figre sleduje podle zakonnych

zdravotnickych norem.

3. 1. 1. Stanoveni potravinéskych barviv

3.1.1.1. Stanoveni potravingkych barviv pomoci CZE

Kuo a kol. analyzovali fitomnost syntetickych barviv ve zmraira v ovocnych
napojich [28]. Pro strukturui¢hto barviv byla charakteristickaifomnost sulfonovych
nebo karboxylovych furinich skupiny. Separace byla provedena v boratowdinu gpH
= 9,5) obsahujicim 5 mN-cyklodextrinu. Analyzovana barviva byla detekovgmmemnoci
DAD detektoru a doba analyzy regrctila 10 min.

Royle a kol. zkoumali pomoci CZEimnost a mnoZstvi karamelovych barviv
IV. tfidy v nealkoholickych napojich kolového typu [280 analyzu byl pouzit 50 mM
fosfato-boratovy pufr o pH = 9,5 a UV detekcg pO0 a 280 nm. Bylo zji8ho, Ze
mnozstvi karamelu v napojich se pohybovalo v roin@gz7 — 0,82 mg/ml. Poté byla
optimalizovana metoda aplikovana i na ostatfdyt (I a Ill) tohoto girodniho barviva
[30].

Huang a kol. pomoci CZE analyzovali v ochucenychooych mlénych napojich
sedm syntetickych potravitekych barviv (ZId SY, ¢ervair Allura AC, ponceau 4R,
tartrazin, patentni madV, brilantni mod a indigotin) a jedno firodni (kyselina
karminovd) [31]. Separace byla provedena v 15mMatoeém pufru o pH = 10,0
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s piidavkem 7,0 mMB-cyklodextrinu, analyza trvala asi deset minut.jr§teautor pak
pouZzil tuto optimalizovanou metodu na stanovenjngtd barviv ve vzorcich napij
mléka a cukrovinek [32].

Del Giovine a Piccioli-Bocca sledovaltippmnost ti syntetickych barviv (ZaSY
— E110, azorubin — E122 a ponceau 4R — E124) velim&33]. K analyze pouzili CZE
s DAD detekci s vyuzitim sésného 25 mM fosfatového a 25 mM boratového pufpiHo
= 8,0 jako pracovniho elektrolytuiipemz doba separace trvala pouhych 6 min.

Ryvolova a kol. pouzila CZE s laser-indukovanowfiscetini detekci (LIF) p
532 nm ke stanoverervenych potravingkych barviv (amarant, ponceau 4R, erythrosin,
Cervai 2G a azorubin) wé&iovém sirupu a koktejlovychré&iovych plodech [34]. Pro
separaci byl pouzit 20 mM fosfatovy pufr o pH =@.1yyhodou spojeni CZE-LIF byla
vysoka citlivost detekce a minimalizace vlivu medti Jedna se ailsec prvni aplikaci této
detekni metody pro stanovetérvenych potravingkych barviv.

De Villiers a kol. [35] pouzili HPLC a CZE s diodaray detekci pro stanoveni
dvou syntetickych potravidigkych barviv (brilantni mad a azorubin) ve vzorcich
cerveného vina. CZE sefipporovnani s vysledky dosazenymi pomoci HPLC jekio
dobra alternativni metoda pro stanoveni obou bawigalnych vzorcich ifes to, Ze
poskytuje podkud vysSi detedni limity pro ok& barviva.

Seifar a kol. [36] stanovilitt kysela barviva pomoci CZE ve spojeni s Ramanovou
spektroskopii. Separovana barviva byla detekovamabp4,5 nm argonového laseru.
Stejnou metodu detekcifipCZE stanoveniit zaporé nabitych potravingkych barviv
pouzili i Arrdez-Roman a kol. [37].

Kapilarni zénova elektroforéza v mikipovém provedeni byla pouZzita Dossim a
kol. ke stanoveni dvou syntetickych potra¥siych barviv (zele® S a patentni madyl
v nealkoholickych napojich a cukrovinkach [38]. Ayzmvana barviva byla detekovana
amperometricky.

