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ABSTRAKT

Diplomova prace pojednava v teoretiakisti o fyziologickych tincich vitaminu D, jeho
piitomnosti v fiznych potravinach a moznostech jeho izolace. Dal@dpsan princip
kapalinové chromatografie. V experimentakdsti jsou popsany postuprjednotlivé

izolagni kroky pro stanoveni vitaminu D, technika zmydelani a nasledné
zakoncentrovani vzorku. Byly nastaveny chromatagkef podminky, za kterych byl

vitamin D v potravinach kvantifikovan.

Kli¢ova slova: HPLC, vitamin D

ABSTRACT

The theoretical part of the graduation theses wisar physiological effects of vitamin D,
its presence in various nourishment and possibilde its isolation. Further there is a
description of liquid chromatography. In the experntal part there are subsequently
described individual isolation steps of vitamin Eermination, technique of saponification
and concentration of sample. There were set chagregphy conditions, which were

suitable for quantification of vitamin D in the rmahment.

Keywords: HPLC, vitamin D
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UvoD

V souwlasné dob, kdy dochazi ke zvySovani Zivotni Ur@yridé wnuji stdle vicecasu
praci. Aby vSaktlovék podaval kvalitni a hlawnstabilni vykony, musi byt vyrovnany jak
po psychické, tak i fyzické, potazmo zdravotnistgd K tomu je zaptdbi mnoha faktd,
které lidsky organizmus ovliwiji. V neposlednirad je to strava, ktera ma ndoveka
vyznamny vliv. Trendem dnesni doby je vSak stramdwarychloolgerstvenich, pafpact
nakup hotovych jidel, ktera jsou bohuzel @i vhodna. Obsahuji velké mnozstvi clukr
tukd, konzervant apod., hlavé jsou zde ve velmi nizkych koncentracich zastouétky,

které jsou pro zdravidadezité (nap. vitaminy a mineralni latky).

Vitaminy jsou esencialni latky organického charakte¢tSinu z nich si lidsky organizmus
nedokaze syntetizovat samfigadre pouze v omezené mei Musi je tedy fjimat
pievazre z potravy. JelikoZz kvalita stravovani klesicima se s$tova zdravotnicka
organizace na tento problém z#&ovat a zaina rozvijet celosstové kampaé na
zlepSovani kvality stravovani. Dopdrtye jist vice potravin, jako je n#glad zelenina,

ovoce, nettné maso, ryby, mléko, migé vyrobky apod.

Tato prace se zabyva stanovenim vitaminu D, kieggrg organizmusidezity, jelikoz se
podili na vstebavani vapniku, ovliwje diferenciaci bugk a také ma vyznamny vliv na
samotnou imunitu, ktera se v posledni #lakiina dostavat do popdi zdjmu. Vitamin D
ma reékolik forem a kazda forma se do lidského organizdostava jinym zfisobem,
potazmo ma jiny mechanizmus tvorby. Zdrojem vitamid jsou jak ZiveiSné tak i
rostlinné produkty. Vyznamnymi zdroji jsou jatrdgeje z rybich jater, rybi maso, ale i
maso BZnych hospodgkych zvfat. Z rostlinnych zdrdj se jedna o kokos, houby, zeli,
Spenat atd. Mezi vyznamné zdrojeipahké mléko a mkné vyrobky, protoze jé€lovek

konzumuje téré denrg.

Stanoveni vitaminu D v mléce a ratgch produktech neni jednoduché, protoze vitamin D
je v tchto vyrobcich zastoupen ve velmi nizkych koncetta fadow pg). Pro analyzu
vybranych vzori byla zvolena Vysoce ¢inna kapalinova chromatografie. Jedna se o
moderni chromatografickou metodu, kterd jesoanpro svou rychlost tpsnost, selektivitu

a citlivost analyzy.
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Cilem této diplomové prace bylo nalézt vhodny iZolapostup vitaminu D ze vzoik
mléka a mlénych vyrobki a kvantitative stanovit jeho obsah ve vybranych vzorcich

pomoci Vysoce &inné kapalinové chromatografie



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

13

|. TEORETICKA CAST
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1 OBECNA CHARAKTERISTIKAVITAMIN U

Vitaminy jsou organické nizkomolekularni st@miny syntetizované vyhradmutotrofnimi
organizmy. Heterotrofni organizmy je syntetizuji jge velmi omezené i@ (nag. ¢lovek
syntetizuje niacin z tryptofanu) a ziskavaji jegaéxogenni latky f@devSim potravou a
n¢které z nich prosédnictvim stevni mikroflory [1]. Slodeniny, které jsou povazovany
za vitaminy pro jeden zi@sny druh, mohou byt syntetizovany tirpéienych mnozstvich
jinymi druhy.

Mezi jednotlivymi vitaminy neexistuje Zadny vztahemh sebou navzdjem po strance
chemickeé struktury [2]. Hlavni klasifikace vitanife na zaklad jejich rozpustnosti, podle
niz je lze rozdlit na vitaminy rozpustné ve ved(hydrofilni) a na vitaminy rozpustné

v tucich (lipofilni).
Mezi vitaminy rozpustné ve véde zéazuji:
— skupina vitamifh B-komplexu:
e vitamin B; (tiamin)
e vitamin B, (riboflavin)
« vitamin B; (kyselina nikotinova a jeji amid)
» vitamin Bs (kyselina pantotenova)
* vitamin Bs (pyridoxin)
* vitamin By (kyselina listova)
« vitamin By, (kyanokobalamin)
* biotin
—vitamin C (kyselina L-askorbovéa a L-dehydroasked)

Mezi vitaminy rozpustné v tucich pat

vitamin A (retinol) a jeho provitaminy (karotenojdy

vitamin D (kalciferoly)

vitamin E (tokoferoly a tokotrienoly)

vitamin K (fylochinony, farnochinony) [3]
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Pokud neni zaji§h dostatény prijem vitamini, nedostatek éthto latek vede
k hypovitamindze, jejich Uplny nedostatek pak ktawindze. Oba ifjpady se mohou
objevit nejen v dsledku nedostateého ijmu vitamini potravou (nap zmeény obsahu
vitamina pii skladovani, konzervaci apod.), také mohou bylisppeny nedostatrou
resorpci vitamifi v zazivacim traktu (ndp onemoctni zazivaci soustavy), stresem a

nemocemi [4,5].

Mnohé vitaminy jsou za titych podminek fi zpracovani a skladovani nestalé a jejich
mnoZstvi niZe byt zpracovanim potravin Zfmg& sniZzeno. Proto jsou pouZzivany syntetické
vitaminy, které tyto ztraty kompenzuji a obnovupdinu vitamiri v potravinach. Nkteré
vitaminy se vyskytuji v potravinach jako provitampjrsloweniny které v dle mohou byt
piemenény na vitaminy [6]. Nadbytek d&kterych vitamii se oznéuje jako
hypervitamin6za. U nas se s ni prakticky nesetk&ygiftina hypervitaminézy je atSinou
spojovana s naddmym pisunem vitamif pomoci dopika stravy. Zde jsou zejména

nebezpeéné zvySené davky vitamimA a D [7].

1.1 Vitamin D

Vitamin D zname jako v tucich rozpustny vitaminet v lidském &le zastavaradu
fyziologickych funkci, ¥etre hormonalni. Podili se na udrZzovani stabilni koheee
vapniku, ovliviuje diferenciaci butk a vyznamnou grou ovliviiuje také imunitni procesy
[8]. Jedna se o skupindipuznych lipofilnich steroidnich latek s antiraatkiym (Cinkem
nazyvanych kalciferoly. Mezi nejvyznagjgi pati dva vitaminy: vitamin B
ergokalciferol a vitamin Bcholekalciferol. Spokné¢ s kalcitoninem a parathormonem je

duleZity pro regulaci homeostazy vapniku a pro metsimus fosforu [3].

Formy vitaminu D:

Vitamin D;: lamisterol

» Vitamin D,: ergokalciferol (vznika z ergosterolu)

» Vitamin Ds: cholekalciferol (vznika ze 7-dehydrocholesterolu)
* Vitamin Dy dihydrotachysterol (22:23-dihydrovitamin)D

e Vitamin Ds: vznika ozéenim z 7-dehydrositosterolu [9]
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Obr. 1. Vitamin B [10] Obr. 2. Vitamin B [10]

‘&

Obr. 3. 3-D model vitaminu [L1]

1.1.1 Biochemie vitaminu D

Vitaminy D; a D, vznikaji z provitamif D oz&enim UV paprsky. J&dba podotknout, ze
vitamin Ds je pirozere vyskytujici se forma vitaminu, ktera vznikagmbenim slunsiho
z&eni v buikach pokozky ze 7-dehydrocholesterolu. Vitamin j© kometné vyrabiny
oz&enim rostlinného sterolu ergosterolu ultrafialovygditenim. Z obr. 4. je patrne, Ze
cholekalciferol a ergokalciferol jsou molekuly pdah&, navzajem se od sebe liSiggbem
vzniku a svym postrannitietzcem, ktery je u vitaminu Dnenasyceny a obsahuje vedlejsi

metylovou skupinu [12,13].
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ERGOSTEROL
- _ _ UV SVETLO
7-DEHYDROCHOLESTEROL (kometni piiprava)
SLUNECNI ZARENI
{piirodni proces) 22

VITAMIN D

CHOLEEALCIFEROL

HO™

Obr. 4. Strukturalni vztah vitaminug@ vitaminu B [12]

Pisobenim UV s#tla o vinové délce 280 - 320 nm vznika ze 7-dehghlotesterolu
(provitaminu B) fotochemickou reakci nejprve meziprodukt, tzvegholekalciferol
(previtamin @) s otew¥enym kruhem B (vykazuje asi 35 % aktivity cholekelmolu), ktery
spontans izomeruje za migrace vodiku na cholekalcifer@holekalciferol se vaze na

specificky globulin krevni plasmy DBP (vitamin D+Rling Protein) a je transportovan do
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jater. V jatrech je skladovan a podle i@ty se oxiduje na 25-hydroxycholekalciferol
(kalcidiol), ktery je hlavnim cirkulujicim metabtim cholekalciferolu. Tato latka se
v ledvinach metabolizuje nafadu dihydroxysubstituovanych vitaniin D;. Meazi
nejdilezit¢jSi metabolity pdaf 1,25-dihydroxycholekalciferol (kalcitriol) a 242
dihydroxycholekalciferol. Biologicka dinnost 1,25-dihydroxycholekalciferolu je asi
desetkrat vysSi neZimnost cholekalciferolu. Je povazovan za biologiakyivni formu
vitaminu Ds. Spolu s dalSimi ddma hormony, kalcitoninem a parathormonem se fipjat

v metabolismu vapniku a fosforu [1].
shinecni svétlo
pokoizka
7-dehydrocholesterol

cholekalciferol
(vitamin Dx)

’ prijem (s, maso)
jatra

25-hydroxvcholekalciferol

1,25-dihvdroxvcholekalciferol

(udriuje rovaovahu vapnikn
ledviny v tele)

Obr. 5. Vznik biologicky aktivni formy vitaminu {314]

1.1.2 Zdroje vitaminu D

Vitamin D se nachazi v Zzi¢gnych i rostlinnych produktech. Vyznamné mnozstvi
vitaminu D obsahuji jatra, oleje z rybich jatemigm zdrojem je také masochych ryb,
jako nap. slef, makrela, losos. MenSi mnozstvi vitaminu je v masenitnostech
hospodéskych zvfat, mléku, mlénych vyrobcich a vejcich. Z rostlini&e jsou dobrym
zdrojem kokosové maslo, houby, zvia$kiby, kvasnice, zeli, Spenat, pSam klicky a

oleje [1,4,7,15].
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Tab. 1. Obsah vitaminu D ve vybranych potravin&jh [

Potravina Obsah vitaminu | Potravina Obsah vitaminu
D [1g.100g’] D [1g.100g]
Jatra hovzi a vepova 1,13 Halibut v oleji 3500
Vajecny Zloutek 7,50 Cerstva makrela 27,50
Mléko 0,11 Rybi tuk 250,0
Maslo 2,30 Sardinky 34,50
Hiiby 2,10 Losos sterilovany 7,85

1.1.3 Fyziologie vitaminu D

Vitamin D ma mezi vitaminy zvlastni postaveni, pi# mize byt v &le syntetizovan a
neni nutné ho vzdy dodavat stravou [3]. Obsah byasto uvd&n v mezinarodnich
jednotkach (IU, International Units). Za jednu nmézodni jednotku bylo stanoveno
mnoZstvi 0,02%g vitaminu 3 nebo vitaminu B. Oba vitaminy maji stejnou biologickou
acinnost [1]. Dopordena denni davka vitaminu D je 200 1U (200 IU jeie&lentni 5ug)
pro ckti, dorost a dosgé az do horni hranicegku 50 let. Pro lidi mezi 51 - 70 rokem je
doporiena denni davka vitaminu D 400 IU (i) a pro osoby starSi nad 70 let je tato
davka 600 IU (15.9). Tyto dopordgené davky vitaminu D jsou stanoveny FAO (Food and
Agriculture Organization, Organizace pro vyzivu emgdélstvi) [16]. V dopordenych
vyzivovych davkach pro obyvateléR neni vitamin D uveden. Bylo zj&to, Ze dosga
osoba bilé pleti vystavena letnimu slunci syntgtizie sveé kzi 250ug vitaminu 3 za 15

- 20 minut. Bi delSi expozici se jiz Zadny vitamin D nevyitvE/].

V n¢kterych gipadech je fijlem vitaminu D potravou nutny a to zejména v ziomni
mesicich, kdy je populace vystavena maldeargluné€niho z&eni. Z tohoto dvodu jsou
n¢které potraviny fortifikovany pravtimto vitaminem. Mnozstvi UV Zani dopadajiciho
na kKizi mize byt také ovlivlino zneéiSttnym ovzduSim ve #stech, dlouhodobym
pouzivanim opalovacich kréns vysokym ochrannym faktorem a Zivotem v oblastkde
neni dostatek sludriho zd&eni. VSechny tyto faktory mohouigpivat k neschopnostiike

syntetizovat dostat@eé mnozstvi vitaminu §f17].
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Nedostatek vitaminu D vede u kojéna malych dti k rachitict, ktera se v dksledku
nedostaténé mineralizovanych kosti, projevuje deformacemi kpsiezi dalSi piznaky
pati snizena svalova sila, snizeny tonus tsval zvySena nachylnost k infekcim. U
dosglych se nedostatek vitaminu D projevuje jako ostalacie (néknuti kosti), ktera je

charakterizovana demineralizaci (vyplavovant'fa zménou jiz plrs vyvinutych kosti.

