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ABSTRAKT

Cilem této bakaldfské prace bylo rozebrat vyznam vitamind pro lidsky organismus a
nasledné provést literarni priizkum simultanniho stanoveni vitamina rozpustnych ve vod¢ a

v tucich metodou HPLC.
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ABSTRACT

The aim of this work was to analyse the amount of vitamins for huwrgemism and
subsequently made a literary enquiry of simultaneous determinatiovatber and fat

soluble vitamins.
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UvoD

Dutlezitou skupinou biologicky vyznamnych latek, které lidsky organismus potiebuje

k zabezpeceni normalniho pribéhu latkové pfemény, jsou vitaminy.

Jsou wur¢itém minimalnim mnozstvi nezbytné také pro regulaci metabolismu ¢loveka.
Nejsou zdrojem energie, ani stavebnim materialem, ale maji ve smés funkci jako soucast
katalyzatori biochemickych reakci a byvaji Casto oznaCovany jako exogenni esencialni

biokatalyzatory.

Vitaminy obecné patii mezi velmi labilni slozky potravin. Jejich zakladni ztraty jsou
zaprii¢inény enzymatickym $tépenim, oxidaci, teplem, pusobenim svétla a nebo
vyluhovanim do vody nebo tuku. ¥t$im ¢i menSim ztratam dochazi béhem
technologického zpracovani a kulinarni upraveé. Na zakladé toho je lze povazovat za
indikatory pouziti spravnych a Setrnych technologickych a kulinarnich postupt ptipravy

pokrmti.

Byla vypracovana fada metod pro stanoveni obsahu vitamini v potravinach. Jednou

Z pouzivanych metod je HPLC.

Jde o metodu, pii niz se slozka separuje z kapalného média. Keparaci dochazi pti
pruchodu kolonou, kde se latka navaze na sorbent. Koncentrace zkoumané latky se zjist'uje
pomoci detektoru, ktery sleduje jednu nebo vice vlastnosti roztoku vytékaikéiony.
Vysledky jsou zpracovany v registratnim a hodnoticim zafizeni, jehoz vystupem je
chromatogram, kde pro danou latku je za danych podminek ohatadké umisténi a

velikost piku.

Vyznacuje se vyznacuje vysokou citlivosti, uc¢innosti, pfesnosti, umoziiuje analyzu malych
koncentraci z4jmovych latek, reprodukovatelnost meéfeni, trvaly zéznam, lze ji

automatizovat a kvantifikovatelnost vysledku je snadna.

Pomoci HPLC byly stanoveny vitaminy rozpustné ve vod¢ a vitaminy rozpustné v tucich.
Ptednosti HPLC je, ze nékteré metody umoznuji stanoveni nékolika vitamin soucasné.
Publikovany byly metody umoznujici soubézné stanoveni nékterych vitaminid rozpustnych

ve vode ¢i tucich.

Cilem predkladané bakalaiské prace bylo provést literarni prizkum metod simultanniho

stanoveni vitaming.
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1 CHROMATOGRAFIE

1.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou dé€lici metody zalozeny na rozdilné distribuci délenych latek
mezi dvé rizné nemisitelné faze. Jsou to nejen metody separacni (d€lici), ale také metody

analytické tzn. ze poskytuji kvalitativni a kvantitativni informace o vzorku.

Charakteristickym znakem je rozdélovani latek tzv. analytd probihajici na zdkladé¢
postupného ustavovani fady fazovych rovnovah jednotlivych slozek délené smési mezi dve
vzajemné¢ nemisitelné smési, které jsou vac¢i sobé v pohybu. Smés latek je pfi
chromatografickém déleni fixovdna nepohyblivou (staciondrni) fazi tzv. sorbent, napf.
naplni chromatografické kolony, filtracnim papirem atd., ptes kterou prochazi mobilni faze
tzv. eluent. Mobilni faze vymyva jednotlivé slozky ve sméru toku. Kineticka rovnovéaha
mezi fazemi se neustale obnovuje a je pfic¢inou selektivity a separacni schopnosti kolony.
Rozdilné analyty jsou rozdiln¢ zadrzovany a rozdiln¢€ zpozd’'ovany (retardovany). Kineticka
rovnovaha mezi fdzemi se neustile obnovuje a je pfi¢inou selektivity a separacni

schopnosti kolony.

Chromatografické metody se mohou délit podle n¢kolika hledisek a to podle povahy
mobilni faze, wom piipadé se jedna o metodu plynovou (GC) a kapalinovou (LC). Pokud

jde o zpiisob provedeni, pak je to kolonova (sloupcovd) a plosna (polarni) chromatografie.
Pokud budeme chromatografii d¢lit podle principu separace, potom dostaneme
rozdelovaci, adsorpéni, iontové vyménnou, gelovou a afinitivni. U pracovnich zptlisobt jde

o troji rozdéleni a to na elucni, frontalni a vytésnovaci. Rozdéleni dle ucelu je na

analytickou a preparativni (preparacni) chromatografii [3].
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Tabulka 1. Prehled chromatografickych technik [3]

Typ chromatografie Mobilni faze | Stacionarni | Zkratka
faze

plynova rozdélovaci plyn kapalina GLC
plynova adsorp¢ni plyn tuha latka GSC
kolonova kapalinova  rozdélovaci kapalina kapalina LLC
kolonova kapalinovagelova permeacni kapalina kapalina GPC
kolonova kapalinova adsorp¢ni kapalina tuha latka LSC
kolonova kapalinova iontové vyménna kapalina tuha latka IEC
Planarni kapalinova papirova rozd¢lovaci kapalina kapalina PC
Planarni kapalinova tenkovrstva rozdélovaci kapalina kapalina TLC
Planarni kapalinova tenkovrstva adsorp¢éni kapalina tuha latka TLC
1.2 HPLC

HPLC je velmi citliva metoda sysokou ucinnosti, které je dosazeno pouzitim vysokého

tlaku mobilnifaze pti déleni latek.
Metoda HPLC ma své vyhody i nevyhody.

K vyhodam se tadi vysoka ucinnost. Déle rychlost, kdy dosazeni uplného rozdéleni je
krat§$i nez 1 hodina. RozliSovaci schopnost je také vysoka, protoze je mozné dé¢leni
takovych smési latek, které se jinymi metodami nerozdéli. Dalsi vyhodou je citlivost,
jelikoz kvantitativni stanoveni latek mize probihat v fadech pikromolu. Z dalSich je to

snadnd automatizace, snadnd kvalifikovatelnost vysledkl a reprodukovatelnost.

Mezi nevyhody se fadi vysokd pofizovaci cena piistroje a mala kapacita tzn.ze Ize stanovit

jen malého mnozstvi latky [4].

1.2.1 Sestava kapalinového chromatografu

Moderni kapalinovy chromatograf je skladagkolika ¢asti. K zakladnim patii ¢asti, které
zabezpecCuji transport mobilni faze, davkovani vzorku, separaci latek, detekci latek, zaznam
a zpracovani dat. Mezi doplitkové casti jsou zatfazeny ochranné filtry a predkolony,
pristroje pro odplyiiovani mobilni faze, ventily pro prepojovani nékolika kolon dohromady

a také se mize pouzivat vice detektorii fazenych za sebou [5].
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Obrazek 1. Zakladni schéma chromatografu [3]

K zakladnim ¢astem patii ¢erpadlo mobilni faze (pumpa), které plynule davkuje kapaliny

bez kolisani pritokt. Cerpadla jsou trojiho druhu a to plynova, velkoobjemnéa a dvojéinna.

U plynovych je zdrojem energie stlaceny plyn. Plyn je poté veden piimo nad hladinu
kapaliny nebo je od ni odd€len pomoci pistu. Pii kontaktu plynu s kapalinou se plyn
castecné v kapalin€ rozpousti, proto je vyhodnéjsi oddélit plyn od kapaliny prostiednictvim

pistu ¢i membrany. Tato Cerpadla jsou obvykle bezpulsni, velmi jednoducha a levna.

Druhym druhem jsou dvojéinnd Cerpadla. Tlak na pist je zde vyvolavan mechanicky
pouzitim elektromotoru. Jejich pracovni objem je 100 az 500 ml. Hlavni vyhodou je
konstantni pritok, nepulsujici tlak a vysoka stabilita zdkladni linie detektoru. Mezi
nevyhody se fadi to, Ze cena Cerpadel je velmi vysoka z divodu piesného opracovani
jednotlivych dilt. Také pomalé ustanovovani stabilniho priitoku (15 az 60 minut) se fadi
mezi nevyhody. Tento typ ¢erpadla se musi po n€kolika hodinach prace plnit mobilni fazi a
pouzita mobilni faze musi byt odvzdusnéna, coz je také velice ndkladné. Nejcastéji se

pouziva pro praci s vysokymi tlaky.

