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ABSTRAKT

Diplomova prace je zafkena na izolaci vitaminu E a jeho stanoveni vyso&endu

kapalinovou chromatografii (HPLC). Tento v tuciabepustny vitamin je vyznamnym
antioxidantem. Byly vyzkouSeny moznosti jeho izelaca nalezeny optimalni
chromatografické podminky pro jeho analyzu. Bylnsiveno jeho mnozstvi ve vybranych

vzorcich obilovin a ziskané hodnoty byly porovn&rgublikovanymi Gdaji.

Kli¢ova slova: vitamin E, HPLC, obiloviny

ABSTRACT

This master thesis is focused on isolation of vitaniE and its determination
by high-performance liquid chromatography. This-datuble vitamin is an important
antioxidant. Possibilities of its isolation werested and optimum chromatographic
conditions for its analysis were found. Its quantitas determined in selected samples

of cereals and the obtained values were compartdiverature.

Keywords: vitamin E, HPLC, cereals
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UvoD

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické staminy nezbytné preéadu funkci lidského
organizmu. Po chemické strance se jedna o velnmao#é latky, které jsouierg citlivé
na vrejsi vlivy. V potravinach se vyskytuji v nizkych koentracich. Lidsky organizmus si,
az na gkteré vyjimky, nedokaze vitaminy sam vyrobit, a tproje musi ziskavat
prostednictvim stravy. Nedostatey, ale i nadbytény piisun vitamiri mize zpisobitfadu

zdravotnich problé

Vitamin E je souhrnny nazev pro osm denivédkoferolu a tokotrienolu. Jejich biologicka
aktivita je fizna. NejlznejSi a zarova ne&inngjsSi formou jea-tokoferol. Vitamin E
se v potra¥ nachazi rozpudhy v tucich, ze kterych se uwlie a vstebava v tenkém
sttewé. Je vysoce dinnym antioxidantem a chrani bitmé membrany igd volnymi
radikaly. Podporuje také nervovy systém a syntézMAD chrani ped vznikem
ateroskler6zy a napomaha hojeni ran. Hlavnimi zdntgminu E jsou rostlinné oleje,
obilné klicky a dechy. Jeho nedostatek seize projevit neurologickymi potizemi,
poruchami plodnosti, snizenou obranou organizi®a polnymi radikaly nebo zvySenym
rizikem kardiovaskularnich chorob. Mezi nez&doutinky nadbyténého pijmu pati
gastrointestinalni potize, Unava, bolesti hl&vysvalova slabost. #Hna toxicita nebyla

popsana.

Obiloviny jsou jednou za zakladnich potravilleZitych pro lidskou vyZivu. Jsou zdrojem
cennych latek, zejména vlakniny, vitamim minerélnich latek. Pravidelna konzumace

potravin obsahujicich cela zrneiqnivé ovliviiuje zdraviclovéka.

Vysoce @innd kapalinova chromatografie je po&itou a instrumentak nara@nou
technikou kapalinové chromatografie. Mezi hlavnhegty jejiho pouziti pait vysoka
rychlost, @&innost a citlivost analyzy, snadn& reprodukovatina¥ieni a mozZnost
automatického vyhodnoceni nairanych dat. Kapalinovy chromatograf umaje analyzu
ionta, latek polarnich i nepolarnich, malo¢kavych, tepeld nestabilnich

I vysokomolekularnich.

Cilem této diplomové prace bylo nalézt optimalrdl&ni postup vitaminu E ze vzaik
obilovin, zjistit chromatografické podminky pro lanalyzu a kvantitativnstanovit jeho

obsah v obilovindch pomoci vysocginné kapalinové chromatografie.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické steminy tiznych chemickych vlastnosti,
které jsou Vv nepatrném mnoZstvi nezbytné ipdu dilezitych biochemickych

a fyziologickych funkci lidského organizmu [1].

V potravinach se vyskytuji v nizkych koncentraciahwtSina z nich je velmi citliva

na nejiizngjsi fyzikalni a chemické vlivy [2].

Organizmus ziskavagvaznowast vitamir z potravy. Nkteré vitaminy vznikajtinnosti
bakterii Zijicich v tlustém s\ ¢lovéka, odkud se vitbavaji do krve (hlavnvitamin K)
[3]. Jiné vitaminy jsou potravoufiimany ve forn¢ provitamimi, coZ jsou inaktivni
prekurzory, které se v organizmuémi na vlastni &nnou latku (zmina B-karotenu

na vitamin A) [4].

Vitaminy neslouZi ke kryti energetickych naifiolorganizmu, ani nejsou stavebnimi
nebo strukturnimi jednotkami [5]. Mnohé z nich saditeji na katalyzovanych reakcich
tim, Ze sejako kofaktory stavaji s@sti molekul enzyidn DalSi zase {sobi jako

antioxidanty, které chrani b&mé struktury ped oxidaci [6].

Nedostatény piivod vitamim, ktery miZze byt podloZzen deficitem v potrgv
nevyhovujicim rozsahemisini absorpce, nefutki st¥evni florou nebo poruchou v
biotransformace, vyvola pgase hypovitamindzu a ¥zkém stavu avitaminozu, kdytbe
dojit az ke smrti organizmu [5, 6]. Nadbytek vitaihise oznauje jako hypervitamindza,
ktera se ¥tSinou objevuje ve spojitosti s nadmym pisunem vitamifi prostednictvim

dophku stravy [7].

RozliSovacim znakem vitamine jejich rozpustnost, podle niz je Ize rétidna vitaminy
rozpustné v tucich (lipofilni) a vitaminy rozpustwé vod (hydrofilni) [8]. Lipofilni
vitaminy se vsebavaji pouze vifpac, Ze probihd traveni a webavani tuk a jejich
zasobarnou jsou fedevSim jatra. Hydrofilni vitaminy nejsou organizmeukladany
do zasoby a jejichipbytek je vyldovan mai. [3]. Mezi vitaminy rozpustné v tucich piat
vitamin A, D, E a K. Vitaminy rozpustné ve wo@ou vitamin C, B, By, Bz, Bs, Bs, Bia,

biotin a kyselina listova [9].
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2 VITAMIN E

V roce 1922 pozorovali ameéti védci Herbert M. Evans a Katherine J. Scott Bishop
pii pokusu na krysach krmenych hlgvrsadlem poruchu rozmnoZovani. Schopnost
reprodukce se p#obnovila gidavkem semen olejnin do jejich potravy. Neznamiana
latka byla nazvana antisterilitnim faktorem a verd®24 pojmenovana vitamin E [10, 11].
Roku 1936 byl vitamin E izolovan z oleje z pSenyich klicka, o dva roky pozégi byla
stanovena jeho chemicka struktura a laureat Noleteny Svycarsky chemik Paul Karrer

poprvé syntetizoval D,l-tokoferol [12, 13, 14].

2.1 Struktura

Vitamin E je souhrnny nazev pro tokoferoly a tolemply nalezici Kadé derivati
6-chromanolu substituovanych nasycenymi (tokofgrolebo cast&né nasycenymi
(tokotrienoly) izoprenoidy s postrannifétzci a jednou azi¢mi metylovymi skupinami
v aromatickém skeletu [1Zakladni latkou jex-tokoferol, ale v pirodnich materialech se
vyskytuje i B-tokoferol, y-tokoferol, 5-tokoferol a jim pibuznéa-, B-, y- a d-tokotrienoly
[7].

R

NI N N

e
7 " 2 2 & d i o 13"
Ré/-' “\NS,.-' ler- \\1""{ ‘“-\.‘3..-”' \5./0\7af’f?\‘-«gf0\\w'f \CH3

| '

Ri=H R=H R=H tokol

Ri=CHs R;=CH; Rs=CHs a-tokoferol 5,7,8-trimetyltokol LH5002

Ri=CH; R;=H R=CHs B-tokoferol 5,8-dimetyltokol 28H450-
Ri=H R=CH; R=CHs y-tokoferol 7,8-dimetyltokol 28450,
Ri=H R=H R=CHs o-tokoferol 8-metyltokol 2@H450;

Obr. 1 Tokoferoly [15]
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Ry

Ri=H R=H R=H tokotrienol

Ri=CHs R;=CH; R=CHs a-tokotrienol  5,7,8-trimetyltrienol  2gH440;
Ri=CH; R;=H R=CHs B-tokotrienol  5,8-dimetyltrienol 28H420;
Ri=H R=CH; R=CHs y-tokotrienol 7,8-dimetyltrienol 285450,
Ri=H R=H R=CHs d-tokotrienol 8-metyltrienol 2881430,

Obr. 2 Tokotrienoly [15]

Jednotlivé tokoferoly nemaji stejnou biologickatininost. NejvySSi biologickou aktivitou
se vyznauje o-tokoferol [1, 8].Uginnost se snizuje s klesajicimgem metylovych skupin
v paradia- > - > y- > -tokoferol v pondru 100 : 40: 5az 8: 1[5, 8J.

V piirodé existuje rkolik forem girozenych tokoferal. Molekuly dvou hlavnich jsou
si vzdjemg zrcadlovym obrazem a ozhgi se jako D a L. Hlavni forma vitaminu E
ma konfiguraci molekuly D (D@+tokoferol). Synteticky vitamin E je stai forem D a L
(nap. D,L-a-tokoferol), avSak L forma brani vstupu D formy dorgk a jejimu vyuZiti
[16].

Biologicka aktivita vitaminu E firodniho pivodu je vySSi neZz aktivita synteticky
vyrobenych forem. Bylo zji§ho, Ze mozek, micha, plicgrvené krvinky a krevni plazma
davaji gednost pirodnimu vitaminu E. Po#n plazmatické koncentrace nativniho

vitaminu E je ve srovnani se syntetickou formoulZ17].

2.2 Fyzikalné - chemické vlastnosti

VSechny derivaty vitaminu E jsou za normalni tepkéimei bezbarvé nebo jen skaliluté
viskozni oleje [8, 18]. Maji silné reddki vlastnosti, jsou relativnstabilni i i zvySené

teplot a v alkalickém progedi. Oxidace je vSak iniciovana v alkalickych podkaich



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 16

za @istupu vzduchu vifitomnosti iontt kova [1]. Jejich citlivost na kyslik stoupa sdtem
metylovych skupin v molekule. Stabilita je vyS&oy-li ve forng ested [8]. Vitamin E

poSkozuji a iiii anorganické soli Zeleza [19, 20].

Tokoferoly a tokotrienoly absorbuji &lo (292 - 295 nm), jsoutpozenymi fluorescenty
(excitace 205 - 295 nm, emise 330 nm) a mohou leitrechemicky oxidovany. Moznost
fluorescence a elektrochemické oxidace neamtékoferolacetat, u ¢hoz je fenolicka

hydroxylova skupina blokovana [1].

V potraw se vitamin E vyskytuje rozpudty v tucich. Z nich se uvitlije a nasledh
resorbuje Bhem jejich Stpeni v tenkem g, konkrétrg ve dvanactniku a ¢aiku [9].
Odtud je vateban piblizné z 35 % [1]. U¢innost vstebavani zéavisi na povaze tuku,

nasycené mastné kyseliny absorpci podporuji, zatimoasycené ji mohou i inhibovat [7].

Vitamin E nema j pienosu z gastrointestinalniho traktu specifickydiikny nost, ale je
transportovan tukovymicasticemi - chylomikrony, které vznikaji ve ietni stn¢

a lymfatickou cestou jsou dopravovany do krevnibwha. KdyZ je vitamin E zachycen
se zbytky chylomikro@i v jatrech, je zabudovan do lipoproteim velmi nizké hustét
(VLDL - Very Low Density Lipoprotein), nizké hustof{LDL - Low Density Lipoprotein)
a vysoké husteét(HDL - High Density Lipoprotein). Poté 2dhto lipoproteiri pirechazi do
bunéénych membran, kde plni svoji roli [2itamin E niZze byt téZ absorbovartgs KiZi

a sliznice [22].

V téle se skladuje po dobu 6 az 1Zgii uloZzen zejména v jatrech, depotnim tuku,
svalech, varlatech, étbze, krvi a nadledvinkach [23, 24Nejcastji je koncentrace
vitaminu E v lidskémde urovana z krve, u dosfych by se mila pohybovat v rozmezi
5,5a7 17 mg1[17, 25].
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Tab. 1 Koncentrace vitaminu E ¢loveka [17, 26]

Tkang mg.g* &erstvé vahy
Tukové tkas 150,0
Jatra 13,0
Nadledviny 132,0
Vajecniky 11,0
Hypofyza 40,0
Plazma 9,5
Varlata 40,0
Dé¢loha 9,0
Trombocyty 30,0
Ledviny 7,0
Srdce 20,0
Erytrocyty 2,3
Svalova tké 19,0

Exkrece vitaminu probih4 ze 70 - 80 % jatry a z-ZAD % mai (kyselina tokoferolova
ay-laktoglukuronidy) [1].

