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Souhrn

Bakalarska prace je zaméfena na nové trendy v analyze vitaminl rozpustnych v tucich.
V této praci jsou shrnuty informace o lipofilnich vitaminech, jejich vlastnostech, standardnich

metodach stanoveni a v neposledni fad€¢ nové, moderni zplisoby analyzy.

Prvni ¢ast prace je zaméfena na teoretické informace, tykajici se vlastnosti vitaminl
rozpustnych v tucich jako jsou: popis a jejich struktura, fyzikalni a chemické vlastnosti, zdroje

a zdravotni aspekty.

Druhéd cast prace popisuje standardni metody analyzy, mezi které patii plynova
chromatografie (GC), kapalinova chromatografie (HPLC) a tenkovrstva chromatografie
(TLC).

Tteti cast bakalafské prace popisuje nové analytické metody Stanoveni vitaminl
rozpustnych v tucich. Témito metodami jsou simultanni stanoveni pomoci HPLC
chromatografie, ultra-vysoce ucinné kapalinové chromatografie (UHPLC), kapilarni
kapalinové chromatografie (CLC), mikroemulzni elektrokinetické chromatografie (MEEKC),
superkritické fluidni extrakce (SFE) a superkritické kapalinové chromatografie (SFC). Tyto

metody 1ze pouZit pro kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni vitaminii rozpustnych v tucich.

Klicova slova:
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Summary:

This Bachelor thesis deals with new trends of fat-soluble vitamins. This work
summarizes the information about fat soluble vitamins, their characteristics and primarily

classical and modern methods of determination.

The first part is focused on theoretical informations about fat-soluble vitamins as basic

description, structure, physical and chemical properties, sources and effects on human health.

The second part describes commonly used analytical methods as gas chromatography
(GC), high performance liquid chromatography (HPLC) and thin layer chromatography
(TLC).

The third part deals with modern analytical methods of determination fat-soluble
vitamins. These methods include simultaneous chromatography, ultra-high pressure liquid
chromatography (UHPLC), microemulsion electrokinetic chromatography (MEEKC),
supercritical fluid extraction (SFE) and supercritical fluid chromatography (SFC). These

modern methods are useful in the qualitative and quantitative analysis of fat soluble vitamins.
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1. Uvod

Tato prace je zaméfena na vitaminy rozpustné v tucich. Pojedndva o jejich

vlastnostech, standardnich stanovenich a pfedevsim se zabyva novymi trendy v jejich analyze.

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické latky, které spole¢né s cukry, tuky
a bilkovinami tvoii zaklad lidské potravy. Radi se do skupiny esencialnich latek. Lidsky
organismus neni, az na vyjimky (vitamin Ds), schopen jejich vlastni syntézy. Existuje 13
zakladnich typt vitamind. V lidském téle maji nezastupitelnou funkci biokatalyzatora. Podileji
se na metabolismu cukri, tukd a bilkovin. Pravidelny pfijem je nezbytny pro zachovani
fyziologickych a metabolickych funkci lidského organismu. Hlavnimi zdroji vitamind jsou
rostlinné a zivocCisné tuky, ovoce a zelenina, maso, vejce, vnitinosti, kvasnice, obilné klicky

aryby [1].

Vitaminy se na zakladé rozpustnosti déli do dvou skupin. Vitaminy rozpustné ve vodé
jsou hydrofilni latky, podilejici se na celé fadé biochemickych procesii a to zejména pfi
metabolické pfeméné cukri, tukl a bilkovin [1]. Nékteré vitaminy rozpustné ve vodé maji vliv
na bunééné dychani, syntézu DNA, krvetvorbu ¢i rast a déleni bunék [2]. Dalsi skupinou
vitamind jsou vitaminy rozpustné v tucich. Patfi mezi né vitamin A, vitamin D, vitamin E

a vitamin K.
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2. Vitaminy rozpustné v tucich

Druhou skupinou vitamint ptedstavuji vitaminy rozpustné v tucich. Maji lipofilni
vlastnosti a jejich metabolismus je podobny s metabolismem tukti. Pro vyuziti vitamina
rozpustnych v tucich je nezbytna spravnd funkce gastrointestindlniho traktu. Na rozdil
od vitaminti rozpustnych ve vodé jsou nevyuzité vitaminy v téle akumulovany. Hlavnim
organem bioakumulace a metabolismu vitamini rozpustnych v tucich jsou jatra. Do skupiny
lipofilnich vitamint patii: vitamin A (retinol), vitamin D (kalciferol), vitamin E (tokoferol)
avitamin K (fylochinon). Pfi hypervitamindznich stavech vznika riziko poSkozeni ledvin,
zalude¢nich potizi ¢i poruch vyvoje plodu v t€hotenstvi. Naopak deficience vitamind
rozpustnych v tucich mulze zplsobovat napi. Seroslepost, odvapnovani kosti, rachitidu

¢i zvySenou krvacivost do t€lnich dutin [3].

2.1 Vitamin A

Vitamin A zasahuje do fady fyziologickych procest v lidském téle. Hlavni funkeci je
tvorba zrakového pigmentu rodopsinu. Podili se na ristu a diferenciaci epitelovych bunék
(sliznice, pokozky, pohlavnich bun¢k). Dale se podili na syntéze steroidt, nukleovych kyselin
a glykoproteini. V neposledni fadé¢ svymi antioxidacnimi u¢inky zabranuje vzniku

rakovinnych nadort [4].

2.1.1 Vlastnosti vitaminu A

2.1.1.1 Strukturni vzorec a popis molekuly

Systematicky nazev retinolu je (2E,4E,6E,8E)-3,7-dimethyl-9-(2,6,6-
trimethylcyklohex-1-enyl)nona-2,4,6,8-tetraen-1-ol [5].

Vitamin A, neboli retinol, je alkohol obsahujici ve své molekule Sesti¢lenny kruh
S postrannim fetézcem, ktery je slozen ze dvou isoprenoidnich jednotek. Podle poc¢tu dvojnych
vazeb na SestiClenném kruhu rozli§ujeme vitamin A; (Obrazek 1) a vitamin A, (Obrazek 2).

Postranni fetézec obsahuje Ctyfi dvojné vazby, které mohou vytvaret cis- ¢i trans-izomery
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(celkem 16). Fyziologicky u¢inné izomery retinolu jsou pouze dvé: retinol (all-trans-izomer)

a neoretinol (A cis izomer) (Obréazek 3) [6].

XX
OH

Obrazek 1 Chemicka struktura vitaminu A,

X
OH

Obrazek 2 Chemicka struktura vitaminu A,

OH

Obriazek 3 Chemicka struktura neoretinolu

2.1.1.2 Chemické vlastnosti

Vitamin A (retinol) je latka patfici do skupiny vitamind rozpustnych v tucich. Lipofilni

vlastnosti jsou dany pFitomnosti dvou isoprenoidnich jednotek v postrannim fetézci [6].

Retinol je stabilni pouze v inertnim prostredi. Za pfitomnosti kysliku a svétla se rychle
oxiduje na produkty, které jiz nejsou fyziologicky uc€inné. Oxidaci retinolu urychluje
ptitomnost tézkych kova (Fe, Cu) nebo organickych peroxidi. Pro stabilizaci retinolu jsou

proto dilezité antioxidanty, zejména tokoferoly a fosfolipidy [7].

