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ANOTACE

Prace je zaméfena na stanoveni vitaminu D metodou disperzni kapalinové
mikroextrakce (DLLME) ve spojeni s kapalinovou chromatografii. Byla provedena
optimalizace podminek DLLME extrakce vitaminu D, kdy extrakénim rozpoustédlem byl
tetrachlormethan. Optimalizovéano bylo mnozstvi extrak¢niho a disperzniho rozpoustédla a pH
vzorku. Dale byly optimalizovany podminky chromatografické separace a provedla se
validace metody. Optimalizovana a validovand metoda byla nasledné¢ pouzita ke stanoveni

vitaminu D v mléce a mléEnych vyrobceich.
KLiCOVA SLOVA

vitaminy, vitaminy rozpustné v tucich, vitamin D, hydrolyza, disperzni kapalinova

mikroextrakce, kapalinova chromatografie, validace
TITLE

Determination of vitamin D in foodstuff by using dispersive liquid-liquid microextraction

method
ANNOTATION

This thesis deals with the determination of vitamin D by dispersive liquid-liquid
microextraction (DLLME) combined with liquid chromatography. The conditions of vitamin
D extraction DLLME were optimized, while carbon tetrachloride was used as an extraction
solvent. Similarly, an amount of extraction and dispersion solvent and pH sample was
optimized. Subsequently, the chromatographic separation conditions were optimized and
method validation was performed. The optimized and validated method was afterwards used

for the determination of vitamin D in milk and other dairy products.
KEYWORDS

vitamins, fat-soluble vitamins, vitamin D, hydrolysis, dispersive liquid-liquid microextraction,

liquid chromatography, validation
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
1,25(0H),D = 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25-dihydroxycholekalciferol, kalcitriol)
25(0OH)D = 25-hydroxyvitamin D

APCIl = chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric-Pressure Chemical

lonization)

BHA = butylhydrohyanisol

BHT = butylhydroxytoluen

DAD = detektor (foto)diodového pole (Diode Array Detector)

DBP = protein zajistujici transport vitaminu D (D-Binding Protein)

DLLME = disperzni kapalinova mikroextrakce (Dispersive Liquid-Liquid MicroExtraction)

DMEQ-TAD = 4-[2-(3,4-dihydro-6,7-dimethoxy-4-methyl-3-oxo-2-quinoxalinyl)ethyl]-3H-
1,2,4-triazole-3,5(4H)-dion

ELISA = enzymov¢ znaena imunoanalyza (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
ELSD = detektor rozptylu svétla (Evaporative Light Scattering Detector)

ESI = ionizace elektrosprejem (ElectroSpray lonization)

HPLC = wvysokoucinna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)
HPLC-MS = kapalinovd chromatografie s detekci hmotnostnim spektrometrem

(High-Performance Liquid Chromatography - Mass Spectrometry)

HPLC-UV = kapalinova chromatografie s detekci v UV oblasti (High-Performance Liquid
Chromatography - UV Detection)

LC = kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)
LLE = extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extraction)

PED = pulzni elektrochemicka detekce (Pulsed Electrochemical Detection)



PTAD = 4-fenyl-1,2,4-triazolin-3,5-dion

RIA = radioizotopov¢ znacena imunoanalyza (Radio Immuno Assay)

SFC = superkriticka fluidni chromatografie (Supercritical Fluid Chromatography)
SFE = extrakce nadkritickou tekutinou (Supercritical Fluid Extraction)

SPE = extrakce na pevné fazi (Solid-Phase Extraction)

UHPLC = ultra vysokotlaka kapalinova chromatografie (Ultra High-Pressure Liquid
Chromatography)

UV/Vis oblast = oblast ultrafialového a viditelného zafeni



0. UVOD

Vitamin D se vyskytuje ve dvou hlavnich formach a to jako vitamin D,
(ergokalciferol) a vitamin D3 (cholekalciferol). Lidsky organismus je schopen vitamin D
syntetizovat. Tato syntéza probiha ptisobenim slune¢niho zafeni na kizi ¢lovéka. Vitamin D
neni v potravinach pfitomen ve velkém mnozstvi. Mezi hlavni zdroje vitaminu D, patii houby
a vitaminu D3 ryby. Z divodu malého vyskytu je do potravin ptiddvan uméle. Mezi nejéastéji
fortifikované potraviny patii mléko a mlééné vyrobky, ceredlie, margariny nebo kojenecka
vyziva. Je dulezité vitamin D piijimat ve stravé nebo v dopliicich stravy, nebot’ jeho hlavnim
ukolem je udrZovat a regulovat homeostazu vapniku. Jeho nedostatek tudiz vede k naruSeni

mineralizace kosti a klinické projevy se objevuji ve formé kiivice.

Jelikoz se vyskytuje ve stopovém mnozstvi, je tfeba nalézt vhodnou metodu ptipravy
vzorku a vlastniho stanoveni, ktera nam poskytne relevantni vysledky. Pfiprava vzorku je
klicovym krokem, nebot’ jsou vitaminy rozpustné v tucich rozpustény v tukovych casticich
a komplexné navazany na ostatni ¢asti matrice. Neni tak mozné je jednoduSe rozpustit
v béznych rozpoustédlech jako vitaminy rozpustné ve vodé. Ptiprava vzorku zahrnuje
hydrolyzu, ¢imZ dochazi k uvolnéni latek z tukovych castic. DalSim krokem je extrakce
nepolarnim rozpoustédlem, ktera slouzi k prec¢isténi a zakoncentrovani vitaminu D ze vzorku.
V soucasné dobé je velmi popularni pouzit k ziskani analytu ze vzorku disperzni kapalinovou
mikroextrakci. Tato metoda je rychla a vyuziva pouze desetiny mililitru rozpoustédel, ¢imz
Setfti zivotni prostiedi. NejCast€jSim zpisobem stanoveni vitaminu D je kapalinova

chromatografie na reverznich fazich s UV detekei, pfipadné MS detekci.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 VITAMINY

1.11 Charakteristika a rozdéleni

Vitaminy jsou heterogenni skupina latek [1]. Jedna se o esencialni slouceniny
nezbytné pro fadu fyziologickych funkci v lidském téle [2]. Jsou dilezité pro rlst a vyvoj,
ajsou jednou ze sedmi hlavnich Zzivin, které hraji vyznamnou roli pro lidsky
metabolismus [3]. Lidsky organismus neni schopen tyto latky syntetizovat, proto je nutné je
piijimat ze stravy. EXistuje celkem 13 vitamind, které rozdélujeme do dvou hlavnich skupin
podle jejich rozpustnosti, a to na vitaminy rozpustné ve vod¢ a vitaminy rozpustné v tucich
[1-3]. Mezi vitaminy rozpustné ve vod¢ se fadi vitaminy skupiny B a vitamin C.
Mezi rozpustné v tucich pak vitamin A, D, E a K [3]. Co se ty¢e doporu¢ené denni davky,
napiiklad vitamin C, E a B3 jsou potiebné v hodnotach desitek miligramti denné, naproti tomu

vitaminy D nebo B12 je tfeba piijimat pouze v jednotkach mikrogramui [1].

Jednotlivé skupiny vitamind nemaji témét zadné spole¢né vlastnosti. Jedinou
ovlivilyji stabilitu vitaminl jsou teplo, vlhkost, pfitomnost kysliku, pH a svétlo. Mezi dalsi
faktory patfi oxida¢ni a redukéni Cinidla, pfitomnost kovovych iontl, jiné slozky potravin
(napt. oxid sifi¢ity) nebo pfitomnost jinych vitamini [1]. Ke ztratim vitamini mize dochéazet
prirozené napiiklad pii skladovani ovoce nebo zeleniny, nebo mohou nastat ztraty pfti

zpracovani potravin [1].

1.1.2 Vitaminy rozpustné v tucich

Vitaminy rozpustné vtucich jsou velkd skupina esencidlnich mikrozivin
s riznorodymi funkcemi pro lidsky organismus [4]. Zahrnuji ¢tyfi skupiny a sice vitaminy A,
D, E a K, znichz kazdy ma jinou biologickou dostupnost, u¢innost nebo fyziologickou
ucinnost [2,4]. U vSech vitaminli muze dojit k projeviim nedostatku. U vitaminu A se jedna
0 zhorSené vidéni, zejména ve tmé&, u vitaminu D je primarnim problémem rachitis neboli
kiivice. Nedostatek vitaminu E se projevi naruSenim imunity a u vitaminu K muze dojit
k porucham krvacivosti [5]. V Tabulce 1 jsou uvedeny hodnoty doporucené denni davky
vitamind rozpustnych v tucich. Z tabulky je patrné, Ze nejvice potfebujeme piijem vitaminu E,

naproti tomu nejmensi je doporucena davka u vitaminu D [6].
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Tabulka 1 Doporucena denni davka vitamina rozpustnych v tucich [6].

Doporucena denni davka [mg]

A 800
D 5
E 12000
K 75

Vitaminy jsou citlivé na kyslik, svétlo nebo prostredi. Tyto stabilitni parametry jsou

uvedeny v Tabulce 2. Vitaminy A, D a E jsou vi¢i zasadam odolné, naproti tomu vitamin K

muze pusobenim zasad degradovat [4].

Tabulka 2 Parametry stability vitamint rozpustnych v tucich [4].

Skupina mikroZivin
rozpustnych v tucich

Parametry stability

Hlavni opatieni béhem
analyzy

Karotenoidy

Citlivé na svétlo, kyslik, teplo

a kyseliny.

Vitamin A

Citlivy na svétlo, kyslik,
kyseliny.

Slabé aktinové jantarové sklo

Vitamin D

Citlivy na svétlo, kyslik
a kyseliny.
Béhem zahfivani dochazi
k izomeraci.
Stabilni vii¢i zasadam.

a tlumené svétlo.
Centrifugace zkumavek
zabalenych v alobalu.
Pridani vhodného
antioxidantu k rozpoustédlum

Vitamin E

Citlivy na svétlo a kyslik.
Stabilni vici zasadam (pokud
je soucasn¢ chranén pied
svétlem a kyslikem).

pouzivanym k pfipravé
standardnich roztoktl a na
extrakci (toto opatieni neni
nutné pro vitamin K.)

Vitamin K

Citlivy na svétlo (UV),
kyseliny a zasady.
Stabilni vici teplu a kysliku.
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1.1.2.1. Vitamin A

Vitamin A je obecny termin, ktery zahrnuje dvé tiidy sloucenin:

a) Retinoidy vV potravinach zivoc¢isného puvodu: retinol, retinal, kyselina
retinova, retinolové estery [4,7]. (Obrazek 1a)

b) Karotenoidy provitaminu A pfitomné v ovoci a zelening: lutein, lykopen,
a- a B-karoten a zeaxantin [4,7]. (Obrazek 1b)

H,C CH, CH, CH,

A
a) OH

b)

Obrazek 1 Strukturni vzorec retinolu (a) a g-karotenu (b) [8,9].

Vitamin A je jednim z labilnéjSich vitaminl. Z uvedenych skupin vitaminu A je méné
stabilni formou retinol oproti retinolovym esteram [1]. V dusledku jeho citlivosti na kyslik
jsou vitaminové doplitky obsahujici vitamin A dodavany s pfidavkem antioxidantu, kterym
muze byt butylhydroxyanisol (BHA) nebo butylhydroxytoluen (BHT). Vitamin A
nedegraduje pii zahfivani a v zasaditém prostiedi. Nicméné musi byt pfi zahfivani zamezen

ptistup kysliku [1].

Vitamin A je dulezity pro spravné vidéni, funguje i jako podpora imunitniho systému
a genoveé exprese béhem embryonalniho vyvoje. Vyskytuje se pfedevsim v organech, rybich
olejich, masle, vejcich, mléce a mlécnych vyrobcich, naproti tomu obecné karotenoidy, které
maji efekt provitaminu, se nachazeji v ovoci a zeleniné. Nejbéznéjsim karotenoidem je
B-karoten [2]. Vlastnosti provitaminu je, ze se v téle pfeméni na dany vitamin. Pfirozené se
vyskytujici karotenoidy najdeme ve formé rostlinnych pigmentd a maji obvykle

charakteristické Zluté, oranzové nebo Cervené zbarveni [1].

15



1.1.2.2. Vitamin E

Vitamin E zahrnuje osm tokochromanolii, vSechny rostlinného ptivodu:

a) Ctyii tokoferoly, které maji nasyceny isoprenoidni postranni Fetézec:
podle umisténi methylovych skupin se déli na o (Obrazek 2), B, v, 6 [4].
b) Ctyifi tokotrienoly s postrannim fetézcem analogickym k tokoferolim,

ale obsahujicim tfi trans dvojné vazby [4].

CH,
H,C o F CH,

HC
CH

3

Obrazek 2 Strukturni vzorec a-tokoferolu [10].

Vitamin E je povazovan za jeden ze stabilnich vitamint. Jeho neobvyklosti je
nestabilita pfi teplotich bod modem mrazu. Tokoferol je rovnéz jako vitamin A stabilni
pfi zahiivani, pokud je omezen pfistup vzduchu [1]. Slouzi jako vyznamny antioxidant,
ktery vychytava hydroperoxylové radikaly z organismu [11]. Muze byt pouzit rovnéz pro
ochranu vitaminu A [1]. Jeho specifickou funkci je ochrana polynenasycenych mastnych
kyselin s dlouhym fetézcem, které jsou pfitomné v membranovych fosfolipidech. Vitamin E
pusobi proti aterosklerdze, oxidacnimu stresu, rakoving, artritidé nebo také Alzheimerovée

chorobé [11].

Hlavnim zdrojem vitaminu E jsou rostlinné oleje. Slunecnicovy a olivovy olej
obsahuji zejména tokoferoly, naproti tomu palmovy olej je dobrym zdrojem tokotrienolt [11].
Mezi dal$i potraviny obsahujici rostlinné oleje, a tudiz vitamin E, patfi pSeni¢né klicky,
slune¢nicova seminka nebo semena Safranu. Pti smaZeni oleji dochéazi ke ztratdm vitaminu E

kolem 10 % [1].
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1.1.2.3. Vitamin K
Vitamin K je zastoupen tfemi skupinami sloucenin se spole¢nym naftochinonovym

jadrem a odliSnym postrannim fetézcem:

a) Vitamin K; neboli fylochinon, ktery ma fytylovy fetézec a pochazi
z rostlinnych potravin [4]. (Obrazek 3)

b) Vitamin K, zahrnujici skupiny menachinond a farnochinonti pochazejicich
Z bakterialnich zdroju [4].

c) Vitamin K3 neboli menadion - ktery je ve vodé rozpustny [1].

0]

=
9@ 3
0O

Obrazek 3 Strukturni vzorec vitaminu K; [12].

Obecné jsou hlavnimi zdroji vitaminu K nékteré luSténiny, rostlinné oleje a zelena
listova zelenina [2]. Vitamin K; se vyskytuje v zelenych rostlinach, bramborach a ovoci.
Vitamin K5 nalezneme ve zvifecich a mikrobialnich materidlech. Vechny formy vitaminu K
jsou pomérné stabilni pfi zahtivani, nicméné degraduji plisobenim zasad a jsou citlivé
na slunecni zafeni. Stejné jako vitamin D podléhd vitamin K izomeraci kvili pfitomnosti

nasobnych vazeb v molekule [1]. Vitamin K hraje dileZitou roli ve srazlivosti krve [5].

1.1.2.4. Vitamin D
Vitamin D neodpovida definici vitamint, nebot’ lidsky organismus ho neni schopen

syntetizovat [2]. Vyskytuje se ve dvou hlavnich formach [4]:

a) Vitamin D3 neboli cholekalciferol.

b) Vitamin D, neboli ergokalciferol

Ob¢ formy vitaminu D jsou citlivé na svétlo a relativné rychle degraduji. Dale jsou
nepfiznivé ovliviiovany plsobenim kyselin. Dopliky stravy obsahujici vitamin D ve formé
jedlych olejti jsou stabiln€jsi nez praskové formy. Praskové formy vitaminu D jsou obvykle
stabilizovany pfidavkem antioxidantu (obvykle tokoferolu). Pfitomnost nasobnych vazeb

v molekule muze zpusobovat za uréitych podminek (naptiklad zahtivanim) izomeraci [1].
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Hlavni funkci vitaminu D je udrzeni homeostdzy a je dualezity proti vzniku rachitis

(ktivice) [2].

Struktura
Obé¢ formy vitaminu jsou tvofeny z jejich provitamint [13]. Vitamin D, vznika
pusobenim UV zéafeni na ergosterol a vitamin D3 plsobenim UV zafeni o vinové délce
290-315 nm na 7-dehydrocholesterol [5,13,14]. Ob¢ pfemény jsou uvedeny na Obrazku 4.
Vitamin D, se li§i od vitaminu D3 v postrannim fetézci, kde ma dvojnou vazbu

mezi 22. a 23. uhlikem a dal$i methylovou skupinu na 24. uhliku [13].

CH;

UV zéfeni a tepelna
izomerace

»
|

Ko HO

Ergosterol = provitamin D, Ergokalciferol = vitamin D,

CH;

UV zaieni a tepelna
izomerace

»
|

HO""

7-dehydrocholesterol = provitamin D3 Cholekalciferol = vitamin D3

Obrazek 4 Vznik vitaminu D, a D3 z jejich provitamini [13].
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Vyskyt
Vitamin D neni Vv potravinach ptitomen ve velkém mnozstvi. Hlavnimi zdroji vitaminu
Ds jsou oleje z rybich jater, n¢které ryby jako losos nebo sardinky, dale vejce, hovézi maso
amléko [2,15,16]. Mnozstvi vitaminu D3 Vv jednotlivych potravinach je uvedeno
v Tabulce 3 [16]. Z tabulky je patrné, Ze nejvice vitaminu D3 je obsazeno v rybim mase.

Maso ryb obsahuje témét 100x vice vitaminu D nez jatra nebo maslo [16].

Tabulka 3 MnoZstvi vitaminu D3 v potravinach [16].

Uhot 25,6
Candat 24,6

Sled’ 15,4

Losos 12,4
Vajecny zloutek 7,8
Tunak 7,2
Treska 7,0
Vejce 2,8

Jatra, hovézi maso 0,8
Maslo 0,3

V potravinach mizeme nalézt ale i vitamin D5 Jeho zdrojem miize byt houba pecarka
dvouvytrusa, znama také jako zampion (lat. Agaricus bisporus). Houby obsahuji vysokou
koncentraci ergosterolu, coz je prekurzor vitaminu D; [17]. Tyto houby jsou vystavené
UV zéfeni a obsahuji proto vitamin D5 [18]. Dal$im zdrojem vitaminu D, mohou byt kakaové
boby z kakaovniku pravého (lat. Theobroma cacao L.), které jsou nachylné ke kontaminaci
houbami. Kontaminované boby obsahuji 3—-24 mg ergosterolu na kilogram. Po fermentaci
jsou fazolky bobl suSeny na slunci, coz vede k pfeméné ergosterolu na vitamin Ds.

