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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APPI Fotoionizace za atmosférického tlaku

a.s. Akciova spolecnost

BHT Butylhydroxytoluen

BSTFA N,O-bis(trimethylsilyDtrifluoroacetamid

CE Kapilarni elektroforéza

Cv Cyklické voltametrie

CR Ceska republika

DBP Protein vézajici vitamin D

DPV Diferen¢né pulzni voltametrie

ESI lonizace elektrosprejem

FID Plamenové ioniza¢ni detektor

GC Plynové chromatografie

GCE Elektroda ze skelného uhliku

GC/MS Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
GLC Plynova rozdélovaci chromatografie (chromatografie plyn-kapalina)
h Hodina

HMDS Hexamethyldisilazan

HP-5MS Kolona od spole¢nosti Agilent (tvofena 5% fenyl-polydimethylsiloxanem)

s nizkou krvacivosti

HPLC Vysokot¢inna kapalinova chromatografie

IC Infradervena spektroskopie

LC Kapalinové chromatografie

LSD Diethylamid kyseliny lysergové

MEKC Micelarni elektrokinetickd chromatografie

min Minuta

MS Hmotnostni spektrometrie

m/z V hmotnostnim spektru se jedna o pomér hmota/naboj
Nd Neni detekovano

NMR Nuklearni magneticka rezonance

Obr. Obrazek



p. a. Oznaceni Cistoty chemikalii, chemikalie pro analytické ucely

PC Papirova chromatografie

PDA Detektor a diodovym polem

RNA Ribonukleova kyselina

SCE Nasycena kalomelova elektroda

SDS Dodecylsulfat sodny

SFC Superkriticka fluidni chromatografie

SIM Rezim monitorovani selektivnich iontl

S.T.0. Spolecnost s ru¢enim omezenym

syn. Synonymum

Tab. Tabulka

TDAB Tetradecylammonium bromid

TIC Rezim celkového iontového proudu

TLC Tenkovrstevna chromatografie

UHPLC Ultra-vysokotéinna kapalinova chromatografie
UK Spojené kralovstvi Velké Britanie a Severniho Irska
UPLC Ultrau¢inna kapalinova chromatografie

USA Spojené staty americké

uv Ultrafialové (zafeni)

UVA Ultrafialové zafeni o vinové délce 320-400 nm
UVvB Ultrafialové zéateni o vinové délce 280-320 nm
uvC Ultrafialové zafeni o vinové délce pod 280 nm
Vit. Vitamin

viv Pomér objem/objem



1. UvOD A CILE

Vitamin D se obecné fadi mezi lipofilni vitaminy neboli vitaminy rozpustné v tucich
a chemicky se rozlisuje hlavné na vitamin D> (ergokalciferol) a vitamin D3 (cholekalciferol)
[1]. Jedna se o steroidni prohormony, z nichz metabolickymi pochody v téle vznika hormon
zvany kalcitriol [2]. Tato slou¢enina vyznamné ovliviiuje regulaci hladiny vapniku a fosforu
Vv krvi nezbytnych pro spravnou stavbu kosti. Ma také diilezitou tllohu pfi diferenciaci bunék,
V imunitnim a cévnim systému [1].

Vitamin D3 se ve velké mife vytvaii v kiizi po expozici UV zafenim (slunecni ¢i
um¢lé). Tento zpusob je vSak obtizné realizovatelny v zimnich mésicich, a proto je obecné
vhodnou alternativou pfijimani vitaminid D potravou. Pfirodnim zdrojem vitaminu D2 jsou
predevsim houby, které se fadi mezi potraviny s nizkou kalorickou hodnotou, a jsou tak
vitanou slozkou redukénich diet. Mezi hlavni pfirodni zdroje vitaminu D3 patii potraviny
zivoc¢isného pivodu, jako je naptiklad maso a jatra moiskych ryb, zloutek, mléko a jiné
produkty. Celkové vsak vétSina potravin obsahuje malé mnozstvi vitamind D, a z toho

divodu se v soucasnosti pristupuje k fortifikaci ¢ili obohaceni potravin o tyto vitaminy [1].

Pro stanoveni vitamind D v potravinach je v dne$ni dobé upfednostiiovana zejména
technika kapalinové chromatografie [3]. Technika plynové chromatografie byla pro uvedené
vitaminy studovéana pfedevsim v 60. a 70. letech 20. stoleti. Pro své omezené moZnosti v§ak
byla postupné nahrazovana jinymi analytickymi metodami. V dosud popsané védecké
literatufe je proto znamo pomérné malo informaci o vyuziti této separa¢ni techniky pro

stanoveni vitaminQ D v riznorodych potravinovych matricich [4].

Cilem piedlozené diplomové prace bylo ovéfit, jaké jsou aktualni moznosti plynové
chromatografie pti analyze vitamini D V rozmanitych potravinovych matricich pomoci
soucasnych védeckych poznatki a dostupného vybaveni. Pro stanoveni vitamina D bylo
dilezité nalézt nejen vhodny zptisob zpracovani piisluSnych vzorki, ale také parametry

analyzy GC/MS a potiebnou kvantifika¢ni metodu.
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2. TEORETICKA CAST

Teoretické cast predlozené diplomové prace je rozdélena na tfi dil¢i ¢asti. V prvni
¢asti je struéné shrnuta zékladni charakteristika hub, navazujici druha ¢ast pojednava o jejich
chemickém slozeni. Tieti Cast je zaméfena na charakterizaci a stanoveni vitamini D

V rozmanitych matricich pomoci instrumentalnich metod.

2.1 Charakteristika hub

2.1.1 Zakladni informace o houbach

Houby jsou jednobunécéné nebo mnohobunécné stélkaté organismy, které obsahuji
prava bunééna jadra, a jsou tak fazeny mezi eukaryota [5].

Houby se déli na makromycety neboli houby viditelné okem a na mikromycety, které
Ize pozorovat pod mikroskopem. Pro ¢lovéka maji makromycety vyznam piedevsim
v kulinafstvi a 1ékafstvi [6]. Mikromycety nasly svoje uplatnéni nejen v potravinaftstvi, ale
také v mikrobiologii a 1ékafstvi, a to pii vyrobé rozlicnych produktt jako jsou antibiotika,

bilkoviny, enzymy, farmaceutické ptipravky, fungicidy, hormony a organické kyseliny [5].

2.1.2 Postaveni hub mezi Zivymi organismy

V minulosti byly houby fazeny mezi rostliny, v souc¢asné dobé jsou povazovany
za samostatnou fisi [5].

Houby na rozdil od rostlin neobsahuji chlorofyl, nejsou tak schopné vyuzivat energii
slune¢niho zatfeni pro tvorbu organickych sloucenin. Stejné jako zivo€ichové jsou fazeny
mezi heterotrofni organismy, piijimaji ziviny z prosttedi ve formé organickych latek [5].

Dalsim podstatnym znakem, kterym se houby 1isi od rostlin, jsou zasobni, stavebni
a transportni latky. U rostlin je hlavni zasobni latkou skrob, zatimco u hub jsou to glykogen
a tuky. Zakladni stavebni slozkou bunécné stény hub je chitin, kdezto u rostlin je to celulosa.
Cukry jsou u rostlin transportovany ve form¢ glukosy, fruktosy a sacharosy, u hub pak

ve formé cukernych alkohold (mannitol a arabitol) a disacharidu trehalosy [5].
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2.1.3 Systematické tridéni hub

V soucasnosti pouzivané systematické uspotradani hub navrhl holandsky mykolog
J.A.von Arx v roce 1968. Vzhledem k tomu, Ze jsou stale nalézany nové druhy hub, neni
tento systém jest¢ zdaleka kompletni [7].

V riznych informacnich zdrojich se lis§i déleni fiSe hub na jednotlivd oddéleni.
Zapfticinuje to pravdépodobné snaha odbornikii o neustdlé oddélovani a pifejmenovani
jednotlivych oddéleni, tiid, fada, ¢eledi, rodt, sekei a druhti [8]. Nize uvedeny seznam

ptedstavuje jednu z doposud pouzivanych podob klasifikaci [5]:

e {iSe: Houby (Fungi)
o oddéleni: Chytridiomycety (Chytridiomycota)
o oddéleni: Mikrosporidie (Microsporidiomycota)
o oddéleni: Houby spajivé (Zygomycota)
o oddéleni: Houby vieckovytrusné (Ascomycota)

o oddéleni: Houby stopkovytrusmé (Basidiomycota)

2.1.4 Stavba téla hub

Té¢lo hub tvoii stélka, kterd ma vétsinou vlaknitou bunéénou stavbu. Mize byt jak
jednobunééna, tak i mnohobunééna s délkou az n€kolik desitek metri. Na rozdil od rostlin
se vSak ned¢li na stonek, list a prava pletiva [7].

U vétSiny hub tvoii stélku mikroskopickd vzajemné propojend a rGzné vétvena
vlékna, ktera se nazyvaji hyfy. Tato jemna vlakna mohou tvofit ¥id$i nebo hustsi splet,
tzv. podhoubi (mycelium). Jedna se o bilou vlaknitou strukturu pod zemi, ktera zajistuje
vyménu latek a energie. Jak jiz bylo zminéno, jako makromycety jsou oznacovany houby,
které vytvareji makroskopické plodnice, jez jsou viditelné pouhym okem. Plodnice, jejiz
hlavnim ukolem je rozmnoZzovani, vyrista ve vétSin€ piipadii z podhoubi nad zemskym
povrchem a je délena na klobouk a tfen (Obr. 1) [7].

Vytrusorodé rousko, obsahujici vytrusy (rozmnozovaci téliska), se nachazi na spodni

casti klobouku v rourkach nebo na lupenech, ostnech ¢i listnach [9].
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Rourkata houba Lupenata houba

i
M

RS lupeny
rourky

vytrusorodé [ | ——prsten
rousko ‘

pochva

podhoubi

Obr. 1: Stavba téla rourkaté a lupenaté houby [8]

Klobouk je nesen tieném neboli nohou, na které 1ze u nékterych druhii hub spatfit
prsten. Jedna se o zbytky ¢astecné plachetky, coZ je plivodni ochranny obal, ktery chrani
rourky nebo lupeny s vytrusy. U nékterych druhti hub je ve spodni ¢asti tfené viditelna
pochva, coz je zbytek celkové plachetky (Obr. 2). Zbytky této plachetky lze zaznamenat

i na povrchu klobouku, a to ve formé utrzka [9].

celkovd plachetka

tdstetnd plachetka celkovd plachetka

Obr. 2: Stavba t€la lupenaté houby s ¢aste¢nou a celkovou plachetkou [9]
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2.1.5 Vyziva a rozmnoZovani hub

Houby pfijimaji ziviny ve form¢ organickych latek, a fadi se tak mezi heterotrofni
organismy. Jejich zpisob vyzivy je bud’ saprotrofni, nebo se mize jednat o parazitismus
¢i 0 symbiodzu [5].

Saprofytické neboli hnilozijné houby ziskavaji ziviny rozkladem odumielych zbytkt
tél zivocisného ¢i rostlinného pivodu, jsou tedy fazeny mezi rozkladace. Obvykle zahajuji
rozklad mrtvych tél zivocichu a rostlin, ktery nasledné¢ dokoncuji bakterie [8].

Parazitické houby ziskavaji organické latky z Zivych organismu, pfevazné z rostlin, ale
I zivo€ichd, véetné ¢loveéka. Svou ¢innosti uvedené organismy oslabuji, zptsobuji jim rizna
onemocnéni, piipadné je i nici [8].

Symbiotické houby ziskavaji organické latky rovnéz z zivych organismu, avSak jim neskodi.

Z tohoto spojeni maji obé zucastnéné strany uzitek [10].

Houby maji schopnost se rozmnozovat jak pohlavng, tak i nepohlavné. Jejich zptsob

rozmnozovani je pomérné slozity a lisi se podle jednotlivych systematickych skupin [5].

2.2 Chemické sloZeni hub (makromycety)

V literatufe 1ze nalézt rozdilné udaje tykajici se chemického sloZeni hub. Odpatenim
vody z plodnic pfi teploté do 104 °C az do konstantni hmotnosti je ziskana suSina, v niz je
mozné stanovit vSechny zakladni slozky. Spalenim suSiny pfi teploté 500—-560 °C zlstane
popel, jenz obsahuje pouze mineréalni latky. Cerstvé plodnice obsahuji p¥iblizné 90 % vody.
V susing, ktera tvoti zbyvajicich 10 %, se nachazi 4-35 % bilkovin, 1,5-5 % lipidi, okolo
60 % sacharidi a 4-12 % mineralnich latek [5].

