Charakteristika a stanoveni hydrofilnich vitaminu

Gabriela Jasenska

Bakalarska prace i Univerzita Tom4ase Bati ve Zliné
2009 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav potravinafského inzenyrstvi
akademicky rok: 2008/2009

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Gabriela JASENSKA
Studijni program: B 2901 Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Chemie a technologie potravin

Téma prace: Charakteristika a stanoveni hydrofilnich vitamina

Zasady pro vypracovani:

l. Teoreticka ¢ast

e Charakteristika hydrofilnich vitamint vyskytujicich se v potravinach, popis jejich
vlastnosti a zdroju

e Popis analytickych metod, pfedevsim chromatografickych technik, vyuzivanych
pro stanoveni téchto vitamind.



Rozsah prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovéni bakalaiské prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[11 Velisek, J. Chemie potravin. 1. vyd. Tabor: Ossis, 1999. 304s.

[21 Hlabik, P., Opltova, L. Vitaminy. 1. vyd. Praha: Grada Publishing, 2004. 232 s.

[31 Churacek, J. a kol. Analyticka separace latek. 1. vyd. Praha: SNTL, 1990. 384 s.
[4] Opekar, F., Jelinek, I., Rychlovsky, P., Plzak, Z. Zakladni analyticka chemie. 1.vyd.
Praha: Karolinum, 2003. 201s.

Vedouci bakalaiské prace: Ing. Soia Skrovankova, Ph.D.
Ustav potravinafského inzenyrstvi

Datum zadani bakalafské prace: 9. iinora 2009
Termin odevzdani bakalaiské prace:  31. kvétna 2009

Ve Zliné dne 31. kvétna 2009

LS. ’
Petr Hlavacek, CSc. prof. Ing. Ignac Hoza, CS
dékan vedouci katedry




ABSTRAKT

Bakal&ska prace se zatfuje na popis hydrofilnich vitamin(thiamin, riboflavin, niacin,
kyselina pantothenova, pyridoxin, folacin, koringidiotin a vitamin C) a moZznosti jejich
stanoveni. Stanoveni vitaniine nar@né, protoZe jsou v potravinach obsazeny ve velmi
nizkych koncentracich aétdinou jsou citlivé k slunsimu zd&eni, anebo k oxidaci. Pro
stanoveni vitamiin se vyuZivaji #1zné metody - spektrofotometrické, mikrobiologicke,
polarograficke, titrani, fluorimetrické, a hlawvh chromatografické metody (kapalinova a
plynova chromatografie) s pouzitinizné detekce (MS, UV/VIS, ECD, FID...).

Kli¢ova slova: Hydrofilni vitaminy, stanoveni, chrongrafické metody, HPLC

ABSTRACT

The thesis deals with the characterization of watduble vitamins (thiamine, riboflavine,
niacin, pantothenic acid, pyridoxine, folate, coras, biotin and vitamin C) and their de-
termination. Determination of vitamins in foodsgsite difficult because of their low con-
centrations and high sensitivity to sunlight ordation. For the determination of vitamins
could be used various methods - spectrophotometricrobiological, polarographic, tit-
ration, fluorometric, and especially chromatograpimethods (liquid and gas chromato-
graphy) using various detection (MS, UV / VIS, EGED...).

Keywords: Water-soluble vitamins, determinatiomorhatographic methods, HPLC
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UvoD

Vitaminy predstavuji iznorodou skupinu organickych latek, které spoluilkokinami,
tuky a sacharidy p#tk zakladnim slozkam lidské stravy. Vitaminy &otvétSinou nedo-
kaze vytvdit samo, proto musi byt dodavany v potrav

Vitaminy se rozdluji podle fyzikalnich vlastnosti (rozpustnosti) vikaminy lipofilni (roz-
pustné v tucich) a hydrofilni vitaminy (rozpustre& wodt). Mezi hydrofobni vitaminy se
fadi vitamin A(retinoidy), vitamin D (cholekalciferol, ergokalcifd), vitamin E (tokofe-
roly a tokotrienoly), vitamin K (fyllochinon, menlaimon). Mezi hydrofilni vitaminy se
fadi vitaminy B-komplexu (thiamin, riboflavin, niagikyselina pantothenova, pyridoxin,

korinoidy, folacin), biotin a vitamin C.

Vitaminy jsou pondrné dlouho zndmé chemické latkykide pouzivané &tSinou jako 1éky
na syndromy vyvolané n&ignivymi podminkami vyzivy. Nejilezit¢jSi funkci hydrofil-
nich vitamiri je katalyticky @&inek pri rad reakci latkové femeny; nékteré vitaminy zde
pusobi gimo jako koenzymy. DalSi vitaminy t¥iov organismu dlezité oxid&né redukéni

systémygimz mimo jiné mohou plnit i @itou ochrannou funkci apod.

Stanoveni vitamiit v potravinach je @lezity, ale zarovi velmi slozity ukol, protoze jejich
obsah v potravinach je ve srovnani s ostatnimiyanabhnymi slozkami vzorku velmi niz-

ky. VétSina vitamiri je velmi citlivd na sdtelné zéeni, k oxidaci anebo ke zme pH.

Pred vlastnim stanovenim se provadkalik operaci, které zahrnuji izolaci a extrakci vi
taminu (extrakce vodou, mineralni kyselinou). Pésladné vlastni stanoveni hydrofilnich
vitaminid se dive hojré pouzivaly metody spektrofotometrické, fluorimekécnebo mik-
robiologické. V sotiasné dob jsou nejvice vyuzivany chromatografické metodsede-
vS8im kapalinova chromatografie — HPLC. Podstattn éetody je separace latek rozpus-
ténych v roztoku. K detekci slozek, péleni metodami kapalinové chromatografie se vyu-
Ziva tiznych fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Kieni €chto vlastnosti se vyuziva
raiznych druli detektoéi. Negasgji se vyuzivaji detektory: UV/VIS, ECD, MSD, fluo-

rescekni a jiné.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou organické neenergické latky, i@iiné v malych mnozstvich pro latkovou
piemenu a regulaci metabolismilovéka. Vitaminy nejsou syntetizovany &lé vabec ne-
bo jen v nedostat@ém mnoZzstvi, tudiz musi bytijimany z potravy. Tyto nizkomoleku-
larni slogeniny jsou vSak syntetizovany autotrofnimi organismVyskytuji se

v rostlinnych i Ziv@iSnych organismech. dkteré vitaminy jsowasto gijimany ve forng
inaktivnich prekurzar - provitamini, které se v organismuigobenim specifickych enzy-

mut meéni na vlastni &innou latku. [1, 2, 3, 4, 5]

Vitaminy se vyskytuji jak volné tak i vazané, obig/ka bilkoviny nebo sacharidy. Mnohé
vitaminy jsou v podob koenzynii sowasti slozenych enzyim Nekteré se dastni oxida-

né¢ reduknich cju, jiné pisobi jako ochranné latky, zabtgi nezadoucim oxidacim

v tkanich a biikkadch. Fyziologickou aktivitu vitaminzpravidla vykazuje vice latek — na-
piiklad aktivitu vitaminu A ma asi 50ipozere se vyskytujicich slatenin. [1, 2, 3, 4]

Deficit vitamini v organismu s€asto projevuje celym komplexem poruch, které mohou
zpasobit velmi vazné poskozeni organismu a v krajpi¢padech i smrt. Nedostatek vita-
mind maze vzniknout také jakotdledek poruchy jejich visgbavani v travicim traktdas-
tych stref nebo zvySené pisby v piibéhu nemoci. Choroby figsobené nedostatkem vi-

tamin se oznauji jako hypovitaminosy nebo avitaminosy. [1, 2, 3]

Obecr Izefici, Ze poteba étSiny vitamini je pongrné nizka. Mnozstvi paéebné k zajis-
téni normalnich fyziologickych funkatlovéka je zavislé na mnoha faktorech, jako jsou
st&1i, pohlavi, zdravotni stav, Zivotni styl, stravoivaeyky, pracovni aktivita a dalSi. Do-

poruieni pro denniiljem marada zemi. [4, 5]

Potreba jednotlivych vitamiin mize byt také ovlivina gitomnosti gkterych slozek po-
travin, které neumaitji plné vyuziti vitamii nebo je inhibuji. Mezi tyto latkyadime

antivitaminy neboli antagonisty vitaminJsou to latky, které &itym zpisobem eliminuji
biologické &inky vitamini, coZz miZe vést az k projévn nedostatku. Aktivita antivitami-

na spaiva hlavreé na €chto principech [4, 5] :

« strukturni analogy vitaminreaguji s fisluSnymi apoenzymy nebo s bilkovinami,
které vitaminy transportuji
* nekteré enzymy femenuji vitaminy na neéinné latky (nap. thiaminasy degraduji

thiamin)
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* nekteré latky tvaéi s vitaminy nevyuZzitelné komplexy (napeakce aminokyseliny

linatinu s pyridoxalem)

Antivitaminy prvni skupiny, takzvané pravé antivitey, nelze obvykle &nymi techno-
logickymi postupy odstranit. DalSi &skupiny antivitamia vSak Ize do znmé miry eli-

minovat vhodnymi technologickymi nebo kulinarninoistupy. [4, 5]

Obsah vitamii v potravinach ovlixiuje kromé genetickych pedpoklad daného organis-
mu mnoho dalSich faktdr U potravin Ziv@isného fivodu obsah vitamiin zavisi hlavi
na zmsobu skladovani a zpracovani suroviny. U potraesgtlinného fvodu je vyznamny
zejména stupe zralosti, klimatické podminkydnem fKstu, gedevSim mnoZstvi srazek,
hnojeni, posklisové skladovani a zpracovani. Vitaminy fipahezi velmi labilni slozky
potravin. Bhem technologického zpracovani i kulisiéé Upravy potravin dochézi «tsi-
ny vitamini ke ztratam. Z tohotd/odu jsou povazovany za indikatory pouziti spravnsc
Setrnych technologii a kulirskych postup. U hydrofilnich vitamiri dochazi Bhem tech-
nologického a kulingkého zpracovani veitsine pripadi k nejwtSim ztratam vyluhem. U

lipofilnich vitamini jsou nejetsi ztraty zfisobeny oxidaci. [4]

V potravindském ptimyslu se vitaminy pouZivaji k obohacovani mnohagwiné'skych
vyrobka, bud” k doplréni jejich obsahu natwodni hladiny v suroviétnebo obohaceni na
vySSi koncentrace, petbné z fyziologickyclti jinych davodi. Nékteré vitaminy se pouZzi-
vaji jako firozena barvivaf{-karoten nebo riboflavin) a jako antioxidanty (wiia C, E a
dalsi). [1, 2, 3, 4, 5]

1.1 Déleni vitamina

Po chemické strance jsou velmi heterogenni skuplatek. Proto nejsouéteny podle
struktury, ale népastji podle spoleénych fyzikalnich vlastnosti (rozpustnosti). Vitayise
takto ctli na dw skupiny: lipofilni vitaminy (rozpustné v tucich) leydrofilni vitaminy

(rozpustné ve vay. [1, 3, 4]
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Lipofilni vitaminy

Mezi vitaminy rozpustné v tucickadime: vit. A(retinoidy), vit. D (nejvyznamsi jsou
cholekalciferol a ergokalciferol), vit. E (tokofdyoa tokotrienoly), vit. K (nejdlezitéjsi
jsou fyllochinona menachinon). Po chemické strance jsou to nepolgmiofobni mole-
kuly, vSechny jsou derivaty izoprenu. V organismemohou byt syntetizovany
v potrebném mnozZstvi, proto musi byt dibpvany z potravy. Véebavany mohou byt pou-
ze @i nenaruSeném wsbavani tuk. Vsttebané musi byt v krvi transportovany
v lipoproteinech nebo vazané na specifické midkobiny, tak jako jiné lipidy. V tucich
rozpustné vitaminy majiizné ukoly v lidskémée. Nagiklad vitamin D pini i funkci pro-
hormonu; vitamin Ap-karoten a vitamin E mohou hrat roli i v prevenédofi. [1, 3, 4]

Nedostatek vitamii rozpustnych v tucich mohou také vyvolat podminkiivaiujici pri-
jem a vstebavani, poruchy Ztoveho systému. Nevhodna strava nebo nasledky $matné
vstrebavani vyvolavaji potize #pobené tim, Ze vitaminy neplni své fyziologickékite
Nedostatek vitaminu A fiZe vyvolat noni slepotu a xeroftalmii, nedostatek vitaminu D
kiivici u déti a osteomalacii u doslych. Nedostatek vitaminu E, coZ je vzacné, vyvola
neurologické potize a anemii u novoroziengedostatek vitaminu K u dodpch krvaci-
vost a hemorrhagie u novorozénatd. Schopnost ukladat vitaminy rozpustné v tucich
v téle do zasoby se tie podilet na jejich toxiaitv piipact nadnérného gijmu vitaminu

A a D v potra¥. Ténei vzdy jsou nasledkem nespravného davkovéinjepch lécebném

pouZziti. [1]
Hydrofilni vitaminy

Vitaminy rozpustné ve vadsou: vitamin C (L-askorbova kyselina a L-dehydraskorbo-
va kyselina) a vitaminy ozdavané jako B-komplex: vit. B(thiamin), vit. B (riboflavin),
vit. B3 (nikotinova kyselina a nikotinamid), vit.sBpantothenova kyselina), vit.sBpyri-
doxol, pyridoxal a pyridoxamin), vit. PP (biotin)it. B (derivaty kyseliny folové) a vit.
B1, (korinoidy). V disledku rozpustnostéthto vitamini ve vod je jejich gipadny peby-
tek vylwovan mai. Jen vyjiméné se mohou hydrofilni vitaminy hromadit v toxickych
koncentracich. Z téhozadodu jsou omezené i jejich zasoby v organismu, axitamin

B1,, @ proto musi byt plynule damvany. [1, 3, 4]

Rezervni kapacita, definovana jako doba, po ktgeopoteba vitaminu kryta rezervami

organismu, je nejdelSi pro korinoidy (3-5 let) tamin A (1-2 roky). U folacinu je rezervni
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kapacita 3-4 msice, u vitaminu K a C, riboflavinu, pyridoxinu #&acinu 2-6 tydid a u
thiaminu pouze 4-10 dni. [1, 3, 4]