2.1.1.3 Fyzikalni vlastnosti

Retinol vytvaii Zluté krystaly jehlicovitého tvaru. Je dobfe rozpustny v tucich,
ethanolu, methanolu, chloroformu a etheru. Nerozpustny ve vod¢ a glycerolu. Retinol je

stabilni i pfi zvySené teploté. Bod tani a spektralni vlastnosti jsou uvedeny Vv tabulce 1 [3, 8].
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Tabulka 1 Fyzikalni vlastnosti retinolu

(. . . Absorbance v Extinkéni
o Bod tani Absorp¢ni maximum . -
Sloucenina °C) (o, ) maximu koeficient
max. 1% A 10mm | (1 mol *x cm™)
All-trans-
vitamin 64 325 1830 52 800
Ajalkohol

2.1.1.4 Zdroje vitaminu A

Vitamin A se obecné vyskytuje v ZivociSnych i rostlinnych produktech. Samotny

retinol se nachdzi pouze v zivociSnych produktech a to zejména v jatrech ryb a jateCnich

zvitat. V ostatnich zivoc¢isnych zdrojich je obsah retinolu nizsi a proménlivy. Obsah retinolu

Vv jednotlivych piikladech je uveden v tabulce 2 [8].

Tabulka 2 Obsah retinolu v Zivo¢isnych produktech

Potravina Obsah retinolu
(ng/100 g)
Miléko 40 - 950
Maslo 600 - 4500
Syr 45 - 2400
Vejce 180 - 680
Jatra hovézi 8400 - 41000
Ledviny vepiové 39-80
Rybi olej 19000 - 160000

Ackoliv se samostatny retinol v rostlinné formé nevyskytuje, jsou zde bohaté

zastoupeny jeho prekurzory — tzv. retinoidy. Tyto provitaminy svou podobnou strukturou

umoznuji vznik retinolu a neoretinolu. Mezi hlavni zastupce retinoidii patii [-karoten

(Obrazek 4), a-karoten, y-karoten a kryptoxanthin. Obsah karotenti ve vybranych rostlinnych

materialech je znazornén v tabulce 3 [8].
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Tabulka 3 Obsah karotenii ve vybranych rostlinnych materialech

Material Obsah karoteni
(ng/100 g)
Mrkev 2000 - 9600
Petrzel kadetava 3200 - 26000
Zelena paprika 380 - 2350
Spenat 5000 - 48200
Zeli 12 - 7400
Rajcata 300 - 3500
Merunky 1670 - 10000

Obrazek 4 Strukturni vzorec p - karotenu

2.1.1.5 Zdravotni aspekty spojené s vitaminem A

Doporucenou denni potiebu vitaminu A definujeme jako ekvivalent retinolové aktivity
(RAE), kdy 1 ug RAE odpovida 1 pg all-trans-retinolu, 12 ug all-trans-p-karotenu a 24 ug

ostatnich retinoidd. Doporucené hodnoty dennich davek jsou uvedeny v tabulce 4 [1].
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Tabulka 4 Doporucené denni davky RAE vitaminu A

Pohlavi a vek Doporucené denni davky
RAE (pg/den)

Muzi starsi 19 let 900
Zeny star$i 19 let 700
Tehotné a kojici zeny 1300
Déti do 3 let 300
Déti do 8 let 400
Déti do 13 let 600

Pfi nedodrzeni uvedenych davek muze nastat jeho deficit ¢i nadbytek v organismu,
ktery se projevi specifickymi klinickymi projevy. Nedostatek vitaminu A ¢i jeho uplny deficit
ma za nasledek Seroslepost, kterd mtze vést az k tplné slepoté. Dalsimi projevy avitaminozy
je keratinizace epitelialnich bunék, poruchy hojeni, zanéty a zvySena nachylnost k infekénim

onemocnénim [9].

Hypervitamino6za je v dnes$ni dobé velmi vzacna. Vysoké davky vitaminu jsou toxické
pro pacienty s hyperlipidemii ¢1 s téZce poskozenymi jatry. Mezi projevy intoxikace patii

nevolnost, bolesti hlavy, poruchy vidéni a zavraté [10].

2.2 Vitamin D

Vitamin D zastava dualezitou roli v metabolismu vapniku a fosforu. Reguluje
vstfebavani vapniku v tenkém stfevé a ovliviiuje Cinnost parathyreoidalniho hormonu.
Nasledkem je pak udrzeni homeostazy téchto prvki a mineralizace kosti. Vitaminy skupiny D
vznikaji ze svych provitamind pisobenim ultrafialového zafeni. Vitamin D, (ergokalciferol)
vznika z ergosterolu za vzniku vedlejSich meziproduktl jako je napt. lumisterol, prekalciferol
a tachysterol. Vitamin D3 (cholekalciferol) vznika pfeménou 7-dehydrocholesterolu, ktery je

obsazen v povrchovych vrstvach pokozky zivoCichli. Nékteré zdroje uvadéji, ze ma takeé

-----
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2.2.1 Vlastnosti vitaminu D

2.2.1.1 Strukturni vzorec a popis molekuly

Zéakladnim  strukturnim  rysem  vitaminG D  je  struktura  odvozena
od cyklopentanperhydrofenantrenu, ktera je charakteristicka pro latky steroidni povahy napf.
cholesterolu. Vitamin D ma ale narozdil od cholesterolu pouze tfi intaktni kruhy. Kruh B je
V polohach 9 a 10 rozpojen a na uhliku ¢islo 10 je pfitomna dvojna vazba. Tato dvojna vazba
je soucasti konjugace a tvoii trienovy konjugovany systém dvojnych vazeb. Jednotlivé

vitaminy z D fady se li$i svym postrannim fetézcem na uhliku ¢islo 17. Strukturni nazev

AL0(19)5.7,22 AL009)5.7_

vitaminu D; je (9,10-seco-

dehydrocholestatrien-3-p-ol (Obrazek 5) [8].

%J\/\H\ Ergokalciferol (D5)

R: EJ\/\)\ Cholekalciferol (D3)

}J\/\H\ 22-dihydroergokalciferol (D)

Obrazek 5 Chemické struktury vitamind D,, D3, D,

-ergostatetraen-3-B-ol) a vitaminu D3 (9,10-seco

2.2.1.2 Chemické vlastnosti

Vitaminy fady D jsou latky lipofilniho charakteru. Jejich rozpustnost v tucich je dana
jejich strukturou, kterd je odvozena od steroidniho cyklu. Tyto vitaminy jsou stabilni
V bezvodém prostiedi organickych rozpoustédel a vétSin€ rostlinnych oleji. Proto je ve vétsiné
ptipadl skladovani nutné pouziti inertnich plynii napt. argonu. Jsou termolabilni, fotolabilni
acitlivé k nizkym hodnotam pH. Jsou také nachylné k oxidaci, a proto je nutné pouZiti

antioxidanti. Pokud nejsou dodrzeny tyto podminky, dochazi snadno k izomeracim struktur

[3].
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2.2.1.3 Fyzikélni vlastnosti

Vitaminy D, a Ds jsou bilé az slab& Zluté krystalické latky, které jsou nerozpustné
ve vodé, rozpustné v ethanolu a olejich a snadno rozpustné v acetonu, chloroformu, benzenu,
etheru a petroletheru. Kvili pfitomnosti konjugovanych dvojnych vazeb oba vykazuji silnou
absorbci v UV oblasti. Teplota tani vitaminu D, je 1218 °C a vitaminu D3 je stanovena na 848
-858 °C [2, 3].

