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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo stanovit obsah vitamiBp Vv ZivogiSnych produktech.
Vitamin B,, nazyvany jako riboflavin, byl stanovovan ve i@@g@m a v hovzim mase,

v kurecich, kfitich, vegfovych a ho¥zich jatrech a tavenych syrech.

Ke stanoveni riboflavinu byla pouZzita chromatogradi metoda HPLC s UV/VIS detekci.
Odborna literatura uvadi mnozstvi vitamingn\Btéchto zvolenych Ziv&isnych produktech
vySSi, nez bylo zjigho pri analyze pomoci HPLC. NiZsi narené hodnoty riboflavinu
mohou souviset s podminkamifip skladovani ZiveiSnych produki, transportu
do prodejen nebotpchovavanim v prodejnich prostorach, kde byly &8mé produkty
intenzivre vystaveny sételnému zéeni. Z&eni v rozmezi 420 az 560 nmigobuje rychly

Ubytek riboflavinu.

Kli¢ova slova: vitamin B riboflavin, HPLC, Ziv@iSné produkty, vefmvé maso, haszi

maso, jatra, tavené syry

ABSTRACT

The topic of this Master thesis was to determine @mount of vitamine Bcontained
in animal products.Vitamine Balso known like riboflavin, was measured in akpand

beef meat, in chicken, turkey, pork and beef livaard in processed cheese.

To determine the amount of riboflavin, the High fBenance Liquid Chromatography
(HPLC) method with UV/VIS detector was used.The anoof riboflavin in these
products showed that its amount was determinedridgixen was publicated in science
paper till now. It could be probably caused by &H#éé of animal products during
transportation or during storage in shops, wheesdhproducts are exposed to the light.

Sunny radiation in the range of 420 to 560 nm cauapid loss of riboflavin.

Keywords: vitamin B, riboflavin, HPLC, animal products, pork, beefyel,

processed cheese
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UvOoD

Vitaminy jsou organické nizkomolekularni latky sgtzované autotrofnimi organismy.
Heterotrofni organismy je syntetizuji jen v omezeniée (nap. ¢lovék syntetizuje niacin

z tryptofanu) a ziskavaji je jako exogenni latkyreqevSim potravou, ¢které

Z nich prostednictvim stevni mikroflory. Vitaminy jsou v witém mnoZzstvi nezbytné pro
latkovou greménu a regulaci metabolismtlovéka. Nejsou zdrojem energie ani stavebnim
materialem, ale vesta maji funkci katalyzatdrbiochemickych reakci, a proto byvégpsto

oznaovany jako exogenni esencialni biokatalyzatory.

Mezi vitaminy skupiny B pdt i vitamin B,, taktéZz nazyvany riboflavin. Tento vitamin
je fazen do skupiny flavin V biochemickych systémech se vyskytuje volny nehaany
ve forne koenzynii oxidoreduknich enzyni. Vyskytuje se jako sadst dvou kofaktar,
flavinmononukleotidu (FMN) a flavinadenindinukledti (FAD). Vyznam uvedenych
kofaktori spaiva v roli kofaktofi flavinovych oxidoreduktasvitamin B, je dilezity pro

dobry stav kZe, @i a dalSich orgdnh Je obsazen v drozdi, v masnych acmyéh vyrobcich.

Metody pro stanoveni obsahu vitaming Bpotravinach jsou fluorometrické, fotometricke,
polarografické a spektralni. Kramfyzikalné chemickych metod se pouZzivaji metody
mikrobiologické. Mezi nejnaySi metody stanoveni riboflavinu pat separéni
chromatograficka metoda vysoc@iné kapalinové chromatografie - HPLC.

Diplomova prace se zabyva stanovenim vitaminw Broduktech Zivéisného @vodu. Pro
stanoveni obsahu tohoto vitaminu je pouZita aredgti metoda HPLC. Jako zastupci
Zivocisnych produki byly zvoleny vzorky vefpvého a ho¥ziho masa, jater a tavenychsyr
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1 VITAMIN B ,

1.1 Struktura riboflavinu

Riboflavin je chemicky 6,7-dimetyl-9-(D tibityl)izoalloxazin, afadime jej do skupiny

flavind. Pro riboflavin se také pouziva nazev vitamin [B]

V biochemickych systémech se vyskytuje volny nebazany ve forrd koenzyni
oxidoreduRnich enzynd, jako tzv. flavinové neboli Zluté enzymy. VitamiB,
se vyskytuje jako sadst dvou kofaktar, flavinmononukleotidu  (FMN)
a flavinadenindinukleotidu (FAD). [2]

weee,
B I EN/KD

CHyCH- CH-CH-CHOH
OH OH OH

Obr. 1. Struktura vitaminu-B

i
Z 9
5 m 2 MNH
o /K
i g i)
H3 I © il
CH; CH- CH - CH-CH;-O—P-OH
OH OH OH CH

Obr. 2. Flavinmononukleotid, FMN
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0 NH,
C N
YL LI
HC I N T o 0 NN
1l i
CH; CH-CH -CH-CH;-0—P-0—P-0-CE,
OH OH CH OH OCH

Obr. 3. Flavinadenindinukleotid, FAD

Jednoelektronovou redukci riboflavinu vznikajgdarmy radikalu riboflavinug¢erveny anion

a modré neutralni molekula (tzv. flavosemichindrRgdukovanou, tééi bezbarvou formou
pii enzymovych oxidoreduhich reakcich je 1,5-dihydroriboflavin, neboli ledlavin, ktery

spontans oxiduje vzdusnym kyslikem na riboflavin. DalSi s&édvanou formou (vznikajici

dvou elektronovou redukciimékterych enzymovych reakcich) je,8-dihydroriboflavin. [3]

mfﬂmé H ,fNH

D
riboflavin (omdovana forma) anion radilcalu (¢ ervenj.r)
o+
. 1@[ L
HC
1,5-dihwdronboflawvin (redukcovana forma) radilcal (modryj

Obr. 4. Oxidované a redukované formy riboflavinu
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1.2 Vlastnosti

Riboflavin je Zluta krystalicka latka o bodu tanis2az 292°C. Ve vod se rozpousti
pozvolna. Udava se, Ze jeho rozpustnost je 120 end00 ml vody fi 27,5°C. Lehce se
rozpousti ve vodnych roztocich alkalickych hydrdixighroto je pro fipravu jeho roztok

pouzivana sodndikriboflavin-5-fosfatu, ktera je ve vadvice rozpustna. [1]

Miiviw s

viditelnym i UV swtlem je nestaly a dochazi k o&3¢ni ribitolového zbytku. Nejvice jej
ovliviiuje swtlo v rozsahu 420 az 560 nm. i&kove swtlo je mére Skodlivé nez fimeé
slune&ni swtlo, ale potravinové vyrobky v phlednych obalech mohou byt ovligmy

oswtlenim v prodejnich regalech, a tim dochazi ket@mdvitaminu B. [4], [5]

V nepitomnosti s@tla je riboflavin  velmi stabilnim vitamem. V neutralnich
a slald kyselych roztocich je prakticky staly , jeobty vici zahrevu i atmosférickému
kysliku.V alkalickém prosedi je labilni a rozklada se na fyziologicky tiiné rozkladné
produkty. [4], [6]

Flavinové koenzymy jsou velmi nachylné k ciek@ nebo enzymové hydrolyze. FAD
se v kyselém prastdi hydrolyzuje na FMN. V kyselych roztociaiméni polohu
fosfatova skupina FMN a naslednou hydrolyzou fastéanika riboflavin. [4]

V neutralnim a alkalickém prdsdi za pistupu s¥tla jsou vSechny flaviny nestalé, zvikast
pak volny riboflavin a FMN. Tyto slaieniny pisobi jako fotosenzibilizatory typu | a Il.
Absorbovanou gtelnou energii fedavavaji vzduSnému kysliku, ze kterého vznika
singletovy kyslik'O, a ten oxiduje dalsi organické sleniny. Sowasré dochazi

k fotolytickému Stpeni (fotodegradaci) flavin Hlavnim produktem fotodegradace
riboflavinu po &peni ribitolu v kyselém a neutrdinim pri@sti  je  lumichrom,

v alkalickém prosedi vznika lumiflavin (Obr. 5). Oba flaviny vznikej fotodegradaci

riboflavinu jsou @inngjSi oxidani ¢inidla nez samotny riboflavin. [7]
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pH =10
0

// H3C

lurraflawin
pH‘{ ]
riboflasin
O

lu;rmu:hrom

Obr. 5. Fotolyza riboflavinu

Bézny atmosféricky kyslik ©existuje v tripletovém stavu, tj. m& dvanactevahich
elektroni, pricemz dva elektrony s nejvySSi energii a salhlsgsnym spinem se
nachazeji viznych orbitalech. ExcitacigBného tripletového kyslikdO, vznika reaktivni
singletovy kyslik'O,, ktery ma& elektrony parové v jednom orbitalu epsinym spinem.
Reaguje nap s nenasycenymi sldeninami, aby se doplnil jeho volny molekulovy oabit

elektrony. [3]

U reakce typu | se jednd dairmpou interakci fotosenzibilizatoru (S) s dat#lekulou
(R-H), pi které dojde k penosu atomu vodiku nebo elektronu a vznikaji voindikaly
(Re a S-H). Tripletové senzibilizatory jsaedy fotochemicky aktivovanymi iniciatory
volnych radikal. Reakce typu |l popisuje nejrazstjSi zpisob Fenosu energie
z excitovaného tripletového fotosenzibilizatorutripletovy kyslik za vzniku singletového.
Méné neZ 1 % tripletového kysliku stmsré piechdzi na superoxidovy aninon?O

a oxidovanou formu senzibilizatoru (S+). [3]

Riboflavin pisobi jako fotosenzibilizator néklad u mléka, pokud je vystaveno expozici
piimému sluné&nimu s¥tlu v nevhodnych obalech. Podabnje tomu u vina
a piva. Singletovy kyslik a produkty degradaceoftdvinu zpisobuji rozsahlou destrukci

vitaminu C a oxidaci dalSich vyznamnych latek, jg&aetinol, esencialni mastné kyseliny
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a esencialni aminokyseliny, riddad z methioninu vznikaji rozklademgkave sirné

sloweniny. Vysledkem je néjemné aroma, tzv. slutiei pripach. [4]

1.3 Vyskyt riboflavinu v potravinach

Riboflavin je velmi roz&eny v potravinach, kde je vyhratlwadzany na proteiny, hlagn
ve formé FMN a FAD. [8]

K nejbohatSim zdram riboflavinu pati jatra, vejce, syr, maso a mlékd] V mléce je
riboflavin z ¢asti vazan nas- a B-kasein, asi 14 % riboflavinu je ve foénkAD a 4 % jako
FMN. V menSim mnoZstvi se v mléce vyskytuji takékteré dalSi flaviny jako je
10-(2-hydroxyethyl)flavin, @-hydroxyriboflavin a jeho &isomer. [3]

Ze zeleniny jsou nejbohatSim zdrojem vitaming Z&lend rajata, Spenat, hraSek, kapusta,
pazitka,cervenédiepa, rajata a paprika. Z ovoce jsou to hl&gipky, hrusky, maliny ieSré
acerny rybiz. [9]

Krom¢ riboflavinu, FMN a FAD se ve vySSich rostlinachnmakroorganismech vyskytuje
velky paset derivah riboflavinu (nap. esteé a glykosidi) vykazujicich biologickou aktivitu
obdobnou riboflavinu. V ovsu byl kiladu nalezen ester s malonovou kyselinou
5'-malonylriboflavin. Derivaty riboflavinu s £ hydroxyskupinou ribitolu oxidovanou na
karbonylovou skupinu (riboflavinabi karboxylovou skupinu (tzv. riboflavinova kyselinse
vyskytuji v rékterych jedlych houbéclieledi BasidiomycetesVysSi obsah vitaminu B
obsahuiji celozrnné vyrobky. [3]

Na rozdil od thiaminu, kteryipfermentaci astava v kvasgnych buikach, je riboflavin

piitomen v pivu v mnoZzstvi zhruba 0,5 mg.Bohatym zdrojem jsou i kvasnice. [3]
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Tabulka 1. Obsah riboflavinu ve vybranych potracim [6]

