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ABSTRAKT

Tato prace je za#iena na zfisob stanoveni vitaminu D pomoci HPLC. V préasti je
popsan mechanismus vzniku tohoto lipofilniho vitamia jeho fyziologie. DalSéast
zpracovava princip metody HPLCi€fi ¢ast je pak zagtena na vyuZziti této metodyip
stanoveni vitaminu D v konkrétnich surovinachpotravinach. Vyznam vitaminu D
spaiiva v &asti (¥ vstiebavani vapniku a fosfatu zeesta a pispiva tak k regulaci
a optimalizaci jejich hladiny v krvi. HPLC je jedna nejpouziva&Sich metod f
stanovovani vSech vitamintedy i vitaminu D. Jedna se o segaidyzikalné-chemickou
metodu, kterd slouzi k roziéni slozek vzorku rozpudtého v roztoku mezi mobilni

a stacionarni fazi.

Kli¢ova slova: vitamin D, HPLC

ABSTRACT

The aim of this thesis is focused on method ofrdateation of vitamin D by HPLC. In the

first part mechanism of origin this liposolubleariiin and its physiology is described. Next
part describes principle of HPLC method. The tipiadtt is focused on using this method in
determination of vitamin D in raw materials or feodThe importance of vitamin D

consists in attendance in absorption of calcium pimasphate from intestine and support
regulation and optimalization of their level in bth HPLC is one of the most widely used
method to determination all of the vitamins. Itsisparative physical-chemical method,
which is used to separate components in samplehwhidissolved in solution, between

mobile and stationary phases.

Keywords: vitamin D, HPLC
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UvoD

Vitamin D seftadi mezi lipofilni vitaminy, tj. vitaminy rozpustne tucich. Pod timto
pojmem se Vv praxi rozumi r@devSim vitamin B (ergokalciferol) a vitamin B

(cholekalciferol).

Vitamin D, je produkovan $ oz&eni rostlinného sterolu ergosterolu. Vitamip $2 tvdi

v kiizi pisobenim slunmiho zdeni z provitaminu, kterym je 7-dehydrocholesterol.

Hlavnimi zdroji vitaminu D jsou rybi tuk, trésjatra, sardinky, sledi, vajay Zloutek,

fortifikované margariny a mééé vyrobky.

Jeho vyznam sgiva v &asti i vstrebavani vapniku a fosforu zeesta a pispiva tak
k regulaci a optimalizaci hladingdhto mineralnich latek, které jsouilézité pro stavbu
kosti a zul, v krvi. Stim také souvisi i fakt, Ze dostaté mnozstvi vitaminu D je

dulezitym faktorem fi prevenci onemoacimi rachitidy, osteomalacie a také osteoporozy.

Avitaminosa vitaminu D se projevujeé¢knutim kosti v dsledku ztrat a nedostéteho
vstrebavani vapniku a fosforu. Wt se toto projevi jakoikvice, u dosplych pak jako

osteomalacie.

Hypervitaminosa vitaminu D naruSuje metabolismuspnittu a fosforu a vede

k hyperkalcemii. Samotné slutré z&eni nevede k hypervitaminose.

Pro stanoveni vitaminu D v potravindch seastji pouzivd metoda HPLC.
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1 VITAMIN D

Vitamin D je v tucich rozpustny vitamin, kteryigpiva k udrZzeni homeostaze vépniku
a fosforu v naSem organismu [1]. Pod pojem vitarbBinse fadi skupina fibuznych
lipofilnich  steroidnich  latek s antirachitickym ¢idkem, nazyvana Kkalciferoly.
NejvyznamujSi z nich jsou ergokalciferol (vitamin Jpa cholekalciferol (vitamin B),

které se navzajem liSi pouze postrannitiizci [2].

Tabulka 1 Formy vitaminu D [1]

Vitamin D lamisterol

Vitamin D, ergocalciferol (vznika z ergosterolu)

Vitamin D3 cholecalciferol (vznik& ze 7-dehydrocholestero|u)
Vitamin D4 dihydrotachysterol (22:23-dihydrovitamin,D
Vitamin D5 vznika ozéenim 7-dehydrositosterolu

1.1 Historie vitaminu D a jeho chemismus

Chemicka struktura vitaminu D byladena ve 30.letech 20.stoleti v labofaterofesora
A. Windause na univerzitGottingen v Nmecku. Prakticky saiasré bylo prokazano, ze
antirachiticka slozka oleje z tidsh jater je stejna jako ndwopsany vitamin B Tyto

vysledky taktéZ nazidy, Ze vitamin D je po chemické strance steroif [3

CH,

Obr. 1 Vitamin D, a D3
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Obr. 2 3-D model vitaminu D
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Na obr. 3 nizeme vidt, Ze vitamin @ a vitamin B jsou si havzajem podobné, jen se liSi
cesty vzniku jednotlivych molekul. 7-dehydrochoést se nachazi epidermispokozky
v&tSiny Zivasichi. Je to sterol €>’ dvojnou vazbou na kruhu B. Konjugovana dvojna
vazba systému na specifickém migholekuly umo#uje pohlceni mnoZstvi s&tla

v urtitych vinovych délkach UV oblasti. Proces zahrnigemplex sérii transformaci
s konénym vysledkem tvorby vitaminu P Vitamin D,, ktery je stejd biologicky aktivni

jako vitamin B3, je produkovan i oz&eni rostlinného sterolu ergosterolu [4].

Vitamin D byl nazvan podle pravidel Mezinarodni eirpro cistou a uZitou chemii
(International Union of Pure and Applied Chemist$PAC). ProtoZe je odvozeny od
steroidi, struktura udrzuje&islovani od prekurzoru cholesterolu. Nesétm@ stedy jsou
oznaeny symboly R,S; konfigurace dvojnych vazeb jsonadeny symbolem E (entgegen
- proti) nebolitrans a symbolem Z (zusammen — dohromady) netisliOficialni nazev
vitaminu D; je tedy: 9,10-seco(5Z,7E)-5,7,10(19)cholestatrigB®| a oficialni nazev
vitaminu D, je: 9,10-seco(5Z,7E)-5,7,10(19), 22-ergostatete®ol [4].