2.3 Funkce

Zakladni metabolickou funkci vitaminu E je jehdspbeni jako prozeny antioxidant
a ,scavenger® (lapg reaktivnich metabolit kysliku. Tokoferol vé&le snadno podléha
oxidaci na chinoidni strukturu a tim brani oxidgiaych latek. Jeho ochrannycidek
se uplatuje na nenasycenych mastnych kyselinAch membrahofgsfolipidi a také
na LDL lipoproteinech. Tokoferol sniZuje rozsaholeroxidace, ale jeho nedostatek je

naopak spojen s nadmmou tvorbou peroxill s poSkozenim membran a vyplavovanim
lysozomalnich enzyindo krve [27].
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CH(CH,),

CH,
CHy
vitamin E (c-tokoferol)

Ry-0-0O

+ R4-0-0O-H
hydroperoxid

tokoferylovy radikal

Obr. 3 Reakce tokoferolu s lipoperoxylovym radikal¢28]

Aby se plr projevil antioxid&ni (€inek vitaminu E, musi byt regenerovan ve suequini
formé. To zajifuji latky zvané koantioxidanty jako je kyselina addova, ubichinon @),
kyselina 3-hydroxyantranilova a jiné latky v soehs dalSimi na sebe navazujicimi
reakcemi, v nichZz se uplatni redukovany glutatiemzym glutationreduktazaa koenzym
NADPH [3].

re-tokolenol

/" —

ul-:l:lkorerm S GSH .
chromaxyradi synieldza cyshein

GSH 44— oluamovi kyselina
qlycin
NADP
W GSSG

askorbdt
reduklaza

¥ = volné radlikdly, GSH - redukovany glutation, GSSG - cidovany glutation, So - salen

Obr. 4 Antioxidatni systém [29]
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Vitamin E podporuje syntézu DNA a RNA, je nezbypmy fyziologickou stavbu a funkci
nervového systému, chrani jatréeg potencionalnim vlivem organickych rozpcad#.
Dale vitamin E inhibuje mutageny v gastrointestimd traktu a chrani erytrocyty
pied hemolyzou [3]. V lidskémele zvySuje odolnost vrithich sén tepen wéi vapenatym
usazeninam, chrani takgal vznikem ateroskler6zy. Také napomaha procesenhoan
a brani vzniku velkych jizev [30]. Vitamin E zlep8uinnost inzulinu, napoméahé
rozpous&ni krevnich srazenin, podporuje funkci imunitnihastému a zvySuje odolnost
organismu uci stresu a infekcim [16]. Prevent®&pasobi proti rakovit a samovolnému
potratu, chrani spate¢ s vitaminem A plice i@d exhalaty, snizuje krevni tlak i riziko
vzniku Sedého zakalu a nahlych mozkovyckih@d, brani vzniku svalovych i
a ,prispiva k mladistvému vzhledu® [31]. Vitamin E bramautooxidaci vitaminu A
a karotenu [6]. Binek vitaminu E je podporovaniipomnosti dostat®mého mnozstvi

vitaminu C a selenu v organizmu [4].

2.4 Zdroje

Hlavnim zdrojem vitaminu E jsou rostlinné oleje,jmzéna slunénicovy, bavinikovy,
Inény, sojovy, kukii¢ny, araSidovy, kokosovy, palmow§i olej z obilnych kléka,
ze kterého se fjpravuji koncentraty firozenych tokoferdl [32]. Dale se ve &Sim
mnoZstvi vyskytuje v jadrechiechi, kukurici, hrasku, ovesné mouce a maku. MenSi
mnozstvi se nachazi i v araSidech, avokadu, hl&@rkosalatu, celeru, ciztra fazolich.
Je gitomen také v bylinach jako je veé§ka, pampeliSka, kda ¢i malinovy list.
Z zivecisnych produkii obsahuji vitamin E f@devSim mléko, vejce a maslo. Na rozdil

od vitamini A a D neni ve $Sim mnozstvi itomen v rybim tuku [19, 32, 33].
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Tab. 2 Obsah vitaminu E ve vybranych potravinach [30]
Obsah Obsah
Potravina [100 g] vitaminu E Potravina [100 g] vitaminu E
[mg] [mg]
Olej z pSeninych klicka 174,48 Slunénicova jadra 21,80
Mandlovy olej 62,53 VlaSskytrech 6,04
Slun&nicovy olej 40,00 Cizrna, suSena 5,83
Majonéza 80 % tuku 15,00 RyZova mouka 10,00
Uhot fi¢ni 5,60 Zitné kitky 12,60
Fenykl 6,00 PSenné klicky 24,74
Cerny kden, vaeny 5,00 Sojové boby 13,30
Paprika, syrova 2,50 Tiak v oleji 9,05
Sipky, derstvé 4,21 Krocan 2,50
List petrZele, syrovy 3,70 Vépva jatra 0,60
Sladké brambory 4,00 Kaviar, pravy 10,00
Burské @gechy,cerstve 10,96 Kvasnicoveé \dky 3,60
Liskové d@isky 26,29 Zitny chléb 1,09
Lnéna semena, neloupapa 57,00 Vejce slegi 2,02
Mandle 26,12 Maslo 2,02

2.5 Nedostatek a nadbytek

Deficit vitaminu E n@ize vzniknout fi poruchach absorpce tik ke kterym dochazi
po chirurgickém odstrani ¢asti steva nebo $ chorobach jater. Rizikovymi skupinami
jsou i pectasré narozené &i, pacienti s ddicnymi chorobami krve (srpkovita anémie,

talasemiefi nemocni se selhanim ledvin, Ktgsou I&eni hemodialyzou [16].

SniZzené sérové koncentrace vitaminu E mohou b talznamenany jako tjmodni jev

celiakie, chronické pankreatidy, nadoru pankreatebon cystické fibroézy. Sérove
koncentrace mohou byt snizenyii pzZivani rkterych Ié€Ki jako jsou fenytoin f [écbé

epilepsie nebo klofibrat, coz je 1€k snizujici htadtuki v krvi [1].

Nedostatek vitaminu E se e projevit jako hemolyticka anémie, snizena Zigetn
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erytrocyti, zvySena agregabilita trombogytmorfologické a fun&ni zmeny perifernich
nervi, poruchy plodnosti, snizena obrana organiziea polnymi radikély, zvySené riziko

kardiovaskularnich chorob, cerebrovaskularnich rerad\lzheimerovy choroby [1, 25].

Piima toxicita popsana neni, pouze nezadouaiky. Mezi né pati gastrointestinalni
potize, Unava, bolesti hlavy, svalova slabost. mne jsou koagutai defekty
(se sodasnym deficitem vitaminu K). U¢hotnych Zen mze pedavkovani vyvolat

posSkozeni plodu [1].

2.6 Doporuéena davka

Urceni denni davky vitaminu E je vzhledem ke &ré@asti projevi jeho biologické aktivity
dosti obtizné. Hodnoty dopafenych davek se v jednotlivych zemich lisi [2]. W§gia

doporwena davka vitaminu E projnérného obyvatel€R je 12 mg.deh [34]. Nejvyssi
tolerovana davka pro dodpho &lovéka byla stanovena na 1000 mg.ddh6]. Potebnou
denni davku pvadi téngt vyhradré rostlinna potrava, vyjimkou je mléko [6]. Peba
vitaminu E se zvySujeipkonzumaci potravin s vysokym obsahem nenasycemas$tnych
kyselin [23, 35, 36]. ZvySenytflem je Zadouci také ghotnych a kojicich Zen fipaplikaci

ionizujiciho z&eni a I€bé cytostatiky [1].

2.7 Uéinky
Terapeuticky se vitamin E podava v davce 100 - a@fider’ pii 1é¢hs infertility,
pii atrofii sliznic, neurastenii, degeneraci kldula onemocéni kize, @i malabsorpci,

dlouhodobé parenterdini vyZiv myopatiich, cystické fibr6ze a dies redukci fijmu

lipida se sodasnou suplementaci polynenasycenych mastnych kydel25].

Podavani vitaminu E spale se zinkem Zendméhem thotenstvi vedlo k vyznandn

nizsimu vyskytu znamek astmatu u jejictidve Wku do 5 let [37, 38].

Vitamin E se Bzr¢ pridava jako antioxidant do oliejmargariih a ostatnich potravin, které
obsahuji tuky [39]U¢inky vitaminu E vyuziva i kosmeticky famys| i vyrobé pletovych
krémi a masti zvySujicich schopnost horni vrstvy pokoidklyZovat vlihkost. Dale se
piidavA do krémi na opalovani, kde chrani pokoZzkue@ nadmirnym pisobenim

slune&niho zdeni [30].
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2.8 Ztraty

Pii béZznych zgisobech kulinarniho a fimyslového zpracovani potravin je vitamin E
v negitomnosti kysliku a oxidovanych lipidpomerné stabilni. R pasteraci mléka jsou
ztraty asi 5 %. B skladovani obilicini Ubytek asi 10 % za &ic. K nej@tSim ztratam
dochazi p smazeni a geni. V tucich pouzivanych opakowapro smaZzeni potravin
se tokoferoly prakticky nevyskytuji, stéjntak jako ve smaZenych a mrazirensky
skladovanych vyrobcich fpdsmazené bramborové hranolky). Obsah vitaminuupost
klesa i i mrazirenském skladovani potravin obsahujicichSivygnozstvi polyenovych
mastnych kyselin. #suseni ovoce a zeleniny dochazi ke ztratamAD% vitaminu [18].
MnoZstvi vitaminu E v potravinach se zmenSujdiigouZziti kuchyiského néini, které

obsahuje Zelezo addi [22].

Pri rafinaci olefi doch&zi ke sniZzeni obsahu vitaminu na 10 - 50t%@gniho obsahu.
K hlavnim ztratam dochazié¢bem odkyselovani ac¢keni. Ri deodoraci jsou ztraty
zpisobeny pedevsim dkanim s vodni parou za snizeného tlakki. Hydrogenaci tui

za pouziti niklovych katalyzatdéini ztraty vitaminu 30 - 50 % [18].

2.9 Vitaminové dopliiky stravy

Komerni vitaminové pipravky ¢asto obsahuji estenytokoferolu, které jsou stalejSii#i
oxidaci ve srovnani s volnym-tokoferolem [16, 18, 40]. Vitamin E gatmezi potravni
dopliky, které jsou povoleny k obohacovani potraviniZél byt gidavan ve form
D-o-tokoferolu, D,Le-tokoferolu, De-tokoferolacetatu, D,lo-tokoferolacetatu nebo

D-a-sukcinatu kyseliny tokoferolové [41].
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3 BIOPOTRAVINY

Biopotraviny jsou potraviny vyrobené z kontrolovahya certifikovanych produkt
ekologického zewugélstvi [42]. Znamena to, Ze jsou vyrobeny z rosthivocichu a jejich
produkti péstovanych, chovanych a zpracovanych podle Zakonaekologickém
zenedélstvi ¢. 242/2000 Sb. a Ni&eni rady EHSE. 2092/91. Biopotraviny musi také
sphovat vSechny poZadavky na be#pest a zdravotni nezavadnost podle Zakona
0 potravinacte. 110/1997 Sb. [43].

3.1 Systém kontroly

Dozor nad dodrZzovanim pozadavKegislativy vykonava Ministerstvo zefklstvi
prostednictvim tech kontrolnich organizaci: KEZ o.p.s., ABCERT GmbH
a BIOKONT CZ, s.r.o. Tyto organizace zardveydavaji certifikaty os&dcujici pavod
vyrobka [44].

3.2 Oznafovani

Pravé certifikované biopotraviny jsou ozeay biozna&kou, tzv. biozebrou, a na jejich
obalu musi byt uveden napis ,Produkt ekologickéeoxzilstvi“. Dale ma ozné&ni
biopotravin obsahovat identifikai kdéd kontrolniho organu. V souvislosti s biopritu
se smi uzivat vyrazy jako biologicky, organickyokegicky anebo fedpony bio a eko
[44].