2.2.1.4 Zdroje vitaminu D

Hlavnim zdrojem vitaminu D pro lidsky organismus je jeho vlastni syntéza

v povrchovych vrstvach kuze za ucasti slune¢niho zafeni [12].

Mezi exogenni zdroje vitaminu D3 (cholekalciferol) patii rybi produkty. Zejména oleje
a tuky z rybich jater (treska, halibut, makrela, sardinky). Vitamin D, (ergokalciferol) se
vyskytuje v rostlinnych surovinach jakou jsou napf. kokosové maslo, avokado, banany

¢i houby [3].

2.2.1.5 Zdravotni aspekty spojené s vitaminem D

Doporucené denni davky vitaminu D maji ve vyzivovych tabulkach zvlastni vyznam,
jelikoz je organismus schopen si tento vitamin syntetizovat sam. Denni davky zalezi
na klimatickych a geografickych faktorech. Doporuéena denni davka vitaminu D je v CR

Vv soucasné dobé¢ stanovena na 5 pg, kterou stanovuje vyhlaska 330/2009 Sh. [1, 13].

Nedostatek vitaminu D ma za nasledek naruseni metabolismu vapniku a fosforu.
U kojenct a malych déti vede k rachitid¢, kdy dochazi kvuli nedostatku vapniku k deformacim
kostry. U dospélych dochazi k demineralizaci kosti a vzniku osteomalacie. Hypervitamin6za
vitaminu D miZze nastat pouze pfi nadmérné konzumaci latek bohatych na kalciferoly.
Pii nadmérmém vystaveni UV zéafeni se syntéza vitamini sama zastavi. Mezi ptiznaky
hypervitaminozy vitaminu D patii: nauzea, bolesti hlavy, zmatenost ¢i psychické projevy.

Pfi akutni otravé mize dochazet i ke kalcifikaci ledvin, plic a srdce [14].
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2.3 Vitamin E

Vitaminy E patii mezi nejsiln€jsi pfirodni antioxidanty. Zabranuji Sifeni volnych
radikalt a tvorbé oxidacniho stresu. Pro jejich antioxidacni aktivitu se predpoklada jejich
preventivni pusobeni proti aterosklerdéze, rakoviné a kardiovaskularnim onemocnéni.
Provedené klinické studie dokazuji, Zze zvySeny piijem vitamini E koreluji se snizenym
rizikem téchto onemocnéni. Tvofi se jen v rostlindch a jsou pfitomny ve vSech lipidech

rostlinného puvodu [15].

2.3.1 Vlastnosti vitaminu E

2.3.1.1 Strukturni vzorec a popis molekuly

Do skupiny vitamind E fadime latky, které maji zakladni strukturou odvozenou
od tokolu (2-methyl-2-(4’, 8°,12"-trimethyltrideca)-chroman-6-olu (Obrazek 6) a tokotrienolu
(2-methyl-2-(4", 87,12’-trimethyldeca-3",7",11-trienyl)-chroman-6-ol (Obrazek 7). Celkem
rozliSujeme 8 vitamerd. Vitamery odvozené od tokolu se nazyvaji tokoferoly a oznacuji se a,
B,y a d. Dale rozeznavame a, 3, v a d tokotrienoly. Tyto latky se od sebe lisi po¢tem a polohou
methylovych skupin [16].

HO
W/\(\/\(

Obrazek 6 Strukturni vzorec tokolu

HO

Obrazek 7 Strukturni vzorec tokotrienolu
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2.3.1.2 Chemické vlastnosti

VSechny derivaty vitaminu E patii do skupiny latek rozpustnych v tucich. Lipofilni
vlastnosti jsou dany pfitomnosti isoprenoidni jednotky v postrannim fetézci. Velmi snadno se
oxiduji plsobenim peroxidli, ozénu a manganistanu draselného. Oxidace je urychlovana
pritomnosti svétla a tézkych kovil. Jsou stabilni v bazickém médiu a v bezvodém prostiedi
jsou velmi odolné vuc¢i nizkému pH. Chranénim hydroxylové skupiny na uhliku 6 lze

dosahnout zvysené stability vii¢i vnéjs§imu ptisobeni vzduchu [3, 17].

2.3.1.3 Fyzikélni vlastnosti

Tokoferoly jsou pii pokojové teploté svétle nazloutlé oleje, které jsou nerozpustné
ve vodé. Dobfe rozpustné jsou prakticky ve vSech nepoldrnich rozpoustédlech. Vzhledem

k piitomnosti aromatického jadra absorbuji UV zafeni v oblasti 280 - 300 nm [3].

2.3.1.4 Zdroje vitaminu E

Jak jiz bylo feCeno vySe, tokoferoly se vyskytuji pouze v rostlinich a lipidech
rostlinného ptivodu. Bohatym zdrojem vitaminu E jsou tedy rostlinné oleje, ve kterych se

obsah li$i. MnozZstvi nékterych vybranych potravin je uveden v tabulce 5 [1].

Tabulka 5 Mnozstvi vitaminu ve vybranych potravinach

Potravina Obsah vitaminu E
(mg/1009)
Maslo 0,002
Palmovy olej 10
Mrkev 2
Oftechy vlasské 20
Ovesné vlocky 3,7
Jatra hovézi 1
Kure 0,21
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2.3.1.5 Zdravotni aspekty spojené s vitaminem E

Denni davka vitaminu E je pro lidsky organismus zavisla na pfijmu polynenasycenych
mastnych kyselin a proto je urCeni presné davky pomérné diskutabilni. Doporucené denni

davkovani v CR je v§ak uréeno vyhlagkou 330/2009 Sb. na 12 mg [13].

Nedostatek vitaminu E se u lidi vyskytuje ziidka. Nesouvisi s jeho nedostatecnym
pfijmem v potravé, ale pfi¢inou jsou genetické poruchy transportni bilkoviny pro a-tokoferol
nebo malabsorbce tukii. Projevy jsou spinocelerebralni ataxie a myopatie. Nadbytek vitaminu
E je dobfe snasen a vyskytuje se opét velmi ziidka. Klinickymi projevy jsou gastrointestinalni

potize a sniZzena hladina tyroxinu v Krvi [15].

2.4 Vitamin K

Vitamin K; je nepostradatelnym c¢lankem v kaskadé krevniho srazeni. Katalyzuje
syntézu protrombinu v jatrech, ktery je jednim z hemokoagulac¢nich faktort. Vitamin K;
je produktem biosyntézy pfirozené stfevni mikroflory zejména bakterii druhu Enterobacter
a Eubacterium. V rostlinnych systémech se podili na aerobni fosforylaci. Je lokalizovan
v zelenych castech rostlin (chloroplastech), kde je soucésti elektronového transportniho

fetézce [18].