Potravina mg.kg™ jedlého podilu
maso veprové 0,9-3,5
maso hoveézi 0,4-3,5
maso kureci 0,7-2,8
jatra veprova 29-44
ryby 1,0-3,3
mléko 0,2-3,0
syry 3,3-5,7
vejce 2,8-3,5
chléb 0,6-1,5
Spenat 0,6-3,4
luSténiny 1,2-2,8
rajCata 0,3-0,4
mrkev 0,5-2,6
brambory 0,3-2,0
ofechy 0,2-1,3
drozdi 17-44

1.4 Zmény mnozstvi riboflavinu pii zpracovani surovin

Vyznamné ztraty obsahu vitangimohou vznikat jiz i manipulacich a neSetrném zachazeni,
které gedchazi vlastnimu zpracovani potravaké suroviny. Dochazi
k tomu nap. pri sklizni, skladovani a doprav V tchto gipadech jsou ztraty nutriént
v potravie predevSim funkci teploty a délky skladovani, ale mohiyt ovlivrény

I nedostat&nou ochranou proti slugeimu  zdeni. SniZzovani teploty ip dopra¢

a skladovani a zkracovagasového useku nezbytného prcs alvedené manipulace jsou

vyznamnymi faktory pro zachovani ndétri kvality suroviny ped dalSim zpracovanim. [2]

Nékdy se potraviny m#ji, aby teba zmtkla slupka (ludtininy), aby se nabobtnanim
urychlilo vareni, zlepSila chiia aby doSlo k rehydrataci (suSené zeleniny, @voleub).
Dlouhym m&enim vSak mohou vznikat ztraty vitaminvyluhovanim.Viiv doby mé&ni
na ztraty vitaminu B u ¢oc¢ky byl zkouman jiz v 70. letech minulého stoletivysledki
vyplynulo, Zze pi m&enicocky do 3 hodin byly ztraty minimalni, kdezZto po 3dméach se

rychle zvySovaly. [10][11]

K tepelnému oS&ni potravingskych surovin se pouziva teplot nad 60 °GjZen to

vSak byt i vice nez 200 °C. Tepelnou Upravigu dosahovano lepSi stravitelnosti
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potravin, kdy se ®ni jejich struktura a uvélje se tuhd konzistence syrovych potravin,
¢imz je usnadino jejich traveni. Déale se zlepSuji organoleptiglastnosti (dinkem tepla
nebo biochemickych vliv vznikaji nové chtové a vonné latky), 8i se Skodlivé
mikroorganismy, inaktivuji se enzymy a prodlouZeg UdrZznost potravin.tBobenim vyssi

teploty mohou vznikat i toxické a lidskému zdraékodlivé latky. [11], [12], [13]

Pri blanSirovani dochazi ke zme stavu riboflavinu. Retence vitaminw, Bii  blanSirovani
paroucinila ve Spenatu 88 aZz 100 % # planSirovani ve vrouci védse pohybovala mezi
64 az 95 %. R blanSirovani je retence riboflavinu v rozsahue®5 %. [2], [5]

Ztraty vitamim v pripact vareni jsou dvojiho druhugést vitamim degraduje varem
s vodou &ast je vyluhovana do vyvaru a zalezi na dalSiostypu, zda bude vyvar
vyuzit. VySe ztrat zAvisi také na objemu potravanynnoZstvi vody. SetjEi je piprava
vétSich kus surovin, zejména masa a pouziti mensiho mnozetly a kratSi doby tepelného
zahrevu, zatimco vitamin Bje wvici teplog€ relativreé stabilni a ke ztratam dochazi hlavn
vyluhovanim (uvadi se az z 55 %). [2], [6], [1}]

Jsou znamy i ijpady, kdy se technologicky anebo domadiipqavou mnoZzstvi vitamin
zvySi. Tyka se to zejména riboflavinu, kdy se jebsah zvySujeipfermentaci miéka anebo
piipadre i pri mlééném kvaseni (kysané zeli). Zde istrobsahu vitaminu zavisi na pouzité
mikrobialni kultde. Fermentované migé vyrobky obsahuji ve éSine pripadi vysSi
koncentrace riboflavinu nez apodni mléko, diky jeho syntéze mikroorganisiytéto
souvislosti Ize uvést i zvySeny obsah vitaingkupiny B u kvasnicovych tyippiv. Je znamo,

Ze pro vitaminy skupiny B jsou kvasnice nejbohatsdrojem. [6], [14]
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1.5 Fyziologické a metabolické aspekty

Zivé organismycerpaji energii z oxidoreddkich reakci. Flavinové koenzymy zeastni
mnoha metabolickych prooes Jsou dlezité pro latkovou vyrnu sacharid, tuka

a aminokyselin. Lidskéélo premeni riboflavin na FAD, ktery slouZi jako koenzym pro
glutathionreduktasua dalSi enzymyGlutathionreduktasaumoziuje redukci glutathionu,
ktery hraje vyznamnou roli v ochréaorganisn proti reaktivnimu kysliku ve forgnperoxidu
vodiku. [8] ,[15] ,[16]

Flavinmononukleotid i flavinadenindinukleotid s8€pi v tenkém $ew. Absorpce
nizkych koncentraci riboflavinu je regulovapemoci saturmiho mechanismu, vysSSi
koncentrace jsou absorbovany pasivni difugzboffavin z potravin ZivéisSného gvodu
je sndze absorbovan v travicim traktu nez miita z potravin rostlinného apodu, kde
pievladaji kovalenth vazané formy, obtiZn S€pitelné proteasami Po fosforylaci je
riboflavin dale transportovan ve vazha bilkovinu pedevSim do jater, srdce a ledvin, kde
nemize vytvdet vyznamné zasoby. Proto jgeka, aby fijlem riboflavinu potravou byl

relativré pravidelny. [2], [6]

Nedostatek vitaminu B se v industrializovanych zemich objevujgidka a  jen
u omezenych populaich skupin. Typickym mistem vyskytu hypovitaminospu zemns
tietiho s¥ta, kde pedevSim dtska populace trpi protein-kalorickou malnutricieddstatek
vitaminu se projevuje trhlinkami v koutech Ust, kigi, zarudlymi sliznicemi, vypadavanim
vlasi, tvorbou luf, lamavymi nehty, zvySenou citlivosti nagde (fotofolie) a tupozrakosti
(amblyopie). [2], [17]

Nedostateny pidjem riboflavinu, més nez 0,5 mg.déh trvajici vice nez 100 dni vede
ke vzniku hypovitamindzy. N&gstji se vyskytuje u osob, které konzumuji
nedostaténé mnozstvi mléka a ndlgych produki. Krome toho niize byt zfisobena
nadnérnou konzumaci alkoholu, pouzivanim orélni antilepue, dlouhodobymuigobenim
stresu, nemocemi Stitné zlazy (hyperfunkde@gbetes mellituszareéty tenkého seva aj. Jen
ziidka jde o nedostatek riboflavinu samotného, &lanse objevuje spolu se symptomy

nedostatku ostatnich vitandiskupiny B. [2]
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Riboflavin je dilezity pro dobry stav e, @i, funkce srdce a dalSich orgadako sotést

enzymi v dychacintetézci je nezbytny pro zakladni béimy metabolismus. [18]

1.6 Doporuceny prijem riboflavinu

VySe dopordeného denniho ipmu riboflavinu je vzhledem k jeho dpobeni
v energetickém metabolismu a metabolismu bilkoviavidd na obsahu bilkovin
a energetické hodnbtpotravy. Méla by byt v souladu s energetickym vydejemglesnou

hmotnosti konzumenta. Minimalni dennijgm vitaminu B pro dosplého jedince byl
stanoven ve vysSi 0,6 mg. Pro udrZeni bazalniho mésmu a zajigni hlavnich

metabolickych funkci by i#jem riboflavinu nenil klesnout pod 1,2 mg.déni kdyz

je energeticky pjem nizsi nez 2000 kcal na den. Dopg@mé davka pro gmérného

obyvatele CR &ini 1,514 mg.deh. Doporwena davka pro &dr tZce pracujici muze
ve wku 19 az 34 letini 1,8 mg.deit a ve ¥ku 35 az 59 let 1,7 mg.dénPro stejné
kategorie Zen plati hodonta 1,6 mg, resp. 1,5 md.de]
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2 MOZNOSTI STANOVENI VITAMINU B ,

Riboflavin je vazan esterickou vazbou na kyselirasfdr&nou ve formd koenzymu
flavinadenindinukleotidu a flavinmononukleotidu,eké jsou vazané na tgv specificky
bilkovinny nosté a nefastji vystupuji ve forr¢ barevné bilkoviny, Zlutého flavoproteinu.
K uvolnéni vazaného riboflavinu na bilkovinu se pouzivaroyry zedinych mineralnich
kyselin HCI a HSQ,. Krom¢ kyselé hydrolyzy se pouzivad enzymatickd hydrolktara je
nezbytna k uvoléni riboflavinu z esterické vazby s kyselinou fostorou. Jako enzymu se

pouziva takadiastasatrypsinneboclarasa.[19]

Nejvice pouzivané metody jsou fluorometrické metailoZzené na #teni Zlutozelené
fluorescence riboflavinu nebo lumiflavinu, fotomeke mereni Zluté barvy riboflavinu,
piipadré lumiflavinu, polarografické a spektralni¢heni. Krong fyzkalnéchemickych metod
se na stanoveni riboflavinu pouzivaji metody mikotdgické s Lactobacillus helvetiys

mnozstvi mikroorganisinse potéstanovi turbidimetricky. [20]

Mezi nejnowjSi metody stanoveni riboflavinu patseparani chromatografickda metoda

vysoce@inné kapalinové chromatografie HPLC.
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3 VYSOCE UCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je sepatai proces, fi kterém se latky rozduji mezi d¥ nemisitelné faze,
jednu pohyblivou (mobilni) a druhou nepohyblivou taonéarni), na zaklad

fyzikalnéchemickych interakci jako jsou adsorpce, iontoviddrya apod. [21]

Kapalinova chromatografie se vyuZivéegevsim k separaci $si latek, které jsou nitave
nebo Spath tekavé a termicky labilni (aZ 85% vSech glenin). K separaci vyuzivaizné
systtmy pevné nebo kapalné stacionarni faze a r@pamobilni faze.
Na rozdil od plynové chromatografie rozhoduji o aepi sloZzek vzorku nejen jejich
interakce se stacionarni fazi, ale réwelmi vyrazg pouzita mobilni faze. Podle ugiddani
stacionarni faze rozliSujeme kolonovou a tenkowenstir papirovou chromatografii. [22], [23]

HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) jetoda pouZivana k separaci slozek
smesi na z&klad jejich miznych vlastnosti jako je polarita, naboj nebo \asik Princip
separace jednotlivych slozek &n sp@iva v dleni latek mezi stacionarni fazi naghou

v kolorg a mobilni fazi prochazejici v koléiza vysokého tlaku. [24]

Z&kladni vyhodou HPLC je Siroky obor pouZitelno@ie analyzovat az 80 % veSkerych
znamych latek, které se podstathsi v chemickych i fyzikalnich vlastnostech). Bl
piednosti je moznostéinné ovliviiovat separaci nejenom volbou stacionarni fazercaecz
zmenami slozeni mobilni faze, protoZze kapalna mobifiie neni pouze inertnim nésm

vzorki, ale podili se fimo na interakcich rozpu$tych latek se stacionarni fazi. [21]

e

V HPLC je nejdilezit¢jSi presnost analyzy, nebose v ni odrazi iséryhodnost vysledk
ziskanych g dané analyze. iesnost v HPLC zavisi na kvalitkkontroly instrumentalnich
a separénich podminek. Spravnost metody je dana moznosatitirkvat systém standardy

0 zndmém sloZeni. [25]
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3.1 Technika vnaseni vzorku do separé&niho systému

Chromatografickou separaci latek v kaidme provéstiemi rozdilnymi technikami:

