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ABSTRAKT

Bakaldska prace je zattena na ziskani informaci o vitaminu E a moZnostetio
stanoveni vysokaiinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Vitamin @ati mezi
vitaminy rozpustné vtucich a je vyznamnym antiaxigtm. Nachazi sergdevsim
v rostlinnych olejich, jadrechiechi, masle, mléku a vritostech. Cilem prace je najit

izolaéni postupy a nasledné stanoveni vitaminu E v potéah.

Kli¢ova slova: vitamin E, HPLC

ABSTRACT

This work is focused on getting information aboutamin E and possibilities of its
determination by HPLC method. Vitamin E comes undat soluble vitamins and is an
important antioxidant. Main sources of this vitanaire vegetable oils, nuts, butter, milk
and offal. The aim of this work is find isolatiorechniques and consequential

determination vitamin E in foodstuffs.

Keywords: vitamin E, HPLC
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UvoD

Vitaminy jsou exogenni nizkomolekularni steniny patici mezi zakladni slozky potravy.
Jsou esencialni pro lidsky organismus, auliv témei vSechny jeho funkce, od imunitniho
systému az po spravnou funkci metabolismu. Jejiddostatek (leH forma —
hypovitamindza, &Si forma - avitamindza) nebo jejicliepytek (hypervitaminéza) e
zpusobit zdravotni komplikace. Vitaminy se podle rogimosti @li na dw skupiny,
rozpustné v tucich — lipofilni (A, D, E, K) a roxiné ve vod — hydrofilni (C, B).
V dnesdni dob plné stresu, zr&Steného zivotniho progedi a rychlého alerstveni jeieba
ZvySit @isun vitamin, a to zejména pestrou stravou a konzumaci potdawiratych na

vitaminy.

Tato prace je za#itena na vitamin E, coz je souhrnny nazev pro osnvatértokoferolu

a tokotrienolu. Jejich biologicka aktivita jg@zna. Vitamin E je rozpustny v tucich a je také
nejvyznamijSim pirozenym antioxidantem. Jeho zdrojem jsotedevsim potraviny
produkti jsou to vejce, maslo, mléko, krélia vefové maso, jatra a ostatni \wmiosti. Ri
jeho nedostatku se mohou objevit problémy s regeoiduci srazlivosti  krve.

Hypervitamindza je vzacna.

Cilem této bakalgké prace bylo provést reSerSi o moznostech vymi@tody HPLC ke
stanoveni vitaminu E. Vysokeéinna kapalinova chromatografie se hojmyuziva diky
svym nespornym vyhodam jako je rychlostininost, citlivost, snadna reprodukovatelnost
meieni nebo moznost automatického vyhodnocenic¢hamych dat. Ke stanoveni vSech
forem tokoferol se vyuziva normalni HPLC s fluores¢aim detektorem, v s@asnosti je
uptednostiovana reverzni HPLC (RP-HPLC).
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1 VITAMIN E

Ve 20. letech minulého stoleti byl v lipidovych #k@ch potravy pro krysy nalezen
esencialni faktor s vyraznym antisterilitniinkem, ktery byl pojmenovan jako vitamin E.
[1] Doposud bylo z rostlinnych mateniaizolovano osm derivét tokolu [2-methyl-2-
(47,8°,12 -trimethyltridecyl)-6-hydroxychromanu] @  tokotrienolu  [2-methyl-2-
(4°,8",12"-trimethyltridecyl-3",7",11"-trienyl)-6ydroxychromanu],  které  projevovaly
biologické ®&inky vitaminu E a tvél zaroveé jeho strukturni skelet. Jednotlivé tokoferoly
a tokotrienoly se liSi pitem a polohou methylovych skupin na chromanovéntejad
NejvyznamujSi z nich je 5°,77,8 -trimethyltokol nazyvamytokoferol, dale nasleduji dva
dimethyltokoly pB-tokoferol ay-tokoferol, které vSak maji jen 40 % biologickoutiaiu
a-tokoferolu. Biologicka aktivita klesafno unerné s pd@tem methylovych skupin.
Z&kladni latkou jeo-tokoferol, ale v firodnich materidlech se vyskytujeitokoferol,
y-tokoferol, 5-tokoferol a jim pibuznéa-, -, y-, 8-tokotrienoly sefemi dvojnymi vazbami

V postranninietzci. [2,3,4]

CHs

R 7" CHa
R? CHs
Tokoferoly: R' = R> = R® = CH; 3,7,8-trimethyltokol, a-tokoferol
R =R=CH;, R°=H 5,8-dimethyltokol, B-tokoferol
R' =H R =R = CH; 7,8-dimethyltokol, y-tokoferol
R =R =g B =, 8-methyltokol, d-tokoferol
R=R=R=H tokol
RE
HO
= i CHs CHj; CHs
2
R0 7 Z lia's
R 3 CH3 3 7 11
Tokotrienoly: R=R=F=cH 3 5,7, 8-trimethyltokotrienol, a-tokotrienol
R =R=CH;, R°=H 3,8-dimethyitokotrienol, f-tokoirienol
R =M R=F=CH; 7,8-dimethyltokotrienol, y-tokotrienol
R =R = H R =CH 3 S-methyltokotrienol, 6-tokotrienol

R=R=F-=-H tokotrienol
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Tabulk& 1: Vlastnostia-tokoferolu

a-tokoferol
Sumarni vzorec £H5.0,
Molekulova hmotnost| 430,69 g.nol
Hustota 0,950 g.cth
Bod tani 2,5-3,5°C
Bod varu 200-220°C

1.1 Vlastnosti vitaminu E

VSechny pirozené tokoferoly jsou opticky aktivni, vesmpravotdive, syntetické jsou
racemické. Optick4d aktivita ma na rozdil od¢fpo methylovych skupin v tokolové

molekule jen maly vliv na jejich biologickyinek. [5]

Tokoferoly jsou za normalni teploty témbezbarvé nebo jen skalzluté viskozni oleje,
dohe rozpustné v lipidech a organickych nepolarniapooiStdlech. Ri nizSich teplotach
jsou wvaci alkéliim stalé, za vysSich teplot se rozkladdjkyselém prosedi jsou stalé ii
100°C. [4]

Tokoferoly pati mezi vyznamné antioxidanty eukaryotickych &kna zabrauji
destruktivnimu neenzymovémuugobeni molekularniho kysliku na dvojné vazby
nenasycenych mastnych kyselin vazanych xidkgch lipidech. Vitamin E tak ochiiaje
citlivy mitochondriani systémipd jeho ireverzibilni inhibici peroxidy mastnychskyjin

z lipida. Tuto funkci pIni spokn¢ se sirnymi aminokyselinami a selenem. [1] Vitar&in
shizuje spakebu selenu tim, Ze brani jeho ztratdm nebo jejujelrz aktivni forng. [6]
Podili se na tvorblipoproteinoveé frakce krve, ktera secastiuje transportu tokoferdl

[4]

Antioxidatni schopnost tokoferdlvyplyva ze snadné oxidace za vzniku tokoferylchino
v jatrech, které mohou byt redukovany na tokofemgtihchinony. Z nich potom cyklizaci
vznikaji ot tokoferoly. Vytvéeji tak v organismutidezitou oxid&né redulkéni soustavu.
Rychlou reakci o-tokoferolu s peroxylovymi radikaly vznikaji relati¢ stabilni

tokoferoxylové radikély, které mohou byt ritghad regenerovany reakci s vitaminengiC

jinym antioxidantem jako je napglutathion. V krevnintecisti je vitamin E transportovan
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asociovany s lipidovou frakci LDL. Kazdé&astice LDL lipoproteid obsahuje asi Sest
molekul vitaminu E. Bylo prokdzano, Ze suplementagekoferolem zvySuje rezistenci
LDL proti oxidatnimu pisobeni. [1] 65 % tokoferolu jefgnaseno LDL, 8 % v VLDL
a 24 % v HDL frakci. [7]

o 2~
CH3 ?H
HO. C—R
HoC o 1
3 HO
e R CHy CH
3
CHg CHz
tokaoferylchinon

-H0 -2H
+2H
HO jo &
I
-R
HiC oH HO,{!:

tHg CHy

tokoferylchydrochinon

Teprve v poslednich letech byly stanoveny tzyisBprostany, isomery prostaglanding F
které jsou pokladany za ukazatel tvorby volnychka@d a oxidativniho poSkozeni lipid
in vivo. Fy-isoprostany vznikaji v membranach z lipid obsahujicich  kyselinu
arachidonovou, a to ku pasobenimcyklooxygenasynebo Bhem peroxidace lipiil
Specialni chemicka role jaipisovanay-tokoferolu. Je to silny nukleofil, ktery vychytava
elektrofilni mutageny v lipofilnich sloZkach. Dapie tak c¢innost glutathionu. Jednim
Z mutagen, ktery s nim reagujerednostg je peroxynitrit, a timy-tokoferol chrani DNA,
proteiny a lipidy. Vitamin E taktéZ oviiwje buiky hladké svaloviny cévni &ty, inhibuje

proliferaci burtk hladkého svalstva. [2]

Vitamin E je povaZzovan za , faktor zpomalujici pgecstarnuti organismu “ a uplaje se

v menSi mie v prevenci kardiovaskularnich chorob a vznikwrahky (ontogeneze [2,3]
Naopak doposud nebylo zcela prokazano sniZzenidncal infarktu myokardu ani cévni
mozkové pihody. Je také jednou z latek, které pomahaji saizeizika autoimunity.

