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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva elektrochemickym stanovenim vitaminu D.
Teoreticka ¢ast uvadi obecny popis vitaminu D, dale popisuje jeho chemickou strukturu,
fyziologické ucinky, vlastnosti a vyskyt v potravinach. Krom¢ elektrochemického stanoveni
je také vénovéana pozornost dal§$im moznostem stanoveni pomoci chromatografickych ¢i
spektrofotometrickych metod. Experimentalni ¢ast se zamétfuje na vybér nejvhodnéjsich
podminek pro méfeni a optimalizaci samotné voltametrické techniky. V posledni ¢asti byla

metoda ovérena analyzou modelového a realnych vzorki.

KLICOVA SLOVA

Cholekalciferol, vitamin D, pevna elektroda ze skelného uhliku, voltametrie, potraviny

ANNOTATION

This diploma thesis is focused on electrochemical determination of vitamin D.
Theoretical parts presents with general description of vitamin D, it’s chemical structure,
physiological effects, properties and occurrence in food. Beside electrochemical
determination also other analytical methods are described with use of chromatographic or
spectrophotometric techniques. Experimental part focused on choosing the best measurement
conditions and optimization of voltammetric technique itself. Developed method was also

verified by analysis of both model and real samples.
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Cholekalciferol, vitamin D, glassy carbon electrode, voltammetry, food
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UvoD

Vitamin D patii mezi vitaminy rozpustné v tucich, ale narozdil od ostatnich
lipofilnich vitamin mtize byt v téle ¢astecné syntetizovan a neni nutné ho vzdy dodavat
potravou. Vitamin D je pro lidsky organismus nepostradatelny, jelikoz reguluje hladinu
vapniku a fosforu v krvi, je nezbytny k udrzeni svalové kontrakce a vedeni vzruchu
nervy. Bylo vSak zjiSténo, ze vitamin D ma celou fadu dalSich vyznamnych Uc¢inkt a
ucastni se mnoha patogenetickych procesu, proto se v posledni dobé dostava stale vice
do centra pozornosti. Obecn¢ analyza lipofilnich vitamint je slozitd a ¢asové narocna
kvli jejich lipofilnimu charakteru a nutnosti pouzit nékolik kroki ptipravy vzorku pred
vlastni analyzou. V soucasné dobé¢ se tyto vitaminy bézn¢ stanovuji chromatografickymi

metodami, zejména HPLC.

Co se tyce elektrochemické analyzy lipofilnich vitamin®, byl doposud nejvétsi
pocet védeckych publikaci vénovan vitaminu E. Voltametrickému stanoveni vitaminu D
na elektrodach ze skelného uhliku nebo jakychkoliv jinych elektrodach nebyla dosud
vénovana pfili§ velka pozornost. Cilem této prace bylo zjistit moznosti voltametrického
stanoveni vitaminu D na elektrodé¢ ze skelného uhliku. Toto stanoveni by mélo

predstavovat jednodussi, rychlejsi a podstatné levngjs$i variantu analyzy ve srovnani

s chromatografickymi technikami bez nutnosti ndroéného zpracovani vzorku.
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1 Teoreticka cast

1.1 Historie vitaminu D

Prvni zminky o vitaminu D souvisi s nemoci zvanou rachitida. Jiz v poloviné 16.
stoleti Whistler a Glisson nezavisle na sob¢é publikovali védecké popisy rachitidy
Vv latin€. Jejich zvefejnéni nijak nezmeénilo pohled spoleCnosti na prevenci tohoto
onemocnéni a rachitida se stala vleklym zdravotnim problémem. Souvislost mezi
vyskytem rachitidy a slunecnim svétlem byla poprvé popsana v letech 1886 a 1890
Hirschem a Palmem, avSak definitivné byla potvrzena az vroce 1919, kdy
Huldschinsky prokazal, ze UV paprsky jsou u¢inné pti 1é¢bé rachitidy. V roce 1919 Sir
Edward Mellanby po pokusech na Sténatech zjistil, ze rachitidé je mozné zabranit
podavanim oleje z tres¢ich jater. V roce 1932 byla struktura vitaminu D, objasnéna
souc¢asn¢ Windausem a kol. v Némecku, ktery ji oznacil jako vitamin D,, a Angusem a
spoluautory v Anglii, ktery ji oznacil jako cholekalciferol. V roce 1936 Windaus a kol.
objasnili strukturu vitaminu D3, ktery izolovali z oleje z tres€ich jater. Béhem dalSich let
byla potvrzena jeho syntéza v ledvinach, jeho pfitomnost ve stievni sliznici, byla
prokazana ptitomnost receptort kalcitriolu v leukocytech a objevena jeho uZzite¢nost pii
1¢cbé lupénky a mnoha dal§ich nemocech. V posledni dob& je zkoumana hlavné
spojitost mezi koncentraci vitaminu D v krvi a onemocnénim kardiovaskularniho

systému [1-3].

1.2 Vitamin D

Vitaminy skupiny D oznacujeme jako kalciferoly. Vitamin D se v ptirodé
vyskytuje ve dvou formach (cholekalciferol a ergokalciferol), které¢ se li§i pouze
strukturou postranniho fetézce. Na zakladé jejich rozpustnosti je fadime mezi vitaminy
rozpustné v tucich. Vitaminy skupiny D vznikaji ze svych provitamini ucinkem

ultrafialového zafeni a vykazuji vyznamnou antirachitickou aktivitu [4].

1.2.1 Chemicka struktura vitaminu D

Vitaminy skupiny D patfi mezi sekosteroidy. Sekosteroidy jsou steroidy
podobné cholesterolu, ale s rozstépenym B kruhem [2]. Rozdil mezi strukturou steroidu

a sekosteroidu je znazornén na Obrazku 1.
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Steroid Sekosteroid

Obrazek 1. Porovnani steroidni a sekosteroidni struktury [2].

Struktury obou forem vitaminu D jsou odvozeny od jejich provitamind, které
jsou tvoteny cyklopentaperhydrofenanthrenem s C-18 a C-19 methylovymi skupinami,
C-3 hydroxylovou skupinou a C-5(6), C-7(8) systémem konjugovanych dvojnych vazeb
v kruhu B. Formy vitaminu D se vzajemné lisi délkou a uspofadanim postranniho

fetézce v poloze C-17 [5]. Struktury obou forem vitaminu D jsou zndzornény na
Obrazku 2.

I

Cholekalciferol Ergokalciferol

Obrazek 2. Chemicka struktura cholekalciferolu a ergokalciferolu [5].
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1.2.2 Fyzikalni a chemické vlastnosti

Kalciferoly jsou bilé az nazloutlé krystalické latky, které dobte absorbuji UV
zateni diky pfitomnosti systému konjugovanych dvojnych vazeb. Tyto vitaminy jsou
rozpustné v 95% ethanolu, acetonu, tucich a olejich, ale nerozpustné ve vodé. Jsou
termolabilni, citlivé na svételné zafeni a kyselé prostiedi. V roztoku u obou vitamini
dochazi k reverzibilni tepelné izomeraci na odpovidajici provitaminy. Vitamin D je
stabilni v alkalickém prostfedi, avSak v kyselém prostiedi izomeruje za vzniku dvou
izomerd: 5,6-trans vitaminu D a isotachysterolu. Tyto izomery nemaji vyznamnou
antirachitickou aktivitu. [3,11] Teplota tani vitaminu D, je 114 °C a vitaminu D3 je
83-86 °C [12].

1.2.3 Metabolismus vitaminu D

Vitamin Dj, oznaCovany jako cholekalciferol je nejvyznamnéjsi formou
vitaminu D. Vznika pusobenim UV zafeni o vlnové délce 280-320 nm v buikach
pokozky ze 7-dehydrocholesterolu. Mnozstvi takto vzniklého vitaminu je zavislé na
délce vystaveni jedince UV zafeni, zemépisné Siice nebo roénim obdobi [6,7]. Druhou
formou vitaminu D je vitamin D, taky oznacovany jako ergokalciferol, ktery je do téla
prijiman s potravou. Ergokalciferol vznika v rostlinach z ergosterolu. Oba vitaminy maji
shodny biologicky t¢inek a vedou ke vzniku kalcidiolu a kalcitriolu [5,8].

