Izolace a stanoveni B-komplexu
v hetradicnich obilovinach

Bc. Veronika Bieleszova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2011 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologické

Ustav biochemie a analyzy potravin
akademicky rok: 2010/2011

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Bc. Veronika BIELESZOVA

Osobni ¢islo: T09526
Studijni program: N 2901 Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Technologie, hygiena a ekonomika vyroby potravin
Téma prace: Izolace a stanoveni B-komplexu v netradi¢nich
obilovinach
Zasady pro vypracovani:

l. Teoreticka ¢ast

1. strucné charakterizovat skupinu vitamini B s diirazem na jejich fyziologii
a fyzikalné-chemické vlastnosti.

2. popsat princip kapalinové chromatografie.
Il. Experimentalni ¢ast

1. vyizolovat vitaminy sk. B ze vzorki a stanovit je metodou HPLC s UV detekci.



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:

Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[11 HOZA, I, KRAMAROVA, D., BUDINSKY, P. Potravinaiska biochemie Il. 1.vyd. Zlin: UTB,
2006.

[21 KNOBLOCH, E. Fyzikalné chemické metody stanoveni vitamin, Praha, 1956.

[31 HRABE, J., ROP,0., HOZA, I. Technologie vyroby potravin rostlinného pivodu 1.vyd.,
Zlin UTB, 2006.

[41 KOHAJDOVA, Z., KAROVICOVA, J. Nutrition value and baking applications of spelt
wheat. 2008.

[51 CHURACEK, J. a kol. Analyticka separace latek, 1. vydani, SNTL, Praha 1990.

[61 PRYDE, A., GILBERT, M. T. Applications of high performance liquid chromatog-raphy,
1. vyd., USA, 1979.

Vedouci diplomové prace: Ing. Daniela Sumczynski, Ph.D.
Ustav biochemie a analyzy potravin

Datum zadani diplomové préce: 25. Gnora 2011

Termin odevzdani diplomové prace:  20. kvétna 2011

Ve Zliné dne 21. biezna 2011

Fi

%
:4( /
ey
/
/ /]t

e

-

doc. Ing. PetrHlavacek, CSc doc. Ing. Miroslav Fisera, CSc.
dékan reditel ustavu



ABSTRAKT

Hlavnim cilem diplomové prace bylo izolovat a stanovit vitaminy skupiny B v netradi¢nich

cerealiich, které byly nasledné analyzovany metodou HPLC s UV detekci. Separace pro-

behla na koloné Supelcosil LC 8 (15 cm x 4,6 mm; 5 pm). Mobilni faze byla slozena

zmetanolu a 0,12 mol.dm™® CH;COONa. Eluce probéhla gradientové, pritok byl

0,8 ml.min™. Uvedena metodika byla aplikovana na 15 riznych druhi cerealii.

Kli¢ova slova: vitamin B, cerealie, chromatografie, HPLC

ABSTRACT

The main purpose of this thesis was the isolation and determination of the vitamins B in

cereals. Cereals were analyzed by the HPLC method with UV detection. Separation was

performed on column Supelcosil LC 8 (15 cm x 4,6 mm; 5 pm). As a mobile phase metha-

nol and 0.12 mol.dm™ CH;COONa was used. Elution passed in gradient mode, selected
flow rate was 0,8 ml.min™. This method was applied on fifteen different types of cereals.

Keywords: vitamin B, cereals, chromatography, HPLC
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UvVOD

Vitaminy jsou latky, které si organizmus vétSinou nedokaze vytvofit, ale potiebuje je
k fungovani enzymi, hormont nebo k likvidaci nebezpe¢nych volnych radikala. Tyto or-
ganické slouceniny, které jsou nezbytné pro spravnou ¢innost lidského téla, se podileji na
celé fad¢ fyziologickych pochodi. Ten, kdo podceni jejich vyznam a mé jich nedostatek,
se brzy potyka se zdravotnimi problémy. A to je taky jeden z hlavnich diivodu, pro¢ je du-
lezité dbat na to, aby nase strava byla vyvazena. Jedin€ z pestré stravy totiz ziskame latky,
bez kterych se naSe télo neobejde. Vitaminy skupiny B potiebuje lidské télo pravidelne
dopliovat. Jsou to vitaminy rozpustné ve vodé¢, a proto ztéla rychle odchazi moci.
na metabolickych pfeménach sacharidi, bilkovin i tukli v energii, podili se na vyvoji orga-
nizmu, aktivné snizuje hladinu cholesterolu, pozitivn¢ ovlivituje kvalitu kiize a je nezbytny
pro spravnou krvetvorbu, aj. Mezi hlavni zdroje téchto vitaminti fadime mimo jiné i obil-
niny. A pravé tyto by mély tvofit podstatnou ¢ast naseho jidelnicku. Ceredlie a ceredlni
vyrobky zaujimaji dilezité misto ve vyzive. Vzhledem k tomu, Ze cerealie poskytuji fadu
zdravi prospéSnych slozek, mize byt jejich spotieba spojena se snizenim rizika vzniku
chronickych onemocnéni. Celosvétovy podil obilovin na lidské vyzivé je odhadovan na
60 - 79 %, jsou dilezitym zdrojem energie a sacharidii. Jejich pfinosem pro nase zdravi je
vysoky obsah vldkniny, obsahuji rostlinné oleje a tuky, bilkoviny, které mohou vhodné
dopliiovat 1 vegetaridnskou stravu. Nevyhodou je, Ze vétSinu nejbéznéjsich obilovin nemo-
hou kviili obsahu lepku konzumovat lidé nemocni celiakii. Chceme-li zpesttit jidelnicek,
coz je dulezité zejména u celiakii nebo vegetarianl, méli bychom vénovat pozornost také
méng tradi¢nim obilovinam. VéEtSin€ populace nic nefika napiiklad kamut, griinkern, $pal-
dové kernoto aj. Prave o téchto netradi¢nich cereéliich miiZze vice napovedét tato prace.

Cilem bylo najit optimalni postup izolace vitaminl skupiny B z netradi¢nich cerealii a je-
jich stanoveni pomoci HPLC (High Performance Liquid Chromatography, Vysokou¢inna

kapalinova chromatografie).
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou biologicky aktivni latky, které lidsky organizmus neni schopen sam synteti-
zovat a musi je pfijimat ve strave. Maji zcela odlisné chemické struktury a rizné funkce.
Pisobi jako prekurzory biokatalyzatorti, naptiklad kofaktori enzymt a hormonti, nebo jako
antioxidanty [1,2]. Tyto povétsinou exogenni, esencialni nizkomolekularni slouc¢eniny jsou
nezbytné pro Zivot, v potravinach se vyskytuji v nizkych koncentracich a vétSina z nich je
relativné velmi citliva na fyzikalné-chemické vlivy [3.,4]. Vitaminy ziskavame bud
z potravin, nebo je ptijimame ve form¢ doplikt stravy, které Ize zakoupit jako tablety,

kapsle, roztoky, prasky nebo injekce [5].

1.1 Funkce vitamini a jejich vyuziti

Dnes jsou vitaminy vyuzivany k obohacovani potravinaiskych vyrobkd, k tzv. fortifikaci
a restituci. Restituci se mysli doplnéni jejich obsahu na ptvodni hladiny v suroving, forti-

fikace je obohacovani na koncentrace vyssi, nez bylo jejich puvodni mnozstvi [6].

Vzhledem k tomu, ze vitaminy jsou latky labilni, snazi se vyrobci vitaminu stale jednotlivé
formy vitamini stabilizovat tak, aby k uvolnéni aplikovaného vitaminu doslo az v organi-
zmu. Obohacuji se jednak potraviny Siroké spotieby, napt. ndpoje nebo margariny nebo se
obohacuji cilené potraviny urené pro urcité skupiny populace, napt. déti, sportovce atd.
Vzhledem ke ztratim pii vymilani obili, pfedevSim pSenice, zahajila vétSina zemi oboha-
covani mouky vitaminy By, B, a vapnikem na hodnoty pivodné obsazené v obilném zrnu
[7]. Dale jsou pouzivany jako indikatory Setrnosti skladovani, technologickych a kulinar-
nich operaci, slouzi jako pfirodni barviva (vitamin B,, provitaminy A) a antioxidanty (vi-

tamin C a jeho derivaty, vitamin E) [6].

Nase legislativa prochazi trvale upravami a zménami. Podle vyhlasky 53/2002 Sb. je
k obohacovani bez specialniho schvalovani dovoleno uzit nasledujici potravni dopliky:
vitamin Bs, By, C, E, kyselinu listovou, niacin a B-karoten, a to do vySe hodnoty stanove-
ného procentudlniho podilu referencni davky. Po poslednich tpravach je vyhlaska 53/2002
Sb. nyni oznacovana jako vyhlaska 306/2004 Sb. V soucasné dob¢ se pfipravuje noveliza-

ce tak, aby vyhovovala ptedpisum platnym v EU [7].
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1.1.1 Ztraty vitamini

Je pravda, e p¥isun vitamin® a mineralnich latek primémou stravou ob&ana CR neni na
potfebné urovni. Pfitom je nutno brat v uvahu ztraty, ke kterym dochdzi pii rtznych
jsou vSak mozné ztraty, které vznikaji pfi nespravném skladovani surovin nebo nevhodnym
zpusobem pfiipravy stravy. Ke sniZeni jejich obsahu miize vést uz pouhé cCisténi ¢i jiné
mechanické opracovani. K dal§im ztratdm mutze dojit pfi vyluhovani. Obsah muze
nepfiznivé ovlivnit i tepelnd Uprava. DalSim nepfiznivym faktorem je zafeni, zejména
ultrafialové paprsky. V praxi to znamend, ze ke ztratdm dochazi uz pasobenim denniho
svétla. Dals§i vyznamnou pfi¢inou znehodnocovani potravin je pusobeni kysliku. Ze
surovin pii €iSténi a mechanické upraveé odstraitujeme pokud mozno co nejmensi ¢ésti.
Potraviny omyvame vzdy v celku, nerozkrajené. Tepelnou tpravu provadime pouze po
dobu, kterd je nezbytn¢ nutna k pfipravé stravy. Je nutno dbat i na spravné ulozeni a

skladovani potravin, zejména ovoce, zeleniny a brambor [9].

1.2 Déleni vitamina dle rozpustnosti

Pro oznaceni vitaminu se pouzivaji bud’ pismena abecedy, pfi¢emz vitaminy s podobnymi
fyziologickymi ucinky jsou dale rozliseny ¢iselnymi indexy, nebo nazvy odvozenymi od
chemického sloZeni vitamint. RozliSovacim znakem vitamint je jejich rozpustnost, podle
niz je lze rozdélit na vitaminy rozpustné v tucich - lipofilni a ve vod¢ - hydrofilni [3]. Vi-
taminy lipofilni se ukladaji nejcastéji v jatrech. Funkce hydrofilnich vitamini spociva
v jejich katalytickém ucinku. Uplatiiuji se zejména jako kofaktory riznych enzymii v me-
tabolizmu nukleovych kyselin, proteinti, sacharidd, lipidi apod. Tyto vitaminy nebyvaji

v organizmu skoro viibec skladovany a jejich pfebytek je vylu¢ovan moci.
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Vitaminy rozpustné v tucich - lipofilni:

vitamin A - retinol a jeho provitaminy - karotenoidy,
vitamin D - cholekalciferol (D3) a ergokalciferol (D),
vitamin E - a, B, v, 6 - tokoferoly a tokotrienoly,

vitamin K - fylochinony (K;), farnochinony (Ky).

Vitaminy rozpustné ve vodé — hydrofilni:
= skupina vitaminu B-komplexu:
vitamin B; - tiamin,
vitamin B, - riboflavin,
vitamin B; - kyselina nikotinova a nikotinamid,
vitamin Bs - kyselina pantotenova,
vitamin Bg - pyridoxin - (pyridoxol, pyridoxal, pyridoxamin),
vitamin By - kyselina listova,
vitamin B, - kyanokobalamin,
kyselina lipoova,
biotin,

= vitamin C - kyselina L-askorbova a L-dehydroaskorbova [6,12].

1.3 Doporucené vyzivové davky

Posledni navrh doporucenych vyzivovych davek byl pfijat v roce 1989. Ocekava se, ze
v nejbliz§i dobé budou vydany nové doporucené davky. Tyto vyzivové davky vyjadiuji
doporucena mnozstvi energie, zakladnich Zivin, mineralnich latek a vitamint. Cilem dopo-
ruceni je informovat zejména Sirokou vetejnost o zadsadach zdravé (spravné, raciondlni)
vyzivy. Toto doporuceni je odpovidajici vSestrannym fyziologickym potfebam jednotli-

vych skupin a podskupin obyvatelstva [10].
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1.4 Hypovitaminéza a hypervitaminéza

Pro kazdy vitamin existuje optimalni denni davka. Pfi niz§im piijmu vitaminu se po Case
vytvoii hypovitaminéza, ktera se projevuje vétSinou nespecifickymi poruchami. V tomto
ptipad¢ hovoifime o leh¢i formé, ktera se projevuje z nedostatku vitaminti a u zivych orga-
nizmu se projevi chorobnymi pfiznaky. Diagnoza jejich pticin byva obtizna. Pii Gplné eli-

minaci vitaminu ze stravy vznika forma t&zsi, a to avitaminé6za, ktera se projevuje jiz zcela

specifickymi poruchami [3].