[8] Autoimunita je stav, f kterém rkterd ze slozek imunitniho systému reaguje na
struktury organismu a tim je poskozujetfikladem autoimunitniho onemasanr je

roztrousena skler6za revmatoidni artritida. [9]
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Absorpce vitaminu E probiha v tenkéntest a &innost vstebavani zavisi na povaze
tuku, ktery je s nim sa@asré vstebavan. Nasycené mastné kyseliny absorpci podporuji
zatimco polynenasycené nikoli, dokonce ji mohoukiatat. Majoritni ¥tSina vstebaného

vitaminu E je transportovana do lymfy, zbytek (83i%) do krve. [2]

Pti rafinaci olefi dochazi ke snizeni obsahu vitaminu E na 10-50a¥e@gniho obsahu.
K hlavnim ztrdtdm dochazitipodkyselovani (v tisledku oxidace vitaminu v alkalickém
prostedi) a @i béleni (oxidaci povrchu dhicich hlinek katalyzovanou hlagrzelezitymi
ionty). Fi dezodoraci jsou ztraty apobeny hlavé tékanim s vodni parou za sniZzeného
tlaku. Ri hydrogenaci tui za pouziti niklovych katalyzatoini ztraty vitaminu 30-50 %.
[3] Tokoferoly a tokotrienoly se snadno oxiduji,phazelezitymi ionty, hydroperoxidy
lipidd, ozonem a jinymi oxidanimi ¢inidly, za vzniku pislusnych chino. Tyto latky jsou
rovrez citlivé ke slunénimu zd&eni (zejména UV spektru). V ngmmnosti kysliku

a oxidovanych lipid je vitamin E pomirn¢ stabilni @i béznych zmisobech kulinarniho
a primyslového zpracovani potravin. [1L0glBm zpracovani a skladovani masa, masnych
vyrobki, mléka, mlénych vyrobki a cerealii obvykle népsahuji ztraty 10 %.K nejtSim
ztratam naopak dochazitipsmazeni a peni. V tucich pouzivanych opakowamro
smazeni potravin se tokoferoly prakticky nevyskiytaeba® za vysSich teplot degraduji
praw tak, jako ve smazenych a mrazirensky skladovamyatbcich jako jsou ifgsmazené
bramborové hranolky. Obsah vitaminu E postuglesa i @i mrazirenském uchovavani
potravin obsahujicich vys$8i mnoZstvi polyenovychstmgch kyselin. B suSeni ovoce

a zeleniny dochazi ke ztratdm z 50-70 %. [3]

1.2 Zdroje vitaminu E

Vitamin E se nachazitpdevsSim v potravinach rostlinnéhdvodu, v mensSim mnozstvi
v potravinach Zivéisného [ivodu a také v gkterych kvasinkach a houbach.V potravinach
se vyskytuje vSech osm biologicky aktivnich tokoféra tokotrienal. Samotny tokol

a tokotrienol se vifrodé nevyskytuji. [3]

Tokoferoly jsou roz$eny zejména v rostlinnych olejich, jadredeahi, kukuici, hrasku,
ovesné mouce, slutieicovych seminkach a listové zele®iZ ZivatiSnych produki jsou
to vejce, maslo, mléko, krélia vegové maso, jatra a ostatni wmibsti. Obzvlast bohaty
na vitamin E je olej z obilnych Kkiki, déle olejrepkovy a slungnicovy. Vice vitaminu E

obsahuji oleje panenské (surové) nez oleje rafimdva-tokoferol se hoja nachazi
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v sojovém oleji. V obilovinach je vitamin lokalizam gevazr v klicku a otrubach, proto
maji bilé mouky niZSi obsah vitaminu nez mouky zeiaé. Na rozdil od jinych lipofilnich

vitamind se vitamin E nevyskytuje ve&tgim mnozstvi v rybim tuku. [2,3,11,12,13,14]

Tabulka ¢.2: Obsah vitaminu E ve vybranych potravinach

Potravina Obsah vitaminu E [mg] Potravina Obsah vitaminu E [mg]
v 1kg jedlého podilu v 1kg jedlého podilu
howzi maso libové 5,0 hrasek zeleny 30,0
parky 7.3 mrkev 20,0
veprovy kotlet 6,2 paprika 8,0
veproveé maso tné 11,0 raje 12,2
jatra hoezi 10,0 Spenat 25,0
kapr 5,0 Zampiony 8,3
kréalik 10,0 jablko 5,9
kure 2,1 broskev 6,0
makrela 16,0 techy vlaSské 200,0
maslo 0,02 techy burské 200,0
margarin 7,0 mouka pSeéné 14,0
palmovy olej 100,0 ovesné \dky 37,0
sadlo vepoveé 22,0 piSkoty 42,0
vejce slepdi 10,0 ryze 10,2
brambory 0,6 chléb Zitno - pSeény 12,0

1.3 Hypovitaminosa a hypervitaminosa

Hypovitaminosa se u lidi projevi Zmou v reproduénim systému, svalstvu, nervové
cévni soustay u dti byla pozorovana zéma krvetvorby — anémie, #pobend snizenim

produkce hemoglobinu a zkracenim Zivotnd@stivenych krvinek. Nedostatek vitaminu E
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je také casto spojen s poruchami kedbavani nebo distribuce tiukjako je chronicka

steatorheaabetalipoproteinemiéi cysticka fibréza. [2,13]

V porovnani s jinymi vitaminy rozpustnymi v tucigl tokoferol relativd malo toxicky,
hypervitaminosa se vyskytujegidka. Ri suplementaci vysokymi davkami tokoferolu se
mohou objevit gastrointestinalni potize a snizgenkdina hormonu tyroxinu v krvi. [15]
Dlouhodobé uzivani vysokych davek zhorSujgelsivani vitaminu K se viemiisledky

a dochazi ke snizeni krevni srazlivosti. [6,13]

1.4 Denni doporwena davka

Potteba vitaminu E pro ziviSny organismus je zavisla néjmu nenasycenych mastnych
kyselin potravou. Obeénpro osoby s gimérnym dennim fjmem do 20 g polyenovych
mastnych kyselin se dopaije denni pijem 15 mg vitaminu E. DalSich 0,5 mg vitaminu
se doportuje na kazdy 1 g ifatych polyenovych mastnych kyselin. Hodnoty
doporienych davek vitaminu E se v jednotlivych zemich N§zZivova dopordena davka
pro obyvateleCR je 12,5 mg.deh [2,16] U &hotnych Zen se dopatuje denni fijem

vySSi 0 2 mg a u kojicich Zzen 0 5 mg.

Potebu vitaminu E pokryvaji iedevsim rostlinné lipidy, zvlaStoleje a margariny,
dulezitym zdrojem jsou vSak i dalSi potraviny rostiémo a zZiveisSného fivodu, které sice
obsahuji mé# vitaminu, ale konzumuji se pravidéla ve ¥tSim mnozstvi (maso, ovoce,

listova zelenina). [3]

1.5 Potravinové dophiky s vitaminem E

Komerni vitaminové pipravky casto obsahuji estery-tokoferolu (acetat nebo
hydrogensukcinat), které jsou stalejsicivoxidaci ve srovnani s volnym-tokoferolem.
Esterifikaci 6-hydroxyskupiny vSak vznikaji biology inaktivni slodeniny, které se ale

puasobenim nespecifickyabsteragychle hydrolyzuji na biologicky aktivni-tokoferol. [3]
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2 CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je analyticka fyzikathemicka metoda slouzici Kldni snési latek,
k izolaci a cast&énému popisu oddovanych latek, z nichz gkteré se mohou objevit

netekaré nebo jejich pitomnost ve s&si nemusi byt fedem znama.