CZE ve spojeni s MS a UV/VIS detekci byla aplikowdra stanoveniifgodnich
barviv, flavonoidi a antrachinoin [39]. Kvali MS detekci musel byt pouZzit jako pracovni
elektrolyt €kavy 40 mM octan amonny o pH = 9,5. V porovnani\g\US detekci bylo u

MS dosazeno nizSi meze stanovitelnosti.

26



3. 1. 1. 2. Stanoveni potravingkych barviv pomoci MEKC a CEC

Stanovenim jedenacti potravigkych barviv v cukrovinkdch a v instantnich
napojich s ovocnymiifchugmi pomoci MEKC s DAD detekci v boratovém pufru (gH
10,1) s pidavkem 10 mM polyoxyethylen-23-lauryletheru (BB#%) se zabyvali Jager a
kol. [40]. Tato barviva studovali pomoci MEKC-UV/SIli Prado a kol.,, a to v
alkoholickych napojich (vino a lihoviny). Pro vlastseparace pouzili fosfatovy pufr
s pridavkem 10 mM SDS [41].

Mejia a kol. [42] a Liu a kol. [43] analyzovali saidova barviva (Sudan | — V)
piitomna v palivych chilli kéenich z gkolika zemi. Prvni kolektiv pouZil ke stanoveni
MEKC s UV detekci a 5 mM boratového pufru o pH 3 9,gidavkem 20 mM SDS a
20% acetonitrilu (ACN), kdy doba pebna k rozédleni analyzovanych latek trvala 15 min.
Naproti tomu druhy kolektiv pouZil k analyze CE@raperometrickou detekci a na 20 cm
separani kapil&e naplgné 1.5um neporéznimicasticemi Gg stacionérni faze afip
pouziti snésné mobilni faze ACN — voda (95:5) 8gavkem kyseliny mravein bylo
dosazeno velmi rychlé separacéasech do cca 7 min.

Patnact syntetickych potravirskych barviv analyzovali Jaworska a kol. pomoci
MEKC s UV detekci i vinové délce 210 nm [44]. Obdobna synteticka heanbyla
stanovena ve vzorcich sinydimonad, instantnich nealkoholickych napojin, bonbof a
pudincki pomoci MEKC-DAD a HPLC [45,46]. Separace byla mdena ve 12,5 mM
boratovém-fosfatovém pufru (1:1) o pH = 9,0¢&lpvkem SDS.

3. 2. Antioxidanty

Antioxidanty jsou potravingka aditiva fidavana za &elem zvySeni trvanlivosti
potraviny, pro déle trvajici cliva stabilni zbarveni [47]. Jejich Uloha &p@ v inhibici
oxidatnich proces, které mohou nastat u titkkaminokyselin a u&kolika druhi vitamini.
V potravindstvi se vyuZivaji antioxidantyipodni nebo synteticke.

NejznangjSim piirodnim antioxidantem je vitamin C (kyselina askawd), ktery je

obsazen nejen v citrusech, alegevsim v Sipcich, brokolicicrném rybizu. Velméasto
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je pridavan do nealkoholickych napiojStanovit obsah celkového vitaminu C Ize pomoci
CE technik nebo kapalinovou chromatografii s UMuofescerini detekci. Vitamin E
(tokoferol) je roviZz fazen mezi firodni antioxidanty. Nachazi se rtglad v burskych
ofiScich, ve slunmicovych semenech a v mase gav¥ rostlinném oleji plni funkci
konzerv&ni latky. Vitamin E je jednim zeétyt vitamini rozpustnych v tucich. Mezi
syntetické antioxidanty pat estery kyseliny gallové, butylhydroxyanizol (BHA)
butylhydroxytoluen (BHT) derc-butylhydrochinon (BHQ). Z elektromigtaich technik
jsou k analyze antioxidainhejvice vhodné CZE A MEKC [24].