Spole&nou charakteristikou vitaminB-komplexu je jejich funkce, vytweni enzymovych
aktivatoifi, koenzynii. Z mnoha studii jefejmeé, Ze nedostatek vitanbimozpustnych ve
vodé muze vést k naruseni jednotlivych metabolickych didbré se vSak mohou do jisté
miry vzgjemi kompenzovat. Za experimentalnich podminek, kdy¥ygrorena dieta s
nedostatkem vSech jmenovanych vitamise disledek vyrazé projevi na imunitnich
funkcich, gedevsSim sniZzenou cytotoxickou schopnosti T-lymfb@/NK burgk (Natural

Killers - piirozeni zabij&i). [6]

Nedostatek jen jednoho vitaminu ze skupiny hydnédth vitamiri je rovreZz vzacny, ne-
bot’ nedostaténa vyZiva je obvykle spojena s nedostatkem wcktd vitamiri sowtasre.
Nicmére pfiznaky nedostatku jednotlivych vitandinsou dolbe definovany. Jsou znamy
nagiklad tyto potize vyvolané nedostatkem vitatnim uvedené skupiny: beri-beri —
z nedostatku thiaminu; pelagra # pedostatku niacinu; megaloblastickd anemie, methy
malonatova acidurie a zhoubna anemie — z nedoskatkalaminu, megaloblasticka ane-
mie — z nedostatku kyseliny listové a k&jed— z nedostatku vitaminu C. Avitaminosam se

Ize vyhnout konzumaci pestré stravyiingteném mnozstvi. [1, 2, 3, 5]

1.2 Historie vitaminu

Objev vitamini jako latek nezbytnych pro dynamickou rovnovahuydiv soustav je plo-
dem nepetrzitého vyvoje firodnich ¥d, ktery mizeme sledovat od jeho §tku na konci
18. stoleti, kdy Lavoisier polozil zaklady chemfezitaminosy a hypovitaminosy jako ka-
renéni syndromy vyvolané néjnivymi podminkami vyzivy maji vSak svou histopod-
statré diive v djinach lidstva. [7]

Samotné slovo “vitamin” navrhl polsky chemik Kazinfiunk ze spojeni “vital amine”,
Cc0Z znamena Zivotndalezité aminy. Na zakladpokusu, pomoci kterého zjistil, Zze latka
ziskana z neloupané ryzei& chorobu beri-beri pitmezi aminy. | kdyZ se po#fl uka-
zalo, Ze mnohé vitaminy aminyilvec neobsahuiji, nazeustal zachovan. [7, 8]

V minulosti se pouZzivaly ndzvy souvisejici s onendaém vyvolané nedostatkentiplus-
ného vitaminu jako ndfklad antixeroftalmicky vitamin neboli vitamin praierosleposti

(vit. A) ¢i antiskorbuticky vitamin proti skorbutu (vit. CRozdji se pouzivala velka pis-
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mena abecedy (vitamin A, C a dalSi). Kdyz se hjiskie stejné fyziologickédinky vyka-
zuje vice latek, zmlo se pouzivat u pismeiiselného indexu (A A, atd.). V sodasné
doke se rektera tato ozngeni vitamiri jeS€ pouzivaji, u dalSich vitaminse vSak dava
piednost jednoduchym trivialnim ndmwm jako napiklad kyselina askorbova misto vitamin
C.[4, 9]

Thiamin

Domreénka, Zze fvodni vitamin B neni latkou jednotnou a jedinouamiinovou slozkou
piirozenych zdraj, byla vyslovena jiz fed prvni izolaci vitaminu B Nemoc z nedostatku
vitaminu B, - beri-beri byla znama jiz v r. 260@. ;. |. Bohaté zaznamy o ni jsou také v
¢inskych spisech ze 7. stoleti. Jeji ndzev pochdBantia, ktery ji studoval a podobn
popsal ve svém dile ,De medicina Indorum*“ z r. 16K konci 19. stoleti se rozi&h

v zemich, kde byla masigrkonzumovana loupana ryze. V dalSich letech bylyznvych
slupek vyrobeny koncentraty, jejichZidnost proti tomuto onemoéni podpdila hypoté-
zu o gitomnosti do té doby neznamého vitaminu. Vedvomzpustny antineuriticky faktor
Z chto koncentrdit byl ozn&en jako vitamin B. V krystalické forénjako hydrochlorid
byl izolovan az v roce 1926, kdy byl vzhledem ké stinnosti pojmenovan jako aneurin.
Teprve v roce 1951 IUPACHla dodnes platné ozéeni thiamin. [7, 10]

Riboflavin

Prestoze byl vitamin BjiZz diive znam, podé@o se ho izolovat aZ ve 30. letech minulého
stoleti z vajéného bilku, mléka, syrovatky, kvasnic a jater. Kdy# prokazan jeho che-
micka a biologicka identita s fluoreskujicimi flayi byl pojmenovan jako riboflavin.
Oznaeni vitamin B, akoliv puvodre pafilo i kyseliné nikotinove, zistalo riboflavinu.[7,
10]

Niacin

Kyselina nikotinova a jeji amid byly znamy cherimik jiZ od poloviny 19. stoleti, ale jejich
izolace a identifikace v biologickém materialu bylgznamenany slozitosti procestiethi
ve ,vod rozpustného faktoru B, jak byl komplex vitanmiskupiny B pracové nazyvan.
V prabéhu 30. let minulého stoleti byl postupobjeven thiamin, riboflavin a kotiee
vroce 1937 kyselina nikotinova jako antipelagrgmuyncip. Rozhodujicim ispivkem

k poznani jejiho biologického vyznamu i biochemickyunkci se stal objev, Ze je sasti
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dehydrogenaz a nezbytnym faktoréetnych kvasinek, bakterii, zvi&3aktobaciti. Kyse-
lina nikotinova jako antipelagrovy princip byld@wdné nazyvana vitaminem P-P, pagid
se vzil nazev niacin, ale v roce 1954 IUPAC potargiako spravny nazev kyselina nikoti-
nova (amid). [7, 10]

Kyselina pantothenova

Od paatku 20. stoleti fitahoval pozornostddeckych pracovniknezndmy faktor, vysky-
tujici se ve filtratu po zpracovani jaterniho ektua ktery pisobil proti karegnimu syn-
dromu u kdat, vyzn&ujici se dermatitidou, a podporovalist ugitych mikroorganism,
zejména kvasinek. Tento faktor byl jako kyselinatpthenova izolovan wistém stavu
v roce 1939. Cesta k blizS§imu poznani jejiho bimlogho &inku a metabolickych funkci
se otevela az v letech 1945 — 1947 objevem koenzymu Ag jallavni funkni formy a

zakladny Siroce rozvinutéhdigobeni kyseliny pantothenové v Zivéibe. [10]
Pyridoxin

K izolaci vitaminu B v krystalické forn¢ doSlo v roce 1938, kdy byl ndwojmenovan
jako pyridoxin. V dalSich srovnavacich studiichybgh zaklad biologickych, mikrobiolo-
gickych a chemickych testrozliSeny jednotlivé slozky pyridoxinové triady. 30. letech
minulého stoleti IUPAC rozhodla o nazvech jedngtiiv¢lena triady s @inkem vitaminu
Bs @ 0 ndzvu pyridoxin jakozZto skupinového osra pro &. [10]

Korinoidy

Historie objevu a izolace vitaminu;Bje spojena s perniciozni anémii, ktera byla az do
roku 1926 pokladana za né&i@lnou chorobu. Teprve tehdy byl podafkdz o I€ivém
pusobeni syrovych jater, jejichz konzumace vyvolasdantanni tvorbu erytroayta tim
zotaveni nemocnych. Tento objev, ktery byl édém Nobelovou cenou, stal na daku
dlouhérady praci, zabyvajicich séipravou extrakl z jater, izolaci a koncentraci neznamé
latky. Teprve v roce 1948 byla z jater v krystadiok stavu izolovana aktivni latka, jejiz
acinnost se projevovala v davkach miliontin gramulaByazvana vitamin B — kyanoko-
balamin. Pozgi IUPAC piijala pro vSechny latky vykazujiciinek tohoto vitaminu sku-
pinové jméno kobalaminy. AZ v roce 1957 nazvoslokoiise IUPAC doportila nové

oznaeni celé skupinythto latek jako korinoidy. [7, 10]
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Folacin

Objev folacinu spada do 40. let minulého stoletdlly byla prokdzana identita faktoru ne-
zbytného pro ist mikroorganism Lactobacillus caseis kyselinou listovou, ktera byla

v krystalické forn¢ izolovana v roce 1941 z listSpenatu. Jeji chemicka struktura byla
uréena v roce 1944. [6, 11]

Vitamin C

Ptiznaky nedostatku vitaminu C jsou znamy od stékoyale intenzivgjSi vyzkum antis-
korbutového faktoru zal az po 1. sitove valce, kdy byla stanovena jeho konstitucela by

pojmenovan jako vitamin C. [10]

1.3 Hydrofilni vitaminy

1.3.1 Thiamin

Thiamin (vitamin B, drive také aneurin) se skldda ze substituovanychr jglémidinu a
thiazolu spojenych methylenovymistkem. Biologicky aktivni formou je koenzym thia-
min-difosfat, ktery v pkbéhu oxid&nich dekarboxylact-ketokyselin vaze meziprodukt
této reakce, aldehydovy zbytek. Kepené thiaminu na thiamindifosfat je zapebi ATP.
Je nezbytny pro odbouravéani v3ech Zivin, zejméné sacharid. [1, 3, 4, 10]

CH
N/\ICHL& ‘ 3
| |
HSC/LN/ NH, Ls CH,CH,0H

Doporuwena denni davka pro da$g je @iblizné 1-2 mg. Znan¢ se zvySuje i pirebytku
sacharid v potra¥, nadnérném poceni i praci v horku a u alkoholik Thiamin je steji
jako mnoho dalSich vitaminprodukovan intestinalni mikroflorou. Mnozstvi \itau do-
daného timto zjsobem je nedostatee, proto je prakticky &Sina vitaminu ziskavana
potravou. Thiamin je ifitomen v mnoha potravinach rostlinného i Z¢ného @vodu,
dulezitym zdrojem je maso — vEvé obsahuje aZz desetkrat vice thiaminu nez jinéydr
masa, vnitnosti, kvasnice, celozrnny chléb aép®. Bilé p&ivo a loupana ryze bylyip
zpracovani zbavenyet8iny pivodniho obsahu thiaminu. Obecse thiamin vyskytuje ve
vys8ich koncentracich (1-10 mgRgv potravinach bohatych na sacharidy, kde probiha

intenzivni metabolismus cukr[1, 3, 4, 9, 10]
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Za prvni giznaky pondrné castého nedostatku thiaminu se pokladéarikéad zvySena
Gnava, svalova ochablost, sklon k neuritiddm. Ewtré avitamindza je u nas vzacna,
v jihovychodni Asii je znama jako onemaan beri-beri, sttznymi formami poruch kardi-
ovaskularni a nervové soustavy. Toto onendncise vyskytuje, je-li potravou teshvy-
luéné loupana ryze. Ke zji&hi nedostatku thiaminu slouziékeni aktivity transketolasy z
¢ervenych krvinek. [1, 3, 4, 10]

Znamym antagonistou thiaminu je oxythiamin obsatiygko substituent pyrimidinového
cyklu hydroxylovou skupinu misto aminoskupiny. Chigimin vznika z thiaminu v sifn
kyselém prosedi a vyskytuje se proto naw tzv. kyselych hydrolyzatech bilkovin jako je
polévkové keeni. Snadno tvd difosfat, ktery je kompetitivnim inhibitorem tmanu v
enzymovych reakcich. DalSimi antivitaminy jsou engy- thiaminasy adkteré nizkomo-

lekularni latky z potravin rostlinnéhaiyodu. [4]

V roztoku je pomdrné nestdly a termolabilni. Relatiynstabilni je v kyselém prasdi
(pH<5). Molekula thiaminu se &ii na d¥ ¢asti pisobenim oxidu &icittho nebo hydro-
gensfi¢itand. Ve vodnych roztocich soéasré vznika thiolova forma thiaminu,
v alkalickém prosedi g€l thiolu, oke formy zZ'ejm¢ vznikaji také v potravinach. Velké
mnoZstvi produkt vznika rozkladem thiaminu ve vodnych roztocichvaeu, i teplotach
nad 100°C a fotodegradaci. Identifikovano bylo wieg 70 degradaich produki. Kro-
m¢ jednoduchych slaienin jako je sulfan, amoniak, etanal, octova a emévkyselina
vznika rekolik desitek dalSich sirnych sléenin. Rada produkt je vonnymi latkami potra-
vin. Thiamin je prototasto pouzivan jako slozka &sh pro simulaci masoveho arématu.
[4, 5]

Zvlase vyznamnym produktem rozkladu thiaminu je bis(24mye8-furyl)disulfid. Vznika
také jako produkt degradacé pkladovani tablet thiaminu a multivitaminovycllit ob-
sahuijicich thiamin a je zodp&iny za jejich typické arom&adu reakci thiaminu Ize za-
hrnout mezi tzv. reakce neenzymovéh@dmuti. Thiamin reaguje v neutralnim piiesti
s redukujicimi cukry a stejntak s jinymi karbonylovymi slateninami. Reakci s D-
glukosou vznika jako primarni produkt glukothiamiiekteré aminokyseliny jako je gly-
cin, alanin, valin a kyselina glutamova katalyauplkalickém prostdi rozklad thiaminu.