V chromatografii se oddlované latky rozduji mezi dw faze. Jedna z fazi je nepohybliva
a ma velky povrch nebo objem, druha je fluidni achézi nepohyblivou vrstvou nebo
podél ni. K pechodu hmoty mezi pohyblivou (mobilni) a nepohybli(stacionarni) fazi
dochézi proto, Ze molekuly ze &shse adsorbuji na povrclidstic nebo v pérech, php
piechazeji do vrstvy kapaliny ulpivajici na povrclaba uvnit péni. Déleni sloZzek vzorku
je zaloZzeno na tom, Ze rychlost pohybu jednotliviabpust¢nych molekul kolonou nebo
tenkou vrstvou sorbentu jefipo zavisla na rozdovani €chto molekul mezi mobilni
a stacionarni fazi. Ro#hbvaci konstanta kazdé slozkycéuje jeji obsah v mobilni fazi
v kterékoliv dol¥ a tedy i celkovyas, po ktery tato sloZzka setrvava ve stacionamii T&n
pak uguje zadrZzeni nebo zpomaleni pohybu rozné&tlatky. Jestlize se slozkyld
vychéazeji z kolony vizném ¢asovém intervalu. Siroky vyb materiah pro mobilni

i stacionarni fazi umaitje cEleni latek, které se jen velmi malo od sebe lisfyzékalnich

i chemickych vlastnostech. [17]

2.1 Rozdéleni chromatografickych metod
Podle stacionarni faze

» sloupcovéa chromatografie(kolonova chromatografie, CC, Column
Chromatography) - stacionarni faze je v kélon

* papirova chromatografie (PP, Paper Chromatography) - stacionarni fazeapérp
nebo upravena celuldza, gopny material

» chromatografie na tenkeé vrst¥ (TLC, Thin Layer Chromatography) - stacionarni

faze je suspenze v podotenkeé vrstvy

Podle mobilni faze

« plynova chromatografie (GC, Gas Chromatography) - mobilni faze je plyn

+ fluidni chromatografie - mobilni faze je latka v nadkritickém stavu
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« plazmova chromatografie- mobilni faze je proud iofit

« kapalinovd chromatografie (LC, Liquid Chromatography, HPLC - High
Performance Liquid Chromatography, rélmaci chromatografie) - mobilni faze je

kapalina

Roz@leni chromatografie podle podminek

+ izokraticka chromatografie - konstantni podminky

« gradientova chromatografie - méni se podminky, ndp teplota nebo slozeni
mobilni faze [18]

2.2 VysokoWinna kapalinova chromatografie - HPLC

Vysoko&innd kapalinova chromatografie je po&fou a instrumentakh nara@nou
technikou kapalinové chromatografie. [19] ZkratkaPU€ je odvozena od dvou
piipustnych naz¥ této techniky, a to ,High Performance Liquid Chmatmgraphy*
(vysokoinna kapalinova chromatografie) nebo ,High Presdugeiid Chromatography
(vysokotlaka kapalinova chromatografie). [20] Vy8oktinnosti a rychlosti se u této
metody dosahuje pouzitim kolon phych naplgmi s velmi jemnymicasticemi o velikosti

3 az 10um a pomdrné velkych pfatoka mobilni faze, coz vSak vyzaduje pouZziti
vysokotlakych ¢erpadel a takové konstrukce celéhéisypoje, ktera odolava tlakn
od 30 az do 60 MPa. [21]

Metoda HPLC

* Umoziuje analyzovat latky o relativnich molekulovych hmastech od &kolika
desitek do &kolika set tisic.

* Vyznamnou vyhodou je velka rychlost analyzy a ma&n@automatického
vyhodnoceni nagtenych dat.

* Vsouwasnosti jsou kdispozici uzné druhy HPLC kolon vhodné pro
nejrozmani¢jsi icely.

* Moderni detekni systémy vynikaji vysokou citlivosti a moznostosdhnout

nizkych mezi detekce a mezi stanovitelnosti.
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* Vedle tradénich analytickych aplikaci tize byt HPLC pouzita EiSténi a preparaci

slozek ve srsich.

Z&kladni aplikace metody HPLC

» Separace a identifikace latek veésiich

» Kvantitativni analyza latek ve sisich

» Kontrolacistoty preparat

» Kontrola surovin, vyrobnich meziproduika produki

» Kontrola zZivotniho prosedi (pesticidy v ekosystémech, potravinach, krnfiyec

» Kilinicka a toxikologicka analyza (hormonyglea, metabolity véinich tekutinach)
» Kontrola potravinéskych produki

» Biologické a biochemické aplikace (analyza bilkoainukleovych kyselin)

« Zemedélské aplikace (sledovani migrace herbicidpade) [22]

Separani mechanismy u HPLC

Gelova perme&ni chromatografie (GPC, Gel Permeation Chromatograpy) vyuziva

mechanickéhodeni molekul analyt v pérech gelu na zaklagejich rozdilné velikosti.

Rozdélovaci chromatografie (LLC, Liquid-Liquid Chromatog raphy) vyuziva rozdilné

rozpustnosti molekul analyimezi d¥ma zcela nemisitelnymi kapalinami.

Adsorpéni chromatografie (LSC, Liquid-Solid Chromatography) vyuziva rozdilné

adsorpce molekul anafyha povrchu tuhé faze s aktivnimi centry.

lontové vyménna chromatografie (IEC, lon-Exchange Chromatograply) vyuziva

rozdilné vynénné adsorpce analyha povrchu iontového énice.

2.3 Zakladni pojmy

Retenéni objem je objem mobilni faze, ktery musi projit kolonobyase @islusny analyt

dostal od peatku ke konci sepagai kolony.
Retentni ¢asje celkovycas, ktery pislusny analyt stravi v sepér kolore.

Mrtvy objem kolony je objem eluentu, ktery musi projit kolonou, aleyrezadrzovany

analyt dostal od p@tku ke konci kolony.
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Mrtvy ¢as kolonyje retergni ¢as analytu, ktery neni v koldrzadrzovan, tj. analytu, ktery

se pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako moktfidzie.

Redukovany reter¥ni ¢asje ¢as, ktery pislusny analyt stravi v koleén[23]

2.4 Schéma kapalinového chromatografu
Kapalinovy chromatograf se sklad&zltocasti:

e Zafizeni pro uchovavani a transport mobilni faze -olzéi, vysokotlaké
cerpadlo
e Zafizeni pro davkovani vzorku
e Zatizeni pro separaci latek — chromatograficka kolter@mostat kolony
» Zafizeni pro detekci latek, zaznam a zpracovani dat
Kapalinovy chromatograf fitze mitfadu obnén, ntkteré komponenty lze vadit nebo
naopak pidat. [24]

vstiikovaci ventil

pumpa

kolona

Zasobnik

detektor

pocitac

Obrazek ¢.1: Moznost usptadani kapalinového chromatografu

2.4.1 Zasobnik mobilni faze

Mobilni faze (zpravidla sisi organickych rozpou&iel nebo vodné roztoky puifr
se fed pouzitim filtruji za Gelem odstraéni neistot a odplyiuji, nag. s pouZzitim
ultrazvukové laz& Do systému HPLC jsowerpany nejastji za sklegnych lahvi.

Do lahve zasahujgerpaci hadika opatenacasto sklednou fritou. [25]
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2.4.2 Cerpadlo mobilni faze

Moderni instrumentace umidje pracovat s tlaky az 60 MPaulbzita je vysoka fesnost

a reprodukovatelnost v celé Skale pracovnichutlakerpadla byvaji &lena na pulzni
a bezpulzni, pouzivaji se pistova, membranova pé&iow membranova. Materialem pro
vyrobu je nejastji nerezova ocel, titan a keramika. [25] Nejdokasl je cerpadlo

s linearnim posunem pistu (injek ¢erpadlo). Eluent se rovnamou rychlosti vytlauje

z valcové nadoby, kterd je s@sré tlakovym zasobnikem kapaliny. Tento systém
umoziuje lehce minit objemovou rychlost mobilni faze (rychlostni dient) a zartuje

vysoky stupé reprodukovatelnosti nastavenych paraig6]

2.4.3 Davkovate vzorku

Vzorky utené k separaci v kapalinovém chromatografu se tg&f)pov mobilnich fazich
nebo vjiném vhodném rozpoudte a davkuji se do Haeni vysokotlakymi
mikrostikackami ¢i davkovacimi kohouty. Nejvhodisi je vzorek davkovatifmo na
vstup kolony. Davkovaci ventily saqunostd pouzivaji na reprodukovatelné davkovani
vétSiho pdtu vzorki, na davkovani &Sich objend a v takovych systémech, kde jelia
davkovat vzorek do tlak vySSich nez 3 MPa. Zma davkovaného objemu vzorku

se provede vyinou davkovaci kapilary s volitelnym objemem. [26]

linearni
davkovac

S A S

Obrazek €.2: Linearni davkova Obrazek €.3: Davkovaci kohouty
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2.4.4 Kolony

Z konstrukniho hlediska chromatografickou kolonu tvérubice z vhodného materialu,
uzawena na obou koncich uzfy tak, aby po napbmi kolony Zistaly minimalg
nevyplrené objemy. Satasti koncovky je vhodny filtr, ktery zalingje vyplavovaniastic
naplre do detektoru. Koncovky kolony udrzuji stacionafédi v koloré a @ipojky jsou

potrebné pro fipojeni davkovée a detektoru ke kol@ra pro spojovani kolon.