Hypervitamindza se projevuje nechutenstvim az atiigrevracenim, pijmem, bolesti
hlavy, zmatenosti [3,7]. Vysoké davky vitaminu Bjimané dlouhodob® mohou zjisobit
hyperkalcinemii. V organismu dochazi k zadrzovaapniku, je vyplavovan z kosti a

sowasre ukladan véiznych organech, népsrdci, plicich apod.

Obr. 6. Projevy rachitidy u Obr. 7. Rentgenovy snimek
malych dti [18] nohou u rachitidy [19]
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2 MOZNOSTI IZOLACE VITAMINU D Z MLEKAAMLE  CNYCH
VYROBK U

Lipidova frakce mléka obsahujici vitamin D je slodepgedevSim z triacylglyceral
s menSim mnozstvim steiiol karotenoid, fosfolipidi a jinych slozek. VSechny tyto
sloweniny vykazuji podobnou charakteristiku co do rapasti jako vitamin D, a proto
vytvéreji potencionalni problémipizolaci tohoto vitaminuCast vitaminu D v mléce je
vazana v lipoproteinovém komplexu a z tohotdvatlu musi byt rozruSeny vazby
v asociatech tuk-bilkovina, aby doSlo k uwsin vitaminu. Vitaminové fipravky
piidavané do mlékatastokrat obsahuji ochranné Zelatinové obaly, kreréseji byt
rozpusény pred zahdjenim analyzy. Proto stanoveni vitaminu Dmkece vyZaduje
zdlouhavou fipravu vzork — homogenizaci, izolaci, koncentraci vitaminu anefaci

ruSivych latek v co nejtSi mie.
Mohou byt pouzity dva postupyipravy vzorku:
» zmydelréni a extrakce nezmydelnych ¢asti
» piima extrakce tuku [20]
Zmydelnéni
Alkalicka hydrolyza neboli saponifikace j€idny postup pro odstr&ni neutralnich tui,
hlavne triacylglycerolovych slozek v mléce. Hydrolytickéakce esterovych vazeb jsou

nasledovany uvolnim mastnych kyselin a glycerolu z acylglycérah fosfolipidi,

z esterifikovanych sterbla karotenoidl. Fxi této reakci se uvéliji také vitaminy [20].

* Obvykle se provadi zmydelni za tepla ve vodném, etanolickém nebo
metanolickém roztoku KOHipteplot 60 — 100 °C a dab20 — 45 min. Etanolicky
roztok KOH zabrauje tvorl® emulzi a misi se velmi di# s tuky, ale vyzaduje
denni pipravu. Na druhou stranu vodny roztok KOH se nenhiéfe s tuky, ale je
mnohem vice stabilni, coz je prajypddobr divod, pr@& se vice pouziva.iP
pouZiti roztoku KOH o koncentraci 1,9 mol.dmse ziska vyek vitaminu D
mensi nez 40 %. V§Zek se zdvojnasobitipzvysSeni koncentrace roztoku KOH na
3,8 mol.dn*[20].

* Kromé toho se pouziva zmydeidmi za studena po dobu 12 — 24 hod. Toto se

provadi ve vodném nebo etanolickém roztoku KOH gokojové teplat za
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neustalého michani. Tento postufeqrhazi tepelné izomerizaci vitaminu D na
previtamin D, ktery se fie vyskytovat u zmydeémi za tepla (izomerizai ztraty

pii zmydelréni za studena jsou menSi nez 5 %, naproti tomudmpwek za tepla
jsou ztraty 10 - 20 %). Kro#ntoho vyZzaduje zmydeéni za studena nizSi naroky na
vybaveni a nizSi pozornost obsluhy a dosahuje dbpfiezki nez zmydeldni za
tepla [20].

Vitamin D je nestabilni, proto je¢bne, Ze seipzmydelreéni pouzivaji antioxidanty, jako

jsou pyrogalol, butylhydroxytoluen a kyselina asiara.

Jakmile je zmydekni hotove, jsou vzorky extrahovany pomoci organitksozpousidel,
které jsou nemisitelné s vodou. PouZivaji se Rakexan a jina rozpouftla jako
petroléter, etyléter, pentan nebo ¢ésmigchto latek. Je dopoEovano pouZzivat hexan
namisto etyléteru, protoZe etyléter je vicldng a nestabilni nez hexan a navic se s&adn
odstraiuje pi teplo® nizSi nez 80 °C ip nizSim tlaku. Nicmé#& nekteri autdi preferu;ji

etyléter, protoZe je mémachylny k tvork emulzi [20].
PiFima extrakce

Vitamin D mize byt gimo extrahovan (beziedeSlého zmydedimi) pomoci organickych
rozpoustdel — nejvice pouzivané jsou metyldichlorid, samiataebo ve swisi s metanolem
a dale hexan samotny nebo smichany s etyléterera obloroformem. V &kterych
piipadech se pouziva ultrazvuk spoke s pidavkem etanolu ke vzorku, kdy dojde
k rozbiti lipoproteinového komplexu. Ufimé extrakce jsou popsany nizSi &Ry

vitaminu D, se srovnanim \W§ku ziskanéhoipzmydelréni [20].

Ackoliv extrakce na pevné fazi (Solid Phase ExtracioSPE) je méhcasta, je pesto
mozné ji pouzit. B SPE extrakcich mohou byt pouzityghaplré spol&né s polarnimi
eluenty (metanol) nebo Chromabond XTR mé&plnepolarnim eluentem (hexan). Teadli
Cis naplre jsou odpowdny za uchovani a eluci v tucich rozpustnych vitd@mpolarni

rozpoustdla pouzité fi eluci nedostate¢ uvoliuji vitamin D zadrZzeny v naplni [20].
Koncentrace vzorku acéisténi

Obvykly postup koncentrace je odpeaani @ snizeném tlaku ve vakuové rota odparce

nebo pod proudem dusikii pozdilnych teplotach, které jsou vzdy nizSi n82°6.
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K cisténi extraktu se pouzivaji nasledujici postupy:

e SPE: polarni (s naplni sep-pak 20H nebo Si) nepolami (s napini sep-pak§J.
Tento postup nabizi nasledujici vyhody: je jednbgu@ reprodukovatelny,
odstrauje steroly z nezmydetnych ¢asti a prodluZuje Zivot analytické kolony
[20].

» Alternativou k ¢isticim postupm je pemeéna vitamii D, i D3z pritomnych
v nezmydelgné fazi na izotachisterol - s vice stabilnich izomé&rvitaminu D
vici teplu, setlu a suchu s mensim rizikem ztrat. Vedle tohoagbisterol mé
absorgni maximum 301 nm, tj.ipvysSich vinovych délkach nez vitamin D (256
nm). To gispiva k zlepSeni selekce, protoZz&sina ruSivych sisi obsaZzenych

v mléce neabsorbuje tyto vinové délky [20].

2.1 Postup zmydelréni a extrakce u stanoveni vitaminu Rve

zpracovanych ml€nych produktech

Cilem této metody bylo rozvinout zmydéin a postup extrakce pro stanoveni vitaminu D
v malém mnozstvi vzorku (1 g) kapalného mléka, ,sjogurtu a zmrzliny. Postup byl
odvozen z metody Blighta a Dyera (1959) a metodk lgodifikovana Viethem a

Fraserem (1979). V metddbylo provedeno mnoZzstvi Gprav:

» tato metoda seé&ire aplikuje na velmi kapalné vzorky (obsah kolem 8(/édy),

Uprava metody bere v Gvahu, Ze jefpba vysoka vihkost mi@ych vyrobki
» vahat vzorku byla snizena

* byl zalenén dodatény krok zmydelgni pied extrakci pro efektivni rozbiti

triacylglycerohi [21]

Dana polopevna faze a rozdilny obsah vihkosti Wpktech vyZaduje zidbodu obnoveni
vitaminu dodatény krok gipravy vzorku, kdy jeieba smichat mé&y produkt s vodou
v tteci misce nebo michiapred samotnym zmydednim. Byl pouzit 1 g vzorku mléka pro
extrakci vitaminu Q. Z bloku syra byl odebran 1 g vzorku a smichad gedestilované
vody a vSe bylo roz&gno v teci misce. Pro extrakci vitaminusyl pouzit 1 g vzorku
vysledné srsi. U analyzy syrovatky byl odebran 1 g vzorku, bylydel&n a analyzovan.

Vzorek jogurtu byl zhomogenizovan s vodou v gaml:2 (jogurt:voda). Pro zmydeini a
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analyzu byl pouzit 1g vzorku. Zmrzlina se nechalgprve rozmrznout, poté byla
rozmichana a nasleélibyla Zedtna s destilovanou vodou v péra 1:3. 1 g tohoto vzorku

byl odebran pro analyzu vitaminu [21].

VSechny vzorky (1 g) byly navdZzeny do 10ml zkuSebkimavky a ke vzorfim bylo
piidano 0,5 ml 60% vodného roztoku hydroxidu dragetnéVsechny vzorky byly
zamichany pod proudem dusiku @vddu minimalizace oxidace vitaminu D. Pak byly
protrepany a femistny do vodni lazé o teplot 70 °C po dobu 30 min. Jednou za 5 min.
byly zkumavky zamichany. Po 30 min. byly vzorky [adeny v ledové 1azni po dobu
10 min. Nasled& bylo ke vzorkm pridano 3,75 ml srsi metanol:chloroform (2:1) a
kazda zkumavka byla zamichana. Nastetiglo pidano do kazdé zkumavky 1,25 ml
chloroformu a ot byly promichany. Vzorky byly od&diny (1500 x g) po dobu 10 min.
pii 4 °C. Cisty chloroform na d& kazdé zkumavky byl odstrém pouZitim skledéné
stiikacky a byl gemistn do odp&ovaci nadobky. Extrakt chloroformu byl suSen pod
proudem plynu dusiku a rekonstituovan ve 2 ml nmmbifdze pro HPLC
(metanol:acetonitril:voda= ( 49,5:49,5:1) a ponechan v klidu po dobu 15 minut
Rekonstituovany extrakt byl filtrovanigs filtr o velikosti pot 0,45 um a ponechan

v utesnéné nadob pro HPLC analyzu [21].

2.2 Postup zmydel@ni a extrakce u stanoveni vitamifi rozpustnych v
tucich ve va‘eném mase, mléce a mtéych vyrobcich kapalinovou

chromatografii

Zmydelreni bylo provedeno v atmos® dusiku bez fitomnosti s¥tla. Zkoumané
vitaminy jsou citlivé na oxidaci, dkteré také na UV Zéni. Z tohoto dvodu byla
pridavana kyselina askorbova jako antioxidant. BylzkouSeny rozdilné podminky
zmydelréni. Nejprve bylo zmydekni provedeno # bézné teplat okoli ples noc, bylo
vSak zjiséno, ze zmydekini nebylo kompletni. Dale bylo zmydéhi provedeno iy 37 °C
po dobu 15 hod. s michanim, v tomtppd doslo ke kompletnimu zmydeini, avSak
emulzi bylo &Zké kkhem extrakce rozbit. Nakonec byly pro saponifikagbrany
nésledujici podminky: bylo navdZzeno 10 g vzorkuktezému bylo fidano 40 mkistého
etanolu a 10 ml 50% roztoku KOH. 8sbyla ponechana 30 minii 80 °C v proudu
inertniho plynu (N) za neustalého michani. Z2vbdi mozné oxidace bylofgano 0,3 g

kyseliny askorbové [22].
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Siroce pouzivanym rozpowsiilem pro extrakci vitamih rozpustnych v tucich je hexan.
Stancher a Zonta studovaltignost hexanu a dietyléteru pro stanovertbkoferolu a
ziskali nasledujici vysledky: 14,1 + 0,7 % s hexan@l x 50 ml) a 89,8 + 1.4 %
s dietyléterem (1 x 200 ml). Z tohotaivbdu byl vybran dietyléter pro tuto studii a
extrakce byla provedena s 50 ml (4x). Jakmile bytmydel@ny podil zchlazen, byl
piemistn do dlici nalevky a extrakce byla provedena s 4 x 50dmekyléteru (bylo
ovéreno, ze pokud byla extrakce provedena 5x, vyslsgekensnil). Eterova frakce byla
smichdna a promyta destilovanou vodou. Prvni kapatiiskdna z tétg@innosti byla
reextrahovana s dietyléterem a vysledny extrakipligian k éterové fazi. Eterovy extrakt
byl vysuSen bezvodym N&O, smichanim v 250ml nadsta vSe bylo odsano na vakuové
rotatni odparce (40 °C) [22].

2.3 Postup zmydelréni a extrakce u simultaniho stanoveni vitamif a
provitamin @ rozpustnych v tucich v ml€nych produktech metodou

kapalinové chromatografie

Extrakce na pevné fazi:

Vzorky mléka, 1 micerstvého mléka a 2,5 ml obohaceného mléka b¥dyngstny do
zkumavky a k nim bylo fidano 500ul etanolu s 0,025% butylhydroxytoluenem (BHT pro
ochranu vitaminu proti oxidaci). Vzorek byl naslédmonechan 2 min. v ultrazvukové
lazni z divodu rozbiti lipoproteinového komplexu, které olpialu tucich rozpustné
vitaminy. VSe bylo #edtno 4 ml destilované vody. Extrakce na pevné fata lpyovedena
pouzitim Mega Bond Elut {g kolony, ktera byla pouzita k odstkam potencialnich

balastnich latek ve vzorku a pro zakoncentrovasy. [2

Kolona byla oZivena s 25 ml metanolu a 10 ml degéihé vody. Vzorek proSel skrz Mega
Bond Elut Gg kolonu @i kontrolovaném pitoku, ktery byl adekvatni pro zabezpai
uchovani vitamif. Kolona byla naslednpromyta 5 ml metanolu:vody (1:9) a nasledovala
eluce vitamiri rozpustnych v tucich s 6 ml metanolu. Eluat bitrdvan ges filtr o
velikosti poG 0,45 um. Nasleds byl vzorek odpgen do sucha pod proudem dusiku.
Zbytek byl rozpu&n ve 20 nebo 4l etanolu s 0,025% BHT [23].
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Extrakce kapalina-kapalina:

Vzorky (5 ml¢erstvého mléka a obohaceného mléka, 1g masla)pbginistny do 10ml
zkumavky, k nim bylo fidano 5 ml etanolu s 0,025% BHT a vSe bylo homagmréno po

dobu 2 min. v ultrazvukové lazni.