Po absorbovani slozky UV-B &la ze slunéniho z&eni se aktivovana molekuladre
vratit do zakladniho stavu a vyted nejmén Sest daldich produkt Ctyti steroidy -
provitamin D, lumisterol, pyrokalciferol a isopyralkiferol a dva produkty secosteraid

vitamin D;, previtamin Q3 (obr.4) [4].
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1.2 Fyziologie vitaminu D

Swtova zdravotnickd organizace (World Human Orgampat WHO) ma za ukol
definovat mezinarodni jednotku (International UnitlU) vitaminu Ds;. Jeji sodasnha
definice z roku 195Gik4, Ze mezindrodni jednotka dop&end pro fjeti je 0,025ug
mezinarodn pripraveného standardu krystalického vitamirgs Dudiz 1,0 IU vitaminu B

je 0,025ug , coz je rovno 65,0 pmol [5].

Je znamo, Ze podstatné procento populace je vysiawelé niie slunéniho zaeni,
hlavre béhem zimnich résiai. A praw v tomto obdobi je p#tba poskytovat obvyklou
zasobu vitaminu D. Ultrafialové #ni ze slunce fite byt blokovano vé&kterych
oblastech zn@Sttnym ovzduSim, Zivotem ve &stech, kde vysoké budovy zabug
dostaténému slunénimu z&eni dosahujicimu az na zem, pouZivani opalovaaiémik
které zabrauji ultrafialovym paprskm a Zivot v zerspisnych oblastech gta, kde neni
dostatek slunaiho z&eni. To vSe fispiva k neschopnostiike biosyntetizovat dostaiee

mnoZstvi vitaminu B[5].

Bylo zjiSttno, Ze dosfla osoba bilé pleti exponovana letnimu slunci dynige ve své
kazi 250 ug vitaminu 3 za 15-20 minut. # delSi expozici se jiz Zadny vitamin D
nevytvai [2].

ProtoZe vitamin D rize byt v &le syntetizovan a dokdZe se dlouho udrzZet v tkanéch
obtizné vymezit fesnou minimalni denni davku. Je znamo, Zdebat vitaminu D je
zéavisla na koncentraci vapniku a fosforu ve sirdyziologickém stavu, &ku, pohlavi,

stupni vystaveni slugaim paprskm a mnoZzstvi pigmentu [6].

Tabulka 2 Sowasné doporené davky vitaminu D stanovené Organizaci spojenych
narodi pro vyzivu a zerdélstvi (Food and Agriculture Organization of the tdai
Nations, FAO) [5]

pro osoby do 50 let 200 IU.dér 5pg.den’
pro osoby od 50 do 65 lef 400 IU.den10pug.den’
pro osoby starsi 65 let 600 IU.den 15 ug.den’”
pro &hotné a kojici Zeny | 200 IU.dér 5pug.den’

Klicovou sodasti ve fungovani endokrinniho systému vitaminueDvysoce ionizovany
vitamin D vazajici protein DBP (D-Binding Proteirkiery geenasi vitamin Ra vSechny

jeho metabolity kiznym cilovym orgatim [6].
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1.3 Zdroje vitaminu D

Mezi hlavni zdroje pat

e jatra

o slaf

* losos

* sardinky

» olej z rybich jater

» fortifikované margariny

* vajeiny Zloutek [5]. Obr. 5 Zdroje vitaminu D

MenSi mnozstvi vitaminu D je obsazeno v:
* mléce

* masle [2].

Z rostlin jsou dobrymi zdroiji:
* kokosové maslo

* houby, zvlast hriby [2].

Vitamin Ds je vlastr# prohormon a neni znamo, jestli m&akou skuténou biologickou
aktivitu. Biologicky aktivni molekuly jsou produkémy poté, co je vitamin D
metabolizovan. Poprvé na 25(OH)Djatrech a poté nacd25(0OH)D3; a 24R,25(0OH)D3
ledvinami. Nakonec &které z 37 metabolit vitaminu D; jsou isolovany a chemicky

charakterizovany [6].

Vitamin D byl uzivan k 1&¢ kozni tuberkulozy (TBC), ¢&kdy s pozoruhodnym efektem.
Ale kdyz byly vyvinuty specifické |éky proti mykokegeriim, zajem o vitamin D poklesl.
Vedle své obeahznamé ulohy v metabolizmu vapniku je vitamin Dé&akznamnym

imunomodul&nim hormonem. Jeho aktivnhi metabolit 25(0OH) vitani aktivuje
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monocyty a potléuje proliferaci lymfocyl, tvorbu imunoglobuli a syntézu cytokiin
V pokusech in vitro metabolity vitaminu D zvySuji schopnost mondcybmezit

intracelularni proliferadMycobacterium tuberculosif7].

Vegetarianské strava obécpredisponuje k nedostatku vitaminu D v organizmameérg
individualni stanoveni jeho hladiny v plagne pro konkrétni hodnoceni nezbytné. Studie
potvrdilacastou pitomnost deficitu vitaminu D v populaci i fakt, #nto deficit vyznam&
zvySuje riziko infekce. Sauasré ukazala i na souvislost genetickych faktokonkrétré
polymorfizmu genu pro vitamin D receptor (VDR)YeBré definovana zrna v genu byla
nalezena u 91 ze 126 n&dé@ych pacierit s TBC a u 116 zdravych kontéks pozitivnim
koZnim testem. KdyZ je u daného jedin¢#ggmna zngna genu a sa@asre deficit vitaminu

N4

D (neprokazatelna hladina v séru), je riziko infek¢lx vyssi [7].

Vitamin D uplatiuje své biologické aktivity v organizmu vazbou nBR/ na aktivovanych
T a B lymfocytech. Jiz idve bylo znamo, Ze genetické variace VDR jsou asd@ciy
s plazmatickymi hladinami 25(OH) vitaminuz[2 s denzitou kostniho mineralu. Nyni se

ukazuje, ze rize jit i o vyznamny faktor predispozice k infek@Q [7].

- .!..‘ f- -
' # '- - » —
\“e\j\ \:’ & . = —
i o R R
&\ £
7 -, N @®
-1 '1“. # ' , g <
¥ "4 /8500
ks "'.,'!."..“ v Mo

Obr. 6 Mikroskopicky preparadMycobacterium tuberculosis

Ve 40. letech 20. stoleti si lidé&adi uvedomovat, Ze obsah vitamin® béZné strag je
velmi dilezity a nezbytny. Dodavatelé mléka tak usouddib¥ n€li dodavat na trh svym
zékaznikm miléko, které by bylo dopéné o vitamin R. O par let pozgi rozvinuli

rozséhlou pimyslovou vyrobu vitaminu B kterd pokréuje dodnes. Takto vyrobeny
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vitamin D; je pouzivan jako dopék stravy pro lidskou poebu. Od 70. let 20. stoleti je
vitamin D;pouZzivan jako dopbk stravy pro farmiéka zvfata a diibez [8].

