Stanoveni vitaminu B2 v cerealiich

Eva Mikulkova

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2008 Fakulta technologické




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav potravinaiského inzenyrstvi
akademicky rok: 2007/2008

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Eva MIKULKOVA
Studijni program: B 2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Chemie a technologie potravin
Téma préce: Stanoveni vitaminu B2 v cerealiich
Zasady pro vypracovani:

1. Teorie vitaminu B2.

2. Vypracuijte teorii HPLC.

3. Prakticka ¢ast - vlastni stanoveni vitaminu B2 v cerealnich vyrobcich.
4. Vyhodnotte vysledky.

5. Zavér



Rozsah prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani bakalafské prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

Hoza I, Kramarova D, Budinsky P: Potravinaiska biochemie I, UTB Zlin 2006
Velisek Jan, Chemie potravin 2, 1.vydani, Tabor: OSSIS, 1999, 328 stran
Davidek J, Jani¢ek G, Pokorny J, Chemie potravin, 1. vydani SNTL Praha 1983
www.|pi.oregonstate.edu/infocenter/vitamins/riboflavin

Kardos E, Berek D, Zaklady kvapalinovej chromatografie, Alfa Bratislava

Vedouci bakalarské prace: Ing. Daniela Kramafova, Ph.D.
Ustav potravinafského inzenyrstvi
Datum zadani bakalafské prace: 7. listopadu 2007

Termin odevzdani bakalafské prace: 31, kvétna 2008

Ve Zliné dne 12. kvétna 2008

LS. / [
nac-
doc. Ing. Petr Hlavacek, CSc. prof. Ing. Ignac Hozal/ CSc.

dékan vedouci katedry



ABSTRAKT

Vitamin B, je dilezity pro dobry stav e, @i, funkce srdce a dalSich orgarStejré jako
dalSi vitaminyfazené do skupiny vitaminB ma dileZitou roli v energetickém metabolismu
a je také pdtbny pro metabolismus tiksacharid a bilkovin. V této praci byl stanovovan
obsah vitaminu Bv cerealiich pomoci metody HPLC s UV/VIS detekci.

Kli¢cova slova: Vitamin B riboflavin, HPLC, cerealie

ABSTRACT

Riboflavin is important for the good condition skand eyes and for the good functions heart
and other vitals. Like the other B vitamins, itydaa key role in energy metabolism, and is
required for the metabolism of fats, saccharides, proteins. In this work was determined

the amount of vitamin Bin cereals by HPLC with UV/VIS detection.

Keywords: Vitamin B, riboflavin, HPLC, cereals
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UvoD

Vitaminy pati mezi zakladni slozky potravy stéjjako sacharidy, bilkoviny a lipidy.
pouze ®které vitaminy jsou ziskavany priedinictvim stevni mikroflory. Pro organismus
nejsou zdrojem energie ani stavebnimi jednotkandingdivych tkani, ale pini Ulohu
prekurzofi kofaktotti raiznych enzym a také se uplatji v oxidatné redukénich systémech.
Nekteré pini funkci antioxidadt a proto jsou obeénnazyvany jako exogenni esencialni

biokatalyzatory.

Podle vlastnosti jsou vitaminy rageny na d¢ skupiny a to na vitaminy rozpustné
ve vo& a na vitaminy rozpustné v tucich. Mezi vitamimgpustné ve vagdje zdazen
riboflavin (vitamin B). Tento vitamin je saiasti tzv. B — komplexu, karfadime vitaminy
skupiny B pro jejich #které spoléné vlastnosti. Riboflavin se vyskytuje volny nebo
vazany, kde je saasti flavinovych enzyifh ve formgé kofaktofi FMN a FAD. Oba
kofaktory jsou sotasti enzym v dychacimietzci a jsou sotésti metabolizmu sachatid

lipida a bilkovin.

Obsah riboflavinu v potravinach theme stanovit pomoci fyzikaln — chemickych
nebo mikrobiologickych metod. Z fyzikdln — chemickych metod Ize jmenovat
fluorimetrické, fotometrické, polarografické a sp@kni metody. Mezi nejna@ysi metody
pati chromatograficka metoda HPLC. Principem této mete ctleni vzorku na zaklad
rozdilné adsorpce a velikosti molekul jednotlivystoZzek vzorku a nasledné stanoveni

pomoci detektoru. N&gstji se pouziva spektrofotometricky nebo fluoresedmetektor.

Riboflavin se vyskytuje v mléce, mase, vejcich,zdiica také v ceredliich. Cerealie jsou také
vyznamnym zdrojem vitaminu E, vapniku, zinku , Zaelengdi, ha¢iku a fosforu. \étSina
téchto latek je uloZena v KEich, proto dochazi ip mleti obili kjejich ztratam

a snizuje se tak biologicka hodnota obilovin. Jetgropordovano konzumovat obiloviny
nemleté v podab celych zrn, kkkka a otrub. Zvysi se tak i podil vldkniny, ktera
je nezbytna pro spravnou funkciest a misobi preventivé proti rakovirg tlustého seva,

proti obezit a diabetu a také proti hypercholesterolemii.

Cilem bakaltské prace bylo najit optimalni postup izolace Hidahiu z ceredlii a jeho
stanoveni pomoci metody HPLC. Pro stanoveni bylyZzjp vzorky celozrnnych

a kukuicnych lupinki.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou exogenni esencialni nizkomolekulasiouweniny nezbytné pro Zivot
organismu, které si vSak heterotrofni organismusoké&ze sam syntetizovat (¥kterych

piipadech pouze v omezené@)ia musi mu byt dodavany z&gku.

Vitaminy fadime mezi biokatalyzatory, které v organismu vyka@i rekolik funkci,
v Zivych objektech plIni vyznamnou ulohu prekufzkofaktori, nebo se uplatji v oxidaine

redulkénich systémech.

V potravinach se vitaminy vyskytuj&tsinou v mnoZstvi pg.kgpo stovky aZ tisice mg.Kg
podle druhu vitaminu, tmiho obdobi, druhu potraviny atgowbu jejiho dalSiho zpracovani.
U potravin Ziv@isného fivodu zavisi obsah vitaminna zgisobu skladovani a zpracovani
suroviny, u potravin rostlinného je vyznamnyegevSim stupe zralosti, klimatické
podminky, zfisob hnojeni a dalSi faktory. V potravindch se vyskywitaminy volré nebo
vazané na jednotlivé slozky potravy, d&j€ji na sacharidy a proteiny. Dnes jsou vitaminy
pouzivany k obohacovaniiznych potravingskych vyrobk. V potravinach rovéZ slouZzi
jako indikatory technologickych a kulinarnich Upraelikoz pati mezi labilni slozky

potravin.