DalSim osudem vitaminu D je jeho transport do jater, kde je metabolizovan.
Vitamin D3, ktery vznikne v kizi, je do jater transportovan specifickym proteinem
krevni plazmy, ktery vaze vitamin D (DBP, vitamin D-Binding Protein). Vitamin Ds
(nebo D) pfijimany potravou je absorbovan v tenkém stievé a do jater transportovan
pomoci chylomikroni a DBP vazebného proteinu. Zde dojde k hydroxylaci pomoci
25-hydroxylazy za vzniku 25-hydroxykalciferolu neboli kalcidiolu 25(0OH)Ds;. To je
hlavni cirkulujici forma vitaminu D a prave ta se vyuZziva pii stanoveni hladiny vitaminu
D v krvi. Kalcidiol je nasledné transportovan DBP proteinem do proximalnich tubult
ledvin, kde je opét hydroxylovan 1-o-hydroxylazou na 1,25-dihydrokalciferol neboli
kalcitriol 1a25(0OH),Ds. Kalcitriol je nejuc¢innéj$i metabolit vitaminu D. Uplatiiuje se
pfi resorpci vapniku z potravy a také ovliviwyje strukturu kostni tkané. Metabolismus

vitaminu D je znazornén podrobnéji na Obrazku 3 [4,8,9].
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PFistitné — PTH ——|edvinal

Zlazy
l 1la-OHaza
Zdroje vitaminu D
1a25(0H):D:

Stfevo <—®—’ Tumorové buriky
Zvysuje / \ Inhibuje proliferaci
vstrebavani . Vyvolava diferenciaci
Ca®*aP K°.s_t'l . Imunitni bunky Inhibuje novotvorbu cév

Zajistuje Vyvolava diferenciaci

mineralizaci

Obrazek 3. Metabolismus vitaminu D3 [10].

1.2.4 Funkce vitaminu D3 v lidském organismu

Funkce vitaminu D v lidském organismu jsou velmi rtznorodé. Jeho hlavni
funkci je regulace hladiny vapniku a fosforu v krvi. Stimulaci stfevnich bunék zvySuje
resorpci vapniku a fosforu ze stfeva, tim stoupd hladina vépniku a fosforu v séru.
Zajistuje mineralizaci kostni tkané a pomaha tak pii spravném rustu kosti a zubt. Podle
nejnovéjSich studii vitamin D poskytuje ochranu pfed rozvojem osteopordzy a
hypertenze. Pomahéd také v prevenci nadorového bujeni, jelikoz inhibuje tvorbu
nadorovych buné¢k. Pti studiu svalové tkan¢ bylo prokazano, Ze se vitamin D vaze na
specifické receptory ve svalové tkani a vyvolava tak syntézu proteind, které ovliviuji
rust bunék svalu. Vitamin D tedy pozitivné ovliviiuje funkcei svalu. Vitamin D hraje také
vyznamnou roli v imunitnim systému, ovliviluje totiz odolnost organismu vici
bakterialnim infekcim a ma schopnost putsobit napiiklad proti Mycobacterium
tuberculosis [3,13-15].
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1.2.5 Hypovitaminéza

Nedostatek vitaminu D vede Kk nedostate¢né absorpci vapniku ze stieva.
Casnymi piiznaky jsou sniZena hladina vapniku v séru spolu se zvy$enou hladinou
parathormonu, coz vede k demineralizaci kosti. U déti se nedostatek vitaminu D nazyva
rachitida (ktivice), hlavnimi projevy jsou deformace patetre, hrudniku a dlouhych kosti.
U dospélych se nedostatek vitaminu D projevuje jako osteomalacie, kterd je
charakterizovana méknutim kosti [3,8].

Mezi rizikové faktory u nedostatku vitaminu D patii piedCasny porod,
pigmentovana ktize, nedostatecna expozice vuc¢i slunenimu zéfeni a pokrocily vek,
protoze kize starSich lidi produkuje méné vitaminu D. Nedostatek vitaminu D pfevlada
vice v Evrop€ nez v Asii, Australii nebo USA. V Evrop¢ se hladiny 25(OH)D3 vztahuji
K zemépisné Sifce. Prekvapivé nejvyssi hladiny 25(OH)D3 byly pozorovany ve
skandinavskych zemich, naopak nejnizsi hladiny byly zjistény v jizni Evropé. To mlze
byt zplsobeno jejich svétlou kuzi, Castéjsi expozici kliize slunecnimu zafeni nebo

pouzivanim multivitaminovych doplika [16].

1.2.6 Hypervitaminéza

Vysoké davky vitaminu D jsou velmi toxické. Intoxikace nemtize nastat
pfiliSnym slunénim, nastdva pouze po poziti kontaminované¢ho produktu nebo pii
predavkovani vitaminovymi dopliiky. Intoxikace se obvykle projevi pii piekroceni
davky 250 pg/den. Casna hypervitaminéza se projevuje bolestmi hlavy, nevolnostmi,
priymy nebo zmatenosti. V akutni fazi se hypervitaminoza projevuje srdecni arytmii,

kfeCemi a muize vést az k nevratné kalcifikaci srdce nebo plic [2-3,8].

1.2.7 Vyskyt vitaminu D3 v potravinach

Potraviny rostlinného plivodu obsahuji jen velmi malé mnoZstvi vitaminu D.
Z potravin rostlinného piivodu jsou dobrym zdrojem zejména hiiby nebo kokosové
maslo. Vyznamnéjsi jsou zdroje Zivoc¢isného puvodu, ty jsou vSak omezeny jejich
malym mnozstvim. Tu¢né ryby jako sled’, sardinka, tuiidk nebo losos jsou bohatym
zdrojem vitaminu D. Pozoruhodné vysoké koncentrace vSak najdeme v jaternich tucich
moftskych ryb jako halibut, makrela nebo treska. NiZ§i obsah vitaminu D mé& maso,

hovézi jatra, vejce a mlécné vyrobky. Koncentrace vitaminu D v mléce je proménna,

souvisi s mnozstvim slune¢niho svétla, které je k dispozici pro syntézu vitaminu D.
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Obsah cholekalciferolu proto byva v zimnim obdobi asi ¢tyfikrat niz8i nez v obdobi
letnim [5,11]. Piehled vybranych potravin je uveden v Tabulce 1.

V USA a Kanadé¢ jsou mléka fortifikovana vitaminem D obvykle v mnozstvi
400 IU na porci, aby splnila doporuceny denni ptispévek vitaminu D 10 pg. Fortifikaci
rozumime umelé obohaceni potraviny. Fortifikace vitaminem D se provadi z divodu
vstiebavani vapniku. Mezi dal$i potraviny, které se bézné¢ obohacuji o vitamin D, patii
suSené odstfedéné mléko, snidanové cerealie, kojeneckd vyziva nebo susené polévkové
smési. Vitamin D se ptidava bud’ jako olejovy roztok nebo v kombinaci s vitaminem A.
Co se tyka stability vitaminu D v potravinach, jejich skladovani, zpracovani nebo vaieni
obecné neovlivityji aktivitu vitaminu. Vitamin D je odolny pii uzeni ryb a sterilizaci i
pasteraci mléka, je znien pouze pii oxidaci tukd [11]. Denni davka pro clovéka je
zavisld na jeho v€ku a na intenzité ozafovani pokozky. Denni potieba vitaminu D je

2,5 az 10 pg, davka je vyssi u kojencti a t¢hotnych Zen [4-5].

Tabulka 1. Obsah vitaminu D v n&kterych potravinach [4-5,16].

Potravina Obsah kalciferolt (ng/kg)
Halibut v oleji 35000
Kakaovy prasek 750
Rybi tuk 250
Tunak 50-80
Vajecny Zloutek 75
Hriby 21
Maslo 13,4
Hovézi jatra 11,3
Syry 8
Smetana 4
Maso 3
Teleci jatra 1,3
Mléko 0,6
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1.3 Moznosti stanoveni vitaminu D3 v potravinach

Obecné stanoveni vitamini v potravinach neni lehky ukol, jelikoz jejich
koncentrace jsou vzhledem Kk ostatnim slozkam velmi nizké. V dnesni dobé se stanoveni
vitaminu v potravindch rutinné provadéji pomoci mikrobiologickych nebo analytickych
metod. Pfestoze byl dosazen zna¢ny pokrok ve vyvoji analytickych metod, tyto metody
obecn¢ postradaji citlivost a selektivitu biologickych stanoveni. Nicméné tyto
fyzikalné-chemické zplisoby stanoveni maji tu vyhodu, Ze nejsou ¢asové narocné jako
zminéné biologické testy. Mezi biologické metody patii napf. biologické testy na
zviratech nebo enzymatické metody. Pfi instrumentdlnim stanoveni lipofilnich vitamina
v potravinach se nejcastéji pouzivaji chromatografické a spektrofotometrické metody,

které budou podrobné&ji popsany v nasledujicich podkapitolach [3,11].