Hospodéska produkce vitaminu Dje komplet zavisla na dostupnosti 7-dehydro-
cholesterolu nebo cholesterolu. 7-dehydrocholekteide byt ziskan pomoci organického
rozpoustdla extrakci ze zwécich Kizi (krav, prasat nebo ovci) a naslednyreigtenim.
Cholesterol je ziskavan z lanolinucdwlny a po Uplném @sténi a krystalizaci mize byt
pieveden slozitou chemickou syntézou az na 7-dehldtesterol. Dale je krystalicky
7-dehydrocholesterol rozpégt v organickém rozpouXtle a ozéen UV z&enim, aby
mohlo dojit k geméné (podobné jako se vyskytuje v lidské neboreei Kizi) na produkci
vitaminu D;. Pred tim nez je vitamin Ppouzit v mléce a jako dopik zvireci stravyje
dale cisten a rekrystalizovan. Proi@sné postupy chemickérgmeny cholesterolu na
7-dehydrocholesterol, pro metodtepeny na vitamin Qpomoci UV z#&eni a pro nasledné

¢isteni, bylo vydano jiz mnoho patent

Hlavnimi producenty vitaminu £pouzivaného pro mléko a dalsi dipt jidla jsou firmy
F. Hoffman-La Roche, Ltd (Svycarsko) a BASFthecko) [8].

1.4 Avitaminosa a hypervitaminosa

Priznakem avitaminosy je uéd projevujici se rachitis {wice). Rachitis je choroba
zpasobujici ngknuti kosti, jejimz nasledkem dochazi ke zlomenimadeformacim. Je to
negasgjSi détské onemoaini predevsim v rozvojovych zemich. Hlavniignou je
nedostatek vitaminu D, ale taktéz i vdpniku vewstrackoliv se tato nemoc fize objevit
i u dosglych, hlavni vyskyt je u &i, které trpi podvyZzivou, obvykle plynouci z hlawloru

béhem raného &tstvi [9].

U dosglych je pgiiznakem avitaminosy osteomalacieckmuti kosti), kdy dojde k celkove
poruse mineralniho metabolismu,fedevSim vapniku a fosforu. Dochazi hlavn

k vyplavovani C&' z kosti a k jejich rknuti a Kehnuti [9].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 17

&\

Child with Rickets.

Obr. 7 Projev rachitis u malycheti

Hypervitaminosa se projevuje nechutenstvim az aiigre@vracenim a vyplavovanim
vapniku z kosti, ktery se pak uklada v ledvinachonglwniku. Velmi ¢casto dochazi

k psychickym projetrm. V akutni fazi byly u postizenych pozorovany srdearytmie [2].

Zadné mutagenni, karcinogenni nebo teratogenniy viebyly doposud u vitaminu D
pozorovany. Vzhledem k tomu, Ze vitamin D a jehaahelity grechazeji placentou do
plodu, je teba brat v uvahu teratogenni riziko u matek, kteradi vysokou hladinu
vitaminu D v krvi. To se u novorozeim@rojevi stenézou aortélni chlofnporuchami

psychického a mentalniho vyvoje [2].

Pfi mapovani vyskytu rakoviny tlustéha'eta v USA od roku 1976 bylo zj&to, Ze lidé
na jihu trpi touto chorobou o polovinu n¥énez lidé na severu zémVitamin D mize
pusobit preventivé nejen v rakovi tlustého deva, ale i prsu, prostaty a v&pka. To
vSak neni vSe; lidé s vyssSi hladinou vitaminu Di tnperg autoimunitnimi chorobami

(v¢. Diabetes mellitudl. typu), chorobami srdce a Iépe jim pracuiji j4fr@].

Vitamin D dale pomaha mobilizovat imunitni systéain(z je vys¥tlena jeho funkce
snizovani vyskytu autoimunitnich chorob) a podlexdni védci pomaha chranit hiky
pied malignimi zmnami. V gipad, Ze k nim vSak fece jen dojde, pomaha pak wikach

vyvolat autodestruini procesy [10].
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2 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Vysokotlakd kapalinovd chromatografie (High Perfanoe Liquid Chromatography,
HPLC) je forma kapalinové chromatografie pouzivk@zcleni slokenin, které jsou
rozpuséné v roztoku. Z&zeni, které se pouziva pro tuto metodu se nazggaliovy

chromatograf. Vysledkem &eni je chromatogram.
Kapalinovy chromatograf se sklada&kalika ¢asti:
a. zasobnik mobilni faze
b. pumpa

c. davkovaci ventil

d. predkolona
e. kolona
f. detektor
g. vyhodnocovaci zézeni
CHEOBIATOGES D
B 14
=]
" 1
pumpa E“” piky
- ; o 0
mn:-bﬂm[E) R e N T
fare wEnénd Sae [1min)
%@’E i s
davlcov act pocitac
kohout se = ] [ - %
smycleou separacni
kolona detalttor -

Obr. 8 Schéma kapalinového chromatografu



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 19

Vysokotlaka kapalinova chromatografigibe pracovat s:

1. Normélni fazi (NP-HPLC, Normal Phaskligh Performance Liquid Chromato-

graphy). Tato metoda vyuZziva polarni stacionarzidanepolarni mobilni fazi.

2. Reverzni fazi (RP-HPLC, Reverse Phase High Performance Liquidoi@hto-
graphy). Reverzni faze se sklada z nepolarni staomd faze a kapalné polarni

mobilni faze [11].

Vysokotlaka kapalinova chromatografie byla vyvinutpoloving 80.let 20.stol. Rychle se
rozvijela diky vyvoji kolonovych plnicich matenidh detektar. V 90. letech byla HPLC
béZzné pouzivana pro separaci chemickych 8min. Nové techniky zlepSovaly

odctlovani, identifikaci a kvantitativni stanoveni vkd{12].

Posledni desetileti sledujeme obrovsky pokrok vevojry mikrokolon a dalSich
specializovanych kolon. Délka typické HPLC koloeyrgkolik cm a jeji vnitni pramér je
3-5 mm [12].

V souwasné dob méa kazdy moznost v¢hu typu kolony a takéiznych detektar. HPLC je
povazovana za techniku, ktera je vyuZivan@edpvSim pro boitechnologické,
biomedicinské a biochemické vyzkumy a také pro &wmouticky pimysl. Tyto oblasti
vSak zahrnuji pouze kolem 50 % uzivat¢iPLC. Dnes je HPLC vyuZivana v mnoha

dalSich oblastech jako je kosmetika, energetikaapméstvi a Zivotni prosedi [12].

