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ABSTRAKT

Ciel'om tejto prace bola optimalizicia izéteeho postupu riboflavinu z droZdia a nasledné
stanovenie jeho obsahu v drozdi metodou HPLC s W8/fetekciou. Obsah riboflavinu
bol stanoveny v drozdéerstvom a nésledne boli sledované zmeny obsahulaviaou

v drozdi skladovanom na svetle pri laboratérneptepa v tme pri 7°C po 7 a 14atch.

KTracové slova: riboflavin, vitamin 8 chromatografia, HPLC, drozdie

ABSTRACT

The aim of this work was to optimize isolation pges of riboflavin from yeast, followed
by determination of amount of riboflavin in yeast BIPLC with UV/VIS detection.
The amount of riboflavin was determined in freshsteand then changes were monitored

in amount of riboflavin in yeast after subject tght at laboratory temperature and in the
dark at 8°C after 7 and 14 days.

Keywords: riboflavin, vitamin B chromatography, HPLC, yeast
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UvoD

Organizmus ziskava energiu a latky potrebné pre jefstavbu a fyziologické funkcie
prostrednictvom potravy. Popri zakladnych Zivingkg su proteiny, lipidy a sacharidy, su
neodmysliténou s@ag’ou nasej stravy i vitaminy. Heterotrofny organiznfsnie je sdm
schopny syntetizova(niekedy iba v obmedzenej miere), musid tgda dodavané zvonku.
Vitaminy plnia mnoho réznorodych funkcii, predok§et ako kofaktory enzymov
katalyzuju biochemické reakcie, iné plnia naprikfadkciu antioxidantov. Riboflavin je
vitamin skupiny B rozpustny vo vode. V biochemidkygystémoch sa vyskytuje akol'mg

i viazany ako stag’ flavinovych enzymov, vo forme dvoch kofaktorov, RM FAD. Tie
su ako s@ag’ enzymov v dychacom tazci nevyhnutné pre zakladny bunkovy

metabolizmus, zZfastiuju sa metabolizmu sacharidov, lipidov i aminokisel

Poznanie nutthych faktorov nasej stravy uminfje optimélne zostavenie nasho jedétai
pre zachovanie zdravia, vitality, vSetkych Zivotmyc reproduknych funkcii, vratane
dobrého stavu koZe, vlasov a nechtov. Sledovanimerznobsahu riboflavinu pri
skladovani a spracovani dostdvame informacie ogtdailite a tym i navod, ako sa tymto
stratdm vyvarova Riboflavin je vémi citlivy na svetlo, praca s nim teda musi preéieh
za znizeného pristupu svetla. Stanovenie riboflapozostava z jeho extrakcie zo vzorky
a uvd’neni z bielkovinového nas kyslou ¢i enzymatickou hydrolyzou a néasledné
stanovenie vybranou metdédoud’®ka rychlosti, presnosti a nizkej spotrebe vzoekgtale
pouzivanejSou metédou HPLC. Principom tejto chrograifickej metddy je delenie
extraktu na zaklade rozdielnej adsorpcie kEkesti molekul jednotlivych zloZiek
a nasledné stanovenie ¢wgtejSie pomocou spektrofotometrického alebo femagného

detektora.

Popri mlieku, mése, vajciach ceredliach je vyznamnym zdrojom riboflavinu i Hiee.
MnoZstvo riboflavinu v drozdi uvadzané v tékéch je 20,8 mg.ky Cielom tejto
bakalarskej prace je optimalizacia izsiého postupu riboflavinu z droZzdia a nasledné
stanovenie jeho obsahu v drozdi metdodou HPLC s W8/detekciou. Nasledne budu
porovnané hodnoty obsahu riboflavinu v droZdistvom a skladovanom na svetle pri
laboratornej teplote a v tme pri 8°C po 7 a ddéah. Vziradom k nizkej stabilite vitaminu
B, na svetle sa predpoklada, Ze jeho obsah buddisoasdobou vystavenia skr@mu
Ziareniu klesé Za podmienok skladovania v tme pri 8°C by mahzat obsah riboflavinu

v skladovanom drozdi nezmeneny.



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

|. TEORETICKA CAST



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 10

1 VITAMINY

Potrava obsahuje okrem zakladnych Zzivin’kée mnozstvodalSich latok, z ktorych
mnohé maju zasadny nutmy vyznam. K nim patria aj vitaminy, exogénne egdne
nizkomolekularne organické z&niny. Heterotrofny organizmus si ich nedokaze sam
syntetizovd (niekedy iba v obmedzenej miere) alke su pre jeho Zivot nevyhnutné,

musia by dodavané zvonku.

1.1 Funkcie vitaminov a désledky ich nedostatku

Vitaminy zard’ujeme medzi biokatalyzatory, ktoré v organizme wndwaju vopred
dané riadiace aregul@@ funkcie. Nie sU pre organizmus ani zdrojom eeergni
stavebnymi jednotkami tkaniv. V Zivych objektocmipl vyznamnu Ulohu prekurzorov
kofaktorov rdznych enzymov, upiatju sa v oxidéne — redunych systémoch alebo plnia
iné rozmanité funkcie. Nedostatok vitaminov sawdi objektov prejavuje réznymi
poruchami, ktoré VahSej forme ozrmjeme ako hypovitamindéza a’azSej forme ako

avitaminéza. [1]

1.2 Vyskyt vitaminov a faktory pésobiace na ich obsah potravinach

V potravinach sa vitaminy vyskytuji v mnoZstve jgikg® po stovky aZ tisice mg.Kg
pod’a druhu vitaminu, ého obdobia, druhu potraviny a spbsobu jej spiatav

Vyskytuju sa véiné alebo viazané na zlozky potravin, hlavne nassabha proteiny. [1]

Na obsah vitaminov vplyva u potravin zk&neho pdvodu skladovanie a spracovanie
surovin, u potravin rastlinného pévodu stupeelosti, klimatické podmienky v priebehu
rastu a hnojenie. \¢8ina vitaminov je teda citliva na fyzikalne a chek@i vplyvy, patria
medzi labilné zloZky potravin. Tato vlastrige z potravinarskeholbdiska vémi délezit4,
pretoZze obsah vitaminov v potravinach alebo suémhne indikatorom kvality a Setrnosti
technologickych postupov pri vyrobe a vhodnosti mp@hok skladovania surovin

a hotovych vyrobkov. [2]