Komerni pristroje na kapalinovou chromatografii maji obvykiva samostatn
temperované okruhy, termostat kolonového a davkbeaprostoru a termostat detektoru.
Dva samostatné okruhy jsou proto, aby bylo mozmpe Igplnit nardné pozadavky na
stabilitu teploty detektdr. [26]

Materidlem chromatografickych kolon jétginou antikorozni ocel nebo specilnrzené
borosilikatové sklo, I1ze pouzit i kombinaci obouter&@li. Materialy pro plgni kolon jsou
piedevsim zaloZeny na anorganické matrici (silikageid hlinity, porovité sklo), na niz
mohou byt chemicky vazany nebo zakotveigné stacionarni faze, medasto se vyuziva
organickych gel razné struktury, které mohou byt ra¥n chemicky modifikovany.
Charakter stacionarni faze zavisi na chromatoddic systému. V HPLC seasto
vyskytuji pojmy ,normalni faze" a ,reverzni fazed. normalnich fazi jsou furgki skupiny
stacionarni faze polarni, mobilni fazi byva nepdl&ozpoustdlo (hexan). Chromatografie
na tzv. systémech s obracenymi fazemi (RP-RevePsede) pouziva chemicky vazanou

nepolarni stacionarni a polarni mobilni fazi. [25]

kolona
N ||

0 A N
kovovy plast

Obrazek ¢.4: Chromatograficka kolona

2.4.5 Detektory

Chromatograficky detektor je #aeni na indikovani iftomnosti vzorku nebo na
kvantitativni sledovani jeji koncentrace v eludetektor v podstét sleduje vhodnym

snim&em jednu nebo s@asré nékolik vliastnosti eluatu aipvadi jejich zminy na
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elektrické signaly, které je mozné zaznamenat mWolezpisobem. V gkterych gipadech
detektor ukuje i vybrané vlastnosti eluovaného vzorku (moldnmiotnost, absomi

spektrum).

Z&kladni kritéria vyb éru detektoru:

specifinost (pracuji v ultrafialove, viditelné nebo infemvené oblasti spektra)

snaSenlivost (kompatibilita s mobilni fazi a kapaliym programem)

destruktivnost.
Tato kritéria do ufiité miry ukuje systém roztlovana latka a eluentCasto vsak

chromatograficky systém umije pouzit vice typ detektod. [26]

» Fotometrické detektory (UV, VIS)
Jedna se o ngjbreji pouzivané detektory umagjici sledovat absorbanci latek
vystupujicich z chromatografické kolonyieB s¢nu kyvety prochazi stelny paprsek
prichazejici ze zdrojerpscocku a Stérbinu. Typ sételného zdroje zavisi na sledovaném
oboru vinovych délek, pro ultrafialovou oblast (20 — 350 nm) se pouziva deuteriova
vybojka, pro oblast viditelného &ni (350 nm — 700 nm) halogenov&iviéa. Za nérnou
celou je umisina disperzni ffizka a vhodny detektor dopadajicihderd. Fotometricky
detektor pracujici v ultrafialové oblasti je proganické latky prakticky univerzalni.
[19, 27]

()
=T

Obrazek ¢.5: Fotometricky detektor

1 svételny zdroj 6 mérna cela
2 cocka 7 referentni cela
3 monochromaéator 8 fotonasobic

4 polopropustné zrcadlo 9 zesilova¢

5 zrcadlo 10 zapisovac
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= Detektor diodoveho pole (DAD, Photodiode-Array )
Tyto detektory umakuji s pomociidici jednotky detekci latkyipjakékoli zvolené vinové

délce, porovnavaji snimana spektra s knihovnoutepalatku identifikuji.

mérna cela detektoru mrizka

cocka
zdroj l O
- I clona
stérbina

fotodioda

Obrézek ¢.6: Detektor s diodovym polem

» Fluorimetricky detektor
Jedna se o selektivni detektor s vysokou citlivd&ii méreni fluorescence se budici UV
z&eni ze zdroje vede dottokoveé cely, kde se absorbuje a wgré s¥telné kvantum

0 WtSi vinové délce se &1 fotonasobiem.

1 2 3 4 1 swtelny zdroj
(52 | ﬂ — |:"’ 2 monochromator

—t 3 cocka

LTl atat 4 meérna cela

5 5 fotonasohi

6 6 zesilova

7 zapisova
7L

Obrazek¢.7: Fluorimetricky
detektor
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= Elektrochemicky detektor
Umoziuje stanovit velmi nizké koncentrace latek v eluengxipad, Ze tyto latky jsou
elektrochemicky aktivni (redukovatelné nebo oxidelrs€). Meti se proud protékajici
mezi polarizovatelnou pracovni elektrodou a pomacrelektrodou v zavislosti na

vloZzeném nagti. [25]

» Refraktometricky detektor
ZaloZen na r&eni indexu lomu (celkovy index lomu analysu a ragtalla). Detektor je
tim citlivejsi, ¢im vétsi je rozdil mezi indexem lomu analytu a rozpédist Vyznamnou

vlastnosti je zde univerzalnost, naopak nevyhodaayislost indexu lomu na tepiot

[27]
2 3 . | 2

4 o (<[

5006 7

Obrazek ¢.8: Refraktometricky detektor

1 zdroj svétla 5 fotonasobic
2 zrcadlo 6 zesilovac
3 mérna cela 7 zapisoval

4 referentni cela

= Hmotnostni detekce (LC/MS)
Jednd se o moznostimé identifikace jednotlivych separovanych latekchdgzejicich

z kolony na zaklatiziskanych hmotnostnich spekter. [19]

2.4.6 Stacionarni a mobilni faze

Stacionarni faze je latka, na které probihaji clatografické separace $si unasenych
mobilni fazi. Stacionarni faze jsou spolu s detgktejdilezitejSimi sloZzkami
chromatografického systému a jejich wglb na ukity experiment je ieba ¥novat
dostaténou pozornost. Uloha mobilni faze a jefile¥itost se mni v zavislosti na typu

kapalinové chromatografie. V adsonp kapalinové chromatografii interakce mobilni faze
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s adsorbentem a srozpistmi latkami gimo ukuje rozsah chromatografického
rozdlovani. Od mobilnich fazi se vyzaduje, aby rozp&ystzorek, byly kompatibilni
s pouzitelnym detektorem a stely stacionarni fazi. Dale by dy mit minimalni
viskozitu, jedovatost, htavost, dostatsou stabilitu v porovnani s ¥$imi vlivy

(oxidace, fotolyza), gimeérnou cenu a iy by byt kEzn¢ dostupné.

Adsorbenty secasto pokryvaji iznymi latkami tak, aby se upravily vlastnosti jgjic
povrchu. Stacionarni faze je mozno Kklasifikovatiew hledisek. Podle sloZeni jde
0 anorganické, organické a smiSené materidly. diska pouziti jsou rozdovany na
adsorbenty pro adsafipi kapalinovou chromatografii (LSC), nosi pro rozdlovaci
chromatografii (LLC), gely pro gelovou pernted chromatografii (GPC) a ionexy na

ionexovou chromatografii (IEC). Nejpouzivg&imi adsorbenty na LSC jsou celoporovité

silikagely a skla s chemickym sloZenim a alumi2@][

2.4.7 Vyhodnoceni

Nejdiive je potebné identifikovat jednotlivé piky chromatogramu,eSidrovat
chromatograficky zaznam. A to icchromatografickym zjsobem, i kterém vyuzivame
chromatografické rozdovani a jeho obgny, anebo nechromatografickymi postupy
(jinymi fyzikalné-chemickymi nebo chemickymi metodami), kterymi s@lgzuji ziskané
frakce nebo i celé vychodiskové vzorky. Nasledojidirokem je kvalifikace analyzy,
pienena vysledk na numerické Udaje a jejich matematické zpracovéie wtSine
chromatografickych technik je teoreticky mozné ®itd vSechny slozky vzorku
a zaregistrovat je v podéthomogennich pik Identifikaci latky se rozumi postup, ktery
umozni jednoznmeé gifazeni homogenniho piku k jedné v litetatpopsané latce, jejiz
struktura nemusi byt znama. Chromatogram zkoumati§ lziskany za definovanych
podminek se vyzraje ®mito reteknimi charakteristikami: polohou piku
v chromatogramu, #ou piku na nulové linii anebo v polo¥ineho vysky, velikosti
plochy piku, stup¥m rozdleni nebo stupfm piekryti a tvarem piku. Uvedené retan
charakteristiky je mozné vyuzit na chromatografiaiféntifikace. Chromatografie je ale
predevSim sepatai metoda a reténi charakteristiky na spolehlivou identifikaci vzdy
nest&i. [26]
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3 STANOVENI VITAMINU E METODOU HPLC