ZvySeny prijem vitamint je tieba u kazdého z nds a je nezbytny v obdobi zimy a bliziciho
se jara. Je to zptisobeno tim, ze konzumujeme mensi mnozstvi ¢erstvé zeleniny a ovoce nez
v 1été, ale také tim, ze tato rostlinna surovina obsahuje v tomto obdobi mensi mnozstvi
vitaminti. Dostatecné zasobovani vitaminy skupiny B zajiStuje pestrd strava. V urcitych
pripadech vsak mohou nastat problémy, napft. pti vegetaridanské stravé u kyanokobalaminu.
Pfi hodnoceni vyzivové situace se sleduje pouze piijem tiaminu a riboflavinu, popf. pyri-
doxinu. Vsechny tyto vitaminy maji podobné zdroje v potrave, a proto je pii dostatecném
pfijmu mozno piedpokladat, Ze nevznikne deficit ani u ostatnich vitamini skupiny B
[3,12]. K nedostate¢né resorpci dochazi zpravidla onemocnénim zazivaciho traktu, napf.
zanétliva a prijmova onemocnéni. Proto je nutno dbat pfi téchto chorobach na dostatecny
pfisun vitamint. Je tieba také pocitat se zvySenou potiebou vitaminti za nékterych fyziolo-
gickych podminek nebo pfi infekénich onemocnénich. Resorpcei vitamind skupiny B snizu-
Ji taktéZ uzivana léciva (antibiotika, laxativa, antirevmatika), uzivani vyssich davek alko-

holu ¢i latek omamnych a psychotropnich [6].
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2 STABILITA VITAMINU SKUPINY B

K faktortim, které plisobi na stabilitu vitaminti, se fadi teplota, vlhkost, tlak, oxida¢né-
reduk¢ni reakce, UV slozka slune¢niho zareni, denni svétlo, vzdusny kyslik, pH, ptitom-
nost interferujicich chemikalii, které mohou vazat vitaminy do neucinnych komplext. Je-
jich G¢inek se mize pfi riznych podminkach ¢i vyrobnich technologiich lisit [15]. Stabilita
vitaminu v konkrétni potravin¢ je ovlivnéna dal§imi riiznymi faktory, které plisobi béhem

jeji vyroby, zpracovani surovin a béhem jejich skladovani.

Celkové¢ vitaminy skupiny B jsou pomérné malo stalé. Jejich stabilita je navic snizovana
stykem s n¢kterymi kovy (Fe, Cu, porusené smaltované nadobi). Navic, tim Ze jsou roz-
pustné ve vodg, se pii vareni jejich obsah v potraviné vyluhovanim snizuje. Pti kulinarnich
upravach nastdvaji mensi ztraty pti blanSirovani. Pfesto, za 5 minut blanSirovani se ztraci
45 % vitaminu skupiny B. Pfi prolévani horkou vodou jsou ztraty mensi. Ke ztratam do-

chazi také pridavkem kypficich praska [17].

V potravinach, vitaminy B; B, a B¢ mohou byt pfitomny ve formé volné (tiamin, ribofla-
vin, pyridoxol, pyridoxal a pyridoxamin) a formé& fosforylované (tiamindifosfat - TDP,
flavinmononukleotid - FMN, flavinadenindinukleotid - FAD a pyridoxalfosfat). Kromé

této formy se mohou vazat pevné nebo nekovalentné na proteiny ¢i sacharidy [13,14].

Tiamin patii mezi termolabilni latky, kdy v siln¢ kyselém prostiedi je hlavnim produktem
oxytiamin, v neutralnim a alkalickém prostiedi se rozklada na pyrimidovou a tiazolovou
slozku. Také patii mezi latky oxylabilni, a to hlavné v neutrdlnim a alkalickém prostiedi
(autooxidace) a dochazi k degradaci piisobenim ultrafialového zafeni. Dale muze reagovat
s bilkovinami za vzniku riznych vazanych forem [8]. Tiamin patii k nejméné stalym vita-
mintm. Je ¢astecné labilni vici UV a vyssi teploté, pii pasteraci mléka dosahuji ztraty

3 -4 % a pti sterilaci 20 - 45 % [6,16].

Riboflavin je relativné stabilni, ovS§em V neutralnim a alkalickém prostiedi je citlivy na
zafeni. Riboflavin se ptisobenim UV paprski rozklada za vzniku lumichromu (kyselé nebo
neutralni pH) nebo lumiflavinu (zasadité pH) [6]. Zv1asté neni staly pfi ozafeni viditelnym
i UV svétlem, kdy se odstépuje ribitolovy zbytek [8]. Silna oxidaéni ¢inidla, jako je napf.
KMnO,, jej ni¢i velmi rychle [21,22]. V kyselém prostiedi je staly pii vysSSich teplotach
1 pfi bézné kuchynské tpravé pokrml.. Muze se vyluhovat pii blanSirovani a poskozovat

svétlem. Katalyzuje rizné oxida¢ni procesy Zivych organizmu [21].
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Kyselina nikotinova je velmi stabilni, nikotinamid je odolny viéi oxidaci. Jejich hydroly-
zou dochazi k rozkladu amidu na kyselinu [8,20]. Tento vitamin je v zasadé termostabilni,
jeho stabilita na dennim svétle je dobra, pokud jej nevystavime teploté piesahujici 120 °C,

jeho stabilita klesa. Nepiizniveé na néj ptisobi silné kyseliny a oxidativni prostiedi [16].

Kyselina pantotenova je vitamin velmi labilni, ktery podléha snadné hydrolyze v kyselém
i alkalickém prostfedi, na B-alanin a pantoovou kyselinu v alkalickém prostiedi, na
B-alanin a lakton pantoové kyseliny v kyselém prostiedi [8]. Tento vitamin je termostabil-
ni, pfi pasteraci dochdzi k minimalnim zménam, pii sterilaci se c¢ast rozklada, ale
pfi ozéfenti je citlivy [16].

Ostatni vitaminy skupiny B a jejich vlastnosti: vitamin Bg je pomérn¢ stabilni, Y4 se vaze
na bilkoviny a zbytek zni¢i zahfev. Biotin je termostabilni, ale citlivy na kyseliny a oxida-
ci. Vitamin By, je stabilni vici zvySené teploté, svoji aktivitu ztraci na svétle, za piistupu

vzduchu a v alkalickém prostiedi [16].

Tab. 1. Ubytek vitaminii pii zahievu mléka [16]

Tepelné oSetieni
= Sterilace
£ Pasterace Var UHT
g 120 °C/10
74 °C/15 s 100 °C 135°C/1's )
min.
LB || <t | 5 | <t || 2-10 |
| Bs || 5 || 5-10 || 5-10 || 20-50
LB || <5 || 5 | <20 | <30 |
| Be || <10 || 5-20 || 5-20 || 20-80
| |

C || 5-25 || 5-50 || 5-30 | >50
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Tab. 2. Citlivost nechranénych vitamini vici vnéjsim faktoriim

Vitamin (| Teplota || Kyslik || VIhkost || Svétlo pH
Kyselé || Zasadité
LA |+ o+ Lo J+ J| 0 | |
L b o J| + Lo Jpo o | - |
L E I - |l o | Lo JLo || + |
LK o Jlo Jp o+ L - b+ - |
L B | o JL o J[ o || - | L+
LB || - | - | o |l o | Lo |
LB || - [ - | L -l I |
L B || o || - | *+ | - | I |
L B || + || - | 0 | o | I |
L B || + || - J[ 0o ||+ | | |
L Be || + || 0 || o ||l o | I |
| Biotin || 0 || - | L - L - 0 -
e 0+ s s - - o |

- necitlivy az silné citlivy, 0 mirné citlivy az citlivy, + velmi citlivy
2.1 Izola¢ni podminky
=  Tiamin
Pii pouziti enzymatické hydrolyzy se vzorek nejprve hydrolyzuje kyselinami (nejcastéji
v autoklavu) 0,1 mol.dm™ HCI, 0,1 mol.dm™ H,SO, pii teploté 100 az 120 °C po dobu
30 minut. Po ochlazeni na laboratorni teplotu a upravé pH na 4 az 5 se vazany tiamin od-

hydrolyzuje takadiastazou nebo p-amylazou pii teploté 37 °C po dobu 16 hodin nebo pti
teploté 45 - 50 °C po dobu 3 az 15 hodin [18].

=  Riboflavin

Kuvolnéni vazan¢ho riboflavinu z bilkoviny se pouziva enzymatickd hydrolyza
vV kombinaci s kyselou hydrolyzou, ktera je nezbytnd k uvolnéni z esterické vazby
s kyselinou fosforegnou. PouZiva se takadiastiza a 0,1 mol.dm™ HCI. Kysela hydrolyza
probiha pfti teploté 70 °C, enzymaticka pfi teploté 38 °C a pH 5,2 po dobu 2 hodin. Pfi ana-
lyze celkového obsahu riboflavinu v potravinach by neméla byt enzymatickd hydrolyza
nikdy opomenuta. Vzhledem k chemickym vlastnostem riboflavinu se pfili§ nelisi separac-

ni podminky na reverzni fazi Cg nebo Cig, co do slozeni a pH mobilni faze a rozdily jsou
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minimalni. Protoze je riboflavin v alkalickém prostiedi nestabilni a rozklada se, pH mobil-
ni faze se upravuje pufry nebo kyselinou octovou, resp. fosfore¢nou na hodnoty 3- 6. Ve
finalnich potravinach se pouziva specifickd fluorimetricka detekce s excitacni vinovou
délkou 440 - 460 nm a emisni 520 - 535 nm. Jako dal$i enzymy se mohou pouzit papain
(500 mgq) a diastdza ¢i fosfatdza [18].

* Kyselina nikotinova a nikotinamid

Kysela i alkalicka hydrolyza muze byt pouzita ke konverzi nikotinamidu na kyselinu niko-
tinovou, ktera se pak stanovi jako celkovy obsah obou vitamert. Alkalicka hydrolyza je
dopliovana enzymatickou hydrolyzou a k tomuto ucelu se pouziva takadiastiza (papain
nebo clardza). Jako ¢inidlo k alkalické hydrolyze se pouziva Ca(OH), nebo NaOH, pfi-
¢emz se nikotinamid hydrolyzuje na kyselinu nikotinovou a obsah obou vitameril se stano-
vi jako suma kyseliny nikotinové a nikotinamidu. Pfi pouziti Ca(OH), se nadbytek ¢inidla
odstranuje kyselinou $tavelovou, kdy se srazi mélo rozpustny $tavelan vapenaty. Extrakt
pak muze byt ptecistén technikou SPE (Solid Phase Extraction, Extrakce pevnym sorbe-
tem). Pfi HPLC stanoveni kyseliny nikotinové a nikotinamidu v potravinach se uplatiiuji
rozdilné chromatografické systémy, ale nejvice se pouziva reverzni faze. Stanoveni kyseli-
ny nikotinové a nikotinamidu metodami HPLC bylo popsano v ceredliich, fortifikovanych
potravinach i krmivech. Tato metoda pouziva UV detekci pii 263 az 264 nm. Biologicky
dostupny niacin se stanovi kyselou hydrolyzou pomoci 0,5 mol.dm™ HCI v autoklavu,

ovSem je Casto doplnén hydrolyzou enzymovou (papin, takadiastdaza) [18].

Tab. 3. Moznosti HPLC stanoveni pro vit. B3 [18]

Analyt Matrice HPLC Mobilni faze Detekce
kolona
Celkovy niacin Acetonitril - voda obsahujici 1
jako kyselina PSeni¢na g H3PO4 a 1 g sodné soli UV 254
LC-18-DB
nikotinova a mouka, syr dodecylsulfatu, pratok nm
jeji amid 1,5 ml.min™
) Kyselina octova, pratok UV 254
Celkovy niacin || Potraviny | PRP-X100 4
1,5 ml.min nm
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HPLC
Analyt Matrice Mobilni faze Detekce
kolona
. Acetonitril - 75 mol.dm™
Asahipak UV 261
Celkovy niacin DzZem octan sodny, pritok
NH,P-50 . nm
0,5 ml.min”
A: RP-18 A: 10 mol.dm™ KH,PO,
o _ ] UV 264
Nikotinamid Krmivo B: Nucleo- B: 10 mol.dm™ KH,PO, - o
sil 5 SA acetonitril

* Kyselina pantotenova

Extrakce kyseliny pantotenové se uskuteciiuje pomoci enzymatické hydrolyzy za pouziti
papainu, clarazy, takadiastazy nebo piimo kyselinou chloristou. Stanoveni vit. Bs
V potravinach je pomérné obtizny kol a existuje pomérné malo metod. Molekula kyseliny
pantotenové neobsahuje zadny vyrazny chromofor a bez derivatizace této kyseliny je UV
nebo fluorescenéni detekce velmi malo citlivd. Rovnéz je nutné vyrazné piecistit extrakt
nebo pouzit prepindni kolon k odstranéni vSech interferenti. Kyselina pantotenova je ex-
trahovéana vodou pii 50 °C, ptida se NaCl a extrakt se protfepe s n-hexanem. Vodna vrstva
se pouzije pfimo k HPLC analyze. Jako mobilni faze k pfedseparaci se pouziva acetonitril-
voda, pH 2,1, obsahujici 1,5 mol.dm> 1-heptasulfonovou kyselinu. UV detekce se pouziva
ptfi 210 nm. Jako vhodnéjsi metody stanoveni se ukazuji metody plynové chromatografie,
popiipadé GC-MS (Gas Chromatography — Mass Spectrometry, Plynova chromatografie
s hmotnostni detekci) [18].

»= Pyridoxin

Kromé zékladni triddy pyridoxinu je pfitomen vitamin Bg ve vazané formé jejich estert
5’-fosfatt. VSechny fosfaty jsou stabilni v alkalickém prostiedi, ale v kyselém prostiedi se
snadno hydrolyzuji. Pouziti HCl a H,SO, jako extrakéniho c¢inidla za vysokého tlaku
(v autoklavu) je vhodné pouze ke stanoveni triady pyridoxinu. K extrakci vsech forem vi-
tamerll Bg se pouziva kyselina chloristd nebo sulfosalicylova. Pouziti enzymatické hydro-
lyzy vede rovnéz ke zvysSeni obsahu vitameru Bg pfi jeho stanoveni v pfirodnim materialu

[18].
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3 FYZIOLOGICKY VYZNAM A VYSKYT STANOVOVANYCH
VITAMINU SKUPINY B

3.1 Tiamin - B,

Diive nazyvany aneurin je po chemické strance 2,5-dimetyl-6-aminopyrimidin vazany me-

tylovym mustkem na 4-metyl-5-hydroxyetyltiazol.