Vitaminy su chemicky J&ni rozmanité latky, neexistujid medzi nimi Ziadneuktirne
vztahy, podla ktorych by mohli by klasifikované. Délezitym rozliSovacim znakom
vitaminov je vSak ich rozpustnggpod’a ktorej je mozné vitaminy rozliSha rozpustné vo

vode (hydrofilné, priloha P 1) a rozpustné v tuk@gbofilné, priloha P 11). [3]
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2 RIBOFLAVIN

2.1 Struktara riboflavinu

Riboflavin patri do skupiny latok, ktoré sa nazgwépviny. Je to Zltozelena krystalicka
latka, ktorej vodné roztoky maju schoptidiiorescencie. Vo vode sa rozgasv malej
miere, 'ahko sa rozp@& vo vodnych roztokoch alkalickych hydroxidov. Zadkbm
Struktury riboflavinu je izoalloxazinové jadro, ki@ry je viazany ribitol, alditol odvodeny
od D-rib6zy. Po chemickej stranke je riboflavin-dighetyl-10-(-1-D-ribityl)izoalloxazin.
[1.3]

Ha
H3
C CH CH CHIZQPH
DH DH oH
Riboflavin

Riboflavin sa vyskytuje v biochemickych systémocb forme koenzymov oxido-
redulkénych enzymov (flavinové enzymy), najbeznejSimi lsvihmononukleotid FMN a
flavinadenidinukleotid FAD. Zfastiuje sa teda oxidae - reduknych reakcii, kedy pri
redukcii prijima dva atomy vodika za vzniku dvgjwézby, prcom sa meni na bezfarebny

leukoriboflavin, na vzduchu dochédza k jeho spaimejacii. [1]

&
i I
H3 m ) L
S /K
i M iy
H3 I © I
CH; CH-CH - CH-CH;-O—P-OH
oOH OH OH oH

Flavinmononukleotid, FMN
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o INH,
.k g
HC I TNT T o o NN
CH; CH-CH - CH-CH-0—P-0—P-0-CH,
COH OH CH OH  OH

Flavinadenindinukleotid, FAD

2.2 Vlastnosti riboflavinu

Riboflavin je pomerne ziae staly veéi teplu, predovSetkym v kyslych roztokoch.
V neutralnych a alkalickych roztokoch je I'vei labilny arozkladd sa za vzniku
fyziologicky ne&innych rozkladnych produktov. Je citlivy predov3eik na svetelné
Ziarenie, vplyvom UV ldov sa v neutralnom alebo kyslom prostredi rozkladé
lumichrom a v alkalickom prostredi na lumiflavin.e@ad&né produkty riboflavinu
sposobuju rozsiahlu deStrukciu vitaminu C a oxidaatinolu, esencialnych mastnych

kyselin a esencialnych aminokyselin. [2]

pH>10
8]
// HEC
lurmiflasmin
pH<C 8
riboflawin
lunnchrom

Obr. 1. Fotolyza riboflavinu
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2.3 Vyskyt riboflavinu

Vorny riboflavin sa vyskytuje iba Waej sietnici, srvatke a nido V potravindch sa
vyskytuje viazany na ich zlozky, kajstejSie bielkoviny. NajbohatSim zdrojom riboflavin
je peen, mlieko a mliéne vyrobky, obkky, srdce, droZzdie, vajcia a maso, obsahuju ho
i niektoré druhy zeleniny, v mensej miere chliebesealne vyrobky. Riboflavin je taktiez
obsiahnuty vo vyznamnej miere v pive, aZz 0,5 thgOdhaduje sa, e takmer 40 %
vitaminu B ziskaného potravou zdige mlieko a mliéne vyrobky, 20% mé&so a masove
vyrobky, 15% ceredlie, 10% vajcia a taktiez 10%emila. Riboflavin je ov&a lepSie
vstrebatény z potravin ZivéiSneho poévodu nez z potravin rastlinného pévodwe kd

prevladaju kovalentne viazané formgzko Stiepiténé protedzami[l,2,4]

Riboflavin sa pridava do niektorych potravin, akonsika a raajkove ceredlie, zac@lom
fortifikacie. Pouziva sa aj na farbenie niektoryaitravin, napriklad cerealnych vyrobkov.

Tetrabutyrat riboflavinu bol pouzity ako antioxidaj2]

Tab. 1. Obsah riboflavinu vo vybranych potravinfigh

Potravina Ohsah riboflavinu Potravina Obsah riboflavinu
[mgke] [mgkg]

bravéoveé miso priemer 1.760 malkrela 3.520
hovidzie méaso predné 1.550 eidamska tehla 45 % 3,620
hovidzia pefeni 29 480 vajce slepacie 3,300
bravéova pecefi 26,000 fazula 2410
Tadviny hovidzie 20,010 drozdie 20,800
ladwviny bravéove 17.720 pivo svetlé 10° 0.600
kurence 1.690 prvo tmave 10° 0,900

2.4 Fyziologia riboflavinu

Riboflavin patri k vitaminom rozpustnym vo voddgle sa teda uskl#dje len na kratky
¢as, a preto je potrebné ho ditar. Vstrebava sa Veni dobre, viaze sa na proteiny plazmy.
Mala ¢ag’ sa uklada v p@ni a ucach, nadbytok sa z tela vylje maom (spbsobuje
jeho Zlté zafarbenie). Riboflavin, akoca& enzymov v dychacom tazci lokalizovanom

v mitochondriach, je nevyhnutny pre z&kladny bunkowtabolizmus, ma vyrazny vplyv

na metabolizmus sacharidov, lipidov a aminokysalinovplywiuje celkovu energeticku



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 14

premenu v organizme. V organizme s&ashuje aj na procese videnia tak, Ze praraie
kradtkovinné modré ke na Zltozelené, a tym umaoge videnie za Sera. Okrem toho bola
dokéazana &ag’ riboflavinu na metabolizme ostatnych vitaminov ghy B (pyridoxin,
niacin) a v produkcii horménov v nadatiéach. Riboflavin je dblezity pre dobry stav koze,

oci, obnovucervenych krviniek, funkciu srdca, regulaciu radtweka a reprodukciu. [1,6]