2.1 Céasti kapalinového chromatografu pro RP-HPLC

2.1.1 Zasobnik mobilni faze

Polarni mobilni faze (n&pmethanol, ethanol, vodné roztoky, acetonitrigganol, pufry)
slouzi jako penaseé vzorku v roztoku. Ten je vskovan do analyzatoru mobilni faze
vstiikovacim ventilem. Jak vzorek v roztoku protékd dkmu s mobilni fazi, slozky
roztoku migruji podle nekovalentnich interakci sleniny s kolonou. Chemické interakce
mobilni faze a vzorku s kolonou quiji stupdi migrace a separace $asti obsaZzenych

ve vzorku [13].
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Mobilni faze se fed pouzitim filtruji (odstrauji se néistoty) a odplyiuji (nag. s pouZzitim
ultrazvukové 14z#). Do systému HPLC jsoderpany nejastji ze sklerknych lahvi.

Do lahve zasahujgerpaci hadika opatenacasto skletdnou fritou [14].

2.1.2 Pumpa

Pumpa davkuje mobilni fazi do systému pod vysSSiaketin, ktery mze dosahnout
40 - 60 MPa. Kapalina se do kolorgrpa pistovymi nebo membranovyerpadly.
Material cerpadla (nerezova ocel, plasttitan) nesmi byt naruSovan mobilni fazi a nesmi

do ni uvohovat Zadné latky [15].
Davkovani mobilni faze fize byt:
1. Izokraticky — tzn., Ze se po celou dobu analyzy sensloZzeni mobilni faze.

2. Gradientem — tzn., Ze se v fibéhu analyzy mini sloZeni mobilni faze.

linearni
davkovac

LA AV LA

Obr. 9 Schéma pumpy
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2.1.3 Davkovaci ventil

Funkci davkovaciho ventilu je w#tovat vzorek do systému davkovacim otvorem.
Davkovaci otvor je sloZzen ze zaklopky a sky Vzorek je rozpugh negasgji v mobilni
fazi, poté je natazen doracky a vstikovan do otvoru vsikovaci zaklopkou. Otenim
ventilu se zake zaklopka a otée se sm§ka, aby vstikla vzorek do proudu mobilni faze.
Davkovae maji tizné objemy davkovacich siek od 2 ul do 100 pl. Davkovaci ventily

mohou byt ovladané elektricky nebo pneumaticky [16]

Obr. 10 Davkovaci ventil se snilgou

2.1.4 Predkolona

Predkolona chrani vlastni kolontigal n€istotami a nerozpustnymi materialy. Probiha zde

v malé mfe predseparace vzorku. Négke vétSinou shodna s napini kolony.

2.1.5 Kolona

Kolona je srdcem sepair@ich proces HPLC [17], probiha zde vlastni separace vzorku. Je
to v podstat rovna trubka nebo kapilara, rovnéme naplrena nebo pokryta stacionarni
fazi. Tou je polarni pevné latka (rfagilikagel, derivaty celulézy, aktivni uhli...) s@-z
kotvenou nepolarni fazi ,£Cg nebo Gg. Chemické interakce stacionarni faze a vzorku

s mobilni fazi wfuji stupé migrace a separace komponent obsazenych ve vzorku.
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Nap. vzorky, které maji sikjSi interakce se stacionarni fazi nez s mobilni, fhmdou

vymyvany z kolony méharychleji a tudiz maji delSi retémi cas [18].

Plag kolony (hardware) ma za ukol udrzet pohrothadacionarni fazi, fxemz na

hardware kolony jsou kladenydité poZzadavky:
1. Chemicka odolnost.
2. Odolnost w¢i vysokym tlakim.

NejpouzivasjSi material k vyrob kolon je nerezova ocel (typ 316), plasty (PEEK)ame
sklo [18].

lo

Obr. 11 Schéma HPLC kolony (1 — kovovy pfa — porézni kovova frita, 3 —stacionarni

faze, 4 — ochranny krouzek, 5 — koncova hlavice yv6tup pro kapilaru se Sroubem)

Pro analytické aplikace ségqvazre pouZzivaji kolony o délce 5 — 30 cm a vnitn prtameéru

3 — 4 mm. Kolony jsou napiné stacionarni fazi (sorbetem) aupgru zrn 3 - 10 pum.
Charakter stacionarni faze zavisi na chromatodfic systemu. RP-HPLC pouziva
chemicky vazanou nepolarni stacionarni fazi. NejpargjSi je typ Gs, kde jsou
molekuly octadecylsilanu vazany gasticich silikagelu. Dale pak obsahuji mobilni fazi
(eluent), kterd je v systému RP-HPLC polarni [1KlejcasgjSi rozmeéry chromato-
grafickych kolon, které jsou komaw dodavany, jsou 50, 75, 100, 125, 150, 250 a 300 mm
0 vnittnim piméru 2 - 5 mm. Chromatografické kolony se dodavaowasné dob jako
klasické kovové kolony nebo kovové kolony typu jcaige” a @i skladovani a transportu

jsou plrené mobilni fazi (Tabulka 3) [20].

Rozdilné analyty @ené latky) maji rozdilnou afinitu ke stacionarakif podléhajiizné
distribuci (rozélovani) mezi mobilni a stacionarni fazi a jsou iibErd zadrZzovany

a rozdilrt zpoalovany (retardovany) [21].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 23

Uginnost separace, doba analyzy a pracovni tlak §8ufivs rostouci délkou kolony
a naopak klesaji s rostoucimup®rem c¢astic napld. Fi praci s kolonami o @meéru
menSim nez 2 mm se jedna o tzv. mikrokolonovou lkapaou chromatografii, jejiz

vyhodou je hlava sniZzeni spadeby mobilni faze i vzorku a zvySeni citlivosti date [14].

Tabulka 3: Typy kolon a jejich uchovéavani [20]

Kolona Mobilni faze
Silica Hexan/acetonitril
Cs,Cis Acetonitril/voda (methanol/voda)
NH> Dichlormethan/methanol
CN (normalni faze) Hexan
CN (reverzni faze) Acetonitril/siran amonny (0,08! )
Phenyl Acetonitril/voda

2.1.6 Detektor

Detektory jsou umighy na konci kolony a analyzuji eluent. Zaznamerianagdil mezi

prichodemgisté mobilni faze a mobilni faze obsahuijici eluatasloZzku celého detektoru.
Detektory se népstji déli na:

1. Koncentr&ni detektory - reaguji na zrnu hmotnostni koncentrace slozky

v eluentudm/dV nezavisle naijivodu slozky do detektoru.

