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ABSTRAKT

Bakal&ska prace je za#hena na charakteristiku lipofilnich vitandirv potravinach a moz-
nosti jejich stanoveni pomoadiznych instrumentalnich metod. Mezi lipofilni vitamgise
fadi vitamin A (retinoidy), D (cholekalciferol, ergaiciferol), E (tokoferoly a tokotrienoly)
a K (fylochinon, farnochinon). Tyto latky se spobafdli na mnozstvi iezitych fyziolo-
gickych pochod.

Stanoveni vitamif v potravinach je natmé, protoZe jejich koncentrace jsottSmou
velmi nizké aasto jsou také citlivé k oxidaci. Pro stanovendfimich vitamini je dileZi-

ta uprava (hydrolyza) vzorku a izolace vitaminuti@xce organickymi rozpou&tly), a
nasledné stanoveni pomoci spektrometrickych, fiaetiickych metod, a zejména chroma-
tografickych technik (kapalinova chromatografieyruva chromatografie) s vyuzitinz-

né detekce (UV-VIS, MS, FID, ECD).

Kli¢ova slova: Vitamin A, D, E, K, potraviny, izolacganoveni, GC, HPLC

ABSTRACT

The thesis deals with characterization of lipoghuitamins in foods and possibilities of
their determination by various instrumental methodisamin A (retinoids), D (cholecal-
ciferol, ergocalciferol), E (tocopherols and tokemiols) and K (phylloquinone, farno-
quinone) belong to lipophilic vitamins. These fastparticipate in many important physio-
logical processes.

Determination of vitamins in foods is difficult kmese of their low concentrations and
common sensitivity to oxidation. For lipophylic amhins determination are important -
sample preparation (hydrolysis) and vitamin isolatfextraction by organic solvents), and
determination by spectrometric, fluorimetric methaghd in particular chromatographic
techniques (gas chromatography, liquid chromatdgapvith using various detectors
(UV- VIS, MS, FID, ECD).

Keywords: Vitamin A, D, E, K, foods, isolation, éemination, GC, HPLC
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UvoD

Vitaminy jsou esencialni nizkomolekularni organitkiky, které se spolupodili na velkém
mnozZstvi dlezitych fyziologickych pochaila funkci. \&tSinou se doéta ¢lovéka dostava-
ji z prijaté potravy, Bkteré (nebo jejich podstatast) se vSak twd piimo v €le, & uz za
pomoci stevni mikrofléry nebo z prekurzor Poteba étSiny vitamini je pongrné nizka,
piesto pi nedostaténém gFijmu vitamini z potravy, nebo i nedostat&né resorpci
v travicim traktu, dochazi v organismu k chorobrgmgnam a k projetrm hypovitaminé-

zy a avitaminGzy.
Vitaminy rozpustné v tucich jsou lipofilni vitamimypati mezi r¢é vitaminy A, D, E a K.

Vitamin A se @astni zrakového vjemu a biosyntézy bilkovin. V Zigaych tkanich se
vitamin A vyskytuje pedevsim jako aftransretinol (A1), v rostlinnych produktech ve
forme prekurzot - karoteri (a-, B-, y-karoten g-kryptoxantin). Vitaminy skupiny D (cho-
lekalciferol, ergokalciferol) se spolupodiligalevSsim na zaji&i homeostazy vapniku
a fosforu v organismu. Tokoferoly a tokotrienolyté&min E) paiti mezi vyznamné antioxi-
danty, které napomahaji zpomalovani starnuti osgamia podili se na prevenci vzniku
kardiovaskularnich onemoémi. Vitaminy skupiny K (fylochinon a farnochinong stastni
procesu srazeni krve a fosfoyméch pochod fotosyntézy. Vitamin K vznika také jako

produkt biosyntézy mikroorganignv travicim traktu.

Stanoveni vitamit v potravindském materialu je opravduil@zity, ale zarove velmi slo-
Zity ukol, protozZe jejich obsah v potravinach jesrevnani s ostatnimi slozkami analyzo-
vaného vzorku velmi nizky. Vitaminy jsou radnlatky ve &tSineé pripadi velmi citliveé

k oxidaci, a gkdy i na s¥telné zéeni. Red vlastnim stanovenim se provadkalik ope-
raci, které zahrnuji hydrolyzu vzorku, extrakciawtini a pecisSténi vzorku. Pro vlastni
stanoveni seftfve pouzivali pedevsim spektrofotometrické nebo fluorimetrické adgt

v sowtasné dob jsou nejvice vyuzivany plynova a kapalinova chrtwgeafie, gedevsim
HPLC metoda.

K detekci sloZzek vychazejicich z chromatografickéoky se vyuzivatznych fyzikalnich
a chemickych vlastnosti, jako je rfapustota, tepelna vodivost, svitivost plamene apod
meieni €chto vlastnosti se vyuzivd@areé konstruovanych detektir které jsou fizpiso-
beny danym chromatografickym metodam. V 8y mie se vyuZivaji detektory - UV-
VIS, ECD, MSD, FID, DAD a jiné.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou esencialni nizkomolekularni organitkiiky, které jsodazeny mezi biokata-
lyzétory a v organismu vykonavajfgulem danéidici a regulani funkce. Vznikaji-li pimo

v Zivych objektech, prodz jsou nezbytné, jde endogennibiokatalyzatory. Mezi & pati
nag. enzymy a hormony. Lidé si ale nedokazi veSkevkdtalyzatory syntetizovat ¢kdy
jen v omezené @) a musi je fijimat z vrgjSiho prostedi, obvykle potravou. Jedna se

o biokatalyzatorgexogenni[1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8]

Vitaminy nejsou pro organismus zdrojem energie,séavebnimi latkami tkani, ale vyko-
navaji v organismudgkolik funkci. PIni v Zivych organismech vyznamndahu prekurzo-
ri kofaktori riznych enzym (vitaminy skupiny B), jiné se upfaiji v oxidainé reduk-
nich systémech (vitamin C, E), apod. [1, 2, 3,4, B8]

Prekurzory vitamifa neboli provitaminy jsou organické slaieniny bez vitamindzniho
acinku, které se v8ak v Zi¢@dném €le meni pisobenim UV z&eni nebo pomoci enzym
ve vitaminy. Jde ndp o B-karoten, ktery je provitaminem vitaminu A nebo o 7

dehydrocholesterol, ktery je provitamin vitamingt [, 3, 5, 6, 7, 8, 9,10]

V potravinach se vitaminy vyskytuji zpravidla v nistvi odpg.kg* po stovky aZ tisice
mg.kg* podle druhu vitaminu, tmiho obdobi, druhu potraviny atgobu zpracovani po-
travin. Vyskytuji se volné nebo vazané na jednétblozky potravy, néasgji na sacharidy
a proteiny. [1, 3, 5, 10]

U potravin zZiv@iSného ivodu zavisi obsah vitamima zgisobu skladovani a zpracovani
suroviny, u potravin rostlinnéhaipodu je vyznamny i stupezralosti, klimatické podmin-
ky béhem fistu, hnojeni apod. Vitaminy gatmezi labilni sloZky potravin, proto slouzi

zérovae jako indikatory Setrnostietnych technologickych a kulinarnich Uprav. [11G]

Vyznamnymi zdroji vitamif jsou gedevsim zakladni potraviny, jimiz se zpravidla dest
tecné pokryva poteba vitamii (maso a masné vyrobky, mléko a &mé vyrobky, vejce -
zvlase Zloutek, chléb a jiné ceredlni vyrobky, ovoce ezima). Nekteré potraviny mohou
mit vysoky nebo extréngnvysoky obsah vitaminu, napSipek obsahuje az 1600 mg vita-
minu C na 100g vzorku, ale konzumuji se nepravitdelbo vyjimeéne, a jako zdroj vita-

mini nemaji pro ¥tSinu populace velky vyznam. Jiné vitaminy jsou aerg/ pouze na
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ur¢itou skupinu potravin (ndpvitamin By, se vyskytuje tért vyhradré jen v potravinach

ZivociSného fivodu). [3, 10]

Poteba jednotlivych vitamiin pro organismus fiZe byt zasadnovlivnéna rekterou ze
sloZzek potravin, ktera brani plnému vyuZziti dan&faminu nebo jej inhibuji. Takovym
latkdm serika antivitaminy. Jedna se o latky inhibujici ditym mechanizmem funkci da-
ného vitaminu, coz ffe vést az k projéwn hypovitaminosy. Jsou to nagitran, ktery je

antivitaminem vitaminu A nebo dikumarol, ktery @dtije funkci vitaminu K. [1, 3, 5]

Nedostatek vitaminu se projevuje u Zivych orgarisshorobnymi piznaky, které v leh-
¢ich formach oznaijeme jakohypovitaminosa v €zSich jako avitaminosa. Hypovitami-
nosa niZe byt zfisobena bdi nedostaténym prijmem rekterého vitaminu potravou a ne-
bo nedostataou resorpci vitaminu v organismu, jejiigmou byva ¥tSinou onemoani
zazivaci soustavy, napzaretliva a piijmova onemoceni. Nedostatek vitaminbyl drive
jednou z hlavnichi¢in mnoha nemoci (kugke — nedostatek vitaminu Cfikice — nedo-
statek vitaminu D). festoZe ¥tSina gfiznaki avitaminosy po dodani nedostatkového vita-
minu rychle mizi, dlouhotrvajici avitaminosaibe vést az ke smrti organismu. Nadbytek
nékterych vitamir se oznduje jakohypervitaminézaV naSich klimatickych podminkéach
se téndt nevyskytuje, objevuje set&inou ve spojitosti s nadimym prisunem aditivnich
preparai. Nebezpéné jsou zejména zvySené davky lipofilnich vitainfa D. [1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,10,11, 12]

1.1 Historie vitaminu

Samotny nazevVitamin'' pochazi z roku 1911 od polského chemika Kazinfiumka.

Vznikl spojenim dvou slov - oztianim nezbytnostiéthto latek pro Zivot (Zivot = vita)
s ozngenim dusikatych latek (amin). Funk zde vychazelyiného gedpokladu, Ze tyto
pro Zivot nezbytné sl@eniny jsou dusikaté povahy. Tento fakt totiz olgegro vSechny

vitaminy neplati. Nazev vitaminy se ale ujal. [p, 7

V minulosti se pro vitaminy pouZivaly nazvy souyises onemocénim vyvolaném nedo-
statkem pislusného vitaminu (na@pantixeroftalamicky vitamin neboli vitamin prote®-
sleposti — vitamin A). Poz§l se pouzivala velka pismena abecedy (vit. A, Bit€). Kdyz

se zjistilo, Ze stejné fyziologick&siaky vykazuje vice latek, Zalo se pouzivat u
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pismenciselného indexu (na@pB;, B, atd.). V sodasné dob se rktera takova ozri@ni
vitamina jeS€ béZzn¢ pouzivaji, u dalSich vitaminse vSak davaipdnost jednoduchym

trivialnim nazwim (nag. riboflavin — vitamin B). [3, 6, 7]

Historie objeveni vitamiin sah& o &kolik tisicileti zpst, ovSem skuté wdecké studium
zapa@alo aZz s rozvojem chemie v 19. a naatku 20. stoleti a vyvrcholilo poznanim jed-
notlivych vitamin, které byly pojmenovany podle abecedy vaulb, v jakém byly objeve-
ny. [6, 9]

Projevy nedostatkusthto latek byly ovdem znamy mnoheriive. Seroslepost, porucha
vidéni za Sera, Zjsobovana nedostatkem, v té dateznameého, vitaminu A, byla popsana
uz ve starém Egyptv roce 1600 pn.l., ale zkuSenosti s nighi stati Citiané, ke ji 1&¢ili

podavanim jater ziat, pog. inhalovanim par z ¥&ich se jater. [2]

1.2 Déleni vitamina

Mezi jednotlivymi vitaminy neexistuji po stranceerhické Zadné strukturni vztahy, podle
nichz by mohly byt klasifikovany. @ezitym znakem je jejich rozpustnost. Vitaminy roz-
pustné v tucich se oz&gi jako lipofilni vitaminy. Ve vod rozpustné vitaminy nazyvame
hydrofilni . [1, 2, 3, 4,5, 7, 9, 10, 12]

Funkce hydrofilnich vitamiin spaiva v jejich katalytickém &inku, protoZe se uplatji
zejména jako kofaktoryiznych enzym a to v metabolismu nukleovych kyselin, protgin
sacharid, lipida aj. Hydrofilni vitaminy nebyvaji zpravidla v orgamu vibec skladovany
a jejich gebytek je vyldovan mai, naopak lipofilni vitaminy jsou skladovany v @th.
[1,3,4,5,12]

Vitaminy rozpustné ve vad zahrnuji tzv. vitaminy skupiny B neboli vitaminy-B
komplexu, kyselinu askorbovou a dehydroaskorbofatamin C). Vitaminy skupiny B
jsou thiamin (B), riboflavin (B), niacin (vit. PP, B a kyselina nikotinova), pantotenova
kyselina (B), pyridoxin (Bs), folacin (B, kyselina listova) a kobalaminy {B. Vitaminy
rozpustné v tucich jsou vitamin A, D, E, K. [1,R 4, 5, 6, 7, 8]
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1.3 Lipofilni vitaminy