Nejveétsi mnozstvi vitaminu D, bylo nasledné zjisténo v kakaovém masle [17].

Pouze malo potravin obsahuje vitamin D pfirozené. MiZeme ho nalézt v potravinach
jim obohacenym. Témi jsou mléko a mléné vyrobky, ceredlie, margariny, ovocné S$tavy

a soucasné také kojenecka vyziva [19].
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Metabolismus
Vsechny formy vitaminu D vznikaji plisobenim UV zafeni na provitamin D v kuzi
zvifat nebo pletivu rostlin. V lidském/zvifecim organismu se oba homology vitaminu D
metabolizuji na  25-hydroxyvitamin D (25(0OH)D) a na Dbiologicky aktivni
1,25-dihydroxyvitamin D  (1,25(0OH);,D). @ Dale  dochazi k  pfeméné na
3-epi-25-hydroxyvitamin D nebo 24,25-dihydroxyvitamin D. Celkem bylo doposud zji§téno

ptes 50 ruznych metaboliti vitaminu D [4].

V lidském téle je né€kolik hodin po pfijeti vitaminu ze stravy, nebo po vystaveni
sluneénimu zafeni vitamin D pfeménén ve dvou fazich na biologicky aktivni metabolit
1,25(0H),D, nebo je transportovan do zasobnich tkani [13]. Po piijeti ze stravy je vitamin D
absorbovan ve stfevech pomoci chylomikrond, které nasledné vstupuji do lymfatického
systému [20]. Prvni faze metabolismu probihd v jatrech, kde je vitamin D hydroxylovan
na25(OH)D. Druha faze probiha v ledvinach, kde je 25(OH)D hydroxylovan
na 1,25(0OH),D [13]. Transport vSech forem krevnim fecistém je zajistén pomoci navazani
na DBP (D-binding protein), coz je protein zajistujici transport vitaminu D. Z téchto dvou
metabolitil je v krvi nejvice obsazen 25(OH)D, jehoz polocas rozpadu ¢ini zhruba 13—15 dnt
a vyuziva se ke zjisténi hladiny vitaminu D v séru [13,21]. 25(OH)D je z krve transportovan
do tfady tkani véetné tukové, do svali a jater, kde je skladovan. Ve stievech usnadiuje
absorpci vapniku a fosforu. V ledvinach stimuluje resorpci vapniku a v kostech dochézi
interakci paratohormonus 1,25(0OH),D k aktivaci osteoklastu, které zodpovidaji za resorpci

vapniku v kostech [13]. Metabolismus vitaminu D je uveden na Obrazku 5 [22].
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Obrazek 5 Metabolismus vitaminu D [22].

Uéinky na lidsky organismus

Nedostatek vitaminu D je povazovadn za celosvétovy problém jak u déti,
tak u dospé€lych [19]. Nedostatek vitaminu D je soucasné s nedostatkem zeleza nejbézné&ji
diagnostikovanym zdravotnim problémem [23]. Lidé se obavaji vystavovat slunci kvili
rakoviné kuze, a proto dochazi k vysokému riziku nedostatku vitaminu D. Jeho jedinym

dal$im zdrojem je strava a vitaminové doplnky [16,19].

Je znamo, ze plsobeni slunecniho zafeni na oblicej a predlokti po dobu 20-30 minut
vytvoii zhruba 50 pug vitaminu D. Dv¢ az tfi takové expozice slune¢niho zatreni tydné tak staci
k dosazeni dostateéného mnozstvi vitaminu D pro organismus [24]. V piipadé vice
pigmentované pokozky nebo u starSich lidi je potfeba dobu vystaveni slune¢nimu zafeni
zvysit 2-10x [24]. Mezi potraviny obohacené vitaminem D patii mléko, sdjové a jiné
rostlinné népoje, margariny, nekteré pomerancové Stavy, chleby, jogurty a syry [16,19].
Pfirozené¢ vétsi mnozstvi vitaminu D nalezneme v téle tu¢néjSich ryb jako je losos nebo
makrela [19]. Faktory, které ovliviiuji syntézu vitaminu D v pokozce, zahrnuji zemépisnou

Sitku, ro¢ni obdobi, stav 0zénové vrstvy, Cas straveny venku, pouzivani opalovaciho krému,
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obleceni, barva pokozky a staii [13]. Bylo zjisténo, ze piijem 10-20 pg vitaminu D denné
mize zabranit nedostatku, nicméné individualni pfijem je ¢asto vyrazné¢ nizsi [17]. Kojenci ve
veéku 7-11 mésici by méli piijmout za den 10 pg vitaminu. Pro dospélé a déti ve véku
1-17 let je idealni denni piijem 15 pg, stejné tak jako pro t€hotné Zeny [13]. Nedostatek
vitaminli neboli hypovitaminoza, mize vést k vaznym porucham organti. Nebezpecny je ale
1 nadmérny pfisun, protoze se vitaminy rozpustné v tucich mohou kumulovat v jatrech a ve
veétsim mnozstvi mohou byt i toxické. Tomuto jevu se fika hypervitamindza. Proto je velmi

dulezité hlidat pfijem vitamint rozpustnych v tucich z potravy [25].

Hlavnim tkolem vitaminu D je udrZzovat a regulovat homeostazu vapniku [26].
Nedostatek vitaminu D vede k naruSeni mineralizace kosti, jelikoz nedochazi ke spravné
absorpci vapniku a fosforu ze stravy [13]. U lidi je koncentrace vapniku v séru udrzovana
piiblizn¢ v rozmezi 2,45-2,65 mmol/l. Pokud se koncentrace dostane pod normalni hladinu,
snazi se t€lo vyvazit a obnovit spravnou hladinu pomoci resorpce ze zasobnich tkani [20].
Pfi nedostatku vitaminu D se absorbuje ze stravy pouze 10-15 % véapniku a asi
60 % fosforu [27]. Klinické projevy nedostatku vitaminu D se objevuji ve formé rachitis
u déti a osteomalacie u dospélych [13]. Rachitis u déti se projevuje zejména problémy
srustem a deformacemi kosti. U dospélych jsou pfiznaky nedostatku vitaminu D méné
vyrazné neZ u déti a zahrnuji bolesti svald, kosti a specifické zlomeniny. Zejména u starSich
lidi mize svalova slabost zptsobit celkové horsi fyzicky stav spojeny s rizikem padu
anasledné¢ vysokym rizikem zlomenin [13]. Nekteré studie zminuji, ze dopliiky stravy
obsahujici vitamin D pomahaji v boji s bolesti zad [28]. Jiz zminény 25(OH)D je cirkulujici
forma vitaminu D, proto se sleduje jeho koncentrace v séru. V soucasné dobé jsou mezni
hodnoty pro nedostatek pod 50 nmol/l [29]. Vzdy by vSak snaha o doplnéni vitaminu D
riznymi dopliilky stravy méla byt podloZena vysledky skutecnych hodnot v séru, nebot’ mize

dojit rovnéz k intoxikaci [29].

Nadbytek vitaminu D, resp. vysoké koncentrace 25(OH)D v séru, muze vést
K hyperkalcémii, ktera ma za nasledek kalcifikaci meékkych tkanich, coz zpisobi poskozeni

ledvin a kardiovaskularniho systému [13,16].
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1.2 EXTRAKCE
Extrakce je separacni metoda, pii které prechdzi slozka ze smési latek v kapalné
¢1 tuhé fazi do jiné kapalné faze. Na rozdil od destilace, krystalizace a sublimace je extrakce
velmi vyhodné pro izolaci tepeln¢ nestalych latek, protoze se mize provadét i za laboratorni
teploty nebo za chladu. Obecné plati, ze opakovand extrakce n€kolika mensimi davkami

rozpoustédla je ucinnéjsi neZ jedina extrakce celym mnozstvim rozpoustédla [30].

Pted samotnou extrakci je obvykle potieba vzorek upravit, zejména pokud obsahuje
vice fazi. Odde¢lit jednotlivé faze miizeme nékolika zpsoby. Nejjednodussi formou separace
je filtrace. Na filtraci Ize pouzit papirové filtry s velikosti port 2-30 pm, sklenéna vlakna
0,5-2,5 um, frity s velikosti pora 70 pm, dale také nylonové nebo polytetrafluorethylenové
membrany s velikosti port 0,2—1 pum [31]. Dalsim zptisobem oddéleni fazi je pouziti délicich
nebo filtra¢nich nélevek. Velmi vyuZzivana je také Biichnerova nélevka k oddé€leni pevné faze
od kapalné. K odd¢leni rozpustnych a nerozpustnych ¢astic se hojné vyuziva centrifugace.

Po oddéleni ¢irého supernatantu je provedena extrakce [31].

Navzdory vyznamnému zlepSeni instrumentalni analyzy nelze vétSinu analytickych
technik pouzit pfimo na stanoveni vitamint a jinych latek v komplexnich vzorcich, nebot’ jsou
navazany na ostatni Casti matrice. Pravé proto je nutna piiprava vzorku [32]. Zejména
u vitamini, které se vyskytuji v potravinach ve stopovém mnoZstvi, je hlavnim cilem extrakce
zakoncentrovani analytu. Jednou z moznosti jsou extrak¢éni metody jako extrakce
kapalina-kapalina (LLE), extrakce na pevné fazi (SPE) nebo extrakce superkritickou
tekutinou (SFE). U téchto extrak¢énich metod vSak dochazi k vétsi spotiebé rozpoustédel,
proto byla vynalezena metoda disperzni kapalinové mikroextrakce (DLLME) [32].

Prezentovana byla jiz od roku 2006 [32], nicméné je velmi popularni od roku 2010 [3].

1.2.1 Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Extrakce kapalina-kapalina je zaloZzena na pfenosu stanovované latky z jednoho
rozpoustédla do druhého, pticemz obé rozpoustédla jsou navzijem nemisitelnd nebo velmi
malo misitelna. Obvykle je jednim rozpoustédlem voda nebo vodna smés a druhym nepoléarni
organicka latka. Stejn¢ jako u vsSech extrakci zahrnuje LLE dva hlavni kroky: michéani
a nasledné odd¢leni fazi. Oba kroky je nutno optimalizovat, nebot’ zatimco intenzivni michani
je priznivé pro lepsi pfenos stanovovaného analytu do druhé faze, mize soucasné narusit

stanoveni vznikem emulze [33].
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Mezi nejCastéji pouzivana organicka rozpoustédla patii hexan, cyklohexan,
tetrachlormethan, benzen, diethylether, chloroform, ethyl acetat, butan-2-ol, butan-1-ol,

propan-1-ol, aceton, ethanol nebo methanol. Rozpoustédla jsou uvedena v poradi rostouci

polarity [34]. Schéma LLE je zobrazeno na Obrazku 6 [35].

Délici nalevka

| Kapalina s niz§i hustotou

Kapalina s vysSi hustotou

Sroubovaci uzavér

Erlenmayerova baiika

Obrazek 6 Schéma extrakce kapalina-kapalina [35].
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1.2.2 Extrakce na pevné fazi (SPE)

Principem extrakce na pevné fazi je pienos analytu ze smési (kapaliny nebo plynu)
do pevné faze na zaklad¢ jeho afinity k pevné fazi. Po separaci jsou bud’ separované analyty
zachyceny ve stacionarni fazi a poté jsou odstranény vhodnym eluentem (extrakce), nebo jsou
nezéadouci necistoty vymyty (€isténi). Eluce probiha vzdy menSim objemem rozpoustédla nez
je objem naneseného vzorku. Dochazi tak k c¢isténi a zakoncentrovani zaroven. [36].

Schéma tohoto postupu je uvedeno na Obrazku 7. [37]

Kondicionace NanaSeni vzorku Promyvani Eluce

< B9$w 49 @

C ) - - o =

PTFE disks

e}

/A\
AA|
‘A

N

[ Membrane

Obrazek 7 Schéma extrakce na pevné fazi [37].

Nejpouzivanéjsi sorbenty v SPE jsou na bazi oxidu kiemicitého. NejCastéji se jedna
0 navazany oktyl (C8) oktadecyl (C18), kyanopropyl a aminopropyl. SPE sorbenty mohou
byt také na bazi oxidi kovi, jako je napt. hlinik, titan nebo hoi¢ik. Dal§i moznosti jsou
polymerni faze jako napiiklad polystyren-divinylbenzenova pryskyfice. Obdobné jako
u chromatografickych technik miZeme rozliSovat reverzni a normdlni fize nebo

iontoméni¢ovou SPE [36].

U normalnich fazi je prvnim krokem kondiciovani stacionarni faze nepolarnim
rozpoustédlem pro rozpuSténi vzorku. Po kondicionaci je vzorek na stacionarni fazi
anepolarni rozpoustédlo eluuje nezédouci slozky. Poté se polarnim rozpoustédlem eluuje
analyt. Typicky se tento postup aplikuje na vzorky uhlovodiki nebo oleji zfedénych v hexanu

nebo isooktanu. Eluce se provadi vodou nebo kyselinou octovou [36].

Reverzni faze se pouzivaji pro separace stiredné polarnich az nepolarnich sloucenin.
Pevna faze se kondicionuje za pouziti polarnich rozpoustédel a poté se promyje vodou

nebo roztokem pufru. Po rozpusténi vzorku se vzorek nanese na stacionarni fazi.

25



Nezadouci interferenty se eluuji polarnim rozpoustédlem a nasledné se eluuji stanovované
latky. Reverzni faze se obvykle pouzivd pro stanoveni vodnych vzorkl, naptiklad

biologickych tekutin nebo vzorkd napoji rozpusténych v anorganickych kyselinach [36].

1.2.3 Disperzni kapalinova mikroextrakce (DLLME)

V metod¢ DLLME se vyuzivaji celkem tfi rozpoustédla, kterymi jsou extrakcni
rozpoustédlo, dale disperzni rozpoustédlo a vodna faze, ve které se nachdzi stanovovany
analyt [32,38]. Hlavnim pozadavkem je nemisitelnost extrakéniho rozpoustédla a vodné faze.
Pozadavkem na disperzni rozpoustédlo je rozpustnost v extrakénim rozpoustédle a soucasné
ve vodé. Jako disperzni rozpoustédlo miize byt pouzit aceton, methanol, isopropanol, ethanol
nebo acetonitril. Extrakéni rozpoustédla mohou mit mensi nebo vétsi hustotu nez voda.
Na zakladé¢ odlisné hustoty odebirame extrakt shora (plave na hladin¢) nebo ze dna
zkumavky. Jako extrakéni rozpoustédlo s vySsi hustotou se vyuziva tetrachlorethylen,
sirouhlik nebo nitrobenzenova rozpoustédla, ptip. toxickd rozpoustédla jako chlorbenzen,
chloroform nebo tetrachlormethan. U tetrachlormethanu pozorujeme vétsi vytéZznost extrakce
porovnani s ostatnimi rozpoustédly [38-40]. Mezi extrakéni rozpoustédla s nizkou hustotou
patii 1-oktanol, cyklohexan, toluen, dibutylether a hexanol. Jejich vyhodou je dobra
kompatibilita s analytickymi pfistroji a nizk4 toxicita. Néktera rozpoustédla nejsou misitelna
S pouzivanou mobilni fazi a musi byt nejprve odpafena a zbytek rekonstituovan v jiném
rozpoustédle [41]. Pii extrakci latek iontové povahy je mozné piidat do vodného vzorku stl,
ktera ovlivni iontovou silu. Diky tomu dojde k vysoleni analytu, coz bude mit za nésledek
zvySeni vytézka extrakce [39].

DLLME je rychld metoda, celkovd doba extrakce vcetné odstiedéni je obvykle
5-10 minut [38]. Schéma DLLME je uvedeno na Obrazku 8 [39].
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Roztok Nastfik disperzniho  Zakaleny Centrifugace Odebrani
analytu a extrakcniho roztok sedimentované faze
rozpoustédla

Obrazek 8 Schéma disperzni kapalinové mikroextrakce [39].

Smichanim extrakéniho a disperzniho rozpoustédla ziskame smés na extrakci.
Ptipravend smés rozpoustédel je pomoci injekéni stiikacky rychle nastfiknuta do vodné faze.
Extrakéni ¢inidlo je rozptyleno ve vodné fazi pomoci disperzniho rozpoustédla na malé
rovnovazného stavu latek mezi dvéma nemisitelnymi fazemi [32]. K urychleni extrakce latek
z vodné faze do extrak¢niho Cinidla je Casto pouzit ultrazvuk, vortex, michani na tfepacce,
probublavani nebo 1ze pouzit mikrovinné energie [42]. Extrakéni ¢inidlo nasledné snadno
izolujeme centrifugaci [32]. Po centrifugaci jsou jednotlivé ¢asti oddéleny a extrakeni Cinidlo
je odebrano. V ptipadé pouziti rozpoustédla, které neni misitelné s mobilni fazi, je extrakéni
¢inidlo odpafeno do sucha, napi. pod proudem argonu nebo dusiku. Zbytek je poté

rekonstituovan Vv jiném rozpoustédle [40].

27



Metoda je Setrnd k zivotnimu prostiedi, jelikoz vyuziva mald mnozstvi rozpoustédel
(fadoveé desetiny mililitru) a ma vysoky obohacovaci faktor [3]. DLLME eliminuje
interferujici slouceniny, je citlivad s nizkymi detek¢ni limity v porovnani s jinymi metodami,
proto je mozné ji vyuzit ke stanoveni stopovych mnozstvi latek ve vzorku [3,32]. Po extrakci
je ke stanoveni mozné vyuzit kapalinovou chromatografii, plynovou chromatografii nebo
spektrometrické metody jako je atomova absorp¢ni spektrometrie. Vhodné je pouziti zejména
kapilarni kapalinové chromatografie, pii které jsou davkovany fadové nanolitry extraktu
[39,40].

DLLME lze vyuzit ke stanoveni polyaromatickych uhlovodikl, organofosfatovych
pesticidi, vitamint [43], biogennich amint [44], hormont [45], veterinarnich 1éCiv [46],

psychotropnich latek [47] ale i ke stanoveni anorganickych sloucenin [48].
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1.3 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

1.3.1 Princip
Moderni vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) vyuziva vysoky tlak
k posunu mobilni faze a analytu pies uzavienou kolonu naplnénou c¢asticemi o velikosti
mikrometru, které tvoii stacionarni fazi [49]. HPLC je zdaleka nejcastéji pouzivanou
analytickou technikou. Siroka $kala moznosti z této metody déla mimofadné viestranny
nastroj [50]. Kapalinova chromatografie je zalozena na separaci slozek na zakladé rozdilné
rovnovazné distribuci ¢astic mezi dvéma fazemi, kterymi jsou kapalnd mobilni faze, kterd se

pohybuje uréitym smérem, a pevna stacionarni faze [49].

