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1. UVOD A CIL PRACE

Cilem této prace je shromazdit informace o vitaminu D. O jeho zplisobech
stanoveni metodou HPLC v nejriiznéjSich potravinach, ve kterych se vyskytuje.
Déle rozdé€lit metody stanoveni HPLC podle tpravy vzorkd (potravin),

stacionarni a mobilni faze, a to vSe na zéklad¢ vyhledanych informaci.



2. POUZITE ZDROJE INFORMACI

V teoretické Casti této bakalarské prace byly pouzity internetové stranky
google.com, kde byla pouZita nej¢astéji slova Vitamin D, stanoveni vitaminu.

Dalsim zdrojem byly stranky statniho tstavu pro kontrolu 1é¢iv www.sukl.cz,

kde byla zadana slova chemické a fyzikalni vlastnosti vitaminu D a posléze byla
1 vyhledana.

V dalsi ¢asti bakalatské prace byl vyuZzivan internetovy zdroj Web of Science
nebo Science Direct, kde byla do vyhledavact zapsana slova vitamin D, HPLC,

food, direction vitamin D.


http://www.sukl.cz/

Separa¢ni metody - obecné

Separace jsou charakterizovany z n€kolika hledisek:

1. selektivita metody (separace latek na zaklad€ jedné nebo vice specifickych
vlastnosti)

2. rozsah pouZitelnosti (umoZznuje rozpoznat, jaké vzorky se mohou touto
metodou separovat)

3. frakcionacni kapacita (maximalni pocet slozek, které mohou byt metodou

separovany v jediné operaci)

Mezi separacni metody jsou fazeny membranové separace (dialyza, ultrafiltrace,
osmoza, elektrodialyza), separace polem (elektroforéza, izotachoforéza,
termodifuze, hmotnostni spektrometrie).[1] Nejcastéji pouzivanymi
analytickymi separa¢nimi metodami jsou vsak plynova a kapalinova

chromatografie a kapilarni elektroforéza.
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Separacni metoda, pti které se oddéluji sloZky obsazené ve vzorku.

Vzorek se vnasi mezi dvé nemisitelné faze. Stacionarni faze je nepohybliva
(napln kolony), mobilni faze je pohybliva a prochazi kolonou za vysokého tlaku.
Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycovany, a proto se pii pohybu
zadrzuji. Vice se zadrzi slozky, které jsou staciondrni fazi zachycovany silnéji.

Tim se postupné slozky od sebe separuyji.



Kapalinovy chromatogram - schéma [3]
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Schéma kapalinového chromatografu:

1,2-elu¢ni cinidla (mobilni faze), vysokotlakd cerpadla (degasser 1 a 2),
smeéSovac, predkolona, davkovac, kolona, detektor, zapisovac, sbérac frakei,

integrator

Pti déleni smési latek se pouziva izokraticka eluce jedinou mobilni fazi, jejiz
slozeni se b&hem chromatografie neméni. U nékterych latek se vyuziva
gradientové eluce, pfi které se k mobilni fazi pfimichavé rostouci mnozstvi

druhé mobilni faze s vétsSim elu¢nim ucinkem.

Kolony pouzivame jen néplnové, ocelové nebo sklenéné (5-30 cm dlouhé)
naplnéné stacionarni fazi. Napln kolony je homogenni a rovnomérna. Spoje
mezi kolonou, ddvkovacim zafizenim a detektorem jsou kapilarni.
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Davkovéani vzorku se provadi specidlni injekéni mikrostiikaCkou nebo
davkovacim kohoutem (stfikackou lze davkovat rizné objemy, kohoutem se

davkuje pfesn¢ dany objem).

Kapalina se do kolony cerpd pistovymi nebo membranovymi cerpadly. Jako
detektory jsou nejpouzivanéjsi fluorimetricky, infraCerveny a ultrafialovy. Pro
ucinné déleni latek je rozhodujici naplii kolony (kvalita sorbentu), jeho velikost

a stejnosmernost Castic, ale 1 tvar, porozita a struktura.



Vitamin D - Teoreticka ¢ast

Vitamin D je antirachiticky (hormonalni steroidni) vitamin, rozpustny v tucich a
télo jej pfijima nejen z potravy, ale vznika v téle ptisobenim slunecnich paprski
— je tedy znam jako ,sluneény vitamin®, protoze ultrafialové zafeni proménuje
podkozni cholesterol na vitamin D. Vitamin D je absorbovan stfevni sténou

spolu s rozpustnymi tuky.[4]

Nejdulezitéjsi je vitamin D3 (cholekalciferol), ktery vznika v kazi vlivem
slune¢niho zatfeni. Teprve vSak transportem do jater a pfeménou v ledvinach
vznikd vlastni aktivni forma vitaminu D. V téhotenstvi se aktivni vitamin D
tvoti také v placenté.