1.3.1 Chromatografické metody

Pted samotnym chromatografickym stanovenim vitaminu D v potravinach je
nutné zatadit nasledujici kroky, které souhrnné nazyvame ptiprava vzorku k analyze.
Mezi tyto kroky patii homogenizace potraviny, hydrolyza, extrakce analytu,
zkoncentrovani a ¢isténi findlniho vzorku.

Pti ptipravé vzorku by se méla vénovat nejvétsi pozornost jeho homogenizaci,
vzorek by nemél pfijit do styku se slune¢nim zatenim ¢i vlhkosti. Nejcastéji pouzivanou
metodou pro hydrolyzu vzorku potravin obsahujici vitamin D je saponifikace
s alkoholickym roztokem KOH, pro tu¢né potraviny je dokonce povinnd. Saponifikace
zajisti odstranéni nadbytku triglyceridl, které by ruSili stanoveni. Saponifikace je
alkalickd hydrolyza provadéna za horka, ktera vede k izomeraci vitaminu D na jeho
provitamin. Nicméné bylo zjisténo, ze v disledku tepelné izomerace dochazi ke ztraté
vitaminu D o 10 az 20 %; tento problém se nyni fesi studenou alkalickou hydrolyzou
[11,18-19].

V dalsim kroku pro uspé&$né stanoveni je velmi dilezité, aby byl vitamin D
kvantitativné extrahovan z potravinové matrice, ¢imz se odstrani i rusivé latky
rozpustné ve vod¢. Jelikoz vitamin D a jeho metabolity jsou steroly rozpustné v tucich,
extrahuji se organickymi rozpoustédly. Pro extrakci rozpoustédlem se nejcastéji
pouzivaji naptiklad methanol/chloroform (2:1) nebo hexan/isopropylalkohol (1:1). Mezi
dals$i metody, které se pouzivaji pro extrakci vitaminu D ze vzorku potravin, patii
extrakce nadkritickou tekutinou (SFE, Supercritical Fluid Extraction) nebo extrakce
tuhou fazi (SPE, Solid Phase Extraction) [11,18-19].
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Precisténi extrahovaného vzorku se lisi podle typu potravinové matrice.
Napiiklad u fortifikovaného mléka se vyuziva semipreparativni HPLC. U krmiv je
nutné dvoustupiiové Cisténi sloupcovou chromatografii na aluminé, aby se odd¢lil
vitamin D od vitaminu E a karotenoidl, a nasledné se Cisti frakce vitaminu D pomoci

semipreparativni HPLC [19].

1.3.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC, High-Performance Liquid
Chromatography) je v soucasné dobé nejpouzivanéj$i metoda pro stanoveni lipofilnich
vitamini v potravinach. Jedna se o referencni metodu pro stanoveni vitaminu D
v potravinach CSN EN 12821 (560047). B&né se vyuziva pii analyze mléénych
vyrobk, kojenecké vyzivy nebo masa a masnych vyrobki [18,20]. Je to nedestruktivni
metoda a mezi jeji vyhody patii vysoka selektivita detekce a schopnost oddélit vitaminy
bez potieby derivatizace [11]. Principem metody je rozdé€lovani jednotlivych slozek
analytu mezi stacionarni a mobilni fazi. Dle polarity stacionarni faze rozdélujeme
HPLC na normalni (NP-HPLC) a reverzni (RP-HPLC). U RP-HPLC je stacionarni faze
mén¢ poldrni (napf. C-18) nez faze mobilni (napt. voda), u NP-HPLC je stacionarni
faze polarné;si (napft. silikagel) nez faze mobilni (napt. hexan) [21].

Obsah vitaminu D3 a jeho metabolitu 25(OH)D3 Vv riznych prasecich tkanich
metodou HPLC stanovovali Burild a kolektiv. Cilem této studie bylo prozkoumat
potencial zvySeni obsahu vitaminu D3 v prasecich tkanich zvySenim hladiny vitaminu
D3 a 25(0OH)D3 v krmivech pro prasata. Po homogenizaci byly do testovaného vzorku
pfidany vnitini standardy vitaminu D, a 25(OH)D,, vzorky byly zmydelnény a
extrahovany smési diethyletheru a petroletheru (1:1). V dal§im kroku byl vzorek c¢istén
extrakci tuhou fazi a preparativni NP-HPLC. Pro kone¢nou separaci byla zvolena RP-
HPLC, vitamin D3 a jeho metabolit byly detekovany UV detektorem a detektorem
diodového pole DAD. Tato studie prokdzala, ze zvySené mnozstvi vitaminu D3 Vv

krmivu zvySuje obsah vitaminu D3 ve vepfovém mase [22].

1.3.1.2 Plynova chromatografie
Plynova chromatografie (GC, Gas Chromatography) je analytickd metoda, ktera
na rozdil od HPLC vyuziva jako mobilni fazi inertni plyn (napt. He, Ny, Ar). Zplynény
vzorek je davkovan pifimo do proudu nosného plynu, ktery ho unasi skrze kolonu

umisténou v termostatu, kde nastdva déleni na jednotlivé slozky. Principem déleni je
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rozdilnd rozpustnost slozek v kapalné stacionarni fazi. Jednotlivé slozky smési jsou pak
unaseny nosnym plynem az k detektoru [21].

Tato metoda neni pfili§ vhodna pro stanoveni vitaminu D, jelikoz je tepelné
nestaly. Pro zvySeni stability a tékavosti vitaminu D je nutné provést derivatizaci
polarni hydroxylové funkéni skupiny, kterd mize béhem méfeni zplisobovat nelinearni
odezvu detektoru a adsorpci, ta se projevi na chromatogramu jako Siroké piky.
K derivatizaci hydroxylové skupiny vitaminu D se nejcastéji pouziva silylace a acylace,
nejvhodnéjsimi derivatizaénimi ¢inidly jsou trimethysilylchlorid a trifluoracetanhydrid
[18,23].

Nair a kolektiv stanovovali vitamin D, a D3 v krvi a jatrech potkand, kterym byli
podavany vysoké davky téchto vitamini. Vzorek byl homogenizovan s ethanolem a
pyrogallolem a ruSivé slouceniny jako provitaminy nebo cholesterol byly vysrazeny
digitoninem. Nasledovala hydrolyza 50% ethanolickym roztokem KOH a extrakce
hexanem. Extrakt byl vycistén sloupcovou chromatografii s oxidem hlinitym jako
staciondrni fazi. Pfi analyze oba vitaminy podléhaly tepelné cyklizaci, coz vedlo ke
vzniku pyro- a isopyro- derivati. V dusledku této transformace byli na chromatogramu
viditelné dvojité piky, u kterych bylo prokazano, Ze jsou kvantitativné tvoreny
z matefskych sloucenin. Vitaminy a jejich cyklizdty byly derivatizovany
hexamethyldisilazanem a trimethylsilylchloridem. Derivaty byly detekovany

plamenové-ioniza¢nim detektorem FID [24].

1.3.1.3 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC, Thin Layer Chromatography) je ideélni pro
stanoveni lipofilnich vitamint, jelikoz se jednd o jednoduchou, citlivou a selektivni
metodu nendro¢nou na upravu vzorku. Dalsi nespornou vyhodou je jeji ekonomicka
dostupnost. Samotnd separace probihd na stacionarni fazi, kterd je tvofena napf.
silikagelem nebo oxidem hlinitym, stacionarni fize je nanesena na pevné desce ze skla
¢1 hliniku. Vzorek se nandsi na linii startu sorbentu, poté se podlozka vlozi do vyvijeci
komory, kde je eluovana vhodnymi organickymi rozpoustédly.