3.1 Stanoveni vitaminu E v krmnych snésich a potravinach

3.1.1 Princip

Alkalicka hydrolyza hydroxidem draselnym byla prdeea na rotai trepace RTOL
(BMF, CR). Hexanovy extrakt byl odpen na roténi vakuové odparce RVO A400 (Ingot,
CR). K zakoncentrovani extrakse pouzival koncentrator vzérRermovap (EcomCR).
Odstedni extraktu bylo provedeno na laboratorni ¢eldivce Herme Z 230 MR (Hermle,
CR). V3echna mreni byla provedena na kapalinovém chromatografuéWaUSA), ktery
se skladal z vysokotlakéhlerpadla W515, fluorimetrického detektoru W487 aadttnice
PC Compag. Byly pouzity kolony NovaPak C18um (3,9 x 150 mm) a NovaPak Silica
4 um (2,1 x 150 mm, Waters, USA).

3.1.2 Chemikalie a vzorky

Byly pouzity methanol, tetrahydrofuran a cyklohexé&stoty HPLC grade (T.J.Baker,
USA) a absolutni ethanol pro UV (Merck, SRN). Zakia roztoky tokoferal
a tokotrienoh o fiblizné koncentraci 500 m@tlbyly pripraveny rozpugnim o-, p-, y-, 5-
tokoferolu aa-, B-, vy-, 8- tokotrienolu (Calbiochem Chemicals, Francie) kla®vanym
obsahem v hexanu. Byly analyzovany suroviny prebyrkrmiv a krmné siisi odebrané
v ramci statniho odborného dozoru a déle kémedostupné potraviny (oleje, obiloviny,

susené mléko a dalSi produkty).

3.1.3 Pracovni postup

VSechny tuhé vzorky byly upraveny homogenizaci atiml nac¢astice o velikosti 0,5 mm.
Mleti bylo provedeno tak, aby se vzorek néhzl. K 80 g tuhého zkuSebniho vzorku
(nebo 2 g oleje) sefiglalo 320 ml roztoku ethanol-voda (1:2), 90 ml 6G®%ztoku
hydroxidu draselného, 750 mg kyseliny L-askorbo¥@) mg hydrochinonu a 500 mg
EDTA. Smes se hydrolyzovala v 10001 kénické bace na rotani laboratorniiepace za
laboratorni teploty i®s noc. Po extrakci se odpipetovalo 50 ml hydralyz&tery se
extrahoval 4x 80 ml hexanu. Spojeny hexanovy ektsak vysusSil pefiltrovanim ges

vrstvu bezvodého siranu sodného a oidipa rotani vakuové odparceiip50°C na objem
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10 ml, ktery byl kvantitativé pireveden do 25 ml odémé baiky a doplrn hexanem.
Z tohoto extraktu byl odpipetovan objem 5 ml, ktegy odpé&l pod proudem dusikuip
45°C do sucha a odparek se rozpustil v 5 ml metbhaiakto gipraveny extrakt se pouzil

piimo k meéteni vitaminu E.

3.1.4 Chromatografické podminky

» Kolona: NovaPak C18, 150 x 3,9 mmyu#h
= Pritok mobilni faze: 1,0 ml.mih

» Mobilni faze: methanol-voda (98:2)

»= Teplota kolony: 30°C

* Objem davkovaci sntky: 10 ul

» VInova délka pi fluorescerini detekci: exciténi: 292 nm, emisni: 330 nm [28]
3.2 Stanoveni vitaminu E v krmivech a prefixech dopikovych latek

3.2.1 Princip

ZkuSebni vzorek se zmydelni alkalickym hydroxidéf®H) a vitamin E se extrahuje do
organického rozpousdla hexanu. Extrakt se odpado sucha a odparek se rozpusti
v methanolu, je-li nutné, medi se na poZadovanou koncentraci. Vitamin E seosta
HPLC metodou s UV detekcitipvinové délce 292 nm nebo fluoreséen detekci fi

vinovych délkach: excitani: 295 nm a emisni: 330 nm.

3.2.2 Chemikalie a vzorky

= Ethanol, denaturovany 1% hexanem

» Kyselina askorbova

» Hydrochinon pevny

= KOH, ethanolicky roztok (35% ethanolu) 2007.|

» Dusik, Zarovkarensky, prosty kyselych latek a plyn
»= Nasyceny roztok NaCl v 35% ethanolu

= Hexan
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3.2.3 Pracovni postup

Vitaminu E se musi chranitigd gimym slunénim swtlem a UV z&enim, je citlivy na
oxidatni a kyselé latky. # zpracovani vzorku jeféba se vyhnoutiphtati vzorku Bhem
jeho homogenizace. Pokud mozno, vzorek se nemelgqoaize se roztira v porcelanové
misce. Homogenizace a Uprava vzorku probiisietpred jeho zmydeknim a dalSim

zpracovanim, aby se zabranildgadnym ztratam.

Podle obsahu vitaminu E se do kulatékyas plochym dnem na 250 nebo 500 ml se
z&brusem navazilo 5 g (premixy dbokbvych latek) nebo 15 az 20 g (krmné &sii
zkuSebniho vzorku a ta se zalila 25 ml ethanolstilRoe bylo gidano 750 mg kyseliny
askorbové, 500 mg pevného hydrochinonu a 75 mlokoztydroxidu draselného. Na
baiku se nasadil zpny chladé a po 5 minutové deareaci dusikem sgkbapondgila do
vodni lazi a obsah hiky byl zmydehovan 30 minut (premixy dopkovych latek) nebo
60 minut (krmné sisi, Cisté latky). Po uko¥eni zmydelgni byl zgitny chladé oplachnut
30 ml 35% ethanolu, bylofjpano 34 ml vody a kika byla ochlazena na laboratorni

teplotu.

Do lici ndlevky na 500 ml bylofmlano 15 ml nasyceného roztoku chloridu sodného
a zmydelgny roztok byl peveden do &ici nalevky tak, Ze pevny podiligtal v bace.
Pevny podil byl vyplachnut 30 ml nasyceného roztokloridu sodného a kapalina byla
pievedena dodici nalevky. K pevnému podilu ve zmydel/aci bace bylo gidano 60 mi
hexanu a vzorek byl promichan. Po usazeni sedéngexanovy podil fieved| do dlici
nalevky k vodno-ethanolické faziglici nalevka byla uzaena a praepana po dobu 30 s.
Ok¢ faze se nechaly asi 2-5 minut rélid Extrakce vodné faze s hexanem byla provedena
jese dvakrat a to tak, Ze byla vodna faze extrahovajprve s 50 ml hexanu a potégop

s 50 ml hexanu,ipiemz po rozdeni fazi se hexanové extrakty spojily. ¥padc obsahu
tuku nad 30 g.K{ se extrakce opakuje 4krat, pro obsahy tuku nag.k@' 5krat. Spojené
extrakty byly proplachnuty vodou.