Vitaminy rozpustné v tucich jsou nepolarni hydrafolderivaty isoprenu. V organismu
nemohou byt syntetizovany v pebném mnozstvi, a proto musi byt daplany z potravy.
Vstiebdny mohou byt pouzerimenaruSeném wvgbavani tulk v organismu. Viebané
vitaminy jsou v krvi transportovany v lipoproteitenebo vazané na specifické bilkoviny.
Jednd se o vitaminy skupiny A (atensretinoidy), skupiny D (cholekalciferol a ergokalci
ferol), skupiny E (tokoferoly a tokotrienoly) awgkny K (hlavreé fylochinon a farnochi-
non). [1, 2, 3, 6, 7]

1.3.1 Vitamin A

Vitamin A (all-transretinoidy) je prvnim ze skupiny lipofilnich vitami. Po chemické
strance je to alkohol &jononovym cyklem a s koim rettzcem sloZzenym ze dvou isopre-
noidnich jednotek. Podle i dvojnych vazeb rozeznavame vitamin(All-trans-retinol -
Obr. 1) a A (3-dehydroretinol). Postraniétzec retinolu obsahujétyii dvojné vazby,
které mohou vytvilet piislusnécis atransizomery. Biologicky aktivni je vSak pouze reti-
nol, ktery ma vSechny vazby v polozans a tzv. neoretinol, vémz je dvojna vazba na 13
uhliku vcis konfiguraci. [3, 4, 6, 7, 10, 11]

HyC._ .C
— — —

CHj

Obr. 1 All-trans-retinol (vitamin A

V potravinach je vitamin A doprovazéadou analo@y a metabolii liSicich se strukturou
jononového cyklu nebo postrannifetézce. Aktivitu vitaminu A vykazuje asi 50 dalSich
piirozere se vyskytujicich slatenin ze skupiny karotenaigdkteré se nazyvaji provitaminy
A. NejvyznamujSi je pB-karoten, ktery je v potravindctasto doprovazem-karotenem,

y-karotenemp-kryptoxantinem, echinenonem a dalSimi provitanAny2, 7]
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Rada dal3ich latek s aktivitou vitaminu A (asi 2509)a syntetizovana. Praippzers se
vyskytujici ¢i syntetické latky vykazujici aktivitu vitaminu AesvZil souhrnny nazev
retinoidy. [1, 3]

Retinol zasahuje v Ziwisnych organismech do latkovéepeny na rgkolika riznych mis-
tech. Uplatiuje se pedevSim v biochemii zrakového viemuialmosyntéze bilkovin. All-
transretinol se vyznamhipodili na fotorecepci vami sitnici, a proto je nezbytny pro pro-
ces vidni. Aktivni formou vitaminu A je i oxidaci vznikaji aldehydl1-cisretinal. Ten je
souasti fotorecegniho pigmentu #inek aini sitnice — rhodopsinu. Bilkovinn@ast toho-
to chromoproteinu tvd proteiny nazyvané opsiny (napskotopsin). Pokud rhodopsin
absorbuje sételnou energii, jeho retinalova slozka podlehneifmimerizaci a vytvid se
dochazi k vidni. Transretinal je pakretinalisomerazoupienmenén zpit nall-cisretinal,

ktery se vaze v rhodopsinu. [1, 3, 4, 7, 11, 12]

Transretinal miZze byt také redukovan pomoci NADHakoholdehydrogenasy oéni sit-
nici na retinol, ten se izomeruje ha-cisretinol, ktery oxidaci pomoci NADaalkoholde-
hydrogenasyje premenén nall-cisretinal. Tento cyklus, ktery umbije prevod svétel-

nych impuls$i na nervoveé vzruchy byva ozimvan jako Waldv cyklus. [1, 3, 4]

Vitamin A se podili na prevenci proti vzniku rakayiplic a je dlezity pro zdravy vzhled
pokozky, tkani a slizdnich epitel. Je velmi dlezity procinnost pohlavnich zlaz. Dale je
nezbytny pro bu&né dcleni, rist a udrzovani sliznic dychaciho, zaZivaciho &awého
traktu. Esencialnim kofaktorem enzgmegulujicich metabolismus vitaminu A je zinek. [1,
3,4,6,11]

Vitamin A je staly pouze v inertni atmosde Za vysSich teplot nebo z&gtupu s¥tla se
snadno oxiduje vzduSnym kyslikem. Jeho oxidaci hinje pritomnost kow (Fe) nebo
organickych peroxi@l Pro stabilizaci vitaminu A jsouitezité antioxidanty, a to kiisyn-
teticke, které se vyuZivaji v technologii tukBHA), nebo v pirodni forne (tokoferoly).
[1, 3, 4, 11]

Provitaminy vitaminu A jsou oziavany jakokarotenoidy. Na vitamin A jsou jednotlivé
karoteny pemenovany oxidativnim $penim, které u &Siny savé probiha ve sevech
nebo Kupferovych hikach jater za katalytickéhaigobeni enzymuarotenasy Jednotlivé

nejvyznamujSi karoteny ¢-, -, y-karoteny,-kryptoxantin) neposkytujiip Stépeni stejna
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mnoZstvi vitaminu A, protoZze biologicka funkce witiu zavisi na fitomnosti
B-jononového kruhu. PouZekaroten poskytuje dvmolekuly vitaminu A, ostatni izomery
pouze jednu. Za sithoxidainich podminek aipvysokych davkacls-karotenu nize do-
chazet i ke $peni asymetrickému, které poskytuje apokarotenahjichz bylo prokazano
toxické pisobeni. Karoteny jsouutezité biologické sloéeniny, které mohou inaktivovat
nag. singletovy molekularni kyslik nebo peroxidovéikady. Tento proces se nazyva zha-
Seni. [1,2,3,4,6,7,9, 12]

NejrozstensjSim provitaminem vitaminu A vifrod je p-karoten Qbr. 2), ktery je obvyk-
le doprovazeru-karotenem a malym mnozstvipakarotenu. Ma vyznamné antioxittd
vlastnosti. Karoteny jsou Zluta &ervenofialova barviva, ktera jsou ve woderozpustna
nebo omezehrozpustna. B skladovani a zpracovani potravin dochazi k jejmdmeraci a
degradaci &inkem sw\tla, tepla, kysliku a dalSich fakfgrjako jsou hydroxyloveé ionty
apod. [1, 4, 10]

Obr. 2 p-karoten

Doporwena denni davka retinolu étdje 0,4-0,6 mg, u dosfych 0,8-1,0 mg (u¢hotnych
Zen 1,0 -1,2 mg a u kojicich zen 1,2-2,0 mg). N&vyolerovatelna hranicéipnu retinolu
¢ini 3 mg na den, udi je tato hranice 0,6 mg. Reba vitaminu je kryta asi z 50% provi-
taminy z potravin rostlinnéhoipodu (zelenina), 20% zaji§ji retinol a retinoidy masa,
15% retinol s retinoidy mléka. Retinol a karoteryogk vsitebavaji v tenkém s\, ale

karotenoidy se vitbavaji jen zasti. [1, 2, 3, 7, 11]

V potravinach rostlinnéhotwodu a také v mnoha mikroorganismech a vysSich dube
vitamin A nevyskytuje, ale jsouripomny karoteny nebo xantofyly. Zvl&é3bohatym zdro-

jem vitaminu jsou jatra (30 — 400 mg:Raa rybi tuk a maso (olej z rybich jater 265 mg.kg
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'). Déle v masle (5 - 10 mg.Rya syrech (1,6 — 3,2 mg.Kp V tkanich vyssich Zivacha

nachazime vitamin Av rybich tucich vitamin A [1, 2, 3, 6, 7, 9, 14]

Karotenoidy se nachazeji ve vSech zelenjastech rostlin, hlawnve Spenatu (50 — 480
mg.kg?), petrzeli (30 — 260 mg.Ky, mrkvi (20 - 95 mg.kd), zeli (3 - 74 mg.kg) nebo
v mertikach (6 - 20 mg.k§), vmangu (20 mg.kY apod. V Zivaisnych produktech
(nag. v mléce) je obsah karoterovlivnén krmenim, zfisobem chovu, &mim obdobim
nebo plemenem. Absorpce jednotlivych provitaimadvisi na sloZzeni a é#pobu gipravy

pokrmi, zejména na obsahu tukve kterych jsou rozpustné. [1, 2, 3, 6, 10]

Pfi nedostatku vitaminu A poklesne nejprve jeho hadv krvi, a teprve po wgrpani za-
sob karotenu se sniZuje i hladina vlastniho vitang@ire&inaji se vyvijet fiznaky avitami-
nosy. Vyznamnym symptomem je Seroslepostisapena snizenym obsahem fotorgeep
nich pigmeni v o¢ni sitnici. Ri t¢ZSich formach avitaminosy dochézi k tzv. xeroftalmi
(vysychani a rohoveni spojivek) a mohou byt zasazeny i rohovky (kerat@cie). Po-
dobné zminy se vyvijeji i na sliznicich dychacich cest, &tpak mohou byt snaze napada-
ny mikroorganismy. Dale fize dochazet k inhibiciistu, deformaci kosti a reprodirkich

organi. [1, 2, 3,4,7,11, 12]

U vitaminu A se projevuje i hypervitaminosaizhakem je zvySena unava, apatie, zvrace-
ni, vypadavani vlas zmeny ve vyvoji kosti, bolestivost klodba také niZze dojit

k samovolnym potram u gravidnich Zen. [1, 7]

1.3.2 Vitamin D

Vitamin D je spolény ndzev pro skupinu blizcegipuznych lipofilnich steroid, z nichz
nejvyznamujSi jsou vitamin @ neboli cholekalciferol a vitamin Dneboli ergokalciferol
(Obr. 3).[1, 2, 3, 6, 7, 11, 12, 14]

Vitaminy D vznikaji z prekurzdr, které se nazyvaji provitaminy D. Provitaminemj®7-
dehydrocholesterol a provitaminem [@ ergosterol. #&obenim UV zéeni o vinové délce
280-320 nm vznika v hikach pokozky z provitaminu ako meziprodukt nejprve tzv.
previtamin B3 (vykazujici asi 35% aktivity cholekalciferolu),et§y spontan& isomerizuje
na cholekalciferol. B dlouhodobém ozavani vSak mohou vznikat jéSsuprasteroly

a toxisteroly, které jsou ale zdravétmavadné. Cholekalciferol se dale vaze na spegifick
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globulin krevni plasmy DBP (vitamin D-Binding Protg a je transportovan do jater.
V jatrech je skladovan a podle peity oxidovan na 25-hydroxycholekalciferol, ktery je
hlavnim cirkulujicim metabolitem tohoto vitaminiehd koncentrace v plagnzavisi na
fack faktoni, jako je doba expozice sluftdho zd&eni, r@ni obdobi atd. Dale je tato latka
v ledvinach metabolizovana rfadu derivai vitaminu D, z nichZz nejdlezitéjSi je 1,25-
dihydroxycholekalciferol. Jeho biologick&idnost je asi desetkratti nez u samotného
cholekalciferolu. 1,25-dihydroxycholekalciferotigpobi na receptory v organech reguluji-
cich metabolismus vapniku i@to, kosti, ledviny, fistitna tliska), ale také v imunitnim
systému,B-bunkach pankreatu a kkach Kize. Spolupodili se na zajgi homeostazy

vapniku i fosforu v organismu. [1, 2, 3, 4, 6, 12]

CHj

HO

Obr. 3 Vitamin D - ergokalciferol a cholekalciferol

Denni poteba vitaminu D: 2,5 — 1Qg je kryta pedevsSim vitaminem Pziskavanym bi-
osyntézou provitaminu 7-dehydrocholesterolu atas@ v rizné mfe vitaminem R nebo

D, obsazenym v potrav[2, 3, 6, 7, 11]

Vyznamné mnoZstvi vitaminu D obsahuje olej z ryljater (u makrel aZz 15 mg.Ry ma-

so tinych mdskych ryb (50 - 45Qug.kg), mensi mnoZstvi obsahuiji fortifikované marga-
riny, méaslo (10 — 2Qug.kg") a vajény Zloutek (30 — 5Qug.kg?), jatra (2 — 11ug.kg").
Obsah cholekalciferolu v mléce v zimnim obdobi bys 4x nizSi nez obsah v mléce
v lét. Ergosterol je hlavnim sterolengtginy plisni, a proto jefjpozerg piitomen také

v plishiovych syrech. B skladovani a tepelné Uprage obsah vitaminD vyznam®i ne-

meni. [1, 2,3, 4, 6, 7, 11]
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Z rostlin je dobrym zdrojem vitaminu kokosové masldhouby. EFitomnost ergosterolu
v semenech olejnin, v obilovinach a ceredlnich bgrch je ale indikdtorem mikrobialni

kontaminace. [1, 3]

Vitamin D ma mezi vitaminy zvIlaStni postaveni, pig nize byt v Ele syntetizovan
a neni nutné jej vzdy dodavat potravoii.ddstaténé expozici slunaiho zdeni neni pe-
roréaini gijem téndi zapotebi, protoZze viZi dosglého jedince mize byt potebné mnoz-
stvi syntetizovano. ilesto se vSak néppii nedostaténé syntéze vitaminu D ¢le mize

projevit hypovitaminoza.[1, 3, 7]

Priznaky hypovitaminozy se popisuji &ttjako Kivice, u dosplych jako osteomalacie.
Ok tato onemocini jsou charakterizovana celkovou poruchou minénélmetabolismu.