2. Hmotnostni detektory - reaguji na &mu hmotnostniho toku slozky v eluermton/dt

do detektoru.
Jiny zpisob dleni je na detektory:

1. Nedestrukni - v detektorech nedochazi k chemickééméndetekované kompo-

nenty.

2. Destrukni - v detektorech se detekovana komponenta irzéndibre meni [18].
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V souwasné dobjsou v podstatvsechny typy pouzivanych detekidoncentrani a lze je

rozcklit do dvou skupin a to na:

1. Selektivni, jejichz signal je Gémy pouze koncentraci detekované komponenty

v eluentu.

2. Univerzalni, jejichz signal je Gémy celkové vlastnosti eluentu jako celku,

tj. mobilni fazi a detekované komponenty [18].
Na detektor jsou kladenydité pozadavky:

* moznost detekce vSechifpmnych komponent (univerzalnost),

tranim rozmezi (Siroky lineagndynamicky rozsah),
» vysoka citlivost a nizka urovieSumu,
* robustni w¢i zménam tlaku, pitoku mobilni faze a teploty,
* mimokolonovy gispivek k rozStovani elg¢nich zon co nejmensi,

* umoznit gradientovou eluci [18].

2.1.6.1 UV/ VIS HPLC detektory

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZzeny na gypm absorpce Zani v oblasti
vinovych délek od 190 do 800 nm [21].

Podle konstrukniho typu se mohou ro&lit detektory na:
1. Detektory s programovatelnou vinovou délkou

Vinovou délku Ize nastavovat v ditém rozmezi, népstji od 190 do 700 nm. Vinova
délka je nénitelna kEhem analyzy, &které typy detektdr dokazi snimat pak spektra latek

(scan) v mdrné cele pi zastaveném fitoku mobilni faze (stop flow).
2. Detektory diodového pole (photodiode-array, PDA,[DA

Detektory snimaji celé spektrum v redlnéase bez feruSeni chromatografické separace
[21].
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7

Obr. 12 Schéma detektoru s diodovym polem (1 — zdrojSrbina, 3 —¢ocka,

4 — clona, 5 — ®rna cela detektoru, 6 — holografick&ifka, 7 — fotodioda)

Zareni ze zdroje po pchodu Strbinou, ¢ockou, clonou a rrnou celou detektoru se
spektral@ rozklada holografickou fivkou, takZze na kazdou z fotodiod dopadavgaok

0 urité vinové délce zeslabeny absorpci v cele detektkiazda fotodioda je spojena
s kondenzatorem, ktery jeégmlem nabity na ditou hodnotu. Fotoelektricky proud, ktery
dopadajiciho Z&ni. V dalSi fazi se kondenzatory nabiji &inse proud, ktery je pigbny

na dobiti pislusnych kondenzatbr Velikost tohoto proudu se uklada do paintidici
jednotky. Tato sekvence vybijeni a nabijeni se wvelythle opakuje a takto se
zaznamenavaji udaje o absorbaritikazdé vinové délce v kazdém okamziku. Spektralni
rozliSeni je dano peem diod na poli, ktery se pohybuje od 512 do 16®#, pak pro
spektralni rozsah od 190 do 800 nmifiepgoctu diod 512 spektralni rozliSeni 1,2 nm. Tyto
detektory umoituji ve spolupréci gidici jednotkou (péitacem) detekci latky { jakékoliv
zvolené vinové délce, umbdji porovnavat snimana spektra s knihovnou spekter,

vypocitaji istotu piku (identifikace latky) [21].

2.1.6.2 Fluorescertni HPLC detektory

Fluorimetrické detektory jsou zaloZeny na prindinarescence a #iieni sekundarniho
z&eni (emisniho), které latka vyda po absorpci privitér elektromagnetického igdi
(excitatniho) [22].
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Obr. 13 Schéma fluoresceéniho detektoru (1 — vybojka, 2 — ex¢itd mrizka,
3 — Sérbina, 4 — piitokova cela, 5 — mikimcky, 6 — cut — off filtr, 7 — emisni Hika,

8 — fotonasold)

Konstrukce fluorimetrického detektoru uniode zachyceni maximalniho mnoZstvi
fluorescekiniho zdeni vznikajiciho v cele detektoru nasmm, gicemz totoc¢idlo musi
byt chragno ped dopadem excidéaiho z&eni. Tohoto se dosahuje kombinaci
interfererdnich filtra a nasoki je umisén kolmo na zdroj excitamiho zdeni.
Fluorimetrické detektory jednoduché konstrukce pejf rtu’ové vybojky a interferemi
filtr jako zdroj monochromatického exait@ho zdeni a detekuji fluorescéni z&eni
soutasre pri vSech vinovych délkach po odldni zbytku rozptyleného exciiaiho zdeni.
Fluorimetrické detektory moderni konstrukce utig#z nastavit délku excitaiho

i emitovaného z#&ni pouZzitim monochromatoru, s@asré |ze programovat tyto vinové

delky v piibéhu eluce k dosazeni maximalni citlivosti pro kazdeparovanou latku [22].
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2.1.6.3 Elektrochemické HPLC detektory

Elektrochemické detektory se pouZivaji k detekdela které jsou schopné elektro-
chemické reakce, probihajici na fazovém rozhraektelda - roztok (mobilni faze).
Elektrochemické detektory &fi urcitou elektrickou vekiinu (elektrodovy potencial, proud,
kapacitu) vyvolanou fichodem latky pitokovou celou detektoru, ve které jsou urigt
elektrody s vloZzenym pracovnim riijon nezbytnym k prbéhu elektrochemické reakce
a to v systému dvouelektrodového neliteléktrodového zapojeni (elektrochemicky
clanek). Meteny elektricky signal je usmny latkovému mnoZstvi detekované slozky
a u elektrochemickych detekforse tedy sleduje zavislost mezi elektrickou d&irbu

a koncentraci sledované slozky. &&sgji je vyuzivana elektrochemicka reakce redoxniho
systému Ox + ne-> Red a podle podminekébeni nizeme rozdlit elektrochemické
detektory na &kolik typu [23].

Podle podminek #teni elektrolytickych metod se raddji elektrolytické metody na:

1. metody potenciostatické —ifi se i konstantnim potencialu pracovni elektrody

2. metody amperostatické —¢i se za konstantniho proudu [23].