Jako produkt vznika sulfan a dethiothiamin. [4, 5]

Béhem technologického a kulinarniho zpracovani dockéztratam thiaminu. Bmérné

ztraty @ smazeni masa jsou 10-50 %i pareni a duSeni 50-70 %. VySe ztrat zavisi na
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velikosti zpracovavaného materialu, obsahu vodiu ta pouzité metadtepelného zpra-
covani. Zmrazovani a mrazirenské skladovani padstazpisobem neovliiuje stabilitu
thiaminu, i kdyZz dochazi k jeho pomalému Ubytkii. gasterizaci, sterilizaci nebo suSeni
mléka za BZznych podminek se ztraty thiaminu pohybuji v rozinig€220 %. Takeé &em
skladovani tepethoSeteného mléka nejsou ztratyils vysoké. Ztraty fi vareni kaenoveé
zeleniny jsou obvykle kolem 25 %, u listové zelgnasi 40 %. [4, 5, 9]

1.3.2 Riboflavin

Riboflavin (vitamin B) se sklada z heterocyklického isoalloxazinovéltrganavazaného
na ribitol. Aktivni forma riboflavinu je flavinmonukleotid nebo flavinadenindinukleotid
(FMN a FAD), slouZi jako prostetick& skupina oxiedukenich enzyn, které maji dlezi-
tou roli v metabolismu bilkovin, tuka cukii. Tyto enzymy jsou znamé jako flavoproteiny.
Prostetické skupiny jsou obvykle p&yrale ne kovalenthvazany na své apoproteiny.
Mnohé flavoproteinové enzymy obsahuji jeden neloe kovi jako nezbytné kofaktory a
jsou zndmé jako metaloflavoproteiny. [1, 3, 5, 10]
5(?H~_,«OH
p
HO—C—H
Ho—;g—H
HO—(li—H
h

CH, |,

HiC s S N N_2_0
Soue:
HBCT7T YT ® NG 2
0
Denni poteba riboflavinu pro dosjého ¢lovéka je asi 2 mg. Riboflavin je syntetizovan
rostlinami i mikoorganismy, ale nikoli savci. Jehdrojem v potra¥ je mléko a mléné
vyrobky, vejce, maso aizné rostlinné potraviny. &Sinou se v nich vyskytuje vazan v
podolZ FMN nebo FAD, volny riboflavin obsahuje pouze ndékemenu riboflavinu na
kofaktory ovliviiuji hormony, farmaka aékteré slozky potravy. Vigsledku citlivosti ri-
boflavinu na s¥tlo mize jeho nedostatek nastat u novorozestyperbilirubinemii, po-

kud jsou l€eni fototherapii. Omezenyrifem se projevuje zejména postizenim sliznic
nagiklad zart rta nebo Ustnich koutka kiZze oblteje.[1, 3, 5, 9, 10]

V negritomnosti s¥tla je riboflavin velmi stabilnim vitaminem, v neainich a slabkyse-
lych roztocich je prakticky staly.fiPvyrobé kyselych hydrolyzdt bilkovin byva retence
vitaminu kolem 20 %. V neutralnim a alkalickém predi za pistupu s¥tla jsou vSechny
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flaviny nestalé, zvlastpak volny riboflavin a FMN. Tyto slaeniny pisobi jako fotosen-
zibilizatory typu | a Il, absorbovanou &elnou energii fedavaji vzdusnému kysliku, ze

kterého vznika singletovy kyslik a ten oxiduje daiganické sloteniny. [4, 5]

Riboflavin je barevny, fluoreskuje a je pé&me¢ odolny \aci vysokym teplotam, ale roz-
klada se sitlem. Hlavnim produktem fotodegradace riboflavina p€peni ribitolu

v kyselém a neutralnim prastli vznika lumichrom, v alkalickém préstli vznika lu-
miflavin. Oba flaviny vznikajici fotodegradaci ritevinu jsou @&inngjSi oxidani ¢inidla
nez samotny riboflavin. Interakaichto flavini s kyslikem vznika singletovy kyslik, reak-
tivni radikaly a peroxid vodiku. Riboflavinupobi jako fotosenzibilizator velniiasto u
mléka, vina a pivaipexpozici gfimému slunénimu z&eni v nevhodnych obalech. Single-
tovy kyslik a produkty degradace riboflavinu zejmdéamiflavin, zgisobuji potom rozsah-
lou destrukci vitaminu C a oxidaci retinolu, eséhtich mastnych kyselin a aminokyselin
a dalSich. Z methioninu vznikaji rozkladedkaveé sirné slokeniny. Vysledkem je nép

jemné aroma. [4, 5]

Pti tepelném zpracovani potravin je riboflavin velstély, degraduje vSakiipozaeni. Ve
vodk je riboflavin malo rozpustny, proto i ztratyi wareni a p&eni masa jsou zanedbatel-
né, zpravidla neesahuji 10% a jsou #pobeny pedevSim vyluhem. #® zmrazovani a
mrazirenském skladovani raéinejsou ztraty vysoké. Ztratyigechnologickych opera-
cich a skladovani trvanlivého mléka jsou malé. Waavovaného ovoce a zeleniny jsou
ztraty riboflavinu v rozmezi 25-70 % podle druhuagovavané suroviny a jsoutgobeny

v nejwtsi mie vyluhovanim. B vareni zeleniny se vyluhovanim ztraci 30-40 % vitaminu
[4, 9]

1.3.3 Niacin

Dva derivaty pyridinu nikotinova kyselina a jeji @ nikotinamid (vit. B) se oznéuji
spole&énym nazvem niacin (faktor PP, z angéllpgra_peventive factor). estoze mohou
vznikat v organismuilovéka a ostatnich saitz aminokyselin tryptofanu, patmezi vita-
miny skupiny B. Biochemicky vyznam nikotinamidu gp@ v tom, Ze je stavebnim ka-
menem pyridinovych nukleotig NAD* a NADF', uplatiujicich se jako koenzymyfena-
Sejici vodik v reakcich katalyzovanych mnoha detyenasami. Proto jsou &tivymi
sloZzkami mnoha metabolickych drableZitych pro metabolismus sacharjdipida i ami-
nokyselin. Kyselina nikotinova &Ze byt vyuzivana ke snizovani plasmatické hladimy-c

lesterolu. Tento &inek je zprostdkovan inhibici uvdlovani volnych mastnych kyselin
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z tukove tkan, coz vede ke snizeni tvorby lipoprotieinesoucich cholesterol VLDL, IDL
aLDL.[1, 3, 5, 10]

Denni poteba niacinu pro zdravého désho je 13-20 mgClovék méa omezenou schop-
nost syntetizovat niacin z tryptofanu pomoci enayobsahujicich jako kofaktor vitamin
Bs. Proto pijem dostateného mnoZstvi biologicky plnohodnotnych bilkovinéka nebo
vajec potebu nikotinamidu pokryje, i kdyZ je v nich jeho ahsnepatrny. Bohatym zdro-
jem niacinu jsou jatra, maso, drozdi, téz araSigzena kava a houby. Zavazny deficit
niacinu i tryptofanu vyvolava onemasm nazyvané pelagra. Projevuje se mijijiory,
koZnimi zaity s pigmentacemi a psychickymi poruchami, ggizerdeznimi a nervovymi
poruchami. Pelagra se endemicky vyskytuje jen taia,je hlavni potravinou kukige. [1,
3,4,9, 10]

Antagonisty niacinu jsoudkteré derivaty pyridinu. Z latek vyskytujicich sgetravinach
to mohou byt naip 3- a 4-acetylpyrin, které vznikaji v reakcich megnového hédnuti.

Také niacinu Skodi voda, Iéky obsahuijici siru, lathpuklidnujici I€éky a estrogen. [4, 9]

Nikotinamid je velmi staly v neutralnich roztocichkyselém a alkalickém prdstdi se
hydrolyzuje na nikotinovou kyselinu, ktera je stabpii zahtivani ve vodnych roztocich a
velmi stabilni je také v kyselém i alkalickém presti. [4]

Ztraty @i zpracovani masa, mléka i ovoce a zeleniny jsmedbatelné. Jako u jinych ve
vodé rozpustnych vitamiin byvaji nej\¢tSi ztraty zgsobeny vyluhem. Rowi pii nevhod-

ném rozmrazovani mohou ztraty odkap@nit az 50 %. [4, 5]

1.3.4 Pantothenova kyselina

Pantothenova kyselina je amid vznikl$-alaninu, na jehoz aminoskupinu je navazan acyl
pantoové kyseliny. Vifrodk je velmi roz&iena, v potra¥ dostatén¢ zastoupena. Nachazi
se v krvi, v bikach je pevazre jako sloZzka pantetheinu, ktery je géati koenzymu A a
multienzymového komplexu syntetizujiciho mastnéekpy. [1, 3, 4, 5, 12]
H3C| t'TlH
HDCHQ—?—?—CD—NH—CHQCHQCHQCDDH
HsC H
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Denni poteba je piblizné 6 — 8 mg, smiSend strava ji pokryva. Bohatym atnojsou na-
piiklad jatra, celozrnné ceredlni vyrobky, kvasnicagné Zloutky. Suplementace panto-
thenatu je nezbytn&ipiplné parenteralni vyzév Deficit se nijak charakteristicky neproje-
vuje. Vapenatats nebo alkoholicky prekurzor panthenol mohou bypld&em urychluji-
cim hojeni neinfikovanych popélenin, povrchovychigmdni nebo katar hornich dycha-
cich cest. Bsobeni panthenoludetnych kosmetickychifpravcich se fes mohutnou pro-

pagaci zda byt sporné. [3, 9, 10]

Stabilita kyseliny pantothenové ve vodnych roztbge zn&né zavisla na hodnstpH.
NejstabilrgjSi je slakk kyselém prosedi. V kyselém i alkalickém prdasdi dochazi
k hydrolyze amidoveé vazby, kdy vznikal &yseliny pantoové @-alanin. [4, 5]

Vitamin je pongrné nestaly pi skladovani a fedevsim fi termickém zpracovani potravin.
Ztraty vyluhovanim do vodydmem operaci jako je myti, blanSirovani @&eva byvaji ztra-

ty ¢asto vy3Si nez #igobené hydrolyzou. [4, 9]

1.3.5 Pyridoxin

Pyridoxin (vitamin B) je skupinovy nazev prditptibuzné derivaty 3-hydroxymethyl-2-
methylpyridinu. VSechny maji stejnou biologickodinnost, vzajema se liSi skupinou
navazanou v poloze 4; pyridoxin (pyridoxol) ma dyuhprimarg alkoholickou skupinu
(hydroxymethyl) a pyridoxal skupinu aldehydovou wgrigioxamin primarni aminovou
(aminomethyl). Aktivni formou je kofaktor pyridox&Hosfat, prosteticka skupina enzgm

zWastrenych zejména vigmenach aminokyselin afpglykogenolyze. [1, 3, 5]

. CH,OH CH=0 CH,NH,
RO-CH, OH —CIL —
2 s/=3| RO-CH,~__~/ | OH RO-CH\_ | OH
6 2
X 2 S >
N° CH; N7 “CH; N7 TCH;

Denni poteba dosglych kolem 2 mg je krytadZnou smiSenou stravou, vyr&zee vSak

zvySuje nap beéhem laktace, ip vSech katabolickych stavechi pelké konzumaci ethano-
lu nebo I€eni tuberkuldzy isoniazidem. Dobrymi zdroji toheitaminu jsou jatra, makre-
ly, avokado, banany, maso, zelenina, vejce, dradiloviny. Projevy nedostatku vitami-
nu Bs jsou vzacneé, dil se mohou projevit u alkoholik tthotnych nebo kojicich Zen poru-

chami KiZe a sliznic, nervovymi poruchami nebo anémii3j14, 5, 10]
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Antagonisty vitaminu jsou latky reagujici s karbmwpu skupinou pyridoxalu. Zipoze-
nych latek to mohou bytékteré metabolity tryptofanu, hydraziny a hydroxylaynreagu-
jici za vzniku pislusnych hydrazana oximi. Antagonistou je ndplinatin vyskytujici se

v semenech Inu. [4]

Vitamin je relativi¢ staly v kyselych roztocich, mé&staly v neutralnim a alkalickém pro-
stredi, zvla& na s¥tle. Pyridoxol je stalejsi nez pyridoxal a pyridoxa. Aminokyseliny,
peptidy a proteiny reaguji s pyridoxalem a jehddtesm v neutralnim prosdi za vzniku
imina. Pyridoxal-5"-fosfat je reaktigi nez pyridoxal. Aminokyseliny obsahujici dalsi
reaktivni funkini skupiny reaguji s pyridoxalem za vzniku hetektickych slowenin.
Reakci s cysteinem néklad @i sterilizaci mléka, vznika derivat thiazolidinuulan
vznikly degradaci cysteinu se aduje na karbonylowkupinu pyridoxalu. Reakci
s bilkovinami obsahujicimi vazany cystein vznikajniSené disulfidy. Pyridoxylthiol a

prislusny disulfid vykazuji jen malou aktivitu vitami Bs. [4, 5]

Ztraty vitaminu pi skladovani a zpracovani potravin se @wdisi podle pevladajici for-
my vitaminu. U potravin rostlinnéhaipodu, které obsahuji stalejSi pyridoxol, jsou 3trat
vitaminu zpravidla malé, u potravin zi&iéného @vodu, které obsahuji reaktigSi pyri-

doxal, jsou ztraty vyssi.rpadné vyluhovani vitaminu byva hlavriiginou ztrat. Ztraty se
pripisuji také reakcim pyridoxalu s bilkovinami. Bj,

1.3.6 Korinoidy

Korinoidy (vitaminy B maji dosti slozitou strukturu: jejim zaklademégest&€né hydro-
genovana tégt planarni tetrapyrrolova struktura. Centralnim agomje kobalt, ktery rin

Ze tvait az 6 koordinanich vazeb s ligandy. Formy vitaminuBkteré obsahuji 5,6-
dimethylbenzenimidazol se nazyvaji kobalaminy. &edtoordinani vazbou \B-poloze
mohou byt vazanyizné skupiny nebo sléaniny nebo je tato poloha neobsazenairit p
rozert¢ se vyskytujiciho kobalaminu je vazarep uhlik C-5"adenosin, tato forma se nazy-
va koenzym B,. DalSi z pirozere se vyskytujicich koenzyim methylkobalaminy, maji
jako ligand methylovou skupinu. VSechny struktuamialogy, jejichz zakladem je tetra-

pyrrolova struktura se nazyvaji souhgrkorinoidy. [1, 3, 4, 5, 13]
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Kobalamin, resp. koenzym;Bje prostetickou skupinotady enzyni a je sodasti metabo-
lismu rekterych aminokyselin. Katalyticka aktivity vitamiraouvisi s penosem jednouh-
likatych zbytki, S€penim vazeb C-O a C-C. [4, 13]

Denni poteba B, u dosglych je giblizn¢ 2 ug. Bohatym zdrojem jsou potraviny Ziis-
ného mivodu: vnitnosti, maso, miné vyrobky a vejce. V rostlinach se kobalamin vysky
tuje jen ve velmi malé . Ficinou deficitu kobalaminu byva paimé ztidka nevhodna
strava. Zpravidla je jehoigginou nedostatek vrittiho faktoru a nedostdigd resorpce
kobalaminu z potravy. Projevuje se jako megalolik&tti makrocytova anémie a dité
neurologické poruchy. [1, 3, 4, 5, 10, 13]