S N CH,
HOH,C \Il \lf
‘%/g\/g/“
H,C "
2

Tiamin
Biochemicky aktivni formou je tiamindifosfat (TDP), vznikajici z tiaminu u¢inkem enzy-
MU tiaminokindzy V riznych organech. Podili se také na kone¢ném odbouravani metabo-
lickych produktt sacharidi, lipidi a proteini. Druhou ucinnou formou je tiamintrifosfat
(TTP), ktery ptsobi v nervech a pravdépodobné i ve svalech pfi aktivaci chloridovych ion-
ta. Tiamin se vyskytuje jak v rostlinnych surovinach, kde se nachazi pfevazné ve volné
formé¢, tak v zivoc¢isnych produktech, kde je vazan ve form& TDP, ktery musi byt pied ab-
sorpci v organizmu enzymaticky rozStépen [6]. Nalezneme ho napiiklad v mase (masné
vyrobky a maso veproveé), vnitinostech (jatra, srdce, ledviny), pivovarskych kvasnicich ¢i

tmavé mouce [3,5].

Tab. 4. Zdroje tiaminu [19]

Udaje v mg na 1 kg potraviny

PSeniéna mouka Zitnd mouka
2,27 0,67
hladka vyrazkova

PSeni¢na mouka

0,80 || Zitny chléb Vita || 2,4
hruba

PSeni¢na mouka
0,61 Ovesné vlocky || 4,85
vybér polohruba

PSeni¢né klicky 2,0 Ryze 1,16
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Vitamin B; se lehce ni¢i varem a pecenim. Latkami ¢i mechanismy zhorSujicimi jeho re-
sorpci ¢i stabilitu jsou kofein, alkohol, konzervaéni procesy, vzduch, voda, estrogeny, latky

neutralizujici zalude¢ni §tavu aj. [5].

3.2 Riboflavin - B,

Po chemické strance je tato zluta krystalicka latka 7,8-dimetyl-10-(-1-D-ribityl)-izo-

alloxazin.
HO
L]}
HO "“ﬂ"
OH
HoC M M o
— \(
e MH
HLC N
o
Riboflavin

Riboflavin patii do skupiny flavint, jejiz vodné roztoky fluoreskuji. Zakladem struktury
riboflavinu je izoalloxazinové jadro, na které je vazan ribitol, alditol odvozeny od D-
ribdzy. Procesu vidéni se riboflavin G¢astni tim, Ze pievadi kratkovinné modré paprsky na
zlutozelené a tim umoznuje vidéni za Sera. Jednou z nejvyznamnéjSich chemickych vlast-
nosti je moZznost Ucastnit se oxida¢né-redukénich reakcei. Flavinové enzymy jsou povazo-
vany za akceptory vodikovych atomt z redukovanych pyridinovych koenzymi (NADH,
NADPH). V biochemickych systémech se vyskytuje volny nebo vazany ve formé flavino-
vych koenzymt oxidoreduk¢nich enzyma. Témét vzdy se vyskytuje jako soucast flavino-
vych kofaktort FMN a FAD. Jako volny se nachazi pouze v sitnici, syrovatce a moci [6].

Mezi zivoCisSné zdroje se fadi maso, jatra, ledviny, vejce a mlécné vyrobky.
V potravinafstvi se B, pouziva pro fortifikaci potravin (cerealie, détska vyziva, multivita-

minové napoje), rovnéZ se pouziva jako barvivo v instantnich produktech.
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Tab. 5. Zdroje riboflavinu [19]

Udaje v mg na 1 kg potraviny

PSeni¢na mouka Zitna mouka
0,64 0,30
hladka vyrazkova

PSeniéna mouka

0,27 || Zitny chléb Vita || 2,4
hruba

PSeni¢na mouka
0,40 Ovesné vlocky 1,54
vybér polohruba

Psenicny chléb 0,76 Ryze 0,41

Vzhledem K jeho puisobeni v energetickém metabolizmu a metabolizmu bilkovin je vyse
denniho pfijmu zévisla na obsahu bilkovin a energetické hodnoté€ stravy. Tato doporucena

davka by méla byt v souladu s energetickym vydejem a télesnou hmotnosti konzumenta
[3,5].

3.3 Kyselina nikotinova a jeji amid - B3

Diive oznaCovany jako vitamin P-P (Pelagra-Preventive vitamin). Kyselina nikotinova je

po chemické strance kyselina 3-pyridinkarboxylova a jeji amid, nikotinamid.

0
c c

/\r NH, Z | oH

(S \

/ \

N

Kyselina nikotinova a jeji amid

Obe¢ tyto latky jsou biologicky stejné u¢inné. Termin niacin se pouziva pro celou skupinu
ptibuznych latek tvofenou kyselinou nikotinovou, jejim amidem a jejich derivaty. Lidsky
organizmus je schopen omezené vytvaret niacin z aminokyseliny tryptofanu pomoci enzy-
mu obsahujicich jako kofaktor vitamin Bg (pyridoxin). Pro biosyntézu 1 mg niacinu je za-
pottebi asi 60 mg tryptofanu. V biochemickych systémech vznikaji z kyseliny nikotinové
dva koenzymy, které maji neobycejné vyznamnou ulohu. Tyto koenzymy pyridinovych

dehydrogendz jsou nikotinamidadenindinukleotid (NAD®, NADH) a nikotinamidadenindi-
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nukleotidfosfat (NADP*, NADPH). Oxidoreduktdzy s NAD® nebo NADP™ se ucastni syn-
tézy a odbouravani sacharidd, koenzymy katalyzuji oxidace primarnich a sekundarnich
alkohold, aldehydu, a-aminokyselin nebo také a- a B-hydroxykarboxylovych kyselin [6].
Volna kyselina se vyskytuje prevazné v rostlinach a v zivocisnych tkanich jeji amid. Jejich
nejbohat§im zdrojem jsou kvasnice, z hlediska nutricniho maso a vnitinosti (jatra). Obilo-
viny jsou rovnéz bohaté na kyselinu nikotinovou, jelikoz se nachazi piredevSim

Vv obalovych vrstvach zrna a v klicku, jeji obsah v moukach zavisi na stupni vymleti [5].

Tab. 6. Zdroje niacinu [23,24]

Udaje v mg na 100 g potraviny
P3eni¢na mouka Pseni¢na mouka
- 09-1.2 3,1-57
bila Celozrnna
Celozrnné
Pseni¢ny chléb 1,2 _ 7,0
téstoviny
Zitna mouka 0,7-1,6 Otruby 5,0—20,8

Pti stanoveni doporuceného piijmu kyseliny nikotinové je tieba zapocitat nejen niacin
Z potravy, ale také ten, ktery byl syntetizovan v jatrech a ledvinach z tryptofanu. SmiSena
dieta obsahujici 60 g bilkovin je tedy zdrojem 600 mg tryptofanu, ze kterého miiZe teore-
ticky vzniknout az 10 mg niacin-ekvivalentu. Misto kyseliny nikotinové byva pii suple-

mentaci doporucovan nikotinamid, ktery je 1épe tolerovan [5].
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3.4 Kyselina pantotenova - Bs

Po chemické strance patfi k velmi jednoduchym vitaminim. Molekula je slozena z
pantoové kyseliny a B-alaninu [1]. Pfitomnost B-alaninu ve struktufe kyseliny pantotenové
je nezbytna, je-li nahrazen jinou latkou, je fyziologicky neti¢inny nebo dokonce vykazuje
antivitaminovou aktivitu. Tento vitamin je velmi dobfe rozpustny ve vodé a zahfivanim
s kyselinami nebo zasadami se hydrolyzuje. V pfirodé se kyselina pantotenova nejcasteji
vyskytuje jako prirozena soucast koenzymu A (CoA), ktery vznika v heterotrofnich

organizmech z volné kyseliny pantotenové.

OH
H3C\ CH NH CH 0
2
HO ¢ e o, o
ey -~
CHy ™ I
CHy o OH
Kyselina pantotenova

Koenzym A se ucastni klicovych reakci v metabolizmu aminokyselin, tuk a sacharidu.
Zasahuje také do biosyntézy cholesterolu, steroidnich hormonti, porfyrinu a hemoglobinu.
Sav¢i organizmus, kvasinky a bakterie nemohou kyselinu pantotenovou syntetizovat, jsou
schopny ji jen piendset do molekuly koenzymu A a do specialniho proteinu oznaCovaného
jako ACP (Acyl Carrier Protein). Hlavni biochemickou funkci koenzymu A je pienos
acylovych skupin prostfednictvim tioesteru, za katalytického ptisobeni enzymu acetyl-
CoA-syntetdzy. Kyselina pantotenova zasahuje prostiednictvim koenzymu A do vyznam-
nych metabolickych cykli, jako je p-oxidace mastnych kyselin a citratovy cyklus [8]. Zi-
voc¢iSné produkty jsou bohatSimi zdroji, rostlinné kromé& lusténin, ji obsahuji zpravidla
velmi malo. Dobrymi zdroji jsou napiiklad jatra, ledviny, rybi maso, kvasnice, syry, mlé-
ko, vejce (vajecny zloutek), tmava mouka, luSténiny, ryze, zelenina se zelenymi listy a
houby [5,25].
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Tab. 7. Zdroje kyseliny pantotenové [23,24]

Udaje v mg na 100 g potraviny

Celozrnny chléb 2,0 Ovesné vlocky 11

Udaje v pgna 100 g

Bily chléb 4,0 Zitny chléb 5,0

Zitna mouka tmava 14,1 Zitna mouka svétla 7,2

Nadbytecna mnozstvi se z organizmu odvadi moci, mensi ¢ast se metabolizuje na CO,.
V organizmu se vitamin uchovava po dobu 4 - 10 dni. Na zdklad¢ smérnice 46/2002
O doplicich stravy vydala v ¢ervnu 2006 komise EU zpravu, kterd se zabyva bezpecnosti
pfijmu vitamind a mineralnich latek, z niz jasné vyplynulo, ze zadné riziko pii nadmérné
konzumaci kyseliny pantotenové neexistuje. Spolehlivé ho ni¢i konzervacni postupy, pra-
myslové zpracovani jidel, kofein, alkohol, antikoncepéni prostfedky ¢i 1éky na spani. Va-
rem se ztraci az 50 %, pii technologickém zpracovani - mleti, zmrazovéni i konzervovani -
pak téméf 80 %. Na druhé strané, Ze pii pasterizaci mléka jsou ztraty jen minimalni [27].
Jesté ucinnéjsi formou nez samotna kyselina je ptislusny alkohol pantenol. Jako farmaceu-

ticky preparat je kyselina pantotenova ve formé vapenaté soli [21].

3.5 Pyridoxin - Bg

Do skupiny Bg nalezi tfi navzajem piibuzné latky, které vSechny prokazuji biologicky uci-
nek vitaminu. Jsou to pyridoxol (2-metyl-3-hydroxy-4,5-bishydroxymetylpyridin), pyrido-
xal (2-metyl-3-hydroxy-4-formyl-5-hydroxymetylpyridin) a pyridoxamin (2-metyl-3-hy-
droxy-4-amino-metyl-5-hydroxymetylpyridin).

CH,OH 20 Ng_~CHs
HOH,C~_~ OH ~H |
“ H
N |
N CH -
s N~ CHy HoN

Pyridoxol Pyridoxal Pyridoxamin
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Vitamin Bs je proto oznacovan jako pyridoxinova triada. V biochemickych systémech vy-
stupuje pyridoxin ve form¢ fosfatovych derivati pyridoxalfosfatu a pyridoxaminfosfatu.
Pyridoxalfosfat se jako kofaktor dekarboxyldz zicastiuje reakci v metabolizmu aminoky-
selin. Z reakci se jedna hlavné o transaminaci, pii niz je pyridoxalfosfat koenzymem ami-

notransferaz, 0 dekarboxylaci aminokyselin a jejich racemizace [6,25].

Vitamin Bg je Siroce rozsifen v rostlinnych i zivo¢isnych potravinach. Ve vyssich koncent-
racich se vyskytuje v drozdi, ve zvifecich vnitfnostech, ve veprovém, dribezim a rybim
mase. Z rostlinnych potravin je nejhojnéji obsazen v psSeni¢nych kliccich, cerealiich, celo-
zrnnych produktech a v s6jovych bobech. Rovnéz brambory, zeli, kukutice, mrkev, bana-
ny, zelené fazole a hrach jsou dobrymi zdroji tohoto vitaminu. Pomérné nizky je jeho ob-

sah v pasterizovaném mléce [5].

Tab. 8. Zdroje pyridoxinu [23,24]

Udaje v mg na 100 g potraviny

Knackebrot 2,7 PSeni¢né otruby 25
PSeni¢ny celozrnny chléb 0,35
Udajevugna g’

PSeni¢na mouka

1,2-6,0 PSeni¢ny chléb 1,0
bila

K pfijmu toho vitaminu pfispiva do ur¢ité miry i stievni mikroflora. Diky $patné kvalité
sttevni mikrofléry dochazi k nedostatenému vstiebavani tohoto vitaminu a nésledné
k avitamin6ze. Pyridoxin hraje klicovou roli v metabolizmu aminokyselin, proto se jeho
denni davka zvysuje, jestlize stoupa piijem bilkovin [5]. Pfi ptipravé stravy je pyridoxin

celkem termostabilni, pfi ozafeni svétlem se postupné rozklada.
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4 CEREALIE

Cerealie nebo obiloviny jsou strategickou a historicky nejvyznamnéjsi plodinou [27]. Obi-
loviny si udrzely v prub¢hu tisicileti vylucné postaveni zakladni potraviny. Teprve pozdéji
dochdzi k poklesu ptimé spotieby obilovin az na 60 - 65 kg rocné, pficemz ve vyspélych
zemich bylo obilovinami pokryto pouze 20 % denni energetické potieby [28]. V Ceské
fadu potravinaiskych vyrob, pro krmivaisky primysl i primyslovou surovinou. Jako po-
travina kryji asi 33 % energetické hodnoty, dale zajistuji 30 % konzumovanych bilkovin,
56 % sacharidi a 10 % tukd. Ro¢né se vyrobi 6,8 - 7,1 mil. tun obilovin, z toho 2,1 mil. tun
se zpracovava na vyrobu potravin [28]. Vyznam obilovin je obzvlasté pozoruhodny vzhle-

dem k ptijmu vapniku, zeleza a vitamina skupiny B [29].