PRODUNT EXOLOGICKEHO ZEMEDELSTY]

Obr. 5 Biozebra [45]

Obr. 6 Evropské bio logo [45]
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3.3 Produkce a vyroba

P produkci a vyrob biopotravin je nutné pouzivat Setrné postup§spbujici minimalni
fyzikalni, chemické a biologické zZmy. Je zakazanoékeni, hydrogenace, tagobeni
hormori, uzeni s uZitim zakazanych chemickych latek,t@zmi, mikrovinny okev

a vyuzivani geneticky modifikovanych organizd6].

Biopotraviny nesmi obsahovat synteticka barvivapnaatické a konzeréai latky,
ochucovadla, emulgatory, @ha sladidla, oxid gicity (s vyjimkou vina) a dalSi cizoroda
aditiva, ktera zvysuji zdravotni rizika potravinbeezatZuji ¢i zn&ist'uji Zivotni prostedi
[42, 47].

Je prokéazano, Ze biopotraviny maji lepsi vyzivokiodnotu, zejména vysSi obsah vitatnin
C a E a vice mineralnich latek. Ekologicky ¥gfmvana zelenina ma nizsi obsah ¢

az 0 50 % a niZSi obsah pesticmvice nez 90 % v porovnani s kon¥eizeleninou.

Sortiment ¢eskych biopotravin zahrnuje zejména mléko a ¢méé vyrobky, cerealie,
mouku, péivo, testoviny, ¢aj, ka‘eni, vejce, vefové a ho¥zi maso, ovoce, zeleninu, vino

a détskou vyzivu.

V Ceské republice je statni podpora ekologickych &iini i vyroba biopotravinteSena

v ramci Programu rozvoje venkova 2007 - 2013 [48].

Ke konci prvniho pololeti roku 2009 Qeské republice ekologicky hospdiia
2586 zemdelci a paet vyrobd biopotravin byl 429. Na celkové spelx potravin
se vroce 2008 biopotraviny podilely 0,75 % a tuznspotebitelé za & utratili
1,8 miliardy K¢ [49].
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4 OBILOVINY

Obiloviny jsou rostliny vyuZivané pro sva semenarna [50]. Jsou zakladni surovinou

pro mlynsky, lihovarnicky, pivovarnicky, slatky a krmivdsky pimysl| [51].

Botanicky paiti obiloviny mezi traviny Gramineag, do ¢eledi lipnicovité Poaceag radu
lipnicokvété (Poaleg. Mezi kézreé péstované obiloviny péit pSenice, Zito, jmen, oves,
tritikale, kukuice, proso,¢irok a ryze. Pseudoobiloviny jsou rostliny z jinyceledi
nez lipnicovité, které se aldgifazuji k této skupit diky stejnému hospotgkemu vyuziti
a chemickému sloZeni. Jedna se o pohanialedi rdesnovitychRolygonaceag)amarant
z ¢eledi laskavcovitychAmaranthaceaea merlik ¢ilsky (quinoa) zc¢eledi merlikovitych
(Chenopodiaceadp0, 52, 53].

4.1 Morfologicka stavba zrna

Kazda obilka se sklada z endospermuikkiia obalovych vrstev. Endosperiegstavuje

84 - 86 % hmotnosti zrna a obsahujedevsim Skrob a bilkoviny. Od obalovych vrstev je
odctlen vrstvou aleuronovych bgk, které obsahuji bilkoviny, mineralni latky, tuky
a vitaminy. Klek tvai nejmensicast obilky a obsahuje mnoho Zivin, zejména bilkgyin
aminokyseliny, vitaminy rozpustné ve wod zn&né mnozstvi vitaminu E. Kiék slouzi
jako zarodek nové rostliny. Obaly #08 - 14 % hmotnosti zrna a chrani endosperm
a klicek pred vysychanim a mechanickym poskozenim. Obalowgyse skladaji z oplodi

a osemeni [54].
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Obr. 7 Podélnyfez pSerinym zrnem [54]

4.2 Chemickeé slozeni

Hlavni podil jednotlivych sloZzek obsazenych v obiléch tvdi sacharidy, zejména
glukdza, fruktéza, sachar6za a maltdéza. Dale jsoudioidre disperzni sacharidy jako

Skrob, dextriny, celul6za, hemicelulézy, pentézamypektinoveé latky. NejdezitejSi

z&sobni latkou v obilce je Skrob.

NejvyznamujSi dusikatou latkou jsou bilkoviny, ktet@sto determinuji technologickou
jakost surovin. Zvlastni postaveni ma bilkovinarpd®a, ktera jako jedina vytyés vodou
pruzny gel - lepek, jehoz fyzikalni vlastnosttuji jakost peiva [55]. Bilkoviny obilovin
jsoufazeny mezi neplnohodnotné, limitujici aminokysalife lyzin [53].

Tuk je obsazenipdevsim v kilku a v aleuronoveé vrsdv Tuky chlebovych obilovin jsou

nazloutlé olejové kapaliny, které obsahuji nasycerastné kyseliny, kyselinu olejovou,

linolovou a linolenovou. Tuk v obilce nem&its§i technologicky vyznam, Kky jsou
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pied mletim odstigovany. V gipact nevhodného skladovani vSakibe dojit k hydrolyze

tuku a nezddoucimu zvySovani kyselosti mouky.

Zejména v kifku a aleuronové vrsévjsou sousediny vitaminy A, B, By, Bs, Bs, Bs, C
a E. Maximalni podil mineralnich latek byl z§igt v osemeni a v aleuronové visty
Nejvétsi podil minerdlii tvéi oxid fosfor€ny, wtSinou ve fornd fytinu. Dale jsou

ve WtSim mnozstvi itomny oxid draselny, fecnaty a vapenaty [55].

4.3 Produkce

Podle statistik FAO (Food and Agriculture Organimat Organizace pro vyZivu

a zemtdelstvi) se v sotasné dob ve s¥té fadi k obilovinam s nejtSim objemem
produkce pSenice a ryZ& hlediska celkové produkce je objem produkovanénig®
zhruba stejny jako u ryZe. Rozdilné je ovSem vyugibtoZze na mouku se ryze zpracovava
jen sporadicky, takze podil jejiho uziti pro peka &ely je nepatrny. Tradhi evropské
obiloviny jsou pSenice, Zito, jenen a oves, na jihu Evropy pak kiiice. V Americe byla

diive hlavni obilovinou kuktice, jiz dlouho je ale dominantni komoditou pSerj2, 54].

J e

1,6 milioni hektafi, z¢ehoz 1,3 miliod hektafi ¢ini kazdor@ni vymgra pSenice
ajemene. Od zderéni Ceské republiky do EU je zabezpeana regulace trhu
s obilovinami prostdnictvim SOT (Spolma organizace trhu). V oblasti éadr osiva
a sadby s vyjimkou trvalych kultur se metodickygi a usndruje rozvoj Slechtitelské
ginnosti, odfidového zkuebnictvi a zkouSeni osiva a sadby &isoosti s Ustednim
kontrolnim a zkuSebnim Ustavem zekiskym. Nedilnou sotésti je i spoluprace se Statni

rostlinolékaskou spravou [56].
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Tab. 3 Sklizei obilovin vCR v roce 2009 [57]
PSenice | Jemen Zito Oves | Tritikale Celkem
Celkoveé
831300 | 454821 | 38454 50 020 52950 | 1427545
ke sklizni [ha]
Sklizeno [ha] 831188 | 454821 | 38454 49912 52950 | 1427325
Podil sklizenych
99,85 100,00 100,00 99,78 100,00 99,93
ploch [%]
Celkem sklizeno
- 4528977 12110926 178575 | 181094 | 244849 | 7 244 421
t
Pramérny vynos
L 4,79 4,72 4,64 3,63 4,62 4,48
[t.ha™]
sito Oves tritikale
30 A% 4%
je€men jarni
22%
pSenice ozima
61%
je€men ozimy
9% pSenice jarni
3%

Obr. 8 Podil jednotlivych komodit na sklizni obilovinQR v roce 2009 [57]
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5 CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je sepatsi metoda, i které se odéuji jednotlivé sloZzky obsazené
ve vzorku [58]. Jeji podstatou je distribuce sloZzskesi mezi d¥ma vzajemi
nemisitelnymi fazemi - mobilni (pohyblivou) a st@tarni (nepohyblivou). P postupu
mobilni faze podél faze stacionarni dochazi k opakému transportu slozek z jedné faze
do druhé. Doba, po kterou molekulycite slozky setrvavaji ve stacionarni fazi, zavisi
na velikosti interakce mezi slozkou a stacionaddi fa uéuje pdadi, v jakém slozky

vychéazeji. Cim v&tsi je interakce, tim po#f slozka vychazi [59].

5.1 Rozdéleni chromatografickych metod

» Dle povahy fazi:
o Plynova chromatografie (GC - Gas Chromatography)
— Adsorgni - ustavuje se rovnovdha mezi mobilni plynnai &stacionarni
pevnou fazi (GSC - Gas Solid Chromatography)
— Rozctlovaci - ustavuje se rovnovaha mezi mobilni plynnéaezi
a stacionarni kapalnou fazi (GLC - Gas Liquid Chaitography)
o Kapalinova chromatografie (LC - Liquid Chromatodungp
— Adsorgni - ustavuje se rovnovaha mezi mobilni kapalnai déstacionarni
pevnou fazi (LSC - Liquid Solid Chromatography)
— Rozctlovaci - ustavuje se rovnovaha mezi mobilni kapalnfazi
a stacionarni kapalnou fazi (LLC - Liquid Liquidh@matography)
* Dle uspgadani fazi:
o Kolonova (sloupcovd) chromatografie
— stacionarni faze v kol@n
o PlosSna chromatografie
— Chromatografie na tenké vrst¢TLC - Thin Layer Chromatography)
— Papirovéa chromatografie (PC - Paper Chromatography)
* Dle kje, ktery probiha:
o Adsorgini chromatografie - vyuziva rozdilné adsorpce mdleknalyfi

na povrchu tuhé faze s aktivnimi centry (LSC - ligh8olid Chromatography)
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o0 Rozdlovaci chromatografie - vyuziva rozdilné rozpustnosolekul analyl
mezi d¥ma zcela nemisitelnymi kapalinami (LLC - Liquid Lig
Chromatography)

o lontow vymeénna chromatografie - vyuziva rozdilné wmé adsorpce anaiyt
na povrchu iontového &nice (IEC - lon Exchange Chromatography)

o Gelova permemi chromatografie - vyuziva mechanickélitedi molekul
analyti v porech gelu na zaklagejich rozdilné velikosti (GPC - Gel
Permeation Chromatographi$0, 61]

5.2 Vysoce &inna kapalinova chromatografie

Vysoce &inn4 kapalinova chromatografie (HPLC - High Perfanoe Liquid
Chromatography) je pokédou a instrumentah naranou technikou kapalinové

chromatografie [62].

Vysoké &innosti separniho procesu je dosahovano pouzitim kolon naploh
stacionarni fazi o malé definované velik@ststic. Sepakai kolony se vyznauji vysokou

hustotou a homogenitou napla tedy i velkym hydrodynamickym odporem [62].

Dostateény pritok mobilni faze je zaji8h aplikaci vysokého tlaku (jednotky az desitky
MPa), proto byva tato metoda také nazyvana vysakatlkapalinova chromatografie
(HPLC - High Pressure Liquid Chromatography). D3viae fddow mikrolity vzorku.

K detekci je nutné pouziti citlivych detekégrkteré umo#uji kontinualni monitorovani

latek na vystupu z kolony. Vyhodou je moznost awbivat separaci slozenim mobilni faze,

viv s

Vysoce @innd kapalinovd chromatografie uniode analyzu iont, latek polarnich
i nepolarnich, malo¢kavych, tepelé nestabilnich i vysokomolekularnich. Udava se, ze

80 % vesSkerych znamych latek je mozné analyzovébaoe HPLC [63].

