Moznosti stanoveni kyseliny listové a pantothenoveé

Lubomir Sanek

Bakal&ska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2007 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav potravinafského inzenyrstvi
akademicky rok: 2006/2007

ZADANIi BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni:  Lubomir SANEK
Studijni program: B 2901 Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Chemie a technologie potravin

Téma prace: Moinosti stanoveni kyseliny listové a pantothenové

Zasady pro vypracovani:

1. zpracovat fyziologii vitaminu B5 a kyseliny listové

2. zmapovat moZnosti jejich izolace a nisledného stanoveni s diirazem na HPLC



Rozsah prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani bakalafské prace: tisténalelektronicka

Seznam odborné literatury:

dle doporuéeni vedouciho bakalaiské price

Vedouci bakalaiské préce: Ing. Daniela Kraméafova, Ph.D.
Ustav potravinaiského inzenyrstvi a chemie

Datum zadéani bakalaiské prace: 8. ledna 2007
Termin odevzdani bakalafské prace: 4. éervna 2007

Ve Zliné dne 2. kvétna 2007

o Uy

prof. Ing. lgnac Hoza, CSc. prof. Ing. Ignac Hoza, CSc.
dékan reditel ustavu



ABSTRAKT

Bakal&ska prace je za¥ena na vypracovani metodik pro izolaci a stanokgsgliny pan-
tothenové a listové pomoci Vysokainé kapalinové chromatografie (HPLC) &znych
potravinach. Principem HPLC je ra#dvani sloZek sisi mezi mobilni a stacionarni fazi.
Mobilni fazi byva nejasgji vtechnice srezervni fazi voda, methanol, auitib
nebo pufr. Ngjastji pouzivanymi detektory v kapalinové chromatogrgdbu detektory
spektrofotometricky (UV-VIS), fluoresceéni a ECD (elektrochemicky). Kyselina panto-
thenova a listova pétmezi vitaminy rozpustné ve védOrganismus si nedokaze tyto
vitaminy ukladat do zasoby, jejich nadbytek Wlije mai, a proto musi byt tyto vitaminy

v

prabézneé dophovany.

Kli¢ovad slova vitaminy, kyselina pantothenova, kyselina listoudPLC, UV-VIS,

fluorescexini detektor, ECD

ABSTRACT

The aim of this work was to find methods for ismlatand determination of vitaminsB

and B with a view to HPLC techniques. Princigli’LC is the separation of components
between mobile phase and stationary phase. The aftest used detectors in liquid chro-
matography are spectrophotometry (UV - VIS), flement and ECD (electrochemical)

detectors. Pantothenic acid and folic acid are eankng water soluble vitamins.

Keywords: vitamins, pantothenic acid, folic acid, HPLCYIS detektor, fluorescent
detector, ECD
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UvoD

Vitaminy jsou esencialni latky, které spolu s billkami, tuky a sacharidy patk zaklad-
nim slozkam lidské stravy. V lidském organismu nfajikci katalyzatak biochemickych
reakci, tudiz hraji vyznamnou ulohui gprocesech vsgbavani a vyrny latek mezi
vngjSim prostedim a Zivym organismem. Vitaminy jsou pro nas eigdmi latky a jsme
odkazéani na jejich ffiiem v potraé¢. Podle svych chemicko-fyzikalnich vlastnosti se
vitaminy rozaluji do dvou skupin, na lipofilni (rozpustné v tak) a hydrofilni (rozpustné

ve vo).

Lidé v dnesSni dob zapominaji na pravidla a zasady zdravé vyzZivy, wede ke vzniku
nedostatku vitamilnv naSemde. Je proto nutné dbat na spravnou vyZivu a netalény
piivod vitamim v konzumovanych potravinach. Dostatg piijem vitamin je dilezity pro
kaZzdou ¥kovou skupinu. Na zvySenyipod vitamini by si n€li dat pozor lidé, ktd se
nachazeji v situaci, ktera jésgejich pijem zvysuje, jako je nadpzivot ve znéisttném
Zivotnim prostedi, vysoka fyzicka zé&k, psychicky stres.,¢hotenstvi a kojeni, kdani
cigaret, obdobi rychléhaistu u dti, ale i stéi, zvySena hladina cholesterolu, infek cho-

roby, rekonvalescence po Urazech, operacich aqublaném infarktu myokardu.

Cilem bakalgské prace je najit metodiku HPLC pro stanoveni lkygegpantothenové

a listové v potravinach.

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC) je separaa sodasreé analyticka
fyzikalné chemick& metoda pro separaci a analyzésshatek, jejimz zakladnim principem
je rozctlovani slozek s@si mezi mobilni a stacionarni fazi, kde jeji hlavghody jsou
rychlost, &innost, automatizovatelnost, snadna kvantifikovetst vysledk a reproduko-
vatelnost. Technika HPLC byla vybrana pro pracydéi nenardonosti, &innosti, rychlos-
ti, bezproblémové instrumentace a vlastnictvim fatme UPI, UTB ve ZIig. V praci bu-

de uveden popis HPLC analyzy a sloZeni kapalinowéinomatografu.
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TEORETICKA CAST
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1 VITAMIN B 5 — KYSELINA PANTOTHENOVA
OH
H3C\ ('ZH NH  _CH, _O
2 =
HO ¢ e o, ¢
e
CHy N\ |
M3 0 OH

Kyselina pantothenova

Kyselina pantothenova je systematickym nézvem 3-[(2R,4-dihydroxy-3,3-eihyl-
butanoyl) amino] propionova kyselina; sumarni veor€&H;7NOs o molarni hmotnosti
219,235 g.mot.

1.1 Chemicka struktura

Vitamin Bs je velmi dolde rozpustny ve vada zaliivanim s kyselinami nebo zasadami se
hydrolyzuje. V girodé se kyselina pantotenova t&$tji vyskytuje jako girozena sotast
koenzymu A (CoA-SH, chemicky vzorecC,;H3gN;O16P3S), ktery vznika v heterotrofnich
organismech z volné kyseliny pantotenove. Jejiogicky (Einek je specificky vazan na
uvedenou strukturu. Hrajeildzitou roli v syntéze a oxidaci mastnych kyselimxadaci
pyruvatu v citratovém cyklu. Koenzym A je po chekdcstrance thiol, iize reagovat

s karboxylovymi kyselinami za vznikufigluSnych thioestér a je nosiem acylovych
zbytka. Molekula koenzymu A nesouci acetylovou skupinu gen&ovana jako

acetyl-CoA, jedna se o aktivni kyselinu octovou.

MH:

.o

N

O—PpP==0

CoA-SH
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Tabulka ¢€.1: Aktivni formy vitaminu B
acetyl-CoA

Koenzymy A aktivované acylovymi

skupinami

propionyl-CoA

acetoacetyl-CoA

Acyl derivaty odvozenéod

dikarboxylovych kyselin

malonyl-CoA

succinyl-CoA

hydroxymethylglutaryl-CoA

pimelyl CoA

Pritomnost a-alaninu (3-aminopropionové kyseliny)stiktue kyseliny pantothenové je

nezbytna, jeli nahrazen jinou latkou, je fyzioldgicne&inny nebo dokonce vykazuje

antivitaminovou aktivitu. Sa\f organismus, kvasinky a bakterie nemohou kysebiato-

thenovou syntetizovat, jsou schopny ji jeemaset do molekuly koenzymu A a do special-

niho proteinu oznmvaného jako ACP-SH (= ACP, Acyl Carrier ProteiKpenzym A

se &astni kltovych reakci v metabolismu aminokyselin, Giuk sacharitl. Zasahuje také

do biosyntézy cholesterolu, steroidnich horforporfyrinu a hemoglobinu. Hraje

duleZitou roli v syntéze a oxidaci mastnych kyselioxddaci pyruvatu v citratovém cyklu.

Hlavni biochemickou funkci koenzymu A jegmos acylovych skupin, s nimiz vyiva

thioestery, za katalytickéhaigobeni enzymacetyl-CoA-syntetasy.
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Vzniklé thioestery Ize pokladat za aktivované forpiiyodnich metabolit, které vstupuji
do biochemicky reakci. Timto #pobem jsou fenaSeny acyly mastnych kyselin, radikaly

a ketokyseliny #ékterych dikarboxylovych kyselin.

V malém mnozstvi kyselinu pantothenovou doprovéiijyssi homolog kyselina hopen-

thenova, ktera mistd-alaninu obsahujg-aminomaselnou kyselinu. [1]

1.2 Vyskyt vitaminu Bs

Kyselina pantothenova se vyskytuje prakticky vectSpotravinach ziv&aiSného a rostlin-
ného mivodu, ovSem v relativhnizkém mnozstvi. Pouze maly podil z celkového lobsa
vitaminu gredstavuje volna kyselinagtgi cast vitaminu reprezentuji vazané formy jako
koenzym A, acyl-koenzym A a ACP-SH. Kyselinu pah&tovou nizeme nejastji
nalézt v potravinach ziwisného g@vodu (vaj€éné Zloutky, ledviny, jatra, rybi maso),
v obilnych zrnech, syrech, l@tinach, ryzi, houbach a kvasnicich. Rom chudym
zdrojem je mléko. P vareni potraviny, pop mleti obilnych zrn dochazi ke zimym

ztratam kyseliny pantothenoveé. [1,2]
1.3 Hypovitaminosa a hypervitaminosa

Hypovitaminosa neni u lidi pozorovana, u pokusnyeffat se jeho nedostatek projevi
zazivacimi obtizemi s fiimy, Unavou, bolestiiicha, koznimi piznaky a zmnami na
sliznicich. Podle dosud znamych pozriatio prijima pouze pdebné mnozstvi a nadby-

tecné mnozstvi se vytwje z €la ven.
1.4 Denni dopor&ena davka

Do sowasnosti nebyl stanoven minimalni denni poZzadaveitifem kyseliny pantotheno-
vé, Vv lidském organismu. Je totiz velmi obtiZzné olgt klinické symptomy nedostatku
tohoto vitaminu. Doportené davky byly stanoveny na zaldatutricnich studii a pohybuiji
se vrozmezi 3 az 14 mg.denvyzivova dopordena davka pro pmérného obyvatel€R

byla vypaitena ve vysi 7,3 mg.dén[1]
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2 VITAMIN B ¢ — KYSELINA LISTOVA

Kyselina listova

Kyselina listova je systematickym nazvem N-[4(2-Amino-4-hydroxy+pdn-6-
ylmethylamino)-benzoyl]-L(+)-glutamova kyselinau(aarni vzorec: @H19N7Os) 0 mo-

larni hmotnosti 441,14 g.mdl

2.2 Chemicka struktura

Kyselina listova vznik& vazbou aminoskupiny kyseglgiutamové na karboxylovou skupi-
nu kyseliny pteroové. Jeji molekula se tedy skladateridinového kruhu a kyseliny
p-aminobenzoové, na jejiz karboxylovou skupinugedzana molekula kyseliny glutamo-
vé. Pod nazevolaty se zahrnuje skupina dalSich latek odvozenych aliy listove.
V piirod se vyskytuji derivaty kyseliny listové, které mag své molekule navazano az
Sest zbytk kyseliny glutamové. Tyto derivaty vSak vykazujésii &innost nez kyselina

listova.