Obiloviny se zpracovavaji na fadu vyrobkd, jejichz vyzivova hodnota zavisi na stupni vy-
milani mouky a pfidavku dalSich slozek. Z hlediska vyzivového si vice cenime vyrobku
celozrnnych z tmavych mouk, které obsahuji vice obalovych vrstev zrna (slupky, klicky,
aleuronové bunky), a tim i vice bilkovin, esencialnich mastnych kyselin, vitamini, mine-
ralnich latek a vlakniny a méné energie. Bilé (nizkovymilané) mouky jsou energeticky
bohaté, ale chudé na vyzivoveé cenné latky. V posledni dob€ se propaguji nekteré méné
znamé druhy obilovin (proso, Spalda, pohanka, amarant aj.). Jeji vyzivova hodnota neni
vyrazné vysSi nez u ostatnich obilovin, 1 kdyZ maji n€které piednosti, napt. pohanka ma
vysoky obsah rostlinnych sterolti a rutinu (latek, které ptisobi protiskleroticky), amarant ma
pomérné vysoky obsah bilkovin s pfiznivym aminokyselinovym sloZenim. Navic neobsa-

huji lepek a daji se pouzit v bezlepkové dieté [30].
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Tab. 9. Prehled beznych obilovin bézné péstovanych

a vyuzivanych pro potravindrské ucely [30]

Cesky

Latinsky

PSenice obecna

Triticum aestivum

PSenice tvrda

Tritium durum

Zito seté

Secale cereale

Trikitale, Zitovec

Triticale

Je¢men vicerady

Hordeum vulgare

Je¢men dvourady

Hordeum distichum

Oves sety

Avena sativa

RyZe seta

Oryza sativa

Kukufice seta

Zea mays

Proso seté

Panicum miliceum

Cirok

Sorghum sp.

Pro lidskou vyZivu se pfimo pouZzivéa z obilovin vyhradné€ zrno. Obiloviny (cerealie) patii
botanicky mezi traviny. Témét v§echny znamé obiloviny patii do ¢eledi lipnicovité, latin-

sky Poaceae. Vyjimku tvoii pohanka, laskavec a merlik [30].
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4.1 Obiloviny z pohledu vyZivy

Obr. 1. Obiloviny

Potrava, kterou pfijimame, podmiinuje nejen nase zdravi, ale i nase chovani, naladu ¢i po-
hodu. Napiiklad agresivita miize byt vyvolana nedostatkem hoi¢iku, vapniku a litia se sou-
¢asnou avitaminozou vitaminu E a B. Deprese vznikd nedostatkem hotecnatych soli a tia-
minu. VSechny buiiky naseho téla se neustale tvoii z jednotlivych slozek pfijimané potravy
a kvalita téchto bun¢k zavisi na kvalit¢ konzumovaného jidla. Tato kvalita se posuzuje
podle obsahu Zivin obsazenych v potravé a biologické hodnoté potravin. Ziviny dodavajici
energii jsou sacharidy, bilkoviny a tuky, ziviny nedodédvajici energii jsou mineralni latky,
vitaminy, vlaknina, stopové prvky a voda. Biologickd hodnota z4visi na stupni ponechani
Vv prirodnim stavu a dob¢, ktera uplynula od sklizn€. Snizuje ji stupenn primyslového zpra-
covani, tepelného zpracovani, zpiisob skladovani nebo pouZzita konecna tepelna uprava

pted servirovanim [27].

V dnesni dobé¢ je dulezité, aby rafinované potraviny (z bilé mouky nebo bilého cukru, tj.
zbavené vlakniny) byly doplnény nebo nahrazeny vyrobky s vy$§im obsahem hrubé
vlakniny. Cennymi zdroji jsou pravé ceredlni vyrobky, zejména otruby, celozrnné chleby
a pecivo, obilné klicky a vlo€ky nebo téstoviny z celozrnnych mouk. Kromé zvyseni obsa-
hu vldkniny v cerealnich vyrobcich se stale Castéji nekteré vyrobky obohacuji pektiny, kte-

ré maji schopnost vazat skodliviny i bakterie a odvadét je z téla [27].
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4.2 Strukturni usporadani obilného zrna

Morfologické skladba zrna vSech obilovin je zhruba shodnd. Zrna se lisi pfedevSim tvarem,
velikosti a podilem jednotlivych vrstev. Tvary zrna jsou od tenkych protahlych az po témeét
kulata, zastoupeni a potadi jednotlivych vrstev je v§ak shodné. Absolutni rozméry zrna se
mohou ponékud lisit i pro stejny druh obiloviny v zavislosti na odrud¢, klimatickych pod-
minkach kazdého roku a lokalit, kvalit¢ pady a agrotechnice (predevSim piihnojovani)

[30].

4.3 Obilka, jeji ¢asti a vlastnosti
Kazd4 obilka se sklada z endospermu, kli¢ku a obalovych vrstev.

Endosperm piedstavuje 84 — 86 % hmotnosti zrna, je tvofen velkymi hranolovitymi buii-
kami, které obsahuji pfedevsim Skrob a bilkoviny. Od obalovych vrstev je oddélen vrstvou
aleuronovych bunék obsahujicich bilkoviny, mineralni latky, tuky a vitaminy. Endosperm

zajiStuje vyzivu zarodku a pii vyZziveé a krmeni je hlavnim zdrojem energie a bilkovin.

Kli¢ek tvoii nejmensi ¢ast obilky (napf. u pSenice je to pouze 3 % hmotnosti). Klicek je
oddélen od endospermu Stitkem, ktery obsahuje 33 % bilkovin. Obsahuje mnoho Zivin,
protoze slouzi jako zarodek nové rostliny. Mimo jednoduchych cukri obsahuje klic¢ek bil-
koviny, aminokyseliny, vitaminy rozpustné¢ ve vodé¢ a znaéné mnozstvi vitaminu E.
V kli¢ku je rovnéZ obsazZen tuk, ktery velmi rychle podléha oxidacnim a enzymovym zmé-
nam. Hlavné proto jsou klicky pfed mletim z obilky odstranovany tak, aby v ziskané mou-

ce nebyl tuk hydrolyzovan a nevznikla Zlukla chut’.

Obaly tvoii 8 - 14 % hmotnosti zrna. Jsou tvofena né€kolika vrstvami bun¢k, které chrani
endosperm a kli¢ek pred vysychanim a mechanickym poskozenim. Obalové vrstvy se skla-
daji z oplodi a osemeni. Oplodi (perikarp) tvoti pokozka (epidermis), bunky podélné (epi-
karp), bunky pii¢né (mezocarp) a bunky hadicové (endocarp). Osemeni (perisperm) je tvo-

feno vrstvou barevnou a hyalinni (skelnou) [28].
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(zdrojem komplexnich sacharidd,
proteind a vitamin skupiny B)

KLICEK
(esencidlni mastné kyseliny, stopové
prvky, vitamin E a vitaminy skupiny B)

Obr. 2. Slozeni obilky, prepracovino autorem [31]

4.4 Chemické slozeni obilovin

Tab. 10. Chemické slozeni obilovin v % [28]

OTRUBY

(vldknina, stopové prvky, vitaminy skupiny B)

Obiloviny,
Sacharidy || Bilkoviny || Tuk || Mineralni latky || Vlaknina
Zrniny
Zito 70,7 9,0 1,7 1,7 1,9
PSenice durum 65,0 13,2 2,4 1,7 2,5
JeCmen
: 67,0 9,5 2,1 2,5 4,0
s pluchami
Oves s pluchami 56,4 10,3 4,8 3,2 10,3
Kukufice 67,2 11,0 4.4 15 2,2
Proso loupané 68,1 11,5 3,9 1,8 2,3
Ryze Paddy 68,4 6,9 1,6 4,0 8,9
Sé6ja loupana 35,7 24,6 18,0 4,1 2,6
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4.4.1 Vitaminy v cerealiich

Obecné je teba fici, Ze endosperm obilovin je na vitaminy chudy. Vitaminy se vyskytuji
Vv jinych anatomickych c¢éstech, zejména v obalovych vrstvach, klicku, zejména ve Stitku
a aleuronovych vrstvach. Nicméné, i piesto je mozno obiloviny povazovat za zdroj vitami-

ntu skupiny B.

Tiamin a riboflavin se vyskytuji v obalovych vrstvach vétsiny obilovin a v kliccich. Ve
svétlych moukach zbyva podle stupné vymleti jen cca 10 - 20 % pivodniho obsahu vita-
minQ skupiny B v zrnu. V tmavych moukach mize byt zachovano az 40 % puvodniho ob-
sahu. Se zvySujicim se vymletim se zvySuje obsah tiaminu v mouce. Pfi peceni se termic-
kym rozkladem jeho obsah snizuje az o 30 %. Rovnéz tak skladovanim pii vyssi vlhkosti
se za rok obsah tiaminu snizuje az o 80 %. U riboflavinu jsou tyto ztraty nizsi. Kyselina
nikotinova a nikotinamid jsou ve vys$Sich mnoZzstvich pfitomny v pSenici a jeCmeni. Tento
vitamin je termostabilni a staly vici oxidaci. Je lokalizovan do aleuronové vrstvy, a proto
hlavni podil piechazi do otrub. Kyselina pantotenova je obsazena v psenici, zejména sklo-
vité, piedevsim v okrajovych ¢astech zrna. Pyridoxin je lokalizovan rovnéz v aleuronové
vrstvé a ve Stitku. Vitamin C — kyselina L-askorbova se ve zralém obili nevyskytuje, jeji
obsah prudce vzrista ve vykli¢eném obili. Z lipofilnich vitamint je tfeba se zminit o vita-
minu E, ktery se ve vysoké koncentraci vyskytuje v pSeni¢nych kli¢cich, z nichz se dokon-
ce izoluje pii vyrobé vitaminovych preparati ve farmaceutickém pramyslu. Vitamin A je
obsazen ve formé svého provitaminu B-karotenu v klic¢cich. Vitamin D se v obilovinach
taktéZ nachazi pouze ve form¢ provitaminl - steroli. Na vitamin se méni ozafenim UV

paprsky [28,30].

Cilem studie (Lebiedzinska a kol.) bylo stanovit obsah tiaminu, riboflavinu a pyridoxinu
v obili, obilovinach, vyrobcich z obilovin a semen, zjisténim procenta realizované doporu-
¢ené davky (RDA - Recommended Dietary Allowance) u dospélych osob na vitaminy sku-
piny B. Koncentrace vitamini byla stanovena na zakladé mikrobiologickych a analytic-
kych metod. Vysledky ukézaly, ze existuji velké rozdily ve vitaminech skupiny B, a to ve
slozeni odrid analyzovanych produktt [31]. Cela obilna zrna a vyrobky z nich, jsou lepsi-
mi zdroji téchto vitaminl nez technologicky zpracované produkty, a proto vice ve vyzivé
ucinné. Obili a obilné potravinaiské vyrobky piedstavuji dilezitou soucést lidské stravy,
ktera poskytuje vysoky podil sacharidd, bilkovin, tukl, vlakniny, mineralnich latek a vita-
mind skupiny B. V mnoha zemich se najde vétsi vyuziti dietnich ptipravkil pro 1écbu

a prevenci cukrovky, kardiovaskularnich onemocnéni, rakoviny tlustého stfeva a pfi potie-
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bé snizeni hladiny cholesterolu v krvi, coz také naznacuje jejich mozné terapeutické vyuzi-
ti ve vyzivé Cloveka. Obecné doporuceni je, aby lidé konzumovali ovoce, zeleninu, celo-
zrnné obiloviny a chléb, méné€ mastné vyrobky. V tradi¢ni polské straveé jsou nejvetsi sou-
¢asti jidelnicku celozrnné vyrobky a krupice. Obili, ceredlie, soja a produkty ze semen mo-
hou poskytnout lidskému organizmu obsah vitamin B; odpovidajici 11,3 - 48 %, B, (5,1 -
21,9 %), Bs (19,2 - 28,8 %) a B3 (8,0 - 31,9 %) z RDA vitamind skupiny B. Proto jsou vy-
robky z obilovin dilezitym zdrojem mnoha Zivin, v¢etné pravé zminovanych vitamint

skupiny B [32].

4.5 Celozrnné potraviny

Zavadgjici je uz samostatny pojem ,,cerealni®. Cerealie mohou byt celozrnné, ale mize se
jednat i o hladkou mouku. Kritéria pro vybér cerealii jsou jasna: energeticka hodnota, ob-
sah cukru, typ a mnozstvi tukd, vlakniny, soli a glykemicky index. Ceredlie jsou potraviny
ze své podstaty znacné koncentrované, sacharidového typu, to znamend, ze vétSinu jejich
energetické hodnoty musi tvofit sacharidy a tuky. Bilkovin je v nich naopak malo. Energe-
tickd hodnota se mize pohybovat v rozmezi od 1 220 do 2 060 kJ na 100 g ceredlii. Tuto
energetickou hodnotu mize snizit jen vlaknina, je-li pfitomna ve velkém mnozstvi. Zvysu-
je ji naopak cukr (hlavné sachardza, glukoza, fruktdza), ofechy, kousky ¢okolady, nejriz-
néjsi polevy, jimiZ jsou né€kdy cerealni lupinky ,,dochuceny®. Obecné tedy plati, Ze ¢im

méng technologickych zasaht, tim lépe [33].

