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1. Cholesterol
Cholesterol je polycyklickd steroidni hydroxysloucenina se 27 C-atomy, OH-skupinou

v poloze 3- a nasycenym postrannim fetézcem v molekule.

HG

Obr. C. 1: Strukturni vzorec cholesterolu

Cholesterol je typickym ZivociSnym sterolem, napt. v mlééném tuku je zastoupen 95 — 98%.
Je pritomen ve vSech zivociSnych tkéanich jako hlavni stavebni slozka bunécnych membran. Je
také prekursorem dulezitych endogennich substanci jako jsou kortikosteroidy, pohlavni
hormony, zlu¢ové kyseliny a provitamin D3. Ackoliv je cholesterol pro organismus nezbytny,
jeho vysoké hladiny jsou davany do piimé souvislosti s vyskytem kardiovaskularnich
onemocnéni. VéEtSina cholesterolu je syntetizovana organismem, mens$i ¢ast je dietarniho
puvodu.

Je jednim z konstituentli membran tukovych kuli¢ek. Cholesterol se v matrici vyskytuje ve
volné formé¢ i jako vazany ve form¢ esterti s mastnymi kyselinami. Pfi stanoveni obsahu

celkového cholesterolu musi byt z téchto vazeb nejprve uvolnén.
Stanoveni sterolil v mlécnych produktech je provadéno z nasledujicich divodu:

» Zjisténi obsahu celkového cholesterolu za uc¢elem ziskani informaci dtlezitych

z nutriéniho hlediska
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» Detekce ptitomnosti rostlinnych tukt z nutri¢niho hlediska nebo pro zjisténi falSovani

mlééného tuku

Metody stanoveni:

Vedle klasickych kolorimetrickych metod a enzymatickych metod se spektrofotometrickou
koncovkou jsou pro stanoveni cholesterolu stale Castéji pouzivany chromatografické metody,
zejména plynova, méné Castéji pak kapalinova chromatografie

Enzymatické metody byly pivodné vyvinuty pro stanoveni cholesterolu v krevnim séru, pro
stanoveni v potravinach jsou nedostatecné kvuli interferencim zpiisobenym piitomnosti
rostlinnych steroli Chromatografické metody pro stanoveni cholesterolu a fytosteroli v
potravinach jsou vysoce specifické a presnéjsi.

Vlastnimu chromatografickému stanoveni ptedchazi saponifikace (alkalickd hydrolyza,
zmydelnéni) bud’to piima, eliminuje se extrakce lipida, nebo saponifikace izolované¢ho tuku
po extrakci celkovych lipida. Reakéni smés po saponifikaci je extrahovana do nepolarniho
rozpoustédla (hexan, petrolether) a analyzovana plynovou chromatografii (GC) nebo
kapalinovou chromatografii. Protoze steroly vykazuji slabou absorpci v UV oblasti, je tato
metoda pro stanoveni steroli omezena. K absorpci v oblasti 200 — 214 nm dochézi diky

dvojné vazbé a hydroxylové funkéni skuping€, s maximem pii 205 nm pro cholesterol.

2. Kapalinova chromatografie, HPLC

Kapalinova chromatografie (HPLC, High Performance Cromatography) je fyzikalng-
chemicka separacni technika, uzivana pro déleni a analyzu smési latek. Jejim zakladnim
principem je rozdélovani slozek smési mezi dvéma fazemi, mobilni a stacionarni, na zaklad¢
jejich chemickych a fyzikalné chemickych vlastnosti a vzajemnych interakei.

Stacionarni fazi je modifikovany sorbent, mobilni fazi tvoii kapalina, rozpoustédlo nebo smés
rozpoustédel, kterd se v chromatografickém systému pohybuje. Pro separaci je rozhodujici

afinita analytu k témto fazim
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Chromatografické analyzy se zpravidla pouzivaji pro déleni slozité smeési latek, které maji
navzajem dosti podobné chemické a fyzikélni vlastnosti a které by se jinymi metodami
kvalitativn€ a kvantitativné analyzovaly jen velmi obtizn¢, pokud by to viibec bylo mozné.
Kapalinovy chromatograf tvofi tyto hlavni ¢asti: zasobniky s mobilni fazi, vysokotlaka
pumpa, davkovac (aautosampler), kolona,detektor a fidici a vyhodnocovaci jednotka (PC
s prisluSnym programem).