Poslednim druhem jsou dvojéinna Cerpadla. Jedna se o recipro¢ni Cerpadla s malym
objemem &inné &asti. Jejich charakteristickym znakem je pulsni tok mobilni fize. Cerpana
kapalina je vytlacovana pistem nebo membranou. Hlava ¢erpadla je opatfena dvéma ventily

- sacim a vytlatnym [6].

Dutlezité pro pumpy je nastaveni jejich pratoku. M¢l by byt piesny a reprodukovatelny se

smérodatnou odchylkou nizsi nez 0,5 az 1%. Pumpa musi byt zkonstruovana z materiald,
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které nepodléhaji korozi a musi byt odolné agresivnim mobilnim fazim jako jsou slabé
kyselé a bazické roztoky, organicka rozpoustédla a tlumivé roztoky. Nej€astéji pouzivanym

materialem je nerezova ocel, titan nebo keramické materialy [6].

Utinnost separace miZe vyznamné ovlivnit zafizeni pro davkovani vzorku. Pii
nedokonalém davkovani mize dochéazet k vyznamnému rozSifovani elu¢nich zén vlivem
mimokolonového piispévku davkovaciho zafizeni, zejména pii pouziti vysoce ucinnych
kolon. U davkovanych vzorkii je potfeba dbat na to, aby byly dokonale rozpustény.
Nejlepsi je pouzit rozpoustédlo o stejném sloZeni jako mobilni faze. Pokud jsou ve vzorku
pritomny tuhé c¢astice, musi byt odfiltrovany. Pro davkovani se pouzivaji linearni
davkovace nebo davkovaci kohouty. Davkovaci kohouty maji davkovaci smycku a jsou

schopny davkovat desitky [3,6].

linearni
davikovac

fAA NV T

Obrazek 2. Schéma linearniho davkovace [3]

Obrazek 3. Davkovaci smycka [3]

Velky vyznam v chromatografii m&olona. Vysledek analyzy je urCovan predev§im

kvalitou kolony a jeji naplné. Jde o rovné trubice s hlackym vnitinim povrchem. Trubice
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jsou zhotoveny materialu, ktery je schopen odolat vysokému tlaku. Tlak muze dosahnout

az 600 MPa. Musi byt také odolné chemickému plisobeni mobilni faze a separovanych

latek. Jako material pro kolony se vétSinou pouziva bezeSva trubice z kvalitni antikorozni
oceli slesténym vnitinim povrchem nebo tlustosténna trubice ze specialné tvrzeného
borosilikadtového skla. Druhy druh trubic ma lepSi odolnost chemickou, ale mensi

mechanickou.

Velikost kolony zéavisi jak na ucelu pouziti, tak na velikosti napln€. V dnesni dob¢ se
pouzivaji kolony o velikosti 5 az 30 cm s vnitinim primérem 2 az 4 mm. Jsou plnény
Zasticemi o praméru 3 az 10 pum. Cim je kolona del3i, tim je Gi¢innosti separace vyssi, ale
na druhou stranu se zvysSuje také dgfeekterou analyza trva a musi se pouzit vyssi tlak.
Citlivost analyzy roste klesajici délkou a primérem kolony a sklesajicim primérem ¢astic
naplné. Pokud se pouziji kratké kolony (5 az 6 cm), analyza se zna¢né¢ urychli. Pokud jsou
kolony plnény naplnémi Smalym primérem ¢astic (3um popf. 1 mensi), je mensi spotieba
mobilni faze pfi dobré ucinnosti separace. Delsi kolony s primérem v fadech centimetrti se
vyuzivaji v preparativni chromatografii, kde je cilem izolace rozdélenych latek po
predchozi separaci a kde je snaha zpracovat co nejvice vzorku. V moderni analytické praxi
zcela prevazuje pouziti kolon plnénych mikropartikularnimi poérovitymi ndplnémi

S ¢asticemi o praméru 3 az 10 um vzhledem k lepsi separaci a kapacité [6].

Material pro stacionarni a mabi fazi je rizny dle typu chromatografie. Pfi kapalinové
adsorpcni chromatografii LSC se pouziva silikagel, ktery vznika vysrazenim gelu kyseliny
kiemicité zroztoku kiemicitanu sodného ptidavkem kyseliny chlorovodikové. Takto
vznikla smés se vypira vodou, pomalu se susi a nasledné aktivuje pfi 300 - 500°C. Sika
pora byva 5 az 20 nm a da se regulovat podminkami zpracovani. Silikagel patii mezi
poléarni nebo kyselé adsorbenty. Jeho specificky povrch byva zhruba o pil fadu mensi nez u
aktivniho uhli. Jako d& se vyuziva alumina tvofena oxidem hlinitym, ktera ma polarni a
bazicky charakter. Jako posledni se uvadi aktivni uhli. Aktivni uhli se pfipravuje
zuhelnaténim organickych latek jako napft. dieva, kosti, krve nebo cukru. Kromé uhliku
obsahuje nejen zbykorganickych sloucenin, ale i nékteré anorganické latky, které lze
odstranit chemickou cestou. Adsorp¢ni kapacitu uhli je mozno zvysit aktivaci. Aktivaénim
procesem je zde zahfivani na teplotu 400 az 1000°C za mirg oxida¢nich podminek tzn. za
pritomnosti vzduchu, chloru nebo vodni pary. Zahtati vede k desorpci necistot a

K rekrystalizaci amorfniho uhliku za vzniku trhlin a jemnych kapilar, a tim ke zvétSeni
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povrchu. Povrch aktivniho uhli (fddove 1000 m?. g'l) je tvofen z velké ¢asti mikropory

priméru 3 az 9 um. Aktivni uhli patii mezi nepolarni adsorbenty a pfili§ se nevyuziva [8].

Pro zlepSeni ¢innosti HPLC se pouZivaji predkolony nebo postkolony. Ukolem
ptedkolony je nasytit silikagelem mobilni fazi, aby nedochazelo k posSkozovani vlastni
analytické kolog. Piedkolony se casto pouzivaji k ochrané kolony pii analyzach
biologickych materiali. Pfedkolony a postkolony mohou byt vyuzity k derivatizaci analytu

pied vlastni kolonou, anebo za kolonou.

Dulezitou soucasti chromatografu jsou detektory, které maji za ukol zaznamenat rozdil
mezi prichodem ¢isté mobilni faze a mobilni faze obsahujici eluovanou (mobilni) slozku.
Detektory jsou vétSinou umistény na konci kolony. Mobilni fize se mulze skladat

Z n¢kolika komponent a také zona eluujici kolony miize obsahovat smés nékolika slozek.
Detektor zaznamenavd zménu nékteré  vlastnosti  eluentu. Pokud  néktery

Z experimentalnich parametri  kolisa, detektor tuto zménu vyhodnoti jako Sum.
Experimentalnim parametrem mize byt prutok mobilni faze, zména teploty, napéti v Siti
atd. Sum se projevuje rozkmitanym zépisem nulové linie. Jaelseaté o $itku pasu, ve
které jsou zahrnuta vSechna maxima a minima signalu. Eluované satkyna vystupu
z chromatografické kolony vhodnym detektorem sledovany a ziskany signal je po
linearnim nebo logaritmickém zesileni zaznamenan graficky. Talsikarsy zdznam
umoziuje kvantitativni i kvalitativni zhodnoceni analyzované smési. Citlivost detektoru je

zavisla na velikosti pritoku mobilni faze detektorem.

Mezi Casto pouzivané detektory se fadi UV, UV-DAD, fluorescencni, elektrochemicky a
refraktometricky. Co jednotlivé detektory méfi, jaka je minimalni detegovatelna
koncentrace, vyhody jednotlivych druhli detektoru a nejcastéji analyzované latky jsou

uvedeny v nasledujici tabulce [6].

