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ANOTACE

Tato diplomova prace Se vénuje moznostem simultanniho elektrochemického
stanoveni lipofilnich vitamint s vyuzitim uhlikové pastové elektrody. Teoreticka ¢ast
je zaméfena na obecny popis vitaminll rozpustnych v tucich. Popisuje chemickou
strukturu jednotlivych vitamint, jejich fyziologické uc¢inky, vlastnosti a vyskyt
v potravinach. Kromé¢ elektrochemického stanoveni jsou také uvedeny i1 dalsi
moznosti stanoveni pomoci ostatnich analytickych metod. V experimentalni casti je
studovan vliv slozeni elektrodového materidlu, podminek extrakce a parametri
voltametrickych technik na rozliSeni oxida¢nich signalii vitaminl a intenzitu jejich
proudovych odezev. Po optimalizaci metody byly uréeny néckteré analytické

parametry stanoveni.

KLICOVA SLOVA

Lipofilni vitaminy, skelnd uhlikovad pastovd elektroda, voltametrie, extrakce,

potraviny.

ANOTATION

This diploma thesis deals with possibilities of simultaneous electrochemical
determination of lipophilic vitamins. Theoretical part is focused on general
characterization of fat-soluble vitamins. It describes chemical structure of particular
vitamins, theirs physiological effects, properties and occurrence in food. Besides
electrochemical analysis, other ways of determination using different analytical
methods are described as well. In experimental part, the influence of electrode
material composition, conditions of extraction, and parameters of voltammetric
techniques on the resolution of oxidation signals of vitamins and intensity of their
current responses were studied in detail. Some analytical parameters of the

determination were ascertained after optimization of the method.

KEYWORDS

Lipophilic vitamins, glassy carbon paste electrode, voltammetry, extraction, food.
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Seznam pouzitych zkratek

a-TOH a-tokoferol

ACN acetonitril

DPV diferen¢ni pulzni voltametrie

GC plynové chromatografie

GCE elektroda ze skelného uhliku

GCPE uhlikovéa pastova elektroda ze skelného uhliku

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

LDL lipoproteiny o nizké hustoté

MWCNT-GE skelna uhlikova elektroda modifikovana vicesténnymi uhlikovymi
nanotrubic¢kami

NAD nikotinamidadenindinukleotid

NADPH nikotinamidadeninnukleotidfosfat

NP-HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie S normélnimi fazemi

RP-HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi

SCE nasycena kalomelova elektroda

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie
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uv ultrafialové zafeni

VLDL lipoproteiny o velmi nizké hustoté



Uvod

Lipofilni vitaminy jsou nizkomolekularni esencialni latky nezbytné pro lidské
zdravi. Tyto vitaminy nemohou byt syntetizovany v lidském téle, a proto musi byt
dodavany v potravé. Lidské télo potiebuje pouze malé mnozstvi téchto vitamind. Pti
nedostateném mnozstvi vitaminu v organismu dochazi k chorobnym zménam a
k projeviim hypovitamindzy. Naopak pii nadbyte¢ném mnozstvi dochazi k predavkovani,
tedy hypervitamindze. Analyza lipofilnich vitamini rozpustnych v tucich je slozitd a
Casové naro¢na. V souCasné dob¢é se lipofilni vitaminy stanovuji pomoci
chromatografickych technik, zejména pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.

Lipofilni vitaminy se fadi se do Ctyf hlavnich skupin (vitamin A, D, E a K).
V dostupnych elektrochemickych studiich je nejvétsi pozornost vénovana stanoveni
vitaminu E. Voltametrickému simultdnnimu stanoveni lipofilnich vitamini na uhlikovych
pastovych ¢i jinych elektrodach nebyla dosud vénovana velka pozornost. Cilem této prace
je urcit, zda-li je mozné navrhnout a prakticky pouzit voltametrickou metodu pro
simultdnni stanoveni téchto lipofilnich vitaminii na uhlikové pastové elektrod€. Pro
elektrochemickou detekci po extrakci vitamind je pouZita diferenéni pulzni voltametrie,
ktera se velmi Casto pouziva pii elektrochemické analyze organickych latek. Takové
elektrochemické stanoveni by bylo oproti chromatografickym technikam rychlejsi, méné

pracngj$i a finan¢né nenarocné.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Lipofilni vitaminy a jejich vlastnosti

Lipofilni vitaminy jsou nepolarni organické slouceniny, které jsou nezbytné pro
spravnou funkci lidského metabolismu. Samotné vitaminy nemohou byt v potfebném
mnozstvi v organismu syntetizovany, a proto musi byt pfijimany v potraveé. Nekteré
pivodni formy vitamint musi projit chemickou zménou, aby byly biologicky aktivni.
Existuji ¢tyfi hlavni skupiny vitamint rozpustnych v tucich: jsou to vitaminy skupiny A
(all-trans-retinoidy), skupiny D (cholekalciferol a ergokalciferol), skupiny E (tokoferoly
a tokotrienoly) a skupiny K (fylochinony). Tyto vitaminy jsou soucasti fosfolipidovych
dvojvrstvych membran, které tvofi stény bunék. Zminéné vitaminy se pouzivaji i

V oborech, jako je farmacie, 1é¢iva a kosmetika. [1, 2, 3].

1.1.1 Retinoidy

Vitamin A (retinol) je po chemické strance alkohol s Sesti¢lennym cyklem a
S postrannim fetézcem, ktery se sklada ze ctyt dvojnych vazeb. Podle po¢tu dvojnych
vazeb rozeznavame vitamin Az (retinol) a vitamin Az (dehydroretinol). Biologicky aktivni
latkou této skupiny vitamina je all-trans-retinol (vitamin A:) a jeho dva derivaty -
kyselina retinova a retinal. Chemické struktury retinoidii jsou prezentovany na obr. 1
[4,5, 6].

@
H,C H.C

HC CHy  ° °
NG e YN oH
CHs

(m CH CH

HsC_ CHs 3 3
N e YN oH
CHy

()

e, CHy CHj, CHs

Obr. 1:Skupina vitaminii A: a) retinol, b) dehydroretinol, ¢) retinal, d) kyselina retinova
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1.1.1.1 Fyziologické ucinky

Retinoidy se vstfebavaji v tenkém stfevé. PO resorpci z traviciho traktu dojde
k esterifikaci retinolu a nasleduje transport lymfatickou cestou do jater. Vitamin A se
podili na tvorbé zrakového pigmentu, a je tedy nezbytny pro proces vidéni. Dale se
uplatiiuje pii diferenciaci a riistu epitelovych bun€k, pti vyvoji plodu, pfi zrani pohlavnich
bungk a ovliviiuje syntézu bilkovin, nukleovych kyselin a lipoproteint [4, 5].

Retinol spolu s kyselinou hyaluronovou ma také piiznivé G¢inky v estetické
oblasti, napomahéd redukovat rizné ptiznaky starnuti, jako jsou pigmentové skvrny
a vrasky [7].

Nedostatek vitaminii A ma za nasledek zhorSeni zraku, Seroslepost a poruchu
nervového systému. Nadbytek vitaminu A je zvlasté nebezpecny pro tchotné Zeny,
protoze retinol mize ve vySSich davkach zpisobovat vrozené vyvojové vady. Projevem

nadbytku mtze byt zvraceni, bolest hlavy, praskani a krvaceni rti [5, 8, 9, 10].

1.1.1.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Vitamin A vytvari bledé zluté jehlicovité krystalky. Vuéi teplu je retinol staly a je
citlivy ke svétlu. V pfitomnosti kysliku a té¢Zkych kovi (Fe, Cu) se oxiduje a rozklada.
Ke stabilizaci se pouzivaji rizné antioxidanty, zejména tokoferoly a fosfolipidy, které
nejsou fyziologicky ucinné. Retinoidy jsou dobife rozpustné v tucich, chloroformu,

ethanolu a etherech [11]. Teploty tani a absorpéni maxima retinolu jsou uvedeny v tab. 1.

Slouéenina

(all-trans-vitamin Au) Teplota tani (°C) Absorp¢ni maxima (nm)
acetat 57-58 325-8
alkohol 64 325
methylester 34-35 327
palmitat 28-29 325-8

Tab. 1: Fyzikdlni viastnosti vitaminu A
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1.1.1.3 Elektrochemické chovani

K oxidaci retinolu dochéazi na uhlikové pastové elektrodé pii potencialu
+ 0,8 V vs. Ag/AgCl ve smési methanol-voda. Také je mozné retinol na uhlikovych
pastovych elektrodach oxidovat v tetrahydrofuranu (THF), jehoz soucasti je
tetrabutylamonium chlorid, dale ve smési acetonitril-voda s obsahem LiClOs4 nebo

v methanolu obsahujici acetatovy pufr [12].

1.1.2 Kalciferoly

Vitamin D (kalciferol) je znam jako steroidni prekurzor, coZz znamena, ze neni
bioaktivni, ale aktivuje se az v téle. Nejvyznamnéjsi jsou vitamin D3 (cholekalciferol) a
vitamin D2 (ergokalciferol). Vitaminy D vznikaji z prekurzort, které se oznacuji
provitaminy D. Vitamin Ds (9,10-seko-6-dehydrocholestatrien-33-ol)  vznika
z provitaminu 7-dehydrocholesterolu, ktery je Zivo¢isného puvodu. Vitamin D2 (9,10-
seko-o-ergostatetraen-3p-ol) vznikd =z prekurzoru ergosterolu, ktery se mnachazi
Vv rostlindch. Ve struktufe provitamini D jsou cyklopentaperhydrofenanthreny, které
obsahuji methylenové skupiny, hydroxylovou skupinu a systém konjugovanych dvojnych

vazeb liSici se v rozdilném uspotfadani a v délce bo¢niho fetézce. Chemické struktury

vitaminu D jsou zobrazeny na obr. 2 [5, 6, 13].