Nedostatok vitaminu (hypovitamindza) bol ¢egtejSie zisteny u vegetarianov, veganov,
os6b ktoré nekonzumuju dostatok mlieka a émyeh vyrobkov, méze hyspbsobeny aj
stresom organizmu, ochoreniami Stitnéazy a zapalmi tenkéhéreva. Hypovitamin6za
vznika pri nedostatmom prijme riboflavinu po dobu dlhSiu nez 100 ddiejavuje sa
hlavne zapalovymi zmenami koZe a sliznic. Dennéepat riboflavinu sa pohybuje od 1,4
do 1,8 mg na de [1]

Tab. 2. Navrh vyzivovych dop@enych davok z roku 1999 pre dospelé obygate vo
veku 19 az 59 rokdtahko a stredne pracujudé]

i Lahko pracujuci Stredne t"azko pracujuci
Ukazatel’ Jednotka - i,
Muii Zeny Muzi Zeny
Vitamin B mg 1.6 1.4 1.8 1.6

2.5 Zmeny mnozstva riboflavinu v potravinach pri skladovani a

spracovani

BezZné spbsoby Upravy stravy ako je vareniecame neovplyiiuju vo velkej miere obsah
vitaminu v potravine, ku stratam dochadza az poovaai potravin UV Ziarenim alebo pri
vystaveni potravin dennému svetlu. VyznamnejSetystiboflavinu su pri vareni cestovin
(pod’a druhu 35-55 %) a pri vareni zeleniny (30-40 %ki# je spracovanie surovin
prevadzané v podmienkach s obmedzenym pristupottasseaty riboflavinu sa znizujua.
Straty mozno zniZzovai obmedzenim ktky blansirovania pred spracovanim zeleniny,
uchovavanim potravin vo vhodnych nepfitinych alebo farebnych obaloch
a nevystavovanim potravin priamemu ghdmu Ziareniu. U mlieka vystaveného

slne&Enému Ziareniu po dobu dvoch hodin dochéddza k strat&40 %. [1,2]
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3 MOZNOSTI STANOVENIA RIBOFLAVINU

Riboflavin je vémi citlivy na svetlo, preto je nutné ho stanovbwa zniZzeného pristupu
denného svetla. Stanovenie riboflavinu pozostadaozhcasti: najskor je nutna extrakcia
vitaminu z potravy spojena s eventualnymé@tenim a aZz potom nasleduje jeho vlastné

stanovenie.

Na stanovenie riboflavinu sa pouziva fluorometriaké&tdda zaloZend na stanoveni
lumiflavinu, ktory vznika fotolyzou riboflavinu Mkalickom prostredi. Pri tejto metdde
sa riboflavin zo vzorky uMni kyslou alebo enzymatickou hydrolyzou. Po zaialani sa
riboflavin oziari a vzniknuty lumiflavin sa po eakcii chloroformom stanovi fluoro-
metricky. Metdda je vhodn& pre vSetok potravinarsigterial rastlinného i ziwédneho

povodu. [8]

V dnednej dobe staléastejSie pouzivanou metddou j&aka rychlosti, presnosti a nizkej
spotrebe vzorky metéda HPLC. Po extrakcii vitamiaw vzorky potravin dochadza
k chromatografickému rozdeleniu extraktu na zakladedielnej adsorpcie a leosti

molekudl jednotlivych zloZiek a nasledné stanovenleoflavinu nagastejSie pomocou

spektrofotometrického alebo fluores¢raho detektoru.

Na stanovenie riboflavinu sa mézZze pduiimetdéda polarograficka, menej $pblivé

vysledky mézme dosiahriu pouzitim mikrobiologickych testov.
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4 VYSOKOUCINNA KVAPALINOVA CHROMATOGRAFIA (HPLC)

4.1 Princip chromatografickych metod

Chromatografia je sepat@a analytickd metdda slUziaca na separaciu a analgzitych
zmesi. Jej zakladnym principom je robolanie zloZziek zmesi medzi mobilnd
a stacionarnu fazu. Delenie zloZiek vzorky je zal@ na tom, Ze rychlospohybu
jednotlivych rozpustenych molekdl kolénou alebo kmn vrstvou sorbentu je priamo
zavisla na rozdeleni tychto molekul medzi mobilngtacionarnu fazu. Rozbwvacia
konStanta kazdej zloZky tuje jej zastupenie v mobilnej faze v ktordjikek dobe a teda

i celkovy cas, po ktory tato zloZzka zotrvava v stacionarnggféreteiny ¢as). Ak su
rozdiely v selektivnom spomaleni vyznamné, kaZzadékd sa bude pohybot&olonou
r6znou rychlogou zavislou na jej sotpych vlastnostiach. Zlozky teda ogagi kolénu

v rbznom c¢asovom intervale,éo spodsobi ich rozdelenie aumozni ich detekciu.
V chromatografii pretekd mobilna faza cez fazu istarnu. Plocha styku oboch faz by
mala by ¢o najva@Sia, na nej prebieha zachyt (retencia) latok ungdamobilnou fazou a
desorpcia zachytenej latky zo stacionarnej fazy siedprudiaceho média. Kvapalina teda
tecie medzi drobnymi zrnkami sorbentu v trubici (kad@@ usporiadanie) alebo medzi
celulézovymi viaknami napriklad v papieri (ploSné&pariadanie). Mobilna faza je
pohyblivd faza chromatografického systému a miéde by’ bud’ plyn alebo kvapalina.
Stacionarna faza je nepohybliva aig tuha latka alebo film kvapaliny zakotveny nagjuh
latke. [9,10,11]

4.2 Klasifikacia chromatografickych metod
Pod’a typu mobilnej fazy sa chromatografické metddyeded:

* plynova chromatografiu (Gas Chromatography, GC) ebinou fazou je nosny
plyn,

e fluidnd chromatografiu (Fluid Chromatography) — bioou fazou je latka
v nadkritickom stave,

* plazmovu chromatografiu (Plasma Chromatography) ebhilmou fazou je prad
ionov,

» kvapalinovu chromatografiu, ktordlalej mézme defina:
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- sorgnu chromatografiu — separacia sa us&utge Specifickymi interakciami
nenabitych ¢astic s povrchom adsorbenta (Liquid—Solid Chronraolyy, LSC)

alebo so stacionarnou fazou nanesenou n&inosi

— rozdéovaciu (absorgnu) chromatografiu (Liquid Chromatography, LLC).tiPa
sem aj vysokotinna sorgna kvapalinova chromatografia (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC),

