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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na charakteristiku riboflavinu (vitaminu B,), jeho zdroje,
vlastnosti, ztraty béhem zpracovani potravin, moznosti stanoveni riboflavinu
(chromatografické metody, predevsim HPLC) a popis pohanky, prosa a jahel, jejich slozeni
a vyuziti. Prakticka ¢ast se zabyva stanovenim obsahu riboflavinu v pohankovych a
prosnych produktech (napf. mouka, vlo¢ky, jahly) technikou HPLC/UV-DAD.

Kli¢ova slova: pohanka, proso, vitamin B,, riboflavin, obsah, HPLC/UV-DAD

ABSTRACT

The thesis is focused on the characterization of riboflavin (vitamin B;), its sources,
properties and losses after processing, possibilities of riboflavin determination
(chromatographic methods, especially HPLC) and the description of buckwheat and millet,
their composition and utilization. The practical part deals with the determination of
riboflavin content of buckwheat and millet products (e.g. flour, flakes, millet) by HPLC/UV-
DAD.

Keywords: buckwheat, millet, vitamin By, riboflavin, content, HPLC/UV-DAD
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UvVOD

I kdyz vitaminy nejsou fazeny mezi zakladni Ziviny jako bilkoviny, tuky a sacharidy, jsou
pro lidsky organismus nepostradatelné. Nékteré vitaminy je heterotrofni organismus
schopen c¢aste¢né Syntetizovat stievni mikroflorou, jiné (jako naptiklad vitamin By) musi

piijimat potravou nebo prostfednictvim dopliku stravy.

Riboflavin (vitamin B,) byl izolovan ve 30. letech minulého stoleti z vaje¢ného bilku,
mléka, syrovatky, kvasnic a jater. V biochemickych systémech se vyskytuje bud’ volny, ale
nejCastéji vazany ve formé koenzymii oxidoredukénich enzymi (FMN a FAD). Tyto

enzymy se Ucastni metabolismu bilkovin, tukti a sacharidi.

Nejlepsimi rostlinnymi zdroji riboflavinu jsou obilné kli¢ky, celozrnné cerealie, luSténiny,
houby, ale i pohanka. Ze zivoc¢iSnych surovin je nejvice riboflavinu obsazeno V jatrech,
ledvinach, mase, vejcich, mléku a mléénych vyrobcich. Pfi bézné kuchynské upravé je
riboflavin pomérné staly. Ke ztratdm dochazi béhem ozéfeni potravin UV zéfenim a pfi

vystaveni dennimu svétlu.

Riboflavin lze stanovit riznymi analytickymi i mikrobiologickymi metodami, napiiklad
lumiflavinovou metodou, tenkovrstevnou chromatografii nebo kapilarni elektroforézou.
Nejcastéji pouzivanou metodou je ale vysokou¢inna kapalinova chromatografie

s ultrafialovym detektorem.

Se zayjmem o zdravy Zivotni styl se zvysSila 1 poptavka po skoro zapomenutych plodinach,
jako jsou pohanka a proso. Tyto plodiny maji pomérné vysoky obsah vitamini a

mineralnich latek a vhodnéjsi nutri€ni vlastnosti ve srovnani s ostatnimi obilovinami.

Cilem diplomové prace bylo stanoveni obsahu riboflavinu v produktech z pohanky a prosa
(pohankovd mouka, pohankova mouka celozrnnd, pohanka ve varnych saccich, pohanka
celd, pohanka loupand kroupy, pohanka neloupana, pohanka loupana tmavé, pohanka
lamanka bio, pohankova krupice, pohankové vlocky instantni, pohankové vlocky,
pohankové slupky, pohankové kiupky, pohankové pukance, jahly, jahelnd mouka hrub4,
jahelné vlocky a jahelné vloC¢ky bio). Pifed analyzou byla provedena optimalizace

1zola¢niho postupu vitaminu. Nasledné byl riboflavin stanoven metodou HPLC/UV-DAD.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou organické esencialni nizkomolekularni sloueniny syntetizované
autotrofnimi organismy. Heterotrofni organismus je nedokaze z jednoduchych sloucenin
syntetizovat a musi je pfijimat jako exogenni latky ve formé potravy. Nekteré vitaminy je
heterotrofni organismus schopen syntetizovat stfevni mikroflérou (vitamin K a ¢astecné i
vitamin Bj,). Zhlediska jejich charakterizace je tedy dulezita jejich exogennost,

esencialnost a katalyticky charakter. [1, 2]

Pro organismus jsou vitaminy nepostradatelné, nebot’ plni nékolik podstatnych funkci,
napf. samy nebo ve form¢ sloucenin katalyzuji fadu reakci latkové vymény, vytvareji
dualezité oxidaéné-redukéni systémy a plni funkci antioxidantii (tlumi tvorbu aktivni formy
kysliku, poptipad¢ dusiku). Hydrofilni vitaminy se uplatiiuji jako prekurzory kofaktort
nékterych dilezitych enzymi v metabolismu nukleovych kyselin, bilkovin, sacharidd, tukt
a dalSich sekundérnich produktli metabolismu. Nejsou zdrojem energie ani stavebnim

materialem. [3, 4]

Organické slou¢eniny bez vitaminosniho ucinku, které se ptisobenim ultrafialového zareni
nebo enzymovych systému v téle zivocichi méni na vitaminy, se nazyvaji provitaminy

(napt. B-karoten je provitaminem vitaminu A). [5]

Vitaminy jsou chemicky velmi rozmanité latky, citlivé na fyzikdln¢ chemické vlivy.
Nemély by byt vystavovany vysokym teplotdm, slune¢nimu zafeni a vzdusnému kysliku.
Mnozstvi vitaminti v potraveé je ovlivnéno nejen genetickym piedpokladem, skladovanim a
technologickym zpracovanim, ale u potravin rostlinného pivodu i stupném zralosti,
klimatickymi podminkami a hnojenim. Proto je moZno fict, Ze obsah vitaminl

Vv surovinach a potravé je ukazatelem kvality a jakosti. [6]

Mnozstvi vitaminQ v potravinach je velmi nestalé a zavisi na druhu vitaminu i potraviny.
Pohybuije se v fadech pg.kg™ az ndkolik mg.kg™. Vyskytuji se bud’ jako volné nebo vazané
nejcastéji na bilkoviny nebo sacharidy. Mezi stéZejni zdroje vitamint se fadi bézné slozky
potravy jako je maso a masné vyrobky, mléko a mlécné vyrobky, vejce, cerealni vyrobky,

ovoce a zelenina. [6]
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Potfeba jednotlivych vitaminii se pro rizné organismy lisi, nebot’ vSechny organismy
nepotiebuji vSechny vitaminy. Jakmile je urcita latka nepostradatelnym biokatalyzatorem,
stavd se pro tento organismus vitaminem. Potiebné mnozstvi vitamind, k zajisténi
normalnich fyziologickych funkci clovéka, je pomeérné malé a zavislé na mnoha faktorech
jako je stafi, pohlavi, zdravotni stav, zivotni styl, stravovaci navyky, pracovni aktivita

apod. [2, 6]

Nedostatecny piijem daného vitaminu se nazyva hypovitaminosa. Pfi dlouhodobém
absolutnim nedostatku vitaminu dochédzi k avitaminose, ktera se projevuje fatalnimi
zdravotnimi nasledky. V Ceské republice se avitaminosa prakticky vibec nevyskytuje, ale
hypovitaminosa nékterych vitamind je bézna. Avitaminosa vznika nejen nedostateCnym
pfijmem potravy s nizkym obsahem daného vitaminu, ale i Spatnou resorpci v zaZivacim
traktu, vlivem nékterych fyziologickych zmén v organismu a v nékterych piipadech i
zvySenou potiebou vitamind pii zvySené fyzické nebo psychické zatézi. Dale pak
pusobenim antivitamind, které brani plnému vyuziti vitamind nebo vitaminy inhibuji.
Hypervitaminosa je zplUsobena nadmérnym piisunem vitamind rozpustnych v tucich,
pfedevs§im vitaminy skupiny A a D. Zplsobuje poruchy biochemickych procesti a miize

vést K té¢zkym onemocnénim. [5, 6, 7]

Vitaminy byly objeveny az v 19. stoleti s rozvojem chemie. V dobé kdy nebyla znama
chemicka struktura vSech vitamint, se pouzivaly nazvy souvisejici s nedostatkem
pfislusného vitaminu napf. vitamin proti Serosleposti (vitamin A) nebo antiskorbuticky
vitamin (vitamin C). Pozdé&ji se oznacovaly velkymi pismeny abecedy podle toho, jak byly
postupné objevovany. Pii zjisténi stejnych fyziologickych vlastnosti u vice sloucenin, se
K pismenim pfifazovaly Ciselné indexy a nasledné se pouzivaly trividlni nazvy. Dnes se

pouzivaji nazvy odvozené od chemického slozeni vitamini. [2, 6]

Na zéklad¢ rozpustnosti se vitaminy déli na hydrofilni a lipofilni. Na tom, jestli jsou
rozpustné ve vodé nebo vtucich zdvisi, jak jsou vstiebavany =z traviciho traktu,
transportovany organismem, ukladdany v téle a vyluCovany. Hydrofilni vitaminy jsou
rozpustné ve vodé. Pii nadmérném piijmu se jejich pfipadny ptebytek miZze vylucovat
moci a tak se mohou jen vyjimecné hromadit v téle v toxickych koncentracich. Z tohoto
divodu jsou omezené zasoby v organismu, a proto musi byt plynule dodavany. Snadno
degraduji, pfi vafeni se ¢astecné nici teplem a z vétsi €asti jsou vyluhovany do vody. Mezi
hydrofilni vitaminy se fadi vitaminy skupiny B, tedy tiamin (vitamin B;), riboflavin

(vitamin B;), kyselina nikotinova a nikotinamid (vitamin PP, vitamin Bgs), kyselina
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pantotenova (vitamin Bs), pyridoxin (vitamin Bg), korinoidy (Bi2), folacin, biotin, vitamin
C (kyselina L-askorbova a dehydroaskorbova). [8, 9]

Lipofilni vitaminy jsou rozpustné v tucich, ukladaji se v jatrech a proto pii konzumaci
vysSich davek, miize dojit k hypervitaminose. Zasoby v organismu pokryji denni potiebu i
na nekolik let. Vitaminy rozpustné v tucich jsou pomérn¢ stabilni. Mezi n¢ se fadi vitamin
A (all-trans retinoidy), vitamin D (ergokalciferol a cholekalciferol), vitamin E (tokoferoly
a tokotrienoly), vitamin K (fylochinony a farnochinony) a jejich ptfibuzné slouceniny,

Z nichz nékteré pusobi jako jejich prekurzory. [6, 9]

1.1 Riboflavin

Pted vice nez 110 lety bylo z kravského mléka izolovdno jasné Zluté barvivo zvané
laktochrom, které bylo ptfed druhou svétovou vélkou rozpoznano jako vitamin tvofici
soucast B-komplexu a pojmenovano riboflavin. Riboflavin neboli vitamin By, je hydrofilni

a patfi do skupiny flavind. [10]

Molekula riboflavinu je tvofena heterocyklickym isoalloxazinovym jadrem piipojenym na
ribitol (6,7-dimetyl-9-(D-1"-ribityl) izoalloxazin) (Obr. 1). Riboflavin tvoii Zluté krystaly
odolné vysokym teplotam s bodem tani v rozmezi 275 az 292°C. [2]

HO
(w]
"
HO A
OH
H,C M M . 0
Y
— MH
H.C N

Obr. 1: Struktura molekuly riboflavinu

V biochemickych systémech se riboflavin vyskytuje jako volny, ale hlavné¢ ve formé

flavinmononukleotidu FMN a  flavinadenindinukleotidu ~FAD  (Obr.  2).
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Flavinmononukleotid pravym nukleotidem neni, je to riboflavin-5-fosfat. FMN a FAD jsou
pevné vazany na proteinovy apoenzym (Obr. 2) a nedisociuji ani pfi izolaci a purifikaci
enzymu. Tyto kovalentné véazané derivaty riboflavinu jsou kofaktory 30 - 40 enzymd,
oznacovanych jako flavinové enzymy, obecnéji jako flavoproteiny. Flavinové kofaktory
jsou Sirokospektralni katalyzatory v biologickych oxidacné redukcénich systémech.
Flavinmononukleotid neboli riboflavin-5-fosfat je syntetizovan v organismech enzymem

riboflavokinazou nebo riboflavotransferazou: [5, 11, 12]
riboflavin + ATP —CRONMEIA (ingf|avin-5-fosfat + ATP

riboflavin + riboflavin-5-fosfat ——2HMARSASENIN + olukiza

Flavinadenindinukleotid vznika z FMN adenylaci t¢inkem FMN-adenyltransferasy:

FMN + ATp ——D&SISIFSEAD + pp;

0
T 0 0
CH,0—P—0 il 1
HO é " | . (EHzo" “0*5’—0—{% o
] 2 HO—-C—H o
HO—C—H i
HO—('I H HO“(I}”H
I HO—C—H OH OH
CH, (I:H
H;C N N o P
2
H;C N i HngN/ NH
0 0

Obr. 2: Molekuly flavinmononukleotidu a flavinadenindinukleotidu

FAD a FMN jsou rozhodujici pro metabolismus sacharidd, lipida a proteint. Oba flavinové
kofaktory jsou v oxidované form¢ Zluté. Jako vlastni pienaSe¢ vodikovych atomu puisobi
1soalloxazinovy kruh, na jehoz dva atomy dusiku se pfipojuji dva atomy vodiku za vzniku
hydrochinoidni struktury. Tato redukce je spojena s vymizenim zlutého zbarveni.
Oxidovana a redukovand forma se lisi jak barvou, tak i absorpcnimi spektry, ¢ehoZ se

vyuziva pii fotometrickém sledovani. [5, 12]
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FAD a FMN jsou koenzymy nebo prostetickymi skupinami Cetnych dehydrogendz a
oxidaz. Jsou akceptory vodikovych atomti z redukovanych forem pyridinovych koenzymu
a vstupuji do reakci, ve kterych je prenaSen kyslikovy atom. Psobenim enzymi je vodik
pfenasen na prostetickou skupinu. Aby mohl enzym plnit svou katalytickou funkci, musi
byt flavinovy systém znovu oxidovan. Tato reakce probiha na stejné bilkoving, nejcastéji
zapojenim dal$iho enzymového systému. Flavinové enzymy mohou ptisobit jako aerobni

dehydrogenazy pfimym pienosem vodiku na kyslik za vzniku peroxidu vodiku. [5,15]

Riboflavin je produkovan mnoha mikroorganismy. Primyslové ho lze vyrabét pomoci
kvasinek Ashbya gossypii a Eremothecium ashbyi, které parazituji na rostlinach. Pfi
aerobnich podminkéch a teplot¢ 26 - 29°C se behem 120 hodin vytvoii krystalky
riboflavinu. [16]

1.2 Vlastnosti riboflavinu

Riboflavin je lehce rozpustny ve vodnych roztocich alkalickych hydroxidi. Maze ptsobit
jako akceptor jednoho elektronu za vzniku superoxidového radikalu a jako akceptor dvou

elektront, kdy vznika peroxid vodiku.[6]

Riboflavin je znacn¢ staly vici vzdusnému kysliku a prakticky staly v kyselém prostiedi
pii vySSich teplotach. Pfi ozafeni viditelnym zafenim (400 - 750 nm) a zvlasté pak
ultrafialovym zafenim (400 - 100 nm) se riboflavin rychle rozklada. Pasobenim UV
paprskll v neutrdlnim nebo kyselém pH se riboflavin rozklada za vzniku lumichromu (6,7-
dimetylisoalloxazin) nebo v zasaditém prostiedi za vzniku bezbarvého lumiflavinu (6,7,9-
trimetylisoalloxazin) (Obr. 3). Oba flaviny jsou u¢innéjsi oxidacni ¢inidla nez riboflavin.
[2,6,7]

FMN a riboflavin maji funkci fotosenzibilizatort, tzn., Ze pfedavaji absorbovanou
svételnou energii vzduSnému kysliku, ze kterého vznika singletovy kyslik a ten oxiduje
dalsi organické slouceniny. Jednoelektronovou redukci riboflavinu vznikaji dvé formy
radikalu riboflavinu, Cerveny anion a modrd neutrdlni molekula tzv. flavosemichinon.
Redukovanou, témét bezbarvou formou pii enzymovych oxidoredukénich reakcich je 1,5-
dihydroriboflavin, ktery se spontdnné¢ oxiduje vzduSnym kyslikem na riboflavin. Dalsi

redukovanou formou je 4a,5-dihydroriboflavin. [6, 15]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

(FH_I.
H£ j@:“ e M N
| FI'" _ ijL[r/,.v He Nlﬂ, MH
Illﬁ jumifiavin O
MH H<3
HyC M P
0 \

51'
HLC M o] [§]
riboflavin KI N
(omidovana forma) e e NH
0

lumichrom

Obr. 3: Fotodegradace riboflavinu

1.3 Fyziologie riboflavinu

Riboflavin je v téle potfebny k pfeméné energie z bilkovin, tukll a sacharidi. Flavinové
enzymy jsou akceptory vodikovych atomii z redukovanych pyridinovych koenzymu
(nikotinamidadenindinukleotid, nikotinamidadenindinukleotidfosfat) a vstupuji do reakei,

pii kterych je pfenasen kyslikovy atom. [5]

Vitamin B, pomaha piedejit migrénam, Sedému zakalu, revmatické artritidé, akné, zanétim
ktze, ale 1 ekzému. Riboflavin je zivotné dilezity pro normalni reprodukci, rist, regeneraci
a vyvoj télesnych tkani, véetné kize, vlasi, nehti, pojivovych tkani, imunitniho systému a

pro tvorbu ¢ervenych krvinek. [1]

Riboflavin se Gc€astni procesu vidéni, ve kterém pievadi kratkovinné modré paprsky na
zlutozelené¢ a tim umoziluje vidéni za Sera. Ddale umoziuje oxida¢ni pochody a
metabolismus aminokyselin v o¢ni ¢oc¢ce a rohovce. Velké mnozstvi volného riboflavinu

se nachazi v o¢ni sitnici. [3]

Vitamin B, je také soucasti enzymu glutationreduktazy. Glutationreduktaza je FAD-
dependentni enzym, ktery se tucastni redukce glutationu. Redukce glutationu hraje
dalezitou roli pfi ochrané organismu pied reaktivnim kyslikem, napf. pfed peroxidem
vodiku. Nedostatek riboflavinu zvySuje oxidativni stres. Méfeni aktivity glutationreduktazy

v Cervenych krvinkach se vyuziva pii zjistovani vyzivové davky riboflavinu. Redukci
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glutationu pomoci glutationperoxiddzy a enzymd obsahujicich selen dochazi

k odbouravani peroxidu vodiku na vodu. [3, 6, 13]

Riboflavin se uvoliiuje z vazby na bilkoviny v potravé v kyselém prostiedi zaludku a je
Stépen v proximalni ¢asti tenkého stieva, kde dochdzi k regulaci nizké koncentrace
riboflavinu pomoci satura¢niho mechanismu a jeho vyssi koncentrace jsou absorbovany
pasivni diftzi. Po fosforylaci vlivem enzymi je riboflavin vdzan na bilkovinu a dale
transportovan do jater, srdce, a ledvin, kde nemuze vytvaret velké zasoby. Z toho divodu
je nutné, aby pfijem riboflavinu byl relativné plynuly. PoSkozenim traviciho traktu vlivem
alkoholu, 1é¢iv a pfi vys$Sim vyskytu médi, zinku, nebo Zeleza v travicim traktu dochézi ke

snizeni absorpce riboflavinu. [3, 7]

1.4 Doporucena denni davka

Vyse doporucené denni davky zavisi na obsahu bilkovin a energetické hodnoté potravy,
vzhledem K pisobeni riboflavinu v energetickém metabolismu a metabolismu bilkovin.
Jeho mnozstvi by mélo byt v souladu s energetickym vydajem a télesnou hmotnosti
konzumenta. Doporu¢ena denni davka pro dospé&lého obyvatele CR je v rozmezi 1,1 az 1,3

mg.den™. (Tab. 1.) [3, 9]

Tab. 1: Denni doporucend davka (DDD) vitaminu B, pro déti, Zeny a muze [9]

déti zeny muZzi
vek y , o
1-3 4-8 9-13 14-18 | nad 19 | t€hotné | Kkojici od 14
[roky]
PDD 465 | 06 | 09 | 10 | 11 | 14 | 16 | 13
[mg]

Nedostatek samotného riboflavinu se vyskytuje vzacné. Nedostate¢na saturace riboflavinu
trvajici déle nez 100 dni vede k hypovitamin6ze. Trhliny Ustnich koutk®, malinovy jazyk
jako ur€ity druh zanétu jazyka, zanét rohovky, kozni a nervové poruchy mohou byt
projevem nedostatku riboflavinu, ale mohou byt také vyvolany jinymi faktory. Casto jde o
soucasny nedostatek kyseliny nikotinové, popfipadé dalSich vitamint skupiny B.
Hypovitaminosa muiZze byt také zplsobena stresem organismu, nemocemi §titné Zlazy,
zanéty tenkého stieva, pii chronické konzumaci alkoholu a pfi nedostate¢ném piijmu tukt.