Tabulka 2. Prehled pouzivanych detektorii [9]

Minimalni

M. . .
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Detektor Mérena detegovat. Vyhody Analyzované latky
veli¢ina koncentrace
[g-cm”]
UV (rtzna Absorbance 10° Nizké naklady, Organické kyseliny,

vinova délka) mastné kyseliny

zafeni univerzalnost

Vysoky Antioxidanty, aminy,
barviva, mykotoxiny,

UV - DAD Absorbance 10° stupefi 10 TR
e pesticidy, vitaminy
zareni v
Cistoty
Fluorescen¢ni Fluorescence 1010 Vysoka Sladidla, mocovina
citlivost mykotoxiny,vitaminy
Elektrochemickyl Intenzita el. 1010 Vysoka Vitaminy,
proudu citlivost anorganicke latky
Refraktometricky Index lomu 10° Univerzalnost Nearomatické

kyseliny,sacharidy

Fluorescenc¢ni detektor je urcen pro latky vykazujici fluorescenci. Je velice citlivy a vysoce
selektivni. Zjistovany vzorek v Cele detektoru absorbuje budici zatfeni, jehoz pohlcena
energie se z&asti vyzari ve formé fluorescencniho zéafeni o vyssi vinové délce nez ma zareni
budici (excitacni). V praxi se pouzivaji rtutové vybojky a filtr jako zdroj
monochromatického excitacniho zéafeni. Timto zafizenim je mozno méfit fluorescencni
zateni vSech vinovych délek. Citlivost fluorescenéniho detektoru je v rozmezi 10az 10
g - m Vyuzivaji se predevSim na stanoveni DNA nebo RNA, pfi enzymatickych
metodach, pii interakci protein — ligand a pi stanoveni dalSich fluoreskujicich latek.

Z ptirodnich latek jde pfedevsim o sladidla, mykotoxiny, vitaminy a mocovinu [2,6].

1 svételny =dro

2 monochromator
3 odka

4 mé&ma cela

5 fotonasobi &

6 zesilovaéd

T zapisovad

Obrazek 4. Schéma fluorescencniho detektoru [3]
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Refraktometricky detektor se vyznaCuje nizsi citlivosti (malo ovlivnitelny pratokem
mobilni faze) a vySSimi mezemi detekce nez ostatni detektory. Dalsi nevyhodou je, ze
odezva je stabilni pouzepi¥ipadé, ze cela detektoru maji konstantni teplotu. Na druhou
stranu ale umoziuje zkouméni v podstaté¢ vSech latek. Pouze pti gradientové eluci jej
pouzit nelze. Cim vétsi je rozdil index lomu latky a index lomu mobilni faze, tim je
detektor citliv&jsi. Jeho minimalni detegovatelna koncentrace je 10° g - ml*. Mé&tenymi

vzorky jsou nearomatické kyseliny a sacharidy [6].

. 3 T

T 4 5 G ri
1 zdroj svétla 5 fotonasobi €
2 zrcadlo 6 zesilovacd
3 mérni cela 7 zapizovac

4 referentni cela

Obrazek 5. Schéma refraktometrického detektoru [3]

Elektrochemgké detektory jsou selektivni a velice citlivé. Mezi nejhlavnéjsi pozitivum
tohoto detektoru patii jeho pomérné nizkd cena. Jako negativni vlastnost je zde moznost
zatadit zanaSeni povrchu tuhych elektrod a vysoké naroky na ¢istotu mobilni faze. Detektor
je zalozen na méfeni proudu pii prichodu redukovatelné nebo oxidovatelné latky mistem,
kde jsou umistény elektrody, na néz je vlozeno pracovni napéti nezbytné k pribc¢hu

elektrochemické reakce.

+|| - 1 1
pracovri
4 - J elektroda
A 5 2 referentni
elektroda
3 pomocna
3 1 elektroda
2 . 4 zdrojnapéti

5 zapisowvad

Obrazek 6. Schéma elektrochemického detektoru [3]
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Vodivostni detektor je zalozen na meéfeni elektrické vodivosti mobilni faze vytékajici
zkolony mezi dvéma elektrodami. Elektrody mohou byt z nerezové oceli, zlata nebo
platiny. Citlivost neni pfiliS vysoka, jelikoz ve vodnych mobilnich fazich se mohou
vyskytovat stopové ionty necistot. Dalsi nevyhodou je citlivost detektoru na zmény teplot,
které probihaji béhem meéfeni. Vodivostni detektor je po refraktometrickém detektoru

druhy nejcastéji pouzivany [10].

Pro stanoveni vitamini se Casto pouziva UV-DAD detektor. Polychromatické svétlo
Z deuteria a wolframové lampy je achromatickym objektivem detektoru zaostfovano na
plovouci ¢astici. Svétlo se rozptyluje na povrchu optické miizky a dopada na pole s diodou.
Pésmo je proménlivé. Mét se pii vinové délce 190-950 nm. Pouziva se dvojita lampa. Pole
se vétsSinou skladd z 1024 diod, u nichz kazdd méfi jinou Sifku pasma. Velikost pasma
zavisi na Sifce vchodové Stérbiny. Vchodovéa Stérbina muize byt naprogramovéana na
hodnotu 1 az 16 nm. Podle toho, jakou chceme citlivost, podle toho se voli hodnota
Stérbiny. Pro nejvétsi citlivost je to 16 nm, jelikoz pfi této hodnoté je maximalné
propousténo svétlo. Mezi vyhody detektoru patii Cistota piku a je mozno meéfit a
identifikovat vzorky pii riznych vlnovych délkach. Také data jsou vyhodnocena okamzité

a chromatogram muze byt vytvoien v 3D prostoru [2].

1.2.2 Proces separace

Proces separace probiha v separa¢ni kolon¢, ktera obsahuje stacionarni (nepohyblivou) fazi
tzv. sorbent anobilni (pohyblivou) fazi jinak také zvanou eluent. Rozdilné analyty (délené
latky) maji rozdilnou afinitu ke stacionarni fazi. Rzné analyty podléhaji riizné distribuci

(rozdélovani).

Pti postupu vzorku kolonou se jednotlivé slozky vzorku (analytu) déli a tim padem dospé;ji

do detektoru wiznych retencnich ¢asech.
S tim souvisi jevy termodynamika a kinetika.

Termodynamika a kinetika separace spolu uzce souvisi a obé dvé urcuji, jak moc se
sousedni piky v chrmatogramu piekryvaji; tj. jak dokonale nebo nedokonale jsou zony
sousednich analyti vzijemné oddéleny. Termodynamika i kinetika separace ovliviuji

rozliSeni sousednich pikd v chromatogramu [3,6].
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miména

kinetily

Zména

termodynamailoy
M }\

Obrazek 7. Termodynamika a kinetika separace [3]

sy

Termodynamika separace vychazi¢kolika zakladnich rovnic a poucek.

Prvni z nich vypovid4 o objemu mobilni faze. Objem mobilni faze ma jednotkuav ml
zjistime jej, klyz objem pritoku mobilni faze, ktera méa jednotku ml - min ~* vynésobime
mrtvym casem kolony. Mrtvy ¢as kolony je vyjadfen v minutach a je to retenc¢ni cas
analytu, ktery neni k&olon¢ zadrZzovan. Jde o analyt, ktery se pohybuje kolonou stejnou

rychlosti jako mobilni faze.

Reten¢ni objem analytu, ktery ma jednotku ml, je objem mobilni faze, ktery musi projit
kolonou, aby se pfislusny analyt dostal od pocatku ke konci separa¢ni kolony. Da se
vypocitat tak, kdyz se objemovy pritok mobilni faze vynasobi retenénim Casem i-t€ho
analytu.

Retencni Cas s jednotkou minuta se jé&asovy interval od nastiiku vzorku do okamziku

detekce odpovidajici prichodu maximalni koncentrace latky detektorem.

Redukovany reten¢ni Cas je Cas, ktery pfislusny analyt stravi ve stacionarni fazi. Zjisti se,

kdyz se od retencni ¢asu i-tého analytu odecte ¢as mobilni faze.

Kinetika separace popisuje to, ze zony délenych latek (analyt) se béhem postupu kolonou
roz§ifuji. Zon¢ analytu v chromatogramu odpovida pik neboli elu¢ni kiivka, ktera

charakterizuje koncentracni profil analytu v zong¢.

1.2.3 Chromatografické piky

Zomy separovanych latek prochazejici detektorem jsou zaznamenavany jako koncentracni

profily (chromatografické piky).
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Piky mohou byt rizného tvaru. Pokud ma pik symetricky tvar, pak je tento pik nazyvan
Gaussovskym pikem. Dal§imi druhy jsou piky, které své maximum maji rozmyté vpiedu

nebo vzadu [3,6].

Gaussovsky
pik

pik rozmyty
vzadu
(s chvostem)
pik rozmyty
vpiredu

Obrazek 8Tvary pika [3]

Sitka piku odrazi $itku zony piislusného analytu v kolong. D4 se méfit ve tfech mistech
piku. Prvnim druhem méfeni je pfi zdkladné, druhym v poloviné vysky a tfetim druhem
méieni je mezi inflexnimi body. Jednotkami méfeni jsou milimetry a centimetry poptipade
sekundy a minuty.