2.4.1 Vlastnosti vitaminu K

2.4.1.1 Strukturni vzorec a popis molekuly

Mezi vitaminy fady K fadime vitamin K; (fylochinon, 2-Methyl-3-fytyl-1,4-
naftochinon) (Obrazek 8), K, (menachinon ) a K; (menadion, 2-Methyl-1,4-naftochinon)
(Obrazek 10). Vitamin K; ma jako i pfedchazejici vitaminy K zakladni strukturu odvozenou

od 2-Methyl-1,4-naftochinonu. Od ostatnich se 1i§i tim, Ze ma na uhliku ¢. 3 navazany

polyisoprenovy fetézec, ktery mize mit 4 - 13 isoprenovych jednotek (Obrazek 9).
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Obrazek 9 Chemicky vzorec vitaminu K,
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Obrazek 10 Chemicky vzorec vitaminu K3

2.4.1.2 Chemické vlastnosti

Vitaminy fady K jsou nestabilni v kyselém 1 zésaditém prostiedi. Jsou fotosenzitivni,
ale relativné stalé pii vyssich teplotach a odolné vii¢i mirnym oxidacnim ¢inidlim. Produkty
oxida¢nich pochodi jsou 2,3- epoxidy. Naftochinony, které jsou zékladni strukturni jednotkou
vitaminu K, mohou byt redukovany na odpovidajici naftohydrochinony. Ty mohou zpét

ptechazet na naftochinony ptisobenim slabych oxida¢nich ¢inidel [3].

2.4.1.3 Fyzikalni vlastnosti

Pti pokojové teploté je vitamin K; Zlut€¢ zbarvend amorfni latka, ktera pii prudkém
ochlazeni pfechazi na krystalickou formu. Ostatni vitaminy fady K jsou Zluté krystalické latky
tvaru jehlic. Tyto vitaminy jsou nerozpustné ve vod¢. Naopak dobie rozpustné jsou v ethanolu,
etheru, chloroformu a olejich. Vzhledem k pfitomnosti nenasyceného jadra s konjugovanymi

vazbami absorbuji svétlo v UV oblasti mezi 240 az 270 nm [3].
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2.4.1.4 Zdroje vitaminu K

Vitaminy K jsou pfitomny v rostlinnych i zivo¢iSnych systémech. Vitamin K; je
pfitomny v zelenych ¢astech rostlin zejména rostlin z Celedi brukvovitych a také v fasach.
Nejvyssi koncentrace lze najit v nékterych rostlinnych olejich. Vitamin K je pfitomny
v malych koncentracich v mase jateCnich zvifat a driibezi. Naopak v jatrech a dribezich
vejcich je jeho obsah nékolikandsobné vyssi. Hodnoty obsahu vitaminu K v nékterych

potravinach jsou uvedeny v tabulce 6 [3].

Tabulka 6 Obsah vitamin K v potravinach

Obsah vitaminu K . Obsah vitaminu K
Rostlinné zdroje Zivocisné zdroje
(ng/100 g) (ng/100 g)
Brokolice 154 Maso hovézi 0,6
Mrkev 13 Maso kufeci 0,01
Kapusta 275 Jatra hovézi 104
Rajcata 48 Jatra vepiova 88
Spenat 266 Vajecny bilek 149
Olej fepkovy 830 Kravské mléko 4
Olej s6jovy 200 Vejce 50

2.4.1.5 Zdravotni aspekty spojené s vitaminem K

Doporu¢ena denni davka vitaminu K pro CR je stanovena na 75 pg vyhlaskou
330/2009 Sb. Denni piijem vitaminu K by mél byt zvySen pii dlouhodobé antibiotické 1é€be,

laxativ, statinti a antikonvulziv [13].

Hypovitamindza se vyskytuje velmi ziidka. Je pfitomna u pacientii se snizenou funkci
jater, cystickou fibrozou ¢i poruchou tvorby zluci. Projevy nedostatku jsou hemoragické stavy
gastroinstestindlniho a urogenitalniho systému. Nedostatek vitaminu K také ovliviluje syntézu
osteokalcinu a tak mulze potencovat vznik osteoporozy. U vitaminu K; a K; nebyly

pozorovany zadné klinické projevy ani pii mnohondsobné¢ vysSich davka nez je davka
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doporucena. V ptipadé vysokych davek vitaminu K3 dohazi k iniciaci hemolytické anémie

hyperbilirubinémie [1].

25



3. Tradi¢ni metody stanoveni vitaminu
rozpustnych v tucich

Mezi tradi¢ni analytické metody stanovujici vitaminy rozpustné v tucich patii postupy
vice ¢i mén¢ naro¢né na provedeni nebo instrumentalni vybaveni. Metody analyzy lze délit dle
nékolika kritérii. Z praktického hlediska je nejlepsi volbou délit metody dle fyzikalné -
chemické podstaty [19, 20].

Z tohoto hlediska délime metody:

e  Separacni
e  Optické

e Elektrochemické

3.1 Separa¢ni metody

Separaéni metody jsou obvykle zaloZzené na principu rozdélovani slozek smési
mezi dvé navzajem nemisitelné faze. Jednd se tedy o rovnovaznou distribuci. Nejcastéji

vyuzivanou separa¢ni metodou je chromatografie [20].

3.1.1 Chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda, ktera vyuziva déleni latek ze smési mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze. Slouzi ke kvalitativnimu a i1 kvantitativnimu stanoveni. Principem
metody je naneseni vzorku na zacatek staciondrni faze (fdze nepohyblivd) a nasledném
unaseni latek mobilni fazi. Pfi pohybu mobilni faze dochazi také k pohybu vzorku, ktery ma
ke stacionarni fazi riznou afinitu a je ji rizné zadrzovan. Ty latky, které jsou stacionarni fazi
nejméné zadrzovany, jsou unaSeny nejrychleji. Na zdklad¢ tohoto principu dojde idealné
k rozdéleni smési analytu. Podle uspofadani stacionarni faze lze metody d¢lit na papirovou
(PC), tenkovrstvou (TLC) a sloupcovou chromatografii [21]. Podle povahy mobilni faze se
chromatografické metody rozd€luji na chromatografii vysokoucinnou kapalinovou (HPLC)

a plynovou (GC) [20].
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3.1.1.1 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie je ekonomicky pfistupnou a snadno proveditelnou
separa¢ni metodou. Umoznuje separaci, isolaci, identifikaci a subjektivni kvantifikaci latek
ve smesi. Samotna separace probihd na stacionarni fazi, ktera je tvofena silikagelem,
kfemelinou, celulozou nebo oxidem hlinitym nanesenym na desce hliniku nebo skla. Vhodnou
volbou mobilni faze dochazi ke vzlindni vzorku analytu. Vzorek analytu se nanasi
na vyznacenou linii startu a chromatografie je ukoncena ve chvili, kdy mobilni faze dosahne
¢ela mobilni faze (Obrazek 11) [22]. Vyhodnoceni TLC se provadi vypocitanim retenéniho
faktoru Rg, ktery se vypocita pomoci rovnice 1:

b
Rp =~ 1)
Kde b je vzdalenost stiedu skvrny od linie startu a kde a je vzdalenost mezi linii startu

a Celem mobilni faze.