U déti se opod’'uje kalcifikace chrupavek, nedosi&ie kalcifikované kosti se pod rostouci
tihou ohybaji (hlavé dolni kortetiny) a v tomto tvarutstanou i po skafeni vyvoje kost-

ni tkaré. RovreZ vyvoj zuhi je opozdny a chrup byva obvykle nekvalitni se sklonem ke
kazivosti. U dosglych se avitamindza projevuje vyplavovanim vapnikkosti a jejich
meéknutim a kKehnutim. [1, 2, 3, 4,5, 6,7, 9, 11, 12]

Hypervitamindza vitaminem DétSinou nastava pouze poepgavkovani farmaceutickymi
vitaminovymi preparaty. Dlouhodoby nad&imy prijem miZze zmisobit hyperkalcinemii.
U dosglych dochazi kretenci vapniku, z kosti je vypladova sotasré ukladan

v riznych organech (srdci, plicich apod.). [3, 4, 7, 11

1.3.3 Vitamin E

Aktivitu vitaminu E vykazuje osm zakladnich strukiél piibuznych derivat chromanu.
Ctyti formy vitaminu E s nasycenym terpenoidnim posdtrarettzcem odvozenym od to-
kolu se nazyvaji tokoferolytyii formy s nenasycenym postranitiézcem odvozené od
tokotrienolu se nazyvaji tokotrieno{@br. 4) Jednotlivé tokoferoly a tokotrienoly se liSi
polohou a pétem methylovych skupin v chromanovém cyklu a biatkgu aktivitou. Di-

ky ptitomnosti ti chiralnich center fize kazdy tokoferol existovat v osmi diastereoizo-
mernich forméch. Virod® se vyskytuji jen altransgeometrické izomery. [1, 3, 6, 7, 9,
10, 12, 13]
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CH,

HO

CH, CH, CH,
H,C 0 GH
? CH g

CH, 3
TOKOFEROL

TOKOTRIENOLE

Obr. 4a-tokoferol a tokotrienol

Na chromanovém kruhu jefipojena jedna hydroxylova skupina, ktera je darcem
vodikovych atom a podmiuje antioxid&ni inek vitaminu E. Nejvice roz&n je

D-a-tokoferol, ktery ma nejvyssi antioxidta aktivitu. [5]

Tokoferoly tedy pat mezi vyznamné antioxidanty, které zatup destruktivnimu neen-
zymoveému fisobeni molekularniho kysliku na dvojné vazby necasych mastnych kyse-
lin vdzanych v tkéovych lipidech. Vitamin E také ochtaje citlivy mitochondrialni sys-
tém gred jeho nevratnou inhibici peroxidy mastnych kyseliipidi. Tuto funkci plni spo-
le¢né se sirnymi aminokyselinami a selenem. Uplgd se také i ochrar lipoproteini
piitomnych v plasm@ [1, 2, 4, 7, 11, 12, 13]

Vitamin E ovliviiuje buiky hladké svaloviny cévni&ty. Je povaZzovan za faktor zpomalu-
jici starnuti organismu a uptaijici se v mensi mé v prevenci kardiovaskularnich chorob
(zpomaluje ateroskler6zu koronarnich artérii) as@nei vzniku rakoviny (onkogeneze). [1,
3,7,13]

Absorpce vitaminu E probiha v tenkéntest a (&innost vstebavani zavisi na povaze tu-
ku, ktery je sotasré s nim vstebavan. Nasycené mastné kyseliny absorpci podpaasji
timco polyenové nikoli, dokonce ji mohou inhibovettSina vstebaného vitaminu E je
transportovana do lymfy, zbytek (asi 10 %) do kfile4, 7]

Potteba vitaminu E prélovéka je zavisla naifimu nenasycenych mastnych kyselin potra-
vou. Obeca pro osoby s gimérnym dennim fijmem do 20g polyenovych mastnych kyse-
lin se doporduje 15mg vitaminu E. DalSich 0,5mg vitaminu E seatoéuje na kazdy 1g

prijatych polyenovych mastnych kyselin. Hodnoty dagenych davek se v jednotlivych
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zemich li&i. Pro obyvatel€R bylo stanoveno 12mgtipodnihoa-tokoferolu.deft, (resp.
24mg syntetickéha-tokoferolu.def!). V organismu se vitamin E skladuje po dobu 6-12

mesial, nejvice je ho uloZeno v tukovych tkanich. [17413]

Vitamin E se vyskytuje igdevSim v potravinach rostlinného, v menSim mnaézstv
v potravinach ZzivéiSného fivodu. Tokoferoly jsou viprock rozSteny zejména

v rostlinnych olejich, obzvl&&tbohaty na vitamin E je olej z obilnych #ii (olej

z pSeninych kliki obsahuje 1650 — 3000 mg-Rg sluneénicovy aiepkovy olej (rafino-
vany slunénicovy olej obsahuje 270 — 900 mgkdgepkovy 140 — 850 mg.Kg). Déle se
vitamin E vyskytuje v techach (vlaskérechy 200 mg.kg), hrasku (30 mg.kY, ovesné
mouce (19 — 38 mg.kY, z Zivasisnych produki jsou to vejce (5 — 30 mg.Ky maso (2,5

— 7,7 mg.kd), jatra (4 — 14 mg.kY atd. [1, 2, 3, 4, 6, 7]

Deficience je porérné vzacna. Projevem jsou hlayvdegenerativni nervové a svalové&m
ny, zména v reproduknim systému, cévni soustawa u dti byla pozorovana zéma krve-
tvorby — anémie. Jen ve vyjieych gipadech mze dochézet k nadtimému pijmu
tokoferol. [1, 3, 4, 7, 12]

Béhem skladovani a zpracovani dochézi ketmjmm ztratam tohoto vitaminu. NAppFi
rafinaci olefi dochazi ke snizeni obsahu vitaminu na 10-50 &sogniho obsahu.
V nepitomnosti kysliku a oxidovanych lipide vitamin E ponirn¢ staly @i béznych zp-
sobech kulinarniho a pmyslového zpracovani potravin. K n&$im ztratdm dochazitip
smazeni a geni. Obsah vitaminu E také postdgidesa v potravinach skladovanych p

mrazirenskych teplotach. [3, 4]

Vitamin E se Bzr¢ pridava jako antioxidant do oliej margariri a dalSich potravin, které
obsahuji tuky. Vitamin E tyto tukové slozky chriéd oxidaci (Zluknutim). V kombinaci
s vitaminem C redukuje tvorbu nitrosariirVitamin E tvdi také dileZitou sodast mnoha
kosmetickych produkt Pridava se nap do opalovacich krétna do pipravki, kterymi se
plet oSetuje po opalovani, protoZze napomaha zidwhat a hydratovat pfepoSkozenou

a vysuSenou sluncem atrem. [13]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 20

1.3.4 Vitamin K

Skupinu vitamiri K tvoii dvé hlavni formy, a to vitamin K(fylochinon), vyskytujici se
v potravinach rostlinnéhoipodu, a vitamin K (farnochinon), ktery je produkovanyet-
ni mikroflérou (Obr. 5). Jsou znamy i &které syntetické latky s¢inky vitaminu K, jako
nagiklad vitamin K (menadion). Produkty redukce menadionu a jeho petwch slote-
nin jsou nazyvany jako vitamin K Vitaminy K jsou latky odvozené od 2-metyl-1,4-

naftochinonu s isoprenoidnimi postrannieitzci raizné deélky. [1, 3, 4, 6, 7, 11, 12]

o
CH,
O A
o) CH, CH, CH,
vitamin K,
aQ Vitamin K,

n=5=Menachinon-& (beta-Pyllochinon)
n=6=klenachinon-7

Obr. 5 Fyllochinon a farnochinon

Jsou znamy dva procesyj pichz je gitomnost vitaminu K nezbytna. Jedna seengnu

neaktivniho prothrombinu na aktivni proteolytickyzgm thrombin v procesu srédzeni krve
a fosforyl@&ni pochody fotosyntézy. Vitamin Kipobi spolu s vitaminem D v kostnich
strukturdch @ syntéze proteinu osteokalcinu, ktery usngd vazbu vapniku v kostech

a aktivre ovliviiuje vyvoj, zrani a kvalitu kostni tkdn[1, 2, 3, 5, 6, 7, 11]

Doporwené vyzivové davky vitaminu K nejsodgsré stanoveny. Dopotiwje se pijimat

1 ug/kg €lesné hmotnosti. Dennitipem vitaminu K se odhaduje na 0,5mg, ale jen 30 —
70% vitaminu pijatého potravou je absorbovano veéesech. Podle ékterych adaj je asi

40 — 50% denni pt#by vitaminu kryto z potravy a zbytek produkujéeshi mikrofléra.
[1,2,3,6,7]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 21

Vitamin K je hojreé rozSten v potra¥, zejména v sytzelené zelenih(brokolice obsahuje
1,5 -1,8 mg.kg, Spenat 2 — 14,4 mg.Rg), dale v ketaku (0,8 mg.kd) a hrachu (0,4
mg.kg?). V Zivogisnych produktech se vyskytuje mélo. [1, 2, 3,14, 7

Fyllochinon je syntetizovan v rostlinach, zatimeonochinon vznika jako produkt biosyn-
tézy mikroorganisrin (zejména bakteriemitscherichia colia bakteriemi roduBacillus).
Vitamin K je dostaténé rezistentni uci kysliku a teplu, jeho ztratyiplapraw stravy jsou

minimalni. S¥tlem je rychle ireverzibil&é inaktivovan. [1, 2, 3, 4, 6]

Hypovitamin6za se @¥e vyvinout i dlouhodobé & nekterymi antibiotiky a jinymi
leky, kdy je potlgena stevni mikrofléra, nebo ip poruchach resorpce tukuii prajmech
nebo onemoamich Zlwniku. Deficience vitaminu K séasgji vyskytuje u novorozenca
kojendi, ktefi jsou krmeni pouze matgkym mlékem, které obsahuje malo vitaminu K. [1,
4, 7]
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2 STANOVENI LIPOFILNICH VITAMIN U

Stanoveni vitamii v potravindském materialu je velmi slozity ukol, nebejich koncent-
race jsou ve srovnani s ostatnimi slozkami anagmékio vzorku velmi nizké. Vitaminy
jsou latky, ve ¥tSin¢ pripadi, velmi citlivé k oxidaci a &kdy i na s¥telné zéeni. Skupina
vitamina je chemicky tak heterogenni, Ze nelze pouzit Zanhiverzalni metody ke stano-
veni celé skupiny vitamin i kdyz v posledni dabjsou vyuzivany v potraviitéké analyze
chromatografické metody, které unofi stanoveni velkého gtu vitamini dohromady.
Obecr Izefici, Ze stanoveni vitaminv potravindskych materialech vyzaduje zme ana-
lytické zkuSenosti. #tom je nezbytné i@sné dodrzovani pracovnicltedpidi, cistota
chemikalii a rozpou&del, snizeny fistup kysliku, omezeni stelného z&eni, dodrzova-
ni teplot a pH. [14, 15]

Metody pro stanoveni vitaminjsou zaloZeny na fyzikalnich a chemickych vlastecs
vitamini a na jejich biologickeé dinnosti. Podle toho sestl i metody pro stanoveni vita-
mind na fyzikalni a chemické. Biologické metody hagahrnuji pokusy na zigtech, mik-

robiologické a enzymatické metody. [10]

Stanoveni lipofilnich vitamiinv potravinach zahrnujeskolik naslednych krok - pripravu
vzorku, alkalickou hydrolyzu vzorku, extrakci vitam z hydrolyzatu, pecisSténi extraktu
a vlastni analytickou koncovku. Lipofilni vitamimejsou chemicky stabilni, iie docha-
zet ke ztrat jejich biologické aktivity, kterd je iniciovana lbe katalyzovana fitomnosti
hydroperoxidi, vzduchem, sstlem, vlhkosti, pitomnosti mineralnich kyselingzkych

kova  a dalSimi oxidanty. [8, 14, 15]

2.1 Priprava vzorka

Vzorky potravin obsahuijici lipofilni vitaminy se siuchranit ped gimym slunénim s\&t-
lem, nadndrné vysokym teplotam a vihkostibem transportu, skladovani Egraw vzor-
ka v laboratdi. Proto se musi &novat gipraw laboratorniho vzorku velka pozornost.
U velmi nehomogennich vzaika vzorki o nestejné velikostiastic se musi vzorky homo-

genizovat. U vzork potravin obsahujicich vysoky podil tuku dochadi(praw vzorku
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mletim nebo drcenim k rychlému dbytku lipofilnichawnini. Tato Uprava, pokud je ne-

zbytna, by nila byt provedena bezprostre pied vlastni analyzou. [8]