Kobalamin je produkovan pouze mikroorganismy, naclsgé hlava v potravinach Zzivo-
¢isSnych. K resorpci kobalaminuti@tého potravou je nezbytny specificky glykopratei
vylu¢ovany Zaludeéni sliznici, zvany vnini faktor. V buikach je kobalaminigménén na
aktivni formu kobalamidové kofaktory, mythylkobalema deoxyadenosylkobalamin. Jsou
pottebné v odbouravanickterych aminokyselin a zejména, spoie s listovou kyselinou,

k methyla&nim reakcim. [1, 3]

Pres slozitou strukturu je kobalamin v roztocich o 4 relativig staly. Z kyanokobala-
minu vznika v kyselém pragtdi hydroxykobalamin, ktery v kyselych a neutrdiniozto-

cich existuje jako akvakobalamin.tiPkyselé hydrolyze korinoitl dochazi nejprve
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k hydrolyze vazanych propionaniich vznikaji gislusné karboxylové kyseliny. Hydroly-
zou ve *edénych roztocich hydroxid alkalickych kowi vznik& biologicky inaktivni de-
hydrovitamin B,. Fri alkalické hydrolyze vznika dale kyanokobalamid;o-D-

ribofuranosyl-5,6-dimethylbenzimidazol a fosfat, $

Fotodegradaci adenosylkobalaminu viftgpnnosti kysliku vznika kobalamin a 5,8-
cykloadenosin. V fitomnosti kysliku vznikd akvakobalamin a adenosikd&rboxaldehyd.
Fotolyzou methylkobalaminu ve vodnych roztocichegiitomnosti kysliku vznikaji jako
hlavni produkty akvakobalamin a methatitgmnosti kysliku akvakobalamin a formalde-
hyd. Hydroxylova skupina hydroxylkobalaminuibe byt snadno substituovana jinym li-
gandem, najiklad chlorem. Korinovy cyklus f¥e byt také halogenovan na C-16i fe-
akci methylkobalaminu s ionty kéwe vodnych roztocich vznikaji methylderivaty koa

akvakobalamin. [4]

Vitamin By, se i zpracovénl’ potravin idhem kulinarnich operaci zda byt velmi stabilni.

vani mléka se obsah vitamindil® neneni. Fi zpracovani masa jsou ztraty zavislé na
pouzité technologii, mohatinit 55-70 %. [4, 5]

1.3.7 Folacin

Kyselina listova (folat) je nazev obvykly pro ptglgilutamovou kyselinu. Je to jeden
z mnoha podobnych derivépteroové kyseliny, které vykazuji stejnou bioldgia aktivi-

tu a souhrn& se oznauji jako folaciny. Ziv@ichové tyto latky nedovedou syntetizovat,
jsou zavisli jen na jejichifvodu potravou. Aktivni formou je v lidach tetrahydrofolat,
kofaktor genaSejici jednouhlikaté zbytky #znych oxid&nich stavech. VSechny jsou

metabolicky vzajemfisnenitelné. [1, 3, 5]

COOH |

10 g
(IE‘; Nl[4©7 NI‘I—(FH
p

(ﬁ -rOH

O 4 n

Y

Denni poteba folati pro dosplého je fiblizné 0,15 - 0,2 mg. NejbohatSim zdrojem jsou

jatra, z rostlinnych potravin listova zelenina a4iti. V rostlinach je kyselina listov&ip
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tomna jako polyglutamatovy konjugat sloZzeny ze utaghatovych zbytk spojenych
v poloze gama do polypeptidovéetetzce. V jatrech je &tSina vitaminu vazéna jako pen-
taglutamatovy konjugéat. Nedostatek fdlana obvykle picinu v nedostaté resorbci,

projevuje se fedevsim v krevnim obraze. [1, 3, 9, 10]

Folacin je nestély v kyselém, neutralnim i alkadick prostedi, za vysSich teplot a zvI&st
na sw¥tle, v pritomnosti kysliku, kou s gechodnou valenci a riboflavinu. K oxidaci a ji-
nym reakcim dochazi¢hneé pri zpracovani a skladovani potravin. Degradaci fiolanika

velké mnoZzstvi produlitv zavislosti na pH prosdi a dalSich faktorech. [4, 5]

Ztraty folacinu pi tepelném zpracovani masa dosahuji az 95&8jna ztrat, tak jako iip
zpracovani jinych potravin, nastava vyluhem. Siibfblacinu v mléce zavisi naifom-
nosti kysliku. Obvyklé ztratyip pasterizaci dosahuji 5%fiRvaieni a konzervovani zele-

niny dochazi v prméru k 20-50 % ztratam folacinu. [4, 9]

1.3.8 Vitamin C

Z&kladni biologicky aktivni slateninou je askorbova kyselina. £/ moznych stereoi-
someti vykazuje aktivitu vitaminu C pouze L-askorbova &lysa. Nazvem vitamin C se
ozna&uje také cely reversibilni oxida¢-redoxni systém kyseliny L-askorbové, ktery zahr-
nuje samotnou kyselinu a produkt jeji elektronoxélace: L-monodehydroaskorbova ky-
selina a produkt dvouelektronové oxidace L-dehyskogbovou kyselinu. i@nos elektro-
na je reverzibilni, dokud neni poruSena kruhova stm& kyseliny L-dehydroaskorbové.
[4,10]

HO

HO
O O

HO OH

Vitamin C se podili fedevSim na vyznamnych hydrox§téch reakcich probihajicich v
organismu. Dale secastni biosyntézy mukopolysacharjgrostaglandi, adsorbce ion-
tovych forem Zeleza, jeho transportu, stimulujesgort sodnych, chloridovych iagnta
ziejme i vapenatych iorit, uplatiuje se v metabolismu cholesterolu, drogiad dalSich
reakci. [4]
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Denni davka 10 mg vitaminu C byva pdstigci k prevenci skorbutu, ale dopoavany
denni gijem se pohybuje v rozmezi 60-200 mg. U padientespiranimi chorobami, p
rekonvalescenci a v dalSichipadech se podavaji denni davky v mnoZzstvi 1000 vige.
Veskera pdtba vitaminu C je kryta vitaminem z potravy, hl&aramborami, zeleninou,
ovocem a mlékem. Deficit vitaminu & hypovitaminosa se projevuj@dou nespecific-
kych piznaki, negastji tzv. jarni navou. Nejznagsim syndromem akutni avitaminosy
jsou kurdtje (skorbut). [4, 10]

K antivitamimim C pati fada oxidoreduktas upfatjicich se v metabolismu vitaminu C
Zivocichu a rostlin. Nalezi sem n#flad askorbatoxidasa, dale askorbatperoxidasapmon
dehydroaskorbatreduktasa, dehydroaskorbatreduktmgaeroxiddismutasa, a askorbat:
cytochromb-reduktasa. Nefmo zpisobuji ztraty askorbové kyseliny dalSi oxidoredukta

sy, jako jsou enzymy trividthnazyvané polyfenolasy @&které dalSi. [4]

Velmi dilezitymi reakcemi souvisejicimi s antioxigiami vlastnostmi vitaminu jsou reak-
ce s aktivnimi formami kysliku, resp. s volnymi i@y, a reakce s oxidovanymi formami
vitaminu E, které zabezpaji ochranu vitaminu E a lipidmembran fed oxidaci. Ochran-
nou funkci ma i pro labilni formy listové kyselininhibuje také tvorbu nitrosamira pi-

sobi tak jako modulator mutageneze a karcinogerdaeho dalSich aktivit vitaminu C je

dosud znamo jetastene. [4]

Askorbova kyselina je jednim z nejn#éstalych vitamifi. Ke ztratam fi skladovani, kuli-
narnim a pkmyslovém zpracovani potravin dochaazmymi zpisoby. NejvyznamgjSi
jsou ztraty vyluhem a ztraty oxidaci. V rt@gpmnosti vzdusného kysliku jsou ztratytizp
sobeny kyselinami katalyzovanou degradaci. Celkaséty se pohybuji zpravidla mezi 20
az 80 %. [4]
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2 STANOVENI VITAMIN U

Stanoveni vitamii v potravinach je velmi slozity ukol, neb@ejich koncentrace jsou ve
srovnani s ostatnimi sloZzkami analyzovaného vzagtmi nizké. Vitaminy jsou ve&iSing
piipadi velmi citlivé k oxidaci a 8kdy i na s¥telné zdéeni. Proto jeasto nutné provéd
veSkeré analytické operace s maximalni opatrnogtostedi inertni atmosféry a snizené-
ho @istupu giméeho denniho sta. [14, 15]

Skupina vitamif je chemicky natolik heterogenni, Ze nelze poudadr& univerzalni me-
tody ke stanoveni celé skupiny vitariirZ téchto divoda je u wtSiny analytickych metod
nutné analyzované latky nejprve relidvhodnou alici technikou. \étSina dive pouziva-
nych extraknich postup byla dnes nahrazena modgg&imi chromatografickymi meto-
dami, jimiZ je moZné roziit i takové slozZité sresi latek, které by se jinymi technikami
délily jen nesmirg obtizré nebo wibec. [14, 15]

Obecr Izefici, Ze stanoveni vitaminv potravindskych materiadlech vyZzaduje zime ana-
lytické zkuSenosti. #tom je nezbytné f@sné dodrzovani pracovnicltefpid, cistota
chemikalii a rozpoud&tlel, snizeny fistup kysliku, dodrZzovani teplot a pH, omezer#- sv
telného z#eni. [14, 15]

2.1 Odbér vzorku

Spravny odbr a uchovani vzork pied vlastni analyzou je zakladem spravné analyzy. Je
nutné, aby byl vzorek reprezentativni, to znaméranusi byt zastoupeny vSechny slozky
analyzovanéeho materialu ve stejném hmotnostnim némovém porru jako ma dany
material. VeSkeré manipulace se vzorkem se musapbtak, aby Bhem odru, dopra-

vy a skladovéani vzorku nedoSlo ke @mm jeho sloZeni. Potraviny, které se rychle Kazi,
nutné po odéru vzorku uchovat za chladu, a pokud je to z hledidalSi analyzy mozné,

skladovat ve zmraZzeném stavu. [14, 15, 16]

VSeobecn pouzitelny ndvod na ziskani a homogenizaci sptéawn&orku neni mozno
piedepsat. Praizné fipady je pesny zjisob odiru vzorki stanoven fisluSnou technic-

kou normou. Metoda odhbu vzorku s&idi i druhem a cilem analyzy. [14, 16]
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2.2 lzolace a extrakce

Pred samotnym stanovenim vitamise musi ze vzorku izolovat vitamin. K izolaci srip
Zivaji izné metody extrakce. Extrakce j&idi metoda zaloZzena na kontaktu dvou makro-
skopicky zetelrt oddlenych nemisitelnych fazi. Tyto faze mohou hiytrmého skupenstvi.
Extrakce byva ¢asto provagha tak, aby P ni doSlo nejen k separaci, ale i
k nakoncentrovani analytu z relatévwelkého objemu faze analytu do malého objemu kon-
taktni faze - extrainihocinidla. Rizné druhy extrakci maji v praktické analyze velky v
znam. [11, 16]

K extrakci vitamiri rozpustnych ve vadz potravin se néastji pouziva voda, iedkné
roztoky mineralnich kyselin a pufr. V§bvhodného extraliho cinidla sefidi druhem
vitaminu, ale i druhem analyzovaného materialu. akvBejen zvolené extraki ¢inidlo
uréuje vykzek extrakce, ale i podminky ve vodné fazi a zvéleachnika extrakce. [14,
16]

Po extrakci vitamifi z analyzovaného materialu je vhodné akterych gipadech nutné
odstranit hruby extrakt, kterytsinou obsahujéadu ostatnich ve veédozpustnych latek v
koncentracich mnohonasabprevysujicich koncentraci vitamin Proto je teba extrakt
pred vlastnim chromatografickymélénim vitamiri piecistit pomoci extraénich nebo
chromatografickych postup Pro ¢isténi extrakéi vitamind rozpustnych ve vadnalezlo

SirsSi uplatgni predevsim chromatografickésténi na vhodnych adsatpich materialech,
jako jsou: silikagel, celulosa, ionexy a dalSi. @host vykru je dana fedevsSim druhem
vitaminu. [14, 15]

2.3 Metody stanoveni

Ke stanoveni hydrofilnich vitamiinse pouZivajittzné metody - fedevsim spektrofotome-
trie, fluorimetrie nebo mikrobiologické testy, visasné dob jsou nejvice vyuzivany

chromatografické technikyfedevsim metody kapalinové a plynové chromatogrHfi.

K chromatografickémudeni a detekci vitamiinse dive vyuZivaly techniky jako chroma-
tografie na papé a na tenké vrsiv(nejrozsiensjSi sorbent silikagel). Nyni se vSak Siroce
uplatiuje pro ok skupiny vitamiri - kapalinova chromatografie (HPLC) s vhodnou staci

onarni a mobilni fazi, nebo plynova chromatogréd€). [14]
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2.3.1 Chromatografické metody

Objev chromatografie saha do devadesatych lett@ltisa je spojovan se jménem botani-
ka M. Cwta, ktery pouzil skle¢nou kolonu naplénou uhlgitanem vapenatym proskeni a
izolaci barviv z rostlinnych extrakt Nazev vznikl spojenim dvateckych slov — chroma a
grafo, v rekladu barva a psat. N&akou dobu byla tato metoda zapomenuta a znovuob-
jevena Martinem a Syngem v roce 1941. Oba za gvajii ziskali v roce 1952 Nobelovu
cenu. V souvislosti srozvojem chemickéhairpyslu po druhé sstové valce doslo

k dalSimu rychlému vyvoji v oblasti sepanéch metod, ktery poktaje do sotasnosti.
[11, 15]

Pod ndzvem chromatografické metody jsou zahrnuechuly operace, jeZ sfwaji na
raznych fyzikal-chemickych principech,ipnich dochazi k postupnému, mnohonasobn
opakovanému vyt¥@ni rovnovaznych stavdlenych latek mezi dima, popipact i vice
fazemi. [11, 17, 18, 19, 20]

Jedna z fazi — stacionarni (sorbent) je unest kolor nebo v ploché vrsty druhd, ktera
unasi separované latky stacionarni faze je nazywastalni faze. B styku stacionarni i
mobilni faze s denymi latkami dochazi k vzajemnym interakcim, &tgsou zakladnim
piedpokladem pro jejich separaci. Interakétedych latek se stacionarni i mobilni fazi je
zpravidla fizna jak co do kvality, tj. mechanismu interakck itao do kvantity, tj. velikos-

ti vzadjemrt pasobicich sil. [11, 17, 18, 19, 20]

Pristroje, na nichZz se chromatograficka separaceaglipwe nazyvaji chromatografyiD
lezitou sowéasti chromatografu je detektor, ktery detekuje lalo¥ychazejici z kolony.