Smes byla nasledh premistna do dlici nalevy, ke které bylofmlano 15 ml hexanu a
nasledovalo 5 min. michani. Organicka vrstva bylenpstna do jiné dlici nalevky a
extrakeni proces se opakoval s dalSimi 15 ml hexanw. @fanické vrstvy byly smichany
a proprany 2 davkami (5 ml kazda davka)simmetanolu:vody (9:1). Organicka vrstva
byla odseparovana a filtrovangep filtr o velikosti p&lt 0,45um a &tSi ¢ast hexanu byla
odpdena pod proudem dusiku. Naslédmyl roztok gemistn do kuzelové hgky a byl
odsan do sucha. Zbytek byl znovu rozpnste 20ul metanolu. Do systému HPLC bylo

davkovano ful tohoto roztoku [23].
Alkalicka hydrolyza:

Vzorek (5ml obohaceného miéka) bykep noc zmydébvan (i pokojové teplot se 3 ml
60% vodného roztoku KOH a 10 ml etanolu s 0,025% BHlivodu zabraéni oxidace.

Vitaminy byly extrahovany vySe uvedenou metodouatiap-kapalina [23].

2.4 Postup zmydelréni a extrakce u stanoveni vitamif rozpustnych v

tucich v jogurtu HPLC s elektrochemickou detekci
Postup bez hydrolyzy:

Ke vzorku jogurtu (40 g) bylofwlano 40 ml extrakni smési (hexan:chloroform, 2:1).
Vzorek jogurtu a extraini smési byl michan po dobu 2 hodiid 000 ot&kach za min.,
smes byla chra#na proti s¥tlu. Poté bylo provedeno odsténi pii 4000 ot&kach za min.,
¢imz doSlo odd8eni organické faze. Organicka faze byla ddpa v odparceip50 °C a ke
zbytku bylo gidano 6 ml metanolu. Naslediylo provedendisténi pouzitim Gg naplre,

ktera byla pedtim napugha 2 ml stejného rozpodsila a nastavena na kame mnozstvi

10 ml. Takto pipraveny vzorek byl aplikovan do HPLC systému [24].
Postup s hydrolyzou:

Vzorek jogurtu (20 g) byl zmydebvan ffes noc p pokojové teplot s 15 ml 80%
vodného roztoku KOH, ke kterému byldigano 50 ml etanolu. Ke sisi byla gidana
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kyselina askorbova zuslodu zabraéni oxidace. Vitaminy byly extrahovany hexanem,
rozpoustdlo bylo odp&eno a zbytek byl rozpudt v 5 ml metanolu. Takto ziskany vzorek
byl nastiknut do HPLC systému porgreslé filtraci pes filtr o velikosti poit 0,45 um
[24].

2.5 Postup zmydelréni a extrakce u stanoveni vitaminu D pouzitim
metody HPLC s elektrochemickou detekci a aplikaci a l&civé

produkty

V 300ml nepiéihledné varné hece bylo smichano 40 ml vzorku s 50 ml 0,6% etakého
roztoku pyrogalolu a s 6 g pevného KOH. Poté bgigsszmydeldna po dobu 30 min. ve
vrouci vodni l1azni. Zmydetma sn&s byla gremistna do dlici nalevky a varna kigka byla
postupr vyplachnuta 2 davkami 25 ml vody a 25 ml dietylétRoztok v dlici nalevce
byl zamichan. Vodné vrstva byla odstfaa a extrakni proces byl opakovan 2x s 35 ml
diétyleteru. Vrstva dietyléteru byla smichana swis z prvni extrakce. Extrakt dietyléteru
byl proplachovan 30 ml vody, az do doby nez g$estala objevovatervena barva
zpusobena fenolftaleinem ve vodném roztoku. Fenolftabgl k extraktu pidan z divodu
zviditelnéni zasaditého prastdi, které bylo nutno odstranit. Roztok byl ofipa pod
snizenym tlakem ip teplo€ 40 °C. K odp&nému zbytku bylo fidano 5 ml etanolu a
roztok byl znovu odp@&n, aby se odstranily posledni stopy vody ve vzakancentrovany
extrakt byl Zzedn s n-hexanem aigmistn do 10ml neprhledné vzorkovaci ampulky a
znovu odp#en do sucha v atmos&dusiku. Ke vzorku bylofglano 0,3 ml n-hexanu a

roztok byl pouzit pro HPLC analyzu [25].

2.6 Postup zmydelréni a extrakce u stanoveni vitamii A, Da E v

tradi énich jidlech a straw dospélych v Kanadské Arktidé

Zhomogenizovany vzorek (5,0 + 0,1 g) byl navazerb@ml centrifugéni zkumavky a ke
vzorku bylo gidano 20 ml 2% etanolického roztoku pyrogalolu a &0 50%
etanolicko:vodného roztoku (49:1) KOH. Pakthdném zamichani byl vzorek inkubovan
ve tmé po dobu 18 hod. Po inkubaci byl vzorek zamich&@0 anl vzorku bylo pemistno
do cElici nédlevky, kam bylo fidano 60 ml deionizované vody a 80 ml petrolétensa

bylo zamichano. Po odni dvou fazi, byla organicka vrstvaemistna do 500ml
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nadoby, ktera byla obalena alobalem, ®atlu pronikani sitla a nasledné oxidace.
Extrakce byla zopakovana 2x s 80 ml hexanu. Polaglodk tvorkk emulze, byl fidan
etanol. Organicka faze byla zahimd pod dusikem na zhruba 5 ml v toiiaodparce,
pievedena do malé laldky a poté komplethvysuSena taktéz pod dusikewzorek byl
rozpusén v 1 ml metanolu, nadoba byla 3x vyplachnuta 1nmetanolu a proplach byl
smichan se vzorkem. Vzorek byl filtrovatep SRi Titan PTFE filtr (0,4m). Takto
ziskany vzorek byl pouzit pro HPLC analyzu [26].

2.7 Postup zmydelréni a extrakce u stanoveni vitaminu Rve

vybranych potravinach

Hmotnost analytick@&asti odebrana uétSiny vzorki byla vypaitana na 0,3ug (12 IU)
piiblizné obsahujiciho vitaminu §) na zaklad odhad z existujicich ad#& o slozeni
potravin. Vzorek byl navazen do 250ml Erlenmeyertaiky s kulatym hrdlem a ke
vzorku bylo gidano 400 mg kyseliny askorbové. K taktéippavenym vzorkm bylo
pfidano 15 ml etanolu a vSe bylaildadre zamichano. K tekutym vzolkn (mléko,
pomerakovy dzus) byl pdan pevny KOH. Ke vzorkm v pevném skupenstvi (cerealie,
konzervovany losos, taveny syr) byligan 1 mol.drif vodny roztok KOH. Hmotnost a

objem KOH byl nasledujici pro jednotlivé vzorky:
e 30 ml mléka, 7,5 g KOH
e 30 ml pomeratoveho dzusu, 7,5 g KOH
« 9 g ceredlii, 135 ml 1 mol.dh KOH
+ 10 g konzervovaného lososa, 135ml 1 mol*diOH
« 9 g taveného syra, 135 ml 1 mol.dnKOH

S bakou bylo michano, dokud nebyl pevny KOH rozgasy kapalném vzorku nebo
pevny vzorek nebyl rovnoémé rozmichan v kapalih Vzorky byly pondeny do vodni
lazre o teplo€ 75 °C. Po 30 minutach byly vzorkygmistny a umistny do ledové vody a
zchlazeny na pokojovou teplotu. Vzorky bylyemistny do 500ml dlici nalevky. Do
nalevky ke vzorkm bylo gidano 130 ml etyléteru, nalevka byla zazatkovarmfkdadre
zamichana po dobu 1 min. Do nalevky bylidano dalSich 130 ml petroléteru, nalevka

byla ot zazatkovana auftladné zamichana po dobu 1 minuty. Vzorky byly ponechany
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v klidu pri pokojové teplat do oddéleni vrstev. Spodni vrstva byla odsttaa. Do dlici
nalevky bylo pidano 50 ml deionizované vody, nalevka byla zaz&ka a jeji obsah byl
dukladné promichan po dobu delSi nez 30 sekund. WYzoyky znovu ponechany v klidu,
aby doSlo k od&eni vrstev. Spodni vrstva byla odsttaa do odpadu. Deionizovana voda
byla pidana jest jednou a cely proces se opakoval. Poté bylo devikglpidano 15 mi
etanolu a vSe bylo zamichdno, po zamichani bylweateno iteti proplachnuti 50 ml
deionizované vody, nalevka byla zazatkovana, v3e bgmichano a ponechano v Kklidu,
aby doSlo k oddeni vrstev. Spodni vrstva byla odsttaa do odpadu. Zbyvajici eterova
vrstva byla pemistna do 500ml bigky s plochym kulatym dnem a roztok byl odpa na
rotaini odparce. K odparku bylaigdano 50 ml acetonu a znovu to bylo ofig®. Vzorek
byl rozpus¢n v 10 ml etyléteru za stadleho michanitampistn do gedpromyvaci 50ml

centrifug&ni zkumavky. Roztok éteru byl odiga dosucha pod vyso¢istym N,. [27].

2.8 Postup zmydelréni a extrakce u stanoveni vitamid A, D, E a K
spolu s koenzymem @ a karotenoidy v multivitaminovych

tabletach, ml&né vyziv a mléku

Jeden ml mléka byl smichan s 1,75 ml 85% vodnélatoka etanolu obsahujiciho 75
mg.mi* KOH a 0,25 mg.mt kyseliny askorbové. Nasledbyl vzorek umisin do teplé
vodni lazg na 45 min. fi teplog 95 °C. Vysledna siis byla 2x extrahovana 4 ml hexanu.
Po extrakci byla provedena centrifugade 3000 g po dobu 10 min. Smichané extrakty
hexanu byly odp@ny pod proudem dusiku. Zbytek byl rozgasv 1 ml mobilni faze a
pouzit pro HPLC analyzu [28].

2.9 Pouzité mobilni faze
Prehled mobilnich fazi, které mohou byt pouzity prensveni vitaminu D:
« metanol:acetonitril (50:50), (91:9)
» acetonitril:metanol (90:10), (97:3)
* metanol:voda (97,5:2,5), (99,5:0,5), (96:4), (92(838:7), (99:1)
» chloroform:metanol:acetonitril (6:12:82)

» acetonitril:chloroform:etylacetat (88:4:8)
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* A metanol:voda (99:1), B metanol:tetrahydrofura®:8D)

* metanol:acetonitril:voda (49,5:49,5:1)

» dichlormetan:hexan:izopropanol (50:49,8:0,2)

e amylalkohol (0,35%) v hexanu

* izopropanol (0,5%) v hexanu

* izopropanol:hexan (1:99)

* hexan:etylacetat:metanol (97:2,5:0,5)

» izopropanol:metyl t-butyléter:cyklohexan:n-hept@rb(2:48,75:48,75)

* izopropanol:hexan (20:80) [20, 21, 22, 23, 27]
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3 VYSOCE UCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

V pocétcich 70. let byly uvedeny prvni studie o HPLC gbge dinnd kapalinova
chromatografie, High Performance Liquid Chromatpbsg. Vysokych dinnosti
separéniho procesu se dosahuje pouzitim kolon naploh stacionarni fazi, ktera
obsahuje mal&astice pravidelného tvaru a jednotné velikostiaiték mobilni faze je
zajiseén vysokym tlakem (jednotky az desitky MPa), a prbiwva tato metoda ckdy
ozna&ovana jako vysokotlakd kapalinova chromatografieigiiH Pressure Liquid
Chromatography). Do systému se davkuji mala mnoxgorku fadow pl). K detekci je
nutné pouzit citlivé detektory, které uniofi kontinualni monitorovani latek na vystupu

z kolony. Signal detektoru se zpracovavaifaem [29].

Vysoce @inna kapalinova chromatografie ma Sirokou oblastizgelnosti. Umo#uje
analyzovat ionty, latky polarni i nepolarni, mal@kavé, tepeltd nestabilni i
vysokomolekularni (asi 80 % veSkerych znamych I|aekmozné analyzovat touto
metodou) [29].