Kromé¢ HPLC muzeme hovoftit také o UHPLC. Termin UHPLC plivodné vytvoril
Jorgenson v roce 1997 a oznacuje ultra vysokotlakou kapalinovou chromatografii. Jorgenson
poprvé popsal vyuziti nanokolon naplnénych neporéznimi ¢asticemi o velikost 1,0-1,5 um

na bazi oxidu kiemicitého [51].

1.3.2 Instrumentace
HPLC instrumentace je typicky tvofena zasobnikem mobilni faze, systémem nasavani
mobilni faze, kterym je obvykle vysokotlaké cerpadlo, davkovacim zatfizenim, kolonou,
post-kolonovymi aparaturami, detektorem, a systémem pro sbér dat [2]. Schéma kapalinového

chromatografu je uvedeno na Obrazku 9 [52].

| ‘ i Vzorek r -
Cerpadlo I Davkovani I ur— _1|] Detektor I ‘
Kolona l

Zasobnik | Sbér dat

mobilni faze

Odpad

Obrazek 9 Schéma kapalinového chromatografu [52].
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Pouzivané mobilni faze jsou voda, vodné roztoky pufrl, roztoky soli, organicka
rozpoustédla nebo jejich rizné smési [53]. Mobilni faze by méla byt vzdy Cerstvé pfipravena
a prefiltrovana [49]. Nejpouzivanéjsim zptasobem HPLC je systém s reverznimi fazemi,
kdy je stacionarni faze méné polarni nez faze mobilni. Chromatografie s normalnimi fazemi

pak vyuziva polarni stacionarni fazi a nepolarni mobilni [36].

RozliSujeme izokratickou a gradientovou eluci. Pfi izokratické eluci se bchem
separace neméni slozeni mobilni faze. Naproti tomu pii pouziti gradientové eluce
se rozpoustédla michaji v rizném poméru, coz znamend, Ze se meni slozeni mobilni faze.
Vyhodou izokratické eluce je stabilni zdkladni linie vysledného chromatogramu. Pozdéji
eluyjici slozky vSak vytvareji Siroké rozmyté piky. Gradientova eluce umoznuje rychlou eluci
slozek silngji zadrzenych v koloné a jejich piky v chromatogramu jsou potom uzs$i a ostiejsi
oproti izokratické separaci. Diky tomu je mozné tyto slozky detekovat i pii nizSich
koncentracich. Zarovein je mozné vhodnou volbou gradientu optimalizovat separaci

mnohoslozkovych smési. [49].

Systém (U)HPLC muiZze byt spojen s fadou detektort jako je detekce v UV/Vis oblasti,
detektor rozptylu svétla (ELSD), refraktometricky a fluorescenéni detektor nebo hmotnostni
spektrometr [51,53]. Detekci v UV/Vis nelze pouzit, pokud stanovované latky nemaji ve své
molekule chromofory, které by absorbovaly UV/Vis zafeni. Pokud latka snadno oxiduje nebo

redukuje, je vhodné pouzit elektrochemicky detektor [53].

Pouziti systému reverznich fazi u UHPLC umozZziiuje vyuZiti kolon plnénych ¢asticemi
o velikosti mensi neZ 2 pum, naproti tomu standardni kolony pro HPLC obsahuji castice
o0 velikosti 2—-5 um. Malé ¢astice zptisobi uzké piky, coZ se projevi lepSim rozlisenim. Dalsi
vyhodou je rychlost analyzy, kterd je v porovnani s klasickou HPLC az 4x vyssi. Nevyhodou
jsou vysoké naklady na instrumentaci, nebot’ soucastky pfiistroje musi byt odolné vuci
vysokému tlaku. Dalsi nevyhodou je nedostupnost vhodnych kolon, které by splnovaly
pozadavky na selektivitu [4]. Dalsi zdroje uvadi porovnani, pokud vyuzijeme 150mm HPLC
kolonu s velkosti ¢astic 5 um, pak stejného vykonu separace dosahneme na S0mm UHPLC
kolon¢ s ¢asticemi 1,7 pm. Doba analyzy se snizi az 9x a to diky 3x krat§imu sloupci a 3x

vy$$i linearni rychlosti mobilni faze [39].
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1.3.2.1. Systém dodavani mobilni fize
Vysokotlaké ¢erpadlo u HPLC miize pracovat pfi tlacich cca 400 bart. U jiz zminéné
UHPLC jsou provozni tlaky cCerpadel az 1200 barG. Hlavnim tcelem cerpadla je dodévat
piesné, spravné, reprodukovatelné a konstantni proudéni mobilni faze do kolony.
Pfi gradientu mtze dojit k nahromadéni vzduchu v rozpoustédlech, coz zpusobi tvorbu bublin.
Proto se do systému musi zavést in-line odplynovace. Zvyseny systémovy tlak umoziuje

rychlejsi analyzu a snizenou spotiebu eluentu [2].

1.3.2.2. Davkovaci systém

V mnoha ptipadech je limitujicim faktorem piesnosti HPLC reprodukovatelnost
systému zavadéni vzorku. Nejrozsitenéjsi systém aplikace vzorku je zalozen na smycce, ktera
muze byt bud’ v poloze dovnitf nebo ven z drahy toku mobilni faze pouhym piepnutim
ventilu. Kdyz je ventil v poloze ven z drahy toku mobilni faze, je smycka naplnéna pfi
atmosférickém tlaku. Velikosti smyc¢ek se obvykle pohybuji v rozmezi 1-500 pl. Otocenim
ventilu do polohy davkovani je smycka pfipojena k vysokotlakému proudu mobilni faze
avzorek je tak dopraven do kolony. Systém pouziti tzv. autosamplert zlepSuje
reprodukovatelnost a umoznuje kontinualni zpracovani vétsiho mnozstvi vzorki soucasné.
Existuji také teplotné fizené autosamplery, které umoznuji uskladnéni vzorki v autosampleru

pti teploté 4-60 °C [2].

1.3.2.3. Kolony

Kolona je ¢ast HPLC systému, kde dochazi k separaci stanovované latky. Kolony jsou
konstruovany z trubek z nerezové oceli s hladkym povrchem kvili vysokym tlakim
v systétmu. Na trhu nalezneme kolony rovnéz ze skla, titanu, ale také z plastu
(napft. polyetheretherketon). Bézné rozméry kolon jsou 3-30 cm délka a 2—10 mm tloustka.
Pii téchto rozmérech maji kolony obvykle uc¢innost 40 000-60 000 pater. Nejcastéji
pouZzivané jsou kolony s chemicky vazanymi skupinami na silikagelu. Mezi nejpouZivané;si
patii navazany oktadecyl (C18), dale ligandy jako fenyl, kyano nebo vlozené polarni
skupiny [2].
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Neporézni, povrchové porézni kolony a plné porézni kolony

Hlavni rozdil mezi poréznimi a neporéznimi ¢asticemi spociva v rezistenci poréznich
¢astic vuci podilu pfenosu hmoty ze stagnujici mobilni faze v pérech. Pouziti malych 1,5um
neporéznich ¢astic oxidu kfemicitého zplsobilo extrémné vysokou rychlost separace.
Utinnost byla podstatng vyssi nez u plné poréznich &astic, nicméné retence se naopak hodné
snizila [54]. Proto byly navrzeny povrchové porézni Castice, které vykazuji vyhody poréznich
a neporéznich c¢astic. Bylo zjisténo, Ze povrchoveé porézni obal poskytuje rychlejsi separace
ve srovnani s poréznimi diive hojn& vyuZivanymi v HPLC. Na Obrazku 10 je zobrazen fez

povrchové porézni ¢astici a plné€ porézni Castici [55].

Povrchové porézni ¢astice PIné porézni Castice

2.7

Obrézek 10 Rez povrchové porézni a pIné porézni &astici [55].

Povrchové porézni Castice se vzdy skladaji z neporézniho jadra a porézni vrstvy oxidu
kfemicitého. Aktualné jsou dostupné kolony s ¢asticemi o priméru 1,7; 2,6; 2,7 a 5 um. PIné
porézni kolony jsou naplnény casticemi o velikosti 1,5; 1,7; 1,8; 1,9; 2; 3; 5 a 10 um. Na trhu
je v dneSni dob& obrovsky vybér kolon s rtznou délkou, pramérem, velikosti castic
nebo chemii stacionarni faze [54].

V ptipadé nepravidelného povrchu castic mize dochdzet ke sniZzeni pfenosu hmoty
a rozsifovani pika [54]. Kolony s povrchoveé poréznimi ¢asticemi se pouzivaji ¢im dal Castéji
hlavné kviili vy$si G€innosti a nizkému zpétnému tlaku, coZ umoZzni vyssi pritoky mobilni
faze nez u plné poréznich Castic [56].

Na Obrazku 11a je vyobrazen prubéh latky kolonou s povrchové poréznimi ¢asticemi
a plné poréznimi. Z obrazku je patrné, ze ucinné&j$i je kolona s povrchové poréznimi
¢asticemi S malou distribuci Castic. Dalsi vyhodou je, Ze latka undSend mobilni fazi v koloné
urazi mensi drahu, nebot’ se nedostane do celé Castice. Pii separaci latek na kolon¢ s plné
poréznimi Casticemi urazi analyt vétsi drahu a dochazi tak k vétSimu rozmyvani pika

(Obrazek 11b) [57].
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Povrchové porézni ¢astice
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PIné porézni ¢astice

T

Obrazek 11 Porovnani kolon s povrchové poréznimi a plné poréznimi ¢asticemi [57,58].

Seznam nékterych dostupnych kolon naplnénych povrchové poréznimi Casticemi je

uveden v Tabulce 4 [54].
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Tabulka 4 Seznam nékterych dostupnych povrchové poréznich kolon [54].

- Velikost ¢astic Tloust’ka obalu S
Nazev kolony [um] [nm] Stacionarni faze

C18, C8, HILIC,
Halo 2,7 0,5 RP-amid, fenylhexyl,
pentafluorofenyl
Halo Peptide-ES 160 A 2,7 0,5 C18
Poroshell 300 5 0,25 C18,C8, C3
Poroshell 120 2,7 0,5 EC-C18, SB-C18
C18, C8, HILIC,
Ascentis Express 2,7 0,5 RP-amid, fenylhexyl,
pentafluorofenyl
Ascentis Express
Peptide-ES 160 A 27 0.5 C18
2,6 0,35 C18, XB-C18, C8,
Kinetex HILIC,
1,7 0,23 pentafluorofenyl
Nucleoshell 2,7 0,5 RP-18, HILIC
C18, aQ, RP-MS,
Accucore 2,6 0,5 HILIC, fenylhexyl,
pentafluorofenyl
SunShell 2,6 0,5 C18
0,35
Eiroshell 1,7 0,25 C18
0,15
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1.3.2.4. Detektory v kapalinové chromatografii

Principem detektoru je pfeména eluatu z kolony na elektricky signal. HPLC detektory
se deli na detektory koncentra¢ni a hmotnostni. Koncentracni detektory reaguji na zménu
hmotnostni koncentrace slozky v eluatu nezavisle na piivodu slozky do detektoru. Radi se
sem napt. UV/Vis nebo elektrochemické detektory. Naproti tomu hmotnostni detektory
reaguji na zménu hmotnostniho toku slozky do detektoru. Pfi zméné rychlosti toku mobilni
faze se méni vySka piku, ale plocha zistava stejna. Patfi sem hmotnostni spektrometr nebo
detektor rozptylu svétla. Ddle délime detektory na destruktivni a nedestruktivni.
U nedestruktivnich detektorti nedochazi ke zméné detekované komponenty, u destruktivnich
detektorti detekovana latka nevratné degraduje. Idealnimi vlastnostmi detektoru jsou vysoka
citlivost, dobré stabilita, linearita, kratkd doba odezvy, spolehlivost, nedestruktivita, snadné
pouziti a maly vnitini objem. Momentaln¢ je u HPLC nejcastéji pouzivana UV detekce

a hmotnostni spektrometr [49].
UV/Vis detektory

U tohoto typu detekce je mobilni faze vedena malou pritokovou kyvetou, kterou
prochézi paprsek. Prichodem rozpusténych latek dochdzi k absorpci UV zafeni a generaci
signalu, ktery je umérny koncentraci. Tento typ detektoru lze pouzit pouze pro latky, které
absorbuji UV zéfeni jako jsou alkeny, aromaty a slouceniny, které maji vice vazeb mezi C
a0, N nebo S. Lambert-Beeriiv zékon popisuje, Ze absorbance je funkci koncentrace.
Rozlisujeme tii typy UV/Vis detektort, kterymi jsou detektor s pevnou vinovou délkou, ktery
je nejcitlive)si a nejméne ndkladny, dale detektor s variabilni vinovou délkou, jeho vyhodou

je siroké snimani spektra a volba vhodné vinové délky, a poslednim je fotodiodové pole [49].

Detektory s vice vlnovymi délkami jsou zndmé spise jako detektory diodového pole
(DAD), resp. fotodiodové pole (PDA). Prvni DAD byl popsan jiz v roce 1989. Vyhodou je
snimani spekter stanovovanych latek béhem analyzy oproti klasické UV/Vis detekci s jedinou
vlnovou délkou [36]. Fotodiodové pole je dvourozmérny systém diod a hranolu. Vzorek je
osvétlen UV/Vis zafenim a svétlo je nasledné rozloZeno hranolem tak, Ze svétlo rliznych
vlnovych délek dopadéa na rizné diody. Vystupem je absorp¢ni spektrum, na zakladé kterého

muzeme identifikovat danou latku [59].
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Fluorescencni detektory

Principem fluorescenénich detektorii je schopnost detekované latky vyzarovat
sekundarni fluorescencni zateni. Hlavni vyhodou je selektivita a citlivost. Nevyhodou je malé
mnozstvi latek, pro které je mozné tento detektor pouzit a je nutné stanovovanou latku

nejprve pievést na fluoreskujici derivat [49].
Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory jsou zalozeny na méteni proudu spojeného s oxidaci nebo
redukei rozpusSténych latek béhem jejich eluce z kolony. Zda je vhodné pouziti
elektrochemického detektoru, zavisi na redoxnich vlastnostech molekul rozpusténych latek
Vv prostfedi mobilni faze. Vyhodou elektrochemickych detektorit je jejich vysoka citlivost,
selektivita a Siroky linearni rozsah. Pomoci pulzni elektrochemické detekce (PED) mohou byt
stanoveny také polarni alifiatické sloucCeniny jako sacharidy, aminoslouceniny nebo
thioslouceniny. PED vyuziva elektrokatalytickou detekci u elektrod usSlechtilych kovi

v kombinaci s amperometrickou detekei [49].
Refraktometrické detektory

Tyto detektory sleduji rozdil v indexu lomu mezi eludtem vychazejicim z kolony
a referenénim proudem cisté mobilni faze. Jednd se o detektory univerzalni, nicméné jejich
nevyhodou je nizk4 citlivost stanoveni. Jsou také citlivé na zmény teploty, na zménu tlaku
a také na sloZeni mobilni faze, proto je vhodné&jSi pouziti izokratické eluce. Gradient lze

vyuzit v piipadé, Ze je detektor nakonfigurovan na vice proudt mobilni faze [49].
Hmotnostni spektrometr

Jedna se o velmi dilezity detektor, nebot’ hmotnostni spektrometr poskytuje strukturni
informace o eluovanych latkach. Kombinace HPLC-MS umoznuji tedy jak separaci, tak

identifikaci v jednom kroku, coz je obrovskou vyhodou [49].

36



14 VALIDACE METODY

Uelem validace metody je prokdzat, 7e dand analyticki metoda je vhodna
pro vyzkum a pro kvantitativni metody poskytuje pfiméfeny odhad skutecné hodnoty
testované¢ho vzorku. Urc¢i se vykonnostni charakteristiky jako je pfesnost a spravnost. Kromé
validace pred pouzitim by méla byt metoda periodicky kontrolovana, zda jeji vhodnost pro
dany ucel pretrvava po delsi dobu, jelikoz mize dojit k selhani metody [2]. Mezi obecné
sledované parametry validace tedy patii specificnost, selektivita, piesnost, spravnost,
opakovatelnost, reprodukovatelnost, mez detekce, mez stanovitelnosti, linearita, rozsah

stanoveni a robustnost [2,60].

Validace metody zahrnuje tzv. identifikacni test, ktery musi byt schopen odlisit
stanovovany analyt od jiny pfibuznych druhd, neéistot a dal$ich slozek matrice, tato vlastnost
se nazyva specificnost. Typicky pro kapalinovou chromatografii demonstruje méfeni rozlieni
mezi analytem a jeho ptibuznymi druhy [2]. Tento test se obvykle provadi porovnanim

vlastnosti (napf. spektra, chemické reaktivity atd.) s referenénim standardem [60].

Spravnost stanoveni je mirou souhlasu naméfené hodnoty se znamou nebo referen¢ni
hodnotou. Ptesnost pak odrazi schopnost metody poskytovat konstantni méfeni a je dale
hodnocena opakovatelnosti, mezilehlou ptesnosti a reprodukovatelnosti. Rozdil mezi nimi je
takovy, Ze opakovatelnost je méfitkem schopnosti metody LC poskytovat konzistentni méteni
v daném pribéhu nebo sekvenci vzorku, jinak fefeno poskytuje piesnost za stejnych
provoznich podminek béhem kratkého ¢asového intervalu [2,60]. Naproti tomu mezilehla
pfesnost je méfitkem schopnosti metody poskytovat konzistentni méfeni v dané laboratofi,
kdy testovani provadi soucasné vice pracovnikll, pouzivaji riznd zafizeni, riizné chemikalie
a analyzy provadi v rtizn¢ dlouhych ¢asovych intervalech. Reprodukovatelnost je métitkem
schopnosti metody poskytnout konzistentni vykonnost v Case v ruznych laboratofich,
Sruznymi analytiky, ktefi pouzivaji rizna zafizeni, jedna se vlastné o presnost mezi
jednotlivymi laboratofemi. Obecné je piesnost obvykle vyjadiena jako rozptyl, smérodatna
odchylka nebo varia¢ni koeficient série méteni [2,60]. V Tabulce 5 jsou uvedeny ocekavané

hodnoty piesnosti jako funkce koncentrace analytu [61].
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Tabulka 5 O¢ekavana pi‘esnost jako funkce koncentrace analytu [61].