¥ %
Obr. 14 Schéma elektrochemického detektoru ( 1 — pracelekiroda, 2 — pomocna
elektroda, 3 - referéni elektroda)
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2.1.6.3.1 Amperometrické detektory

Amperometrické (polarografické) detektoryinproud vyvolany pichodem redukované
nebo oxidované latky ptokovou celou detektoru. Jakoémé elektrody se u ampero-
metrickych detektdr pouZivaji tuhé rrné elektrody zhotovené ze skelného uhliku,

grafitovych vlaken, zlata, platiny, &di ¢i jiného kovu [23].

2.1.6.3.2 Coulometrické detektory

Coulometrické detektory &i naboj potebny k oxidaci¢i redukci celkového mnozstvi
latky pri jejim pratoku mernou celou detektoru a dosahuje se tak vysSi egitivdetekce
nez u amperometrickych detekiorU¢innost elektrochemické reakce je mozné zvysit
pouzitim tzv. elektrody fritového typu, kdy mobildéze protéka porézni grafitovou
pracovni elektrodou. Vyhodou této coulometrickéketedy je jeji vysoka &innost,
stabilita (snizuje se pon signalu k Sumu) a selektivita. Coulometrick4 &@ieta tohoto
typu ma daleko &sSi povrch proti klasické elektréda oxid&né-redulkéni reakci na

povrchu elektrody podléha vice jak 90 #tgmného analytu [23].

DalSi vyhodou coulometrické elektrody je moznosySeni selektivity zapojenim dvou
a vice elektrod v sérii na nichz je vloZeriamé napti. ProtoZze se analyt na coulometrické
elektrod podrobuje 100% elektrolyze, eluent neobsahuje Z@dnou elektroaktivni
komponentu, ktera by mohla podléhat elektrochemiele&ci i daném vioZzeném n&p
[23].

2.1.6.4 Vodivostni HPLC detektory

Vodivostni detektory pét mezi univerzalni detektory adi elektrickou vodivost eluatu
v praitokové cele mezi dima elektrodami, na& je vkladano stdavé napti, aby se

zabranilo polarizackthto elektrod [24].
Vodivostni detektory se uplatji nejvice v iontové chromatografii, kdy se pow kolon
plnénych ionexy s nizkou kapacitou, které unm@z pouziti mobilni faze s nizkym

obsahem elektrolyt (mmol.I*) [24].
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Obr. 15 Schéma vodivostniho detektoru (1 — tok mobilnéféz— elektrody)

2.1.7 Chromatogram

Chromatogram je vysledkem analyzy. Jerévosoustavou pik které maji iznou plochu a

vySku, maji od sebeiznou vzdalenost a v idealnintipadt jsou symetrické a maji tvar

Gaussovy kvky.

P L

——

Obr. 16 Ukazka chromatogramu

Pokud je zkoumana s dolfe rozalena, pak kazdy pik na chromatogramu odpovida
jedné ze slozek s¥ni. Poloha piku na ose x uvdih pomoci retemihoc¢asu (uéeno podle
polohy vrcholu) wuje o jakou latku se jednéa (kvalitativni analyzapcha piku (nebo jeho

vyska) utuje koncentraci latky ve sai (kvantitativni analyza). Identifikace miklatek)
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se provede tak, Ze se na stejné sépareolort za stejnych experimentalnich podminek
provede analyzaipdem pipravené srési 0 znamém kvalitativnim slozeni, tzv. standardni
smes. Pokud se reténi ¢asy piki na chromatogramu neznameégésirshoduji s retemimi
casy piki smesi 0 znamém sloZeni, pak se jedna o stejné latkgicEntrace latek ve s
se utuje z ploch nebo vySek pikmetodou kalibrace, pro kterou existuje vicésgin

provedeni [25].
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3 STANOVENI VITAMINU D CHROMATOGRAFICKY
V KONKRETNICH SUROVINACH

3.1 Stanoveni cholekalciferolu a 25-hydroxycholekalcii®lu v rybach a

rybich vyrobcich

3.1.1 Pouzité suroviny

Ke stanoveni bylo pouZzito celkem 39 ryb a rybichobi, které byly konzumovany ve
Finsku. Véerstvém stavu byly pouzity napstika, okoun, cejn, si& rizné druhy tresky
a pstruli. Dale byly pouZzity konzervované sardinkyidlt a adovi¢ky, zmrazené krevety

a uzené makrely.

Vzorky cerstvych ryb byly naporcovany a nakrajeny na kqstyrazené vzorky byly

rozmrazeny a z konzerv byla odsttaa gebyte&na tekutina [26].

3.1.2 Pruabéh stanoveni

Pred samotnou analyzou byly vzorky homogenizovanyqmmixéru, porce po cca 100 g

byly vakuow zabaleny a zmrazeny na -20°C.

Ke 20 g vzorku ryby nebo rybiho vyrobku byly¥igany standardy ergokalciferolu
a 25-hydroxyergokalciferolu. Taktoripraveny vzorek byl fes noc alkalicky zmydeém
pii pokojové teplat a nasledé extrahovan sisi (petrolether:diethylether, 1:1). V dalSi
fazi byl extrakt vymyvan destilovanou vodou az dautnalniho pH, odgan, zbytek byl
rozpusén v 1,5 ml hexanu aftgfiltrovan ges filtr (Millex HV; 0,45 pm, 1,5 cm,
Millipore,). Frakce ergokalciferolu (standard) + ottkalciferolu a 25-hydroxyergo-

kalciferolu (standard) + 25-hydroxycholekalciferdyy v dalSim kroku separovany [26].

3.1.3 Podminky stanoveni

Pfi stanoveni byla pouzita technika HPLC s reveraai.fTyp pedkolony nebyl uveden.
Pri prectisteni byl pouzit typ kolonyu- Porasil se silikagelem (16m, 300 mm x 3,9 mm,
Waters, U.S.A). B stanoveni cholekalciferolu a 25-hydroxycholeki@mlu byla pouzita
kolona typu Vydac 201 TP 54. Objem davkovaného kazdnyl pri predisteni 1 ml a pi

stanoveni 5Ql. SloZzeni mobilni fazeipstanoveni cholekalciferolu bylo 93 % methanol +
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7 % voda, p stanoveni 25-hydroxycholekalciferolu 83 % metHahd 7 % voda. Ritok
mobilni faze ani jeji davkovaniipstanoveni nebyly uvedeny. Jako detektor byl pouX4
detektor (264 nm) [26].