Hossu a kolektiv pouzili TLC analyzu pro stanoveni vitaminu D v dopliicich
stravy. Jako stacionarni fazi pouzili silikagel, mobilni fazi byla zvolena smés
rozpoustédel cyklohexan/ether/benzen (8:4:1). Vitamin D byl detekovan postiikem
smé&si kyseliny sirové, acetanhydridu a 10% ethanolu a zahtatim na 110 °C po dobu

Sminut. Pfi TLC jsou vitamin D i jeho provitaminy a estery snadno ovlivnény
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podminkami okolniho prostiedi, hrozi zde riziko degradace a jejich zniceni oxidaci. Je

tedy doporuc¢ovano pracovat ve tmé a v proudu dusiku pfi teploté 0 °C [25].
1.3.2 Spektralni metody

1.3.2.1 Spektrofotometrie

Principem spektrofotometrie je schopnost latky absorbovat elektromagnetické
zateni v ultrafialové (200-400 nm) nebo viditelné (400-750 nm) oblasti svétla.
Vitamin D stejné jako jeho provitaminy vykazuje pomérné nizkou absorpci v UV
oblasti s maximem 265-280 nm. Schopnost vitaminu D absorbovat zateni v UV oblasti
svétla je dana jeho trienovou strukturou a ziejmé proto, Ze ne vSechny dvojné vazby
jsou rovinné, je absorbance niz$i, nez by se dalo o¢ekavat. Samotna UV spektrometrie
neni pfili§ vhodnd pro rutinni stanoveni vitaminu D, ale velmi Casto je vyuzivana ve
spojeni s chromatografickymi metodami, zejména jako detekce pro HPLC [26].

Byrdwell a kolektiv stanovovali vitamin D3 ve fortifikovaném pomerancovém
dzusu metodou HPLC. Vzorky byly extrahovany smési diethylether a petrolether a poté
ptecistény preparativni NP-HPLC. Pro konec¢nou separaci byla zvolena metoda
RP-HPLC, jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitril/methanol (2:3). Pro detekci

vitaminu D3 byla zvolena UV detekce a kvadrup6lova hmotnostni spektrometrie [27].

1.4 Elektrochemické metody

Elektrochemické metody predstavuji moznou alternativu k vySe popsanym
instrumentalnim  metoddm. Podstatou téchto metod je studium procest
(elektrochemickych reakci) probihajici na rozhrani elektrod a pracovniho elektrolytu,
ktery obsahuje stanovovanou latku. Mezi tyto metody lze zafadit voltametrii,
potenciometrii a amperometrii. Tato diplomova prace je konkrétné zaméfena na

voltametrické metody pro stanoveni vitaminu D v potravinach a vyzivovych doplncich.

1.4.1 Voltametrie

Pocatky polarografie (resp. voltametrie) se datuji do prvni poloviny 20. stoleti,
kdy ¢esky védec a nositel Nobelovy ceny Jaroslav Heyrovsky sestavil prvni polarograf.
Polarografie a voltametrie jsou elektrochemické techniky, pii kterych je méten proud,
ktery prochazi elektrochemickym ¢lankem v zavislosti na vlozeném potencialu. Proud
prochazejici elektrodou je pfimo umérny koncentraci stanovované latky, ktera podléha

oxidaci nebo redukci [28-29].
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Rozdil mezi polarografii a voltametrii je vtypu pouzitych elektrod.
V polarografii se elektrochemickd méteni provadi pouze na kapajici rtutové elektrode
(DME). U voltametrie ptevladaji pevné elektrodové materialy, jejichz povrch se neméni
béhem méfeni, jmenovité visici rtutova kapkova elektroda (HMDE), nejriznéjsi
uhlikové matrialy, ¢i ryze kovové elektrody [30-31]. V této diplomové praci byla
pouzita pevna elektroda ze skelného uhliku (GCE).

1.4.1.1 Pracovni elektrody

Pracovni elektrody piedstavuji vodivy elektricky materidl neobsahujici zadné
piimési, které by mohli eventualné rusit stanoveni. Mnoho jich je komer¢né dostupnych
¢1 se daji laboratorn¢ pripravit. NejCastéji se vyrabi ve valcovitém tvaru, kdy byva
pracovni plocha definovdna izola¢nim materidlem, jako napiiklad teflon. V dnesni
moderni dobé se také uplatiuji jednordzové plandrni elektrody, takzvané tisténé
elektrody (Screen-Printed Electrodes - SPEs). Hlavni vyhodou téchto elektrod je
moznost ptipravy elektrod o rizném tvaru a velikosti [29,31].

Za hlavni nevyhodu pevnych elektrod lze povazovat slozité obnovovani povrchu
po kazdé¢ analyze, nebot’ v mnoha piipadech dochdzi k adsorpci stanovované latky ¢i
jejich produktd. Stav povrchu uréuje opakovatelnost ziskanych vysledki a je tedy
rozhodujicim faktorem. Zplsob obnovovani se li§i na zaklad¢ typu pracovni elektrody
nebo elektrodového materialu. Nejcastéji se provadi lesténi nebo elektrochemicka
regenerace.

Casto pouzivanymi materidly pro vyrobu pevnych elektrod jsou riizné
modifikace uhliku, dale pak zlato ¢i platina. Mezi pevné elektrody patii klasické GCE,
nebo také pastova uhlikova elektroda (CPE), kterou lze pfipravit smichanim uhlikového
prasku a pastovaci kapaliny. V soucasné dob¢ jsou vyvijeny stile nové materidly a
modifikace elektrod za Gi¢elem zvySeni selektivity stanoveni [29,32].

Pro stanoveni vitaminu D3 jiz byly pouZity nésledujici elektrody: rotujici GCE,
klasicka GCE, GCE/SiO,/GO/Ni(OH), (amorfni ¢&astice hydroxidu nikelnatého na
hybridnim materidlu, ktery se sklada ze silikagelu a GCE modifikované grafenem),
GCE/poly(ARS)MWCNTs (GCE modifikovana alizarinovou cCerveni a uhlikovymi
nanotrubicemi) a GCE/AuPd (GCE modifikovana bimetalickymi nanoc¢asticemi zlata a
palladia) [33-37].
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1.4.2 Elektrochemie vitaminu D

I ptes znacny biologicky vyznam vitaminu D a jeho derivati existuje o téchto
slou¢eninach pomérné malo elektrochemickych studii. Bylo vyvinuto pouze nékolik
voltametrickych metod pro stanoveni tohoto vitaminu. Pfitom je nutné piipomenout
nekteré vyhody, mezi které patifi nizké potfizovaci néklady, moznost miniaturizace a
casova nenarocnost. Tyto metody obvykle nevyzaduji kvalifikovany pracovni personal
a slozitou upravu vzorku. Diky t€émto vyhodam si vyroba elektrochemickych senzort,

které mohou byt pouzity pro detekci vitaminu D, ziskala v posledni dobé velkou

pozornost [34-35,38].

1.4.2.1 Elektrochemicke viastnosti vitaminu D

Elektrochemické vlastnosti vitaminu D shrnul Richard Webster ve své studii
zroku 2012, kdy pomoci cyklické voltametrie pozoroval elektrochemické chovani
vitamind D, a D3 v prostiedi methanolu a acetatového pufru. Jak mizeme vidét na
Obrazku 4, vitamin D3 vykazoval elektrochemickou aktivitu, nebot’ poskytoval
intenzivni oxida¢ni pik. Tento proces je povaZzovan za chemicky ireverzibilni, protoze
pii skenovani metodou cyklické voltametrie (CV) byl zjistén pouze oxidacni signal bez
pritomnosti zpétného redukéniho piku. Oxidac¢ni potencidl pro oba vitaminy byl
ptiblizn¢ +1,1 V vs. SKE [39]. To znamena, Ze ve vzorcich potravin nebude mozné
jednotlivé formy od sebe odlisit. Tudiz voltametricky lze stanovit pouze sumu téchto
forem a vztahnout ji na jednu z nich, eventualné vysledky uvadét jako celkovy obsah

vitaminu D.

Current/uA

-5 | 1 1 | i 1 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6
Voltage/V versus Ag—-AgCl(sat)

Obriazek 4. Cyklicky voltamogram vitaminu D3 o koncentraci 7,8.10* mol-I* v 90%
methanolu s 0,05 mol-I"™* acetatového pufru za pouZiti elektrody ze skelného uhliku [39].



Za elektroaktivitu vitaminu D jsou pravdépodobné zodpovédné trienové skupiny
V polohéch 5, 7 a 10 a hydroxylové funk¢ni skupiny v poloze 3. Jak je znazornéno na

Obrazku 5 k oxidaci dochazi v jednom kroku na trienovych skupinach molekuly [36].

HO"

Obrazek 5. Elektrochemicka oxidace vitaminu D3 [36].

Dalsi elektrochemické experimenty tykajici se vitaminu D, byly provedeny
metodou CV v elektrolytu obsahujicim roztok ethanolu a LiCIO,, ktery zajistoval jeho
elektrickou vodivost. Jako pracovni elektroda byla vybrana GCE a jako referentni
chloridostiibrna elektroda (Ag/AgCl). Nevratny oxidac¢ni pik byl detekovan pfiiblizné
pfi potencidlu +1,4 V. Behem oxida¢niho skenovani byla pozorovana u obou vitamini
adsorpce produktli oxidace na povrch elektrody, coz vedlo ke snizeni oxidac¢niho

proudu piku pii opakovaném skenovani [39].