HsC HsC
CH3 CHS

HsC
CHq

CH,

HO

Obr. 2: Skupina vitaminu D: cholekalciferol (vlevo), ergokalciferol (vpravo)

16



1.1.2.1 Fyziologické ucinky

Cholekalciferol ~ a  ergokalciferol  jsou  hydroxylovany v jatrech
v endoplazmatickém retikulu za vzniku 25-hydroxykalciferolu (kalcidiolu). Dale jsou
Vv ledvinach metabolizovany ptusobenim 1-a-hydroxylazou na 1,25-dihydroxykalciferol
(kalcitriol). Kalcitriol ptisobi na receptory regulujici metabolismus vapniku, ale také se
podili na absorpci vapniku ve stfevé a =zajiStuje homeostazu vapniku a fosforu
v organismu [5].

Nedostatek vitaminti D ma zasadni vliv na metabolismus vapniku. Pfedevs§im se
absence vitaminu projevuje osteopordzou. Toto onemocnéni zpusobuje kiehkost kosti,
hnuti patefe a zvysené riziko zlomeniny. U malych déti se nedostatek mulze projevit
rachitidou (deformace kosti). Nadbytek vitaminu D je vzacny. Projevem vyssi davky

vitaminu muze byt bolest hlavy, nauzea, diarea a zmatenost [5, 8].

1.1.2.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Kalciferoly jsou bezbarvé krystalické latky, které kvuli pfitomnosti dvojnych
vazeb siln¢€ absorbuji ultrafialové zafeni. Vitaminy skupiny D jsou nerozpustné ve vode,
ale snadno rozpustné v olejich, ethanolu, acetonu, chloroformu a etheru. Cholekalciferol
je za vysokych teplot staly, ale pfi zahfivani nad teplotu 200 °C dochazi k izomeraci
na dva pyroderivaty — pyrokalciferol a isopyrokalciferol. Ergokalciferol rozpustény
Vv tucich nebo alkalickém prostiedi je staly 1 za zvySenych teplot, vlivem kyselin jeho

stabilita klesa [11].

1.1.2.3 Elektrochemické chovani

Vitaminy D a D3 jsou oxidovany na uhlikové pastové elektrod¢ v ethanolu, ktery
obsahuje LiClO4 pii potencialu + 1,1 V vs. SCE. Pfi cyklické voltametrii vitaminu D, a
D3, ktera probiha ve smési methanolu a acetatového pufru, je pozorovéan jeden nevratny

piku [8].

Vitaminy D2 a D3 lze také elektrochemicky detekovat na skelné uhlikové
elektrodé¢ modifikované nanokrystaly AuPd. Pii cyklické voltametrii vitaminu D2 a Ds,
ktera probihala ve smési dichlormethan-voda, acetonitril-voda a ethanol-voda, byly
pozorovany oxida¢ni piky vitaminu D pfi potencialu + 0,67 V v ethanolu, +1,0 Vv
acetonitrilu a 1,36 Vv dichlormethanu. Nejlépe definované piky byly ve smési
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ethanol- voda (40%:60%). Vitamin D3 vykazoval podobné oxidac¢ni potencialy jako
vitamin D2 [14].

1.1.3 Tokoferoly

Vitamin E jsou latky, které jsou odvozeny od tokolu (2-methyl-2-(4",8",12"-tri-
methyltrideca)-chroman-6-ol) a tokotrienolu (2-methyl-2-(4",8",12"-trimethyldeca-
377,11 -trienyl(-chroman-6-ol), které¢ obsahuji chromanovy cyklus s bo¢nim fetézcem
lisici se biologickou aktivitou, polohou a po¢tem methylovych skupin. Na obrazku 3 jsou

znazornény chemické struktury tokoferolt a tokotrienolu [5, 6].

R, R, Ry =-CH, a-tokoferol

R,=-H, R;,R; = -CH, pB-tokoferol

R,=-H, R,, Ry =-CH, y-tokoferol

R, R,=-H,R;=-CH, d-tokoferol

R, R,, R;=-CH, a-tokotrienol
R,=-H, R;,R; =-CH, B-tokotrienol
R,=-H,R,, R;=-CH, y-tokotrienol

R, R,=-H, R;=-CH, d-tokotrienol

Obr. 3: Chemické struktury tokoferolii a tokotrienolii
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1.1.3.1 Fyziologické ucinky

Vitamin E je spolu s tuky vstiebavan v tenkém strevé, kde nejdiive pronikne do
chylomikront. Odtud je transportovan do tkani, které obsahuji lipoproteinlipasy. Dale
ptrechazi do jater, z jater je roznaSen VLDL c¢asticemi a uklada se v tukové tkani [5].

Vitamin E se uplatiiuje pii prevenci kardiovaskularnich onemocnéni a zabraiiuje
vzniku rakoviny. Tokoferol zlepSuje sexualni vykonnost, u muzti ma pozitivni vliv na
spermatogenezi a u Zen ma zase vliv na plodnost. V t€hotenstvi je dalezity pro zdravy
vyvoj plodu [8].

Nedostatek vitaminu E se mtize projevit neurogenerativnimi onemocnénimi, jako
je Parkinsonova a Alzheimerova choroba. Mezi dalsi projevy patii porucha vstiebavani
tukil, epilepsie a onemocnéni jater a ledvin. Nadbytek vitaminu se vyskytuje velice

vzacné, ptiznaky mohou byt bolesti hlavy a diarea [5, 8].

1.1.3.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Tokoferoly jsou bezbarvé nebo lehce nazloutlé viskozni oleje, které jsou
nerozpustné ve vod¢, ale snadno rozpustné v tucich a nepolarnich rozpoustédlech. Maji
silné reduk¢ni Gi¢inky a velmi snadno podléhaji oxidaci. V ptitomnosti UV zafeni dochéazi

k velmi rychlému rozkladu [11].

1.1.3.3 Elektrochemické chovani

Voltametrické chovani a-tokoferolu v aprotickych organickych rozpoustédlech
(CH3CN, CH2Cl) prokazalo, ze existuje fada oxidovanych forem vitaminu E. Pfitomnost
¢1 nepfitomnost kyselin nebo bazi ma hlavni vliv na elektrochemické chovani vitaminu.
V nepfitomnosti kyseliny ¢i baze dochazi k oxidaci a-TOH jednim elektronem pfi
+0,5 V vs. Fc/Fc* a vznikne radikalovy kationt a-TOH™. Ten se deprotonizuje a vytvoii
neutralni radikal a-TO", ktery se ihned oxiduje na fenoxy kationt a-TO". Dalsi zasadni
vliv na elektrochemické chovani tokoferolu ma ptitomnost vody. Pokud je v rozpoustédle
pfitomna voda dochazi k hydrolyze a-TO" a vytvaii se a-TOQ(OH), ktery dale reaguje
na chinonovou formu (a-TOQ) [12, 15].

B-, v-, o-tokoferoly se chovaji elektrochemicky stejné, jako a-tokoferol. Lisi se
pouze tim, Ze fenoxy kationty maji podstatné krat$i Zivotnost a rychleji podléhaji

hydrolyze [15].
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1.1.4 Naftochinony

Naftochinony jsou vitaminy s navazanym postrannim polyisoprenovym fetézcem.
Mezi tyto vitaminy fadime vitaminy Ki, Kz a Kz (viz. obr. 4). Vitamin K; neboli
fyllochinon se nachézi predevsim v potravinach rostlinného ptivodu a na tfetim uhliku se
nachazi fytylovad skupina. Vitamin K2 neboli menachinon je produkovany stfevni
mikroflérou (zejména bakterii Escherichia coli a bakterii Staphylococcus aureus) a na
tretim uhliku je navazéan polyisoprenovy fetézec, ktery se sklada z 4 — 13 isoprenovych
jednotek. Vitamin K3z neboli menadion je vyroben synteticky a jeho aktivita se

Vv organismu projevi az po alkylaci na menachinon [4, 5, 6].

CHs CH, CH, CH,

0]
9

|| CHj

Obr. 4: Skupina vitaminu K: a) fyllochinon, b) menachinon, c) medadion.

1.1.4.1 Fyziologické ucinky

Naftochinony se resorbuji v pfitomnosti zlucovych kyselin a pankreatickych
enzymu. V plazmé se pohybuji pfedevsim pomoci LDL ¢astic. Naftochinony se ukladaji
Vv jatrech. Vitamin K3 je rozpustny ve vodé€ a resorbuje se i v nepfitomnosti zZlu€ovych
kyselin [5].