Analyt [%0] Hmotnostni zlomek Jednotky lzgl:rt‘;\;llz;s(l;lér[());l ?:/l; ]a

100 | 1 100 % 1,3
10 | 10" 10 % 1,9
1 | 10 1% 2,7
0,1 | 10° 0,1 % 3,7
0,01 | 10™ 100 ppm (mg/kg) 5,3
0,001 | 107 10 ppm (mg/kg) 7,3
0,0001 | 10° 1 ppm (mg/kg) 11,0
0,00001 10”7 100 ppb (ug/kg) 15,0
0,000001 10°® 10 ppb (ng/ke) 21,0
0,0000001 | 107 1 ppb (ng/kg) 30,0

Validovana metoda by méla uvadét rozsah koncentraci, u kterych se ukézalo,
Ze metoda splnuje kritéria pro validaci. Robustnost metody je schopnost metody poskytnout
vhodny vykon pii malych zménach. Obvykle se jednd napiiklad o zménu pritoku nebo
teplotu kolony. Dal§im dilezitym ¢lankem je prozkoumani stability analytl napt. pfi jejich

skladovani [2].

cv v

v

presnosti a spravnosti [60]. Mez detekce se nejastéji stanovuje na zakladé rozdilu signalu
od Ssumu. Stanoveni poméru signalu k Sumu se provadi porovnanim naméfenych signalt
ze vzorkll se zndmymi nizkymi koncentracemi analytu se slepymi vzorky. Pomér signalu
k Sumu mezi 3 nebo 2:1 je obecné povazovan za piijatelny odhad detekéniho limitu [60].
Dal8i moznosti je stanoveni na zaklad¢ standardni odchylky odezvy a smérnice kalibracni
kiivky, kdy miize byt mez detekce vyjadiena jako pomér 3,3 - odchylky a smérnice kiivky.
Mez stanovitelnosti se zjistuje obdobnym zpisobem, do zlomku vSak misto hodnoty

3,3 napiseme 10 [60].
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1.5 STANOVENI VITAMINU D A JEHO METABOLITU
Kvantifikace vitamini rozpustnych v tucich a jejich metabolitti je povazovana za jeden
vzorku pro zlepSeni citlivosti a eliminace nebo snizeni interference matrice v biologickych
vzorcich [62]. Priprava vzorku zahrnuje zejména zmydelnéni a extrakci. Pfi hydrolyze
dochazi k rozkladu komplexnich lipidd, jako jsou triacylglyceroly na mastné kyseliny.
Triacylglyceroly jsou interferenty analyzy [15,18]. DalSimi interferenty napt. v mléénych

vyrobcich mohou byt steroly, karotenoidy a fosfolipidy. Vitaminy rozpustné v tucich jsou

vvvvvv

ve vodeé [63].

1.5.1 P#iprava vzorku
Jelikoz je vitamin D citlivy na svétlo a oxidacni €inidla, je vhodné pii zpracovani
vzorku zamezit piistupu svétla [64]. Praskové formy vitaminu D jsou relativné stabilni cca
56 dni, pokud jsou skladovany v exsikatoru pti 25 °C. Tato stabilita klesa s rostouci teplotou
a vlhkosti [65]. Béhem ptipravy vzorku by teplota méla dlouhodobé piekrocit 50 °C,

aby nedochazelo k vyznamné degradaci vitaminu D [62,65].

1.5.1.1. Hydrolyza

Nejucinnéj$im nastrojem k tpravé vzorku je zmydelnéni [4]. Alkalicka hydrolyza je
ucinny postup pro odstranéni neutrdlnich lipidii a uvolnéni vitaminu z tukovych Ccasti.
Pti hydrolyze dochézi k rozpadu esterovych vazeb a uvolnéni mastnych kyselin z glycerida
glycerolu a fosfolipidii a z esterifikovanych sterolti a karotenoidii. Dochézi k odstranéni
tukovych casti a jinych inferferujicich latek [63,66]. Pii porovnani studené¢ho a horkého
zmydelnéni bylo zjisténo, ze vyssi vytézek vitaminu D poskytuje zmydelnéni za horka
atovcase 30 min [63,67]. Zmydelnéni obvykle zahrnuje zpracovani vzorku vodnym,
methanolickym nebo ethanolickym roztokem KOH pfi teplotdich 60-100 °C. Ethanolicky
roztok KOH vyzaduje kazdodenni pfipravu. Na druhou stranu vodny roztok KOH je stabilni,

ale ne tak dobte misitelny s tukovymi ¢astmi [63].

Pii pouziti zmydelnéni za studena se vzorek nechd reagovat s vodnym nebo
ethanolickym KOH za stalého michani pii laboratorni teploté. Tento postup zabraiuje
izomeraci vitaminu D na provitamin, ktera hrozi pti hydrolyze za horka [63]. Vzhledem
k citlivosti vitaminu D na kyslik se obvykle pouzivaji antioxidanty chranici pfed oxidaci.

Obvykle se pouziva pyrogalol, BHT nebo kyselina askorbova [63].
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Horké zmydelnéni

Moznosti vyuziti horkého zmydelnéni je smichani 10 ml mléka nebo kojenecké vyzivy
s 0,5 g kyseliny askorbové, 40 ml ethanolu a 10 ml roztoku hydroxidu draselného. Smés je

michana a zahtivana pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 minut [68].

Dalsim zptisobem horkého zmydelnéni vzorkit mléénych vyrobkd a ovocnych stav
ovSem bez pouziti antioxida¢niho ¢inidla je nasledujici postup: do banky se navazi 5-30 g
vzorku (pro kapalné vzorky 50 g) a dovniti se umisti magnetické michadlo. Podle typu
matrice je vzorek po dobu dvou minut umistén do nadoby s deionizovanou vodou (15 ml pro
olej, margarin, jogurt a tablety, 35 ml pro hrubozrnné vzorky). Déle se ptida 60 ml ethanolu
a 10 ml 47% hydroxidu draselného. Vzorek se necha zmydelnit za stalého michani ptiblizné
20 min ve vodni lazni pfi 80 °C. Po zmydelnéni se baiika ochladi, pfida se deionizované voda

pro doplnéni celkového objemu na 50 ml [69].

Ke zmydelnéni vzorku zampiona (Agaricus bisporus) obsahujicich vitamin D, mize
byt pouzit nasledujici postup: 0,5-1 g vzorku lyofilizovanych hub se smicha ve 250ml
odmérné barice se 4 ml roztoku askorbatu sodného (pfipraveno rozpusténim 17,5 g askorbatu
sodného ve 100 ml 1M NaOH), 50 ml 95% ethanolu a 10 ml 50% hydroxidu draselného.
Smés se nasledné zmydelni pod zpétnym chladi¢em pti 80 °C po dobu jedné hodiny a poté se
ochladi [18].

Zmydelnéni za studena

V zavislosti na koncentraci vitaminu D ve vzorku lze navazit 10-30 g vzorku
do Erlenmayerovy banky [70]. Obvykle se zmydelnéni provadi se smési ethanolu
a 50% roztoku hydroxidu draselného [4]. Jednou z mozZnosti bez vyuziti vyssi teploty je pridat
40 ml alkoholu s 2% kyselinou pyrogallovou a 20 ml 50% hydroxidu draselné¢ho [70]. Smé&s

se zmydelni pfes noc za stalého tiepani [70].

DalSi mozZnosti zmydelnéni za studena je smichat 25 ml tekutého vzorku nebo
10% roztok praskového vzorku ve 250ml Erlenmayerové bance s 3 g kyseliny askorbové
a 60 ml ethanolického roztoku KOH. Sm¢s se pies noc umisti do tfepacky [71]. V Tabulce 6
jsou uvedeny parametry optimalizace podminek hydrolyzy. Bylo zjiSténo, Ze pouziti 3 g
kyseliny askorbové poskytuje vyssi vytézek vitaminu D. VéEtsi mnozstvi KOH pouZitého
na hydrolyzu nezlepsilo vysledky, proto byl zvolen objem 15 ml. Nejvétsi plochy pika byly

ziskany pti zmydelnéni pies noc. [71].
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Tabulka 6 Optimalizace podminek stanoveni vitaminu D [71].

MnoZzstvi kyseliny askorbové lg 29 39
Objem dané koncentrace 0 0
ethanolického roztoku KOH Il e 20 ml 60%
Doba hydrolyzy 4 h 6h 8h Celou noc

Stanoveni vitaminu D ve vzorku kojenecké vyZivy muize probihat rovnéZ opa¢nym
zpusobem. Nejpre probéhne extrakce a poté zmydelnéni. Navazi se 0,59 vzorku do tii 50ml
centrifuga¢nich zkumavek, ktery se rozpusti v 10 ml destilované vody. Po extrakci
isopropanolem se vrchni organicka vrstva (6 ml) pienese do 15ml centrifugac¢ni zkumavky
a prida se 150 mg KOH, 150 mg NH3 a 2,4 g NaCl. Zkumavka se intenzivné¢ micha 1 min
apoté nechd 5 min stat pro zmydelnéni. Poté se znovu pfida 6 ml vody, michd 1 min

a nasleduje odstiedéni pii 4000 ot./min 5 min [72].

1.5.1.2. Extrakce

Drtive byla hojné vyuzivanou metodou Soxhletova extrakce, jejiz hlavni nevyhodou je
doba extrakce a pouziti velkého mnozstvi rozpoustédel [3]. Nyni vétSina metod vyuziva
K izolaci vitaminu D ze vzorku extrakci v systému kapalina-kapalina (LLE) [15,18].
Pti pouziti klasickych metod extrakce je tfeba zvolit vhodné rozpoustédlo pro konkrétni
vzorek, kdy lze wvyuzit ether/petrolether, hexan, heptan, ethanol, aceton, methanol
nebo tetrahydrofuran [15,66]. Naptiklad pii pouziti heptanu pro extrakci vitaminu D
z pomerancového dzusu doSlo ke vzniku emulzni vrstvy, naopak pii pouziti smési
ether/petrolether pro stejny vzorek ke vzniku emulze nedochazelo [15]. V pripad¢é pevného

vzorku je nutné pied extrakci vyuzit Gpravu vzorku mletim a vzorek zhomogenizovat [3].

K nahrazeni zdlouhavé extrakce v délickach Ize vyuzit rovnéZ SPE kolonky. Jedna se
o rychlej$i a pohodInéjsi extrakci, kdy soucasné snizime mnoZstvi rozpoustédel pottebnych na
extrakci [64]. SPE je vétSinou v off-line uspoifadani a je vhodna pro vzorky s obsahem tuku
méné nez 10 % [62,66]. K extrakci na tuhé¢ fazi se pouzivaji kolonky obsahujici oxid
kfemicity, Florosil, aminopropyl nebo reverzni faze. Kolonka je kondiciovana hexanem, poté
se promyje smési hexan a hexan/ethylacetat. Frakce vitaminu D se eluuje za pouziti smési
hexanu a ethylacetatu [73]. Pokud chceme ziskat jesté Cistsi extrakt, je mozné zkombinovat

SPE s LLE, at’ uz v poradi SPE a poté LLE nebo naopak [62]. Ob¢ tyto metody vSak maji
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fadu nevyhod, zejména velké mnozstvi rozpoustédel, coz vede ke zdlouhavému odpatovani.
Dalsi nevyhodou je vnaseni chyby kvili n¢kolika extrakénim krokim. SPE sice pouziva méné
rozpoustédel, ovSem kolonky lze pouzit pouze 1x. Negativem je tedy financni naroc¢nost

a velké mnozstvi odpadu [43,66].

Dalsi moznosti Upravy vzorku je ultrazvukova extrakce, kterd mize mnohondsobn¢
zvysit vytézek a kvalitu extraktu. Ackoli tento zplisob extrakce zabere méné casu, také
spotfebovava velké mnozstvi rozpoustédel [3]. Mimo uvedené zpisoby je mozné vyuzit také
extrakci superkritickou tekutinou (SFE), kterou je obvykle oxid uhliity, ktery snadno
difunduje pfes pevné materidly. Vlastnosti superkritickych tekutin umoziuji rychlejsi
extrakci [3]. Dalsi vyhodou SFE je nizsi spotieba rozpoustédel, niz§i ekonomické naklady

a rovnéz mén¢ narocné zpracovani [66].

Disperzni kapalinova mikroextrakce
Kvili velké spotiebé rozpoustédel a dalSim nevyhodam zminénych extrakénich
technik je vhodnym zpiisobem extrakce pouZiti kapalinové disperzni mikroextrakce, ktera je

rychla a nenaro¢nd na mnozstvi pouzitych chemikalii [3,38].

Zajimavym zpusobem DLLME je moznost, kdy se k 0,2-2 g vzorku (podle
o¢ekavaného obsahu vitaminu) pfida 3 ml acetonitrilu a roztok se umisti do centrifugy
na 10 min pti 6000 ot./min. Supernatant se oddéli a pouZije jako disperzni rozpoustédlo,
ke kterému se ptida 150 pl tetrachlormethanu jako extrakéniho rozpoustédla. Smés
rozpoustédel se nastfikne do 6 ml vody a né€kolik sekund se opatrn¢ protiepe. Poté se
centrifuguje 2 min pii 3000 ot./min. 50 pl sedimentované faze se shromazdi, odpati pod
proudem dusiku a zbytek se rekonstituuje v 50 pl acetonitrilu. Takto pfipraveny vzorek je

podroben analyze [74].

Po hydrolyze vzorkil jogurtovych napoji a mléka se oddéli vrchni vrstva a upravi se
hodnota pH na 4,5. Nasledn¢ se pfidd 1 ml Carrezova cifidla I a 1 ml Carrezova citidla II
pro vysrazeni bilkovin. Roztok se umisti do centrifugy na 5 min pifi 4000 ot./min. Ziskany
supernatant se pouzije pro DDLME, kdy disperznim rozpoustédlem je 550 ul ethanolu a 80 pl
1-oktanolu. Smés rozpoustédel je nastiiknuta do 10 ml upravené¢ho vzorku. Vrchni faze se
oddéli a 20 pl je pouzito k analyze [41]. V Tabulce 7 jsou uvedeny parametry optimalizace

podminek, kdy vSechny zvyraznéné poskytovaly nejlepsi vysledky [41].
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Rizné koncentrace NaCl nemély vyznamny vliv na vytéZnost extrakce, a proto nebyla

V experimentu zadna sul pouzita [41].

Tabulka 7 Optimalni parametry DLLME stanoveni vitaminu D [41].

Parametr ZkouSené
podmink
pH 2 45 7 9,5 11 12,5
Dmpevr va aceton acetonitril ethanol methanol
rozpoustédlo
EXtra}( ont 1-dekanol 1-oktanol cyklohexan
rozpoustédlo

1.5.2 Derivatizace

Ackoliv je citlivost metody stanoveni nederivatizovaného vitaminu D dostacujici pro
rutinni analyzu pomoci LC-MS/MS az do rozmezi ng/ml, neni mozné takto stanovit n¢které
jeho metabolity. K tomuto ucelu se vyuziva moznost derivatizace pomoci Cooksonovych
¢inidel, znamych také jako dienofily, které tvoii adukty se vSemi slouceninami
vitaminu D [75]. Vhodna derivatizace mlize zvySit G¢innost ionizace vitaminu D a jeho
izomeracnich produkti a zlepsSit fragmentaci, ktera zajisti vyssi citlivost [76,77].
Nekteré dienofily vcetné 4-fenyl-1,2,4-triazolin-3,5-dionu  (PTAD) [76,78] a4-[2-(3,4-
dihydro-6,7-dimethoxy-4-methyl-3-oxo0-2-quinoxalinyl)ethyl]-3H-1,2,4-triazole-3,5(4H)dionu
(DMEQ-TAD) [75] zvysuji citlivost az 100x diky zvySeni molekulové hmotnosti o 350 g/mol
a presunuti do oblasti hmotnostniho spektra, kde je niz8i pozadi [75]. Dale lze vyuzit také
postkolonovou derivatizaci [79]. Derivatizace pomoci PTAD je znazornéna na Obrazku 12

[80]. Pouziti DMEQ-TAD umoziuje detekci metabolitu v rozsahu koncentraci pg/ml [75].

a)

25{0H)D,

Obrazek 12 Derivatizace 25-hydroxyvitaminu D; pomoci PTAD [80].
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1.5.3 Vlastni stanoveni vitaminu D

Vitaminem D jsou obvykle obohaceny vyrobky jako mléko nebo kojenecka vyziva.
Tyto potraviny podléhaji piisné regulacni kontrole. Metody ke stanoveni musi byt spolehlivé,
robustni, rychlé a cenov¢ piijatelné [76]. Metody stanoveni lze zafadit do dvou hlavnich
kategorii. Témi jsou imunochemické metody a separacni metody [41,62]. Pouzitymi
imunochemickymi metodami mohou byt enzymové znacena imunoanalyza (ELISA) nebo
radioizotopové¢ znacena imunoanalyza (RIA) [81-83]. Nevyhodami imunochemickych metod
jsou neschopnost analyzovat vice analyti soucasné, zktizena reaktivita protilatek nebo

nedostateéna citlivost. Dale také neschopnost rozlisit mezi 25(OH)D3 a 25(OH)D..

Chromatografické metody poskytuji dostateénou citlivost, flexibilitu a specifitu [62].
lavni analytickou metodou je kapalinova chromatografie ve variantach - HPLC [53], UHPLC
[70,84], nebo také dvoudimenzionalni LC [85]. Pouziti UHPLC pro stanoveni vitaminu D ve
vzorcich snizuje dobu analyzy az o 50 %. Ve srovnani s HPLC vykazuje stejnou nebo i lepsi
chromatografie nedestruktivita vzorkd a dosazeni dobrého rozliseni [66]. Dale 1ze pouzit také
tenkovrstvou chromatografii, nicméné se jedna o metodu zastaralou [86]. Po derivatizaci
trimethylsilylacnim ¢inidlem lze ke stanoveni vitaminu D a jeho metabolitli vyuZit plynovou
chromatografii [87]. Rovnéz lze stanovit vitamin D kapilarni elektrochromatografii [88],
zejména v piipad€, Ze madme malé mnozstvi vzorku. Vyhodou je vysokd separa¢ni u¢innost,
schopnost analyzovat vice vzorkli soudasné a nizka spotieba &inidel. Castou formou je

micelarni elektrokinetickd chromatografie [89].