2.2.1 Bilkoviny a aminokyseliny

Obsah bilkovin v susiné se pohybuje v rozmezi 4-35 % a je ovlivnén fadou faktord,
ptedevsim druhem houby, fazi jejiho vyvoje a také ¢asti plodnice [5].
Houby zpravidla obsahuji vice bilkovin nez zelenina, Ve srovnani s masem je vSak

jejich obsah vyrazné nizsi (Tab. I) [8].
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Tab. I: Obsah bilkovin ve vybranych druzich hub, masa a zeleniny [8]

Surovina Obsah bilkovin (%0)
hiib smrkovy (Boletus edulis) 5,39
liska obecna (Cantharellus cibarius) 2,64
hovézi maso 14,50
veprové maso 21,00
brambory 2,00
mrkev 1,20

Bilkoviny jsou slozené z aminokyselin, z nichZ pro ¢lovéka maji vyznam zejména ty
esencialni. Jedna se o takové aminokyseliny, které si ZivociSny organismus nedokaze sadm
syntetizovat a ziskava je pouze potravou [5]. V houbach jsou sice obsazeny vSechny
esencialni aminokyseliny, av§ak obsah nékterych z nich neni dostate¢ny. Mimo jiné 1ze
V houbach nalézt i znaéné mnozstvi kyseliny glutamové a asparagové, tyrosinu a dalsich

aminokyselin (Tab. 11) [11].

Tab. I1: Obsah nékterych aminokyselin ve vybranych druzich syrovych hub [12]

Obsah aminokyselin (mg/100 g)
Aminokyselina hliva ustfi¢na dvgflc‘,?,r;isé houZevnatec jedly
(Pleurotus ostreatus) (Agaricus bisporus) (Lentinula edodes)
fenylalanin 111 107 91
isoleucin 82 91 79
leucin 139 153 133
lysin 126 143 122
methionin 35 33 29
threonin 106 111 98
valin 112 121 124
arginin 179 116 127
histidin 65 58 56
alanin 124 159 104
cystein 28 23 24
glycin 97 106 91
Kyselina asparagova 293 275 190
kyselina glutamova 364 431 355
prolin 93 104 90
serin 110 108 103
tyrosin 219 283 265
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2.2.2 Lipidy

Lipidy jsou v susin¢ hub zastoupeny v pomé&rné¢ malém mnozstvi (1,5-5 %) a maji

predevsim ulohu rezervnich latek. Jedna se hlavné o glykolipidy, steroidy, lipoproteiny

a glyceridy, mén¢ pak o fosfolipidy [13]. U hub se ve zna¢ném mnozstvi vyskytuji i jiné

lipofilni latky, zejména steroly. Nejvyznamnéj$im sterolem je ergosterol, provitaminova

forma vitaminu D2, v malé mife Ize nalézt i fungisterol [5].

Vyznam pro ¢lovéka maji predevsim mastné kyseliny (Tab. I11). V houbovych tucich

v

jsou nejhojnéjsi kyseliny palmitova, stearova a olejova, esencialni mastné kyseliny linolova

a a-linolenova se vyskytuji Vv mnozstvi obdobném ¢i niz§im. Déle se u n€kterych druht hub

vyskytuji v rizném mnozstvi i jiné, mén¢ Casto zminlované, nasycené a nenasycené mastné

kyseliny [14].

Tab. 111: Obsah mastnych kyselin ve vybranych druzich susenych hub [14]

Obsah mastnych kyselin (%)

Mastna Kkyselina Uhlikovy skelet chiapi¢ kadeFavy |i§2'lk( Ellglg(;]lafnbany
(Helvella crispa) repandum)
Nasycené mastné kyseliny
kyselina laurova C12:0 Nd 53
Kyselina myristova C14:.0 Nd 1,6
kyselina pentadecylova C15:0 Nd 0,8
kyselina palmitova C16:0 10,6 15,7
kyselina heptadecylova C17:0 0,7 0,3
Kyselina stearova C18:0 Nd 0,9
Kyselina arachova C20:0 0,4 Nd
kyselina behenova C22:0 0,1 Nd
Kyselina lignocerova C24:0 1,0 Nd
Nenasycené mastné kyseliny
kyselina myristoolejova C14:1(cis-A%) Nd 0,5
kyselina palmitolejova C16:1(cis-A%) Nd 0,7
kyselina olejova C18:1(cis-A% 22,7 26,4
kyselina elaidova C18:1(trans-A°) 0,4 0,3
kyselina eikosenova C20:1(cis-AY) 1,1 Nd
kyselina linolova C18:2(cis-A%1?) 62,7 27,2
kyselina a-linolenova | C18:3(cis-A%121%) 0,3 20,3

Nd —Neni detekovano.

Slozeni mastnych kyselin je uvedeno jako % vsech mastnych kyselin.
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2.2.3 Sacharidy

V houbach se vyskytuji v§echny typy sacharidi, a to monosacharidy, oligosacharidy
a polysacharidy. Celkovy obsah sacharidii se v susiné hub pohybuje okolo 60 % [5].

Mezi monosacharidy obsazené v houbach se fadi pentosy (arabinosa, ribosa, xylosa),
deoxysacharidy (methylpentosy, fukosa a rhamnosa) a v neposledni fad¢ hexosy (galaktosa,
glukosa, manosa a fruktosa) [15].

V houbach se téz vyskytuji disacharidy, jako je sacharosa, maltosa a predevs§im
trehalosa. Trehalosa se nachazi ve vétSim mnozstvi v mladych plodnicich, v dospélych
plodnicich je obsazena mén¢ nebo vibec, jelikoz dochazi k jeji hydrolyze na glukosu [15].

Polysacharidy jsou dulezité jak pro houby, tak i pro ¢lovéka [5]. NejvyznamnéjSimi
polysacharidy jsou chitin, chitosan, glykogen a glukany [15]. Houbam slouZi jako stavebni
material (chitin a glukany) a zasobni latky (glykogen). Chitin a glukany jsou pro ¢lovéka
dieteticky dulezité jako vlaknina a f-glukany navic jesté svym 1ééebnym potencialem [5].

Vyznamnou slozku hub tvoii také cukerné alkoholy (arabitol, erythritol, mannitol,

sorbitol a volemitol) a dalsi sacharidy [15].

2.2.4 Vitaminy

Pfitomnost a mnozstvi vitamint se odviji dle jednotlivych druhti hub. V houbach lze
nalézt jak vitaminy rozpustné ve vodé¢ (vitaminy B a C), tak i ty rozpustné v tucich (vitaminy
D a E). U nekterych druhti hub byl téz nalezen prekurzor vitaminu A, tzv. provitamin A [6].

V literatufe jsou Casto Udaje o mnoZstvi vitamin V houbdch zna¢né nadsazené.
V ptipadé vitamina Bi, B2, B3 a vitaminu C se jedna fadové o jednotky miligramti na 100 g
syrovych hub. U dalSich vitamind skupiny B (Bs, Be, B7, Bg a B12) a vitaminu D2, jehoz
prekurzorem je ergosterol, to mohou byt desitky mikrogrami na 100 g syrovych hub [5, 16].

2.2.5 Mineralni latky

Mineralni latky tvoii zhruba 4-12 % susiny. Jsou soucasti popelovin, jez predstavuji
celkovy obsah mineralnich latek v houbové biomase [5]. Makromycety maji schopnost
akumulovat mineraly z rustového média do plodového téla neboli plodnice. Na akumulaci
ma vliv druh houby, morfologicka cast plodnice, vyvojové stadium a vék mycelii [17].

Mezi majoritni mineralni prvky se fadi draslik, fosfor, sira, chlor, hoi¢ik, vapnik
a sodik (Tab. V) [16].
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Tab. IV: Obsah mineralnich prvka v susenych houbach [16]

Prvek Obsah (g/kg)
draslik 20-40
fosfor 5-10
Sira 1-6
chlor 1-6
hot¢ik 0,8-1,8
vapnik 0,1-0,5
sodik 0,1-0,4

V houbéch jsou ve stopovych mnozstvich pfitomny i dal$i mineralni latky, napiiklad
zelezo, méd’, selen atd. Houby v§ak mohou ze svého okoli vstiebavat i n€které nezadouci
prvky, véetné téch jedovatych. Mezi jedovaté prvky patii zejména rtut, kadmium, arsen,
chrom, olovo, cesium (*¥'Cs) aj. (Tab. V). Z toho diivodu neni vhodné sbirat houby ve

spadovych oblastech skodlivych emisi elektraren, chemickych ¢i hutnich zavodu [7].

Tab. V: Obsah stopovych prvki u suSenych hub rostoucich v nezneéisténych oblastech [16]

Prvek Obsah (mg/kg) Kumulujici druhy a rody
antimon <0,1 rizné druhy klouzku (Suillus)
arsen 0,5-5 lakovka ametystova (Laccaria amethystea)
cesium 0,5-10 klouzek obecny (Suillus luteus)
hlinik 20-150 muchomirka rizovka (Amanita rubescens)
chrom 0,55 smrz vysoky (Morchella elata)
jod 0,07-0,5 bedla vysoka (Macrolepiota procera)
kadmium 1-5 riuzné druhy pecarek (Agaricus)
kobalt <0,5 liska obecna (Cantharellus cibarius)

hiib smrkovy (Boletus edulis),

mangan 10-60 bedla vysoka (Macrolepiota procera)
meéd’ 20-100 bedla vysoka (Macrolepiota procera)
nikl 1-15 hnojnik obecny (Coprinus comatus)
olovo <1-5 nekteré saprofytické druhy
e
rubidium desitky—stovky ¢eled hiibovité (Boletaceae)
selen <2-20 hiib smrkovy (Boletus edulis)
stiéibro <10 bedla vysoka (Macrolepiota procera)
vanad <0,5 hnojnik obecny (Coprinus comatus)
zinek 25-200 pychavka obecna (Lycoperdon perlatum)
zelezo 50-300 klouzek obecny (Suillus luteus)
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2.2.6 Indolové alkaloidy

Je znamo, ze houby produkuji vice nez 140 pfirodnich produktli s indolovym
heterocyklem. Zaméfeni na indolové alkaloidy je v této praci opodstatnéné vzhledem k jejich
Siroké aplikovatelnosti. Tyto latky slouzi jako 1éCiva, vykazuji antioxidacni ucinky, lze je
vyuzit jako pigmenty. Indolovy skelet (Obr. 3) je téz zakladem latek odpovédnych
za chutové vlastnosti, vini a zapach hub. Kromé zdravi prospésnych latek, je vsak tento
skelet soucasti i fady toxickych latek obsazenych v houbach [18].

Indolové alkaloidy Ize rozdélit do 6 skupin, a to na jednoduché indoly, indolaminy,

bisindoly, p-karboliny, pyrrolochinoliny a peptidy [18].

4

3
5 \ 5
6 N

H
7 1

Obr. 3: Struktura indolu [18]

Mezi zastupce jednoduchy indold patii napfiklad kyselina 5-hydroxyindol-3-octova,
dale pak indol-3-acetonitril a indol-3-karbaldehyd, které jsou proslulé svymi vyraznymi
a nepfijemnymi pachy. Za pachy fekalni povahy jsou odpovédné piedevsim indol, skatol
a 3-chlorindol [18].

Do skupiny indolaminu se fadi naptiklad slou¢eniny tryptamin, serotonin, melatonin,
bufotenin, které se nachazeji v rozmanitych druzich hub. Tyto indolaminy vykazuji aktivitu
v centralni nervové soustavé [18]. U serotoninu a melatoninu se naptiklad uvadi, Ze spliuji
ulohu neurotransmiterd, maji antioxidacni a protirakovinné ucinky, ptisobi proti starnuti
a podileji se na koagulaci krve [19].

Indolovy alkaloid psilocin byl nalezen v houbach rodu lysohlavky (Psilocybe), které
vykazuji bioaktivitu podobnou diethylamidu kyseliny lysergové (LSD), harmoninu a jinym
psychoaktivnim tryptaminim. V houbach tohoto rodu, byl téZ nalezen fosforylovany derivat
psilocybin a vedlejsi slozky baeocysctin a norbaeocystin [18].

Bisindoly patii mezi slouceniny, které se skladaji ze dvou monomernich indolovych
alkaloidovych jednotek. Jsou mnohem G¢innéjsi s ohledem na svou biologickou aktivitu nez
jejich odpovidajici monomerni jednotky [20]. Mezi zastupce 2,2'-bisindolin-3,3'-diont se
fadi peronatiny A a B. Jedna se o slouceniny, které byly izolovany z penizovky hiebilkaté
(Gymnopus peronatus) [18].
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Slouc¢eniny harman a norharman, jez nalezi mezi f-karbolinové derivaty, produkuje
Stavnatka slonovinova (Hygrophorus eburneus). Jedna se o tremorgenni neurotoxiny, které

pusobi jako inhibitory monoaminooxidazy [18].

Pyrrolochinolinové slou¢eniny byly izolovany jako molekuly pigmentu u hub z rodu
helmovka (Mycena). Bylo zjisténo, Zze helmovka krvonoha (Mycena haematopus) v ptipadé
poskozeni produkuje jasn¢ Cervenou tekutinu. Za jeji zbarveni jsou zodpovédnd Cervena

barviva, piedev§im mycenarubiny D—F, hematopodin a hematopodin B [18].