Pojmy ,,celozrnny vyrobek* a ,,celozrnna mouka* nebo ,,podil celého zrna*“ jsou definova-
ny ve vyhlasce ¢. 333/1997 Sb. Ministerstva zemédélstvi k zadkonu ¢. 110/1997 Sb. o po-
travinach a tabakovych vyrobcich. V soucasné dobé se v odbornych kruzich diskutuje
o nejvhodnégjsi podobé definice, pfijatelné jak pro potieby védy, vyzkumu a vyroby, tak
zejmeéna pro spotiebitele. Soucasnd definice formulovand Americkou asociaci cerealnich
chemiki (AACC - American Association of Cereals Chemists), kterd je rozhodujici pro
vyvoj novych vyrobki a jejich primyslovou vyrobu, povaZuje za celozrnny takovy pro-
dukt, ktery by mél obsahovat intaktni, drcenou nebo vlockovanou obilku, jejiz zakladni
anatomicky endosperm, klicek a otruby jsou ve stejnych relativnich proporcich jako
Vv pivodni intaktni obilce. Tato definice, ale neni povazovana za nejvhodné&jsi pro spotiebi-
tele ani pro ucely nutricni osvéty, a proto jsou zpracovany a predkladany vefejnosti
K posouzeni navrhy na aktualizaci a rozsifeni dosavadni podoby definice. Mimo AACC se

timto problémem zabyva napt. Utad pro potravinové standardy pro Australii a Novy



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

Zéland (FSANZ — Food Standards Australia New Zealands), australsky biomedicinsky
institut pro vyzkum obilovin (BRI — Biomedical Research Institute) a rovnéz americky
Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA — Food and Drug Administration). Oficialni defi-
nice terminu ,,celozrnny*, navrzena WGC (Whole Grain Council, rada zabyvajici se celo-
zrnnymi vyrobky sidlici v USA, Bostonu) byla schvélena v kvétnu 2004 ve znéni: ,,Cela
zrna nebo potraviny z nich vyrobené obsahujici veSkeré esencialni ¢asti a piirodné se
vyskytujici Ziviny celého neporuseného obilného zrna.“ Za obecn¢ akceptované celo-
zrnné potraviny a mouky jsou pfi konzumaci povazovany otruby, klicky a endosperm.
WGC obdobné jako FDA povazuji za celozrnné potraviny amarant, jeémen, pohanku, Ku-

kuficl, ¢irok, oves, quinou, ryzi, Zito, proso, tritikale, pSenici, kamut a planou ryzi [34].
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5 NETRADICNI DRUHY CEREALI{

5.1 ,Kamut*

Tento nejstar$i druh pSenice byl znovu objeven v r. 1948 v hrobce egyptského Dakare.
Mack Quin nalezend zrna v r. 1977 rozmnozil a po r. 1989 se zacalo s prvnimi pekaiskymi
pokusy [35]. Staroegyptsky ,,duse zem¢é* nebo-li kamut je prastary piibuzny dnesni pSeni-
ci.

Jedna se o Triticum turgidum, ktera ma nejblize k pSenici Triticum durum. Prodava se pod
obchodnim oznacenim Kamut. Zrna maji stejny tvar jako bézné druhy pSenice, jsou ovsem
minimalné dvakrat tak velkd, maji v priméru o 30 % vice proteinu a zvySeny obsah vita-
minu E, By, B, Bs fosforu, hot¢iku, zinku, médi a komplexnich sacharida [36,37]. Kom-
pletni nutri¢ni analyza kamutu dokazuje, Ze obsahuje na energii bohatsi slozky nez ostatni
druhy psenice. Ve srovnani s béznou psenici obsahuje asi 17 % bilkovin, coz je asi 0 40 %
vice, dale o 65 % vice aminokyselin a také se mizZe pochlubit vy$§im obsahem lipida

a mastnych kyselin. Ma o 30 - 35 % vice hoi¢iku a zinku, z vitamint o 30 % vice vitaminu

E a 1,8 % popela [38].

Obecné lze fici, ze kamut je velmi zdravé obilovina. Nedavny vyzkum provadény Mezina-
rodni asociaci pro potravinové alergie (IFAA — International Food Allergy Association)
dokonce naznacil, Ze ,,pro vétSinu senzitivnich osob mize byt kamut vynikajici nahradou
beéznych druhi pSenice®. Pacienti s celiakii ovS§em musi pii eventudlnim zafazovani kamutu
do svého jidelnicku postupovat velmi obezietné, nejlépe po poradé s I€kafem, protoze testy
prokéazaly, Ze zhruba 30 % osob s alergii na pSenici je alergickych rovnéz na kamut.
V nékterych pifipadech mohou byt reakce na kamut jesté horsi neZ na béZnou pSenici. Na
druhé strané, ale fada lidi, ktefi pSenici nemohou jist s kamutem Zadné problémy nemaji.

Proto je tato cerealie Casto spojovana v souvislosti s celiakii a bezlepkovou dietou [36].

Mlety kamut davé vysoce biologicky hodnotnou naZloutlou mouku s ofechovou pfichuti, je
lehce stravitelna a je mimo jiné bohata na vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin
a samoziejmé selenu, zinku a hot¢iku [35]. Tento praptivodni druh pSenice, na rozdil od
jinych druht obili, neprosel procesem hybridizace €1 genetickych uprav. Zachovava si stale
svou kvalitu a patfi mezi nejméné alergizujici potraviny. Tento biovyrobek je vhodny do

polévek, pomazének, salatii, k zapékani, duseni i jako pfiloha.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

Obr. 3. Kamut nezraly Obr. 4. Kamut
Ptednosti BIO Kamutu:
* je péstovan vyhradné v podminkach certifikovaného ekologického zemédélstvi,

* neni kontaminovany jakymkoliv typem moderni pSenice, neni GMO (Geneticky

modifikovany organizmus),
= obsahuje 0 20 - 40 % vice bilkovin nez bézna psenice,

* ma mimofadné vysoky obsah selenu, coZ je mnohem vice, nez u béZnych druht

obilovin,

* ma také vysoky obsah nenasycenych mastnych kyselin, zinku, hot¢iku,

» dodava energii a proto je vhodny pro vSechny s aktivnim zivotnim stylem,

* posiluje imunitni systém,

= piiprava je stejna jako u béZné pSenice,

» kamutovd mouka neni rafinovana ani bélend, ¢imz si udrzuje vSechny vyzivové
vlastnosti,

* kamutova mouka ma dobré kynouci vlastnosti a pecivo s jejim pfidavkem ma kras-

né zbarvenou kurku,
= vyznacuje se lehkou stravitelnosti,

* ma mirnou nasladlou ofiSkovou chut’ a viini [38].
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5.2 ,,Griinkern*

Tato jihonémecka specialita se vyrabi ze Spaldovych zrn sklizenych v tzv. mlé¢né zralosti,
tedy jesté pied uplnym dozranim. Tato zrna se pak restuji nad ohném z bukového dieva.
Tim se docili jemné uzené a vyjimecn¢ aromatické chuti a viing. Tato netradi¢ni pochoutka
je rovnéz znama pod nazvem ,,zeleny kaviar®. Je nenadymava a lehce stravitelna. Pouziva
se podobn¢ jako zrno Spaldy. Tradi¢né byl griinkern pouzivan v polévkach jako zavaika
a ve formé Skrobu, posléze v omackach, pudincich a téstovinach, také jako soucast zeleni-
novych a masovych smési, do salatii nebo jako ptiloha k hlavnim jidlim. Senzorické vlast-

nosti byly popsany jako ,,koufové™ a ,,bohaté v aromatu‘ [39].

5.3 ,,PSenice Spalda“

Jedna se o starovéky neslechtény druh, ktery je ptibuzny pSenici (Triticum aestivum L.).
Tato evropska plodina je velice kvalitni obilovina s mnoha pfiznivymi ucinky na organi-
zmus a skvély vyzivovymi vlastnostmi. Tato stara odriida pSenice je vyznamnou obilovi-
nou péstovanou téméei vyhradné pro vyrobu biopotravin. Dnes se zvySuje zdjem o pSenici
Spaldu, a to piedevs$im s rozvojem ckologického zemédé€lstvi [40,41]. PSenice Spalda ma
jak ozimé, tak jarni formy, v Evropé pievladaji formy ozimé [42]. Tato pSenice obsahuje
témet vSechny zédkladni slozky dulezité pro zdravi, véetné bilkovin, tuki, sacharidi, vita-
mind a mineralnich latek. Vzhledem k vétSimu podilu aleuronové vrstvy obsahuje Spalda
v priméru 16 - 17 % bilkovin, coZ je mnohem vice nez u pSenice seté (12 - 14 %). Obsah
lepku se pohybuje v rozmezi 35 - 45 %, jeho kvalita je vysoka. Také je vybornym zdrojem
vitamint skupiny B, pfedev§im tiaminu (Bj, 0,6 mg na 100 g), riboflavinu (B,), ale také
niacinu (B3) [43]. V pSenici byly Kohajdovou a kol. analyzovany tti vitaminy skupiny B,
tiamin, riboflavin a niacin a bylo zji$téno, Zze jen mnozstvi niacinu bylo vyssi (0 5 %)
Vv pSenici $paldé v porovnani s tvrdou pSenici ozimou [44]. Zajimavy je obsah B-karotenu,
vyS$§i obsah drasliku, siry a hotf¢iku. Obsah stravitelného Skrobu se u PSenice Spaldy témé&r
rovnd PSenici seté, obsah stravitelnych cukrli je vSak podstatné niZsi, nerozpustné vlakniny
je o néco méné. Obsahuje relativné znaéné mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin
a neobsahuje cholesterol. Z hlediska zdravotniho se Spaldé pfisuzuji pozitivni G¢inky na
stimulaci imunitniho systému, ceni se jeji lehka stravitelnost a vhodnost pfi 1é¢eni nékte-

rych alergii. Konzumace Spaldy alergii v n¢kterych ptipadech viibec nevyvolava [43].

I pfi nizkém hnojeni dava dobrou sklizen a mé lepsi zastoupeni mineralnich latek ve srov-

nani s PSenici ozimou. V nékterych postupech alternativni mediciny byla Spalda navrzena
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pro zarazeni do stravy pacientl 1écebnych pro zdravotni problémy, jako je vysoka hladina
cholesterolu v krvi, revmatoidni artritida, deprese a rakovina. Ale jelikoz obsahuje lepek, je
problematicky pro jedince trpici celiakii [45,46]. Tato pSenice je potencialni surovinou pro
nov¢ potravinaiské produkty s vysokym obsahem vlakniny a okouzli jeji ofiskova ptichut.
Vyrabé&ji se z ni zaklady nebo ptidavky do téstovin, tvoii pfisadu miisli i vano¢niho peciva,
zrna $paldy se dale zpracovavaji na kroupy, krupici ¢i vlocky vhodné na kasi nebo do po-
lévek. Chléb s pfidavkem Spaldové mouky ma vyraznou chlebovou vini, velky objem,

popraskanou ktirku, vyborné chutna a vydrzi dlouho vlaény a Cerstvy [43].

53.1 ,,Spaldové kernotto*

Jedna se o kroupy ziskané z pSenice Spaldy. Vznikaji loupanim a brousenim tvrdych oba-
lovych vrstev zrn, ¢imZ oproti Spaldovému zrnu pfi vafeni rychleji meékne a je pro vétSinu

lidi 1épe stravitelné [47].

5.4 ,,PSenice ozima“

Tato obilnina je nejrozsifenéjsi a nejvyznamnéjii v Ceské republice [44]. Celkova produk-
ce pSenice v roce 2009 byla 4358,1 tis. tun, a z tohoto mnozstvi 4229,3 tis. tun PSenice

ozimé a 128,8 tis. tun PSenice jarni [48].

Je to ozima forma PSenice obecné. Tento druh je velmi naro¢ny na piidni podminky a zivi-
ny. Pé&stuje se prakticky ve vSech vyrobnich oblastech a mulze byt vyuZivana
K potravinaiskym, krmivafskym, technickym a energetickym tcelim. V poslednich letech
je stale ve vétsim rozsahu péstovana i v ekologickém zemédélstvi [49]. Ma velmi dobrou
kli¢ivost, vysoky obsah vlakniny a n€kterych biologicky cennych latek jako jsou vitaminy
skupiny B, vitamin E, B-karoten, z mineralnich latek draslik, fosfor, ktemik a vapnik. PSe-
nice se pouze Cisti, je tak v pfirozeném stavu, proto se s Uspéchem pouziva ke kuchynské-
mu nakliCovani a ke kuchynskym Upravam (mdaceni, vafeni, prazeni, mleti a Srotovani)

[50].
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55 , Ryze"

Ryze, stejné jako pSenice, proso a jeCmen, patii mezi jednoleté travy nebo obiloviny. Li-
dem, ktefi konzumuji jejich semena, poskytuji vysoky piijem sacharidl, ze kterych nase
télo ziskava energii [51,52]. Obilky ryze se 1isi od jinych obilnych druhii nizkym obsahem
dusikatych latek — lepku a vy$Sim obsahem sacharidii. Stejné jako obiloviny patii ryze do
Celedi lipnicovitych (Poaceae). Nejjednodussim rozdélenim rodu ryze (Oryzea) je Clenéni
na ryzi setou (Oryza sativa) a ryzi horskou (Oryza montana). Ryze seta ma nejkvalitnéjsi
odridy vhodné k vafeni. RyZe horska ma delsi vegetacni dobu, daii se ji v oblastech s vyssi
nadmoftskou vyskou a poskytuje zrna nizsi kvality [53,54]. Ryzi mizeme délit i dle techno-
logické upravy na loupanou, neloupanou a pololoupanou neboli natural. Dale vyhlaska
¢. 333/1997 po novele €. 93/2000 Sb. definuje ryZi dle délky zrna a poméru jeho délky
a 8itky na ryzi dlouhozrnnou, stfednézrnnou a kulatozrnnou [53,54,55]. Na trhu se vétSinou
rozliduje ryZe bil4, basmati, parboiled, jasminova a ryze patna [53, 54]. Cetné studie proka-
zaly, ze zékladni slozky v ovoci, zelenin€ a v obilnych zrnech, v€etné ryze jsou spojeny se
snizenim rizika vzniku chronickych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni choroby, dia-
betes mellitus typu II. a dokonce né€které druhy rakovinnych onemocnéni [56]. Smésna
ryze kombinuje specialné zpracovanou dlouhozrnnou parboiled a divokou dlouhozrnnou
indidnskou ryzi, kterd je ve skutecnosti semeny severoamerické vodni travy. Zpracovani
parboiled ryze spociva v uziti vysokého tlaku, diky kterému vitaminy, mineraly i stopové
latky prostoupi ze slupky do samotného zrna, proto jsou jeji vyzivové hodnoty nesrovna-
telné vyssi nez u klasické bilé ryZe. Basmati je nejrozSitenéjSim druhem ryze na indickém
subkontinentu. Pro svou jemné ofiskovou chut’ a jedine¢nou vini ji mistni nazyvaji kralov-
nou vini, coZ ostatné¢ slovo basmati znamend. Tato bila lesténd ryze bez vnéjsi slupky je
prirozené bez lepku 1 snadno a rychle stravitelna. Jeji dlouhé zrna jako ptiloha vyborné¢ ladi
se vSemi kuchynémi, nejen s indickou. Sushi se zrodilo v jihovychodni Asii a je piivodné
jidlem pfistavnich délnikt, vykladacu rybaiskych lodi. Byli chudi, proto do prace chodili
jen s trochou suché ryze. Béhem vykladani nakladt ryb si obcas z té, kterou pravé nesli
pfes rameno, kousek syrového masa ufizli, schovali ho do valecku ryze v dlani a méli
o vyvazené jidlo postarano. Dnes ma sushi mnoho podob s mnoha ingrediencemi, ale na