Avitaminosa se v organismu ¢lovéka projevuje drobnymi trhlinkami v koutcich ust a
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charakteristickym prorstanim drobnych cév rohovkou. Nejsou znamy zadné neptiznivé

ucinky zptisobené vysokym ptijmem riboflavinu. [3, 5, 13]

1.5 Vyskyt riboflavinu v potravinach

Riboflavin se vyskytuje zejména jako FMN a FAD, méné pak jako volny. Je obsazen jak
v rostlinnych, tak i v zivo¢iSnych potravinadch. Volny riboflavin se vyskytuje pouze

V syrovatce. [6]

Dobrym zivocisSnym zdrojem riboflavinu jsou jatra, mléko, mlé¢né¢ vyrobky, ledviny,
maso, vejce a nékteré motské ryby, ve kterych je riboflavin vazan ve formé¢ FAD a FMN.
V mléce je vazan na os- a B-kaseiny, asi 14% je ve form¢ FAD a 4% ve form¢ FMN. Ve

sladkovodnich rybach je obsah riboflavinu nizky. [6]

V ovoci a zelening je obsah riboflavinu vétsinou nizky. Bohatym zdrojem riboflavinu jsou
obiloviny a lusténiny - pohanka, obilné klicky, ovesné vlocky, ¢ocCka, fazole, hrach, ze
zeleniny ruzickova kapusta a také kvasnice a houby. Riboflavin je v malém mnozstvi i
Vv bézném pecivu a cerealnich vyrobcich, ve vy$§im mnozstvi se nachazi v celozrnnych
vyrobcich. Zde se vitamin vyskytuje pfedev§im v kli¢cich a aleuronové vrstvé. Jeho obsah
v mouce tedy zavisi na stupni vymleti, pii kterém dochazi ke snizovani piiblizné jedné
tretiny obsazen¢ho vitaminu. Proto se provadi fortifikace potravin, a to zejména u
vymilané pSeni€né mouky, snidanovych ceredlii, multivitaminovych napoji a détské

vyzivy. [3, 6]

Odhaduje se, ze 40% ziskan¢ho vitaminu ve stravé Ceské populace zajiStuje predevSim
mléko a mlécné vyrobky, asi 20% pfijimame z masa a 15% pfijimame z obilovin.
Riboflavin je v travicim traktu snaze absorbovan z potravin zivocisného pivodu nez ze
surovin rostlinného ptvodu. V rostlinné stravé prevladaji kovalentné vézané formy, které

jsou proteazami obtiznéji Stépitelné. [5, 6]

Obsah riboflavinu ve vybranych potravinach je uveden v tabulce (Tab. 2).
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Tab. 2: Obsah riboflavinu ve vybranych potravindch [6]

Potravina Obsah ribof_llavinu Potravina Obsah ribof_llavinu
[mg.kg™] [mg.kg™]
Vepiové maso 0,9-3,5 Lusténiny 1,2-2,8
Hovézi maso 0,4-3,5 Zeli 0,5
Kufeci maso 0,7-2,8 gpenét 0,6-3,4
Vepiova jatra 29-44 Rajcata 0,3-0,4
Ryby 1,0-3,3 Mrkev 0,5-2,6
Mléko 0,2-3,0 Brambory 0,3-2,0
Syry 3,3-57 Jablka 0,1
Vejce 2,8-35 Citrusové ovoce 0,2-0,4
PSeni¢na mouka 0,2-1,2 Banany 0,4-0,6
Chléb 0,6-1,5 Drozdi 17-44

1.6 Ztraty riboflavinu pri zpracovani potravin

Ztraty vznikaji uz od momentu sklizné v disledku skladovani v zeméd€lskych podnicich, u
potravinatskych vyrobcti béhem technologického opracovani a néasledného skladovani ve
velkoobchodu, v maloobchodu, u spotiebitele a zejména pii zpracovani pii piipravé
hotovych pokrmill. V téchto piipadech jsou ztraty riboflavinu v potraviné zpiisobeny

nedostate¢nou ochranou proti slune¢nimu zateni. [17, 18]

Riboflavin je znaéné rezistentni vici vysokym teplotdm, ale snadno je rozkladan
pusobenim svétla. Nejvétsi vliv na riboflavin ma svétlo s vinovou délkou v rozmezi 420 az
560 nm. Osvétleni ze zafivek ma mensi Skodlivy dopad nez pfimé slune¢ni svétlo. A proto
by se potraviny s obsahem riboflavinu mély skladovat mimo dosah slune¢niho zafeni

v nepruhlednych nebo barevnych obalech. [3, 6]

K prvnim ztratdm riboflavinu dochazi pti pfedb&zné ptiprave potravin, kdy jsou potraviny

zbavovany nepozivatelnych nebo nehodnotnych ¢asti (napft. slupky) a poté omyvany. [17]

BéZnou technologickou operaci pii zpracovani zeleniny byva blanSirovani. BlanSirovani je
kratké povareni nebo spafeni plodin v horké vodé, nebo vystaveni u€inkiim kondenzujici
pary. Kyzlink uvadi, ze retence riboflavinu naptiklad pfi blansirovani Spenatu parou je 88 —

100 % a pfi blansirovani ve vodé je retence 64 — 95 %. [3, 19]
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U lusténin je provadéno maceni, které piredchazi tepelnému opracovani. Cilem maceni je
dosazeni castecné rehydratace, zjemnéni chuti a zkraceni doby tepelné upravy. Pii
zbytecné dlouhém maceni dochazi ke znaCnym ztratdm riboflavinu. Ztraty pii maceni
¢ocky do tfi hodin jsou minimalni (0,6 %), ale po péti hodinéch se ztraty zvysuji na 9,6 %.
[18]

Tepelné opracovani potravin je jedna z nejefektivnéjSich metod na ochranu potravin pied
mikrobidlnim a enzymatickym poskozenim. Nejcastéj$i metodou je vareni, pii kterém
piechéazi riboflavin do vyluhu. Ztraty riboflavinu pii upravé potravin zaviseji na pH
prostiedi a pfitomnosti svétla. Ztraty riboflavinu v bramborach po 30 minutach varu €ini 7
%, po 70 minutach uz 22,8 %. [18, 19]

Ztraty riboflavinu pfi tepelné upraveé riboflavinu jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3).

Tab. 3: Ztraty riboflavinu pri tepelné vupraveé masa [18]

Druh masa Zpusob piipravy Ptiprava [min] Ztraty r[1(;)(])ﬂavmu
Hovézi predni Vareni 60 32
Varenlrv tlflkove 60 17
nadobé
Hovézi zadni Dusem’V otevrene 40 12
nadobé
Dusenlr \% tlflkove 50 29
nadobé
Veptové zadni Duseni, peceni 20 36
peceni 30 44

Obsah riboflavinu v obilovinach zavisi na stupni vymleti. V tmavych moukach je obsah
vys$§i. PeCenim produkti z obilovin dochdzi k malym ztratam (do 10 %). U mouk
obohacenych riboflavinem jsou ztraty vyssi (az 30 %). Upec¢enim moucného jidla se snizi
obsah vitaminu na 90 %. Vafenim téstovin dosahuji ztraty s ohledem na dobu vafeni a druh
téstovin 35 — 55 %. [6]

Mrazenim a uchovavanim potravin pfi mrazirenskych teplotach se obsah vitaminu po 15

mesicich skladovani snizi asi o 15 %. [6]

Sterilaci a pasteraci mléka a mléénych vyrobkli, nedochdzi k vyznamnému snizeni

riboflavinu (maximalné 5 %). Retence riboflavinu u mléka ohtivaného 10 minut je 100 %.
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V mléce osetfeném ultra vysokou pasteraci je retence asi 98 %. Skladovani trvanlivého
mléka nemd znacny vliv na jeho obsah, ktery se snizi jen o 10 %. Ponechanim mléka na
ptimém slunci 1 hodinu, dochazi k degradaci 20 — 40 % riboflavinu. Béhem suSeni mléka

dochazi asi ke 2 % ztraté. [6]

Fermentované mlééné vyrobky maji obsah riboflavinu vyssi, nebot’ je syntetizovan

bakteriemi mlé¢ného kvaseni. [6]

1.7 Metody stanoveni riboflavinu

Riboflavin je silné fotolabilni vitamin, proto musi analyza probihat za nepfistupu svétla.
Riboflavinu je vazan esterovou vazbou na kyselinu fosfore¢nou ve formé koenzymu (FMN
a FAD), které jsou specificky vazany na svij bilkovinny nosi¢ (apoenzym). Uvolnéni
riboflavinu z vazby na bilkovinu lze provést kyselou hydrolyzou ziedénymi mineralnimi
kyselinami (napiiklad kyselina sirovd nebo chlorovodikovd) nebo enzymatickou
hydrolyzou (takadiastdizou, claradiastiazou, papainem nebo jinymi enzymy). Flaviny se
izoluji z extraktu sorpci na pevné sorbenty (absorpéni hlinky) nebo se extrakt pouzije

piimo. [26]
Lumiflavinova metoda

Pfi lumiflavinové metod¢ se vzorek nejdiiv hydrolyzuje bud’ kyselou hydrolyzou pomoci
kyseliny chlorovodikové nebo enzymaticky pepsinem s naslednou extrakci chloroformem.
Ozafovanim extraktu UV zafenim v alkalickém prostiedi je od riboflavinu odstépen
ribozovy zbytek a vznika lumiflavin. Extrakt je méten fluorimetricky pii vinovych délkach
primarniho zafeni 435,8 nm a sekundarniho zafeni 525 nm. Obsah riboflavinu ve vzorku je
uren z kalibra¢ni kiivky. Metoda je vhodna pro bé&zné stanoveni riboflavinu

V potravinach. [21]
Mikrobiologicka metoda

K mikrobiologickému stanoveni se nejcastéji pouzivaji bakterie Lactobacillus casei.
Béhem stanoveni riboflavinu se sleduje rlst testovaného mikroorganismu na zékladé
obsahu pfitomného riboflavinu. Pfitomnost riboflavinu se projevi zménou obsahu suSiny,

ktera se stanovi vazkové, nebo turbidimetricky métenim zakalu. [2, 30]
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Kapilarni elektroforéza

Italsti védci zjistovali obsah riboflavinu v béznych potravinach rostlinného ptiivodu pomoci
elektroforézy s fluorescencni detekci. Po extrakci flavint byla ke vzorkiim piidana smés
metanol : metylenchlorid (9 : 10). Vzorky byly okyseleny octanem sodnym a
odstfed’'ovany. Supernatanty byly po filtraci pouzity k elektroforetické separaci. Vzorky
byly nastiiknuty k anodickému konci kapilary. Pouzité napéti bylo 30 kV. Obsah
riboflavinu v p3eni¢né mouce byl 26,5 pg.100g™, v mouce z pSenice tvrdé byl obsah 50,2

112.100g™* a v kukufiéné mouce 35,4 pg.100g™. [20]
Chromatografie na tenké vrstvé

Gliszczynska a kol. stanovovali obsah riboflavinu a jeho derivati pomoci chromatografie
na tenké vrstvé ve vajecném bilku a Zloutku, v mléce, jogurtu a kefiru. Separace byla
provedena na silikagelové a celulozové desce. Pouzita vyvijeci mobilni faze: n-butanol :
ledova kyselina octova : voda (0,2 : 0,1 : 0,1) v/v. Touto metodou se védcim podaftilo

stanovit jednotlivé flavinové derivaty. [29]

1.7.1 HPLC

Brazil$ti védci pouzili metodu HPLC s reverzni fazi a fluorescenéni detekei pro stanoveni
obsahu riboflavinu v pfitomnosti tetracyklinti u péti vzorkd odstfedéného mléka a u Ctyf
vzorku plnotu¢ného mléka osetieného UHT zahievem. K uvolnéni riboflavinu z vazeb na
FMN a FAD byla pouzita kysela hydrolyza kyselinou trichloroctovou. Po centrifugaci byl
supernatant zfiltrovan a nastfiknut na kolonu C8 (250 mm x 4,6 mm, 5 um). Analyza
probihala izokraticky. Pouzitda mobilni fiaze byla sloZena z octanu sodného, chloridu
vapenatého a EDTA : metanol (65:35) v/v. Pouzita excita¢ni vinova délka byla 420 nm a
emisni vinova délka 530 nm. Celkova doba analyzy byla 7 minut. Obsah riboflavinu ve

vzorcich mléka byl v rozmezi 1,49 — 1,89 ug.ml™. [22]

Pro stanoveni riboflavinu ve vinu, pivu a ovocnych dzusech byla pouzita metoda HPLC
s fluorescencni detekci, kterd byla vyvinuta pro rutinni stanoveni riboflavinu v napojich.
Vzorky napoji byly po filtraci nastfiknuty na kolonu. Jako mobilni faze byl pouzit
dihydrogenfosfore¢nan sodny (upraveny na pH 3) a acetonitril (80 : 20) v/v s gradientovou
eluci. Excitacni vlnova délka byla 265 nm a emisni vlnovd délka 525 nm. Zjisténa
primérma koncentrace riboflavinu ve vzorcich vina byla 81,6 pg.I™, ve vzorcich piva 312,6

ng.l™* avovoenych dzusech byla 41,3 pg.I™. [23]
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Chen a Wolf stanovovali hydrofilni vitaminy v Sesti vzorcich multivitaminovych doplnka
stravy, pomoci kapalinové chromatografie s DAD detektorem v navaznosti na hmotnostni
spektrometr. VVzorky byly rozpustény ve fosfatovém pufru a vodé. Pii analyze byla pouzita
kolona C18 (250 mm x 2,0 mm, 4 um) a mobilni faze sloZena z kyseliny mravenci ve vodé
a kyseliny mravenci v acetonitrilu (50 : 50) v/v. Eluce probihala gradientové. Retenéni Cas
riboflavinu byl 16,07 min. Multivitaminové tablety obsahovaly prumérné 2 mg riboflavinu
V tableté. [24]

Tang a kol. vyuzili HPLC s reverzni fazi ke stanoveni riboflavinu v mase. Vzorky byly
nejprve extrahovany kyselinou chlorovodikovou. Nasledné bylo upraveno pH na 4,3 - 4,7.
Vzorky byly inkubovany s pfidavkem enzymi kyselé fosfatazy (37°C 18 hodin). Po
enzymatickém Stépeni byla ptfidana kyselina trichloroctovd (vysrazeni bilkovin a
denaturace enzymil). Poté byly vzorky analyzovany pomoci HPLC. Pouzitd mobilni faze
byla metanol : voda (40 : 60) v/v. Fluorimetricky detektor byl nastaven na 450 nm
excitaéni vinové délky a 510 nm emisni vlnové délky. Reten¢ni ¢as riboflavinu byl 5,07
min. Obsah riboflavinu v hovézim mase byl 0,245 mg.100g™ a ve vepfovém mase 0,135
mg.100g™. [25]

Metodou HPLC/UV byl stanoven obsah riboflavinu v jatrech. Vzorky byly hydrolyzovany
kyselinou chlorovodikovou. Na vysrdzeni proteinti byla pouzita kyselina trichloroctova a
Carrezova ¢inidla. Na analyzu byla pouzita mobilni faze octan sodny : metanol (87 . 13)
v/v s gradientovou eluci. Detekce probihala pfi vinové délce 270 nm. Obsah riboflavinu

stanovili ve vzorcich jater v potadi: kufeci, kriti, vepfova a hovézi jatra. [26]

Spandlsti védci predstavili jednoduchou, rychlou a spolehlivou HPLC metodu
s fluorescencni detekci pro stanoveni obsahu riboflavinu v zampionech. Vzorky hub byly
homogenizovany s 0,1 M kyselinou chlorovodikovou supravou pH na 4 — 45. Po
vysrazeni bilkovin kyselinou trichloroctovou byl riboflavin separovan na koloné C18 (250
x 4,6 mm; 5 um), mobilni faze byla metanol : voda (50 : 50) v/v s gradientovou eluci.
Excita¢ni vinova délka byla 422 nm a emisni vinova délka 515 nm. Bylo zjisténo, Ze obsah

riboflavinu v zampionech je 6,24 pg.g™. [27]

Valls a kol. pouzili ke stanoveni riboflavinu v masnych vyrobcich metodu HPLC
S fluorimetrickym  detektorem. Masny vzorek byl extrahovan 0,1 M kyselinou
chlorovodikovou s upravou pH na 4,0 — 4,5, enzymaticky hydrolyzovan enzymem

claradiastiza. Mobilni faze: heptasulfonova kyselina a acetonitril (75 : 25) v/v
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s izokratickou eluci. Excitacni vinova délka 227 nm a emisni 520 nm. Detekéni limit byl
0,015 mg.100g™. Rozsah koncentrace riboflavinu v masnych produktech byl 0,154 — 0,160
mg.100g™. [28]