Dalsi formou vitaminu D je vitamin D2 (ergokalciferol).[5]

Zdroje vitaminu D

Nejbohats§im zdrojem vitaminu D jsou rybi tuk, rybi jatra (hlavné tres¢i jatra),
moftské ryby (sardinky, sledi, lososi, makrely). Malé mnozZstvi je také obsaZeno
Vv mléce, vejcich, mase a masle. V matefském mléce je mnozstvi vitaminu D

pro kojence nedostacujici.

Malé mnozstvi vitaminu se vyskytuje 1 v rostlinnych produktech (avokado,
kakao, bandny a obilné klicky).

80% denni potieby vitaminu D by mél Cloveék ziskavat ze slune¢niho zafeni.[6]



Obsah vitaminu v nékterych slozkach potravy (orienta¢ni hodnoty) [7]

Rybi tuk (1 1zice) 1360 1U (34 ng)
Losos (100g) 500 1U (12,5 ng)

Sled’ (100g) 900 IU (22,5 ng)
Sardinky konzervované (100g) 300 IU (7,5 pg)
Vajecny Zloutek (1 ks) 251U (0,625 ng)
Maslo 301U (0,75 ug)

Miéko 301U (0,75 ng)

Ucinky vitaminu D

1. Zdrave kosti

Vitamin D je dilezitym Cinitelem pfi tvorbé a mineralizaci kosti. Potfebujeme
ho nejen pii ristu, ale také pii hojeni kosti po zlomeninach. Ovliviiuje
metabolismus vapniku a fosforu, které vstiebavd ze =zaZivaciho traktu.
Zpomaluje ztratu kostni hmoty a tim 1 piisobi v prevenci fidnuti kosti

(osteopordze).[6]

2. Zdrave svaly a prevence diabetu

Zvysuje svalovou ¢innost srdce a udrzuje optimalni hodnoty krevniho tlaku.

M4 vliv na vylucovani inzulinu (zlepSuje glukézovou toleranci) a tim 1 na
metabolismus cukrt.[6]

Pomaha zachovavat zdravy nervovy systém, normalni pulz a imérnou srazlivost

krve.[7]
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3. Prevence rakoviny

Tlumi mnozeni buné€k, ale podporuje jejich zrani. Také hraje dalezitou roli
v obranyschopnosti organismu.[8]
Také dokdze brzdit rGst abnormdlnich bunék, které tvoii zhoubné nadory

(rakovina). Zejména se tyka rakoviny tlustého stfeva, kone¢niku, dale prostaty a

prsu.[6]

Denni doporuc¢ené davkovani [6]

Kojenci (0-6 mésict) 1,25 ng/kg

Kojenci (6-12 mésict) 1,10 ng/kg

Batolata (1-3 roky) 0,77 ng/kg
Déti (3-6 let) 10 pg
Déti (7-18 let) 5 ug
T¢hotné a kojici Zeny 10 ug

(Zajimavost: K tomu, aby nase kiize vyrobila doporucenou denni davku vitaminu D, staci

vystavit celé telo (nahé) na 1 minutu denné slunci, anebo uskutecnit denné hodinovou

prochazku na cerstvém vzduchu.)
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Biosyntéza vitaminu D

1. v prvnim kroku je 7-dehydrocholesterol (derivat cholesterolu) stépen UVB

zéafenim za vzniku provitaminu D3

CHa

CH3

L% Light
—_—

2. provitamin D3 se spontann¢ pfeméni na sviij izomer cholekalciferol

CH3

CH3

o

3. cholekalciferol je vychytavan jatry, kde je v endoplazmatickém retikulu
hydroxylovan enzymem D3-25-hydrolazou.

Vznikly produkt, 25-hydroxycholekalciferol, je pfevazujici formou vitaminu D

v obchu. Velka ¢ast hydrokalciferolu pfechazi do zluce (enterohepatalni obéh).