3.2.4 Chromatografické metody
= Kolona: C18 — NovaPakun, 150 x 3,9 mm (Waters) nebo
C18 — NovaPalm, 250 x 4,6 mm (Waters)

» Eluéni roztok: methanol-voda (98:2)
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= Pritok mobilni faze: 1,0 ml.mih

= Teplota kolony: 30°C

= Objem davkovaci sntky: fluorescerini detektor ful, UV-detektor 25ul

» Vinova délka pi fluorescerini detekci: exciténi: 295 nm, emisni: 330 nm
* VInova délka pi UV detekci: 325 nm [29]

3.3 Stanoveni vitaminu E v margarinu a tucich

3.3.1 Princip

Tokoferoly byly extrahovanyifmo hexanem zaiffomnosti bezvodého siranuilstnatého
k odstragni vody. Separace préibla na normalni fazi (silikagel) s fluores¢an detekci.
Tokoferoly byly extrahovany rozpu$tim tuku v hexanu na ultrazvuku. Po rozgostuku
byl prfidan bezvody siran keinaty a vzorek se nechal 2 hodiny stat. Po filteagievedeni
extraktu do definovaného objemu aredni se tokoferoly separovaly za nasledujicich

chromatografickych podminek:

= Kolona: LiChrosorb Si 60,5 mm, 250 x 4,6 mm
= Pritok mobilni faze: 0,9 ml.mih

»= Mobilni faze: 0,9 % isopropanolu v hexanu

= Teplota kolony: 20°C

= Objem davkovaci sntky: 20l

» Detekce: fluoresceami: excit&ni: 290 nm, emisni: 330 nm [30]

3.4 Stanoveni vitaminu E ve zralych syrech

Syr pouzity pro analyzu byl zakoupen v obchodrij gtinalo se o Parmigiano-Reggiano

(parmezan). Poté byl rozkrajen na mefd&ti a uchovanip4°C ve vakuu aZz do stanoveni.

3.4.1 P¥istroje a zatizeni

= Vitivka (Heidolph Reax Top)
» Termostatovana vodni laze
= Délici nalevka (100 ml)

» Rotani odparka (Buchi 461)
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= Centrifuga (ALC 4235 A)

= HPLC Shimatdzu LC-10 AD

= Detektor UV-VIS Shimadzu SPD-6AV

= Nahravaci zézeni: Shimadzu C-R5A

= Kolona CS Spherisorb C 18, 250 mm ODSuh®
» Mikrodavkova Hamilton (50ul)

3.4.2 Chemikalie a vzorky

= Methanol (T.J.Baker)

= Ethanol (Carlo Erba)

» Petrolejovy éter (T.J.Baker)
= NaCl (Merck)

= Vitamin C (Fluka)

= 50% KOH
» DL-o-tokoferol (SUPELCO)
»= Dusik

Zakladni roztok byl vytvien ze z&sobniho roztoku (1000 rify.kiskaného rozpuftim
100 g DLa-tokoferolu ve 100 ml methanolu. Pracovni roztok biskan postupnym

ziedBnim roztoku zdsobniho v methanolu.

Bylo analyzovano ¢tkrat osm roztok o znamé koncentraci obsahujicich vzorek mezi
0,3 mg.kg' a 10 mg.kg.

3.4.3 Chromatografické podminky

= Pritok mobilni faze: 1 ml.min
= Mobilni faze: methanol

= Teplota kolony: 20°C

= Objem nagiku: 20l

= Reterni ¢as: 5 minut

= VInova délka: 294 nm
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3.4.4 Zmydelnéni

Do zkumavky se 2 g rozdrobeného vzorku bykeddgno 0,3 g vitaminu C a 5 ml
destilované vody. Sés byla zakéata na 50°C a¢pana po dobu 5 minut. Poté byiadano
10 ml ethanolu a Spetka NaCl. &rbyla 10 minut promichavana a piidavku 5 ml
hydroxidu sodného byla umésia do vodni laz&o 70°C na 30 minut pod proud dusiku.

3.4.5 Extrakce

Po ochlazeni byl obsahiily dvakrat proplachnut 5 ml destilované vody a edsi 30 ml
petrolejového éteru, ktery byliifit nalevkou. Nalevka byla uz@ena a #kolikrat
promichana. Hydratai faze byla odejmuta W@dchozi bace, zatimco étericka faze byla
umisténa do nové hiky. Extrakce prokhla dvakrat s 30 ml éteru. Eterické faze byly
sloweny a pevedeny do dici nalevky, Sestkrat proplachnuty 50 ml vody a@ledny do
baiky. Nalevka byla promyta 10 ml éteru. Poté byl mateumistn na odparku ifp 45°C

do vysuSeni zaasténého vakua (5 minut). Po ochlazeni byl zbytek sdricls 5ml
methanolu a po prigpani byl rozpush a peveden do zkumavky. Poté pebito
odstecéni pii 4000 ot&kach za minutu po dobu 5 minut. [31]

3.5 Stanoveni vitaminu E v maté&ském mléce

Ptijem matek do studie byl proveden se souhlasemL®hal Research Ethics Committee.
Do studie bylo fijato dvacet matek s bohatou produkci mléka, kpéddily prectasre.

Mléko bylo pivedeno do sterilnich plastickych nadob elektrickpumpou, ktera se
obvykle pouzivd na novorozeneckém &ddi. Po sbru bylo mléko ihned zmraZeno

a uloZzeno do mrazakuip40°C az do analyzy. Analyza byla provedenaesetidi.

3.5.1 Chemikalie a vzorky

= Hexan
=  Pyrogallol
=  Methanol

= KOH (Poole, UK)
= HCI (Poole, UK)
» o-tokoferol,y-tokoferol,3-tokoferol a tokoferol acetat (Dorset, UK)

= Ultra gista voda
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Zasobni roztoky standardd-tokoferolu byly gipraveny v ethanolu a ulozeny na jeden
tyden i -20°C. Reprezentativni roztoky standaréitokoferolu byly gichystany v den
analyzy ze zasobnich roziokStandardy ostatnich tokofefiobyly pripraveny stejnym
zpisobem. Po rozmrazeni byly vzorky mlékaiZ na 38°C a zhomogenizovany pomoci

ultrazvuku.

3.5.2 Metoda |

1 ml mléka byl smichan s 10l standardus-tokoferolu. Byl gidan 1 ml methanolu
obsahujiciho 3% pyrogallol a 1 ml 10% hydroxidusgtaého Vzorky byly promichany
a viozeny do vodni lazn Zmydelreéni probihalo 30 minut ip 70°C. Po prvnich 15
minutach zmydelovani byly zkumavky promichany. Po ochlazeni byjoaneno pH na 2
a to 6 mol.t kyselinou chlorovodikovou. Poté bylyigany 4 ml hexanu. Zkumavky byly
tiikrat energicky michany po dobu 20 s a mezi miandnyly ochlazeny vioZzenim do ledu.
K odd&leni emulze byly vzorky odsid’ovany @i 1300 ot&kach 10 minut. Vrchni
organicka vrstva bylaipvedena daisté nadoby z ohnivzdorného skla a adpa pod

mirnym proudem dusiku na misce o tepl@t0°C. Hutna srazenina byla rozpin

v 0,5 ml sndsi methanol-propan-2-ol (1:1figeplo 30°C.

3.5.3 Metoda ll

1 ml miéka byl smichan s 1@ standarduw-tokoferolu. K rozruSeni mééych tukovych
kulicek byl gidan 1 ml methanolu obsahujiciho 2% pyrogallol. @avky byly uloZzeny na
10 minut do ledu. Poté bylytiddny 3 ml hexanu. Po extrakci hexanem nasledovala

separace, odpeni a rekonstituce probihajici stejnymigpbem jako v Metadl.

K ochrarg vitaminu E ged mozZnou degradacglem extrakce a zmydeini bylo uzito

pyrogallolu.

3.5.4 Chromatograficky systém a podminky

Pro experiment byl pouzit chromatograf pracujiei s/sttmem Waters zahrnujicim
separéni modul Aliance 2690 a 996 detektor diodovéhcepdlpracovani dat préhlo
pomoci Millennium software. Tokoferoly byly sepaémy na kolod Waters Symmetry g
(3,9 x 150 mm) siedkolonou Waters Symmetry;§(3,9 x 10 mm). Mobilni fazi byl
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acetonitril. Chromatografické podminky byly nasligdiu pritok mobilni faze 1 ml.min,
objem davkovaci sntky 25 ul, teplota kolony 45°C, vinova délka v rozmezi 2350 nm.
[32]

3.6 Stanoveni vitaminu E v kravském mléce

3.6.1 Princip

Roztok methanolu¢i ethanolu zpsobil ve vzorcich mléka denaturaci lipoproftein
Alkalické zmydelrni u testovaného materialu eliminovalo tuky a teehlo vitamin E ve

form¢ nezmydelnitelného vzorku, ktery byl postgm@xtrahovan petrolejovym éterem.