pocatku to byl valecek ryZe a kousek syrové ryby v dlani ptistavniho rybnika.
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6 HPLC - VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Tato metoda je jedna z nejvyznamnéjsich analytickych metod. Umoznuje déleni, identifi-
kaci a stanoveni velkého poctu organickych i1 anorganickych latek. Pod nézev chromato-
grafické metody zahrnujeme dnes vSechny operace, pfi nichz dochézi k postupnému, mno-
honasobné opakovanému vytvareni rovnovaznych stavi délenych latek mezi dvéma, popf.
1 vice fazemi. Jedna faze, zvana stacionarni, je umisténa v kolon¢, druha, ktera unasi sepa-
rované latky lozem stacionarni faze, je faze mobilni. Pti styku stacionarni i mobilni faze
s délenymi latkami dochazi k vzajemnym interakcim, které jsou zakladnim ptfedpokladem
pro jejich uspésnou separaci. Interakce délenych latek se stacionarni a mobilni fazi mé roz-
dilnou kvantitu, tj. velikost vzajemné plsobicich sil, 1 kvalitu, tj. povahu interakci. Stacio-
narni faze, predstavujici nepohyblivou slozku, ma specifické vlastnosti, které zprostiedko-
vavaji interakci s délenymi latkami. Na zékladé typti vzdjemnych interakci, jez se podileji
na distribu¢nim procesu, je mozno klasifikovat jednotlivé chromatografické metody [56].
Chromatografické separace u vétSiny hydrofilnich vitaminl a jejich fosfore¢nych estert
pfitomnych v potravinach probihaji pravé technikami HPLC, vcetné analyzy vitaminQ

v kapslich a multivitaminovych tabletach [63].

6.1 Riizna hlediska déleni chromatografie

* povaha mobilni faze: plynova (GC, Gas Chromatography), kapalinovéa (LC, Liquid
Chromatography),

= zpisob provedeni: kolonova (sloupcovd), plosna (planarni),
* princip separace: rozdélovaci, adsorp¢ni, iontov€ vymeénna, afinitni,
= pracovni zpasob: elucni (analyticka ch.), frontalni, vytésiiovaci,

= (cel: analyticka, preparativni (preparacni) [56].

6.2 Rozdéleni dle separacni funkce a zicastnénych fazi
= Kolonova chromatografie: CC (Column Chromatography),
* Plynova chromatografie: GC (Gas Chromatography),
= Kapalinovéa chromatografie: LC (Liquid Chromatography),
= Chromatografie v systému plyn — tuha latka: GSC (Gas-Solid Chromatography),

= Chromatografie v systému plyn — kapalina: GLC (Gas-Liquid Chromatography),
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= Chromatografie v systému kapalina — kapalina: LLC (Liquid-Liquid hromatogra-
phy),

= Chromatografie v systému kapalina — tuha latka: LSC (Liquid-Solid Chromatogra-
phy),

= Papirova chromatografie: PC (Paper Chromatography),

» Tenkovrstva chromatografie: TLC (Thin Layer Chromatography),

» Jonexova chromatografie: IC (lon Exchange Chromatography),

» Gelova permeacni chromatografie: GPC (Gel Permeation Chromatography) [59].

6.3 Kapalinova chromatografie

Umoznuje déleni vSech organickych méné tékavych kapalnych i tuhych latek, které jsou
rozpustné v béznych organickych rozpoustédlech a ve vodée nebo ve zfedénych minerdlnich
kyselinach. Podle toho zlstane-li slozeni mobilni faze pii eluci konstantni, mluvime o eluci
izokratické, méni-li se sloZzeni mobilni faze s ¢asem, jedna se o eluci gradientovou. Polohy
maxima elu¢niho piku latky Ize vyuZit k jeji identifikaci, zatim co z plochy ¢i vysky elu¢-

niho piku usuzujeme na kvantitativni slozeni vzorku [60].

6.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC

Obr. 5. HPLC HP 1100 [62]
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6.4.1 PrisluSenstvi HPLC

Mobilni faze z vhodného zasobniku je davkovana vysokotlakym cCerpadlem pies filtr
tuhych castecek a pratocny tlumi¢ pulst,, po té pres zafizeni pro davkovani vzorka do

chromatografické kolony a detektoru [61].

vysokotlake
cerpadlo

zasobnik
mobilni faze davkovaci ventil nidici
s vymeénitelnou smyékou pocitac

HPLC kolona

detektor d

Obr. 6. Obecné schéma HPLC

Cerpadla musi byt konstruovana z materialu odolnych vii¢i korozi i pfi pouziti pomérné
agresivnich mobilnich fazi, k ¢emuz se hodi nerezova ocel ¢i nékteré keramické materidly.
Musi byt schopna davkovat kapaliny plynule bez kolisani (pulzti) pritoku, a to pfi pruto-
cich od 0,1 do 5 ml.min™ pro analytické aplikace. Konstrukce zafizeni pro davkovani vzor-
ku na chromatografickou kolonu mize vyznamné ovlivnit u¢innost separace. Byly zavede-
ny tfi odlisné zplsoby davkovani vzorkl: pfimy nastiik injekeni stiikackou pies septum,
davkovani vzorku davkovacim ventilem se smyckou a davkovani vzorku automatickymi

davkovaci (béZné se pouZivaji autosamplery).

Obr. 7. Davkovaci kohouty

S davkovaci smyckou



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

Obr. 8. Injekcni strikacka Hamilton

6.4.1.1 Chromatografické kolony a jeji naplné

Volba vhodné kolony mé rozhodujici vyznam, nebot’ vysledek chromatografické analyzy
je pfedevsim urovan kvalitou kolony a jeji naplné€. Kolony jsou rovné trubice s hladkym
vnitinim povrchem, zhotovené z materidlu, ktery musi odoldvat jak relativné vysokym
pracovnim tlakiim (az 60 MPa), tak i chemickému plsobeni mobilni faze a separovanych
latek. Jako materidl se vétSinou pouziva kvalitni antikorozni (nerezové) oceli. Délka kolo-
ny se voli podle druhu pouzitého sorbentu. Cim je velikost zrn sorbentu mensi, tim kratsi

kolonu pouzijeme.

Te

Obr. 9. Kolona HPLC

Vlastni klasicka HPLC kolona se sklada z kovového plasté (1), ktery je uzavien porézni kovovou fritou (2),
ktera zabranuje uvoliiovani stacionarni faze (3) z kolony a soucasné umoznuje plynuly pritok mobilni faze.
Oba konce kolony jsou ukon¢eny ochrannym krouzkem (4) a koncovou hlavici (5), ve které je navrtan vstup
pro kapilaru se Sroubem (6).
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6.4.1.2 Detektory

V podstaté vSechny typy detektort, které se pouzivaji u kapalinové chromatografie, jsou

koncentracni, tj. poskytuji signal umérny koncentraci latek v eluatu.

Obr. 10. UV/VIS DAD detektor [62]

Typy detektord, které jsou vyuzivany pro kapalinou chromatografii:

» gspektrofotometricky UV-VIS (DAD, Diode Array Detector),

fluorimetricky,

= elektrochemicky,
= refraktometricky,
= vodivostni,

* hmotnostni [57,59].
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II. PRAKTICKA CAST
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7 METODIKA

7.1 Vzorky - standardy

Standard vit. B; (Supelco, USA)
Standard vit. B, (Supelco, USA)
Standard vit. B3 - nikotinamid (Supelco, USA)
Standard vit. Bs (Supelco, USA)

Standard vit. Bg (Supelco, USA) - stanoven jako cela pyridoxinova triada

7.2 Pristroje a prisluSenstvi

aparatura pro HPLC (Hewlett Packard 1100)

- UV/VIS detektor — DAD 61315A, Hewlett Packard 1100 (USA)
- vakuovany odplynovaci modul G1322A

- binarni pumpy G1312A

- termostat kolon G1316A

- detektor UV/VIS DAD G1315A

- davkovaci ventil (smyc¢ka 0 objemu 20 ul)

- kolona Supelcosil- LC8 (15 cm x 4,6 mm; 5 um, Supelco, USA)
- PC s vyhodnovacim programem ChemStation - Instrumenl (Agilent, USA)
davkovaci mikro stiikacka (Hamilton, USA)

temperovana vodni lazen s tfepackou, Memmert, SRN

pH metr (HANNA instrument, pH 211 Microprocessor pH metr),

michadlo (Heidolph instrument, HR 1000) a michadélko
analytické vahy (Adam - Afa - 210LC)

chladnicka (Samsung - Calex, CZ)
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7.2.1 Pomucky

laboratorni sklo

stojan, filtra¢ni kruh, nalevka + modry filtrani papir pro kvantitativni analyzu KA1

(Papirna Pernstejn s.r.0)

pipetovaci balonek a pipeta

plastova stiikacka

mikrofiltr o velikosti pora 0,45 um, (Supelco, USA)
stficka s redestilovanou vodou

alobal

7.3 Chemikalie

Kyselina chlorovodikova — HCI (Ing. Petr Svec, Penta)
Kyselina trichloroctova — Co;HCI30; (Ing. Petr Svec, Penta)
Metanol pro HPLC — CH3;OH (J.T.Baker)

Octan sodny — CH3COONa (Lachema N.P.Brno)

Kyselina mravenci 85% - €ista — CH,0;

Izopropanol — C3HgO (Ing. Petr Svec, Penta)
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7.4 Analyzované vzorky

Obr. 11. Analyzované ceredlie

Netradicni i tradi¢ni druhy obilovin (obr. 11) ¢i vyrobkt byly zakoupeny a zaslany firmou
PRO-BIO, s.r.o., CR. Viechna baleni pochézela z jedné 3arze, balené 25.11.2010. Tyto
netradi¢ni obiloviny je nutno skladovat pfi teploté do 25 °C a relativni vlhkosti nejvyse

75 % v temnu.

Kromé téchto biovyrobkl byly analyzovany rGzné druhy ryze, riznych znacek. Tyto byly
zakoupeny v obchodnim fetézci Makro 30.11.2010. Vyrobci analyzovanych vzorka: Pod-
ravka — Lagris, a.s.,CR, pii skladovéani a teploté 25 °C, relativni vlhkosti vzduch 70 %
a znacka ARO.

A jako posledni vzorky byly analyzovany smési mouk pSenice a zita. Jedna se o zitnou
mouka chlebovou, datum vyroby 13.12.2011 a pSeni¢nou mouku T 530, datum vyroby
8.1.2011. Vyrobce Penam a.s., Brno, mlyn Krom¢fiz.
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7.4.1 Kamut

Zem¢ pivodu: Kanada

Tab. 11. Priimérné nutricni hodnoty kamutu uddavané vyrobcem na obalu

Obr. 12. Kamut

Energeticka hodnota

1507 kJ (359 kcal)

Bilkoviny
Sacharidy
Tuky
Tiamin
Niacin
Fosfor
Hoi¢ik
Zinek

Zelezo

18,89

66,0 g

2,849
0,46 mg (30 % DDD)
5,54 mg (31 % DDD)
411 mg (51 % DDD)
153 mg (51 % DDD)

4,3 mg (8 % DDD)

4,0 mg (30 % DDD)

PVC obal, 500 g,

DDD - denni doporucena davka
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7.4.2 Spalda loupana

Obr. 13. Spalda

Zem¢ pivodu: Slovensko

Tab. 12. Primerné nutricni hodnoty Spaldy loupané uvedené vyrobcem na obalu

Primérné nutri¢ni hodnoty ve 100 g

Energeticka hodnota

1 480 kJ (353 kcal)

Bilkoviny
Sacharidy
Tuky
Tiamin
Niacin

Hor¢ik

PVC obal, 1000 g

18,0 g
88,0 g
8,69
0,8 mg (43 % DDD)
4,3 mg (24 % DDD)

250 mg (83 % DDD)
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7.4.3 Spaldové kernotto

Obr. 14. Spalda

Zemé puvodu: Ceska republika

Tab. 13. Priumeérné nutricni hodnoty spaldového kernotta uddavané vyrobcem

Energeticka hodnota

1 480 kJ (353 kcal)

Bilkoviny
Sacharidy
Tuky
Tiamin
Niacin

Hor¢ik

16,09

68,09

259
0,6 mg (43 % DDD)
4,3 mg (24 % DDD)

250 mg (83 % DDD)

PVC obal, 500 g
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7.4.4 Griinkern

Obr. 15. Griinkern
Zemé puivodu: Rakousko

Tab. 14. Priumérné nutricni hodnoty griinkernu uddavané vyrobcem

Frimimé iy w1008

Energeticka hodnota 1 380 kJ (389 kcal)
Bilkoviny 16,3 ¢
Sacharidy 62,59
Tuky 389

PVC obal, 300 g

7.45 PSenice ozima

Obr. 16. PSenice ozima

Zemé puvodu: Ceské republika
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Tab. 15. Primeérné nutricni hodnoty psenice ozimé udavané vyrobcem na obalu

Primérné nutri¢ni hodnoty ve 100 g

Energeticka hodnota 1199 kJ (285 kcal)
Bilkoviny 18,0¢g
Sacharidy 67,09

Tuky 199
Vitamin A 0,12 mg (15 % DDD)
Hor¢ik 90,0 mg (30 % DDD)
Zelezo 5,9 mg (48 % DDD)

PVC obal, 1000 g

7.4.6 RyZe parboiled s indidnskou ryzi

Obr. 17. Ryze parboiled s indianskou

Slozeni: ryZe dlouhozrnna parboiled (Oryza sativa L.), ryZe dlouhozrnna indianska (Ziza-

nia aquatica).
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Tab. 16. Priumér. nutricni hodnoty ryze parboiled s indidnskou udavané na obalu vyrob-

cem
Nutri¢ni hodnoty ve 100 g vyrobku
Energeticka hodnota 1474 kJ/353 kcal
Bilkoviny 8,04¢
Sacharidy 7759
Tuky 059

Papirovy obal, 500 g

7.4.7 RyZze basmati

Obr. 18. Ryze basmati

SloZeni: ryze seta (Oryza sativa L.)