/ e Celo mobilni faze
***** B
@
® ® a <&
e smér
® e ° vyvijent Bb(B)
® b(A)
—Z1I—————1+ > mobilni &
B - faze Linie startu

Obrazek 11 Provedeni TLC ve vyvijeci komoie a vyhodnoceni TLC chromatogramu

Pro detekci latek na chromatogramu se vyuzivaji selektivni reakce pro pfitomné
funkéni skupiny nebo neselektivni reakce postitkem vhodnym reagentem. Latky
s konjugovanymi dvojnymi vazbami, které poskytuji barvy lze detekovat piimo.
Pro nebarevné latky se vyuziva UV detekce pii vinovych délkach 254 nm a 366 nm [23].
Pomoci této metody se analyzuji vitaminy A, D, E a K [21]. Jako ptiklad 1ze uvést stanoveni

vitaminu A. Varma a kolektiv [24] vyuzili tuto metodu pro stanoveni vitaminu A a jeho
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chemickych derivati. Komeréné dostupny krystalicky vitamin A pievedli na jeho acetat,
aldehyd, epoxid a volnou kyselinu. Jako stacionarni fazi pouzili oxid hlinity naneSeny
na sklenéné desce. V této praci byly pouzity rtizné smési organickych rozpoustédel. Detekce
byla provedena pomoci UV lampy. Z polohy skvrn pak stanovili Rg. Vypocitané hodnoty

a pouzité mobilni faze jsou v tabulce 7.

Tabulka 7 Derivaty vitaminu A a vypoditané hodnoty reten¢nich faktoria pro rizné mobilni faze (MF), kde
1. Cyklohexan; 2. Benzen/Cyklohexan (5 :95); 3. Methanol/cyklohexan (0,25 : 99,75);
4. Methanol/cyklohexan (3 : 97); 5. Ethanol/cyklohexan (3: 97); 6. Ethanol/cyklohexan (8: 92)

Mobilni faze (MF) a R
Derivat Vitaminu A
1 2 3 4 5 6
Vitamin A acetat 0,19 0,88 - - - -
Vitamin A aldehyd - 0 0,66 - - -
Vitamin A epoxid - - 0,03 - 0,32 -
Vitamin A kyselina - - - - 0 0,05

3.1.1.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je pro stanovovani vitaminu rozpustnych v tucich nej€astéj$i metodou. Vyuziva,
jako v ostatnich chromatografickych metodach, separace jednotlivych slozek vzorku mezi
stacionarni a mobilni fazi. HPLC je narozdil od plynové chromatografie vyuzitelna i pro latky,
které jsou tepelné nestalé a jsou net€kavé. Vyuziva se pro kvantitativni i kvalitativni analyzu.
ucinnost této metody je zajisStovana vysokym tlakem v systému, ktery muze dosahovat hodnot
az 50 MPa. Piistroj pro HPLC se skladd ze zasobnikli mobilnich fazi, sméSovace,

vysokotlakého Cerpadla, autosampleru, termostatu, vlastni kolony a detektoru (Obrazek 12)
[25].

28




vzorek A
4 1
B
6 1 - zdsobniky mobilni fize A a B
7l 2-Hzent gradientu
3 - sméJoval 6 - termostat
4 - vysokotlaké &erpadlo 7 - kolona
8 5 - ddvkovacf zalizenl 8 - detektor

l o 9 - eluat

Obrazek 12 Schéma HPLC zafizeni

Zatizeni HPLC milze obsahovat nckolik zdsobnikii mobilnich fazi a pomoci
gradientového zafizeni je mozné meénit procentudlni zastoupeni jednotlivych rozpoustédel
v mobilni fazi. Pokud zlstava slozeni mobilni faze po celou dobu eluce stejné, nazyva se tato
eluce izokratickd. V piipadé, ze se poméry rozpoustédel v mobilni fazi méni, jednd se
0 gradientovou eluci. Vysoké tlaky v systému kolon zabezpecuje pfitomnost vysokotlakého
cerpadla, které muize byt pistové nebo membranové. Vyhodou membranového cerpadla je
schopnost vytvaret staly tlak po celou dobu eluce. Zafizeni, na kterém probiha vlastni
separace, se nazyva kolona. Kolony pro HPLC se pouzivaji vyhradné¢ naplnové vyrobené
z nerezavéjici oceli, které se lisi velikosti, délkou a stacionarni naplni dle konkrétnich aplikaci.
Metoda HPLC muze byt plné automatizovana pomoci autosampleru. Pro spolehlivou detekci
eludtu se v praxi vyuzivd n€kolik druhti detektorli. Mezi nejpouZzivanéjsi detektory patii
detektor fotometricky, refraktometricky, fluorimetricky a hmotnostni spektrometr [20, 21, 24].
Detektor je spojen s fidicim a vyhodnocovacim zafizenim, které sleduje zavislost intenzity
signalt v ¢ase Vysledny graficky zdznam této zavislosti se nazyva chromatogram, ktery je

znazornén na obrazku 13 [20].
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Obrazek 13 Graficky zaznam chromatogramu

Kde h je vyska piku, Y je sifka piku v zakladné, Yy, je Sitka piku v poloving vysky
piku, A je plocha piku a tg je retenéni ¢as. Hodnoty A a h souviseji s kvantitativnim

4

hodnocenim chromatogramu, zatimco Y a Y1/, se separac¢ni G¢innosti [20].

Ptiprava vzorkl jednotlivych vitamind pro nastiik na kolonu vyzaduje odlisné postupy.
Prvni fézi pfipravy byvad homogenizace rostlinného ¢i zivociSného materidlu a nasledna
extrakce organickymi rozpoustédly. Organickou vrstvu je nutné vysuSit pomoci bezvodych
soli anorganickych kyselin a nasledné ji precCistit od neZadoucich organickych necistot.
Poslednim krokem pftipravy vzorku je jeho zakoncentrovani destilaci za sniZeného tlaku
nebo pisobenim proudu inertnich plynd [19]. Jelikoz se chemicko-fyzikalni vlastnosti
jednotlivych vitaminu 1i8i, neni moZné pouzit univerzalni postup pro jejich stanoveni. HPLC

analyzy se proto li§i ve volbé podminek pro stanoveni a pouziti mobilnich a staciondrnich fazi

HPLC je vSestrannd metoda, ktera je hojn¢ vyuzivana v potravinaiském pramyslu. Je
bézné pouzivanou metodou v pivovarnictvi pii analyze piva a pivovarskych surovin [26],
mlékarenském a tukovém primyslu pfi analyze mléka a syrt [27, 28] masném pramyslu [29]

¢i pii zpracovani obilovin a vyrob¢ peciva [30].

3.1.1.3 Plynova chromatografie

GC je dalsi moznou analytickou a separa¢ni metodou. Narozdil od HPLC vyuziva
plynnou mobilni fazi, ktera unasi vzorek kolonou. Proto se mobilni faze nazyva nosny plyn.