1. Frontalni
2. Vytésnovaci
3. Eluéni

3.1.1 Frontalni chromatografie

V pripact frontalni chromatografie (také: frontalni analyza) vzorek pimo rozpusn

v mobilni fazi nebo slouzi jako mobilni fazefti Bratoku loZzem stacionarni faze jsou
zadrzovany slozky s velkym rofldvacim koeficientem az k nasyceni stacionarni fé&zmi
sloZzkami givadéné sngsi. Poté je z kolony vymyvana nejnéradrzovana slozka, po ni &n
prvni slozky a silgji sorbované slozky atd., az nakonec (po proragewsi vSech slozZek) je

z kolony vymyvana sis tehoz slozeni, jako je vzorek v mobilni fazi. \&mu mobilni faze

se vzorkem za&istou mobilni fazi se dosahne resorpce sloZzekssmmezi stacionarni fazi

v opa&ném pdadi. Nejprve se eluovana &svsech slozek, poté postépjednotlivé snisi
zmen3ené vzdy otedchozi nejméh sorbovanou slozku, aZ nakonec samotna nejvice
sorbovana slozka a za ni samostatna mobilni faysleddkem je separace pouze nejmeén

a nejvice sorbované slozky ze vzorku. [23]

3.1.2 Vytésiovaci chromatografie

Chromatogram slozek sisi se vyviji proudem sith se sorbujici kapaliny nebo plynu.
Mobilni faze sorbuje sik)i nez kterakoliv slozka vzorku aipobi jako vy&sinovacicinidlo,
piicemz tla&i vzorek ed sebou. Vysledkem jsou zény, které nejsowledy mobilni fazi
a chromatogram ve forfrstupa. [23]
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3.1.3 Eluéni chromatografie

Pri eluéni chromatografii je analyzovana &snjednorazo¥ vnasena do feruseného nebo
negetrzitého proudu (toku) mobilni faze. Podminkouddsig separace je, aby sloZzka vzorku
byla stacionarni fazi zadrzovana g&jinnez slozky mobilni faze. Jednotlivé sloZky jsou
eluovany v péadi rostouci velikosti interakce se stacionarnii fézsou oddleny cistou

mobilni fazi.

Eluce niZze byt izokratickd (za konstantnich podminek), stwpid nebo gradientova.
Gradientova eluce souvisi se &mou rozélovacich konstant jednotlivych sloZzek vzorku
vcéase a to vikledku zmény sloZzeni mobilni faze, ziny pH, teploty, koncentrace
komplexotvorného¢inidla. Elwni chromatografie je n&hsEji pouzivanym postupem
v analytické chromatografii. Poloha piku v chrongmtonu je odrazem velikosti interakce
slozky vzorku s chromatografickym systémem a dlduigji identifikaci. Plocha uz&ena
pikem a zakladni linii (symetrické piky) slouZijls&ni obsahu slozky ve vzorku. [23]

3.2 Prislusenstvi HPLC

Zasobnik mobilnich fazi
Cerpadla

Davkovaci zafizeni
Kolona

Detektory

3.2.1 Zasobnik mobilnich fazi

Mobilnimi fazemi jsou v ptadi stoupajici polarityn-hexan, cyklohexan, methylbenzen,
chlorované uhlovodiky, tetrahydrofuran, propanorgetanitril, iso-propanol, ethanol,
methanol, voda a dalSi. PouZzivaji sel’jadnotliw, nebo jejich misitelné stmi. Nag. pro
reversni HPLC na vazané fazi s C18 se jako mofilré ¢asto uziva sis methanolu nebo
acetonitrilu s vodou nebo s vodnym roztokem puffuo cleni bazickych nebo sl&b
kyselych latek je velmiiezité pH, protoze ionizované formichto latek maji pro vazanou

fazi C18 mensi afinitu nez latky neutralni a bugtuovany rychleji. [26]



UTB ve Zlinég, Fakulta technologick&a 24

3.2.2 Cerpadla

Moderni instrumentace umitidje pracovat s tlaky az 60 MPailbzita je vysoka fesnost
a reprodukovatelnost {oki v celé Skale pracovnich tlakCerpadla byvaji dena na pulzni
a bezpulzni, pouzivaji se pistovd, membranova. Médéen pro vyrobu cerpadel
v HPLC je nejastji nerezova ocel, safir, titan a keramika. [27]

3.2.3 Déavkovaci z&izeni

Primy néstik vzorku injekeni stikatkou pres septum nebotipzastaveni toku mobilni faze
(stop-flow) gimo na vrstvu sorbentu v koldre metodou se Spatnou reprodukovatelnosti,
tedy nevhodnou pro kvantitativni analyzu. Nié&siva zdizeni se musi vyrovnat
s vysokymi tlaky na kola#) pouZivaji se f@devSim davkovaci vysokotlaké ventily se
smykou. Dolie vybavena chromatografickd fizeni maji k dispozici autosamplery
se zasobnikem vzaik(nejlépe s temperaci) sfipadnou programovatelnou derivatizaci
vzorku gred analyzou. [27]

3.2.4 Kolona

Kolony pro HPLC jsou z materialu, ktery musi odatxelativié vysokym pracovnim tlakm

a zarové chemickému fisobeni mobilnich fazi a separovanych slozek. Matar
chromatografickych kolon je é&Winou antikorozivni ocel nebo speciglntvrzené
borosilikatové sklo, Ize pouzit i kombinaci obou teré&li. Pro analytické aplikace se
pievazri pouzivaji kolony pléné porovitymi naplémi o priméru 3-10 um o délce
5-30 cm a vninim ptimérem 3-4 mm. Winnost separace, doba analyzy a pracovni tlak se
zvySuji s rostouci délkou kolony a naopak klesajpstoucim pimérem ¢astic napla. Fi
praci s kolonami o @méru mensim nez 2 mm se jedna o tzv. mikrokolonovapaknovou
chromatografii, jejiz vyhodou je hlayrsnizeni spdeby mobilni faze i vzorku a zvySeni
citlivosti detekce. Materidly pro pini kolon jsou ¥tSinou zaloZzeny na anorganické matrici
(silikagel, oxid hlinity, porovité sklo), na niz thou byt chemicky vazany nebo zakotveny
razné stacionarni faze. Mé&gasto se pouziva organickych @elizné struktury, které mohou
byt rovréz chemicky modifikovany. Charakter stacionarni faagisi na chromatografickém
systému. V HPLC se&asto vyskytuji pojmy "normalni faze" a "reverznidd. U normalnich

fazi jsou funkni skupiny stacionarni faze polarni, mobilni fagvd nepolarni rozpouidlo
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(pentan, hexan). Chromatografie na tzv. systémechobsacenymi fazemi (RP,
Reversed-Phase, asi v 80 % vSech aplikaci HPLC}ipéuchemicky vazanou nepolarni
stacionarni fazi. Nejpouzivajsi je typ C18 nebo C8, kde jsou molekuly vazanyasticich

silikagelu. Mobilni faze v systému RP je polari7]| [28]

3.2.5 Detektory

Zakladni podminkou pouZzitelnosti detektoru je |me4zavislost odezvy v Sirokém
koncentrgnim rozmezi stanovované latky a plna automatizazeamu. Oblast linearity je
vymezena intervalem odezvy detektoru, kdy odchybta linearniho pibéhu odezvy

detektoru v zavislosti na koncentraci je menSi2é4. [26]

K detekci separovanych latek se zpravidla uZivacopeh nebo specifickych vlastnosti,
kterymi se tyto latky liSi od mobilni faze, v tomidklad se také rozliSuji univerzalni
a selektivni detektory. N&sgji jsou pouzivané tyto detektory: [27]

= Fotometrické detektory (UV, VIS)

V¢étSina organickych latek absorbuje v oblasti UYerd, rékteré i ve viditelné oblasti stia.
Detektory pracuji bdi s fixni vinovou délkou (néasgji 254 nm), s moznosti vyu rnekolika
vinovych délek (filtrové), nebo jsou opahy monochromatorem a pracuji na principu
spektrofotometru v rozsahu 190-400 nm¢étiv zdroje prochazi [itokovou celou, intenzita

proslého paprsku je ¢fena fotonasobem, kontinuald se snima signal eluovanych slozek

= Detektor diodového pole (DAD)

Umoziuje ziskat spektralni data latek vip¢hu celé analyzy. Rtokovou celou prochazi
polychromatické sitlo, transmitované zani je spektrakh rozkladano holografickou
miizkou, takZze na kazdou z miniaturnich fotodiod wénigch na destce o délce cca 1 cm
dopada zavy tok o ucité vinové délce zeslabeny absorpci vitpkové cele detektoru.
Pouziti DAD je podmi#no softwarovym zazemim, které uniaje nap. pribéZné hodnoceni
tzv. "Cistoty pilki", identifikaci neznamych slozek pomoci spektrakmihovny, rychlé

stanoveni absotpiho maxima latky, kvantifikaci ptks odliSnymi spektralnimi viastnostmi.
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= Elektrochemicky detektor

Umoziuje stanovit velmi nizké koncentrace latek v eluemtpiipact, Ze tyto latky jsou
elektrochemicky aktivni (redukovatelné nebo oxidelrs¢). Meii se proud protékajici mezi
polarizovatelnou pracovni elektrodou a pomocnoltedeou v zavislosti na viozeném riip
Detektor pracuje hil jako polarograficky se rtovou kapkovou elektrodou, nebo s tuhou
elektrodou zhotovenou napz grafitu. Obeckh se tento detektor nehodi pro detekci

gradientové eluce.

= Vodivostni detektor

M¢eii elektrickou vodivost eluatu vytékajiciho z koloayéma elektrodami (nerez, zlato,

platina) umistnymi v pritokové cele. Tento detektor je vhodny pouze prekigtiont.

= Hmotnostni detekce (LC/ MS)
Snimani hmotnostniho spektréghiem eluce latek je velmi vyhodné pro strukturnilgna
a identifikaci latek ve slozitych sfsich. Technicky vyhodné prdimeé napojeni je pouZzivani

mikrokolon a kapilarnich kolon.
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4 STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDK U

Vysledky statistické analyzy hodnotime podle spoitin tj. schopnosti metody kvantitati/n
uréovat danou vetinu, dale podle f@snosti, tj. schopnosti metody poskytovat konzisken
stejné vysledky prdgadu opakovanych stanoveni a podle reprodukovatlipsschopnosti
metody poskytovat konzisteritistejné vysledky pro nezavisla&teni, provadna se stejnym

vzorkem a stejnym postuperiiznymi pracovniky viznych laborattich.

Analyticka chyba pedstavuje rozdil mezi nalezenym obsahem analyta (gho skuténym
obsahem ) ve vzorku. Malé, nepravidelné odchylky od skut hodnoty se uduji
statisticky ze souboru paralelnich (opakovanych) alygm Ovliviiuji  piesnost
(reprodukovatelnostfi opakovatelnost stanoveni. Aritmetickyuper vSech vysledk se

zpravidla nejvice blizi skutaé hodnat:
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Ve skut&nosti mame k dispozici jen omezenycpbvysledki, ktery je podstathmenSi nez
n— oo a tudiz je srrodatna odchylka zavisla na o paralelnich vysledk Byl definovan
Studentiv koeficient t, ktery charakterizuje Studentovolodeni nahodnych odchylek pro
dany stup# volnosti (dany poet vysledk analyz a pouZzitou hladinu vyznamnostio)l-
Studentovym koeficientem pak nasobime hodnotuéredatné odchylky. NejlepSim

vyjadienim pro pimérny vysledek ze série paralelnich stanoveni jeopvatah: [30]

n 3)

~|o

Tabulka 2. Kvantilyt (n) Studentova rozdeni o n stupnich volnosti [29]

t(n) a

n 0,05 0,01 0,001
1 12,71 63,66 636,58
2 4,30 9,93 31,60
3 3,18 5,84 12,92
4 2,78 4,60 8,60
5 2,57 4,03 6,87
6 2,45 3,71 5,96
7 2,37 3,50 5,41
8 2,31 3,36 5,04
9 2,26 3,25 4,78
10 2,23 3,14 4,59
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. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zlinég, Fakulta technologick&a 30

5 METODIKA

5.1 Pouzité pristroje a pomicky

Standardni laboratorni vybaveni:

piedvazky (Kern, SRN)

lednice (Samsung- Calex, CZ)

temperovanda vodni laz¢ Memmert, SRN)

bézné laboratorni sklo a parky

Specialni #zeni:

Aparatura pro HPLC (Hewlett Packard 1100)

vakuovany odplitovaci modul G1322A

binarni pumpy G1312A

termostat kolon G1316A

detektor UV/VIS DAD G1315A

davkovaci ventil analyticky sniiovy (davkovaci smika o objemu 2@)
kolona SUPELCOSIL - LC8 (15 cm x 4,6 mmpuBn, Supelco, USA)

PC s vyhodnocovacim programem ChemStation — Instinttn(Agilent, USA)

Déavkovaci dtikacka (Hamilton, USA)

Mikrofiltry 0,45 um, PTFE (Supelco, USA)

5.2 Material

5.2.1 Vzorky masa, jater a tavenych syi

Vzorky masa vefopvé kyty, vepové kotlety, vepové pleci, vefové krkovice, vefpvého

boku, ho¥ziho gedniho, howzi klizky, howziho zadniho, hazich jater, vefovych jater

byly zakoupen v masrve Vizovicich patici firm¢ Carnex.