Aktivita vitaminu je podobna aktivitkobalamiri. Kyseliny listové se v redukované fa¥fm
vyskytuji jakotetrahydrofolaty (FH 4). Ty jsou vyznamnymi kofaktorjransferasprenase-
jicich jednouhlikaté zbytky (methylové —gHmethylenové-Cht, formylové —CHO),

jejichz donorem jsou hla¥rcholin, glyoxylova kyselina, serin aj.
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Tetrahydrofolaty vznikaji z kyseliny listové ve dwgiupiové reakci: nejprve enzym
dihydrofolatdehydrogenasaedukuje kyselinu listovou ndihydrofolat (FH ;) a ten je pak
redukovartetradydrofolatdehydrogenasmatetrahydrofolat (FH 4).

Kys.listova + NADPH+H— FH, + NADP*
FH,+ NADPH+H'— FH, + NADP'

Druha ze dvou reakci jeciinné inhibovana skterymi strukturnimi analogy dihydrofolatu,
zejména tzv. aminopterinem a amethopterinem. Tydralfolaty jako penasée formylo-

vych, methylovych a hydroxymethylovych skupin zagaldo biosyntézy purinovych
a pirimidinovych nukleotid, thyminu, serinu a glycinu a do regenerace methion

Hlavnim mistem biologickéhaigobeni jsou jatra. [1]
2.2 Biologicka role

Folaty jsou nutné pro vyrobu a udrzbu novychdkuroto je zvIast dilezité kthem obdo-
bi rychlého bu&ného @leni a fistu, jako je dospivani &hotenstvi. Folaty se podileji na
replikaci DNA. To také pomaha&gdejit znédnam DNA, coz by mohlo vést k vyskytu rako-
viny. ProtoZze RNA fi syntéze bilkovin neni chréna, ¢ervené krvinky produkuji mega-
loblasty, majici za nasledek megaloblastickou andtnito je teba gijimat folaty a gede-

jit tak chudokrevnosti. [3]
2.3 Vyskyt vitaminu Bg

Folaty jsou v potra¥ obsazeny ve fortnpteroylmonoglutamatu nebo pteroylpolyglutama-
tu. Kyselina listova se vifrock vyskytuje zejmeéna v listové zelegifchrest, Spenat, tin)

a v obilovinach (obilné ktky, celozrnné p&vo). Ze Zivaisnych tkani jsou zdrojem toho-
to vitaminu jatra. V biologickych substratech jes&iina listova vazana na proteiny, zejme-
na v mléce (syrovatka), syrech, vejcich a v mas#o Vazba se uvialije @i tepelném pra-
covani suroviny nebo enzymatickyné@nim. Ve vodném prasdi jeji oxidaci zabrauje

vitamin C. Winkem UV z&eni podléha fotolyze. [1]
2.4 Avitaminosa a hypervitaminosa

Nadbytek kyseliny listové by mohl épobit podrazéhost ¢i mirné zazivaci potize. Ve
vzacnych pipadech mze kyselina listova vyvolat alergické projevy, dlieych osob se

vyskytuje Zervenani Kze, sedeéni, vyjimeiné by mohlo dojit az keileci svalstva plidu-
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Sek. [4] Ri velkém mnozZstvi kyseliny listové v organismu dazihk jejimu vylodeni led-

vinami. [5]

Prijem, nechutenstvi, ztrata hmotnosti, dale se pakenprojevit celkova slabost organis-
mu, bolest hlavy, zvySena stahé ¢innost, podrazéhost a celkové poruchy chovani. & t
hotnych Zen rze vést nedostatek kyseliny listové flegtasnému porodu, nizké porodni
hmotnosti a poSkozeni neuralni trubice u novorogefg8] Nedostatny prijem folati
zpomaluje tvorbu DNA adeni burgk, a tak zasahujer@devSim rychle seétici tkarg,
jako je kostni &n — vysledkem je anémie.¢které organismy nepi@buji kyselinu listo-
vou jako vitamin, ale pouze kyselinu p-aminobenzngwz niZ jsou schopny si tento vita-
min vytvéet. Jedna seétSinou o mikroorganismy, pro¢h je kyselina p-aminobenzoova

rastovym faktorem.

Avitaminosa se u saucprojevuje poruchami krvetvorby. Antagonisté kyseliistové,
zvlase aminopterin, ktery brani redukci kiHa FH, nalezly klinické uplaténi pi zpoma-
leni mistu rekterych malignich (zhoubnych) bEly zejména $ leukémii. Vzhledem
k tomu, Ze p biosyntéze nukleovych kyselin je vyZadovan tegdabfolat jako kofaktor,
antagonisté jeho syntézy blokuji také syntézu rakleh kyselin. Takto inhibované bky
pak nemohou replikovat chromozémy a zastavuje seogejich dleni. Po delsi dab
pouZziti vSak ziskavaji leukemické ity schopnost fekonavat inhibici zfisobem antago-
nisty a l€ebny &inek pomiji. V posledni d@be stale ¥tSi pozornost énovana roli folai
ve vztahu ke kardiovaskularnimu onemétna k rakovig. Bylo zjiS&no, Ze nedostatek
kyseliny listové vede k hyperhomocysteinemii. Vygokladina homocysteinu v plazm
je povazovana za rizikovy faktor vzniku ateroskistoZvySeni plazmatické hladiny
homocysteinu o kazdych Gmol.I* je spojeno aZ s 80% zvySenim rizika koronarnich
onemocgni. VysSi gijem folati je spojovan s redukci rizika rakoviny plic a titsd ste-
va, obzvlast pri ¢asgjSi konzumaci alkoholu. Dostatey prijem kyseliny listoveé ve strav
tehotnych zabezpeje adekvéatni hladinu v séru a v metabolicky aktfintkanich je

nezbytny pro fyziologickou embryogenezi.

Nizké koncentrace fol&t vitaminu B nebo vitaminu Bumi zvysit hladinu homocysteinu
a aminokyselin v nasi krvi. Vysoké hodnoty homoeiysi mohou posSkodit tepny nebo
usnadnit srazeni krve. VysSiijpm €chto vitamini miZe napomoci sniZzeni hladiny homo-

cysteinu a tim snizit riziko kardiovaskularnich atm [6,7]
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Dukazy ukazuji, Ze nizké mnoZzstvi falat krvi souvisi se zvySenim rizika rakoviny. [8]
Folaty hraji dlezitou roli na funkci DNA. Nizky fjem folati mize mit za nasledek po-
Skozeni DNA, coz riwe vést ke vzniku rakoviny. [9]dKolik studii prokazalo, Zetpnizké
konzumaci folal dochazi k z#tSeni rizika rakoviny tlustéhoistva. [10] Vyzkumnici dale

pokraiuji v tom, zda zvySeniifjmu folati v potravinach mize redukovat vznik rakoviny.
2.5 Denni dopor&ena davka

Bylo prokazano, Ze pro fertilni Zeny je nezbytnglementace timto vitaminem v davkach
vy$8ich neZ 40Qug.der’, aby se maximath sniZilo riziko poskozeni neurdlni trubice

U novorozend.

V CR ¢ini doporgena denni davka kyseliny listové pro osoby v prégokn veku
200 pg.dent. Zvyseny pijem az na 80Qug.den® je doporden pro thotné a kojici Zeny.
Tento gijem je doporgen i u €Zkych alkoholiki a kudki. Horni limitni gijem byl
stanoven na hranici 800 az 100¢.den". Hodnoty chto limiti se vztahuji na syntetické

formy vitaminu, které pochéazeji ze suplenten¢bo fortifikovanych potravin. [1]
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3 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE — HPLC

Chromatografie je analyticka fyzikala - chemickd metoda pro separaci a analyzgssm
latek, jejimzzakladnim principem je rozdélovani slozek snisi mezi mobilni a stacio-

narni fazi. [11]

* Mobilni fazeje ta, ktera se v chromatografickém systému pagjeylddiaze ji byt
kapalina nebo plyn. Je-li mobilni f4zi kapalinak pakovou chromatografii nazy-
vame, kapalinova chromatografie.

» Stacionarni fazge v chromatografickém systému ta faze, kteréejgohybliva. Sta-

cionarni fazi mize byt pevna latka nebo film kapaliny zakotvenypgané fazi.

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujimanamné misto technikédPLC
(High Performance Liquid Chromatography). Zkratkaodvozena od dvouripustnych
nazva této techniky a to ,High Performance Liquid Chrdography” (Vysokodinna
kapalinova chromatografie) nebo ,High Pressure idg@hromatography” (Vysokotlaka
kapalinova chromatografie). Mobilni fazi je v tomgtipact kapalina, stacionarni fazi je
pevny adsorbent. if8troj, na kterém se provadi HPLC analyzy se naZagalinovy

chromatograf.

Davkova

Mobilni faze — Vysokotlaka pumpa— Predkolona—> Kolona—> Detektor

!

PC ghwednocovacim

softwarem

Obrazek 1. Schématicky nékres kapalinového chrognafio
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Technika HPLC existuje ve dvou zakladnich @apanich, normalni a reverzni.

* Normalni HPLG pii norméalni HPLC je stacionarni faze polafsi nez faze

mobilni.

» Reversni HPLE pii reversni HPLC je naopak stacionarni faze néguolarni nez
faze mobilni. Reversni HPLC byva téz ozmeana jako RP - HPLC (Reverse Phase
HPLC). Tato HPLC technika je jiadu letcasgji pouzivana nez normalni HPLC.

3.1 SloZeni kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf twdtyto hlavni¢asti: zasobniky na mobilni faze, vysokotlakou

pumpu, davkovg predklonu, kolonu, detektor a §ita¢ s vyhodnocovacim softwarem.

3.1.1 Popis HPLC analyzy

Aparaturou protéka mobilni faze, ktera je ze zasdbmahvi vedenaips vysokotlakou
pumpu do kolony, z ni do detektoru a dale pak dpaddich nadob. Davkovem je
do proudu mobilni faze nadavkovan vzorékdpw nekolik malo pl). Vzorek je unasen
mobilni fazi do kolony, kde dochazi k separaci tiviych slozek. Vystup z kolony vede
do detektoru, kde jsou jednotlivé slozky detekovéadignal z detektoru je zaznamenavan

a softwarem vyhodnocen.

HPLC analyza je ve srovnani s GLC (Gas Liquid Chatmgraphy) analyzou mnohem
mere citliva na teplotu kolony a ptokovou rychlost mobilni faze. Je vsak citliva haze-

ni a pH mobilni faze. Vyhodou HPLC je schopnostymvat termolabilni latky
(nag. vitaminy a jiné), které byippouziti plynové chromatografie degradovaly a byly
by tak neanalyzovatelné.