Cyklické peptidy, které jsou produkované houbami rodu muchomirka (Amanita), lze
rozdélit do tii skupin, a to na amatoxiny, falotoxiny a virotoxiny. Amatoxiny jsou bicyklické
oktapeptidy, které ptisobi jako selektivni inhibitory RNA polymerazy II. Uzce ptibuzné
falotoxiny tvofi skupinu bicyklickych peptidi, které poskozuji jaterni bunky. Virotoxiny
jsou monocyklické peptidy, které indukuji hemoragickou jaterni nekrézu u mysi. Falotoxiny

a virotoxiny jsou podstatné méné toxické nez vyse zminéné amatoxiny [18].

2.2.7 Latky zodpovédné za vini, zapach a chut’ové vlastnosti

Za vuni ¢i zapachem jednotlivych druhd hub nestoji zpravidla jen jedna sloucenina,
ale obvykle se jedna 0 kombinaci riznych latek [5].

Z chemického hlediska se jedna o derivaty oktanu a oktenu (alkoholy a estery), dale
o terpeny, aldehydy, ketony, karboxylové kyseliny, laktony, heterocyklické slouceniny,
slouCeniny siry a dalsi [1]. Ze vSech osmiuhlikatych sloucenin je nejvice zastoupen
okt-1-en-3-ol [5]. Vyskytuje se ve dvou opticky aktivnich formach (Obr. 4), pficemz
prevladajici je (R)-okt-1-en-3-ol neboli houbovy alkohol. Druhy isomer (S)-okt-I-en-3-ol

zapacha piedevs§im po plisni a travé [21].

Obr. 4: Struktura (S)-okt-I-en-3-olu (vlevo) a (R)-okt-1-en-3-olu (vpravo) [5]

Makroskopické houby (makromycety) mohou mit mnoho zajimavych vini a pachd,
a to od vyraznych anyzovych, ovocnych, okurkovych, cesnekovych az po mouéné pachy. Za
hotkomandlovou vini Zampionu mandlového (Agaricus subrufescens) je zodpoveédny
benzaldehyd a jeho derivaty. Specificka viiné houzevnatce jedlého (Lentinus edodes) je

pfipisovana slou¢eninam siry [21]. Z tohoto druhu houby byla izolovana latka s vyraznym
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aroma nazyvana lenthionin (Obr. 5) [1]. Pavucinec libovonny (Cortinarius suaveolens) ma
silnou viini pomeran¢ového kvétu, kterd v ném ziistava i po suSeni. Stavnatka hyacintova
(Hygrophorus hyacinthinus) voni po kvétech hyacintu, ryzec vonny (Lactarius glyciosmus)
ma piijemnou sladkou vini po kokosu, houzovec hlemyzdovity (Lentinellus cochleatus) je

znamy pro svou vuni podobnou anyzu [21].

S/S\S

(Y

S-S
Obr. 5: Struktura lenthioninu [5]

Houby mohou rovnéz produkovat nepiijemné, pronikavé az vyrazné fekalni pachy.
Mezi te€kavé slouceniny zodpoveédné za zapach patii napiiklad indol, 3-methylindol neboli
skatol a 3-chlorindol [21].

Chut’ hub neni rozhodujicim znakem pro to, zda je houba jedla nebo jedovata [22].
Nejcharakteristi¢téjsi chutové slouceniny jsou definovany hlavné t€kavymi osmiuhlikatymi
slou¢eninami, predevs§im okt-1-en-3-olem, oktan-3-olem a oktan-3-onem. Mezi netékavé
slozky chuti patii naptiklad volna kyselina glutamova, guanosin-5'-monofosfat a jiné dalsi
nukleotidy, aminokyseliny a sacharidy [21].

V houbach je obsazena cela fada dalSich latek, ptiklady nékterych z nich jsou

uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. VI) [23].
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Tab. VI: T¢kavé slouceniny pfitomné v suSenych plodnicich hiibu smrkového (Boletus edulis) [23]

Sloucenina Data? Sloucenina Data? Sloucenina Data? Sloucenina Data?
Karboxylové Kkyseliny Aldehydy okt-3-en-2-on 0,098 Pyraziny
kyselina octova 14,181 2-methylpropanal 0,422 acetofenon 0,144 2-methylpyrazin 0,999
kyselina propionova | 0,717 butanal 0,012 Uhlovodiky 2,5-dimethylpyrazin 1,920
Kyselina isomaselna | 3,220 2-methylbutanal 0,904 okten 0,056 2,6-dimethylpyrazin 1,545
Kyselina maselna 0,640 3-methylbutanal 0,846 ethylbenzen 17,722 2-ethyl-5-methylpyrazin | 0,705
Kyselina isovalerova | 16,456 pentanal 0,203 xylen 11,489 2-ethyl-6-methylpyrazin | 0,214
kyselina valerova 0,069 hexanal 1,037 Monoterpeny Furany a pyrany
kyselina kapronova 0,326 heptanal 0,070 a-pinen 0,617 2-pentylfuran 0,759
kyselina enanthova 0,021 2-fenylacetaldehyd 0,154 camphen 0,212 y-valerolakton 3,156
kyselina kaprylova 0,030 oktanal 0,116 S-pinen 0,273 o-valerolakton 0,715
kyselina pelargonova | 0,034 nonanal 0,102 sabinen 0,047 y-butyrolakton 1,429
kyselina kaprinova 0,009 benzaldehyd 0,734 o0-3-karen 0,226 pantolakton 0,078
Alkoholy Ketony B-myrcen 0,175 Sloudeniny siry
3-methylbutanol 2,237 butan-2-on 0,910 limonen 4,100 dimethyldisulfid 0,014
hexanol 0,318 hexan-2-on 0,468 1,8-cienol 0,025 methional 0,003
okt-1-en-3-ol 4,074 heptan-2-on 0,640 S-terpinen 0,066 3-(methylthio)-propanol | 0,035
2-ethylhexanol 0,102 oktan-3-on 1,144 p-cymen 0,096
oktanol 0,117 3-hydroxybutan-2-on | 0,649 linalool 0,027
2-fenylethanol 0,167 okt-1-en-3-on 1,409 bornylacetat 0,052

2 Udaje vyjadiené jako procento z celkové plochy chromatogramu.
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2.2.8 Pigmenty hub

Pigmentace hub je proménliva a u jednotlivych druhti se odviji pfedevsim od stafi
plodnice, teploty a pfistupu svétla. Mezi barviva, ktera se vyskytuji zejména u hub rodu liska
(Cantharellus), se fadi karotenoidy. Pozorovatelné barevné zmény se objevuji u nékterych
plodnic po mechanickém poSkozeni pletiva, piedevsim po otlaceni ¢i roziezani. Tyto zmény
jsou obvykle nezadouci a jsou zplisobeny enzymaticky katalyzovanou oxidaci riznych

polyfenoll na chinony. Typickym piikladem je modrani hiibu hnédého (Imleria badia) [16].

2.2.9 Toxiny makromyceti

Termolabilni toxiny obsahuji makromycety, které jsou za syrového stavu jedovaté.
Po jejich tepelném zpracovani (asi 30 minut) se vSak uc¢inek téchto toxinii minimalizuje.
Mezi hlavni zastupce obsahujici termolabilni toxiny se fadi hi'ib kolod¢j (Boletus luridus)
a hiib kovar (Boletus luridiformis), dale nékteré druhy vaclavek (Armillaria) a cirtivek
(Tricholoma). Obvyklymi projevy téchto otrav byvaji Zalude¢ni obtize, které mohou trvat

nanejvyse nékolik hodin [24].

Otravy zapfi¢inéné termostabilnimi toxiny zpusobuji zdravotni komplikace i po
dikladném tepelném zpracovani hub [24]. Do této skupiny se fadi faloidni, parafaloidni,

muskarinové, koprinové, orellaninové, psychotropni a gastrointestinalni otravy [7].

2.2.9.1 Faloidni otravy

Faloidni otravy se obvykle projevuji se znacnym zpozdénim, a to za 6—12 ptipadné
15-24 hodin po poziti hub. Vyvolavaji je zejména muchomurka jarni (Amanita verna),
muchomirka zelena (Amanita phalloides) a muchomurka jizliva (Amamita virosa) [7].

Primérnimi pfiznaky otravy jsou prijmy, zvraceni, poté se piidavaji poruchy moceni
S naslednym hromadénim odpadnich latek v téle. Vysledkem faloidnich otrav muze byt
selhani ledvin a jater, kterému asi pétina pacientll podlehne [7].

Za faloidni otravy jsou odpovédné dvé hlavni skupiny jedd, a to amatoxiny
a falotoxiny [25]. Do skupiny amatoxinu patii a-, -, y-, &-amanitin, proamanulin, amanulin,
kyselina amanulinovd, amanin a amaninamid. Mezi falotoxiny se fadi slouceniny jako
faloidin, profaloin, faloin, falisin, falisacin, falacin a falacidin (Obr. 6). Dalsi skupinu latek,
které zpusobuji tento typ otrav, tvoii virotoxiny. Jednad se o peptidy, mezi které nalezi

viroidin, desoxoviroidin, alaviroidin, aladesoxoviroidin, viroisin a desoxoviroisin [18].
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Obr. 6: Struktura a-amanitinu (vlevo) a faloidinu (vpravo) [18]

2.2.9.2 Parafaloidni otravy

Puvodcem parafaloidnich otrav byva zejména ucha¢ obecny (Gyromitra esculenta),
nékteré druhy smrz (Morchella) a tfepenitka svazéita (Hypholoma fasciculare) [7].

Ve srovnani s faloidni otravou je v tomto ptipadé pocet imrti vyrazné nizsi [7].

Mezi nejzndméjs$i zastupce toxinli patii gyromitrin, agaritin, methylhydrazin,

agarikon, lyofylin a necatorin (Obr. 7) [25].
0 HO NH,
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Obr. 7: Struktura gyromitrinu (vlevo) a agaritinu (vpravo) [26]

2.2.9.3 Muskarinové otravy

Muskarinové otravy se objevuji sice jen ziidka, mohou byt vSak velmi zavazné
az smrtelné. Jsou zpusobené nékterymi druhy vlaknic (Inocybe), naptiklad vlaknici
zaCervenalou (Inocybe erubescens) a také bile zbarvenymi strmélkami (Clitocybe) [7].

Otravy se zpravidla projevi velmi rychle, k obecnym piiznakiim patfi nevolnost,
zvraceni, prijem, silné poceni a zuZeni zornic [7].

Toxicka sloucenina, ktera zapficinuje tyto otravy, se nazyva muskarin (Obr. 8) [25].

Obr. 8: Struktura muskarinu [25]
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2.2.9.4 Koprinové otravy

Uvedené otravy zplsobuji nékteré¢ druhy hnojnikti, pfedevsim hnojnik inkoustovy
(Coprinopsis atramentaria), ktery sam o sob¢ ale jedovaty neni. V kombinaci s alkoholem
vsak vyvolava koprinovy neboli antabusovy syndrom, ktery vede k intoleranci ethanolu [7].
prujmy, dusnosti a tachykardii [7].

Latka, ktera zpusobuje tzv. antabusovy syndrom, se nazyva koprin (Obr. 9) [7].

y o] o]

PP N "
H NH,

Obr. 9: Struktura koprinu [26]

2.2.9.5 Orellaninové otravy

Za velmi nebezpecné orellaninové otravy jsou odpovédné nékteré druhy pavucinecii
(Cortinarius), zejména pavucinec plySovy (Cortinarius orellanus) [7].

Po konzumaci hub se tato otrava projevi za nékolik dni, n€kdy az za 1-2 tydny.
Hlavnim ptiznakem je t&zké poskozeni az selhani ledvin, které mize skoncit i smrti [7].

Orellaninové otravy zpusobuje toxicka latka zvana orellanin (Obr. 10) [25].

Obr. 10: Struktura orellaninu [26]

2.2.9.6 Psychotropni otravy
Psychotropni otravy se déli na otravy mykoatropinové a halucinogenni [7].

Mykoatropinové otravy jsou relativné Casté. Jsou vyvolavany latkami obsazenymi
v muchomirce tygrované (Amanita pantherina), muchomtirce ¢ervené (Amanita muscaria),
méné pak v muchomirce citronové (Amanita citrina) [7].

Prvotnimi pfiznaky otrav jsou nevolnost, rozsifeni zornic, buseni srdce a obvykle

I zvraceni. Hlavnimi psychickymi projevy byva vzruseni, halucinace a agresivita [7].
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Tyto mykoatropinové otravy iniciuji latky ptsobici na centrdlni nervovy systém,

zejména Kyselina ibotenova (Obr. 11) a jeji derivaty jako jsou muscimol a muskazon [7].

NH,

0
N COOH
\ /)

HO

Obr. 11: Struktura kyseliny ibotenové [26]

Do skupiny halucinogennich otrav patfi pfedev§im nékteré druhy lysohlavek
(Psilocybe) a kropenatct (Panaeolus), Stitovka vrbova (Pluteus salicinus) a muchomirka
porfyrova (Amanita porphyria) [7].