Nedostatek kazdého vitaminu se projevuje u Zivydsjekti chorobnymi piznaky,
které v letich formach oznaljeme jako hypovitaminosa, ¥ASich jako avitaminosa.
Prestoze wtSina giznaki avitaminosy po dodani vitaminu rychle zmizi, dlowajici
avitaminosa mZe vést aZz ksmrti organismu. Naopak nadbytektemych vitamirh
se ozndauje jako hypervitaminosa. V naSich klimatickych pddkach se s ni &Sinou

nesetkavame, objevi sét$inou s nadrrnym uzivanim doglku stravy.
Vitaminy d&lime podle jejich rozpustnosti na lipofilni a hytihai.

Lipofilni vitaminy neboli vitaminy rozpustné v taeti vykazuji tizné funkce, najklad
vitamin A se uplatuje v biochemickych reakcich zrakového vjemu. Twiaminy

jsou ukladany nepstji v jatrech (giloha P 1.).

Hydrofilni vitaminy neboli vitaminy rozpustné ve déo maji funkce kofaktar enzyni
v metabolismu nukleovych kyselin, prot&nsacharid a lipidi. V organismu nejsou
skladovany a jejich nadbytek je v¢lwan mai (ptiloha P I11.). [1]
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2 RIBOFLAVIN

Riboflavin (E101) neboli vitamin Bje snadno vsebatelny afadime jej mezi vitaminy
rozpustné ve vad Jako ostatni vitaminy skupiny B hraje ¢kNWou roli v energetickém
metabolismu tuk, sacharid a proteii. Je také dlezity pro metabolismus dalSich

vitamini skupiny B (hlavg pyridoxinu, niacinu a kyseliny listove). [2, 3]

H—C—OH
H-C—OH
H-C—OH
H-C—OH
PﬁéDH

Riboflavin

2.1 Struktura riboflavinu

Riboflavin pati do skupiny latek zvanych flaviny. Je to Zlutozgekrystalicka latka,
jejiz vodné roztoky maji schopnost fluorescence.klatéem struktury riboflavinu
je isoalloxazinové jadro, na které je vazan rihitalditol odvozeny od D-ribosy.

Po chemickeé strance je riboflavin 7,8-dimethyl-10-¢-ribityl)isoalloxazin. [1]

o
i iy
H3 m ) L
o /k
i N IVl
H3 I © i
CHZ-C;H- (;H - (;H-CHQ—D—II:'-DH
oH OH OH OH

FMN
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Riboflavin se vyskytuje jako volna latka,igvaz vSak existuje ve forth FMN
(flavinmononukleotidu  neboli  riboflavin-5"-fosfatu) dédle pak ve forth FAD

(flavinadenindinukleotidu) a kovalertwazaného riboflavinu. [4]

0 MH,
-l Ky
HC N A 0 0 NT N
CH; CH-CH-CH-CH-O—P-0—P-0-CH,
OH OH OH OH OH

FAD

Flavinmononukleotid je syntetizovan v organismenhyenemriboflavokinasou patici mezi

fosfotransferasyneboriboflavinfosfotransferasou

riboflavin + ATPO PPEMEF-  FMN + ADP

riboflavin  + glukosa-1-fosfaf Y TePr% P . FMN + glukosa
Flavinadenindinukleotid vznika z FMN adenyla¢inkem FMN-adenyltransferasy

FMN + ATPO T'NTPEPEFTSE.  FAD + PP
Uvedené reakce probihaji v organismech, které remttay riboflavin syntetizovat a musi
jim byt dodavan.
Riboflavin se dastni oxidané redulkénich reakci. B redukci @ijima dva atomy vodiku
a vznika bezbarvy leukoriboflavin, na vzduchu dathdéjeho zgtné oxidaci. RBsobenim UV

paprski se riboflavin rozkladd za vzniku Ilumichromu (kysehebo neutralni pH)

nebo lumiflavinu (zasadité pH). [5]
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pH=10
DS ( f

C M
E s NH

’l% Turmiflavin
H<3
17T P

HC | o\

E
ribofawvin

MHndronl

IOb. Fotolyza riboflavinu

2.2 Fyzikalné — chemické vlastnosti riboflavinu

Ve tme je riboflavin velmi stabilnim vitaminem, v neumméth a slab kyselych roztocich

je prakticky staly. Je také velmi stalyi gepelném zpracovani potravin, degraduje vSak
pii oz&eni. Behem technologického a kulitekého zpracovani potravin dochézi ke ztratdm
riboflavinu predevsSim vyluhovanim. Pokud jsou hydrotermické opergprovadny

v podminkach s omezenyntigtupem s#tla, ztraty riboflavinu se snizuji. Ztraty lze shiz

i omezenim délky blanSirovaniga zpracovanim zeleniny. Vzhledem k tomu, Ze jefidvin
fotosenzibilni, je nutno potraviny uchovavat ve g¢hém obalu (nap mléko vystavené
slungénimu zdeni po dobu dvou hodin obsahuje pouze 15 #wogni koncentrace
riboflavinu). Riboflavin se &astni procesu vighi tim, Ze pevadi kratkovinné modré paprsky
na zlutozelené a umadje tak vidni za Sera. Zad@lem fortifikace se jidava do gkterych

potravin a pouziva se také k jejich barveni. 4[16]

Riboflavin E 101 a riboflavin - 5 '- fosfat E 10dop zakonem povolend barviva, kter& mohou
byt pouzivana v nezbytném mnozstvi k vyolsech potravin, krogh potravin utenych
pro vyZivu kojen@ a malych dti. Toto barvivo se ffirozerg nachazi v miénych vyrobcich

a pozitivre ovliviuje imunitni systém, problémy s migrénou a napom@bji@ni poradni

a popalenin. [7, 8]

Podle vyhlasky 304/2004 sh. se barviadi mezi pidatné latky a jsou to takové latky, které
uckluji potravire barvu, kterou by bez jejich pouziti n&la, nebo které rekonstruuji barvu,

kterd byla poSkozendij zeslabenadhem technologického procesu. [7]
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2.3 Vyskyt riboflavinu