HPLC analyzu lze pouZzit pro stanoveni vitainiazpustnych ve vada v tucich, kortikoi-

du, kortikosteroidi, antidepresiv, antioxidaint karbonylovych slogenin (environmentalni

analyzy), taskavin, vybusnin, PCB (polychlorovanych bifar)yhpod.
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3.1.2  Mobilni faze

Mobilni fazi v RP - HPLC mze byt nap voda, methanol, acetonitril a jejich &sn
v riznych vzajemnych poénech, pufry a dalSi. Zasobniky jsou skieé lahve, ve kterych
je prislusna slozka mobilni faze. Tyto je mozné spoliomaticky misit v pedem zvole-
ném pondru. Na rozdil od GLC zde mobilni faze vstupuje dieiakce se slozkami analy-
zované sresi a konkrétni sloZeni mobilni fazeude vyznamnym zjsobem ovliviovat

cely separéni proces.

Od mobilni faze se vyZaduje, abyedevsim rozpoudta vzorek, aby byla kompatibilni
s pouzitym detektorem a stigda stacionarni fazi. Dale byd&a mit minimalni viskozitu,
toxicitu, halavost a korozivnost, dostateu stabilitu v porovnani s @$im vlivem

(oxidace, fotolyza atd.) adta by byt @Zn¢ dostupna.
Eluce vzorku mobilni faze tize byt nejast;i:

» lzokraticka — po celou dobu analyzy je sloZeni nmliaze stale stejné
e Gradientova — v fibchu analyzy se slozeni mobilni fazeémh v prisluSném

ponéru

3.1.3 Stacionarni faze

Stacionarni fazi je latka, na které probihaji chatografické separace $si unasenych
chromatografického systému a na jejich arylpro ugity experiment je feba ¥novat
potrebnou pozornost. Wezitou charakteristikou je i jeji tepelnd, chendick mechanicka

odolnost.

Stacionarni faze je tvena nejastji mikroc¢asticemisilikagelu (1,5-5um), na kterych je
navazana vlastni reverzni faze. Reverzni fazéenbyt tvdena nafiklad nepolarnimi
uhlovodiky (C8 — oktan, C18 — oktadekan) nebo paigimi uhlovodiky s funéni
skupinou (nap —CN, NH apod.). DalSi pouzivané materialy pro staciont&ziikapalino-

vé chromatografie jsou materialy u¢aé pod obchodnim nazvem Zorbax, Porasil,

Corasil, aj.
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3.1.4 Vysokotlakda pumpa

Vysokotlakd pumpa je velmiatezitou sodasti HPLC aparatury. Kolony pro HPLC jsou
plnény mikratasticemi (viz. stacionarni faze), které prachodu mobilni faze kladou
znany odpor. Z toho d@vodu musi byt mobilni faze pod vysokym tlakem (& MPa),
aby mohla projit fes kolonu. Dostatay tlak a konstantni ptok mobilni faze zajiduje

praw vysokotlaka pumpa.

Ani jedno do te’ vyvinuté ¢erpadlo v celém rozsahu neodpovida uvedenym tdahmic

pozadavkm. Z funkéniho hlediskaerpadla roz8lujeme na :

e pneumaticka

e pulzni — pistové s membranou i bezmemranové
* s linearnim posunem pistu — injektor@etpadla

e rotani — zubové a lopatkové

* peristalticka

Z hlediska regulace dopravy mobilni fazdimhe vysokotlak&erpadla na:

» produkujici konstantni tlak

» produkujici konstantni ptok.

Pneumaticka cerpadla s neformovatelnou membranou majékolik fyzikalnich
a chemickych omezeni. Odolnost membrangasto limitovana, jeji impermeabilita neni
obyejr¢ 100% a vymyvatelnostiznych gimési z membrany do mobilnich fazi neni

zanedbatelna. Vychodiskem je pouziti nedeformoméatetembrany.

NejvhodrgjSi pulzova cerpadla pro kapalinovou chromatografii jsou pist@esipadla
s membranou, uvadi Perry. [12] Objemrpané kapaliny je dany{pnérem pistu, jeho

zdvihem a frekvenci.

3.1.5 Davkovani

Vzorek je davkovan do proudu mobilni faze pomocikd&aci smyky nebo pomoci

automatického davkova. Objem davkovacich sigk se nize pohybovat od 1-20l.
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s

e Septalni systémy — davkovani mikidlsackami, velmi pohodiné, davkovani
libovolného mnozZstvi vzorku, vina septalnich uzéxh je jednoduchd, spolehtiv
tésni do tlaku 2 az 10 MPa

» Davkovaci ventily — fednosti se pouZzivaji na reprodukovatelné davkovaisiv
ho mnoZstvi p&u vzorki, na davkovani &tSich objeni a v takovych systémech,

kde je teba davkovat vzorekipvysSim tlaku.

3.1.6 Kolona

Zpravidla se jedna o nerezovou trubici o &mitn piméru okolo 4,6 mm a délce 5-25 cm,
ktera je napléna stacionarni fazi. Na obou dvou koncich je ima& koncovkami tak,
aby po naplani kolony Zistali minimal nevyplrené objemy a aby na koncovkach
nenastalo turbulentni pro&rd mobilni faze. Satasti koncovky je vhodny filtr, ktery

zabraiuje vyplavovantastic naplg do detektoru.

Material, z kterého se zhotovuji chromatografickéoky, musi vyhovovatémto podmin-
kam:
* musi dostaten¢ odolavat chemickym dinkam mobilni fdze a nesmi #pobovat
zmeny (pf. denaturaci) roztlovaného vzorku.
* musi snaset vysoké tlaky, émi a teploty do 150°C
* musi se dat lehce opracovat (hdpstit).
O schopnosti kolony separovatité snesi na jednotlivé slozky ag rozhoduje zejména

typ stacionarni faze zakotvené na silikagelovénicn@gz. stacionarni faze).
Kolony na zaklad zpisobu pouziti mZeme rozdlit na:

* Analytické — pramér okolo 4 mm, délka 30, 100 a 250 mm, ner¢fav ocel,
plnivo ¢astice o piméru 3-10um, wtSinou anorganickd matrice-silikagel, n&am
zakotvenéizné stacionarni faze

» Preparativni — &tSi praimer, vétSi délka, ¥tSi objem naneseného vzorku, designo-
vané pro dleni wtSich mnozstvi latekadow miligrami az desitek miligrafh

* Mikrokolony
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3.1.7 Detektor

Chromatograficky detektor je fiaeni na indikovaniiftomnosti vzorku a nebo na kvanti-
tativni sledovani jeho koncentrace v eluentu. Derek podstat sleduje vhodnym snima-
¢em jednu a nebo sosasre nekolik vlastnosti eluentu a fevadi jeho zrny

na elektrické signaly, které je mozné po zesilevdlenym zgisobem zaznamenat.
V nékterych gipadech detektor twje i vybrané vlastnosti eluovaného vzorku (molarni

hmotnost, absotmi spektrum apod...).

Chromatograficky systém umiidje pouZzit vice tyfp detektof, piipadré potrebujeme
porovnat detektory zaloZzené na jistém principu,salezdilnou konstrukci. V takoveéntip
padt bereme do Uvahy dalSi kritéria: absolutni a netdtcitlivost, linearita, detekovatel-
nost, reprodukovatelnost, tvar a zakresleni pitabikta nulové linie a zavislost odezvy od

tlaku, rychlosti piitoku eluatu a od teploty.

V metod HPLC je dostupna a@p rada fiznych detektat, které se liSi principem funkce,
konstrukci, selektivitou, citlivosti, mezi detekeg¢ Na rozdil od GLC zde vSak neni
k dispozici tak univerzalni detektor, jakym je v GLldetektor FID (Flame lonization
Detektor).

Metoda HPLC vyuZiva né&gstji tyto typy detektod: spektrofotometricky detektor
(UV-VIS), fluoresceini detektor, hmotnostni spektrometr, refraktomkfridetektor, elek-
trochemicky detektor (ECD), coulometrické a dal&blba detektoru off zavisi na kon-
krétni aplikaci. Casto pouzivanym detektorem je detektspektrofotometricky
(UV-VIS) afluorescertni. Podminkou pouziticthto detektai je, aby dany analyt absor-
boval zdeni utité vinové délky (UV-VIS detekce) a nebo aby emitbfiuorescetini

z&eni (fluorescetni detekce).

Pokud analyt sam o sébneabsorbuje *éni v oblasti UV-VIS nebo neemituje
fluorescekini z&eni, je pouzitidchto detektar podmiréno derivatizaci vzorku (vzorek je
chemickou reakci ipveden na slaeniny, které maji p#ebné vlastnosti - absorpce
UV-VIS, fluorescence). Principem coulometrickéhdettéoru v kapalinové chromatografii
je mefeni naboje P konstantnim nagii v coulometrické cele, kterou pést eluent.
Moznost pouziti je fedevSim pro detekci latek schopnydting elektrolytické oxidace

nebo redukce (napCoulochem IIl.).
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3.1.8 Chromatogram

Vysledkem HPLC analyzy jehromatogram. Pokud je analyzovana ssdol¥e rozdlena,
pak kazdé slozce sisi odpovida jeden pik. Vysledna tabulka, kteragbkrazena fislus-
nym softwarem nam poskytne odezvu detektoru oiveliabh ¢ase a ploSe pikuriglusné

latky, kterou stanovujeme (plocha piku odpovidademtraci analyzovam® vzorku).

4 MOZNOSTI STANOVENI KYSELINY PANTOTHENOVE

Kolorimetrie, plynova chromatografie a mikrobiologé techniky byly znin¢ prostudova-
né, ale tyto metodyasto byly¢aso¥ nara@né a nély malou reprodukovatelnasfl3,15]
Nejbezrgji uzivana metoda pro stanoveni kyseliny pantatkiénv potravinach byla
mikrobiologickd metoda s vyuzitim baktedi@ctobacillus plantarum[14] Tato metoda,
jako dalsi mikrobiologické metody pro vitaminy, jextrémr c¢aso¥ nara@na

a potebuje péi a vyZzaduje pravidelnou udrzbu kultur.

Lactobacillus plantarum

Mezi dalSi metody analyzy kyseliny pantothenovéripeadiometricko-mikrobiologicka

zkouska, ktera byla vyvinuta pro stanoveni vitanBgw krevnim séru a mléce. [15]

Morris et al [16] vyvinul ELISA metodu pro analyzu Kkyselinyaqtothenové a jeji
analogy. Akoli tato metoda je potenciaruzitecnd v potravinach lili jeji vysoké speci-
ficnosti a citlivosti, antisera nejsou kortyiet dostupna a musi byt ziskané&g analyzou.