Vitamin K ma podil pii aktivaci protrombinu, ktery se pfeménuje na trombin a
dale je nutny k syntéze dalSich koagulacnich faktort krve (VII, IX a X). Také se ticastni

kostniho metabolismu a vaskularni kalcifikace [5, 16].
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Nedostatek vitaminu K mutize zpusobit poruchu srazeni krve, a to proto, ze télo
netvoii protrombin. Nejcastéji nedostatkem trpi novorozenci a kojenci, kteti jsou krmeni
pouze mateiskym mlékem, které ma maly obsah vitaminu K. Nadbytek se miize projevit
nadmérnym pocenim, horeCkami nebo navaly horka a zimy. Piebytek se vyskytuje pouze

ojedinéle [5, 8].

1.1.4.2 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Vitamin Kj je olejovita Zluta latka, ktera se pti prudkém ochlazeni stane latkou
krystalickou. Vitaminy Kz a Kz jsou zluté zbarvené latky ve tvaru jehlic. VSechny tyto
vitaminy jsou citlivé viic¢i svétlu, kyselinam a alkalického prostiedi. Jsou dobte rozpustné

Vv tucich, organickych rozpoustédlech a ethanolu, naopak jsou nerozpustné ve vodé [11].

1.1.4.3 Elektrochemické chovani

Vitamin K, jako chinoidni slou¢enina v aprotickych organickych rozpoustédlech
ve dvou po sob¢ jdoucich krocich ztraci dva elektrony. V CH3CN nejdiive ztraci jeden
elektron pfi - 1,2 V' vs. Fc/Fc* za vzniku radikalového aniontu, a ten je déale redukovan
pfi- 1,7 V vs. Fc/Fc* za vzniku dianiontu. Oba tyto elektrochemické kroky elektronového

pfenosu jsou reverzibilni [15].

1.2 Lipofilni vitaminy v potravinach

1.2.1 Vitamin A v potravinach

Vitamin A se vyskytuje pouze V potravinach zivoc¢isného pivodu. V potravinach
rostlinného plivodu se nevyskytuje, ale je pfitomen ve formé karoteni a xanthofyll.
Zdrojem retinolu jsou prevazné mlécné vyrobky s vyssim obsahem tukt (mléko, syry,
maslo, jogurty), vejce, vnitinosti (jatra, ledviny, srdce), rybi maso a tuk (olej z rybich
jater). Karotenoidy jsou obsaZeny v ovoci a zelenin€ (Spenat, petrzel, merunky, zeli,
mango, mrkev). Obsah retinolu a karotenoidi ve vybranych potravinach je uveden
vtab. 2[5, 6, 17].
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Potravina Obsah (mg kg™)  Potravina Obsah (mg kg™?)

Jatra 30-400 Spenat 50-480
Olej z rybich jater 265 Merunky 6-20
Maslo 5-10 Mango 20
Vejce 0,5-1,5 Petrzel 30-260
Syry 1,6-3,2 Mrkev 20-95
MIéko 0,4-9,5 Zeli 3-74

Tab. 2: Obsah retinolu a karotenoidii ve vybranych potravindch.

U dospélych je doporucena denni davka 0,8-1,0 mg a u déti 0,4 az 0,6 mg za den.
Tato potieba je u vitaminu pokryta asi z 50 % z prekurzori potravin rostlinného ptivodu.
Dalsich 40 % potieby zajistuji retinoidy zeleniny, 20 % retinoidy masa, 15 % retinol
spolu s retinoidy mléka a 8 % retinoidy ovoce a tuki [6].

Pro stanoveni vzorku je potieba provést nékolik ptipravnych procedur k jeho
zpracovani: homogenizaci vzorku, alkalickou hydrolyzu vzorku, extrakci vzorku
organickymi rozpoustédly, nejcastéji diethyletherem a n-hexanem. Alkalickou
hydrolyzou se estery vSech forem vitamini preméni na alkoholy, tuky jsou
hydrolyzovany na mastné kyseliny a glycerol, které mohou byt od organickych

rozpoustédel separovany extrakci [18].

1.2.2 Vitamin D v potravinach

Cholekalciferol se pfirozené vyskytuje v potravinach zivocisného ptivodu.
Vyznamné mnozstvi cholekalciferolu je obsazeno v jaternich tucich moiskych ryb
(halibut, makrela, treska), ale také v mase tucnych ryb (sled’, sardinka, losos). V malych
koncentracich je naopak obsazen v mase a vnitinostech hospodaiskych zvitat a jejich
zivocis$nych produktech (mléko, mlééné vyrobky, vejce). Obsah vitaminu v potravinach
je ur¢ovan mnoha faktory; naptiklad hladina cholekalciferolu v mléce je v zimé Ctyfikrat
niz8i nez v 1ét€. Z potravin rostlinného piivodu je dobrym zdrojem kokosové maslo a
houby, zejména hiiby. Ergosterol se nachdzi ve velkém mnoZstvi plisni, a proto je
ptitomen v plisnovych syrech. Doporuc¢ena denni davka vitaminu D je 2,5-10 pg za den,
ale u kojenct, déti a téhotnych zen je davka vyssi [10]. Piehled vybranych potravin je

uveden v tab. 3 [5, 6].
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Potravina Obsah (ugkg™)  Potravina Obsah (ug kg™?)

Maso 3 Hiiby 21
Jatra 2-11 Zampiony 5,3-1,58
Miéko 1 Halibut v oleji 35000
Smetana 4 Sardinky 345
Maslo 10-20 Tunak 50-80
Syry 8 Rybi tuk 2500
Vejce 30-50 Losos sterilovany 78,5
Kakaovy prasek 750 Karotka 0,7

Tab. 3: Prehled kalciferolii ve vybranych potravindch.

1.2.3 Vitamin E v potravinach

Tokoferoly se tvofi pouze v rostlinach a jsou pfitomny v lipidech rostlinného
puvodu. Hlavnim zdrojem jsou rostlinné oleje (slune¢nicovy, tfepkovy, sdjovy, olej
z pSeni¢nych klickid), ve velkém mnozstvi jsou obsazeny v jadrech ofecht, hrasku,
kukufici a ovesné mouce. V potravinach zivocisného piivodu se vyskytuje v malych
koncentracich. Z Zivo€isnych produkti se vyskytuje ve vejcich, ve vepfovém a krali¢im

mase, V jatrech a vnitinostech. Obsah tokoferolt v potravinach je shrnut v tab. 4 [5, 6].

Potravina Obsah (mg kg™)  Potravina Obsah (mg kg™?)
Kralik 10 Ovesné vlocky 37
Margarin 7 Vlasské ofechy 200
Palmovy olej 100 Jablka 59

Vejce 10 Ryze 10,2
Hrasek 30 Ryby 4-80
Maso 2,5-7,7 Syry 3-35
Mrkev 20 MIléko 0,2-1,2

Tab. 4: Obsah tokoferolii v potravindch.
Doporucend denni davka vitaminu E zéavisi na pfijmu polyenovych mastnych
kyselin z potravin. Pro jedince s piijmem mastnych kyselin okolo 20 g za den je hodnota
denniho pfiymu 12,5-15 mg. U téhotnych Zen je piijem o 2 mg vyssi a u kojicich Zen

dokonce az o 5 mg vyssi [5, 6].
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1.2.4 Vitamin K v potravinach

Vitamin K je rozsifen v potravindch rostlinného 1 zivoc¢isného pivodu.
V potravinach rostlinného ptivodu se hojné vyskytuje vitamin Ki. Nejéastéjsim zdrojem
je $penat, zeli, kvétak, brokolice a rostlinné oleje (s6jovy, olivovy). Zivoéisnym zdrojem
jsou predevsim jatra, vejce, maso a mléné vyrobky. Hodnoty obsahu nékterych potravin

jsou prezentovany v tab. 5 [5, 6].

Potravina Obsah (mg/kg) Potravina Obsah (mg/kg)
Brambory 0,2 Maso 0,03
Oves 0,75 Vejce 0,02
Sojovy olej 1,93 Mléko 0,01-0,03
Zeli 2,5 Jatra 1,1-4,0
Spenat 3,34 Jahody 0,01
Kukufice 0,1 Olivovy olej 0,55

Tab. 5: Hodnoty obsahu vitaminu K v nékterych potravin.
Doporucené vyzivové davky zatim nebyly stanoveny ani u nds, ani v jiné zemi.
Doporucené mnoZzstvi se odhaduje na 0,01-0,14 mg za den. U kojenct a déti je potieba

vitaminu niz$i (0,005-0,05 mg za den) [5, 6, 8].

1.3 Voltametrické metody pro elektroanalyzu lipofilnich vitaminu

1.3.1 Cyklicka voltametrie

Tuto techniku lze pouzit ke studii elektrochemickych reakci ve vodnych nebo
organickych rozpoustédlech. Potencial trojihelnikového pribehu s rychlosti polarizace
dE/dt je vkladan na stacionarni elektrodu Vv nemichaném roztoku. Vysledkem je
polarizacni kiivka (zavislost proudu na vloZeném potencialu), kterd ma tvar piku. Vyska
piku je ovlivnéna koncentraci analytu a rychlosti polarizace. Vyhodou je sledovani
redukénich a oxidacnich procest. Cyklickd voltametrie je ovlivnéna elektrochemickym
chovanim lipofilnich vitamind, které ovlivituje jejich dalsi stanoveni. Tuto metodu neni
vhodné pouzivat pro analytickou aplikaci, protoZze podobnou odezvu mize davat mnoho

latek. Dosavadni elektrochemické studie vSech lipofilnich vitaminl byly provadény
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cyklickou voltametrii na GCE elektrodé v organickych rozpoustédlech nebo ve smési

voda-ethanol s povrchové aktivnimi latkami [12, 19, 20].