Volny vitamin se vyskytuje pouze ¥mi sitnici, syrovatce a nto Vazany ve formt FMN
a FAD se ve #$Sim mnoZstvi nachazi v drozdi a obilnychééieh. Ze ZivgiSnych surovin
nejvice riboflavinu obsahuji jatra, ledviny, masweejce, mléko a mikié vyrobky,
z rostlinnych produki je obsazen ve&Sim mnozstvi v lughinach. V ovoci a zelenénje
jeho obsah nizky. V naSi stigje hlavnim zdrojem mléko a n#éé vyrobky, maso a cerealie.
V ceredliich se riboflavin nachazi zejména ¥dikh v aleuronové vrsévobilek. Dobrym

zdrojem tohoto vitaminu jsou Ekteré houby. [9]

Tabulka 1: Obsah riboflavinu wkterych potravinach [10]

Potravina Obsah riboflavinu Potravina Obsabh riboflavinu

mg.100g" mg.100g*

soja 0,3 syry 0,4-0,7
houby 0,4 nettné mléko 0,2
pivni kvasnice 4,3 vdpveé srdce 1,3
tmavy chléb 0,2 jatra 2,7

mlécnacokolada 0,34 makrela 0,35

horka ¢cokolada 0,14 hrach 0,29
vejce 0,34 ¢ocka 0,25

OBr.Zdroje vitaminu B
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2.4 Fyziologie a vyZiva

Doporwena denni davka pro imérného obyvatel€'R &ini 1,5 mg.deft. ZvySeny denni
piijem na 1,8 mg i vysSSi se dopouje €hotnym a kojicim Zenam, fip infekénich
onemocgnich, po chirurgickych zékrocich & vySené aktivié Stitné Zlazy. Odhaduje se,
Ze tendt 40 % vitaminu ziskavaného potravou zajj@ mléko a mléné vyrobky, asi 20 %
pak maso a 15 % cerealie, necelych 10 % vejce jaéstanozstvi zelenina. Riboflavin
Z potravin Ziv@iSného fivodu je v travicim traktu snaze resorbovan nezstinmé stravy,

kde grevladaji kovalenttivdzané formy, obtiznS€pitelnéproteasami.[1, 4]

Nedostatek riboflavinu se dlovéka projevuje zagtlivymi zménami sliznic a kze, rekterymi
oc¢nimi nebo nervovymi poruchami. Kramporuch sliznic, které se projevuji bolavymi
astnimi koutky, zagty sliznice jazyka aj. K typicky pozdnim projen nedostatku tohoto
vitaminu pati zmnoZeni cév vamich spojivkach, zejména okolo rohovky. Nedosiaje
piijem riboflavinu trvajici vice nez 100 dni vedewamiku hypovitaminosy. Ta byla rigjstji
diagnostikovana u osob konzumujicich nedostetemnozstvi miéka a ndBych vyrobk.
Kromé¢ toho miZze byt hypovitaminosa Agobena stresem organismu, nemocemi Stitné zlazy
nebo zasty tenkého gtva. Nedostatma saturace riboflavinem byla indikovana
u vegetariah a vegan. Obvykle se ué&chto osob projevuje nedostatek riboflavinu spolu
se symptomy nedostatku ostatnich vitaim$kupiny B. ZvySenou ptgbu vitaminu B maji
lidé, ktei jsou I&eni antibiotiky, lidé trpici onemocnim Stitné Zlazgliakii, cirhdzou jater
nebo cukrovkou. Zeny, které uZivaji oralni antikepd a osoby, které nepiji mléko jsou také
ohroZeni nedostatkem riboflavinu. Vitamin R rozpustny ve vafda je vylwovan mdai.

Predavkovani timto vitaminem proto neni prakticky mé&az [1, 2, 10]

Obr. 3.iRnaky nedostatku riboflavinu
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2.5 Stanoveni riboflavinu

Riboflavin se najastji stanovuje fluorimetrickou metodou zaloZzenou n&neveni
lumiflavinu, ktery vznika fotolyzou riboflavinu Mlealickém prostedi. Ri této metod
se riboflavin ze vzorku uvolni pomoci kyselé nelnayenatické hydrolyzy. Po zalkalizovani
se riboflavin oz# a vznikly lumiflavin se po extrakci chloroformestanovi fluorimetricky.
Tato metoda je vhodna pro stanoveni riboflavinuvdech drufi potravin rostlinného

I ZivociSného fivodu. [11]

Pro stanoveni riboflavinu Ize dale pouzit fotonukd#i neieni Zluté barvy riboflavinu,
piipadré lumiflavinu, dale polarografické a spektralni motoKrome fyzikalné-chemickych
metod se na stanoveni riboflavinu pouzivaji mikotdmické metody s pouzitim

mikroorganismuLactobacillus helveticus

Obr.l&actobacillus helveticus

Vzhledem k tomu, Ze je riboflavin nestaly n&ts, méla by veSkera jeho stanoveni probihat

v temné mistnosti nebdigerveném osstleni. [12]
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3 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

3.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody gatmezi separmi metody, u nichZ je &eni latek zaloZzeno
na iizné migraci. Udchto metod se jedna konkréta migraci v systému dvou fazi, z nichz
obvykle jedna faze je stacionarni (nepohyblivd) rahd mobilni (pohybliva). Z hlediska
molekularni kinetiky je chromatografie kontinuélniprocesem, v émz je proudnim
poruSovana a difuzi émé nastolovana rovnovaha mezi latkami rozpogini ve stacionarni
a mobilni fazi chromatografického systému. Vysledkge rozdilna rychlost migrace

rozpusénych latek. [13]
Chromatografické metody ro&djeme podle stacionarni faze:
- sloupcové chromatografie (CC, Column Chromatplgys — stacionérni faze je v kokan

- papirova chromatografie (PP, Paper Chromatogiaphstacionarni faze je papir nebo

upravena celuloza,

- chromatografie na tenké vrstyTLC, Thin Layer Chromatography) — faze je susgenz

v podols tenké vrstvy,
Podle mobilni faze roztujeme chromatografické metody na:
- plynova chromatografie (GC, Gas Chromatograpmgdbilni fazi je plyn,
- fluidni chromatografie — mobilni fazi je latkanadkritickém stavu,
- plazmova chromatografie — mobilni fazi je praowota,