Kapalinova chromatografie slouzi také pro analygseliny pantotenové. [13, 17]
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4.1 Stanoveni kyseliny pantothenové v mléce a nééém preparatu pro

kojence metodou HPLC

Pro detekci kyseliny pantothenové bylo pouzikailik systéni. Manualni systém slozeny
ze dvou pump, davkova vzorku a SPD-M10A diodového detektdizenym Class soft-
warem (Shimadzu, Tokyo, Japonsko). Jako dalSi catagnafy byly pouzity HP1050
a HP1100 s autosaplereterpadlem, degasérem a diodovym detektorem. Vyhaaat
software byl Hewlett Packard (Waldbronnimiecko).[18]

Pilotni pokusy prokhly pouZzitim kolony Resolve {fg 100x8 mm, 5um (Waters). Jako
dalsi kolony Gg pro vyzkum byly vybrany kolony: Nomura DevelosilDS-Mg-5,
250x4,6 mm, Jum (Phenomenex, Torrance, Ca, USA), YMC AQ312, #58xnm, 5um
(YMC Inc., Wilmington, NC, USA), Paltinum EPS, 53x@m, 3um (Alltech, deerfield,
IL, USA) a Luna Phenyl-§; 250x4,6 mm, fum (Phenomenex).

4.1.1 Priprava vzorku

0,5g praskového vzorku bylo dano do centritimjazkumavky o objemu 10 mliidalo se
priblizné 5 ml teplé vody (<40°C) a za stalého michani seek nechal odstat 20 minut.
Pak bylo gidano 0,5 ml 3% kyseliny octové adse nechal vzorek stat 20 minut. Poté byl
objem vzorku doplén vodou na celkovy objem 10 mli€hystany vzorek byl odisd’ovan

pii 3 500 otékach 15 min. Poté bylo odpipetovaniibizné 1-2 ml vzorku z vodné faze
(vyvarovat se lipidm a sedimeriiim), tento vzorek seigfiltroval pres 0,45 mm membra-
novy filtr (Sartorius, Goettingen, ddhecko) a vzorek bylfemistn do vialek na autosam-

pler.
4.1.2 Vlastni HPLC analyza

Predl®Zzna optimalizace procesu byla provedena s kolonesoRe. Mobilni faze byla
sloZzena z acetonitrilu a vody (v péra 50:50). Izokraticka eluce kyseliny pantothenové
byla nastavena naiiok mezi 1 a 2 ml.mif po dobu 10-20 min s udrZovanim vhodného
tlaku. Kolona byla naslednvymyta acetonitrilem s vodou (50:50), vodou (100%4)ako-
nec acetonitrilem (100%). Detekce byla pray# @i vinové délce 200, 205 a 240 nm.
Analytické podminky byli porovnatelné pro YMC AQ B1LUNA Phenyl-G a Luna G
kolony.
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Retergni ¢as pro kyselinu pantothenovou byl tigad pouziti kolony Platinum iblizné

v 6 minug a pouzitim kolony Develosiliplizné v 17,5 minuk.
4.1.3  Srovnavaci metody

Nékolik vzorka bylo také analyzovano pomoci plynové chromatogréidavideket al,
1985). Ke 2g vzorku bylofjano 40 ml 25% HCI ip 95°C po dobu 5 hodin za vzniku
pantoyl laktonatu a alaniniExtrakt byl gemistn do 100 ml baky obsahujici 0,59
KH2POs a neutralizovan na pH 5 pomoci 40% NaOH. Extraktyiechaly odpi a analy-
za byla dokodena na BPX70 kolan(30x0,25 mm) s FID detektorem. Nosny plyn byl
vodik s teplotnim gradientem 80 - 210°C (5°C.M)jr210 - 250°C (30°C.mifj a 250°C
(3min).

4.2 Fluorometricka stanoveni kyseliny pantothenové v piwavinach pomoci

kapalinové chromatografie s fluorometrickou detek¢

Analyticky postup byl aplikovan pro stanoveni kysglpantothenové viznych potravi-
nach, @: kvasnice, vefpva jatra, kieci maso, losos, vejce, suSené mléko, zmrazeny

Spenat, hrasek, fazoloveé luskpcku a avokado19]
4.2.1 Priprava vzorku

Pt ptipraw vzorku bylo pouZzito dvou posttipa to prvni postup pomoci chemické extrak-

ce a druhy pomoci enzymatické hydrolyzy.

V piipact chemické analyzy byl ffslusny vzorek navazen do 100 ml Erlenmeyerovy
baiky. Bylo pridano 25 ml 200 mM Tris (trishydroxymethylaminomeatie) pufru (pH 8).
Smes byla 5 minut prdepana s 50 ml destilované vody a oatBbovana pi 11 500
ot&kach po dobu 10 minut. Supernatant byl potéfirovan pges 0,45 um filtr

Z acetatcelulosy.

V pripack pripravy vzorku enzymatickou cestou se vzorek navd@il 00 ml Erlenmeyero-
vy baiky. Bylo pridano 15 ml 50 mM octanového pufru (pH 4,5) a lrozitokupepsinu
(50 mg.mtY). Sms se nechala inkubovati 50°C po dobu 3 hodin. Poté byltigéno tolik
5M NaOH aby vysledné pH bylo 8. Poté bylisdano 10 ml 200 mM Tris pufru (pH 8),
0,6 ml alkalického roztokuosfatasy(20 U.mI') a 2,5 mlpantotheinasovéhaoztoku

(80 mU.mMY). Tato sn¥s byla inkubovanaip 20°C 18 hodin, a pak s 50 ml destilované
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vody byla odsed’ovana pi 11 500 otékach 10 minut. Pak byl supernatariefdtrovan

pies 0,45um filtr z acetatcelulosy.

Precisteni enzymatického extraktu bylo provedeno nasieBml extraktu bylo vioZzeno do
kazety s aniontovym émicem (SPE cartridge Chromafix 400-SB, Macherey-Ndgaten,
Némecko), ale fedtim byl je&t extrakt postuptipromyt 5 ml methanolu a 5 ml destilova-
né vody. 2 ml alikvotniho ptisténého vzorku bylo dano do 5 ml odmé baiky. Pak bylo
piidano 0,25 ml 250 mM HCI. Roztok byl poté dopin300 mM fosfatovym pufrem
(pH 3) na celkovy objem 5 ml (u jakékoliv potravibylo pH vZzdy mezi 2,8-3,2). Ziskany
roztok (5 ml) byl naslednvloZzen do kazety s kationtovyménicem (SPE kazeta Chroma-
fix 400-SB, Macherey-Nagel, &hecko), ale pedtim byl je&t extrakt postup& promyt

s 5 ml methanolu a 5 ml destilované vody. 2 mhatdtki pra@isténé ¢asti vzorku byly dany
do 5 ml odrérné baiky.

4.2.2  Chromatografické stanoveni

Jako mobilni faze byl pouZzit methanol a fosfatoufrg33 mM, pH 2,5). Pogr methanolu
byl v mobilni fazi linearts zwétSovan od 0 do 10 %¢hem 25 minut. DalSich 8 min byla
eluce provagha mobilni fazi o sloZzeni methanol:fosfatovy pud0:(10). Pitok mobilni
faze byl 1 ml.miff. Pokud byl vzorek fipraven enzymatickou cestou, pammethanolu

v mobilni fazi se z&tSoval linears od 10 do 45 % dhem 7 minut. Déle eluce probihala po
dobu 11 min, kdy mobilni faze &a sloZzeni methanol:fosfatovy pufr 55:45, poté
se ot mobilni faze vratila na vychozi slozeni methaiosfatovy pufr 90:10. Jako kolona
byla pouzita Lichrospher 100 RP;C250x5 mm, 5um (Merk, Darmstadt, Bmecko)

a pedkolona RP &, 4x4 mm; fum (Merk). Fluorometricka detekce byla provedetia p
excitani vinové délce 345 nm a emisni vinové délce 4%5 Detekce byla provedena na
z&kladt post-kolonové derivatizace vzorku roztokem 200 i&OH, 1 mM ortophtaldial-
dehydu a 1,6 mM 3-merkaptopropionové kyseliny. Ratecas kyseliny pantothenové byl
priblizné ve 29 minut.
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5 STANOVENI KYSELINY LISTOVE METODOU HPLC

5.1 Stanoveni folafi v syrové a nakladan&ervenérepé pomoci HPLC

Vzorky syrové a nakladariépy byly ziskany od Svédské potravsiéeé spolénosti Procor-
dia Food. Ti rizné kultivary ztervené&epy (Boltardy, Ricky, Kim) byly gstovany v pisi-

té pidé s raselinou ve dvouiznych lokalitach v jiznim SvédskRepa byla sklizena v #é
roku 2000. Naslednbyla skladovana 1 tyden nebo 3site. Syrov&epa byly pepravena
na Katedru potravirfakych wd Svédskée zewsdélské univerzity v Uppsale na analyzu
folata. lhned po doréeni byly vzorky vakuo¥ zabaleny do plastovych oliah uloZeny
zmrazené  -20°C az do doby analyzy (ne vSak déle nez ZEnydReprezentativni
vzorky fepy byly gipraveny z 5-7 kustepy. Poté byly vzorky oprany, oloupéany a rozkra-
jeny a naplany do sklenic s vodnym roztokem v p&m vzorek ku nalevu (2:1). Nalev
obsahoval kyselinu octovou, cukr, konzemvia prostedek (sorbit draselny) a temi.
Naplrené sklenice byly uzaeny hlinikovymi uza¥ry a pasterovany po dobu 40 mifi p
90°C. Sklenice (1 tyden, 3dsice a 15 rsiol po zpracovani) poté byly zaslany Svédské
univerzigé na analyzu. Sklenice na univeezibyly uloZzeny pi 8°C do analyzy nejdéle

2 dny. Ripravené extrakty vzoikbyly ihned zmrazenyip-20°C. [20]

Vlastni gipraw vzorku gedchazelaiiprava enzymatického prepardtlatové konjugasy.
Suspenzdolatovékonjugasyz vegoveé ledviny byla fipravena podle Phillipse a Wrighta
[21] homogenizaci 10g vépvé ledviny v acetonu ve 100 ml L-cystein hydrocitlového
roztoku (100 mg.mt, pH upraveno NaOH na 4.6). Poté byl preparat inkéh 4 hodiny
pii 37°C a nasledhodstedn pii 27 000 otékach po dobu 30 minut. Enzym byl izolovan
ze ziskaného sepernatantu podle d@u@regory, Sartain a kol. (1984) precipitaci 75% si-
ranem amonnym, nasletliodstedn a znovu rozpush ve 100 ml 50 mM acetatodrasel-
ného pufru (pH 4,5) obsahujiciho 10 mM 2-merkajtaebl. Pro odstrani ziskanych
endogennich folét byla enzymova suspenze podrobena dialyze skladsgicze dvou
kroki; pouzitim 2 | octanového pufru v kazdém kroku mdw 2 hod a potomies noc.
Dialyza byla provedena michaninti gi°C. Ripraveny vzorekfolatové konjugasybyl

skladovan § -20°C do doby pouziti (ne vSak déle nez &ioe).