2.2 Hydrolyza vzorki

Pti analyze lipofilnich vitamifi se k hydrolyze (zmyde#ni) vzorku vyuziva alkalicka hyd-

rolyza. [8, 15]

U vitaminu A a vitaminu E dochazi Kemené esteti vSech jejich forem na alkoholickou
formu pislusného vitaminu a tuky (glyceridy a fosfolipidgpu hydrolyzovany na volné
mastné kyseliny a glycerol. Tyto latky pak mohot dgdileny od vitamiri extrakci orga-

nickymi rozpou&tdly. Béhem alkalické hydrolyzy dochazi k isomeraci vitam# [8]

U vitaminu D je nutny pechod vitaminu D naffslusny previtamin vlivem isomerace.
Isomerace vitaminu D na jeho previtamin je katal@m zejména zvySenou teplotou
pii alkalické hydrolyze. Proto se tento probléesi studenou alkalickou hydrolyzou po
dobu 12 aZz 16 hodin za laboratorni teploty. Vlastydrolyza vzorku se provadi etha-
nolickym roztokem hydroxidu draselného z&t@mnosti antioxidarit pod zgtnym chladi-

¢em po dobu nejmé&n30 minut ve specialni zmydelvaci aparatte (Obr. 6). Po celou

dobu hydrolyzy by se aparatur&la probublavat mirnym proudem dusiku, ktery satiruj

dané prosedi a preventivichrani pitomné vitaminy ped vzduSnou oxidaci. [8, 14, 15]

Dulezité je rychlé ochlazeni hydrolyzatu po ukeni vilastni hydrolyzy. Mnozstvi KOH
pouziteho k hydrolyze je zavislé na mnozstvi tulkuwzorku. Uvadi se, Ze na kazdy 1g
tuku je nutné pouzit 5 ml 60 % roztoku hydroxidasi#iného a 15 ml etanoldiako dalsi
antioxidani cinidla se pouZzivaji n&psamotny vitamin E, pyrogallol, sodnal &yseliny
askrobové, butylhydroxytoluen - BHT. Nevyhodatkterych antioxidanich¢inidel (pyro-
gallol, BHT) je, Ze g extrakci lipofilnich vitamir ze zmydeldné matrice rové¢ prechazi

do organické faze aimou zmisobovat problémyipvlastnim stanoveni vitamin [15]
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2mydelfiovaci aparatura pro lipofilni vitaminy v inertni atmosfére

Obr. 6 Zmydeiovaci aparatura [15]

2.3 Extrakce vitaminu

Lipofilni vitaminy (A,D, E, K) jsou extrahovany zamydelrénych vzorki potravin fizny-
mi rozpou&tdly. Samotna extrakce vitantine jeden z nejdrazSich a nejprgéich kroki
a byva zdrojem netSich chyb f analyzach lipofilnich vitamib Jako organicka roz-
pouStdla se pouZzivaji diethyleter, petroleter, hexan¢ssiliisopropyleteru a petroleteru

nebo 10% etylacetat v hexanu. [8, 14, 15]

Ziskané extrakty se pak vysuSi a stopove zbytldy\ae odstrauji filtraci extraktu pes
vrstvu bezvodého siranu sodného. Pro zakoncentrasdraktu se pouziva destilace za
snizeného tlaku. Teplotd&imlestilaci by nerla presahnout 40 az 5. Odparek by

byt vystaven fisobeni vzduchu co nejkratSi dobu a poté by sk ihmed rozpustit

v definovanych rozpou&tlech. [8]

Pro extrakci vitaminu D se e vyuZzit i pima extrakce. Jako extrak ¢inidlo se pouziva

dichlormetan obsahujici fosfaman sodny a BHT nebo $s12-propanolu a dichlormetan
obsahujici siran hecnaty jako vysouSedlo a BHT fiRpouziti jednoduchych srceeningo-
vych metod stanoveni vitaminu D v ogistném mléce se mléko fedi vodou, etanolem,

piida se vodny roztok amoniaku a vitamin D se exti@duhodiny smisi etheru a hexanu.
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Vitamin D se v organické fazi po odeai gevede do fislusného rozpoudtla. Vyhodou

tohoto postupu je, Ze se vzorek nemusi podrobdtiake hydrolyze. [8]

2.4 Precisténi organického extraktu

PrecisSteni extraktu zavadi do pracovniho postupu krok nawioto se, pokud neni nezbyt-
né nutné, dnes nepouziva. Z moznych postpigcisteni extraktu se pouziva napsloup-
cova chromatografie, tenkovrstva chromatografiateakce kapalina-kapalina. Nejrossi
n¢jSim cisticim krokem je pouziti sloupcové chromatograkgrd mé Siroké moznosti
pouZziti sorberit - oxid hlinity, silikagel a oxid hi@énaty a pouziva setsinou g spektro-

fotometrickém stanoveni vitaminu A. [8, 15, 14]

Pro stanoveni obsahu lipofilnich vitarirve vzorcich potravin se r@stji vyuzivaji
chromatografické metody (plynova chromatografiesoko&inna kapalinova chromatogra-

fie), dale pak spektrofotometrické nebo fluorimeké metody.

2.5 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou separiaa sodasreé analytické fyzikalg - chemické meto-
dy pro separaci a analyzu &sn latek, jejimz zakladnim principem je rélalani slozek

smesi mezi mobilni a stacionarni fazi. [16, 17]

Podstatou &iciho procesu sloZzek vzorku pomoci chromatografieskolikandsobné usta-
vovani rovnovahy mezi édwma fazemi vzorku. Jde o mobilni fazi, ktera nesere po-

stupré sestupujici sepafaim prostorem, a stacionarni fazi, kterartveepohybujici se
obsah sepataiho prostoru. B postupu vzorku sepamim prostorem dochazi
k interakcim se stacionarni fazi. Jednotlivé frakzerku jsou dikydmto interakcim brz-

dény a to fiznou silou v zavislosti na druhu frakce. Pohyb,atiettistribuci frakce (slozky)
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vzorku X mezi mobilni a stacionarni fazj,)& Xs je mozné vyjatit distribucnim pongrem

D, prip. distrib&ni konstantou K:

kde [X]s a [X]mjsou odpovidajici molarni hmotnosti frakce X vecgiaarni a mobilni fazi.
[17, 18]

Zkouman@ latka obsahuje frakcet@mych distribénich konstantach Ka tyto frakce se
pohybuji sepagmim prostorem jinou rychlosti, coz vede k jejicrajmnému odéeni,
frakce se shodnymi distribnimi konstantami K nebudou odéleny. S rostouci hodnotou
Kp je latka vice zadrZzovana stacionarni fazi, budep@®maleji pohybovat sepairam
prostorem a pozii tento prostor opusti. HodnotypKnezavisi jen na povaze zkoumané
latky, ale také na vlastnostech mobilni a staciondéze. Dana latka @ie byt
charakterizovanaiznymi hodnotami I§ v zavislosti na pouzité mobilni a stacionarni fazi.
[17, 18]

2.5.1 Kilasifikace chromatografickych metod

Chromatografické metody je mozno riodit podle rgkolika hledisek. Zakladnim kritériem

je skupenstvi pouZzité mobilni faze. Pokud se tare fnachazi ve skupenstvi plynném, ho-
voiime oplynové chromatografii (GC — Gas chromatography), pokud je ve skupenstvi
kapalném, jedna deapalinovou chromatografii (LC — Liquid chromatography, HPLC —
High performance liquid chromatography). [14, 16, 17, 18, 20, 21]

DalSi zpisob tidéni technik je podle tvaru sepamdho prostoru. Nejjednodusstildad je
kolonova (sloupcova) chromatografie, kdy staciohfire je uzakena v prostoru vymeze-
ném sklednou, Kemennowi kovovou trubici. B pouziti kolon velmi malych vnihich
praméra radow stovekum, jde o kapilarni chromatografii. Z hlediska mshentalniho je
nejjednodussi planarni (ploSna) chromatogréiepirova — PC, tenkovrstva — TLC), kdy

separace probiha v tenké visstacionarni faze. [15, 17, 18, 21, 22]

Mriviw s

[16, 17, 18, 21, 22]
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DalSim typem miZe byt eldni chromatografie. U techniky &lni chromatografie je vzorek
davkovan ve form Uzce ohrardiené zony do proudu mobilni faze. Tato technikaaxipr
apir¢ vytlacila techniku frontalni chromatografie, kdy je vzoreontinualr® privadkn do
separéniho prostoru po celou dobu analyzy, aégiypvaci chromatografie, kdy je vzorek

piredem sorbovan na stacionarni fazeéhdm analyzy je mobilni fazi wgnovan. [17, 18]

Tab. 1 Rozéleni chromatografickych metod [18]

Mobilni | Typ stacionarni | Separani me- Metoda Pouzivana
faze faze chanizmus zkratka
Pevna faze Adsorpce Plynova adsoip GSC
chromatografie
Plyn Kapalna faze Rozdbvani Plynova Roztovaci GLC
chromatografie
Mikroporézni Sitovy efekt Plynova chrom. na GSC
faze molekulovych sitech
Pevna faze Adsorpce Kapalinova adsaip LSC
chromatografie
Kapalna faze Rozdbvani Kapalinova rozto- LLC
vaci chromatografie
Kapalina . — z 7
lontomenic lontova vynéna lonto¥ vyménna IEC
chromatografie
Mikroporézni Sitovy efekt Gelova permeai GPC (SEC)
faze chromatografie

Strukturre se- Specificka in- | Afinitni chromatogra-
lektivni faze terakce fie

2.5.2 Zakladni parametry separace v kolonové chromatograif

Vyhodnoceni dat ziskanych experimentahgkterou z chromatografickych metod zavisi
na typu pouzitého vybaveni. U kolonové chromatografdetektorem je vysledkem hod-
noceni zaznam odezvy detektorud@se — chromatogram. V chromatografii se pouzivaji
detektory zaznamenavajici odezvudanou koncentraci a zony o&éldvanych latek pro-
chazejicich detektorem jsou zaznamenany jako tmantatografické pikyObr. 7). [15,

16, 17, 18, 20, 21]
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Z chromatogramu je moznéditr

- retenéni ¢as vzorku tr — celkovyc¢as, ktery pislusny analyt ztravi v sep&rd kolorg,

udava se v minutach nebo fitgich

- mrtvy ¢as kolony t — je retegni ¢as analytu, ktery neni v kolénzadrzovan,

tj. analytu, ktery se pohybuje kolonou stejnou tgsti jako mobilni faze
- Sirka chromatografického piku w— k&Zné se udava v jednotkadasu

- vySka a plocha chromatografického piku- udava se vislusnych délkovych a plos-

nych jednotkéch.

odezva detekton

cas [min]
o] = 4 & =

Obr. 7 Fiklad chromatogramu [18, 16]

2.5.3 Kuvalitativni a kvantitativni analyza v kolonové chromatografii

Kvalitativni vyhodnoceni chromatografickychivek je zaloZzeno na porovnani retafho
¢asu nebo objemu neznamé slozky s raten ¢asem nebo objemem standardu gtej-
nych podmink&ch chromatografickéh&dehi. Souhlasi-li retemi data &které slozky ana-
lyzované snisi s daty standardu, Izéguipokladat, Ze latka je totoZzna se standardniuatko
[14, 15, 17, 18, 22]

Kvantitativni vyhodnoceni chromatografickyckiiek vychazi z toho, Ze plocha pod @&iu
kiivkou je ungrna koncentraci separované slozky. Z tohateodiu je nutné zjistit pokud
MOoZno co nejfesrEji piislusnou plochu. [14, 15, 17, 18, 20, 21, 22]
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U¢innost sepagkmiho procesu v kolonové chromatografii zavisi neoofatografické kolo-
n¢, ktera klesa s rostouci rychlosti rozmyvani zdpasavanych latek. Kinetiku procesu
rozmyvani zén se snazila objaskatla teorii, mezi nejznafj$i pati teorie chromatogra-
fického patra, kter4 vychazi ¥qupokladu, Ze chromatografickou kolonu je moZnaigtiz
na sled elementéarnich jednotek — pater. V ramcighd patra se uskutei kompletni ele-
mentarni sepatai krok, nap. sorpce vzorku na povrchu stacionarni faze a [@sdedna
desorpce do faze mobilni. V praxi se ujalo viga@dni &innosti chromatografickych kolon

pocétem teoretickych pater, paprysSkou teoretického patra. [17, 18]

2.5.4 Plynova chromatografie

Metoda plynové chromatografie je vhodna pro analgkavych latek, jez je moznorgr

vést do plynného stavu. [14, 18]