HPLC se od klasické kapalinové chromatografie og#iStim, Ze pracuje s kratSimi
kolonami (3 - 30 cm) s menSim Jmtm piimérem (0,5 - 4 mm) a s vysokowidnosti
(> 40000 teoretickych paterth S takovymi kolonami jeréba pracovatipvyssich tlacich
(az do 60 MPa), aby bylo mozno dosahnaiijafelného piitoku a doby analyzy. Eluat
z kolony prochazi detektorem gifménou celou malého viitiho objemu (obvykle

0,5 - 15ul), jehoz signél se zpracovava pomoctipového softwaru [64].
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Tab. 4 Rozsah pouzitelnosti HPLC ve srovnani s ostats@gparanimi metodami [63]

Piiblizny
Metoda rozsah molekulovych Analyzované latky
hmotnosti analyti M,
ionty, latky polarni i nepolarni,
HPLC 3-16 Y P _ g
nizkomolekularni i polymery
plyny, latky €kavé a tepekastabilni, po
GC 1-400 deprivatizaci i netkave, po pyrolyze i
makromolekularni
PC, TLC 100 - 2000 ionty, latky polarni i nepolarni
CE (CZE, 3. 16 ionty, latky polarni i nepolarni,
CEC, MEKC) nizkomolekularni i polymery

CE - Kapilarni elektroforéza, CZE - Kapilarni zéaoslektroforéza, CEC - Kapilarni elektrochromatdigra

MEKC - Micelarni elektrokinetickd chromatografie

5.3 Zakladni pojmy

Retentni objem je objem mobilni faze, ktery musi projit kolonobyae pislusny analyt

dostal od peatku ke konci sepatai kolony.
Retentni ¢asje celkovycas, ktery pislusny analyt stravi v sepéra kolore.

Mrtvy objem kolony je objem eluentu, ktery musi projit kolonou, alyrezadrzovany

analyt dostal od pétku ke konci kolony.

Mrtvy ¢as kolonyje reterni ¢cas analytu, ktery neni v koldrzadrzovan, tj. analytu, ktery

se pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako motfidzie.
Redukovany reter¥ni ¢asje ¢as, ktery pislusny analyt stravi ve stacionarni fazi [61].

Pii déleni snesi latek, jejichz eleni parametry seifiiS neliSi, se pouzivézokraticka
eluce jedinou mobilni fazi, jejiz slozeni s&Hem chromatografie nemi. U rekterych

smesi latek vSak nelze timto &pobem dosahnout optimélniheélehi, zejména jestlize
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se jednotlivé slozky sési svymi elgnimi parametry vyznaninlisi. V tomto gipact
se vyuzivagradientové eluce prii které se k jedné mobilni fazi plynuletfipichava
mnozstvi druhé mobilni faze s§t8im el&nim &inkem. Vytv&i se tak plynuly

koncentrani gradient. Obdobnym #pobem Ize pro eluci vyuzit i gradient pH [62].

Chromatografie v systémech s normalnimi fazem{NP - Normal Phase) vyuziva polarni
stacionarni faze, jimiz mohou byt anorganické pul@adsorbenty (silikagel, oxid hlinity,
oxid zirkonkity) ¢i adsorbenty, jejichz polarita je snizena chemickmwdifikaci
adsorgnich center a kde Ize vyuzit selektivnich interakaikénich skupin chemicky
vazanych na povrchu adsorbentu (tzv. aminoveé,dowe, diolové a dalSiigdre polarni

faze).

Chromatografie v systémech sfevracenymi fazemi (RP - Reversed Phase) vyuziva
nepolarnich nebo migmpolarnich stacionarnich fazi jako je silikagehsmicky vazanymi
oktadecylovymi, oktalovymici jinymi alkylovymi, alkylarylovymi, ale i nitriloymi
skupinami. Mobilni faze jsou vzZdy pol&jgi nez faze stacionarni a skladaji s&Swou

z vody a jednohai vice polarnich rozpou&del, nefastji metanolu, acetonitrilu nebo

tetrahydrofuranu [64].

5.4 Instrumentace pro HPLC

Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobniku imiobdze, vysokotlakéh@erpadla,
které zabezpmije transport mobilni faze kolonou, davkogavzorki, chromatografické
kolony, kde se slozky vzorku separuji a detekt@askytujiciho elektricky signal
pii prichodu separovanych latek jako odezvwédmu zneéné sledované vlastnosti eluatu
vytékajiciho z kolony. Sepamai kolona je zpravidla umisia v termostatové #iai
pro dobrou reprodukovatelnost vyslédixistroj dophuje zd&izeni pro zaznam a ukladani
signélu detektoru, vyhodnocovani chromatogramzpracovani chromatografickych dat.
Casova zavislost elektrického signalu se po Gpraznamena jako chromatogram pomoci

potitace, kde se signél automaticky vyhodnocuje a zpracoiéd].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 33

zasobnik

kolona

zafizeni pro
zpracovani dat

detektor

vstrikovaci
ventil

odpad

Obr. 9 Uspdadani HPLC [65]

5.4.1 Zasobniky mobilni faze

Jako zasobnik mobilni faze Ize pouZzit libovolnowavignou nadobu chemicky odolnou
vaci pouzivanym rozpoudtllim. Ze zasobniku se mobilni fazerpa pes filtr, aby
se zabranilo pronikani tistot docerpadla. Dlezité je i odplygni mobilni faze, které je
nezbytné pro prevenci tvorby bublinek poklesu tlaku na vystupu z kolony, coz by rusilo
detekci i funkcicerpadla [66]. K odplyéni Ize vyuzit ultrazvuk, diev ¢i probublavani
heliem. Rychlejsi, €inngjSi a levrgjSi je vSak pouziti vakuového degasseru. Mobilaefa
prochazi pes kapilaru polopropustnou pro plyny a nepropustpou kapaliny. Ta je
umistna ve vakuové konte a rozdil tlaku vé& a uvnit kapilary zaji$uje kontinualni

odplyréni mobilni faze [67, 68].
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Obr. 10 Zasobnik mobilni faze [69]

5.4.2 Cerpadla mobilni faze

V souwasné dob se \tSinou pouzivajicerpadla s malym objemem vyuZivajici rychlé
frekvence pracovnich cykl v nichz se mobilni fazerps systém zfinych ventilka stidaw
nasava ze zasobniku do malé pistni komory o objgény 400ul a vytlauje se z ni
na chromatografickou kolon@erpadla musi byt konstruovana z matériégdiolnych v
chemické korozi i p pouziti pongrné agresivnich mobilnich fazi (napslalz kyselych
tlumivych roztoki). Maji byt schopna davkovat plynule kapaliny bedigéni patoku
pii pracovnich tlacich 30 - 60 MPa sijoky presré nastavitelnymi v mezich od 0,1 az
do 10 ml.mift pro praci s konvemimi analytickymi kolonamici od 0,01 nebo 0,001

do 1 ml.min' pro praci s mikrokolonami [64].

5.4.3 Davkovaci z&izeni

Presré definovany objem vzorku musi byt ndkbut do proudu mobilni faze protlavané
kolonou pod velkym tlakem. K davkovéani s&be pouziva ventil s davkovaci sitkou
definovaného objemu [70]. U manuélavliadanych ventil se davkovaci snéka nejprve
naplni vzorkem pomoci injeéki stikacky a vzorek se davkujagpnutim smyky do druhé
polohy. Automaticky davkovaje vybaven zasobniky s vialkami obsahujicfadu vzork.

Po naprogramovani sekvence v#oria doby kazdé analyzy mohou chromatografy

zpracovavat velkeé série vzarke4].
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PLNENI SMYCKY NASTRIK
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Obr. 11 Davkovani vzorku [71]

5.4.4 Kolony

V koloné probiha vlastni separace slozek analyzovanéhokwzoBeparéni kolony
pouzivané v HPLC musi umoznit separaci s vysokinndsti a pozadovanou selektivitou,
kterd se nemda vyznamrsniZzovat £asem, maji mit dobrou mechanickou a chemickou
odolnost w¢i vysokym pracovnim tlakn a slozkam pouzité mobilni faze. Regrby nely

mit dostaténé dlouhou Zivotnost a kolony stejného typu od steinéyrobce by rdly
vykazovat reprodukovatelné vlastnosti. Kotmérkolony pro HPLC ne€pstji tvofi rovné
bezedvé trubice vyrobené z nerezoveé océlpgaré z tvrzeného skla, titanu nebo pevného
polymeru, opaené na koncich fritami (zpravidla s pory o velikd3t - 2 um), které

v koloré zadrzuji ¢astice naples Kolony se dodéavaji kil s upevinym koncovym
Sroubenim nebo jako vynné plEné trubice s fritami pro upewni v drzacich

s koncovkami pro opakované pouziti. Ra@xyn kolon se ridi &elem pouziti.

K analytickym separacimétsinou slouzi konvemi kolony o délce 10 - 25 cm a vmitm
praméru 3 - 4,6 mm plané casticemi o velikosti um, mér ¢asto i 3, 7 nebo 1Qm.
KratSi kolony 3 - 6 cm stejného viritho paiméru umozuji dosahnout jednodusSich
separaci &hem 1- 3 minut § vyznamné Usp@e rozpoudtdel a zlepSit produktivitu
laboratdi [64]. Stabilni teplota kolonyispiva ke zvySeni reprodukovatelnosti rétéoh
¢adi. Pro udrZzeni poZzadovaneé teploty jéaur termostat [72, 73].&n¢ se pouZziva teplotni
rozmezi 30 az 50 °C [73].
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Obr. 12 Sestava kolony [74]

5.4.5 N&plné kolon

Naplre pouzivané v HPLC sefipravuji jak z pérovitych anorganickych matediakak
i z organickych polymér. Nejastji se vyuZivaji materialy na bazi silikagelu, ®ibez
Gprav nebo jako no& chemicky modifikované navazanim nepolarnidedst ¢i silné
polarnich stacionarnich fazi. M&rbézné jsou jiné typy anorganickych n&si- oxid
hlinity, zirkonic¢ity, titanicity nebo graficky uhlik, jejichz chemicka odolnassnaciuje
separace basickych skmnin, které obvykle vyZaduji mobilni faze s vysokghh (12 - 14).
Materialy na bazi silikagelu jsou zpravidla malalsini v mobilnich fazich o pH vySSim
nez 8,5. Silikagelovy nosie tepeli odolny asi do 70 °C. Pérovitost matetigiro HPLC
kolony zavisi na velikosti molekul separovanyclekatPro separaciéinych organickych
latek jsou vhodnéastice s velikosti pdr7 - 12 nm, zatimco separace polyineyzaduji
castice se Sirokymi péry 15 - 100 nm. Kolony grié kulovitymi ¢asticemi vykazuji
zlepSeni Ginnosti a sniZeni tlakového spadu ve srovnani erieshi plrenymi casticemi

nepravidelného tvaru [64].

5.4.6 Prodlouzeni zivotnosti HPLC kolon

Zivotnost kolon je ovliviina mechanickymi rigstotami, které jsou ifitomny v mobilni

fazi nebo ve vzorku. Frity v HPLC kolonach maji @oitu 0,5 - 2um, takze mohou byt
vétSimi ¢asticemi postuphucpavanygimz se zvysuje zpny tlak na kolos. MensSic¢astice

jsou unasSeny dale na kolonu a postupopavaji loze se sorbentem, coZz ma za nasledek
opet rast z@tného tlaku. Vzorky lze filtrovat membranovymi filf které se nasazuji
na injekni skikacku. Pro filtraci mobilni faze se vyuZivaji filtrymorozitou 0,45um nebo

0,20 um vyrobené ziznych material dle slozeni mobilni faze. Mobilni fazi jéeba
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i odplynit, protoZe rozpudhé bublinky plynu zvySuji Sum na detektoru. Pro naeickou
ochranu kolony se daji pouzittizné mechanicke filtry, které se Sroubdjinpo na zaatek
analytické kolonyCastou a &innou ochranou analytické kolony je pouzivarédkolon.
Ty mohou byt pliny sorbentem s&Si zrnitosti (38 - 44um). Fi pouZiti €chto redkolon
dochazi sice kdinné ochran analytické kolony, ale zaroke k mirné ztrat teoretickych
pater (5 %). Pokud se pouZijfealkolony se stejnym sorbentem jako ma analytickanrie
dojde k odpovidajicimu néstu teoretickych pater. J&eba pditat i s prodlouzenim doby
analyzy [64].

Obr. 13 Predkolona [71]

5.4.7 Detektory

Detektory slouzi k indikaci latek vychazejicich lma@matografické kolony. K detekci
separovanych latek se zpravidla vyuziva jejictitiwh vliastnosti, jimiz se tyto latky liSi
od sloZzek mobilni faze [75]. Rozeznavame deteksaigktivni, jejichZz signal je u&my

pouze koncentraci analyzované latky v eluatu akdete univerzalni, které poskytuji

signal ungrny urité vlastnosti eluatu jako celku (separované latkypbilni faze) [64].

Na detektory v HPLC jsou kladeny zejména tyto pekég: vysoka citlivost, linearita
a reprodukovatelnost odezvy, nezavislost odezvy zm&né sloZzeni mobilni faze

pii gradientové eluci a univerzalnost [62].