HPLC je separai, analyticka fyzikal&-chemicka metoda pro separaci a analyzgstm
latek, i které se sws komponent rozdi na jednotlivé sloZzky # prichodu pes
chromatografickou kolonu. Proces separace je ushdrnetim zpisobem, Ze mobilni faze
obsahujici sks komponent, protékaigs stacionarni fazi, ktera je zakotvena v kdlon
Fyzikalni a chemické silytgobici mezi slozkami a dma fazemi jsou zodpédné za

zadrZeni sloZzek na chromatografické kel¢30].
Vysoce &inna kapalinova chromatografie existuje jako tzwormalni“ a ,reverzni®:

U normélni HPLC mé& stacionarni faze 8ijpolarni charakter a mobilni faze je nepolarni.
Zatimco u reverzni HPLC je stacionarni faze nepélarmobilni faze je polarni kapalina.
Stacionérni fazi je uloZzena v chromatografické kéldviaterialy pro plgni kolon mohou
byt zaloZzeny jak na typické matrici, na niZ mohoyt mechanicky nanesené nebo
zakotvenérizné stacionarni faze [31]. Tyto materialy, ktergpeazivaji pro plani kolon,
jsou extrema malé, kulovité a porézni. U polarni stacionarziefgsou na povrchuastic
silikagelu vazany ndp hydroxylové funkni skupiny, zatimco u nepolarni neboests
polarni stacionarni faze jsou na povrdlastic silikagelu vazany alkylove {Gebo Gg)

nebo nitrilové funkni skupiny [32].
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3.1 Slozeni kapalinového chromatografu a popis jeho jetbtlivych ¢asti

Kapalinovy chromatograf se skldda ze zasobniku imiotdize, kdy je mobilni faze vedena
pies vysokotlakéterpadlo do chromatografické kolonyreB davkovaci kohout, je do
proudu mobilni faze, nadavkovan vzorek. Vzorek f@dden mobilni fazi do kolony, kde
dochéazi k odélovani jednotlivych slozek. Vystup z kolony vede detektoru, kde jsou
jednotlivé slozky detekovany. Signal z detektoruzggnamenavan ve vyhodnocovacim
zaizeni (PC) [33].

vyhodnocovaci
zaizeni

kolona

T =

davkovaci
zakizeni

— g 1 8
zasobnik s

mobilni fazi vzorel

cerpadlo detektor

odpad

Obr. 8. Schéma kapalinového chromatografu [34]

3.1.1 Zasobnik s mobilni fazi

Mobilni faze je do systému HPLGerpana neépstji ze sklernych lahvi [31]. Ta zde
vstupuje do interakce se slozkami analyzovanéssm konkrétni slozeni mobilni faze
muze vyznamnym zjpsobem ovliviovat celou analyzu [33]. VSechna rozpeéd& pro
pouziti v HPLC systémech musi byt vysakétoty. Red pouzitim je také nezbytné, aby
byla vSechna rozpou&tla odplyrgna. K odplyrni mize byt vyuzit nap ultrazvuk, olev
nebo probublavani helia skrz nadobu s rozpoiletn [35].
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3.1.2 Cerpadlo

Hlavni vlastnosti dobréh&erpaciho systému je schopnost davkovat mobilni gBaziule,
tj. bez pulh, které by mohly zpsobit vykyvy v detektoruCerpadlo také musi zafit
konstantni pitok. Materiél, z 8hoZ jsoucerpadla vyrobena, musi byt chemicky odolny
proti chemickym @inkim mobilni faze a nesmi do ni uxiolvat Zadné latky. Rtok

mobilni faze u systému HPLC se pohybujsinou v rozmezi 0,5 - 1,2 ml.mt{35,36].
V kapalinové chromatografii se vyuzivaji dva primcterpani mobilnich fazi:

» izokraticky, kdy je za stalého{ioku cerpana jedna mobilni faze (jednoslozkova
nebo vicesloZzkovarpdem smichand)

« gradientovy, kdy v pibéhu jedné analyzy Ize &nit sloZeni i pitok mobilni faze
[31]

3.1.3 Déavkovaci z&izeni

Davkovaci z&izeni umo#uje zavést fesny definovany objem vzorku do kolony. V dnesni
dok® jsou nefastji pouzivany davkovaci ventily se stikpu nebo autosamplery.
Typickym manualnim davko¥am je Sesticestny ventil se sthgu. Kometné dostupné

davkova@e maiji fizné objemy davkovacich sgek od 0,2 pl do 2000 pl.

Dnes jsou velmicasto pouzivany automatické kikbvaci systémy (autosamplery)
umoziujici vstikovani série vzork a standanl v pribéhu ¢asové periody, fjxcemz je

pristroj schopen pracovat bez obsluhy [37,38,39].

Obr. 9. Stikacka pro nastk do HPLC[40]
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Obr. 10. Ventil se snikou @i pinéni [41] Obr. 11. Ventil se snilgou naplrny [41]

3.1.4 Kolona

Vhodre zvolend kolona ma rozhodujici vyznam, protoze edgsk chromatografické
analyzy je dan kvalitou kolony a jeji naplni. Seggar kolony pouzivané v HPLC musi
umoznit separaci s vysokowianosti a poZzadovanou selektivitou, musi odolagktivre
vysokym pracovnim tlakm a zaroveé chemickému fsobeni mobilnich fazi a
separovanych sloZek. Chromatografickd kolona jbid¢eivyrobena néastji z nerezové
oceli (typ 316) nebo pevného polymeru (PEEK, Pealeterketon) uzaena na koncich
poréznimi fritami (velikost pdr 0,5 — 2um), které zadrZujicdstice naplé v kolore.
Rozmer kolony i velikostéastic napls jsou zavislé na jejichaelu, ke kterému slouZzi. Pro
analytické éely se obvykle pouZivaji kolony giné porovitymi naplémi o priméru 1 — 5
pum, délce 3 — 25 cm s vhaim piamérem 1,2 — 5 mmKolony, jejichZ velikostcastic je
3 um, umoauiji rychlejSi separaci a vySséinnost, ale maji tendenci se sngiazanaset,

COZ vyraz® snizuje zZivotnost kolony [31,42,43,44].

Materialy pro plgni kolon mohou byt zaloZeny jak na anorganickédajanické matrici.
V soutasnosti paf mezi nejoblibe&si materialy zalozené na silikagelu, pouzivanéhd b
bez Uprav, nebo na¢m mohou byt mechanicky nanesené nebo chemicky eagané
stacionarni faze. Mezi dalSi typy anorganickychidiogpati nag. oxid zirkontity a
titanicity. Rovnéz kolony plréné poréznimi polymernindasticemi jsou uzité pro rozvoj
HPLC metody. Nkteré z ¢chto polymerniclastic (nap. polystyren) jsou hydrofobni, coz

znamena, ze mohou byt pouzit§irpo pro HPLC s obracenou faziétdina polymernich
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¢astic pro HPLC s obracenou fazi jsou vyrobeny a&aeaného divinylbenzenpolystyrenu
[42].

koncova hlavice
kovova frita

l pl&¥ kolony
. : =

T stacionarni faze T

ochranny krouzek vstup pro kapilaru
se Sroubem

Obr. 12. HPLC kolona [39]

3.1.5 Detektory

Ukolem detektal je zaznamenat rozdil mezigehodenxisté mobilni faze a mobilni faze
obsahujici eluovanou slozku. Jakmile je zaznamevoadil, je gemenén na elektricky

signal a naslednpreveden na zaznamové&izeni [43,44].

Idealni detektor by g umoZiovat detekci vSechiftomnych komponent (univerzalnost),
mit vysokou citlivost a nizkou UroieSumu, nesmi byt ovlivim zmenami teplot nebo

sloZzenim mobilni faze, &hby mit minimalni pispsvek k rozsiovani elg¢nich zén, odezva

I

Rozeznavame detektory selektivni, jejichZ signéifeérny pouze koncentraci analyzované
latky v eluatu a univerzalni, které poskytuji sigaénérny urité vlastnosti eluatu jako

celku, tj. analyzované latky a mobilni faze [43].
* Fotometricky detektor (UV/VIS)

M¢ti absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony. UV/\d8tektor vyuziva dva stelné
zdroje: deuteriovou obloukovou lampu pro odpoviddjitenzitu v UV oblasti (190 - 380
nm) a wolfram halogenovou lampu pro odpovidajitémzitu ve viditelném spektru (380 -
800 nm). Detektory mohou pracovat s fixni vinova@lkdu (nefastji 254 nm), s moznosti
vybéru rekolika vinovych délek (DAD — Diode Array Detectorebo jsou op#tny
monochromatorem a pracuji na principu spektrofotamer rozsahu 190 - 400 nm
[31,45,46].
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» Detektor diodového pole (Photodiode — Array, PDA)

Jednd se o spektrofotometrické detektory s rychiamnamem spektra bezepuSeni
separace na kolérpracujici s velkym ptiem plosnych fotodiod, umistych na destce o
délce asi 1 cm. Zéni ze zdroje se po jmhodu pfitokovou celou spektranrozklada
holografickou nilizkou, takZze na kazdou z miniaturnich fotodiod didpadivy tok o ugité

vinové délce zeslabeny absorpci v cele detekt@] [4

vis )
lampa l:}{:?"w B ’
I:T': © &otka
'-'i-._ ‘*-. : ry
I"ﬁ\ \\l,x(- ) mérna cela fotodioda
— = “‘-..,r,;,ahq detektoru
UV lampa o

Serbina mifska

Obr. 13. Detektor diodového pdie7]

* Fluoresceréni detektor

Jsou zalozeny na principu fluorescence &emi sekundarniho #éni (emisniho), které

latka vyda po absorpci primarniho elektromagnehokégeni (excit&niho) [39].
» Refraktometricky detektor

Pracuji na principu gfeni rozdilu indexu lomu mezistou mobilni fazi a eluatem, ktery
vychazi z kolony [48]. Detektor vyuziva toho, z& zméné sloZeni mobilni faze v énné
cele (a tim zn¢ indexu lomu), dojde ke z&n¢ vychyleni s¥telného paprsku, ktery

prochazi celou [49].
» Elektrochemicky detektor

Tyto detektory se pouzivaji k detekci latek, ktge@u schopné elektrochemické reakce,
probihajici na fazovém rozhrani elektroda - molfzie. Elektrochemické detektoryen

urcitou elektrickou veltinu (elektrodovy potencial, proud, kapacita)ii prachodu
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redukovateln&i oxidovatelné latky prtokovou celou, ve které jsou unitisy elektrody

s vlozenym pracovnim n&pm nezbytnym k pibéhu elektrochemické reakce [39,43].
» Vodivostni detektor

Jedna se o detektory, které&inelektrickou vodivost eluatu v filokové cele mezi ddma
elektrodami, na ¢ je vkladano stdavé napti, z divodu zabraéni polarizace &hto
elektrod [39].

» Evaporative Light Scattering Detector (ELSD)

ELSD se pouzivaipdevsSim k detekci latek, které ve své molekule fieohsazeny Zadny
chromofor nebo fluorofor. Zaznamenava rozptytlevnacasticich analytu, které vznikaji
po zmlZeni eluentu a nasledném aepé& mobilni faze. Odezva fotodetektoru jénmo
ameérna hmotnosti itomného nekavého solutu prochazejici optickym paprskem alniko

jeho chemickému slozeni nebiitpmnosti utitych funkenich skupin [39,44,50].
e Corona™ Charged Aerosol Detector (CAD)

Principem CAD je detekce kla&nnabitych ¢astic, které maji odliSnou pohyblivost
(hmotnost). Ziskany signal je zavisly na veliko&distic solutu a nenits zavisly na

fyzikalné-chemickych vlastnostech solutu [39].
* Hmotnostni detektor

Hmotnostni detektor detekuje ionty, které vznikiyizaci analyt. Prvni fazi je pevod
analyti rozpusénych v mobilni fazi na ionty v plynné fazi. V dafsikroku se ionty
analyzuji, to znamena Ze s&uwje pongr hmotnosti ku naboji. lontové zdroje pracuji za
atmosférického tlaku, analyzatory za vakua. Hmadtriodetektor umaiuje identifikaci

analyti na zaklad jejich hmotnostnich spekter [50].
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4 JINE TECHNIKY PRO STANOVENI VITAMINU D

4.1 Plynovéa chromatografie

Nair a kol. prokazali, ze mikrogramové mnoZstviamiinu D niize byt oddleno

z biologického materialu diferencialni extrakci pomS&dlem a stanoveno pomoci
plynové chromatografie VySe zmigni autdi pouzili pro stanoveni vitaminu D plynovou
chromatografii v systému plyn — kapalira GLC [51]. GLC je pikladem rozdlovaci
chromatografie, kdy dochazi k rozpatrstlatek v obou fazich. Kapalna faze je v k@lon
ukotvena, musi mit nizkou tenzi par a musi byt dbleynstabilni i i vysoké pracovni
teplot [52].

4.2 Hmotnostni spektrometrie

Jedna se o sepérd techniku, kteraigvadi vzorek na ionizovanou plynnou fazi a vzniklé
ionty separuje podle hodnoty podilu jejich hmoth@sinaboje m/z [45]. Phillips a kol.
pouzili ve své studii hmotnostni spektrometr s kugdlovym iontovym zdrojem jako
pomocny detedni limit u RP-HPLC systému [27].
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5 METODIKA

5.1 Chemikalie
Standard Cholekalciferol (Sigma — Aldrich, Svycansk
Hydroxid draselny (Ing. Petr Luke$, Uhersky BrGeskéa republika)

n-Hexan (Ing. Petr Svec, PENTA; dodavatel Ing. Raike$, Uhersky BrodCeskéa
republika)

Metanol (Ing. Petr Svec, PENTAgskéa republika)

Etanol denaturovany (Moravsky lihovar Kojet{teska republika)
Kyselina L-askorbové (Ing. Petr Lukes$, Uhersky BiGdska republika)
Metanol pro HPLC (CHROMSERVIS, Prah@eska republika)

Redestilovana voda

5.2 Pomicky a pristroje
Standardni laboratorni vybaveni
» Predvazky (KERN, Nmecko)
« Analytické vahy (Adam, AFA — 210 — LC, Schoellestruments{eska republika)
» Multikrajet (ETA 0078,Ceska repubilka)
« Lednice (WhirpoolCeskéa republika)
* Vakuova rotani odparka (KIKA — WERKE RV 05 — ST, dhecko)
* Temperovana vodni lazze fepakou (Memmert, Nmecko)

e Ultrazvukova vodni laze PS 04000A (Notus — Powersonic s.r.o., Slovenska

republika)
» Hlinikové folie
* Injekeni stikacka (Chirana, Slovenska republika)

* BeZzné laboratorni sklo a pdicky
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Specialni laboratorni vybaveni
e HPLC aparatura (Hewlett Packard 1100)
— Odplynovaci zaéizeni G1322A
— Binarni pumpy G1312A
— Termostat kolon G1316A
— Déavkovaci ventil se snilgou — objem smiky 20l
— Kolona — Discovery ¢ (250 x4,6 mm; 5um), Supelco, USA
— Detektor UV/VIS DAD G1315A
— PC s vyhodnocovacim programem ChemStation -uime&tnt 1 (Agilent, USA)
» Davkovaci stikacka — objem 5@l (Hamilton, USA)

* LUT Syringes Filters Nylon 13 mm x 0,48n (UK)

5.3 Vzorky miéka a mlénych vyrobki

Pro analyzu byly vzaty vzorky mléka, miéch napaj, symi a ztuzenych pokrmovych
tukd. Tyto vzorky byly zakoupeny v super a hypermar&etéeské republiky. Vzorky pro
analyzu byly zakoupenserstvé a fed analyzou skladovany v temnu, v lednitip°C po
dobu nejdéle 48 hod. Doprava vzorkd zakoupeni do uloZeni do lednice ies@dhla
1 hod.