Déle je hydroxylovan v ledvinach na biologicky aktivni =
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= 1,25-dihydroxycholekalciferol (=kalcitriol), ktery uz ovliviuje

metabolismus vapniku.[4]

Ho Ho
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Chemické vlastnosti vitaminu D

=

1. Fyzikalne-chemicke viastnosti vitaminu D2 [8]

Vitamin D,: ergokalciferol (9,10-seco-A

10(19)5,7,22

Provitamin D, : ergosterol (3,22E-ergosta-5,7,22-trien-3-ol)

-ergostatetraen-3-3-ol)

Ergosterol Ergokalciferol

(provitamin D2) (vitamin D2)
Sumarni vzorec CysHas0 CysH4s0
Molekulova hmotnost (g/mol) 396,63 396,63
Teplota tani (°C) 166-169 115-118

Spektralni charakteristika
(7\«max, ;Al%lcm)

262,271, 282, 293
nm (ethanol)

264,5 nm (hexan); 458,9+7,5
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2. Fyzikalne-chemicke viastnosti vitaminu D3 [8]

10(19)5,7

Vitamin Ds: cholekalciferol (9,10-seco-A -dehydrocholestatrien-3-£-ol)

Provitamin D3: 7-dehydrocholesterol (cholesta-5,7-dien-3-ol)

7-dehydrocholesterol Cholekalciferol
(provitamin D3) (vitamin D3)
Sumarni vzorec CyHasO C2rH40
Molekulova hmotnost 384,62 384,62
(g/mol)
Teplota tani (°C) 150-151 84-85

Spektralni charakteristika 260, 270, 281, 294 nm 264,5 nm (hexan);

(Amaxss At ) 450-490
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Hypervitaminoza

Predavkovani vitaminem D nastava pti piekroceni hladiny v séru nad 400ug/ml.
Projevuje se nechutenstvim, vysokym krevnim tlakem, nadmérnym mocenim a
zvracenim. Z kosti se vyplavuje vapnik, ktery se pak usazuje v mékkych
tkanich. ZvySené slunéni nezpusobuje predavkovani vitaminem D, protoze se
vc€as zastavi tvorba jeho aktivni formy.[9]

Vysoké davky vitaminu D mohou vést k hyperkalcémii a nasledné az ke smrti.

Hypovitamindza

Pfi¢inou nedostatku vitaminu D je vyhybani se slune¢nimu zafeni, jeho maly
ptijem v potrave, ale také onemocnéni jater a ledvin. V organismu se uchovava

2 — 4 mésice.

Kriticky je jeho nedostateCny piijem v détstvi, kdy dochazi k poruse rlstu
chrupavek a kosti, které jsou mékké a lamavé. Nasledkem je nevratné zkiiveni
kosti a tvorba zlomenin, které¢ se Spatné¢ hoji. Toto onemocnéni se nazyva

rachitis = krivice.[6]
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U dospélych se nedostatek vitaminu D projevuje osteomalacii, kdy nastava
porucha v ukladani vapniku do kosti a je zpomalené uvoliovani, ¢imz se

zvysuje riziko vzniku zlomenin a osteoporézy.

Osteoporéza

Na deficit vitaminu D v organismu lze usuzovat, pokud je snizend hladina

vapniku a fosforu v krvi, vyskytuje se slabost svalti a je vyssi riziko infekce.[6]
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RESERSE

(moZnosti stanoveni)

V této Casti jsou souhrnné pomoci tabulek zpracovany moznosti HPLC pfi

stanoveni vitaminu D v potravinach.
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6. ZAVER

Tato prace byla zaméfena zejména na stanoveni vitaminu D metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) v nejriznéjSich potravinach,
ve kterych se vitamin D vyskytoval. Nejvice vitaminu D bylo obsazeno
Vv tucnych rybach (losos, makrela, sled’).

Bylo zjisténo, Ze metoda HPLC se vyuziva také pro stanoveni jinych vitamin,
Z nejcastéjSich to byl vitamin A a E. Metoda vynik4 svou jednoduchosti a
citlivosti.

Nejlepsi uplatnéni ma HPLC v oblasti kontroly jakosti ve farmaceutickém

pramyslu a také v oblasti analyz zivotniho prostiedi.
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7. SUMMARY

This work deals with determination of vitamin D by high performance
liquid chromatography (HPLC) in all nutritive, where vitamin D was occured.
The big amount of vitamin D was contained in fatty fish (salmon, Spanish
mackerel, herring).

There was found, that HPLC method had been used for determination of other
vitamins, such as vitamins A and E. HPLC method is excellent of simplicity and
sensitivity.

HPLC method is widely used in the area of pharmaceutical control, industry and

environmental analysis.
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