1.3.2 Square-wave voltametrie

Pfi square-wave voltametrii je na elektrodu vnasen linearné ménici se potencial
modulovany stfidavymi ¢tvercovymi napétovymi pulzy o nizké amplitudé (asi 10 mV) a
frekvenci ptiblizn€ 100 Hz. Proud se méii vzdy pfed zmeénou potencialu, tedy ke konci
kazdého vlozeného pulzu. Hodnoty proudu se vzajemné od sebe odecitaji. Vyhodou této

metody je vysoka citlivost a schopnost potlacovat proudy pozadi [19, 21].

1.3.3 Diferencni pulzni voltametrie

Diferenéni pulzni voltametrie je v soucasné dobé jednou z nejpouzivanéjSich
elektroanalytickych technik. Na linearné ménici se potencial je vkladan napétovy pulz
0 amplitud¢ 10-100 mV. Rozdil proudii se zaznamendva pted vloZenim pulzu a na jeho
konci. Vysledny signal je nasledné ziskan odectenim proudu koncového pulzu od
pocatecniho pulzu. Velikost amplitudy pulzu, rychlost skenovani a doba trvani pulzu maji
vliv na rychlost, citlivost a selektivitu analyzy. Poloha piku udava typ analytu a vySka

piku zavisi na jeho koncentraci [19, 21].

1.3.4 Anodicka rozpoustéci voltametrie

Anodicka rozpoustéci voltametrie (ASV) je metoda vhodna pro stanoveni nizkych
koncentraci elektrochemicky aktivnich latek. Analyt je nejprve nahromadén na povrchu
pracovni elektrody a jeho stanoveni se provadi anodickou zménou potencidlu
(elektrochemickou oxidaci) smérem ke kladnym hodnotdm. Vhodnymi voltametrickymi
technikami v detek¢nim kroku stanoveni jsou DPV a SWV kviili jejich dobré citlivosti.
Oxidaci Ize stanovit vitaminy A, D a E [22, 23, 24, 25].

1.3.5 Katodicka rozpoustéci voltametrie

Katodicka rozpoustéci voltametrie (CSV) je obdobna jako ASV. Opét po
nahromadéni stanovované latky na povrchu elektrody se provadi detekce katodickym
skenem potencialu (elektrochemickou redukci) smérem k zdpornym hodnotdm. Detekce

spociva v redukci samotného analytu nebo slouc¢enin vzniklych reakci analytu a materialu
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elektrody. CSV muze byt stanoven vitamin K z divodu ptfitomnosti chinonu v jeho
struktute [26].

1.3.6 Adsorptivni rozpoustéci voltametrie

Pti adsorptivni rozpoustéci voltametrii se pti ur¢itém potencialu adsorbuje analyt
na povrch elektrody a nasledné voltametrickym méfenim dochézi k jeho detekci a
stanoveni. Metoda je vhodna pro stanoveni stopovych koncentraci organickych latek [19].

Adsorptivni rozpoustéci voltametrie byla pouzita pro simultanni stanoveni
lipofilnich vitamin (retinol, cholekalciferol, a-tokoferol, fyllochinon) v margarinu.
Elektrochemické méteni bylo provedeno ve dvou krocich z divodu lipofilniho charakteru
analyti. Nejdiive byla provedena akumulace na povrch skelné¢ uhlikové elektrody
v 2.5 ml roztoku vzorku rozpusténého v acetonitrilu a 7,5 ml vody po dobu 10 minut. Poté
byla provedena diferenéné€ pulzni voltametrie nahromadénych vitaminil v acetdtovém
pufru. Bylo zjisténo, Ze tato metoda je vhodna pro kvalitativni stanoveni lipofilnich
vitamind. Voltamogram akumulovanych vitamint v acetditovém pufru je znazornén na

obr. 5 [1].
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Obr. 5: Voltamogram adsorpcéni rozpoustéci voltametrie simultanniho stanoveni lipofilnich
vitamina (100 umol I') adsorbovanych z 25% acetonitrilu na povrch pevné GCE pii rychlosti
400 rpm po dobu 10 minut. Detekce pomoci DPV v 0,01 mol It acetdtovém pufiu (pH 4,5) pFi
Edep = -0,6 V, Estep =5 MV, Eampl =25 mV, v =25 mV s (Cervend linie) a v =50 mV s (Cernd

linie) [1].

26



1.3.7 Extraktivni rozpoustéci voltametrie

Pfi extraktivni rozpoustéci voltametrii se analyt extrahuje do uhlikové pasty
a nasledné voltametrickym rozpoustécim skenem dochézi k detekci a stanoveni analytu.
Problémem této metody je reprodukovatelnost naméfenych vysledki a optimalizace
navrzené metody. Méfeni se obvykle provadéji v Cistych organickych rozpoustédlech,
popt. ve smeésnych vodné-organickych prosttedich. Detekce lipofilnich vitamint extrakci
do uhlikové pasty se provadi ve dvou krocich. V prvnim kroku se GCPE za stalé¢ho
michani a po urcitou dobu vlozi do vodné-organického roztoku, ktery obsahuje vitamin.
Nésledné je GCPE snahromadénym vitaminem omyta vodou a poté probiha
voltametricka detekce. Uginnost extrakce lipofilnich vitamind do pasty zavisi na polarité,
mnozstvi pouzitého pojiva a velikosti ¢astic uhlikového prasku. Ptili§ vysoké mnozstvi

pojiva v pasté muze mit vliv na elektrochemické chovani vitamina [27, 28].

1.3.8 Specificky modifikované elektrody

Uhlikové elektrody modifikované vicesténnymi uhlikovymi nanotrubickami
(MWCNT-GE) byly pouzity pro stanoveni a-tokoferolu a retinolu v lé¢ivech. Povrch
modifikované elektrody se vyznacoval zvySenou drsnosti oproti nemodifikovanym
elektrodam. Pfiporovnani s nemodifikovanou elektrodou byl pozorovan vyznamny
pokles u potencialu 0,2 V pro a-tokoferol (obr. 6). Ob¢ latky byly méfeny v kyseling
chloristé v acetonitrilu, jejich linearni koncentracni zéavislost byla v rozmezi 6,5 az
200-10™ mol I pro o-tokoferol a 5 az 150-10° mol I pro retinol. Limity detekce byly
pro a-tokoferol 5 mol I a pro retinol 4 mol IX. Touto metodou byly rozsiteny analytické
rozsahy a snizeny detek¢ni limity stanoveni pro a- tokoferol a retinol. O simultannim
elektrochemickém stanoveni lipofilnich vitamind s vyuzitim MWCNT dosud neni

zminka [29].
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Obr. 6: Voltamogram pro 5,33-10* mol dm® o-TOH na GCE (kiivka 2), na MWCNT-GCE
(kifivka 3) a samotny 0,1 mol dm™ acetonitril (kiivka 1).

1.4 DalSi analytické metody stanoveni lipofilnich vitaminu

1.4.1 Plynova chromatografie

Plynovéa chromatografie (GC) je typ separacni techniky, kdy se od sebe oddélu;i
slozky analytu mezi dvé faze, z nichZ jedna je plynnd a druhd pevna nebo kapalna.
Mobilni fazi je nosny plyn (He, N2, H, Ar), ktery musi byt inertni vii¢i fazi stacionarni.
Vzorek je davkovan do vyhiivaného prostoru, kde se vypati a je unaSen proudem plynu
do kolony, kter4 je umisténa v termostatu. Oddélené slozky jsou undSeny nosnym plynem
az na detektor. Tato metoda neni pfili§ vhodnd pro vSechny vitaminy rozpustné tucich,
protoZe nékteré jsou tepelné nestalé. Analyt Ize separovat plynovou chromatografie pouze
tehdy, pokud je provedena derivatizace, ktera se zaklada na ptevedeni analytu na t€kavejsi
formu, napfiklad pievedeni retinolu na trimethylsilyl ether derivat. Plynova
chromatografie je pro separaci lipofilnich vitamind naro¢na, jak na pfipravu vzorku, tak
na instrumentaci [30].

Stanovenim obsahu retinolu a tokoferolu v dribezich jatrech pomoci plynové
chromatografie se ve své studii zabyval Maraschiello a kolektiv. Vzorek dribezich jater

extrahovali v organickém rozpoustédle, zmydelnili v KOH, cistili na pevné fazi a na zavér
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analyzovali kapilarni plynovou chromatografii s plamenové ioniza¢nim detektorem.

Primérmy obsah retinolu v driibezich jatrech byl 55,05 pg.g™ a obsah tokoferolu byl 4,49
ug.g™ [18].

1.4.2 Kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je v soucasné dob¢ nejcastéji
pouzivanou metodou pro simultdnni stanoveni lipofilnich vitamini ve vzorcich potravin.
Stejné jako v plynové chromatografii je separace latek zaloZena na jejich distribuci mezi
mobilni a stacionarni fazi a jejich vzajemném piisobeni. HPLC je rozdélena dle polarity
stacionarni faze na normalni (NP-HPLC) a reverzni (RP-HPLC). U HPLC s reverznimi
fazemi mé mobilni faze polarnéjsi charakter nez faze stacionarni (C8, C18), u HPLC
S normalnimi fazemi je tomu naopak.