5.3.1 MIléko a mlééné napoje

* Selské mlékaterstve
Mléko bylo homogenizovano a oo vysokou pasteraci. Obsah tuku negrigs %.
Vyrobce: OLMA, a.s.

Pramérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 ml vgbku: energie 280 kJ (66
kcal), 3,2 g bilkovin, 4,6 g sachaiid 3,8 g tuk

Spoti‘eba do:31.3.2011

Vyrobce doportuje skladovani i teplot 2 — 8 °C.
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Objem vyrobku: 1 |

Obal: PET (polyetylentereftalat) lahev

Obr. 14. Selské mlékgerstve
» Jiho¢eské mléko poloténé trvanlivé

Mléko bylo homogenizovano a oBatto UHT (Ultra High Temperature, za vysoké teploty)
zédhrevem. Obsah tuku nejmé&a,5 %.

Vyrobce: Madeta, a.s.

Pramérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 ml vgbku: energie 190 kJ (45
kcal), 3,2 g bilkovin, 4,7 g sachaiid 1,5 g tuk

Minimalni trvanlivost do: 17.6.2011

Vyrobce doporduje skladovani uzaeneho obsahuipteplot do 24 °C, po otaeni i
teplot 4 — 8 °C.

Objem vyrobku: 1 |

Obal: Tetra Pak
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MLEKO

olotucné
trvanlivé

Obr. 15. Jihdeské mléko polottné trvanlivé

o Jihoceské mléko plnot&né trvanlivé
Mléko bylo homogenizovano a ogeto UHT zabkevem. Obsah tuku nejmé&fi,5 %.
Vyrobce: Madeta. a.s.

Priamérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 ml vgbku: energie 270 kJ (65
kcal), 3,27 g bilkovin, 4,75 g sachatid 3,5 g tuk

Minimalni trvanlivost do: 22.6.2011

Vyrobce doporduje skladovani uzaeného obsahuipteplot do 24 °C, po otaeni [
teplot 4 — 8 °C.