- kapalinova chromatografie (LC Liquid Chromatqgrg, HPLC High Performance Liquid

Chromatography) — mobilni fazi je kapalina
Kapalinova chromatografie se dale rélzge podle stacionarni faze na:

adsorpni chromatografie — stacionarni fazi je adsorbent,

iontova chromatografie — stacionérni faziojeex,

gelova chromatografie — stacionarni fazi j@meovany girodni nebo synteticky gel,

afinitni chromatografie — stacionarni faze ohgahzakotvené ligandy, na které

se roz8ovana latka vaze.
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Pfi kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalira stacionarni fazi je pevna latka
(ptipadre kapalina zakotvend v pevné latce). Kapalinova miatografie se také nazyva

jako rozatlovaci chromatografie. [14]

3.2 Princip HPLC

Rozdleni latek je zaloZeno na selektivni adsorpci malskresi latek z kapalné mobilni faze
na vhodném adsorbentu (stacionarni faze). Seldldnsorpce jéizena rozdily v adsoépich
rovnovahach adsorbovanych latek v systéemu kapatzyok (mobilni faze) - adsorbent
(stacionarni faze). Obeé&mlati, Ze polargsSi molekuly jsou sild adsorbovany polarnimi
adsorbenty nez molekuly m&molarni. Adsorpce polarnich molekul je zesilemabgha-li

z roztoku v nepolarnim rozposdte, a naopak je sniZzena, je-li rozped&s polarni, protoze
pak jsou pednosti adsorbovany molekuly rozpotdta. VSechny formy chromatografickych
technik je mozné definovat jako diferencovany migfaproces, ve kterém jsou molekuly
slozek vzorku selektivnh zpomalované stacionarni fazi. Sgolgm jmenovatelem
chromatografickych metod je existence fazového naxzhmezi latkou, na které raddvani

probih&a a eluentem, ktery razavany vzorek unasi tak, aby obtékal stacionarzii {45, 16]

3.3 Pouziti HPLC

Klasicka kapalinova chromatografie sevpdné pouzivala na rozdeni snési tam, kde se jiné
separani metody nemohly pouzit. Vyhody chromatografickychetod jsou v jejich
schopnosti rozglit a kvantitativieé stanovit desitky az stovky sloZek vzorku. Dai&dmosti
je rychlost a pesnost fi stanovovani vzorku. Vysokeiinna kapalinova chromatografie ma

taky vyznam v tom, Ze umddje separovat i termolabilni kapalné a tuhé latky16]

Mezi z&akladni aplikace HPLC Ize izalit separaci a identifikaci latek ze &f) kontrola
Cistoty prepardt nebo kontrola surovin, vyrobnich meziprodukt produki. Za zminku stoji
také jeho pouziti ip kontrolach Zivotniho prostdi, dale klinick& a toxikologicka analyza

hormoni nebo I€iv a v neposledniact i kontrola potravingskych produki. [17]
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3.4 Chromatograf HPLC

Kapalinovy chromatograf se sklada&kalika ¢asti:
» zasobnik s mobilni fazi
» vysokotlaka pumpa
» davkova&

e predkolona

* kolona
+ detektor
davkovad
l piedkolona
yysokot].
mobilni zumpa oy kolons y| detekior
faze

nocitat s
tiskarnou

Obr. 5. Schematicky nakres kapalinového chromafogra

3.4.1 Stacionarni faze

Stacionarni fazi je latka, na které probihaji chatografické separace $si unasenych

e

mobilni fazi. Stacionarni faze je spolu s detektorenejdilezit¢jSi slozkou
chromatografického systému. V HPLC jsou stacion&mi pevné nebo gelovité materialy.
Vlastnosti stacionarni faze zavisi na velikostirivéastic a také na tepelné, chemické
a mechanické odolnosti faze. Stacionarni faz&enbyt tvdena nagiklad nepolarnimi
uhlovodiky (oktan, oktadekan), nebo poldEimi uhlovodiky s funé&ni skupinou.

[15, 16, 18]
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3.4.2 Mobilni faze

Od mobilni faze se vyzaduje, aby rozpeélstvzorek (Rkdy sta&i cast&né rozpousni),
aby byla kompatibilni s pouzitym detektorem a almpid smdéela stacionarni fazi. &a
by mit také minimalni viskozitu, jedovatost,ifavost a dostatmou stabilitu na fisobeni
vngjSich vlivii jako je oxidace, fotolyza. Mobilni fazi v HPLCuie byt voda, methanol,
acetonitril a jejich srsi v riznych vzajemnych po#nech, pufry a dalSi. Zasobniky
jsou sklegné lahve, kterych f¥e byt rkolik s navzajem tznymi mobilnimi fazemi,
které je mozné spolu automaticky misitifegem zvoleném potru. Mobilni faze vstupuje
do interakce se sloZzkami analyzovanéésima konkrétni sloZzeni mobilni faze upe

vyznamnym zpsobem ovliviovat celou analyzu. [16, 18]

3.4.3 Predkolona

Predkolony secasto pouzivaji k ochrgnkolony @i analyzach biologickych material
Predkolony mohou byt vyuZity k derivatizaci analytdegp kolonou nebo za kolonou.

Jako pedkolona se 1ize pouzit stara nebo pouzitd HPLC kolona. [19]

3.4.4 Kolona

Zpravidla se jedna o nerezovou trubici o ¥mitn pfiméru okolo 4 mm a délce 5 - 25 cm,
ktera je naplana stacionarni fazi. O schopnosti kolony separauaté snesi na jednotlivé
slozky ot rozhoduje zejména typ stacionarni faze zakotveaésilikagelovém nogi.
Pro plreni kolony se pouZivajéastice stacionarni faze odpnéru 1 - 10 um. Napkna
kolona se potéfipojuje k davkovai a k detektoru. [15]

- —_— >

Obr. &olona HPLC
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3.4.5 Detektor

viv s

na ugeni @itomnosti vzorku nebo na kvantitativni sledovanji jeoncentrace v eluatu.
Detektor v podstétsleduje vhodnym snimiam jednu nebo vice vlastnosti eluaturandsi
jejich zmény na elektrické signaly, které je mozno zaznamewakkterych gfipadech mze
detektor uEit i nékteré dalSi vlastnosti analyzovaného vzorku jaketikéad molarni
hmotnost vzorku nebo absdrp spektrum. Metoda HPLC vyuzZiv&kolik typa detektot:
spektrofotometricky detektor (UV-VIS), fluores@em detektor, hmotnostni spektrometr,
refraktometricky detektor, elektrochemicky ap@thsto pouZivanym detektorem je detektor
spektrofotometricky (UV-VIS) a fluoresc&mi. Podminkou pouziti échto detektal

je, aby dany vzorek absorboval fedi urité vinové délky (UV-VIS detekce)
nebo aby emitoval flourescam z&eni (fluorescetni detekce). Pokud vzorek neabsorbuje
z&eni v oblasti UV-VIS nebo neemituje fluoreséehn zaeni, je pouziti &chto detektak
podmirgno derivatizaci vzorku (vzorek je chemickou reakiteveden na slaniny,

které maji patbné vlastnosti - absorpce UV-VIS, fluorescencg).6, 18]