- gélovu (permemu) chromatografiu (Gelpermeation ChromatographiCl —

rozdé€’ovanie latok prebieha v péroch gélu padozmerowastic,

- i6novo-vymennu chromatografiu (lon—-Exchange Chatography, IEC) -

rozdelenie ibnov spdsobuju interakcie nabityaktic s nabitym nosm. [9,10]

4.3 Prednosti HPLC

Vysokolinna kvapalinova chromatografia zastava vyznamnéstoi medzi chromato-
grafickymi metddami. Vyhodou tejto metddy je schogirozdelt’ a kvantitativne stanowi

desiatky az stovky zloziek vzorky, rychtosa reprodukovatmos’ rozdelenia, mala
spotreba vzorky a moznbsutomatizacie. Umdikije separovaaj termolabilné kvapalné

a tuhé latky a jej vyhodou je prestigsi kvanitativnej analyze. [12]

4.4 Princip HPLC

Chromatografiu je mozné definavako migr&ny proces, v ktorom st molekuly zloZiek
vzorky selektivne sporntiavané stacionarnou fazou. Pri sorpj kvapalinovej
chromatografii maju rozhodujucu uUlohu rozdiely wagnych energiach furikych
skupin na povrchu adsorbenta a v rozpustnosti eloki stacionarnej faze. Rozdiely
v sorpcii alebo vo Mikosti rozdé&ovanych molekul zaptinuju rozdielnu rychlog pohybu

jednotlivych druhov molekul v kolone, ich rozdielretenciu a tym ich rozdelenie. [12]

4.4.1 Mechanizmus sorgnych chromatografickych procesov

Pri adsorpej chromatografii prebiehaju Specifické interakeia povrchu adsorbenta
(nosta). Vzorka a mobilna faza su v dynamickej rovnovdine obsadzovani povrchu
adsorbenta. Tento konkukary proces zapkini rozdelenie latky medzi n@si a mobilnu

fazu poda schémy:
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Xv+ M.Mpa>Xa + M.My
kde Xa, Xu sU koncentracie vzorky na povrchu adsorbenta ahilg) faze
Ma, My - koncentracie mobilnej fazy v eluate a na povratisorbenta
m -pocet molekul mobilnej fazy desorbovanych z povrchsoadenta
adsorpciou molekul zlozky X.

X, M,

Pre rovnovazny stav platk , =
y P A X, M,

kdeKa je distribiéna konstanta (rozdélevaci koeficient).

Pohyb mobilnej fazy poruSuje statickl rovnovahuximam koncentracie zlozky vzorky
X sa pohybuje v smere pohybu mobilnej fazy. Ryadhlpshybu zavisi od vlastnosti

vzorky, mobilnej fazy a adsorbenta.

Pri separacii rozdevacou (absokmou) chromatografiou sa molekuly vzorky rozdelia
medzi dve nemieSdieé kvapaliny, z ktorych jedna je eluent a druha fyeikalne

alebo chemicky viazana na vhodny adsorbent {ha@shazyva sa stacionarna faza. Pre

S

XM

distribwtnd konStantu platiK ; =

kde Xy a Xs st koncentracie zlozky v mobilnej a stacionaraegf [12]

4.5 PrisluSenstvo HPLC

HPLC je kvapalinovou chromatografiou, kde je mobilnfazou kvapalina a stacionarnou
fazou je film prisludnej latky zakotveny na povraimsta alebo pevny adsorbent. Pristroj,
na ktorom sa robia HPLC analyzy sa nazyva kvapa@jirehromatograf. Sklada sacasti,
ktoré zabezp®iju transport kvapaliny, roztlevanie zmesi a detekciu zloziek. Hlavné
siktasti moderného HPLC chromatografu zoradené zausédlkg ako nimi postupne
preteka mobiln& faza: zdsobnik mobilnej fazy, pampariadenie na davkovanie vzorky,

kolona, detektor spojeny sgtacom. [9,10]
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CHECOBIL ICOSGES B
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kohout se*={ ] [ %
smycleou separacni
kolona detektor

Obr. 2. Kvapalinovy chromatogrdfl 3]

Obr. 3. HPLC HP 1100 Obr. 4. Kol6nalHPPHP 110

Metéda HPLC existuje ako normalna a ako reverzman®malnej je stacionarna faza

polarnejSia nez mobilna faza, pri reverznej jedopak.

Mobilnou fazou méze hyyvoda, methanol, acetonitril, ich zmesi v réznyaajemnych
pomeroch, pufry a iné. Zasobnikmi byvajudaaiejSie sklenenddSe. Stacionarna faza je
tvorena mikrgasticami silikagélu na ktorych je naviazana vlasttationarna faza. Mézu

ju tvorit nepolarne ubovodiky alebo polarne tibvodiky s funknymi skupinamiDalSou
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si&kag’ou chromatografu je koléna (kaptejSia nerezova trubica) plnena mdéasticami
stacionarnej fazy, ktoré pri prechode mobilnej f&iadi odpor. Na to aby mohla préjs
mobilna faza kolénou je nutny vysoky tlak, ktoryisfaje vysokotlakova pumpa. Na
davkovanie vzorky do prudu mobilnej fazy slizi davécia sldka alebo automaticky
davkova. Detektor podava informacie o zlozeni mobilnejyfar vystupe z kolényCasto
pouzivanym detektorom u metddy HPLC je detektorkspéotometricky (UV-VIS),
fluorescekiny a elektrochemicky (ECD). Podmienkou pre pouZfiehto detektorov je,
aby dany analyt absorboval Ziareni€ita vinovej dzky (UV-VIS detekcia) alebo aby
emitoval flourescetné Ziarenie (fluorescéna detekcia). Pokiaanalyt sam o sebe
neabsorbuje Ziarenie v oblasti UV-VIS alebo neemifluorescetiné Ziarenie, je pouZzitie
tychto detektorov podmienené derivatizaciou vzofkygorka je chemickou reakciou
prevedena na zééniny, ktoré maju potrebné vlastnosti - absorpciw/-\US,
fluorescenciu). Elektrochemicky detektor je zaloZzema tom, Ze zlozky eluentu sa
v detektore oxiduju alebo redukuju a meria sa mtanprudu, ktory pri tychto procesoch
vznika. Pri vysokoginnej kvapalinovej chromatografii preteka aparatimobilna faza zo
zasobnejlfase, vedena cez vysokotlakova pumpu do kolonyj dméetektoru aralej do

odpadu. Vysledkom HPLC analyzy je chromatogramidysnymi pikmi. [9,14,15]