3. 2. 1. Stanoveni antioxidani

3. 2.1.1. Stanoveni antioxidaiitpomoci CZE a CITP

Sadecké a kol. pomoci CITP s vodivostni (konduleivitkou) detekci zjifovali
piitomnost kyseliny askorbové a jinychigatnych latek v napojich (pivo, ovocnéagy)

a masnych vyrobcich [48]. Vedouci elektrolyt o pH3© se skladal z 10 mM kyseliny
chlorovodikové, p—alaninu a 0,1% methylhydroxyethylcelul6zy, koncoejektrolyt
obsahoval 5 mM kyselinu kapronovou.

CZE byla pouzita k analyze deviti ta$tji se vyskytujicich flavonoidl ve virg
[49]. Wangovi a Juangovi se v 35 mM boratovém pudrpH = 8,9 a p vinové délce
detekce 205 nm podb UspSne rozcklit vSechny sledované latky a metoda byla pouzita
pro analyzu realnych vzoikvina po pedchozi extrakci.

Spanila a kol. [50] se zabyvali optimalizaci ekt@resveratrolu ze vzakkbilych a
cervenych australskych vin pomoci SPE a jeho naéleddanoveni pomoci CZE. Za
optimalizovanych extrainich a elektroforetickych podminek (25 mM boratujfr o pH
= 9,38) bylo dosazeno nizké hodnoty déteko limitu 0,26 mg/I.

Kapilarni zénova elektroforéza byla r@npouzita pro stanoveni polyfenolickych
latek ve vzorcich italskych extra panenskych oliabv oleji [51]. Vlastni separace
etanolovych extrakitvzorki oleji byla provedena v 45mM tetraboritanovém pufru opH
9,6 a z naenych dat byly vyhodnoceny a porovnany antiokidakinky jednotlivych

oleju.
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Pro ultra rychlé analyzyifrodnich antioxidarit byla s ispchem pouzita technika
CZE-ED na mikrgipu, a to pro analyzu fenolickych latek ve &i52] a roviéz také pro

stanoveni kyseliny askorbové a arbutinu ve vzoroiaicnych dzus[53].

3. 2. 1. 2. Stanoveni antioxidaiitpomoci MEKC a CEC

Delgado-Zamarreno a kol. [54] navrhli MEKC stanoveiesti nejbzngjSich
syntetickych antioxidait (BHA, BHT, BHQ, PG, OG, DG). Jednotlivé latky byly
roz&kleny kthem 15 min za pouziti bis(2-ethylhexyl)sulfosuktindodného (AOT) jako
pseudo-stacionarni faze.

Guan a kol. sledovali mnozstvi syntetickych anti@ni latek gitomnych ve
vzorcich rostlinnych oldj a instantnich polévek [55]. Stanoveni bylo provedeomoci
MEKC v 20 mM boratovém pufru (pH = 7,4) Egavkem 25 mM SDS. Pouzitim
amperometrické detekce se pak zajistilo zvySefvadti deteknich limita sledovanych
antioxidant.

Flavonoidnim latkam viiznych druzich vina seémovali Rodriguez—Delgado a kol.
[56]. Technikou MEKC-DAD v pracovnim elektrolytu wy3Si koncentraci (150 mM
boratovy pufr o pH = 8,5) sffgavkem 50 mM SDS a malym mnoZstvim methanolu se
poddilo stanovit analyzované flavonoidy.

Boyce a Spickett analyzovali pomoci MEKC &ndeviti ffirodnich i syntetickych
antioxidanti, povolenych v Australii, ve vzorcich sezamovéhejmla vina [57]. Pro
separaci byl pouzit 10 mM boratovy pufr o pH = 8,&idavkem 15 mM SDS a 10%
methanolu.