Obr.Z&izeni pro HPLC
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4 CEREALIE

Ceredlie, neboli obiloviny provazeji lidskou spwlest od nepati. V pribéhu tisicileti
si obiloviny udrZely vylgné postaveni zakladni potraviny. Jejich hlavni grigou pSenice
a zito, dale jemen, kukiice, ryZe, oves, pohanka. N&jSi podil vygstovanych obilovin
tvoii pSenice, jejichz hlavni prodéki oblasti jsou $edozapad USA, Kanada, Argentina,

Australie a Evropa. [20]
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OBr.Obiloviny

Obiloviny pati do ¢eledi lipnicovité Poaceag, fadu lipnicok¥té (Poaleg. Jsou to jednoleté

I viceleté byliny se sva&#ym korenovym systémem. Stonek nazyvany stéblo je slozen
z dlouhych dutychilanka (internody) a kolének (nody), kde dochazi k pradiéni, tedy
rastu celé rostliny. WSina drulii vytvéi nékolik odnozi. Pochva lisitvyristajici z kolének
piechazi v listovowepel s rovno&nou Zilnatinou. Na rozhrani pochvycepele vyfista
jazycek acepel je zakotena ousky. Tvar jazku a ouSek rize byt rozliSovacim znakem

n¢kterych obilovin (pSenice, §enen, Zito, oves) ({oha P 11l.) [22]

4.1 Slozeni a vlastnosti obilky

Zrna se liSi pedevsim tvarem, velikosti a podilem jednotlivyclstev. Tvary zrna jsou
od tenkych protahlych az po téimkulata, zastoupeni a fawi jednotlivych vrstev je vSak
shodné. Charakteristické pro jednotlivé obilovieytp, zda ma zrno pluchy nebo je nahé.
Rozmery zrna se mohou liSit i pro stejny druh obilovimyavislosti na odid¢, klimatickych
podminkach lokalt a daného obdobi (d&®/é srazky, slunmi svit, teplotni profil,

nadmdské vyska), kvalit pady a agrotechnice {pdevsim na hnojeni). [21]

Kazda obilka se sklada z endospermuc¢kkiia obalovych vrstev. Endospermegdstavuje
84 — 86 % hmotnosti zrna. Je fea velkymi hranolovitymi bikami a obsahujeipdevsim

Skrob a bilkoviny. Od obalovych vrstev je @tkh vrstvou aleuronovych bk, obsahujicich
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bilkoviny, minerélni latky, tuky a vitaminy. End@sm zajifuje vyZivu zarodku
a pi zpracovani tvi podstatnou sloZzku koteého vyrobku (mouka, Skrob) &ipyziveé

a krmeni je hlavnim zdrojem energie a bilkovin.

Klicek tvai nejmenSicast obilky. Od endospermu je atdeh Stitkem, ktery obsahuje
az 33 % bilkovin. Obsahuje mnoho Zivin, protoZzeusigako zarodek nové rostliny. Kr@m
jednoduchych cukr obsahuje kiiek bilkoviny, aminokyseliny, vitaminy rozpustné vecd

a zn&né mnozstvi vitaminu E.

Obaly tvai 8 — 14 % hmotnosti zrna. Jsou itepa rkolika vrstvami bugk, které chrani
endosperm a Kiek pred vysychanim a mechanickym poSkozenim. Obalovewse skladaji
z oplodi a osemeni. Oplodpdricarp) tvori pokozka épidermi$, buiky podélné €pikarp,

buiky pricné (nesokarp a buiky hadicové €ndokarp. Osemeni derisperm) je tvareno

vrstvou hyalinni gkelnoy a barevnou. [20]

endosperm
$krob, bilkoviny

zérodek
antioxidanty,
B-vitaminy,
vitamin E

Obr. 9. Obilné zrno

otruby
viaknina,
B-vitaminy,
stopoveé prvky

Tabulka 2: Srovnani hmotnostnich pddiésti zrna pSenice a kuce [21]

. Podil v obilovirg (% hm.)
Cast zrna : _
pSenice kukkice
otruby (oplodi a osemeni) 15 5
endosperm 82 82
klicek 3 13
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4.2 Chemickeé slozeni obilovin

4.2.1 Sacharidy

Sacharidy tvéi hlavni podil jednotlivych slozek obsazenych vieWinach. Mizeme
je rozclit na monosacharidy, kam pafpentosy, dale pak glukosa a fruktosa. Tyto cukry
jsou vSak ¥tSinou obsazeny v oligosacharidech, htawnsacharose, ktera je obsazena
piedevsim v kidku. Z dalSich disacharid je pfitomna maltosa. Maltosovéislo slouzi
ke zji¥ovani tzv. cukrotvorné schopnosti mouky. Déle jgwitomny koloidre disperzni
sacharidy, kde hlavnimi zastupci jsou Skrob, dextricelulosa, hemicelulosy a pektinové
latky. NeSkrobovymi polysacharidy jsou nazyvany tliosé slizy. Jednd se ouarg
zestované makromolekuly polysachakida bazi pentos (xylosy a arabinosy). Nigdit¢jSi

zasobni latkou v obilce je Skrob, ktery je obsaZz@arenchymatickych kikach endospermu.

4.2.2 Bilkoviny

Bilkoviny casto determinuji technologickou jakost surovin. &@bsbilkovin v pSenici
se pohybuje vrozmezi 10 — 16 %, u Zzita v rozn@ezi 15 %. PSenice s obsahem bilkovin
nad 13 % se povazuji za velmi dobré, pod 12 % ¥edst az slabé. V obilovinach

se vyskytuji jednoduché i slozené bilkoviny.

Zvlastni postaveni ma bilkovina pSam, kterd jako jedind vytvéa s vodou pruzny gel
tzv. lepek, jehoz fyzikalni vlastnosti duji jakost peéiva. Hlavnimi slozkami lepku
jsou lepkové bilkoviny gliadin a glutenin. Gluteaua frakce pedstavuje asi 40 % celkového
obsahu bilkovin a je povaZzovana zaliy faktor i vyrobé tésta a p&va a to svym vlivem
na viskosoelastické vlastnoststa.