VSechny vzorkyepy byly analyzovany 2x.tBdem rozsekané a zvazené vzorky (6g) byly
homogenisovany v Ultra-Turrax homogenizéatoru (IK&mecko) ve 20 ml extrakiho
pufru (0,1M fosfatovy pufr o pH6 osahujici 2 % adkou sodného a 0,1 %
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2-merkaptoethanolu) dokud se neutleohomogenni suspenze. Homogetidazkumavky
obsahujici homogenat byly proplachnuty dusikemnpeavickovany a zafaty 10 minut
ve vrouci vodni lazni. Tuby bylyéhem zahivani dvakrat pragepany. Nasledn byly
extrakty rychle zchlazeny ledem, pH extfakiylo upraveno pomoci kyseliny octové
na hodnotu 4,9 a bylafidana vepova ledvinové&onjugasa VVzorky byly ot vystaveny
dusiku, zawikovany a inkubovany ve vodni lazni 87°C za stalého pripavani po dobu
3 hodin. Inkubované extrakty byly nasleédratiaty 5 min ve vrouci vodni lazni, aby doslo
k inaktivaci enzym, poté byly zchlazeny ledem a agstovany 15 min fi 4°C

a @i 27 000 otékach. Supernatanty bylyfgmistny do 50 ml odrérné baiky a zbytky
vzorka byly znovu rozpugny ve 20 ml 0.1M fosfatového pufru (pH 6) obsahibic0,1 %
2-merkaptoethanolu, nasledmystaveny dusiku a odstény 15 min @i 27 000 otékach

a teplot 4°C. Tyto podily supernatanbyly piidany do odmirné baiky k prvnimu super-
natantu a dopkny na 50 ml 0,1M fosfatovym pufrem (pH 6) obsahujicO,1 %

2-merkaptoethanolu ailladng promichany.

Cisteni extrakfi pred HPLC analyzou bylo provedeno SPE-extrakci anigmh msnicem
(SAX) Isolutic kazetou (500 mg, 3 ml, Internatib®rbent Technology, UK). Pro vymy-
vani pod snizenym tlakem bylo uzivandizeni Visiprep SPE Vacuum Manifold (Supel-
co, USA). Kazeta byla kondiciovana methanolem @x#l) a vodou (2x2,5 ml)
s pritokem 1-2 kapky:$. 2,5 ml extrahovaného vzorku bylo aplikovano daeitg a eluo-
vano rychlosti nefesahujici 1 kapku’s Kazeta byla promyta vodou (2x2,5 ml), aby
doslo k odstra#ni interferujicich sloZek (ptok 1-2 kapky.). Zachycené folaty byly elu-
ovany pomalu (pitok negfesahoval 1 kapku®3 0,1M octanem sodnym obsahujicim
10 % NaCl, 1 % kyseliny askorbové a 0,1 % 2-mernb@ghianolu. Prvniast eluatu
(0,7 ml) byla vyazena a druh&ast (3,8 ml) byla zachycena.

5.1.1 Vlastni HPLC analyza

VSechny experimenty byly provedeny s pouZzitim chatografu Agilent 1100 vybavenym
cerpadlem, termostatovym autosamplerem iiwgnou kolonou, fluorescénim a diodo-
vym detektorem. Agilent Chemstation software byufio pro kontrolu HPLC analyzy
a pro zpracovani dat. Pro separaci folayly testovany 2 analytické kolony: Lichrospher
100 RP-18, 125x4,0 mm, im (Merck, Darmstadt, &necko) s pedkolonou (4x4,0 mm,
5 um) a jako druha Zorbax SBgC150x4,6 mm, Sum (Agilent Technologies, USA)

s predkolonou (12,5x4,6 mm, gm). Chromatografické podminky pro gradientovou ieluc
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byly nasledujici: pitok 0,4 ml.min', objem vzorku 2Qul, teplota kolony 23°C, teplota
autosampleru 8°C, fluoresaam detekce s excitaci 290 nm a emisi 360 nm, Ulaet i
290 nm. Mobilni faze byla sloZzena ze &inz 30 mM fosforéno-draselného pufru
(pH 2,3) a acetonitrilu. Gradient& pri 6 % acetonitrilu, prvnich 5 min byla mobilni faze
udrZzovana izokraticky, potom byl obsah acetonitrduednut linearer az na 25 %
béhem 20 min. Celkova doba analyzy byla 33 min. latkka eluce byla provedena
s mobilni fazi obsahujici 8 % acetonitrilu ve 30 niddfore&no-draselném pufru (pH 2,3)

a celkova doba analyzy byla 26 min, dalSi podminkyvyse.

HPLC metodou byly stanoveny tetrahydrofolat, 5-rgktbtrahydrofolat, 5-formyl-

tetrahydrofolat a kyselina listova (retemcas 20,6 a 21,7 min).

5.2 Kapalinova chromatografie pro uréeni pfidavku kyseliny listové ve

fortifikovanych cerealnich vyrobcich.

Vzorky kometnich snidaovych cereélnich potravin fortifikovanych kyselinlistovou na
25 az 100 % z dopokaného dennihoffpmu (400ug na porci), byly zakoupeny v super-
marketu. [22]

Snidaové cerealie byly rozemlety (Model A-10, Tekmamé&nnati, OH, USA). VSechny
vzorky (2g) byly homogenizovany 1 hod. v 50 ml 0, XHPQ, (pH bylo upraveno na
hodnotu 8-9 pomoci KOH nebo 3PIO;) obsahujici 0,05 % askorbatu. Pak bylo
pH upraveno na pH 6,9 pomoci kyseliny fostoie nasled® byl pomoci a-amylasy
hydrolyzovan Skrob po dobu 1 hodiny ve vodni l&4gifii65°C. a-amylasabyla ziskana
z Aspergillus oryzaé€Type X-A, Sigma), enzym byl rozpust v destilované vaf] prefil-
trovan, aby vysledna koncentrace enzymu byla 25%nfiig Na kazdy 1g vzorku byl pouZit
1 ml roztoku enzymatického preparatu. Po enzymaticidrolyze byla teplota zvednuta na
90°C, aby doslo k inaktivaci enzymu. Vzorek byl ledss zchlazen a odstdn pri

5 000 otékach 15 minut, poté byl jeho objem upraven na 50amsupernatant byl pak
filtrovan pres 0,45um filtr pred aplikaci vzorku do HPLC systému.

Pro pgecisténi vzorku byla pouzita technika SPE-extrakce; mkoMané procedury

pomoci Vahteristoet al s aniontovymi mnici. Kazeta byla smi#&na 3 ml hexanu,
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nasledg 3 ml methanolu, pak upravena 5 mjHPO, pufrem na pH 8-9 obsahujicim
0,05 % kyseliny askorbov€ast vzorku (4 ml) pak bylaiedna s 2 ml fosfatového pufru
a aplikovana na kolonurippriatoku 0,6 ml.mift. Kolona byla vyplachnuta 2 mtedsného
0,02M fosfatového pufru. Kyselina listova byla vywéapa z kazety minimén4 ml
0,1M octanu sodného (pH 4,5) obsahujiciho 5 %HNRO, a 0,05 % kyseliny askorboveé.

5.2.1  Chromatografické podminky

Analyza byla vykonana pomoci metody HPLGisRoj se skladal z pumpy Waters Model
510 (Waters, Milford, MA, USA), v#kovaciho ventilu Rheodyne (Cotati, CA, USA)
s 20 ul smyckou a detektorem Waters 486 UV-VIS operujicitn 280 nm. Pedkolona
Brownlee 30x2,1 mm, fim ODS naplni (Varian, Sunnyvale, Ca, USA), bylangtilova-
na ed vlastni kolonu Microsorb-MV {g, 100x4,6 mm, 3tm (Varian). Mobilni faze byla
slozena z (24-26 %):(76-74 %) methanolu ve fosfowedraselném pufru (0,0035M
KH.,PO, a 0,0032 M KHPQy), pH 6,8, obsahujici 0,005M tetrabutylammoniumydio-
genfosfat (Sigma), jako ion-parownidlo. Pritok mobilni faze byl 1 ml.min a eluce
probihala izokraticky. Chromatogramy byly vyhodnogepouzitim Hewlett-Packard
(Wilmington, DE, USA) Model HP 3395A integratoru.

Retergni ¢as kyseliny listové u vzorku cornflake byl 14,35 mi
5.2.2  Mikrobiologicka zkouska

Extrakty gipravené pro techniku HPLC byly podrobeny také witkologické zkouSce pro
stanoveni obsahu fofat Celkovy obsah folat byl stanoven pomodiactobacillus casei
ATCC 7469 (American Type Culture Collection, RodlkyiMD, USA) v bacto-FA mediu
(Difco Labs, Detroit, Mi, USA). Po inkubaci za 24din @i 37°C byl nafistL. caseime-
fen turbidimetricky g 640 nm.

Lactobacillus casei
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5.3 Stanoveni kyseliny listové ionto¥-vyménnou HPLC v ovocném

dZusu obohaceném vitaminy po ¥edchozi extrakci technikou SPE

Standart kyseliny listové byl ziskan od firmy Flul&teinheim, Nmecko :¢istota (HPLC)

> 97 %). Standardni roztok (200 mb).lbyl piipraven rozpudnim 10,0 mg FA (Folic
Acid) v 50 ml 0,1M fosfatového pufru (pH 7,0) obsghiho 1 % askorbatu sodného.
5 ml alikvotni podil standardniho roztoku byl sldaén @ -18°C. Pracovni standardni
roztoky byly gipravovany den&rozpusénim v 0,1M octanovém pufru (pH 4,9) obsahuiji-
cim 1 % askorbatu sodného. Standardni roztok laydilsf po dobu 4 tydi pri teplo&
-18°C.[23]

5.3.1 HPLC analyza

Pro analyzu kyseliny listové byl pouzit chromatddtgwlett-Packard HP 1100 (Hewlett-
Packard GmbH, Waldbronn,éiecko) s autosamplerem, pumpou, diodovym detektorem
(DAD) a termostatovanou kolonou. Pro zpracovani lodtpouzit HP3D ChemStation
software. Podminky analyzy byly nasledujici: tepldolony 25°C, pitok 1 ml.min’,
objem davkovaci sntky 20 ul, UV-detekce 284 nm. Chromatograficka separaca pxb-
vedena na kolah Eurospher 100 {5 250x4,6 mm, 5um s pedkolonou Gg,
20x4 mm, 5um (oké Knauer, Berlin, Nmecko). Pro gradientovou eluci bylyigraveny
mobilni faze A a B. Mobilni faze A i B obsahovalyrM tetra-n-butylamonium hydrogen-
sulfat a 25 mM NacCl ve vegd mobilni faze B navic obsahovala je&t mM dihydrogen-
fosforegnan draselny ve veéda 65 % acetonitrilu. Eluce mobilni fazi probihala
prvnich 10 min linedmaz na hodnotu 36 %. Po 35 min analyzy byl goalbbou mobilnich
fazi 50:50 a tento po#n byl udrzovan po dobu dalSich 3 mirte® HPLC analyzou byly
vSechny roztoky filtrovany pouzitim Chramafil-P&i/a5 filtru (Macherey-Nagel, Duren,

Némecko) s rozrérem 0,45um.