Typickymi piiznaky jsou zmény ve vnimani, zmény nalad, zavraté, nevolnost
a rovnéz barevné halucinace [18].

Za uvedené projevy jsou odpoveédné zejména psilocin a psilocybin (Obr. 12) [18].

- H
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Obr. 12: Struktura psilocinu (vlevo) a psilocybinu (vpravo) [18]

2.2.9.7 Gastrointestinalni otravy

Uvedené otravy byvaji vyvolany konzumaci hiibu satana (Boletus satanas), hlivy
olivové (Omphalotus olearius) a zavojenky olovové (Entoloma sinuatum) [25].
Tyto otravy plsobi pouze na travici soustavu, postizeny trpi nevolnosti a bolestmi

bficha doprovazenymi prijmy a zvracenim [25].
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2.2.10 Zdravi prospésné latky v hubach

Houbové f-glukany jsou prospésné pro ¢lovéka tim, ze vyznamné stimuluji imunitni
systém, chrani pied patogennimi mikroby a Skodlivymi G¢inky toxint a karcinogentl, jez

poskozuji imunitni systém [27].

Houby jsou zafazeny mezi potraviny se zna¢nym obsahem polyaminti, které patii do
skupiny biogennich amint. Polyaminy se podileji na regulaci bunééného ristu, diferenciaci
I nadorové bujeni. V houbach byly klasifikovany polyaminy zvané spermin a spermidin.

Obsah spermidinu je v houbach vyrazné niz§i nez obsah sperminu [16].

Antioxidanty pfitomné v houbach, napiiklad fenolické slouceniny, tokoferoly,
kyselina askorbova a karotenoidy, snizuji aktivitu volnych radikala [16].

Fenolické slou¢eniny jsou hlavnimi antioxidanty hub. Zahrnuji rizné podskupiny,
zejména fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny, lignany a taniny, které se vyznacuji
znacnou strukturni rozmanitosti [16].

Fenolové kyseliny mohou byt rozdéleny do dvou hlavnich skupin. Prvni skupinu
tvoii derivaty kyseliny hydroxybenzoové, druhou skupinu tvofi derivaty kyseliny skotficoveé.
Mezi derivaty kyseliny hydroxybenzoové patii kyseliny p-hydroxybenzoova, gentisova,
protokatechova, vanilova a syringova. Mezi derivaty kyseliny skoficové se fadi kyseliny

kavova, p-kumarova a ferulova [16].

Mezi znamé zastupce zdravi prospésnych hub patii napiiklad houzevnatec jedly
(Lentinus edodes, syn. shiitake), hliva ustii¢na (Pleurotus ostreatus), ucho JidaSovo neboli
boltcovitka bezova (Auricularia auricula-judae) a jiné dalsi [7].

Houzevnatec jedly se podili na regulaci hladiny cholesterolu v krvi, snizuje vysoky
krevni tlak, pomaha proti zaludecnim potizim a alergiim. Posiluje téz ¢innost imunitniho
systému a ma antioxida¢ni ucinky. Hliva ustficnd ptiznivé ovlivituje hladinu cholesterolu
a cukru v krvi, posiluje imunitni systém. Ucho JidaSovo poméha pii prijmech, bolestech

zubt, Zaludku a srdce, pusobi téZ proti vysokému krevnimu tlaku [7].
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2.3 Charakterizace vitamina D

2.3.1 Struktura a nazvoslovi

Vitamin D je souhrnny nazev pro skupinu lipofilnich 9,10-sekosteroidt, mezi néz
patii vitamin D &ili ergokalciferol (9,10-seko-A019:5722_grgostatetraen-34-ol) a vitamin D3
neboli cholekalciferol (9,10-seko-A1957_dehydrocholestatrien-34-ol) (Obr. 13) [1].

R

HOY vitamin Dy vitamin D3

Obr. 13: Struktura vitamint D> (vlevo) a D3 (vpravo) [1]

Vitaminy D se lisi uspofadanim postranniho fetézce a vznikaji z prekurzord, které
se nazyvaji provitaminy D (Obr. 14). Provitaminem D: je ergosterol a provitaminem D3 je
7-dehydrocholesterol [1].

R
R =
N Y
HO provitamin D, provitamin Dj

Obr. 14: Struktura provitamint D, (vlevo) a D3 (vpravo) [1]

2.3.2 Fotobiologie a metabolismus

Vlivem UV zateni o vinové délce 280-320 nm (UVB) je vytvaten z provitaminu D3
fotochemickou reakci v bunkach pokozky meziprodukt, tzv. previtamin Ds. Tato sloucenina
pasobenim télesného tepla nasledné spontanné isomerizuje na vitamin D3 [1].

Vitaminy D2 a D3 pfijaté potravou a vitamin D3 ziskany biosyntézou z odpovidajiciho
provitaminu v ktzi se vazi na specificky protein DBP a v této formé jsou transportovany
do jater. Piisobenim enzymu 25-hydrolazy dochazi, podle potieb organismu, ke konverzi na
25-hydroxycholekalciferol (25-(OH)D, kalcidiol). Tato sloucenina je poté Vv ledvinach

pasobenim hormonu parathormonu a enzymu la-hydroxylazy metabolizovana na ptislusny
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1a,25-dihydroxycholekalciferol (1a,25-(OH)2D, kalcitriol). Tento metabolit je povazovan
za biologicky aktivni formu vitaminu D (hormon) [2, 28]. Fotobiologie a metabolismus

pusobeni vitamina D v téle jsou shrnuty na Obr. 15 [28, 29].
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Obr. 15: Fotobiologie a metabolismus ptisobeni vitamini D v téle [28, 29]
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2.3.3 Fyziologie a vyZiva

Doporucena denni davka vitaminu D se pohybuje v rozmezi 2,5-10 pg. Je pokryta
vitaminem D3 ziskavanym biosyntézou z 7-dehydrocholesterolu a soucasné téz vitaminy D-
¢i D3 obsazenymi v potraveé [1].

Vitaminy D slouZi jako vychozi slou¢eniny pro syntézu kalcitriolu, ktery se uplatiuje
vV metabolismu vapniku a fosforu. Ma vyznam pfi tvorb¢é a mineralizaci kosti a zubu. Hraje
také dilezitou roli v imunitnim systému, pii diferenciaci bun€k, jsou popsany i jeho
kardiovaskularni G¢inky [1].

Hypovitaminosa se u déti projevuje onemocnénim zvanym kiivice (rachitis),
u dospélych méknutim a deformacemi jiz vyvinutych kosti [1].

Vitamin D je rozpustny V tucich a nedochazi k jeho vylucovani z téla moci. V téle se
soustavné hromadi a tvofi se ho zasoba, kterou organismus pii zvySené spotieb¢ vyuziva.
Vysoké davky, odpovidajici zhruba pétinasobku doporu¢ené denni davky, mohou vyvolat
prijmy, ¢asté moceni a pocit na zvraceni. Dlouhodobé¢ piijimané vysoké davky vitaminu D
mohou zpusobit hyperkalcinémii. V organismu potom dochazi k retenci vapniku, ktery je

vyplavovan z kosti a ukladan v organech (srdce, plice atd.) [1].

2.3.4 Zdroje vitaminu D

Nejjednodussi cestou, jak ziskat pro lidsky organismus vitamin Ds, je pomoci UV
zafeni, jehoz ptirozenym zdrojem je Slunce. Tento zptsob je vSak v zimnich mésicich
obtizné realizovatelny a z toho dtivodu je nedostatek vitamind D doplnén zejména potravou.
V soucasné dob¢ jsou navic nékteré potraviny, za ucelem zvySeni obsahu vitamint D, t€émito

vitaminy obohacovany, tzv. fortifikovany (mléko, dzusy, margariny aj.) [17].

2.3.4.1 Zdroje vitaminu D

Vyznamnym pfirodnim zdrojem vitaminu D2 jsou houby. Tento vitamin v nich
vznika z ergosterolu, a to v zavislosti na mife jejich vystaveni UV zafeni. Komercné
péstované pecarky dvouvytrusé (Agaricus bisporus) maji tedy vyrazné nizsi obsah vitaminu
D2 (1-2 pg/kg cerstvych hub) nez divoce rostouci houby. Zastupcem divoce rostoucich hub
mize byt napiiklad hiib smrkovy (Boletus edulis) obsahujici ptiblizné 30 pg/kg uvedeného
vitaminu. Z toho divodu je tedy vhodné vystavit koupené Cerstvé houby nékolik minut

slune¢nimu zateni [1, 30].
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2.3.4.2 Zdroje ergosterolu a vitaminu Ds

Obdobnym zptsobem jako ¢lovek, syntetizuji vitamin Dz (cholekalciferol) i savci,
ptaci a ryby. Tento vitamin se proto vyskytuje hlavné v potravinach zivoc¢isného ptvodu
spolu s provitaminem Das. Vyssi koncentrace vitaminu D3 jsou obsazeny V jatrech motskych
ryb, jako je halibut (30 mg/kg), makrela (15 mg/kg) a treska (2,5 mg/kg). Cennym zdrojem
je rovné€z maso moiskych ryb, jako je napiiklad sled’, makrela a losos (50-450 pg/kg). Mensi
obsah ma naopak maso a vnitinosti hospodaiskych zvitat a jiné Zivo¢isné produkty (zloutek,

mléko, smetana, syry, maslo, jogurty atd.) [1].

2.3.5 Fotoisomery vitamini D

Pfi ozafovani provitaminu D3 nejprve vznika previtamin Ds, ktery je nasledné tepelné
isomerisovan na vitamin Ds. V ozafenych potravinach v§ak mohou vznikat i fotodegradaéni
produkty (Obr. 16), které nemaji antirachitickou aktivitu [31, 32].

Radu isomert podobnych tém, které jsou odvozeny od provitaminu Ds, 1ze ziskat té

z provitaminu D [32].

provitamin D3

lumisterolz uv
tachysterols Y

previtamin D3 PLUCLACN pyrokalciferol

v . .
isopyrokalciferol
toxisterol /
IAT

. . uv
vitamin D3 ———————  suprasterolIall

5,6-frans-vitamin Da

Obr. 16: Prehled fotodegradacnich produktt [31, 32]

2.3.6 Ostatni formy vitaminu D

Existuji i jiné formy vitaminu D. Vitaminem D: je oznaovana smés vitaminu D>
a lumisterolu [1]. Vitamin D4 (22,23-dihydroergokalciferol) 1ze ziskat z provitaminu Ds
(22,23-dihydroergosterol) pusobenim UV zateni [31]. Jako vitamin Ds (sitokalciferol) je

pojmenovan steroid vytvofeny ozafenim prekurzoru 7-dehydrositosterolu [1].
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2.4 Analyza vitaminu D

V potravinach je pfitomné relativné malé mnozstvi vitamind D, proto je jejich
stanoveni pomérné obtizné. Zatim neexistuje jednoduchy, rychly a pomérné nendkladny
zpusob analyzy vitamind D v potravinach [4].

V dnesni dob¢ je nejpouzivanéjsi technikou kapalinova chromatografie, kterd mtze
nabidnout uspokojivé podminky pro stanoveni vitamint D v potravinach. Tato technika je
vsak spolu s jinymi metodami komplikovana ptitomnosti dalSich slou¢enin ve stanovovaném
vzorku, které mohou napiiklad reagovat se stejnymi kolorimetrickymi ¢inidly ¢i absorbovat
zateni ve stejnych oblastech spektra. Z toho diivodu je stanoveni vitamini D v potravinach
obecné slozitéjsi [4].

Mezi dalsi metody, navrzené pro analyzu vitamind D, patiéi napiiklad papirova,
tenkovrstevna a plynova chromatografie, spektrofotometrie, kolorimetrie, pfipadné i nékteré

elektroanalytické metody [4].

2.4.1 Uprava vzorki

Pecliva priprava vzorka je dulezita pro spolehlivou analyzu. Pro uvolnéni esterq, pti
stanoveni vitamint D, se obvykle pouziva zmydelnéni (saponifikace), nasledovana extrakci

za pouziti vhodnych organickych rozpoustédel [33].

Zmydelnéni je ucinny postup pii odstranovani neutralnich lipidd v pfislusné
potravinové matrici. Jedna se o alkalicky katalyzovanou hydrolyzu estert, jez vede
k rozkladu esterovych vazeb a Kk uvolnéni ptislusného alkoholu a soli mastné kyseliny
naptiklad z glyceridu, fosfolipidi, esterifikovanych sterolt ¢i karotenoidt. Tato reakce také
umoznuje uvolnit pfislusny vitamin D, ktery je v potravinové matrici navazany na
lipoproteinovy komplex [34].