4.2.3 Lipidy

Tuky tvori maly hmotnostni podil obilného zrna. Tuk je olesaziedevsim v kiiku
a v aleuronové vrs& Tuky chlebovych obilovin (pSenice, Zito) jsou lwailé kapaliny,
které obsahuji nasycené mastné kyseliny v mnoZfvi- 25 %, obsah kyseliny olejové
je 16 — 18 %, kyselina linolova tiio 48 — 57 % a kyselina linoleova asi 5 %. Z fasiat

jsou @gitomny fosfatidylcholin (dve nazyvany lecitin) a fosfatidyletanolamin.
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4.2.4 Vitaminy

Vitaminy jsou v obilovinach sousttény hlavreé v klicku a v aleuronoveé vrstv Vitamin A
je obsazen ve forénprovitaminup—karotenu v kifcich. Vitamin E je obsazen v &ku,

v endospermu se prakticky nevyskytuje. Thiamin. Bi) je obsazen kicich a v aleuronove
vrstw, stejré jako riboflavin. Vitamin B je obsazen v pSenici afaeni ve velkém mnozstvi,
je termostabilni a stalyii oxidaci, je lokalizovan do aleuronové vrstvy &gehlavni podil
piechazi do otrub. Kyselina pantothenova (vi) B obsazenaipdevsim ve sklovité pSenici.
Pyridoxin (vit. Bs) je lokalizovan v aleuronové vrstva ve Stitku. Kyselina L-askorbova

(vit.C) se ve zralém obili nevyskytuje, jeji obsalsem vziista ve vyklteném obili.

4.2.5 Mineralni latky

Mineralni latky tvagi maly podil v zavislosti natglnich a agrotechnickych podminkach.
Praimérny obsah mineralnich latek u Zita je 1,82 % a eng® 1,84 %. Maximalni obsah
mineralnich latek je v osemeni a aleuronové ¥rsihNejtsi podil mineral tvori fosfor,
ktery se ¥tSinou vyskytuje vazany ve fytinu a t¥golovinu celkového obsahu mineralnich
latek. Ve ¥tSim mnozZstvi jsou daleripomny oxid draselny, oxid kiecnaty a oxid vapenaty.

V menSim mnozstvi pak oxid sodny a oxieérkiity. [20]

4.3 Vyznam obilovin

Z hlediska vyznamu potravin jsou nejvyznaisnslozkou otruby, které jsou tkeny zejména
nerozpustnou vlakninou. Vlaknina otrub na sebe wa&é mnozstvi vody, coz vyvola
pottebu vyprazdeéni tlustého dgeva a sotasrt zwtSuje objem stolice. Uvadi
se, Ze tinnost pSerinych otrub je ve srovnani s jinymi zdroji vidkniggvoce, zelenina)
mnohem vysSi. Pravidelny a dostatg piijem viakniny (25 - 35 g demh vyznammr
shiZuje riziko vzniku rakoviny tlustéhoista. Velmi @&inné funkni vyrobky jsou vyraény
i z ovsa. Oves obsahujeglukan (slozity polysacharid nachazejici se v epdomu obilek).
Pokud je denni iiem B-glukani minimalre 3 g.def!, miZe sniZovat hladinu LDL (Low
Density Lipoproteins cholesterolu a fitom neovliiovat mnozstvi HDL (High Density

Lipoproteing cholesterolu.p-glukan ma také schopnost snizovat hladinu krevrdtkru.

2B]
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1. PRAKTICKA CAST
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5 METODIKA

5.1 Material

FITNESS CHOCOLATE - celozrné lupinky s vitaminy,neridlnimi latkami atokoladou,
baleni 300g, vyrobce firma Nestlé, obsah vitamingy Beklarovany vyrobcem
je 2,1 mg.1004.

CORN FLAKES - kukii¢né lupinky obsahujici 8 vitamina Zelezo, baleni 250g, vyrobce
firma Nestlé, obsah vitaminwBleklarovany vyrobcem je 1,4 mg.100g

5.2 Pouzité pomicky a pristroje
Standardni laboratorni vybaveni:

- predvazky (Kern, SRN)

- analytické vahy

- temperovana vodni laz€Memmert, SRN)

- béZné laboratorni sklo a vybaveni
Aparatura pro HPLC (Hewlett Packard 1100)

- vakuovany odpliyovaci modul G1322A

- binarni pumpy G1312A

- termostat kolon G1316A

- detektor UV/VIS DAD G1315A

- davkovaci ventil analyticky snilgovy (davkovaci smika o objemu 2@l)

- kolona SUPELCOSIL - LC8 (15 cm x 4,6 mmji, Supelco, USA)

- PC s vyhodnocovacim programem ChemStation —umsntl (Agilent, USA)
Davkovaci stikacka (Hamilton, USA)

Mikrofiltry 0,45 um, NYLON (Supelco, USA)
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5.3 Pouzité chemikalie
- redestilovana voda
- standard riboflavinu (Supelco, USA)
- methanol pro HPLC, gradient grade (Riedel-detrtH&RN; Sigma - Aldrich, SRN)
- kyselina trichloroctova (dodavatel - Lukes, Ulkgr8rod)
- kyselina chlorovodikova (dodavatel - Lukes, UkgrmBrod)
- octan sodny (dodavatel - LukeS, Uhersky Brod)
- kyselina mraveti (dodavatel - LukeS, Uhersky Brod)
- siran zinénaty (dodavatel - LukeS, Uhersky Brod)

- hexakyanoZeleznatan draselny (dodavatel - Lultr8rsky Brod)

5.4 Optimalizace izolatniho postupu

Navazka jednotlivych vzork byla ze zaatku volena 15 g a 16 g, pro pe@El netreni

a pro hodnoceni vysledlbyla volena navazka vzorku 15 giggnosti na 0,0001 g.

Extrakce riboflavinu byla provedena 80 ml 0,1 mbHCI a 80 ml 0,2 mol} HCI. Z divodu
lepSich vysledk se v dal&ich gfenich pouZivala 0,2 molIHCI.

Na vysrazeni proteinbyly pouzity 2 ml 60 % TCA (kyselina trichloroctéya 2 ml 80 %
TCA. Z divodu lepSiho vysrazeni protéirbyla @i pozcjSich nefenich pouzivana 80 %
TCA.

Na vysrazeni polysachaficdyly piidany ¢inidla Carrez | a Carrez Il v mnozstvich po 5 ml
a po 10 ml, z dvodu téngi stejného vysrazeni bylo daléigavano 5 ml Carrez | a 5 ml

Carrez Il.