Chromatografickym systémem protékd mobilni faze, kterd je ze zasobnich lahvi vedena ptes
vysokotlaké ¢erpadlo do davkovace, kde je do proudu mobilni faize nadavkovan vzorek a dale
do kolony, kde dochazi k separaci jednotlivych slozek. Vystup z kolony vede do detektoru,
kde jsou jednotlivé slozky detekovany a odtud do odpadu. Signal z detektoru je
zaznamenavan pomoci PC v podob¢ chromatogramu.

Jestlize se slozeni mobilni faze po celou dobu analyzy neméni, pracujeme v izokratickém
modu, jestlize se slozeni mobilni faze méni, misenim rozpoustédel se méni jeji polarita,

pracujeme s gradientovou eluci.
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Obr.¢.1: Schema kapalinového chromatografu — isokratickd konfigurace
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Obr. ¢.2: Schema chromatogramu

Pro vyhodnoceni chromatogramu slouzi tyto adaje: h — vyska piku, W — §itka piku v nulové
linii, W 0,5 — §itka piku v polovin¢ jeho vysky, tr — retencni Cas, tM — mrtvy ¢as, tj. retencni
Cas nesorbvané slozky

Retencni Cas je kvalitativni daj, latka je-neni pfitomna ve smési, provadime porovnani

s retencnim ¢asem standardu. Plocha piku je kvantitativni tdaj, je pfimo imérna koncentraci
analytu. Vyhodnoceni obsahu analyzované latky provadime pomoci kalibra¢ni piimky
metodou vn¢jsiho standardu, metodou vnitiniho standardu nebo metodou standardniho
ptidavku. Jako vnitini standard se pouZzivaji slouceniny, které maji obdobnou strukturu a
vlastnosti jako analyzovana latka, ve vysledném chromatogramu jiny retencni cas, tj.

nedochazi ke koeluci pikti a v analyzované matrici se pfirozené nevyskytuji.

Detektory v kapalinové chromatografii
=  UV/VIS, detektory s diodovym polem, sleduji zménu absorbce.
»  Fluorescencni detektory, sleduji zménu fluorescence.
=  FElektrochemické detektory, sleduji zménu potencialu.

» Refraktometrické detektory, sleduji zménu indexu lomu.

Detektory rozptyleného svétla, sleduji velikost ¢astic.

Hmotnostni, sleduji pomér hmoty fragmentu a jeho naboje, M/Z
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Podle typu stacionarni a mobilni fize rozeznavame nasledujici druhy kapalinové
chromatografie:

= chromatografie na normalni fazi -NP HPLC:
sorbent je polarni, (silikagel), mobilni faze je nepolarni (hexan).

» chromatografie na reverzni fazi — RP HPLC:
na sorbent (silikagel, polymer) je navazan nepolarni fetézec, nejcasteji C18, C8,
mobilni faze je polarni,(methanol, acetonitril). Elu¢ni potadi je obracené nez u NP HPLC,
nejprve jsou eluovany poléarni slouceniny. Donedavna tvotily RP HPLC analyzy 90 %
separaci.

* jontova, iontové vyménna chromatografie ( IC, ICE HPLC):

naplni kolony jsou iontoménice, katexy, anexy, mobilni faze tvoii vodné roztoky soli, pufry.

Mezi nové trendy kapalinové hromatografie nalezi tzv, HILIC a fused core chromatografie.

. Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC, Hydrophilic Interaction
Chromatography):

stacionarni faze je polarni (silikagel). mobilni f4zi obsahuje vysoky podil organickych

rozpoustédel, separace probiha v solvatacnim obalu stacionarni faze. Tento zplisob je vhodny

pro separaci polarnich molekul.

» Fused core, chromatografie na Casticich s pevnym jadrem:
tenka vrstva aktivniho sorbetu je nanesena na neporézni pevné jadro, mobilni faze je shodna

s RP HPLC. Vyhodou metody je vyznamné snizeni ¢asu, potfebného pro separaci.