Objem vyrobku: 1 |

Obal: Tetra Pak

~~~~~

)
PMLEKO
>
P"{:ﬁﬂfe

Obr. 16. Jihdeské mléko pInotiné trvanlivé



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 44

* Kravik vanilkovy
Trvanlivé ochucené mléko polatté s obsahem tuku 1,5 % d&eto UHT zakevem.
Vyrobce: Mlékarna Hlinsko, s.r.o.

Pramérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 ml vgbku: energie 260 kJ (60
kcal)

Minimalni trvanlivost do: 16.7.2011
Vyrobce doportuje skladovani f teplot 2 — 24 °C.
Objem vyrobku: 250 ml

Obal: Tetra Pak

Obr. 17. Kravik vanilkovy
* Actimel

Actimel je zakysany jogurtovy napoj, ktery obsahipgurtové kultury Lactobacillus

bulgaricus Streptococcus thermophilasnavic je jestobohacen @actobacillus casei
Vyrobce: Danone, a.s.

Pramérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 g vybiu: energie 301 kJ (71
kcal), 2,8 g bilkovin, 10,5 g sachaiid z toho 10,5 g culr 1,6 g tuk — z toho 1,1 g
nasycenych mastnych kyselin, 0,04 g sodiku, 0,2¥itagninu B a 0,75ug vitaminu D

Spoti‘ebujte do: 13.4.2011
Vyrobce doportuje skladovani i teplo 4 — 8 °C.
Objem vyrobku: 4 x 100 g

Obal: HDPE (High Density Polyetylen, vysokohustotni maiyen) lahvika
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Obr. 18. Actimel
* Monte drink
Monte drink je mlény napoj stokoladou a liskovymii®Sky, se snizenym obsahem tuku.
Vyrobce: Zott, s.r.o.

Pramérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 g vylku: energie 359 kJ (85
kcal), 3,8 g bilkovin, 12,7 g sachaiid- z toho 11,3 g culy 2,1 g tuk — z toho 1,4 g
nasycenych mastnych kyselin, 0,1 g vlidkniny, 0,80djku a 0,12 g vapniku

Spotrebujte do: 26.4.2011
Vyrobce doportiuje skladovani i teplot 4 — 8 °C.
Objem vyrobku: 4 x 100 g

Obal: HDPE lahviéka

Obr. 19. Monte drink
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» Laktino suSené mléko plnoténé
Je vyrobeno z pasterovaného mléka suSenim v pioarttého vzduchu.
Vyrobce: PML Protein.MIéko.Laktéza, a.s.

Pramérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 g vyb&u: energie 2058 kJ
(492 kcal), 25,0 g bilkovin, 39,5 g sacha&i@6 g tuki, 1,0 g vapniku a 1,4 mg vitaminu
B>

Minimalni trvanlivost do: 6.9.2011
Vyrobce doportiuje skladovani i teplo& do 24 °C a relativni vihkosti do 70 %.
Hmotnost vyrobku: 400 g

Obal: papirovy séek uvnit s hlinikovou félii, uloZzeny v papirové krabici

Obr. 20. Laktino suSené mléko pin&ié

5.3.2 Syry
* Apetito pro déti

Jedna se o taveny syr, ktery se vyrabi mletim, amich a tavenim sési prirodnich syl a

dalSich surovin aifsad.
Vyrobce: TPK spol. s.r.o.

Pramérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 g vyioku: energie 871 kJ (210
kcal), 10,0 g bilkovin, 3,8 g sachaiig- z toho 2,5 g cukr 17,2 g tuk — z toho 11,4 g
nasycenych mastnych kyselin, 0,47 g vapniku, G@diku a 0,819 vitaminu D

Minimalni trvanlivost do: 3.9.2011
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Vyrobce doportiuje skladovani i teplot 4 — 8 °C.
Hmotnost vyrobku: 100 g

Obal: jednotlivé porce — hlinikova félie, papirova kréda

Obr. 21. Apetito pro &i

* Bergader Almkéase
Bergader Almkase jetrfsodni zrajici syr s plisni na povrchu.
Vyrobce: Soukromé mlékarna Bergaderirivecko

Pramérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 g vyb&u: energie 1873 kJ
(454 kcal), 13,5 g bilkovin, 0,5 g sachdrid4,2 g tuk

Spotrebujte do: 25.4.2011
Vyrobce doportuje skladovani b teplo 2 — 7 °C.
Hmotnost vyrobku: 175 g

Obal: papir s hlinikovou folii, papirova kraka

Obr. 22. Bergader Almkase
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*  Primator

Primator pati mezi gFirodni syry ementalského typu s vysokotieanou syeninou. Je pro

n¢j typicka mandlo¥ nasladla chtj ktera je vysledkem dlouhodobého zrani.
Vyrobce: Madeta, a.s.

Pramérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 g vyb&u: energie 1560 kJ
(373 kcal), 28,8 g bilkovin, 0,3 g sachdii@7,5 g tuk

Spotrebujte do: 4.4.2011
Vyrobce doportiuje skladovani i teplot 4 — 8 °C.
Hmotnost vyrobku: 100 g

Obal: PP (polypropylen) podloZzka, PE (polyetylen) folie

Obr. 23. Primator

5.3.3 Maslo a margariny
» Jihoceské maslo

Maslo je mlény vyrobek, ktery obsahuje vyhradmlé&ny tuk ve forr¢ emulze vody a

tuku, vyrobeny tepelnym a mechanickym zpracovanauk® smetany.
Vyrobce: Madeta, a.s.

Pramérné vyZzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 g vyoku: energie 3100 kJ
(741 kcal), 0,75 g bilkovin, 0,8 g sachdri®2,5 g tuk

Spoti‘ebujte do: 15.4.2011

Vyrobce doportuje skladovani i teplo 4 — 8 °C.
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Hmotnost vyrobku: 125 g

Obal: papir s hlinikovou folii

Obr. 24. Jihéeské maslo
* Rama MultiVita

Rama MultiVita je margarin s nizkym obsahem tukuwoleny z rostlinnych oléja tuki a

obohaceny o vitaminy A, D, E,1BB,, Bs, Bg a By
Vyrobce: UnileverCR, spol. s.r.0.

Pramérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 g vyoku: energie 1500 kJ
(370 kcal),> 0,5 g bilkovin, 3,0 g sachafid- z toho> 0,5 g cuki , 39,0 g tuk — z toho
12,0 g nasycenych mastnych kyselin, 14,0 g mong@atownastnych kyselin, 13,0 g
polyenovych mastnych kyselin — z toho 11, a 2,0 go-3, > 0,5 gtransizomeii
mastnych kyselin, 0,12 g sodiku, 8@ vitaminu A, 7,5ug vitaminu D, 18 mg vitaminu
E, 1,4 mg vitaminu B 2,0 mg vitaminu B 2,0 mg vitaminu B 200ug vitaminu B a 1

ug vitaminu B>

Minimalni trvanlivost do: 10.6.2011

Vyrobce doportiuje skladovani b teplot 2 — 15 °C.
Hmotnost vyrobku: 500 g

Obal: PP krabhika
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Obr. 25. Rama MultiVita

* Perla

Perla je margarin s nizkym obsahem tuku, vyrobempstlinnych olej obohaceny o
8 dilezitych vitamiri — A, D, E, B, By, Bs, By a By

Vyrobce: UnileverCR, spol. s.r.o.

Primérné vyzivové hodnoty udavané vyrobcem ve 100 g wyioku: energie 1500 kJ
(350 kcal), 0,0 g bilkovin, 0,0 g sachdrid z toho 0,0 g cukr, 39,0 g tuk — z toho 11,0

g nasycenych mastnych kyselinp,5 gtransizomeii mastnych kyselin, 0,2 g sodiku, 800
pMg vitaminu A, 7,5ug vitaminu D, 18 mg vitaminu E, 1,1 mg vitaminy, BL,2 mg
vitaminu B, 1,5 mg vitaminu B 150ug vitaminu B a 0,8ug vitaminu B

Minimalni trvanlivost do: 13.5.2011

Vyrobce doportuje skladovanif teplot 2 — 15 °C.

Hmotnost vyrobku: 500 g

Obal: PP krabika

Obr. 26. Perla
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5.4 Pilotni pokusy pii zmydelnéni a extrakci vitaminu D

5.4.1 Zmydelnéni vzorkid a extrakce nezmydel&nych ¢asti

5.4.1.1 Zmydelreni za tepla

Zmydelreni za tepla bylo provedeno se vzorky mléka, taversha, syra ementalskeho

typu a Perly (margarin). Pro zmydath byly pouzity 1,9 mol.di a 3,8 mol.drii vodny

roztok KOH, etanolicky roztok KOH a metanolicky tok KOH. V pribéhu prace bylo

vyzkouSeno &kolik obmeén zmydelrni:

Do kazdé ze Sesti Erlenmayerovych damylo odpipetovano 10 ml mléka. Do
prvni baiky bylo pridano 30 ml 1,9 mol.divodného roztoku KOH, do druhé 30
ml 1,9 mol.dn? etanolického roztoku KOH a deeti stejné mnozstvi 1,9 mol.dim
metanolického roztoku KOH. Détvrté, paté a Sesté ey bylo pidano stejné
mnozZstvi a stejné roztoky jako déedchozich batk. U nasledujicich vzortkbyla
vSak pouZita koncentrace 3,8 mol:dnKe vzorkim bylo gidano malé mnoZzstvi
kyseliny L-askorbové v pevném skupenstvi, wablu zabraéni mozné oxidace
vitaminu D. Baky byly obaleny hlinikovou félii kitli zabraréni pristupu s¥tla.
Takto gipravené vzorky byly umishy do vodni laz& Vzorky s etanolickym a
metanolickym roztokem KOH byly vloZeny do vodnindzs tepakou vyhaté na
60 °C na dobu 30 min. Po uplynuti doby byly vzoviyaZzeny a zchlazeny. Teplota
vodni lazr byla zvySena na 95 °C a byly do ni vioZzeny vzaskyodnym roztokem
KOH a zmydelovany po dobu 30 min. Po 30 min. byly vzorky vyjmu
zchlazeny. Nezmyde#nd ¢ast byla extrahovana organickymi rozped§t, ktera
jsou nemisitelnd s vodou. Zchlazené vzorky byiglity do ctlici nalevky, bylo
k nim pridano 50 ml n-hexanu a s nalevkou byteptino asi 2 min. Odtkéna
hexanova vrstva byla slita dory s kulatym dnem a odpena na vakuové ratai
odparce fi teplo€ vodni &z negresahujici teplotu 50 °C. Ziskané odparky byly
rozpusény v 10 ml metanolu afipfiltrovany do vialek pes nylonovy filtr o

velikosti pé6 0,45um.

Tvrdy syr byl na multikraj&@ rozmglnén na malé kousky a ze ziskané rehminé
smeési bylo do Erlenmayerovych bé&nodvazeno 10 g. Ke vzoik bylo stejnym

zpisobem jako v fedesSlém bao#l pridano 50 ml vodného, etanolického a
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metanolického roztoku KOH a koncentracich 1,9 mmofda 3,8 mol.dr.
Taveného syra bylo také odvazeno 10 g, byl reret feci misce s danymi roztoky
a pak peveden do Erlenmayerovych kanKe vzorkim byla gidana kyselina L-
askorbova a bty byly obaleny hlinikovou félii. Rpravené vzorky byly umishy
do vodni laza o teplot 60 °C a byly neustalerdpany. V lazni byly vzorky
ponechany 1 hod. Po vyjmuti z I&Zoyly vzorky zchlazeny a extrahovarfgpanim
v dklici nalevce s 50 ml n-hexanu po dobu nejtn2min. Po oddeni vrstev byla
hexanova vrstva slita do iiky s kulatym dnem a odfena na vakuové ratai
odparce fi teplot vodni lazg do 50 °C. Ziskané odparky byly rozpimst v 10 mi

metanolu a fefiltrovany do vialek fes nylonovy filtr o velikosti pdr 0,45um.

Stejny pracovni postup byl opakovan fe$ednou, ale doba zmydemi byla

prodlouzena na 2 hod.

Do dvou Erlenmayerovych bék bylo pipetovano 30 ml miléka, do prvni bylo
ptidano 30 ml 1,9 mol.dietanolického roztoku KOH a do druhé stejné mnoZzstvi
3,8 mol.dn? etanolického roztoku KOH. Vzorek tvrdého syra byzmslinén na
multikrajedi a z takto rozréinéného syra bylo do Erlenmayerovych Bawmdvazeno
2 x 10 g vzorku, ke kterym bylofigano 50 ml 1,9 mol.di a 3,8 mol.drif
etanolického roztoku KOH. Dvakrat 10 g bylo odvazemsaveného syra, ktery byl
s 50 ml 1,9 mol.dil a 50 ml 3,8 mol.di etanolickym roztokem KOH nejprve
rozeten v feci misce a pakipveden do Erlenmayerovych anBylo odvazeno
15 g Perly do Erlenmayerovy iy, kterd byla smichana s 50 ml 1,9 mol:den50
ml 3,8 mol.dn? etanolickym roztokem KOH. S blami bylo chvili michano, aby
doslo k lepSi homogenizaci vzorkge vSem vzorkm bylo gidano malé mnoZzstvi
kyseliny L-askorbové a lay byly obaleny hlinikovou folii. Takto fipravené
vzorky byly umistény do ultrazvukové vodni lazgrvyhraté na 60 °C. Vzorek mléka
a Perly byl do ultrazvukové l&&rumistn na 15 min., vzorky syrna 1 hod. Po
uplynuti ¢asu byly vzorky vytazeny a zchlazeny. Vzorky bylelgy do dlici
nélevky a kazdy vzorek byl extrahovan dvakréat. Biicd nalevky ke vzorku bylo
nejprve pilito 50 ml n-hexanu a vSe bylo pitepano po dobu alespavou min.
Hexanova vrstva byla slita doigy s kulatym dnem a ke zbytku byldigdno uz
jen 30 ml n-hexanu a vSe bylo znovu peptino. Hexanové vrstvy byly spojeny a

odpdeny na vakuové rotai odparce P teplo€ vodni lazg do 50 °C. Ziskané
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odparky byly rozpughy v 5 ml metanolu aigfiltrovany do vialek pes nylonovy
filtr o velikosti por 0,45um.

Stejny pracovni postup byl opakovan ¢estkolikrat, byla vSak prodluzovana doba
zmydelreni. U vzorki mléka a masla byla doba prodlouzena z 15 minOnai8. a
nakonec na 45 min. U vzatlsyra byla zrninéna i navazka a to zipodnich 10 g na
100 g, vazeno s ipsnosti na dv desetinna mista. Doba zmydaih byla
prodlouZzena z 1 hod. na 2 hod. a nasiesinna 3 hod.

5.4.1.2 Zmydelréni za studena

Ke zmydelrni za studena byly pouzity vzorky mléka, tavenéra & syra ementalského
typu. Zmydelini bylo provedeno s 1,9 mol.dha 3,8 mol.drif vodnym a etanolickym
roztokem KOH. K analyze bylo pipetovano do kazdiemnayerovy biky 10 ml mléka,
ke kterym bylo pidano 30 ml 1,9 mol.d 3,8 mol.dn? vodného a etanolického roztoku
KOH. Syr ementalského typu byl pomlet na multikéépe z pomleté sisi bylo odvazeno
10 g vzorku do Erlenmayerovych kiknke kterym byly pidany roztoky KOH, stejajako

u vzorki mléka. Taveného syra vzatého k analyze bylo tdké.1Pro lepSi rozptyleni
taveného syra byl vzorek rorem v teci misce s danymi roztoky KOH a naslédn
pieveden do Erlenmayerovych &&nDo jednotlivych bagk bylo gridano malé mnoZstvi
kyseliny L-askorbové a vSechny byly obaleny hlini&o folii. Baiky byly premistny do
vodni 1azi o teplo€ 20 °C a po celou dobu s nimi byi@pano. Zmydekni probihalo p
téchto podminkach 24 hod. Za 24 hod. bylyilbavyjmuty a nezmydekna ¢ast byla
extrahovana do 50 ml hexanu. Extrakce byla provedecklici nalevce, se kterou bylo
ttepano nejmé&h2 min. Jakmile doSlo k odténi vrstev, byla hexanova vrstva slita do
baiky s kulatym dnem a odpena na vakuové ratni odparce s teplotou vodni l&n
negresahujici teplotu 50 °C. Ziskané odparky byly ré&gmy v 10 ml metanolu aips

nylonovy filtr o velikosti pé# 0,45um prefiltrovany do vialek.

5.4.2 Prima extrakce tuku

K analyze bylo do Erlenmayerovych arpipetovano 10 ml mléka, odvazeno 10 g syra
ementalského typu a 10 g taveného syra. Ke virorkylo @gidano 50 ml hexanu. Takto
piipravené vzorky byly umishy do vodni lazé s tepakou a po dobu 30 min. s nimi bylo

ttrepano. Po této dékoyly vzorky pgelity do clici nalevky, kde s nimi bylo je3tdalSich
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5 min. intenzive trepano. Hexanova vrstva byla étkha do baky s kulatym dnem a
odpdena na vakuové ratai odparce P teplo€ vodni lazg do 50 °C. Ziskané odparky
byly rozpusgny v 10 ml metanolu aipfiltrovany ges nylonovy filtr o velikosti pdr 0,45

um do vialek.

5.5 Pilotni chromatograficka separace pro optimalizacizolace vitaminu
D

Vzorky piipravené v kapitole 5.4 byly aplikovany do systéHiBLC, za delem owteni
vhodnosti 6iznych zgisohi zmydelrgni a extrakci vitaminu D. Chromatograficka separace
a analyza vitaminu D byla provedena nastoji Hewlett Packard 1100. Pro separaci
vitaminu D byla pouZita kolona s reverzni fazi Dsery Ggs (250 x 4,6 mm; 5um)

s ochrannouigdkolonou MetaGuard 4 x 3 mido HPLC byl davkovan alikvotni podil 20