Pro gecisteni vzorku byla pouzita SPE-extrakce, ktera bylavpdena pouzitim Chroma-
bond-SB kazety se silnym aniontovymémitem (Macherey-Nagel, Duren, éhecko).
Extrakce probihala ip tlaku 80 kPa. RxXistujici proces byl nasledujici : SPE kazeta
(500 mg, 3 ml) byla kondiciovana eluci n-hexanuthagolu a vody (6 ml). Po poslednim
promyvacim kroku bylo odstrano asi 0,5 cm supernatantu a na kolonu byla apdikov

5 ml vzorku. Eluce vzorku byla nastavena na 1 kape@sekundu.
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Pred HPLC analyzou byly vSechny roztoky filtrovanyugadim Chramafil-Pet-45/25 filtru
(Macherey-Nagel, Duren,dhecko) s 0,4um.

5.3.2 Vzorky

Jablény dZus, vifovy nektar (40%) a rybizovy nektar (30%) a 9 ovwatndZzus

a napoj obohacenych o vitaminy.Reten ¢as u visioveho nektaru pro kyselinu listovou
byl priblizné v 17 min.

5.4 Stanoveni folal v zelenirg a ovoci ve Finsku aplikaci HPLC analyzy

Vzorky zeleniny a ovoce byly zakoupeny v obchodetipermarketech a stancich (celkem
10 vzorki) ve finskych mdstech Helsinky, Espoo a Vantaa v dabezi kwtnem 1995

a kwtnem 1996 Cerstvé vzorky byly skladovany 2 dny po nékupu &ladseny pi 4°C.
Konzervované a zmrazené potraviny byly skladovargng ped analyzou za vhodnych

podminek. Pro analyzu byla z kazdého vzorku odebndalécast (100-150g).

5-7g vzork bylo umistno do sklesnych lahvi. Bylo pidano 10-12 ml chladného
extrakéniho pufru a vystaveno dusikutep uskladanim pi -20°C. Vzorky byly uloZeny

maximalreé nékolik tydni pred analyzou. [24]

Pro hydrolyzu vzorku byla pouZzita ve&ya konjugasaVzorky byly inkubovany fi 37°C
3 hodiny (pomerah5 hod) @i pH 4,9. Extrakty poté byly zanechany 5 min veugiovodni

lazni, aby doslo k inaktivaci enzymu a naskedohlazeny ledem.

Vzorky bohaté na Skrob (syrové aiemé brambory, smazené hranolkyepka olejka,
banéan, mrazeni hraSek a hrachovy polévkovy kor@griyly gred dekonjugaciigcisteny
a-amylasou 200 pl a-amylasy(Sigma A0273) o koncentraci 500 mghibylo pidano
k extraktu (3 ml) a vzorek byl inkubovan 3 hodeyH bylo upraveno kyselinou chloro-

vodikovou na hodnotu 4,%gd oSatenim vepovoudekonjugasou.

Inkubované extrakty vzotkbyly podrobeny SPE extrakci s aniontovyrminitem (kvartér-
ni amin, J.T. Baker Inc., Phillipsburg, NJyeB SPE extrakci byly vzorkygfiltrovany ge

nylonovy filtr o velikosti pér 0,8 pm.
5.4.1 Chromatografické podminky

Kapalinovy chromatograf Varian Vista 5500 byl vybavchlazenym Waters 700 Satellite
WISP autosamplerem a Waters 470 fluoresegn detektorem a Varian UV-200 detekto-

rem. Pro vyhodnoceni chromatografickych dat byl Ziogoftware (Millennium 2010
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chromatography manager). Separace probihala naddiocSpherisorb ODS (fazova sepa-
race, Clwyd, UK, 250x4,6 mm, |gm,) a Shandon (Cheshire, UK) Hypersil ODS (150x4,6
mm, 3um) a gedkoloré (Novapak Gg Guard-Pak, Waters, Milford, MA). Separace probi-
hala g 30°C. Pro gkteré derivaty folét byla excit&ni a emisni vinova délka detektoru
290 a 356 nm a pro ostatni 360 a 460 nm. UV detdibnastaven na vinovou délku
290 nm. Byla pouZzita gradientova eluce, kde molidmé obsahovala acetonitril a 30 mM
fosfore&no-draselny pufr (pH 2,2). MnozZstvi acetonitrilowgbalo prvnich 14 min line&n

Z 9 % na 25 %. Celkova doba analyzy byla 30 minitog byl 0,5 ml.mift. Retegni ¢as

u brambor a karotky byl u tetrahydrofolattilgizné 20 min, 5-methyltetrahydrofolatu

24 min a u 5-formyltetrahydrofolatu 26 min.

5.5 Stanoveni folah v morskych Fasach metodou HPLC

Susené migke fasy roduHimanthalia elongatalLaminaria ochroleucaPalmaria spp.,
Undaria pinnatifidaa Porphyraspp. byly ziskany od firmy Algamar (Redondela, tege-
dra, Spatisko). Vzorky byly glesudeny 24 hodinigp45°C a nasledhzabaleny do polypro-
pylenovych obal. Konzervované vzorkyas rodi Himanthali elongataa Saccorhiza poly-
chidesbyly ziskany z konzervarny Conservas y Ahumadod [(Ribeira, La Coruna, Spa-
nélsko). Rasy byly gipraveny konzervaci a sterilizaci s vodou a sotinkervace vyzado-
vala zaliati na teplotu 112°C po dobu 40 min v autoklawse®é a konzervované vzorky

fas byly sesbirany na atlantickém peiti v regionu Galicia (NW Spalisko). [25]

Undaria pinnatifida

Pred analyzou byly vS8echny vzorky vysuSeny. Naam@ mnoZzstvi vody z konzervovanych
fas bylo odstraimo tak, Zefasy byly vysouSeny v termostatid g5°C 48 hodin a potom
pii 50°C 10 hodin ve vakuu.

Enzym z vepové ledviny byl pipraven extrakci acetonem (Sigma-Aldrich, Steinheim
Némecko) podle postupu Kamena a Castona. [26] Aktivéffové konjugasybyla hodno-

cena ndenim uvolrkné kyseliny listové z PteGjuJeden mililitr vepoveé konjugasybyl
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piidan k 16ug PteGlg v 1,5 ml 0,1M octanovém pufru, 1 % askorbatu (pBi).4Reakce
byla ukortena po 45 min i inkubaini teplot 37°C. Uvolgna kyselina listova byla
analyzovana pomoci HPLC. Efektivni dekonjugace bytavedena smichanim 3 ml
alikvotniho podilu z kazdého vzorkas obsahujiciho 57 nmol Pte@ki 1 ml gipravené

konjugasy Dekonjugace praiinla ve vodni lazni po dobu 3 hodini B7°C.
5.5.1 Extrakce vzorku a inkubace

Folaty byly extrahovany Zas metodou Vahteristet al. [27] s nepatrnou modifikaci.
Ke 2g vzorku bylo idano 30 ml extraéniho pufru (75 mM KHPO, obsahujici sis
52 mM kyseliny askorbové/askorbatu a 0,1 % 2-meyk#panol, pH bylo upraveno kyseli-
nou fosforénou na pH 6) a ihned byla gemmichana po dobu 20 s. Homogenizované
vzorky byly proplachnuty dusikem, zakovany a umisiny do vodni lazé pii 100°C po
dobu 10 min. Po ochlazeni ledem byla¢snodstedéna @i 11 000 otékach za 20 min
a nasleda odstragn supernatant. Zbytek vzorku byl znovu rozpost 10 ml extrakniho
pufru a znovu odgtdn po dobu 10 min. Oba ziskané supernatanty bylyctsinly
a doplreny na objem 50 ml extrgkim pufrem v odrérné baice. 3 ml extraktu vzorku
byly upraveny na pH 4,9 kyselinou octovou a smighsat ml gipravenékonjugasy Snes
byla nasleda vystavena dusiku a potom inkubovana ve vodni lgpndobu 120 minut.
Aby doslo k inaktivaci enzyi) byl extrakt ponechan 5 min ve vrouci vodni l&amiako-

nec ochlazen ledem.

SPE extrakce byla provedena 3 ml silného aniontovaimice (kvartérni amin) (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Extrakt vzorku byliedtn 6 ml dejonizované vody a [l
2-merkaptoethanoluipd zavedenim do kolonyid€dl pouzitim byla extraki kazeta SPE
(3 ml) aktivovana promytim postupmethanolem (2 ml) a deionizovanou vodou (2 ml).
Po aktivaci byly na kolonu aplikovany 2 ml &n0,01M fosfatového pufru obsahujiciho
0,1 % 2-merkaptoethanolu (pH 7). Aplikovany viopeochazel kolonou rychlosti mensi
nez 1 ml.mift. Kolona byla dvakrat vymyta 0,01M fosfatovym paifr (1,5 ml) a folaty
byly eluovany s 3 ml 0,1M octanu sodného obsatgiciO % NaCl a 1 % kyseliny
askorbové. Red HPLC analyzou byly vzorky filtrovanyigs 0,5pum Millipore filtr
(Bedford, MA, USA) a potom aplikovany do kolony HRLC systém.
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5.5.2 HPLC analyza

Kapalinovy chromatograf (Hewlet-Packard, CA, USA)skladal z HP1100 kvartérni pum-
py, HP1100 degaséru a objemiiksivaci smyky byl 20 ul (Rheodyne, Cotati, CA). Kolo-
na byla termostatovana (San José, CA, USA), jaktektwr byl pouzit detektor
fluorescekni a UV (HP1100). Vysledky analyzy byly vyhodnocepgmoci pgitace

s HP ChemStation Softwarem. Separace byla provedhkalor Tracer Extrasil ODS2,
250x4,6 mm, 5um s gedkolonou TR-C160-1 ODS, 15x4,0 mm,ufn (Teknokroma,
Barcelona, Spatisko) pi 30°C.

Operani podminky byly: teplota kolony 30°C, ok 0,8 ml.mir', objem smyky 20 pl.

Mobilni faze byla sloZzena z acetonitrilu a 30 mMsftoe&nanu draselného (pH 2,2).
Béhem prvnich 4 min probihala mobilni faze izokrayicke sloZzeni 10 % acetonitrilu
a 90 % fosfatového pufru, naslédlo 8 minuty byl porér acetonitrilu zvednut na 15 %

a kthem dalSich 3 minut bylo mnoZstvi acetonitrilu e@a na vychozi hodnotu 10 %.