Ismail a kol. zjistovali pomoci HPLC/UV-DAD rozdil vitaminové skladby u zeleniny
péstované konvenénim a ekologickym zpisobem. Vzorky (brokolice, hlavkovy salat,
laskavec a Spenat) byly homogenizovany s kyselinou sirovou, nasledné enzymaticky
hydrolyzovany enzymem amyldza. Detekce slozek probihala na koloné¢ C18 (250 x 4,0
mm; 5 um) s mobilni fizi metanol : voda : ledova kyselina octova (65 : 35 : 0,1). UV
detektor byl pro riboflavin nastaven na 270 nm. Studie ukazala, ze ne vSechna ekologicky
pestovana zelenina ma vys$i obsah vitamin. Vyssi obsah riboflavinu byl stanoven u

konvenéné péstované zeleniny, nez u zeleniny péstované ekologicky. [31]
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2 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je separacni technika, kterd se vyuziva k d€leni latek mezi dvéma fazemi,

z nichz jedna je mobilni a druha stacionarni. [32]

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. O separaci latek rozhoduji nejen
interakce se stacionarni fazi, ale 1 pouzitd mobilni faze. Béhem separace je vzorek vnasen
mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze. Pii prichodu kolonou piejde kazdd molekula vzorku
mnohokrat z proudu mobilni faze na povrch sorbentu a zpét. Pohybem mobilni faze je
vzorek touto soustavou undsen. Slozky vzorku mohou byt staciondrni fazi zachycovany, a
proto se pii pohybu zdrzuji. Vice se zdrzi slozky, které jsou stacionarni fazi poutany
silngji. Tim se postupné slozky od sebe oddéli. [32, 33]

Pro separaci je mozné vyuzit rizné mechanismy, naptiklad adsorpci, rozdélovani na

zaklad¢é razné rozpustnosti, iontovou vyménu, molekulové sitovy efekt nebo specifické

interakce v afinitni chromatografii. [32]

Protoze chromatografie vyuzivd déleni mezi dvéma fazemi, vychézi také déleni metod
podle tohoto aspektu. Kapalinovou chromatografii lze délit na chromatografii rozdélovact,

gelovou, adsorpéni a iontové vyménnou (Tab. 4). [32]

Tab. 4: Prehled chromatografickych technik [32]

Mobilni faze Stacionarni faze Chromatograﬁcka Pouzivany zkratka
technika
Kapalinova rozde!ovam LLC
) chromatografie
Kapalina Golova _
. elova permeacni
Kapalina chromatografie GPC
(kapalinova T v,
chromatografie) Kapalinova adsqpcm LSC
chromatografie
Tuh4 latka
lontové vyménna
. IEC
chromatografie
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2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Klasicka kapalinovéa chromatografie je pouzivana spise jen k separaci jednoduchych smési.
Pro separaci komplikovanych smési latek je tato metoda prakticky nepouzitelnd. K témto
ucelim slouzi vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC). Touto metodou lze analyzovat ionty, latky polarni i nepolérni,
malo tékavé, tepelné nestabilni 1 vysokomolekuldrni. Srovnani pouzitelnosti rtiznych

chromatografickych metod je uvedeno v tabulce (Tab. 5). [34]

Tab. 5: Rozsah pouzitelnosti HPLC ve srovnadni s ostatnimi separacnimi metodami [34]

Rozsah molekulovych

Metoda hmotnosti analytd M, Analyzované latky
[g.mol™]
HPLC 3-10° 1or}ty, latky pol,arn’l i nepolarni,
nizkomolekulérni i polymery
plyny, latky t€kavé a teplotné stabilni, po
GC 1-400 deprivatizaci i netékavé, po pyrolyze i

makromolekularni

PCaTLC 100 - 2000 ionty, latky polarni i nepolarni,

Separace zavisi na vlastnostech analyzovanych latek a jejich interakcich s mobilnimi a
staciondrnimi fazemi, na typu a vlastnostech staciondrni faze, na slozeni mobilni faze, na
geometrickych parametrech kolony, davkovaciho zatizeni, detektoru a spojovacich cest, na

pritoku a na pracovni teploté. [34]

Metodou HPLC lze provadét separaci a identifikaci latek ze smési, kontrolu surovin nebo
Cistoty materiald, vyrobnich meziproduktii a produktii. Tato metoda je vyuZivana i1 pfi
kontrolach Zivotniho prostiedi, pfi analyze hormont a léciv, a ke kontrole slozeni

potravin.[34]

Nejbeéznéjsi technika v HPLC je elu¢ni technika. Pfi ni se na kolonu zavadi vzorek do
kontinualné protékajiciho proudu mobilni faze, pficemz se latky postupné rozd¢li. Slozky
ze vzorku jsou z kolony eluovany v porfadi sorpce na stacionarni fazi a jsou mezi sebou

oddéleny mobilni fazi. [33, 35]

Eluc¢ni vyvijeni je mozno realizovat v n€kolika variantach, které se od sebe lisi zavislosti

tzv. elucni sily mobilni faze na Case. Pokud slozeni mobilni faze ziistdva konstantni po
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celou dobu analyzy, jedna se o eluci izokratickou. Pokud se sloZzeni mobilni faze méni

s Casem, tak se jedna o gradientovou eluci. [35, 36]

2.2 Aparatura HPLC

Aparatura HPLC je slozena z vysokotlakych Cerpadel, které zabezpecuji transport mobilni
faze kolonou, davkovace vzorktl, chromatografické kolony, kde se slozky vzorku separuji,
detektoru, poskytujiciho elektricky signal pii prichodu separovanych latek jako odezvu
umérnou zmeéne sledované vlastnosti eluatu, vytékajiciho z kolony. Pro zaznam a ukladani
signalu detektoru je piistroj doplnén o zatizeni, které vyhodnocuje vysledny chromatogram

(Obr. 4). [37]
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Obr. 4: Schéma kapalinového chromatografu

2.2.1 Cerpadla mobilni faze

Mobilni faze je cerpana do kolony bud’ pistovymi, nebo membranovymi cerpadly. Pistova
cerpadla jsou konstruovéna tak, aby objem kapalné faze v pracovni ¢asti vytlac¢eného valce
pii maximu vytlaku byl co nejmensi. Aby pistové Cerpadlo nezplisobovalo pulzni razy,
umistuji se Cerpadla v sérii za sebou. Membranové Cerpadlo mé prostor s pistem naplnén

hydraulickou pracovni kapalinou. V hlavé cerpadla je umisténa membrana, ktera
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zprostiedkovava styk hydraulické kapaliny vytlacované pistem s mobilni fazi na druhé

stran¢ membrany. [33; 37]

V soucasnosti jsou pouzivana cerpadla s malym objemem mobilni faze, ve kterych se
mobilni faze stfidavé nasava pres systém zpétnych ventilli ze zasobniku do malé pistni
komory o objemu 10 - 400 pl a dale ji vytlacuje na chromatografickou komoru. Tento maly

vnitini objem umoziuje rychlou vyménu mobilni faze. [37]

2.2.2 Zarizeni pro gradientovou eluci

Gradientova eluce se pouziva k déleni smési, jejichz slozky se vyrazné 1isi retenci pii eluci
S konstantnim slozenim mobilni faze. Jeji princip spocivad v pouziti mobilnich fazi, jejichz
sloZzeni se méni s ¢asem. Toho se dociluje michanim n¢kolika slozek v poméru, ktery se
tidi pfedem zvolenym ¢asovym programem. Hlavni vyhodou je kratsi doba analyzy a vyssi

citlivost detekce pro pozdé&ji eluyjici latky. [38]

Nejjednodussi zatizeni je slozeno ze dvou nadob spojenych trubickou malého priméru.
Cerpadlo nasaje z prvni nadoby méné polarni eluent a dodava jej do kolony. Polarngjsi
eluent plynule vtékd do prvni nadoby, kde je promichavdno michadlem. Moderni
gradientova zafizeni vyuzivaji dvou linearnich elektronicky fizenych davkovacu. Toto
zafizeni umoznuje sméSovat dvé nebo vice slozek mobilni faze v rliznych pomérech,
protoze je kazda slozka mobilni faze davkovana vlastnim vysokotlakym ¢erpadlem. [32,

37]

2.2.3 Davkovaci systém

Konstrukce zatizeni pro davkovani vzorku na chromatografickou kolonu miZze vyznamné
ovlivnit u€innost separace. Analyzovany vzorek rozpusStény ve vhodném rozpoustédle nebo
mobilni fazi je davkovan do kolony davkovacimi ventily se smyckou naplnénou vzorkem,
bez pferuseni toku mobilni faze. Injekéni zafizeni miZe byt ovladano rucné nebo
automaticky. U manuélné ovladanych ventilii se nejprve naplni smycka vzorkem pomoci
injek¢ni stiikacky a nasledné se davkuje prepnutim do druhé polohy. Automaticky
davkovac je opatfen zasobniky s vialkami, které se pied kazdym nastifikem posunou pod
injek¢ni stfikacku davkovace. Ta vzorek z vialky nasaje do davkovaci smycky a po
pfepnuti ventilu se vytlaci vzorek ze smycky do chromatografické kolony. Davkovaci

smycka ma obsah 10 nebo 20 pl. [33, 36, 37, 38]
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2.2.4 Kolony

Vysledek chromatografické analyzy je urCovan predevSim kvalitou kolony a jeji naplné.
Na koloné probiha vlastni separace sloZek analyzovaného vzorku. Uginnost kolon zavisi
nejen na kvalité vybraného sorbentu, ale i na délce kolony, pouzitém materialu, vnitinim
povrchu atd. Komer¢ni kolony jsou tvofeny rovnou bezeSvou trubici, vyrobenou
Z nerezové oceli, pfipadné z tvrzeného skla, titanu nebo pevného polymeru opatfené na
koncich fritami o velikosti péra 0,5 - 2 um. Materidl musi odolavat jak relativné vysokym
tlakiim (az 60 MPa), tak i chemickému plsobeni mobilnich fazi a separovanych latek.
Velikost kolony je vétSinou 10, 15 nebo 25 cm a vnitini pramér je 4,6 - 5 mm. Kolony jsou
plnény Casticemi o velikosti 5 pm. Pro jednodus$si a rychlé separace je mozno pouzit i

kratsi kolony o délce 3 - 6 cm se stejnym vnitinim prumérem. [33, 36, 37, 38]

2.2.5 Detektory

Detektory slouzi k identifikaci latky vychazejici z chromatografické kolony. Vyuzivaji se
detektory selektivni, které maji signal imérny pouze koncentraci analyzované latky eluatu
(tzn., m&fi napiiklad absorbanci pti uréité vinové délce nebo elektrolyticky proud pii
ur¢itém potencialu) a detektory univerzalni, které poskytuji signal imérny urcité vlastnosti
eluatu jako celku (tj. napfiklad index lomu, tepelnou vodivost, relativni permitivitu).
Selektivni detekce je vétSinou citlivéjsi a vhodnéjsi predevSim pifi analyze slozek
ptitomnych v komplikovanych matricich. Déle 1ze detektory délit podle ¢asového prubehu
odezvy na diferencialni detektory, které davaji odezvu na okamzité mnozstvi latky
pfitomné v cele a integralni detektory, které podavaji tidaj o celkovém mnozstvi latek,

které prosly detektorem od zacatku analyzy. [33, 34, 35, 37]

Ideédlni detektor pro kapalinovou chromatografii by mél umoznovat detekci vSech typu
koncentraci solutu, mél by mit vysokou citlivost a nizkou Urovenn Sumu, nemél by byt
citlivy ke zméndm tlaku, priitoku mobilni faze a teploty, mél by mit minimalni pfispévek
Kk rozsifovani elu¢nich zon latek a m¢l by umoznovat pouziti gradientové eluce ¢i jinych
technik s programovanou zménou pracovnich podminek. [38]

V kapalinové chromatografii jsou pfevazné¢ vyuzivany detektory optické (fotometricky,

fluorimetricky a diferencialni) nebo elektrochemické (voltaicky, polarograficky a

vodivostni). [32]
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Fotometrické detektory

Fotometricky detektor je zaloZen na stejném principu jako UV spektrofotometr. Eluat
protékd meérnou celou o objemu 5 az 10 pl a optickou délku 10 mm. Pro preparativni ucely
jsou vyuzivany cely vétsiho objemu 30 az 500 pl. Piistroje jsou vétSinou vybaveny
deuteriovou vybojkou a miizkovym monochromatorem a mohou pracovat v rozsahu 220

az 600 nm. [32]
Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory patii k nejpouzivanéjsim detektorim v HPLC, protoze
mohou detekovat velky pocet latek a jsou kompatibilni s gradientovou eluci. Pracuji
v ultrafialové i viditelné oblasti zafeni a méfi absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony

Vv oblasti vinovych délek od 190 do 800 nm. [33, 34, 37]

Spektrofotometrické detektory lze d¢lit na jednopaprskové a dvoupaprskové. U
jednopaprskovych spektrofotometrii vychazi UV svétlo z vodikové nebo rtutové vybojky a
prochazi nejprve srovnavacim a poté mérnym vzorkem. U dvoupaprskovych
spektrofotometri prochazi UV svétlo jednak mérnym vzorkem a paralelné uspofddanym
srovnavacim vzorkem. Dal$i dé€leni je mozné na zakladé pouzitych vinovych délek. Do
prvni skupiny patii detektory, které maji nastavenou bud’ jednu fixni vinovou délku
(nejcastéji 253,7 nm) nebo maji nastavitelnych nékolik vinovych délek. Do druhé skupiny
jsou fazeny detektory, u kterych lze volit mezi n€kolika pfedem danymi vinovymi délkami.
Dalsi skupinu tvofi detektory s plynulou zménou vlnové délky. Zvlastni skupinou jsou
detektory s diodovym polem (Diode Array Detector, DAD), které se vyznacuji rychlym
zdznamem spektra bez preruSeni chromatografické separace na koloné. Tyto detektory
pracuji s velkym poctem plosnych fotodiod, umisténych na desticce o délce asi 1 cm.
Detektory s diodovym polem umoziuji jednak soucasnou detekci a integraci pii nékolika
vinovych délkach, jednak i soucasné ziskavani spekter a chromatogramu. [33, 34, 35, 37,
38]

Fluorimetrické detektory

Fluorimetricky detektor je zaloZzen na schopnosti latek absorbovat UV zafeni
z intenzivniho zdroje a pak vydavat fluorescencni zaieni o vyssi vinové délce, nez jaké ma
zéafeni excitatni. Emitované zafeni dopada na fotoelektricky néasobi¢ a pfeméni se na
elektricky signal. Velikost elektrického signdlu je imérna toku fluorescenéniho zafeni.

Tento detektor ma detekéni limit 107 g.ml™ analytu. [33, 36]
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Refraktometrické detektory

Refraktometricky detektor patfi mezi univerzalni detektory. M¢éfi rozdily indexu lomu
mezi kyvetou s eluatem a kyvetou srovnavaci, naplnénou ¢istou mobilni fazi. Pokud eluat
obsahuje slozku, objevi se vychylka. Nevyhodou refraktometrickych detektorti je zavislost
indexu lomu na teploté a nemoznost pouzit gradientovou eluci. Refraktometrické detektory
jsou vyuzivany tehdy, kdyz ostatni detektory neposkytuji pro analyzované latky odezvu

(napriklad pii analyze cukri). Detekéni limit je 107 g v 1 ml vzorku. [33, 34]
Elektrochemické detektory

Detektory elektrochemické patii mezi selektivni detektory. Tyto detektory méfi vodivost
nebo elektricky proud, vyvolany pfi prichodu redukovatelné ¢i oxidovatelné latky mérnou
celou s elektrodami, na které je vloZeno napéti. Pracovni elektroda mize byt napiiklad
z uslechtilého kovu nebo zriiznych forem uhliku pro oxidaci latek nebo rtutovd pro
redukci latek. Elektrochemické detektory mohou pracovat bud’ amperometricky nebo
coulometricky. Amperometricky detektor vyuziva vétsinou tii elektrody. Mérnou, na které
probiha elektrochemicka reakce, srovnavaci a pomocnou. Tento detektor zaznamenava
elektricky proud odpovidajici oxidaci nebo redukei latek v eluentu pfi vhodném vlozeném
napéti na elektrodu. V coulometrickém detektoru dochazi k uplnému pribéhu
elektrochemické reakce analyzovanych latek. Coulometrické detektory s elektrodovym
polem vyuzivaji k méfeni soucasné 8, 16 nebo 32 elektrod a umozZiuji zaznamenavat

sou¢asnou zavislost proudové odezvy na ¢ase i na vlozeném potencialu. [34, 37]
Vodivostni detektory

Vodivostni detektory méfi elektrickou vodivost eluatu vytékajiciho z kolony v prutokové
cele, vétSinou vélcového tvaru, se dvéma vzdjemné izolovanymi kovovymi elektrodami.