1.4.2.2 Voltametrické stanoveni vitaminu D

Cincotto a kolektiv stanovovali vitamin Ds; v riznych elektrolytech.
Elektrochemicky ¢lanek byl sloZen z pracovni elektrody GCE, jako referentni elektroda
byla zvolena chloridostiibrna elektroda (Ag/AgCl s KCI) a jako pomocna elektroda byl
pouzit platinovy drat. Nejdfive autofi experimentu pomoci CV potvrdili
elektrochemickou aktivitu vitaminu D za pouzitych podminek. Nejlepsi vysledky
méfeni vykazoval vodné-ethanolicky elektrolyt obsahujici 0,1 mol-I™ chloristan lithny,
coz je ilustrovano na Obrazku 6. Z obrazku je ziejmé, ze reakce probihala opét
ireverzibilné. Stanoveni vitaminu a interferenéni studie probihala uspéSné¢ pomoci

metody diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) [35].
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Obrazek 6. Cyklické voltamogramy 1.0 mmol-I™ vitaminu D, a Ds v acetonitrilu,
ethanolu a dichlormethanu [35].

Nallbani a kolektiv stanovovali vitamin D3 pomoci adsorpéni rozpoustéci
voltametrie (AdSV, Adsorptive Stripping Voltammetry). Principem metody je
akumulace analytu na povrch elektrody adsorpci, nasledné se elektrochemicky aktivni
latky stanovi z vysek pikl pfi jejich oxidaci nebo redukci. Elektrochemicky ¢lanek byl
slozen zpracovni elektrody GCE, jako referentni elektroda byla zvolena
chloridostiibrna elektroda a jako pomocna elektroda byl pouzit platinovy drat. Nejprve
byla provedena adsorpce na povrch GCE ponofenim pracovni elektrody do riznych
vodng-organickych roztoki, které obsahovaly 100 umol-1™* vitaminu D, Jako optimalni
byl zvolen 40 % ethanolicky roztok, ktery diky své nizké t€kavosti zarucuje konstantni
sloZeni vodné-organického roztoku béhem adsorpce. Poté byl adsorbovany vitamin D3
anodicky oxidovan metodou square wave voltametrie (SWV) v0,1 mol-I*
Britton-Robinsonové pufru, coz je ilustrovano na Obrazku 7. Z obrazku je patrné, ze

reakce probihala opét ireverzibilné [40].
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Obrazek 7. Adsorpéni rozpoustéci square wave Vvoltametrie vitaminu D3 o0
koncentracich 0, 1, 10, 20, 30, 40 a 50 umol-l'1 [40].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie a materialy

Chemikalie o p.a. Cistoté pouzité pro piipravu roztokt byly zakoupeny od
riznych vyrobcd. Pro pifipravu zminénych roztokd byla pouzita redestilovana voda,
kterd byla piipravena demineralizaci destilované vody pomoci pfistroje Multi-Q od

spole¢nosti MERCK. Jednotlivé chemikalie a jejich vyrobci jsou uvedeny nize:

Chloristan lithny SIGMA ALDRICH, Steinheim, Némecko
Kyselina fosforecnd 85% PENTA, Praha, Ceska Republika
Kyselina octova 99,8% MERCK, Darmstadt, Némecko

Kyselina borita LACHEMA, Neratovice, Ceska Republika
Vitamin D3 — cholekalciferol MERCK, Darmstadt, Némecko

Ethanol 96% LACHEMA, Neratovice, Ceska Republika

2.2 Priprava pracovnich roztoki

Pro piipravu 50 ml standardniho roztoku o koncentraci 0,01 mol-I"* byl pouzit
cholekalciferol od firmy MERCK. I pfes garantovanou stabilitu tohoto vitaminu byl
tento zasobni roztok uchovavan v lednici pii teploté 5°C. V piipadé potieby byl tento
roztok dale fedén 96% ethanolem. Vzniklé roztoky byly taktéz uchovavany v lednici pti
5°C. Veskeré elektrochemické experimenty byly provadény ve vodné-ethanolickych
smésich s ptidavkem chloristanu lithného. Béhem ptipravy téchto roztokl se odstranil

ptebytecny vzduch za pomoci ultrazvukoveé 1azn€ po dobu 20 min.

2.3 Pristrojové vybaveni

K navaZovani bylo pouzito analytickych vah od spole¢nosti BOECO a pfi
odvzdusnovani zasobnich elektrolyti byla pouzita ultrazvukovd lazen od firmy
BANDELIN ELECTRONIC GmbH.

Voltametrick¢é méfeni bylo realizovano v tiielektrodovém uspotfadani sloZzené
z elektrody ze skelného uhliku (GCE), chloridosttibrnou referentni elektrodou
(Ag/AgCI) a pomocnou elektrodou z platinového dratu. Pro ilustraci je celkovy set
znazornén na Obrazku 8. Zminéné elektrody byly pfipojeny k potenciostatu Autolab
PGSTATI101 od spole¢nosti METROHM (Praha, Ceska Republika). Béhem méfeni byl
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pro nastaveni parametrti metody, zaznamenani a vyhodnoceni vysledkl pouzit software

Nova verze 1.11. Statistické udaje byly nasledné zpracovany v programu Excel.

Obrazek 8. Elektrochemicky analyzator Autolab PGSTATI101 (vlevo), mérny
tiielektrodovy systém s laboratornim stojanem a magnetickym michadlem (vpravo).

2.4 Pracovni podminky

Meéfeni se uskute¢niovala ve sklenéné voltametrické cele, ktera obsahovala 20 ml
pracovniho elektrolytu. Pfed kazdym meéfenim bylo nutné obnovit povrch elektrody
oplachnutim ¢istym hexanem S naslednym lesténim vodnou suspenzi aluminy (velikost
¢astic 1 pm) po dobu 10 s, jelikoz produkty elektrochemické oxidace cholekalciferolu
zustavaly po méteni adsorbovany na povrchu GCE. Pro studium elektrochemického
chovani cholekalciferolu na GCE v 0,1 mol-I™* LiClO4 v 50% ethanolu byla zvolena

cyklicka voltametrie (CV) s nasledujicimi parametry:

Pocatecni potencial ov
Koncovy potencial +1,2V
Potencialovy krok (Estep) 5mV
Rychlost skenu (v) 50 mV-s™

Vlastni analyza realnych vzorku (vitaminové dopliky stravy) byla provadéna
pomoci diferenéni pulzni voltametrie (DPV), ktera musela byt optimalizovana. Nize

jsou jiz uvedené optimalni parametry DPV. Optimalizace zahrnovala kromé nastaveni
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téchto parametrii i vybér a slozeni pracovniho roztoku, coz je dale diskutovano. DPV

cholekalciferolu na GCE byla provedena za nasledujicich podminek:

Pocate¢ni potencial oV
Koncovy potencial +1,2V
Potencidlovy krok 5mV
Hodnota amplitudy (Eampr) 140 mV
Doba pulzu (tin) 0,5s
Rychlost skenu (v) 50 mV-s*

2.5 Priprava vzorku k analyze

Byly analyzovany dva ruzné dopliky stravy: Optisana (vapnik + vitamin D),
ktery je b&zné k dostani v prodejnach Tesco Ceska republika CR a.s., a doplnék stravy
PRO formula (vapnik + vitamin D3 + vitamin K) volné prodejny v Lidl Ceska republika
v.0.s. V50 ml pracovniho elektrolytu (0.05 mol-I* LiClO4 v50% ethanolu) bylo
rozpusténo vzdy 8 tablet jednoho ze vzorku doplitkku stravy. Rozpusténi se provadélo
vlozenim do ultrazvukové 1azn€ po dobu 30 min a zbyla usazenina byla zfiltrovana na
filtra¢nim papiru. Vysledny filtrdt o objemu 10 ml byl analyzovan voltametricky a
vyhodnocen metodou standardniho pfidavku. Byly pouzity tii ptidavky o koncentraci
0,001 mol-I™ cholekalciferolu v 96% ethanolu. Analyza kazdého vzorku byla opakovana

nejméné trikrat.
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3 Vysledky a diskuse

Bylo studovano elektrochemické chovani vitaminu D3 pomoci CV, vysledky
jsou diskutovany v nasledujicich kapitolach. Dale je popsana optimalizace DPV, ktera
spocivala v nalezeni vhodného obsahu ethanolu a LiClO4 a parametrii voltametrické
techniky. Z diivodu lipofilniho charakteru analytu byla veskera méteni provadéna ve
vodn&-ethanolickych smésich, jejichz hodnota pH byla upravena piidavkem 0.1 mol-I*
Britton-Robinsonova pufru (BRB). Pro zvySeni vodivosti téchto roztokli byla pouzita
lithna sul v podobé¢ LiClOs.