Popis GLC analyzy. Separéni kolona uvnit termostatu je didtd na ufitou teplotu,
vhodnou pro danou analyzu, kterou udrZuje neborprogvateld méni termostat. Do ko-
lony vchazi nosny plyn (n&gseji No, Hy, He) o konstantni fitokové rychlosti. Vystup
z kolony je zaveden dafiglusného detektoru. Do proudu nosného plynugs pasikovy
port, ktery je vyhivan pro rychlejSi odgani vzorku, nasiknut vzorek analyzované €si
(kapalny, plynny). Nosny plyn unési plynnouésnanalyzované latky a nosného plynu skr-
ze kolonu, kde nastava jegldni na jednotlivé slozkgObr. 8).[15, 16, 20, 21, 22]
Principem dleni snési na slozky je v fipadt GLC rozdilna rozpustnostdhto slozek ve
stacionarni fazi (ve filmu zakotvené kapalingm je dana slozka s¥si rozpustgjsi ve
stacionarni fazi, tim vice je kolonou jejiiphod zpomalovan. &iem chromatografické
separace se neustale opakuje proces ,rozfutiE ,odpaovani” slozek srmsi, takze na
vystupu se objevi prakticky vSechen analyt, kteyly do kolony nagiknut. Jednotlivé
slozky snési pak vchazi dofjislusného detektoru, jehoz signal je zaznamenayaxiteci

v podolg chromatogramu. Hlavnimi parametry, které omlijf kvalitu separace a dobu

GLC analyzy jsou teplota kolony aipokova rychlost nosného plynu. [15, 16, 20, 21, 22]



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 30

Davkova&

l 1]

Zdroj nosného plynu kolondetektor  pd&tacovy vystup

Obr. 8 Casti plynového chromatografu [16]

Chromatogram. V pripact GLC chromatografie je chromatogram iten soustavou pik
které maji dznou plochu a vysku a maji od selienou vzdalenost. Pokud je zkoumana
smés dol¥e rozalena, pak kazdy pik na chromatogramu odpovida je@ngloZzek sisi.
Poloha piku na ose x uveith pomoci retamiho ¢asu (uéeno podle polohy vrcholu piku)
uréuje o jakou latku se jedna (kvalitativni analyzalpcha piku (nebo jeho vySka)cuje
koncentraci latky ve sési (kvantitativni analyza). Identifikace giKlatek) se provede tak,
Ze se na stejné sepama kolore za stejnych experimentalnich podminek provedeyaaal
piedem pipravené srési o znamém kvalitativnim slozZeni, tzv. standainis. Pokud se
retertni casy piki na chromatogramu neznaméésimshoduji s reteémimi casy piki smesi

0 znamém sloZeni, pak se jedna o stejné latky. &munace latek ve stai se uéuje
z ploch nebo vysek pikmetodou kalibrace, pro kterou existuje vicésqgin provedeni

(Obr. 9). [18, 16, 17, 19]

Obr. 9 Ukazka GLC chromatogramu [16]
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V GC se pozivaji napbveé nebo kapilarni sepdrd kolony. Kolony napkovéjsou tvaeny
do spiraly stéenou kovovou nebo skl&nmou trubici o vninim pfiméru 2 — 4 mm a délce
2 — 6 m, naplénou ¢asticemi stacionarni faze ogpnéru 30 — 350um. Kapilarni kolony
jsou negastji vyrobeny z kemenné kapilary o viitim piiméru 50 — 35Qum, pro zvySeni
mechanické odolnosti potazené vrstvou polymeruygoldu). Na vnini s€né kapilary je

zakotvena nekavéa kapalina slouZzici jako vlastni stacionarnéfg5, 16, 17, 18, 20, 21]

Volba detektoru zavisi na cili analyzy. Jednotliygy detektoit se liSi principem funkce,
konstrukci, selektivitou, citlivosti a mezi detelcez je nejmensi mozné mnozstvi latky,
které je na pozadi Sumu detektoru mozné deteko¥atletekci slozek vychazejicich
z chromatografické kolony se vyuzi&nych fyzikalnich a chemickych vlastnosti, jako je

nag. hustota, tepelna vodivost, svitivost plamene afig] 18, 19]

Detektory v plynové chromatografii je mozno ragid na univerzalni a selektivni. Nejstar-
Sim pouzivanym univerzalnim detektorentgpelr® vodivostni detektofTCD — Thermal
Conduktivity Detector). Tento detektor obsahuje ikené odporové vlakno, které se
ochlazuje protékajicim plynentjmz se mini jeho elektricky odpor. Jestlize detektorem
prochazi eluovana latka, dojde ke&mhteploty vidkna a ke zémé elektrického odporu.
[16, 17, 18, 22, 23]

Mezi univerzalni detektoryadime, v sokasné dob nejpouzivadjsi, plameno¥ ionizacni
detektor(FID — Flame lonization Detector). Je fea miniaturnim htakem, ve kterém je
spalovana sis vodiku a vzduchu a da@&moz je giveden i vystup z chromatografické ko-
lony. Velikost signalu detektoru zavisi na typu @n&entraci detekované latky. Detektor
poskytuje odezvu na&tsinu organickych slaienin, anorganické latky¢etné vody signal
neposkytuji. Je podstatmwitlivéjSi nez TCD detektor. [15, 16, 18, 19]

Zastupcem selektivniho detektorudetektor elektronového zachy#&CD - Electron Cap-
ture Detector), ktery je citlivy na elektronegaiiatomy, zejména na halogeny. Nejmensi
detekované mnoZstvi zfidvané latky je o &kolik radi nizsi nez u FID. [16, 17, 18, 22,
23]

V souwasnosti se stal&astji pouzivaji spektrometrické detektory, uniofici ziskat pi-
mou informaci o struktte¢ separovanych latekfguevSimhmotnostni detektogMSD -
Mass Spektrometry Detector), kteryipahezi univerzalni a velmi citlivé detektory. Detek

tor rozcEluje organické molekuly na ionty. K dispozici jstfutypy hmotnostnich detektor



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 32

- klasicky kvadrupol, trojity kvadrupol (triplequpa tzv. TOF (Time Of Flight), které
umoziuji na principu hmotnostni spektrometri@gnou a spolehlivou detekci a identifika-
ci. [16, 18, 23]

Pro analyzu malakavych latek plynovou chromatografii je nutn@yést tyto slozky ied
nadavkovanim nakavé produkty. Tento postup se nazyva derivatizéo@llo reagujici
se vzorkem pak derivatizai ¢inidlo. Vhodné derivatizéni ¢inidlo musi sphovat rékolik
poZadavk: reakce s analytem musi probihat rychle, kvantitata s definovanou stechio-
metrii; reakni produkt musi byt dostate stabilni i i zvySené tepl@t pokud g deriva-
tizacni reakci vznikaji krom tékavého derivatu dalSi produkty, jéldzite, aby nerusily
vlastni stanoveni; je vhodné aby derivatida cinidlo reagovalo specificky pouze
s vybranou skupinou latek. Derivatizace takisgiva ke sniZzeni meze detekce a snizeni
polarity analytu blokovanim polarnich futrkich skupin (-OH, -NKl -COOH). Velmicas-
tym derivatiz&nim postupem v plynové chromatografii gdylace kdy (Einkem trime-
tylchlorsilanu dojde k fevedeni vzorku naskavé trimetylsilylderivaty. DalSim postupem

derivatizace rize byt gevedeni vzork na tkaveé etyletery, estery, hydrazony. [16, 18]

Metody plynové chromatografie se vyuZivajegevsSim § stanoveni tokoferdl (vitamin
E) a vitaminu D (cholekaciferol, ergokalciferol)statni lipofilni vitaminy Ize touto meto-

dou stanovit jen v jednoduchych &sich. [15]

2.5.5 Kapalinova chromatografie

V prab¢hu rekolika poslednich desetileti dosahla kapalinovéoetatografie znéného
rozvoje. V sodasnosti je nejpouzivajsi vysokodinna kapalinova chromatografigHiPLC

— High performance liquid chromatography). [8, 28]

HPLC

Vysokolinna kapalinova chromatografie je nyni nejvice @avijejici se technikou pro
stanoveni organickych latek. Flanezi pokrgilé a instrumentaknarané techniky kapa-
linové chromatografie. Velkou vyhodou této metodynjoZnost detekce latkadow az
10 ve vzorku. Tim se stava velice citlivou. HPLC l§ma je také ve srovnani s GC ana-

lyzou mnohem méncitlivd na teplotu kolony a fitokovou rychlost mobilni faze. Je vSak
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citliva na sloZeni a pH mobilni faze. Vyhodou HPjeCschopnost analyzovat termolabilni
latky (nag. vitaminy a jiné), které byippouziti plynové chromatografie degradovaly a

byly by tak neanalyzovatelné. [16, 18, 19]

Popis HPLC analyzy Aparaturou HPLC proték& mobilni faze, ktera jdama pes vyso-
kotlakou pumpu do kolony a z ni do detektoru. D&&em je do proudu mobilni faze
nadavkovan vzorekiddow nekolik ul). Vzorek je undSen mobilni fazi do kolony, kde do
chazi k separaci jednotlivych slozek. Vystup z kyloede do detektoru, kde jsou jednotli-
vé slozky detekovanfObr. 10) Signdl z detektoru je zaznamenavan v péddiromato-

gramu, ktery je vizuakhpodobny jako chromatogramifimeny pomoci GC. [16, 18, 19]
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Obr. 10 Casti kapalinového chromatografu

Mobilni fazi v HPLC miZe byt nap. voda, methanol, acetonitril a jejich &nv niznych
vzajemnych porrech, pufry atd. Mobilni faze @ize byt jednosloZzkova nebo viceslozkova
— izokratick&d nebo gradientova elucéi gradientové eluci je moznéamit bchem analyzy
poner slozek mobilni faze, tim dochazi ke zkraceni dabglyzy a zlepSeni ro&idni slo-
Zit¢jSich latek. Volba sloZzeni mobilni faze je pro HPL€mi vyznamna. Ekni paadi je
uréeno vzajemnym vztahem polarity separovanych latgolarity mobilni a stacionarni
faze. Voda méa charakter vyrazpolarni, zné alkoholy a acetonitril jsou latkyretirg
polarni, alkany a cykloalkany jsou nepolarni. fouziti polarni stacionarni faze jsou kolo-
nou nejméw zadrZzovany nepolarni slozky vzorku. [18, 16, 24]

Metoda HPLC existuje jako tzv. ,klasické" a ,revet’s Pii klasické HPLC je stacionarni
faze polargjsi nez faze mobilni.#Preversni HPLC (RP HPLC - reverse phase HPLC). je

naopak stacionarni faze mgpolarni nez faze mobilni. [16]
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Moderni kapalinové chromatografy uniogi praci s tlaky v rozmezi 1-60 MPa. To umoz-
nuje dosdhnout po#énné velky priatok mobilni faze (1-20 ml/min). Tok mobilni faze je

zaji¥ovan vysokotlakyngéerpadlem (pumpa). [16, 18, 19, 22]

Separ&ni kolony pouzivané v HPLC musi odolat vysokému tlaku mabidme. \EtSinou

se vyrabi z nerezové oceli nebo z tlustosé sklegné trubice o vninim piméru 2-5 mm

a délce 30-300 mm. NejlepSi kolony jsou zhotovekéwva, jehoZ vniini povrch je pota-
Zen slabou vrstvou skla. Délka kolony se voli padfiehu pouzitého adsorbentdiim je

velikost zrn sorbentu mensi, tim kratSi kolona sezpe. Kolony jsou napkny vhodnou
stacionarni fazi (n&poxid kkemkity vhodné zrnitosti). [ 15, 16, 18, 19, 20, 21]

Jako stacionarni fazeirbe byt pouZit i granulovany iontami¢, potom se tato metoda
nazyvaiontow vynenna chromatografi§lEC — lon exchange chromatography). Dale je
mozné jako stacionarni fazi pouzit mikroporéznbeaty, kdy dochazi k separaci slozek
vzorku podle velikosti molekul. Tato technika seyna vylucovacinebogelova permea

ni chromatografie[ 15, 16, 18, 19, 20, 21]

K detekci se vyuziva mnoha instrumentalnich metod s tinvlastni dete&ni cela je kon-
strukené prizpusobena k tomu, aby byla pouzitelna k detekci v HPQGjem deteéni cely
musi byt dostatan¢ maly, aby v detektoru nedochazelo k rozmyvani &bek separova-
nych v kolor. K detekci separovanych latek se vyuziva jejichantych nebo specifickych
vlastnosti, jimiz se tyto latky liSi od mobilni 8718, 19]

Fotometricky detektor (UV-VI$¢ v sokasné dob nejpouzivagjSi. VétSina organickych
latek absorbuje Zani v oblasti UV, dkteré i ve viditelné oblasti gtla. Detektory pracuji
bud’ s fixni vinovou délkou (néastji 254 nm), s moznosti vyiu nékolika vinovych dé-
lek (filtrové), nebo jsou op&ny monochromatorem a pracuji na principu spekioofietru

v rozsahu 190 - 400 nm. Tento detektor uitupe sledovat absorbanci latek vystupujicich
z chromatografické kolony. Fotometricky detektoaquijici v ultrafialové oblasti je pro

organickeé latky prakticky univerzalni. [15, 16, 1B, 24]