Zmydelnéni se nejcastéji provadi pomoci alkoholického (methanol, ethanol) nebo
vodného roztoku KOH. Je preferovana studena saponifikace oproti horké z divodu
reverzibilni a teplotné zavislé rovnovahy mezi vitaminem D a ptislusnym previtaminem D
[33]. Za studena probiha pii pokojové teploté priblizné 12—18 hodin (idealné na tiepacce),
za horka pfi teplot¢ 60-100 °C po dobu 20-45 minut. Vzhledem Kk nedostatecné stabilité
vitamini D se k zabranéni jejich oxidace pouzivaji antioxidanty, jako naptiklad kyselina

askorbova, pyrogallol a butylhydroxytoluen (BHT) [34].
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Po dokonceni saponifikace se provadi extrakce daného vitaminu D pomoci vhodnych
organickych rozpoustédel. Nejcastéji se pouziva hexan, cyklohexan nebo téz petrolether,
diethylether, pentan ¢i dichlormethan [34].

Vitaminy D mohou byt také extrahovany organickymi rozpous$tédly piimo, bez
ptredchozi saponifikace. Nejcastéji pouzivanymi rozpoustédly byvaji dichlormethan ¢i hexan
nebo jejich kombinace s methanolem, ptipadné diethyletherem. V nékterych ptipadech se
jako zpusob rozkladu lipoproteinového komplexu, zapouzdiujiciho vitamin D, vyuziva
ultrazvuku s ptidavkem ethanolu k ptislusnému vzorku [34].

Piima extrakce je sice pomérné rychla, avsak vytézky vitamini D dosazené timto

postupem jsou niz$i, nez vytézky ziskané zmydelnénim a poté nasledujici extrakci [34].

2.4.1 Separacni metody

2.4.1.1 Papirova a tenkovrstevna chromatografie

Mezi prvni separa¢ni metody, které byly pouzity pro separaci vitamini D, pattily

papirova (PC) a tenkovrstevna (TLC) chromatografie [4].

V minulosti byla navrzena fada technik PC, které vyuzivaly bud’ papir impregnovany
chinolinem nebo papir s reverzni fazi. Neuspokojivé vysledky, omezena kapacita a dlouha
doba optimalizace postupu byly jejich hlavnimi nevyhodami [35].

V literatufe bylo také popsano pouziti papiri impregnovanych oxidem hlinitym od
spolecnosti Schleicher & Schuell. Jejich vyhodou bylo, ze poskytovaly mnohem veétsi

kapacitu ve srovnani s papiry S reverzni fazi [32].

Tenkovrstva chromatografie patii k pomémé vhodnym metodam pro separaci
a identifikaci vitaminu D. Jeji vyhodou je to, ze nevyzaduje pfili§ nakladné vybaveni [4].

Bolliger, Heaysman a Sawyer informovali o moznosti stanoveni obsahu vitaminti D
ve farmaceutickych vyrobcich pomoci TLC. Zjistili, Ze dobré separace vitaminii D od
ostatnich lipid bylo dosazeno pomoci aktivovaného silikagelu G. Jako rozpoustédlo byla

pouzita sm¢s cyklohexan/ether (1:1 ¢i 4:1 v/v), detekénim ¢inidlem byla 0,2M H>SO4 [32].

33



2.4.1.2 Kapalinova chromatografie

Stanoveni vitamint D2 a D3 se vétSinou provadi pomoci kapalinové chromatografie
(LC). Jedna se o techniku, kterd se nejCastéji vyuziva pro separaci a stanoveni téchto
vitamind V lipidovém materialu. Nevyhodou je, Ze vyzaduje dikladnou saponifikaci
a extrakci prislusného materialu. Oproti jinym technikdm ma také vyssi spotiebu pouzitych
rozpoustédel a reak¢nich slozek [3].

Pro detekci vitamina D v potravinich lze pouzit vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) v kombinaci s PDA detektorem (265 nm). Detekci je mozné
provadét i pomoci hmotnostni spektrometrie (MS), kdy nejcastéji pouzivanym ioniza¢nim
zdrojem je ESI, APCI a APPI. V neposledni fadé¢ je také mozné vyuzit elektrochemickych
&i jinych detektort (NMR, IC) [33].

Kapalinova chromatografie je vhodnou technikou pro stanoveni vitaminu D;
v houbach. Autofi ¢lanku uvadi, ze pted samotnou analyzou bylo potieba, aby byly vzorky
hub nejprve saponifikovany pomoci ethanolu a 50% KOH (2:1 v/v) pfi teploté 85 °C po
dobu 30 minut. Nasledné byly vzniklé suspenze nafedény deionizovanou H>O a extrahovany
hexanem (1:3 v/v). Vlastni analyza vitaminu D> v houbach byla provedena technikou
UHPLC vyuzivajici kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity spojeny s Agilent 6460
trojitym kvadrupdlem. Jako iontovy zdroj byl pouzit elektrosprej (ESI). Systém UHPLC byl
sloZen z binarniho ¢erpadla, autosampleru, termostatu a detektoru PDA, jenz zaznamenaval
signal pii vinové délce 265 nm. Separace byla provedena na analytické koloné Zorbax Plus
C18 (100 mm x 2,1 mm x 1,8 um). Jako mobilni faze byl pouzit methanol o pratoku

0,3 ml/min. Kvantifikace byla provedena pomoci vitaminu Dz (interni standard) [30].

Pro simultanni kvantifikaci vitamini D, a D3 v mléce byla vyvinuta spolehliva
separace pomoci UPLC s pouzitim laurofenonu jako interniho standardu. Vlastni vzorky
byly pfipraveny pies noc inkubaci mléka se smési 50% KOH a ethanolu (2:8 v/v) a poté byly
extrahovany hexanem. Nasledné byl ziskany hexanovy extrakt precistén smési 5% KOH
a ethanolu (95:5 v/v). Chromatografie byla provedena pomoci Acquity Ultra Performance
System sestavajiciho se z kvarterni pumpy, autosampleru, termostatu a PDA detektoru, jenz
zaznamenaval signal pii vinové délce 265 nm. Pro separaci byla pouzita kolona s reverzni
fazi Acquity UPLC BEH C18 (100 mm x 2,1 mm X 1,7 um) chranéna piedkolonou BEH
C18 (100 mm x 2,1 mm X 1,7 pum). Jako mobilni faze byla pouzita smés methanolu,
acetonitrilu a H20 (80:10:10 v/v) o pratoku 0,35 ml/min [36].
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2.4.1.3 Plynova chromatografie

Stanoveni vitaminti D pomoci plynové chromatografie (GC) bylo studovano zejména
v 60. a 70. letech 20. stoleti. Diivodem byla snaha o pfekonani analytickych problém, které
se vyskytly s do té doby pouzivanymi metodami [4]. Postupem ¢asu se zjistilo, ze plynova
chromatografie ma jistd omezeni jako separacni technika pro stanoveni vitamint D2 a D3,
jelikoz vyzaduje dikladnou purifikaci a extrakci zkoumaného materialu. RovnéZz bylo
zjisténo, ze vitaminy D podléhaji tepelné cyklizaci v GC split/splitless injektoru nebo pii
pfimém vstiikovani do kolony, coz ma za nasledek pokles citlivosti GC. Vyse uvedené
skute¢nosti vSak nejsou pro pouziti této techniky vyrazné limitujici, a nabizeji tak dalsi cestu

pro jeji modifikaci i v soucasnosti [33].

Plynova chromatografie mize byt napfiklad pouzita pro stanoveni vitaminu D
v suseném plnotucném mléce, které je timto vitaminem obohaceno (fortifikovano). Tato
metoda mize byt rovnéz aplikovana i pro stanoveni vitaminu Ds, jenz se ptirozené nachazi
ve zminéném druhu matrice [37].

Postup méteni byl zalozen na pfidani Cinidla, které se sestavalo ze smési ethanolu,
povrchové aktivniho ¢inidla (Triton X-100) a hexametafosfore¢nanu sodného, do vzorku
mléka. Pouziti této smési umoznovalo, aby lipidova frakce obsahujici vitamin D, byla
extrahovana z mléka v jediném stupni pomoci smési petroletheru a diethyletheru (1:1 v/v).
Po odstranéni rozpoustédel, byl lipidovy zbytek zahfivan ve vodni lazni s etanolovym
roztokem NaOH pfi teplot¢ 70-80 °C po dobu 15 minut. Po provedeni této horké
saponifikace nasledovala extrakce vzorku smési petroletheru a diethyletheru (1:1 v/v).
Cholesterol a jiné dalsi interferujici latky byly nasledné¢ odstranény sloupcovou
chromatografii, vyuzivajici deaktivovany Al>Os jako sorbent [37].

Konecné stanoveni vitaminu D bylo provedeno technikou GLC s pouzitim
derivatiza¢niho ¢inidla N,O-bis(trimethylsilyl)acetamidu a plamenoveé ioniza¢niho (FID) ¢i
hmotnostniho detektoru. Zavérecna kvantifikace byla provedena metodou vnitiniho

standardu, vyuzivajici vitamin D3 jako vnitini (interni) standard [37].
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2.4.1.4 Kapilarni elektroforéza

Vhodnou alternativou k HPLC jsou techniky kapilarni elektroforézy (CE), které
slouzi k separaci latek na zaklad¢ jejich rozdilné mobility v elektrickém poli. Jejich vyhodou
oproti HPLC je rychly vyvoj metody, nizsi spotieba rozpoustédel a reakénich slozek [3].

Neutralni vitaminy a smési nabitych ¢i nenabitych vitaminti 1ze separovat pomoci
micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC). Tento typ CE je mozné pouzit pro
oddgleni vitamind, které jsou rozpustné ve vodé i v tucich. Vitaminy rozpustné v tucich
mohou byt oddéleny pomoci SDS a soli zlu€ovych kyselin, jako je naptiklad cholat ¢i
deoxycholat sodny. Pomoci MEKC lze separovat vitamin D3 i za pouZiti smési rozpoustédel

acetonitril a H20 (80:20 v/v) obsahujicich TDAB [3].

2.4.1.5 Superkriticka fluidni chromatografie

Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) umoziiuje separaci latek za pouziti
mobilni faze, kterou je kapalina v superkritickém stavu (nejcastéji superkriticky oxid
uhli¢ity). Tato mobilni faze miize byt sméSovana s polarnimi modifikatory, kterymi jsou
napiiklad methanol, ethanol ¢i 2-propanol. Ve srovnani s kapalinovou chromatografii se
jedna o podstatné rychlejsi a ekologicky Setrnéjsi metodu [38].

Technika SFC s PDA detektorem, vyuzivajici ethanol jako polarni modifikator, se

ukazala byt jako vhodna pro kontrolu kvality vitaminu D3 jako farmaceutické suroviny [38].

2.4.2 Optické metody

2.4.2.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie v UV oblasti je jednou z prvnich metod pouZivanych pro
stanoveni vitamind D. Jednim z nejcharakteristi¢téjSich ryst téchto vitamind je konjugovany
trienovy systém dvojnych vazeb. V souladu s tim maji tyto slouceniny velmi Specificka
ultrafialova absorp¢ni spektra. Techniky dostupné pro kvantifikaci vitamint D jsou zalozeny
na méfeni absorpce UV zateni pii vinové délce 265 nm. Hlavni nevyhodou téchto postupt
je to, ze pred testovanim musi byt vzorek dikladné piecistén, aby se odstranily potencialni
kontaminanty absorbujici UV zafeni [39]. Z toho divodu je samotna UV spektrofotometrie

mén¢ vhodna pro rutinni stanoveni vitamind D [4].
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2.4.2.2 Kolorimetrie

V prub¢hu let bylo navrZzeno jen malo kolorimetrickych metod, které 1ze pouzit pro
kvantitativni stanoveni vitamina D [39].

Nejpouzivangjsi kolorimetricka metoda dle Brockmanna a Chena je zalozena na
tvorbé rizového odstinu absorbujiciho pfi vinové délce 400 nm, ktery vytvari chloroformovy
roztok SbClz v pfitomnosti vitamini D [39]. Uvedena reakce je pomérné citliva, avSak je
interferovana piitomnosti vitaminu A, coz znemoznilo jeji pouziti na pfirodni zdroje
vitamint D a multivitaminové produkty. Tato interference muize byt odstranéna predbéznym
separa¢nim procesem nebo zpracovanim s anhydridem kyseliny maleinové za vzniku aduktt
vitaminu A, jez nereaguji s SbCla. Dalsi komplikaci bylo i to, ze SbClz je pomérné nestabilni,
citlivost metody tak klesala hlavné se staiim reagencie [40]. V roce 1940 Nield modifikoval

postup dle Brockmanna a Chena ptidanim acetylchloridu jako stabilizatoru barvy [39].

2.4.2.3 Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je relativné ii¢innym nastrojem pro detekci
a identifikaci vitamini D2 a D3. Umoziiuje rozlisit slou¢eniny, které maji stejnou hmotnost,
avSak rizné polohy funkénich skupin. Obecné nachazi svoje uplatnéni v lékafstvi,
potravindiském a farmaceutickém priimyslu. Nicméné¢ zna¢nou nevyhodou NMR analyzy je

jeji nizsi citlivost a potieba predchoziho piecisténi vzorka [33].