Vzorek kuecich jater, kitich jater byly zakoupen v maske Zliné patici firmé Raciola.
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Analyzovany byly Zady tavenych syr(suSina 40 % w/w, tuk v su&d5 % w/w), vyrobené
ve spolénosti MADETA, a. sRipec. K vyrolg tavenych sy byla pouzita sis pirodnich
synmi, maslo, voda, tavici soli (fosfatové a polyfosfétotavici soli) a suSend syrovatka
v mnozstvi 0,5% w/w. CelkovA doba taveni byla cBa minut a tavici teplota
92 °C. Tavenina byla pkna do 75-gramovych ohalz tazeného hliniku uz#enych
privatitelnym hlinikovym vékem. U obouad byly po uzakeni vy¢lenény vzorky, které byly
zchlazeny Bhem 3 hodin na teplotu #2 °C a oznaeny jako ,nesterilované tavené syry*.
Na WtSi casti vzorki obou analyzovanychiad byl proveden steridai zatrev (sterilator
LUBECA) priteplo& 117°C svydrzi 20 minut. Sterilované vzorky byly veridétoru
zchlazeny na 28C a odebrany — oznano jako ,sterilované tavené syry“. Nesterilované
i sterilované tavené syry byly skladovany do okamznalyzy v chladicim boxutipteplot
8+2°C.

5.2.2 Pouzité roztoky a chemikélie

Methanol pro HPLC, gradient grade (Riedel-detie&SRN; Sigma- Aldrich, SRN)
kyselina trichloroctova (dodavatel- ing. Petr Lukg&ersky Brod)

kyselina chlorovodikovéa (dodavatel- ing. Petr LykdBersky Brod)

octan sodny (dodavatel- ing. Petr LukeS, UherslodBr

kyselina mrave&i (dodavatel- ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)

siran zinénaty (dodavatel- ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)
hexakyanoZeleznatan draselny (dodavatel- ing.LRé&S, Uhersky Brod)
standard riboflavinu (vyrobce Supelco, USA)

redestilovana voda
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5.3 Analyza jednotlivych vzorki

5.3.1 VysréZeni proteini ze vzorku vegroveho a ho¥ziho masa

S presnosti na 0,01 g bylo navazeno 16,00 g analyztwargzmixovaného vzorku masa.
Vzorek byl kvantitative preveden dofteci misky, kde bylo postupn pridano 80 ml
0,1 mol.1* kyseliny chlorovodikové a po zhomogenizovani bymss kvantitativié
pievedena do 250 ml Erlenmayerovyiksg, ktera byla obalena hlinikovou félii. Biea byla
vloZzena do vodni laznna 1 hodinu p teplot 97 °C a po celou dobu byl&epana. V 50.
minutt ohfevu byly gidanim kyseliny trichloroctové vysradZzeny proteinyst@jné mnoZzstvi
bylo piidano i v 60. minut ohfevu (kapitola 6.1). Sis byla po véeni ochlazena,
kvantitativré prevedena do 100 ml odiimé baiky a baika byla doplgna redestilovanou
vodou po zné&ku. Obsah hiéky byl poté dvojstupové Zzfiltrovan (nejdive byl vzorek
zfiltrovan pres papirovy filtr a nasledrbyl zfiltrovan ges filtr pouzivany pro chromatografii
HPLC o velikosti p6it 0,45um).

5.3.2 Vysrazeni proteini a polysacharidi ze vzorku jater

S presnosti na 0,01 g bylo navazeno 16,00 g analyztveargzmixovaného vzorku jater.
Vzorek byl kvantitativl preveden doieci misky, kde bylo postupn pridano 80 ml
0,1 mol.1* kyseliny chlorovodikové a po zhomogenizovani bymss kvantitativié
pievedena do 250 ml Erlenmayerovyikwy, ktera byla obalena hlinikovou félii. Blea byla
vloZena do vodni laznna 1 hodinu p teplo& 97 °C a po celou dobu byla&epana. V 50.
minutt ohfevu byly gidanim kyseliny trichloroctové vysrazeny proteinyst@jné mnoZzstvi
bylo pfidano i v 60. minut ohitevu (kapitola 6.2). Naslednyntiganim 10 mkinidla Carrez |
a 10 mi¢inidla Carrez Il byly vysraZzeny polysacharidyepaZzig glykogen. Snss byla po
vareni ochlazena, kvantitatigrprevedena do 200 ml odimé baiky a baika byla doplgna

redestilovanou vodou po rysku. Obsafikyabyl poté ogt dvojstugove zfiltrovan.
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5.3.3 Vysrazeni proteini ze vzorku tavenych syé

S presnosti na 0,01 g bylo navazeno 16,00 g analyzbweveorku taveného syru. Vzorek byl
kvantitativie preveden do teci misky, kde bylo postupn prfidano 60 ml
0,1 mol.I' kyseliny chlorovodikové a po zhomogenizovani byass kvantitative
pievedena do 250 ml Erlenmayerovyikwy, kterd byla obalena hlinikovou fdlii. Blea byla
vloZena do vodni laznna 1 hodinu § teplo& 97 °C a po celou dobu bylaepana. V 50.
minutt ohfevu byly gidanim 1 ml 50 % kyseliny trichloroctové vysraZempteiny. Snis
byla po vdeni ochlazena, kvantitatigrpievedena do 100 ml odimé baiky a baika byla
doplnéna redestilovanou vodou po rysku. Obsatiklgabyl poté ogt dvojstupove zfiltrovan.

5.3.4 Stanoveni riboflavinu metodou HPLC ve vepovém a ho¥zim mase

Vysrazeni proteif ze vzorku masa bylo provedeno podle postupu uvéden kapitole 5.3.1.
Jako optimalni zfisob vysrdZzeni proteinze vzorku masa byl &en postup, kdy jen v 50.
minuté ohrevu byly gidany 3 ml 80 % kyseliny trichloroctové.

Ze ziskaneého filtratu byl davkovan alikvotni podd ul do HPLC. Separace byla provedena
na kolot SUPERCOSIL LC8 (15 cm x 4,6 mm; Bn). Byla pouZita gradientova eluce
mobilni fazi o sloZzeni 0,12 mot.loctan sodny (pH 4,5 upraveno pomoci 85 % kyseliny
mraverti w/w — slozka A) a methanol (slozka B) ocpteinim pongru 87:13 (A:B) viv
véase 0 sgradientem uvedenym vtabulce 3.utoRr mobilni fazi byl
0,8 ml.min' a teplota termostatu kolony 36C. Signal byl sniman detektorem
UV/VIS DAD pii vinové délce 270 nm. Vyhodnoceni vyslédiylo provedeno za pouZiti
chromatografického softwaru ChemStation — Instrumegilent Technologies, USA).

Tabulka 3. Gradient mobilni faze pro stanoverdftédvinu metodou HPLC

Minuta | Pomeér octan sodny : methanol

0 87:13
3 87:13
15 0:100

30 0:100
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5.3.5 Stanoveni riboflavinu metodou HPLC v jatrech

Vysrazeni proteith ze vzorku jater bylo provedeno podle postupu unébe v kapitole 5.3.2.
Jako optimalni zfisob vysraZeni proteinze vzorku jater byl wen postup, kdy jen v 50.
minut ohtevu byly gidany 3 ml 80 % kyseliny trichloroctové a v 60. nii byly pridano
10 mi¢inidla Carrez | a 10 miinidla Carrez II.

Ze ziskaneého filtratu byl davkovan alikvotni podd ul do HPLC a podminky analyzy byly
stejné jako v kapitole 5.3.4.

5.3.6 Stanoveni riboflavinu metodou HPLC v tavenych syrele

Vysrazeni proteith ze vzorku tavenych s§rbylo provedeno podle postupu uvedeného
v kapitole 5.3.3.

Ze ziskaného filtrdtu byl davkovan alikvotni podd pul do HPLC a podminky analyzy byly

stejné jako v kapitole 5.3.4.

5.3.7 Kalibra éni ki¥ivka pro chromatografické stanoveni vitaminu B

Jako standardni preparat vitaminy Byl pouZit standard riboflavinu (Supelco, USA).
4000 pg riboflavinu bylo rozpugno v 1000 ml odrérné bace a doplano po rysku
redestilovanou vodou. Vychozi koncentrace zasobroktoku byla 4ug.mi*. Ze zasobniho
roztoku riboflavinu byly pipraveny dalSinfedénim redestilovanou vodou kalikira roztoky

o koncentraci 2; 1; 0.5 a Oug.mi™.

Kalibraéni kiivka byla sestrojena jako zAvislot plochy piku (M&Y) na koncentraci

riboflavinu (ug.mr™).
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Vysledky vysrazeni proteini ze vzorku vegrového a ho¥ziho masa

Vysrazeni protein z masa bylo provedeno podle postupu uvedenéhopitoka 5.3.1.
Pri vysrazeni bylo pouZzitoiznych koncentraci aizného mnozstvi kyseliny trichloroctové .
Prvni srézeni bylo provedeno v50. mihubhievu a druhé srdZeni bylo provedeno

v 60. minu¢ ohfevu. Vzorky byly vyhodnoceny symboly + a —:
+ proteiny byly kvantitativé vysrazeny
- proteiny nebyly kvantitativhvysrazeny

Pro stanoveni postupu vysrézeni pratdigl pouzit vzorek vefmvé kyty.

Tabulka 4. Fidavek 50 % kyseliny trichloroctové v 50. miduiatrevu

Pridavek kyseliny [ml]] VysrédZzené proteiny
1 -
3
5

Tabulka 5. Fidavek 50 % kyseliny trichloroctové v 50. migwathtevu a v 60. mingtohrevu

Prvni pfidavek kyseliny [ml] 1. Srazeni Druhy pfidavek kyseliny [ml] 2. Srazeni
1 - 1
3 - 3
5 - 5

Tabulka 6. Fidavek 80 % kyseliny trichloroctové v 50. miduiathrevu

Pridavek kyseliny [ml]] VysrdZzené proteiny
1

2 +
3 +
5 +
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Tabulka 7. Fidavek 80 % kyseliny trichloroctové v 50. migathtevu a v 60. mingtohrevu

Prvni pfidavek kyseliny [mi] 1. Srazeni Druhy pfidavek kyseliny [ml] 2. Srézeni
1 - 1
2 + 2 +
3 + 3 +
> + 5 +

Z vysledki je patrné, Zze 50% kyselina trichloroctova bylaykraZeni proteiin z masa malo
koncentrovana, a tudiz proteiny nebyly kvantitativmysrazeny. Celkového vysrazeni
proteini z masa bylo docileno aZz pouzitim 2 ml 80 % kyselinchloroctové v 50 min

ohtevu.