DalSim ¢asto pouzivanym detektorem detektor s diodovym polem (DAD - detektge}
hoz vyhodou je moznost okamzitého zaznamu celébktigpve zvolené oblasti vinovych
délek. [15, 16, 18, 22, 24]

Pro organické latky vykazujici fluorescenci je mogrouzitfluorimetricky detektarJako

zdroj z&eni se pouziva n&gstji miniaturni vysokotlakd xenonova vybojka a nebedr.
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Zatizeni je doplano dwma monochromatory, umadgjicimi vybrat jak vinovou délku bu-
diciho, tak i fluorescamiho zdizeni. Fluorescemi detektor umaiuje dosédhnout velmi
nizkych mezi detekce. [16, 18, 24]

Elektrochemicky detektaumoziuje stanovit velmi nizké koncentrace latek v eluent
piipadt, Ze tyto latky jsou elektrochemicky aktivni (redwktelné nebo oxidovatelné).
M¢éfi se proud protékajici mezi polarizovatelnou prad@lektrodou a pomocnou elektro-

dou v zavislosti na vlozeném rip [17, 22, 24, 25]

Hmotnostni detektose pouziva v HPLC stat@asgji. Umoziuje primou identifikaci a na-
sledré kvantifikaci jednotlivych separovanych latek vyebfcich z kolony na zaklédzis-

kanych hmotnostnich spekter. [18, 24]

2.5.6 Planarni chromatografie

Planarni (plosna) chromatografie ffjanezi instrumentaknejjednodussi variantu kapali-
nové chromatografie a vyuziva se stéleaspobrovsky rozvoj kolonové chromatografie.
Planarni chromatografie séldpodle typu pouzité stacionarni faze na papivogiroma-
tografii (PC — Paper chromatography), kde k sepalachazi na prouzku papiru, a na ten-
kovrstvou chromatografii (TLC — Thin layer chromgitaphy), kdy je stacionarni faze tvo-
fena tenkou vrstvou sorbentu. V gasné dob se vice vyuziva TLC, n&ppro orientani
analyzu neznamych vzatla @i vyhledavani vhodnych sepé&rdch podminek pro kolono-
vou chromatografii. [15, 16, 18, 19, 20, 22]

Pti chromatografii v ploSném usgadani vzlina mobilni faze po chromatogramu nahoru
a unasi dené latky ze vzorku, které se vigiemére zpoafuji (rozpousni nebo adsorpce)
se stacionarni fazi, a tim se vzajeénwkli (Obr. 11) Poté putuji latky ve forghskvrn a
detekuji se vhodnou fyzikalni nebo chemickou metod®kvrny barevnych latek jsouip

mo viditelné, u nebarevnych latek se pouzivaigosiesky nebo papiru vhodnym reagen-
tem (nap. jodem). Pokud skvrny absorbujiieai v ultrafialové oblasti, je mozné osviceni
tenké vrstvy nebo papiru rfiovou lampou a poté pozorovani tmavych skvrn nléaw
pozadi. K lokalizaci fluoreskujicich sloZek se peazultrafialova lampa. Pro kazdou slou-
¢eninu je charakteristicka poloha jeji skvrny naochatogramu a jeji chovanfipletekci.

Velikost a intenzita zbarveni je v souladu istvim latky. K identifikaci latek se pou-
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Zivaji hodnoty Rf (retardai faktor), coz je vlasth pomeér vzdalenosti sedu (EZiSK)
skvrny od mista startu ke vzdalenasia rozpou&dla (mobilni faze) od mista startu. [16,
18, 19, 24]

Obr. 11 Vyvijeni chromatogramuipg®’C a TLC [18, 24]

Pro PC s pouziva celulozovy filtiai papir, pro TLC je nejvhodjsi tzv. Silufol, coz je
deska ze silikagelu giplavkem Skrobu jako pojidla na podloZce z hlinikdoke. Jako
mobilni faze se pouzivaji organicka rozpédi nebo jejich sisi s jinymi latkami (cyk-
lohexan, toluen, chloroform, dichlormetan, acettanol, metanol, voda, amoniak, kyseli-
na octova). [17, 19, 22, 24]

2.6 Stanoveni jednotlivych lipofilnich vitamina

2.6.1 Stanoveni vitaminu A

Pt analyze vitaminu A jsou nejvice vyuzivany metddiLC a spektrofotometrické meto-
dy, u rékterych vzork (mléko a mléné vyrobky) Ize vitamin A stanovit fluorimetricky

nebo pomoci plynové chromagrafie.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 37

Spektrofotometrické stanoveni

Tato metoda je vhodné pro veSkery potraksk@ materiél, v dkterych gipadech je vSak
nutné upravit chromatografické igobyisténi extraktu podle druhu potravinyiiBpekt-
rofotmetrickém stanoveni vitaminu A z Ztignych tk&ni byva zpravidla prvnim krokem
zmydelreéni vzorku KOH ve zmydébvaci aparatie pod proudem dusiku zaigemnosti
antioxidanti. Poté se vitamin A extrahuje petroleterem a pomatografickéntisténi na
sloupci nebo tenké vrstvse prondii vzniklé modré zbarveni po reakci s chloridem -anti

monitym na spektrofotometrdig20 nm. [8, 10, 15, 26]

Fluorimetrické stanoveni

Pfi stanoveni vitaminu A v mléce a nitg/ch vyrobcich se fte pouzit fluorimetricka
metoda. Vzorek se zmydelni pomoci KOH #alavku pyrogalolu. Vzorek mléka se extra-
huje pomaoci petroleteru, vzorky masla nebaigwmoci n-hexanu. Fluorescence se pro-
meii pri 330 a 480 nm.[10, 15]

GC

Maraschiello a kol. stanovovali obsah retinolu #aZich jatrech. Homogenizovany vzo-
rek se izoloval sisi hexanu a isopropanolu (3:2, v/v)itdavkem BHT pod proudem du-
diku, provedlo se od&dni a odp&eni rozpousidel. Odparek se poté rozpustil v 100%
etanolu, pomoci KOH se provedlo zmydalha vzorek se naslegimozpustil v hexanu.
Vlastni stanoveni se provdd kapilarni plynovou chromatografii. Nosnym plyndaylo
helium, byl pouzit FID detektor a analyza se pralaghti 220 — 310 °C. Rimérny obsah
retinolu v ditbeZich jatrech byl 54,3g.g™. [27]

HPLC

DalSi ¢asto vyuzivanou metodou pro stanoveni vitaminu I4,i&arotenoid, je HPLC
metoda. Po zmydetni vzorku pomoci KOH se vitamin A extrahuje do arnig&ého roz-
poustdla (hexanu). Extrakt se odipana rot&ni vakuové odparce a odparek se rozpusti

v metanolu. Obsah vitaminu A se stanovi HPLC matosldJV detekci $ vinové délce
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325 nm nebo fluoresceéni detekci i excitatni vinové délce 325 nm a emisni vinove dél-
ce 480 nm. [8]

Pri spektrofotometrické detekci se mez detekce pojeykolem 2 ng. B pouziti Fluo-
rescefiniho detektoru je detéki limit je 0,5 ng. Kron téchto detektar se k detekci vi-
taminu A miZe pouzit i elektrochemicky detektor. Elektrochekéi amperometricka de-
tekce retinolu je ménselektivni nez detekce spektrofotometricki&égmz detekni limity
jsou srovnatelné. Sepé&rda podminky (piitok mobilni faze a elini sila mobilni faze) se

nastavi takové, aby nedochazelcgledi cis a trans isoméritaminu A. [8]

Majchrzak a kol. stanovovali obsah vitaminu A v@ieeych, ho¥zich, telecich, kiecich

a knitich jatrech. Pro separadiznych forem vitaminu A (all-trans retinolu a jettgt este-
ra: retinyl palmitatu, oleatu, stearatu a linolaty)abpouzita technika HPLC. Pro stanoveni
byly pouZity vZdy i vzorky od Sestitiznych dodavatél Z homogenizatu byla izolovana
lipidova faze podle Folche s naslednou extrakgis$rchloroformu a metanolu. Pro separa-
ci jednotlivych sloZzek byla pouZzita jako mobilnz&sngs acetonitrilu a metanolu (85:15
v/v). Odezvy pik byly méieny @i 320 nm za pouziti DAD detektoru. Rakous&tdei zjis-
tili, Ze obsah tohoto vitaminu ve vzorcich se pawd v rozmezi 6,5 — 18,9 mg.10bge
vepiovych jatrech, 1,1 - 6,7 mg.100' g howzich jatrech, 1,6 - 16,6 mg.100 g kuecich
jatrech a 2,7 - 21,5 mg.100" gv kritich jatrech. Rzné hodnoty obsahu vitaminu A u
vzorka téhoz druhu byly zjsobeny rozdilnym plemenemékem a fiznym krmicim rezi-

mem. [28]

Sungpuank a kol. stanovovali obsah retinolu v ¢tra slegiich vejcich metodou HPLC
pied a po tiznych kulinarnich Upravach — syrovajeaa a grilovana jatra, syrové aeaé
vejce na tvrdo, omeleta. Po zmyd#in jednotlivych vzork KOH se provedla extrakce
diisopropyleterem, jako mobilni faze se pouZzil metaa k detekci byl pouZzit UV detektor
pfi 450 nm. Nejvice retinolu bylo obsaZeno v syrovjatnech (1551419.100 @) a jatrech
varenych (9402.9.100 g'). Syrové vejce obsahovalo 166.100 ¢ retinolu a véené na-
tvrdo 120pg.100 ¢'. Vaiena jatra ztratila dhem tepelné Upravy 5% retinolu, restovana
8-16%. K nejetSim ztratam doSloipptipraw vajené omelety (43 %), ve yaném vejci

Cinily ztraty retinolu 11%. [29]
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2.6.2 Stanoveni karotenoidnich latek

Z rostlinnych tkani se karotenoidni latky po honmigaci a rozpughi v acetonu izoluji
vhodnym organickym rozpougtlem a jednotlivé karoteny se r@tidsloupcovou adsoti
chromatografii. Poté se provadidspektrofotometrické stanoveni nebo pomoci HPLC.
[15, 19, 21]

Zpuasob extrakce karotenaidzavisi na tom, zda vlastni extrakéedchazi zmydebmi ¢i
nikoli. Pti pfimé extrakci se kizolaci karotendidvyuziva nap. tetrahydrofuran (THF),
methanol, acetonitril nebd&zné sndsi, naf. aceton — hexan, ethanol — hexan, ethylacetat —
hexan, ethylacetéat - petrolether nebo methanotrahtgdrofuran. Ke vzorku je také nutné
vétSinou ridat rektery z antioxidant (BHT, pyrogallol, kyselina askorbova) a zneutrali-
zovat obsazené organické kyseliny pomocidithinu vapenatého, batnatého nebo sod-
ného. V pipad pouZiti alkalické hydrolyzy se provadi hydrolyz@ % methanolickym
roztokem KOH za studena po dobu 16 hodin. [8]

Jako sorbent se pro separaci karotelheiglZziva Ca(OH) Mobilni faze pro separaai j,
v- karoteri miZze byt nap. isooctan sfidavkem 0,5 % THF nebo se &nacetonitrilu,
dichlormetanu a metanolu (70:20:10§i RPLC stanoveni se ngsgji pouziva UV detek-

tor v oblasti 400 — 500 nm v zavislosti na stan@rgich karotenoidech. [8]

Spektrofotometrické stanoveni

Pii spektrofotometrickém stanoveni se &labbarveny petroleterovy extrakt vzorkisti
chromatograficky na sloupci a karoteny se pfrpii 450 nm na spektrofotometru. [15,
19, 21]

Choi a kol. stanovovali spektrofotometricky obsabvitamini A v bilé ryzi, neloupané
ryzi a v j&meni. Zhomogenizované vzorky byly extrahovany ponmoetanolu, odsediny

a pefiltrovany. Poté byl extrakt smichan s vodou a&rmsesi hexanu, acetonu a meta-
nolu (50/25/25, viv) a provedlo se ogstni. Absorbance byla praffena i vinové délce
450 nm. Obsah celkovych karotenbipirepaiteno nap-karoten) byl v jémeni 15
11g.100g" vzorku, v neloupané ryzi 14g.100 g a v bilé ryzi 1ug.100g". [30]
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HPLC