Aturki a kol. [58] pouzili CEC pro stanoveni tokofdu ve vzorcich
slune&nicového, sojového,fechového a olivového oleje. Pro separaci byla pau@imi
kratka kapilara¢imz bylo dosazeno velmi maly¢hasi analyzy (cca 2,5 min.).

Optimalizaci CEC separace, -, y- a6- tokoferolu se zabyvali Carabias-Martinez
a kol., kdy testovali navvyvinuté polarni stacionarni faze v porovnani suatnimi Cg
fazemi [59].

Herrero-Martinez a kol. vyuZili CEC k analyze kamoidi ve vzorcich listové
zeleniny [60]. Kapilara byla napina Gg stacionarni fazi Hypersil ODS. NejlepSi separace

bylo dosazeno v mobilni fazi skladajici se zetsinacetonitrilu, tetrahydrofuranu a Tris
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(60:35:5) a v porovnani s HPLC bylo tgs kratSi dobu analyzy dosazeno vysalapsi
separdani selektivity.

3. 3. Sladidla

Umeéla sladidla se pouzivaji pro slazeni potravin, Zgjepro vyrobu diabetickych
produkti, ¢imz nahrazuji klasicky cukr [24]. Rozeznavaji sa dvuhy unglych sladidel,
intenzivni a objemova. &nymi intenzivnimi sladidly jsou aspartam, acesulf&,
cyklamaty, sacharin a dulcin. Jiz malé mnozstvkgtge zn&nou sladkost. Objemovymi
nizkoenergetickymi sladidly mohou byt sorbitol, ntaha laktitol. Drive se tyto fidavné
latky stanovovali pomoci HPLC, nyni se vice vyuzteghnik kapilarni elektroforézy,

zejména CZE.

3. 3. 1. Stanoveni sladidel

Stroka a kol. [61,62] pouzili CZE s némou UV detekci pro kontrolni sledovani
mnozstvi undlého sladidla sukral6zy v ovocnych népojich a jogehm. Po pedchozi
extrakci tuhou fazi (SPE) byla provedena derivagza 3 mM 3,5-dinitrobenzoovou
kyselinou a nasledna CZE separace. Ukazalo segb%ah sladila v analyzovanych
vzorcich byl nizsi nez povolend norm&Zbé 200—400 mg/kg v ramci EU).

Horie a kol. [63] zjifovali ve dzemu, nakladdané zelehim cukrovinkach
piitomnost cyklamdit Po Upraw vzorka pomoci SPE byla @p vyuzita CZE s nefimou
UV detekci v pitomnosti 10 mM sorbanu draselného. Mez stanowstinzjiS€nych
cyklamafti se pohybovala v rozmezi 5-10 mg/g.

Nikolelis a Pantoulias [64] se zabyvali CZE analyzenesi unmgélych sladidel
(acesulfam—K, cyklamaty a sacharin) ve vzorcichujtigs ovocnou fichuti, ovocnych

nealkoholickych napdja vin.
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3. 4. Konzervani latky

Konzerv&ni latky slouzi ke konzervaci potravin, z&jif jejich déle trvajici cht)
vani a vzhled. Konzervanty zvySuji trvanlivost vyrabkprotoZze potraviny snadno
podléhaji zkdze vlivem oxidace, teplagtta, mikroorganism, a proto je cilem pouzivani
konzervani zamezit fisobeni chemickych, fyzikalnich a biologickych praceJako
piiklady ®chto latek Ize uvést kyselinu sorbovou, kyselinnzm®vou, estery kyseling-
hydroxybenzoove, oxid itity, sirné slodeniny, dusinany a dusitany [24,47]. Byvaji
piidavany do nealkoholickych napojvin, syfi, dZzeni, suSeného ovoce, ovochydtae i
masnych vyrobk. Proces konzervace seube realizovat i v pibéhu technologického

postupu pi zpracovani potraviny.