3.2 Stanoveni 25-hydroxycholekalciferolu ve vajgném zloutku

3.2.1 Pouzité suroviny

Vzorek vajéného Zloutku byl ppraven homogenizaci 110 ks vajec, nasteolyl vakuow

zabalen po malych cca 100 g porcich a zmrazenQi€-R7].

3.2.2 Prubéh stanoveni

Ke 20 g vzorku byl fidan standard 25-hydroxyergokalciferolu, vSe byhlaydelreno

a extrahovano. Extrahovany vzorek byl smichan snlChexanu a filtrovan ies filtr
(Miller HV; 0,45 um, Millipore). Nasleda prokéhla extrakce (Solid Phase Extraction,
SPE), kdy byl analyt sorbovan na tuhou fazi z fkapalné pomoci sorbentu silikagelu.
Vysledkem byla frakce obsahujici 25-hydroxyergoitaftol a 25-hydroxycholekalciferol,

ktera byla dale separovana [27].

3.2.3 Podminky stanoveni

Pri stanoveni byla pouzita HPLC s reverzni fazi. pigdkolony nebyl uveden. Déale byla
pouzita pro pecisteéni kolona typyuzPorasil (10um, 300 mm x 3,9 mm) afpstanoveni
25-hydroxycholekalciferolu typ Vydack 201 TP 54 @2% 4,6 mm). Objem vzorku
davkovaného do kolony byliipprediisténi 800 — 1000ul, pti stanoveni 25-hydroxy-
cholekalciferolu 25ul. Mobilni faze byla slozenarppiedisteni z 97 % hexanu + 3 % iso-
propanolu, g stanoveni 25-hydroxycholekalciferolu z 83 % melant 17 % vody. Ritok
mobilni faze byl i stanoveni 25-hydroxycholekalciferolu 1 ml.rlirDavkovani mobilni

faze nebylo uvedeno. Jako detektor byl pouzit Uikler — diode array (264 nm) [27].
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3.3  Piehled stanoveni vitaminu D v mlénych produktech

3.3.1 PouZité suroviny

Nize uvedeny mibéh a podminky stanoveni jsou¢ané pro mléko a uéiou kojeneckou

vyZivu [28].

3.3.2 Prabéh stanoveni

Pri pripraw vzorku lze pouzit dv metody: zmydeléni a extrakci nezmydelnitelné frakce

nebo @imou extrakci.

Alkalick&d hydrolyza neboli zmyde#émi je (Einn& procedura pro odstrar neutralnich
lipida, predevSim triglycerid, které jsou obsazeny v mléce a dénkojenecké vyziy.

Muze byt provedeno tzv. ,horké“ zmydéhi nebo ,studené” zmydeini pres noc.

Horké zmydel#ni spa&iva v Upra¥ vzorku s vodnym, methanolovym nebo etanolovym
KOH pii teplotach 60 — 100°C adase 20 — 45 minut. N&gsEji pouzivané jsou vodné
KOH, které se sice nemichaji tak debs tukem jako etanolové KOH, ale jsou vice
stabilrgjsi.

Druhy zpisob zmydeldni sp@&iva v Upra¥ vzorku s vodnym nebo etanolovym KOHi p
pokojové teplat za neustalého pomalého michani. Tentbsap zmydeldni predchazi
tepelné pemené vitaminu D na previtamin D, coz pr@dvmiZze nastat u horkého
zmydelréni. Kromg toho, tato metoda vyZaduje mémybaveni a vyZznost je ¥tSi nez

u zmydelrni za tepla.

Pro nedostatmou stabilitu vitaminu D jsou ve zmydelacim procesudiné pridavany

antioxidanty, jako pyrogallol nebo kyselina askor®o

Zmydelreni je dokoweno extrakci nezmydelnitelné frakce organickymipmzStdly

nemisitelnymi s vodou. Nejvho#§im rozpoustdlem je hexan.

Vitamin D miZze byt také extrahovaniimo, bez pedchoziho zmydetmi, za pouZiti
organickych rozpou&tiel. Nefastji se pouziva dichlormethan, samostatiebo smichany

s methanolem, a hexan samostatabo smichany s ethyletherem nebo chloroformem.
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Dale probih& uprava koncentrace vzorku ddpan na vakuové odparce nebo pod parami
dusiku za i#znych teplot, ale vzdy ménnez 50°C. Nasleduji procedury, ktetssti

vysledny extrakt. Kon@ou fazi je samotné stanoveni vitaminu D pomoci €i28].

3.3.3 Podminky stanoveni

Pfi stanoveni Ize pouzit HPLC s normalni fazi nebeverzni fazi. Pokud pouZijeme
HPLC s normalni fazi, fkeme pouzit kolonu typu Pologosil Si 60 (250 x /).
Davkovani mobilni faze je izokraticky a jeji slozga 99,5 % hexanu + 0,5 % isopro-

panolu. Jako detektor pouzijeme UV detektor (254.nm

Pokud pouzijeme HPLC sreverzni fazi,aizame pouzit kolonu Vydac TP 201
(250 x 4,6 mm). Davkovani mobilni faze nebylo uvemlea jeji sloZzeni bylo
acetonitril:methanol (9:1). Jako detektor pouzijdilédetektor (265 nm) [28]

3.4 Cholekalciferol a 25-hydroxycholekalciferol v syro¥m a vaeném

vepirovem mase

3.4.1 Pouzité suroviny

Jako vzorek vepvého masa bylo pouZzito maso z chovuiuepktetd byli chovani bez
moznosti absorbovat slutrd z&eni. Jejich strava vSak byla obohacena o vitaminy
(vitamin D3) a mineralni latky. Z jata¢ upravenéhoéta byla pouZzita vykogha pe&ere

s kiizi, noha, icek a lalok. Ped analyzou byly tytéasti €l zabaleny do plastovych olfiah
zmrazeny na -20°C. Vykasta peere s kiZzi ukené na véeni byla uvéena den po porazce

a 1 hodinu po uvani byla taktéz zabalena do plastového obalu a zanea Doba
mrazirenského skladovani byla maxingth mesiai. Tésné pred analyzou byly syrové i
varené vzorky naporcované na libové maso, Spek, mepisy tuk a Kzi. VSechny
naporcovan&asti byly smichany a mixovany pomoci mixeru. Vykosgt p&ens s kizi

byla rozatlena nattyii ¢asti, dw z nich byly analyzovany za syrova a&dwaeny [29].
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3.4.2 Prabéh stanoveni

K danému vzorku bylifdan standard ergokalciferolu. VSe bylo zmydealm pomoci KOH
a extrahovano sési diethylether:petrolether (1:1). Dale ptbla extrakce na pevné fazi
pomoci kolony se silikagelem. Nésledovala sepdiragee cholekalciferolu a 25-hydroxy-

cholekalciferolu a jejich stanoveni.