Signal z detektoru se nasleédrpracuje ve for chromatogramu. [19]

Interakce slozek v chromatografickém systému mdbyiuposuzovany ze dvou hledisek.
V makrongiitku jde o rovnovahy mezi dma fazemi, v mikroitku jde o charakter in-
termolekularnich sil. Pro pi@by chromatografie je vhodsi se zabyvat fazovymi rovno-
vahami podle zakladnich pringipuvedenych v tabulce (Tab. 1). Nasledujici popis¢e-
livych mechanism je zjednoduSeny, situace v realnych chromatodeadic systémech je

e

slozitjSi. [16]
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Tab. 1: Rozdeni chromatografickych metod podle sepaigunkce [17]

Separa&ni mechanismus

Chromatograficka metoda

Zuéastnéné faze

stacionarni - mobilni

AdsorlkEni chromatografie plynova

tuhd faze (adsorbent)

(GSC) plyn
adsorpce _
adsor@gni chromatografie o
_ ) tuh& faze (adsorbent) -
kapalinova na koloh(LSC) )
] kapalina
nebo na tenké vrst(TLC)
plynova rozdlovaci chromatografie | kapalina (zakotvena fa;
(GLC) ze) — plyn
rozcklovani kapalinova roz&8ovaci chromatografie

(rozcklovaci rovnovaha)

na kolorg (LLC)
nebo na tenké vrsi(TLC)
nebo na papé (PC)

kapalina (zakotvena fa:

ze) - kapalina

sitovy efekt

(afinitni chromatografie)

plynova chromatografie na molekuldr- tuha faze (mol. sito) -

nich sitech (GSC)

plyn

gelova permemi chromatografie

kapalina v porech gelu

(GPC) kapalina
chemicka reakce — chemi-| kapalinova ionexova chromatografi¢ tuha faze (ionex) — kapa
sorbce — vyrdna ionfi (IEC) lina

=
1

Nejcastji pouzivané chromatografické metody:

Adsorpéni kapalinova chromatografie LSC vyuziva mezimolekulovychiftazlivych sil

mezi stacionarni fazi a analytenmgliegim mechanismem je adsorpce separovanych latek na

povrchu sorbentu. Adsotpi &) je charakterizovan adsampi izotermou. LiSi-li se dosta-

tetné od sebe adsokpi izotermy separovanych latek, dochati praichodu kolonou

k jejich rozdtleni do jednotlivych pds [15, 18, 19]

Rozdélovaci chromatografieje zaloZena na tom, Ze o separaci rozhoduje @lfidrpust-

nost sloZzek vzorku ve stacionarni fazi a mobilzi.f& rozdlovaci kapalinové chromato-

grafii LLC se analyty rozéluji mezi d¥ nemisitelné kapalné faze. Mobilni faze unési ana-

lyty, stacionarni fazi je kapalina zakotvena nangew nosii. Reterdni ¢as analyi zavisi

na tom, jak jsou rozpustné v kazdé z obou faziihoegolarity. [15, 18, 19]
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V gelové permedni chromatografii GPC jsou molekuly separovany podle své velikosti.
Dochazi k rozdovéani latek mezi pohyblivosast mobilni faze, ktera se nachazi mezi jed-
notlivymi zrny gelu, a nepohyblivotast mobilni faze, nachazejici se uipiéra gelu. Ri
prichodu kolonou jsou molekuly slozek zdrzovanyaglddku svého pronikani do roz-
poustdlem naplgnych pof. [15, 18, 19]

Afinitni chromatografie vyuziva k @dleni sng&si latek jejich specifickych biochemickych
vlastnosti. Stacionarni fazi ttiovhodnym zgisobem upraveny gel. Izolaci na zalkdadz-
vin vytvarejicich komplexy s vitaminy, hormony nebo peptidylace protilatek na sloup-
ci s vazanymi antigeny. [18, 19]

lontové méni¢ova chromatografie IEC muze byt charakterizovana jako vygmma ad-
sorpce. Stacionarni fazi je¢émc¢ ionti. Tim je makromolekularni matrice (polystyren, ce-
lulosa, dextran aj.) s vhodnymi futiimi skupinami kyselé nebo zasadité povahy. Kazda
funkeni skupina je pewhvazanym iontem, na ktery je iontovou vazbdip@en protion

s op&nym nabojem. Ten je vy&iovan iontem obsazenym v mobilni faziti Fom se

uplatiuji elektrostaticke fitazlive sily. [18, 19]

2.3.1.1 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapainNa rozdil od plynové rozhoduji o
separaci slozek vzorku nejen jejich interakce aeigharni fazi, ale velmi vyram pouzi-

ta mobilni faze. Bhem separace se analyt rélmge mezi mobilni a stacionarni fazias,
telné vSechny moZné mechanismy separace — adsoozddpvani na zaklag raizné roz-
pustnosti, iontova vy#na, molekulo¥ sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni
chromatografii. [17, 18, 19]

Planarni chromatografie pati mezi instumentath nejjednodussi variantu kapalinové
chromatografie s Sirokym praktickym upl&tim. Planéarni chromatografie se obvyktdi d

podle typu pouzité stacionarni faze na papirovotoroatografii (PC), kde dochazi
k separaci na prouzku papiru, a na tenkovrstevhoantatografii (TLC) se stacionarni fazi

tvorenou tenkou vrstvou sorbentu. [11, 15, 18, 19]

U papirové a tenkovrstevné chromatografiese vyuziva prakticky vyhradntzv. vze-
stupné uspi@dani, kdy spodni okraj papiru (tenké vrstvy) je&san mobilni fazi, k jejimu
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priaitoku papirem (tenké vrstvy) dochazi k vzlinani. Adwy zabranilo vysychani mobilni
faze z vrstvy papiru (tenké vrstvy), je celéizani umistno v uzavené nadob nasycené

parami mobilni faze. [11, 15, 18]

Chromatografie na kolongé - ¢asto jsou pouzivanyitvarianty kapalinové chromatografie.
Nizkotlakéa kolonova chromatografie, ktera se pralgitké &ely vyuziva jen vyjimeng

a nachazi uplatmi prevazri v oblasti preparativni,ip ¢isténi snesi latek. Zejména pro
svoji jednoduchost a nendrmst provedeni se pro analytické i mikropreparatiwtely
pouziva technika planarni chromatografie. Vésmmosti ma vsak v analytické chemii do-

minantni postaveni vysokotlaka vysokmna kapalinova chromatografie (HPLC). [11]

Chromatografie na reverznich fazich- jde o zakotveni nepolarni stacionarni faze (modi-
fikovany silikagel, parafinovy olej, laurylalkoholMobilni faze musi ofi sphovat pod-
minku vzajemné nerozpustnosti, byva tasmolarnich organickych rozposdel (metha-
nol,acetotintril, aceton), vZdy v &itém pongru s vodou. Pojem reverzni faze je odvozen

z toho, Ze ptadi separovanych sloZzek se v tomto systému olji#gi21]

Klasické kolonové provedeni chromatografu nemdghotou dinnost, ale stalo se zakla-
demHPLC. K ¢inné separaci jer¢ba pouzit dostate¢ malych zrnéek sorbentu, ktera
kladou prostupujici kapaknznany odpor. Proto je nutno pracovaiti pysokém tlaku.
Pristroj pro HPLC se skladécerpadla mobilni faze, davkovacihaizani, kolony a detek-
toru (Obr. 1). [11, 18]

Tok mobilni faze je zajiovanvysokotlakym ¢erpadlem. V HPLC jsou pouzivany dva
zakladni typyerpadel — linearni a recignoi. Linearnicerpadlo se sklada z pistu, ktery se
pohybuje v pracovnim valci. Mobilni faze jéed analyzou nap#ma do valce a posuvem
pistu nasledn vytlatovana do davkovaciho ventilu a segaiakolony. Vyhodou tohoto
cerpadla je bezpulzni provoz, principialnim neddsat je nemoznost zny slozeni bB-
hem analyzy. Tento nedostatek vSak eliminuje ¥asmiosti n&jastji pouzivané recipr®

ni uspdadanicerpadla, kde pist ve valci periodicky nasava aasyje mobilni fazi. [11,
18]

Davkovani vzorku. Presré definovany objem vzorku musi byt ndkhut do proudu mo-
bilni faze protléaované kolonou pod velkym tlakemii®avkovani nesmi dojit k vyraznym
fluktuacim pfitokové rychlosti mobilni faze. K davkovani s&be pouziva Sesticestny
ventil s davkovaci snékou definovaného objemu. [11]
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Obr. 1: Céasti kapalinového chromatografu [6]
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Separ&ni kolony pouzivané v HPLC musi odolat vysokému tlaku molizie. Kolony

jsou naplgny vhodnou stacionarni fazi (degtji silikagel). V HPLC jsou Bzr¢ pouziva-

ny hydrofobni stacionarni faze s navazanymi uhl@k@adymi funkénimi skupinami, staci-
onarni faze je pojmenovana podle délky uhlovodikbviettzci (napg. C8-oktyl). Jako

ochrana hlavni kolony jsou hoglpouzivany pedkolony umisiné mezicerpadlo a davko-
vaci zdizeni nebo ochranné kolony ungisé mezi davkovaci t&eni a analytickou kolo-
nu. Zpasobuji jen malé roz&ni piki a chrani kolonu ied neistotami a nerozpustnymi
materialy. [11, 18]

Detektory v chromatografii zaznamendavaji rozdil mezigtrodemcisté mobilni faze a
mobilni faze obsahujici eluovanou slozku. Jsou wmyszpravidla na konci kolony a ana-
lyzuji efluent. Mobilni faze se tiie skladat z ¢kolika komponent a také zdna eluujici
z kolony miZze obsahovat st8 nikolika sloZek. Detektor potom zaznamenava celkovou

zmenu rekteré vlastnosti efluentu. [11, 16, 17]

Nejjednodussi detekce u chromatogiiase provadi u chromatografie na apa tenké
vrstw. Po vyjmuti chromatogramu se nejprve necha tidpazpoustdlo. Z fyzikalnich
zpasohi detekce se n&gstji pouziva pozorovani v ultrafialovém &le, a to bd’ piimo,
nebo po aplikaci #kterych ¢inidel. Rada organickych latek sama fluoreskuje porezé

ultrafialovym swtlem vysSich vinovych délek. [15]
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NejbeZreji pouzivany fotometricky detektor (UV/VIS) umoziuje sledovat absorbanci
latek vystupujicich z chromatografické kolony. Ziém detektoru je proéna Kemenna
meérna cela, spojena s vystupem chromatografické kolBfes sénu kyvety prochazi sv
telny paprsek fichazejici ze zdrojeips fokusani cocku a Sérbinu. Typ s¥ételného zdroje
zavisi na sledovaném oboru vinovych délek, prafittovou oblast (200 nm — 350 nm) se
pouziva deuteriova vybojka, pro oblast viditeln&dteni (350 nm — 700 nm) halogenova
Zarovka. Za r&rnou celou je umigha disperzni ifizka a vhodny detektor dopadajiciho
z&eni. Fotometricky detektor pracujici v ultrafialogblasti je pro organické latky prak-

ticky univerzalni. [11, 18]

Hmotnostni spektrometr (MS) mé& v kapalinové chromatografii nezastupitelny \amn
lonty jsou v hmotnostnim spektrometru analyzovamgdkupolovym analyzatorem nebo
jes€ meére mista vyzadujici iontovou pasti, kde je prostomlgay ionti spole&ny

s iontovym zdrojem. Pro kazdou sloZku Ize ziskgthjmotnostni spektrum a identifikovat
ji porovnanim jejiho spektra s knihovnou spekteustnin. [11, 18]

Alternativré je mozné v HPLC pouZilektrochemické detektory Ampeérometrické de-
tektory se vyuzivaji pro detekci latek, jez je moatektrochemicky redukovit oxidovat.
[11, 18]

V iontové chromatografii je ip analyze anorganickych iantbéZzné pouzivandetektor
vodivostni. [11, 18]

Vyhodnocovani vysledk v kapalinové chromatografii i k identifikaci latg& vyuzivano
retertniho ¢asuci retertnich objend. Ke zji¥ovani mnozstvi chromatografovanych latek
se vyuziva ¥tSinou velikosti ploch pod etmimi kiivkami (ploch piki), mér¢ ¢asto i vy-
Sek piki. Reterni objemy jsou vyhodnocovany ze vzdalenostéeilio maxima od naist
ku, ktery je pepciitan na elani objem za pomoci znamé rychlosti posunu a objémov

pratokoveé rychlosti mobilni faze. [17]

VysokoWinna kapalinova chromatografie je pokr@ilou a instrumentak naranou
technikou kapalinové chromatografie. V HPLC je das&ino vysoké dinnosti separni-
ho procesu pouzitim kolon naphych stacionarni fazi o malé a delnlefinované velikosti
castic. Sepakmi kolony pro HPLC se vyzigji vysokou hustotou a homogenitou napin
stacionarni faze a tedy i velkym hydrodynamickynpa@m. Pro dosaZzeni dostaiého
pratoku mobilni faze je nutno aplikovatgilak jednotek az desitek MPa. [11]
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2.3.1.2 Kapalinova chromatografie v nadkritickém stavu

Zajimavou alternativou, stojici svou podstatou npdymovou a kapalinovou chromatogra-
fii, je metoda kapalinové chromatografie v nadkki@m stavu (Supercritical Fluid Chro-
matography - SFC). U této metody je mobilni fazinppii nadkritické teplo¥, proto (i
stlateni nenize zkapalwt, ale stava se tzv. kapalinou v nadkritickém st&awou viskozi-
tou se blizi plynné fazi a hustotou fazi kapalrgkdvou mobilni fazi Ize diky nizké visko-
zit¢ protlatovat naphovymi i kapilarnimi kolonami bez pouziti extréghmysokych tlak a

dochazi k rychlému ustavovani rovnovah se vzorKafj.