3. 4. 1. Stanoveni konzenémich latek

Stanovenim gicitani a organickych kyselin ve Wrse zabyvali Saavedra a Barbas
[65]. Za pouziti CZE sipmou UV detekci 200 nm byla v 200 mM fosfatovém pufru
(pH = 7,5) provedena separacdém 13 min. na kapita s pokrytym vniinim povrchem
polyakrylamidovou vrstvou.

Rovrez Masar a kol. zkoumali moznosti stanoveni volngiitEitani ve virg, a to
pomoci mikr@ipoveé ITP-CZE s vodivostni detekci [66]igd CZE analyzou bylo nutné
sificitany prevést na hydroxymethansulfonat pro minimalizacatzivlivem oxidace a
soutasrt s timto online ITP krokem préhlo odstragni matrice vzorku.

DobiaSova a kol. [67] pouZili CZE s UV detekci wsgtedi 25mM boratového
pufru o pH = 9,5 ke stanoveni kyseliny sorbové zereich alsaskych a francouzskych
bilych a cervenych vin. Red vlastni analyzou bylo nezbytné provést prekamaen
analyzovanych vzork

CZE stanovenim kyseliny sorbové gasré s kyselinou askorbovou (vitamin C) ve
vzorcich ovocnych dzis se zabyvali Tang a Wu [68]. Separace byla provaden
v boratovém pufru (80mM kyselina borita ve ¢&ins 5 mM tetraboritanem sodnym) o pH
= 8,0.
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Huang a kol. [69,70] popsali stanovertigkonzerv&nich latek (ti parabenzeny,
kyselina sorbova a kyselina benzoova) ve vzorcojbvych oméek a vina pomoci CEC
na methakrylatovych monolitickych kolonachireB vlastni analyzou byly vzorky
zakoncentrovany pomoci SPE a vlastni CEC separagta fwovedena za pouziti
dihydrogenfosfatu sodného o pH = 3,0iglpvkem 65 % ACN.

Dusknany a dusitany seéasto pidavaji do masa pro zlepSeni chuti, stabilizaci
barvy a snizeni rizika kazeni. Oztekin a kol. ptigsfich stanoveni ve vzorcich klobas,
Sunky a salafins pouzitim CZE na pokryté kapittak, aby se eliminoval vliv EOF [71].
K analyze byl pouzit 20 mM Tris pufr o pH = 7,5.
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Tato bakalgska prace se zabyva stnym popisem v saiasné dob pouzivanych
technik kapilarni elektroforézy, mezi ktei@dime kapilarni zénovou elektroforézu,
kapilarni izotachoforézu, micelarni elektrokinetok chromatografii, kapilarni
elektrochromatografii, kapilarni gelovou elektradau a kapilarni izoelektrickou fokusaci.
Spoleénym znakem vSech uvedenych technik jefesprozdilny mechanizmus separace
jejich kapilarni format. | fes rekteré nevyhody (citlivost, reprodukovatelnost) géot
elektroforetické techniky zadily mezi rutinni nastroje pouzivané pro separakapalné
fazi a naSly Siroké pouziti v oblastech chemie,ldgi®, farmacie, |ékatvi ale i
zenedélstvi a Zivotniho progedi.

Prace se dale zabyva moznym vyuZzitim vySe uvede@fhechnik k analyze a
stanoveni potravirtdkych aditiv. Pojem potraviigka aditiva je totiz v posledni dbktale
vice aktualni. Lze konstatovat, Ze se zvySuje z&e®jnosti o zdravy Zivotni styl, vémz
hraje dilezitou roli vyziva. Potravingké vyrobky spolu s dalSimi faktory podstatn
ovliviuji lidské zdravi a nepochyh délku Zivota. B jejich vybéru je dilezité sledovat
obsah pidatnych latek, zvla&t potravindskych barviv, antioxidaft sladidel a
konzervani. MnoZstvi &chto latek v potravinach je stanoveno limitnimi rastwimi a
praw zde pak moderni analytické instrumentalni metodymezi nimi i kapilarni

elektroforetické techniky nachazeji své uptain
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