Raju a kol. stanovovali pomoci HPLC techniky ob&ahotenoidnich latek v 3Giznych
druzich zelené listové zeleniny, dtap cibuli, v mé¢, v amarantu, v mrkvi, v tykvi, v lilku
¢erném nebo v koriandru. Po homogenizaci a extrageionem a petroletherem se vzorek
vysusSil a provedla se filtrace. Z fitratu se ofljparozpoustdlo a zbytek se rozpustil
v hexanu. Vzorek sefipravoval g 4 °C pod matnym Zlutym ostlenim, aby se zamezilo
isomerizaci, oxidaci affpadnym ztratam karoténVzorek se analyzoval pomoci metody
HPLC, kde se jako mobilni faze pouZzila &macetonitrilu, metanolu a dichlormetanu
(60:20:20, v/viv) s 0.1 % octanem amonnym a detee provedla pomoci UV-VIS de-
tektoru @i 450 nm. Zjis&éné mnoZstvip-karotenu: v cibuli 16, 9 mg.10dgsusiny,

vV m&t 7,48 mg.100g, v amarantu 18,67 mg.108gv mrkvi 12,9 mg.100§, v tykvi 10,27
mg.100¢", v lilku 50,17 mg.100g a v koriandru 67,5 mg.100g Vyznamné mnoZstui-
karotenu se nachazelo pouze v mrkvi (21,53 mg.1p@a6, 31]

Pinheiro Sant’/Ana a kol. se ve své praci 2#lnna zjisfovani obsahui-karotenu,
B-karotenu a celkovych karotendigt mrkvi po fiznych kulinarnich apravach. Obsah karo-
tem zjistovali u cerstvé nastrouhané mrkve, mrkveers v pée, vdené ve vod, v tlako-
vém hrnci a v grilované mrkvi. Pro analyzu byla pa reverzni HPLC technika. Jako
mobilni faze byla pouZita sfa metanolu, acetonitrilu a etylacetatu (80:10:1®)puZiti
UV — VIS detektoru fi 449 nm. K nej¢tSim ztratamu- a B-karoteri dochazelo p grilo-

| pfes zn&né ztraty karotei zistava mrkev i po kulinarni Upr&wdobrym zdrojem provi-
tamini A. [32]

2.6.3 Stanoveni vitamini skupiny D

Stanoveni vitamit s antirachitickym &inkem je v potravinach velmi slozity ukol, protoze
se ve vzorcich vyskytuji v nizkém mnoZstvi a tagél&né s jinymi steroidnimi latkami
jako jsou steroly nebo naps karotenoidy. Proto se pouzivajzné gedseparéni techniky
jako srazeni sterdldigitoninem nebo adsatpi kolonova chromatografie na A&s;. Pro

stanoveni vitaminu D Ize pouzit spektrofotometiokétody, metodu plynové a kapalinové



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 41

chromatografie. U vzoiks vySSim obsahem vitaminu D |ze pouZit i chromatiocké sta-

noveni na tenké vrsiv([8, 14, 15]

Spektrofotometrické stanoveni

Pro vzorky potravin obsahujicét&i mnozstvi vitaminu D (rybi tuky, rostlinné olgg) Ize
pouzit spektrofotometrickou metodu, kdy se po zrine vzorku KOH z nezmydelnitel-
nych poditi extrahuje vitamin petroleterem. Poté se proveniedsobné chromatografické
precisteni na Celitu, AJO3 a Florexu XXS a odfleny vitamin D se nech& zreagovat
s chloridem antimonitym. Vzniklé lososovité zbarvee prondii spektrofotometricky ib
750 nm. [14, 15, 26]

GC

Pfi pouziti plynové chromatografie se vzorek zmydeinpomoci alkoholickeho KOH,
izoluje dietyleterem a rusivé steroidni latky sesr@zi digitoninem. Vysrazené steroly se
odfiltruji a vzorek se oft extrahuje dietyleterem. Rozpoédio se odp#, odparek se roz-
pusti v isooktanu a znovu se provede zmyitdlm extrakce. K GC analyze vitaminu se

pouziva jako nosny plyn dusik a plame&@nizani detektor. [15]

HPLC

P pouziti HPLC analyzy pro stanoveni vitaminu D gtadené alkalické hydrolyze a ex-
trakci do hexanu je vzorek isomerizovan na isotatdrgl pomoci HCI v butanolu. Na se-
mipreparativni kolo& je sbirana frakce isotachysterolu vitaminu D ae¢anésledh se-
paruje na HPLC kolanhse silikagelem za pouziti UV detektorti pinové délce 301 nm.
Alternativou k UV detekci je detekce elektrochendicknebo amperometrickéti elektro-
chemické detekci na uhlikové elektége detekni limit vitaminu D; 7 ng. [8]

Perales a kol. stanovovali obsah vitamirgve fortifikovaném mléce a v mléceiiprave-
ném ze suSeného kojeneckého mléka pomoci HRLQQ3C. Vzorky byly zmydeléeny
pomoci alkoholického KOH zatjglavky vitaminu C a extrakce byla provedena hexanem
ktery se naslednodpdil. Vzorek byl poté rozpush v metanolu. Jako mobilni faze byla
pouZzita smis metanolu a vody (98:2, v/v). HPLC analyzu bylavedena isokratickou re-

verzni kapalinovou chromatografii za pouZziti elektremického detektoru. Obsah vitami-
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nu D ve fortifikovaném miléce byl 48 ng.10bgzorku a v mléce ze suseného kojeneckého
mléka 156 ng.100fvzorku. [33]

Clausen a kol. zji®vali pomoci HPLC obsah vitaminu;Da jeho metabolitu 25-
hydroxyvitamin @ v syrovém a ve ueném vefovém mase. Homogenizované vzorky
byly zmydelrgny a extrahovany ve sisi dietyleteru a petroleteru (1:1)tiHPLC analyze
byla jako mobilni faze pouzita s, propanolu a heptanu a jako detektor byl pouziDDA
(220 - 320 nm) a UV detektor (265nm). V syrovém enhygl obsah vitamih zavisly na
tu¢nosti masa. Zjigny obsah vitaminu Pbyl od 0,05 do 0,2jig.100g" vzorku a obsah
metabolitu byl 0,07 — 0,149.100g". Varenim doslo ke zvySeni obsahu vitaming(D,08—
0,2419.100¢") i jeho metabolitu (0,06 — 0,18.100g"). Nejvice vitaminu Ri jeho meta-

bolitu bylo ve vepové kizi, mére v sadle, v mletém mase a nejraérlibovém mase. [34]

2.6.4 Stanoveni vitaminu E

Ke stanoveni tokoferalje vypracovano nejvice metod ze vSech lipofilmidlamina. F¥i
analyze potravindkych materidl se ve ¥tSin¢ pripadi po zmydelgni a izolaci nezmy-
delnitelného podilu oddi tokoferoly rekterou chromatografickou metodou. lzolované
derivaty tokoferal se stanovi spektrofotometricky, plynovou chrorgedéii nebo pomoci
HPLC. [14, 15]

Spektrofotometrické stanoveni

Pri spektrofotometrickém népmém stanoveni, které je vhodné pro v3echny typsapin,
se homogenizovany vzorek zmydelni etanolovym raaatoKOH a poté se extrahuje diety-
leterem. Po odgani rozpou&dla se odparek rozpusti v petroleteru a tento kogéopou-
Zije k chromatografickémueéteni na tenkeé vrstysilikagelu. Poté se tokoferoly eluuji eta-
nolem. Po fidavku 2,2-dipyridylu se barevny roztok prétnproti etanolu na spektrofo-
tometru @i 520 nm. [10, 14, 15, 26]
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GC

U plynové chromatografie se tokoferoly a tokotrigrgpolu s lipofilnimi latkami extrahuji
ze vzorku etanolem. Tuk se zmydelni, nezmydelnitgladil se extrahuje petroleterem,
déli na tenké vrst¥ silikagelu ve srési benzenu a metanolu. Jednotlivé tokoferoly sajelu
dietyleterem, ktery se nasledné okp& odparku se fida snés hexametyldisilizanu, tri-
metylchlorsilanu a pyridinu a vzorek séepede nackavé trimetylestery, které seld
chromatograficky. B této metod se vyuziva helium jako nosny plyn a FID-detekide-
toda je pouzitelna pro vSechny potravsi@ vyrobky. [15]

Maraschiello a kol. stanovovali obsahtokoferolu v déibezich jatrech. Homogenizovany
vzorek se izoloval stsi hexanu a isopropanolu (3:2, v/v)itddavkem BHT pod proudem
dusiku, provedlo se odstini a odp&eni rozpousidel. Odparek se poté rozpustil v 100%
etanolu a pomoci KOH se provedlo zmydelin Po pidavku hexanu se proved|éepiste-

ni na tenkeé vrstysilikagelu a skvrny se eluovaly $gi hexanu a dietyleteru (85:15, v/v).
Poté byla provedena derivatizace ¢sin hexadimetylsilazanu a trimetylchlorsilanu
v pyridinu. Jako mobilni faze se pouzilo heliumznikly a-tokoferyl acetat byl detekovan
FID detektorem. Obsair tokoferolu ve vzorku byl v giméru 4,5ug.g'1. [27]

HPLC

Nejcastji pouzivanou metodou pro stanoveni tokoférfd HPLC metoda. U vzorku se
provede zmydekni pomoci KOH a poté se provede extrakce hexanemnali se odpa
na vakuové odparce a rozpusti v metanolu. Obsaminu E se stanovi HPLC metodou
s UV detekci fi vinové délce 292 nm nebo fluores¢endetekci, ktera je daleko citdijéi,

pii vinové délce 295 a 330 nm. Fluoresg@ndetekce je ve srovnani se spektrofoto-
metrickou detekci citligjSi a detekni limity jsou o jedertad nizsi. [8]

Pfi stanoveni vitaminu E v margarinu a tucié¢mpou extrakci metodou HPLC se tokofero-
ly extrahuji rozpu$him tuku v hexanu na ultrazvuku. Po rozpogtuku se fida bezvody
siran he#ecnaty a necha se stat 2 hodiny. Po filtraci se ®idady separuji za pouziti mobil-
ni faze isopropanolu v hexanu na normalni fazikggjel) s fluorescemi detekci. [8]
Delgado-Zamarrefio a kolfigHPLC stanoveni tokoferdlze vzork semen ai@chi pouzi-

li extrakci pomoci acetonitrilu za zvySeného tlaRimto zpisobem byly ziskany velmi
Cisté extrakty, které byly pouzitytipno pro analyzu. Jako mobilni faze byla pouzit&sm

metanolu a vody (99,9:0,1 v/v) a detekce byla pdewa pomoci ECD detektoru. Ziskané
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vysledky byly porovnany s vysledkyipHPLC analyze za pouziti alkalické hydrolyzy a
byly témet totozné. Tato metoda je rychla a jednoduchéa avtiauna pro stanoveni toko-
ferola v mandlich, slun@icovych semenech, liskovych a vliaSskyébsich. [35]

Cho a kol. vyuzili HPLC analyzuipstanoveni acetatu tokoferolu v panenském olivovém
oleji. Extrakce vzorku byla provedena &hhexanu a etylacetatu (4:1, v/v). K detekci byl
pouzit DAD - detektor, jehoz vysledky byly navictypaeny MS detektorem. Obsah aceta-
tu tokoferolu v olivovém oleji byl 32,6 + 1g.ml™. [36]

GliszczyhskaSwiglo a Sikorska stanovovali obsah tokoféred-, B-, v-, a 5-tokoferok)

v jedlych rostlinnych olejich (olivovytepkovy, araSidovy, sluteicovy, sojovy, kukiény
olej) pomoci HPLC techniky. Vitamin E z olepyl extrahovan 2-propanolem a poté byly
vzorky piimo nastiknuty do kolony. Jako mobilni faze byla pouzita¢ésmmetanolu a ace-
tonitrilu (1:1) a jednotlivé tokoferoly byly detekény pomoci fluoresceéniho detektoru
pii 295 nm a 325nm. Pomoci tohoto detektoru je modetekovat mnozstvy- a 6-
tokoferolu od 8 ng.mi vzorku a mnoZstvé-tokoferolu od 28 ng.mil vzorku. Nejviceu-
tokoferolu bylo obsaZeno ve slumécovém oleji (561 mg.kd), nejwtsi mnoZzstvi- ay-
tokoferolu bylo obsaZeno v kuktiném a sojovém oleji (582 mg.ka@ 504 mg.kd) a nej-
vice -tokoferolu bylo v sojovém oleji (188 mg.Ky Celkovy obsah tokoferdlbyl nejwt-

$i v sojovém a v kukitném oleji (845 mg.kd, 815 mg.kd), slun&nicovy olej obsahoval
625 mg.kg', fepkovy 505 mg.kg, arasidovy 224 mg.kba olivovy 174 mg.kg tokofero-
14.[37]

DalSi zpisob analyzy rostlinnych olijje pomoci reverzni HPLC. Gimeno a kol. stanovo-
vali obsah vitamifi E v olivovém oleji, panenském olivovém oleji, siinicovém, kuku-
ficném a sojovem oleji. U tohoto gobu se neprovadi extrakce, vzorek se pouedna
smesi hexanu a etanolu, ktera navic obsahuje jakdnirstandard acetattokoferolu. Ja-
ko mobilni faze byla pouzita g% metanolu a vody a k detekci byl pouzit UV — #tie
Tokoferoly byly detekovany po 5 minutach od ti&st pri vinové délce 292 nm. Bmérny
obsaho-tokoferolu byl 213,3 mg.kY a p-tokoferolu 8,68 mg.kg. Tato metoda p#tmezi
velmi rychlé a pesné metody. [38]