Pracuji s vlozenym stfidavym napétim, aby se zabranilo polarizaci elektrod. [37]
Hmotnostni detektor

Hmotnostni detektor umoZznuje ziskat informace o molekulovych hmotnostech, ptipadné i

o struktufe latek separovanych kapalinovou chromatografii. [37]
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3 POHANKA

Pohanka setd je potencionalné¢ vyhodnou surovinou pro zdravé a funk¢ni potraviny. Ma

vysokou nutri¢ni hodnotu a prokazatelné pozitivni G¢inky na zdravi lidi. [39]

Pohanka pochazi z Ciny, kde se péstuje uz pies tfi tisice let. Odtud se zfejmé rozsifila do
Bhutanu, Nepalu, severni Indie a severniho Pakistanu. Ve stfedovéku se pohanka dostala
pohanskymi vojsky Osmanské fise pfes Rusko do Evropy. To bylo pravdépodobné

divodem vzniku nazvu pohanka.[40]

Nejstarsi archeologické nélezy pohanky na tuzemi Ceské republiky pochazeji z 12. stoleti
z Opavy, Prunéfova v severnich Cechach, arealu hradu Uhersky Brod a Starého Ji¢ina.
Pohanka zdoméacnéla v horskych a podhorskych oblastech Cech a Moravy. Na Slovensku
se pestovani rozsifilo témeét na celé tzemi, ale i zde se postupné presunulo zejména do
horskych a podhorskych oblasti. Prvni pisemny zaznam byl objeven v Matthioliho herbati
Z roku 1596. Nejvétsi rozmach v péstovani pohanky nastal v 16. a 17. stoleti. V 18. stoleti
zacal zdjem o péstovani pohanky klesat. Tento Gpadek souvisel se zménou ve slozeni
stravy, kdy si lidé oblibili bilou mouku a z ni svétlé pecivo. Renesance péstovani pohanky
a jeji konzumace nastala v 90. letech v souvislosti s rostoucim zajmem o racionalni vyzivu

a ekologické zeméd¢lstvi. [39, 40]

V soucasné dobé je pohanka péstovand jako kulturni rostlina, ktera se da vyuzit jako
potravina, picnina, nebo medonosna rostlina. Péstuje se v konvencnim 1 ekologickém

zemédelstvi. Obrusovanim nazek se z ni ziskavaji kroupy a mletim mouky. [41, 42]

3.1 Botanicka charakteristika

Pohanka obecna (Fagopyrum esculentum Moench) patii do tfidy dvoud€loznych
(Dicotyledoneae), podtiidy prvoobalnych (Archichlamydae), fadu rdesnokvétych, celedi
rdesnovitych (Polygonaceae), druhu Fagopyrum (Obr. 5). Je to jednoleta, teplomilna,

dvoudélozna a cizosprasna rostlina. [43, 44]
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Obr. 5: Pohanka seta (Fagopyrum esculentum Moench)

Kofenovy systém je tvotfen kilovym, malo rozvétvenym systémem, ktery pfili§ neprortsta
do zemé. MnozZstvi postrannich kofinkl zavisi na urodnosti, vlhkosti a provzdusnéni pady.
Kofenovy systém je schopen z piidy odebirat malo piistupné formy mineralniho dusiku,
fosforu a drasliku. Vylucuje kyselinu mravenci, octovou, citronovou a st'avelovou, pomoci

kterych ptijimaji ziviny, pfedev§im fosfor, z tézko dostupnych forem. Na druhou stranu
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diky tomu pohanka miize pfijimat vys$$i mnozstvi nezddoucich tézkych kovil, zejména

kadmia, arzenu a rtuti. [42, 45]

Lodyha je silnd, podéIn¢ ryhovana, dutd, piima a v horni tfetiné¢ mirn¢ vétvend. Dorlsta do
vysky piiblizné pil az jednoho metru. Je ¢lenéna kolénky v zavislosti na délce vegetace.

[42]

Pohanka ma heterofylni listy, to znamend, ze maji riiznou velikost i tvar. Spodni listy jsou
dlouze tapikaté, Siroce srdCité a vroubkované. Béaze tapiku je pokryta blanitou pochvou,
ktera je srostla s drobnymi palisty. Horni listy jsou mensi, kratce fapikaté, témét ptisedlé,
Sipovité, vejcité kopinaté a dlouze zaspicatélé. Na stonku jsou postaveny stiidavé. [40, 42,

45]

Kvéty jsou usporadany bud’ v hroznu, jehoz kvétni stopka, dlouhd 15 — 70 mm, vyrtsta
z 0zlabi listdi, nebo jsou v konecnych okolikovitych latdich hrozni obycejné se 4 - 7
vétvemi. Jedna rostlina mé obvykle 500 az 1500 kvéti. Pohanka ma vysokou potencidlni

produktivitu kvétl, ale malou realnou produktivitu plodd. [40]

Plody tvoii vétSinou trojboké a ¢tyfboké nazky s celokrajnymi hranami (Obr. 6). Ojedinéle
se vyskytuji 1 nazky dvouboké a pétiboké. Velikost dosahuje v priméru 4,0 - 7,0 x 3,0 - 4,0
mm podle podminek péstovani a odriidy. Barva oplodi byva tmave hnéda, Seda az fialove
cernd. Povrch nazky je tvofen dvéma nesrostlymi blanami - oplodim a osemenim.
Endosperm pohanky ma bilou barvu a tvoii 70 % hmotnosti plodu. NaZzka se dale sklada
2 20 - 25 % pevného plodového obalu, 1,5 - 2 % semenného obalu, 4 - 5 % aleuronové

vrstvy a 15 - 20 % embrya. Hmotnost tisice nazek je v rozmezi 20 - 30 g. [40, 45, 46]

Délka vegetacniho obdobi je 60 az 120 dni, v zavislosti na klimatickych podminkach.
V obdobi, kdy je dostatek vody, nazka nabobtn4d a za né&kolik dni z ni vyroste rostlina.
Optimalni teplota pro riist je asi 20°C. Po 18 - 40 dnech zacin4 rostlina kvést. Prvni nazky

dozravaji po 25 — 30 dnech od pocatku kveteni. [43]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

Obr. 6: Pohankové nazky

Z chorob pohanky se vyskytuje pfevazné peronospora (Peronospora fagopyri), antrakndza
pohanky (Ascochyta fagopyri), cerkospordza pohankova (Cercospora fagopyri) a dalsi. Ze
Skidct pohanku napada had’atko zhoubné (Tylenchus dipsaci), tfasnénky (Thysanoptera) a
dalsi. [43]

3.2 Naroky na prostredi a péstovani pohanky

Teplota

Pohanku lze u nés péstovat i ve vysSich polohach. Rostlina pohanky je citlivd na
nedostate¢né mnozstvi sraZek a na teplotu. Pohanka je povaZovéna za teplomilnou rostlinu.
Teplota béhem kliceni pohanky nesmi klesnout pod 7°C. Teplotni optimum vegetujici
rostliny je okolo 20°C. Teploty kolem 1-2°C negativné ovliviiuji jeji rist, snizuji mnozstvi
biomasy, ovliviiuji vyvoj generativnich ¢asti a produkci nektaru. Pohanka je velmi citliva
na mraz. Pokud klesne teplota po vzejiti pod -2°C nebo pfi kveteni na 1°C, rostliny hynou.

Odolnost vuci nizkym teplotam je zavisla na odradé. [40, 43]

Pohanka je také citliva na vysoké teploty. Pfi teplotach nad 30°C a vice trvajicich 3 - 4 dny
a nizké vzdusné vlhkosti v obdobi kveteni a zrani, dochazi k zasychéni a opadéani kvéth, ke

Spatnému opaleni, k zasychani vyvijejicich se nazek a pteruSeni jejich tvorby. [40]
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Svétlo

Svétlo je zdrojem energie pro fotosyntézu. Pohanka vyzaduje hodné svétla, coz je dano
naroky rostliny na velkou kvantitu asimilacnich latek pro vytvarené nazky béhem obdobi
od zacatku kveteni do zrani. Intenzita osvétleni pro normalni rast je 850 - 1000 luxi.
Obecné je pohanka povazovana za kratkodenni rostlinu, to znamend, ze pomér svétlo/tma
je 10/14 hodin. Nedostatek svétla se projevuje zmensenim poctu uzlin, vétvi, kvétenstvi,

snizenim poc¢tu semen a procentem plnych nazek. [40]
Zavlazovani

Pohanka je naro¢néa na nedostatek vody béhem celého vegetacniho obdobi. Transpira¢ni
koeficient je 500 — 700 g na 1 g vytvofené susiny. Velka spotieba vody je dana velkym
poctem neobrvenych priduchil na obou stranach listl, které zvétSuji vypatrovaci plochu,

absenci voskové vrstvy na stoncich a vEét§imi naroky na teplo, které zvySuje potiebu vody.

[40, 42]
Pozadavky na pidu

Pohance nejvice vyhovuji lehké az stfedni pudy, dale pak hlinitopisc¢ité, pisCitohlinité a
hlinité piidy. V suchych oblastech jsou vhodnéjsi pudy stfedni az t€zké, které 1épe zadrzuji
vodu. Kyselost pidy by se méla pohybovat v rozmezi pH 5,6 az 7,2. Sama pohanka ptidu
okyseluje. [47]

Péstovani pohanky

Pohanka neni narocnéd na zatazeni v osevnim postupu. Pro Uspé$né péstovani pohanky je
vyhodnéj$i zatazeni pohanky po zlepSujicich ptedplodinach (luskoviny a okopaniny).
Ptedplodiny ovlivituji vynosy. Po luskovinach je vynos pohanky vyssi o 15 — 40 % nez po
obilnindch. Podobné vynosy jsou dosazeny po okopaniniach hnojenych hnojem, fepé
cukrovce, bramborach, po kukufici péstované na silaZ a po méaku. Sama pohanka je dobrou
pfedplodinou pro obilniny. Pohanku je mozZno péstovat jako druhou, doplitkovou plodinu v
roce, po brzo sklizenych ptedplodinach. Jako meziplodina se pohanka péstuje spolecné

s ovsem a slouzi jako krmivo hospodatskych zvitat. [42,43]

Pohanka mé vykonny kofenovy systém, schopny riistu i v méné vhodnych podminkach.
Béhem vegetace rostlina nevyuziva ziviny z pidy rovnomérné. Néaroky na mnoZstvi

piijatého fosforu se zvySuji v obdobi kveteni a tvorby naZek. Na vynos 1 tuny nazek
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vyCerpa pohanka 34 kg dusiku, 16 kg oxidu fosforecného a 40 kg oxidu draselného. [42,
47]

Sklizenn je provadéna v dobé, kdy jsou dvé tfetiny nazek zralé. Ukazatelem zralosti je

tmave¢ hnédé zbarveni nazek. [40]

Po sklizni jsou odstranény hrubé organické necistoty a nasledné jsou nazky dosouseny

aktivnim vzduchem. [42]

V prvnich dnech skladovani by se méla pohanka alespon jedenkrat denné provzdusnovat,
aby nedoslo k zapafeni a plesnivéni. Pohanka je také citliva na absorpci cizich pacht, proto

by se m¢la skladovat oddélené. [42]

3.3 Chemické sloZeni pohanky

Chemické slozeni jednotlivych druhit pohanky se lisi. V tabulce (Tab. 6) je uvedeno

slozeni pohanky obecné.

Tab. 6: Chemické slozeni pohanky [50]

Obsah [%]
Bilkoviny 12,3
Tuk 3,8
Sacharidy 73,3
Vlaknina 7,0
Mineralni latky 2,4

3.3.1 Bilkoviny

Obsah bilkovin v pohance se méni od 7 do 21 %, v zavislosti na kultivarech a
enviromentalnich faktorech béhem ristu. Nazky obsahuji kolem 12 % bilkovin. Vyznacuji
se vysokym podilem albumint a globulinii a minimalnim podilem prolamint. Albuminy
tvori 18,15 - 18,80 % susiny, globuliny ¢ini 44,16 - 44,30 %, prolaminy 0,59 - 0,85 %,
gluteliny 22,15 - 22,73 %. Nizky obsah prolaminti umoziuje vyuziti pohanky v bezlepkové

diete, pfi niz je dulezity nizky obsah frakci a-prolaminovych bilkovin. [40]

Pohanka ma vysoky obsah lyzinu, treoninu a tryptofanu. Limitujici aminokyselinou je

leucin. Obsah esencialnich aminokyselin je popsan v tabulce (Tab. 7). [48]
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Tab. 7: Obsah esencialnich aminokyselin v pohance [40]

Aminokyselina Obsah [g.16g™ dusiku]

Valin 48
Leucin 8,5
Izoleucin 3,8
Treonin 3,7
Lyzin 8,5
Metionin 1,6
Fenylalanin 53
Tryptofan 1,8

3.3.2 Tuky

V nazce je obsazeno 1,5 — 3 % tukd, které se nachazi ptedevs§im v zarodku (v rozmezi 7 —

14 %) a endospermu (0,4 — 0,9 %). Z celkového mnozstvi tukid tvoii asi 39 % kyselina

linolova a 37 % kyselina olejova. Zarodek obsahuje vétSinu nenasycenych mastnych

kyselin, zatimco obalové vrstvy obsahuji vysoké mnozstvi nasycenych mastnych kyselin.

Polyenové mastné kyseliny plni ochranou funkci proti kardiovaskularnim nemocim a

pfispivaji ke snizeni hladiny cholesterolu v krvi. Zastoupeni mastnych kyselin v pohance je

popsano v tabulce (Tab. 8). [39, 48]

Tab. 8: Obsah mastnych kyselin v pohance [48]

Mastna kyselina Pocet atomti uhliku Obsah mastné kyseliny [%]
dvojna vazba

Palmitova 16:0 15,6
Stearova 18:0 2,0
Olejova 18:1 37,0
Linolova 18:2 39,0
Linolenova 13:3 1,0
Arachova 20:0 1,8
Eikosenova 20:1 2,3
Behenova 22:0 11




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

Pohanka obsahuje asi 200 mg fytosterold ve 100 g. Fytosteroly (sitosterol, stigmasterol a
kampesterol) jsou chemicky podobné cholesterolu. Stravou je ptivadéno asi 150 - 500
mg.den’l. Bylo zjisténo, Ze piijmem mnohem vysSiho mnozstvi fytosteroll, nez jaky je
bézné piivadén potravou se snizuje absorpce cholesterolu v tenkém stievé, coz vede ke
snizeni jeho hladiny v krevnim séru. Rostlinné steroly maji také pozitivni ucinek na

néktera chronicka onemocnéni. [49]

3.3.3 Sacharidy

Hlavnim sacharidem pohanky je Skrob, ktery se vyskytuje hlavné ve stiedu endospermu.
Tvoti asi 55 % hmotnosti nazky. Chemické slozeni Skrobu pohanky se li§i od slozeni
Skrobu obilovin. Obilny $krob obsahuje 15 % amylézy, ale obsah amylozy ve Skrobu
z pohanky dosahuje 52 %. Tepelné upravena pohanka obsahuje 6 % $krobu odolného vuci
plisobeni enzymu amyl4dza. Tento Skrob ma podobné ucinky jako vldknina — prodluzuje
pocit sytosti a je nutriéné dulezity pro diabetiky, protoze omezuje vykyvy hladiny glukozy
v krvi. Nestraveny Skrob se dostava do tlust¢ho stfeva, kde slouzi jako vyziva pro
mikroorganismy. Podporuje tvorbu maselnanii v tlustém stfeve, které podnécuji latkovou
vyménu stifevnich bun€k a maji vliv na pozvolné odumirani naddorovych bunék. Vlastnosti

Skrobu urcuji konzistenci a chut’ produktii z pohanky. [39, 42, 50, 45]

Semeno pohanky obsahuje i 2 % rozpustnych sacharidd, pfedev§im sacharozu. V malém
mnozstvi je obsaZena 1 arabinoza, xyloza, glukoza a melibidza. Dale se v zarodku nazky
vyskytuje D-chiro-inositol a fagopyritoly, které jsou dulezité pro zrani semene. V zarodku
a aleuronové vrstvé tvoii fagopyritoly asi 40 % celkovych rozpustnych sacharidi.
Celkovy obsah fagopyritolu se pohybuje v rozmezi 269.4 - 464,7 mg.100g™. [39, 40, 42,
45]

Obsah vlakniny v nazkéach je 11 % a v kroupach 0,8 %. Pohanka ma niZ§i obsah hrubé
vlakniny, ale vyssi podil rozpustné vldkniny. Pohankové slupky obsahuji 80 % z celkové

vlakniny, z toho je 60 % kysela detergentni vlaknina, 18 % hemicelul6zy a 30 % celulozy.
[40]

3.3.4 Mineralni latky

Primérny obsah mineralnich latek ¢ini 2 — 2,5 %. Pohanka obsahuje vice mineralnich latek
nez jiné obiloviny (napf. ryze c¢irok, proso a kukufice). Ve srovnani s ostatnimi

obilovinami ma vysoky obsah hoi¢iku, zinku, drasliku, fosforu, médi a manganu. Nékteré
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mineralni latky jsou vazany na soli kyseliny fytové, které zamezuji jejich vstiebatelnost.

Obsah kyseliny fytové v pohance je 10 mg.g™. [50]

Hoic¢ik, zinek, draslik, fosfor a kobalt jsou ulozeny v zérodku a aleuronové vrstve. Zelezo,
zinek, mangan, méd’, molybden, nikl a hlinik jsou obsazeny piedevsim v obalovych
vrstvach a osemeni. Vapnik a bor jsou obsazeny v slupkach. Obsah minerdlnich latek

v pohankovych kroupach je popsan v tabulce (Tab. 9). [50]

Tab. 9: Obsah mineralnich latek v pohankovych kroupdch [50]

Prvek Obsah [mg.100g™] Prvek Obsah [mg.100g™]
Draslik 565 Med 0,71

Fosfor 490 Molybden 0,09
Hoic¢ik 267 Kobalt 0,01
Vapnik 19,7 Bor 0,67
Zelezo 3,03 Hlinik 0,36

Zinek 2,92 Nikl 0,24
Mangan 1,64 Kadmium 0

3.3.5 Vitaminy

V pohankovych nazkach je obsazeno 0,33 mg.100g™ vitaminu By, 1,03 mg.100g™ vitaminu
B2, 1,8 mg.100g™ vitaminu Bs, 1,1 mg.100g™ vitaminu Bs, 1,5 mg.100g™ vitaminu B a 4,0
mg.100g™ vitaminu E. Smajstrla uvadi, ze v pohankovych loupanych kroupach je obsah
vitaminu B; 4,2 mg.100g™, vitaminu B, 1,1 mg.100g™, vitaminu Bg 0,2 mg.100g™ a
vitaminu E 4,1 mg.100g™". Nejvétsi koncentrace tiaminu je v aleuronové vrstvé (80 %),
riboflavinu v endospermu a v zo6n¢ kolem kli¢ku a niacinu je nejvice v obalovych vrstvach
semen. Ze slozek vitaminu E pohanka obsahuje pouze tokoferoly, které jsou obsazeny

hlavné v listech a kvétech. [50, 51, 63]

Biologicky aktivni latkou v pohance je cholin, jehoZ obsah &ini 44 mg.100g™. Cholin
napomaha regeneraci jaternim bunkdm po poSkozeni chorobami a alkoholem a dale se

ucastni odbouravani tuku v jatrech. [51]

3.3.6 Antioxidanty

Hlavni skupinou antioxidanti v pohance jsou flavonoidy, jejichz predstavitelem je rutin.

Obsah rutinu v pohance (Tab. 10) mize kolisat od 20 do 40 mg.100g™ susiny. Nejvatsi
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mnozstvi rutinu je v kvetouci nati a ve slupkach plodii. Suché pocasi a vysoka intenzita
UV-B zafeni podporuje akumulaci rutinu v rostliné. Rutin se vyznacuje vyznamnymi
antimutagenni a antikarcinogenni U¢inky a ptusobi na uvolnéni hladkého svalstva. Snizuje
krevni tlak, s vdpenatymi ionty tvoii komplexni soli, které brani sraZeni krve a zadrzuji

vapnik v téle. [52, 53]

Tab. 10: Obsah rutinu v jednotlivych castech pohanky [52]

Obsah rutinu [mg.100g™]

Loupané zrno 8,0
Semeno 23,4
Nat’ 420,8

Dalsimi vyznamnymi antioXidanty v pohance je katechin, 2—epikatechin, muyricetin,
kvarcetin a kyselina chlorogenova. Nazky obsahuji 0,5 — 4,5 % tanint, které mohou

ovliviiovat vyzivovou hodnotu produktii z pohanky. [39, 45]

3.4 Vyuziti pohanky

Pohanka se vyuziva predev§im jako krmivo, dale pro lidskou potiebu, jako meziplodina

k obnové pudni trodnosti a jako medonosna plodina.