6.2 Vysledky vysrazeni proteini a polysacharidi ze vzorku jater

Vysrazeni proteiin z jater bylo provedeno podle postupu uvedenéhapitole 5.3.2.
Pri vysrazeni bylo pouZzitoiznych koncentraci aizného mnozstvi kyseliny trichloroctové .
Prvni srazeni bylo provedeno v50. mihubhfevu a druhé srazeni bylo provedeno

v 60. minut ohrevu. Vzorky byly vyhodnoceny symboly + a —:
+ proteiny byly kvantitativé vysrazeny
- proteiny nebyly kvantitativhvysrdzeny

Pro stanoveni postupu vysrazeni praieéigl pouzit vzorek vefovych jater.

Tabulka 8. Fidavek 80 % kyseliny trichloroctové v 50. miduahevu

Pridavek kyseliny [ml]|] Vysrazené proteiny

1 -
2 +
3 +




UTB ve Zlinég, Fakulta technologick&a 37

Tabulka 9. Fidavek 80 % kyseliny trichloroctové v 50. midwthtevu a v 60. mingtohrevu

Prvni pfidavek kyseliny [ml] 1. Srazeni Druhy pfidavek kyseliny [ml] 2. Srazeni
1 - 1 -
2 + 2 +
3 + 3 +

Z vysledki je patrné, Ze celkového vysrazeni praiemjater bylo docileno aZz pouZzitim

2 ml 80 % kyseliny trichloroctové v 50 min i@vu.

Pridanim 10 mi¢inidla Carrez | a 10 m¢inidla Carrez Il byly kvantitativé vysrazeny ze

vzorku polysacharidyjevazre glykogen.

6.3 Vysledky vysrazeni proteini ze vzorku tavenych sy

Vysrazeni proteiin z tavenych syr bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole
5.3.3. Ri vysrazZeni byl pouzit 1 ml 50 % kyseliny trichlatové. SraZeni bylo provedeno

v 50. minu¢ ohrevu. Vzorky byly vyhodnoceny symboly + a —:
+ proteiny byly kvantitativé vysrazeny

- proteiny nebyly kvantitativhvysrazeny

Tabulka 10. Hdavek 50 % kyseliny trichloroctove v 50. miaduthrevu

Pridavek kyseliny [ml] Vysrazené proteiny
1 +
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6.4 Vysledky méreni kalibra¢ni kiivky pro stanoveni vitaminu B, metodou
HPLC

Kalibrace byla provedena podle postupu uvedenékapitole 5.3.7. Kazdy bod kalilkfai
kiivky byl promeien ptkrat. VSechna ®ieni jsou uvedena v tabulce 11 a znaZoan

v nésledujicim grafu 1.

Tabulka 11. Kalibrace riboflavinu

Priimérna plocha piku
Koncentrace riboflavinu [ug,mI™] | Plocha piku[mA.V.s™] [MA.V.sY]

51
5,1
0,10 7,4 5,98
6,5
5,8
23,7
21,6
0,25 20,0 21,66
20,6
22,4
35,2
31,8
0,50 34,2 33,58
33,6
33,1
53,1
56,2
1,00 53,9 54,58
54,5
55,2
110,6
117,2
2,00 119,3 113,72
109,1
112,4
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Graf 1. Kalibr&ni kiivka s regresni rovnici pro stanoveni riboflavinetadou HPLC
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6.5 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu ve vefpveé kyté

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich viiadqrové kyty podle postupu uvedeného

v kapitole 5.3.4. Z kazdého filtratu byla provedemalyza ptkrat.

U kazdé analyzy byl vypen dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B
v ug.mr*. Tato hodnota bylaippaitena na mg.100ymasa.
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Tabulka 12. Obsah riboflavinu u vzorku vepé kyty s navazkou m = 15,99 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
mAV.s™] [ [ug.ml’] [ug.g’] |[mg.100g7]
16,5 0,229 1,430 0,143
13,1 0,166 1,039 0,104
15,4 0,208 1,304 0,130
16,2 0,223 1,396 0,140
14,8 0,197 1,235 0,124

Tabulka 13. Obsah riboflavinu u vzorku vepé kyty s navazkou m = 16,01 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[mA.V.s'l] [Mg/ml] [Ho/g] [mg.100 g'l]
12,2 0,150 0,934 0,093
12,7 0,159 0,992 0,099
12,6 0,157 0,981 0,098
13,1 0,166 1,038 0,104
12,4 0,153 0,957 0,096

6.6 Presnost stanoveni vitaminu Bve veprove kyté metodou HPLC

Analyza vitaminu B ve vegové ky€ byla provedena celkem desetkrateshost stanoveni
vitaminu B je vyjadena ve formi standardnich statistickych metod uvedenych v kigp#.
Vtabulce 14 jsou uvedeny statistické parametry raittarizujici gesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminu B2 ve @@ kyg.

Tabulka 14. Resnost stanoveni obsahu vitamiruvB vegové kye

Koncentrac_:le /% - X / X, - X IE
[mg. 100g™] :
0,143 0,019 0,0004
0,104 -0,020 0,0004
0,130 0,006 0,0000
0,140 0,016 0,0002
0,124 0,000 0,0000
0,093 -0,031 0,0009
0,099 -0,025 0,0006
0,098 -0,026 0,0007
0,104 -0,020 0,0004
0,096 -0,028 0,0008
X =0,113 2=0,004
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Praimérny obsah vitaminu Bve vegové ky€ byl vypaiten podle vzorce (1). Déle byl
vypocten odhad sirodatné odchylky s podle vzorce (2). Skumg obsah vitaminu B
stanovovany metodou HPLC byl vyfien podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statkstimi
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentowefikientu t je pi testované hladih
vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smsrodatna odchylka s = 0,019 mg.100g

Obsah vitaminu Bve vegiové kye

u=0,113+ 0,610 mg.100§ (¢=0,05)

6.7 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu ve vefpvé pleci

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich viiadgroveé pleci podle postupu uvedeného

v kapitole 5.3.4. Z kazdého filtratu byla provedemalyza ptkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B

v ug.mr*. Tato hodnota bylafppaitena na mg.100ymasa.

Tabulka 15. Obsah riboflavinu u vzorku vepé pleci s navazkou m = 15,98 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[mA.V.s™] |  [ug/ml] [ug/g] | [mg.100 g
16,1 0,221 1,385 0,139
16,7 0,232 1,454 0,145
15,9 0,218 1,362 0,136
16,4 0,227 1,420 0,142
16,2 0,223 1,396 0,140
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Tabulka 16. Obsah riboflavinu u vzorku vepé pleci s navazkou m = 15,99 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[MA.V.s"] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
16,2 0,223 1,396 0,140
16,3 0,225 1,407 0,141
16,0 0,220 1,373 0,137
15,9 0,218 1,362 0,136
16,8 0,234 1,465 0,147

6.8 Presnost stanoveni vitaminu Bve veprové pleci metodou HPLC

Analyza vitaminu B ve vegové pleci byla provedena celkem desetkré&sRost stanoveni
vitaminu B je vyjadena ve formi standardnich statistickych metod uvedenych v kigp#.
V tabulce 17 jsou uvedeny statistické parametry ralttarizujici pesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy Be vegové pleci.

Tabulka 17. Resnost stanoveni obsahu vitaminuvB vepové pleci

Koncentr mg. — —

once 1t0§;_e1] [ g / Xi - X/ / Xi - X / 2
0,139 -0,002 0,0000023
0,145 0,005 0,0000292
0,136 -0,004 0,0000144
0,142 0,002 0,0000040
0,140 0,000 0,0000002
0,140 0,000 0,0000002
0,141 0,001 0,0000005
0,137 -0,003 0,0000073
0,136 -0,004 0,0000144
0,147 0,007 0,0000423

X = 0,140 5=0,0001146

Praimérny obsah vitaminu Bve vepové pleci byl vypéten podle vzorce (1). Déle byl
vypocten odhad sirodatné odchylky s podle vzorce (2). Skumg obsah vitaminu B
stanovovany metodou HPLC byl vyfien podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statkstimi
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentowefikientu t je pi testované hladih
vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].
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smérodatna odchylka s = 0,004 mg.100g

Obsah vitaminu Bve vegiové pleci

u=0,140+ 0,280 mg.1004g (¢=0,05)

6.9 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu ve vefpvém boku

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich vizodepového boku podle postupu

uvedeného v kapitole 5.3.4. Z kazdeho filtratu lplavedena analyzaitirat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B
v ug.mrt. Tato hodnota bylaippaitena na mg.100ymasa.

Tabulka 18. Obsah riboflavinu u vzorku vepém boku s navaZzkou m = 15,99 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[MA.V.s"] [ug/mI] [ug/g] | [mg.100 g”]
20,2 0,298 1,864 0,186
23,3 0,354 2,213 0,221
21,6 0,323 2,017 0,202
20,8 0,308 1,925 0,193
22,1 0,332 2,075 0,208

Tabulka 19. Obsah riboflavinu u vzorku vepém boku s navazkou m = 16,00 g

Plocha piku Koncentral| Koncentra Koncentrace
[mA.V.s"] |ce [ug/ml]| ce [ug/g] | [mg.100 g]

17,9 0,254 1,591 0,159
20,9 0,310 1,936 0,194
18,2 0,260 1,625 0,163
20,3 0,299 1,867 0,187

20,8 0,308 1,924 0,192
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6.10 Piresnost stanoveni vitaminu Bve vegrovém boku metodou HPLC

Analyza vitaminu Bve vegovém boku byla provedena celkem desetkrégsiRost stanoveni
vitaminu B je vyjadena ve formi standardnich statistickych metod uvedenych v kigp#.
V tabulce 20 jsou uvedeny statistické parametry raittarizujici gesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy Be vegovém boku.

Tabulka 20. Resnost stanoveni obsahu vitaminuvB vegovém boku

o o i, — /| x, - X1
0,186 -0,004 0,0000130
0,221 0,031 0,0009797
0,202 0,012 0,0001369
0,193 0,003 0,0000063
0,208 0,018 0,0003063
0,159 -0,031 0,0009548
0,194 0,004 0,0000130
0,163 -0,028 0,0007563
0,187 -0,003 0,0000109
0,192 0,002 0,0000058

X = 0,190 $=0,0031827

Pramérny obsah vitaminu Bve vegovém boku byl vyp&ten podle vzorce (1). Dale byl
vypocten odhad s#rodatné odchylky s podle vzorce (2). SKumg obsah vitaminu B
stanovovany metodou HPLC byl vyfien podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statkstimi
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentayefiientu t je pi testované hladin

vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smsrodatné odchylka s = 0,019 mg.100g

Obsah vitaminu Bve vegovém boku

= 0,190+ 0,610 mg.100g (06=0,05)
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6.11 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu ve vefpveé krkovici

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich vizoviep'ové krkovice podle postupu

uvedeného v kapitole 5.3.4. Z kazdého filtratu lpdavedena analyzaikrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B

v ug.mr*. Tato hodnota bylafppaitena na mg.100ymasa.

Tabulka 21. Obsah riboflavinu u vzorku vepe krkovici s navazkou m = 16,01 g

Plocha piku Koncentral Koncentra Koncentrace
[mMA.V.s"] |ce [ug/ml]| ce [ug/g] | [mg.100 g]

18,6 0,267 1,670 0,167
17,6 0,249 1,555 0,156
17,4 0,245 1,532 0,153
17,1 0,24 1,498 0,150
18,3 0,262 1,636 0,164

Tabulka 22. Obsah riboflavinu u vzorku vepé krkovici s navazkou m = 16,01 g

Plocha piku Koncentra| Koncentra| Koncentrace
mA.V.s"] |ce [ug/ml]| ce [ug/g] | [mg.100 g™]

20,8 0,308 1,923 0,192
22,0 0,330 2,061 0,206
19,4 0,282 1,762 0,176
20,3 0,299 1,865 0,187
21,5 0,321 2,003 0,200

6.12 Piresnost stanoveni vitaminu Bve veprové krkovici metodou HPLC

Analyza vitaminu B ve vegové krkovici byla provedena celkem desetkrateshost
stanoveni vitaminu Bje vyjadena ve formy standardnich statistickych metod uvedenych
v kapitole 4. Vtabulce 23 jsou uvedeny statistigh@ametry charakterizujicitgsnost

provedené kvantitativni analyzy obsahu vitaminw® vegoveé krkovici.
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Tabulka 23. Resnost stanoveni obsahu vitaminuvB vegové krkovici

Koncentrace |[mg.