3.1 Elektrochemické chovani vitaminu D5

Na Obrazku 9 je patrné, Ze cholekalciferol vykazoval elektrochemickou aktivitu,
nebot’ poskytuje intenzivni oxidacni pik pfi +1,18 V. Tento proces lze oznacit jako
ireverzibilni, jelikoz zadny zpétny redukéni signal nebyl zaznamenan. Ziskany oxidaéni
signadl zfejm¢ odpovidd hydroxylaci konjugovaného systému dvojnych vazeb
v molekule vitaminu D3 [39]. Tento anodicky signal byl dale studovan a pouzit pro

analytické aplikace.

T
00 02 04 06 08 10 12
E/V vs Ag/AgCI

Obriazek 9. Opakovana cyklicka voltametrie (10 cykli) 0,2 mmol-I™ cholekalciferolu
na GCE v 50% ethanolu obsahujicim 0,1 mol-I™* LiCIO4 pti v = 50 mV-s™.
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Pfi studii rychlosti skenovani bylo zjisténo, ze proud piku linearné roste s druhou
odmocninou rychlosti skenovani (R? = 0,9996). Navic Ize z hodnoty smérnice k = 0,419
Z linearni zavislosti logaritmu proudu piku na logaritmu rychlosti skenovani usoudit, ze

elektrochemicka oxidace cholekalciferolu je fizena spise difuzi (k = 0,5), nez adsorpci.

3.2 Optimalizace pracovnich podminek

Pro dosazeni maximalni mozné citlivosti vyvinuté voltametrické metody bylo
nutné nalézt optimalni podminky jako obsah ethanolu, LiClIO,4, vliv kyselin a zéasad,

rychlost skenovani a velikost amplitudy.

3.2.1 SloZeni pracovniho média

Vzhledem k nerozpustnosti cholekalciferolu v ¢ist¢é vodnych roztocich bylo
nutné najit optimalni obsah ethanolu a LiClO4. Pro zjisténi optimalniho obsahu ethanolu
byl proméfovan standardni roztok 100 umol-I* cholekalciferolu v pracovnim
elektrolytu, ktery obsahoval vzdy 0,01 mol-I™* LiClO, a riizné koncentrace ethanolu. Jak
je patrné z Obrazkt 10 a 11, nejvyssi hodnota anodického proudu byla ziskana pii
pouziti 50 % obsahu ethanolu. Pfi vy$§im obsahu ethanolu byla pozorovana nizsi

hodnota proudu piku, proto byl jako optimalni zvolen 50% ethanol.
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Obrazek 10. Ukazka voltamogramu 100 pmol-I™ cholekalciferolu pro obsah ethanolu
50 % a 100 %. Méteno metodou DPV na GCE pii Eamp = 25 mV a v = 50 mV-s?t,
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Obrazek 11. Zavislost proudu na mnozstvi ethanolu v pracovnim elektrolytu
obsahujicim vzdy 0,1 mol-I* LiClO,. Mgfeno pro koncentraci 100 pmol-I™*
cholekalciferolu metodou DPV na GCE pfi Egnp = 25 mV av =50 mV:s™.

36



Pro zjisténi optimalniho obsahu LiClOs byl proméfovan standardni roztok
100 pmol-I"* cholekalciferolu v pracovnim elektrolytu, ktery obsahoval pokazdé 50%
ethanol a rizné koncentrace lithné soli. Obecné se rozpustnost lipofilni latky ve smési
voda-organicka latka snizuje s vy$Sim obsahem soli, ale je dulezité zminit, Ze vodivost
nosného elektrolytu se s vys$sim obsahem soli zvysuje. Pokud byla pouzita koncentrace
LiCIO, nizsi nez 0.05 mol-1™, byly zaznamenany nizké a $iroké oxidaéni piky, tak jak je
ziejmé z Obrazku 12. S rostouci koncentraci lithné soli uz nebyl pozorovan vyznamny
proudovy nartist, a tudiz lze povazovat koncentraci 0.05 mol-1* LiClO4 za optimalni
(viz. Obrazek 13).
1,8 -

0,0+’
00 03 06 09 12 15
E/V vs Ag/AgCI

Obrazek 12. Ukéazka voltamogramu 100 pmol-1* cholekalciferolu pro obsah 0,01
(Gervend), 0,05 (modrd) a 0,1 mol-1™* LiClOy4 (zelend). Mé&feno metodou DPV na GCE
pii Eampi =25 mV av=50mV-s™.
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Obrazek 13. Zavislost proudu piku cholekalciferolu na mnozstvi LiClO4 vV pracovnim
elektrolytu obsahujicim vzdy 50% ethanol. M&feno pro koncentraci 100 pmol-1™
cholekalciferolu metodou DPV na GCE pti Eamp =25 mV av =50 mV-s?t,

V ramci této optimalizace byla ovéfena voltametricka metoda, kterou vyvinuli
Cincotto a kolektiv z roku 2014. Tito autofi taktéz pouzili GCE. Dale ve své védecké
praci uvadgji za optimalni sloZeni pracovniho média 0.1 mol-1* LiClO, v 40%
ethanolu [35]. Lze se domnivat, ze slozeni pracovniho média mize mit vyznamny vliv
na analytické parametry vysledné DPV metody. Tudiz tato zminénd prace bude nadéle

pouzita pro porovnani s nami vyvinutou.

3.2.2 Optimalizace pouzité voltametrické techniky

Optimalizace diferen¢ni pulzni voltametrie byla zaméfena na nalezeni vhodnych
parametrt, jmenovité amplitudy a rychlosti skenu. Jak je patrné z Obrazku 14, se
zvySujici amplitudou se rovnéz zvySovala proudova odezva cholekalciferolu. Pro
hodnoty amplitudy vyssi nez 140 mV uz nedochazelo k tomuto jevu, a tak lze
povazovat tuto hodnotu za optimalni (viz. Obrazek 15).

Rada bych zminila, Ze s rostouci amplitudou vyrazné rostlo i1 proudové pozadi
(zvySeni zakladni linie). Ustaleni se uskutecnilo az pti hodnoté zakladni linie ~25 pA.
Nicméné tento jev nijak nezapficinil zhorSeni vyslednych analytickych parametri, coz

jen dokazuji dal$i namétené vysledky.
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Obrazek 14. Voltamogramy pro 50 umol-1"* cholekalciferolu pfi riznych amplitudach
pulzu. DPV na GCE v 50% ethanolu obsahujici 0.05 mol-1*LiCIO, pro v = 50 mV-s™.
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Obrazek 15. Vliv amplitudy na velikost proudu piku 50 pmol-1™ cholekalciferolu. DPV
na GCE v 50% ethanolu obsahujici 0.05 mol-1"* LiCIO, pro v = 50 mV-s™.

Jako optimélni rychlost skenu byla zvolena hodnota 50 mV-s™. Jak je vidét na

Obrazku 16 rychlost skenu vys§i nez 50 mV-s? nezvySuje vyznamné proudovou
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odezvu. Tudiz lze konstatovat, ze bylo pozorovano podobné chovani jako pti hledani
optiméalni amplitudy. Volba rychlosti skenu probihala v rozsahu 10-140 mV-s™. Pro

ilustraci jsou na Obrazku 16 uvedeny hodnoty od 10 do 70 mV-s?,

1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
v/ mV.s1

Obrazek 16. Vliv rychlosti skenu na velikost proudu piku 50 pmol-1™ cholekalciferolu.
DPV na GCE v 50% ethanolu obsahujici 0.05 mol 17 LiClO,, Eampt =50 mV.