3.4.1 Pohanka jako potravina

Pohanka ma Siroké kulinarni vyuziti v riznych zemich. U nés je z ni vyrabéno pecivo,
téstoviny a kroupy. V Japonsku se vyuzivd k vyrob& nudli a v horskych oblastech
jihovychodni Asie slouzi jako zakladni potravina. Je pouZivana pro vyrobu lihovych

napojt, piva a v Ciné slouzi k vyrobé octa. [39]

Zakladnim vyrobkem pfi zpracovani pohanky mletim jsou cela semena, ozna¢ovana jako
pohankové krupky celé, ptipadné pohankové krupky ldmané - ldmanka. Déle se pohanka

semila na pohankovou krupici a mouku. [51]

Kromé nazek je mozné vyuzit mladé nat€ i s listy, pohankové vyhonky nebo klicky, které
jsou povazovany za zeleninu. Tyto Casti jsou vhodné k ptipravé saléti 1 teplych pokrmd.
Pohankové klicky obsahuji mnohonasobn¢ vice lyzinu a rutinu, nez samotné nazky. Rutin

obsazeny v pohance zvySuje pruznost cév, zabraniuje jejich kornaténi a pomdha snizovat
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vysoky krevni tlak. Pohanka je vhodna pro diabetiky, nebot’ snizuje hladinu glukézy
v krvi. Konzumace pohanky chrani pfed srde¢nimi chorobami, protoze snizuje LDL

cholesterol a zvySuje HDL cholesterol. [39, 42, 45, 53]

3.4.2 Pohanka jako krmivo

Zrno pohanky je vyuzivano jako krmivo dribeze. Pohankovy Srot je bohaty na bilkoviny,
tuk a mineralni latky. Je velmi dobrym krmivem pro skot. Pohankou Ize ¢astecné nahradit

jiné obilniny v krmivu hospodaiskych zvifat. [42]

Zkrmovani pohankovych produktii (zelené krmivo a pohankova slama) mtze vyvolat vznik
vyrazky na bile nebo svétle zbarvenych mistech kiize pii pobytu na slunci, svrbéni i
zazivaci poruchy. Jedna se o tzv. fagopyrismus, tedy alergickou reakci na fagopyrin.
Ktomu dochazi pifi zastoupeni pohanky vice nez 30 % Vv krmné davce nebo pii

dlouhodobém zkrmovani pohanky. [40, 42]

3.4.3 Pohanka jako meziplodina

Po sklizni nazek se rostlina vyuziva jako zelené hnojivo pro obnoveni urodnosti pudy.
Pohanka je zaordna pfed zacCatkem tvorby nazek. Po zaordni se Casti rostlin rychle
rozkladaji a do pidy jsou uvoliiovany dusikaté a mineralni latky, které jsou lehce ptistupné

nasledujici ploding. Zaorani slamy zvysuje produkci nasledné plodiny o 20 %. [40, 45]

Pohanku Ize vyuzit i k protierozni ochran¢ pudy a sit ji na svazitych lokalitdch a v mistech,
kde hrozi vyplavovani dusiku. Pfes zimu pohanka zmrzne a zbytky rostliny na povrchu

pidy omezuji erozi. [40]

3.4.4 Pohanka jako medonosna rostlina

Hlavnim opylovac¢em pohanky je v€ela medonosna. Vice nektaru je produkovano kvéty,
které jsou nejlépe vyvinuté. Pohanka produkuje nejvice nektaru v prvni tietiné kveteni pfi

20 - 24°C a vlhkosti vzduchu 60 — 80 %. [40]

Pohankovy med je tmavy, ma kofenénou chut’ a typickou pohankovou viini. Obsahuje az
30 % vody a 58 — 78 % glukozy. Neobsahuje sacharézu. Obsahuje fadu stopovych prvku,

pusobi antimikrobialné a ma vyznamnou antioxida¢ni schopnost. [40]
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3.5 Zdravotni ucinky

Pohankové nat’ se podava pro zvyseni pevnosti a pruznosti cévnich stén. Vyuziva se pii
1é¢be kiecovych zil, hemoroidl, bércovych viedl a také pti poruchéach prokrveni koncetin.
Nazky pohanky se 1écebné vyuzivaji ke snizovani hladiny krevniho cholesterolu, potlacuji

karcinogenezi tlustého stfeva a ptisobi proti vysokému krevnimu tlaku. [39, 53]

Pohanka mtize byt oznacena jako prebioticky produkt. Prebiotikum je nestravitelna slozka
potravin, ktera v tlustém stfeve slouzi jako potrava pro bakterie. Ty z ni ziskavaji energii a
jako odpadni produkty vznikaji organické kyseliny, které jsou zdrojem energie pro bunky

stievni stény. Extrakt z pohanky se mize uplatnit i jako prevence proti rakoviné kize. [39]
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4 PROSO

Proso a z n¢j loupanim ziskané jahly, slouzi pro lidskou vyzivu. Jahly maji ptiznivy pomér
zivin, ktery je témét shodny s doporu¢enym pomérem bilkovin, tuki a sacharidi. Obsahuji

vyssi podil vlakniny, vitaminti a mineralnich latek. [54]

Proso je jednou z nejstarSich obilnin a kulturnich rostlin. Jeho obilky byly nalezeny na
raznych mistech Evropy uz v obdobi neolitu. Prvni pisemna zminka pochézi z Ciny okolo
roku 2800 ptf.n.l. Ve stfedovéku bylo proso zékladni plodinou v Evropé a piedevSim
Vv zépadni Evrop¢. Prosny chleba nebyl urcen k bézné konzumaci, ale pfipravoval se pouze
k vyznamnym udalostem (napf. svatba). V Ceskych zemich bylo proso velmi rozsifené, ale
s dovozem vynosnéjSich plodin, bylo jeho péstovani omezeno. Po roce 1989 doslo

k obnové v jeho péstovani. [39, 43, 54]

4.1 Botanicka charakteristika

Proso patii do tfidy rostlin jednodéloznych (Monocytoledoneae), fadu lipnicokvétych
(Poales), ¢eledi lipnicovitych — Poaceae, rodu Panicum. Rod Panicum zahrnuje vice nez
500 druht. Nejvyznamnéjsi je Proso seté (Panicum miliaceum L.) (Obr. 7). Je to jednoleta
rostlina. [44, 54]

Kofenovy systém je svazlity a skladd se z jednoho hlavniho a nékolika sekundarnich
kotinkt. Zasahuje do Sitky asi 1 m a pronikd do hloubky 0,8 — 1 m. To umoziiuje rostlindm

pfijimat vlahu 1 v lehc¢ich a susSich ptidach. [40, 43]

Stéblo nese na svém vrcholku kvétenstvi — latu. Stéblo je vzpiimené, v horni ¢asti plné,
vyplnéné dieni a pomérné slabé. Dolni a stfedni Cast stébla a listy jsou ochlupené. Na
stéble je 5 - 7 kolének valcovitého tvaru. Z kazdého kolénka vyrtsta pochva listl, ktera
pak prechazi v €epel. Na spodni Casti kazdeho €lanku steébla je podélny Zlabek piikryty
pochvou listl, ze kterych vyrtstaji odnoze. Stéblo dortsta do vysky primérné 0,8 — 1 m
(Obr. 7). [40, 43, 44]
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Obr. 7: Proso seté (Panicum miliaceum)

Listy jsou pomérné velké, skladaji se z pochvy, kterd objima stéblo a ¢epele listu. Délka
listu je znaéné kolisava od 240 — 520 mm. Siika listu se pohybuje v rozmezi 15 — 27 mm.
Z obou stran je list chlupaty, nékdy i vlnity, protoze centrdlni nerv cepele listu je kratsi nez

okrajovy nerv. [40, 44, 54]

Kvétenstvi prosa je lata tvofena vétvemi z hlavni osy, ktera muze tvorit 10 az 40 vétvi.
Kazda vétev prvniho tadu se dale vétvi na vétvicky 2. a 3. fadu. Vétve jsou hladké nebo jen

mirn¢ drsné. Klasky jsou umistény po jednom na koncich vétvicek. Maji dvé klaskové
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plevy. Dolni pleva je Siroce vejCita a jeji rozméry jsou dvakrat mensi nez cely klasek.
Horni pleva kryje klasek, je protdhle zaspicatéla s vyraznym nervem. Kvétni organy jsou
zelené a asimilujici. Vlastni generativni organ ma dvé blizny a tii tyCinky. Proso je

fakultativné samospra$né a Castost opyluje cizim pylem. [40, 54]

Plodem prosa je obilka upln¢ obalend nepfirostlymi pluchami. Vnitini obal tvofi pluska a
vnéjsi plucha. Obilka se skladd z oplodi, osemeni a endospermu. Oplodi tvofi asi 8,4%
celkové hmotnosti obilky. Obsahuje builkky epidermu, epikarpu, endokarpu, nékolik
fidkych vrstev a dale buniky podélné, vrstvu bunék piicnych a hadicovitych. Osemeni je
pomérné tenké, tvorené vrstvou barevnych a skelnych bunék. Tato odd€lujici vrstva od
aleuronovych bun¢k je pomérné silna. Vlastni endosperm tvoii 75% hmotnosti obilky a je
sloZzen z aleuronové vrstvy. Volné rozmisténé velké builkky endospermu jsou vyplnény
Skrobovymi zrny. Obilka miZe byt kulata, vejcovitad nebo prodlouZena. Délka zrna kolisa

od 2,3 do 3,5 mm, sitka od 1,5 do 2,6 mm a tloustka od 1,2 do 2,1 mm. [40, 44, 54]

Proso je napadano piedevsim snéti prosovou (Ustilago destruens), dale je postihovano
bakteridlni prouzkovitosti a spalou. Ze Skiidct je proso napaddno zavijeCem kukufiénym
(Ostrinia nubilaris), ktery vyzira dien stébla, dratovci (Elateridae), kteti poskozuji kofeny

mladych rostlin a msice (Aphididae), které zpuisobuji vybéleni a sterilnost lat. [42, 54]

4.2 Chemické slozeni

Tabulka (Tab. 11) popisuje nutriéni sloZzeni pohanky obecné.

Tab. 11: Chemické slozeni prosa [39]

Bilkoviny Sacharidy Tuk Vlédknina Popel

Obsah [%] 13,1 69,9 4 9,9 3

4.2.1 Bilkoviny

Obsah bilkovin se pohybuje vrozmezi 10 — 14 %. VétSina bilkovin je uloZena
v endospermu a aleuronové vrstvé. Z toho obsah albumint je 9,0 %, globulini 10,9 %,

prolamind 31,0 % a glutelini 8,0 %. [40]

Proso ma pfiznivy obsah esencialnich aminokyselin. Jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 12). [40]
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Tab. 12: Obsah esencidlnich aminokyselin [6]

Aminokyseliny Obsah [9.16g™ N]

Valin 55
Lucin 9,6
Izoleucin 41
Treonin 3,9
Metionin 2,5
Lyzin 34
Fenylalanin 48
Tryptofan 2,0

4.2.2 Tuky

Obsah tuku v prosu se v naSich podminkach se pohybuje kolem 4 %. Nejvice tuku
obsahuje klicek a aleuronovéa vrstva. Ztoho 6,6 % tvoii kyselina palmitova, 0,24 %
kyselina palmitoolejova, 1,43 % kyselina stearova, 22,7 % kyselina olejova, 66,7 %
kyselina linolova a 1,22 % kyselina linolenova. Kyselina linolova snadno podléha oxidaci,
coz ma za nasledek Zluknuti. Jesté¢ nachylnéjsi je nenasycend mastna kyselina linoleova,

ktera je v men$im mnozstvi také obsazena. [39, 55]

4.2.3 Sacharidy

Proso obsahuje 68 - 76 % skrobu a vétSina se nachazi v endospermu. V obilovinach se
Skrob vyskytuje ve formé Skrobovych zrn. Sklada se ze dvou frakei — amylozy (26,3 - 28,4
%) a amylopektinu (72 - 73,7 %). Volné sacharidy se vyskytuji v nepatrném mnozstvi a to
piedevsim v klicku. Proso obsahuje 0,48 - 0,9 % sachardzy a 0,04 - 0,12 % rafindzy.
Obsah vlakniny v prosu se pohybuje okolo 10%. [ 40, 56]

4.2.4 Mineralni latky

cv v

Proso ma vysoky obsah zeleza 199,8 mg.kg'l. Dalsi mineralni latky obsazené v prosu jsou
popsany v tabulce (Tab. 13). [65]
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Tab. 13: Obsah mineralnich latek v prosu [65]

Mineralni | Obsah | Mineralni | Obsah
latka | [mg.kg™]| latka | [mg.kg™]
Fosfor 2879 Zinek 65,9
Draslik | 2798 Zelezo 199,8
Hoi¢ik 1488 Mangan 8,1
Vapnik 508,6 Méd 3,4
Sodik 60,9 Chrom 7,7

4.2.5 Vitaminy

Vysoky obsah vitamint je v obalovych vrstvach a klicku, zejména ve §titku a aleuronové
vrstvé. Endosperm je na vitaminy pomérné chudy. V moukach zbyva podle stupné vymleti

jenasi 10 — 20 % puvodniho obsahu vitamint B skupiny v zrnu. [55, 56]

Proso obsahuje ptedevsim vitaminy skupiny B, kromé vitaminu Bj,. V obilce je obsazeno
0,6 mg.kg™ tiaminu, 0,2 mg.kg™ riboflavinu, 1,8 mg.kg™ niacinu, 1,1 mg.kg™ kyseliny

pantotenové. [39]

4.3 Naroky na prostredi a péstovani prosa

Proso vyZzaduje nejvice tepla pii kli¢eni a dozravani. V obdobi vzchazeni je za teplotni
optimum povazovana teplota 10-12°C, od vzejiti po odnoZovéani 18°C, odnoZovani az
metani 20°C, metani az kveteni 23°C a kveteni aZ zrani 21°C. Niz§i teploty ovliviiuji
aktivitu rastu a schopnost piijmu Zivin. Mladé rostliny prosa jsou velmi citlivé na teploty
pod bodem mrazu -2°C, kdy rostliny odumiraji. Pti teplotach niz§ich nez 5°C zcela

zastavuji svuj rust. [40, 43]
Proso je velmi citlivé na intenzitu svétla. Snizeni intenzity naptiklad jen podmracnosti se

muze negativng projevit V obdobi kveteni a zrani. [40]

PoZzadavky na pldu jsou ve vztahu k tepelnym a vlhkostnim podminkam. Nejvhodné&jsi
jsou pudy stfedné hlinité, pisc€itohlinité 1 pisc€ité. Prosu vyhovuji plidy se slabé kyselou

reakci okolo pH 6 - 6,9. [40, 43]

Proso je péstovano jako hlavni plodina, meziplodina po ranych plodindch (naptiklad ozimé

smésky, rané brambory) nebo jako ndhradni plodina po vyzimovanych obilninach. Proso
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neni naroné na zafazeni do osevniho postupu, ale pida nesmi byt zaplevelena.
Nejvhodnéjsimi predplodinami jsou okopaniny, luskoviny, nezapleveleny jetel nebo

vojtéska. [40, 43]

Proso vyzaduje béhem své vegetace velké mnozstvi zivin. Béhem své kratké vegetacni
doby vytvoii pfiblizné stejné mnozstvi suSiny nadzemni biomasy jako jiné druhy za
podstatné delsi dobu rlstu. Proso odebira z pidy na 1 tunu produkce zrna az 30 kg dusiku,

15 kg oxidu fosforeéného, 25 kg oxidu draselného a 10 kg oxidu vapenatého. [54]

Seti prosa je provadéno podle teploty ptidy, kterd musi dosahovat 8-10°C. To je obvykle od
konce dubna. [47]

Termin sklizné nelze pfesné urcit, protoze obilky v lat¢ prosa dozravaji nestejnomerné.

Zralost je posuzovana v jednotlivych ¢astech laty. [40]

Od sklizeného prosa jsou nejprve odstranény organické piimési a poté dochazi ke
snizovani vlhkosti. Dosouseni probihd pifehazovanim alespont jedenkrat denné nebo
dosousenim na rostech aktivnim provétravanim studenym nebo pfedehiatym vzduchem.
Proso je skladovano v dobfe vétratelnych, Cistych skladech, aby nedochédzelo k chutovym

zmé&nam ani k piijeti cizich pachu. [47, 54]
4.4 Vyuziti prosa

4.4.1 Proso jako potravina

V dnesni dob¢ jsou k dostani 4 potravinarské ,,bio* vyrobky z prosa (jahly, prosna mouka,
prosné pukance a vlocky), ale intenzivné jsou vyvijeny dalsi (Obr. 8). Na domacim trhu se
prodavaji predev§im z konven¢né péstovaného prosa jahly, prosna mouka, jahlova
instantni kaSe a jahlové vlocky. Jahly jsou vyuZivany k ptipravé nakypt, rizota, jahelnych
téstovin, jako pfidavek do jinych potravinafskych a pekatfskych vyrobkd (pecivo a

suenky). V Ceské republice neni proso dosud dostate¢n& docenéno. [57]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

Obr. 8: Zrna prosa setého

Proso obsahuje vyssi obsah vlakniny, nékterych vitamina (hlavné vitaminu A, vitaminu B
a vitaminu B;) a minerald (pfedevs§im Zeleza). Vyuzivaji se hlavné loupané obilky - jahly.
Jahly jsou dobfe stravitelné, maji pfiznivy pomér bilkovin, sacharidt a tuka (10-11 : 70-73
: 3,7-4,6), ktery se blizi doporu¢ovanému poméru bilkovin, sacharidii a tukt (11-13 : 57-59

: 30). Proso nevyvolava alergické reakce u lidi s lepkovou intoleranci. [54, 58]

4.4.2 Proso jako krmivo

Proso je mozno také pouzivat ke krmeni exotického ptactva. Dodéavaji se svazky lat prosa,
obilky prosa, jahly a rizné krmné smési s riznym podilem prosa podle jednotlivych druht

exotickych ptakl. Proso je vyuzivano i ke krmeni driibeze, prasat a ryb. [54]
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PRAKTICKA CAST
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5 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo stanovit obsah riboflavinu v produktech z pohanky a prosa

pomoci metody vysokoucinné kapalinové chromatografie.

1. Formou literarni reSerSe charakterizovat riboflavin, jeho vyskyt, fyzikalné —

chemické vlastnosti a ztraty béhem kulinarniho a technologického opracovani.

Popsat i kapalinovou chromatografii a HPLC, a dals$i moznosti stanoveni

riboflavinu v potravinach.