» Fotometrické detektory (UV/VIS)
M¢ti absorbanci eludtu vychézejiciho z kolony [F&s sénu kyvety prochézi stelny
paprsek fichazejici ze zdrojeips fokusani ¢ocku a Strbinu. Typ sételného zdroje
zavisi na sledovaném oboru vinovych délek. Praafidtiovou oblast (200 nm - 350 nm)
se pouziva deuteriova vybojka, pro oblast viditetmézdeni (350 nm - 700 nm)

halogenova Zarovka [70].
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» Detektory s diodovym polem (DAD, Diode Array Deteatr)
Jednd se o spektrofotometrické detektory s velkgttemn ploSnych fotodiod umistych
na Kemikové destce o délce 1 - 2 cm, naé¢h dopada zZ@ni po péichodu celou
a spektralnim rozkladu holografickou fidkou, které umaiuji sowasnou detekci
a integraci chromatograinpii vétSim pa@tu predem zvolenych vinovych délek [64].

VIS
lampa

mérna cela fotodioda
detektoru

stérhina

mfiizka

Obr. 14 Detektor s diodovym polem [76]

* Fluorimetrické detektory (FLD)
Tyto vysoce selektivni a citlivé detektory praaugi principu fluorescence, coz je schopnost
latek absorbovat ultrafialové imni a pak vysilat 2ani o vySSi vinové délce, které sérm
fotonasohiem kolmo na sir vstupujiciho zéeni [58]. Jako excitai zdroje se pouzivaji

nizkotlaké rtiiové vybojky, xenonové lampy nebo laser [66].

» Refraktometrické detektory (RI)
Tento typ detektdr mefi rozdily mezi indexem lomu eluatu &sté mobilni faze.

Obsahuje-li eluéat slozku, objevi se vychylka [58].

» Elektrochemické detektory (ECD)
PouZivaji se k detekci latek, které jsou schoprektedchemické reakce probihajici
na fazovém rozhrani elektroda - roztok (mobilniejaz atky, na které se elektrochemicka
detekce aplikuje, reprezentuji velké mnozstuleditych I&€iv, polutanti a girodnich
produkt [77].

Amperometrické detektory se vyzngi vysokou selektivitou a citlivosti a nejsou vimed

pro pouziti @i gradientové eluci. JaStcitlivejSi jsou coulometrické detektory pracuijici
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s ptitocnymi elektrodami z poérovitého grafitického uhlikua nichZz dochazi k uplnému

pribéhu elektrochemické reakce analyzovanych latek [64].

* Hmotnostni detektory (MS)
Umozuji primou identifikaci jednotlivych separovanych latelgchazejicich z kolony

na zaklad ziskanych hmotnostnich spekter [70].

Tab. 5 Charakteristika HPLC detekiof62]

Detektor Selektivita Citlivost [g.ml™]
IC selektivni 10
RI univerzalni 5.10
UV/VIS, DAD selektivni 5.10°
FLD selektivni 10°
ECD selektivni 16°
MS selektivni 10°

5.4.8 Mobilni faze

Mobilni faze v kapalinové chromatografii neni imegrt ale vyznam& se podili
na separanim procesu. Moznosti ziny slozeni mobilni faze jsou v podstateomezené.
Zmeéna slozeni mobilni faze je vzdy jednodusSi nez piojiré stacionarni faze. Vzhledem
k interakcim mezi soluty a sloZzkami mobilni fazes Izeparaci ovlivnit nejen zZmou
zastoupeni tznych rozpougdel v mobilni fazi, ale i z®&nou pH, iontové sily
¢i pridavkemcinidel, ktera se soluty t¥diontové péary, komplexy apod. Charakter mobilni
faze je dlezity nejen z hlediska separace v ka@oale rovigZ z hlediska detekce [63, 66].
Optimélni mobilni faze musi v detektoru poskytowashimalni signal, musi umdbvat
co nejcitliwejSi a nejreprodukovatelfsi detekci solut a zneny ve sloZzeni mobilni faze
pii gradientové eluci by netty signal detektoru ovliovat. Idealni mobilni faze by ¢a
byt dobrym rozpoustlem separovanych latek, byt kompatibilni s pouditgeteknim
systémem, mit vhodnou €hi silu, byt dostata¢ selektivni pro vSechny slozky ssi, byt

nehdlava a netoxicka a dostupna v coanspi forme [66].
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5.4.9 Zakladni aplikace HPLC

Vyuziti HPLC v praxi je nesmignrozsahlé. Svoje uplatni nalezla v klinické chemii,
toxikologii a medicid, kde postup& nahrazuje plynovou chromatografiti panalyzach
duleZitych latek s vyjimkou latek velmékavych a plynnych. Vyznamné je pouziti HPLC
pii stanoveni bazi, nukleosida nukleotid, aminokyselin a jejich derivat peptidi

a proteirii. Dale umo#uje sledovat metabolismus ¢ieé, uplatiuje se P analyzach
stopovych koncentraci sloZzek Zzivotniho ptedf, zejména Skodlivin ve veéd pade

a ovzdusi jako jsou pesticidy, insekticiéiyherbicidy. HPLC zaujima téz vyznamné misto
v potravindském pfimyslu @i sledovani starnuti, ztsteni arozkladu potravin.
V klinické praxi se pomoci HPLC prov§d analyzy nejiiznéjSich komponent v tkanich
a €lnich tekutinach - horman steroidl, I&iv a jejich metabolii. Metodou vysoce dinnée
kapalinové chromatografie lzetfimo analyzovat cukry, ifrodni fenolické latky, volné
mastné kyseliny, lipidy a fosfolipidy. Je také vhod metodou krozboru ve viéd

rozpustnych latek,fpdevsim vitamifi, antibiotik a alkaloid [66, 75, 78, 79, 80, 81].
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6 METODIKA

6.1 Chemikalie

» Standard D,La-tokoferol (Fluka, SRN)
» Standard D,La-tokoferolacetat (Fluka, SRN)
* Metanol pro HPLC (Sigma - Aldrich, SRN)

« Etanol denaturovany (dodavatel Ing. Petr Luke3 rskyeBrod,CR)

« Metanol (dodavatel Ing. Petr Luke$, Uhersky BIOR)

« Aceton (dodavatel Ing. Petr Luke$, Uhersky BIOR)
« Hexan (dodavatel Ing. Petr Lukes, Uhersky BIo®)

 Redestilovana voda

6.2 Pomicky a pristroje

» Standardni laboratorni vybaveni

o

O O O O 0O o o o o o o o

Predvazky (Kern, SRN)

Analytické vahy (Adam, AFA - 210 - LC, Schoellestruments(R)
Temperovana vodni lazze tepakou (Memmert, SRN)

Lednice (WhirpoolCR)

Multikraje¢ (ETA 0078,CR)

Soxhletova extraini aparatura

Vakuova roténi odparka (lka - Werke RV 05 — ST, SRN)
Filtra¢ni aparatura (Nylonovy filtr, 47 mm x O2n, Supelco, USA)
Filtra¢ni papir (FILTRAK No.39® 15 cm)

Hlinikova folie

Injekéni stikacka (Chirana, SR)

Susarna (Venticell 111 Comfort, BMTR)

Bézné laboratorni sklo a paroky

» Specialni laboratorni vybaveni

o

Aparatura pro HPLC (Hewlett Packard 1100)
Degasser G1322A
Binarni pumpy G1312A
Termostat kolon G1316A
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— Detektor UV/VIS DAD G1315A
Kolony - Supelcosil LC 8 (150 x 4,6 mmu#, Supelco, USA)

Ascentis C 18 (150 x 4,6 mnpnd, Supelco, USA)
Supelcosil LC 18 DB (250 x 4nén; 5um, Supelco, USA)

Discovery C 18 (250 x 4,6 nbpm, Supelco, USA)

Davkovaci ventil analyticky sndiovy - davkovaci smika o objemu 2@l

PC s vyhodnocovacim programem ChemStation - Ingnini (Agilent,
USA)

o Davkovaci stikacka o objemu 5@l (Hamilton, USA)

0 Mikrofiltry (Cronus Syringe Filter Nylon 13 mm x45 um, UK)

Obr. 15 HPLC sestava HP 1100

6.3 Vzorky obilovin

Pro analyzu byly vybrany obiloviny v bio kvalitJednotlivé vzorky byly dodanytimo
vyrobcem PRO-BIO, s.r.o., StarééMo pod Stznikem. Skladovany byly vipodnim

obalu v temnu § laboratorni teplat a to nejdéle 4 gsice od data baleni.
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6.3.1 Kamut
Kamut je prastaryifbuzny dnesni pSenice, ktery pochézi z Egypta.

Pramérné nutri éni hodnoty ve 100 g udavané vyrobcenenergie 1 507 KJ (358 kcal),
18,6 g bilkovin, 68,2 g sachaitid2,8 g tuki, 411 mg fosforu, 153 mg koiku, 4,3 mg
zinku, 4,3 mg Zeleza, 5,54 mg niacinu, 0,45 mg itiam

Zemé pavodu: Kanada

Minimalni trvanlivost do: 2.7.2010

Vyrobce doportiuje skladovani b teplo do 25 °C a relativni vihkosti nejvyse 75 %.
Hmotnost baleni: 500 g

Obal: polypropylenové félie s potiskem

Obr. 16 Kamut
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6.3.2 Spaldové kernotto (velké kroupy)
Spaldové kernotto vznika loupanim a brousenim §pald

Pramérné nutri éni hodnoty ve 100 g udavané vyrobcenenergie 1 480 KJ (353 kcal),

18 g bilkovin, 66 g sacharigd?2,5 g tuk, 250 mg h&tiku, 4,3 mg niacinu, 0,8 mg tiaminu
Zemé pivodu: CR

Minimalni trvanlivost do: 2.6.2010

Vyrobce doportiuje skladovani b teplo& do 25 °C a relativni vihkosti nejvyse 75 %.
Hmotnost baleni: 500 g

Obal: polypropylenova félie s potiskem

Obr. 17 Spaldové kernotto
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6.3.3 Grinkern

Grunkern vznikd specialnim suSenim a uzenim zelergrm pSenice Spaldy sbirané

v mlé&né zralosti.

Pramérné nutri éni hodnoty ve 100 g udavané vyrobcenenergie 1 382 KJ (329 kcal),
12,3 g bilkovin, 62,5 g sachafid3 g tuki

Zemé pavodu: Rakousko

Minimalni trvanlivost do: 25.8.2010

Vyrobce doportiuje skladovani b teplo do 25 °C a relativni vihkosti nejvyse 75 %.
Hmotnost baleni: 300 g

Obal: polypropylenové félie s potiskem

Obr. 18 Griinkern
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6.3.4 Spalda loupana

Jedna se o starou adiu pSenice. Je to velice kvalitni obilovina, ktgr&icena pro pimou

spotebu.

Pramérné nutri éni hodnoty ve 100 g udavané vyrobcenenergie 1 480 KJ (352 kcal),

16 g bilkovin, 68 g sacharid2,5 g tuk, 250 mg h&tiku, 4,3 mg niacinu, 0,6 mg tiaminu
Zemé pavodu: CR

Minimalni trvanlivost do: 5.4.2010

Vyrobce doportiuje skladovani b teplot do 25 °C a relativni vihkosti nejvyse 75 %.
Hmotnost baleni: 1 kg

Obal: polypropylenové félie s potiskem

Obr. 19 Spalda loupana
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6.4 Optimalizace p¥i testovani izola&niho postupu

6.4.1 Soxhletova extralkéni metoda

Pro extrakci byly vybrany obiloviny kamut a Spaldokernotto. Zrna byla rozdrcena
multikrajeiem a ze ziskané sypké &nbylo do papirové extraki patrony navazeno vzdy
10 g vzorku sfesnosti na 0,01 g. Objem pouZzitého rozpsmiigt byl zvolen 80 ml.
Pro kamut byla pouZita extréki ¢inidla etanol, hexan a st metanol : hexan (1 : 1),
pro Spaldové kernotto aceton, metanol, etanol & sweton : metanol (1 : 1). Ke vzork
kernotta s metanolem a kernotta s etanolem byidapo malé mnoZstvi kyseliny
askorbové v praskové podobTa pisobi jako antioxidant a tudiz by mohlaigpet
k ochrag vitaminu E ped oxidaci. Extrakce trvala 2 hodiny. Poté doSlodgaeni
rozpoustdla na vakuové rotai odparce P teplo€ vodni lazg do 50 °C, s vyjimkou
odpaovani etanolu, kde musela byt aplikovana vysSiotapl Ziskany odparek byl
rozpusén v 10 ml metanolu a zfiltrovan nejprvaeg filtratni papir a potom i iies

nylonovy filtr. Fi praci byl vzorek chram hlinikovou folii kvili zabraréni péistupu s¥tla.