2.4.2 4 Infracervena spektroskopie

Infradervend spektroskopie (IC) miize byt pouzita pro rozliseni mezi strukturou
vitamind D2 a Ds. Bylo zjisténo, Ze infracervené spektrum vitaminu D2 vykazuje silny pas
pii 970 cm™ s vedlej§im vrcholem pii 962 cm™ v diisledku vibrace C-H skupiny v postrannim
nenasyceném fetézci. Naproti tomu nasyceny postranni fetézec vitaminu D3 vykazuje pouze
jediny vrchol, a to pii 962 cm™. Jistou nevyhodu této techniky je vsak to, Ze neni dostate¢né

citliva a vyzaduje piedchozi precisténi vzorku [41].

2.4.3 Elektroanalytické metody

Vyhodou elektroanalytickych metod je to, ze pro stanoveni vitamini D2 a D3
vyuzivaji jednorazové a levné elektrody [42]. Tyto techniky umoznuji stanovit vitaminy D

v biologickych tekutinach, farmaceutickych vyrobcich a potravinach [43].
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V literatufe byla popsana elektroanalytickd detekce vitamini D2 a D3z pomoci
elektrody ze skelného uhliku (GCE) modifikované Au-Pd. Pro analyzu pomoci cyklické
voltametrie (CV) a diferencni pulsni voltametrie (DPV) byl pouzit model elektrochemického
systému PGSTAT 302 Autolab. Elektrochemicky ¢lanek byl sestaven ze tii elektrod, a to
z pracovni (modifikovand GCE o praméru 3 mm), pomocné (platinovy drat) a referencni
elektrody (Ag/AgCl v 3M KCI). Elektrokatalyticka odezva vitaminti D na povrchu GCE byla
vyrazné ovlivnéna pomérem organického a vodného rozpoustédla. V pritomnosti nosného
elektrolytu (LiClO4) a smési ethanolu a H2O (40:60 v/v) vykazovaly vitaminy D, a D3 dobie
definované vrcholy. Tato prace poukazuje na vysokou citlivost GCE vici detekei vitaminQ
D, bez zjevnych interferen¢nich ucinka vitamint A, E a K. Metoda DPV poskytuje levné

a rychlé méfeni s moznosti miniaturizace [42].

Dals$imi autory byla zvefejnéna voltamperometrickd studie o elektroanalytickém
chovani vitaminu D3 v methanolovém roztoku za pouziti LiIClIO4 jako nosného elektrolytu.
Elektrochemicky ¢lanek byl opét sestaven ze tii elektrod, a to z pracovni (rotacni elektroda
ze skelného uhliku), pomocné platinové a referenéni elektrody (SCE). Tento postup se

osvédcil jako vhodny pro stanoveni vitaminu D3 ve farmaceutickych piipravcich [43].

2.4.4 Kvantifikace vitaminu D

P#i kvantifikaci metodou vnitiniho standardu se ke vzorku pfidava zvolené mnozstvi
znamé latky, tzv. vnitini (interni) standard. Tato slou¢enina nesmi byt pfitomna v ptivodnim
vzorku a nesmi reagovat s zadnou slozkou vzorku. Interni standard je nezbytny k odstranéni
analytickych chyb zpisobenych ztratami vitamini D bcéhem piipravy vzorku a ke
kompenzaci zmén signalu pfi pouziti detekce pomoci hmotnostni spektrometrie [33].

Vitaminy D, a D3 jsou si chemicky velmi podobné, a z toho divodu se vitamin D;
Casto pouziva jako interni standard pro stanoveni vitaminu D3z a naopak. Nejedna se vSak
0 nejlepsi zplisob V piipadé, kdy se tyto dva vitaminy vyskytuji v surovinach soucasné.
Idealnimi vnitfnimi standardy pro kvantifikaci vitaminti D pomoci hmotnostni spektrometrie

jsou izotopicky znacené slouceniny [33].
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Cil prace

V soucasné dob¢ existuje relativné malo publikaci zamétenych na stanoveni vitamint
D (D2 a D3) pomoci plynové chromatografie (GC). Cilem diplomové prace bylo tedy zjistit,
do jaké miry je tato metoda vhodna pro analyzu zminénych vitamint D.

V této praci byly jako vychozi matrice pouzity susené vzorky hub, které 1ze bézné
nalézt na izemi Ceské republiky. Cilem bylo ovéfit, jaky vliv ma UV zifeni na obsah
vitaminu D2 ve zminénych vzorcich hub. Vitamin D2 v nich vznikd z provitaminu D;
(ergosterol) v zavislosti na mife jejich vystaveni UV zafeni (Obr. 17). Jedna se o analogicky

mechanismus, jakym vznika vitamin D3 z provitaminu Ds [1].

termicka
isomerace
-

provitamin D, previtamin D, vitamin D,

Obr. 17: Vznik vitaminu D z provitaminu D> (ergosterol) [1]

3.2 Pouzité chemikalie

e Aceton (p. a., Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Deionizovana voda Milli-Q (Merck Millipore, Darmstadt, Némecko)
e Dusik (99,99 %, Messer, Bad Soden, Némecko)

e Ethanol (p. a., Tereos TTD, a. s. — Lihovar Kojetin, Kojetin, CR)

e Helium 4.8 (Cistota 99,998 %, SIAD, Bergamo, Italie)

e Hexamethyldisilazan (HMDS) (p. a., Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Hexan (p. a., Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Hydroxid sodny (p. a., PENTA, Chrudim, CR)

e Chloroform (p. a., Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Kyselina L-askorbové (p. a., PENTA, Chrudim, CR)
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e N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) (p. a., Sigma-Aldrich, Praha, CR)
e Pyridin (p. a., PENTA, Chrudim, CR)
e Standardy:

o Ergosterol (p. a., Sigma-Aldrich, Praha, CR)

o Chrysen-Di2 (p. a., Sigma-Aldrich, Praha, CR)

o Vitamin Dz (p. a., Sigma-Aldrich, Praha, CR)

o Vitamin D3 (p. a., Sigma-Aldrich, Praha, CR)

3.3 Pristrojové vybaveni a pomiicky

e Analytické vahy AB204 (Mettler Toledo, Greifensee, Svycarsko)

e Centrifuga 5702 (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

e Milynek mini P-23 (Fritsch, Idar-Oberstein, Némecko)

e Plynovy chromatograf Agilent 7890A s hmotnostnim spektrometrem 5975C inert
(Agilent Technologies, Kalifornie, USA). Kiemenna kapilarni kolona HP-5MS
(parametry 30 m x 0,25 mm x 0,25 um; Agilent Technologies, Kalifornie, USA).
Nosny plyn helium 4.8 (rychlost pritoku 0,9 ml/min).

e SuSarna UN110 (Memmert, Schwabach, Némecko)

e Susitka ovoce Kenya 2300 90050 (ETA, Praha, CR)

e Termostat blokovy SBH130 + blok hlinikovy SBH (Stuart, Staffordshire, UK)

e Tiepacka Reax Top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

e Tiepacka Vibramax 100 (Heidolph, Schwabach, Némecko)

e Ultrazvukova lazeti 10LM (Kraintek Czech s. r. 0., Hradec Kralové, CR)

e UV lampa ENF-240C/FE (Spectroline, Westbury, New York, USA)

e B¢&zné laboratorni sklo, plastové pomticky a automatické pipety
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3.4 Pracovni postup

3.4.1 Vzorky hub

Plodnice hub (Tab. VII), které byly podrobeny analyze, byly nalezeny koncem zaii
roku 2017 v okoli obce Stupava (okres Uherské Hradisté).

Pro analyzu byly pouzity pouze klobouky stfedné starych hub, které byly nakrajeny
na platky o tloustce 3—4 mm. Tyto platky byly nasledn¢ ususeny pfi teploté 60 °C v doméci
susi¢ce ovoce umisténé v temngjsi mistnosti. Poté byly takto ziskané vzorky vlozeny do

sklenénych nadob, jez byly skladovany v temnu pti pokojové teploté.

K ptipravé vzorkli pro vlastni analyzu byly usuSené platky hub homogenizovany
Vv kulovém mlynku. Vznikly prasek byl rovnomeérné rozprostien na vétsi hodinové sklo, které
bylo umisténo piiblizné¢ 3 cm pod UV lampou. Houbovy prasek byl nasledné ozafovan pti
vinové délce 254 nm po dobu 4 hodin, béhem ozafovani byl pravidelné promichavan, a to

kazdych 20 minut.

Tab. VII: Seznam vybranych vzorkt hub a doba jejich suseni pii 60 °C

Druh Doba suseni (h)
bedla vysoka (Macrolepiota procera) 3,0
hliva astfi¢na (Pleurotus ostreatus) 4,5
h¥ib smrkovy (Boletus edulis) 4,0
klouzek sli¢ny (Suillus grevillei) 4,0
kozak dubovy (Leccinellum crocipodium) 3,0
pecarka polni (Agaricus campestris) 3,5
plesivka dlabana (Handkea utriformis) 3,0

3.4.2 Vzorky potravin Zivo¢iSného pivodu

Zivo¢isné produkty (Tab. VIII), které byly podrobeny analyze, byly zakoupeny
v béznych obchodnich fetézcich. Pro srovnani bylo pouzito i slepici vejce, které bylo
odebrano v bieznu roku 2018 z domaciho chovu (obec Hrubdice, okres Prostéjov).

Vsechny pevné potraviny, pouzité pro vlastni analyzu, byly pifedem homogenizovany

vV kulovém mlynku.
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Tab. VIII: Seznam vybranych zivoc¢isnych produkti

Produkt BIliZsi informace

filet chlazeny

produkt farmového chovu, Norsko

Vv ptirodnim nalevu
2. tuniak Zlutoploutvy Nixe vyrobce Conservas Selectas de Galicia

Pontevedra, Spanélsko
masny polotovar, 95 % hovéziho masa
3. hovézi maso mélnéné vyrobce Kostelecké uzeniny a. s.
Kostelec u Jihlavy, CR

cerstvé chlazené

1. losos obecny

4. kufeci prsni rFizky dodavatel Vodnanska dribez a. s.
Modiice, CR

5. | zloutek (kur domaci; kupované) Serstvé vejce z nosnic v klecich, CR

6. Zloutek (kur domaci; domaci) odebrano z domaciho chovu, Hrubgice, CR

pasterované, obsah 1,5 % tuku

7. mléko polotu¢né Moravia vyrobce Moravia Lacto a. s.
Jihlava, CR

obsah tuku 82 %

8. maslo vyrobce Milchprodukte GmbH & Co. KG

Hamburg, Némecko
obsah tuku minimalné 10 %
9. Choceiisky bily jogurt vyrobce Choceniska mlékarna s. r. o.
Choceti, CR
trvanlivé, obsah tuku 30 %
10. smetana ke Slehani Boni vyrobce Hochwald Foods GmbH
Kaiserslautern, Némecko

ptirodni dlouhozrajici, obsah tuku cca 30 %

11. syr Gran Moravia vyrobce Brazzale Moravia a. s.

Litovel, CR

3.4.3 Zmydelnéni a extrakce

Vlastni vzorky byly pfipraveny navazenim ozafeného, resp. neozafené¢ho houbového
prasku (0,2 g) nebo vybrané potraviny Zzivoc¢isného pivodu (0,4 g) do sklenéné vialky
0 objemu 40 ml. Nasledné byly do vialky postupné pfidany kyselina L-askorbova (0,1 g),
ethanol (2,5 ml), roztok chrysenu-D12 jako vnitini standard (0,02 ml; 1 mg/ml v acetonu),
deionizovana H>O (4 ml) a jako posledni 50% NaOH (1 ml).

Vznikla suspenze byla umisténa do kovového bloku a zmydelnéna pfi teploté 85 °C
po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby byla vialka se suspenzi vyjmuta z kovového bloku.

Po ochlazeni byla viskdzni suspenze pielita do centrifugacni zkumavky, ve které¢ byla
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natedéna deionizovanou H>O (1 ml) a nasledné extrahovana hexanem (2 ml). Obsah ve
zkumavce byl dikladn¢ protiepan a poté byl umistén do ultrazvukové 1azné na 5 minut. Pro
leps$i oddéleni fazi byla provedena centrifugace po dobu 3 minut (4400 otacek/min).
Z obsahu ve zkumavce byla nasledné odebrana horni hexanova faze obsahujici sledované
analyty. Extrakce byla poté opakovana jesté jednou s pouzitim 1 ml hexanu.

Spojené hexanové extrakty byly ve sklenéné vialce umistény do kovového bloku
vyhtivaného na teplotu 85 °C, ve kterém byl jeji obsah pomoci proudu dusiku odpaten do

sucha. Po odpafeni rozpoustédla byl takto upraveny vzorek pfipraven k derivatizaci.