Obr. 5. UV/VIS DAD detektdi6]
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5 DROZDIE

Chlieb ako zakladn& potravina sprevadmdstvo od doby, kedy sac¢loveka lovca stal
po’nohospodar. Neskér sa zistilo, Ze cesto priprazeméiky, vody a soli mdze nakyshu
pésobenim kvasiniek zo vzduchtim vznikne peéivo l'ahké, vzdusné, s chutnou korkou.
Z obilnin sa vyrabalo i pivo, taktiez vykvasené odie pomocou vzduSnych kvasiniek.
Kombinacia oboch poznatkov podnietitadi k pouZivaniu pivnej usadeniny na cielené
kyprenie cesta pri vyrobe giga. Vedci L. Pasteur a E. Ch. Hansen potvrdiliyzave s
Zivé organizmy ktoré sa rozmnozuju ¢anim, mézu i arozmnozova sa za ibez
pristupu kyslika, vyvolavaju proces fermentaciedgoruju tym tvorbu alkoholu. Zaroive
vzniknuty oxid uhléity kypri cesto a spdsobuje tym rast jeho objemroZbie sa vyraba
v dvoch formach: lisované drozdie a vitalne sud@noédie. Zo Zivin su v drozdi vyznamné
bielkoviny, vitaminy skupiny B — tiamin, riboflavia niacin, z minerdlov predovSetkym
chrom. [17,18]

Podstatou drozdia su @ace kvasinky druhuSaccharomyces cerevisiae Hansen

drozdiarske rasy, pripravené mnozenifistych kvasninych kultdr pestovanych na

cukrovych substratoch. [19]

Obr. 6. Kvasinky

DroZzdie sa pouZziva pri vyrobe bieleho¢p@ na vykysnutie cesta. Kvasinky tvoriace
drozdie fermentuju sacharidy za tvorby alkoholubalexidu uhlitého (Priloha PIIl).

Tomuto procesu predchadza ethanolovéa glykolyzélgher P V). .
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Tab. 3. Obsah niektorych Zivin v 1 kg droZéia

Energia
Bielkoviny (g) | Tuky (2) | Sacharidy (g)
(kJ) | (keal)
Lisovane
_ 4103 980 106.0 40 130.0
drozdie
Susene
13020 | 3110 3680 16.0 3740
drozdie
Zelezo Vapnik | Vitamin B; | Vitamin B: | Vitamin C
(mg) (mg (mg) (mg) (mg)
Lisovane
_ 49 00 250 0,490 20,800 0.0
drozdie
Suiené
182,00 1060 1,970 60,280 0.0
drozdie

Zakladné suroviny na vyrobu drozdia:
vybrany kme kvasiniek, melasa
Pomocné suroviny:

kyselina sirova, kyselina trihydrogenfosfémé,cpavkova voda, biotin, inositol,

odpeaiovaci olej, hydrogenfosfokaan diamonny
VedrajSie pomocné suroviny

hydroxid sodny, odmasva®, sanité&né prostriedky

U nas sa na vyrobu drozdia pouziva repnd melasae odpadovy sirup z cukrovarov.
Melasa sa skladuje v melasniciach, z ktorych jéegmvana do nadrzi, kde sa pripravuje
melasovy zapar. KiZe melasa ma malo dusiku a fosforu pre rast kwasiprida sa k nej
amoniak a dusik. Kvasinky sa pomnoZzuju v laboratbri (laboratorna propagacia)
anaerdbne v nieklych stugioch. Odtid sa prevedu do prevadzkovej propagéacie, kde sa
slabo vetra. Tu sa kultivuju aerobne v nilgeh generaciach, pretoze je nutné kvasinky

adaptovd na vySSie vetranie a nizsi obsah Zivin. Medzi ggdrymi generaciami je vzdy
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zaradené odstredenie a prepieratistou vodou. Vysledkom je kvasmié mlieko. Mlieko
sa skladuje nielixo dni pri 50°C. Kvasigné mlieko je potom nutné prepi€éraodou, aby
sa z produktwo najviac vymyla melasa, ktorej pritomitioszznamne znizuje trvanlivés
drozdia. Takto pripravené mlieko ma obsah suSinyhttb%. Jeho filtraciou sa ziskava
biomasa o0 obsahu susiny 26 az 30 hm.%. Kooe operaciou je Uprava obsahu vody

a formovanie do kvadrov na liberkovaciom pristfaf].

Obr. 7. Vyroba drozdia

Obr. 8. Kvader drozdia
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Kvalitny vyrobok je svetlo Sedy, drobivy, nie sthe@m dutiny ani miesta svetlejSia
tmavé, vo vode sBahko rozptyuje. Vyschnuté drozdie je tvrdé, popraskané, Sk&yipeho
kvasiaca schopnége nizka. U drozdia sa kontroluje e kvasiniek divokych kmev, ¢i

nie je infikované salmonelami a enterobaktériansolzané drozdie sa v obchodnej sieti
vyskytuje v baleniach po 42g, skladévsa ma pri 1 az 10°C, jeho trvanlivoge 35 dni

a doba kysnutia 40 az 60 minut. Jedno balenie gaip® asi na 1kg muky. SuSené droZdie
sa predava v 10 alebo 7g vrecuskach, sklatisaana do 20°C. Ma dlha trvanliibéaz 18
mesiacov od datumu vyroby) a diht dobu kysnutiaZ3 hodiny). Jedno balenie odpoveda

priblizne 25g lisovaného drozdia. [21,22]
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. PRAKTICKA CAST
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6 METODIKA PRACE

6.1 Material

Dr. Moormannscerstvé pekarske drozdie, balenie 42g, odfmma teplota skladovania
0-7°C; vyrobca: UNIFERM GmbH&Co0.KG, Werne, SRN; tdistutor: ALIMPEX FOOD
a.s., PrahaR