Tato metoda je vhodna pro analyzu tékavych latek, nedisociovatelnych kapalin,
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organokovovych sloucenin, plynt a latek s relativni molekulovou hmotnosti mensi nez 1000.
Na obrazku 14 je schematicky znazornéno zafizeni pro plynovou chromatografii, které se
sklada ze zdroje nosné¢ho plynu, Cisticiho zafizeni, regulacniho systému, davkovace, kolony,

termostatu a detektoru.

vzorek vystup plynu do atmosféry

| 4 signal detektoru

\ \ \ N vyhodnocovac

zafizeni

N\
; davkovaé bm M detektor
i regulani

systém
termostat
Listici zatizeni

zdroj nosného plynu

Obrazek 14 Schematicky popis zaFizeni pro plynovou chromatografii

Zdrojem nosného plynu je zpravidla tlakova lahev s mobilni fazi, ktera obsahuje vodik,
helium, argon nebo dusik. Pfed vstupem nosného plynu do vyhtivané kolony je zbaven
necistot a vlhkosti pomoci €isticiho zafizeni. Davkovac jednorazove zavede vzorek do kolony.
Pro plynovou chromatografii se pouZzivaji kolony napliiové 1 kapilarni. Volba stacionarni faze
zalezi na konkrétnim piipadu. Analyzované latky po prichodu kolonou jsou postupné
detekovany detektorem. Nejpouzivangj$im je plamenovy ionizaéni detektor (FID). DalSim je
detektor elektronového ziachytu (ECD) a fotoioniza¢ni detektor (PID). Nezastupitelné
postaveni ma spojeni GC s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) tam, kde je potieba analyzy
neznamych smeési latek. Detektor je opét 1 v tomto piipadé spojen s vyhodnocovacim
zafizeném. Graficky zdznam je obdobny s chromatogramem HPLC, ktery je demonstrovan na

obrazku 13.

Plynova chromatografie neni vhodna pro vSechny vitaminy rozpustné v tucich. Nékteré
z nich jsou tepelné nestalé¢, a proto neni mozné je touto metodou analyzovat. Vhodnou
derivatizaci vzorku je ale mozné tyto vlastnosti ménit. Naptiklad v ptipadé vitaminu A, kdy je

pfeveden na jeho trimethylsilyl ether derivat, a tim ztraci svou termolabilni povahu. Po této
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upraveé vzorku je mozné GC pouzit. Pro analyzu vSech vitaminu je vyhodné spojeni GC-MS

[21].
3.2 Optické metody

3.2.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie patii mezi optické neinvazivni metody. Principem metody je
schopnost latky absorbovat elektromagnetické zafeni v ultrafialové UV (200 - 400 nm),
viditelné VIS (400 - 750 nm) ¢i infracervené IR (750 - 1000 nm) oblasti. Schopnost molekuly
absorbovat zafeni je dana jeji strukturou. U organickych sloucenin a tedy i vitamini je tato

vlastnost podminéna ptitomnosti dvou a vice konjugovanych dvojnych vazeb.

Sobotka a kolektiv stanovili vitamin A pomoci UV spektrofotometrie [31]. Vzorek
vitaminu A ziskali z oleje z jater halibuta. Vzorek byl rozpustén v bezvodém ethanolu
anasledn¢ byly zméfeny jeho absorbéni spektra. Absobéni maxima byly pozorovana

Vv rozmezi 328-329, 345 a 363-364 nm.
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3.3 Elektrochemické metody

Elektrochemické ¢i elektroanalytické metody lze také pouzit ke stanoveni vitamint
rozpustnych v tucich. Elektroanalytické metody jsou zaloZzeny na principu zavislosti
elektrochemického chovani roztokii na jejich sloZzeni a koncentraci. Zakladem téchto metod je
elektrochemicky clanek, ktery je tvofen analyzovanym roztokem a elektrodami. Elektrody
jsou déle spojeny s méficim zafizenim. Timto zplisobem Ize méfit veli€iny jako je elektricky

proud I, potencial E, vodivost G a kapacitu C.

3.3.1 Diferenc¢ni pulsni voltametrie s ultramikroelektrodou (UME)

Marie Coatanea a kolektiv [32] se zabyvali stanovenim vitaminu E obsazeném
v rostlinnych olejich a tucich pomoci UME. Pouziti pracovni platinové UME s primérem
od 14 mm — 50 mm snizilo podil rozpoustédla v roztoku. Jako malo toxické rozpoustédlo byl
zvolen N-methyl-pyrrolidon. K zabranéni tvorby dvoufazovych emulzi byly pouzity kvartérni
amoniové soli o koncentracich mensich nez 0,01 M. Stanoveni obsahu vitaminu E probihala
pro n¢kolik druhl rostlinnych oleji a veptového sadla. Vysledky analyzy byly porovnany
s vysledky HPLC analyzy. Z tabulky 8 je zfejmé, ze tato metoda poskytuje podobné vysledky

jako castéji uzivana HPLC.

Tabulka 8 Srovnani metody HPLC s diferen¢ni pulsni voltametrii s UME

Rostlinny olej A Rostlinny olej B Rostlinny olej C
Metoda Koncentrace vitaminu E | Koncentrace vitaminu | Koncentrace vitaminu
(x 103 M) E (x 10 * M) E(x10°M)
HPLC 1,79 0,98 1,41
metoda
Diferenéni
pulsni 16 0,98 141
voltametrie
s UME
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4. Nové trendy stanoveni vitaminu rozpustnych
v tucich

Ve svété je mnoho vyzkumnych skupin a center, které se zabyvaji zdokonalovanim jiz
zavedenych analytickych metod ¢i zavadénim inovativnich postupti. V analyze vitamini
rozpustnych v tucich je na prvnim misté separacni metoda HPLC. V této metod¢ 1ze pozorovat
nejveétsi rozmach pokroki a invenci jako je simultanni stanoveni pomoci HPLC a ultra-vysoce
ucinnd chromatografie UHPLC. Mezi dalsi nové zavaddéné metody patii naptiklad
mikroemulzni elektrokineticka chromatografie, kapilarni kapalinovd chromatografie

¢i superkriticka fluidni chromatografie.

4.1 Simultanni stanoveni pomoci HPLC chromatografie

Tim Plozza a kolektiv [33] vyvinuli metodu pro stanoveni nékolika vitamind
rozpustnych v tucich. Jejich cilem bylo soucasné stanovit all trans-retinol, a-tokoferol a -
karoten, které jsou obsazeny v kravském mléce. Vyhodou této metody je Casova uspora oproti

jednotlivym stanovenim, stejné tak snizeni ndkladil na energie a organicka rozpoustédla.

K simultanni analyze byla pouZita metoda HPLC s iontovou pasti, kterd patii mezi
detektory hmotnostni spektrometrie. V dneSni dob€ jsou iontové pasti MS vyuZivany
pro vysokou rychlost a citlivost. Jednotlivé vitaminy byly detekovany pomoci tii
konkurenénich metod: HPLC-MS?, HPLC— UV/Vis a HPLC—FI.

Témito metodami bylo pro analyzu all trans-retinolu, a-tokoferolu a B-karotenu jako
zéklad pouzito Cerstvé kravské mléko, které bylo jeden den skladovéano pii teploté 4°C, poté
zmrazeno a skladovano o teploté -70 °C. Pfed analyzou bylo mléko rozmraZeno a diikladné
zhomogenizovano. 10 ml takto upraveného mléka bylo smichano spole¢né s 0.5 g kyseliny
askorbové, 40 ml ethanolu a 10 ml hydroxidu draselného s vodou (1:1). Poté byla smé&s 30
minut zahfivana. Nésledné byla smés ochlazena v ledové lazni a kvantitativné¢ pfevedena
do délici nalevky spole¢né s 50 ml vody, 10 ml ethanolu a 50 ml hexanu. Po dvou minutach
ttepani doslo k rozdéleni fazi. Vodna faze byla oddélena a dvakrat extrahovana 20 ml hexanu.