3.4.4 Derivatizace

Postup derivatizace byl zaloZen na piidani silyla¢niho ¢inidla BSTFA (0,05 ml)
a pyridinu (0,05 ml) do vialky obsahujici odpateny vzorek houby nebo Zivo¢isného produktu
(€. 1,2,4,7¢i9; Tab. V). Nasledn¢ byla tato vialka uzaviena, umisténa do vyhtivaného
kovového bloku a inkubovana pii teploté 85 °C po dobu 30 minut. Na zavér byla vyjmuta
z bloku a po jejim vychladnuti byl k pivodnimu obsahu pfidan hexan (0,4 ml). Poté byla
vialka opét uzaviena a vznikly roztok byl ptipraven pro GC/MS analyzu.

V ptipadé zbylych zivocisnych produktt (€. 3, 5, 6, 8, 10 ¢i 11) byl kvili vy$simu
obsahu matricovych komponent pouzit vétsi objem ¢inidla BSTFA (0,075 ml), pyridinu
(0,075 ml) a také hexanu (0,6 ml).

3.4.5 Analyza vzorki a vyhodnoceni

Automaticky davkova¢ plynového chromatografu davkoval objem 1 pl vzorku
do nastiikové komory. V ni doslo pii 280 °C k zplynéni tohoto vzorku, ktery byl poté, bez
délice toku, pulzné (140 kPa, 12 s) davkovan na kolonu. Pritok nosného plynu (helium) byl
0,9 ml/min. Vzorky byly v kolon¢ analyzovany za podminek GC separace 50 °C — 2 min —
— 10 °C/min — 300 °C — 15 min. Pramérna linearni rychlost plynu byla 34,6 cm/s. Délka
analyzy Cinila 42 minut.

Hmotnostni spektra byla snimana v rezimu celkového iontového proudu (TIC)
v intervalu 29-600 m/z a v rezimu monitorovani selektivnich iontt (SIM) pro selektivni

ionty 240, 351 a 363 m/z.
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4. \/YSLEDKY A DISKUZE

Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo vyvinout vhodnou metodu pro analyzu
vitamind D pomoci plynové chromatografie. Pozornost byla zamétfena pfedevSim na
ptipravu vlastniho vzorku, jez zahrnovala alkalickou hydrolyzu, extrakci kapalina-kapalina
a derivatizaci. Vyhodnoceni ziskanych vysledkt bylo provedeno metodou kalibra¢ni kiivky
a metodou vnitiniho standardu.

Jako vychozi matrice byly pouzity susené vzorky hub, jelikoz suseni téchto potravin
je nejéasté&jiim zptisobem konzervace na uzemi Ceské republiky. Z vysledki experimentalni
¢asti vyplynulo, ze expozice suSenych vzorki hub UV zafenim pfispéla k vyznamnému
zvyseni obsahu vitaminu D». Po optimalizaci pracovniho postupu, bylo pfistoupeno k jeho
aplikaci na jiné potravinové matrice. Pro tyto ucely byly vybrany vyhradné potraviny

zivoci$ného puvodu, ve kterych se nachazi vitamin Ds.

4.1 Optimalizace pracovniho postupu

4.1.1 Vzorky hub

4.1.1.1 Optimalizace doby ozarovani

Ergosterol (provitamin Dy), ktery je soucasti fungalnich bunéénych membran, mize
byt v houbach pieménén na vitamin D>, je-li vystaven plsobeni ultrafialového zatreni.

Ozétenim se tak mohou vyrazné zlepsit puvodni nutri¢ni hodnoty vybranych hub.

Standard ergosterolu byl nejprve rozpustén v acetonu (2 mg/ml) a poté byl vznikly
roztok postupné nadavkovan po 0,1 ml do pfipravenych sklenénych vialek. Tyto vialky byly
nasledné¢ umistény do kovového bloku, kde bylo rozpoustédlo odpafeno pomoci proudu
dusiku. Odparky standardu ergosterolu byly exponovany ultrafialovym zafenim pti vinové
délce 254 nm (UVC) a 365 nm (UVA). Ozafovani odparku trvalo po dobu 5 minut az 2 hodin
ve vySce piiblizné 3 cm pod UV lampou. Takto ziskané vzorky byly nasledné derivatizovany
a Vv konecné fazi analyzovany pomoci GC/MS.

Cilem bylo zjistit, ktera ze dvou zvolenych vinovych délek, pii riznych expozi¢nich

¢asech, umoznila nejvyssi konverzi ergosterolu na vitamin D2 (Obr. 18).
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Obr. 18: Porovnani ploch piki vitaminu D2 po expozici UV zafenim pfi riznych ¢asech

Z obrazku je patrné, ze ozafovani pii vinové délce 365 nm (UVA) nezplsobilo tak
vyraznou konverzi standardu ergosterolu na vitamin D> jako pii vinové délce 254 nm (UVC).
K nejvyraznéjsi konverzi doslo po 2 hodinové expozici pomoci tvrdého UVC zétfeni. Pti
zavére¢ném srovnani ploch pikt standardu ergosterolu a vzniklého vitaminu D2 vyplynulo,

ze po 2 hodinovém ozatfovani se celkova pfeména uskutecnila v rozsahu okolo 3 %.

Po tomto experimentu byly expozici ultrafialovym svétlem podrobeny i realné
vzorky hub, konkrétné hi'ib smrkovy (Boletus edulis). Pro vlastni analyzu byly pouzity pouze
klobouky tohoto druhu houby, které byly nejprve nakrajeny na tenké platky a poté usuSeny
a homogenizovany v kulovém mlynku. Vznikly houbovy prasek byl opét vystaven ucinku
ultrafialovému zafeni o vinové délce 254 nm (UVC) a 365 nm (UVA). Ozafovani probihalo
po dobu 5 minut az 24 hodin (Obr. 19) ve vysce piiblizn¢ 3 cm pod UV lampou. Ozaiené

vzorky byly nasledné zmydelnény, extrahovany, derivatizovany a poté analyzovany GC/MS.
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Obr. 19: Porovnani ploch pika vitaminu D2 u suSeného hiibu smrkového (Boletus edulis)

po expozici UV zafenim pfi riznych Casech

Z obrazku je patrné, ze i v ptipad¢€ pouziti realného vzorku dochazi pti vinové délce
254 nm (UVC) k vyrazné konverzi ergosterolu na vitamin D2. Na rozdil od ptedchoziho
experimentu, ktery vyuzival standard ergosterolu, byla v tomto ptipad¢ prodlouZena doba
expozice UV zafenim. Tento krok se ukazal byt jako spravny, protoze k nejvyrazngjsi
pfeméné doslo az po 4 hodinové expozici. Ze zavéreéného srovnani ploch pikt ergosterolu
a vzniklého vitaminu D2 po 4 hodinovém ozafovani UVC vyplyva, ze celkova konverze se
uskutecnila v rozsahu asi 5 %. Je tedy o néco vyssi ve srovnani s konverzi standardu.

Z obrazku vyse je rovnéz zjevné, ze u realnych vzorkt hub dochézelo pii ozarovani
delsim nez 4 hodiny Kk postupnému snizovani obsahu vitaminu D,. Toto snizovani bylo

pravdépodobné zptsobeno rozkladem zminéného vitaminu.

V piipad¢ pouziti zafeni o vinové délce 365 nm (UVA) byl s prodluzujici se expozici
zpozorovan méné vyrazny pokles obsahu vitaminu D2 (Obr. 20). K tomuto jevu mohlo patrné

dojit z toho dtivodu, Ze UVA je oproti UVC nize energetické UV zafeni.
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Obr. 20: Porovnani ploch pika vitaminu D2 u suSeného hiibu smrkového (Boletus edulis)

po expozici UVA zatenim pfi riznych ¢asech

4.1.1.2 Optimalizace zmydelnéni a extrakce

Dulezitym krokem po ozatfeni hub bylo zmydelnéni nasledované extrakci vhodnymi
rozpoustédly. Cilem zmydelnéni bylo narusit strukturu houbové matrice, aby se vitamin D>
vazany na lipoproteinovy komplex 1épe uvolnil do extrakéniho média.

Zmydelnéni a extrakce byly provedeny dle postupu popsaného v literatute, pouze
s jistymi modifikacemi [30, 36]. Vlastni vzorky byly pfipraveny z ozateného i neozaieného
houbového prasku (0,2 g), kyseliny L-askorbové (0,1 g), ethanolu (2,5 ml) a chrysenu-D12,
ktery slouzil jako vnitini standard (0,02 ml; 1 mg/ml v acetonu).

Proméfovani probihalo pfi riznych objemech 50% NaOH a deionizované H20O, pfi
riznych Casech ateplotach zahiivani (Tab. IX). Takto ziskané vzorky byly nasledné

extrahovany, derivatizovany a v kone¢né fazi analyzovany pomoci GC/MS.
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Tab. IX: Podminky zmydelnéni suseného ozaieného hiibu smrkového (Boletus edulis)

SIM
Plocha piku

Méreni Podminky I
Ergostero

Vitamin D2 (provitamin D2)

0 ml 50% NaOH
1. 5 ml H,O 252988 67424432
20 °C, 30 min
0 ml 50% NaOH
2. 5 ml H,O 312094 61107930
85 °C, 30 min
0,25 ml 50% NaOH
3. 4,75 ml H,0O 659207 130534552
85 °C, 30 min
1 ml 50% NaOH
4, 4 ml H,O 825059 92571950
20°C,24h
1 ml 50% NaOH
5. 4 ml H,O 758398 116891108
50 °C, 30 min
1 ml 50% NaOH
6. 4 ml H,O 830374 139419673
85 °C, 30 min
1 ml 50% NaOH
7. 4 ml H,O 649968 149704380
100 °C, 30 min
2,5 ml 50% NaOH
8. 2,5 ml H,O 601878 34795116
20°C,24h
2,5 ml 50% NaOH
9. 2,5 ml H,O 281165 6340516
85 °C, 10 min
2,5 ml 50% NaOH
10. 2,5ml H.0 586749 76898472
85 °C, 30 min
2,5 ml 50% NaOH
11. 2,5 ml H.0 620251 5827454
85 °C, 60 min

48



Z vysledka shrnutych v tabulce je patrné, Ze v pripad¢, kdy nebyl pouzit zadny objem
50% NaOH (méfeni ¢. 1 a 2) pravdépodobné nedoslo k dostatecnému rozruseni matrice,
a tudiz bylo uvolnéno méné vitaminu D; i ergosterolu. Pii zmydelnéni, které probihalo za
vysoké teploty (méfeni ¢. 7), uz naopak patrné¢ dochazelo k rozkladu vitaminu Da.

Z tabulky je rovnéz zjevné, ze saponifikace za laboratorni teploty (naptiklad méfeni
¢. 4) byla relativné G¢inna z pohledu uvolnéni vitaminu D2 z vazanych forem, ale nebyla
dostate¢na k uvolnéni ergosterolu (provitamin D). Dalsi nevyhodou tohoto postupu byla
i jeho ¢asova naro¢nost.

Z dosazenych vysledku tedy vyplyva, ze nejvice vitaminu D> se podafilo uvolnit
z matrice pfi pouziti 1 ml 50% NaOH a 4 ml deionizované H>0. Zahtivani probihalo pfi

teploté 85 °C po dobu 30 minut (mé&feni €. 6).

Dalsim krokem, ktery nésledoval po zmydelnéni, byla extrakce. Jako efektivni se
ukazal byt postup zalozeny na zfedéni vzniklé suspenze deionizovanou H>O (1 ml) a na
nasledné extrakci hexanem (2 ml). Extrakce byla poté provedena jesté jednou s 1 ml hexanu.

Spojené hexanové extrakty byly dale odpafeny, derivatizovany a analyzovany GC/MS.

4.1.1.3 Optimalizace derivatizace

Poslednim krokem potfebnym k vyvoji metody bylo nalezeni vhodnych podminek
pro derivatizaci. Pro méfeni byla pouzita smés standardi vitaminu D2 a D3 (0,05 ml; 1 mg/ml
v chloroformu). Derivatizace byla provedena za pomoci silyla¢nich ¢inidel HMDS, HMDS

v pyridinu a BSTFA v pyridinu.

Ptehled provedenych experimentl, zahrnujicich variabilitu objemt ¢inidel, teploty
a doby inkubace, je uveden v Tab. X. Po provedené inkubaci byl k obsahu ve vialce pfidan

hexan (0,4 ml) a takto pfipraveny vzorek byl prichystan pro GC/MS analyzu.
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Tab. X: Podminky derivatizace

Cislo méreni

Méieni | BSTFA (ml) | HMDS (ml) | Pyridin (ml) | Teplota (°C) | Cas (min)
1. 0,05 — 0,05 50 30
2. 0,05 - 0,05 85 30
3. — 0,05 0,05 50 10
4, — 0,05 0,05 85 10
5. — 0,05 0,05 50 30
6. — 0,05 0,05 85 30
7. — 0,1 — 50 30
8. — 0,1 — 85 30
60000
50000
2 40000
5
=
£ 30000
> m Vit. D2
k> _
‘B 20000 Vit. Ds
<
-
=
= 10000
0 B -
1 2 3 4 5 7 8

Z vysledkt GC/MS analyzy (Obr. 21) je zjevné, ze pro derivatizaci jsou nejvhodné&jsi
podminky méteni €. 1 nebo €. 2, mezi nimiZ neni patrny vyznamny rozdil. Tyto postupy se

lisily pouze teplotou, pfi niz derivatizace probihala. Jelikoz pfedchozi zmydelnéni realného

Obr. 21: Vysledky analyzy po optimalizaci derivatizace

vzorku probihalo pti 85 °C, byla tato teplota ponechéna i pro vlastni derivatizaci.