2. Optimalizovat izola¢ni postup riboflavinu z vybranych pohankovych a prosnych
produktii (pohankova mouka, pohankova mouka celozrnna, pohanka ve varnych
saccich, pohanka celd, pohanka loupana kroupy, pohanka neloupana, pohanka
loupand tmava, pohanka ldmanka bio, pohankova krupice, pohankové vlocky
instantni, pohankové vlocky, pohankové slupky, pohankové kiupky, pohankové
pukance, jahly, jahelna mouka hruba, jahelné vliocky a jahelné vlocky bio)

3. Chromatografickou metodou HPLC s UV - DAD detektorem stanovit obsah

riboflavinu v 15 pohankovych vzorcich a 4 prosnych vyrobceich.
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6 MATERIAL A PRISTROJE

6.1 Vzorky produkti z pohanky a prosa

K analyze bylo pouzito nasledujicich 15 vzorkli pohankovych produktii:

- pohankova mouka (Mlyn Smajstrla, Frenstat pod Radhos§tém, zemé pivodu CR,

minimalni trvanlivost: 1/2011)

- pohankova mouka celozrnnd (Mlyn Smajstrla, Frenitat pod Radhoitém, zemé

pivodu CR, minimalni trvanlivost: 8/2010)

- pohanka ve varnych saccich (Natural, Jihlava, zem& ptvodu CR, minimalni

trvanlivost: 6/2010)

- pohanka celd (Inter Areal, s. r. 0., Humpolec, zemé& ptivodu Ukrajina, minimalni

trvanlivost 11/2010)

- pohanka neloupand (PRO-BIO, s.r.o., Staré Mésto pod Snézkou, zemé& plvodu

Polsko, minimalni trvanlivost: 2/2011)

- pohanka loupand tmava (Natura, Hustopece, zemé pivodu EU, minimalni

trvanlivost: 2/2011)

- pohanka loupana kroupy (PRO-BIO, s.r.o0., Staré Mésto pod Snézkou, zemé ptivodu

Cina, minimalni trvanlivost: 9/2010)

- pohanka ldmanka bio (Moravska ekofarma Juré, Zlin, zem¢ ptvodu CR, minimalni
trvanlivost: 9/2010)

- pohankova krupice (Mlyn Smajstrla, Frenstat pod Radho§tém, zemé pivodu CR,
minimalni trvanlivost: 2/2011)

- pohankové vlo€ky instantni (Inter Areal s.r.o., Humpolec, zemé& plivodu Ukrajina,

minimalni trvanlivost: 7/2010)

- pohankové vlocky instantni (Vega Provita s.r.o., Frydek-Mistek, minimalni

trvanlivost: 12/2010)

- pohankové vlo¢ky (PRO-BIO, s.r.o., Staré Mésto pod Snézkou, zemé ptivodu Cina,

minimalni trvanlivost: 7/2010)
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pohankové kiupky (Natural, Jihlava, zem¢ puvodu Slovensko, minimalni

trvanlivost: 12/2010)

pohankové slupky (PRO-BIO, s.r.o., Staré Mésto pod Snézkou, zemé pavodu

Polsko, minimdlni trvanlivost: 10/2010)

pohankové pukance (PRO-BIO, s.r.o., Star¢ Mésto pod Snézkou, zemé& ptivodu

Cina, minimalni trvanlivost: 1/2011)

K analyze bylo pouzito nasledujicich 4 vzorkt jahelnych produkti:

6.2

jahelnd mouka hruba (Natural, Jihlava, zem¢ ptvodu Slovensko, minimalni

trvanlivost: 9/2010)

jéhly (PRO-BIO, s.r.0., Staré Mé&sto pod Snézkou, zemé ptivodu Cina, minimalni

trvanlivost: 8/2010)

jéhlové vlocky (Inter Areal s.r.o., Humpolec, zem¢ pivodu Ukrajina, minimalni

trvanlivost: 8/2010)

vlo¢ky jahelné bio (Country-Life s.r.o., Beroun, zemé pluvodu Rakousko,

minimalni trvanlivost: 10/2010)

Seznam chemikalii
redestilované voda
octan sodny trihydrat, Lachema Brno
kyselina mravenci 85% p.a., Penta Chrudim
kyselina trichloroctova, Penta Chrudim
kyselina chlorovodikova 37% p.a., Petr Lukes, Uhersky Brod
siran zine¢naty heptahydrat p.a., Lach-Ner s.r.o, Neratovice
hexakyonoZeleznatan tetradraselny trihydrat p.a., Lach-Ner s.r.o, Neratovice
propan-2-ol p.a., Petr Lukes, Uhersky Brod
metanol pro HPLC, Petr Lukes, Uhersky Brod

standard riboflavinu, Supelco, USA
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6.3 Pomiicky a pristroje

analytické vahy, Adam Equipment AFA-210LC
temperovana vodni lazen,, Memmert, SRN

filtra¢ni papiry KA4, Fischer Scientific

mikrofiltry 0,45 um, FFNN 1345-100, Supleco, USA
laboratorni sklo a vybaveni

davkovaci stiikacka, Hamilton, USA

Aparatura HPLC, Hewlett Packard 1100, USA:

davkovaci analyticky smyckovy ventil (davkovaci smycka o objemu 20 pl),

G1328A

vakuovany odplynovaci modul, G1322A

bindrni pumpy, G1312A

termostat kolony, G1316A

kolona SUPELCOSIL LC-8 (150 mm x 4,6 mm; 5 um), Supleco, USA
detektor UV/VIS DAD, G1315A

PC s vyhodnocovacim programem ChemStation - Instrumentl, Agilent, USA
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7 METODIKA STANOVENI RIBOFLAVINU

Pro optimalizaci izolace riboflavinu z produkti pohanky a prosa byly zjistovany vhodné

navazky vzorku a koncentrace a mnozstvi extrak¢nich ¢inidel.

7.1 Optimalizace izolace riboflavinu z pohankovych produkti

Nejprve byly voleny navazky 40, 30, 25 a 20 g. Z divodu bobtnavosti pohankovych
vzorkd (pohankova mouka, pohankova mouka celozrnnd, pohanka ve varnych saccich,
pohanka cel4, pohanka loupanad kroupy, pohanka neloupand, pohanka loupand tmava,
pohanka ldmanka bio, pohankova krupice, pohankové vlocky instantni, pohankové vlocky,
pohankové slupky, pohankové kiupky, pohankové pukance) pii zahifevu a s ohledem
k pfedpokladanému mnozstvi vitaminu B, v pohankovych produktech byla pro stanoveni

volena navazka 25 g.
Vzorky byly homogenizovany v tieci misce, aby se zajistila stejnorodost.

Pro uvolnéni riboflavinu z vazby na FMN a FAD byla provadéna kyseld hydrolyza pomoci
0,1 anebo 0,2 mol.I"* kyseliny chlorovodikové. Jako vhodngjsi pro izolaci z vazeb na
bilkoviny, FMN, FAD byla vybrana 0,1 mol.I" kyselina chlorovodikova v mnozstvi 100

ml.

Na vysrazeni proteind (v pohankovych vzorcich asi 12 % proteini) byly pouzity 3 ml 80%
kyseliny trichloroctové. Pro dokonalé odstranéni bilkovin ze vzorkd byly zvoleny 1
ptidavky ¢inidel Carrez | a Carrez 1l v mnozstvi 10, 20 a 30 ml ¢inidla Carrez I a Carrez II.

Jako vhodngjsi byl vybran piidavek 30 ml obou ¢ifidel.

Nésledné odstranéni sraZeniny bylo provedeno filtraci pomoci vodni vyvévy.

7.2 Optimalizace izolace riboflavinu z jahelnych produktia

U jahelnych produktii byly zkouSeny navazky 25 a 30 g. Kone¢né navazky byly voleny 25
g.

Stejnorodost produktu byla docilena homogenizaci v tfeci misce.
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Na hydrolyzu FMN a FAD, na které je riboflavin vazan, byla opét zkousena 0,1 anebo 0,2
mol.I" kyselina chlorovodikova. Pouzitim kyseliny chlorovodikové o nizsi koncentraci
bylo dosazeno lepsi hydrolyzy FMN a FAD. Na hydrolyzu bylo pouzito 100 ml kyseliny

chlorovodikové.

Na vysrazeni proteini (v produktech z prosa asi 10 — 14 %) byly pouzity 3 ml 80%
kyseliny trichloroctové a také ptidavek 30 ml ¢inidla Carrez I a 30 ml ¢inidla Carrez II.
Ptidavek Carrezovych ¢inidel byl zkousen po 10, 20 a 30 ml. Zjistilo se, Ze nejvhodnéjsi

pridavek je 30 ml.

Vznikla srazenina byla opé€t odstranéna filtraci pomoci vodni vyvévy.

7.3 lzolace riboflavinu

Na analytickych vahdch bylo s pfesnosti na c¢tyfi desetinnd mista navazeno 25 g
rozemletého vzorku. Vzorek byl nasledné rozetien v tfeci misce se 100 ml 0,1 mol.I*

kyseliny chlorovodikové.

Po homogenizaci byl analyzovany vzorek kvantitativné preveden do 250 ml
Erlenmayerovy banky. Veskeré pouzité nadoby byly obaleny hlinikovou folii, aby nedoslo
k degradaci riboflavinu pliisobenim zafeni. Nasledné byla barnika se vzorkem vlozena do
vodni 14zné s tfepacim zafizenim na 95°C po dobu 1 hodiny. V 50. minuté byly ke vzorku

ptfidany 3 ml 80% kyseliny trichloroctové, aby doslo k ¢astenému vysraZeni proteind.

Po uplynuté dobé byla baika se vzorkem vyjmuta z vodni lazné a ochlazena. K vzorku
bylo ptidano 30 ml ¢inidla Carrez I a po diikladném promichani 30 ml ¢inidla Carrez II. Po
5 minutach byl vzorek kvantitativné preveden do 200 ml odmérné banky, doplnén

redestilovanou vodou a zfiltrovan pomoci vodni vyvévy.

7.4 Chromatografické stanoveni riboflavinu

Stanoveni riboflavinu v produktech z pohanky a prosa bylo provedeno metodou HPLC/UV

na zaklad¢ informaci z literarnich zdrojl a experimentalniho stanoveni. [62]

Z filtratd pfipravenych postupem uvedenym v kapitole 7.3, byly Kk analyze pouzity
alikvotni podily 20 pul. Mobilni faze byla sloZena z 0,12 mol.I" octanu sodného (jehoz pH

bylo upraveno na hodnotu 4,8 piidavkem 85 % kyseliny mravenci) a metanolu 0
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pocate¢nim poméru 87 : 13 (v/v). Pii analyze byla pouzita gradientové eluce (Tab. 14).

Pritok mobilni faze byl 0,8 ml.min™.

Tab. 14: Gradient mobilni faze

Cas [min] Pomér octan sodny : metanol
0 87:13
3 87:13
15 0:100
30 0:100

Separace byla provedena na koloné¢ SUPELCOSIL LC8 (15 cm x 4,6 mm; 5 um). Teplota
termostatu béhem méfeni byla nastavena na 30°C. Na chromatografické stanoveni obsahu
riboflavinu ve vzorcich byl pouzit UV-DAD detektor. Detekce byla provedena pti vinové
délce 270 nm. Retencni Cas riboflavinu byl pfiblizné 8,9 min. Vysledky byly vyhodnoceny

chromatografickym softwarem ChemStation Instrument 1.

Pro celkovou informaci o statistickém souboru se pouzivaji ¢iselné charakteristiky. V praxi
se nejcasteji pouzivaji charakteristiky polohy. Jedna se o ur€eni vhodné stfedni hodnoty,
kolem které se jednotlivé hodnoty pohybuji. Nej€astéji pouzivanou stfedni hodnotou je
aritmeticky pramér, ktery je vyjadien souctem hodnot znaku zjisténych u vSech jednotek

souboru, déleny po¢tem vSech jednotek souboru. [59, 61]

X= %ZI (1)

Mira piesnosti je vyjadfovana smérodatnou odchylkou. Smérodatnd odchylka je
kvadratickym primérem odchylek hodnot znaku od jejich aritmetického priméru a udava,

jak se v priméru v daném souboru odchyluji hodnoty od aritmetického praméru. [59]

[
1 =12
s = JE izltxz-— 9 )

Informace o povaze a zdkladnich vlastnostech zkoumanych jevii poskytuji kvantily.
Kvantily jsou hodnoty kvantitativniho statistického znaku, které oddé€luji urcity podil poctu

jednotek s nejnizsimi hodnotami znaku sledovaného statistického souboru. Protoze je
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smérodatnd odchylka zavisla na poctu paralelnich vysledkd, bylo definovano Studentovo

rozlozeni ndhodnych odchylek pro dany stupeti volnosti. [59]

p=xt

%S

Vi

(3)

Tab. 15: Kvantily Studentova t rozdéleni s m

stupni volnosti [60]

m 0,10 0,05 0,025
1 6,314 12,706 25,452
2 2,920 4,303 6,205
3 2,353 3,182 4,177
4 2,132 2,776 3,495
5 2,015 2,571 3,163
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Stanoveni riboflavinu metodou HPLC/UV

Riboflavin byl izolovan ze vzorki podle postupu uvedeného v kapitole 7.3. Mé&feni obsahu
riboflavinu v pohankovych a prosnych produktech metodou HPLC/UV bylo provedeno
podle postupu uvedeného v kapitole 7.4. Kazdy vzorek byl analyzovan pétkrat.

8.1.1 Kalibra¢ni kiivka pro chromatografické stanoveni riboflavinu

K méteni hodnot pro sestaveni kalibrac¢ni kiivky byl pouZzit zasobni roztok pfipraveny ze
standardu riboflavinu. Ze zasobniho roztoku riboflavinu o koncentraci 5 mg.I" byla

fedénim pfipravena série standardnich roztokt o koncentracich 0,5; 1; 1,25; 1,5; 2 mg.l'l.

Mg¢teni probéhlo stejnym postupem jako pfi stanoveni vzorkl, uvedenym v kapitole 7.4.
Vzorové chromatogramy standardu riboflavinu pro jednotlivé koncentrace jsou uvedeny

v ptiloze (P | - P VI). Kazdy bod kalibra¢ni ktivky byl prométen pétkrat.

Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost plochy piku (mA.V.s) na koncentraci
riboflavinu (mg.I"). Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce (Tab. 16) a znazornény

v grafu kalibra¢ni ptimky (Obr. 9).

Tab. 16: Priumérné hodnoty ploch pikii kalibracni kirivky

Koncentrace riboflavinu | Praimérna plocha piku
[mg.I"] (MAV.S] Smérodatna odchylka

0,5 37,62 0,7

1 78,06 0,91
1,25 100,62 0,85
1,5 119,7 1,24
2,5 206,08 1,18

5 409,36 2,12
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Obr. 9: Kalibracni primka pro stanoveni riboflavinu metodou HPLC

Byla sestavena kalibra¢ni piimka a vypoctena rovnice této piimky:
y =82,411x - 2,4123
kde x — obsah riboflavinu [mg.I]
y — velikost plochy piku na chromatogramu [mA.V.s]
Korelaéni koeficient pro zavislost plochy piku na obsahu riboflavinu:

R%=0,9998

8.1.2 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v produktech z pohanky

Obsah riboflavinu byl stanoven v 15 riznych produktech z pohanky. Analyzovany byly
nasledujici vzorky: pohankovd mouka, pohankova mouka celozrnnd, pohanka ve varnych
saccich, pohanka celd, pohanka loupanad kroupy, pohanka neloupana, pohanka loupana
tmava, pohanka ldmanka bio, pohankova krupice, pohankové vlocky instantni, pohankové

vlocky, pohankové slupky, pohankové kiupky a pohankové pukance.

Dosazenim naméfené plochy pikll vzorki do regresni rovnice kalibra¢ni kiivky byl ziskédn

obsah riboflavinu v mg.I"". Tato hodnota byla nasledng prepoctena na mg.100g™ vzorku.
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Presnost stanoveni je vyjadfena pomoci standardnich statistickych metod popsanych
Vv kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pii testované hladin¢ vyznamnosti (o =

0,05) a pfti ¢tyfech stupnich volnosti 2,776.

8.1.2.1 Stanoveni obsahu riboflavinu v pohankové mouce

K analyze bylo navazeno 25 g vzorku pohankové mouky s piesnosti na Ctyfi desetinna
mista. V tabulce (Tab. 17) jsou uvedeny pramérné plochy piku riboflavinu a pramérny
obsah riboflavinu ve vzorku pohankové mouky. Vzorovy chromatogram stanoveni obsahu

riboflavinu je v ptiloze (P VII).

Tab. 17: Obsah riboflavinu ve vzorku pohankové mouky

Priimérna plocha piku
110,740
[MA.V.s]

Prumérna koncentrace

) . 1 1,373
riboflavinu [mg.I""]

Prumérna koncentrace
) ) 1 1,098

riboflavinu [mg.100g™]
Smérodatna odchylka 0,004

Ve vzorku pohankové mouky byl stanoven obsah riboflavinu:
1,098 + 0,004 mg.100g™

resp. 10,98 mg.kg™.

8.1.2.2 Stanoveni obsahu riboflavinu v celozrnné pohankové mouce

K analyze bylo navazeno 25 g vzorku celozrnné pohankové mouky s pfesnosti na Ctyii
desetinna mista. V tabulce (Tab. 18) jsou uvedeny primérné plochy piku riboflavinu a
pramérny obsah riboflavinu ve vzorku celozrnné pohankové mouky. Vzorovy

chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu je v ptiloze (P VIII).
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Tab. 18: Obsah riboflavinu ve vzorku celozrnné

pohankové mouky

Prtiimérna plocha piku

62,168
[MA.V.s]

Priimérnd koncentrace

i i 1 0,784
riboflavinu [mg.I""]

Priimérna koncentrace
. . 1 0,627

riboflavinu [mg.100g™]
Smeérodatna odchylka 0,005

Pii porovnani pohankovych mouk byl vyssi obsah riboflavinu naméfen v pohankové
mouce (1,098 mg.100g}), v celozrnné pohankové mouce je to 57 % oproti obsahu
vitaminu B, v pohankové mouce. Tento rozdil muze byt zptisoben tim, Ze vitamin B; je
ulozen piedev§sim v endospermu a pouze maly podil se nachazi ve slupkach pohanky.
Literatura [64] uvadi obsah riboflavinu v pohankové mouce niz§i (0,21 mg.100g™).
Mnozstvi vitaminil v pohance je ovliviiovdno genotypem, geogarfickymi podminkami, ale

1 technologickymi upravami a podminkami skladovéni.