Vsechny organické faze byly jesté tiikrat promyty 100 ml vody a poté pievedeny do objemu
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100 ml. 10 ml roztoku organické faze bylo pievedeno do sklenéné trubice, kde pti laboratorni
teploté v proudu dusiku doslo k odpateni. Odparek byl smichan s 1 ml methanolu a zfiltrovan
pies teflonovy filtr. Filtrat byl pouzit ke tfem soubéznym analytickym metodam: HPLC-MS?,
HPLC-UV/Vis a HPLC—FI. Podminky stanoveni jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9 Podminky stanoveni all-trans-retinolu a tokoferolu

T
P Chromatograficka kolona Mobilni faze Pritok Teplota
detekce
) Polaris C1g2,1 x 150 mm Voda : methanol 0,2-0,4ml/
HPLC-MS ) 30 °C
(5 um) (5:95-0:100) 1 min.
Bondclone Cy5 3,9 x 300 mm Voda : methanol )
HPLC- FI 1 ml /1 min. 30 °C
(10 pm) (5 : 95)
HPLC- Bondclone C1g 3,9 x 300 mm Voda : methanol )
) 1 ml/1 min. 30°C
UV/Vis (10 pum) (5:95)

HPLC-MS? metoda se stala na zakladé stabilnich vysledkli a snadné opakovatelnosti
vhodnou novou analytickou metodou pro soucasné probihajici stanoveni vitamind rozpustnych
v tucich. NiZe jsou uvedeny minimalni rozdily stanoveni v rGznych v koncentracich
analyzovanych vitamint. Vitamin A 45 nug/100 ml, HPLC-MS? + 8%, HPLC-UV =+ 9 %,
Vitamin E 150 pg/100 ml, HPLC-MS? + 11%, HPLC—FI + 9%, B-karoten 12 pg/100 ml,
HPLC-MS?+ 18%, HPLC-Vis + 21% .

4.2 Ultra-vysoce Gc¢inna kapalinova chromatografie

Paliakov, Crow a kolektiv [34] se zabyvali kvantitativnim stanovenim vitamint
rozpustnych v tucich a koenzymu Q-10 v lidském séru pomoci metody ultra- vysoce u¢inné

chromatografie (UHPLC) s UV detekci.
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VSechny piipravy vzorki probihaly za omezeného pristupu denniho svétla, aby se
minimalizovala moznost fotodegradace analytu. Vzorek byl rozpustén ve smési butylovaného
hydroxytoluenu a tetrahydrofuranu kvili precipitaci proteini a chranéni analyzovanych
vitamint pted radikdlovou oxidaci. Do vzorku byl déle pfidan ethanol a 4% roztok NaCl. Poté
byl do roztoku ptfidan hexan a vzorek byl jim extrahovan centrifugaci. Po dokonceni
centrifugace byla organicka vrstva oddélena a pfevedena do sklenéné trubice. Ta byla
nasledné odpaiena proudem dusiku pii 38°C. Ziskany odparek byl promyt 2-propanolem
a preveden do vialky. Nasledné byl davkovan do UHPLC systému. Pro separaci byla pouzita
gradientova eluce mobilni faze A (MFA): Acetonitril : voda (90 : 10) a mobilni faze B (MFB):
Methanol : 2-propanol (70 : 30). Od 0 minut do 0,4 minut byl pomér mezi MFA a MFB
(90 : 10), od 0,4 minut do 1 minut se pomér mezi mobilnimi fizemi ménil az na MFA a MFB
(20 : 80). Tento pomér byl udrzovan po dalSich 0,4 minut. Po dal$i 0,6 minut se pomér
MFA : MFB vracel k puvodnimu poméru (90 : 10). Podminky stanoveni jsou uvedeny
v tabulce 10.

Tabulka 10 Podminky stanoveni pomoci UHPLC

Vitamin Mobilni faze Stacionarni faze Priatok | Teplota
Vitamin A
t‘é’é ffefoyly Gradientova eluce | BEH kolona 2,1 mm x 50 1,25 40°C
MFA : MFB mm (1,7 pm) ml/min.
B- karoten
Vitamin K;

Mezi hlavni vyhody této metody patii jeji rychlost provedeni, linearita, pfesnost
astabilita. V tabulce 11 jsou uvedeny vlastnosti analyzy. Celkovy Cas analyzy trvajici
2 minuty je dvakrat az tfikrat rychlej$i nez bézn€ dostupné validované metody HPLC

pro analyzu téchto vitamint [34].

Tabulka 11 Hodnoty meze stanovitelnosti, linearity a meze detekce p¥i stanoveni vybranych vitamina

Mez
Vitamin stanovitelnosti Mez detekce linearita
(mg/l)
mg/|
Vitamin A 0,024 0,007
B- a y-tokoferol 0,060 0,018
o-tokoferol 0,261 0,078 >0,999
B - karoten 0,012 0,004
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4.3 Kapilarni kapalinova chromatografie

Stanovenim vitamint rozpustnych v tucich a f-karotenu se zabyvali autofi Hui Xu, Li
Jia [35]. Kapilarni kapalinovou chromatografii (CLC) s UV/Vis detekci spojili s mikroextrakci
pevnou fazi (SPME). Jako extrakéni medium byla pouzita kiemikova C18 (ODS) kolona.
Ke zvyseni citlivosti detekce v UV/Vis oblasti byla pouzita pritokova cela s optickymi
vlakny. Spojeni kapilarni kapalinové chromatografie s SPME ma za nasledek sniZeni mnozstvi

analyzovanych vzorkl a organickych rozpoustédel.

Pfiprava vzorku probihala nasledovné: Analyzovany vzorek, ktery byl pfipraven
homogenizaci kukufice (120 mg) byl vlozen do 15 ml plastové trubice. Dale byl ptidan
methanol (4 ml) ochlazeny na teplotu -20 °C. Smés byla 30 sekund protiepavana a poté
umisténana na 30 minut do chladiciho zafizeni o teploté -20 °C. Roztok byl odstted'ovan 30
minut pii 4°C a rychlosti 5000 otacek za minutu. Vrchni vrtsva byla zfiltrovana. Filtrat byl pti
30°C odpaten pomoci mikrocentrifugalniho vakuového koncentratoru. Pred pfimou analyzou
byl odparek rozpustén v 0,5 ml 50% methanolu. Podminky pro stanoveni touto metodou jsou

uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12 Podminky stanoveni vitaminu E, K;, A a -karotenu

Stacionarni VInové délky
Vitamin , Mobilni faze pri detekci Pritok
faze
(nm)
Vitamin E 290
Vitamin K, ODS kolona 27 250 _
Vitamin A cm x 100 pm Methanol 35 1 wl/min
B - karoten 452

Touto skupinou byla vytvofena CLC metoda v kombinaci s mikroextrakci s pevnou

fazi s UV/Vis detektorem pro stanoveni vitamint rozpustnych v tucich. Hodnoty meze detekce

jsou uvedené v tabulce 13 [35].
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Tabulka 13 Mez detekce u metody kapilarni kapalinové chromatografie

Vitamin Mez detekce (ng/ml)
Vitamin E 173
Vitamin K 16,4
Vitamin A 3,6
B - karoten 1,9

4.4 Mikroemulzni elektrokineticka chromatografie

Sanchez a kolektiv [36] se zabyvali mikroemulzni elektrokinetickou analyzou
pro analyzu vitaminl rozpustnych v tucich. Mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie
(MEEKC) patti do skupiny elektroforetickych metod. Je zalozena na principu mikroemulgace
polarni a nepolarni slozky pomoci surfaktantii a ko-surfaktantii. Vyuzili butanolu ke stabilizaci
emulze oktanolu a pufrovaného vodného média. Cilem metody je zvysit selektivitu v separaci
nepolarnich roztokd analyti. Hlavni nevyhodou této metody je relativné dlouhy ¢as pottebny

k separaci lipofilnich molekul.