6.4.2 Extrakce pod zpétnym chladi¢em

Do zabrusové hiky obalené hlinikovou folii bylo navdzeno 10 g razshych zrn kamutu
s presnosti na 0,01 g. Pouzita byla rozpédist metanol a etanol. Doba extrakce byla
zvolena nejprve 1 hodinu, poté byla zkouSena iadxt trvajici 2 hodiny. Vzorek byl

nasledg zfiltrovan ges filtraini papir i nylonovy filtr.

6.4.3 Extrakce ve vodni lazni

Zrna Spaldového kernotta byla rozdrcena a 10 gkwweézeného sipsnosti na 0,1 g bylo
pievedeno do varné bly. Ta byla po fidavku rozpougdla obalena hlinikovou folii
a vloZzena do vodni laznByla zkouSena rozpouslia metanol a etanol, jejich objetmil
50 ml. Teplota vodni laznbyla zvolena 30 °C, posléze i 40 °C. Testovanthlk ¢as
extrakce, vyzkouSeny byly 2 hodiny, dale 2,5; & % hodin. Pro filtraci byl pouzZit filteani
papir.
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6.5 Modelace chromatografickych podminek pro analyzu waminu E

Ke zjis&ni optimélnich chromatografickych podminek pro etami vitaminu E byly
pouzity standardy D,ltokoferol a D,Le-tokoferolacetat. Jejich skladovani probihalo
v nepiihlednych skletnych obalech v chladéte. Z divodu ochrany standaid
pied s¥tlem byla po celou dobuiipravy vzorki pouzivana hlinikova félie, kterou bylo
obalovano laboratorni sklo.i€d vlastnim naskem bylo teba vzorky pefiltrovat
pies nylonovy mikrofiltr. Eluce vzofk probihala izokraticky po celou dobu analyzy.

K vyhodnoceni vysledkbyl vyuZit chromatograficky program ChemStatiostinment 1.

6.5.1 Testovani rozpustnosti standardu

Nejprve byla zkouSena rozpustnost standardu. Vyldiatiné rozpoustllo bylo dilezité
z divodu nasledného davkovani vzorku na kolonu. Testdd metanol a etanol. Malé
mnoZstvi standardu byloigvedeno do kadinky a Kmu bylo gidano zhruba 5 ml
rozpoustdla. Po promichani byla hodnocena rozpustnost, lizda- roztok c¢iry

a kvantitativié rozpusén.

6.5.2 Vlastni méreni na kolorgé Supelcosil LC 8

Navazka 0,0010 g standardu byla kvantitatiyiievedena do 10 ml odimé baiky
a doplréna metanolemgimz byl ziskan zasobni roztok o koncentraci 1@0ml. Z ngj

byly postup# pripraveny roztoky o koncentraci 50 a gg.mi*.

Pii prvnim meteni byla pouZzita kolona Supelcosil LC 8 (150 x 4yBn; 5 um).
Objem davkovaci sntky byl 20 ul. Jako mobilni faze byl zvolen metanol sigpkem
0,8 ml.miri*. Teplota termostatu kolony byla nastavena na 30 P®ba analyzy
D,L-a-tokoferolu byla 20 minut, u D,k-tokoferolacetétu trvalo #&ieni 25 minut. Detekce
probihla v UV oblasti pi vinovych délkach 210, 230, 254, 280 a 310 nmyRybnmeieny
vzorky o koncentraci 100, 50 a 20g.ml*. Poté byl zvySen ptok mobilni faze
na 1 ml.min* a davkovany byly roztoky o koncentraci 2050 pg.ml™*. Protéhla zn¥na
sloZzeni mobilni faze na metanol : redestilovanaavegongru 95 : 5. Proréeny byly

vSechny pipravené koncentrace.
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6.5.3 Vlastni méreni na kolorg Ascentis C 18

Ze zasobniho roztoku D.t-tokoferolu o koncentraci 10Qug.mI* byl rozpudtnim
v metanolu fipraven vzorek standardu, jeho? koncentréinéa 20 pg.mf™. Stejny postup

byl aplikovan i na fipravu vzorku D,Lu-tokoferolacetatu o stejné koncentraci.

Do HPLC aparatury byla umé&ta kolona Ascentis C 18 (150 x 4,6 mmpu®). Objem
davkovaci smiky byl 20 ul. Jako mobilni faze byl pouzit metanoliRyk mobilni faze byl
nastaven na 0,8 ml.nmin Teplota termostatu kolonyfipmeieni byla 30 °C. Analyza
probihala po dobu 25 minut. Zvoleny byly vinové kyéR10, 230, 254, 280, 310 nm.
Zmeteny byly postupé vzorky obou koncentraci 20 i 1g@.ml. Poté do$lo k obimg
mobilni faze na metanol : redestilovana voda v &on®5 : 5. Vinova délka 310 nm byla

nahrazena 270 nm. Znovu byly préi@ny tytéz vzorky.

6.5.4 Vlastni méfeni na kolorg Supelcosil LC 18 DB

Prvnim krokem byla ijprava zasobniho roztoku Dd-tokoferolu o koncentraci
100pg.mi*. Zng byly fednim metanolem fichystany vzorky o koncentraci 50
a 20pg.mi*. Dale byl pipraven roztok standardu Dg-tokoferolacetatu rozpuftim

v metanolu tak, aby vysledna koncentrace byla d@éni. Z tohoto roztoku byl nasledn

pripraven vzorek o koncentraci p@.mi>.

Separace prainla na kolog Supelcosil LC 18 DB (250 x 4,6 mm;n). Davkovan byl
alikvotni podil 20 ul. Testovana byla mobilni faze metanol,utpk byl zpa@atku
0,8 ml.miri*, poté i 1 ml.miif. UdrZovana byla teplota kolony 30 °Cas analyzy byl
nastaven na 35 minut. Signal byl snim&wnovych délkach 210, 220, 254 a 270 nm.
Pro n¥teni D,Lu-tokoferolu byly vybrany koncentrace 20 a 5@.mi*. K analyze
D,L-o-tokoferolacetatu byl pouZit vzorek o koncentrad pg.ml*. V pribshu byly
zkouSeny i mobilni faze metanol : redestilovandavegongrech 80 : 20 a 95 : 5. Prétla

i zména vinovych délek 254 a 270 nm na 230, 280 a 310 nm

6.5.5 Vlastni méreni na kolorg Discovery C 18

Standardy byly rozpu&ty v metanolu takovym Zjgobem, aby byly ziskany zasobni
roztoky o koncentraci 10Qg.mf™*. Z nich byly gipraveny vzorky, které sy koncentraci
50 a 20ug.mi.
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Testovana byla kolona Discovery C 18 (250 x 4,6;pm). Byl pouzit davkovaci ventil
se smykou o objemu 2Qul. Mobilni faze byla sloZzena z metanolu a redegtit vody
v pomeru 95 : 5. Piitok byl nastaven na 0,8 ml.min Teplota kolony i méieni byla
30 °C.Cas pro analyzu byl zadan 30 minut. Vzorky bylgtemy @i vinovych délkach 210,
220, 230, 254, 280 a 310 nm. Po pivemi roztok o koncentraci 5Qug.mI* byl pritok

mobilni faze zvySen na 1 ml.mira zneéiena koncentrace 20.mil™.

6.6 Kalibra éni k¥ivka

K vytvoreni kalibr&ni kiivky potrebné pro nasledné kvantitativni stanoveni obsahu
vitaminu E byl pouzit D,La-tokoferol. Bylo navazeno 0,0060 g standarduresposti
na 0,0001 g. Poté doslo k rozpustnavazky v metanolu takovymigobem, Ze byl ziskan
zasobni roztok o koncentraci 6Q@.m*. Z ngj byla pro nasledné &peni gipravena
kalibratni fada roztok o koncentracich 6, 10, 20, 40, 60, 100, 200 a B@OnI".
Pred davkovanim prainlo prefiltrovani vzorki pies nylonovy mikrofiltr. K analyze byla
pouzita kolona Discovery C 18 (250 x 4,6 mmpure). Objem davkovaci snily byl

20 ul. Slozkami mobilni faze byly metanol a redestilogiaszoda, porr nastaven na 95 : 5.
Pritok mobilni fazesinil 1 ml.min?. Bshem experimentu byla udrzovana stabilni teplota
termostatu kolony 30 °C. Analyza trvala 35 minuaZz&ty vzorek byl progten tikréat.
Detekce proéhla @i vinovych délkach 210, 220 a 230 nm. Tlak @nalyze se pohyboval
okolo 101 bat, coz odpovida 10,1 MPa.

6.7 Stanoveni vitaminu E ve vybranych vzorcich obilovin

Pro analyzu byly zvoleny tyto obiloviny v§gtované v ekologickém zeaelstvi: kamut,
Spaldové kernotto, griinkern a Spalda loupana. Staritaminu E zahrnovalo nasledujici

kroky: pripravu vzorku, extrakci vitaminu ze vzorkuggisténi extraktu a vlastni analyzu.

Obilna zrna byla rozdrcena &epedena do tmavé plastové latkyi. Do ti varnych bagk
bylo navazeno 10 g vzorku gggnosti na 0,0001 g. Nasledovéldpvek 50 ml metanolu.
Barky byly obaleny hlinikovou félii a porteny na 3 hodiny do vodni l&zro teplot
40 °C. Po celou dobu byly vzorky v laziepany. Poté byl extrakigfiltrovan, pouzit byl
filtracni papir FILTRAK No0.3902 15 cm. Pro separaci jednotlivych sloZek byla pauzit
piedkolona security guard Phenomenex C 18 4 x 3 mholana Discovery C 18

(250 x 4,6 mm; Jum). Fred nastkem 20ul vzorku byl pouzit mikrofiltr Cronus Syringe
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Filter Nylon 13 mm x 0,4%um. Mobilni faze byla tviena snisi metanol : redestilovana
voda v porgru 95 : 5. Byl nastaven fok mobilni faze o rychlosti 1 ml.mih Stanoveni
probihalo pi teplo& 30 °C po dobu 35 minut. Zvoleny byly vinové déky0, 220 a 230
nm. Vzorek byl vZzdy progten gtkrat. Tlak kolisal v rozmezi 105 az 110datili 10,5 az
11,0 MPa.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vysledky testovani izol&niho postupu

Extrakce vitaminu E byla zkouSena Soxhletovou maigdoouzitim zptného chladie

a vodni laza.

7.1.1 Vysledky Soxhletovy extrakni metody

Soxhletova extraini metoda byla popsana v kapitole 6.4.1.i\pac pouZiti rozpougdel
hexanu, acetonu a 81 metanol : hexan v pafru 1 : 1 byly ziskany zakalené roztoky,
které by nemohly byt pro&heny. U etanolu nastal problém s nutnosti pouzggiyeploty
pii jeho odp#ovani. Teplota by totiz netta presahnout 40 az 50 °C, jinaka#e dojit

k rozkladu lipofilnich vitamif [82]. Dle experimentu lIze usoudit, Ze vhodnymi
rozpoustdly pro extrakci jsou metanol a smaceton : metanol v panmu 1 : 1. Nutnosti
byla opakovanda filtrace ips filtratni papir i nylonovy filtr, protoZze po kratké dob

dochazelo k samovolnému zakalovani vaork

7.1.2 Vysledky extrakce pod zgtnym chladi¢em

Postup extrakce pod &mym chladéem byl uveden v kapitole 6.4.2. ZkouSena byla
podobu 1 i 2 hodin. Uzita byla rozpoédia metanol a etanol. Ani v jednonfipacds

nebyly ziskanyiré roztoky. Tato metoda byla tedy pro chromatdgkaf meéieni nevhodna.

7.1.3 Vysledky extrakce ve vodni lazni

Kapitola 6.4.3 obsahuje popis extrakce ve vodniilaZzako rozpoustla byla vybrana
metanol a etanol. Testovany byly teploty vodni &30 a 40 °C. ZkouSena bylaizna
doba extrakce. Vysledkem byl vZzdyy roztok. Vyhodou této metody byla nizsi né&most

na filtraci, postail filtra¢ni papir.
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7.2 Vysledky modelace chromatografickych podminek pro malyzu

vitaminu E

7.2.1 Vysledky testovani rozpustnosti standardu

Rozpustnost D,lo-tokoferolu a D,Le-tokoferolacetatu byla zkouSena v metanolu
a etanolu, jak je uvedeno v kapitole 6.5.1. Stashdhyly v obowinidlech zcela rozpustné.