3.6.2 Pristroje a zatizeni

= Vitivka (Heidolph Reax Top)

» Termostatovana vodni l&z€GFL 1041)

= D¢lici ndlevky (100 ml)

» Rotani odparka (Buchi 461)

= Centrifuga (ALC 4235 A)

= HPLC Shimatdzu LC-10 AD

» Detektor UV-VIS Shimadzu SPD-6AV

» Nahravaci zézeni: Shimadzu C-R5A

= Kolona CS Spherisorb C18, 250 mm ODSuh®
= Mikrodavkova Hamilton (50ul)

3.6.3 Chemikalie a vzorky

= Extracisty petrolejovy éter (T.J.Baker)
= 0,5% kyselina askorbova

= 50% KOH

= (Cisty DL-a-tokoferol (SUPELCO)

= Methanol (T.J.Baker)

= Dusik nebo hélium
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3.6.4 Chromatografické podminky

= Pritok mobilni faze: 1 ml.min
= Mobilni faze: methanol

= Teplota kolony: 25°C

= Objem davkovaci sntky: 20l
= Reterni ¢as: 5 minut

= VInova délka: 294 nm

Zasobni roztok (1 mg.i) byl ziskan rozpudhim 100 mg DLse-tokoferolu ve 100 ml
methanolu. Pracovni roztoky (0,3, 0,5, 0,75, 1, ¢.mi%) byly vytvaieny postupnym

fedEnim zasobniho roztoku methanolem.

Vzorky mléka byly po homogenizaci ra#dny na 10 alikvotnich podila uchovany

v polyethylenové tuba zmrazeny na -20°C az do analyzy.

3.6.5 Zmydelnéni

Vzorky mléka o teplat mistnosti byly promichany a byly raddny po 10 g do od#mné
baiky. Dale bylo gidano 10 ml roztoku kyseliny askorbové a adna baika byla vloZzena
do vodni laza o teplot 80°C za sotasnéeho préasteni héliem. V bod varu byly gidany
2 ml roztoku hydroxidu draselného. Po 20 minutagla lodnérna baika vyjmuta z vodni

lazne a gremisEna na tmaveé misto az do vychladnuti.

3.6.6 Extrakce

Po ochlazeni byl obsah itk nalit do dlici nalevky a dvakrat proplachnut 5 ml vody
a nasled& 30 ml éteru. Nalevka byla uz@na a #kolikrdt promichana. Hydratai faze
byla odejmuta do jedné odmmé baiky a étericka faze byla umésia do druhé. Extrakce
probshla dvakrat s 30 ml éteru. Eterické faze byly gty a pevedeny do #ici nalevky,
Sestkrat proplachnuty 50 ml vody a odebrany dikpaNalevka byla promyta 10 ml éteru.
Poté byl testovany vzorek unist na odparku a ip 45°C byl odp#&en do sucha.
Po vychlazeni byl vzorek smichan s 5ml methanolpoaprotepani byl rozpush

a preveden do zkumavky. Poté pebiio odstedni pii 4000 oté&kach za minutu po dobu
5 minut. [33]
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3.7 Stanoveni vitaminu E v ho¥zi svaloving

3.7.1 Chemikalie a vzorky

= Ethanol (Fisher Scientific, Pittsburgh)

» Tetrahydrofuran (Fisher Scientific, Pittsburgh)

= Methanol (Fisher Scientific, Pittsburgh)

= |zooktan (Fisher Scientific, Pittsburgh)

» Kyselina askorbova (Sigma Chemical, Saint Luis)
= KOH (Sigma Chemical, Saint Luis)

» DL-a-tokoferol (Sigma Chemical, Saint Luis)

= Vysocecisty dusik (Liquid Carbonic, Oak Brook)

Vzorky svati byly shromé&zény od 51 ku8 dobytka givodem z Holandska a po 200 g
kusech vakuo¥zabalenych byly dopraveny do labor&to

Roztoky byly gipravovany kazdy den a byly sloZzeny z 11% hydroxddaselného a stsi
ethanolu a deionizované destilované vody. Hydrakiselny byl rozpush v destilované

vodé pred gidanim ethanolu.

3.7.2 Zmydelnéni a extrakce

Ihned po obdrZzeni vzoiksvali byl 1 g vzorku vloZzen do zkumavky o roZrech
20 x 150 mm. Do kazdé zkumavky byléigano 250 ml kyseliny askorbové a 7,3 ml
piedem pipraveného roztoku. iRlavek kyseliny askorbovérgd zmydelgnim byl nutny

k ochrar o-tokoferolu ged znéenim alkalickym roztokem. Zkumavky byly inkubovany
pii 80°C ve vodni lazni po dobu 15 minut. Poté byymavky zchlazeny a bylyigany

4 ml izooktanu. Nasledovaly 2 minuty veivce. Po oddleni fazi byl alikvotni podil horni

vrstvy gresunut do autosampleru. Davkovaci objem byhl30

3.7.3 Chromatografické podminky

= Pratok mobilni faze: 1 ml.min
»= Mobilni faze: 96 % izooktan : 4 % tetrahydrofuran

= Teplota kolony: 15°C
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= Objem nagiku: 30l
» Retergni¢as: 5,2 minut

» VInova délka pi fluorescerini detekci: exciténi: 296 nm, emisni: 325 nm [34]

3.8 Stanoveni vitaminu E v rostlinnych olejich

Pro stanoveni byly pouZzity vzorky oleje zi&élippophae rhamnoidesleje palmového,
kukuficného, sojového a s&tlicového. Oleje byly skladovanyipchladirenskych teplotach
a chragny pred s¥tlem az do analyzy. Poté byly vzorkieginy hexanem v pogmu 1:50

a zfiltrovany ges 0,22um GV membranu.

3.8.1 Chromatograficky systém a podminky

Pro detekci byl pouzit systém WATERS ALLIANCE HPICautosamplerem WATERS
2690 a detektorem UV 2487ugobicim vintervalu 190-700 nm. Vyhodnocovacim
softwarem byl MILLENIUM, kolona Ultrabase C8 Symmet(150 x 3,9 mm, pm).
Objem nagiku byl 100ul. Mobilni faze byl slozena ze 45 % methanolu, 4aéétonitrilu

a 10 % vody. [35]

3.9 Stanoveni vitaminu E v lidské plazng

3.9.1 Chemikalie a vzorky

» qo-tokoferol,¢istota 95% (Sigma Chemical, Saint Luis, USA)
= Methanol (Merck, Darmstadt, SRN)

= Acetonitril (Merck, Darmstadt, SRN)

= Tetrahydrofuran (Merck, Darmstadt, SRN)

= Deionizovana voda (Millipore, Milford, USA)

= Dusik

3.9.2 Chromatograficky systém a podminky

HPLC systém (Waters 2690 Separation Module) bytases z pumpy Waters 600E,
mikrodavkov&e Waters Ultra WISP 715 a Waters 996 detektor diédo pole

s rozmezim vinové délky 200-400 nm (Milford, USX)tamin E byl separovan na kolén
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LiChrospher 100 RP-18 (125 x 4 mm,utn; Merck, Darmstadt, SRN), s mobilni fazi
methanol - acetonitril - tetrahydrofuran (75:2005)ritoku 1,2 ml.min'.

3.9.3 Priprava vzorku

Vzorky lidské plazmy byly zkoncentrovany od 0,25 Slgum.mf*. 100 ul plazmy bylo
smichano s 40Qul 60% methanolu a inkubovano 10 minuti g@°C. Poté proéhlo

odsteddni pi 12 000 otékach za minutu po dobu 8 minutista faze byla fevedena do
polypropylenové tuby a odpena do sucha pod dusikem. Suché extrakty byly &kspu

ve 100ul methanolu.

Vitamin E v plaznd byl extrahovan nasledujicim igobem: ke 10Qul plazmy bylo
pfidano 100ul ethanolu a bylo extrahovano 6Q0 chloroformu. Extrakt byl 5 minut
protrepavan

a odstedn. Ziskana organicka vrstva byla otfm@a do sucha pod dusikem. VysuSené

extrakty byly poté rozpu&y ve 100ul methanolu.
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ZAVER
Cilem bakal#ské prace bylo teoreticky zpracovat fyziologii wiiau E, popsat zaklady

kapalinové chromatografie a navrhnout moznostiastani vitaminu E metodou HPLC dle

puvodu potraviny.

Jako vitamin E je ozri@avano osm derivattokolu nebo tokotrienolu liSicich se od sebe
poétem methylovych skupin. Vitamin E je jednim z ngrammjSich antioxidant,
rozruSuje rettzové reakce volnych radikalv membranéch, lipidech a lipoproteinech
a napomaha ochra.DL pred oxid&nim pisobenim. Také setastni opravy porusenych
membran, sniZuje opi@beni nervové tk&na zabrauje tvork® krevnich sraZzenin. K jeho
ztratam dochéazi zejménari prafinaci olefi, vaeni, pé€eni, suSeni a mrazirenském
uchovavani potravin. Zdrojem vitaminu E jsotegevSim rostlinné oleje, jadraech,
kukurice, hraSek, ovesna mouka, slémeova seminka a listova zelenina, dale vejce,
maslo, mléko, krali a vegové maso, jatra a ostatni umibsti. Nedostatek vitaminu
zpasobuje zniny v reproduknim systému, svalstvu, nervo¥écévni soustay, u dti byla
pozorovana anémie.fiPdlouhodobém uzivani vysokych dévek vitaminu E rdag ke
snizeni krevni srazlivosti. VyZivova dopoemé davka pro obyvate@eR je 12,5 mg.deh

U téhotnych Zen se dopatuje denni fijem vySSi 0 2 mg a u kojicich Zen 0 5 mg.