Plocha piku jeplocha vymezena te¢nami vzestupné a sestupné linie piku a zakladni linii.

Sitka piku se uréuje vyhradné metodou numerické integrace [3,6].

0,607h

Obrazek 9. Priklad vypoctu plochy piku [3]

1.2.4 Pracovni techniky pfi vyhodnocovani

K ur¢eni obsahu analyzovanych latek na zakladé ploch pikd jsou v chromatografii

pouzivany Ctyfi zakladni metody.
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Nejjednodussi je metodaitini normalizace. Zakladnipodminkou je, aby vSechny slozky
analyzované smési byly eluovany. Detektor musi poskytovat linedrni, stejné velkou odezvu
pro stejné koncentrace vSech analyzovanych latek. Procentualni slozeni smési se pak urci
ze zméfenych ploch vSech elucnich kiivek (analytickych signald, pikl). Metoda je velmi

jednoducha, je vSak problematicka, pokud jsou odezvy detektoru pro rizné analyty odlisné.

Casto je pouzivand metoda absolutni kalibrace Metoda je zaloZena na davkovéni
znamych mnozstvi vzorku a standardu za stejnych experimentalnich podminek.
Vyhodnoceni se provadi podle kalibracni kiivky nebo pfimym srovnanim ploch ziskanych
analytickych signalt (pika). Pii této metod¢ je nutné znat alespont dva nastiiky do kolony

(vzorek + standard).

Metodavnitiniho standardu S Casto pouziva v ptipad€, kdy analyze piedchazi uprava
vzorku. Ze standardu a cisté stanovované komponenty se pfipravi smeési s riznym
hmotnostnim sloZzenim a provede se analyza. Sestroji se kalibrac¢ni graf, ve kterém se
vynasi pomér ploch pikl proti poméru hmotnosti. Pfi ur€ovani neznamého vzorku se tento
vzorek pfidd ke zndmému mnozstvi standardu a vyhodnoti se pomér ploch pikli vnitiniho
standardu a stanovované slozky. Ze znamé hmotnosti vnitiniho standardu se ur¢i hmotnost
stanovované slozky. Neni potieba pfesné znat mnozstvi nastiikovanych vzorkd.
Nevyhodou této metody je obtizné hledani vhodné standardni latky. Standard nesmi byt
piitomen ve vzorku, musi byt dobie rozd€len, nesmi interagovat s analytem. Metoda

poskytuje presnéjsi vysledky nez absolutni kalibrace.

Posledni pouzivand je metoda standardniho ptidavku. Je zalozena na piidavku
definovaného mnozstvi stanovované latky ke vzorku. Provadéji se dvé analyzy, prvni
spuvodnim vzorkem, druhd se vzorkem po pfidani daného mnozZstvi stanovované latky.

Zvétseni plochy piku je pfimo umérné piridanému mnozstvi analytu [11].

1.2.5 Nové trendy V HPLC

Pted deseti lety byly nejpouzivanégjsi stacionarni faze 5 um, dnes jsou nejrozsitenéjsi faze 3
um. Stale béznéjsi jsou komeréné dostupné i sorbenty s velikosti ¢astic pod 2um. Zaroven

dochazi ke zkracovani kolon. Vysledkem je pak podstatné zkraceni dob anafrabez
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ucinnosti ve srovnani se separacemi provedenymi na kolonach tradicni délky (25c¢m)

plnénych 5 um sorbentem. Doba analyz na kratkych kolonach byva 1 az 2 minuty.

Kromé zkracovani kolon dochéazi také ke zmenSovani jejich vnitiniho priméru. Tradi¢ni
kolona sprimérem 2 mm a mensim. Tento trend souvisi pfedevsim se snahou o zrychleni
analyz a také 8silim o zlepSeni ekonomiky provozu a ekologickymi hledisky. Spotieba
mobilni faze, obvykle obsahujici organicka rozpoustédla, mize byt takto o mnoho fadi

snizena.

Co se poréznich sorbent tyce, zachovavaji si dlouhodobé dominantni postaveni v HPLC.
Zacatkem 70. let byl pfipraven silikagel s velikosti zrn mensi nez 10 um. Brzy poté byly

pfipraveny jeho prvni chemicky modifikované formy.

Zpocatku byly cCastice silikagelu nepravidelného tvaru, ale postupné se podatilo zvladnout
technologii Wroby castic stejného tvaru a tak zlepSit separacni ucinnost, ale i dalsi

vlastnosti vyslednych sorbenti

Dal8im dilezitym faktorem ovliviiujicim stabilitu stacionarni faze je teplota. V soucasné
dobé byva chromatograficka kolona v pribéhu separace umisténa v termostatu a analyza
obvykle probihd za konstantni teploty, ¢asto o néco vyssi, nez je teplota laboratofe, protoze
diky poklesu viskozity a zrychleni pfenosu hmoty dochézi ke zlepSeni separacni ucinnosti.
Teplotni stabilita byva uvadéna v rozmezi od 5°C do asi 100°C. Obgowsem plati, ze
zvysSovani teploty vzdy vede k rychlej$i degradaci sorbentu, coz se zejména projevi pii

extrémnich hodnotach pH.

Moderni trendy ve vyvoji a vyrob¢ staciondrnich fazi smétuji k produkci fazi se stale vetsi
mechanickou, leemickou a tepelnou odolnosti. Rozméry kolon a sorbentii se postupné
zmensuji, coZ umoziuje zvysit separacni ucinnost, zrychlit analyzy, zlepSit detek¢ni limity

[12].
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2 VITAMINY

Vitaminy jsou exogenni esencialni nizkomolekularni slouceniny, které organismus
nezbytné potiebuje k zivotu. Heterotrofni organismus si je nedokaze sdm syntetizovat a

musi byt dodavany enéjsku. Vyjimkou je napiiklad syntéza niacinu z tryptofanu.

Vitaminy vykonavaji wrganismu nékolik funkci. Jsou prekurzorem kofaktori riznych

enzymd, uplatiiuji se v oxida¢né — redukénich systémech.

Termin provitamin oznacuje latky, které nemaji u€inek vitaminu, ale v téle se u¢inkem UV

zafeni nebo enzymi na vitaminy méni.

Antivitaminy jsou latky, které zabranuji plnému vyuziti vitamint a nebo vitamin inhibuiji.
Hypovitaminosa je termin pro nedostatek vitamineh¢i formé.

Avitaminosa je téz§i forma nedostatku vitaminu.

Nadbytek vitamini se oznacuje jako hypervitaminosa.

Vitaminy jsou déleny na 2 skupiny dle rozpustnosti na rozpustné ve vodé¢, které jsou
oznatovany jako hydrofilni a na rozpustné v tucich tzv. lipofilni. Mezi jednotlivymi
vitaminy neexistuji zadné dalsi strukturni vztahy po chemické strance. Pro jejich oznaceni
se pouzivaji pismena abecedy, pficemz vitaminy s podobnymi fyziologickyni G¢inky jsou

oddé€leny ¢iselnymi indexy.

2.1 Vitaminy rozpustné ve vodé

Tyto vitaminy nejsouv organismu ukladany a proto musi byt jejich pfivod potravou

plynuly.

2.1.1 Vitamin B;— thiamin

V téle se podili na rozkladani uhlovodiku na cukry, které uvoliluji energii potfebnou pro
funkci nasi nervové soustavy, svall a srdce. Ucastni se také pii odbourdvani metabolickych

produkti lipida a proteint.
Zdrojem je vétSina potravin zivocisného puvodu a to libové vepiové maso, droby a ryby.
Z rostlinnych zdroju lze uvézt chléb, hraSek, fazole a kvasnice.

Pfi nedostatku tohoto vitamini muze dojit k nemoci berberi.
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2.1.2 Vitamin B, — riboflavin

Zivotng dileZitou roli hraje pii tvorbé energie z uhlovodiki (cukri), bilkovin a tukd v
ramci latkové premény. Je slozkou dvou koenzymu a to flavinadenindinukleotidu a

flavinmononukleotidu.

Zdrojem je mléko, syry, maso, kvasnice a vejce. Z rostlinnych potravio fgokolice,

chrest, Spenat alipovy kvét.

Nejsou zndmy zadné nemoci z nedostatku ani pfedavkovani timto vitaminem.

2.1.3 Vitamin B3 — kyselina nikotinova a jeji amid

Z chemického hlediska se jedna o derivat pyridinu. Existuje ve dvou formthako

kyselina nikotinova a jeji amid nikotinamid.