6.2 Pouzité pomocky a pristroje
* predvazky (Kern, SRN)
* analytické vahy
» chladni&ka (Samsung- Calex, CZ)
» temperovany vodny ki€ Memmert, SRN)
* laboratorne sklo a pomécky
» odstredivka
» davkovacia striekka (Hamilton, USA)
* mikrofiltre 0,45um, PTFE (Supelco, USA)
» aparatura pre HPLC (Hewlett Packard 1100)

- vakuovany odpliyovaci modul G1322A

- binarna pumpa G1312A

- termostat kolon G1316A

- detektor UV/VIS DAD G1315A

- davkovaci ventil analyticky sttovaci (davkovaci stika 0 objemu 2@l)

- koléna SUPELCOSIL - LC8 (15 cm x 4,6 mmpuBn, Supelco, USA)

- PC s vyhodnocovacim programom ChemStation — Ingntin(Agilent, USA)
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6.3 Pouzité chemikalie
« methanol pre HPLC, gradient grade (Riedel-delrtHH&RN; Sigma- Aldrich, SRN)
» Standard riboflavinu (vyrobca Supelco, USA)
* redestilovana voda
» kyselina trichloroctova (dodavdteng. Petr LukeS, Uhersky Brod)
» kyselina chlorovodikova (dodavéiteing. Petr LukeS$, Uhersky Brod)
» octan sodny (dodavdte ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)
» kyselina mravia (dodavate - ing. Petr LukeS, Uhersky Brod)
 siran zingnaty (dodavate- ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

» hexakyanoZeleznatan draselny (doddavaiag. Petr LukeS, Uhersky Brod)

6.4 Analyza vzoriek drozdia

6.4.1 Extrakcia riboflavinu zo vzorky pekéarskeho drozdia

Na predvazkach bolo navaZzenych 20g vzorky drozgieesnosou 0,01g. Vzorka bola
kvantitativne prevedena do trecej misky a zhomagemina s 80 ml 0,1M HCI aza
pomoci morského piesku. HCI slizi na hydrolyzu FMNFAD, v ktorych sa riboflavin
viaze. Zmes bola kvantitativne prevedena do 250Endnmayerovej banky obalenej
féliou. Banka bola vlozena do vodného kige teplote 97°C na 60 minut a po celu dobu
bola intenzivne trepana. V 50. minute boli na vyarée proteinov pridané 3 ml 80%
kyseliny trichloroctovej. Po sk@eni varu bola banka ochladen& a k ochladenej Zoobsi
pridanych 10 mkinidla Carrez | (30 hm.% roztok siranu zématého) a 10 ml Carrez Il
(15 hm.% roztok hexakyanoZeleznatanu draselnéheyz@zanie polysacharidov. Obsah
banky bol kvantitativhe prevedeny do 200 ml odmebaeky obalenej foliou a doplneny
po risku redestilovanou vodou. Zmes bola odstredenadstredivke. Ziskany roztok bol

pred davkovanim do HPLC eSte prefiltrovany filtrpne HPLC o vE&kosti porov 45um.
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6.4.2 Stanovenie obsahu riboflavinu vo vzorke drozdia médou HPLC

Z filtratu pripraveného postupom uvedenym v kagit6l4.1 bol na stanovenie pouZity
alikvotny podiel 20ul. Bola pouzita gradientova ellcia. Jednou zloZzkol methanol a
druhou 0,12M octan sodny o pH 4,8 (upravenom 85%elkyou mravou). Prietok
mobilnej fazy bol 0,8 ml.mif. Stacionarnou fazou pre separéciu jednotlivyctrielo
extraktu bola kolona SUPELCOSIL LC8 (15cm x 4,6nBpm). Teplota termostatu pri
merani bola 30°C. Na stanovenie mnoZstva riboflavdol pouzity UV/VIS detektor,
meranie prebehlo pri vinovejizke 270 nm. Reteny ¢as pre riboflavin je priblizne 9,9
minut. Na vyhodnotenie merania bol pouzity chrorgedficky software ChemStation—
Instrument 1 (Agilent Technologies, USA), pomocdor&ho boli zistené plochy pikov
(MA.V.s%). Z nameranej kalibtmej krivky potom boli zistené koncentrécie riboflaw
v jednotlivych vzorkach droZdia. Meranie bolo préeeé u drozdigerstvého i u drozdia

skladovaného v tme a chlade (8°C) a na svetleapdrhtornej teplote po 7 a 1aath.

Tab. 4. Gradient mobilnej fazy

Mimita | Pomer actan sodny : methanol
0 87:13
3 87:13
15 0:100
30 0:100

6.4.3 Meranie kalibra¢nej krivky pre stanovenie riboflavinu metédou HPLC

Na meranie kalibknej krivky sa pouzil Standard riboflavinu (SULPEQGZSA). Pripravil
sa zasobny roztok o koncentracijig.ml™*. Zo zasobného roztoku boli pripravené roztoky
o koncentraciach 0,1; 0,25; 0,5; 1 a@.ml*. Meranie prebehlo rovnako ako u vzorky
kvasnic v kapitole 6.4.2. Kalibtaa krivka bola zostrojend ako zaviglosameranych

pléch pikov (MA.V.8) na koncentracii riboflavinug.mr).

6.4.4 Metdéda vnutorného Standardu

Dve vzorky kvasnic boli pripravené ako v kapit6ld.1. K jednej z nich bolo pridanych
0,0008g Standardu riboflavinu. Obsah riboflavinu vaorkdch bol merany ako
v kapitole 6.4.2.
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7 VYSLEDKY

7.1 Optimalizacia izolaéného postupu vitaminu B z drozdia

Meranie bolo prevedené s navazkou 16g a s navaBguPre lepSiu préadnos grafov

bola pri vlasthom merani volené vysSia navazka.

Extrakcia riboflavinu bola prevedena pomocou 0,182M HCI. Pri vy5Sej koncentracii
neboli pozorované Ziadne vyhody pri spracovani kiz@ nemala ani vplyv na presmos
vysledkov. Preto bola z dévodu nizSieho okyslerdarky a nizSej spotrebe chemikalii
volena 0,1M HCI.

Na vyzrazanie proteinov bolo pouzitych 3 a 5 ml 8kggeliny trichloroctovej. V oboch
pripadoch doSlo k vyzrazaniu. Pilotnymi pokusmi dalyskiSané, Zze na vyzrazanie

proteinov mézu kypouzité len 3 ml 80% kyseliny trichloroctove.