Vysoko&innd kapalinova chromatografie HPLC je analytick§zikalné-chemicka
separéni metoda. Vysoké dinnosti a rychlosti deni latek je zde dosahovano pouzitim
kvalitnich kolon plgnych velmi jemnymi sorbety a relati&wysokych piéitok mobilnich
fazi davkovanych vysokotlakynterpadly. Ristroj, na kterém se HPLC analyza provadi se
nazyva kapalinovy chromatograf. Jeho zakladnimikyrjsou zdizeni pro uchovavani
a transport mobilni faze (zasobnikerpadlo), davkovani vzorku, separaci latek
(chromatograficka kolona), detekci latek a zpraocdwdat. Mobilni faze jsou do systému
gerpany nejastji ze sklergnych lahvi.Cerpadla, ktera zajisji tok mobilni faze, musi byt
zvelmi odolnych materidl Vzorky jsou do z#zeni davkovany vysokotlakymi
mikrostikackami ¢i davkovacimi kohouty. Sepana kolony odolavajici vysokému tlaku
mobilni faze jsou naptmy vhodnou stacionarni fazi. Naeptji pouzivanymi typy

detektofi jsou fotometrické, fluorimetrické, hmotnostni dede¢ory diodového pole.
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Pti stanoveni vitaminu E v krmnych ggich a potravinach byla jako mobilni faze pouzita
smss methanolu a vody v pamu 98:2 a pitoku 1,0 ml.mifi. Fluoresceéni detekce

probihla @i vinové délce excitani 292 nm a emisni 330 nm.

Pred vlastnim stanovenim v krmivech a prefixech tlegéych latek bylo provedeno
zmydelreni a extrakce vitaminu E do organického rozp&dlat Mobilni fazi byla sis
methanolu a vody v pofru 98:2. Byla uzita UV detekcefipvinové délce 292 nm nebo

fluorescekini detekce  vinové délce excitni 295 nm a emisni 330 nm.

Separace vitaminu E vtucich a margarinu pntdb na normalni fazi s fluorescam
detekci pi vinové délce exciteni 290 nm a emisni 330 nm a za pouziti mobilni 8%

isopropanolu v hexanu aégoku 0,9 ml.mift-

U stanoveni vitaminu E ve zralém syru Parmigiangg®ano byl mobilni fazi methanol.

Detekce byla provedendiwinové délce 294 nm. Reté&mi ¢as byl 5 minut.

Pfi separaci v matském mléce byl pouzit acetonitril jako mobilni fazepfitokem
1 ml.min®, vmléce kravském pak methanol se stejnynitgkem. Detekce byla
provedena v rozmezi vinové délky 275-350 nm u isk&ho mléka, u kravského byla

vinova délka 294 nm. Retémi ¢as byl 5 minut.

Dale prokhlo stanoveni vitaminu E v héxi svalovirg. Zde byla pouZita jako mobilni faze
smés izooktanu a tetrahydrofuranu. Fluorestendetekce prathla i vinové délce

excitatni 296 nm a emisni 325 nm. Reteicas byl 5,2 minuty.

Z rostlinnych olej byl vitamin E separovan za pouZziti mobilni fazezehé z methanolu,

acetonitrilu,vody a detekce byla plnové délce 190 az 700 nm.

Stanoveni vitaminu E preéhlo i v lidské plazm. Mobilni faze byla sloZzena z methanolu,
acetonitrilu a tetrahydrofuranu s rychlostitgoku 1,2 ml.mif". PouZit byl detektor

diodového pole s rozmezim vinové délky 200 — 400 nm
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

LDL

VLDL

HDL

CC

PP

TLC

GC

LC

HPLC

GPC

LLC

LSC

IEC

RP

uv

VIS

DAD

MS

KOH

HCI

Lipoproteiny o nizké hustst
Lipoproteiny o velmi nizké hustbt
Lipoproteiny o vysoké hustét
Sloupcova chromatografie
Papirova chromatografie
Chromatografie na tenké vrgtv
Plynova chromatografie
Kapalinova chromatografie
Vysokoinna kapalinova chromatografie
Gelova permeani chromatografie
Rozdlovaci chromatografie
Adsorgni chromatografie

lontow vyménné chromatografie
Reverzni faze

Ultrafialova oblast

Viditelna oblast spektra

Detektor diodového pole
Hmotnostni spektrometr
Hydroxid draselny

Kyselina chlorovodikova
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PRILOHA I: Obsah tokoferdi a tokotrienol ve vybranych potravinach

Potravina Obsah [mg.kg']
oa-T [ BT [9T [6T [aTT|BTT[)p-TT [6-TT | a-TE

PSentna mouka 28| 24| <08 <08 2,7 140 <0,3 <p,3 §5
Ryze obyejna 25 | <0,3] <0,3 <0,3 <083 <03 6,8 <03 25
Ryze hrida 8,7 2,1 2,6 <0,3 8,8 <0,3 28]1 34 12,7
RyZe parboiled 21| <03 <0,3 <0/,3 2] <0,3 75 <PAR9
Fazole bilé 09| <0,3 383 19 <03 <0,3 <03 <0,37 4
Cocka 9,0 <0,3| 41,4 1,0 <0,8 <03 <0}j3 <0,3 13,2
Soja 14,7 1,7 90,4 15,2 <03 <03 <0,3 <0,3 24,7
Olej olivovy 134 | <0,3| <0,3 <0,3 <0,83 <03 <0|3 30,134
Olej tepkovy 202 | <0,3| 814 <083 <03 <0|3 <03 <03 210
Olej slunénicovy 477 | 12,6| <0,3 <0,3 <0,B <0,3 <03 <0,3 483
Jahly proso 20| <0,3 8,2 36 <03 <03 <03 <039 2
Pohanka 39| <0,3 491 21 <03 <03 <03 <p3 828
Vlocky pSenéné 52 | 32| <0,3 <03 5.3 19p <03 <03 98
Vlocky jecné 23 | <03/ 09| 07| 229 40 93 12 94
SuSené mléko plnotné 4,1 | <0,3] 06| <0,3 0,3] <0B <0}]3 <03 43
Susené mléko odtn¢ne | 0,8 | <0,3] <0,3 <0,3 <0,8 <0,3 <0}3 <03 0,8
Orechy viasské 83| <083 58P 31 <03 <03 10 <0,321
Orechy liskové 129| 2,7 256 1,00 <03 <0,3 <0,3 <0,83 1
Mak 9,8 <0,3| 31,7 <0,3 <0,3 <0B 14 <0,3 13,0
Lnéné seminko 20| <0,3 87,83 0,8 <03 <0,3 <0,3 <0,3,710
T - tokoferol

TT — tokotrienol

TE — ekvivalenti-tokoferolu



PRILOHA II: Doporuené denni davky

Vék (roky) a-tokoferol [mg]
0,0-0,5 3
Kojenci 0.5-1.0 4
1-3 6
4-6 7
Déti 7-10 7
11-14 10
15-18 10
19-24 10
Muzi 25-50 10
51+ 10
11-14 8
15-18 8
19-24 8
Zeny 25-50 8
51+ 8
Téhotné zeny 10
Kojici Zzeny 12

Udaje z Recommended Dietary Allowances, 10th Ediffood and Nutrition Board, National
Research Ccouncil-National Academy of Sciences 198



PRILOHA Ill:  Vyrobky s vitaminem E
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PRILOHA IV: Hlavni&asti HPLC

HPLC 1200 Zasobnik mobilni faze LTC 02

=

Membranovéerpadlio M401

Mikrodavkova Hamilton —
vymenitelna tupa jehla pro HPLC Ventil D davkovaci analyticky




Kolona

HPLC kolonovy termostat Smartline 4000 UV detektor Smartline 2600

Refraktometricky detektor Shodex RI-101




PRILOHA V: Ukéazka chromatograin
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Kolona: 4,6 x 150 mm

Mobilni faze: methanol + voda

Pritok mobilni faze: 1 ml.min

Teplota kolony: 30°C

Detekce: UV 295 nm

Vzorky: 1.5-tokoferol
2y-tokoferol
3p-tokoferol

4g-tokoferol