1.5.3.1. Kapalinova chromatografie

Metoda klasické HPLC je vyuzivana pro stanoveni vitaminu D jiz nékolik desetileti,
ackoli je stile vice nahrazovdna metodou LC-MS [90]. Zminéna kombinace LC-MS
poskytuje jak selektivitu, tak citlivost vhodnou pro stanoveni nizkych koncentraci nékterych
forem vitaminu D [4]. Analyzu LC-MS muze zkomplikovat tepelna izomerace vitaminu D
na previtamin D, ktera se miZe objevit jiz béhem zmydelnéni a jeji reverzibilita je velmi
pomala [62]. Pii pouziti HPLC ke stanoveni vitaminu D je mozné vyuzit systémy
s normalnimi [15,64] i reverznimi fazemi [15,91]. Pro odd¢leni vitaminu D, a D3 je nutno
pouzit reverzni faze, nebot’ v systémech s normalnimi fazemi je nelze odd¢lit [63]. Stupen
separace vitaminu D, a D3 je pak zévisly na povaze oxidu kfemicitého ve stacionarni
fazi [90]. V Tabulce 8 jsou ptiklady pouzitych kolon, mobilnich fazi a detektorGi pro

jednotliva stanoveni vitaminu D.
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Tabulka 8 Seznam vybranych moZnosti pro stanoveni vitaminu D a jeho metaboliti.

Mobilni faze Typeluce’ Detekce  Zdroj

D21 D3|
25(0OH)D,,
25(0H)D;

Ds

D;

Ds

D2, D;

D

Ds

DZI D3

DZ! D3
ajejich
provitaminy

Vsech 8
metabolitu
vitaminu D

1170 = izokraticka eluce

Prevail
250 x 4,6 mm; 5 pm

Inertsil ODS-2
250 x 4,6 mm; 5 pm

Inertsil
250 x 4,6 mm; 5 pm

Inertsil ODS-2
250 x 4,6 mm; 5 pm

Kinetex
50 x 2,1 mm, 2,6 um

Kromasil 100
150 x 4,6 mm, 5 um

Gemini
250 X 2 mm;
5 pm
Persuit XRs
50 x 2 mm;
5 um

Zorbax Eclipse ODS
250 x 4,6 mm; 5 um

ACE C18 PFP,
ACE C18 AR,
Vydac 201TP,
Polaris
C18-Ether,
ACE C18

Vsechny
250 x 4,6 mm; 5 pm

Poroshell 120
EC-C18
150 x 2,1 mm;
2,7 um

Isopropanol
s n-heptanem
+
n-heptan
Methanol
+
Acetonitril
Isopropanol
+
Methyl-t-butyl ether
+
Cyklohexan/
n-heptan
Methanol
+
Acetonitril
Voda s 0,1% HCOOH
+
Methanol
Methanol
+
Acetonitril
Methanol
+
Acetonitril
Methanol+voda (9:1)
+
Acetonitril
Voda
+
Methanol, isopropanol
nebo acetonitril

Acetonitril

Voda (+0,1% HCOOH)

+
Methanol
(+0,1% HCOOH)

GRA = gradientové eluce

45

GRA

120

120

GRA

120

GRA

1ZO

neuvedeno

GRA

120

GRA

120

120

GRA

MS

UV/Vis,
MS

UV/Vis,
ELSD

UV/Vis

MS

UV/Vis

MS

MS

UV/Vis,
MS

UV/Vis

MS

[64]

[91]

[15]

[15]

[76]

[92]

[18]

[93]

[74]

[90]

[78]



Siroce vyuzivand je detekce hmotnostnim spektrometrem [15,18,21,22,64,68-70,
75-77,81,91,93]. Dale je v soucasné dob¢ velmi vyuzivanda HPLC s UV detekci
pii 265 nm [15,77,90,92]. UV detekce je sice nejdostupnéjsi a vSestranna metoda, ale nejméné
selektivni a citliva, naproti tomu fluorescenéni detekce je mnohem citlivéjsi i selektivnéjsi [3].
Fluorescencni detekci (Aex = 340 nm, Aem = 450 nm) Ize vyuzit po postkolonové derivatizaci
vitaminu D ¢inidlem orto-ftalaldehydem (OPA) [79]. Obecné lze rychlost analyzy zvySovat
vy$$i teplotou, ale kvuli tepelné nestabilit¢ vitaminu D se pouziti nedoporucuje [3].
Diky dobré dostupnosti stabilnich izotopové znacCenych standardi a z hlediska vysoké
selektivity je vyuziti spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

vyhodné [76].

Pii pouziti LC-MS lze vyuzit ionizaci elektrosprejem (ESI) [76,78] a chemickou
ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) [15,18,74,93]. ESI vSak vykazuje nizkou citlivost,
naproti tomu APCI byla zjiSténa jako vhodnd ionizacni metoda pro stanoveni steroidi
avitaminu D3 [64,93]. Hmotnostnim analyzatorem muize byt iontova past [64]

nebo kvadrupolovy analyzator [15,76].

1.5.3.2. Superkriticka fluidni chromatografie

Alternativni separacni technikou pro kapalinovou a plynovou chromatografii je
superkriticka kapalinovd chromatografie (SFC). Pfi této metod¢ se pouzivad nadkriticka
tekutina jako mobilni faze, coz vede ke zlepseni rozliSeni, protoze superkritické tekutiny
kombinuji difizni vlastnosti plynu a viskézni vlastnosti kapalin [94]. Jako mobilni faze
pro separaci vitaminu D muze byt pouzit oxid uhli¢ity napf. s methanolem okyselenym
0,1% kyselinou mravenci. Methanol se ptidava pro zvyseni polarity, jelikoz samotny CO; je
malo polarni latkou (umoziuje analyzu pouze stiedné polarnich latek) [94]. Oxid uhlicity je
bezpecny, netoxicky a jeho kriticka teplota a tlak (31 °C, 73 bart) jsou snadno
dosazitelné [95]. V porovnani s kapalinovou chromatografii jsou SFC separace obecné

rychlejsi, poskytuji uzsi piky a lepsi rozliSeni [94,95].
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2. EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Pristroje a zarizeni

Veskeré chromatografické analyzy byly provedeny na kapalinovém chromatografu
Agilent 1290 Infinity Series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Kapalinovy
chromatograf se sklddal ze zasobnikd mobilni faze, vysokotlakého Cerpadla, odplynovace
mobilni faze, automatického davkovace vzorku, termostatu kolon a detektoru fotodiodového

pole.

DalSi pouzita zafizeni:

e Centrifuga NF 400 (NUVE, Turecko)
e Ultrazvuk Sonorex TK 52 (Bandelin, Némecko)
o Vortex (IKA, Némecko)
e Analytické vahy KERN ABT 220 (Kern & Sohn, Balingen, Némecko)
e Automatické pipety
> Eppendorf (Ceska republika & Slovensko)
» Santorius (Némecko)
» Biohit (Finsko)
e Hamiltonovy injekéni st¥ikacky (Hamilton, Svycarsko)
e Rota¢ni mixér RH-18 (MIULab, Cina)
e pH metr GC 842 (Schott Glas, Meinz, Némecko)
e Ptistroj MILI-Q na Gpravu vody (Merck Milipore, Némecko)

2.2 Standardni latky a chemikalie

Standardni latky:

e Vitamin D, = ergokalciferol > 98,0 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Némecko)
e Vitamin D3 = cholekalciferol > 98,0 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Némecko)

Chemikalie:

e Acetonitril > 99,9 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Némecko)

e Kyselina mravenci (Sigma Aldrich, Némecko)
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Ethanol > 99.9 % (Spektroskopie) (Merck, Némecko)
Methanol > 99,9 % (HPLC) (Sigma Aldrich, Némecko)
1 M Hydroxid sodny (Sigma Aldrich, Némecko)
Hydroxid draselny (Sigma Aldrich, Némecko)
Kyselina askorbova (Sigma Aldrich, Némecko)
Kyselina chlorovodikova (Penta, Ceska republika)
Tetrachlormethan (Penta, Ceské republika)

Oktanol (Sigma Aldrich, Némecko)

Dekanol (Sigma Aldrich, Némecko)

Dodekanol (Sigma Aldrich, Némecko)

Carrezovo ¢ifidlo I. (30% siran zeleznaty)

Carrezovo ¢ifidlo II. (15% hexakyanozeleznatan draselny)

2.3 Vzorky

Polotucné mléko obohacené vitaminem D - Kunin
» Trvanlivé plnotu¢né mléko obohaceno vitaminem D, obsah tuku min. 1,5 %.
Tepelné oSetteno UHT zahfevem.
Plnotucné mléko obohacené vitaminem D - Kunin
» Trvanlivé plnotu¢né mléko obohaceno vitaminem D, obsah tuku min. 3,5 %.
Tepelné osetteno UHT zahtevem.
Actimel bily - Danone
» Slozeni: MIéko, tekuty cukr (7,3% sachar6za), glukdza, mlécné mineraly,
jogurtové kultury a L. casei Danone® CNCM I-1518 v poctu min. 1010/100 g,
vitaminy Bg a D
Nesquik Shake - cokolddovy napoj - Nestlé
» SloZeni: Polotu¢né mléko 90,8 %, cukr, odtuénény kakaovy prasek 1,6 %,
suSené odtuc¢néné mléko 1,6 %, zahustovadla: celuldza, karboxymetylceluldza,
karagenan, xanthan; karamel (karamelizovany cukr, glukézovy sirup, voda),

aromata, skofice, regulator kyselosti: hydroxid sodny; vitamin D
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Tabulka 9 SloZeni analyzovanych vzorki.

Vi Tuky Bilkoviny Sacharidy Vitamin D3
[9/100 g] [9/100 g] [9/100 g] [rg/100 ml]

Polotu¢né mléko 1,5 & e 4,9 0,75
Plnotu¢né mléko 3,5 3,3 4.8 0,75
Actimel bily 1,6 3,0 10,8 0,75
Nesquik ’éok?lédovy 21 42 12.0 0,75
napoj
2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Piiprava mobilni fize
Mobilni fazi A byla voda (upravena zafizenim na upravu vody MILI-Q) s obsahem
0,1 % kyseliny mravenc¢i. Pfipravend smés vody a kyseliny byla pfefiltrovana pies filtr

velikosti 0,22 pm. Mobilni fazi B tvofil acetonitril rovnéz s 0,1 % kyseliny mravenci.

2.4.2 Priprava standardu
Standardni latky byly pfipravovany rozpusténim v methanolu. Zasobni roztok
vitaminu D3 1 g/l byl pfipraven navazenim 0,1 g standardu vitaminu D3 do 100 ml odmérné
bariky. Barika byla doplnéna po rysku methanolem a fadné promichana. Dale byl piipraven
pracovni roztok 1 o koncentraci 12,5 mg/l fedénim 625 pl zasobniho roztoku 1 g/l do 50 ml
odmérné banky a nasledné pracovni roztok 2 o koncentraci 2 mg/l fedénim 1,6 ml zasobniho
roztoku 1 g/l do 10 ml odmérné banky. Veskeré roztoky vitaminu D3 byly kvili jeho stabilité

uchovavany v chladu a temnu. Roztoky vitaminu D, byly pfipraveny stejnym zptsobem.

2.4.3 Kalibraéni roztoky
K piipravé roztoki kalibraéni tady byl pouZit pracovni roztok 1 standardu
vitaminu D3, Jednotlivé koncentrace kalibracni tfady byly pfipraveny fedénim zasobniho
roztoku methanolem do vialek na objem 1 ml. Kazdy bod byl piipraven ve tiech nezavislych
opakovani. Roztok standardu byl ddvkovan stfikackami Hamilton a methanol byl davkovan
automatickou pipetou nebo injekéni stiikackou Hamilton. V' Tabulce 10 jsou uvedeny

jednotlivé kalibra¢ni body.
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Tabulka 10 P¥iprava kalibraéni Fady vitaminu Ds.

Koncentrace [mg/l] Objem standardu vitaminu D3 [pl]]  Objem methanolu [pl]

0,005 04 999,6
0,01 0,8 999,2
0,025 2 998
0,05 4 996
0,1 8 992
0,25 20 980
0,5 40 960
1 80 920
2,5 200 800
5 400 600

2.4.4 Podminky stanoveni

Optimalizované podminky stanoveni vitaminu D3 jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 11 Chromatografické podminky stanoveni vitaminu Ds.

Kolona Ascentis Express C18 (150 x 3 mm; 2,7 pum)
Mobilni faze A (MF-A) Redestilovana voda s 0,1 % kyseliny mravenci
Mobilni faze B (MF-B) Acetonitril s 0,1 % kyseliny mravenci

Gradient mobilni faze 0-15 min 70-100% MF-B

Pritok 0,7 ml/min

Teplota kolony 40 °C
Davkovany objem 20 pl
VInovia délka detekce 265 nm
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2.4.5 Optimalizace DLLME 1 (DoE 1)

Na optimalizaci DLLME byla pouzita metoda ¢astecného faktorového experimentu se
dvéma tUrovnémi a jednim centrdlnim bodem. DOE 1 byl proveden podle parametrii
uvedenych v Tabulce 12. Optimalizovalo se mnozstvi tetrachlormethanu jako extrakéniho
rozpoustédla a mnoZstvi ethanolu jako disperzniho rozpoustédla. Dal§imi faktory bylo
procentudlni mnozstvi ethanolu ve vzorku a pH vzorku pied extrakci. Kazdy experiment byl

proveden ve tiech nezavislych opakovani.

Tabulka 12 Optimalizace DLLME 1 (DoE 1).

MnoZstvi extrakéniho MnoZzstvi
§té disperzniho % ethanolu ve vzorku
rozpoustédla [pl] rozpoustédla [ul]
100 - a0 10 :
200 400 10 ,
100 1000 10 -
200 1000 10 ;
100 400 % ,
200 400 20 ;
100 1000 = 5
200 1000 30 ,
150 700 7 :

Priprava roztokii

Nejprve byly pfipraveny jednotlivé banky s redestilovanou vodou, ethanolem
a kyselinou askorbovou o koncentraci 10 g/l. U vSech roztokl bylo néasledné upraveno pH
pomoci 50% KOH na pozadovanou hodnotu. Poté bylo vzdy do 100ml odmérnych ban¢k
napipetovano 80 ul pracovniho roztoku 2 0 koncentraci 12,5 mg/l - konec¢na koncentrace
Vv baiice tedy byla 10 pg/l. VSechny banky byly doplnény po rysku ptislusnym roztokem vody
s ethanolem a kys. askorbovou. Dale byly ptfipraveny smési disperzniho a extrakéniho

rozpoustédla podle piilozené Tabulky 12 a smés byla promichéna na vortexu.
Kapalinova disperzni mikroextrakce

Po pfipravé vzorkli a smési rozpoustédel byla provedena kapalinova disperzni

mikroextrakce. Do plastové 15ml centrifugacni zkumavky bylo napipetovano 10 ml
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pozadovaného roztoku vitaminu D3 o koncentraci 10 pg/l a daném pH. Nasledné bylo
do Hamiltonovy stiikacky odmeétfeno piislusné mnozstvi smési rozpoustédel. Jehla byla
umisténa 2 cm pod hladinu a cely obsah byl prudce nastiiknut do zkumavky. Doslo tak
Kk rozptylu ¢astic extrakéniho rozpoustédla a extrakci vitaminu. Zkumavka byla uzaviena a 5x
opatrné promichana. Po tfech nezavislych opakovani byly zkumavky umistény do centrifugy
a odstiedény 5 minut pii 4000 ot./min. Po centrifugaci byla ze zkumavky Hamiltonovou
sttikackou odebrana vrchni vodna vrstva. Na dné zkumavky zlstalo extrakéni rozpoustédlo
(tetrachlormethan), ze kterého bylo odebrano 60 pl do 1,5ml vialky. Nasledovalo odpaieni
pod dusikem do sucha. Po odpafeni byl zbytek rekonstituovan v 60 ul acetonitrilu, vortexovan
a na par sekund umistén do ultrazvuku. Poté byl vzorek ptenesen do vialky s insertem

a podroben analyze.

2.4.6 Optimalizace DLLME 2 (DoE 2)

Na optimalizaci DLLME byla pouzita metoda ¢aste¢ného faktorového experimentu se
dvéma Grovnémi a jednim centralnim bodem. DoE 2 byl proveden do matrice, kterou tvofilo
plnotuéné mléko. Experiment byl proveden podle parametri uvedenych v Tabulce 13.
Optimalizovalo se mnozstvi tetrachlormethanu jako extrakéniho rozpoustédla a mnozstvi
ethanolu jako disperzniho rozpoustédla. Dal§imi faktory bylo procentualni mnozstvi ethanolu
ve zmydeliiovaci smési a pH po hydrolyze (pied extrakci). Kazdy experiment byl proveden

ve tiech nezavislych opakovani.

Tabulka 13 Optimalizace DLLME 2 (DoE 2).