Pro naslednouifpravu roztok standard byl pouzivan metanol.

7.2.2 Vysledky méreni na kolorg Supelcosil LC 8

Postup prace je detadinpopsan v kapitole 6.5.2. Na kotonSupelcosil LC 8
(150 x 4,6 mm; 5um) byly promgteny koncentrace standardl00, 50 a 20ug.mi™.

Detekce prokhla nejlépe i vinovych délkach 210, 230 a 254 nnti 280 nm byla odezva
minimalni a pi 310 nm nebyla zaznamenana Zadné.pBuZziti mobilni faze metanolu
opritoku 0,8 mlmi byl reteni <¢as D,Le-tokoferolu 26,2  minut
a D,L-a-tokoferolacetatu 26,1 minut. Po zvy3eniitpku mobilni faze na 1 ml.mihbyl

odegiten retenini ¢as D,Lua-tokoferolu 20,3 minut a D,l-tokoferolacetatu 20,4 minut.

LepSich  vysledk bylo dosazeno i obmeéné¢ slozeni mobilni faze

na metanol : redestilovana voda v gom95 : 5.

7.2.3 Vysledky méreni na kolorg Ascentis C 18

Analyza D,Leo-tokoferolu a D,Le-tokoferolacetatu na kolén Ascentis C 18
(150 x 4,6 mm; 5um) byla provedena podle postupu uvedeného v kapi®b.3.
Davkovany byly roztoky standatdo koncentracich 20 a 10@g.m. Z nastavenych
vinovych délek se nejlépe jevily 210, 230, 254 & 2. Reteéni ¢as D,La-tokoferolu
byl pii pritoku metanolu 0,8 ml.mih 26,1 minut, u D,Ls-tokoferolacetatwinil 26,1

minut.

7.2.4 Vysledky méieni na kolorgé Supelcosil LC 18 DB

Separace praila na kolog Supelcosil LC 18 DB (250 x 4,6 mm;n) podle principu
z kapitoly 6.5.4. Zrs‘eny byly vzorky D,Le-tokoferolu o koncentracich 20 a 5g.mr1.
K analyze byl pouZit i roztok D,k-tokoferolacetatu o koncentraci 5Qg.mi.

Z testovanych mobilnich fazi byla jako nevh&8nzvolena metanol : redestilovani voda
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v poneru 95 : 5. NejsilgjSi signal byl sniman ip vinovych délkach 210, 220, 230
a 254 nm. B pritoku mobilni faze 0,8 ml.mih byl retegni ¢as D,La-tokoferolu 26,2
minut a D,Le-tokoferolacetatu 26,1 minutfiPpratoku 1 ml.min® byl reteréni ¢as uten

u D,L-a-tokoferolu 20,4 minut a u D,kh-tokoferolacetatu 20,3 minut.

7.2.5 Vysledky méreni na kolorg Discovery C 18

V kapitole 6.5.5 je popsan postup analyzy [B;tekoferolu a D,Le-tokoferolacetétu
na kolorg Discovery C 18 (250 x 4,6 mm; jom). Prongfeny byly koncentrace 50
a 20pg.ml™. Nejlepsi detekce préhla g vinovych délkach 210, 220 a 230 nm za pouZiti
mobilni faze metanol a redestilovana voda v pan®5 : 5 o pitoku 1 ml.min’. Odeten

byl retergéni ¢as D,Le-tokoferolu 20,4 minut a D,lk-tokoferolacetatu 20,4 minut. Tato
kolona byla shledana jako nejvh@gBi a byla pouzita pro naslednou kalibraci a stendv

vitaminu E ve vzorcich obilovin.

7.3 Vysledky méreni kalibrace vitaminu E

Podle postupu uvedeného v kapitole 6.6 bylyiemy velikosti plochy pik standardu
D,L-a-tokoferolu o koncentracich 6, 10, 20, 40 ay@Pmi. Z divodu redpokladaného
nizkého obsahu vitaminu E v obilovinach nebyly pvgtvoieni kalibr&ni kiivky
uvaZovany koncentrace standardu 100, 200 au80@I*. Detekce prothla pi vinovych
délkach 210, 220 a 230 nm. Kalibna kiivky byly sestrojeny jako zavislosti plochy @ik
(mAVs) na danych koncentracichg(ml™). Vysledky n&feni jsou uvedeny v tabulkéch
6, 7, 8 a grafech na obrazcich 18, 20 a 2Rafalyze nilo odezvu i pouzité rozpoustio
metanol, jak je patrné z chromatogigriteré se nachazi na obrazcich 19, 21 a 23. Zeliko

byl ale metanol ménzadrZzovan kolonou, nedoslo k vzdjemnému adirani.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

56

Tab. 6 Kalibrace vitaminu E {d vinové délce 210 nm

Koncentrace [ug.mi™]

Plocha piku [mAVS]

Priamérna plocha piku [mAVs]

2420

238,0

237,0

239,0

10

470,3

471,0

474,2

471,8

20

818,0

814,0

815,5

815,8

40

1825,0

1802,2

1833,4

1820,2

60

2970,0

3032,0

2982,0

2994,7
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Obr. 21Chromatogram D, lo-tokoferolu o koncentraci 46g.mi* pfi 210 nm
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Tab. 7 Kalibrace vitaminu E {d vinové délce 220 nm

Koncentrace [ug.mi™]

Plocha piku [mAVS]

Pramérna plocha piku[mAVs]

102,0

103,0

106,0

103,6

10

217,0

2149

205,0

2123

20

360,0

368,5

365,2

364,6

40

831,2

822,6

847,0

833,6

60

1383,0

1389,0

1390,3

1387,4
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Obr. 23 Chromatogram D, lo-tokoferolu o koncentraci 4fg.ml* pti 220 nm
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Tab. 8 Kalibrace vitaminu E  vinové délce 230 nm

Koncentrace [ug.ml™]

Plocha piku [mAVS]

Priamérna plocha piku [mAVs]

51,4

52,0

51,0

51,5

10

112,2

111,7

110,7

111,5

20

198,0

197,6

195,4

197,0

40

444.0

447,3

452,6

448,0

60

731,0

764,5

745,6

747,0
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Obr. 24 Kalibracni kivka pri vinové délce 230 nm
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Obr. 25 Chromatogram D, lo-tokoferolu o koncentraci 4fg.ml* pti 230 nm
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7.4 Vysledky stanoveni vitaminu E ve vybranych vzorciclobilovin

7.4.1 Stanoveni vitaminu E ve vzorcich ziskanych Soxhletou extrakéni metodou

Zrna vybranych obilovin byla upravena dle postupedeného v kapitole 6.4.1. Prsiit
bylo mozno vzorky ziskané rozp&sim odpark Spaldového kernotta s metanolem
a se srssi aceton : metanol (1 : 1) v metanolu. Chromafark@& podminky byly popsany
v kapitole 6.7. Pik byl na chromatogramu viditemygase 20,2 minuty, ale diky jeho
rozmyti nebylo mozné danou plochu &ih Pouziti kyseliny askorbové k ochgan
vitaminu E nenilo kyZeny efekt. Soxhletova extrak metoda nejinesla v zaréru zjisgni

obsahu vitaminu E Zadné vysledky.

mAW

|| |I | | | ||
] A / | | I'. I I'., | - ~ I y -._.\a_mkofe. ol
B lﬂ 1 Y e TN, W N

Obr. 26Chromatogram Spaldového kernottaynové délce 220 nm

7.4.2 Stanoveni vitaminu E ve vzorcich ziskanych extrakaie vodni lazni

Vhodrgjsi zpisob stanoveni vitaminu E byl popsan v kapitole B.jednotlivych obilovin
byly pripraveny vzdy ii vzorky, které byly ptkrat prongteny. Pro vypoet byly
od kazdého vzorku vybrany é&v hodnoty. Retefni c¢as je uveden fimo

na chromatogramech jednotlivych ceredlii na obcdwz@4, 25 a 26. NejlepSich vyslédk
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bylo dosazenoipvinové délce 210 nm. Odena plocha piku byla dosazena do rovnice
regresni pmky kalibrani kiivky a tim byla zji&na koncentrace vitaminu E.
Pti vypoctech se vychazelo z kalilinai kiivky sestrojené pro vinovou délku 210 nm, jejiz

rovnice regrese ma tvar y = 50,309x - 100,1.

Ze ziskanych koncentraci vitaminu E byl vyfenm aritmeticky pimér podle vztahu:

N - poet vSech vysledk X - vysledné hodnoty

Mira presnosti vysledk byla vyjadena smirodatnou odchylkou, ktera byla zjiga

SD.= \/%(Z;(x —2)2]

N - pocet vSech vysledk X, — X - mira odchylky jednotlivého vysledku

ze vztahu:

Skute&ny obsah vitaminu E byl vyg@&tan ze vzorce:

,UIXiS'D'[ﬂ

n

X - aritmeticky ptimér, S.D.- smérodatna odchylkan - paset viech vysledk t - Studentv koeficient

Hodnota Studentova koeficientu jéi pestované hladih vyznamnostia = 0,05 a i 5
stupnich volnosti 2,571 [83]. Vysledky byly &eny metodou standardnihéigavku.
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Tab. 9 Obsah vitaminu E v Kamutu

Navazka vzorku Plocha piku Obsah vitaminu E | Obsah vitaminu E
[q] [MAVs] [ng.mi] [mg.100g]
10,0065 20,4 2,40 1,20
20,1 2,39 1,19
10,0052 20,0 2,39 1,19
19,8 2,39 1,19
10,0058 19,8 2,39 1,19
20,1 2,39 1,19

Tab. 10 Pramérny obsah vitaminu E v Kamutu

Pramérny obsah vitaminu E [mg.100¢"] | S.D.[mg.100d]

n [mg.1006]

0,004

1,19 + 0,004

mAN

E708

Obr. 27 Chromatogram Kamutufpvinoveé délce 210 nm
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Tab. 11 Obsah vitaminu E ve Spaldovém kernottu

Navazka vzorku Plocha piku Obsah vitaminu E | Obsah vitaminu E
[] [MAVS] [ng.mi"] [mg.100g]
10,0055 20,1 2,39 1,19
20,4 2,40 1,20
10,0080 20,3 2,39 1,19
20,4 2,40 1,20
10,0022 19,6 2,38 1,19
20,0 2,39 1,19

Tab. 12 Primérny obsah vitaminu E ve Spaldovém kernottu

Pramérny obsah vitaminu E [mg.1004']

S.D. [mg.1004]

i [mg.100g]

1,19

0,005

1,19 £ 0,005

maAav

5 a-tokoferol

Obr. 28 Chromatogram Spaldového kernottaynové délce 210 nm
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Tab. 130bsah vitaminu E ve Spaltbupané

Navazka vzorku Plocha piku Obsah vitaminu E | Obsah vitaminu E
[g] [MAVS] [ng.mi] [mg.100g]
10,0047 315 2,62 1,31
31,0 2,61 1,30
10,0023 29,6 2,58 1,29
31,0 2,61 1,30
10,0012 29,6 2,58 1,29
29,5 2,58 1,29

Tab. 14 Primérny obsah vitaminu E ve Spaltbupané

Pramérny obsah vitaminu E [mg.1004']

S.D. [mg.100d]

i [mg.100g]

1,30

0,007

1,30 £ 0,007

mANV

Obr. 29 Chromatogram Spaldy loupani# pinové délce 210 nm
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mAWV

a-tokoferol

Obr. 30 Chromatogram Griunkerndipvinové délce 210 nm

Ve vzorku Kamutu byl zji#n primérny obsah vitaminu E 1,19 + 0,00hg.100g".
Spaldové kernotto obsahovalo vipiru 1,19 + 0,005mg.100g" vitaminu E. Ve Spakd
loupané byla detekovana tpnérna koncentrace vitaminu E 1,30 + 0,067.100g"
Vyrobek Grinkern obsahoval vitaminu E velice m&Resné mnoZstvi nebylo mozno

urit, neba’ se nachazelo pod hranici detekce.