Filtrace vzorku byla provata gres papirovy filtr a fed nadsikem na kolonu byl pouZit filtr
Nylon 0,45 pm pouzZivany tp chromatografii. Tato filtrace byla vyhodnocenakda
nedostaujici, proto byl vzorek nejprve filtrovanigs plany filtr, poté ges papirovy filtr

a nakonec ies chromatograficky filtr.
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5.5 Analyza vzorki

S pesnosti na 0,0001 g bylo navazeno 15 g ceredivakeny vzorek byl kvantitatign
pteveden do 250 ml Erlenmayerovyiilkg obalené folii a byl okyselen 80 ml 0,2 mibl.|
HCI. Baika byla vloZzena na 1 hodinu do vodni [&zm teplot 97 °C a po celou dobu
byla tepana. V 50 a 60 minubyly ptidavkem 1 ml 80 % kyseliny trichloroctové vysrazeny
proteiny. Smis byla po uko&eni vdeni ochlazena a kvantitati&rprevedena do 200 ml
Erlenmayerovy hiky. Poté byly pidavkem 5 ml Carrez | a 5 ml Carrez Il vysrazeny
polysacharidy a h&a byla doplgna redestilovanou vodou po rysku. Vzorek byl poté
zfiltrovan pes pléény a papirovy filtr a nasledn pies nylonovy filtr uéeny

pro chromatografii o velikosti pdr0,45 pum.

Zfiltrovany vzorek byl davkovan alikvotnim podilen20 pl do HPLC. Analyza
byla provedena na kolénSUPELCOSIL LC8 (15 cm x 4,6 mm; pm). Byla pouzita
gradientova eluce mobilni faze, ktera byla sloZe®al2 mol.I* octanu sodného o pH 4,7
(pH bylo upraveno 85 % kyselinou mra¥@n a z methanolu. Rtok mobilni fazi
byl 0,8 ml.min' a teplota termostatu kolony 30°C. Signal byl siindetektorem UV/VIS
pii vinové délce 254 nm. Retémi ¢as pro riboflavin byl 9,6 min.

TabukaGradient mobilni faze

Minuta | Pomér octan sodny : methanol
0 85:15
3 85:15
15 0:100
30 0:100

5.6 Méreni kalibraéni kiivky riboflavinu

Na meteni kalibr&ni kiivky se pouzil standard riboflavinu, ze kterého p¥praven zasobni
roztok o koncentraci 4ug.mit. Ze zésobniho roztoku byly dalefigraveny roztoky
o koncentracich 0,1; 0,25; 0,5; 1 ay@.ml™*. M&teni kalibr&ni kiivky probshlo za stejnych
chromatografickych podminek jakoéheni vzorki cerealii. Kalibrani kiivka byla sestrojena

jako zavislost nagtené plochy piku (mA.V:Y na koncentraci riboflavinuuy.mr™).



UTB ve Zlirg, Fakulta technologick& 30

6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Vyhodnoceni ziskanych vysledk

Ze ziskané kalibgani kiivky byly do rovnice linearni regrese dosazeny {#tivé plochy piki
a takto byly ziskadny hodnoty koncentraci riboflavirve stanovovanych vzorcich.
Ze ziskanych koncentraci byl vyhodnocen aritmetipkymér obsahu riboflavinu ve vzorku

podle vztahu:

Mira presnosti ziskanych vysletlk byla vyjadena smrodatnou odchylkou,

kterd byla vypeitana podle vztahu:

JelikoZz je smrodatnd odchylka zavisla na qo paralelnich vysledk byl definovan
Studentiv koeficient, ktery charakterizuje Studentovo rd@aoi nahodnych odchylek
pro dany stupe volnosti (dany peet vysledk analyz a pouzitou hladinu vyznamnosta)l-

Studentovym koeficientem pak ndsobime hodnotéredatné odchylky.

t, 0S

Jn

Kriticka hodnota Studentova stanoveni byla v tompitipact stanovena na, t= 2,78 podle

U=X%

hladiny vyznamnosti = 0,05.

Chromatogram pro stanoveni riboflavinu v cerealjechiveden v filoze P IV.

6.2 Vysledky méreni kalibrace riboflavinu

Velikost plochy piku u jednotlivych koncentraci ayméiena podle postupu v kap. 5.6
a byla vytvdena kalibrani kiivka zavislosti plochy piku (mA.V3 na koncentraciyg.mr?).
Vysledky kalibrace jsou uvedeny v tabulce 4 a \fiigfa
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Tabulka 4. Kalibrace riboflavinu

Koncentrace riPofIavinu
[ug.ml~]

Plocha piku
[mA.V.s'l]

Primérna plocha piku
[mA.V.s'l]

0,10

51

51

7.4

6,5

5,8

5,98

0,25

23,7

21,6

20,0

20,6

22,4

21,66

0,50

35,2

31,8

34,2

33,6

33,1

33,58

1,00

53,1

56,2

53,9

54,5

55,2

54,58

2,00

110,6

117,2

119,3

109,1

112,4

113,72
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Graf 1. Kalibr&ni kiivka
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6.3 Vysledky méireni obsahu riboflavinu v cerealnich vyrobcich

Stanoveni obsahu riboflavinu bylo provedeno ve duamych vzorcich cerealnich vyrolk
Postup izolace vzorku je uveden v kapitole 5.5k&i& plocha piku byla dosazena do rovnice
regresivni pimky kalibrani kiivky a tak byla zji&na koncentrace riboflavinu v jednotlivych
vzorcich. Vysledky byly osfeny metodou standardnihgigiavku.

Tabulka 5. Obsah riboflavinu v ceredliich Fitne$®€dlate

Plocha | Koncentrace Koncentrace
piku riboflavinu riboflavinu
(mAV.s™) (Lg.mr) (mg.100g™)
37,80 0,62 0,83
42,50 0,71 0,95
39,60 0,65 0,87
40,70 0,67 0,89
41,10 0,68 0,91
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Tabulka 6. Rrmérny obsah riboflavinu v ceredliich Fitness Choaolat

Pramérna koncentrace | Smérodatna odchylka
(mg.100g™) (mg.100g™)
0,89 0,045

Obsah riboflavinu: p = 0,89+ 0,056 mg.100¢"

Tabulka 7. Obsah riboflavinu v cerealiich Corn sk

Plocha | Koncentrace Koncentrace
piku riboflavinu riboflavinu
MAV.SY) | (ug.mr) (mg.100g™)
28,30 0,46 0,61
27,60 0,43 0,57
29,90 0,48 0,64
25,60 0,40 0,53
30,10 0,48 0,64

Tabulka 8. Rrmeérny obsah riboflavinu v cerealiich Cornflakes

Primérna koncentrace | Smérodatna odchylka
(mg.100g™) (mg.100g™)
0,60 0,048

Obsah riboflavinu: p = 0,60+ 0,060 mg.100¢"
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ZAVER
Cilem bakaléské prace bylo nalezeni optimalniho postupu izolataminu B z ceredlii,

konkrétré z celozrnych a kukignych lupinki, pomoci metody HPLC.