Lipofilni vitaminy v mléce a v rybich produktech pomoci HPLC stanovovali Salo-
Viadndnen a kolektiv. Ve vzorcich byly stanovovany tokoferoly, all-trans-retinol,
cholekalciferol a B-karoten. Vzorky byly homogenizovany, saponifikovany a rozpustény
ve smési N-hexan/ethylacetat, nasledné byla odpafena rozpoustédla, odparek byl
rozpustén v hexanu a prefiltrovan. U all-trans-retinolu a p-karotenu byla pouzita
NP- HPLC s UV detektorem, u cholekalciferolu naopak RP-HPLC s detekci UV-VIS.
Tokoferoly byly detekovany fluorescencnim detektorem. Obsah a-tokoferolu v rybich
produktech byl 6220 ug.1001 g, B-karotenu 107 pg.100 g, cholekalciferolu 7 ug.100* g
a all-trans-retinolu 8 pg.100? g. V mléce byla hodnota a-tokoferolu 57 pg.100? g,
B- karotenu 13 pg.10071 g a all-trans-retinolu 28 pg.100? g. Tato technika se fadi mezi
univerzalni metody [31].

Vitaminy A a D byly spole¢né stanoveny v krvi u jedincl s potravinovou alergii,
kde se pro oba vitaminy ukézala jako standardni cesta chromatograficka separace spojena
s hmotnostni detekci [32].

Metoda HPLC s elektrochemickou detekci byla uspé$né aplikovana pii analyze
vitaminu A, D a E ve vzorcich jogurtt. Nejprve byl vzorek izolovan ve smési hexan-
chloroform (2:1, v/v), nasledovala centrifugace vzorku a odpareni rozpoustédla. Dale
byla provedena saponifikace alkoholickym KOH a vzorek byl extrahovan methanolem.
Mobilni fazi byla smés methanol-voda (99:1, v/v). Obsah vitaminu E ve vzorcich jogurtt
byl 0,073-0,087 ng.100 g, obsah vitamin A byl 23-31 pg.100 g a vitamin D nebyl
elektrochemickym detektorem zachycen [33]
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Stanovenim vitamin D3 a jeho metabolitu 25-hydroxyvitaminu D3 ve vafeném a
syrovém vepfovém mase pomoci HPLC s UV detekci se ve své studii zabyval Clausen a
kolektiv. Vzorky masa byly zhomogenizovany, zmydelnény a nasledné extrahovany ve
smési dietylether-petrolether (1:1, v/v). Jako mobilni faze byla pouzita smés propanol-
heptan. Ve vafeném mase byl obsah vitaminu D3 0,08-0,24 pg.100 g* a metabolitu
0,06- 0,18 ng.100 g*. V syrovém mase byl obsah vitaminu D3 0,05 — 0,21 ng.100 g a
obsah metabolitu 0,07-0,14 pg.100g™ . Obsah v syrovém mase byl zavisly na tu¢nosti
masa, a proto bylo nejvice vitamin D3 obsazeno ve vepiové kiizi a nejméné v libovém
mase [34].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je univerzalni metoda, ktera se pouziva
V potravinafském pramyslu, ale také pii analyze piva a pii zpracovani obilovin (ceredlie)

[35, 36, 37].

1.4.3 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) je jednoducha separa¢ni metoda, kterou lze
rovnéz pouzit pro stanoveni lipofilnich vitamimu. Separace probiha na stacionarni fazi,
kterou je nejcastéji hlinikova podlozka tvofena sorbentem (silikagel, celuloza, oxid
hlinity), eluci mobilni fazi, kterou jsou vhodna organické rozpoustédla, diky nimz dochazi
ke vzlinani analytu. Vzorek je nandSen na vyznacenou linii startu, je ponofen do vyvijeci
komory, ve které jsou vhodnéa organické rozpoustédla, a separace probiha, dokud celo
mobilni f4ze nedosdhne k okraji podlozky. Touto metodou se ve své studii zabyval Hossu
a kolektiv. Zjistili, ze nejlepsi vysledky pro stanoveni vitaminit A, D a E je separace
probihajici na stacionarni fazi Silica Gel 60 F254 na plastové folii S mobilni fazi
hexan/ether (9:1) nebo benzen/chloroform (1:1). Identifikace byla provedena pomoci
denzitometrie pfi vlnové délce 254 nm. Nevyhodou TLC je, Ze hrozi riziko oxidace a

degradace vitamind, proto je doporu¢eno pracovat v proudu dusiku pii 0 °C a ve tmée [38].

1.4.4 Spektralni metody

Spektralni metody patfi mezi citlivé analytické metody, kdy latka je schopna
absorbovat elektromagnetické zateni v ultrafialové, viditelIné nebo infracervené oblasti
v rozmezi 200—-1000 nm. Spektrofotometrie je oblibena technika kvili jeji jednoduchosti
a specifi¢nosti a také je méné narocna na instrumentaci a ma nizsi provozni naklady nez

HPLC [39].
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Metoda byla pouzita ke stanoveni vitaminu A ve farmaceutickych piipravcich.
Zpisob stanoveni retinolu byl uvadén za pouziti rozpustné a imobilizované latky alkohol
dehydrogenazy izolované z krali¢ich jater. Reakce byla zalozena na oxidaci retinolu a
soucasné redukci NAD+ na NADH. Nasledujici spektrofotometrickd detekce byla
provedena pii 340 nm [40].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie

(+)-a-Tokoferol

Acetonitril
Chlorid draselny
Cholekalciferol (Vitamin D3)

Kyselina borita

Kyselina fosfore¢na, 84%

Kyselina chlorovodikové, 32%
Kyselina octova, 99-100%

Octan sodny

Parafinovy olej

Parafinovy vosk

Polypropylen

Silikonovy olej DC 200

Silikonovy olej ,, LUKOOIL* M 5000
Silikonovy olej ,, LUKOOIL*“ MV 8000
Silikonovy olej ,, LUKOOIL* M 12500
Uhlikovy prések ,,Sigradur G*
Uhlikovy prések ,,Sigradur K*
Vazelina

Vitamin K,

SIGMA-ALDRICH, Rakousko

SIGMA-ALDRICH
LACHEMA, Neratovice, CR
Merck, Némecko

Lachema n.p. Brno, CR

Penta, Chrudim, CR
SIGMA-ALDRICH, Némecko
SIGMA-ALDRICH, Némecko
SIGMA-ALDRICH, Némecko
Merck, Darmstadt, Némecko
SIGMA-ALDRICH,Némecko
Fluka, Némecko

Fluka, Némecko

Lu¢ebni zavody Kolin, CR
Lu¢ebni zavody Kolin, CR
Lucebni zavody Kolin, CR
HTW Maintigen, Némecko
HTW Maintigen, Némecko
SIGMA-ALDRICH, Némecko
SIGMA-ALDRICH, Rakousko

2.2 Priprava standardnich roztoki

Pro ptipravu standardnich roztokti byly pouzity lipofilni vitaminy, a to vitamin D,
vitamin E a vitamin K, které byly uchovavany v lednici pfi teplot¢ 5 °C. Standardni
roztoky vitaminu D, E a K o koncentraci 0,01 moll* byly pfipraveny do 10 ml odmérnych
ban¢k. Navazky pro jednotlivé vitaminy 0,0385 g pro vitamin D, 0,0449 g pro vitamin E
a 0,0459 g pro vitamin K byly doplnény po rysku odmérné baiiky acetonitrilem. Tyto

roztoky bylo nutno uchovévat v lednici pfi teploté cca 5 °C.
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2.3 Priprava zasobnich elektrolyti

Pro piipravu zasobnich roztokti byl pouzit: chlorid draselny, kyselina
chlorovodikova, kyselina fosfore¢na, kyselina octova, kyselina borita, hydroxid sodny, a
octan sodny.

Zasobni roztok zakladniho elektrolytu HCI + KCI byl vypocitan tak, aby vysledné
pH mélo hodnotu 2. Pro piipravu roztoku bylo pipetovdno 0,98 ml 32% kyseliny
chlorovodikové anavazeno 7,456 g chloridu draselného. Smés byla doplnéna
destilovanou vodou po rysku 1000 ml odmérné banky.

Dale byl ptipraven do 500 ml odmérné banky zasobni roztok Brittonova—
Robinsonova pufru. K ptipravé 500 ml zasobniho roztoku bylo navazeno 1,2909 g
kyseliny borité, ktera byla rozpusténa v destilované vodé. K této navazce bylo
napipetovano 1,40 ml 84% kyseliny fosforecné a 1,25 ml 99-100% kyseliny octové.
Roztok byl doplnén po rysku odmérné banky destilovanou vodou. Pfipraveny roztok mél
hodnotu pH 1,56. Na upravu pH byl do 500 ml odmérné bariky piipraven zasobni roztok
hydroxidu sodného o koncentraci 0,2 mol.I'l. Tento zasobni roztok obsahoval 4 g
hydroxidu sodného rozpusténého v destilované vodé a byl doplnén po rysku 500 ml
odmérné banky. Ze zasobnich roztoki byla pfipravena fada o hodnoté pH 2-10.
K dosazeni vhodného pH bylo odpipetovano vhodné mnozstvi hydroxidu sodného do
roztoku kyselin.