MnozZstvi Mnozstvi % ethanolu ve
extrakéniho disperzniho o ’(:lelﬁovaci smési pH po hydrolyze
rozpoustédla [pl] rozpoustédla [pl] y
100 400 10 | 3
200 400 10 13
100 1000 10 13
200 1000 10 3
100 400 30 13
200 400 30 3
100 1000 30 3
200 1000 30 13
150 700 20 8
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Priprava roztokii

Nejprve byly pfipraveny baiky se zmydeliiovaci smési obsahujici 1M hydroxid sodny,
ptislusny procentualni obsah ethanolu a kyselinu askorbovou o koncentraci 10 g/l. Dale byly
ptipraveny smési rozpoustédel na extrakci podle pfilozené Tabulky 13 a fadné promichany

na vortexu. Disperznim rozpoustédlem byl ethanol a extrak¢nim tetrachlormethan.
Studené zmydelnéni a uprava vzorku

Do 27 zkumavek bylo napipetovano 2 ml plnotu¢ného mléka a 8 ml piislusné smési
hydroxidu sodného s ethanolem a kyselinou askorbovou. Poté bylo do kazdé zkumavky
piidano Hamiltonovou stfikackou 50 ul pracovniho roztoku 2 0 koncentraci 2 mg/l - kone¢na
koncentrace v kazdé zkumavce byla 10 pg/l. Zkumavky byly obaleny alobalem, aby se
zamezilo ptistupu svétla. Poté byly vSechny zkumavky umistény na rota¢ni mixér a pfes noc
(cca 18 hod) zmydelnény za studena. Po hydrolyze bylo upravovano pH. V ptipadé
pozadované hodnoty pH 3 byl ke zmydelnénému roztoku pfidan 1 ml kyseliny mravenci.
K upravé pH na hodnotu 8 bylo ptfidano 300 pl kyseliny mravencni a 700 pl vody, aby ve
vSech zkumavkach byl stejny objem. pH 13 nebylo tfeba upravovat kyselinou, pouze se
ke zkumavkam se zmydelnénym roztokem ptidal 1 ml redestilované vody. Dale bylo
ke kazdému roztoku ve zkumavce (resp. postupné 9 x 3 zkumavky) ptidano 0,5 ml roztoku
Carrezova ¢ifidla I. - promichano a 0,5 ml Carrezova ¢ifidla II. a opét promichano. Zkumavky
byly umistény na 10 minut do centrifugy pii 4000 ot./min. 8 ml odebrané¢ho c¢irého

supernatantu bylo podrobeno kapalinové disperzni mikroextrakci.
Kapalinova disperzni mikroextrakce

Do Hamiltonovy stiikacky bylo odméfeno pfislusné mnozstvi smési disperzniho
a extrak¢niho rozpoustédla. Jehla byla umisténa 2 cm pod hladinu a cely obsah byl prudce
nastfiknut do zkumavky s 8 ml ¢irého supernatantu. Doslo tak k rozptylu castic extrakéniho
rozpoustédla a extrakci vitaminu. Zkumavka byla uzaviena a 10x intenzivné promichana.
Po tfech nezavislych opakovani byly zkumavky umistény do centrifugy a odstfedény 5 minut
pti 4000 ot./min. Po centrifugaci byla ze zkumavky Hamiltonovou stfikackou odebrana vrchni
vodna vrstva. Na dn¢ zkumavky ztstalo extrakéni rozpoustédlo (tetrachlormethan), ze kterého
bylo odebrano 60 ul do 1,5ml vialky. Nésledovalo odpafeni pod dusikem do sucha.
Po odpateni byl zbytek rekonstituovan v 60 pl acetonitrilu, vortexovan a na par sekund

umistén do ultrazvuku. Poté byl vzorek pienesen do vialky s insertem a podroben analyze.
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2.4.7 Kalibrace vitaminu D3 s vlivem matrice a extrakce
Kalibra¢ni fada vitaminu D3 byla pfipravena v koncentracnim rozsahu 0,1-2,5 pg/l.
Jednotlivé kalibracni body byly piipravovany pfimo do matrice, kterou bylo plnotu¢né mléko.
Vsechny body byly postupné zmydelnény za studena (cca 18 hod) a podrobeny kapalinové

disperzni mikroextrakci. Jednotlivé body byly provedeny ve tiech nezavislych opakovani.
Priprava roztokii

Nejprve bylo pfipraveno 200 ml 1M hydroxidu sodného s 30 % ethanolu a kyselinou
askorbovou o koncentraci 10 g/l. Dale byla pfipravena smés rozpoustédel na extrakci - 16 ml
ethanolu s 4 ml tetrachlormethanu, coz prezentuje pomér 400 ul ethanolu a 100 pl
tetrachlormethanu - celkem 500 pl, které byly pouzity na disperzni kapalinovou

mikroextrakci.
Studené zmydelnéni a uprava vzorku

Do 21 zkumavek bylo napipetovano 2 ml plnotuéného mléka. Do jednotlivych
zkumavek s mlékem bylo nadavkovano pomoci Hamiltonovych stiikacek piislusné mnozstvi
pracovniho roztoku 2 o koncentraci 2 mg/l podle ptilozené¢ Tabulky 14. Poté bylo do kazdé
zkumavky pfidano 8 ml smési hydroxidu sodné¢ho s ethanolem a kyselinou askorbovou.
Soucasné byl proveden slepy pokus, ktery byl proveden se vzorkem plnotu¢ného mléka,
do kterého nebyl pfidan Zadny vitamin Ds;. Zkumavky byly obaleny alobalem, aby se
zamezilo ptistupu svétla. Poté byly vSechny zkumavky umistény na rota¢ni mixér a pres noc
zmydelnény za studena (cca 18 hod). Po hydrolyze byl nejprve ke kazdému roztoku piidan
1 ml redestilované vody. Poté bylo ke kazdému roztoku ve zkumavce (resp. postupné 7 x 3
zkumavky) ptfidéno 0,5 ml roztoku Carrezova ¢ifidla I. - promichano a 0,5 ml Carrezova
¢ifidla II. a opét promichano. Zkumavky byly umistény na 10 minut do centrifugy pfi
4000 ot./min. 8 ml odebraného ¢irého supernatantu bylo podrobeno kapalinové disperzni

mikroextrakci.
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Tabulka 14 Piiprava kalibra¢ni Fady vitaminu D3 v mléce.

Koncentrace kalibra¢niho Objem pracovniho roztoku 2
bodu [pg/l] o koncentraci 2 mg/1 [pl]

0,5 0,5
2,5 2,5
5,0 5,0
12,5 12,5
25,0 25,0

Kapalinova disperzni mikroextrakce

Do Hamiltonovy stfikacky bylo odméteno 500 pl (400 ul ethanolu + 100 pl
tetrachlormethanu) smési rozpoustédel na extrakci. Jehla byla umisténa 2 cm pod hladinu
acely obsah byl prudce nastfiknut do zkumavky s 8 ml cirého supernatantu. DoSlo tak
K rozptylu ¢astic extrakéniho rozpoustédla a extrakci vitaminu. Zkumavka byla uzaviena
a 10x intenzivné promichana. Po tfech nezavislych opakovani byly zkumavky umistény
do centrifugy a odstiedény 5 minut pii 4000 ot./min. Po centrifugaci byla ze zkumavky
Hamiltonovou stikackou odebrana vrchni vodna vrstva. Na dné zkumavky zistalo extrakéni
rozpoustédlo (tetrachlormethan), ze kterého bylo odebrano 60 pl do 1,5ml vialky.
Nasledovalo odpateni pod dusikem do sucha. Po odpateni byl zbytek rekonstituovan v 60 pl
acetonitrilu, vortexovan a na par sekund umistén do ultrazvuku. Poté byl vzorek ptfenesen

do vialky s insertem a podroben analyze.

2.4.8 Zpracovani realnych vzorku s vitaminem D3
Nejprve byl ptipraven roztok ethanolu, hydroxidu sodného a kyseliny askorbové
ke zmydelnéni. Dale smés rozpoustédel k extrakci, kterymi byl ethanol a tetrachlormethan.
Nasledné byly roztoky zmydelnény za studena (cca 18 hod) a poté podrobeny disperzni

kapalinové mikroextrakci. VSechny vzorky byly zpracovany stejnym zptisobem.
Piiprava roztoki

Nejprve bylo pfipraveno 200 ml 1M hydroxidu sodného s 30 % ethanolu a kyselinou
askorbovou o koncentraci 10 g/l. Dale byla piipravena smés rozpoustédel k extrakci - 16 ml
ethanolu s 4 ml tetrachlormethanu, coz prezentuje pomér 400 pl ethanolu a 100 pl
tetrachlormethanu - celkem 500 pl, které byly davkovany na disperzni kapalinovou
mikroextrakci.
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Studené zmydelnéni a uprava vzorku

Do jednotlivych zkumavek bylo napipetovano vzdy 2 ml vzorku a 8 ml smési
hydroxidu sodného s ethanolem a kyselinou askorbovou. Jednalo se o vzorky polotu¢ného
a plnotucného mléka, Actimelu a Nesquik napoje. Jednotlivé zkumavky byly obaleny
alobalem, aby se zamezilo pfistupu vzduchu. Poté byly vSechny zkumavky umistény
na rotaéni mixér a pies noc zmydelnény za studena (cca 18 hod). Po hydrolyze byl nejprve
ke kazdému roztoku piidan 1 ml redestilované vody. Poté bylo ke kazdému roztoku
ve zkumavce (resp. postupné 4 x 3 zkumavky) ptfidano 0,5 ml roztoku Carrezova c¢itidla I. -
promichano a 0,5 ml Carrezova cifidla II. a opét promichano. Zkumavky byly umistény
na 10 minut do centrifugy pti 4000 ot./min. 8 ml odebraného cirého supernatantu bylo

podrobeno kapalinové disperzni mikroextrakci.
Kapalinova disperzni mikroextrakce

Do Hamiltonovy stiikacky bylo odméfeno 500 pl (400 upl ethanolu + 100 pl
tetrachlormethanu) smési rozpoustédel na extrakci. Jehla byla umisténa 2 cm pod hladinu
acely obsah byl prudce nastfiknut do zkumavky s 8 ml ¢irého supernatantu. Doslo tak
K rozptylu castic extrakéniho rozpoustédla a extrakci vitaminu. Zkumavka byla uzaviena
a 10x intenzivné promichana. Po tfech nezavislych opakovéani byly zkumavky umistény
do centrifugy a odstiedény 5 minut pii 4000 ot./min. Po centrifugaci byla ze zkumavky
Hamiltonovou stikackou odebrana vrchni vodna vrstva. Na dné zkumavky zistalo extrakéni
rozpoustédlo (tetrachlormethan), ze kterého bylo odebrano 60 pl do 1,5ml vialky.
Nasledovalo odpareni pod dusikem do sucha. Po odpateni byl zbytek rekonstituovan v 60 pl
acetonitrilu, vortexovan a na par sekund umistén do ultrazvuku. Poté byl vzorek pfenesen

do vialky s insertem a podroben analyze.

2.4.9 Experimentalni zpracovani dat
K vyhodnoceni namétenych hodnot byl pouzit software OpenLAB CDS ChemStation
Edition for LC & LC-MS Methods (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Veskeré
vysledky byly dale zpracovany v programu Microsoft Office Excel 2016. Planovany
experiment byl navrzen a vysledky vyhodnoceny pomoci programu Statistica 12 (Statsoft
CR). K vyhodnoceni validaéni parametri byly pouzity programy QC Expert (vyznamnost
regresnich ¢lent) a EffiValidation 3.0 - Effichem CR (QC koeficient linearity).
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

Vitamin D je esencidlni Zivinou pro lidsky organismus. Clovek si sice dokaze vytvofit
vitamin D sadm, nicméné¢ podminkou je vystaveni se UV zafeni.Ve vétSin¢ piipadl je nutné
pfijimat vitamin D také stravou. Pouze malo potravin obsahuje vitamin D pfirozen¢, proto je
pifidavan do potravin uméle. Do mlécnych vyrobkll je vitamin D pfidavan pro lepsi
vsttebavani vapniku, ktery se v mléénych vyrobcich pfirozen¢ vyskytuje. | v téchto vyrobcich
je vsak vitamin D stale ve stopovych koncentracich, proto je tieba najit optimalni podminky
stanoveni, které zajisti potiebnou citlivost a mez detekce. V této praci byly optimalizovany
podminky hydrolyzy, disperzni kapalinové mikroextrakce a soucasné samotné

chromatografické separace. Vysledky experimentu jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

3.1 Optimalizace HPLC separace
Cilem chromatografické separace je dostate¢né oddéleni pikti analyzované latky
od dalsich slozek vzorku, aby mohlo dojit k nasledné identifikaci a kvantifikaci.
Optimalizovala se vhodna mobilni faze a vhodna chromatograficka kolona. Hledala se takova
kolona, na které se podafi vitamin D jednak oddélit od ostatnich ¢asti matrice a také separovat
jednotlivé zastupce vitaminu D. Detekce probihala pfi 265 nm, coZ je absorpéni maximum

vitaminu D. Spektrum vitaminu D3 je uvedeno v Ptiloze na Obrazku P1.

Jako mobilni faze A (MF-A) byla zkousena redestilovana voda s octanem amonnym
nebo kyselinou mraven¢i. Mobilni fazi B (MF-B) tvofil ¢isty methanol nebo acetonitril.
Pii pouziti Cistého methanolu dochazelo k mirnému chvostovani piki. Dale byl za MF-B
testovan acetonitril okyseleny 0,1 % kyseliny mravenci, ktery byl zvolen jako optimalni pro
stanoveni vitaminu D obecné a pro separaci vitaminu D, a Ds. Mobilni fazi A tvotila voda
také s 0,1% kyselinou mraven¢i. Tato kombinace MF-A a MF-B poskytovala lepsi separace

jednotlivych piku v porovnani s neokyselenym acetonitrilem, pfipadné vodou.

Vybér kolony byl kli¢ovym prvkem k oddéleni vitaminu D od ostatnich ¢asti vzorku.
Rovnéz byla také snaha dosazeni separace jednotlivych metaboliti vitaminu D, zejména tedy
vitaminu D; a D3, ZkouSeny byly kolony s riznymi ligandy a s riznou délkou. Zejména byly
pouzity kolony s navazanym oktadecylem na silikagelu (C18), dale také s triakontylem (C30)
nebo pentafluorofenylpropylem (PFP).
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Byly vyzkouSeny ndsledujici kolony:

e Zorbax Eclipse Plus C18: 50 x 2,1 mm; 1,8 um
e Kinetex 1,7 u XB-C18 100A: 150 x 2,1 mm; 1,7 um
e tandemové zapojeni dvou kolon Kinetex:
150 x 2,1 mm; 1,7 um + 100 x 3 mm; 1,7 um
e Gemini C18 110A: 150 x 3 mm; 5 um
e Kinetex 1,7u XB-C18 100A: 150 x 2,1 mm; 1,7 pum
e Kinetex 2,6u PFP 100A: 150 x 3 mm; 2,6 um
e ProntoSIL 200-3-C30: 250 x 4,6 mm; 3 pm
e Ultracarb 5 00S 30: 150 x 3,2 mm; 5 um
e Lunab5u C18 100A: 250 x 4,6 mm; 5 um
e Ascentis Express C18: 150 x 3 mm; 2,7 um

K vybéru kolony byl pouzit vzorek plnotu¢ného mléka obohaceného vitaminem D,
ktery byl zmydelnén za varu pod zpétnym chladi¢em s naslednou extrakci kapalina-kapalina.
Na zaklad¢ tohoto experimentu jsme nasli vhodnou kolonu, na které bude mozné oddélit
vitamin D od ostatnich €asti matrice. Separace jednotlivych zastupc vitamini D byla
provadéna se standardy vitaminu D, a D3 a na zadné z uvedenych kolon kromé Ascentis
Express C18 nedoslo k jejich tplnému rozdéleni. Na delSich kolonach sice dochazelo
K silngjsimu zadrzovani latek, ale k uspokojivé separaci vitaminu D, a D3 nedoslo. Byly
zkouSeny rtizné gradienty i izokraticka eluce. Pti izokratické eluci se latky, které jsou dlouho
zadrzovany na koloné, eluuji pozdé€ji a dochdzi k rozmyvani pikt. Pfi pfili§ rychlém nebo
prudkém gradientu se vitamin D od ostatnich ¢asti neoddélil, proto byl jako finalni zvolen
gradient od 70 do 100 % acetonitrilu v 15 minutach. DalSim parametrem separace byl
optimalni pratok, aby separace netrvala zbyte¢né¢ dlouhou dobu, a davkovany objem.
Optimalni priitok byl nastaven v kombinaci s maximalnim moznym tlakem na koloné¢. Jelikoz
maximalni tlak na zvolené kolon¢ byl kolem 600 barti, byl jako optimélni zvolen pritok
0,7 ml/min, pfi kterém se tlak na zafatku separace pohyboval kolem 350 barG. Konecny
davkovany objem souvislel s vybérem rozpoustédla pro mikroextrakci, proto je uveden
v kapitole 3.3.1. Reten¢ni Cas vitaminu D, pfi tomto gradientu a prutoku mobilni faze byl
15,94 min a vitaminu D3 16,13 min. Separace vitaminu D, a D3 probéhla s dostacujicim

rozlisenim, Ry, které bylo 1,54, coz odpovida rozdéleni pikli téméf na zakladni linii.
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Chromatogram separace vitaminu D, a D3 je uveden v Pfiloze na Obrazku P2. Z uvedenych

experimentl byla jako nejpfijatelnéjsi zvolena jiz zminéna kolona Ascentis Express C18.

3.2 Validace metody

Po optimalizaci chromatografické separace byla provedena validace analytické metody
na standardu vitaminu D3, ktera by prokazala jeji vhodnost. Hodnocenymi validovanymi
parametry byla linearita hodnocen4 QC koeficientem a korelaénim koeficientem R?. Kalibrace
byla hodnocena v koncentra¢nim rozsahu 0,01-2,5 mg/l (resp. 10-2500 pg/l) jako zavislost
koncentrace na plose piku. Diagnostika regrese a vyznamnost regresnich parametrti byla
ovéfena studentovym t-testem v programu QC Expert. Dale byla testovana vyznamnost
absolutniho ¢lenu na hranici pravdépodobnosti p = 0,05, p useku vyslo 0,098. Program
vyhodnotil usek regresni kiivky jako nevyznamny (p > 0,05), proto nebyl pii naslednych
vypoétech zahrnut. Graf kalibraéni zavislosti plochy piku na koncentraci je uveden na
Obrézku 13.
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Obrazek 13 Kalibraéni zavislost plochy piku na koncentraci vitaminu Ds.

Pomoci programu EffiValidation byl QC koeficient vypocitan na 0,735 % a korela¢ni
koeficient regresni zavislosti mél hodnotu 0,9999. Oba parametry spliuji kritérium

pfijatelnosti, které je pro QC koeficient <5 % a pro korela¢ni koeficient > 0,999.

Dalsimi hodnoticimi parametry byla spravnost, vyjadiena jako vytéznost, a presnost

vyjadiena jako opakovatelnost pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD). Pfesnost
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a spravnost byly hodnoceny na tfech koncentracnich urovnich: 25; 100 a 1000 pg/l. Hodnotici
kritéria presnosti jsou prevzata z publikace Guidelines for Standard Method Performance
Requirements [61]. Vysledky validace metody jsou uvedeny v Tabulce 15.

Tabulka 15 VysledKky validace presnost a spravnosti metody stanoveni vitaminu Ds.

Presnost Spravnost
Koncentrace  Opakovetelnost ” Kritérium ” VytéZnost | Kritérium
[ng/] (RSD) [%] prijatelnosti [%] [%%0] prijatelnosti [%]
25 1,10 <15 106,3 80-110
100 2,43 <15 106,4 80-110
1000 0,07 <11 101,5 80-110

Metoda na zakladé¢ kritérii pesnosti byla vyhodnocena jako vyhovujici pro stanoveni
vitaminu D3. Kompletni vysledky méfeni vSech koncentra¢nich tirovni jsou uvedeny v Ptiloze

v Tabulce P1.