Pro stanoveni obsahu vitaming Bcerealii byla pouzita sepam chromatografickd metoda
vysoce@dinné kapalinové chromatografie HPLC. Analyza bylaovyedena na kolan
SUPELCOSIL LC8 (15 cm x 4,6 mm; gpm). i méieni byla pouZzita gradientova eluce
mobilni faze, kterd byla sloZena z 0,12 mdléctanu sodného o pH 4,7 (pH bylo upraveno
85 % kyselinou mraveii) a z methanolu o géatenim pongru 85 : 15,¢asovy piibéh
gradientové eluce je uveden v tabulce 3itd¥ mobilni fazi byl 0,8 ml.min a teplota
termostatu kolony 30°C. Signal byl sniman detektokdV/VIS pri vinové délce 254 nm.
Retergni ¢as pro riboflavin byl 9,6 min. Vyhodnoceni vyslédkylo provedeno za pouziti
chromatografického programu ChemsStation — Instrumken(Agilent USA). Na niteni
kalibraéni kiivky byl pouzit standard riboflavinu (Supelco, USA)

Vysledky jednotlivych analyz byly zpracovany pomatandardnich statistickych parantietr
za vyuziti Studentova rozkkni ndhodnych odchylek pro dany stap®lnosti. Vysledky byly
testovany na hladévyznamnostir = 0,05 (95 %).

Praimérny obsah riboflavinu v celozrnych cerealiich F#se Chocolate byl stanoven
na 0,89+ 0,056 mg.100g". Hodnota uvedena vyrobcetini 2,1 mg.100d. Stanoveny

obsah je tudiZ o 1,21 mg.100gnensi ne? je hodnota deklarovana vyrobcem.

Praimérny obsah riboflavinu v kukicgnych ceredliich Cornflakes byl stanoven
na 0,60 + 0,060 mg.100g™. Vyrobce uvadi hodnotu 1,4 mg.100gRozdil v obou
hodnotackini 0,80 mg.100g"-

Rozdily ve stanovenych hodnotach a hodnotach dwidaymi vyrobcem mohly
byt zpisobeny tim, Ze doslo k nadmému osvtleni vyrobki béhem technologického
procesu. Ztrata riboflavinu mohla byt itgmbena také starnutim jednotlivych vyrébk
V neposlednfact se taky naskytuje moznost, Zze mnozstvi deklarovgm@cem neodpovida

skute&nosti a Ze vyrobky obsahuji m&nitaminu B nez uvadi vyrobce.
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FMN

FAD

ATP

ADP

CC

PP

TLC

GC

LC

HPLC

UV-VIS

LDL

HDL

flavinmononukleotid
flavinadenindinukleotid
adenosintrifosfat
adenosindifosfat
sloupcova chromatografie
papirova chromatografie
chromatografie na tenké vrgtv
plynova chromatografie
kapalinova chromatografie
vysocetinna kapalinova chromatografie
spektrofotometricky detektor
lipoproteiny o nizké hustst

lipoproteiny o vysoké hustdt
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PRILOHA P I: VITAMINY ROZPUSTNE V TUCICH

Vitamin A (retinol) a jeho provitaminy (karotenoidy
Vitaminy D (kalciferoly)

Vitaminy E (tokoferoly a tokotrienoly)

Vitaminy K (fylochinony, farnochinony)

Vitamin F (esencialni mastné kyseliny)



PRILOHA P II: VITAMINY ROZPUSTNE VE VOD
Vitamin By, (thiamin)

Vitamin B, (riboflavin)

Vitamin Bs (kyselina nikotinova a nikotinamid)

Vitamin Bs (kyselina pantothenova)

Vitamin Bg (pyridoxin)

Vitamin By (kyselina listova)

Vitamin B, (kyanokobalamin)

Biotin

Bioflavonoidy

Vitamin C (kyselina L — askorbova a L — dehydroabkeoa

E



PRILOHA P Ill: ROZD ELENI OBILOVIN PODLE
MORFOLOGICKYCH A FYZIOLOGICKYCH VLASTNOSTI

Rod:

e

No ok

2

I. skupina

Triticum - pSenice

Secale zito

Hordeum- jecmen

Avena- oves

Mezidruhovy KiZenec:
Triticosecale - tritikalg(zitovec)
Tritordeum

Rod:

II. skupina

Zea- kukurice

Panicum- proso

Sorghum- ¢irok

Oryza- ryze

Setaria- (druhy:¢umiza, mohar)
Fagopyrum- pohanka

Charakteristické znaky:

Na spodni stranobilky je podélna
ryha.

Pri kli¢eni roste vice zarodeych
kotinkd.

Stéblo duté, jen kolénka vygina
dieni.

V klasku nejvice plodné dolni kvitky.
Méné narainé na teplo, vice na vodu.

Existuji ozimé i jarni formy.

V dobg jarovizace vyzaduji nizsi
teploty.

Pri fotoperiodické reakci vyZzaduiji
dlouhy s¥telny den.

Pacétesni vyvin je rychlejsi, vytvieji
odnoZze jiz po druhém agetim listu.

=

Obilka je bez ryhy.

Pti kli¢eni roste jeden zarottey
kotinek.

Stéblo vyplgno deni.

V klasku nejvice plodné horni
kvitky.

Vice nar@né na teplo, m&nna vodu.
Existuji pouze jarni formy.

V dokg jarovizace vyzaduji vyssi
teploty.

Pri fotoperiodické reakci vyzaduji
kratky swtelny den nebo jsou k délce
dne neutralni.

Pacétesni vyvin je pomaly, vytvieji
odnoZe pa@tvrtém az osmem listu.



PRILOHA P IV: CHROMATOGRAM PRO STANOVENI OBSAHU
RIBOFLAVINU V CEREALIICH
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