Jako dalsi elektrolyt byl pfipraven octanovy pufr. Pfiprava pufru byla vypocitana
tak, aby vysledny roztok mél hodnotu pH 5. Na ptipravu 1000 octanového pufru bylo
navazeno 13,608 g octanu sodného, ktery byl rozpusStén v destilované vodé. K navézce
bylo pipetovano 2,86 ml 99-100% kyseliny octové. Takto ptipraveny roztok byl doplnén
destilovanou vodou po rysu 1000 ml odmérné baiiky.

40% roztok acetonitrilu byl pfipraven odmeétenim 40 ml acetonitrilu a doplnénim

destilovanou vodou na objem 100 ml.

2.4 Priprava pastové elektrody ze skelného uhliku

Uhlikova pasta byla ptipravena navazenim vhodného mnozstvi skelného uhliku
(Sigradur G a Sigradur K) a pojiva (silikonovy olej, parafinovy olej, vazelina,
polypropylen nebo parafinovy vosk). Naptiklad pro ptipravu uhlikové pasty s obsahem
20 % pojiva bylo navazeno 0,9862 g uhlikového prasku a 0,24655 g pojiva. Mnozstvi
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uhlikové pasty bylo voleno tak, aby pasta vydrzela na celou sérii méfeni. Uhlikovy prasek
a pojivo byly intenzivné michany v porceldnové tfeci misce po dobu 30 minut. Vysledna
uhlikové pasta byla natlacena do teflonového drzaku elektrody, jejiz primér byl 3 mm.
Soucasti teflonového drzaku je vodivy Sroub, ktery slouzi k vytlaceni uhlikové pasty.
Malé mnozstvi pasty bylo vzdy vlozeno do pouzdra a dikladné stlateno. Pfed kazdym

meéfenim byl obnoven povrch elektrody vylesténim a o€isténim o vlhky filtraéni papir.

2.5 Pristrojové vybaveni

Voltametricka méteni byla provadéna na elektrochemickém analyzatoru Autolab
PGSTAT101 (Metrohm, Praha, CR, obr. 7 - vlevo) s laboratornim stojanem pro
elektrody, voltametrickou nadobkou a magnetickym michadlem. Analyzator byl
S pocitacem spojen pomoci USB rozhrani, ptes které byl ptistroj ovladan.

Pro elektrochemické méfeni byla pouzita pracovni elektroda GCPE (uhlikova
pastova elektroda ze skelného uhliku). Dale do tfielektrodového systému byly zapojeny
pomocna elektroda z Pt plisku a referentni chloridostfibrna elektroda Ag | AgClI | 3M KCI

(obr. 7 — vpravo).

Obr. 7: vlevo - elektrochemicky analyzator Autolab PGSTAT101, vpravo — mérny trielektrodovy
system s laboratornim stojanem a magnetickym michadlem.
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Me¢éteni pH hodnot ptipravenych zasobnich roztokl bylo provadéno na pH metru
(typ inoLab ® pH 720, WTW GmbH, Némecko) s pH-elektrodou (SenTix 41, WTW
GmbH, Némecko). K navazovani latek byly pozity analytické vahy s piesnosti na Ctyii

desetinna mista znacky KERN.

2.6 Pracovni postupy

2.6.1 Extrakce

Extrakce lipofilnich vitamint do uhlikové pasty probihala ve vodné-organickém
roztoku o objemu 10 ml. Roztokem byl 40% (v/v) acetonitril s obsahem 50 pmol 1*
kazdého vitaminu (50 pl cholekalciferolu, 50 pl a-tokoferolu a 50 pl fyllochinonu o
koncentraci 0,01 mol I'!). Smés byla michana magnetickym michadlem rychlosti 400
otaCek za minutu. Obnovena a vylesténa uhlikova pastova elektroda byla obvykle za
stalého michani vlozena do roztoku na dobu 10 minut. Nasledné¢ byla elektroda

s nahromadénymi vitaminy z roztoku vyjmuta a omyta destilovanou vodou.

2.6.2 Voltametrické méreni

Vlastni voltametrické méteni bylo provadéno v tiielektrodovém systému, jak jiz
bylo uvedeno vyse (obr. 7 — vpravo). Méteni probihalo v 20 ml acetatového pufru,
Brittonové-Robinsonové pufru nebo ve smési HCl + KCl. K zaznamenavéni a
vyhodnocovani vysledkti byl pouzit software NOVA 1.11. Po skon¢eni mé&feni byla
pracovni elektroda oplachnuta destilovanou vodou a pfipravena k dalsi extrakci
vytlaenim cca 5 mm pasty. Poté byl obnoven povrch elektrody ocisténim a vylesténim
o vlhky filtracni papir.

Pro vétSinu méfeni byla pouzita diferenéné pulzni voltametrie, ktera zahrnovala
vybér nejvhodnégjsi elektrody, elektrolytu, a néslednou optimalizaci elektrochemické
detekce (napt.: vybér pH, amplitudy). Experimenty byly provadény v pufru, ktery je
uvadén dale dle ptislusSného experimentu.

Ptistrojové parametry byly tyto:
Pocatecni potencial: - 0,4 V
Koncovy potencial: 1,4 V
Rychlost skenu: 100 mV.s™

Amplituda pulzu: 0,025 V
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Metoda square wave voltametrie a cyklickd voltametrie byly pouzity pro srovnani
citlivosti s metodou diferenéné pulzni voltametrie. Povrch elektrody byl ocistén a

vylestén stejné jako u DPV.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace akumulace vitamini

3.1.1 Vybér elektrodového pojiva

Pro vybér vhodného elektrodového pojiva byly pfipraveny uhlikové pasty
s odlisSnymi pojivy (silikonovy olej, parafinovy olej, parafinovy vosk, vazelina,
polypropylen) s obsahem 20 %. Extrakce probihala ponofenim pracovni elektrody do
vodného roztoku acetonitrilu (40% obsah acetonitrilu), s pfidavkem 50 pmol.I"! kazdého
vitaminu po dobu 10 minut pfi rychlosti michani 400 otackach za minutu. Voltametrické
méfeni probihalo v zakladnim elektrolytu HCI + KCI 0 hodnoté pH 2,07.

Na obrazku 8 je srovnani praimérnych naméfenych hodnot (n = 5) proudu
cholekalciferolu, a-tokoferolu a fyllochinonu, ze kterych vyplyva, ze nejvétsi odezvu
m¢éla elektroda, kterd obsahovala uhlikovou pastu tvofenou silikonovym olejem. Pii
pouziti uhlikové pasty, kde byl jako pojivo pouzit polypropylen, nebyl detekovan zadny
pik. Uhlikova pastova elektroda s parafinovym olejem, pastova elektroda s parafinovym
voskem 1 pastova elektroda s vazelinou poskytovaly signal, ale jejich odezva byla

znateln€ niz§i nez u pastové elektrody se silikonovym pojivem.

15 ~
m silikonovy olej
12 m parafinovy olej
parafinovy vosk
9 1 m vazelina
<
=
— &
3 -
O _ . — | | . — l | | —
Vitamin K Vitamin E Vitamin D

Obr. 8: Porovndni primérnych hodnot proudu piku lipofilnich vitaminii pro jednotlivé elektrody
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3.1.2 Mnozstvi pojiva v uhlikové pasté

Byly pfipraveny uhlikové pasty ze skelného uhliku s odliSnym mnozstvim
silikonového oleje (5 — 25 %). Pii extrakci a nasledném voltametrické méfeni bylo
postupovano stejné, jako v predchozim piipadé.

Se zvysujicim se obsahem silikonového oleje v pasté se zvySuji signaly pro
jednotlivé vitaminy (obr. 9, 10), ale pro elektrodu s obsahem silikonového oleje 25 %
byly proudové odezvy témé nulové. Hodnoty potencialu piku pro jednotlivé vitaminy jsou
nasledujici: pro vitamin K 0,023 V, vitamin E 0,4 V a vitamin D 0,8 V. Pro elektrodu
s 5 % silikonového oleje byl viditelny pik pouze pro a-tokoferol, oxida¢ni signaly vSech
vitamind bylo mozné zaznamenat az od obsahu pojiva 15 %. Pro dal§i méfeni byla
zvolena uhlikova pastové elektroda s obsahem silikonového oleje 20 %, protoze piky u

vSech vitaminu byly dobfe viditelné a daly se bez potizi snadno vyhodnocovat.

60

vitamin D

vitamin K vitamin E

-0,4 0 0,4 0,8 1,2
E[V]

Obr. 9: Vliv obsahu silikonového oleje v uhlikové pasté na oxidacni signaly lipofilnich vitaminu
0 ¢ = 50 umol.I* kazdého vitaminu; pracovni roztok 0,1 M KCl a 0,01 M HCI o hodnoté pH
2,07; GCPE.
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Obr. 10: Zavislost proudu piku lipofilnich vitaminu na obsahu silikonového oleje v uhlikové

pasté. Chybové usecky vyjadruji smerodatnou odchylku pro n = 5.