Choi a kol. stanovovali obsah vitaminu E v biléiryieloupané ryzi a v §gneni pomoci
HPLC. Ri stanoveni obsahu vitaminu E se metanolovy exidkiil pod proudem dusi-
ku, rozpustil vn-hexanu, pefiltroval a poté se provedla HPLC analyza. Jakdimofaze

se pouzila si#s hexanu a isopropanolu (98,7:1,3 v/v) a detekger@eedla pomoci fluo-
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rescekiniho detektoru b vinové délce 290 a 330 nm. Obsalokoferolu v neloupané ryzi
byl 0,42mg.100g vzorku, v j€meni 0,23mg.1004a v bilé ryzi 0,07mg.100y [30]

2.6.5 Stanoveni vitamini skupiny K

Ke stanoveni vitamiin skupiny K bylo popsano paimé malo metod, protoZe tato stano-
veni se neprovadiiihis ¢asto. Risun tohoto vitaminu potravou a jeho tvorbgeeni mik-
roflérou jsou totiz ve #tSin¢ pripadi dostaténé. Pro stanoveni vitaminu K v potravinach
byly diive pouzivany tzné biologické, chemické a chromatografické metodie
v souwtasné dob se za spolehlivou povazuje pouze HPLC metodackienych gripadech
se miZe pouZit i spektrofotometrickd metoddi Bistovani obsahu vitaminu K pomoci
HPLC techniky se nepstji pouzivaji elektrochemické, UV detektory nebooilescetni

detektory za pouzititznych mobilnich fzi a kolon. [10, 14, 15]

Spektrofotometrické stanoveni

Pti spektrofotometrickém stanoveni se vitaminpgd zmydeldni extrahuje ze vzorku ace-
tonem, poté se provede chromatografici&&ni na AbOs a floridinu. Po reakci s 5-imino-
3-tion-1,2,4-ditiazolidinem se provede spektrofogbntké neieni @i 520 nm. [10, 14, 15]

HPLC

Othles a kol. stanovovali obsah fyllochinonu v olrém oleji. Vzorek olivového oleje se
extrahoval pomoci n-hexanu a poté se provedladitra pecisteni. Fi vlastni HPLC ana-
lyze se pouzila mobilni faze $si acetonitrilu, dichlorometanu a metanolu (60:20:2
viIviv) pii 20°C. Vitamin K byl detekovan pomoci UV-VIS detektorti plnové délce 248
nm. Obsah fyllochinonu v olivovém oleji se pohyboneezi 12,7 - 18,51@.1009l vzorku.
[39]

Damon a kol. stanovovali obsah fyllochinonuizmych druzich zeleniny za pouziti HPLC
techniky s fluorescemim detektorem. V zelené listové a kaloveé zelenia (brokolice,

$penat) byl obsah vitaminu nad 1:@0100g". Naopak kéenova zelenina obsahovala nsén
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neZ 1Qg.100g" fyllochinonu. Ledovy salat, ktery byva uvdjako vyznamny zdroj toho-

to vitaminu obsahoval v porovnani se $penatem betimlici pouze 241g.100g". [40]

Pérez-Ruiz a kol. stanovovali obsah jednotlivyctamini K v syrovych listech Spenatu
a v rizickové kapust. Homogenizované vzorky zeleniny byly extrahovaayttrazvukové
lazni hexanem. Poté se provedla filtrace a ésipiarozpousidla. Po pidavku dalSich roz-
poustdel se provedlo zachyceni obsaZzenych vitankrdo patrony se silikagelem a tento
zbytek se rozpustil v metanolu. Pro HLPC analyziyloyzit UV detektor. Obsah vitaminu
K1 ve $penétu byl 4,2mg.100@ mizickova kapusta obsahovala 2,5mg.16@gaminu K.
[41]

2.6.6 Spol&né stanoveni vitamini

V nekterych gipadech se pomoci HPLC metodyize stanovit i Bkolik vitamina dohro-

mady.

Pomoci reverzni HPLC se mohou vedle sebe stanowmtaixidanty jako provitamin A
(B-karoten) aa-tokoferol ve vzorku brokolice. Zji&hy obsahp-karotenu byl 0,81
mg.100¢", aa-tokoferolu 0,47 mg.100'Y [42]

Salo-Vaananen a kol. stanovovali pomoci HPLC obgatfilnich vitamini v mléce a ve
vzorcich rybich produkt (filet baltského sletl obalovany v zZitné mouce a v trojobalu a
smazeny vepkovém oleji). V mléce byly stanovovany tokoferobykaroten, alltrans
retinol a v rybich produktech navic i cholekalaiflelzorky byly zmydelgny a rozpu&ny
ve snési n-hexanu a etylacetatu, poté se rozpédlatodpdila, odparek se rozpustil v he-
xanu a pefiltroval se. Pr@-karoten a allransretinol byla pouzita jako mobilni faze gm
diisopropyleteru a-hexanu a UV detektor (486 nm) a pro detekci toladtebyl pouzit
fluorescekini detektor (470 nm). Pro stanoveni obsahu chatékablu byla pouzita HPLC
technika s UV — VIS detektorem (265 nm) p@gichozim pecisteni a jako mobilni faze
byla pouzita sis hexanu, THF a propanolu (98:1:1). Obaabkoferolu v mléce byl 57
1g.100g", B-karotenu 13ug.100g", all-transretinolu 2811g.100g™ V rybich produktech
byl vysoky obsahu-tokoferolu ay-tokoferolu (6220ug.100g", 2830), obsah ostatnich toko-
feroli nebyl vyznamny. ng.100g". Obsah alkransretinolu byl 8g.100g", B-karotenu
107pg.100g" a vitaminu B 7 ug.100g". Tato metoda p#tmezi univerzalni metody. [43]
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Delgado a kol. stanovovali obsah vitaiA, D; a E ve vzorcich joguktpomoci HPLC.
Nejdiive se provedla izolace vzdripomoci smisi hexanu a chloroformu (2:1, v/v), od-
stredEni vzorku a odpi@ni rozpou&dla. Poté nasledovala studena hydrolyza alkohaticky
KOH za gidavku vitaminu C a vzorek se extrahoval metanoléako mobilni faze byla
pouzita smis metanolu a vody (99:1, v/v). Detekce se provediaoci elektrochemického
detektoru, ficemz vysledky byly tért totozné s UV detekciip280 nm. Obsah vitaminu
A ve vzorcich joguft byl 23-31ug.100g", obsah vitaminu E se pohyboval mezi 57-87
11g.100g" a vitamin I3 nebyl danymi detektory zachycen. [44]
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ZAVER
Vitaminy jsou esencialni nizkomolekularni organi¢kiky. Jsourazeny mezi biokatalyza-

tory a v organismu se spolupodili na velkém mnaZgiiologickych pochod a funkci.

Mo

du (jatra, rybi tuk a maso atd.), provitaminy vitamA karotenoidy se vyskytuji ve vSech
zelenych¢astech rostlin nebo v ovoci (Spenat, niguapod.). Vitaminy skupiny E se vy-
skytuji predevSim v potravinach rostlinnéhaivodu, nap. v rostlinnych olejich nebo
v orechach. Vitaminy skupiny K se hgjwvyskytuji v syt zelené zelenih(brokolice, Spe-

nat), a vznikaji i jako produkt biosyntézy mikroangsmi v travicim traktu.

Stanoveni lipofilnich vitamiin v potravindiském materialu je relati¢rslozity akol, protoze
se v potravinach vyskytuji pouze v malém mnozstkteré lipofilni vitaminy pati mezi
latky, které za fistupu vzdusného kysliku, slufmho z&eni nebo vysSich teplot podléhaji
degradaci nebo izomeraci na teimé formy. Proto seipjejich stanoveni musi podminky
v laboratdi prizpusobit analyze (probublavani hydrolgmé aparatury mirnym proudem
dusiku, pidavek antioxidarit, umélé oswtleni). Vlastnimu stanoveni¢isinou gedchazi
piiprava vzorku (homogenizace), jeho hydrolyza (pam¢OH), extrakce (organickymi
rozpoustdly) a @gipadné pecisteni. Poté nasleduje vlastni analyza pomaenych chro-

matografickych kolon a sési mobilnich fazi.

Diive se pro stanovenédhto vitamimi pouzivaly fizné spektrofotometrické metody, ale
s dalSim rozvojem analytickych metod, zejména clatografickych, se vyuZivaji nové,
piesrEjSi, acasto i jednodussi metody pro stanoveni — plynokapalinova chromatogra-
fie. V sowasné dob se pro stanoveni lipofilnich vitanirvyuziva gedevsim HPLC. Pro
jednotlivé skupiny vitamifh a druhy potravin jsou vyvinutyaizné modifikace stanoveni,

které jsou pro dané vzorky potravin nejvh&8én

P stanoveni vitaminu A a karotendicde po zmydekni vzorku provadi extrakce, nap
hexanem nebo sfei chloroformu a metanolu, u karotenbgk pouZiva acetontiouziti
HPLC techniky se mobilni faze liSi podle pouZzitéhaterialu a konkrétni metody,iide to
byt nag. snes acetonitrilu a metanolu, u karotenbidnmes acetonitrilu, metanolu a
dichlormetanu nebo etylacetatu. Jako detektoryyseivaji UV, fluorescetni nebo MS
detektory. Pro stanoveni se také mohou pouZit sfekbmetrické nebo fluorimetrické

metody.
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P stanoveni vitaminu D se rigjstji provadi SetrijSi studena hydrolyza, vitamin se ex-
trahuje pomoci hexanu a pro HPLC sétgpko detektor nejvice pouziva UV, elektroche-
micky nebo hmotnostni detektor. KrérlPLC analyzy se d¥e vitamin D stanovit také

pomoci GC nebo spektrofotometricky.

Pro izolaci vitaminu E se jako extak ¢inidlo maZze pouzivat hexan, acetonitril, propanol
nebo smis hexanu a etylacetatu. Stanoveni se provadi porflcC, GC nebo spektrofo-
tometricky. Mobilni faze vhodné pro HPLC byvajit$inou viceslozkové a mohou to byt
nag. smesi isopropanu a hexanu, metanolu s vodou nebotsrattdem. Jako detektory se
opet vyuzivaji UV, DAD nebo fluoresceni, ale i dalsi, jako MS a elektrochemicky detek-

tor.

Stanoveni vitaminu K se provadi v potravinach po malo, protoZze jeho produkce
strevni mikroflérou v lidském organismu byva ét$inou dostatna. Tento vitamin se
Z potravin nejastji extrahuje pomoci hexanu nebo &hdichlormetanu a metanolu a sta-
noveni se provadi spektrofotometricky nebo HPLClyaoa. Jako mobilni faze HPLC
techniky se mize pouzit nafp smés acetonitrilu, dichlormetanu a metanolu. Nejvigaai-

vanym detektorem je UV, fluoresaam, MS a elektrochemicky detektor.

Pomoci HPLC techniky je mozné stanovovat nejengdihé vitaminy, ale i jejich sisi
v riznych typech potravin. Pro tato stanoveni séasgji vyuzivA metoda HPLC sefét

danim fiznych tyg a sloZzeni mobilnich fazikhem analyzy apod.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

BHT

GC

LC

HPLC

PC

TLC

GLC

TCD

FID

ECD

MS -D

RPHPLC

IEC

UV — Vis

DAD

THF

Butylhydroxytoluen

Plynova chromatografie

Kapalinova chromatografie
Vysoko(&inna kapalinova chromatografie
Papirova chromatografie

Tenkovrstva kapalinova chromatografie
Plynova roz8lovaci chromatografie
Tepelw vodivostni detektor

Plamenow — ioniz&ni detektor

Detektor elektronového zachytu
Hmotnostni detektor

Reverzni HPLC

lontow vyménné chromatografie
Fotometricky detektor

Detektor s diodovym polem

Tetrahydrofuran



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 56

SEZNAM OBRAZK U

Obr. 1 All-trans-retinol... ... e e e eeeen 14
(@ o G2 = 0] (=] o P I o
Obr. 3 Ergokalciferol a cholekalciferol...................coocoiiiiiiceci .18
Obr. 4 Tokoferol a tokotrienol...............cooie i e e 2 19 220
Obr. 5 Fyllochinon a farnochinon......... ... e e 22
Obr. 6 ZMydalovaci aParatUra...........ccoe e v i ies i et eeeere e e e eaeeeeaenaennas 26
Obr. 7 Riklad ChromatOogramU..........cceuieie s st e et e e e e e e e eae s 30
Obr. 8Casti plynového chromatografU.............cc.ueeveeiiirieeeiiiiieeeeeiieeeien .32
Obr. 9 Uk&zka GLC chromatogramU..........ccvueverieeieeiiierine e veiiee e een s mmmine s e 32
Obr. 10Casti kapalinového chromatografU.............c..uvveeiierieeieeiieeee e e s 35

Obr. 11 Vyvijeni chromatogramuifPC a TLC.......ovvi i e e 38