3.2.3 Vliv pH pracovniho elektrolytu

Dal$im krokem byla optimalizace pH pracovniho elektrolytu. Do mérné cely
bylo pipetovano 5 ml 0.1 mol-I™ BRB pufru 0 zvolené hodnots pH, 5 ml 96% ethanolu a
50 pl standardu vitaminu D o koncentraci 0,01 mol-I*, aby vysledna koncentrace
standardu &inila 50 pmol-1". Takto pfipraveny pracovni elektrolyt byl promé&fovan
metodou DPV. Jak je patrné z Obrazku 17, cholekalciferol je elektroaktivni v celém
prométeném rozsahu pH a nejvyssi proudovou odezvu poskytuje pfi neutralnim pH 7.
Dale bylo zjiSténo, ze neni rozdil mezi pufrovanym BRB pufrem pii pH 7 ¢i
vodné-ethanolickou smési. Logicky se dalsi meéfeni provadéla v nepufrovaném

prostiedi.
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Obrazek 17. Vliv pH zakladniho elektrolytu na proud piku 50 pmol 1™
cholekalciferolu. DPV na GCE v 0.05 mol-1"* BRB pufru obsahujicim 50% ethanol pro
Eampl =50 MV av =50 mV-s™.

3.3 Validace vyvinuté voltametrické metody

3.3.1 Opakovatelnost méreni

Hodnota relativni smérodatné odchylky (RSD) pro opakovand méteni ovliviiuje
vyznamné presnost vysledné analytické metody. Pokud vypoctena hodnota RSD (%) je
niz8§i nez 5 %, povaZzujeme metodu za velmi pfesnou. Opakovatelnost méteni ve
voltametrickych metodach nejcastéji ovliviiuje zptisob oSetfeni povrchu pracovni
elektrody. Lze se domnivat, Ze pokud méfime vzdy na stejném povrchu a nedochazi-li
k jeho pasivaci béhem méteni, 1ze dosdhnout uspokojivé opakovatelnosti. Pro ovéfeni
opakovatelnosti byla nejprve prométena vzdy série p€ti méteni a to nasledovne:

e opakované méfeni na stejném povrchu pracovni elektrody,
e opakované méfeni vzdy na novém povrchu pracovni elektrody,
e opakované méfeni po omyti v ¢istém hexanu.

V Tabulce 2 jsou zaznamendny naméiené hodnoty proudu a potencidlu piku,

Z nichz je urCen jejich pramér (X), smérodatna odchylka (s) pro Studentovo rozdéleni a

relativni smérodatnd odchylka (RSD), spocitana dle rovnice 1. Vzhledem K nejnizsi
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relativni smérodatné odchylce, kterou poskytovalo méteni na stejném povrchu, byl tento
zpusob analyzy zvolen za optimalni. Dale byla provedena série deseti méfeni na stejném
povrchu. Zavislost proudu piku na poctu opakovani je uvedena na Obrazku 18.

Opakovatelnost metody ¢ini 3,09 % RSD.

RSD = --100 @)

Kl

Tabulka 2. Piechled namétenych hodnot pro vybér vhodné tpravy elektrody.

Stejny povrch Novy povrch Omyti v hexanu
n I,/ pA Eo/V I,/ pA Eo/V lp/ pA Eo/V
1 7,107 0,901 9,037 0,901 6,779 0,875
2 7,416 0,9 7,796 0,901 7,569 0,876
3 7,293 0,9 9,156 0,901 6,143 0,900
4 7,224 0,9 8,101 0,876 6,817 0,875
5 7,028 0,9 8,880 0,876 7,530 0,875
X 7,214 0,900 8,594 0,891 6,968 0,880
S 0,117 0,000 0,516 0,012 0,466 0,008
RSD 1,620 0,036 6,009 1,347 6,681 0,900

Vysledky zaznamenany za optimalnich podminek pro 50 pmol-1"cholekalciferolu: 0.05
mol-1™" LiClO4, 50% ethanol, Exmp = 140 mV, v = 50 mVs™.
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Obrazek 18. Proudy piku pro deset po sobé jdoucich méfeni na jednom povrchu GCE
pro koncentraci 100 umol-1™ cholekalciferolu. GCE, 0.05 mol 1™ LiClO,, 50% ethanol,
Eampl = 140 mV, v =50 mVs™,
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3.3.2 Kalibraéni zavislost

V dal$im kroku byl zji§tovan linearni rozsah, ve kterém lze eventudlné provadeét
realné analyzy. Ze zjisténé rovnice linedrni zévislosti, konkrétné¢ z velikosti useku, je
mozné usoudit, zda je mozné pouzit pro kvantitativni analyzu metodu standardniho
ptidavku. Nejnizsi detekovatelna (LOD) a kvantifikovatelna (LOQ) koncentrace
cholekalciferolu byla spo¢tena pomoci podilu nasobku smérodatné odchylky (s) pro 10
umol-1* cholekalciferol a smérnice jiz zminéné rovnice piimky (K), ktera charakterizuje

citlivost vyvinuté metody. Hodnoty LOD a LOQ byly spocitany pomoci rovnic 2 a 3.

3-s
LOD = ? (2)
L0Q = == ©

Obrazek 19 ilustruje obdrzené anodické voltamogramy cholekalciferolu pro
koncentrace od 10 do 100 pmol-1™. Z t&chto m&feni byly odedteny vysky pikd (Ip) a
plochy pikt (Ap). Ze ziskanych dat byly zkonstruovany kalibraéni zavislosti (viz.
Obrazek 20, 21 a 22) popsané piisluSnymi rovnicemi regresni ptimky.
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Obrazek 19. DPV voltamogramy pro 0 (zékladni linie), 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90 a 100 pmol-1™ cholekalciferolu. GCE, 0.05 mol-1* LiClO,, 50% ethanol, Emp =
140 mV, v =50 mV-s™.
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Obrazek 20. Graf zavislosti vySky piku na koncentraci cholekalciferolu, rozmezi
koncentrace cholekalciferolu 1-500 pmol-1. GCE, 0.05 mol-1* LiCIO,, 50% ethanol,
Eampt = 140 MV, v =50 mV-s™.
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Obrazek 21. Grafy zavislosti vysky piku na koncentraci cholekalciferolu v rozmezi
koncentrace cholekalciferolu 1-10 pmol-1* (A) a 1-100 umol-I* (B). Vysledky
naméfeny za optimalnich podminek.
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Obrazek 22. Graf zavislosti plochy piku na koncentraci cholekalciferolu v rozmezi
koncentrace cholekalciferolu 1-10 pmol-1* (A) a 1-100 umol-I* (B). Vysledky
naméfeny za optimalnich podminek.

Na Obrazku 20 je znazornéna kalibra¢ni zavislost pro koncentraci vitaminu Dj
od 1 do 500 pmol-1". Pokud uvaZujeme, e linearni rozsah je definovan od hodnoty
LOQ po hodnotu, kdy dochéazi k nelinearité kalibracni zavislosti, tak obdrzime interval
od 2,4 do 350 pmol-1*. Koncentraéni rozsah 1 az 100 umol-1" cholekalciferolu pro
vySku piku je popsan rovnici |, = 0,1191c + 0.0338 a charakterizovan korela¢nim
koeficientem R?=0.9974. Z rovnice byly nasledn& vypo&itany hodnoty LOD a LOQ
pro vysku piku, jmenovité 0,8 umol-l'1 a4 umol-l'l. Pro plochu piku je koncentracni
rozsah 1 az 100 um01~l'l cholekalciferolu definovan rovnici A, = 0,0125¢ - 0,0127 a
charakterizovan korelaénim koeficientem R? = 0.9989.  Z rovnice byly nésledné
vypogitany hodnoty LOD a LOQ pro plochu piku, jmenovité 0,9 pmol-1" a 2,8 pmol-1™.

Doporucend hladina vitaminu D v krvi je 75 nmol-1" bez ohledu na pohlavi nebo
vék &loveka, za normu se povaZuje rozmezi 75-250 nmol-1". Protoze je ale deficit
vitaminu D celosvétovym problémem, spokojuji se 1ékafi i s hodnotou alespoil
50 nmol-I'* [41]. ZvySe uvedenych hodnot je zfejmé, Ze vyvinutou piimou

voltametrickou metodu neni mozné aplikovat pti analyze krve z divodu nizké citlivosti.

3.3.3 Srovnani se stavajicimi metodami

Ve srovnani s metodami, které byly dosud pouzity pro voltametrické stanoveni
cholekalciferolu na GCE, bylo vnaSem pfipadé dosazeno zna¢ného pokroku

Vv linearnim rozsahu kalibra¢ni kiivky po nastaveni uplné novych pracovnich podminek.
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Dosazena citlivost vyvinuté voltametrické metody byla vybornd, lepSich vysledkl
dosahuji pouze metody, které jsou schopny detekovat cholekalciferol pouze v izkém

kalibraénim intervalu. Srovnani vSech metod je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3. Porovnani se stavajicimi voltametrickymi metodami.