1006 Fx o X ] Ix s Xl
0,167 -0,008 0,0000640
0,156 -0,020 0,0003803
0,153 -0,022 0,0004752
0,150 -0,025 0,0006350
0,164 -0,011 0,0001300
0,192 0,017 0,0002993
0,206 0,031 0,0009672
0,176 0,001 0,0000014
0,187 0,012 0,0001323
0,200 0,025 0,0006401
X = 0,175 $=0,0037248

Praimérny obsah vitaminu Bve vegové krkovici byl vypd@ten podle vzorce (1). Déle byl
vypoéten odhad serodatné odchylky s podle vzorce (2). Skug obsah vitaminu B
stanovovany metodou HPLC byl vyfien podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statkstmi
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentayefiientu t je pi testované hladin

vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smérodatna odchylka s = 0,020 mg.100g

Obsah vitaminu Bve vegové krkovici

uw=0,175+ 0,626 mg.100§ (¢=0,05)

6.13Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu ve vefpveé kotleté

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich vizoxepové kotlety podle postupu
uvedeného v kapitole 5.3.4. Z kazdeho filtratu lpiavedena analyzaitirat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B

v ug.mrt. Tato hodnota bylaippaitena na mg.100ymasa.
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Tabulka 24. Obsah riboflavinu u vzorku veyé kotlety s navazkou m = 16,00 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[MA.V.s"] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
21,7 0,324 2,028 0,203
19,3 0,280 1,752 0,175
20,1 0,295 1,844 0,184
21,3 0,317 1,982 0,198
20,0 0,293 1,832 0,183

Tabulka 25. Obsah riboflavinu u vzorku vepé kotlety s navazkou m = 15,99 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[MA.V.s™] [ug/mi] [ug/g] [mg.100 g™']
18,7 0,269 1,684 0,168
18,9 0,273 1,707 0,171
20,3 0,299 1,868 0,187
19,7 0,288 1,799 0,180
19,1 0,277 1,730 0,173

6.14 Piresnost stanoveni vitaminu Bve veprové kotlet® metodou HPLC

Analyza vitaminu B ve veffové kotle¥ byla provedena celkem desetkrate$host stanoveni
vitaminu B, je vyjadena ve formy standardnich statistickych metod uvedenych v kégpi.
V tabulce 26 jsou uvedeny statistické parametry ralttarizujici @esnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy Be veové kotlet.

Tabulka 26. Resnost stanoveni obsahu vitaminuvB vegové kotle

Koncentr mg. — —

S I R
0,203 0,021 0,000433
0,175 -0,007 0,000046
0,184 0,002 0,000006
0,198 0,016 0,000262
0,183 0,001 0,000001
0,168 -0,014 0,000185
0,171 -0,011 0,000128
0,187 0,005 0,000023
0,180 -0,002 0,000004
0,173 -0,009 0,000081

X = 0’182 >=0,001170
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Pramérny obsah vitaminu Bve vegové kotlet byl vypaiten podle vzorce (1). Dale byl
vypocten odhad sirodatné odchylky s podle vzorce (2). Skumg obsah vitaminu B
stanovovany metodou HPLC byl vyfien podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statkstimi
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentowefikientu t je pi testované hladih
vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smsrodatna odchylka s = 0,011 mg.100g

Obsah vitaminu Bve vegové kotlet

u=0,182+ 0,464 mg.100§ (¢=0,05)

6.15Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v howzi klizce

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich vizdrdwzi klizky podle postupu uvedeného

v kapitole 5.3.4. Z kazdého filtratu byla provedemalyza ptkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B

v ug.mr*. Tato hodnota bylafppaitena na mg.100ymasa.

Tabulka 27. Obsah riboflavinu u vzorku Baiklizky s navdzkou m = 16,00 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Kkoncentrace
[MA.V.s"] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
23,5 0,358 2,235 0,224
22,1 0,332 2,074 0,207
24,3 0,372 2,327 0,233
23,6 0,359 2,246 0,225
23,8 0,363 2,269 0,227
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Tabulka 28. Obsah riboflavinu u vzorku Bavklizky s navazkou m = 16,03 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Kkoncentrace
[MA.V.s"] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
23,6 0,359 2,242 0,224
25,5 0,394 2,460 0,246
25,0 0,385 2,403 0,240
24,9 0,383 2,391 0,239
23,8 0,363 2,265 0,227

6.16 Pfesnost stanoveni vitaminu Bv howzi klizce metodou HPLC

Analyza vitaminu B v howzi klizce byla provedena celkem desetkraeshost stanoveni
vitaminu B je vyjadena ve formy standardnich statistickych metod uvedenych v kigp#.
V tabulce 29 jsou uvedeny statistické parametry ralttarizujici pesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B howzi kliZzce.

Tabulka 29. Resnost stanoveni obsahu vitaminuBiowzi klizce

e O~ x 1| I - X
0,224 -0,006 0,000030
0,207 -0,022 0,000467
0,233 0,004 0,000014
0,225 -0,004 0,000019
0,227 -0,002 0,000004
0,224 -0,005 0,000023
0,246 0,017 0,000289
0,240 0,011 0,000128
0,239 0,010 0,000102
0,227 -0,003 0,000006

X =0,229 $=0,001082

Pramérny obsah vitaminu B v howzi klizce byl vypdten podle vzorce (1). Dale byl
vypocten odhad sirodatné odchylky s podle vzorce (2). SKumg obsah vitaminu B
stanovovany metodou HPLC byl vyfien podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statigtimi
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentosefikientu t je pi testované hladih
vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].
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smérodatna odchylka s = 0,011 mg.100g

Obsah vitaminu Bv howzi klizce

u=0,229+ 0,464 mg.100§ (¢=0,05)

6.17 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v ho¥zim pirednim

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich vizonlowziho gedniho podle postupu

uvedeného v kapitole 5.3.4. Z kazdeho filtratu lpiavedena analyzaitirat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B
v ug.mrt. Tato hodnota bylaippaitena na mg.100ymasa.

Tabulka 30. Obsah riboflavinu u vzorku Baiho gedniho s navazkou m = 16,00 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace [ koncentrace
[mA.V.s'l] [Mg/ml] [Ho/g] [mg.100 g’l]
25,4 0,393 2,453 0,245
21,2 0,315 1,970 0,197
22,3 0,335 2,097 0,210
25,2 0,389 2,430 0,243
23,8 0,363 2,269 0,227

Tabulka 31. Obsah riboflavinu u vzorku Kaiho gedniho s navaZzkou m = 16,03 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace [ koncentrace
[MA.V.s"] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
20,7 0,306 1,909 0,191
22,7 0,343 2,139 0,214
23,2 0,352 2,196 0,220
22,4 0,337 2,104 0,210
23,6 0,359 2,242 0,224
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6.18 Piresnost stanoveni vitaminu Bv hovwzim prednim metodou HPLC

Analyza vitaminu B v howzim prednim byla provedena celkem desetkrétsRost stanoveni
vitaminu B je vyjadena ve formi standardnich statistickych metod uvedenych v kigp#.
Vtabulce 32 jsou uvedeny statistické parametry raittarizujici gesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaming B howzim grednim.

Tabulka 32. Resnost stanoveni obsahu vitaminuvBhowzim grednim

e "%~ x 1 ] 1x - X1
0,245 0,027 0,000745
0,197 -0,021 0,000441
0,210 -0,008 0,000069
0,243 0,025 0,000625
0,227 0,009 0,000079
0,191 -0,027 0,000734
0,214 -0,004 0,000017
0,220 0,002 0,000003
0,210 -0,008 0,000058
0,224 0,006 0,000038

X = 0,218 ¥=0,002809

Pramérny obsah vitaminu Bv howzim grednim byl vypdten podle vzorce (1). Dale byl
vypocten odhad sirodatné odchylky s podle vzorce (2). SKumg obsah vitaminu B
stanovovany metodou HPLC byl vyfien podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statkstimi
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentayefiientu t je pi testované hladin

vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smsrodatna odchylka s = 0,018 mg.100g

Obsah vitaminu Bv howzim prednim

u=0,218+ 0,594 mg.100§ (¢=0,05)
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6.19Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v ho¥zim zadnim

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich viohowziho zadniho podle postupu

uvedeného v kapitole 5.3.4. Z kazdého filtratu lpdavedena analyzaiikrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B

v ug.mr*. Tato hodnota bylafppaitena na mg.100ymasa.

Tabulka 33. Obsah riboflavinu u vzorku Baiho zadniho s navazkou m = 16,01 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | koncentrace

[MA.V.5] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
20,61 0,304 1,902 0,190
20,85 0,309 1,930 0,193
21,16 0,314 1,966 0,197
21,03 0,312 1,951 0,195
20,51 0,303 1,891 0,189

Tabulka 34. Obsah riboflavinu u vzorku Baiho zadniho s navaZzkou m = 15,98 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | koncentrace

[MAV.s] | [ug/mi] [ug/g] | [mg.100g"]
21,51 0,321 2,006 0,201
21,32 0,317 1,984 0,198
21,01 0,312 1,948 0,195
21,65 0,324 2,022 0,202
21,24 0,316 1,975 0,198

6.20 Presnost stanoveni vitaminu Bv howzim zadnim metodou HPLC

Analyza vitaminu B v howzim zadnim byla provedena celkem desetkrié&shiost stanoveni
vitaminu B, je vyjadena ve formy standardnich statistickych metod uvedenych v kégpi.
V tabulce 35 jsou uvedeny statistické parametry ralttarizujici @esnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B howzim zadnim.
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Tabulka 35. Resnost stanoveni obsahu vitaminuBhowzim zadnim

Koncentrace |[mg. — —

gt |/ X T X/ T o x
0,190 -0,006 0,000034
0,193 -0,003 0,000009
0,197 0,001 0,000000
0,195 -0,001 0,000001
0,189 -0,007 0,000048
0,201 0,005 0,000021
0,198 0,002 0,000006
0,195 -0,001 0,000001
0,202 0,006 0,000038
0,198 0,002 0,000002
X = 0,196 $=0,000160

Praimérny obsah vitaminu Bv howzim zadnim byl vyp&en podle vzorce (1). Dale byl
vypoéten odhad serodatné odchylky s podle vzorce (2). Skug obsah vitaminu B
stanovovany metodou HPLC byl vyfien podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statkstmi
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentayefiientu t je pi testované hladin

vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smérodatna odchylka s = 0,004 mg.100g

Obsah vitaminu Bv howzim zadnim

u=0,196+ 0,280 mg.100§ (¢=0,05)

6.21 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu ve vefpvych jatrech

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich vizoxepovych jater podle postupu
uvedeného v kapitole 5.3.5. Z kazdeho filtratu lplavedena analyzaitirat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B
v ug.mrt. Tato hodnota bylaippaitena na mg.100 Yjater.
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Tabulka 36. Obsah riboflavinu u vzorku vepych jater s navazkou m = 16,02 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[MA.V.s"] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
18,8 0,271 3,384 0,338
15,9 0,218 2,717 0,272
16,4 0,227 2,832 0,283
16,8 0,234 2,924 0,292
17,6 0,249 3,108 0,311

Tabulka 37. Obsah riboflavinu u vzorku vewych jater s navazkou m = 16,07 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[MA.V.s"] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
15,6 0,212 2,640 0,264
15,9 0,218 2,709 0,271
17,2 0,242 3,007 0,301
17,6 0,249 3,098 0,310
16,4 0,227 2,824 0,282

6.22 Piresnost stanoveni vitaminu Bve vegrovych jatrech metodou HPLC

Analyza vitaminu B ve vepgovych jatrech byla provedena celkem desetkrdeshost

stanoveni vitaminu Bje vyjadena ve formy standardnich statistickych metod uvedenych

v kapitole 4. Vtabulce 38 jsou uvedeny statistigh@ametry charakterizujicitgsnost

provedené kvantitativni analyzy obsahu vitaminw® vegovych jatrech.
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Tabulka 38. Resnost stanoveni obsahu vitaminuvB vegovych jatrech