Na zakladé zhodnoceni vSech sledovanych parametrti byla pro analyzu realnych
vzorkd hub zvolena silylace probihajici pti 85 °C po dobu 30 min, vyuzivajici BSTFA
Vv pyridinu jako derivatiza¢ni ¢inidlo. Druhé pouzité ¢inidlo HMDS, které je povazovano za

relativné slabsi donor trimethylsilylové skupiny, nebylo v tomto pfipadé dostate¢né Géinné.
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4.1.2. Zivo&isné produkty

Jak jiz bylo zminéno, cilem této diplomové prace bylo najit vhodné podminky pro
stanoveni vitaminu D2 v suSenych plodnicich hub (pouze klobouky).

Pozdg¢ji bylo ptistoupeno k aplikaci optimalizovaného postupu i na jiné potravinové
matrice. Jednalo se pouze o potraviny zivocisného puvodu (Tab. VIII), ve kterych se

pfirozené€ nachazi vitamin Ds.

Vlastni vzorky byly pfipraveny ze syrovych zivociSnych produktt, které byly dle
potteby homogenizovany v kulovém mlynku. K takto ptfipravenym vzorkiim byly nasledné
ptidany kyselina L-askorbova (0,1 g), ethanol (2,5 ml) a chrysen-D1> jako vnitini standard
(0,02 ml; 1 mg/ml v acetonu). Zmydelnéni bylo provedeno pomoci 1 ml 50% NaOH a 4 ml
deionizované H»O pii teploté 85 °C po dobu 30 minut. Jednalo se tedy o nejvhodnéjsi postup

pouzity pii zmydelnéni hub (kapitola 4.1.1.2).

Dalsim krokem, ktery byl proveden po zmydelnéni, bylo zifedéni vzniklé suspenze
deionizovanou H>O (1 ml) nasledované extrakci hexanem (2 ml). Extrakce byla poté
opakovana jeSté jednou s pouzitim hexanu (1 ml). Jednalo se o analogicky zplsob jako

Vv piipad¢ realnych vzorkt hub (kapitola 4.1.1.2).

Poslednim krokem, provedenym pied vlastni analyzou GC/MS, byla derivatizace.
V piipadé potravin jako hovézi maso, zloutek, maslo, smetana a syr byla kvuli vy$simu
obsahu matricovych komponent zvolena silylace pomoci ¢inidla BSTFA (0,075 ml)
v pyridinu (0,075 ml) probihajici pfi teploté 85 °C po dobu 30 min. Po provedené inkubaci
byl na zavér k obsahu ve vialce piidan hexan (0,6 ml).
U zbyvajicich vzorki potravin (losos, tunak, kufeci maso, mléko a jogurt) byl, stejné jako
u vzorkl hub, dostacujici niz$i objem ¢inidla BSTFA (0,05 ml), pyridinu (0,05 ml) a také
hexanu (0,4 ml) (kapitola 4.1.1.3).

4.2 Vyhodnoceni vysledkii

Pro kvantifikaci realnych vzorkt suSenych hub a Zivo¢isnych produkti byly pouzity

dvé metody, a to metoda kalibra¢ni kiivky a metoda vnitiniho (interniho) standardu.

Pro kvantifikaci metodou kalibra¢ni kiivky byla pfipravena sada ¢tyf kalibracnich

roztoku standardi vitamini D2 a D3 (1 mg/ml chloroformu) o koncentraci 2, 6,20 a 60 png/ml.
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Z vysledkti méfeni byla sestrojena kalibracni kiivka zévislosti plochy piku pfislusného
standardu vitaminu D na koncentraci (Obr. 22). Ze ziskané rovnice linearni regrese byla

uréena koncentrace hledané slozky ve vzorku.
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= 4000000

= 3000000

2 * Vit.D,
B ) y = 61383x - 23167 .
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Obr. 22: Kalibra¢ni kiivky standardi vitamint D2 a D3

Pfi metodé vnitiniho standardu se ke stanovovanému vzorku pfidava znamé mnozstvi
vnitiniho standardu [33]. Jako vhodny vnitini standard byl vybran izotopicky znaceny

chrysen-D12 (0,02 ml; 1 mg/ml v acetonu), jehoZ struktura je znazornéna na Obr. 23.

Obr. 23: Struktura chrysenu-D12

Ke kvantifikaci v rezimu SIM byl vybran fragmentovy ion m/z = 363 (Cz7Hag") pro
vitamin D2 a fragmentovy ion m/z = 351 (CzHszo®) pro vitamin Ds. Chromatogram
a hmotnostni spektra jednotlivych derivatizovanych standardt vitaminti D jsou zndzornény
na Obr. 24-26.

Pro izotopicky znac¢eny vnitini standard chrysen-D12 byl ke kvantifikaci v rezimu
SIM vybran molekularni ion m/z = 240 (C1gD12""). Chromatogram standardu této slou¢eniny
je znazornén na Obr. 24.
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Obr. 24: Chromatogram derivatizovanych standarda vitamini D2 a D3 a standardu
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Obr. 25: Hmotnostni spektrum derivatizovaného standardu vitaminu D>
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Obr. 26: Hmotnostni spektrum derivatizovaného standardu vitaminu D3
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Vysledky ziskané metodou kalibracni kiivky a metodou vnitiniho standardu jsou

Vv piipadé susenych neozafenych a ozafenych vzorkt hub uvedeny v Tab. XI.

Tab. XI: Srovnani metod kvantifikace vitaminu D2 U susenych vzorkt hub

Koncentrace vitaminu D2 (ng/g)
Vzorky hub Ozarovani (h) | Metoda kalibraéni | Metoda vnitiniho
y pri 254 nm krivky standardu
bedla vysoka 0 0,068 0,067
(Macrolepiota procera) 4 10,062 9,895
hliva ast¥iéna 0 0,459 0,475
(Pleurotus ostreatus) 4 65,742 62,037
h¥ib smrkovy 0 0,170 0,179
(Boletus edulis) 4 34,763 35,630
klouzek sli¢ny 0 0,383 0,368
(Suillus grevillei) 4 100,922 101,581
kozak dubovy 0 0,106 0,081
(Leccinellum
crocipodium) 4 40,815 38,750
peéarka polni 0 0,082 0,075
(Agaricus campestris) 4 62,098 66,190
plesivka dlabana 0 0,027 0,029
(Handkea utriformis) 4 6,041 5,982

Z Tab. XI je patrné, ze metoda kalibrac¢ni kiivky a vnitiniho standardu poskytuje
dobrou shodu pfi nizkych i vysokych koncentracich.

Nejvyssi koncentrace vitaminu D2 byla nalezena v suSeném ozafeném klobouku
klouzku sli¢ného (Suillus grevillei), jeji hodnota se pohybovala okolo 101 pg/g. Naopak
nejnizsi koncentrace vitaminu D2 v ozafenych vzorcich byla nalezena v suseném ozafeném
klobouku plesivky dlabané (Handkea utriformis), hodnota ¢inila zhruba 6 pg/g. Tato nizsi
hodnota je pravdépodobné zplsobend nizkym pocatecnim obsahem provitaminu D>
(ergosterol) v tomto vzorku houby.

Obecné nizké hodnoty vitaminu D> stanovené V neozafenych vzorcich hub jsou
zpusobeny nedostatecnou konverzi provitaminu D2 na odpovidajici vitamin. Z toho divodu

je tedy vhodné vystavovat houby alespon nékolik minut UV zafeni (slune¢ni ¢i umélé).

Ukazkové chromatogramy vzorku suseného ozafeného a neozareného klouzku
sli¢ného (Suillus grevillei) jsou znazornény na Obr. 27 a 28.
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Obr. 27: Chromatogram vzorku suSeného ozaieného a neozareného klouzku sli¢éného

(Suillus grevillei) v rezimu SIM
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Obr. 28: Priblizeny chromatogram vzorku suseného ozareného a neozareného klouzku

sli¢ného (Suillus grevillei) v rezimu SIM
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Vysledky ziskané metodou kalibra¢ni kfivky a metodou vnitiniho standardu jsou

u vzorkl potravin zivocisného ptivodu uvedeny v Tab. XII.

Tab. XII: Srovnani metod kvantifikace vitaminu D3 U Zivoc¢isnych produkti

Koncentrace vitaminu Ds (pg/g)
Vzorky zivociSnych Metoda kalibrac¢ni | Metoda vnitiniho
produktu krivky standardu
losos obecny 0,035 0,036
tunak Zlutoploutvy 0,016 0,016
hovézi maso mélnéné 0,008 0,008
kufeci prsni Fizky 0,031 0,029
Zloutek
(kupované; kur domaci) bk s
Zloutek
(domaci; kur domaci) 0,155 0,193
mléko polotu¢né 0,058 0,061
maslo 0,034 0,094
bily jogurt 0,043 0,043
smetana ke Slehani 0,031 0,044
syr 0,038 0,033

Z Tab. XII je ziejmé, Ze nejvyssi koncentrace vitaminu D3 byla nalezena ve Zloutku
kupovanych slepicich vajec, jejiz hodnota se pohybovala okolo 0,24 pg/g. Vyznamna je
i koncentrace vitaminu Ds ve Zloutku domacich slepi¢ich vajec. Nejnizsi koncentrace

vitaminu D3 byla naopak detekovana u masa hospodaiskych zvifat.

Ve vzorcich suSenych ozafenych, resp. neozatenych hub nebylo zpozorovano zadné

mnozstvi vitaminu D3, v Zivo¢isnych produktech se naopak nenachazel vitamin Do.
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5. ZAVER

Cilem piedlozené diplomové prace bylo vyvinout vhodnou metodu pro analyzu

vitamint D (D2 a D3) pomoci plynové chromatografie.

Jako vychozi matrice byly vybrany druhy hub, které 1ze b&zné nalézt na izemi Ceské
republiky. Pro vlastni analyzu byly pouzity pouze klobouky suSenych hub neozaienych
a ozatfenych pfi vinové délce 254 nm po dobu 4 hodin, jelikoz k vyraznému naristu obsahu
vitaminu D2 dochazi pravé vlivem pusobeni UV zafeni. Vzorky byly dale podrobeny
alkalické hydrolyze, extrakci kapalina-kapalina a derivatizaci. Po optimalizaci pracovniho
postupu, bylo pfistoupeno k jeho aplikaci na dalsi matrice, a to na potraviny zivocisného

pavodu, ve kterych se pfirozené nachazi vitamin Ds.

Mnozstvi zdravi prospéSnych vitaminti D zavisi na fadé rozlicnych faktort.
Vyznamny je nejen obsah piisluSnych prekurzorti vitaminti D v potravinach, ale také mira
jejich vystaveni UV zéfeni. Intenzita UV zafeni souvisi se zemé&pisnou Sitkou, nadmotskou
vyskou, ro€nim obdobim apod. Koncentrace vitaminii D byla ve studovanych vzorcich
susenych hub a zivocisnych produktech stanovena metodou kalibra¢ni kiivky a metodou
vnitiniho standardu (chrysen-Di12). Tyto metody poskytovaly dobrou shodu pifi nizkych
i vysokych koncentracich pfislusnych vitamina D.

Jak se predpokladalo, nejvyssi koncentrace vitaminu D2 byla nalezena v suSenych
ozatenych kloboucich hub, jelikoz u nich doslo k vyznamné konverzi provitaminu D2 na
odpovidajici vitamin. Ukazalo se tedy, Ze je vhodné vystavovat tyto potraviny a¢inkim UV
zafeni pred jejich samotnou konzumaci. V potravinach Zivocisného piivodu byla nejvyssi
koncentrace vitaminu D3z nalezena ve Zzloutku kupovanych i domacich slepicich vajec.
Zanedbatelné nebyly ani koncentrace tohoto vitaminu v jinych produktech hospodatskych

zvirat.

Na zavér je tedy mozné konstatovat, ze byla navrzena vhodna metoda pro analyzu
vitamind D2 a D3z plynovou chromatografii. Podafilo se optimalizovat zptisob zpracovani
prislusnych vzorki, ktery zahrnuje alkalickou hydrolyzu, extrakci kapalina-kapalina a také
derivatizaci. Pro vyhodnoceni ziskanych vysledki se rovnéZz podatilo nalézt potiebné

kvantifika¢ni metody.
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