Dalsim valida¢nim parametrem, ktery byl sledovan, byla mezilehla ptesnost. Byly
zvoleny tii kalibra¢ni hladiny, které byly méfeny béhem nékolika dni (1.; 5. a 12. den)
a vyhodnoceny. Jako tii sledované hladiny byly zvoleny koncentrace 25; 100 a 1000 ug/l.
Vysledky mezilehlé piesnosti jsou uvedeny v Tabulce 16. Vsechny hodnoty odpovidaji
kritériu pfijatelnosti, proto je metoda vhodna pro stanoveni vitaminu D3. Vysledky vcetné

jednotlivych ploch pikti jsou uvedeny v Ptiloze v Tabulce P2.

Tabulka 16 Vysledky validace mezilehlé piesnosti stanoveni vitaminu D3.

Koncentrace  Mezilehl4 piesnost Ifil::tee:lil,:lolgti
[ng/] (RSD) [%0] =
25 4,38 <15
100 2,74 <15
1000 1,14 <11
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DalSim dtlezitym kritériem pfi tvorbé metody je mez detekce a mez stanovitelnosti,
vyhodnocen Sum podle zéavislosti vysky piku na koncentraci. Z této hodnoty byla stanovena
instrumentalni mez detekce a instrumentalni mez stanovitelnosti. Mez detekce vysla 3,1 ug/I

a mez stanovitelnosti méla hodnotu 10,4 pg/l.

3.3 Ptiprava vzorku

Tato metoda byla zamyslena pfedevsim ke stanoveni vitaminu D3 v mléce a mlécnych
vyrobcich. Hydrolyza pod zpétnym chladi¢em, ktera byla pouzita pro vybér vhodné kolony,
jak bylo uvedeno v kapitole 3.1, zahrnovala fadu nevyhod. Témi byly zejména Casova
naro¢nost a spotfeba velkého mnozstvi rozpoustédel - petroletheru a diethyletheru.
S rozpoustédly se dale pojil problém odparovani velkého objemu organickych rozpoustédel,
tudiz odpatovani trvalo velice dlouho. Proto byla k dal§imu stanoveni vitaminu D3 zvolena
metoda disperzni kapalinové mikroextrakce (DLLME), ktera vyuziva mald mnozstvi
rozpoustédel a neni Casové naro¢nd. Tato metoda byla jiz ke stanoveni vitaminu Dj
pouzita [41,74]. Klicovym krokem bylo nalézt optimalni podminky hydrolyzy, abychom
izolovali vitamin D3 z tukovych €astic, ve kterych byl vazan. Poté bylo potieba nalézt takové

podminky disperzni kapalinové mikroextrakce, které budou poskytovat maximalni vytézky.

3.3.1 Vybér extrakéniho rozpoustédla
Pro pouziti extrakéniho rozpoustédla, které bude spliovat kritéria na vhodnost, tzn.
misitelnost s disperznim rozpoustédlem a vodnou fazi, a bude poskytovat nejvyssi vytézky
extrakce, byla provedena optimalizace. K optimalizaci byl pouzit oktanol, dekanol, dodekanol
a tetrachlormethan. Rozdil mezi rozpoustédly byl v jejich hustoté. Nechlorovana rozpoustédla
maji hustotu mensi neZ voda a odebirala se shora. Naproti tomu tetrachlormethan ma hustotu
veétsi nez voda, a proto se usadil na dn¢ zkumavky. Jako disperzni rozpoustédlo byl pouzit

ethanol, ktery je misitelny prakticky se vSemi rozpoustédly.

Na experiment byla pouzita smés redestilované vody s 20 % ethanolu o pH 4,5.
Do vodno-ethanolického roztoku byl pfidan vitamin Ds na koncentraci 10 pg/l. Z této smési
bylo pro provedeni DLLME vzato 10 ml do plastové zkumavky. Na DLLME bylo pouZito
100 pl extrakéniho rozpoustédla a 600 ul disperzniho rozpoustédla, na zaklad¢ inspirace
literaturou [41]. Po provedené extrakci byl extrakt odebran, odpaien pod dusikem do sucha,
zbytek znovu rozpustén v acetonitrilu a podroben analyze. Sledovanou veli¢inou byla plocha

piku.
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Pfi pouziti nechlorovanych rozpoustédel bylo zjisténo, Zze s rostouci délkou fetézce
(oktanol < dekanol < dodekanol) dochazi ke zmensovani plochy piku. Soucasné¢ dochazelo
také K rozsifovani a §tépeni piku. Z téchto téi rozpoustédel byl tedy zvolen jako nejvhodné&jsi
oktanol. Porovnani jednotlivych rozpoustédel z hlediska vytéznosti vitaminu D3 je uvedeno na
Obrazku 14.
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Obrazek 14 Porovnani testovanych rozpoustédel na disperzni kapalinovou mikroextrakci
(Vinj =4 |.l.|).

Scilem zvysit plochu piku vitaminu D3 a tedy sniZit mez detekce byla snaha
nadavkovat do kapalinového chromatografu co nejveétsi mnozstvi vzorku. Proto byly
testovany vétsi objemy nastiiku. U oktanolu bylo zjisténo maximalni mozné davkovani 4 pl.
Pfi pokusu o vétsi davkovany objem dochdzelo k vyznamnému rozsifovani a Stépeni piku.
Moznosti, jak zvysit davkovany objem je odpafit extrakéni rozpoustédlo a zbytek rozpustit
Vjiném rozpousStédle vhodnéjSim pro kapalinovou chromatografii na reverznich fézich.
Bohuzel bod varu oktanolu je piili§ vysoky (195 °C), a proto je odpafovani ¢asové naro¢né.
Objem davkovani bylo mozné zvysit také fedéni vzorku mobilni fazi (acetonitrilem). Tento
postup nepiinesl zadouci vysledky. Pfi fedéni vzorku 1:1 acetonitrilem bylo mozné
nadavkovat bez vyznamného rozsifeni pouze 10 ul vzorku. Vzledem k fedenému vzorku se

plocha zvysila pouze o cca 25 %.

Z tohoto divodu byl zahrnut do pokusu tetrachlormethan. Ten vSak neni kompatibilni
s pouzitou mobilni fazi, a proto musi byt odpafen. Tetrachlormethan ma ale nizky bod varu

(76 °C), tudiz byl odpafen béhem néckolika minut. Po odpafeni byl zbytek rozpustén
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v acetonitrilu. Plocha piku pfi davkovani 4 pl byla sice mensi nez po pouziti oktanolu
(Obrazek 14), nicméné na kolonu bylo mozné nadavkovat az 20 pl vzorku. Diky tomu se
plocha piku vitaminu D3 zvétSila o vice jak 100 % V porovnani sfedénym oktanolem.
Tetrachlormethan byl vybran jako extrakéni rozpousStédlo pro kapalinovou disperzni

mikroextrakci.

3.3.2 Optimalizace DLLME 1 (DoE 1)

Ke zjisténi optimalnich podminek extrakce byla zvolena metoda Planovani
experimentu (Desing of Experiment, DoE). Cilem DoE je jednak nalezeni vhodnych
podminek, ale také to, zda urcité faktory maji vliv na sledovanou veli¢inu - v naSem ptipadé
koncentraci vitaminu D3 v extrakénim rozpoustédle, respective plochu piku vitaminu Ds.
Z divodu uspofeni Casu byla optimalizace extrakce provedena ve vodno-ethanolickém
roztoku vitaminu D3 o koncentraci 10 pg/l, ktery mél simulovat roztok po zmydelnéni vzorku
mléka. Pomoci programu Statistica byly navrzeny experimenty pro Easte¢ny faktorovy
experiment se dvéma urovnémi a jednim centrdlnim bodem. Jednalo se o nalezeni
optimalniho pH vzorku a mnozstvi ethanolu ve vzorku. Déle se k optimalizaci podminek
extrakce zjiStovalo vhodné mnozstvi extrakéniho a disperzniho rozpoustédla. Sledované
urovné byly: 10 nebo 30 % ethanolu, 100 nebo 200 pl extrakéniho rozpoustédla, 400 nebo
1000 pl disperzniho rozpoustédla a pH 3 nebo 7. Centralni bod tvofila kombinace 20 %
ethanolu, 150 pl extrak¢éniho rozpoustédla, 700 ul disperzniho rozpoustédla a pH 5. Kazda
extrakce byla provedena ve tfech nezavislych opakovani. Ptehled experimentd a piesny

postup je uveden v Experimentalni ¢asti v kapitole 2.4.5.

Podle Paretova grafu standardizovanych efektti (Obrazek 15) je patrné, ze vSechny
sledované parametry jsou vyznamné a je nutné je optimalizovat (p > 0,05). Cim v&tsi je
hodnota p, tim vice ovlivituje parametr sledovanou veli¢inu. Nejvyznamnéj$im parametrem
ovliviiujicim vytézek vitaminu D3 ze vzorku je procentudlni mnozstvi ethanolu ve vzorku
a dale pH vzorku. Nejmensi vliv, avSak stale statisticky vyznamny, na extrakci ma mnozstvi

disperzniho rozpoustédla.
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Paretav graf standardizovan. efekt(; Proménna: Plocha piku D3 (mA*s)

(3)% ethanolu ve vzorku |

(4)pH vzorku

(1)extrakéni inidlo (ul) |

(2)disperzni rozpoustédlo (ul) +

2**(4-1) schéma; MS rezidui =464,6023
ZP: Plocha piku D3 (mA*s)

-3,81015

3,62613

-4,34011

5,1269

Standardizovany odhad efektu (absolut. hodn.)

Obrazek 15 Paretiiv graf standardizovanych efektu vychazejici z DoE 1.

Na Obrazku 16a muzeme pozorovat rozdilny vliv extrakéniho a disperzniho
rozpoustédla. Zatimco pii pouziti 400 ul disperzniho rozpoustédla neni vyznamny rozdil, zda
pouzijeme 100 nebo 200 pl extrakéniho rozpoustédla. U pouziti 1000 pl disperzniho
rozpoustédla dochdzi k vyznamnému poklesu plochy piku pfi pouziti 200 pl extrakéniho
rozpoustédla. Plocha piku klesne téméf o 50 %. Obdobné je vytézek extrakce ovlivnén pii
pouziti 30 % ethanolu ve vzorku v kombinaci se 100 nebo 200 pl extrakéniho rozpoustédla,

coz je znazornéno na Obrazku 16b. Kompletni vysledky DoE 1 jsou uvedeny v Priloze

v Tabulce P3.
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Obrazek 16 Graf marginalnich praméri a mezi spolehlivosti vychazejici z DoE 1.
a - extrak¢ni rozpoustédlo vs. disperzni rozpoustédlo
b - extrakéni rozpoustédlo vs. % ethanolu ve vzorku
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Na Obrazku 17 jsou uvedeny profily pro ptedpovédi a vhodnost, které slouzi k vybéru

nejlepSich podminek extrakce s ohledem na ziskani nejvétsi plochy piku vitaminu Ds.

Z tohoto experimentu vychazi optimalni podminky 30 % ethanolu ve vzorku, pH 3 a pouziti

smési 1000 pl disperzniho a 100 pl extrakéniho rozpoustédla. V Ptiloze na Obrazku P3 je

uvedeno toto vyhodnoceni pomoci vrstevnic. Cervend barva znaci pozitivni hodnoty, které

jsou pro experiment vhodné, naproti tomu zelené jsou nevyhovujici.
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Obrazek 17 Kone¢né optimalni podminky DLLME vychazejici z DoE 1.
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3.3.3 Optimalizace tfepani pri extrakci

Dalsim z faktort, které by mohly ovlivnit vytézek extrakce, bylo téepani vzorku po
nastiiku  smési rozpoustédel. K optimalizaci byly pouzity podminky vychazejici
z provedeného DoE 1. Byl tedy pouzit vodno-ethanolicky roztok vitaminu D3 0 koncentraci
2,5 pg/l o pH 3 obsahujici 30 % ethanolu. Na disperzni kapalinovou mikroextrakci byla
pouzita smés 1000 pl ethanolu jako disperzniho rozpoustédla a 100 pl tetrachlormethanu jako
extrakéniho rozpoustédla. Byly testovany mozné zplisoby tfepani: 2x otocit zkumavkou,
10x intenzivné zatfepat a 1 minutu intenzivné tfepat. Extrakt byl odebran, odpafen pod
dusikem do sucha, zbytek rekonstituovan v acetonitrilu a podroben analyze. Sledovanou

veli¢inou byla plocha piku vitaminu Ds.

Jednotlivé experimenty byly provedeny béhem tfi dni vzdy ve tiech nezavislych
opakovani. Pfi otoCeni 2x byly plochy pikit mensi oproti ostatnim zkouSenym parametrim.
Bylo zjisténo, ze minutové tfepani poskytuje nejvyssi vytézek, nicméné tento zptisob nebylo
mozné pouzit, protoze vysledky v jednotlivych dnech nebyly konstantni. Bylo proto zvoleno
10x intenzivni zatfepani, které pfinaSelo uspokojivé a stabilni vysledky. Porovnani

jednotlivych zptisobti tfepani je zobrazeno na Obrazku 18.
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Obrazek 18 Vliv tiepani na vytézek extrakce, n = 5.
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3.3.4 Optimalizace hydrolyzy
Pro stanoveni vitaminu D3 v mlécnych vyrobcich je hydrolyza klicovym krokem.
Dochazi pii ni k rozlozeni tukti, uvolnéni vitaminii do roztoku, a nasledné k jejich snadnéjsi
extrakci. Optimalizace podminek hydrolyzy byla provedena po vyhodnoceni DoE 1. Ziskany
hydrolyzovany a vycefeny vzorek byl poté podroben optimalizované disperzni kapalinové
mikroextrakci, tedy 30 % ethanolu ve vzorku, pH vzorku 3 a pouziti smési 1000 ul

disperzniho a 100 pl extrak¢éniho rozpoustédla.

K optimalizaci podminek hydrolyzy bylo pouzito 2 ml vzorku plnotuéného mléka
a8 ml zmydeliiovaci smési ethanolu a hydroxidu sodné¢ho, ve které byla navic pifiddna
kyselina askorbova jako antioxidant. Do zkumavky byl navic pfidan pfidavek vitaminu Ds,
Ptidanéd koncentrace byla stejna jako pti postupu DoE 1, tedy 10 pg/l. Nasledovalo horké
zmydelnéni. Testovano bylo zmydelnéni pfi 60 °C po dobu 15; 30; 45; 60 a 90 minut.
Po upravé pH na hodnotu 3 (které vySlo z DoE 1 jako optimélni) byly ptfidany postupné
Carrezovo cifidlo I. a Carrezovo ¢ifidlo II. VZdy byl pfidan 1 ml ¢ifidla a zkumavka byla
promichana. Mezi jednotlivymi casy hydrolyzy nebyl rozdil, nebot vitamin nebyl ani
v jednom chromatogramu vibec detekovan. V oblasti retenéniho ¢asu vitaminu D3 nebyl
nalezen témét zadny pik, coz je patrné na chromatogramu v Ptiloze (Obrazek P4). Zjistovala

se tedy pficina ztraty vitaminu Ds.

Testovan byl vliv Carrezovych Ccifidel, zda nedochazi k absorpci vitaminu Dj
na vznikajici srazeninu hexakyanoZeleznatanu Zeleznatého. V pfipad¢, ze nebyly Carrezova
¢ifidla do roztoku ptidana, nebylo mozné provést disperzni kapalinovou mikroextrakci.
Shluky vzniklé po zmydelnéni se usazovaly spolu s tetrachlormethanem na dné zkumavky.
Zkousen byl tedy ptidavek poloviéniho objemu Carrezovych ¢itidel (0,5 + 0,5 ml). Z tohoto
pokusu bylo zjisténo, ze nebyl patrny rozdil. Stale nebylo mozné pik vitaminu ve vzorku
nalézt. VycCeteni polovi¢nim mnozstvi Carrezovych ¢ifidel bylo dostate¢né, a proto k dalsim
pokusiim bylo pouzito vzdy po 0,5 ml kazdého citfidla. Zabréanilo se tak dalSimu fedéni

vzorku.

Ptistoupilo se dale k testovani pfidavanych kyselin na Gpravu pH - kyselina mravenci,
fedénd kyselina chlorovodikova a kyselina askorbova. U Zadného z pokust nebyl vitamin D3
detekovan. Ackoliv diky optimalizaci DLLME bylo jako optimalni pH zvoleno pH 3, byl
proveden pokus, jakym zpusobem ovlivni pH extrakci po hydrolyze realného vzorku. Nékteré

zdroje uvadgji, ze vitamin D3 je mirn¢ citlivy az citlivy na kyselé pH [1,4]. Byly testovany
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hodnoty pH 3; 4,5; 6; 8,5 a 13. pH 13 odpovidalo neupravenému zmydelnénému roztoku bez
pfidani kyseliny. Z tohoto experimentu bylo zjisténo, ze pouze pii pH 13 je mozné vitamin D3
Vv realném vzorku mléka stanovit. Vitamin D3 byl identifikovan na zakladé reten¢niho Casu,
UV/Vis spektra a standardniho pfidavku. Porovnani chromatogramu se standardnim
ptidavkem je zobrazeno v Pfiloze na Obrazku PS5. Plocha piku se se standardnim piidavkem

zvedla o dvojnasobek, ¢imz bylo potvrzeno, ze nami sledovany pik odpovida vitaminu Ds.

Dale bylo testovano zmydelnéni za studena, které by mohlo vést k mensim ztratdm
analytu béhem zmydelnéni. Zmydelnéni za studena probihalo po celou noc (cca 18 hod).
Soucasné bylo provedeno i horké zmydelnéni pii 60 °C po dobu 30 min. Po obou zmydelnéni
bylo pH ponechano na hodnoté¢ 13. Vysledkem bylo zjisténi, ze zmydelnéni za studena
poskytuje vyssi vytézky a to az dvojnasobné oproti horkému zmydelnéni (Obrazek 19).