3.1.3 SlozZeni roztoku pro extrakci vitamint

Extrakce probihala ve vodné-organickém roztoku, ktery jako organickou slozku
obsahoval acetonitril. Toto organické rozpoustédlo je semipolarni a dobfe misitelné
svodou. Byly pfipraveny roztoky s obsahem acetonitrilu 10-45 % (v/v). Pii vy$§im
obsahu acetonitrilu se pojivo uhlikové pasty rozpoustélo organickou slozkou a
elektrodovy material se rozpadal. Samostatna extrakce probihala ponotfenim elektrody do
vodného roztoku acetonitrilu (obsah ACN 40%), ktery obsahoval 50 umol.I"* kazdého
vitaminu. Doba extrakce byla 10 minut s rychlosti michani 400 otacek za minutu.
Zakladnim elektrolytem pro voltametrické méteni diferencni pulzni voltametrii byl
roztok 0,01 mol.I* HCl a 0,1 mol.I"* KC1 o hodnotg& pH 2,07.

Zavislost proudu pikt lipofilnich vitamint na mnozstvi organického rozpoustédla
(acetonitrilu) ve vodné smési je zaznamenana na obr. 11. Na sloupcovém grafu je vidét,
ze nejvetsi odezva byla pozorovana pro acetonitril s obsahem 50 %, ale také je patrna
prili§ velka smérodatna odchylka, ziejmé v disledku ¢aste¢ného narusovani homogenity
elektrodového materialu. Proto neni vhodné tento roztok s obsahem 50 % acetonitrilu
pouzivat pro dalsi méfeni. Pro méfeni byl tedy zvolen vodny roztok s obsahem

acetonitrilu 40 %, protoze jeho odezva byla dostate¢na pro nésledujici méfeni.
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Obr. 11: Zavislost proudu piku na mnozstvi acetonitrilu ve vodném roztoku. Chybové usecky

vyjadiuji smerodatnou odchylku pron = 5.

3.1.4 Doba extrakce

Extrakce probihala zvodného roztoku acetonitrilu (obsah ACN 40 %)
s koncentraci standarddi kazdého vitaminu 50 pmol.I?* do uhlikové pasty s20 %
silikonového oleje pfi rychlosti michani 400 otacek za minutu. Byl testovan vliv doby
extrakce na velikost proudovych odezev vitamint. Extrakce probihala s riznou dobou 2-
14 minut. Detekéni elektrolyt pro voltametrické meéfeni pomoci DPV byl roztok
0,01 mol.I* HCl a 0,1 mol.I* KCI o hodnoté& pH 2,07.

Zavislost proudu piku vitamint na dobé extrakce je specifikovana na obrazku 12
a 13. Cim delsi je doba extrakce, tim je zaznamenan vétsi pik, protoze je poskytnut delsi
Cas pro ustanoveni rovnovahy distribuce vitamini mezi vodnym roztokem acetonitrilu a
uhlikovou pastou. Tento jev je nejvice patrny v ¢ase mezi 2 az 10 minutou, rozdily proudu
piku pfi vysSich ¢asech byly nevyznamné. Pro elektrochemickou analyzu lipofilnich
vitamind bylo vhodné najit optimalni dobu pro extrakci. Bylo zjisténo, Ze nejvhodné&;jsi

Cas pro extrakci je 10 minut, protoze byly registrovany vysoké hodnoty proudu pik.
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Obr. 12: Voltamogramy Vitaminii 0 ¢ = 50 umol.I"* kazdého vitaminu p#i riiznych casech
extrakce, pracovni roztok 0,1 M KCl a 0,01 M HCI o hodnoté pH 2,07, GCPE.
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Obr. 13: Zavislost proudu piku lipofilnich vitamini na dobé extrakce. Chybové usecky vyjadiuji

smeérodatnou odchylku n = 5.
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3.2 Optimalizace elektrochemické detekce

3.2.1 Vybér pracovniho elektrolytu a jeho pH

Pro optimalizaci pH byl zvolen Brittoniv-Robinsontv pufr, jenz umoziuje
elektrochemickou analyzu pfi riznych hodnotach pH v zavislosti na poméru jednotlivych
slozek pufru. pH bylo méfeno v rozsahu 2-10, obvykle po jednotce, u vyssich hodnot po
dvou jednotkach. Extrakce probihala z vodné-organického roztoku 40 % acetonitrilu a
standardu vitaminu D, E a K o koncentraci ¢ = 50 pmol.I kazdého vitaminu pfi rychlosti
michani 400 otacek za minutu po dobu 10 minut.

Z obrazku 14 je patrné, ze vitaminy D a E poskytuji oxidacni signaly v celém
méfeném rozsahu hodnot pH. Vitamin K je elektroaktivni pouze v rozsahu pH 2-5.
Potencialy piku jednotlivych vitamint mély p#i pH 2 tyto hodnoty: pro vitamin K 0,14 V,
pro vitamin E 0,48 V a pro vitamin D 1,14 V. Také je patrné, Ze s vyssi hodnotou pH
dochazi k posunu potencialu piku smérem k negativnim hodnotam: pro vitaminy E a D
jsou potencialy piku 0,05 V pro vitamin E a 0,9 V pro vitamin D.

Na obrazku 15 je zfejmé, ze nejvyssi hodnota proudu piku pro vitamin D a E byla
pti hodnoté pH 6. Pro nasledujici méteni vSak byla pouzita hodnota pH 5, protoze pik byl
1épe vyhodnotitelny pro vSechny vitaminy (vitamin D, E a K) a hodnota proudu piku byla
druha nejvyssi. Obrazek 14 ukazuje posun potencialu piku k negativnim hodnotam.

Brittontiv-Robinsondv pufr byl v dalSich experimentech nahrazen octanovym
pufrem o stejném pH (pH 5). Octanovy pufr byl zvolen, protoze vykazoval vétsi signaly,

byla mozna lepsi kontrola pH a hodnoty byly viceméné stejné jako hodnoty B-R pufru.
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Obr. 14: Voltamogramy vitaminii o ¢ = 50 umol.I"* p#i riizném pH detekéniho roztoku;
Brittonziv-Robinsoniiv pufr;, GCPE.
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Obr. 15: Zavislost proudu piku na pH detekcniho roztoku, koncentrace vitaminu D, E a
K ¢ =50 umol.I". Chybové uisecky vyjadiuji smérodatnou odchylku n = 5.
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3.2.2 Parametry diferen¢ni pulzni voltametrie

3.2.2.1 Amplituda pulzu

Pfi optimalizaci amplitudy pii diferenéné pulzni voltametrii V acetatovém pufru o
hodnoté pH 5 probihala extrakce vitamini rozpustnych v tucich o koncentraci 50 pmol.lI*
kazdého vitamind z vodného roztoku acetonitrilu (ACN obsah 40%) pfi rychlosti michani
400 otacek za minutu po dobu 10 minut do uhlikové pasty s 20 % silikonového oleje.
Volba amplitudy probihala v rozsahu 5-90 mV.

Nameétené hodnoty vyplyvajici z obrazku 16, 17 ukazuji, Ze nejvyssi proudova
odezva byla pro hodnotu amplitudy 80 mV, a proto tedy byla tato hodnota pouZzivana i

pro nasledujici méteni.

50
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20 mV  em—30 mV
40 A0 MV 50 mVv
G0 MV 70 mV
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Obr. 16: Voltamogramy vitaminii o koncentraci kazdého vitaminu 50 umol.I™* p7i riizné

amplitude pulzu, acetatovy pufr o hodnoté pH 5; GCPE.
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Obr. 17: Zavislost velikosti proudii pikii vitamini rozpustnych v tucich na hodnoté amplitudy.

Chybové usecky vyjadruji smérodatnou odchylku n = 5.

3.2.2.2 Doba mezi pulzy

Pti proméfovani vlivu vzdalenosti mezi pulzy, ktera souvisi s rychlosti skenu, byla
pouzita diferencni pulzni voltametrie v acetaitovém pufru o hodnoté pH 5. Pro méfeni
vzdalenosti mezi pulzu byly pouzity hodnoty 0,05 az 0,12 s. Extrakce vitaminu D, E a K
(c =50 umol.I") probihala z vodné-organického roztoku 40 % acetonitrilu pii rychlosti
michani 400 otacek za minutu po dobu 10 minut do uhlikové pasty, kterd obsahovala
20 % silikonového oleje.

Na obrazku 18, 19 jsou znazornény jednotlivé voltamogramy pro rizné
vzdalenosti mezi pulzy. Z obrazku 18, 19 vyplyva, Ze nejvyssi odezva je pii hodnoté 0,06

a 0,08 s, avSak pro nasledujici méfeni byla pouzita hodnota 0,08 s.
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Obr. 18: Voltamogramy vitaminii o koncentraci kazdého vitaminu 50 umol.1?* p7i rizné dobé

mezi pulzy; acetdatovy pufi; GCPE.
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Obr. 19: Graf zavislosti velikosti proudii pikit vitaminii pri rizné dobé mezi pulzy. Chybové

usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku n = 5.
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3.2.3 Kalibraé¢ni zavislosti stanoveni vitamina

Me¢teni kalibracni kiivky byla pouzita diferen¢ni pulzni voltametrie. Nejdiive byla
promé&iena kiivka v §ir§im rozmezi koncentraci pro zji$téni oblasti linearity a poté byl
proméien vybrany rozsah znovu. Kalibra¢ni zavislosti jednotlivych vitamint byly
proméfeny za konstantni koncentrace zbyvajicich dvou vitaminti k uréenti, jestli ve smési
dochdzi k ovlivilovani signald jednotlivymi slozkami.