Koncentr mag. — —

e o, x| Ix, - X1
0,338 0,046 0,00215
0,272 -0,020 0,00041
0,283 -0,009 0,00008
0,292 0,000 0,00000
0,311 0,019 0,00035
0,264 -0,028 0,00078
0,271 -0,021 0,00045
0,301 0,009 0,00008
0,310 0,018 0,00032
0,282 -0,010 0,00009

X = 0,292 $=0,00471

Praimérny obsah vitaminu Bve vegovych jatrech byl vyp&en podle vzorce (1). Dale byl
vypoéten odhad serodatné odchylky s podle vzorce (2). Skutg obsah vitaminu B
stanovovany metodou HPLC byl vyfien podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statkstmi
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentayefiientu t je pi testované hladin

vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smérodatna odchylka s = 0,023 mg.100g

Obsah vitaminu Bve vegovych jatrech

u=0,292+ 0,671 mg.100§ (¢=0,05)

6.23Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v ho¥zich jatrech

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich viadrgzich jater podle postupu uvedeného
v kapitole 5.3.5. Z kazdého filtratu byla provedemalyza ptkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B
v ug.mrt. Tato hodnota bylaippaitena na mg.100 Yjater.
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Tabulka 39. Obsah riboflavinu u vzorku Kaich jater s navazkou m = 15,98 g

Plocha piku | - Koncentrace Koncentrace Koncentrace
[MA.V.s"] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
14,1 0,185 2,310 0,231
13,8 0,179 2,240 0,224
15,2 0,205 2,563 0,256
14,9 0,199 2,494 0,249
13,9 0,181 2,263 0,226

Tabulka 40. Obsah riboflavinu u vzorku Raich jater s navazkou m = 16,01 g

Plocha piku | - Koncentrace Koncentrace Koncentrace
[MA.V.s™] [ug/mi] [ug/g] [mg.100 g™']
19,5 0,284 3,547 0,355
18,3 0,262 3,271 0,327
17,5 0,247 3,087 0,309
17,1 0,240 2,995 0,300
16,8 0,234 2,926 0,293

6.24 Piresnost stanoveni vitaminu Bv howzich jatrech metodou HPLC

Analyza vitaminu B v howzich jatrech byla provedena celkem desetkri@sibost stanoveni
vitaminu B, je vyjadena ve formy standardnich statistickych metod uvedenych v kégp#.
V tabulce 41 jsou uvedeny statistické parametry ralttarizujici @esnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B howzich jatrech.

Tabulka 41. Resnost stanoveni obsahu vitaminuBhowzich jatrech

Koncentr mg. — —

L VR L
0,231 -0,046 0,00212
0,224 -0,053 0,00281
0,256 -0,021 0,00043
0,249 -0,028 0,00076
0,226 -0,051 0,00257
0,355 0,078 0,00604
0,327 0,050 0,00251
0,309 0,032 0,00100
0,300 0,023 0,00051
0,293 0,016 0,00024

X =0,277 5=0,01899
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Pramérny obsah vitaminu Bv howzich jatrech byl vypé&ten podle vzorce (1). Dale byl
vypocten odhad sirodatné odchylky s podle vzorce (2). Skumg obsah vitaminu B
stanovovany metodou HPLC byl vyfien podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statkstimi
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentowefikientu t je pi testované hladih
vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smsrodatna odchylka s = 0,046 mg.100g

Obsah vitaminu Bv howzich jatrech

uw=0,277+ 0,949 mg.100§ (¢=0,05)

6.25Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v kitecich jatrech

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich viazdwtecich jater podle postupu uvedeného

v kapitole 5.3.5. Z kazdého filtratu byla provedemalyza ptkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B

v ug.mi*. Tato hodnota bylafppaitena na mg.100 Gjater.

Tabulka 42. Obsah riboflavinu u vzorkurkaich jater s navazkou m = 16,03 g

Plocha piku | Koncentrace Koncentrace Koncentrace
[MA.V.s"] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
28,2 0,444 5,541 0,554
28,6 0,451 5,633 0,563
28,1 0,442 5,518 0,552
28,8 0,455 5,679 0,568
29,0 0,459 5,724 0,572
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Tabulka 43. Obsah riboflavinu u vzorkuikaich jater s navazkou m = 15,99 g

Plocha piku | - Koncentrace Koncentrace Koncentrace
[MA.V.s"] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
29,6 0,470 5,877 0,588
28,3 0,446 5,578 0,558
29,1 0,461 5,762 0,576
28,7 0,453 5,670 0,567
28,9 0,457 5,716 0,572

6.26 Piresnost stanoveni vitaminu Bv kuiecich jatrech metodou HPLC

Analyza vitaminu B v kurecich jatrech byla provedena celkem desetki@sri®dst stanoveni
vitaminu B je vyjadena ve formy standardnich statistickych metod uvedenych v kigp#.
V tabulce 44 jsou uvedeny statistické parametry ralttarizujici pesnost provedené
kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B kurecich jatrech.

Tabulka 44. Resnost stanoveni obsahu vitaminuEkurecich jatrech

o o, — /| %, - X1
0,554 -0,013 0,00017
0,563 -0,004 0,00001
0,552 -0,015 0,00023
0,568 0,001 0,00000
0,572 0,005 0,00003
0,588 0,021 0,00043
0,558 -0,009 0,00008
0,576 0,009 0,00008
0,567 0,000 0,00000
0,572 0,005 0,00002

X = 0,567 $=0,00106

Pramérny obsah vitaminu Bv kufecich jatrech byl vypsien podle vzorce (1). Déle byl
vypoecten odhad sirodatné odchylky s podle vzorce (2). Skumg obsah vitaminu B
stanovovany metodou HPLC byl vyfien podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statigtimi
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentosefikientu t je pi testované hladih

vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].
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smérodatna odchylka s = 0,011 mg.100g

Obsah vitaminu Bv kurecich jatrech

n=0,567+ 0,464 mg.100§ (¢=0,05)

6.27 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v kitich jatrech

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich vizdakitich jater podle postupu uvedeného
v kapitole 5.3.5. Z kazdého filtratu byla provedemalyza ptkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B

v ug.mrt. Tato hodnota bylaippaitena na mg.100 Yjater.

Tabulka 45. Obsah riboflavinu u vzorkuiich jater s navazkou m = 16,00 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[mA.V.s'l] [Mg/ml] [Ho/g] [mg.100 g’l]
19,0 0,275 3,434 0,343
21,2 0,315 3,940 0,394
21,0 0,312 3,894 0,389
19,4 0,282 3,526 0,353
19,2 0,278 3,480 0,348

Tabulka 46. Obsah riboflavinu u vzorkuikich jater s navazkou m = 16,00 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[MA.V.s"] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g™']
17,9 0,254 3,181 0,318
18,2 0,260 3,250 0,325
18,7 0,269 3,365 0,337
18,6 0,267 3,342 0,334
19,0 0,275 3,434 0,343
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6.28 Piresnost stanoveni vitaminu Bv kritich jatrech metodou HPLC

Analyza vitaminu B v kratich jatrech byla provedena celkem desetkrésiRost stanoveni
vitaminu B je vyjadena ve formi standardnich statistickych metod uvedenych v kigp#.
V tabulce 47 jsou uvedeny statistické parametry raittarizujici gesnost provedené

kvantitativni analyzy obsahu vitaminy B kratich jatrech.

Tabulka 47. Resnost stanoveni obsahu vitaminuvEkritich jatrech

e T x| fx, - X
0,343 -0,005 0,00002
0,394 0,046 0,00212
0,389 0,041 0,00171
0,353 0,005 0,00002
0,348 0,000 0,00000
0,318 -0,030 0,00089
0,325 -0,023 0,00053
0,337 -0,012 0,00013
0,334 -0,014 0,00019
0,343 -0,005 0,00002

X = 0,348 $=0,00564

Pramérny obsah vitaminu B v kritich jatrech byl vypéten podle vzorce (1). Dale byl
vypocten odhad s#rodatné odchylky s podle vzorce (2). Skumg obsah vitaminu B
stanovovany metodo HPLC byl vygten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statkstini
parametry uveden v kapitole 4. Hodnota Studentayefiientu t je p testované hladin

vyznamnosti ¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smsrodatna odchylka s = 0,025 mg.100g

Obsah vitaminu Bv kratich jatrech

w = 0,348+ 0,700 mg.100g (0=0,05)
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6.29 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu ve nesterilcaném taveném
syru

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich vizdakenych syir podle postupu uvedeného

v kapitole 5.3.6. Z kazdého filtratu byla provedemalyza ptkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B
v ug.mr*. Tato hodnota bylaippditena na mg.100 gsyru.

Tabulka 48. Obsah riboflavinu u vzorku nesteriloéao taveného syru s navazkou

m =16,04 g
Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[MA.V.S] [ug/ml] lug/g] [mg.100 g']
16,4 0,227 1,412 0,1412
17,2 0,242 1,506 0,1506
17,5 0,247 1,541 0,1541
16,8 0,234 1,460 0,146
15,9 0,218 1,357 0,1357

Tabulka 49. Obsah riboflavinu u vzorku nesterilodam taveného syru s navazkou

m =16,10 g
Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[MA.V.s] [ug/ml] [ug/g] [ [mg.100 g™
11,2 0,131 0,815 0,0815
13,7 0,177 1,100 0,1100
14,1 0,185 1,146 0,1146
13,3 0,170 1,055 0,1055
12,8 0,161 0,998 0,0998

6.30 Pfesnost stanoveni vitaminu Bv nesterilovaném taveném syru
metodou HPLC
Analyza vitaminu B v nesterilovaném taveném syru byla provedena pelkkesetkrat.

Presnost stanoveni vitaminu, Be vyjadena ve formy standardnich statistickych metod
uvedenych v kapitole 4. V tabulce 50 jsou uvedetatistické parametry charakterizujici
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presnost provedené kvantitativni analyzy obsahu wtanB2 ve nesterilovaném taveném

syru.

Tabulka 50. Resnost stanoveni obsahu vitaminuvB nesterilovaném taveném syru

e T x| fx, - X
0,141 0,017 0,0002958
0,151 0,027 0,0007076
0,154 0,030 0,0009060
0,146 0,022 0,0004840
0,136 0,012 0,0001369
0,082 -0,043 0,0018063
0,110 -0,014 0,0001960
0,115 -0,009 0,0000884
0,106 -0,019 0,0003423
0,100 -0,024 0,0005856

x = 0124 $=0,0055488

Pramérny obsah vitaminu Bve nesterilovaném taveném syru byl v§tem podle vzorce (1).
Déle byl vypdten odhad sirodatné odchylky s podle vzorce (2). SKumg obsah vitaminu
B, stanovovany metodou HPLC byl vyften podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi
statistickymi parametry uveden v kapitole 4. Hodnd&tudentova koeficientu t jefip

testované hladihvyznamnosti¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smsrodatné odchylka s = 0,025 mg.100g

Obsah vitaminu Bv nesterilovaném taveném syru

= 0,124+ 0,700 mg.100g (0¢=0,05)
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6.31 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu ve sterilovaém taveném syru

vzorek S

Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich vizoskerilovanych tavenych syrpodle

postupu uvedeného v kapitole 5.3.6. Z kazdéhafiltbyla provedena analyzatkrat.

U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B
v ug.mrt. Tato hodnota bylaippaitena na mg.100gsyru.

Tabulka 51. Obsah riboflavinu u vzorku sterilovamédiveného syru s navazkou m = 16,07 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace
[MA.V.s] [Mg/ml] [Mo/g] [mg.100 g'l]
14,7 0,196 1,217 0,1217
14,5 0,192 1,194 0,1194
14,3 0,188 1,171 0,1171
14,1 0,185 1,148 0,1148
15,0 0,201 1,251 0,1251

Tabulka 52. Obsah riboflavinu u vzorku sterilovanéaveného syru s navazkou m = 16,10 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace | Koncentrace

[MA.V.s] [ug/ml] [ug/g] [mg.100 g']
16,8 0,234 1,217 0,1217
14,9 0,199 1,194 0,1194
15,3 0,207 1,171 0,1171
16,6 0,231 1,148 0,1148
15,8 0,216 1,251 0,1251

6.32 Pfesnost stanoveni vitaminu Bv sterilovaném taveném syru
metodou HPLC

Analyza vitaminu B ve sterilovaném taveném syru byla provedena celkiEsetkrat.