Absorbance vSech vymyvanych fdldbyla sledovana UV detektorenti rinové délce
290 nm pro kyselinu listovou a fluoregsoém detektorem i excitaci 290 nm a emisi
356 nm pro tetrahydrofolat, 5-methyltetrahydrofoats-formyltetrahydrofolat. Reténi

¢as kyseliny listové bylifblizn¢ v 9 minut.

5.6 Stanoveni folal v potravinach metodou HPLC s fluorescetini detekci

po piredkolonové konverzi 5-methyltetrahydrofolatu

Standardy foldt byly ziskany z laborate Schirck (Jona, Svycarsko) a Sigma (Saint-

Quentin Fallavier, Francie). [28]

Z enzymatickych preparétbyly pouzity: kueci pankreatick&onjugasa(Difco Laboratd,
Detroit, MI, USA), konjugasaz plazmy krys z univerzitni labordtn pipravena podle
postupu Koninga [29] &onjugasaz vegfovych ledvin, pipravena zéerstvych vepovych
ledvin podle postupu Pedersena. [30] Ostatni enzykieré byly pouzity byly ziskané

z plisre Aspergillus oryzae.
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Aspergillus oryzae

Jako vzorky byly pouzity nasledujici potraviny: zbeny hraSek, zmrazeny Spenat, susené
mléko, kvasnice, pSefma mouka, ovocny dzus, vajg Zloutek, jablkagerstva howzi
jatra a filety. Pouze ovocny dzus byl sumplementokgselinu listovou. S vyjimkou suSe-
nych produki (suSené mléko, kvasnice, p&ard mouka) byly vSechny potravinyga ana-
lyzou uloZeny ve zmrazeném stavu. Pevné vzorky bgjprve rozemlety. VSechny opera-

ce byly provedeny za n&ptupu denniho stla.
5.6.1 Extrakce folat
5.6.1.1 Extrakce bez enzymatickéhoigtisténi

Navazené vzorky byly dany do 100 ml Erlenmeyerosiklp. Ke vzorkim bylo gidano
30 ml 100 mM fosfatového pufru (pH 7) obsahujicth® kyseliny L-askorbové a nasled-
n¢ byly vzorky umisiny do vrouci vodni lazha zaliivany 10 min p 100°C (u vzorku
pSenéné mouky byl tento krok vynechén). Po zchlazenirkapo byl objem doplén
do 50 ml 100 mM fosfatovym pufrem (pH 7) obsahujici % kyseliny L-askorboveé
(u suSeného mléka bylo pkHem analyzy snizeno na pH 4,8davkem 5M HCI za &e-
lem vysrazeni proteir). Vzorky byly odstedény pri 5000 oté&kach po dobu 10 min.
5-10 ml supernatantu byldgmistno do 150 ml Erlenmeyerovy iy (u vzorku suseného

mléka bylo pH upraveno 5M NaOH na pH 7).
5.6.1.2 Extrakce vzorku dekonjugaci

5-10 ml sepernatantu ziskanéhoiggrhozim postupu bylo umdsb do 150 ml Erlen-
meyerovy baky. Ke vzorku byl piddn 1 ml roztoku kieci pankreatické&onjugasy
(koncentrace 5 mg.m) nebo 50Qul konjugasys krysi plazmy. Sis byla nasledhzalvata
pii 37°C 1 h (pro kieci pankreatickokonjugas) nebo 2 h (krysi plazmatickdwnjuga-

su).
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5.6.1.3 Extrakce s enzymatickym jeciSténim

Vzorky byly navdZzeny do 100 ml Erlenmeyerovyiky Ke vzorku bylo pidano 30 ml
100 mM fosfatového pufru (pH 6) obsahujiciho 1 %sdtiny askorbove, 25mgerin
proteasya 50mga-amylasy Nasledg byla sngs inkubovana i 37°C po dobu 4 h a poté
umis€na do vrouci vodni 1a2n(100°C, 10 min). Po zchlazeni vzorku, bylo pHayemo
5M NaOH na pH 7 a poté byl objem dogindo 50 ml 100 mM fosfatovym pufrem (pH 7)
obsahujicim 1 % kyseliny L-askorbove, vzorek bysttEn pii 5000 ot&kach po dobu
10 min. 5-10 ml supernatantu bylo umifgi do 150 ml Erlenmeyerovy tiey a dale byl

vzorek gecistén podle postupu v kapitole 5.6.1.2.

5.6.2 R-edkolonovéa konverze folali 5-CH3-H4PteGlun

K pripravenym roztokm bylo gidano 5 ml 100 mM fosfatového pufru, obsahujicibd?4
askorbatu sodného (pH 7,4) a to samé mnozstvigidano k 500ul standardniho rozto-
ku kyseliny listové. Dale bylofmano 15 ml 66 mM Tris pufru (pH 7,8), 1 ml 2-okddun

a poté 10 ml NaBH o koncentraci fiblizn¢ 32 mmol. Poté byl vzorek ptepavan
a nechan stat 10 min. pH bylo upraveno 5M kyselimatovou na 7,4. Po upraveni
pH byl vzorek 1 min prdepan a bylo fidano 80ul 1 mmol formaldehydu a 10 ml
NaBH4 o koncentraci 32 mmol. Dale bylo pH upraveno lemmvanou (37 %) HCI na
pH<1. Nasled# se roztok nechal stat 10 min a poté bylo pH uprave&M NaOH na 5.
Poté bylo jestjednou opatré pridano 10 ml NaBhla roztok se nechal stat 20 min. Objem
vzorku byl doplgn na koné&nou hodnotu (100 ml) Tris pufrem. Roztok bykfitrovan
pies celluléso-acetatovy filtr (0,48m).

5.6.3 Redisténi vzorku na afinitni koloné

K precisteni  vzorku byl pouzit afinitni chromatograficky serit (Affi-gel 10)
s imobilizovanymi proteiny pojicimi folaty (FBPgiipraven podle postupu Koninga. [30]
Pred pouzitim, byla kolona promyta 10 ml 100 mM fegt@ho pufru (pH 7). #blizné
10 ml pekonvertovaného vzorku (podle 5.6.2.) bylo aplikevda kolonu. Kolona byla
jese promyta 10 ml 25 mM fosfatového pufru (pH 7Ae@ aplikaci vzorku na kolonu.
Folaty byly eluovany 8 ml roztoku obsahujiciho 2Mnirifluoroctovou kyselinu a 20 mM

dithioerytritol do 10 ml odrérné baiky, ktera jiz obsahovala 2Q@ 25% roztoku kyseliny
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askorbové a 4@ roztoku KOH (600 g:t). Konesny objem byl dopln na 10 ml eluen-

tem. Pfitok kolonou i eluci byl asi 0,3 ml.mit.
5.6.4 Chromatografické stanoveni

HPLC systém obsahoval zasobnik mobilni faze 301&riéwvi, Les Ulis, Francie), 9300
davkovaci smiku (Varian), 9050 UV-vis detektor (Varian) a 90T8ofescenni detektor
(Varian). K vyhodnoceni vysledkanalyzy byl pouzit Star Chromatographic integrato
(Varian). Pro analyzu byly pouzity kolony LiChroggHLOORP 18; 250x5 mm; octadecylsi-
lyl; 5 um (Merck, Darmstadt, &inécko) a fgedkolona RP 18; 4x4 mm, octadecylsilyl,
5 um (Merck).

5.6.4.1 Chromatograficka separace monoglutamatu legliny listové

Eluce probihala gradient®va mobilni fazi byl acetonitrii a fosfatovy pufr33mM,
pH 2,3). Prvnich 8 min byl po¥n fosfatovy pufr.acetonitril (95:5). Poté koncemgaace-
tonitrilu linearre stoupala na hodnotu 10 % po dobu 10 min a po domin na 20 %.
Poslednich 5 min byla mobilni fadze udrZzovana v gon80:20. Poté byla mobilni faze
ihned upravena na vychozi slozeni (fosfatovy poétenitril, 95:5) a eluce poktavala
daldich 15 min za d&lem zregerenovani kolony. ok mobilni faze byl 1 ml.min
a objem smgky 100 pl. Fluorometricky detektor pracovaliipexcitatni vinové délce

295 nm a emisni vinoveé délce 356 nm. UV detekcbipada i absorbanci 280 nm.

5.6.4.2 Separace 5-CgtH4PteGlu1—g

Byla pouzita gradientova eluce a mobilni fazi bgetanitril a fosfatovy pufr (50 mM,
pH 4,6). Startovaci mobilni fazi byl pouzesty fosfatovy pufr. Poté obsah acetonitrilu
stoupal linearé 15 min na 10 %, aghem dalSich 5 min na 20 %. Kame sloZzeni mobilni
faze (80:20) bylo udrzovano po dobu 5 min. Poté bybbilni faze ihned upravena na
pocateEni slozeni a eluce pokfavala dalSich 20 min zacélem zregenerovani kolony.
Pritok mobilni faze byl 0,8 ml.mih a objem smgky 100 pl. Reteréni ¢as byl giblizng

15 min. Fluorometricka detekce, kalibrace a obnacbvesty byly provedeny podégésti
5.6.4.1.

5.7 Stanoveni folah v potravinach a v italské stra¥ pomoci HPLC

Nejvice folati se v potravinach vyskytuje ve foénpolyglutamal. Prevladajici pirozena

forma folati v potravinach, v ovoci a zelerine 5-methyltetrahydrofolat, v Zi¥@snych
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produktech je to 5-methyltetrahydrofolat a tetrajoyolat, v obilnych produktech také
5-formyltetrahydrofolat. 10-formylhydrofolat a 10+myllistova kyselina byly objeveny

Vv priméteném mnozstvi spale¢ s 5-methyltetrahydrofolatem a kyselinou listov{ai]

5g tepel® opracovanych masnych vyraobkpt. Parmska Sunka) bylo navazeno do 50 ml
odmerné baiky. Vzorky byly extrahovany 35 ml horkého ext¢akho 0,1M fosfatového
pufru (pH 6) obsahujiciho 1 % askorbatu sodnéhd &92-merkaptoethanolu.

Po gidani horkého pufru arfgani plynného dusiku se vzorek uiva zalkival 10 minut
v horké vodni lazni. Zchlazené vzorky byli pak éd$ovany v odstedivce Ultra Turrax
po dobu 30 sekundiipl3 500 otékach.