Pro stanoveni obsahu tuku, byl vzorekeras HCI a poifidani etanolu byl tuk extrahovéan
frakci diethylether:petrolether (1:1). Po othra rozpou&tdel byl tuk zvazen. Obsah vody
byl stanoven vysuSenim homogenizovaného vzorkugim d6—-18 hodinip 102-105°C
[29].

3.4.3 Prubéh stanoveni

Pti stanoveni byla pouzita HPLC s reverzni fazi. pigdkolony nebyl uveden. Déale byla
pouzita kolona se silikagelem (Luna, Phenomenextafice, CA, USA) a kolona s dusi-
kem (Spheraclone, Phenomenex, Torrance, CA, USAilNi faze byla fi predisteni
slozena z 2-propanokheptan, pi stanoveni cholekalciferolu a 25-hydroxycholekalci
ferolu byla tvdena z acetonitril:methanol a methanol:vodaitéx mobilni faze ani jeji
davkovani nebyli uvedeny. Jako detektor byl poudi/ detektor — diode array
(220-320 nm) [29].
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ZAVER

Bakaldska prace byla vypracovana formou reSerze. Cilevmipfasti bylo teoretické
pojednani o vitaminu D,fpdevsim pak mechanismus jeho vzniku diky sinimeu z&eni

a jeho fyziologie. Druh&ast byla zarérena na zpracovani principu HPLC, jakoZto jedné

Z nejpouzivagSich metod fi stanoveni tohoto lipofilniho vitaminu. Z&ecna ¢ast pak

byla vénovana shrnuti chromatografickych podminélkjgho stanovovani.

NejvétSi vyznam maji ergokalciferol (vitaminypPa cholekalciferol (vitamin B) liSici se
pouze postrannimifetézci a cestou jejich vzniku. Cholekalciferol je odeo
od cholesterolu. Vznika ze 7-dehydrocholesterotarykje @Fitomen vepidermispokozky
Zivocichu, po ozéeni Kize slunénimi paprsky. Ergokalciferol je odvozen od kortisol
a vznika po oz&ni rostlinného sterolu ergosterolu. Sasné doportené davky tohoto
vitaminu se pohybuiji v rozmezi od 5 do iiden’ v zavislosti na §ku. DileZitymi zdroji
jsou krong slun&niho z&eni i rybi tuk, tre& jatra, sle’, sardinky nebo vajmy Zloutek.
Vitamin D je velmi dileZity pro udrZzeni homeostaze vapniku a fosforuw ikteré jsou
potteba pro spravnou stavbu kosti a&uBodle gkterych studii ma také vyznamny vliv
na imunitu. Jeho nedostatek vedéa& onemockni, nefasgjSi je u dti projevujici se
rachitis a u dosflych osteomalacie, které se projevujékmutim kosti a jejich naslednou
deformaci. Pro zaji8hi dostaténého pisunu tohoto vitaminu probih4 ¢kierych
evropskych zemich i USA fortifikace mléka a jinymtodukii vitaminem I3, u nas k tomu
vSak nedochazi. Obetrze fici, Ze lidé v naSich ze¥pisnych Sikach jeho nedostatkem
netrpi, ¢imz se neprojevuji ani vySe uvedena onemotcnNedostatek vitaminu D je
typicky pro africky kontinent, kde lidé tmavé plgddnak neabsorbuji tolik sluérho

z&eni a také nemaji moznost konzumovat potravinygksou zdrojem tohoto vitaminu.

HPLC je separani metoda, kterd slouZi k roddni sloZek vzorku rozpudtého v roztoku
mezi d¥ nemisitelné faze, mobilni a stacionarni. Toto firdbv zdizeni zvaném
chromatograf, vysledkem je pak chromatogram. Kapaly chromatograf se sklada ze
zasobniku mobilni faze, pumpy, kterdize davkovat mobilni fazi do systému izokraticky
nebo gradientem. Nasleduje davkovaci ventil, kidykuje vzorek a iedkolona, jejiz
funkci je ochrana kolonyipd neistotami a nerozpustnymi materialy. Kolona je velmi
duleZitou ¢éasti celého systému, zde se totiz jednotlivé slovkgrku cli (separuji).
Obsahuje stacionarni fazi — sorbent a je doiniagéna mobilni faze — eluent. Doba,

po kterou analyzovand latka setrvava v k¢Jae nazyva reténi ¢as. Po kolo& nasleduje
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detektor, kam vstupuji jednotlivé slozky (analytyyiznych retetnich ¢asech. Funkci
detektoru je analyzovani mobilni faze. Existigela tiznych drult detektoti, které se IliSi
piedevsim principem funkce. HPLC vyuzZiva daegji spektrofotometricke (UV/VIS)
a fluorescetni detektory. V mensi i@ jsou vyuzivany i elektrochemické a vodivostni
detektory. Vysledkem analyzy je chromatogram, kjeryyhodnocovan jak kvantitatign

tak kvalitativre.

Ze shrnuti chromatografickych podminek pro stanowetaminu D vyplyva, Ze kazdy
vzorek, ktery ma byt analyzovan, musi byt nejpreenbgenizovan. Poté jsouigavany
standardy, vzorek je alkalicky zmyd&mpouzitim vodného KOH a extrahovan, daejtji
smési petrolether:diethylether (1:1). Extrahovany orje rozpu&n v organickém
rozpoustdle, nap. hexanu a filtrovan. Filtrat je pot&praven k analyze.#Pstanovovani
se v praxi pouzivaipdevsim RP — HPLC. SloZeni mobilni faze i jeji ddxdni mize byt

razné. Jako detektor se vyuziviegevsim UV detektor.
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International Union of Pure and Applied Chsi®
Mezinarodni unie proistou a uzitou chemii

World Human Organisation
Swétova zdravotnicka organizace

International Unit

Mezinarodni jednotka

Food and Agriculture Organisation of the Udit¢ations
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D-Binding Protein
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High Performance Liquid Chromatography
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Normal Phase High Performance Liquid Chromatogyaph
Vysokotlak& kapalinova chromatografie s normalai fa
Reverse Phase High Performance Liquid Chromatbgrap
Vysokotlaké kapalinova chromatografie s reverzai fa
Photodiode Array

Detektor diodového pole

Solid Phase Extraction

Extrakce na tuhou fazi
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