Presnost stanoveni vitaminu,Be vyjadena ve formy standardnich statistickych metod
uvedenych v kapitole 4. V tabulce 53 jsou uvedetatistické parametry charakterizujici
piesnost provedené kvantitativni analyzy obsahu witarB, ve sterilovaném taveném syru. .

Z kazdeho filtratu byla provedena analyz#ékpat.
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U kazdé analyzy byl vypten dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B

v ug.mr*. Tato hodnota bylafppaitena na mg.100ymasa.

Tabulka 53. Resnost stanoveni obsahu vitamiruvB sterilovaném taveném syru

o o i, — /| %, - X1
0,122 0,002 0,0000029
0,119 -0,001 0,0000004
0,117 -0,003 0,0000084
0,115 -0,005 0,0000270
0,125 0,005 0,0000260
0,122 0,002 0,0000029
0,119 -0,001 0,0000004
0,117 -0,003 0,0000084
0,115 -0,005 0,0000270
0,125 0,005 0,0000260

X =0120 $=0,0001294

Pramérny obsah vitaminu Bve sterilovaném taveném syru byl v¢fn podle vzorce (1).
Déle byl vypdten odhad sirodatné odchylky s podle vzorce (2). SKumg obsah vitaminu
B, stanovovany metodou HPLC byl vyften podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi
statistickymi parametry uveden v kapitole 4. Hodnd&tudentova koeficientu t jefip

testované hladihvyznamnosti¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smsrodatné odchylka s = 0,004 mg.100g

Obsah vitaminu Bv sterilovaném taveném syru

w= 0,120+ 0,280 mg.100g (06=0,05)
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6.33Vysledky stanoveni vitaminu B u howéziho zadniho s pidavkem
standardu
Stanoveni bylo provedeno u dvou paralelnich vizor®tanoveni bylo provedeno podle

postupu uvedeného v kapitole 5.3.4, kdy bylo kedkaiu vzorku ho¥ziho zadniho fidano
0,032 mg standardu riboflavinu.

Tabulka 54. Obsah riboflavinu u vzorku Baiho zadniho sfjidavkem standardu riboflavinu

s nhavazkou m = 15,99 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace| Koncentrace

[MA.V.S] [ug/ml] ug/g] [mg.100 g ']
42,16 0,701 4,382 0,438
41,55 0,690 4,312 0,431
42,25 0,703 4,392 0,439
41,95 0,697 4,358 0,436
42,03 0,700 4,367 0,437

Tabulka 55. Obsah riboflavinu u vzorku Baiho zadniho sifdavkem standardu riboflavinu

s navazkoum =16,01 g

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace| Koncentrace

[MA.V.S] [ug/ml] lug/g] [mg.100 g'']
41,98 0,698 4,361 0,436
42,03 0,699 4,367 0,437
42,17 0,701 4,383 0,438
41,83 0,695 4,344 0,434
42,21 0,702 4,387 0,439

6.34 Piresnost stanoveni riboflavinu u ho#ziho zadniho s pidavkem

znameého mnozstvi riboflavinu

Analyza vitaminu B u howziho zadniho sifdavkem riboflavinu byla provedena celkem
desetkrat. Fesnost stanoveni vitaminw, Be vyjadeena ve formi standardnich statistickych
metod uvedenych v kapitole 4. Vtabulce 56 jsou dewy statistické parametry
charakterizujici fesnost provedené kvantitativni analyzy obsahu witanB, u howziho
zadniho s fidavkem riboflavinu. Z kazdého filtratu byla proesé analyzadgtkrat.
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U kazdé analyzy byl vypen dosazenim plochy piku do regresni rovnice obgaminu B

v ug.mr*. Tato hodnota bylafppaitena na mg.100ymasa.

Tabulka 56. Resnost stanoveni obsahu vitaming B howziho zadniho sijdavkem

riboflavinu
Koncentrace |[mg. — — 5
) - [ x, = x/
100g™] ! x, x / i
0,438 0,0012 0,0000014
0,431 -0,0058 0,0000336
0,439 0,0022 0,0000048
0,436 -0,0012 0,0000014
0,437 -0,0003 0,0000001
0,436 -0,0009 0,0000008
0,437 -0,0003 0,0000001
0,438 0,0013 0,0000017
0,434 -0,0026 0,0000068
0,439 0,0017 0,0000029
x = 0,437 $=0,0000537

Praimérny obsah vitaminu Bu howziho zadniho sffidavkem riboflavinu byl vyp&en podle
vzorce (1). Déle byl vyptien odhad sgrodatné odchylky s podle vzorce (2). SKutg obsah
vitaminu B, stanovovany metodou HPLC byl vyften podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi
statistickymi parametry uveden v kapitole 4. Hodndtudentova koeficientu t jefip

testované hladihvyznamnosti¢= 0,05) a pi deviti stupnich volnosti 2,26 [30].

smérodatna odchylka s = 0,002 mg.100g

Obsah vitaminu B u howziho zadniho sijdavkem riboflavinu

u=0,437+ 0,198 mg.1004g (¢=0,05)

Pridavkem 0,032 mg standardu riboflavinu ke vzorkwéadtho zadniho byla a@¥ena
separaéni chromatograficka metoda HPLC, kdy koncentracpowitala sottu koncentraci
16 g ho¥ziho zadniho aifdavku riboflavinu pepaiteného na 100 g vzorku.
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ZAVER
Cilem této diplomové prace byla izolace vitaming dBanoveni jeho obsahu v Zéenych

produktech. Jako zastupci Ziidnych produki byly pouzity vzorky vepového, hoeziho

masa, jater a tavenych dyr

Pro stanoveni obsahu riboflavinu v Ziénych produktech byla pouZita sepsara
chromatografickd metoda vysoc@iné kapalinové chromatografie HPLC. Separace byla
provedena na kolénSUPERCOSIL LC8 (15 cm x 4,6 mm;ubn). Byla pouZzita gradientova
eluce mobilni fazi o slozeni 0,12 mdldctan sodny (pH 4,5 upraveno pomoci 85 % kyseliny
mraverti w/w — sloZzka A) a methanol (slozka B) oc¢ptsinim pongru 87:13 (A:B) viv
véase 0 sgradientem uvedenym vtabulce 3.utoRr mobilni fazi byl
0,8 ml.min' a teplota termostatu kolony 3G. Signal byl sniman detektorem UV/VIS DAD
pii vinové délce 270 nm. Vyhodnoceni vyslédkbylo provedeno za pouziti

chromatografického softwaru ChemStation — Instrumefgilent Technologies, USA).

Vysledky jednotlivych analyz byly zpracovany pomastandardnich statistickych parangetr
za vyuziti Studentova rozkkni ndhodnych odchylek pro dany stap®Inosti. Vysledky byly
testovany na hladénvyznamnosti. = 0,05 (95 %).

U vepové kyty byl namifen ptGmérny obsah vitaminu 80,113 + 0,610 mg. 1004,
u vegové pleci byl stanoven fimérny obsah riboflavinu 0,140+ 0,280 mg. 1009,
u veového boku byla zjisha pimérna hodnota riboflavinu 0,19@ 0,610 mg. 1009,
u vegiové krkovice byl stanoven pmsrny obsah vitaminu B0,175+ 0,626 mg. 1009,
u veffové kotlety byla na’fena pimerna hodnota riboflavinu 0,182 0,024 mg. 1004

Praimérny obsah vitaminu B v howzi klizce byl stanoven 0,22% 0,464 mg.1009,
v howzim prednim byla zji&na pGmerna hodnota riboflavinu 0,21& 0,594 mg.1009,
u howziho zadniho byl natien pemaérny obsah vitaminu 80,196+ 0,280 mg. 1004
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Ve vegovych jatrech byl zji%n pram&rny obsah riboflavinu 0,292 0,671 mg. 1009,
v howzich jatrech byl stanoven mérny obsah vitaminu 80,277 + 0,949 mg. 100§
V kukecich jatrech byl ¢en pfimerny obsah riboflavinu 0,56% 0,464 mg. 1004, v kritich
jatrech byla zjidtna pfimérna hodnota riboflavinu 0,348 0,700 mg. 1004

Odborna literatura uvadi mnozstvi vitaming Btéchto zvolenych Ziv&isnych produktech
vySSi, nez bylo zjigho pi nasi analyze pomoci HPLC. NizSi ng&emé hodnoty riboflavinu
mohly byt zmsobeny nedostateymi podminkami skladovani Ziggnych produkd,

transportem do prodejen nebéephovavanim v prodejnich prostorech, kde byly &&mé
produkty intenzivl vystaveny s#telnému zéeni. Z&eni v rozmezi 420 az 560 nmigobuje

rychly ubytek riboflavinu.

Ve v nesterilovaném taveném syru byla ggna pémérna hodnota vitaminu B
0,124 + 0,700 mg. 1004 Ve sterilovaném taveném syru byl stanovefingrny obsah
riboflavinu 0,120+ 0,280 mg.100g.

Jak je na prvni pohled patrno z vysledku analyzyz@rku sterilovaného taveného syru byl
namien niz&i obsah riboflavinu, a to o 0,004 mg. IH@ytschto vysledk Ize jasi vyvodit,
Ze vitamin B se tavenim i vySSi teplot prakticky neztraci, coz je taktéz dano jeho

termostabilitou.

Pridavkem standardu riboflavinu k hisimu zadnimu byla @¥ena spolehlivost uvedeného
izolacniho postupu a chromatografické separametody HPLC. Bylo fiddano stejné
mnoZstvi standardu vitaminw, Bako byl zjiS&n primérny obsah riboflavinu v hazim mase.
U howziho zadniho byla stanovena hodnota riboflavin®®:4 0,280 mg. 1004 U vzorku
howziho zadniho sifdavkem standardu riboflavinu byla stanovenan@rna hodnota
vitaminu B,0,437 + 0,198 mg. 100§

Diplomova prace, kterd zahrnuje iz&h i separéni postup vitaminu B ze Ziva@iSnych
produkti, miZze byt nasledh pouZita napp pro sledovanitznych kulindrnich Gprav mas

a masnych vyrohk které by potencion&mohly ovlivnit jeho obsah v dané potra&in
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK
HPLC Vysocewinna kapalinova chromatografie
FMN  Flavinmononukleotid

FAD Flavinadenindinukleotid
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PRILOHA P |.: STANOVENIi OBSAHU RIBOFLAVINU VE VEP ROVE
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PRILOHA P Ill.: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU
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PRILOHA P IV.: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU VE VEP ROVE
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PRILOHA P V.: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU VE VEP ROVE
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PRILOHA P VI.: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU V HOV EZi
KLIZCE METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL LCS.
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PRILOHA P VII.: STANOVENIi OBSAHU RIBOFLAVINU V HOV EZIM
PREDNIM METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL LCS.
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PRILOHA P VIIl.: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU
V HOV EZiM ZADNIM METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL
LCS.
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PRILOHA P IX.: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU

VE VEPROVYCH JATRECH METODOU HPLC NA KOLON E
SUPELCOSIL LCS.
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PRILOHA P X.: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU V HOV EZICH
JATRECH METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL LCS.
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PRILOHA P XI.: STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU V KU RECICH
JATRECH METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL LCS.
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PRILOHA P XIl.: STANOVENiIi OBSAHU RIBOFLAVINU V KR UTICH
JATRECH METODOU HPLC NA KOLON E SUPELCOSIL LCS.

DAD1 A, Sig=270,16 Ref=360,80 (VIT_B2\KRUTJAT3.D)
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PRILOHA P XIIl.: STANOVENiIi OBSAHU RIBOFLAVINU
V NESTERILOVANEM TAVENEM SYRU METODOU HPLC NA
KOLON E SUPELCOSIL LCS8.
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PRILOHA P XIV.: STANOVENiIi OBSAHU RIBOFLAVINU
VE STERILOVANEM TAVENEM SYRU METODOU HPLC
NA KOLON E SUPELCOSIL LCS.
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