Je soucasti koenzymi oxidoreduk¢nich déja v podobé NAD

(nikotinamidadenindinukleotid) a NADP (nikotinamidadenindinukleotid fosfat).

Mezi jeho hlavni funkce patii to, ze snizuje hladinu cholesterolu v krvi a tim piispiva k

prevenci kardiovaskularnich onemocnéni, snizuje riziko arteriosklerézy a trombdzy.

Organismus sam je schopen vitamiwvirabét z aminokyseliny tryptofanu. Je pfitomen ve

vétsing potravin obsahujicich bilkoviny kromé mléka a vajicek.
Klasickym syndromem nedostatku vitaminu je pelagra.

Vysoké davky jsou vylu¢ovany moci a proto nemohou vznikat zddné Skody. Pouze t€¢hotné
zeny by nemély uzivat nadmérné mnozstvi tohoto vitaminu, protoze je v tomto piipadé

podezieni na poskozeni plodu.

2.1.4 Vitamin Bs — kyselina pantotenova

Kyselina pantotenova hraje zasadni tlohu v nasem metabolismu. Je slozkou koenzymu A,
ktery se ucastni pfemény tuki, uhlovodikii a proteinti na energii. Je taky dilezity pii
metabolismu aminokyselin, pyruvatu a produktd glykolyzy. Utastni se Krebsova cyklu,
dale je nutny pro syntézu cholesterolu, provitaminu D, zlu¢ovych kyselin a steroidnich
hormont (adrenokortiko), pohlavnich hormonti, porfyrint a nukleovych kyselin. Mezi jeho
dalsi funkce patii tvorba protilatek, stimuluje obnovu koznich bunék, zklidiiuje plet,

zabrafiuje jejim zanétim a zarudnuti pii podrazdéni.
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Zdrojem vitaminu je vétSina potravin. Nejvice je ho obsazeno v hrasku, fazolich a

celozrnnych vyrobcich.

Vitamin neni toxicky ani ve vysokych davkach, ptesto byly zaznamenany vzacné ptipady
prijmu u osob, které z toho ¢i onoho divodu zkonzumovali velké mnozstvi tohoto

vitaminu.

2.1.5 Vitamin Bg — pyridoxin
Tento viamin se vyskytuje ve tfech formach a to jako pyridoxal, pyridoxol a pyridoxamin.

Pyridoxal fosfat je soucasti enzymu, které se podileji na dekarboxilaci a transaminaci
aminokyselin, dale se jako souc¢ast enzymu fosforylazy ucastni odbouravani glykogenu
zjater, jakmile potfebuji svaly energii. Mezi jeho dalsi funkce patii ucast na biosyntéze
koenzymu A a tim i1 fady metabolickych reakci jako je glykolyza, tvorba porfyrini s
inkorporaci Zeleza do hemu a transmetylace methioninu. Podili se na Krebsové cyklu a v
dasledku toho tvorby energie, metabolismu mastnych kyselin, syntézy hemoglobinu a
syntézy proteinl. Je také urcen k léceni nevolnosti, kterou trpi pacienti podstoupivsi
radioterapii pii rakoviné a ma preventivni a podplrny ucinek pii 1écbé nervovych

onenvcnéni.

Zdrojem vitaminu j&erstvé maso, drubez, ryby, celozrnné vyrobky, kvasnice, s6ja, mléko

a vejce.

Skutecny nedostatek je vzacny, objevuje se pouze u starSich osob, u kterych se projevuje
unavou, podrazdénosti, depresi. Milize vést k vyrazkdm, zanétim sliznic ust a jazyka,
popraskanym rtiim a u novorozenct k zachvatim.

Jestlize je vitamin B pfijiman v nadmérné vysokych davkach po dobu mnoha mésicti nebo

let, mohou se zanitit nervy a zpisobit potize pii chizi.

2.1.6 Vitamin Bg — kyselina listova

Tento vitaminpodporuje tvorbu krve, vytvaii v organismu antisklerotické latky, ucastni se
biosyntézy a metabolismu aminokyselin, bilkovin a nukleovych kyselin a na rtastovych a
vyvojovych procesech. Podili se na biosyntéze nékterych slozek nervovych tkani a proto je
dilezity pro spravny vyvoj a optimalni funkci nervového systému v embryonalnim stadiu

vyvoje plodu. Pfenasi také methylové skupiny.
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Zdrojem vitaminu je libové masdpvézi ledviny, jatra, kvasnice, zeleny hrasek, mlada

cibulka, zeli, celozrnné vyrobky, chléb, vejce.

Nedostatek tohoto vitaminu vedeviorbé kardiovaskularnich onemocnéni, anémii. Béhem
ranych stadii t€hotenstvi miuze vést k deformacim plodu podobé vyduti ¢asti michy z
misniho kanalu plodu, pfedCasnému narozeni, piipadné potratu a k opozdénému vyvoji
mozku. DalSimi nasledky mohou byt tnava, neklid, malomyslnost, roztrzitost,
slabomysInost, poruchy spanku, nedostatek zivotni radosti, poruchy ristu, poruchy traveni,

zandty jazyka, zanéty sliznice rtii, pfed¢asné Sedivéni vlasti a chudokrevnost.

2.1.7 Vitamin B1, — kyanokobalamin

Z chemického hlediska se jedna o derivat korinu s obsahem kobaltu.

Je velice dulezity pro déleni bun¢k a to predevsim Cervenych krvinek. Mé své funkce v

nervove soustave a pii rozkladani tukii a aminokyselin.

Je obsazen piedevs§im v Zivoc¢isnych vyrobcich a to v mase masnych vyrobcich, mléce a

syrech, vnitinostech, rybach, skeblich, vejcich.

Rizika nedostatku jsou predev§im u vegant, ale jsou vzacna. Kojenci veganek, ktefi jsou
vyhradné kojeni matefskym mlékem, jsou vystaveni riziku nedostatku vitaminu B, které
muze vést k podrazdénosti, snizenému piibyvani hmotnosti, vSeobecné ztraté zdravi a ke

snizenému dusevnimu rozvoji.

2.1.8 Vitamin C — kyselina L-askorbova

Je dulezity pro tvorbu kolagenu tzn. vazivové tkané, kosti, chrupavky a zubt, tkané pfi
zajizvovani, poranénich kize a zlomeninach kosti. Tvoii zluCové kyseliny, hormony a
prenasece v nervové soustave. M4 také vliv na imunitni systém organismu a funkci bilych
krvinek. ZvySuje ucinnost pfijmu anorganického Zzeleza. Brani tvorbé nitrosoaminu V
ustech a zaludku, ¢imz chréni proti zhoubnym nddorim. Ddéle funguje jako antioxidacni
¢inidlo a zpomaluje Skodlivé ucinky volnych radikali. Pokud je vyluCovan moci jako
kyselina, miZze mit stfedné antibakterialni u¢inek proti infekcim mocového Ustroji. Ve

vysokych davkach poméha pii béZném nachlazeni.

Zdrojem vitaminu je ovoce a zelenina a to predevsim zelené a cervené papriky, brokolice,

Spenat, pomerance a ostatni citrusové plody.
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Pii nedostatku vznikda nemoc skorbut neboli kurdéje, kdy dochazi k poruSe tvorby

kolagenu, zhoubovaténi dasni, vypadavéani zubt a rany se pomaleji hoji.

Mnoho lidi pouziva velké davky vitaminu aby bojovali s rymou. U nékterych lidi mtze

dochazet ke zvraceni, bolestem Zaludku a prijmam.

2.2 Vitaminy rozpustné v tucich

Tyto vitaminy mohou byt v téle ukladany delsi dobu, pfi€¢emz vysoky pfivod mize mit i

toxické nasledky.

Bylo zjisténo, Ze jimi lze organismus piedzasobit.

2.2.1 Vitamin A — retinol

Oznaceni vitamin A pokryva dvé skupiny chemickych sloucenin a to pravy oznaCovany
jako vitamin A (retinol) a vitamin A (3-dehydroretinol), ktery ma pouze 40% ucinnost.
Po chemické strance je to terpenovy alkohol s beta jononovym kruhem.

Je zivotné diilezity pro o€i, rust, schopnost rozmnozovani, normalni vyvoj klize a sliznic,

rust kosti a zubli a imunitni systém.

Vitamin A se nachazi pfedevS§im v potravinach Zivoc¢isného ptivodu a to v jatrech, maslu,
mlécnych vyrobcich, Zloutku a tuku motskych ryb. Pfidava se do nékterych potravin béhem
vyroby, napf. do margarind. Lidsky organismus simi vytvaret vitamin A i z provitaminu
beta karotenu.