Cinidla Carrez | a Carrez Il pouzité na vyzrazanielypacharidov boli pridané
v mnozstvach oba po 5 ml a oba po 10 ml. V obodpapioch vyzrazanie prebehlo, pri
pouziti len 5 ml vSak doslo k menej dékladnému &ganiu,¢o spbsobilo upchavanie filtra

pre HPLC. Z toho dévodu boli pouzité mnozstva paril0

K oddeleniu extraktu riboflavinu od tuhého podibhlo pouzité odstredenie a filtrovanie
za pomoci vyvevy. Pri pouziti odstredivky bol zisi&iry roztok vhodny pre meranie
HPLC. Pouzitie vyvevy sa nevyplatilo, bol ziskangkaleny roztok, ktory bolo nutné
opakovane prefiltrouda Tento postup bol zkae ¢asovo narény, preto bolo pouzité

odstredenie.

7.2 Vysledky merania kalibraénej krivky pre stanovenie riboflavinu
metdédou HPLC

Verkosti ploch pikov u danych koncentracii boli zmergrod'a postupu v kapitole 6.4.3
a bola vytvorena kalibtma krivka zavislosti ploch pikov (mA.V3 na koncentracii
riboflavinu (1g.mrY). Vysledky merania st uvedenéTab. 5.a grafe kalibrénej krivky
Obr. 9.
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Tab. 5. Kalibréacia riboflavinu

Koncentracia riboflavinu
[ng.ml™]

Placha piku
[mA Vs

Priemerna plocha piku
[mA. V]

5,13

6.28

0,10

7,18

6,27

8.34

6,64

21,59

2299

0,25

21,43

2206

22,33

22,08

47,81

48,43

39,62

4217

44 37

44 48

55,89

82,41

1,00

7202

59,98

70,14

72,69

172,77

170,13

2,00

171,23

170,64

170,37

171.03
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Obr. 9. Kalibra’na krivka s regresnou priamkou pre meranie HPLC
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7.3 Vysledky stanovenia obsahu riboflavinu Werstvom drozdi metodou
HPLC

Stanovenie bolo prevedené v dvoch paralelnych atbrkerstvého drozdia. Vzorka bola
pripravena postupom uvedenym v kapitole 6.4.1 ad&abola pékrat premerana.
Ziskana plocha piku bola dosadena do rovnice regrgsiamky kalibranej krivky, ¢im
bola zistena koncentrécia riboflavinu vo vzorkeiyml*. Vo vzorke oznZenej I. bola

navazka 20,11g, vo vzorke Il. 20,71g.
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Tab. 6. Obsah riboflavinu vo vzor&erstvého drozdia I.

Plocha piku Koncentracia | Koncentricia
[m;—LT.s'l] [ug.:nl'l] [mg.100 g'I]
17.98 0.23 0.23
18.01 0.23 0.23
17.12 0,22 0.22
17.32 0.22 0.22
18.06 0.23 0.23

Tab. 7. Priemernd hodnota riboflavinu vo vzorke

cerstvého drozdia I.

Priemerni koncentricia | Smerodajni odchylka

[mg.100 g [mg.100 g}

0.226 0.005

Obsah B 0,226 + 0,006 mg.100g (6=0,05)

Tab. 8 . Obsah riboflavinu vo vzoréerstvého drozdia l.

Plocha piku Koncentracia | Koncentricia
[m;—'L.T.s'l] [;lg.:nl'l] [mg. 100 g'I]
19.17 0.25 0.24
20,42 0,26 0.25
18.63 0.24 0.23
19.19 0.25 0.24
18.99 0.24 0.23
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Tab. 9. Priemerna hodnota obsahu riboflavinu vo

vzorke cerstvého drozdia Il.

Priemerna koncentricia | Smerodajna odchylka

[me.100 g™] [meg.100 ]

0,238 0,007

Obsah B 0,238+ 0,009 mg.100g (6=0,05)

Priemerna hodnota obsahu riboflavinu véerstvom drozdi:

0,232+ 0,063 mg.100g (¢=0,05)

7.4 Vysledky stanovenia obsahu riboflavinu v drozdi p@ dioch

skladovania v tme a chlade metédou HPLC

Vzorka bola pripravena postupom uvedenym v kapitbe1l. Bola pékrat premerana.
Ziskana plocha piku bola dosadena do rovnice regrgsiamky kalibranej krivky, ¢im
bola zistena koncentrécia riboflavinu vo vzorkegimit. Navazka vzorky drozdia po 7

dennom skladovani v tme a chlade bola 20,19g.

Tab. 10. Obsah riboflavinu vo vzorke droZdia po 7

diioch skladovania v tme a chlade

Plocha piku Koncentracia | Koncentricia
[11:|.;-'1.T.'5'1] [[lg.ml’l] [mg.100 g'1]
20.19 0.26 0.26
19.89 0.26 0.26
20,22 0.26 0.26
19.46 0.25 0.25
19.99 0.26 0.26
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Tab. 11. Priemerna hodnota obsahu riboflavinu po 7
diioch skladovania vtme achlade so smerodajnou

odchylkou

Priemerni koncentricia | Smerodajni odchylka

[mg.100 g [mg.100 g

0,258 0,004

Obsah B;: 0,258 + 0,005 mg.100g (a=0,05)

7.5 Vysledky stanovenia obsahu riboflavinu v drozdi p@ dioch

skladovania na svetle a teple metédou HPLC

Vzorka bola pripravena postupom uvedenym v kapitbe1l. Bola pékrat premerana.
Ziskana plocha piku bola dosadena do rovnice regrgsiamky kalibranej krivky, ¢im
bola zistena koncentrécia riboflavinu vo vzorkepg.ml*. Navazka vzorky droZdia

skladovaného na svetle a teple bola 20,23g.