8.1.2.3 Stanoveni obsahu riboflavinu v pohance ve varnych sdaccich

K analyze bylo navaZzeno 25 g vzorku pohanky ve varnych saccich s presnosti na Ctyfi
desetinna mista. V tabulce (Tab. 19) jsou uvedeny pramérné plochy piku riboflavinu a
prumérny obsah riboflavinu ve vzorku pohanky ve varnych saccich. Vzorovy

chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu je v piiloze (P IX).
Ve vzorku pohanky ve varnych saccich byl stanoven obsah riboflavinu:
0,669 + 0,004 mg.100g™

resp. 6,69 mg.kg™.
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Tab. 19: Obsah riboflavinu ve vzorku pohanky ve varnych

sacceich

Prtiimérna plocha piku

66,470
[MA.V.s]

Prumérna koncentrace

) ) 1 0,836
riboflavinu [mg.I""]

Prumérna koncentrace
. . 4 0,669

riboflavinu [mg.100g™]
Smeérodatna odchylka 0,004

8.1.2.4 Stanoveni obsahu riboflavinu v pohance celé

K analyze bylo navdzeno 25 g vzorku pohanky celé s pfesnosti na Ctyfi desetinnd mista.
V tabulce (Tab. 20) je uvedena primérna plocha piku riboflavinu a primérny obsah

riboflavinu ve vzorku pohanky celé. Vzorovy chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu
je v ptiloze (P X).

Tab. 20: Obsah riboflavinu ve vzorku pohanky celé

Priimérna plocha piku

19,822
[MA.V.s]

Priimérna koncentrace

) . 1 0,270
riboflavinu [mg.I""]

Primérna koncentrace
] ) 1 0,216

riboflavinu [mg.100g™]
Smérodatna odchylka 0,006

Ve vzorku pohankovych nazek byl stanoven obsah riboflavinu:
0,216 + 0,006 mg.100g™

resp. 2,16 mg.kg™.
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8.1.2.5 Stanoveni obsahu riboflavinu v neloupané pohance

K analyze bylo navazeno 25 g vzorku neloupané pohanky s piesnosti na Ctyfi desetinna
mista. V tabulce (Tab. 21) jsou uvedeny pramérné plochy piku riboflavinu a primérny
obsah riboflavinu ve vzorku neloupané pohanky. Vzorovy chromatogram stanoveni obsahu

riboflavinu je v ptiloze (P XI).

Tab. 21: Obsah riboflavinu ve vzorku neloupané

pohanky

Prtiimérna plocha piku

50,340
[MA.V.s]

Primérna koncentrace

i . 1 0,640
riboflavinu [mg.I""]

Primérna koncentrace
) . 1 0,512

riboflavinu [mg.100g™]
Smérodatna odchylka 0,006

Obsah riboflavinu ve vzorku neloupané pohanky byl stanoven:
0,512 + 0,006 mg.100g™

resp. 5,12 mg.kg™.

8.1.2.6 Stanoveni obsahu riboflavinu v loupané pohance tmavé

Kanalyze bylo navaZeno 25 g vzorku loupané pohanky tmavé s pfesnosti na Ctyfi
desetinna mista. V tabulce (Tab. 22) jsou uvedeny primérné plochy piku riboflavinu a
prumérny obsah riboflavinu ve vzorku loupané pohanky tmavé. Vzorovy chromatogram

stanoveni obsahu riboflavinu je v ptiloze (P XII).
Obsah riboflavinu ve vzorku loupané pohanky tmavé byl stanoven:
0,556 + 0,003 mg.100g™

resp. 5,56 mg.kg™.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

Tab. 22: Obsah riboflavinu ve vzorku loupané pohanky

tmavé

Prtiimérna plocha piku

54,876
[MA.V.s]

Prumérna koncentrace

. . 1 0,695
riboflavinu [mg.I™"]

Prumérna koncentrace
) ) 1 0,556

riboflavinu [mg.100g ]
Smérodatna odchylka 0,003

Srovnanim obsahu vitaminu B; v pohankovych nazkach, byl nejvyssi obsah riboflavinu
stanoven v pohance ve varnych saccich (0,669 mg.lOOg'l), v pohance loupané tmavé je to
83 % proti obsahu vitaminu B, v pohance ve varnych saccich a v pohance neloupané je to
76,5 %. Nejméné riboflavinu bylo stanoveno V pohance celé, kterd ma ve srovnani
s pohankou ve varnych saccich obsah riboflavinu pouze 32,3 %. Rozdil v obsahu vitaminu
B, Vv pohance neloupané a v pohance celé mize byt zplUsoben tim, Ze riboflavin se

vyskytuje pfedev§im v endospermu pohanky a ve slupkach je ho minimalni mnoZzstvi.

8.1.2.7 Stanoveni obsahu riboflavinu v loupanych pohankovych kroupdch

K analyze bylo navaZzeno 25 g vzorku loupanych pohankovych krup s piesnosti na Ctyfi
desetinna mista. V tabulce (Tab. 23) jsou uvedeny primérné plochy piku riboflavinu a
prumérny obsah riboflavinu ve vzorku loupanych pohankovych krup. Vzorovy

chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu je v ptiloze (P XIII).

Obsah riboflavinu ve vzorku loupanych pohankovych krup byl stanoven:
1,303 + 0,004 mg.100g™

resp. 13,03 mg.kg™.

Literatura [48] uvadi obsah riboflavinu v pohankovych loupanych kroupach 1,1 mg.100g™.
Vys$§i mnozstvi riboflavinu v pohance muze byt zpisobeno mnoha faktory, napiiklad

geografickymi podminkami nebo zpiisobem skladovéni.
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Tab. 23: Obsah riboflavinu ve vzorku loupanych

pohankovych krup
Priimérna plocha piku
131,828
[MA.V.s]

Primérné koncentrace

i i 1 1,629
riboflavinu [mg.I""]

Primérné koncentrace
i i 1 1,303

riboflavinu [mg.100g™]
Smérodatna odchylka 0,004

8.1.2.8 Stanoveni obsahu riboflavinu v pohance bio lamance

K analyze bylo navazeno 25 g vzorku pohanky bio ldmanky s pfesnosti na ¢tyfi desetinné
mista. V tabulce (Tab. 24) jsou uvedeny prumérné plochy piku riboflavinu a pramérny
obsah riboflavinu ve vzorku pohanky bio lamanky. Vzorovy chromatogram stanoveni

obsahu riboflavinu je v ptiloze (P XIV).

Tab. 24: Obsah riboflavinu ve vzorku pohanky bio lamanky

Primérna plocha piku

37,964
[MA.V.s]

Priimérnd koncentrace

) ) 1 0,490
riboflavinu [mg.I"]

Priimérna koncentrace
. . 4 0,392

riboflavinu [mg.100g™]
Smérodatna odchylka 0,003

Obsah riboflavinu ve vzorku pohankové krupice byl stanoven:
0,392 + 0,003 mg.100g™
resp. 3,92 mg.kg™.

Literatura [64] uvadi obsah riboflavinu v pohankové krupici 0,132 mg.100g™.
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8.1.2.9 Stanoveni obsahu riboflavinu v pohankové krupici

K analyze bylo navdzeno 25 g vzorku pohankové krupice s piesnosti na Ctyfi desetinnd
mista. V tabulce (Tab. 25) jsou uvedeny primérné plochy piku riboflavinu a pramérny

obsah riboflavinu ve vzorku pohankové krupice. Vzorovy chromatogram stanoveni obsahu

riboflavinu je v ptiloze (P XV).

Tab. 25: Obsah riboflavinu ve vzorku pohankové krupice

Prtiimérna plocha piku

15,718
[MA.V.s]
Pramérna koncentrace
) ) 1 0,220
riboflavinu [mg.I""]
Pramérna koncentrace
) ) 1 0,176
riboflavinu [mg.100g™]
Smérodatna odchylka 0,004

Obsah riboflavinu ve vzorku pohankové krupice byl stanoven:

0,176 + 0,004 mg.100g™

resp. 1,76 mg.kg™.

8.1.2.10 Stanoveni obsahu riboflavinu v instantnich pohankovych viockdch

K analyze bylo navazeno 25 g vzorku instantnich pohankovych vlocek (vyrobce Vega
Provita s.r.0.) sptesnosti na Ctyfi desetinna mista. V tabulce (Tab. 26) jsou uvedeny
pramérné plochy piku riboflavinu a primérny obsah riboflavinu ve vzorku instantnich

pohankovych vlo¢ek. Vzorovy chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu je v piiloze (P

XVI).

Obsah riboflavinu ve vzorku instantnich pohankovych vlocek byl stanoven:

0,199 + 0,003 mg.100g™

resp. 1,99 mg.kg™.
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Tab. 26: Obsah riboflavinu ve vzorku instantnich

pohankovych viocek

Prtiimérna plocha piku

18,094
[MA.V.s]

Priimérnd koncentrace

i i 1 0,249
riboflavinu [mg.I""]

Priimérna koncentrace
i i 1 0,199

riboflavinu [mg.100g™]
Smeérodatna odchylka 0,003

8.1.2.11 Stanoveni obsahu riboflavinu v instantnich pohankovych viockdch

K analyze bylo navazeno 25 g vzorku instantnich pohankovych vlocek (vyrobce Inter
Areal s.r.0) spiesnosti na Ctyfi desetinna mista. V tabulce (Tab. 27) jsou uvedeny
pramérné plochy piku riboflavinu a primérny obsah riboflavinu ve vzorku instantnich
pohankovych vlo¢ek. Vzorovy chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu je v piiloze (P

XVII).

Tab. 27: Obsah riboflavinu ve vzorku instantnich

pohankovych vilocek

Primérna plocha piku

30,222
[MA.V.s]

Priimérnd koncentrace

) ) 1 0,396
riboflavinu [mg.I"]

Primérné koncentrace
) ) 1 0,317

riboflavinu [mg.100g™]
Smérodatna odchylka 0,003

Obsah riboflavinu ve vzorku instantnich pohankovych vlocek byl stanoven:
0,317 + 0,003 mg.100g™

resp. 3,17 mg.kg™.
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8.1.2.12 Stanoveni obsahu riboflavinu v pohankovych vlockdach

K analyze bylo navazeno 25 g vzorku pohankovych vlocek s piesnosti na ¢tyfi desetinnd
mista. V tabulce (Tab. 28) jsou uvedeny primérné plochy piku riboflavinu a pramérny
obsah riboflavinu ve vzorku pohankovych vlocek. Vzorovy chromatogram stanoveni

obsahu riboflavinu je v ptiloze (P XVIII).

Tab. 28: Obsah riboflavinu ve vzorku pohankovych viocek

Priimérna plocha piku
114,896
[MA.V.s]

Prumérna koncentrace

) ) 1 1,423
riboflavinu [mg.I""]

Prumérna koncentrace
) . 4 1,138

riboflavinu [mg.100g™]
Smérodatna odchylka 0,004

Obsah riboflavinu ve vzorku pohankovych vloéek byl stanoven:
1,138 + 0,004 mg.100g™
resp. 11,38 mg.kg™.

Pfi porovnani instantnich vlocek byl vySsi obsah vitaminu B; namétfen v pohankovych
vlogkach (1,138 mg.100g™), v instantnich pohankovych vlogkach vyrobce Inter Areal byl
obsah riboflavinu proti obsahu v pohankovych vloc¢kach 27,9 %. V instantnich vloc¢kach
znaCky Vega Provita ¢inil obsah vitaminu B; 17,5 % proti obsahu v pohankovych
vloc¢kach. Rozdil v obsahu riboflavinu mohl byt zplsoben ztratou vitamini bé&hem

technologického opracovani.

8.1.2.13 Stanoveni obsahu riboflavinu v pohankovych kiupkdch

K analyze bylo navdzeno 25 g vzorku pohankovych kiupek s ptesnosti na ¢tyfi desetinna
mista. V tabulce (Tab. 29) jsou uvedeny primérné plochy piku riboflavinu a pramérny
obsah riboflavinu ve vzorku pohankovych kiupek. Vzorovy chromatogram stanoveni

obsahu riboflavinu je v ptiloze (P XIX).
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Tab. 29: Obsah riboflavinu ve vzorku pohankovych

krupek

Prtiimérna plocha piku

11,862
[MA.V.s]

Prumérna koncentrace

. . 1 0,173
riboflavinu [mg.I""]

Prumérna koncentrace
] ) 1 0,138

riboflavinu [mg.100g™]
Smeérodatna odchylka 0,006

Obsah riboflavinu ve vzorku pohankovych kiupek byl stanoven:
0,138 + 0,006 mg.100g™

resp 1,38 mg.kg™.

8.1.2.14 Stanoveni obsahu riboflavinu v pohankovych pukancich

K analyze bylo navaZeno 25 g vzorku pohankovych pukanci s pfesnosti na ¢tyfi desetinna
mista. V tabulce (Tab. 30) jsou uvedeny primérné plochy piku riboflavinu a pramérny
obsah riboflavinu ve vzorku pohankovych pukancl. Vzorovy chromatogram stanoveni

obsahu riboflavinu je v ptiloze (P XX).

Tab. 30: Obsah riboflavinu ve vzorku pohankovych

pukancii

Primérna plocha piku

8,826
[MA.V.s]

Priimérnd koncentrace

) ) 1 0,136
riboflavinu [mg.I""]

Priimérnd koncentrace
) ) 1 0,109

riboflavinu [mg.100g™]
Smérodatna odchylka 0,006

Obsah riboflavinu ve vzorku pohankovych pukanct byl stanoven:
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0,109 + 0,006 mg.100g™
resp. 1,09 mg.kg™.

Srovnani extrudovanych vyrobkl bylo zjisténo, Ze vys$i mnozstvi riboflavinu obsahuji
pohankové kiupky (0,138 mg.lOOg'l), v pohankovych pukancich je to 80 % proti obsahu
riboflavinu v pohankovych kiupkach.

8.1.2.15 Stanoveni obsahu riboflavinu v pohankovych slupkdach

K analyze bylo navazeno 25 g vzorku pohankovych slupek s pfesnosti na Ctyfi desetinna

mista.

Obsah riboflavinu v pohankovych slupkach nebyl touto metodou stanovitelny. Jednim
Z moznych divodi mize byt, ze mnozstvi vitaminu B, ve slupkach z pohanky je pod mezi
stanovitelnosti riboflavinu touto metodou, pfipadné se nepodafilo dostateéné vyizolovat

riboflavin z vazeb na FMN a FAD, ptipadné.

Vzorovy chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu je v pfiloze (P XXI).

8.1.3 Porovnani obsahu riboflavinu v pohankovych produktech

Chromatografickou analyzou byl stanoven obsah riboflavinu v 15 vzorcich pohankovych
produktil. Zji§ténd mnozstvi riboflavinu (mg.100g™) byla pfepoctena na procentualni
pokryti denni doporuéené davky (DDD) riboflavinu. Denni doporucena davka riboflavinu

je stanovena pro Zeny 1,1 mg.den™ a muZe 1,3 mg.den™. [9]

Vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 31), a v grafu (Obr. 10) je zobrazeno sestupné

pofadi obsahu vitaminu B, v jednotlivych pohankovych produktech.

Nejvyssi obsah riboflavinu (1,303 mg.100g™ => 118, 4 % DDD vitaminu B, pro Zeny a
100,2 % pro muze) byl stanoven v loupanych pohankovych kroupach, v pohankovych
vlogkach (1,138 mg.100g™* => 103,5 % a 87,6 % DDD) a V pohankové mouce (1,098
mg.100g™* => 99,8 % a 84,4 % DDD).

Méné vitaminu B, obsahuje pohanka ve varnych sacich (0,669 mg.100g™ => 60,8 % a
51,4 % DDD), pohankova mouka celozrnné (0,627 mg.100g™ => 57,0 % a 48,2 % DDD),
pohanka loupana tmava (0,556 mg.100g™ => 50,5 % a 42,7 % DDD) a pohanka neloupana
(0,512 mg.100g™" => 46,5 % a 39,4 % DDD).
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Dalsi v pofadi byly pohanka bio lamanka (0,392 mg.100g™ => 35,6 % a 30,1 % DDD) a
pohankové instantni vlotky od vyrobce Inter Areal s.r.0. (0,317 mg.100g™ => 28,8 % a
24,4 % DDD).

Ke vzorkiim s nejniz§im obsahem vitaminu B, patii pohanka celd, pohankové instantni
vlo¢ky, pohankova krupice, pohankové kiupky a nejméné riboflavinu bylo zjisténo

v pohankovych pukancich (0,109 mg.100g™* => 9,9 % a 8,4 % DDD).
V pohankovych slupkach nebyl riboflavin stanoven.

Pfi porovnani charakterem podobnych vyrobkl byl nejvyssi obsah vitaminu B, stanoven
v pohankovych loupanych kroupach (1,303 mg.100g™). V literatute [51] se uvadi obsah
riboflavinu v pohankovych kroupach 1,1 mg.100g™. V pohance ve varnych sadcich je tento
obsah 51 % proti obsahu riboflavinu v pohankovych kroupach a v pohance loupané tmavé
tento obsah ¢ini 42,7 %. Mén¢ vitaminu B; obsahuje pohanka neloupana, jejiZ obsah €ini
39,3 %, pohanka lamanka bio s obsahem 30,1 % vitaminu B, proti obsahu v pohankovych
kroupach, v pohance celé tento obsah ¢ini 16,7 %, a nejméné obsahu riboflavinu bylo
stanoveno Vv pohankové krupici, ktera obsahuje pouze 13,5 % proti obsahu vitaminu B,
v pohankovych kroupach. Obsah vitaminti v rostlinnych produktech je ovliviiovan
genotypem, geografickymi podminkami, ve kterych jsou tyto plodiny péstovany,

technologickymi Gipravami a podminkami pti skladovani.

Pti porovnéani pohankovych mouk byl vyssi obsah riboflavinu zjiStén v pohankové mouce
(1,098 mg.100g™), v celozrnné pohankové mouce je to 57 % proti obsahu riboflavinu
Vv pohankové mouce. NiZsi obsah riboflavinu v celozrnné mouce miZze byt zptsoben tim,
Ze vitaminy jsou v pohance uloZeny zejména v endospermu, ale v obalovych vrstvach je
vitaminl minimalni mnozstvi.

Ze vsech druhi pohankovych vlocek byly lepSim zdrojem riboflavinu stanoveny
pohankové vloc¢ky (1,138 mg.100g™) a aZ nasledn& dva druhy instantnich pohankovych
vlocek, jejichz obsah je pii porovnani s pohankovymi vlockami 27,9 a 17,5 %. Nizky
obsah riboflavinu v instantnich pohankovych vlockach mohl byt zptisoben technologickou
upravou a skladovanim.