Nedostatek vitaminu A miize zptsobit problémy se zrakem v podob¢ no¢ni slepoty, snizeni
ochrany proti opotiebeni a vysousSeni rohovky. Také miize dojit k deficitnimu ristu.

Hlavnim nebezpecim pii jeho nadbytku je ohrozeni plodu.

2.2.2 Vitaminy skupiny D — kalciferoly

Z chemického hlediska jde o derivat sterolu.

V téle je nutny pro absorpci vapniku a fosforu, srazeni krve, udrzuje spravnou funkci svalt

a nervu.

Zdrojem jsou houby, kvasnice, raj¢ata, kakao, kokos, datle, mléko, rybi tuk a vejce
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Pfi nedostatku vitaminu muze nastat onemocnéni ledvin, dale u dospélych nemoc

osteomalacie, u déti rachitis.

V piipadé predavkovani mohou vznikat ledvinové kameny a Zalude¢ni viedy. Dochazet

muze také k demineralizaci kosti.

2.2.3 Vitamin E — tokoferoly a tokotrienoly

v

Je zndmo 8 forem vitaminu, pfi¢emz nejucinnéjsi je alfa tokoferol.

volnym radikéaltim. Déle plisobi na riist a podporuje hojeni ran.

Zdrojem jsou rostlinné oleje, suché fazole, arasSidy, celozrnné vyroliip\a zelenina.

Ze zivocisnych je to zloutek, sadlo, vnitinosti, maso a mléko.

Pti nedostatku mtize vznikat anémie anebo poruchy metabolismu nervstva a svalt [1,13].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

3 SIMULTANNI STANOVENI VIT AMINU

3.1 Simultanni stanoveni vitamina rozpustnych ve vodé

Stanoveni vitamini rozpustnych ve vodé metodou HPLC zaznamenalo v posledni dobé
silny nartst. Byla publikovana také fada metodik, pfi kterych se zaroven separuje a stanovi

nékolik vitamint soucéasné.

Zpocatku tato stanoveni byla testovdna u standardi a pozd&ji se aplikovala i pifi urceni

vitamind v jednotlivych potravinach.

Nejkritictéjsi fazi metod, u nichz se uruje nékolik vitaminli soucasné, je extrakce,

chemické slozeni potravinového materidlu a stabilita vitamini ze vzorku. VétSina téchto

metod byla vyvinuta pro ty vitaminy, které mohou byt extrahovany v jednotnémppost

Z potravin, aniz by doslo k jejich ztratam.
Jednotlivé faktory ovliviiuji simultdnni stanoveni v rizném méfitku. Napiiklad stanoveni

thiaminu je nejvice ovlivnéno délkou alkylového fetézce a pH. Na druhé strané tyto faktory

maji vSak pouze maly vliv pii stanoveni riboflavinu.

Ne kazda metoda je vhodna pro stanoveni vSech extrahovanych vitamind. Divodem mitize

byt piili§ nizkd koncentrace jednoho vitaminu s ohledem na ostatni. Vyznamnym

omezenim mohou byt rovnéz rusivé latky piitomné v extraktu.

Podminky metod simultdnniho stanoveni vitamini rozpustnych ve vod¢ publikované v roce

2003 a zpracované na zaklad¢ literarniho prizkumu jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tabulka 3. Zdkladni parametry metod stanoveni vitaminit metodou HPLC [9]

Stanovené Teplota
vitaminy Stacioarni faze Mobilni faze Detekce [°C]
A: K,HPO, (c=0,05mol-f; pH 6,5)
C, By, B,,Bg3, By, Beta Basic 4 | B: 50% KHPO, (cz0,0SmoI-'F; pH 3,5) uv
kys. folova, biotin (150mm Gradient: 0 min 4% 205 nm
X 15 min 40%
4,6mm) Pritok: 1 ml'min™
A: 85% GH13SO;Na (c=0,01mol-1)
AQUASIL Cyg 1% HOAc.
C, By, By, Bs, Bg (150mm x 0,13% triethanolamin ve vodé uv
46MM; | 5. 1506 CHOH 275 nm 35
Spm) Pratok: 1,5 ml'min™
C, By, By, B3, Bg Convertional | A: 85% GH1:SO;Na (c:0,0lmoI-dr'ﬁ)
C18 1% HOAc. uv
(150mm x 0,13% triethanolamin ve vodé 275 nm 35
4,6mm; Sum) | B: 15% CHOH
Pratok: 1,5 ml'min™
B, By, Bs, Bg Shodex RSpak A: KH,PQ, (c=0,045 mol-'f)
NN-814 | B: NaHPO, (c=0,055 mol-1) uv
C: 7% CHOH 210 nm 25
Pritok: 1 ml'min™
C, B;, B, Bg Shodex Rspak| A: Na,PQ, (c=0,055 mol-'})
DM-614  |B: KH,PO, (c=0,045 mol- ) uv 28
Pritok: 1 ml-min™ 254 nm
B,, Bg, By LiChro CART | A: CHsOH
1254 B: fosfatovy pufr (c=0,02 mol-{
Purospher | pH 3,5) uv 25
RP-18¢ (5 um) |70:30 280 nm
Pritok: 1 ml'min™
Bi1, Bs, Bio Purosphere | A: fosfatovy pufr (c=0,02 mol
RP-18 pH 3,5)
(125mmx4mm;| B: CH;OH uv
5 um) 70:30 254 nm

Prittok: 1 ml'min’*
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Firma Merck uvadi ve svych propagac¢nich materidlech metodiky vétSinou soubézného

stanoveni nékterych vitamini rozpustnych ve vod¢. Podminky téchto metod stanovuje

tabulka 4.

Tabulka 4. Zakladni parametry metod stanoveni vitamini pouzité firmou Merck

[14,15,16,17]

Stanovené Teplota
vitaminy Stacioarni faze Mobilni faze Detekce [°C]
= CH30H
LiChroCART 2504 |= H,O
B, By, LiChrosorb RP18 | = 85% H3POy spiidavkem uv
Bs, B1o (10pum) 0,65 mg  CsH17/SOH 254 nm
(55:45:1)
Pritok: 1,5 ml ‘min™*
B1, By, LiChroCART 2504 |A: CH3OH
Be, Bi2 LiChrosorb RP18 |B: H,O uv
(5um) (80:20) nebo (50:50) 254 nm
Priitok: 2 ml ‘min™*
A: Acetonitril
C, LiChroCART 2504 | B: cetyltrimethyt
kyselina LiChrosorb RP8 amoniumbromid uv
nikotinova (5um) pH=7 262 nm 35
(35:65)
Priitok: 2 ml ‘min™*
A: Acetonitril
C, B: cetyltrimethyt
nikotina_lmid, LiChroCART 2504 amoniumbromid UV
kyselina _
nikotinova LiChrosorb RP8 pH=7 262 nm 35
(10um) (35:65)

Priitok: 2 ml -min’*

ZafraGomez a spol. se zabyvali simultannim stanovenim vitamint rozpustnych ve vod¢ ve

fortifikovanych potravinach. Stanoveni provadéli v obohaceném mléku, produktech détské

vyzivy a suSeném mléku jako referen¢nim materialu.
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Pii pripravé pevnych vzorkt bylo odvazeno 0,5g do zkumavky a ptidano 4,5 g vody 40°C
teplé. Pfipravend smés byla homogenizovana tfepanim 1 minutu. Pak se nechala stat za
pokojové teploty 60 minut semnu. U kapalnych vzorku bylo do zkumavky piesné

odvazeno 5 g homogenizovaného vzorku.

Do zkumavky byl pak pfiddn 1 g srazeciho roztoku, smés byla promichédna 1 minutu pfi
pokojové teploté a nasledné dana na 15 minut do temna. Poté bylo provedeno odstfedéni
pii 3500 ot - min™ po dobu 5 minutOdstiedéna kapalina byla filtrovana pres 0,22 um
nylonovy filtr a davkovana do HPLC kolony. Davkovany objem byllb0

Pouzity srazeci roztok byl piipraven kazdy tyden cerstvy. Byl slozen z 9,1 g octanu
zine¢natého; 5,46 g fosfowolframové kyseliny; 5,8 ml ledové kyseliny octové a roztok byl
doplnén do 100 ml vodou.

Podminky separace uvadi tabulka 5.