Tab. 17. Prumeérné nutricni hodnoty ryze basmati

Nutri¢ni hodnoty ve 100 g vyrobku

Energeticka hodnota 1474 kJ/352 kcal
Bilkoviny 709
Sacharidy 78,4 ¢
Tuky 069

Papirovy obal, 500 g
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7.4.8 RyZe sushi

Obr. 19. RyzZe sushi

Slozeni: ryze seta (Oryza sativa L.)

Tab. 18. Priimeérné nutricni hodnoty ryze sushi

Nutri¢ni hodnoty ve 100 g vyrobku

Energeticka hodnota 1474 kJ/353 kcal
Bilkoviny 7,179
Sacharidy 7859
Tuky 0,54 g

Papirovy obal, 500 g
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7.4.9 RyZe natural

Slozeni: ryze seta (Oryza sativa L.)

Tab. 19. Priumérné nutricni hodnoty ryze natural

Nutri¢ni hodnoty ve 100 g vyrobku

Energeticka hodnota

7384 kJ/415 kcal

Bilkoviny
Sacharidy
Tuky

Vitamin B

Fosfor

PVC obal, 500 g

7.4.10 RyZe parboiled

SlozZeni: ryze seta (Oryza sativa L.)

9,749
85,4 g
3,39
0,53 mg (48 % DDD)

429 mg (61 % DDD)

Tab. 20. Priumerné nutricni hodnoty ryze parboiled

Nutri¢ni hodnoty ve 100 g vyrobku GDA

Energeticka hodnota 1590kJ/378 keal 23,6 %
Bilkoviny 7,0 g 17,5%
Sacharidy 77,09 35,6 %
Tuky 0,39 0,5%

GDA: hodnoty predstavuji doporucenou denni davku zivin dospélého cloveéka zaloZenou na spotfebé 2000

kcal. Osobni pozadavky zavisi na vé€ku, pohlavi a fyzické aktivité individualni osoby.

PVC obal, 1000 g
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7.4.11 RyZe kulatozrnna loupana
Slozeni: ryze seta (Oryza sativa L.)
Vyrobeno v Italii

PVC obal, 1000 g

7.4.12 RyZe dlouhozrnna loupana
Slozeni: ryze seta (Oryza sativa L.), vyrobeno v Italii, obal, hmotnost

PVC obal, 1000 g
7.4.13 Smés pSenice a Zita 90:10 — VZOREK ¢. 13
7.4.14 Smés pSenice a zZita 50:50 — VZOREK ¢&. 14

7.4.15 Smés pSenice a zZita 10:90 — VZOREK ¢&. 15
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8 ANALYZA NETRADICNICH CEREALII POMOCI HPLC

8.1 lzolace B-komplexu

Na analytickych vahach s ptesnosti na 0,0001g bylo odvdzeno 10 g vzorku, ke kterému
bylo pifidano 60 ml 0,1 mol.dm™ HCI a zbylé mmnozstvi bylo vyplachnuto 20 ml
0,1 mol.dm™ HCL. Erlenmayerova batika byla obalena hlinikovou folii a poté vlozena do
ttepaci vodni lazn€ pti 95 - 97 °C. V 50 minuté ohfevu byly ptidany 2 ml 80 % TCA (kyse-
lina trichloroctovd), v 60 minuté byly opét pfidany 2 ml 80 % TCA a po 10 minutovém
protfepani v této vodni lazni byla baiika ochlazena ve studené vodni lazni na pokojovou
teplotu 20 - 25 °C. Takto ptipraveny vzorek byl nasledné pteveden do 100 ml odmérné
bariky a objem doplnén redestilovanou vodou po rysku. Vzorek byl dvojstupnove zfiltro-
van, a to nejprve pies papirovy filtr a poté pres nylonovy mikrofiltr o velikosti por
0,45 pm. Veskeré operace provadéné se vzorkem musely probihat za nepfitomnosti svétla,

a to z duvodu fotolability nékterych vitamind skupiny B.

8.2 Priprava mobilni faze

Bylo pfipraveno 500 ml mobilni fdze A, kterou byl 0,12 mol.dm™ octan sodny o pH 4.8,

které bylo upraveno 85% kyselinou mravenci. Jako mobilni faze B byl pouzit metanol.

8.3 Stanoveni obsahu vitaminu B; B, B3 ve vzorcich netradi¢nich

cerealii pomoci HPLC

Do chromatografu byl nadavkovan ptipraveny zfiltrovany vzorek, postupem uvedenym
v kapitole 8.1, a to v alikvotnim podilu 20 pl. Separace probihala na koloné Supelcosil
LC8 (15 x 4,6 mm; 5 pm). Jako mobilni fize A byl pouzit 0,12 mol.dm™ octan sodny
a jako mobilni faze B metanol. Eluce vzorku probihala gradientové o po¢ate¢nim poméru
87:13 (A : B) v ¢case 0 az 3 min. Poté byl pomér jednotlivych mobilnich fazi plynule mé-
nén, a to ve 3 aZ 15 min. aZ na 0:100 (A : B). Dale mezi 15 az 30 min. analyzy byl vzorek
eluovéan jen metanolem. Priitok mobilni faze byl stanoven na 0,8 ml.min™ a termostat ko-
lony na 30 °C. Signal byl sniman detektorem DAD pii vinovych délkach 230; 254
a 270 nm. Celkové doba analyzy byla 30 minut. Vyhodnoceni vysledkii bylo provedeno za
pouziti chromatografického syst¢ému ChemStation — Instrument 1 (Agilent Tachnologies)

a pomoci regresni rovnice kalibra¢ni kiivky.
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8.4 Méreni kalibra¢ni kifivky pro stanoveni vit. B; B, a B3 metodou
HPLC

Pro méfeni kalibra¢ni kiivky byly pouzity standardy, které jsou uvedeny v kapitole 7.1.
Postupné byly pfipraveny jednotlivé zasobni roztoky standardu, ze kterych byly ptipraveny
rizné koncentrace jednotlivych standardd. Zasobni roztok byl pfipraven Cerstvy a ihned
byl dale fedén. U standardu pro vitamin B; byla pouzita koncentrace 4; 8; 12; 16
a 20 ug.ml'l. Pro standard vitaminu B, byla pouzita koncentrace 0,1; 0,25; 0,50; 1,0
a 2,0 pg.ml™. U standardu vitaminu Bs byla pouzita koncentrace 1; 2; 3; 4 a 8 pg.ml™.
Mg¢feni probéhlo za stejnych chromatogafickych podminek jako je uvedeno v kapitole 8.3.
Kalibra¢ni ktivka byla sestrojena jako zavislost naméiené plochy pikd (mA.V.s) na kon-

centraci piisluiného vitaminu (pg.ml™).
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9 VYSLEDKY ADISKUZE

9.1 Vysledky analyzovanych vzorki netradi¢nich cerealii pomoci

metody HPLC

Izolace probihala za stanovenych podminek uvedenych v kapitole 8.1. Vyizolovany vzorek
byl jesté precistén pies nylonovy filtr 0,45 pm. Nejlépe probehla izolace u 5 vzorki z 15,
a to pfedevsim o kamut, Spalda loupand, Spaldové kernotto, pSenice ozimé a lagris ryze
parboiled s indianskou. U griinkernu, ryze basmati a ryze sushi se nevyizolooval vitamin

B3 a u ryze dlouhozrnné, kulatozrmé a smési mouk vitamin Bs.

9.2 Vysledky izolace vitaminii skupiny B

Pted samotnou upravou vzorku byly ceredlie vzdy pomlety na mouku. Ze vSech uvedenych
cerealii v kapitole 7.4. byl pfipraven vzorek postupem uvedenym v kapitole 8.1. Pro analy-

zu bylo pouzito 15 vzorkl a kazdy byl 5x prométen.

9.3 Vysledky stanoveni obsahu vitaminii B; B, B;ve vzorcich
netradi¢nich cerealii pomoci HPLC

U zkoumanych vzorkl byly pro vitaminy Bj, By a B3 zjiStény retencni Casy, kterou jsou

uvedeny v tab. 21. Vysledky naméfenych ploch piki, jejich koncentrace a prislusné mnoz-

stvi jsou uvedeny v tabulce 23. Plochy pikt jsou uvedeny jako primér z péti stanoveni.

Vypocitané vysledky jsou uvedeny v tab. 24. Tyto vysledky jsou uvedeny s pfislusnymi
smérodatnymi odchylkami.

Tab. 21. Retencni casy vitaminii B ve vzorcich

Reten¢ni ¢as (min.)

vitamin By || vitamin B, || vitamin Bj

6,9 8,8 3,9
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Tab. 22. Vysledky stanoveni vitaminii B ve vzorcich metodou HPLC v mg.kg™

dle soustavy Sl

Vitamin B, Mnozstvi Vitamin B; Mnozstvi
Koncent- . Koncentra-
é @ plocha race vit. By M @ plocha eNinES vit. Bs
§ Pt (ug.ml™) (Mo Pid (ug.ml™) (mg.kg?)
(mA.V.s) +S.D. (mA.V.s) nG
1 7,28 0,06 5,89 + 0,05 28,35 2,13 21,294 0,05
2 6,42 0,04 4,32 £0,06 26,31 1,87 18,72+ 0,02
3 4,97 0,02 1,65+ 0,65 25,14 1,72 17,241+ 0,04
4 7,35 0,06 6,02+ 0,09 59,72 - -
5 14,25 0,19 1,87+ 0,08 22,84 1,43 14,33+ 0,43
6 20,87 0,31 3,09 +0,06 27,01 1,96 19,59+ 0,09
7 20,74 0,31 3,07+ 0,03 - - -
8 28,41 0,45 4,48+ 0,06 - - i
9 8,34 0,08 0,78+ 0,26 23,95 1,57 15,74+ 0,02
10 4,39 0,01 5,8+ 0,28 30,27 2,37 23,70+ 0,05
11 - - - 30,14 2,35 23,54+0,03
12 - - - 21,66 1,29 12,85+ 0,07
13 - - - 16,92 0,69 6,88+ 0,03
14 - - - 17,47 0,76 7,56+ 0,05
15 - - - 14,26 0,35 3,51+ 0,06

S.D. — smérodatné odchylka
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U vitaminu B; nebylo mozné stanovit jeji obsah ve zjistovanych cerealiich, jelikoz jeho

plocha piku byla pod detekénim limitem.

Analyzované vzorky vSech cerealii byly jiz po datumu doporucené spotieby, tudiz se ani
nemuze o¢ekavat deklarované mnozstvi vitamina skupiny B, které je uvedeno na obalech
vyrobcem. Hlavnim tkolem tedy nebylo stanovit kvantitativni mnozstvi jako takové, ale
vypracovat separacni a izola¢ni postup pro stanoveni tiaminu, riboflavinu a niacinu. Uve-
dené vysledky nemohou byt tudiz zcela konfrontovany s tdaji vyrobce, ale mohou byt jen
priblizn€ srovnany s literarnimi udaji.

U vitaminu B; byl kvalitativné stanoven pouze reten¢ni ¢as, jeho plocha piku byla pod de-
tekénim limitem a tudiz jej nebylo mozno kvatifikovat. Ovsem dle literarnich udaju je kon-
centrace Vv obili a obilnych produktech odlisna. Zejména ryze parboiled je dobrym zdrojem
tiaminu (0,182 mg.100 g*), dale hnéda a divoké ryze. U jinych druhi ryze a vyrobkd

Z nich jejich obsah vyrazné klesa.

U vitaminu B, jeho mnoZstvi nelze porovnat, jelikoZ jeho obsah neni uveden ani na jednom
obalu daného vzorku. I piesto bylo zjisténo mnozstvi vitaminu B, Vrozmezi od
0,78 — 6,02 mg na 1 kg, a to u vSech ceredlii a ryZe znacky Lagris, ovSem u smési mouk
pSenice-Zita a ryze znacky ARO nebyl tento vitamin detekovan. Riboflavin je velmi citli-
vy na podminky pfi zpracovani, zejména svétla a tepla. Ukazalo se, ze vitaminové ztraty
zé&visi na podminkach, za kterych probiha technologicky proces. Vitaminové ztraty mohou

dosahnout 51 az 61 % u tiaminu, 66 % u riboflavinu a 61 az 78 % u niacinu [32].