Koncentrace vitaminu E v kamutu byla byt dle uvedenych publikaci vySSi nez&ziné
pSenici, u které se udava mnozstvi 1,0 az 1,2 rogi(B4, 85, 86]. Jiny zdroj uvadi

u pSenice obsah 1,19 mg.1d0@7]. Piimo pro kamut byla vyhledana hodnota 1,2 + 0,458
mg.100¢" [88]. Literatura poskytuje informace i o obsahu vitamiBuve Spald, a to

v priméru 1,49 mg.100g [89]. Zveiejrény byly také nutdni hodnoty griinkernu,
koncentrace vitaminu Eini 0,3 mg.100g [90]. SloZeni $paldového kernotta nebylo
nalezeno. Obsah vitaminu stanoveny ve vzorku Kaniyfusrovnatelny s Gdaji, které

poskytuji publikované studie. Mirny rozdil mezi inodami nastava u Spaldy loupané.
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Provedenym r¥enim nebyl prokadzan vysSi obsah vitaminu E u obilaypéstovanych

v ekologickém zerdélstvi.

Chemické slozeni zrna ale kolisa podle togr doby seti, hnojeni, agronomicky

klimatickych podminek a dalSiginiteli [91].

K Ubytku koncentrace vitamindochazi i Bhem skladovani obilovin [92]NiZSi obsah
vitaminu E ve Spalélloupané mohl byt tedy #Agoben také bliZicim se koncem minimalni

trvanlivosti.

OdliSnost zji&ného obsahu vitaminu E od sk&éného mnozstvi v danych obilovinach
mohla byt zfisobena i fipravou vzorku, zejména z@vem zrn p mleti a odigrem
nestejnorodychc¢ésti rozdrcené hmoty. Obsah vitaminu totiz zavekét na podilu
obalovych vrstev, endospermu ackli. Vitamin E se ve zr@aém mnozstvi vyskytuje
zejména v klicich [52]. Vliv mohla mit i samotna degradace vitaminu v r&ztanezi
jednotlivymi chromatografickymi &fenimi i pes provedend openi, jako byla

nag. snizena teplot& temno.

Nizky obsah vitaminu E v Grinkernu pra&poddobré zagicinil zpusob jeho vyroby

z pSenice Spaldy. Grinkern totiz vznika suSenirnesmim jest zelenych zrn.
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ZAVER
Cilem této prace bylo izolovat vitamin E z obiloyvimalézt optimalni chromatografické

podminky pro jeho analyzu a pomoci vyso¢mné kapalinové chromatografie stanovit

jeho mnozZstvi ve vybranych vzorcich obilovin ¥gfovanych v ekologickém zeiilstvi.

K extrakci vitaminu byla vyzkouSena Soxhletova ndeto pouziti zptného chladie
avodni laza. Jako nejvhod¥si byla vyhodnocena extrakce ve vodni lazni. Keali
extraktu ziskaného Soxhletovou metodou byla zavialazitéem rozpou&tle, vhodny byl
metanol a s@¥s aceton : metanol vpam 1 : 1. Extrakci pod zpnym chladéem
se nepoddo pripravit vzorky, které by mohly byt wvyuzity knaskgEnu

chromatografickému gteni.

K nalezeni chromatografickych podminek pro stanovéaminu E byly pouZzity standardy
D,L-a-tokoferol a D,Le-tokoferolacetat. Analyza probihala na apaetdewlett Packard
1100 s detektorem UV/VIS DAD. Vyhodnoceni bylo &#&no programem ChemStation
Instrument 1. Separace standarttyla provedena na kolonach Supelcosil LC 8,
Ascentis C 18, Supelcosil LC 18 DB a Discovery CN8jlepSich vysledkbylo dosazeno
meétenim na kolo# Discovery C 18 (250 x 4,6 mm; pm) za pouZziti mobilni faze
metanol : redestilovana voda v p&mn 95 : 5 o pitoku 1 ml.min*. Nejsilnsj&i signal byl
sniman pi vinovych délkach 210, 220 a 230 nm. Termostabkglbyl nastaven na 30 °C.
Tyto parametry byly nastavenytipnéieni kalibr&ni kfivky i obsahu vitaminu E

v jednotlivych vzorcich obilovin.

Pro vytvdeni kalibr&ni kiivky byl vybran D,Lea-tokoferol. Ri naslednych vypéiech

se vychazelo z regresniimky obdrzené i vinové délce 210 nm.

Za (Eelem stanoveni mnozstvi vitaminu byly zvoleny vikpliKamut, Spaldové kernotto,
Spalda loupané a Griinkern. Premim vzork ziskanych Soxhletovou extrak metodou
nemohl byt z dvodu dosazeni Spatného piku obsah vitamirderurLze doportit spiSe
extrakci metanolem ve vodni lazni o tegldgt0 °C po dobu 3 hodin. Ve vzorku Kamutu
byla poté zji&na pemérna koncentrace vitaminu E 1,19 + 0,004.1004". Spaldové
kernotto obsahovalo viméru 1,19 + 0,005mg.100g". Primérny obsah vitaminu E
ve $pald loupanécinil 1,30 + 0,007mg.100¢". V Griinkernu se vitamin E vyskytoval
v malém mnozstvi, které se nepiilta piesré stanovit, jeho obsah byl pod hladinou

detekce.
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Pro srovnani byly v odborné literé¢&uvyhledany udaje o obsahu vitaminu E v kamutu
1,2 + 0,458 mg.1004 ve $pald 1,49 mg.100g a griinkernu 0,3 mg.1080gU Kamutu je
naméiena hodnota srovnatelna s publikovanou koncenttacSpaldy loupané dochazi
k mirné odlisnosti, ktera mohla byt tgmbena ko&ici dobou minimalni trvanlivosti
vyrobku. Ric¢inou nizSiho obsahu vitaminu E v Grinkernu je p&pedlobr postup
pii jeho vyrol, ziskadva se tepelnou Upravou zrn pSenice Spaléhargb jiz v mléné
zralosti. Skuteénost, Ze byly pro stanoveni pouzity obiloviny v bkvalité, nentla

na koncentraci vitaminu E Zadny vliv.
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VLDL

LDL

HDL

NADPH

DNA

RNA

EHS

FAO

EU

SOT

GC

GSC

GLC

LC

LSC

LLC

TLC

PC

IEC

GPC

HPLC

CE

CZE

CEC

Lipoprotieny o velmi nizké hustst
Lipoproteiny o0 nizké hustét
Lipoproteiny o vysoké hustét
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Deoxyribonukleova kyselina
Ribonukleova kyselina

Evropské hospottké spoléenstvi
Organizace pro vyzivu a zédgIstvi
Evropska unie

Spoléna organizace trhu

Plynové chromatografie

Adsorpni plynova chromatografie
Rozalovaci plynova chromatografie
Kapalinova chromatografie
Adsorgni kapalinova chromatografie
Rozdlovaci kapalinova chromatografie
Chromatografie na tenké vrgtv
Papirova chromatografie

lontow vyménné chromatografie
Gelova perndai chromatografie
Vysoce tinna kapalinova chromatografie
Kapilarni elektroforéza

Kapilarni zénové elektroforéza

Kapilarni elektrochromatografie
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MEKC

NP

RP

uv

VIS

DAD

FLD

RI

ECD

MS

Micelarni elektrokineticka chromatografie
Chromatografie v systémech s normalnimi fazemi
Chromatografie v systémechisypacenymi fazemi
Ultrafialova oblast

Viditelna oblast

Detektor s diodovym polem

Fluorimetricky detektor

Refraktometricky detektor

Elektrochemicky detektor

Hmotnostni detektor



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 81

SEZNAM OBRAZK U

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

© 00 N oo o b~ Ww N PP

W NN NDNDNDNDNNNDNIERRRRRR R R R P
O © ® N O O & W N FBP O © 0 N O 01 M W N R O

TOKOTEIOIY ... e e s 14
B 1010 1 1T 0T ] VPSPPSR 15
Reakce tokoferolu s lipoperoxylovym radn .............cooeeeeeiiiiiiiiiiiiiiins 18
ANLIOXIA@NT SYSTEM ... e e e e e e e e e e e e e e e eeeeranenes 18
BIOZEDIA . .. e 23
AV 0] 0151 1= 3N o] [0 18 (oo o 23
Podélnyez pSertinyM ZINEIM .........uuuuiiiiiiiiiiiiieie e e e e e e e mmmmm e ereaeae s 26
Podil jednotlivych komodit na sklizni twhiin v CR v roce 2009 .............c......... 28
USPEAANT HPLC ..ot e e 33
Zasobnik mobilni fAzZe ..........ooo e 34
DAVKOVANT VZOIKU ...t eeeeee et 35
Y= 1] =1V Z= 1 (] (o] 4 PSPPSR 36
BPEAKOIONA .....ccieieeee e et e e e e e 37
Detektor s diodoVym POIEM.......... e 38
HPLC sestava HP 1100 ...........ooiimmmmmmmeiiieeeeeeeceeeeeeeeeee e 43
KAMUL . e 44
SPAIAOVE KEIMOMO .........eeee et eeeeeeseetesteeteeeeseesssteseeeeeseesessesesseseesens 45
LT U] 0] (] o PP PETPRPPPPPPRPPP 46
YTz Lo P2 T (o TUT o T - WO 47
Kalibrani kiivka pii vInove délce 210 NM .......coooviiiiiiiiiiiceeeee e 57
Chromatogram D éi-tokoferolu o koncentraci 40g.mi* pri 210 nm................ 57
Kalibrani kiivka pii vInove délce 220 NM .......cooovviiiviiiiiiceeeeeeeeeee e 59
Chromatogram D &i-tokoferolu o koncentraci 40g.mi* pii 220 nm................ 59
Kalibrani kiivka pii vinove délce 230 NM .......coooviiiiiiiiiiiceeeee e 61
Chromatogram D é--tokoferolu o koncentraci 40g.mi* pii 230 nm............... .61
Chromatogram Spaldového kernoftarimové délce 220 NM ........c.cceevvneeene 2.6
Chromatogram Kamutii plnove délce 210 NM .......evvvvvviiiieieeiieeeeeeiiieeeeee 64
Chromatogram Spaldového kernoftarimové délce 210 NM .......cccveevvneeneenn 5.6
Chromatogram Spaldy loupafiévnové délce 210 NM........c.cceeveeeeeereeenene. 66

Chromatogram Grinkernii pinoveé délce 210 NM....eceiieeeieeeeeieivvee e, 67



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 82

SEZNAM TABULEK

Tab. 1 Koncentrace vitaminu EIOVEKA ... 17
Tab. 2 Obsah vitaminu E ve vybranych potravinach.............ccccciiniiiciiinnn e, 20
Tab. 3 Skliz# 0bilovin VCR V roce 2009.........c.cuiurireriririrenerirereseseeeseseseseeeseseeseeeneens 28
Tab. 4 Rozsah pouzitelnosti HPLC ve srovnarstatnimi sepataimi metodami....... 31
Tab.5 Charakteristika HPLC detekor............oooviiiiiiiiiiieeeeee e 39
Tab. 6 Kalibrace vitaminu EipvInové délce 210 NM ........oovvvviiviiiiiiieeeeeeieeenn 56
Tab. 7 Kalibrace vitaminu Eip/Inové délce 220 NM .......oeevvvviiiiiiiiiiiiieeeiiiieeeeeeeee 58
Tab. 8 Kalibrace vitaminu EiprInové délce 230 NM ........coovvvvvvviiiiiieereeeeieeennn 60
Tab. 9 Obsah vitaminu E v KamMULU ... 64
Tab. 10 Pimérny obsah vitaminu E vV KamutU...........cccoooviiiiriiiiiiiiicciee e 64
Tab. 11 Obsah vitaminu E ve Spaldovem KerMOtU.............c..oeeeeeveeeeireeeeeeeeennn. 65
Tab. 12 Pimérny obsah vitaminu E ve Spaldovém Kernottu.............c.cceeevvevivreeeenene. 65
Tab. 13 Obsah vitaminu E ve SpAIAUPANE .............c.cccoeeveeeeeeeee e eeeeee e 66
Tab. 14 Pimérny obsah vitaminu E ve Spaitbupaneé ............c.ccceevevieeveeieece e, 66



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

83

SEZNAM PRILOH
Ptiloha I:  Ripravky s vitaminem E
Ptiloha Il: HPLC pisluSenstvi

Priloha Ill: Detektory pro HPLC



PRILOHA P I: P RIPRAVKY S VITAMINEM E

Obr. Prirodni vitamin E [92]
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Obr. Denni krém s vitaminem E [93]
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Obr. Davkovaci dtikacka Hamilton

Obr. Ventil davkovaci smikovy

Obr. Kolona Discovery C 18
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