Extrakce probihala z vodn¢-organického roztoku s obsahem 40 % acetonitrilu pii
rychlosti 400 otacek za minutu po dobu 10 minut do uhlikové pastové elektrody s 20 %
silikonového oleje. Pracovnim elektrolytem pro vlastni voltametrické méteni (DPV) byl
acetatovy pufr o hodnoté pH 5.

Na obrazku 20 je uvedena kalibraéni kiivka vitaminu K proméfena
v koncentra¢nim rozsahu 10-50 umol.I"! spolu s vitaminy D a E o stejné koncentraci
50 umol.I"t. Na obrazku 21 jsou uvedeny voltamogramy pro jednotlivé koncentrace a je
zde vidét, ze vitaminy K a E se vzajemné ovliviji. S niz§i koncentraci vitaminu K se

hodnoty piku vitaminu E zvétSuji a naopak (obr. 22).
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Obr. 20: Kalibracni ki'ivka, rozmezi koncentrace vitaminu K ¢ = 10-50 ,umol.l'l, vitamin D
¢ = 50 umol.I"*, vitamin E 50 ¢ = umol.I", acetdtovy puf, pH 5, GCPE.
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Obr. 21: Voltamogram vitaminu K pro koncentrace 10-50 zmol.I™%., vitamin Ec = 50 umol.I*
a vitaminu D ¢ =50 umol.I™.
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Obr. 22: Graf zavislost proudu na koncentraci jednotlivych vitaminu rozpustnych v tucich.
Chyboveé usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku n = 5.
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Bohuzel v samém zavéru experimentalnich praci by spotfebovan silikonovy olej
MV 8000, ktery byl do té doby pouzivan jako pojivo do uhlikové pasty. Bylo tedy hledano
pojivo, které by nahradilo vySe zminény silikonovy olej, aby mohly byt doméieny
kalibracni kiivky vitaminti D a E a zjiStény analytické parametry stanoveni. Jak se vSak
Vv dalSich experimentech vzapéti ukazalo, nepovedlo se najit vhodnou ndhradu dosud
pouzivaného pojiva.

Prvni testovanou néhradou byl parafinovy olej. Byla piipravena uhlikova pasta
$20 % parafinového oleje. Extrakce probihala ve vodné-organickém roztoku 40%
acetonitrilu pfi rychlosti 400 ota¢ek za minutu po dobu 10 minut. Pracovnim roztokem
pro voltametrické méfeni byl octanovy pufr o hodnot¢ pH5. Na uhlikové pasté
S parafinovym olejem nebyl pozorovan oxidacni signal pro vitamin D pii vySSich
hodnotach potenciald, proto bylo dale pokracovano v detekci pouze s vitaminy K a E.
Kromé diferencni pulzni voltametrie byla v detekénim kroku zkouSena i square-wave
voltametrie (SWV) ke zvyseni citlivosti méteni.

Z obrazku 23, 24, 25 a 26 je patrné, Zze vybér pojiva ma zasadni vliv na celé
méteni. Kalibraéni kiivky proméfené metodami SWV 1 DPV nevykazuji linearni

zavislost, proto bylo pozivani tohoto pojiva nevhodné.
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Obr. 23: Kalibracni kiivka pro rozmezi koncentrace vitaminu K ¢ = 10-50 gmol.I™, vitamin E
¢ =50 umol.I", acetdtovy pufi, pH 5, GCPE (parafinovy olej), DPV.
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Obr. 24: Kalibracni kifivka pro rozmezi koncentrace vitaminu E ¢ = 5-25 ymol.I™, vitamin K
¢ =50 umol.I", acetdtovy pufr, pH 5, GCPE (parafinovy olej), DPV.
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Obr. 25: Kalibracni kiivka simultanniho stanoveni vitaminu K ¢ = 10-50 zmol.I"* a vitaminu E
¢ =5-30 umol.I", acetatovy pufr, pH 5, GCPE (parafinovy olej), DPV.
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Obr. 26:: Kalibracni kifivka pro koncentracni rozsah vitaminu K ¢ = 10-60 umol.I", vitamin E
¢ =50 umol.I, acetdtovy pufi, pH o hodnoté 5, GCPE (parafinovy olej), SWV.

Dale byla ptipravena uhlikova pasta s obsahem 10 % silikonového oleje DC 200.
Extrakce probihala ve vodném roztoku s obsahem acetonitrilu 40 % pfi rychlosti
400 otacek za minutu po dobu 10 minut. Pracovnim roztokem pro voltametrické méteni
(DPV) byl octanovy pufr o hodnoté pH 5.

Na obrazku 27 jsou zndzornény voltamogramy vitaminu K a E 0 koncentraci
50 umol.I"* pro dvé& opakovani. Z obrazku je patrné, Ze tyto zdznamy se zasadné 1isi od
puvodniho pojiva. Piky jsou nevyhodnotitelné a pozadi proudu je vysoké. Proto tento olej

je nevhodny pro dalsi detekei.
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Obr. 27: Voltamogram vitaminu K a E pro koncentraci ¢ = 50 umol.I*, acetdtovy pufi- o
hodnoté pH 5, GCPE (silikonovy olej DC 200).
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Tésné pred odevzdanim diplomové prace se u vyrobce pivodniho silikonového
oleje (Lucebni zavody, Kolin) podafily zajistit vzorky oleji stejného oznaceni.
Smichanim dvou silikonovych oleji o viskozit¢ 5000 a 12 500 v daném poméru byl
ptipraven silikonovy olej o stejné viskozité 8000 jako ten pivodni. Nasledné byla z tohoto
oleje ptipravena uhlikova pasta s obsahem 20 % pojiva. Extrakce probihala ve vodném
roztoku acetonitrilu (obsah ACN 40 %) pii rychlosti michani 400 otacek za minutu po
dobu 10 minut. Pracovnim elektrolytem pro voltametrické stanoveni byl octanovy pufr o
pH 5.

Na obrazku 28 jsou zaznamenany voltamogramy vitamint K a E v koncentracnim
rozmezi 10-30 pmol.I! v trojim opakovéni pro danou koncentraci. Z obrazku je patrné,
Ze V porovnani s pivodnim pojivem se tyto zaznamy velmi lisi. Piky nejsou dobie
vyhodnotitelné a proudy pozadi jsou pfili§ velké, proto ani tento olej neni vhodny pro
detekci. S timto zjisténim nebyly dalsi analytické parametry zjistovany a experimenty

byly ukonceny.
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Obr. 28: Voltamogram vitaminu K a E pro rozsah koncentraci ¢ = 10-30 umol.I", acetdtovy
pufr o hodnoté pH 5, GCPE (smés silikonovych olejii).
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4 Zavér

Piedlozena diplomova prace je zaméfena na studium moznosti elektrochemického
simultanniho stanoveni lipofilnich vitamint na uhlikové pastové elektrodé technikou
extraktivni rozpoustéci voltametrie.

Tato prace se zabyvala optimalizaci detekce vitamind rozpustnych v tucich
(vitamin D, E a K) extrakci z vodné-organického roztoku do materialu uhlikové pastové
elektrody a néslednou detekci pomoci diferen¢né pulzni voltametrie. NejvhodnéjSim
elektrodovym materialem byla uhlikova pasta ze skelného uhliku s obsahem silikonového
oleje 20 %, ktery odolaval ptisobeni organické slozky v roztoku. Optimalni podminky
extrakce byly vodny roztok acetonitrilu (obsah acetonitrilu 40 %), rychlost michani 400
otacek za minutu a doba extrakce 10 minut. Optimalizace dale zahrnovala pH studii, kde
bylo zjisténo, ze vitaminy D, E a K jsou nejstabilngjsi a maji nejveétsi odezvu pii pH o
hodnoté 5. Dale byly uréovany vhodné parametry diferen¢ni pulzni voltametrie a byly
zjistény tyto hodnoty: amplituda pulzu 80 mV a vzdalenost mezi pulzy 0,08 s.

Sestavena kalibra¢ni kiivka pro vitamin Kméla linearni rozsah v oblasti
koncentraci v rozsahu 10 az 50 pmol.I". Z kalibra¢ni zavislosti bylo zfejmé, Ze vitaminy
K a E se navzdjem ovliviiuji. S niZ8i koncentraci vitaminu K se signaly piku vitaminu E
zvySovaly a naopak. Kalibra¢ni zavislost pro vitamin D a E sestavena a proméfena byt
nemohla z divodu Gplné spotieby pouzitého silikonového oleje.

Jako nahrada byly zkouSeny 1 jiné oleje, napiiklad parafinovy nebo silikonovy o
jiné viskozit& a od jiného vyrobce. Zadné uhlikové pastové elektrody pfipravené z téchto
pojiv vSak nevykazovaly voltametrickou odezvu srovnatelnou s piivodnim pojivem.
Podafilo se zajistit silikonovy olej od piivodniho vyrobce, avSak ani tento novy vyrobek
po namichani na spravnou viskozitu nevykazoval ptiznivé elektrochemické vlastnosti pro
detekei lipofilnich vitamin po jejich extrakci do uhlikové pasty. Experimenty tak bylo
nutné piedcasné ukoncit. DosaZené vysledky nicméné naznacuji, Ze bude zfejmé mozné
provést simultanni stanoveni lipofilnich vitamini po jejich adsorpci na povrch pevné

uhlikové elektrody. Tyto experimenty budou naplni navazujici diplomové prace.
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