5.7.1 HPLC analyza

Varian Vista 5500 kapalinovy chromatograf byl vybavchlazenym Waters WISP 700
autosamplerem a dmna detektory (UV, fluoresceéni). Fluorescetni detektor Waters 470
a UV detektor Waters 487 (Waters, Milford,MA, USA) softwarem (MILLEN-NIUM
chromatography manager). Monoglutamat kyselinyoViét byl separovan pouZzitim
Shandon (Cheshire, UK) Hypersil ODS kolony 150x3d@, 3um. Eluce vzorku byla
gradientova. Mobilni faze byla sloZzena z acetduoita 30mM fosfatového pufru (pH 2,2)
a piitok mobilni faze byl 0,8 ml.mih Doba analyzy byla 30 minut. Gradientova eluce
zatala po dobu 9 min s obsahem 5 % acetonitrilu pauckito dobu. Poté se koncentrace
acetonitrilu zvySovala lined&ma 17 % do 30 min analyzy. Objem davkovaciho wzdry
100 ul. Absorbance foldt byla sledovanaip vinové délce 290 nm a s fluores¢aim
detektorem P excitaci 290 nm a emisi 356 nm (pro redukovankatfanonoglutamat).

Retergni cas 5-methyltetrahydrofolatu bytiplizné 23 min.
5.7.2  Mikrobiologie

Celkovy obsah foldit byl taky stanoven mikrobiologickou zkouSkol.actobaciillus casei
pouzivanim kaseinového media pro kyselinu listoybifco, Detroit, MI, USA). Cast
extrakti byla vystavena dusiku a uloZzeria20°C aZz do doby analyzy (Difco, Detroit, Ml,
USA).



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 41

ZAVER

Kyselina pantothenova a listova fatdo skupiny vitamifi rozpustnych ve vad
Organismus si nedokaze tyto vitaminy ukladat dmbgsjejich nadbytek vykuje mai
a proto musi byt tyto vitaminy fibézZn¢ dopkovany. Zdrojemdchto vitamini jsou potra-
viny jak rostlinného, tak i zivdSného [ivodu. Mezi potraviny rostlinného agodu
obsahujici kyselinu pantothenovou fpapiedevsim obiloviny, lughiny, ryZe, ovoce,
a mléko. Kyselina listova ma nepéi zastoupeni v zelerin(chiest, Spenat, fin,

brokolice) a mezi potravinami Zi¢gného fivodu hraji hlavni roli jatra.

Cilem bakal&ské prace bylo najit metodiku pro jejich izolagbatravinach a stanovit je
pomoci Vysokotinné kapalinové chromatografie (HPLC). PrincipemLBHe rozdlova-

ni sloZzek smssi mezi mobilni a stacionarni fazi a je velmi réeBbu a komplexni metodou
pro stanovovani vitamin Bakald&ska prace obsahuje mimojiné popis a sloZzeni kapalin
vého chromatografu. Mezi zakladniiizeeni kapalinové chromatografie fiazasobniky
na mobilni faze, vysokotlaka pumpa, davkiejagedkolona, kolona, detektor a gita¢

s vyhodnocovacim softwarem. Mobilni fazi byvécasgji v technice s rezervni fazi voda,
methanol, acetonitril nebo pufr. Nestji pouzivanymi detektory v kapalinové chromato-
grafii jsou detektory spektrofotometricky (UV-VISjuorescerini a ECD (elektrochemic-
Ky).

Vlastni stanoveni kyseliny pantothenové pomoci HRIn@lyzy je popsano v kapitole 4.
Pfi stanoveni kyseliny pantothenové v mléce acmyéh preparatech, byla jako mobilni
faze pouzita sis vody a acetonitrilu v po¥nu 50:50 a detekce prové&th @i vinové délce
200, 205 a 240 nm. Retari ¢as pro kyselinu pantothenovou byl &igac pouziti kolony
Platinum (53x7 mm, 3um) pxiblizn¢ v6 minug a pouzitim kolony Develosil
(250x4,6 mm, Gum) priblizn¢ v 17,5 minu. P stanoveni nap v jatrech, hraskuiocce

a kurecim masu byla jako mobilni faze pouzitatssrmethanol a acetonitril. Fluorometricka
detekce byla provedenaripexcitatni vinové délce 345 nm a emisni vinové délce

455 nm. Retetni ¢as kyseliny pantothenové blilplizné ve 29 minu.

Mezi dalSi metody pro stanoveni kyseliny pantotiénpati mikrobiologicka metoda

s vyuzitim bakterieLactobacillus plantarumdale kolorimetrie, plynova chromatografie
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a radiometricko-mikrobiologicka zkouska. Tyto metgsiou jiZ na Ustupu a to pradiky

novym technikdm HPLC.

Stanoveni kyseliny listové pomoci HPLC analyzy @ogano v kapitole 5. Stanoveni
bylo provedeno u vzotkpotravin: cervenaiepa, ceredlni vyrobky, ovocny dzus, ovoce,
zelenina, miskétasy, masné vyrobky atd. U vzorkarvenérepy byla jako mobilni faze
pouzita snis sloZzena z 30 mM fosfameo-draselného pufru (pH 2,3) a acetonitrilu. Detek-
ce byla provedena pomoci fluoreséeimo detektoru b excitaci 290 nm a emisi 360 nm
a pomoci UV detektoruip290 nm. Retetni ¢as kyseliny listové byl 20,6 a 21,7 miri P
stanoveni kyseliny listové ve vzorcich cerealiiabyhobilni faze slozena z methanolu
a fosfor€éno-draselného pufru. UV-VIS detektor operovéil380 nm. Retetni ¢as kyseli-
ny listové u vzorku cornflake byl 14,35 min. U vkorovocného dZusu byla mobilni faze
sloZzena z faze A a B. Mobilni faze A i B obsahovalynM tetra-n-butylamonium hydro-
gensulfat a 25 mM NaCl ve védmobilni faze B navic obsahovala jed&t mM dihydro-
genfosforénan draselny ve vaéda 65 % acetonitrilu. Detekce byla provedena U\&kietk
rem @i 284 nm. Retetni ¢as u vigového nektaru pro kyselinu listovou bytilgizné

v 17 min. U vzork ovoce a zeleniny (banan, karotka, brambory, hkgnohrazeny hra-
Sek) byl mobilni fazi acetonitril a 30 mM fosféor®-draselny pufr (pH 2,2). Prackteré
derivaty folafi byla excit&ni a emisni vinova délka detektoru 290 a 356 nmoaoptatni
360 a 460 nm. UV detektor byl nastaven na vinov@ikd290 nm. Retemi ¢as u brambor

a karotky byl u tetrahydrofolat fiplizné 20 min, 5-methyltetrahydrofolatu 24 min
a u 5-formyl-tetrahydrofolatu 26 min. U vzérkuSenych migkychias rodi Himanthalia
elongata Laminaria ochroleucaPalmaria spp.,Undaria pinnatifidaa Porphyraspp. byla
mobilni faze sloZzena z acetonitrilu a 30 mM fostoanu draselného (pH 2,2). Absorbance
vSech vymyvanych folatbyla sledovana UV detektorenii plnové délce 290 nm pro ky-
selinu listovou a fluorescénim detektorem i excitaci 290 nm a emisi 356 nm pro
tetrahydrofolat, 5-methyltetrahydrofolat a 5-formeytahydrofolat. Retami ¢as kyseliny
listové byl @iblizn¢ v 9 minut. F¥i stanoveni kyseliny listové u vzarkkvasnic, jablka,
vajetného Zloutku, suSeného mléka eluce probihala grewiea mobilni fazi byl acetonit-
ril a fosfatovy pufr. Fluorometricky detektor praed pii excitani vinové délce 295 nm a
emisni vinové délce 356 nm. UV detekce probihélalpové délce 280 nm. Retémi ¢as
byl priblizné 15 min. Jako posledni bylo stanoveni kyselinyolist u vzorku masnych

vyrobkia (Parmskd Sunka). Eluce vzorku byla gradientovabimio faze byla sloZzena
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z acetonitrilu a 30 mM fosfatového pufru (pH 2,2at@sorbance folatbyla sledovanaip
vinové délce 290 nm a s fluoresérfm detektorem ifp excitaci 290 nm a emisi 356 nm
(pro redukovany folat monoglutamat). Refeincas 5-methyltetrahydrofolatu bykiplizné

23 min.

Cilem bakal&ské prace bylo shrnoutizné extrakni a detekni podminky pro stanoveni
kyseliny pantothenové a listové. Tato prace budeizdl jako podklad pro naslednou
diplomovou praci, ktera bude z&mna na zavedeni metodiky HPLC pro jiZz #ované
vitaminy na UPI, UTB ve Zlia
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

HPCL Vysoko@inna kapalinova chromatografiHigh Performance Liquir
Chromatography)

RP-HPCL Vysokotinna kapalinova chromatografie s reverzni fazi

UVv-VIS Ultrafialova oblast/Viditelna oblast spe&tr

ECD Elektrochemicky detektor

ACP Acyl Carrier Protein.

CoA, CoA-SH Koenzym A.

FID Plamenoionizai detektor (Flame lonization Detektor)
FH, Dihydrofolat

FH,4 Tetrahydrofolat

PCB Polychlorované bifenyly

Tris Trishydroxymethylaminomethan

SPE Extrakce na tuhé fazi (Solid phase extragti

FA Kyselina listova (Folic Acid)

GLC Plynova chromatografie (Gas Liquid Chromadpdpy)
DNA Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucléicid)
RNA Ribonukleova kyselina (Ribonucleic Acid)

NADP* Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
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SEZNAM OBRAZK U

Obrazek 1. Schématicky nakres kapalinového chrognafio
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SEZNAM TABULEK

Tabulka¢.1: Aktivni formy vitaminu B
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SEZNAM PRILOH

Ptiloha I: Obsah kyseliny pantothenové a listové yleranych druzich potravin
Ptiloha II: Dophiky stravy obsahuijici kyselinu pantothenovou a Visto
Ptiloha llI: Instrumentélni zé&zeni HPLC

Priloha 1V: Ukazka chromatograim



PRILOHA |: OBSAH KYSELINY PANTOTHENOVE A LISTOVE VE
VYBRANYCH DRUZICH POTRAVIN

. Obsah kyseliny pantothenové
Potravina L
(mg.1009g)
miéko 35-100
vajesny Zloutek 100 - 200
ledvinky 100 - 200
jatra 100 - 200
howzi maso 35-100
kvasnice 100 - 200
brokolice 35-100
_ Obsah kyseliny listové
Potravina B
(Mg.100g)
pSenkné Klicky 331-520
brokolice 111
kapustaiiZickova 30-182
kvétak 30-125
vejce 8- 67
sdja 54 - 240
vlaSské techy 66 - 77




PRILOHA Il: DOPL NKY STRAVY
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PRILOHA I1l: INSTRUMENTALNI ZA RIiZENi HPLC

HPLC chromatograf Clas P HPLC koloptarmostat CgH

Cerpadlo Linear 30 HP 1050 HPLChemstation softwarem




UV detektor a Elektrochemicky detektor Pistovéerpadlo CP 05

(Coulochem Ill) pro HPLC




Voltage

PRILOHA IV: UKAZKA CHROMATOGRAM U
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