Dosahované hodnoty sepaméd (kinnosti jsou srovnatelné s metodou GC. G,

v disledku vysoké hustotyigtava zachovana jeji dobra rozp@uastschopnost. Metoda

SFC umo#uje analyzovat i latky nekavé, aplikéni oblast je srovnatelna s metodou
HPLC. Vzhledem k cenové n&mosti instrumentace a cemlastni analyzy neni tak Siroce
uplatréena jako metody GC a HPLC. [11]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

3 STANOVENI HYDROFILNICH VITAMIN U

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické staminy. Jejich stanoveni v potravinach je
obtizné, protoZe jsou v potravindch obsazeny venivelizkych koncentracich. &8ina
vitamina je velmi citliva k oxidaci a &dy i na s¥telné z&eni. Proto je&asto nutné prova-
dét analytické operace s maximalni opatrnosti v peotinertni atmosféry a snizeného
piistupu pimého denniho $¥la a UV z&eni. Vitaminy jsou natolik chemicky heterogenni,
Ze pro ®& nelze pouzit Zadnou univerzalni metodu ke starioseg skupiny vitamii. [14,
15]

3.1 Stanoveni thiaminu

Pred vlastnim stanovenim je nutno nejprve thiamitoizat, eventual& uvolnit z vazanych
forem enzymatickou hydrolyzou, @eptji takadiastazou nebp-amylasou, nebo kyselou
hydrolyzou pomoci kyselin — HCI, 280,. Thiamin se v potravinach stanovuje fluorimet-
rickou metodou, chromatografickou metodou (HPLE»@€Z ho |ze stanovit i mikrobio-
logickymi metodami a GC. [5, 14, 15, 21, 22]

Thiochromova (fluorimetrickd) metoda

Thiamin se po extrakci izopropanoletisti chromatograficky na ionexech. V eluatu se
nasled® thiamin zoxiduje v alkalickém prdsdi hexakyanoZelezitanem draselnym na
thiochrom, ktery se stanovi fluorimetricky €¢fenim gimé Zlutozelené fluorescence nebo
meienim modré fluorescence thiochromu. Jako mobilng tdyla pouZzita sis metanolu a
vody (40:60). Vinoveé délkyipdetekci byly 360 nm a 425 nm. [14, 15, 22]

Fluorimetrickd metoda stanoveni thiaminu je vhogné vSechny druhy potravifekych
materiati. Metoda je velmi citliva a pro thiamin specifickée vSak nutné ostatni fluores-

kujici latky chromatograficky oddit, nejlépe za pouzitilemicitanového adsorbentu. [15]

Mikrobiologickd metoda

Pro stanoveni obsahu vitaming \Bpotravinach se sledujést testovaného mikroorganis-
mu (L. fermentum, L. viridescenKonkrétré se pozoruji zrny obsahu susiny vazkovym

stanovenim nebo se stanovi mnozstvi mikroorgahigmbidimetricky gipadré metabo-
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licka aktivita CQ manometricky nebo Ubytek pyruvatu — spektrofotoiley. [14, 15, 22,
23]

GLC

Thiamin Ize stanovovat ro¥a pomoci plynové chromatografie s FPD detektores)dii

ve je provedena hydrolyza vzorku. Poté gioie derivatizace hydrogefigitanem sod-
nym a extrakceékaveho 5-(2°-hydroxyethyl)-4-methylthiazolu. Jakacsonarni faze se
muze pouzit 10 % Carbowax. Detekce pomoci FPD jeqatena fi teplotach 230 °C. [22]

HPLC

Ke stanoveni thiaminu pomoci metody HPLC jsou poardy tizné detektory. Néastji
pouzivaneé jsou fluorescem a UV/VIS detektor. [22]

Stanoveni thiaminu metodou HPLC s fluorimetrick@tetci se provaditpvinovych dél-
kach 356 nm a 425 nm. Radnjako u fluorimetrické metody je ndjde provedena ex-
trakce, chromatografick@sténi vzorku a oxidace na thiochrom. Jako mobilni féeeriize
pouzit napiklad snés methanol-voda (40:60). [22]

Dansky chemik stanovoval thiamin metodou HPLC sriiscetni detekci ve vzorcich
mlénych vyrobki, masa, zeleniny (zeli, brokolice), obilovin (ovésmpSeniné otruby,
mouka) a susenych kvasnic. Pro hydrolyzu aktiviidcem vitaminu B byla pouzita en-
zymova snis sloZzena m-amylazy, proteinazy a fosfatazy. Byla pouZzita kalda.C18. Jako
mobilni faze byl pouZzit metanol s pufrem (35:63pZenym ze sisi sulfonatu sodného,
chloridu amonného a dihydrogenfosfemanu draselného, v isokratické eluci, pH bylo
upraveno na 3,3. VInové délkyipluorescerni detekci byly 468 nm a 520 nm. Ve vzor-
cich byl stanoven obsah thiaminu v tomta'gu: kvasnice, brokolice, pSé&né otruby,
veprova jatra, mléko a nejméw pSenéné mouce. [24]

Polsti wdci stanovovali vitamin Bv ovocnych dzusech metodou HPLC s ultrafialovou
detekci. Kombinaci kyselé a enzymatické hydrolyeysgolnily vazané bilkoviny a fosfo-
rylované vitaminy. Naslednbyla pouZzita analyza pomoci HPLC. Analyza bylavpaena
na kolorg LC18 s pouzitim mobilni faze, ktera se sklddataethanolu a fosfatového pufru
(10:90) a trimethylaminu (pH 3,55)fiFUV detekci byla pouZzita vinova délka 283 nm.
Obsah thiaminu v jabt®ém dzusu byl pouze 0,012 mg/100g, kdeZto v obatyatedZu-
sech bylo 0,204 mg/100g. [25]
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El-Arab a kol. stanovovali vitamin ;Bv potravinach (p&vo, ceredlie, ovoce, zelenina,
mlécné vyrobky, maso a vejce) metodou HPLC s fluorestiedetekci. Thiamin byl hyd-
rolyzovan kyselinou chlorovodikovou. Byla pouzitaldna C18. Jako mobilni faze byla
pouzita sms metanolu s acetonitrilem, vodou a hydroxidem amyon (5:95). Fluo-
rescekini detekce byla provedendi plvou vinovych délkach — 360 nm a 436 nm. Bylo
Zjisténo, Ze obsah thiaminu v potravinach je v naslethujiparadi: brambory, rybi maso,

pSenice, karotka, vejce, arasidy, med a nefiménléku. [26]

3.2 Stanoveni riboflavinu

Pro stanoveni riboflavinu se vyuzivékolik metod — fluorimetricka metoda, chromatogra-
fické i mikrobiologické metody. Nejpouziv&si metodou je ale fpdevSim HPLC
s Sirokym rozsahem pouZzitelnosti a dobréesposti analyzy umaajici stanoveni malych
mnoZstvi latek s vysokym rozliSenim. Riboflavin vgSSich koncentracich Ize stanovit

polarograficky. [5, 22, 27]
Lumiflavinova (fluorimetrickd) metoda

Riboflavin se tak&asto stanovuje fluorimetrickymi metodami zaloZenymaingieni [¥i-
mé Zlutozelené fluorescence nebo ngemi modré fluorescence lumiflavinu, ktery vznikl
fotolyzou v alkalickém progedi. Tuto metodu Ize pouZzit pro veSkery potraigk@a mate-
rial rostlinného i ziveisSného fivodu a pro farmaceutické preparaty. Lumiflavinovétoa
da stanoveni riboflavinu je velmi citliva a Izesfanovit 0,05-1ug riboflavinu v 1 ml ex-
traktu vzorku. Riboflavin se ze vzorku uvolni kysela enzymovou hydrolyzou, po zalka-
lizovani se pevede oz&nim na lumiflavin, ktery se stanovi po extrakeiofimetricky
nagiklad @i vinovych délkach 360 nm a 500 nm. [14, 15, 22]

Mikrobiologicka metoda

Pro stanoveni obsahu vitaming \Bpotravinach se sledujést testovaného mikroorganis-
mu (L. rhamnosus, Enterococcus faechpliKonkrétré se pozoruji zrny obsahu susiny
vazkovym stanovenim nebo se stanovi mnozstvi migesosni turbidimetricky gipadre
metabolicka aktivita C@manometricky nebo Ubytek pyruvatu — spektrofotoiciey. [14,
15, 22, 23]
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HPLC

Pri stanoveni pomoci HPLC metody se pouzivaingé detektory napfluorescetini, UV-
VIS.

Pro rutinni analyzu riboflavinu, flavinmononukledii a flavinadenindinukleotidu ve wn
pivé a ovocnych dZusech byla vyvinutéima metoda HPLC bez iz@laiho kroku s fluo-
rescekni detekci. Riboflavin, flavinmononukleotid a fladinukleotid jsou hlavnimgini-
teli odpovdnymi za ,s¥telnou chti“, ktera se rozviji u &kterych bilych vin a jinych na-
poji, pokud jsou vystaveny &tiu, diky tvorke sirnych slodenin, které vytvéeji cibulovy
nebocesnekovy zapach. Pro zlepSeni selektivity bylymiteové formy sledovanyip?2
vinovych délkach: 265 nm a 525 nm. Byla pouzitackal Hypersil C18 , mobilni faze:
NaH,PO, s PO, (pH 3,0) a acetonitril. NejvySSi obsah riboflavimy v pivech, v bilych

vinech a nejménv ovocnych dzusech. [28]

Riboflavin byl stanovovan Sikorskou a kol., metoddBLC s fluorescaemi detekci opt

v pivu. Analyza riboflavinu byla provedena na kalo@18. Byla pouZzita mobilni faze -
methanol a NakPO, (pH 3,0) s gradientovou eluci. Vzorky piva bylyddakovany pimo
na HPLC kolonu. Riboflavin byl detekovan g50 nm a 530 nm. Obsah riboflavinu v giv
byl zjiStén v rozmezi 0,169-0,508 mg/l. [29]

Kanadsti ¥dci provedli stanoveni riboflavinu, FMN a FAD v diiiSnych potravinich také
pomoci HPLC s fluorescéni detekci Ze vzorki byly extrahovany formy riboflavinu
methanolem, methylchloridem a citratovym pufrem.lyBpouzity dw kolony v sérii
PLRP-S. Mobilni faze se skladala z acetonitriluteatfosfatového pufru (pH=5,50). De-
tekce byla provedenaipvinovych délkach 450 nm a 522 nm. Nejvy3sSi obshbflavinu
byl nalezen v hadzich jatrech, dale v heézim steaku a vejci na tvrdo a nejmiénpasteri-
zovaném mléku. [30]

Polsti vdci stanovovali riboflavin a jeho derivaty (FAD, RN v ZivaciSnych potravinach
(vejci a mlénych vyrobcich) metodou HPLC s fluores&endetekci. Jako mobilni faze
byla pouzita sis methanolu s octanem amonnym (pH 6,0). Byla paugiiona C18
v reverzni fazi. Riboflavin byl detekovarimvou vinovych délkach 450 nm a 530 nm.
Obsah thiaminu byl stanoven v nasledujicinapi@ vejce, jogurt, kefir, acidofilni mléko a
podmasli. [31]

Kram&ova a kol. stanovovali riboflavin v jatrech (Raich, vepovych, kuaecich a kil-

tich) metodou HPLC s UV-VIS detekci. Pro izoladiaminu B vazaného v potravinach
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byla provedena kysela hydrolyza pomoci HCFisigvkem kys. trichloroctové. Jako vhod-
na mobilni faze byla zvolena gmoctanu sodného (pH 4,5) a methanolu s gradieatovo
eluci. Signal byl sniman detektorer yinové délce 270 nm. Vzorky obsahovaly vitamin

B, v nasledujicim pi@di: vegova jatra, hovzi jatra, kuteci jatra a kiti jatra. [27]

3.3 Stanoveni niacinu

Pro stanoveni nikotinové kyseliny a jejiho amidpotravinach se pouzivaji metody spekt-
rofotometrické, chromatografické a mikrobiologickésouwasnosti se nikotinova kyselina
a nikotinamid stanovuji iepdevsim kapilarni elektroforézou a chromatografickyneto-
dami, jako jsou metoda HPLC a GC. [5, 14, 15, 22]

Ke konverzi nikotinamidu na kyselinu nikotinovouibe byt pouZita kysela nebo enzyma-
ticka hydrolyza (takadiastaza, papain nebo klardsetyakt mize byt gecistén nagiklad
technikou zarinné extrakce na tuhé fazi (SPE). [14, 21, 32]

Spektrofotometrickd metoda

Pred samotnou spektrofotometrickou metodou musi &agim uvolrén ze vzorku kyselou
hydrolyzou. Detekce niacinu je zaloZena na bard¢igigow reakci s bromkyanem.iP
detekci se pouziva dvoustigva postkolonova derivatizace chloraminem T a kyam
draselnym §i 60 °C s UV detekciip410 nm. [5, 14, 15, 22]

Mikrobiologickd metoda

Pro stanoveni niacinu v potravinach se také poudikéobiologicka metoda, kterda je za-
loZzena na sledovaniistu mikroorganismul@ctobacillus plantarum Pozoruji se zgny

obsahu susiny vazkovym stanovenim nebo se stanmuvistvi mikroorganisin [33]

HPLC

Pri stanoveni pomoci HPLC metody se pouzivagneé chromatografické systémy, nejvice
se pouZziva reverzni faze a iontanitova chromatografie. [14, 21, 32]

Niacin byl stanoven v mase a rybach metodou HPLG/R/IS (DAD) detekci. Nejdive
byla provedena hydrolyza niacinu kyselinou sirovidale izolovali niacin methanolem a
vodou. K separaci byla pouZita kolona C18 Sep-Bako mobilni faze byla pouZita gm
methanolu a deionizované vody. Niacin byl detekopidvinové délce 254 nm. MnoZstvi
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niacinu stanovené pomoci HPLC byl v tomtagmti: vegové maso, jehfti maso, kieci
maso a nejmeérv rybach. [32]

Francouzsti &dci stanovovali kyselinu nikotinovou a nikotinamidpotravinach (hrasek,
Spenat, hodzi svickova, vepovy tizek, kvasnice, pSetna mouka, ryZze a arasidy) pomoci
HPLC s fluorimetrickou detekci. Extrakce byla prdgaa enzymatickym postupem pomo-
ci NAD glykohydrolasy, ktera byla navrZzena jako rata za hydrolyzu kyselinou chloro-
vodikovou, ktera se obvykle pouziv&i Btanoveni byla pouzita kolona CHBO a jako
mobilni faze byl pouzit roztok dihydrogenfosfonanu draselnéhgeroxidu vodiku a si-
ranu néd’natého. Pro zlepSeni selektivity byly vitaminovénig sledovany p 2 vinovych
délkadch 322 nm a 380 nm. Niacin byl v ngfim mnozZstvi obsazen v kvasnicich, ieep

vémtizku, howzi svickové a araSidech. [34]

Kapilarni elektroforéza (CE)

AustralSti ¥dci stanovovali niacin v mase a ve vzorcich ryb ponkapilarni elektroforé-
zy. K separaci byla pouZita kolona C18. Extrakcka lpyovedena pomoci extrakce na tuhé
fazi (SPE). Separace niacinu byla provedemnap5 kV a jako mobilni faze byla pouzita
smes obsahujici acetonitril, dihydrogenfosféman draselny a hydrogenfosfonan sodny.