Nejlépe byl detekovan vitamin Bs, a to ve vSech vzorcich kromé ryZe basmati a sushi (vzo-
rek €. 7 a €. 8), znacky Lagris. Tento vitamin byl analyzovan 1 ve vzorcich, kde neni uve-
deno deklarované mnozstvi na obalu. U vzorku ¢. 1 — kamutu bylo naméfeno 21,28 mg na
1 kg, viz tabulka tohoto vitaminu. Rozdil mezi mnozstvim, které bylo zjisténo od mnoz-
stvi, které uvadi vyrobce na obalu ve 100 g vyrobku ¢ini 3,41 mg ve 100 g. U vzorku €. 2 —
Spaldy loupané bylo zjisténé mnozstvi 18,72 mg na 1 kg vzorku, ovSem na obalu vyrobce
uvadi jen zakladni Ziviny (sacharidy, tuky, bilkoviny), proto se neda toto objevené mnoz-
stvi porovnat. U vzorku ¢. 3 — $paldového kernotta bylo nameéteno 17,24 mg/1 kg vitaminu
B3 a rozdil mezi namétenou hodnotou a hodnotou uvedenou na obale byl 2,58 mg ve 100 g
analyzovaného vyrobku. Jednim z jejich ryst je nachylnost k tepelnému a technologické-
mu zpracovani, a to je také mozna pficina jejich ztrat. U vzorku €. 4 — griinkernu byla na-

meéfend hodnota obsahu vitaminu B; vyS$i nez mnozstvi zminované na obalu. Zde
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s nejvetsi pravdépodobnosti doslo k interferenci dalsi slozky griinkernu s retenénim ¢asem
samotného vitaminu. Griinkern je specidlné upravovan uzenim v parach z bukového dieva
a jejich polutanty mohly pravdépodobné tento vysledek negativné ovlivnit. U vzorku €. 5 —
pSenice ozimé bylo nalezeno 14,33 mg vitaminu Bz v 1 kg vzorku, avSak ani u tohoto
vzorku nebylo deklarované mnozstvi uvedeno, a to i u vzorku €. 6 — ryze parboiled
s indianskou, kdy mnozstvi tohoto vitaminu bylo 19,59 mg ve 1 kg. Vzorek ¢. 9 — ryze
natural, vyrobce Lagris uvadi na obalu celkové mnozstvi vitaminu B na 100 g, ovSem zjis-
téné mnozstvi pouze vitaminu B3 bylo vyssi, a to 15,73 mg na 1 kg vyrobku. U vzorku
¢. 10 bylo nalezené mnozstvi 23,70 mg na 1 kg analyzovaného ryze parboiled, znacky
ARO. U vzorku ¢. 11 bylo 23,54 mg na 1 kg analyzované ryze dlouhozrnné, ARO. Vzorek
¢. 12 obsahoval 12,85 mg na 1 kg kulatozrnné ryze, ARO. U vzorku €. 13 bylo 6,88 mg
vitaminu B3 zkoumané smési mouk pSenice a zita 90:10. U vzorku ¢. 14 bylo 7,56 mg na
1 kg stejné smési mouk, ale o poméru 50:50 a posledni vzorek ¢. 15 bylo zjisténo 3,51 mg
na 1 kg této smési mouk pSenice a zita 10:90. Vysledky Setieni ukazaly, ze existuji velké
rozdily vitamind ve sloZeni odriid obilnych vyrobkl. Produkty ze zrn, které kromé vyssiho
obsahu vitaminu B maji také nizky glykemicky index a jsou nejvice ziskové. Bylo zjisténo,
ze ptirodni produkty jsou nesrovnatelné lepsim produktem nez ty technologicky zpracova-
né. Zjisténé obsahy vitaminu B3 v porovnani s deklarovanym mnozstvim na obsahu se rov-

naly téméf poloving a to i pfesto, ze tyto analyzované vzorky byly po zaruéni dobg.

9.4 Vysledky méreni kalibra¢nich krivek pro stanoveni vit. B; B, a B3

metodou HPLC

Byly naméfeny velikosti plochy pikd podle postupu v kapitole 8.4, a to v danych koncent-
racich pfislusné kalibra¢ni fady. Jednotlivé kalibra¢ni kiivky pro vitaminy B, a Bz byly
sestrojeny jako zavislost ploch pikii (MA.V.s) na jejich koncentraci (ug.ml™). Vysledky
méfeni jsou uvedeny v tabulce - Tab. 22. a grafech kalibra¢ni kiivky — Graf 1 a 2. Tyto
kalibra¢ni ktivky byly méteny pfi rtiznych vinovych délkach, pti 204, 220, 234, 254
a 270 nm. Nejvhodnéji se jevily vinové délky 254 a 270 nm. U vitaminu B, i B3 byla vole-
na vinova délka 270 nm. U vitaminu B, byla pouzita koncentrace 0,10; 0,25; 0,50; 1,0;
2,0 pg.ml™ a u B koncentrace 1; 2; 3; 4 a 8 ug.ml™ pii vlnové délce 270 nm. Vzorky byly
pfipraveny podle postupu 8.4 Vv kapitole a kazdy byl 5x pfeméten. Ziskand plocha pikl
byla dosazena do rovnice regresni piimky kalibracni kiivky, ¢imZ bylo zjiSt€éno mnoZstvi

téchto vitaminl v analyzovanych vzorcich.
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U vitaminu B; vzhledem k tomu, Ze nebylo mozno jeho mnozstvi detekovat, nebyla kalib-

racni kiivka sestrojena.

Tab. 23. Kalibrace vitaminu B; metodou HPLC

Primérna
Koncentrace B3 Rovnice kalib-
254 nm 270 nm plocha piku
(ng.ml™) racéni krivky
(mA.V.s)

25,37 19,22

1 25,23/19,22 7,93 x + 11,471
25,09 19,21
35,38 27,06

2 35,28/26,21 7,93 x + 11,471
35,18 25,36
43,96 37,11

3 44,06/37,67 7,93 x +11,471
44,15 38,23
60,34 44,27

4 61,30/43,60 7,93 x +11,471
62,27 42,93
65,64 50,48

5 65,39/50,17 7,93 x+ 11,471
65,14 49,86
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ZAVER
Cilem této prace bylo zjistit vhodnou metodiku pro izolaci vitamint skupiny B

V netradi¢nich ceredliich a nasledné stanovit jejich obsah. K analyze byla vyuzita metoda

HPLC — Vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV — detekci.

Separace byla uskute¢néna na kolon¢ Supelcosil LC 8 (150 x 4,6 mm; 5 pm). Jako mobilni
faze A byl pouZit octan sodny, ktery byl upraven na pH 4,8 pomoci 85 % kyseliny mraven-
¢i a jako mobilni faze B metanol. Pratok mobilni faze byl nastaven na 0,8 ml.min™ a teplo-
ta termostatu kolony byla 25 °C. Signal byl sniman UV detektorem, méfeni probihalo pfi
vlnovych délkach 204, 220, 230, 254 a 270 nm, ovSem nejlépe se projevily vlnové délky
pii 254 a 270 nm pro vitamin B, i B;z. Vyhodnoceni vysledk bylo provedeno pomoci
chromatografického softwaru ChemStation-Instrument 1. Na méfeni kalibra¢nich kiivek
byly pouzity standardy B; — tiaminchlorid, B, - riboflavin a B; - nikotinamid. Jednotlivé
plochy piki byly zaznamendny, dosazeny do rovnic kalibracnich kfivek a vysledek byl

vyjadien jako mg vitaminu v 1 kg vzorku.

Bylo testovano 15 vzorkl od rGznych firem. Prvnich 6 analyzovanych vzorki byly biovy-
robky - kamut, griinkern, Spalda loupana, Spaldové kernotto a pSenice ozima z firmy PRO-
BIO s.r.o0., dalsich 6 vzorka byly od vyrobce Podravka -LAGRIS a.s. a ARO, jednalo se
o ruzné druhy ryze a posledni 3 vzorky byly smési mouk pSenice a zita o riznych pomé-

rech (90:10, 50:50, 10:90) od vyrobce Penam a.s.

Touto metodou se podafilo vyizolovat vitamin B, a B3 Nejlépe detekovatelny byl vitamin
B3, kromé ryze basmati a sushi byl objeven ve vSech vzorcich, poté vitamin B, a vitamin
B, kde byl zjistény pouze retenéni Cas. Ne na vsech obalech udava vyrobce mnozstvi vita-
minl skupiny B v analyzovanych vzorcich, ale i pfesto bylo toto mnoZstvi stanoveno.
U vitaminu B; bylo zjisténé mnozstvi v rozmezi 0,78 — 6,02 mg na 1 kg vzorku, a to
u vSech ceredlii a ryze znacky Lagris, u ryze znacky ARO a u smési mouk pSenice-Zita
nebyl tento vitamin nalezen. Vitaminu Bj se v analyzovanych vzorcich pohyboval od
3,51 do 23,70 mg na 1 kg vzorku. I kdyz tyto cereélie byly po zaru¢ni lhite, byla dokazana
témet polovina mnozstvi, které bylo deklarované vyrobcem na obalu. Analyzovana obili
a semena se ukdzala byt vyznamnym zdrojem raznych zivin, v€etné vitamina skupiny B.
Status ve zdravé populaci je obecné uspokojivy, ale piijem u tézce rizikové populace se
sniZil nebo se zvétsily jeho potfeby, mizou byt i nizké. U nékterych starSich obyvatel byly

zjistény tyto piijmy za nedostatecneé.
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Stabilita vitamin skupiny B je ovlivnitelnd mnoha faktory, ale diivodem jejich klesani
bylo pravdépodobné plisobeni svétla a teploty skladovani, na nichz jsou tyto vitaminy veli-

ce citlivé.
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AACC American Association for Cereal Chemists
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BRI Biomedical Research Institute
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Thin Layer Chromatography — tenkovrstva chromatografie

Whole Grains Council
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PRILOHA P I: DOPORUCENE DENNI DAVKY VITAMINU A
MINERALNICH LATEK

Minerdlni latky || Jednotky || Doporucena denni davka
Vitamin A ug 800
Vitamin D ug 5
Vitamin E mg 10
Vitamin C mg 60
Vitamin B, mg 14
Vitamin B, mg 1,6
Vitamin Bs mg 18
Vitamin Bg mg 2
Vitamin Bg ng 200
Vitamin By, ng 1

Biotin mg 0,15
Vitamin Bs mg 6

Vapnik mg 800
Horéik mg 300
Zelezo mg 14

Jod g 150
Zinek mg 15
Fosfor mg 800




PRILOHA P II: PREHLED ZDROJU VITAMINU

Vitamin Zdroje
A maslo, tu¢né vyrobky, mlé¢né vyrobky, vejce, jatra, rybi tuk
Karoteny mrkev, rajcata, zelena listova zelenina, vejce, mléko, jatra
D rybi tuk, jatra, moiské ryby, mala mnozstvi ve vejci, zelenina
E rostlinné oleje, ofechy, ryby, vejce, zelenina
K zelena listova zelenina, sdja, jatra, zeleny Caj
C citrusové ovoce, paprika, ¢erny rybiz, $ipky, jatra, ledviny
B, jatra, maso, kvasnice, obiloviny, ofechy
B, jatra, vaje¢ny bilek, mlé¢né vyrobky, maso, obiloviny, kvasnice
Bs kvasnice, jatra, maso, mlé¢né vyrobky, zelenina, ofechy
Bs prakticky ve vSech potravinach
Bs jatra, maso, ryby, zelenina, obilovina, kvasnice
Bg jatra, zelena listova zelenina, fazole, kvasnice, Zloutek, celozrnny chléb
B1, jatra, ryby, vejce, mlécné vyrobky, fermentované potraviny, kvasnice
Biotin jatra, soja, ofechy, obiloviny, kvasnice




PRILOHA P III: PREHLED FUNKCI VITAMINU

Vitamin Funkce
N pro dobré vidéni, pro podporu imunitniho systému, udrzuje kuzi a sliznice
V dobrém stavu
Karoteny provitamin A, antioxidant
- pro rovnovahu mineralnich latek — predevsim véapniku a fosforu, jejich re-
sorpci v organizmu, pro dobré kosti
. antioxidant, chrani organizmus ptfed nezddoucimi vlivy pii 1é¢eni nadorového
onemocnéni, ptisobi na optimalni vyuziti vitaminu A
K ma zasadni vyznam pro dobrou srazlivost krve a pro kostni metabolismus
G zvySuje resorpci zeleza, je nezbytny pro tvorbu kolagenu, antioxidant, napo-
maha k odolnosti proti infekcim
5 pro metabolismus sacharidd, pro normalni vyvoj a funkci mozku, nervi
1
asrdce
B> pro energeticky metabolismus, dobré vidéni a zdravou pokozku
Bs pro energeticky metabolismus
Bs pro energeticky metabolismus
3 pro energeticky metabolismus, pro krvetvorbu, u¢inny v imunitnim systému,
6 .
pro Stépeni homocysteinu
3 pro krvetvorbu, pro optimalni funkci nervového systému a kostni dfené, pro
9 .
Stépeni homocysteinu
. pro krvetvorbu, pro metabolismus sacharidu, tukd a bilkovin, pro Stépeni
12 . : .
homocysteinu, pro funkci nervové soustavy
Biotin pro rust a funkci organizmu, pro imunitni systém




P¥iloha P IV: MOZNOSTI CHROMATOGRAFICKEHO STANOVENI

ma

Iontova vymeéna, vymeénna

rovnovaha

Biospecificka chemicka re-

akce

Mobilni faze Stacionarni Separacni mechanizmus a Chromatograficka
faze funkce technika
Plyn Kapalina Rozd¢lovani, rozdélovaci Plynova rozdélovaci
rovnovaha chromatografie (GLC)
Tuh4 latka Adsorpce, adsorp¢ni izoter- Plynova adsorp¢ni
ma chromatografie (GSC)
Sitovy efekt Plynové chromatografie
na molekulovych sitech
Kapalina Kapalina Rozd¢lovani, rozdélovaci Kapalinova rozdé¢lovaci
rovnovaha chromatografie (LLC)
Papirova a tenkovrstva
chromatografie (PC,
TLC)
Sitovy efekt Gelova permeacni
chromatografie (GPC)
Tuh4 latka Adsorpce, adsorp¢ni izoter- Kapalinovéa chromato-

grafie adsorp¢ni (LSC)

Tenkovrstva chromato-

grafie (TLC)

Iontoveé vyménna

chromatografie (IEC)

Afinitni (bioafinitni)

chromatografie




Priloha P V: CHROMATOGRAMY STANOVENI OBSAHU
VITAMINU SKUPINY B V NETRADICNICH CEREALIICH

Stanoveni ryze-parboiled metodou HPLC p¥i vinové délce 270 nm
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Stanoveni ryZe-dlouhozrnné metodou HPLC p¥i vinové délce 270 nm
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Stanoveni ryZe-kulatozrnné metodou HPLC pfi vinové délce 230 nm
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Stanoveni Spaldového kernotta metodou HPLC pii vinové délce 270 nm
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Stanoveni Spaldy loupané metodou HPLC p¥i vinové délce 270 nm
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Stanoveni kamutu metodou HPLC p¥i vinové délce 270 nm
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Stanoveni grunkernu metodou HPLC p¥i vinové délce 270 nm
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Stanoveni ryZe basmati metodou HPLC pFi vinové délce 270 nm
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Stanoveni ryZe natural, LAGRIS metodou HPLC p¥i vinové délce 270 nm
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Stanoveni smési mouk pSenice a Zita 90:10 metodou HPLC p¥i vinové délce 270 nm
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