Z extrudovanych vyrobkl byl vyssi obsah riboflavinu stanoven v pohankovych kiupkéach
(0,138 mg.100g™). Zatimco obsah riboflavinu v pohankovych pukancich byl nejnizsi
(0,109 mg.100g™%) ze viech pohankovych produkti.
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Obr. 10: Sestupné serazeni podle obsahu riboflavinu v pohankovych produktech

1 Loupané pohankové kroupy
2  Pohankové vliocky

3  Pohankova mouka

4  Pohanka ve varnych saccich
5 Pohankova mouka celozrnna
6 Pohanka loupand tmava

7  Pohanka neloupana

8 Pohanka ldmanka bio

10

11

12

13

14

15

Pohankové instantni vlocky
Pohanka cela

Pohankové¢ instantni vlocky
Pohankova krupice
Pohankové kiupky
Pohankové pukance

Pohankové slupky
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Tab. 31: Obsah riboflavinu v pohankovych produktech a pokryti DDD (100 g produktu)

rodukt rib‘gﬁﬂ‘nu % DDD pro % DDD pro
[mg.100g71] zeny muze
Pohankova mouka 1,098 + 0,004 99,8 84,4
Pohankova mouka celozrnna 0,627 £ 0,005 57,0 48,2
Pohanka ve varnych sac¢cich 0,669 + 0,004 60,8 51,4
Pohanka cela 0,216 £ 0,006 19,6 16,6
Pohanka neloupana 0,512 + 0,006 46,5 39,4
Pohanka loupana tmava 0,556 £ 0,003 50,5 427
Pohanka loupana kroupy 1,303 + 0,004 118,4 100,2
Pohanka lamanka bio 0,392 + 0,003 35,6 30,1
Pohankova krupice 0,176 £ 0,004 16,0 13,5
Pohankové _instantni vlocky 0,199 + 0,003 181 153
(Vega Provita s.r.o.)
Z‘r’]}tl::‘i‘g;?ﬁ‘)“nl viecky I 9317+ 0,003 28,8 24,4
Pohankové vlocky 1,138 £ 0,004 103,5 87,6
Pohankové kiupky 0,138 + 0,006 12,6 10,6
Pohankové pukance 0,109 £ 0,006 9,9 8,4
Pohankové slupky 0 - -

8.1.4 Vysledky stanoveni obsahu riboflavinu v produktech z prosa

Obsah riboflavinu byl stanoven ve 4 produktech z prosa. Analyzovany byly nasledujici

vzorky: jahly, jahelné vlocky, jahelné vlocky bio a jahelnd mouka hruba.

Dosazenim namétfené plochy piku do regresni rovnice kalibracni kiivky byl ziskan obsah

riboflavinu v mg.I™. Tato hodnota byla nasledng prepoctena na mg.100g™ vzorku.
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8.1.4.1 Stanoveni obsahu riboflavinu v jahelné mouce hrubé

K analyze bylo navdzeno 25 g vzorku hrubé jahelné mouky s pfesnosti na Ctyfi desetinna
mista. V tabulce (Tab. 32) jsou uvedeny primérné plochy piku riboflavinu a primérny
obsah riboflavinu ve vzorku hrubé jahelné mouky. Vzorovy chromatogram stanoveni

obsahu riboflavinu je v ptiloze (P XXII).

Tab. 32: Obsah riboflavinu ve vzorku jahelné hrubé

mouky

Prtiimérna plocha piku

6,340
[MA.V.s]

Primérna koncentrace

) . 1 0,106
riboflavinu [mg.I™"]

Primérna koncentrace
. . 1 0,085

riboflavinu [mg.100g ]
Smérodatna odchylka 0,003

Obsah riboflavinu v jahelné hrubé mouce byl stanoven:
0,085 + 0,003 mg.100g™
resp. 0,85 mg.kg™

Literatura uvadi obsah riboflavinu v prosné mouce 0,19 mg.lOOg'l. NiZ8i obsah vitaminu

B2 mohl byt zplisoben riiznymi faktory, napt. nespravnym skladovanim produktu.

8.1.4.2 Stanoveni obsahu riboflavinu v jahlech

K analyze bylo navazeno 25 g vzorku jahel s pfesnosti na ¢tyfi desetinna mista. V tabulce
(Tab. 33) jsou uvedeny prumérné plochy piku riboflavinu a primérny obsah riboflavinu ve

vzorku jahel. Vzorovy chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu je v ptiloze (P XXIII).
Obsah riboflavinu ve vzorku jéhel byl stanoven:
0,153 + 0,003 mg.100g™

resp. 1,53 mg.kg™
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Tab. 33: Obsah riboflavinu ve vzorku jahel

Primérna plocha piku
13,342
[MA.V.s]
Primérna koncentrace
] ) 1 0,191
riboflavinu [mg.1""]
Primérna koncentrace
) . 1 0,153
riboflavinu [mg.100g™]
Smérodatna odchylka 0,003

8.1.4.3 Stanoveni obsahu riboflavinu v jahelnych vioc¢kdch

K analyze bylo navazeno 25 g vzorku jahelnych vlocek s presnosti na Ctyfi desetinna
mista. V tabulce (Tab. 34) jsou uvedeny prumérné plochy piku riboflavinu a pramérny
obsah riboflavinu ve vzorku jahelnych vloc¢ek. Vzorovy chromatogram stanoveni obsahu

riboflavinu je v ptiloze (P XXIV).

Tab. 34: Obsah riboflavinu ve vzorku jahelnych viocek

Priimérna plocha piku

5,264
[MA.V.s]

Primeérna koncentrace

) ) 1 0,093
riboflavinu [mg.I™"]

Priimérna koncentrace
) ) 4 0,075

riboflavinu [mg.100g ]
Smérodatna odchylka 0,003

Obsah riboflavinu ve vzorku jahelnych vlocek byl stanoven:
0,075 + 0,003 mg.100g™

resp. 0,75 mg.kg™

8.1.4.4 Stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku jahelnych vlocek bio

K analyze bylo navazeno 25 g vzorku jahelnych vlocek bio s piesnosti na ¢tyfi desetinna

mista. Analyza byla provedena pétkrat. V tabulce (Tab. 35) jsou uvedeny prumérné plochy
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piku riboflavinu a praimérny obsah riboflavinu ve vzorku jahelnych vloc¢ek bio. Vzorovy

chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu je v piiloze (P XXV).

Tab. 35: Obsah riboflavinu ve vzorku jahelnych viocek

bio

Primérna plocha piku

8,260
[MA.V.s]

Primérna koncentrace

] ] 1 0,130
riboflavinu [mg.l™]

Primérna koncentrace
] ) 1 0,104

riboflavinu [mg.100g™]
Smérodatna odchylka 0,002

Obsah riboflavinu ve vzorku jahelnych vlocek byl stanoven:
0,104 + 0,002 mg.100g™
resp. 1,04 mg.kg™

Pti porovnani jahelnych vlo€ek byl vyssi obsah vitaminu B, naméfen v jahelnych vlockach
bio (0,104 mg.100g™), v pohankovych vlogkach je to 72,1 % proti obsahu riboflavinu

Vv jahelnych vlockach bio.

8.1.5 Porovnani obsahu riboflavinu v produktech z prosa

Obsah riboflavinu byl stanoven u 4 vzorkl produkti z prosa. Zjisténad mnozstvi riboflavinu
(mg.lOOg'l) byla pfepoctena na procentudlni pokryti denni doporucené davky (DDD)
riboflavinu. Denni doporu¢ena davka vitaminu B; je stanovena pro Zeny 1,1 mg.den'1 a

muze 1,3 mg.den™. [9]

Vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 36), a v grafu (Obr. 11) je zobrazeno sestupné
poradi obsahu vitaminu B, v jednotlivych pohankovych produktech.
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Tab. 36: Obsahu riboflavinu v prosnych produktech a pokryti DDD (100 g produktu)

Obsah riboflavinu % DDD pro % DDD pro
Produkt 1
[mg.100g] zeny muze
Jahelné vlocky 0,075 £ 0,003 6,8 5,7
Jahelna mouka hruba 0,085 £ 0,003 17,7 6,5
Jahly 0,153 0,003 13,9 11,8
Jahelné vlocky bio 0,104 + 0,002 9,4 8,0
0,18 -
ﬂ'g 0,16 -
S 0,14 -
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Obr. 11: Sestupné serazeni obsahu riboflavinu v produktech z prosa

1 Jahly
2 Jahelné vlocky bio
3 Jahelna mouka hruba

4 Jahelné vlocky

Nejvyssi obsah riboflavinu (0,153 mg.100g™) byl stanoven v jahlech. 100 g jahel pokryva

u zen 13,9 % denni doporucené davky riboflavinu a u muzii 11,8 %.
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Méné riboflavinu (0,104 mg.100g™) obsahuji jahelné vlodky bio, které u Zen spliuji 9,4 %

riboflavinu na den a u muzu 8,0 %.

O né&co nizsi obsah riboflavinu (0,085 mg.100g™) byl zjistén u hrubé jahelné mouky, ktera
kryje 7,7 % denni doporuc¢ené davky riboflavinu u Zen a 6,5 % u muzd V literatuie se
uvadi obsah vitaminu B, 0,19 mg.lOOg'l. Nizsi obsah riboflavinu mohl byt zptisoben
genotypem prosa, technologickym opracovanim ale i Spatnou ochranou vzorku béhem

analyzy pred svételnym zarenim.

Nejnizsi obsah riboflavinu byl zjistén u jahelnych vloc¢ek (0,075 mg.lOOg‘1 ), které tvoii

6,8 % denni doporucené davky riboflavinu u zen a 5,7 % u muzi.

Pti porovnani charakterem podobnych vyrobkli - jahelnych vlocek byl vyssi obsah
vitaminu riboflavinu naméfen v jahelnych vlotkach bio (0,104 mg.100g™), v pohankovych

vlockach je to 72,1 % proti obsahu riboflavinu v jahelnych vlo¢kach bio.

Nizky obsah vitamini v produktech z prosa muze byt zpisoben napiiklad obrusovanim
obalovych vrstev pii vyrobé jahel a dalSich jahelnych produkti. Vitaminy jsou v prosu
obsazeny ptedevSim v aleuronové vrstvé, kterd muize byt béhem technologického

opracovani ¢astecn¢ odstranéna.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanoveni obsahu riboflavinu v 15 produktech z pohanky a 4

produktech z prosa pomoci chromatografické techniky HPLC s UV-DAD.

Vitaminy jsou pro organismus nepostradatelné, protoze kazdy z vitamini ma svou
specifickou funkci. Vitamin B; neboli riboflavin je fazen mezi vitaminy rozpustné ve vode¢.
Ucastni se nejen metabolizmu tukd, bilkovin a sacharidii, ale i metabolizmu ostatnich
vitamind skupiny B. Riboflavin je sice odolny vii¢i vysokym teplotam, ale je rozkladan

svételnym zafenim.

Obsah riboflavinu byl zjistovan u 15 produkt z pohanky (pohankova mouka, pohankova
mouka celozrnnd, pohanka ve varnych saccich, pohanka celd, pohanka loupana kroupy,
pohanka neloupana, pohanka loupana tmava, pohanka lamanka bio, pohankova krupice,
pohankové vlocky instantni, pohankové vloc¢ky, pohankové slupky, pohankové kiupky a

pohankové pukance) a 4 produktl z prosa (jahelné vlocky, jahly a jahelnd mouka hruba).

Izolace riboflavinu spocivala v rozstépeni esterové vazby riboflavinu na FMN a FAD a

nasledném odstranéni bilkovin kyselinou trichloroctovou a Carrezovymi Cinidly.

Pro chromatografické stanoveni riboflavinu v produktech z pohanky a prosa byla pouzita
metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie. Separace probihala na koloné
SUPELCOSIL LC8. Jako mobilni faze byl pouzit 0,12 moll™ octan sodny a metanol
s gradientovou eluci. Detekce byla provedena pomoci UV-DAD detektoru se zvolenou

vlnovou délkou 270 nm.

V produktech z pohanky byl nejvyssi obsah riboflavinu zjistén v loupanych pohankovych
krupach, které obsahovaly 1,303 mg vitaminu B, ve 100 g vyrobku, dale v pohankovych
vlotkach 1,138 mg.100g™ a v pohankové mouce s obsahem riboflavinu 1,098 mg.100g™.

Pfi porovnani charakterem podobnych pohankovych vyrobki — pohankovych mouk, byl
vys$si obsah vitaminu B, stanoven v pohankové mouce 1,098 mg.100g™" nez v celozrnné

pohankové mouce (0,627 mg.100g™).

Srovnanim obsahu riboflavinu v pohankovych nazkach, bylo nejvice riboflavinu zjisténo u
pohanky ve varnych saccich, s obsahem riboflavinu 0,669 mg.100g™. Dalsi v pofadi se

snizujicim se obsahem riboflavinu byla loupana pohanka tmava 0,556 mg.100g™, pohanka
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neloupana 0,512 mg.100g™” a nejméné riboflavinu bylo stanoveno v pohance celé 0,216

mg.100g™

Nejvyssi obsah riboflavinu byl stanoven v pohankovych loupanych kroupach 1,303
mg.100g™ . Pohanka bio lamanka obsahuje 0,392 mg.100g™ vitaminu B, a pohankova
krupice 0,176 mg.100g™.

U vzorkt pohankovych vlocek mély nejvyssi obsah riboflavinu pohankové vlocky 1,138
mg.lOOg'1 a nizsi obsah riboflavinu byl zjistén u dvou vzorkl instantnich pohankovych

vlogek (0,312 mg.100g™, 0,194 mg.100g™).

U extrudovanych pohankovych vyrobkil bylo vice riboflavinu zjisténo v pohankovych
kiupkach 0,138 mg.100g™, méné riboflavinu bylo stanoveno v pohankovych pukancich
0,109 mg.100g™.

V literature je uveden obsah riboflavinu v pohankovych produktech niz§i. Obsah vitamint
v rostlinnych produktech je ovliviiovan genotypem, geografickymi podminkami, ve
kterych jsou tyto plodiny péstovany, technologickymi upravami a podminkami pii

skladovani.

Analyzou jahelnych produkti byl nejvyssi obsah riboflavinu zjiStén v jahlech 0,153
mg.100g™, nasledné pak v jahelnych vlogkach bio 0,104 mg.100g™, jahelné hrubé mouce
0,085 mg.100g” a nejmén& riboflavinu bylo stanoveno v jahelnych vlogkach 0,075
mg.100g™.

Na zaklad¢ analyzy lze tedy fici, Ze pohanka je dobrym zdrojem riboflavinu, protoZze 100 g
pohankovych krup nebo b&ézné pohanky pokryje celodenni potiebu riboflavinu. Jahly se
jako dobry zdroj riboflavinu nepotvrdily, protoze vitaminy skupiny B jsou obsazeny
predevs§im v aleuronové vrstvé a klicku a pfi obruSovani zrna pii vyrob¢ jahel a dalSich

produktl ziejme dochazi i k ¢astecnému odstranéni této vrstvy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
FMN  Flavinmononukleotid

FAD  Flavinadenindinukleotid

EDTA Etylendiamintetraoctova kyselina

DDD  Denni doporucena davka

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

UHT  Ultra vysoka pasterace

uv Ultrafialové zateni

HDL  Lipoproteiny s vysokou hustotou

LDL  Lipoproteiny s nizkou hustotou
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SEZNAM PRILOH

Pl Chromatogram standardu riboflavinu o koncentraci 0,5 mg.1™

Pl Chromatogram standardu riboflavinu o koncentraci 1 mg.I™

Pl Chromatogram standardu riboflavinu o koncentraci 1,25 mg.I™*

PIV Chromatogram standardu riboflavinu o koncentraci 1,5 mg.l'1

PV Chromatogram standardu riboflavinu o koncentraci 2,5 mg.I™

PVI Chromatogram standardu riboflavinu o koncentraci 5 mg.I™

PVII Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku pohankové mouky

P VIII Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku celozrnné
pohankové mouky

PIX Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku pohanky ve varnych
saccich

P X Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku pohanky celé
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P XIl Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku loupané pohanky
tmavé

P Xl Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku loupanych
pohankovych krup

P XIV Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku ve vzorku
pohankové bio lamanky

P XV Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku pohankové krupice

P XVI Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku instantnich
pohankovych vlocek

P XVII Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku instantnich
pohankovych vloc¢ek

P XVIII Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku pohankovych vloc¢ek

P XIX Chromatogram stanoveni obsahu riboflavinu ve vzorku pohankovych

kiupek
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PRILOHA P I: CHROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU O
KONCENTRACI 0,5 mg.I*
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PRILOHA P II: CHROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU O
KONCENTRACI 1 mg.I*
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PRILOHA P I1l: CHROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU O
KONCENTRACI 1,25 mg.I*
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PRILOHA P IV: CHROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU O
KONCENTRACI 1,5 mg.I*
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PRILOHA P V: CHROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU O
KONCENTRACI 2,5 mg.I*
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PRILOHA P VI: CHROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU O
KONCENTRACI 5 mg.I*
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PRILOHA VII: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU VE
VZORKU POHANKOVE MOUKY
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PRILOHA P VIII: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU

VE VZORKU CELOZRNNE POHANKOVE MOUKY
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PRILOHA IX: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU VE
VZORKU POHANKY VE VARNYCH SACCICH
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PRILOHA P X: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU VE

VZORKU POHANKY CELE
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PRILOHA P XI: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU VE
VZORKU NELOUPANE POHANKY
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PRILOHA P VIIIII: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU
VE VZORKU LOUPANE POHANKY TMAVE
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PRILOHA P IX11l: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU

VE VZORKU LOUPANYCH POHANKOVYCH KRUP
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PRILOHA P XIV: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU

VE VZORKUPOHANKOVE BIO LAMANKY
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PRILOHA P XV: CHROMATOGRAM STANOVENiI OBSAHU RIBOFLAVINU

VE VZORKU POHANKOVE KRUPICE
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PRILOHA P XVI: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU

VE VZORKU INSTANTNiICH POHANKOVYCH VLOCEK
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PRILOHA P XVII: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU

VE VZORKU INSTANTNiICH POHANKOVYCH VLOCEK
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PRILOHA P XII: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU
VE VZORKU POHANKOVYCH VLOCEK
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PRILOHA P XIX: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU

VE VZORKU POHANKOVYCH KRUPEK
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PRILOHA P XX: CHROMATOGRAM STANOVENiI OBSAHU RIBOFLAVINU

VE VZORKU POHANKOVYCH PUKANCU

- %
[y ) 5 o B £
ot f N f ¢ 8
5
v
_‘_, I}
/ ol
1
—, o
—— M
=
. — [
— 3
P 7
] i
v __.-'". 'y
¢ g
r'} T
0
§ g-
{ |
("\ ;';
i
( 8
\ T
L, il
8 ( g
{
/
{
!
/
L" -
=
|ff
R /
\
/
|
|
|
|
)
|
h
&
N
tn
Bge 2of 3



PRILOHA P XXI: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU

VE VZORKU POHANKOVYCH SLUPEK
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PRILOHA P XXII: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU
VE VZORKU JAHELNE MOUKY HRUBE
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PRILOHA P XXI1l: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU
VE VZORKU JAHEL
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PRILOHA P XXIV: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU RIBOFLAVINU
VE VZORKU JAHELNYCH VLOCEK
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PRILOHA P XXV: CHROMATOGRAM STANOVENi OBSAHU RIBOFLAVINU
VE VZORKU JAHELNYCH VLOCEK BIO
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