Niacin se detekujeipvinové délce 254 nm. MnoZstvi niacinu stanoveam@ci CE bylo

e

3.4 Stanoveni kyseliny pantothenové

Pro stanoveni kyseliny pantothenové existuje gratnmalo vhodnych chemickych metod.
Chemické metody zaloZené na stanoveni hydrolyticigrodukti nejsou ve #tSin¢ pripa-

da ani po chromatografickém wiéténi a nakoncentrovani pro stanoveni této kyseliny
v potravindch vhodné. V potravifskych materialech se restji stanovuje mikrobiolo-
gickymi testy, kapalinovou chromatografii, GLC naa s FID detektorem a jinymi de-
tektory. [5, 14, 21, 22]

Na extrakci kyseliny pantotenové se pouziva ky@elgelina chlorovodikova) nebo enzy-

matick& hydrolyza za pouZziti papainu, klarazy, th&stazy. [21]
GLC

Pred samotnym stanovenim kyseliny pantothenové jeénprovést kyselou hydrolyzu

vzorku. Pro detekci je nutna derivatizace kyselpaytothenové na pantolakton, ktery se
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stanovi GC. Jako stacionarni faze seenpouzit 10% Carbowax. Detekce pomoci FID se
provadi i teplotach 120-220 °C. [22]

HPLC

Francouzsti &dci pouzili pro stanoveni obsahu volné kyselinytptenoveé v rostlinnych i
Zivoc¢isnych potravinach kapalinovou chromatografii ©fimetrickou detekci. Tato meto-
da zahrnuj&isténi vzorki na ionexech. Enzymatickou hydrolyzou (pepsin, gidmginasa a
alkalicka fosfataza) fied cistenim bylo mozné uvolnit vazanou kyselinu pantotengva
tak ziskat vSechen vitaminsB ®chto potravin. Jako mobilni faze byl pouzit methamo
fosfatovy pufr (pH 2,5) s gradientovou eluci. Bylauzita kolona s reverzni fazi. Fluori-
metricka detekce byla provedeniaynovych délkach 345 nm a 455 nm. Bylo zji#, ze
nejvice vitaminu B je obsazeno v nasledujicimipdi: kvasnice, vépva jatra, susSené
mléko, Spenat, karotka a nejm¢énhrachu. Vzhledem k nizkému deteknu limitu a dob-
rému rozliSeni maxima kyseliny pantothenové by m&ioda mohla byt s nejiéi prava-
podobnosti pouZita pro stanoveni tohoto vitamifakekoli potravig. [12]

Gonthier a kol. stanovovali kyselinu pantotenovawstlinnych i Ziv@iSnych potravinach
pomoci metody HPLC s fluorescam detekci. Analyza vitaminusBs potravinach vyzadu-
je uvolreni kyseliny pantotenové ifpomné ve vazané forrjako CoA, pouze pomaoci al-
kalické fosfatasy a pantetheinasy. Byly testovamlygviny @irozere bohaté na vitamin 8
(nap. pekdské drozdi, ryze, vépvé ledviny, losos, vejce, syr Roquefort, avoka#gkse-
lina pantothenova byla detekovanagvou vinovych délkach 450 nm a 620 nm. Bylo zjis-
téno, Ze obsah kyseliny pantothenové v drozdi seddiostatnich potravin,fejme

v dusledku toho, Ze kvasinky v drozdi jsou schopny etyrntvat kyselinu pantotenovou.
[35]

Pro stanoveni vitaminu sBv Siroké Skale obohacenych potra¥sigch vyrobk (napg.
cerealie, kojenecka vyziva, séja, mléko) byla ptaukapalinova chromatografie s detekci
pomoci hmotnostniho spektrometru (LC-MS). Pro sagiana kolog C18 s gradientovou
eluci, byla pouzita mobilni faze sloZzena z vodycatenitrilu a kyseliny trifluoroctové.
Napsti bylo nastaveno na 4500 V. Kvantifikatory idbrgouzivanych pro vitamin Soyly
220 a 234. NeptSi obsah kyseliny pantothenoveé byl v ceredliiakkgaych ke snidani),
kojenecké vyzi¥ a sgji. [36]
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3.5 Stanoveni pyridoxinu

Ke stanoveni pyridoxinu slouzigkolik metod - spektrofotometrické stanoveni a cheiem

tografické metody HPLC a GLC. Dobrych vyslédiylo dosaZzeno i s pouzitim mikrobio-

logickych metod, avSak vesting pripadi se dava fednost chromatografickému stanove-
ni. [5, 14, 15, 22]

Spektrofotometrickd metoda

Spektrofotometrické stanoveni je zaloZeno na vzmkuale zbarveného reakiho produk-
tu s 2,6-dichlorchinonchlorimidem. Z rozdilu staeaV v prostedi boratového pufru a
dalSiho pufru stejného pH, Ize stanovit koncentpgcidoxinu vedle ostatnich fenglkteré

jinak stanoveni rusi. [14, 15, 22]

GLC

Pred samotnym stanovenim je nutna kysela hydrolypge Prolkhne reakce pyridoxalu
s ethanolem na poloacetali@yedeni vitaminu Bna trifluoracetaty. Detekce je provedena
nagiklad pomoci detektoru ECDxiggeplotach 125 °C a 205 °C. Tato metoda byla wguZzi

nagiklad @i stanoveni vitaminu Bv mléce. [22]

Mikrobiologicka metoda

Pri mikrobiologické analyze H. van den Berg, Kall al.kpouzili Saccharomyces uvarum
jako testovany mikroorganismus. Vzorky potravintlioeého i Zziva@isnéeho gvodu byly
extrahovany HSQO, o nizné koncentraci poté se sledovisdtrkvasinky. Detekce byla pro-
vedena pomoci absorbandé @60 nm. Obsah vitaminueByl zjiS€n v tomto pdadi: ne-
loupana ryze, teleci jatra,ta, vefové maso, mouka a nejm&En mléku, syru a jogurtu.
[23, 37]

HPLC

Vitamin Bg byl stanoven viiznych potravinach rychlou a citlivou, vysoc&nnou kapali-
novou chromatografii (HPLC) s fluores¢aim detektorem. Vzorky rostlinnéhaiyodu
byly extrahovany kyselinou chlorovodikovou a nastad enzymatickou hydrolyzou. Byla
pouzita kolona Phenomenex Hypersil C18. Jako mbbilre byl pouzit fosfatovy pufr a
acetonitril (pH 7,5) s isokratickou eluci. Fluoresmi detekce byla provedendi givou
vinovych délkach 333 nm a 375 nm. Obsah vitamigi zjiSttn v ndsledujicim padi:
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krata, Sunka, losos, vépgvé maso, grahamova mouka, porek banan, neloupdmaar
nejmér v ireckém syru. [37]

Francouzsti &dci stanovovali obsah vitaminusB potravindch pomoci vysoce€iané ka-
palinové chromatografie a fluores¢en detekci. Jako mobilni faze byl pouZzit acetohdri
dihydrogenfosforénanem draselnym (pH 2,50). Fluorimetricka detekda provedenaip
dvou vinovych délkdch 290 nm a 395 nm. Vitamnbgl stanovovan ve vzorcich kvasnic,
pSenénych klicka, ceredliich a risli. Pyridoxin byl v nej¢tSim mnoZstvi obsazen v
kvasnicich a rsli. [38]

3.6 Stanoveni korinoida

Pro stanoveni korinotdv potravinach se pouzivaji mikrobiologické testghaomatogra-
fickA metoda (HPLC s fluorimetrickou nebo UV detg@kdlezi moderni metody pro sta-
noveni kobalamit pati kapilarni elektroforéza a HPLC s detekci pomo&.NRro stano-
veni korinoidi nejsou vhodné vSechny metody stanoveni s ohledgenizké koncentrace

korinoidi v potravinach. [5, 14]
Mikrobiologicka metoda

Vitamin By, se BZr¢ stanovuje v potravirtdkych vyrobcich mikrobiologickym rozborem,
ktery vyuzivalLactobacillus leishmanijako testovaci mikroorganismusieBtoze tato me-
toda je vysoce citliva postrada specificitu. DalSiedostatkem je, Ze metodadasow

nara:na a ne mocigsna. [13]
HPLC

Pro stanoveni vitaminu,Bv potravinach (mléko, maso) byla pouzita metodaEIB UV
detekci. Vitamin B, byl extrahovan z potraviiigkych vyrobki. Enzymaticka hydrolyza
(pepsinem) fed zahdjeningisténi inné uvolhuje vazany vitamin B, a tim umo#uje
stanovit celkovy obsah vitaminuB Jako mobilni faze byla pouzita voda s acetoritnila
trifluoroctova kyselina s gradientovou eluci. VitanBi, byl sledovan pomoci UV detekto-

ru pri 361 nm. Tato metoda byla G§m pouzita u Bkolika potravinéskych vyrobk. [13]

Francouzsti &dci stanovovali vitamin B v ZivaiSnych potravinach pomoci HPLC meto-
dy s fluorimetrickou detekci. Extrakce byla proveadg@omoci acetatového pufru a pepsi-
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nu. Byla pouzita kolona Lichrospher 100 RP 18. Jadabilni faze byl pouzit methanol a
voda s gradientovou eluci. Fluorimetricka detekgia Iprovedena ip dvou vinovych dél-
kach 250 nm a 312 nm. Obsah vitaming Byl zjiS€n v nasledujicim padi: vegova

jatra, makrela, vejce, mléko a losos. [39]

3.7 Stanoveni folacinu

S ohledem na relati¥nnizky obsah folacinu v potravinach Ize pro jehanstveni pouzit
jen chromatografickou metodou HPLC s UV detekciikrobiologické metody. Chemické
ani jiné fyzikalre chemické metody nejsou pro tytdely dostaténé citlivé. [5, 14]

Mikrobiologickd metoda

Hybenova a kol. analyzovali kyselinu listovoutznych odtidach pSenice. Folaty stano-
vovali mikrobiologickou metodou s pouzitim kmeractobacillus rhamnosu®bsah fola-
ta byl v jednotlivych vzorkach rozdilny, pohyboval sgozmezi 0,264 az 0,792 mg/kg.
NejnizSi obsah folét stanovili véeské odiidé Leguan a nejvyssi wmecké odide Kris.
Obsah folal uvadiny v literatde se znéng lisil. [40]

HPLC

Jastrebova kol. stanovovali folacin v zelendinHPLC metodou s fluorescém detekci.
Metoda zahrnovala extrakci folacinu pufrem, potéyematickou hydrolyzu konjugazaa
cisteni extraktu prosednictvim extrakce na tuhé fazi (SPE). Chromatagkafseparace
folata byla provedena na kolérzorbax C8. Jako mobilni faze byla pouzitatsrfosfore-
nanu draselného (pH 2,3) a acetonitrilu s gradientduoresceini detekce byla provede-
na g vinovych délkach 290 nm a 360 nm. Zjistili, Zdtiuacni rozdily a istové podmin-
ky nently vyrazregjSi vliv na obsah folacinu vervenéieps. Zpracovani ma za nasledek
znané ztraty folacinu, ficemz ztraty Bhem skladovani zeleniny se zdaji byt malé. [41]
Ndaw a kol. stanovovali folacin v potravinach poiinkapalinové chromatografie s fluori-
metrickou detekci. Jako mobilni faze byl pouzittandril a fosfatovy pufr s gradientovou
eluci. Fluorimetrricky detektor pracovati plnovych délkach 295 nm a 356 nm. Folacin
byl stanovovan v kvasnicich, Spenatu, émeh jatrech, hoszi svickové a hrasku. NefsSi
obsah folacinu byl stanoven v kvasnicich a vdaésh jatrech. [42]
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3.8 Stanoveni vitaminu C

Pro stanoveni kyseliny askorbové se vyuzigkohk metod: titr&ni metoda, spekrofoto-
metrickd metoda, GLC, polarograficka, enzymova m@tdvSak nejpouzivasi metoda
je HPLC s Sirokym rozsahem pouZzitelnosti a dobrtesposti analyzy. Kdin¢ pouziva-

nym detektoim k HPLC na stanoveni vitamirpati DAD detektor (UV/VIS) a elektro-
chemicky detektor (ECD). [14, 43]

Pti vSech typech stanoveni kyseliny askorbové jsdmiveuilezité podminky extrakce,
protoZe kyselina askorbova je velmi nestabildii.eRRtrakci se stabilizuje zaj&tim nizké-

ho pH, gitomnosti komplexotvornych latek a redukujiciclekatkyselina Savelova, re-

déna kys. chlorista, kys. fosfanea za pitomnosti EDTA a gicitanu sodného). [21]

Titra éni metoda

Titratni metoda je zaloZzena na tom, Ze kyselina askorbewakyselém proi&tdi oxiduje
2,6-dichlorfenolindofenolem na kyselinu L-dehydioadovou a 2,6-
dichlorfenolindofenol se redukuje na bezbarvou bArrnim gebytkem odrdrného rozto-
ku se vzorek zbarvuje ddzova. Metoda je vhodna pré&tginu potravinéskych vyrobk a

je velmi rychla. [14, 15, 22]

Kyselina askorbova se tthe stanovit jodometrickou titraci, kdy se v kysel@nostedi
oxiduje jodem na kyselinu dehydroaskorbovou. @hym roztokem pro stanoveni kyse-
liny askorbové je roztok jodu. Jako indikator saufiwa Skrobovy maz. Reakce probiha
v kyselém progedi. Thiosiran se oxiduje na tetrathionan sodnfm& modrého zbarve-
ni. [44]