Pravdépodobné to je dano ¢astecnou citlivosti vitaminu D3 k vysoké teploté.
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Obrazek 19 Porovnani studeného a horkého zmydelnéni, n = 3.

pH 3 vzorku pied extrakci nebylo mozné vzhledem k vy$e zminénym skutecnostem
pouzit. Ztohoto davodu bylo nutné opakovat optimalizaci disperzni kapalinové
mikroextrakce. Tentokrat byla extrakce optimalizovdna na vzorku mléka s pfidanym
vitaminem Dj3 S vyuZitim studeného zmydelnéni po celou noc (cca 18 hodin) a pH vzorku
od 3 do 13.
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3.35 Optimalizace podminek DLLME 2 (DoE 2)

Pti pouziti podminek vychdzejich z DoE 1 na realné vzorky mléka doslo ke zjiSténi,
ze slozky v matrici mlé¢nych vyrobcich silné ovliviiuji vytéZek vitaminu D3. Bylo tedy nutno
provést novy planovany experiment, ktery bude zahrnovat vliv matrice, hydrolyzy i extrakce.
Tentokrat bylo jako vzorek pouzito plnotucné mléko, do kterého byl pfidan vitamin Ds.
Vysledna koncentrace vitaminu D3 ve zkumavce obsahujici 2 ml mléka a 8 ml zmydeliovaci
smési ethanolu a NaOH byla 10 pg/l. Pomoci programu Statistica byly navrZzeny experimenty
pro castecny faktorovy experiment se dvéma Urovnémi a jednim centrdlnim bodem.
Byla snaha zjistit optimalni procentualni mnozstvi ethanolu ve zmydeliovaci smési
(10 nebo 30 %), pH po hydrolyze (3 nebo 13), mnozstvi extrakéniho rozpoustédla (100 nebo
200 pl) a disperzniho rozpoustédla (400 nebo 1000 ul) na DLLME. Centralni bod tvotila
kombinace 20 % ethanolu ve zmydeliovaci smési, pH po hydrolyze 8 a smés rozpoustédel na
DLLME v poméru 150 pl extrakéniho a 700 ul disperzniho rozpoustédla. Kazdy pokus byl
proveden ve tiech nezavislych opakovani. Prehled experiment je uveden v Experimentalni

¢asti v kapitole 2.4.6. Sledovanou veli¢inou byla plocha piku vitaminu Ds.

Podle Paretova grafu standardizovanych efektd (Obrazek 20) muZzeme vidét, Ze
vysledky jsou rozdilné oproti DoE 1. Z Paretova grafu je patrné, ze vliv pH i vliv % ethanolu
ve zmydeliiovaci smési byly stejné vyznamné a prakticky jen tyto parametry ovliviiovaly

vytézek extrakce. Zanedbatelny byl vliv disperzniho a extrakéniho ropoustédla (p < 0,05).
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Paretlv graf standardizovan. efekt(; Proménna: Plocha piku (mA*s)
2**(4-1) schéma; MS rezidui =25763,56
ZP: Plocha piku (mA*s)

(4) pH po zmydelnéni 3,35878

(3) % ethanolu ve

zmydelfovaci 3,355528
Smesi
(2) disperzni rozpoustédlo -1,05265
(1) extrakéni rozpoustédlo -,963786

p=,05
Standardizovany odhad efektu (absolut. hodn.)

Obrazek 20 Paretiv graf standardizovanych efekt vychazejici z DoE 2.

Pti pouziti 400 pl disperzniho rozpoustédla klesé plocha piku s rostoucim mnozstvim
extrakéniho rozpoustédla o vice nez 95 %. U pouziti 1000 pl disperzniho rozpoustédla je
zavislost naopak - s rostoucim mnozstvim extrakéniho rozpoustédla roste plocha piku. Tyto
zavislosti jsou ukazany na Obrazku 2la. Na Obrazku 21b muzeme pozorovat vliv
procentudlniho obsahu ethanolu ve zmydelovaci smési a vliv pH na vytézek stanoveni
vitaminu D3 ze vzorku. Plocha piku byla niz§i opé€t o vice jak 95 % pfti pouziti 30 % ethanolu
a pH 3 oproti pH 13. Pii pouziti 10 % je vliv pH naopak opacny. Vyssi pH poskytuje mirné

horsi vytézek.
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Plocha piku (mA*s)
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ZP: Plocha piku (mA*s) ZP: Plocha piku (mA*s)
Navrh: 2**(4-1) schéma Navrh: 2**(4-1) schéma

POZN.: Sm.chyby primérl jsou pogitany z MS chyby=25763,56 POZN.: Sm.chyby prumért jsou pocitany z MS chyby=25763,56
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Obrazek 21 Graf marginalnich pruméri a mezi spolehlivosti vychazejici z DoE 2.
a - extrak¢ni rozpoustédlo vs. disperzni rozpoustédlo
b - pH vzorku vs. % ethanolu ve vzorku

Z DoE 2 bylo zjisténo, ze vliv pH byl nejvyznamnéj$im parametrem stanoveni.
Na Obrazku 22 jsou uvedeny profily pro pfedpovédi a vhodnost stanoveni, které slouzi
K vybéru nejlepsich podminek extrakce s ohledem na ziskani nejvétsi plochy piku vitaminu
Ds. Z tohoto porovnani mizeme potvrdit, ze vliv extrakéniho a disperzniho rozpoustédla byl
zanedbatelny. Oproti tomu vytézky vitaminu D3 rapidné klesaji s klesajicim pH a klesajicim
procentualnim obsahem ethanolu ve zmydelnovaci smési. Jako optimalni podminky z DoE 2
vychazelo tedy pouziti 30 % ethanolu ke zmydelnéni, po zmydelnénéni ponechani pH 13
a pouziti smési 400 pl disperzniho a 100 pl extrakéniho rozpoustédla k disperzni kapalinové
mikroextrakci. Tyto podminky byly déle pouzity na ziskani kalibra¢ni zavislosti vitaminu Ds
a ke stanoveni vitaminu D3 v redlnych vzorcich mléénych vyrobkl. V Ptiloze na Obrazku P6
je uvedeno toto vyhodnoceni pomoci vrstevnic. Cervena barva znaéi pozitivni hodnoty, které
jsou pro experiment vhodné, naproti tomu zelené jsou nevyhovujici. Kompletni vysledky DoE

2 jsou uvedeny v Ptiloze v Tabulce P4.
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Profily pro pfedpovédi a vhodnost

extrakéni Cinidlo disperzni % ethanolu ve vzorku pH vzorku Vhodnost
rozpoustédlo

900,00 2
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Obrazek 22 Profily pro predpovédi a vhodnost vychazejici z DoE 2.
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3.3.6 Kalibrace vitaminu D3 s vlivem matrice a extrakce

Ke kvantifikaci vitaminu D3 ve vzorcich mlécnych vyrobkii byla pouzita metoda
kalibra¢ni kiivky. Kalibrace byla provedena po zjisténi nevyhovujicich vysledkii DoE 1 také
jako DoE 2 do mléka. Zahrnovala tak vliv matrice, hydrolyzy i extrakce. Kalibrace byla
provedena v koncentra¢nim rozsahu 0,5-25 pg/l vitaminu D3 v mléce. Jelikoz byla kalibrace
provedena v mléce obohaceném o vitamin D3, bylo nutné od kazdého vysledku odecist
hodnotu slepého pokusu, ktery byl proveden bez nami pfidaného vitaminu Dj3. Kazdy
kalibra¢ni bod vcetné slepého pokusu byl proveden ve tfech nezavislych opakovani.
Diagnostika regrese a vyznamnost regresnich parametrii byla ovéfena studentovym t-testem
v programu QC Expert. Déle byla testovdna vyznamnost absolutniho ¢lenu na hranici
pravdépodobnosti p = 0,05, p tseku vyslo 0,116. Program vyhodnotil tsek regresni kiivky
jako nevyznamny (p > 0,05), proto nebyl pfi vypoctech obsahu vitaminu D3 v realnych
vzorcich zahrnut. Kompletni vysledky kalibra¢ni zavislosti jsou uvedeny v Pfiloze v Tabulce
P5. Graf kalibracni zavislosti plochy piku na koncentraci vitaminu D3 je uveden na Obrazku

23.
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Obrazek 23 Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci vitaminu Ds.

Pomoci programu EffiValidation byl QC koeficient vypocitan na 4,43 % a korelacni
koeficient regresni zavislostti mél hodnotu 0,9968. Korelacni koeficient by mél mit
hodnotu > 0,999, nicméné¢ QC koeficient splfiuje kritérium pfijatelnosti, které je pro
QC koeficient <5 %, proto muze byt zavislost povazovana za linearni v uvedeném

koncentra¢nim rozsahu.
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Validovanymi parametry byla spravnost vyjadiena jako vytéznost a ptesnost vyjadiena
jako opakovatelnost pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD). Piesnost a spravnost byly
hodnoceny na tiech koncentracnich urovnich: 0,1; 1 a 5 pg/l. Hodnotici kritéria pfesnosti jsou
pievzata z publikace Guidelines for Standard Method Performance Requirements [61].
Vysledky validace metody jsou uvedeny v Tabulce 17. Metoda spliovala valida¢ni kritéria
abyla shleddna vyhovujici ke kvantifikaci vitaminu D3 ve vzorcich mléka a mléénych

vyrobkll. Vyhodnoceni mezilehlé presnosti nebylo s casovych diivodi provedeno.

Tabulka 17 Validace kalibrace vitaminu D3 s vlivem matrice a extrakce.

Koncentrace  Opakovetelnost Kritérium Vytéznost Kritérium
[pgn] (RSD) [%] prijatelnosti [%o] [%6] prijatelnosti [%o]

2,5 3,4 <21 114,5 60-115
12,5 1,7 <15 102,2 80-110
25,0 1,2 <15 102,4 80-110

Dal8im dulezitym kritériem pii validaci metody je mez detekce a mez stanovitelnosti,
vyhodnocen Sum a podle linearni zavislosti vysky piku na koncentraci byla spoc€itana mez
detekce a mez stanovitelnosti. Mez detekce byla stanovena na 0,6 pg/l a mez stanovitelnosti
2,1 pg/l. V porovnani s instrumentalni kalibraci jsme diky zakoncentrovani schopni stanovit

az 5x niz8i koncentraci vitaminu D3 ve vzorku.

V porovnani s obdobnou metodou [41] byla nasi metodou stanovena niz§i mez

cvwr

stanovili mez detekce 0,4 ng/l a mez stanovitelnosti 1,3 pg/l, coz je o vice nez 35 % nizsi
hodnota, kterou Ize kvantifikovat. Pti pouziti metody HPLC-MS [69] Ize stanovit mez detekce
0,8 pg/l a mez stanovitelnosti 1,6 pg/l.
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3.4 Zpracovani reilnych vzorki s vitaminem D5
Po optimalizaci a validaci byla metoda otestovana na realnych vzorcich mléka
a mléénych vyrobkl obohacenych vitaminem Dj. Ke stanoveni bylo pouZito polotu¢né
a plnotu¢né mléko, Actimel a Nesquik ndpoj. Seznam vzorkd vcetné slozeni je uveden

v Experimentélni ¢asti v kapitole 2.3.

Kazdy vzorek byl zpracovan jiz uvedenymi zpiisoby Ve tfech nezavislych opakovani
a koncentrace byla vyhodnocena pomoci kalibra¢ni zavislosti. V Tabulce 18 jsou uvedeny
kone¢né vysledky koncentrace vitaminu D3 v jednotlivych vzorcich. Chromatogram vzorku
polotu¢ného mléka je uveden v Ptiloze na Obrazku P6. V Tabulce P6 v Ptiloze jsou uvedeny

vysledky méteni vzorku.

Tabulka 18 Vysledky stanoveni vitaminu D; v mléénych vyrobcich, n = 3.

Vil Deklarovana hodnota Stanovena hodnota
vitaminu D; [pg/l] vitaminu D [pg/l]

Polotu¢né mléko Kunin 75 7,88+0,17
PInotu¢né mléko Kunin 7,5 7,66 +0,55
Actimel 7,5 6,39 + 0,54

Nesquik ¢okoladovy napoj 7,5 6,25+ 0,90

Vzorky mléka, neobsahujici zddné dalsi ruSici slozky, se nejvice pfiblizily uvadéné
koncentraci vitaminu D3, ktery uvadi vyrobce na obalu. Deklarovana koncentrace vitaminu D3
byla pro vSechny vzorky 7,5 ug/l. Vétsi rozdily byly u vzorku Actimel, kde je mimo jiné
mozny také vliv pfidanych jogurtovych kultur L. casei. U vzorku ¢okoladového napoje
Nesquik vysla hodnota nejnizsi, coz miize byt zplisobeno fadou dalSich ptitomnych slozek

ve vzorku, naptiklad velkym mnozstvi sacharidii a pomérné velkym mnoZzstvim bilkovin.
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4. ZAVER
Cilem této prace byla optimalizace podminek separace vitamini tfady D pomoci
kapalinové chromatografie a ukolem bylo metodu validovat. Dalsim krokem bylo provést
optimalizaci podminek pfipravy vzorku a vlastni extrak¢ni techniku disperzni kapalinové

mikroextrakce.

K separaci vitaminu D od ostatnich casti matrice bylo testovano nékolik
chromatografickych kolon s riznou délkou a chemii stacionarni faze, z nichz se podafilo
nalézt vhodnou kolonu Ascentis Express C18. Na této kolon¢ bylo souc¢asné¢ mozné separovat
také vitamin D, a D3. Vhodnou mobilni fazi byla smés okyseleného acetonitrilu i vody

s 0,1 % kyseliny mravengi.

Podatilo se nalézt optimalni podminky pro ptipravu vzorku, ktera zahrnovala studenou
hydrolyzu pies noc a disperzni kapalinovou mikroextrakci. Za extrakéni rozpoustédlo byl
zvolen tetrachlormethan. Po né¢kolika experimentech bylo zjisténo, Ze je nutné udrzovat pH
vzorku v zasadité oblasti, nebot’ vitamin D v pfitomnosti slozek matrice vzorku pisobenim
kyselin degraduje. Dale bylo zjisténo, ze kvili jeho tepelné nestabilité je vhodné&jsi pouzit
zmydelnéni za studena pfes noc, které poskytuje az dvojnasobné vytéZky oproti horkému
zmydelnéni pfi 60 °C. Ke zmydelnéni byla jako optimalni zjist€éna smés 30 % ethanolu
a70% 1 M hydroxidu sodné¢ho s 1 % kyseliny askorbové jako antioxidantu. K nalezeni
vhodnych podminek extrakce byla vyuZita metoda Planovaného experimentu. NejlepSich
vysledki DLLME bylo dosazeno s 400 pl ethanolu jako disperzniho rozpoustédla a 100 pl
tetrachlormethanu jako extrakéniho rozpoustédla. Nejniz§i mozné mnozstvi vitaminu Ds

ve vzorku, které lze stanovit touto metodou bylo 2,1 pg/l.

Optimalizovand a validovana metoda byla pouzita pro stanoveni vitaminu Ds
ve ¢tyfech realnych vzorcich mléka a mléénych vyrobkl fortifikovanych vitaminem Ds.
Ve vSech vzorcich byly nalezeny podobné koncentrace cholekalciferolu, jaké deklaroval
vyrobce. Metoda tedy hodnocena jako vhodna pro stanoveni vitaminu D3 v mléce a mlécnych
vyrobcich. Pro vzorky jogurti a dalSich kvasenych mlécnych vyrobkii obsahujicich vitamin
Ds; by bylo vhodné provést optimalizaci hydrolyzy samostatné¢ z divodu obsahu vétSiho

mnozstvi bilkovin a sacharida.
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Tabulka P1 Vysledky kalibrace standardu vitaminu D3.

o Plocha piku Vyska piku

A 2,468 0,454

10 B 2,618 0,481

C 2,681 0,476

A 9,243 1,354

25 B 9,043 1,387

C 9,161 1,344

A 17,608 2,560

50 B 17,767 2,640

C 18,756 2,667

A 37,466 5,551

100 B 36,795 5,345
C 35,701 5,312

A 87,738 13,146

250 B 87,738 13,146
C 88,890 13,309

A 171,874 25,844

500 B 173,821 26,143
C 171,832 25,815

A 349,282 51,665

1000 B 349,725 51,757
C 349,696 51,822

A 866,651 128,477

2500 B 856,617 127,028
C 857,980 127,191

Tabulka P2 Kompletni vysledky mezilehlé piesnosti kalibrace vitaminu D3.

Koncentrace [pg/l]

Plocha piku [mAU%*s]

Den 5.
9,243 9,880 9,442
25 9,043 9,998 10,018
9,161 9,119 9,077
37,466 35,455 35,581
100 36,795 34,855 35,807
35,701 34,258 35,013
349,282 341,651 340,405
1000 349,725 344,423 347,609
349,696 340,481 347,226
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Tabulka P3 Kompletni vysledky DoE 1.

Mnozstvi Mnozstvi

% ethanolu extrakéniho  disperzniho Plocha piku
Opakovani [MAU*s]

ve vzorku pH rozpousStédla rozpoustédla
[p] mi

52,364
53,544
57,982
13,161
27,071
22,321
75,052
59,165
47,333
58,826
53,176
48,482
33,027
77,372
75,714
80,083
77,477
77,599
147,211
174,389
187,182
71,930
77,932
29,941
58,977
60,515
45,341

10 3 100 400

10 7 200 400

10 7 100 1000

10 3 200 1000

30 7 100 400

30 3 200 400

30 3 100 1000

30 7 200 1000

20 5 150 700

OWI>OW>OwI>OwE>Owmw>Ow>Owm>Owm>ow >
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Tabulka P4 Kompletni vysledky DoE 2.

% ethanolu Mnozstvi Mnozstvi

ve pH po extrakéniho  disperzniho _ Plocha piku
Opakovani [MAU*s]

zmydeliiovaci  hydrolyze | rozpoustédla rozpoustédla
smdési [ud] (]

147,817
127,146
100,900
50,291
52,66
48,547
8,794
7,196
8,661
91,802
57,411
46,367
705,538
621,480
584,889
18,358
11,307
11,818
41,046
56,536
35,810
442,684
436,318
420,389
41,592
40,432
40,135

10 3 100 400

10 13 200 400

10 13 100 1000

10 3 200 1000

30 13 100 400

30 3 200 400

30 3 100 1000

30 13 200 1000

20 8 150 700

OWI>OW>Ow>OmEPPOWwWITOWWID>Ow>>Ow>ow>

94



Tabulka P5 Vysledky kalibrace vitaminu D3 s vlivem matrice a extrakce.

Koncentrace vitaminu D3

v mléce [pg/l] Plocha piku [mAU%*s] Vyska piku [mAU]
1,254 0,288
0,5 1,440 0,381
1,402 0,197
7,123 0,453
2,5 7,618 0,605
7,452 0,694
15,567 1,542
5 15,556 1,369
15,327 1,677
29,902 3,497
12,5 30,776 3,637
30,823 3,217
60,369 6,066
25 61,761 7,130
61,269 6,409

Tabulka P6 Vysledky méi'eni mléka a mléénych vyrobku.

o Plocha piku RONCENErace
Opakovani [MAU*s] vitaminu D3
A 18,666 7,82
Polotuc¢né mléko B 18,970 7,95
C 18,799 7,88
A 17,840 7,48
Plnotué¢né mléko B 18,074 7,58
C 18,840 7,90
A 15,735 6,59
Actimel B 15,245 6,39
C 14,750 6,18
A 14,579 6,11
Nesquik B 14,234 5,97
C 14,900 6,66
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