pl. Mobilni faze byla tvéena snisi metanol : redestilovana voda v pom95 : 5. Analyza
byla provedena v izokratickém reZimii priitoku mobilni faze 1 ml.mih V pribshu
stanoveni byla udrzovana stabilni teplota termodtatony 30 °C. Celkova doba analyzy
byla 30 min. Tlak v systému se pohyboval mezi 1D1¥5 bary, coz je 10,1 az 11,5 MPa.
Signal byl sniman detektorem UV/VIS DADBI pInovych délkaci210, 230, 254 a 280 nm.

5.6 Vysledné zmydel&ni a extrakce vzorki pro kvantitativni stanoveni

vitaminu D

5.6.1 Zmydelnéni mléka a ml&nych napoja

Pro analyzu byly vybrany tyto vzorky: selské milékoyanlivé mléko poloténé a

plnotuiné, susené miléko, Actimel, Monte drink a énignapoj Kravik.

Ze selského mléka, trvanlivého polétého a plnottného mléka a mt@ého napoje
Kravik bylo do Erlenmayerovych bé&n odpipetovano 30 ml. Actimelu a Monte drinku
vzatého k analyze bylo 94,5 ml. Ze suSeného miglafiipraveno mléko tekuté, zhoz
bylo pipetovano také 30 ml do Erlenmayerovyiha Ke vzorkim mléka bylo pidano
30 ml 1,9 mol.drit etanolického roztoku KOH, kro¥wwzorkii Actimelu a Monte drinku.
K témto vzorkim bylo gilito 100 ml 1,9 mol.drif etanolického roztoku KOH. Ke v&em

vzorkim bylo gidano malé mnozZstvi kyseliny L-askorbové v pevnéwmpsnstvi. Ta
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slouzi jako antioxidan&imz by mohla fispét k ochrag vitaminu D fed oxidaci. Baky
byly obaleny hlinikovou folii, ktera vzorky chrapied pisobenim sitla. Nachystané
vzorky mléka a mignych napaj byly vloZzeny do ultrazvukové vodni lazvyhraté na

60 °C a byly zde ponechéany po dobu 30 min. Po 30 byily vzorky vytazeny a zchlazeny.

5.6.2 Zmydelnéni syri

Primator, syr ementalského typu, pbsy syr Bergader Almkase a taveny syr Apetito byly

pouzity pro stanoveni vitaminu D.

Syr Primator byl nejprve rozémén na multikrajéi. Z rozmelnéné sypké hmoty bylo do
Erlenmayerovy bigky odvazeno 100 g vzorku ggsnosti na 0,001 g. Taveného syra bylo
do Erlenmayerovy hiky odvdZzeno 96 g a plievého syra 25 g si@snosti natyfi
desetinna mista. Taveny syr byliedi misce rozéen s 250 ml 1,9 mol.drhetanolickym
roztokem KOH pro lepSi zmydeini vzorku. Ke zbylym vzorkm bylo gidano 250 ml
3,8 mol.dn?® etanolického roztoku KOH. Do kaZdéilg bylo pridano malé mnoZstvi
kyseliny L-askorbové a lilty byly obaleny hlinikovou félii. Pro zmydeini byla pouzita
ultrazvukova vodni lazeo teplot 60 °C, kam byly vzorky vloZzeny. Vzorek tavenéhoasy
byl zmydehovan po dobu 1 hod, ostatnim vzorky byly v [azmechany 3 hod. Poté byly

vzorky zchlazeny.

5.6.3 Zmydelnéni masla a margarini
K analyze byly pouzity nasledujici vzorky: masl@am®a MultiVita a Perla.

Do Erlenmayerovych b&k bylo odvazeno 15 g stgsnosti na 0,0001 g masla, Ramy a
Perly. Ke vzorkm bylo gilito 50 ml 1,9 mol.dn® etanolického roztoku KOH a s ikami
bylo zamichano, aby doSlo k lepSimu rozptyleni kaov roztoku. Ke vzorkm bylo
piidano malé mnozstvi kyseliny L-askorbové ankya byly chrarny pied swtlem
hlinikovou félii. Vzorky byly umisiny do ultrazvukové vodni laZrealiaté na 60 °C, kde

byly ponechany 30 min. Po uplynuti této doby bytprky vytazeny a zchlazeny.

5.6.4 Extrakce nezmydelrénych ¢asti

Po prokhnutém zmydekini, jsou nezmydebiné slozky extrahovany pomoci organického
rozpoustdla, které je nemisitelné s vodou. K extrakci byujit n-hexan a extrakce byla

provedena dvakrat. Vzorky bylyglity do clici nalevky, ke kterym bylofdano 50 ml n-
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hexanu. S d&ici nalevkou bylo intenzivh ttepano alesppopo dobu 2 min. Po odteni
vrstev byla hexanova vrstva slita daikg s kulatym dnem. ke zbytku byl@gigano uz jen
30 ml n- hexanu a @p bylo vSe intenzivé prottepano. Ob hexanové vrstvy byly spojeny
a odpaéeny vakuové rotai odparce, ficemz teplota vodni laznnegesahovala 50 °C.
Ziskané odparky byly rozpu$ty v 5 ml metanolu aips nylonovy filtr o velikosti pdr
0,45 um prefiltrovany do vialek. Takto ifpravené vzorky byly naskovany do systému
HPLC.

5.7 Chromatograficka analyza vzorki

Zmydelreni a nasledna extrakce vzarkyla popsana v kapitole 5.6. Chromatografické

podminky separace byly stejné jako je uvedeno wtdiab.5.

Vyhodnoceni vysledk bylo provedeno za pouziti chromatografického paogr

ChemStation — Instrument 1.

5.8 Kalibra éni kiivka

Pro sestrojeni kalibtai kiivky byl pouZit standard cholekalciferol. Rovnicalibraini
kiivky je dalezita pro kvantitativni stanoveni obsahu vitamihwue vzorku. Bylo navazeno
0,01 g standardu ggsnosti na 0,0001 g. Navazka byla kvantitatipievedena do 100 ml
odmerné baky a rozpudina v metanolu. Byl ziskan zasobni roztok o koneenti00
Hg.mlt. Zasobni roztok byl jeStziedsn na koncentraci 2Qg.ml*. Ze zasobniho roztoku o
koncentraci 20ug.ml* byla pro nasledna &eni fipravena kalibreni fada rozto o

koncentracich 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 a ggdml ™.

Méereni  gipravené Kkalibreni tfady standandl bylo provedeno za stejnych
chromatografickych podminek, jako je uvedeno v kd@i5.5. Kazdy vzorek byl protten

trikrat.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky pilotnich pokusi zmydelréni a extrakce vitaminu D

Pro izolaci vitaminu D ze vzoika jeho nasledné kvantitativni stanoveni bylo vysemo

zmydelréni za tepla, za studenaiima extrakce tuku.

6.1.1 Vysledky zmydelréni vzorki za tepla a za studena a extrakce nezmydémych
casti

Zmydelreni za tepla bylo popsano v kapitole 5.4.1.1. Proydeiméni byl pouzit
1,9 mol.dn?® a 3,8 mol.driif vodny, etanolicky a metanolicky roztok KOH. \Fipads
pouziti metanolického roztoku KOH doslo vipghu chlazeni vzorktaveného syra a syra
ementélského typu ke vzniku sraZeniny, kterou rebybzné wyitepat do hexanu. Pouziti
vodného roztoku KOH pro zmydeini vzorki mléka a syra ementalského typu nebylo
rovréZz vhodné, protoZe po smicharichito vzorki s n-hexanem vznikl gel, a ani po
n¢kolika minutovém stani nedosSlo k adiehi vrstev. Postup a podminky zmydglhza
studena byly popsany v kapitole 5.4.1.2. Take zmydelreni za studena ip pouziti
vodného roztoku KOH doslo paigani n-hexanu ke zmydeainym vzorkim mléka a syra

ementélského typu ke vzniku gelu.

Z téchto dvoda byl vodny a metanolicky roztok KOH povaZzovan zavhany pro
zmydelréni a naslednou extrakci, a proto pro vysledné zingdé nebyly pouzity.

NejlepSich vysledk bylo dosazenoippouziti etanolického roztoku KOH.

6.1.2 Vysledky primé extrakce tuki

Vzorky byly piipraveny za podminek uvedenych v kapitole 5.4.8tlide je mozné timto
zpisobem izolovat a naslegkvantifikovat vitamin D, bylo o¥eno chromatografickou

analyzou.

6.2 Vysledky pilotnich pokusi chromatografické analyzy pro

optimalizaci izolace vitaminu D

Za &elem zjiSéni zda zmydeléni a naslednéd extrakce byly dostake byly vzorky

piipravené v kapitole 5.4 nagtovany do systému HPLC.
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Z vysledki predk®zné chromatografické analyzy byly z§igy optimalnicasy pro dokonalé
zmydelréni za tepla konkrétnich vzarkDoba zvolena pro zmydeini mléka, mlénych
napoji, masla a marganinbyla 30 min., vzorek taveného syra byl zmyidegn 1 hod., syr
ementalského typu 3 hod. Rambylo srovnano pouZiti 1,9 mol.dima 3,8 mol.drit
etanolického roztoku KOH. Perales a kol. maji vé studii uvedeno, zefippouziti
1,9 mol.dn?® roztoku KOH se zisk& w§itek vitaminu D mensidt 40 %, av$akip pouZiti
3,8 mol.dn?® roztoku KOH se zisk& wtek vitaminu D dvojnasobny. Tato skénest
nebyla potvrzena, vysledkyippouZiti 1,9 mol.driif a 3,8 mol.drit etanolického roztoku
KOH byly ténst shodné, proto byl té#n pro vsechny vzorky pouZit 1,9 mol.dm
etanolicky roztok KOH [20].

Zmydelreni za studena népeslo zadné vysledky. Po nékti vzorki a uplynuti doby
analyzy nebyly na chromatogramu v poZzadovargése zaznamenany zZadné piky. Tento
zpusob zmydeldni se vyuzivd z toho tdodu, Ze se igdchazi tepelné izomerizaci
vitaminu D na previtamin D, ktery seiire objevit u zmydekni za tepla. Pro zmydeini

mléka a mlénych vyrobku byl tento postup nevyhovuijici.

Piima extrakce tuku, jejiz postup je popsan v kapitoh.2, nefinesla v zagru stanoveni
obsahu vitaminu D zZadné vysledky. Po tilst pripravenych vzork do chromatografu,
nebyl detektorem v poZadovaném rét@m ¢ase zaznamenan Zadny signal. Tato metoda

se neos¥dcila jako vhodna pro ziskani vitaminu D ze vzark

6.3 Vysledky méireni kalibraéni k¥ivky vitaminu D

Podle postupu uvedeného v kapitole 5.8 bylyiamy velikosti plochy pik standardu
cholekalciferolu o koncentracich 0,25; 0,5; 1,06 & 2,0ug.ml*. Kazda koncentrace
piipraveného standardu byla préiena tikrat a detekce byla proveden# plnové délce
210, 230, 254 a 280 nm. NejlepSi odezva detektdrunejvyssi absorbanci éhvitamin D
pii vinové délce 210 nm. Proto byla také kalimiakiivka sestrojena za&dthto podminek,
stejre tak tomu bylo i B méreni vzorki. Kalibratni kiivka byla sestrojena jako zavislost
plochy piku (mA.V.s) na koncentraci vitaminu fg(mr™). P vyhodnocovani se vychazi
z toho, Ze plocha piku jefimo uneérna koncentraci vzorku. Reténi ¢as vitaminu D byl
16,3 min. Vysledky r&eni jsou uvedeny v tabulce 2 a sestrojena kalibrativka na
obrazku 27.
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Tab. 2. Kalibrace vitaminu Dipvinové délce 210 nm

Koncentrace vitaminu D

[ug.mi™]

Plocha piku
[MA.V.s]

Pramérné plocha piku

0,25

7,6

7,2

7,0

7,3

0,5

23,0

23,9

22,3

23,1

1,0

44,9

45,8

46,5

45,7

15

73,2

71,8

71,3

72,1

2,0

92,5

90,9

90,8

91,4
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Obr. 27. Kalibréni kiivka vitaminu D @i vinové délce 210 nm
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Obr. 28. Chromatogram cholekalciferolu o konceritta8ug.mr* pii 210 nm
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6.4 Zpracovani vysledki

Odeitena plocha piku byla dosazena do rovnice regralder&ni kiivky, ktera ma tvary =

48,022x - 2,503 a byl vygten obsah vitaminu D ve vzorcich.

Aritmeticky primér vSech vysledk se nejvice blizi hodngtktera se vypiéte podle vzorce:
X
X= ZF 1)

N - poet vSech rieni, X; - hodnota jednotlivého &reni

Zakladni charakteristikou nahodilych chyb je odhatkrodatné odchylky, ktera byla

Zjisténa ze vztahu:

SD.= \/il(i(xi —x)zj 2)

n—1\ a1
N - patet vSech rieni, X; — X - mira odchylky jednotlivého #ieni

Skute&ny obsah vitaminu D byl vy@dtan podle vzorce:

a5 3)

X - aritmeticky peimer, S.D. - smgrodatna odchylkan - poset viech réreni, t - Studentv koeficient

Studentiv koeficientt charakterizuje Studentovo rageini nahodnych odchylek pro dany
stupdi volnosti (dany peet analyz a pouzitou hladinu vyznamnostio.lHodnota
Studentova koeficientu fp testované hladih vyznamnostia=0,05 a pi péti stupnich
volnosti je 2,571 [53]. Metoda byla &ena metodou standardnihidavku.

6.4.1 Stanoveni vitaminu D ve vzorcich mléka a mignych napoji

Postup izolace vitaminu D ze vzdrie uveden v kapitolach 5.6.1 a 5.6.4. K analyze by
vzato 2x 30 mliiznych druli mléka a mléného napoje Kravika. Actimelu a Monte drinku
bylo vzato 94,5 ml. Ke vdem vzdnn byl pidan 1,9 mol.dri etanolicky roztok KOH.
Ziskané filtraty vzork byly podrobeny chromatografické analyze, jejiz pauky jsou

uvedeny v kapitole 5.7. Kazdy filtrat byl analyzovax.
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V tabulkach 3, 5, 7, 9, 11 a 13 jsou uvedeny plogiky jednotlivych ngreni, které jsou
pomoci rovnice regrese kalitérd kiivky prepasitany na koncentraciup.mr'] a nasleds
napg vitaminu D gitomného v 1 | vzorku. MnozZstvi vitaminu D ve vzait je uvedeno

v tabulkéch 4, 6, 8, 10, 12 a 14.

Tab. 3. Obsah vitaminu D v selské&erstvém mléku

Objem vzorku Plocha piku Obsah vitaminu D | Obsah vitaminu D

[ml] [MA.V.S] [pg.mi™] [Hg.I"]

0,8861 0,0706 11,76

30 0,7541 0,0678 11,30

0,8204 0,0692 11,53

0,7824 0,0684 11,40

30 0,8457 0,0697 11,62

0,8662 0,0702 11,69

Tab. 4. Piimérny obsah vitaminu D v selskétarstvém mléku

Pramérny obsah vitaminu D [ug.I"] S.D. [ug.I"] H [pg.lY

11,55 0,16 11,55+ 0,17
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Tab. 5. Obsah vitaminu D v pol@tem trvanlivém mléku

Objem vzorku Plocha piku Obsah vitaminu D | Obsah vitaminu D

[ml] [MA.V 5] [Hg.ml] [ug.I"]

0,2725 0,0578 9,63

30 0,3545 0,0595 9,92

0,2987 0,0583 9,72

0,3558 0,0595 9,92

30 0,3172 0,0587 9,79

0,3047 0,0585 9,74

Tab. 6. Plimérny obsah vitaminu D v polotném trvanlivém mléku

Pramérny obsah vitaminu D [ug.I"]

S.D. [ug.I'"

M [pg.I"]

9,79

0,10

9,79+ 0,10

Tab. 7. Obsah vitaminu D v pIngtem trvanlivém mléku

Objem vzorku Plocha piku Obsah vitaminu D | Obsah vitaminu D

[mi] [MA.V.s] [ug.ml™] [ng.I]

0,6262 0,0652 10,86

30 0,5769 0,0641 10,69

0,5347 0,0633 10,54

0,6074 0,0648 10,80

30 0,5964 0,0645 10,76

0,6152 0,0649 10,82
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Tab. 8. Plimérny obsah vitaminu D v plnotném trvanlivém mléku

Pramérny obsah vitaminu D [ug.I"] S.D. [ug.I'"]  [pg.lY

10,74 0,10 10,74+ 0,10

Tab. 9. Obsah vitaminu D ve vanilkovém Kraviku

Objem vzorku Plocha piku Obsah vitaminu D | Obsah vitaminu D

[ml] [MA.V.S] [pg.mi™] [Hg.I"]

0,3647 0,0597 9,95

30 0,3247 0,0589 9,81

0,3065 0,0585 9,75

0,2947 0,0583 9,71

30 0,3439 0,0593 9,88

0,3378 0,0592 9,86

Tab. 10. Pimérny obsah vitaminu D ve vanilkovém Kraviku

Pramérny obsah vitaminu D [ug.I"] S.D. [ug.I"] H [pg.lY

9,83 0,08 9,83+ 0,08

Pramérny obsah vitaminu D ve vzorku selskéterstvého mléka byl 11,55 0,17 pg.I™.

Polotwné trvanlivé mléko obsahovalo vipnsru 9,79+ 0,10pg.I™* vitaminu D. Ve vzorku
plnotwného trvanlivého mléka byl zji&t pramérny obsah vitaminu D 10,74 0,10pug.I™.

Ve vanilkovém Kraviku byla detekovanaiupirna koncentrace vitaminu D 9,830,08
ug.I™. Literatura uvadi obsah vitaminu D v mléce 0,3,6 fg.I* [4,54]. Ve vzorcich
selskéhaterstvéeho mléka, polotného a plnoténého trvanlivého mléka a né@ém napoji