Tabulka 5. Podminky separace stanoveni vitaminit rozpustnych ve vode

Stacionarni faze Mobilni faze Teplota na koloné Priitok
gradientova eluce
AB
Spherisork2 99,4:0,6 0,5 min.
(25cm x 4,6mm; | 94:6 4min. 400 1,0 ml- min*
3pm) 70:30 12 min.
60:40 17 min.
99,4:40 22 min.

Mobilni faze byla tvotena:

A: pufr pH = 2,95; piipraven rozpusténim 6,8 g fosfore¢nanu draselného, 1,1 g sodné soli
kyseliny Xoktasulfonové a 5 ml triethylaminu v 1 litru vody

B: methanol

K detekci byl pouzit fluorescencni a UV-DAD detektor. VInové délky uvadi tabulka 6.

Tabulka 6. Podminky detekce stanoveni vitaminit rozpustnych ve vode
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Vitamin Detektor ViInova délka [nm]

B1 UV-DAD 245

B, fluorescenéni 520

Bs UV-DAD 261

Bs UV-DAD 195

Be fluorescenéni 410
B12 UV-DAD 370

C UV-DAD 282

V citaci je uvedena tabulka srovnavajici hodnoty naméiené popsanou metodou a hodnoty

udavané v tabulkach.

Tabulka 7. Hodnoty obsahu vitaminu tabelované a namérené

Obsah vitaminii [mg-kg”]
Vzorek Vitamin | Vitamin | Vitamin | Vitamin | Vitamin | Vitamin
(mg kg™l c B: B> Bs Bs Bs
obohacené uvedené 90 2,1 2,4 27 9 3
mieko = gfené | 110 2.1 2,5 30 11,2 | 31
détska | uvedené| 500 6 12 80 30 4
ViZiva T ené | 490 7.3 148 | 67,8 35 5
UHT uvedené| 12,8 0,33 1,8 0,9 0,35 0,41
mléko | zméfené 0 0,33 1,679 0,78 0,356 0,376

Z uvedenych vysledkt Ize na zavér fici, ze daje tabelované a zjist€éné métenim jsou stejné

anebo odlisné pouze s malymi odchylkami [18].

Stanovenim vitaminl rozpustnych ve vodé€ se zabyval Vinas a kol. v potravinach pro déti a

to konkrétné v mléce, ceredlnich vyrobcich obsahujicich med, ovoci a mlécné ryzi. V tomto
ptipadé bylo specidlné pozorovano to, jak ovlivni obsah vitaminil vysuseni vyrobku a jeho
znovuobnoveni vodou.

5-10 g vzorku bylo smichano s 25 ml 0,1 M kyseliny chlorovodikové a dano do
polypropylenové lahve. Suspenze byla zhomogenizované a vloZena na 30 minut do horké

lazné¢ 90°C teplé. Po ochlazeni se upravilo pH na hodnotu 4 pomoci octanu sodného a
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pridal se 0,1g enzymu taka-diastazy. Takto vznikly vzorek byl umistén do vodni lazné 50°C
teplé na dobu 2 hodin. Po pfidavku kyseliny trichloroctové byla lahev znovu vloZena do
vodni lazné o teploté 90°C na dobu 10 minut. Po vychladnuti bylo pH upraveno na hodnotu
6 pomoci 10M hydroxidu draselného. Alikvotni podil vzniklého vzorku byl dan do
centrifugy na 10 minut, nasledné¢ zfiltrovan ptfes 0,45 pum nylonovy filtratni papir a

vstiiknut do kolony.
Podminky separace jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 8. Podminky separace stanoveni vitaminii rozpustnych ve vode

Stacionarni faze Mobilni faze Teplota na koloné Pritok

Rp-Amide Gg Acetonitril-fosfat

(5um) 20°C 1,0 ml- mint

K detekci bylpouzit UV-DAD detektor. Vinové délky pro jednotlivé skupiny vitamint
uvadi tabulka 9.

Tabulka 9 Podminky detekce stanoveni vitaminu rozpustnych ve vodeé

Vitamin VInova délka [nm]
B1,B>, kyselina nikotinova 266
Bs 362
B2 361

Ve studii byly uvedeny pa hodnoty jiz po obnoveni vysuSenych vyrobkd vodou a to

Vv procentuelni zméné obsahu vitaminu. Tyto hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 10. Procentuelni zména obsahu vitaminu v détskych potravinach

Vitamin B1 B, Bs Bs B>

Procenta 98,7 99,7 99,7 99,1 96,7

Z uvedené tabulky lze na zaveér fici, ze ztraty vitaminl rozpustnych ve vod¢ pii vysuseni

byly minimalni [19].
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3.2 Simultanni stanoveni vitamind rozpustnych v tucich

Stanovenim vitaminu A a E se zabyval ReNEndosa a kol. v potravinachropdéti.
Standardni roztok byl pfipraven tak, ze 1 mg nebo 1 ml zkoumaného vzorku byl smichan

se 100% ethanolem a skladovan pfi teploté -20°C vtmavé mistnosti jeden mésic.

Vitaminy byly posléze stanoveny dvéma metodami.

Metoda I byla zaloZena na tom, ze détska vyziva byla extrahovana dichloromethanem a
methanolem (2:1). Dichlormethan byl pouzit namisto chloroformu, ktery je vice toxicky a
ma stejny ucinek. Priblizné€ 25 g z détské vyzivy bylo navazeno do Erlenmeyerovy bariky,
pridalo se 150 ml dichloromethanu a 75 ml methanu. Vzorek byl poté intenzivné¢ michan
30 minut pfi pokojové teploté. Vznikly roztok byl zfiltrovan, ptidalo se 40 ml vody a vse
bylo déno odstfedit. Dichlormethanova faze byla nasledn¢ odfiltrovana pomoci bezvodého
siranu sodného. Vznikly filtrat byl dvakrat promyt 10 ml dichlormethanuaicga faze
byla odpafena a zbytek rozpustén v diethyletheru. Solvent byl poté dan vysusit do rotacni
odparky. Zbytek obsahujici tuk byl umistén do tmavé zkumavky, kterd byla naplnéna
dusikem, pevné uzaviena a umisténa do mistnosti s teplotou-20°C. 0,5 g takto vzniklého
extraktu bylo umisténo do centrifugy a poté rozpusténo pomoci 1 ml ethanolu. Vznikla
smés byla smichdna s 200 ul n-hexanu. Pted vstifiknutim do kolony byl vzorek jesté

ptefiltrovan pies 0,45 um nylonovy filtr.

Metoda II byla zalozena na stejném principu s tim rozdilem, ze nebyl vzat 0,5 gale 1 g

extraktu.
Podminky stanoveni jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 11. Podminky stanoveni vitaminu A a E

Stacionarni faze| Mobilni Pritok Detekce Detekce Teplota
faze vitaminu A vitaminu E
ODS2 Gg, methanol 1 uv uv 50
250x4,6mm i.d. [ml-min®] | 325 nm 292 nm [°C]
(5pm)

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tabulka 12. Stanovené mnozstvi vitaminu A a E

vit. A (pg retinolu/100g) vit. E (mg a-Tokoferol)

Metoda | 15,90 201,3

Metoda 18,09 330,4

Z vySe uvedené pfipravy vzorku by se ocekavalo, ze zjistény obsah vitamini druhou

metodou bude dvojnasobny, ale vysledky tuto skute¢nost nepotvrdily [20].

Stanovenim vitaminu A a E détské vyzivé se zabyval Chavez-Servin a kol. V tomto

projektu byly provedeny 3 metody stanoveni, které byly na konci prizkumu vyhodnoceny.

Metoda I byla provedena tak, ze 250 miligrama détské vyzivy v praSku byly smichany s 4
ml ethanolu a homogé&zovany na dobu 4 minut. Poté byl pfidan 1ml hexanu. Ve bylo
dano homogenizovat po dobu 3 minut. Poté byl pfidan jest¢ 1 ml hexanu a re-
homogenizovan 1 minutu. Nakonec byl pfilit 1 ml vody a vSe bylo vloZeno do centrifugy

na 5 minut.

Hexanova faze bylafefiltrovana ptes 0,22 um nylonovy filtr a poté bylo 2Ql vsttiknuto

do kolony.

Vzorek metody Il byl zhotoven & ml 20% roztoku détské vyzivy. Tento roztok byl
smichdn s 5 ml dichlormethanu a methanolu (2:1) a mechanicky michan §.rRioté
bylo vSe nehano 5 minut stat. Nakonec byl pfidan 1 ml roztoku NaCl a vzorek byl umistén
do centrifugy na 10 minut. Organicka faze byla obnovena a vysuSena dusikem a

hexanu. Dale se pokracovalo jako v metod¢ 1.