Spektrofotometrickd metoda

Tato metoda stanoveni vitaminu C je zaloZzena tgemi vznikleho barevného produktu,
ktery poskytuje kyselina dehydroaskorbova, vznibddaci bromovou vodou z kyseliny
askorbové ginidlem s 2,4-dinitrofenylhydrazinem. [14, 22]

Polarograficka metoda

Polarograficka metoda vyuziva ke stanoveni kysedislyorboveé jeji oxidace na ttweé
kapkové elektro&l a redukce chinoxalinového derivatu, ktery vznikddtenzaci kyseliny
dehydroaskorbové s o-fenyldiaminem. Tato metodaelni specifickd a Ize ji pouzit

k stanoveni vitaminu C ve vSech potra¥sidch materialech. [14, 15, 22]
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GLC

Tato metoda je zaloZena na stanoveni dehydroaskdibyseliny po redukci sirovodikem.
Redukce probiha porgvedeni kyseliny askorbové na trimethylsilylderivditamin C se

detekuje pomoci FID detektoru. [22]

HPLC

Pro stanoveni vitaminse nejastji pouziva metoda HPLC s$iznou detekci (elektroche-
mickou, UV a jinou). [14]

Skrovankova a kol. stanovovali vitamin C pomoci KMPECD. Byla pouzita kolona
SUPELCOSIL - LC 8. Jako vhodna mobilni faze bylalema snis CH;OH:H3PO,:H0.
Vzhledem k nenakmosti zvolenych matric (ovoce a zelenina) bylo néoprovést extrakci
vitaminu C gimo touto mobilni fazi. Signal byl sniman elektrestickym detektorem
(ECD) s kanaly 600 mV a 650 mV. Bylo zfib, Ze obsah vitaminu C je v nasledujicim
poradi: paprika, grep, citron a kiwi. [43]

Iwase a Ono stanovovali kyselinu askorbovou v patigech (mléko pro kojence, dZzusech)
metodou HPLC s elektrochemickym detektorem. BytaiAita kolona Inertsil ODS-3
v reverzni fazi. Jako mobilni faze byla pouzitaddysa ethylendiamintetraoctova (EDTA),
fosforeinan draselnéhy (pH 3). Signal byl sniman elektrotbkym detektorem (ECD)
s kanalem 400 mV. Bylo zj&bto, Ze nejvySSi obsah kyseliny askorbové jgomno

v mléku pro kojence, jabieém a pomeraiwvém dzusu. [45, 46]

ItalSti vdci stanovovali kyselinu askorbovou v potravinaokoge, zelenina, mé@é vy-
robky) pomoci HPLC metody s elektrochemickou detekako mobilni faze byla pouzita
kyselina sirova s isokratickou eluci. Signal bylinsain elektrochemickym detektorem
(ECD) s kanalem 750 mV. Obsah kyseliny askorboyéz[iStén v nasledujicim padi:
ananasovy dzus, grapefruit, mléko, jahodovy jogurteruikovy jogurt. [47]

Svycarsti ¥dci stanovovali vitamin C v potravinach (kojenesk@iva, snid&ové cerea-
lie, ndpoje, kompoty) metodou HPLC s UV detekcilaByouzita kolona Li Chrospher RP-
18. Jako mobilni faze byla pouZzita &ndecylaminu, acetonitrilu a octanu sodného (pH
5,4). UV detektor pracovalipvinové délce 265 nm. Obsah vitaminu C byl #jiSt
v nasledujicim pi@di: sojové mléko pro kojence, snidaych cerealiich, pomeraovém

dZusu a nejménv jableénych a meriikovych kompotech. [48]
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3.9 Spolané stanoveni vitamini

Stanoveni jednotlivych vitaminje ¢asow i finanéné narané, proto je mnohdy vyhodjsi

spole&né stanoveni vice vitamimajednou.
Stanoveni thiaminu a riboflavinu

Thiamin a riboflavin, resp. jejich vazané formy welni ze vzorku potraviny kyselou a
enzymovou hydrolyzou. Bilkoviny se odstrani vysrdgée s kyselinou trichloroctovou.
Riboflavin se stanoviifmou fluorimetrickou metodou, thiamin po oxidaci théochrom.
Metody Ize pouZzit pro vSechny druhy potravin obgahwyssi mnozstvi thiaminu a ri-
boflavinu. Vyhodou této metody je rychlost. [15]

Barna a Dworschak stanovovali thiamin a riboflavidivociSnych potravinach pomoci
HPLC s UV detekci. Byla provedena kysela hydrolfmenogenizovanych vzoik dale
enzymaticka hydrolyza (klaradiastaza). Po extrdyddo provedeno sdasré probihajici
stanoveni thiaminu a riboflavinu. Jako mobilni fémé pouzit fosfatovy pufr (pH = 3,0) a
acetonitril (84:16). UV detekce byla provederiaynové délce 254 nm. Touto metodou
|ze stanovit oba vitaminy zarofveObsah vitamifi byl zjiS&n v nasledujicim padi: - thi-

aminu: vepova Sunka, kotleta, Zebra; riboflavinu: vepa jatra, Sunka a kotleta. [49]

Francouzsti &dci kontrolovali ztraty thiaminu, riboflavinuipmleti a pé&eni pSeniného
chleba metodou HPLC s fluores¢aim detektorem. Vzorky byly hydrolyzovany kyselou
fosfatazou, papainem;amylazou g3-glukosidazou. Byla pouzita kolond8ondapak C18
s mobilni f4zi octan sodny-methanol (30/70, pHwslaminy byly detekovany i raiznych
délkach: thiamin — 365 nm a 435 nm); riboflavin 24fn a 522 nm. Bylo zji§ho, Ze nej-

vétSi obsah vitamiinje v chlebu, pokud se pouZigouha fermentace chleba. [50]
Stanoveni thiaminu, riboflavinu a pyridoxinu

Ndaw a kol. stanovovali thiamin, riboflavin a vitamBg v potravinach (nap drozdi, mlé-
ko, maso, makrela, pSenice, ryze a mrkev) metod@uCHs fluoresceini detekci. Nejprve
byla provedena hydrolyza kyselinou chlorovodikovokombinaci s enzymatickou hydro-
lyzou (@-amylaza, papain a kysel& fosfatazy). K separadei pguzita kolona RP 18 a jako
mobilni faze methanol a acetonitril. Z§gly obsah vitamit v potravinach byl nasledujici:

thiaminu — nejvice v kvasnicich a nejrd@nmakrele; riboflavinu — nejvice v kvasnicich a
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mléku, nejméa v ryZi a ovse; pyridoxinu — nejvice v kvasnicickiegfovém mase, nejmé-

n¢ v hrachu a pSenici. [51]
Stanoveni vice hydrofilnich vitamini

Wojciechowski a kol. stanovovali hydrofilni vitanyir(thiamin, riboflavin, vitamin B a
niacin) ve vitaminovych sasich FTIR spektroskopii. FTIR se zda byt vhodnargohlé a
nizko-nakladové analyzy sisi vitamini. Kvantitativni analyza vychazela z dakbvé
povahy Beerova zakonu. S ohledem na @radpostupy, jedna analyza je asi deset krat

meére nakladna a vyZaduje pouze 1 g vice-vitaminovéssnb?2]

Svycarsti ¥dci stanovovali hydrofilni vitaminy (thiamin, ky$eh askorbova, nikotinamid,
pyridoxin, pantothenat vapenaty, kyselina listawgnokobalamin, riboflavin a biotin) ve
vitaminové snisi pomoci HPLC s UV detekci. Byla pouzita kolona8CMobilni faze
byla sloZzena z kyseliny trifluoroctové (pH 2,6) @#onitrilu s gradientovou eluci. Detekce
byla provedenaipdvou vinovych délkach - 210 nm a 275 nm. Koncaedrvitamir na-
lezené ve vitaminové stei touto metodou byly srovnatelné s deklarovanyodriotami.
[53]

Sparlsti védci stanovovali thiamin, riboflavin, pyridoxin, kyakobalamin a folacin v
suseném afjpraveném kojeneckém mléku metodou HPLC s UV déteRmo extrakci
byla pouZita kyselina trichloroctova. Byla pouZizona C18 v reverzni fazi. Jako mobilni
faze byla pouzita sés methanol-voda (15:85), sulfonova kyselina s ttiplaminem (pH
3,6). UV detekce byla provedendi paznych vinovych délkach (thiamin — 246 nm, ri-
boflavin -268 nm, pyridoxin — 290 nm, pyridoxal 822nm, pyridoxamin — 290 nm, kya-
nokobalamin-361 nm a folacin — 282 nm). Bylo &, ze touto metodou lze stanovit
najednou Sest hydrofilnich vitaniitv kojeneckém mléku,igemz metoda je rychld a na-
bizi uspokojivou specifitu arpsnost. Kror toho je také schopna stanovit jednotlivé for-

my vitaminu B. [54]
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ZAVER

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické neenergidktky, potebné v malych mnoz-
stvich pro latkovou i@menu a regulaci metabolismtlovéka. Vitaminy nejsou syntetizo-
vany v €le vibec nebo jen v nedostatem mnoZzstvi, tudiz musi bytijfmany z potravy.
Hydrofilni vitaminy se vyskytuji v potravinach réisného i Zziv@isneho fivodu, gicemz
vitaminy B-komplexu se vyskytuji hlagrv obilninach, mléce, vejci, masu, drozdi, jatrech

a listové zeleni& Vitamin C se vyskytuje hlawnv ovoci a zeleni&

Vitaminy jsou nezbytné slozky potravy vyskytujieisnizkych koncentracich. V posledni
doke konzumenty stale vice zajimaji informace o gaim slozeni potravin. Proto se neu-
stale zvySuje ptet obohacenych (fortifikovanych) potravin. Vitamijspu také gidavany
(restituce) do potravin, protoZze sie@povidaji ztraty, které mohou nastat ukghu zpra-
covani nebo skladovani potravin. [53, 54]

Stanoveni hydrofilnich vitaminje velmi slozity ukol, protoze jsou v potravindahsazeny
ve velmi malém mnoZstvi at8ina je citlivA naizné fyzikalni nebo chemické zmy.
Thiamin a riboflavin jsou vitaminy citlivé na &elné z&eni. Thiamin je dale citlivy na
pH, teplotu (var). Niacin je pogmé stabilni, kyselina pantothenova je citlivd kecmhpH

- nestabilni v kyselém a alkalickém pi@sti. Pyridoxin je citlivy na fitomnost latek rea-
gujicich s karbonylovou skupinou pyridoxalu. Koiiahy jsou roviz citlivé na s¥tlo,

v kyselém a alkalickém prdsdi dochazi k jejich hydrolyze. Folacin je velmiligy k
oxidaci, pH, na vyssi teploty a zvl&dta sétlo. Vitamin C (kys. askorbova a dehyd-
roaskorbova) je jeden z nejmiéstalych vitamiii. Jeho stabilita zavisi na tepipna pH
prostedi a na fitomnosti &zkych kovi (F€*, CU™).

Vlastnimu stanoveni vitamirmusi fedchazet &kolik nasledujicich krok: priprava vzor-
ku (homogenizace), hydrolyza (kysela nebo enzymaljextrakce aifpadné pecisteni.
Hydrofilni vitaminy jsou poté stanovovany pomodzmych metod — spektrofotometric-
kych, polarografickych, tit@mich, mikrobiologickych a nyni n&gsgji pomoci chromato-
grafickych metod, zvI&8tHPLC a GC. V HPLC se n&gstji pouzivaji MS, UV/VIS, ECD
a fluorimetrické detektory, v GC detektory FID, B@ TCD.

Uvedené metody nejsou vhodné pro vSechny hydrafitaminy. Nagiklad pro stanoveni
korinoidi a folacinu jsou vhodné jergkteré metody (HPLC, mikrobiologicka metoda),

protoZe obsahéthto vitamiri v potravinich je velmi nizky. Pro stanoveni odtdtrvita-
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minu je vyker metod powkud SirSi. B stanoveni vice vitaminnajednougasto se vyuziva

spole&né stanoveni vitamin protoze je&asow i finanéné mére narané.

Pro vSechny hydrofilni vitaminy je nejvhogsi a nejpouziva¥)si metodou pedevsim
HPLC s Sirokym rozsahem pouzitelnosti a dobréesposti analyzy umaajici stanoveni

malych mnoZzstvi latek s vysokym rozliSenim.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

HPLC

GC
UVIVIS
ECD

LC/MS

FID

IUPAC

NK bunka
ATP
FMN
FAD
NAD"
NADP*
VLDL
LDL
IDL
EDTA
CoA
LSC
LLC
GPC

IEC

High Performance Liquid Chromatography, vy@@knna kapalinova chromato-

grafie

Gas Chromatography, plynova chromatografie
Ultraviolet-Visible, ultrafialova a viditel4 oblast sitla
Electrochemical detection, elektrochemick&kiet

Liquid Chromatography with Mass Spectroscajgection, kapalinova chroma-

tografie s hmotnostnspektroskopickou detekci
Flame ionization detector, plamerdenizaini detektor

International Union of Pure and Applied Chsis, Mezinarodni unie préistou a

uzitou chemii

natural killer cell, “girozeni zabij&i"

adenosintrifosfat

flavinadeninmononukleotid

flavinadenindinukleotid

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

lipoproteiny o velmi nizké hustst

nizkodenzitni lipoprotein

lipoproteiny o stedni hustat

Ethylene diamine tetraacetic acid, kyselittaylendiamintetraoctova
Koenzym A

Liquid Solid Chromatograhpy, kapalinova adgafchromatografie
Liquid-Liquid Chromatography, kapalinova ratovaci chromatografie
Gel Permeation Chromatography, gelova paemiearomatografie

lon Exchange Chromatography, iortaménicova chromatografie
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PC

TLC

SFC

FPD

DAD

SPE

CE

Paper Chromatography, papirova chromatografie

Thin Layer Chromatography, tenkovrstevna chaiografie
Supercritical Fluid Chromatography,superkséifiuidni chromatografie
Flame Photometric Detector, plamehfmtometricky detektor

Diode Array Detector, detektor diodového pole

Solid Phase Extraction, extrakce na tuhou fazi

Capillary electrophoresis, kapilarni elektrefm
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