Kravik bylo nandieno desetindsobné mnozstvi vitaminu D. Obgervitamin D v mléce
zastoupen ve velmi nizkych koncentracip)( z tohoto dvodu mohlo dojit i analyze

téchto vzorki k interferenci piku vitaminu D s pikem jiné sloZéidgsaZzené vijpravenych
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vzorcich. Z tohoto dvodu bylo ke vzorkm pridano znamé mnozZstvi vitaminu D a analyza
byla znovu provedena {etre¢ zmydelrgni) se stejnym vysledkem. @pse objevila
pravdEpodobr interference s jinou sloZzkou mléka, zvySenou jepridavek standardu.
V suSeném mléce nebyl obsah vitaminu D stanovemZsini vitaminu D bylo v tomto
vzorku naopak pod hranici detekce. Susené mléekeyisbi susenim v proudu horkého
vzduchu, jehoz teplota dosahuje az 200 °@. tBkto vysoké tepl@ muze vznikat

z vitaminu D pyrovitamin D a izopyrovitamin D [1].

Tab. 11. Obsah vitaminu D v Actimelu

Objem vzorku Plocha piku Obsah vitaminu D | Obsah vitaminu D

[mi] [MA.V.s] [Mg.mI"] [Hg.I"]
0,8954 0,0708 3,74

94,5 0,9047 0,0710 3,75
0,8645 0,0701 3,71
0,9152 0,0712 3,77

94,5 0,9032 0,0709 3,75
0,9003 0,0709 3,75

Tab. 12. Pimérny obsah vitaminu D v Actimelu

Pramérny obsah vitaminu D [ug.I"] S.D. [ug.I'"  [pg.lY

3,75 0,02 3,75+ 0,02

Ve vzorku Actimelu byl zjign praimérny obsah vitaminu D 3,75 0,02ug.I". Vyrobce na
obalu uvadi, e obsah vitaminu D je v tomto vyroBkbipg.I*. Vysledek byl opt ovsten
metodou standardnihaigavku se stejnym vysledkem. Pragddobré doslo k destrukci
tohoto vitaminu B nevhodnych operacich s nimiigadré mohl byt jeho obsah sniZzen

degradaci f procesu zmydébvani.
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Tab. 13. Obsah vitaminu D v Monte drinku

Objem vzorku Plocha piku Obsah vitaminu D | Obsah vitaminu D

[mi] [MA.V.s] [Mg.mI"] [ug.I"]
0,1654 0,0556 2,94

94,5 0,2163 0,0566 3,00
0,2214 0,0567 3,00
0,1764 0,0558 2,95

94,5 0,1865 0,0560 2,96
0,2072 0,0564 2,99

Tab. 14. Pimérny obsah vitaminu D v Monte drinku

Pramérny obsah vitaminu D [ug.I"] S.D. [ug.I'"  [pg.lY

2,97 0,02 2,97+ 0,02

MIé¢ny napoj Monte drink obsahoval vipnéru 2,97+ 0,02 ug.I* vitaminu D. BohuZel
vyrobce na svém obalu jeho mnoZstvi nedeklarujeméit kvantitativnost nasSeho

stanoveni byla ajt ovefena metodou standardnihhdavku.

6.4.2 Stanoveni vitaminu D ve vzorcich syra

Izolace vitaminu D ze vzotkbyla provedena podle postupu uvedeného v kaphdiag.2
a 5.6.4. K analyze bylo navaZzeno 24bpzné stejné mnozstvi vzoiksyra (taveného syra
asi 96 g, Primatoru 100 g a piéssého syra 25 g). Ke vzorku taveného syra kidagn
1,9 mol.dn®, k ostatnim vzorkm 3,8 mol.dri? etanolicky roztok KOH. Ziskané filtraty
byly pouzity pro analyzu, jejiz podminky jsou uveges kapitole 5.7. Kazdy filtrat byl

promeren 3Xx.

V tabulce 15 jsou uvedeny plochy pikednotlivych n&feni, které jsou pomoci rovnice

regrese kalibréni kiivky piepaitany na koncentracpp.mr'] a nasled# napg vitaminu D
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piitomného v 1 kg vzorku. Bmérny obsah vitaminu D ve vzorku taveného syra jedeve

v tabulce 16.
Tab. 15. Obsah vitaminu D v taveném syru
Hmotnost vzorku Plocha piku Obsah vitaminu D | Obsah vitaminu D
[a] [MA.V.s7] [ug.mi™] [ug.kg™]
0,3664 0,0598 3,08
96,9004 0,4151 0,0608 3,14
0,3898 0,0602 3,11
0,4074 0,0606 3,11
97,5402 0,3684 0,0598 3,07
0,3621 0,0597 3,06

Tab. 16. Pimérny obsah vitaminu D v taveném syru

Pramérny obsah vitaminu D [ug.kg] S.D. [ug.kg!] H [png.kgl

3,09 0,03 3,09+ 0,03

Primérny obsah vitaminu D ve vzorku taveného syra b@93; 0,03 pg.kg*. Hodnota
vitaminu D uvedena vyrobcem na obalu vyrobku je|&kg*. Jedna se o taveny syr pro
déti, kam je vitamin D pidavany umysla pro obohaceni stravy o tento vitamin. Vyrobce
sice uvadi obohaceni vitaminem D aZ na koncen8axjig.kg", ale uz neuvadi, v jaké
chemické form byl vitamin D gidan. V naSi studii byl pouZzit vitaminDktery ma od
vitaminu D, jiny reter®ni ¢as a tudiZ nebyl kvantifikovan. Vitamin D ve vzorRumatora

a plisiového syra nebyl stanoven. Wchto vzorki pravdEpodobrt nedoSlo ke
kompletnimu zmydekni a mnoZstvi vitaminu D ¥¢thto vzorcich bylo velmi nizké, proto

ho nebylo mozné stanovit, nebse nachazelo pod hranici detekce.
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6.4.3 Stanoveni vitaminu D ve vzorcich masla a margarin

Izolace vitaminu D ze vzotkmasla a margarinbyla provedena podle navodu v kapitole
5.6.3 a 5.6.4. K analyze bylo vzato 2x 15 g od EBabdvzorku. Ke vzorkm byl prilit
1,9 mol.dn® etanolicky roztok KOH. Hpravené filtraty byly pouZity pro

chromatografickou analyzu popsanou v kapitole Bazdy filtrat byl prongien 3x.
V tabulkadch 17 a 19 jsou uvedeny plochyipjkdnotlivych n&teni, které jsou pomoci

rovnice regrese kalibtai kiivky prepasitany na koncentraciuf.mr] a nasleda na pg

vitaminu D gitomného v 1 kg vzorku. MnoZstvi vitaminu D ve wadch je uvedeno

v tabulce 18 a 20.

Tab. 17. Obsah vitaminu D v RarvultiVita

Hmotnost vzorku Plocha piku Obsah vitaminu D | Obsah vitaminu D
[g] [MA.V 5] [ug.mi™] [Mg-kg"]
0,4909 0,0623 20,56
15,1645 0,5472 0,0635 20,94
0,5234 0,0630 20,78
0,5078 0,0627 20,90
15,8463 0,5506 0,0636 21,20
0,5498 0,0636 21,19

Tab. 18. Pimérny obsah vitaminu D v Ra#rMultiVita

Pramérny obsah vitaminu D [ug.kg’]

S.D. [ug.kg’]

M [ug.kg™]

20,93

0,23

20,93+ 0,24
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Tab. 19. Obsah vitaminu D v Perle

Hmotnost vzorku Plocha piku Obsah vitaminu D | Obsah vitaminu D

[a] [MA.V.s] [ug.mi™] [ug.kg™]
0,4485 0,0615 19,96

15,3992 0,4512 0,0615 19,97
0,4223 0,0609 19,78

0,4165 0,0608 20,10

15,1247 0,4462 0,0614 20,30
0,4214 0,0609 20,13

Tab. 20. Pimérny obsah vitaminu D v Perle

Pramérny obsah vitaminu D [ug.kg’]

S.D. [ug.kg’]

M [ug.kg™]

20,04

0,16

20,04+ 0,17

Ve vzorku Ramy byl zji&n primérny obsah vitaminu D 20,938 0,24 pg.kg*. Vzorek
Perly obsahoval v iméru 20,04+ 0,17 pg.kg" vitaminu D. U obou vyrobk garantuje
vyrobce obsah vitaminu D v 1 kg {%. BohuZel ani P opakovanych analyzach toto
mnozstvi stanoveno nebylofigemZ vzorky byly kvantitativeh zmydelrény. V klasickém
masle obsah vitaminu D nebyl z§igt Jeho koncentrace se nachazela pod hranici @etekc
To maze byt ale zpsobeno i technologii jeho vyroby, skladovanéimsezonimi vykyvy ve
vyZzivé dojnic apod.

Ve vzorku Actimelu, Monte drinku, taveného syra,nBaa Perly byly zji&ny nizSi
koncentrace vitaminu D, neZ udava vyrobcév@em nizSiho obsahu vitaminu Déchto
vzorcich mohl byt i pechod vitaminu D na ifslusny previtamin vlivem izomerace.
Izomerace vitaminu D na jeho previtamin je kataly@ta zejména zvySenou teplotou
pii alkalické hydrolyze [55]. OdliSnost naienych hodnot od skuteého mnozstvi mohla
byt také zgsobena ulpivanim vitaminu D na laboratornim skiezmydelréni a extrakci.

Vitamin D je nestabilni a vliv na jeho niZSi kontraei mohla mit i samotna degradace
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tohoto vitaminu mezi jednotlivymi chromatografickynméienimi, i gesto Ze byla
provedena ochranna opati, jako nap pridani kyseliny L-askorbové a ochran&eg

swetlem hlinikovou folii.

Stanoveni vitaminu D ipdstavuje komplikovany chromatograficky problémhog
slozitost spoiva ve velmi nizkém obsahu tohoto vitaminu v mlaaalé&nych vyrobcich.
Odborné studie, které se zabyvaji stanovenim vitani), pouZivaji ke zjighi obsahu
vitaminu D potraviny obohacené o tento vitamin. \andd¢ predpisy stanovuji, Ze
margarin a mléko musi byt obohacené o vitamin DUSA je obohacovani potravin
vitaminem D dobrovolné a je povoleno napro snidaové cerealie, mléko a ovocné
&avy. Tento vitamin je u obohacovanych potravin obg@idavan v mnozstvi 40 — 400
IU na davku [21].

DalSim problémem, ktery komplikuje stanoveni vitamiD v mléce a migych
produktech, je itomnost sterdl, karotenoid, lipofilnich vitamini a dalSich fitomnych
latek, které se zde nachazi ve @ré&an mnoZstvi, a proto je nutné separovat vitamiodD
téchto latek [55]. Z tohotoiorodu bych pro dalSi praci dopaila predseparéni techniku,
napg. SPE. Principem je zachyceni molekul latky na mouhsdrbentu, fes ktery protéka
vzorek. Pro extrakci se vyuziva chemickych vladinasolekul, které jsou v iledku
mezimolekulovych interakci zadrzeny na sorbentwzRon SPE dochazi kigisteni
extraktu, zakoncentrovani stopovych mnozstvi l@ekvreZ jsou odstragny interferujici

nedistoty, které snizuji Zivotnost analytické kolomp].

Z nejrzrejSich @icin nenely nékteré piky idealni gaussovsky profikkteré byly rozmyte.
Z diavodia chvostovani a rozmyvani gike vhodné ke vzorim pridavat trietylamin nebo
trimetylamin. Pro kvantitativni stanoveni vitamibu by bylo vhodné pro dalSi praci pouzit
jinou kolonu, ktera by a lepSi interakci vzorku se stacionérni fazi. liep&ysledk by
mohlo byt dosazeno i modifikovanim mobilni fazéelited mobilnich fazi, které jsou

vhodné pro stanoveni vitaminu D, jsou uvedeny \ithép?2.9.

Ke vzorkim byla gidavana kyselina L-askorbova, jako dalSi antioknd&inidla se mohou
pouzit nap. vitamin E, pyrogalol a BHT. Nevyhodouwkierych antioxidanich ¢inidel
(pyrogalol, BHT) je, Ze i extrakci lipofilnich vitamirti ze zmydeldné matrice rovéz

piech&zi do organické faze a mohou télatobtiZze pi vlastnim stanoveni vitamin55].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 71

Dulezité je rychlé ochlazeni hydrolyzatu po ukeni vlastni hydrolyzy. Mnozstvi KOH
pouzitého k hydrolyze je zavislé na mnoZzstvi tulkuweorku. Uvadi se, Ze na kazdy 1 g
tuku je nutné pouzit 5 ml 60% roztoku KOH a 15 manelu [55].

VSechny vySe uvedené problémi panalyze vitaminu D se mohadesit pouzitim off-line
multidimenzionalni HPLC metodou, kdy se pouZziva igeeparativni kolona s reverzni
fazi k frakcionaci vitaminu D. Frakce vitaminu B podrobenaiggisténi na silikagelu a
nasledg po odpa&eni do sucha, rozpusti v prislusSném rozpoudtlle, se provede separace

a kvantifikace na reverzni fazi [55].
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ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo nalézt vhodné padkypro izolaci vitaminu D z mléka a

mlénych vyrobkKi a jeho nasledné stanoveni pomoci vysocenné kapalinové

chromatografie ve vybranych vzorcich.

Ke zmydelgni vitaminu D byly pouzity izné roztoky KOH o iznych koncentracich.
Bylo provedeno zmydetmi za tepla, za studena, vyzkouSena byl&im@ extrakce tuku.
NejlepSich vysledk bylo dosaZzeno ip zmydelreni za tepla. B pouZziti vodného a
metanolického roztoku KOH se nepditta pripravit vzorky, které by mohly byt podrobeny
chromatografické analyze. Jako nejvhgdhse jevil 1,9 mol.di etanolicky roztok KOH.
Pro rékteré vzorky byl pouZit 3,8 mol.dfetanolicky roztok KOH, ten v8ak v z#u
zZjisténi neginesl poZadovany efekt. Nezmydéhé cast byla extrahovana 2x do hexanu,

nejprve do 50 ml, pro druhou extrakci bylo poudtoml.

Pro stanoveni vitaminu D v mléce a drgch produktech byla vyuzita vysoceinna
kapalinova chromatografie. K analyze vzorkyl pouZit fFistroj Hewlett Packard 1100
s detektorem UV/VIS DAD. Vyhodnoceni vysladkbylo provedeno za pouZiti
chromatografického programu ChemsStation — Instrumefro separaci vitaminu D byla
pouzita kolona s reverzni fazi Discoverys@250 x 4,6 mm; 5pum) s ochrannou
predkolonou MetaGuard 4 x 3 mm. Mobilni faze byla ter@m smisi metanol :
redestilovana voda v pamu 95 : 5. Analyza byla provedena v izokratickéraimau [
pratoku mobilni faze 1 ml.mih Celkova doba analyzy byla 30 min. Viipéhu stanoveni
byla udrZzovana stabilni teplota termostatu koloay3® °C. Mteni bylo provedenoip

vinovych délkach 210, 230, 254 a 280 nifi¢egmz nejlépe se jevila vinova délka 210 nm.

K sestrojeni kalibréni kiivky byl pouzit standard cholekalciferol. Chromataficke
podminky pro nsfeni kalibr&ni kiivky byly shodné jako u stanoveni vitaminu D ve

vzorcich mléka a mééych vyrobki.

Pro analyzu vitaminu D byly vybrany tyto vzorky:lde mlékocerstve, trvanlivé mléko
polotwiné a plnotané, mi€ny napoj Kravik, Actimel, Monte drink, suSené mi¢kaveny
syr Apetito, plisovy syr Bergader Almkése, syr ementalského typm&or, maslo, Rama
MultiVita a Perla. Rimérny obsah vitaminu D ve vzorku selskébterstvého mléka byl
11,55+ 0,17 ug.I'*. Polotw&né trvanlivé mléko obsahovalo vipnéru 9,79+ 0,10 pg.I*

vitaminu D. Ve vzorku plnoiného trvanlivého mléka byl zj&t primérny obsah
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vitaminu D 10,74+ 0,10 pg.I*. Ve vanilkovém Kraviku byla detekovanatpwrna
koncentrace vitaminu D 9,880,08pg.I™". Ve vzorku Actimelu byl zji&n primérny obsah
vitaminu D 3,75+ 0,02pug.I". MIé&ny napoj Monte drink obsahoval vipnéru 2,97+ 0,02
pg.I* vitaminu D. Pémérny obsah vitaminu D ve vzorku taveného syra bgo3; 0,03
ug.kgl. Ve vzorku Ramy byl zjign primérny obsah vitaminu D 20,93 0,24 ug.kg™.
Vzorek Perly obsahoval v foméru 20,04+ 0,17 pg.kg* vitaminu D. V su$eném mléce,
plisitovém syru Bergader Almkase, v syru ementalskéha ®pgmator a masle nebyl

zjisten obsah vitaminu D. Rozpory ve vysledcich jsou kotoeany v kapitole diskuze.

Na zavr diskuze byly dany dalSi dopaeni, jak dale postupovat v chromatografické

analyze pro lepSi optimalizaci jak izolace, takasape.
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uv

DBP

FAO

SPE

BHT

HPLC

PEEK

PDA

ELSD

CAD

GLC

PET

UHT

HDPE

PP

PE

Ultraviolet

Ultrafialove

Vitamin D-Binding Protein
International Unit

Mezinarodni jednotka

Food and Agriculture Organization
Organizace pro vyZivu a zeailstvi
Solid phase extraction

Extrakce na pevné fazi
Butylhydroxytoluen

High Performance (Pressure) Liquid Chromatography
Vysoce @inna (tlaka) kapalinova chromatografie
Polyetereterketon

Photodiode—Array

EvaporativelLight Scattering Detector
Corona™ Charged Aerosol Detector
Systém plyn-kapalina chromatografie
Polyetylentereftalat

Ultra high temperature

Za vysoke teploty

High density polyethylen
Vysokohustotni polyetylen
Polypropylen

Polyetylen
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