Elektroda Metoda Pracovni elektrolyt Linearita LOD Ref.
(umol-1")  (umol 1)

rotujici GCE DPV 0,075 mol-1" LiCIO, 2-200 [38]
v MeOH

GCE/SiO/GO/  DPV 0,1 mol-1* LiClO,4 5-50 0,003 [33]

Ni(OH);

GCE DPV 0,1 mollI* LiClO, 0,343 0,112 [35]
v 40% EtOH

GCE/poly(ARS) SWV  0,05% SDSv15M 8-160 5 [37]

MWCNTSs octanu amonném

GCE DPV 0,05 mol 1" LiClO, 2,4-350 0,8 Tato
v 50% EtOH prace

GO — oxid grafenu, poly(ARS)MWCNTs — GCE modifikovana alizarinovou ¢erveni a
uhlikovymi nanotrubicemi.

3.4 Analyza modelového a realnych vzorki

Spravnost vyvinuté voltametrické metody byla ovéfena analyzou modelového
vzorku a realnych vzorkidl vitaminovych dopliiki. Byl ptipraven modelovy vzorek o
koncentraci cholekalciferolu 5 pmol-1™". Realné vzorky byly zakoupeny v obchodnich
fetézcich Tesco Ceska republika CR a.s. a Lidl Ceska republika v.o.s., jejich pfiprava
pro méfeni je popsana v kapitole 2.5. Podminky, pii kterych probihalo méfeni vzorku
modelového i vzorkl realnych jsou uvedeny v kapitole 2.4. VSechna méfeni byla
provadéna pomoci techniky DPV s pouzitim GCE elektrody. Pro vyhodnoceni byla
pouzita metoda standardniho piidavku, jako standardni piidavek (10 ul) byl zvolen

standardni roztok cholekalciferolu o koncentraci 0,01 mol-1™,

3.4.1 Analyza modelového vzorku

Modelovy vzorek obsahoval roztok standardu cholekalciferolu natedény
ethanolem na koncentraci 5 pmol-1?, analyzovano bylo 10 ml vzorku. Pro ilustraci je
nize uveden Obrazek 23, ktery znazornuje graf pouzity pii vypoctu. V Tabulce 4, je

uvedeno srovnani zjisténé koncentrace cholekalciferolu v roztoku modelového vzorku.
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R?=0.9975
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Obrazek 23. Graf standardniho piidavku (3x10 pl piidavky 0.01 mol-1* zasobniho
roztoku do 10 ml pracovniho média) pfi analyze modelového vzorku o koncentraci
5 umol-I*  cholekalciferolu. Vysledky zaznamenany za optimalnich podminek:
0.05 mol-1™* LiClO,, 50% ethanol, Empi = 140 mV, v =50 mV-s™.

Tabulka 4. Porovnani vlivu vysky a plochy piku na vytéznost vyvinuté metody.

Nalezena koncentrace  Skute¢nd koncentrace Vytéznost

(umol 1% (umol-1™%) (%)
Vyska piku 4,74 + 0,90 5 95
Plocha piku 3,03+0,10 5 61

Hodnoty nalezené koncentrace jsou uvedeny jako x + s (68.3% pravdépodobnost).

3.4.2 Analyza realnych vzorki

Pouzitelnost vyvinuté voltametrické metody byla ovétena analyzou dvou vzorkd
multivitaminovych dopliki. Obrazek 24 ilustruje obdrzené DPV voltamogramy
cholekalciferolu ptfi analyze dopliku stravy PRO formula. Z naméfenych dat byly
zkonstruovany kalibra¢ni zavislosti (viz. Obrazek 25 a 26), které byly pouzity

k vypoctu.
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Obrazek 24. DPV voltamogramy cholekalciferolu pro vzorek a ptidavky (3x10 pl
0.01 mol-1" zasobniho roztoku) pii analyze doplitku stravy PRO formula. Vysledky
zaznamenany za optimalnich podminek: 0.05 mol-1? LiClO,, 50% ethanol, Eampt =
140 mV, v =50 mV-s™.
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Obrazek 25. Graf zndzoriujici metodu standardniho ptidavku (4x5 pl ptidavky
0.01 mol-1™* zasobniho roztoku do 10 ml pracovniho média) pii analyze dopliiku stravy

Optisana. Vysledky zaznamenany za optimalnich podminek: 0.05 mol-1"* LiClO4, 50%
ethanol, Egmp = 140 MV, v =50 mVs™.
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Obrazek 26. Graf znazornujici metodu standardniho ptidavku (3x10 pl ptidavky
0.01 mol-1™ zasobniho roztoku do 10 ml pracovniho média) pfi analyze doplnku stravy
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PRO formula. Vysledky zaznamenany za optimalnich podminek: 0.05 mol-1™* LiClO,,
50% ethanol, Egmpi = 140 mV, v =50 mV-s™.

Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 5. Tyto vysledky byly porovnany
s deklarovanym mnozstvim uvedenym vyrobci. Lze konstatovat, Ze vyvinuta
voltametrickd metoda poskytuje uspokojivé vysledky a mohla by byt pouzita pro rutinni

analyzu takovychto potravin.

Tabulka 5. Analyza multivitaminovych dopliki.

Nazev vzorku Nalezena koncentrace  Deklarovana koncentrace ~ Vytéznost (%)

(ug/tableta) (ug/tableta)
Optisana 5,84 +0,9 5 116
PRO formula 526+1.2 5 106

Hodnoty nalezené koncentrace jsou uvedeny jako x = 3s (99.7% pravdépodobnost).
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4 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo studium voltametrického chovani
cholekalciferolu a optimalizace metody jeho stanoveni na elektrodé ze skelného uhliku
ve vodné-ethanolickém prostredi.

V prvni ¢asti byla potvrzena elektroaktivita cholekalciferolu pomoci cyklické
voltametrie. Byl zaznamenan intenzivni oxida¢ni pik pii +1,18 V. V dalsi ¢asti byla
provedena optimalizace parametrii elektrochemické detekce cholekalciferolu pomoci
diferen¢ni pulzni voltametrie a zjistény nasledujici optimalni podminky: slozeni
pracovniho elektrolytu (50% ethanol a 0,05 mol-I™ LiClO,4), amplituda 140 mV,
rychlost skenu 50 mV-s™ a pH 7. Z kalibragni zavislosti byla vypogitina mez detekce a
mez stanovitelnosti 0,8 umol‘I* a 2,4 pumol-1* pro vysku piku a 0,9 umol-1* a 2,8
umol-1" pro plochu piku. Cholekalciferol bylo mozné analyzovat v koncentraénim
rozsahu od 2,4 do 350 pmol-1™.

Pro ovéteni spolehlivosti byla metoda ovéfena na modelovém vzorku. VytéZznost
metody Cinila 95 % pro vypocet z vysky piku a 61 % pro plochu piku. Dalsi vypocty
logicky probihaly zvysek piki, jelikoz vysokda vytéznost poukazuje na véEtsi
spolehlivost metody. Optimalizovana metoda byla pouzita k méfeni realnych vzorku.
Konkrétné¢ se jednalo o potravinové dopliikky stravy Optisana a PRO formula.
Navrhovanou metodou byl zjistén obsah cholekalciferolu v doplitku stravy Optisana
5,84 £ 0,9 ug v tableté, coz se shodovalo s deklarovanymi tidaji na obale vyrobku (5 ug
cholekalciferolu v tableté). Ve vzorku PRO formula byla dosazena vyborna shoda
s deklarovanymi udaji na obale vyrobku (5 pg cholekalciferolu v tabletg). Zjistény
obsah byl 5,26 + 1,2 ug cholekalciferolu v tabletg.

Zavérem lze tedy fici, Zze byl splnén cil prace a byla vyvinuta a optimalizovéana
voltametrickd metoda pro stanoveni cholekalciferolu. Navrzena voltametrickd metoda
poskytuje uspokojivé vysledky a mohla by byt pouzita pro rutinni stanoveni
cholekalciferolu v potravinach v jednoduse vybavenych laboratofich. Nevyhodou vSak
je, ze analyzu slozitéjSich vzorkli nelze provést bez upravy vzorku, ktera spociva
V hydrolyze a nasledné extrakci do vhodného organického rozpoustédla, jak je tomu

v ptipadé standardni analytické metody CSN EN 12821 (560047) zalozené na HPLC.
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