V metod¢ III byla tukova frakce extrahovana dichlormethanem a methanolem (2:1). Z
tohoto vzorku se odebralo 50 mg, piidal se 1 ml hexanu a dale se pokracovalo jako

V metodé [.

Podminky stanoveni jsou uvedeny v nasleduijici tabulce.

Tabulka 13. Podminky stanoveni vitaminu A a E

Stacionarni faze Mobilni faze Detekce vitaminu A | Detekce vitaminu E




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

37

Zipax HPC

(50mm x 2,2mm;

3um)

A: ethylacetat

B: hexan

uv

325 nm

uv

292 nm

Metoda I byla vyhodnocena jako ne pftilis vhodna z divodu nizké obnovy vitamind.

Metoda II ukazala lepsi vysledky nez metoda 1. Hlavnim problém ale byl s obnovou

dichlormethanové faze.

Metoda Il prokazala nejlepsi vysledky [21].

Stanovenim vitaminu E se zabyval Hewavitharana a kol.v kufecim mase.

Vzorek byl odebran 24 hodin postmortem, vakuové zabalen a dan do teploty -20°C.

Kousek masa byozsekan a 1 gram byl poté vlozen do 50 ml polyethylenové tuby. Bylo

odebrano 30@ vzorku a piidany 4 ml ethanolu. Smés byla homogenizovana 30 sekund,

smisena s 5 ml destilované vody a homogenizovana 15 sekund. VSe bylo nakonec dano do

centrifugy na dot 10 minut. 100 uL vzorku bylo vstiiknuto do HPLC kolony.

Tabulka 14. Podminky stanoveni vitaminudziecim mase

Stacionarni faze Mobilni faze Detekce
Lichrosphere Si 100 |A: 4% 1,4dioxan fluorescencni
(250mmx4,6mm;5um) |B: 0,04% kyselina octova 295 nm

Zjisténé mnozstvi udava nasledujici tabulka.

Tabulka 15. Namérené mnozstvi vitaminu E

Vitam. | a-tokoferol

y-tokoferol | a-tokotrienol

B-tokotrienol

y-tokotrienol| 5-tokotrienol

Obsah | 0,73 ng

0,86 ng 1,0 ng

1,2 ng

1,7 ng

1,3 ng

Tato studie byla provede na zjisténi obsahu vSech forem vitaminu E v kufecim mase

[22].

Vitamin E byl stanoven zyrobku pro déti. Iml vzorku byl rozmichan s 5 ml chloroformu

a methanolu (pomér 2:1) a 3 minuty mechanicky michéan. Poté byl vzorek nechany 5 minut
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odlezet, piidal se 1 ml vody a vSe bylo dano do centrifugy na 10 minut. Chloroformova
faze byla ze vzorku odstranéna dusikem. Nakonec byl k roztoku pfidan 1ml n-hexanu a
roztok byl prefiltrovan pies 0,2 um membranu. Podminky stanoveni jsou uvedeny

v nasledujici tabulce.

Tabulka 16. Podminky stanoveni vitaminukrabkii pro deéti

Stacionarni faze Mobilni faze Priitok [ml-min™] Detekce
NovaPak A: n-hexan
(150x3.9mm; Sum) | p-ohviacetat neuveden fluorescenéni
(98:2) 295 nm

Na obale byl uveden obsah vitaminu E 271 +25 mg™ &gjisténa hodnota metodou

HPLC byla 275 +19 mg - Kg coZ je s uvedenou moznou odchylkou maly rozdil [23].

Stanoveni vitaminu E provedl také vyzkum pro kvalitu a bezpecnost potravin. V tomto
piipadé byla pouzita také metoda HPLC a detekce byla provedena UV detektorem.
Podminky stanoveni vitaminu E a potravinu, ve které byl obsah vitaminu méfen jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 17.Podminky stanoveni vitaminu E [24]

Stacionarni faze Mobilni faze Detekce Potravina
Spheri5 RR18 | A: methanol
(200 mm x 2,1mm;|B: voda uv rostlinny olej
S5um) (95:5) 300 nm
Zorbax ODS A: acetonitril
(250 mm x 4,6mm;| B: methanol uv
S5um) C: CHCl, 295 nm palmovy olej
(60:35:5)
YMC Pack C30 |A: acetonvoda
(250mm x 4,6mm; | B: AgCIO, uv potraviny
3um) (90:10) 295 nm
YMC Pack C30
(250mm x 4,6mm; methanol uv palmovy olej
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3um) 295

3.3 Simultanni stanoveni vitaminu rozpustnych ve vodé a v tucich vedle

sebe

Stanovenim vitaminu C a karotenti z rajcat se zabyval Abushita a spol.

Vzorek byl pfipraven tak, ze 10 gramu rajCatové stavy bylo smichano s 20 ml methanolu.
Ke vzniklé smési bylo ptidano 60 ml CCl, a methanolu (pomér 3:1) a vSe bylo dano michat
po dobu 20 minut. Nakonec by pfidan siran sodny. Vznikly filtrat byl odstfedén a suSen
v prostiedi vakua pii 40°C. Extrahované lipidy byly zmydeiny pfidavkem 4 ml 30%
KOH, vzorek byl zahiivan na stupent varu methanolu s pfitomnosti vitaminu C. Po
ochlazeni bylo ptidano 15 ml vody se soli a poté dvakrat extrahovano etherem, ktery byl

posléze odpaien a vzorek byl nakonec dvakrat promyt destilovanou vodou.

Pro stanoveni vitaminu Crzjcat byl vzorek smichan s 50 ml 2% metafosfore¢né kyseliny,

intenzivné michan 15 minut a poté filtrovan.
Podminky stanoveni jsou uvedeny v nasleduijici tabulce.

Tabulkal8. Podminky stanoveni vitaminu A a C

Vitamin Kolona Mobilni faze Pritok Detektor VInova

[ml-minY délka[nm]

Chromsil | A:Acetonitril
C-18 B: isopropanol

A (46x250m C: methanol 0,91,2 Visible neuvedena
m; 6pm) 440
D: voda
(29:52:5:4)

Lichrosorb| A:0,1M KH,PO,
C-18 B: methanol

C (46x250m | C: TBAOH 1 uv 225

m; 10um) | 97.3:0 05)
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Vysledny obsah vitaminu A byl 6000mg, vitaminu C 287 mg a vitaminu E-80mg
[25].
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ZAVER
Cilem této bakalafské prace bylo provést literarni prizkum simultdnniho stanoveni

vitamind rozpustnych ve vod¢ a v tucich metodou HPLC.

Prvni ¢ast byla zamétfena na popis samotné chromatografické metody. Byly zde popsany
jednotlivé casti pfistroje vcetné jejich funkci, pracovni techniky pii vyhodnocovani
chromatogramu a také nové trendyeré prispély ke zlepSeni a zrychleni stanoveni
vitamind.

V druhé ¢asti byly zkoumany jednotlivé vitaminy a to jak po chemické strance, tak také
jejich zdroje, hlavni funkce a problémy, které mohou nastat, pokud je piijat nadbytek nebo

nedostatek ur¢itého vitaminu.

Jako jedna nejlepsich se pro sledovani samotného obsahu vitamind, a nebo jejich ztrat
kulinarnimi upravami, skladovanim ¢i jinymi faktory, osvédc¢ila metoda HPLC. Proto bylo
na zaklad¢ literarniho prizkumu provedeno simultanni stanoveni vitamini a to jak

rozpustnych ve vodg¢, tak i v tucich.

V této praci jsou uvedeny nejnovéjsi studie tykajici se nejen samotného stanoveni, ale také

ptipravy vzorki a vhodnosti pouziti jednotlivych podminek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DAD  Detektor diodového pole

DNA  Deoxyribonukleova kyselina

GC Plynova chromatografie

GLC  Plynova rozdé€lovaci chromatografie

GPC  Kolonova kapalinva gelova permeacni chromatografie
GSC  Plynova adsorpcni chromatografie

HPLC High-Performance Liquid Chromatography

IEC Iontove vyménna chromatografie

LC Kapalinova chromatografie

LLC Kapalinova rozdélovaci chromatografie

LSC  Kapalinova adsokmi chromatografie

NAD  Nikotiamidadenindinukleotid

NADP Nikotiamidadenindinukleotid fosfat

PC Planarni kapalinova papirova rozdélovaci chromatografie
RNA  Ribonukleova kyselina

RP Reverzni faze

TLC Planarni kapalinova tenkovrstva rozdélovaci a adsorpcni chromatografie

uv Ultrafialova
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