Vzorky vitaminl rozpustnych v tucich byly pfipraveny rozpusténim v butanolu.
Ty byly skladovany pfi teplot¢ 0 °C. Mikroemulze byla pfipravena smichanim ptislu§ného
objemu roztoku vzorku v butanolu s kyselinou boritou a boritanem sodnym na pfesny objem.
Tato smés byla ponofena do ultrazvukové lazné¢ po dobu 30 minut, dokud nebyl surfaktant
plné rozpustén. Takto byla pfipravena stala a ¢ira mikroemulze, ktera je stabilni po dobu
n¢kolika mésicti. Podminky stanoveni, pfi kterych byly analyzy provadény, jsou uvedeny

v tabulce 14.

Tabulka 14 Podminky stanoveni vitamint provedené Sanchézem a kol.

Vitamin Zarizeni Napéti Teplota UV detekce

Vitamin A Waters Capillary

Vitamin E Analyzer plnény

Vitamin K3 nemodifikovanou

kolonou se 15 kV 25°C 254 nm
silikagelem

Vitamin D3 63 cm (75 um)
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Sanchez a kolektiv [36] vyvinuli novou metodu stanoveni pomoci elektrokinetické
chromatografie. Zjistili, Ze pifidani jednoho ¢i dvou surfaktantdl je mozné vytvofit
mikroemulzi, a pomoci niz Gpln¢ odd¢lit analyzovanou smeés lipofilnich vitamint, které
pak maji rizné migracni Casy. Kromé butanolu jako surfaktantu do smési pridali 15%
propanol adiky tomu dosSlo k rozdéleni stanovovanych vitamind. MEEKC patii mezi
nejefektivnéj$i techniky separace vitaminti. Pomoci vytvofeni mikroemulze dochazi
ke zlepSeni rozpustnosti, stability i separa¢ni ucinnosti vitamint. Lipofilni slouc¢eniny jsou
kompletné solubilizovany a kvili tomu nedochazi k precipitaci vzorku béhem elektroforetické

analyzy [36].

4.5 Superkritickd fluidni extrakce a chromatografie

Touto metodou se zabyval Turner a kolektiv [37]. Superkriticka fluidni extrakce (SFE)
a superkritickd kapalinovd chromatografie (SFC) jsou analytické metody, které vyuzivaji
superkritické médium, coz je takova latka, ktera se vyskytuje pfi teploté a tlaku nad svym
kritickym bodem. Pfi tomto stavu se ztraci rozdil mezi kapalnou a plynnou fazi. Zahfivanim
kapaliny v uzavieném prostfedi dochazi k zvySovani teploty. Hustota, povrchové napéti
a viskozita kapaliny se snizuje. Zatimco soucasn¢ nartstd hustota a tlak plynné féze.
V okamziku, kdy se hodnoty hustot kapaliny a plynu rovnaji, vymizi mezi nimi fazové
rozhrani. V superkritickém stavu mé kapalina solvatacni vlastnosti, ale zaroven 1 vlastnosti
podobné plynim. Naslednou regulaci teploty a tlaku Ize meénit solvatacni vlastnosti
superkritické tekutiny. Vyhodou téchto metod je, ze je lze provadét za mnohem mirnéjSich
podminek neZ u standardnich analytickych metod zaloZenych na bazi rozpoustédel. Extrakce
a chromatografické separace vitaminti rozpustnych v tucich je slozity ukol vzhledem
k citlivosti téchto slouceniny viaci svétlu, kysliku, teplu a pH. Navic superkritické metody
spotifebuji mnohem mensi mnozstvi organickych rozpoustédel, tepla a zabraiuji nezddoucim

oxidacim kyslikem.

Béhem ptipravy vzorku k analyze je dilezita diikladnd homogenizace. Velikost ¢astic
by méla byt co nejmensi. K zabranéni degradace vitamini lze ptfidat antioxidanty a omezit
pusobeni svételného zafeni. Voda ve vzorku mize usnadnit extrakci, ale take muize vést

k hydrolyze a degradaci analytu. Absorpce CO, ze vzduchu miZze vést ke snizovani pH
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roztoku. Proto vzorky obsahujici velké mnozstvi vody je vhodné lyofilizovat.

Shen a kolektiv [38] separoval pomoci SFC vitaminy A, D, D3, E (a-tokoferol), K;
a Ky z komecné dostupnych zdroji. Jako stacionarni faze byla pouzita kapilarni kolona
orozmérech 40 cm x 250 pm naplnénd tekutymi krystaly polysiloxanu naneSenych
nasilikagelu. Tvary vyslednych piki a retencni charakteristiky byly zpracovany
pro neupraveny, potazeny a deaktivovany potazeny silikagel. Nejlepsi separa¢ni vlastnosti
a nejkratsi separacni Casy vykazoval deaktivovany potazeny silikagel. Teplota kolony byla
70 °C. Kompletni separace trvala 40 minut a byly rozdéleny vitaminy A, E (a-tokoferol), Ky
a Ka.
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5. Zavér

Dnesni naroky na kvalitu a bezpecCnost potravin a léCiv stale rostou. S timto
pozadavkem zaroven roste vyznam jejich analyzy. Proto je neustdlou snahou analytické
metody zlepSovat. Hlavnimi cily moderni analyzy je snadnd proveditelnost,
reprodukovatelnost a v neposledni fadé¢ snaha o redukci ekonomické a Casové naro¢nosti.

Tento fakt bezpochybné plati i pro analyzu vitamini rozpustnych v tucich.

V této praci je pojedndno o lipofilnich vitaminech, jejich vlastnostech, standardnich
metodach analyzy a ptfedev§im o novych metodach jejich stanoveni. Vitaminy rozpustné
V tucich jsou nejbéznéji stanovovany pomoci HPLC. Tato prace se proto zabyva zejména
pokroky ve vyvoji a modifikacemi HPLC. Mezi nejvyznaméjs$i modifikace HPLC lze
povazovat UHPLC, kterd pracuje s tlaky az 100 MPa a velikosti poréznich ¢astic mensSich
nez 2 pm. Tato metoda ptinasi az devitindsobné zkraceni ¢asu analyzy a az dvakrat vétsi mez
detekce oproti HPLC. Dalsi vyhodou je také moZnost detekovat organické molekuly riznych
velikosti. Spole€nym rysem modernich metod je také trend sniZovani spotifeby organickych
rozpoustédel, coz umoziuje napi. kapilarni kapalinovd chromatografie s SPME

¢i superkriticka fluidni chromatografie.
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