Tab. 12. Obsah riboflavinu vo vzorke droZzdia po 7

diioch skladovania v teple a na svetle

Plocha piku Koncentricia | Koncentracia
[111;—'1.1'.3'1] [ug.ml’l] [mg. 100 g'I]
18.36 0.24 0.24
16.13 0.21 0.21
20.23 0.26 0.26
16.94 0.22 0.22
17.99 0.23 0.23
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Tab. 13. Priemerna hodnota obsahu riboflavinu po 7

drioch skladovania na svetle ateple so smerodajnou

odchylkou
Priemerna koncentricia | Smerodajni adchylka
[me.100 g [mg.100 g
0,232 0,017

Obsah B;: 0,232+ 0,021 mg.100g (a=0,05)

7.6 Vysledky stanovenia obsahu riboflavinu v drozdi pd4 dioch

skladovania v tme a chlade metédou HPLC

Vzorka bola pripravena postupom uvedenym v kapitbe1l. Bola pékrat premerana.
Ziskana plocha piku bola dosadena do rovnice regrgsiamky kalibranej krivky, ¢im
bola zistena koncentracia riboflavinu vo vzorkgegumi*. Navazka vzorky drozdia po 14

dnovom skladovani v tme a chlade bola 19,98g.

Tab. 14. Obsah riboflavinu vo vzorke drozdia po 14

diioch skladovania v tme a chlade

Placha pikn Koncentricia | Koncentricia
[111;—1.1'.9'1] [ug.ml’l] [mg.100 g'I]
24 64 0.31 0.31
26.84 0.34 0.34
2496 0,32 0.32
21,98 0,28 028
22,16 0,28 0.28
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Tab. 15. Priemerna hodnota obsahu riboflavinu po 14

diioch skladovania vtme achlade so smerodajnou

odchylkou
Priemern:i koncentricia | Smerodajna odchylka
[mg.100 g [mg.100 g
0.306 0,023

Obsah B 0,306 + 0,029 mg.100g (6=0,05)

7.7 Vysledky stanovenia obsahu riboflavinu v drozdi pd4 dioch

skladovania na svetle a teple metédou HPLC

Vzorka bola pripravena postupom uvedenym v kapitbe1l. Bola pékrat premerana.
Ziskana plocha piku bola dosadena do rovnice regrgsiamky kalibranej krivky, ¢im
bola zistena koncentracia riboflavinu vo vzorkgegumi*. Navazka vzorky drozdia po 14

dinoch skladovania na svetle a teple bola 19,99g.

Tab. 16. Obsah riboflavinu vo vzorke drozdia po 14

diioch skladovania v teple a na svetle

Plocha piku Koncentricia | Koncentricia
[mA.V.s7] [ng.ml?] [mg.100 g
1.73 0.11 0.11
8.79 0.12 0.12
7.68 0.11 0.11
6.58 0.10 0.10
1.62 0.11 0.11
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Tab. 17. Priemerna hodnota obsahu riboflavinu po 14

diioch skladovania na svetle ateple so smerodajnou

odchylkou
Priemern:i koncentricia | Smerodajna odchylka
[me.100 g [mg.100 g™
0,110 0.006

Obsah B;: 0,110+ 0,007 mg.100g (a=0,05)

7.8 Vysledky ziskané meranim vzorkyerstvého drozdia s pridavkom

Standardu metédou HPLC

Boli pripravené 2 vzorky drozdia postupom uvedenykapitole 7.4.1. K 1 z nich bolo
pridanych 0,8mg Standardu riboflavinu (SULPECO, QS/Atanovenie riboflavinu
prebehlo postupom uvedenym v kapitole 7.4.2. Naa&Zkorky drozdia bez pridavku

Standardu bola 20,179 a s pridavkom Standardu §0,17

Tab. 18. Obsah riboflavinu vo vzorkéerstvého

drozdia bez pridavku Standardu

Placha piku Koncentracia | Koncentricia
[11:|.;-'1.T.'5'1] [[lg.ml’l] [mg.100 g'1]
20,41 0.26 0.26
20,36 0.26 0.26
21.47 0.27 0.27
21,95 0,28 0.28
19.76 0.25 0.25
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Tab. 19. Priemerna hodnota obsahu riboflavinu v
cerstvom drozdi bez pridavku Standardu so

smerodajnou odchylkou

Priemerna koncentricia | Smerodajni odchylka

[mg.100 g [mg.100 g

0.264 0,010

Obsah B;: 0,264 + 0,012 mg.100g (a=0,05)

Tab. 20. Obsah riboflavinu vo vzor&erstvého drozdia

s pridavkom Standardu

Plocha piku Koncentracia | Koncentracia
[m.-LT.'s'l] [ug.ml’l] [mg.100 g'I]
91.36 1.10 1.10
9331 1,12 1.11
92,73 1,12 1.11
90.84 1.10 1.10
90.15 1,09 1.08

Tab. 21. Priemerna hodnota obsahu riboflavinu v
cerstvom  drozdi s pridavkom  Standardu  so

smerodajnou odchylkou

Priemerna koncentricia | Smerodajna odchylka

[meg.100 g [mg.100 g']

1.100 0.011

Obsah By 1,100 + 0,014 mg.1004g (0=0,05)
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Vo vzorke erstvého droZdia bola zistena priemerna plocha gk83 mA.V.8, ¢o po
prepd@te z regresnej rovnice odpoveda obsahu ribofla@264 mg.100g. Po pridani
0,8mg Standardu ku vzorkerstvého bola zistena priemerna plocha piku 91,88vis™,
&0 po prepdte z regresnej rovnice odpoveda obsahu riboflag{i00 mg.1009. Rozdiel

v hodnotach odpoveda pridavku Standardu, postupdzeoriboflavinu a jeho stanovenie

pri danych chromatografickych podmienkach bolo tederené.
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ZAVER

Cielom tejto prace bola optimalizacia izéteého postupu riboflavinu a stanovenie jeho
obsahu v kvasniciach metodou HPLC. Obsah riboflaiol stanoveny ¥erstvom drozdi

a v drozdi skladovanom na svetle pri laboratoregiate a bez pristupu svetla pri 8°C. po 7
a 14 doch.

Na stanovenie riboflavinu bola pouzita sepagéachromatografickd metéda vysokonej
kvapalinovej chromatografie HPLC. Separacia bolevedena na kolone SUPELCOSIL
LC18 (15 cm x 4,6 mm; fum). Bola pouzita gradientova eltcia mobilnych fazlazeni
0,12 mol.l'octan sodny (pH upravené na 4,8 pomocou 85% kyseiraviej) a methanol
0 paiatotnom pomere 87:13 s gradientom uvedenym vitiadud. Prietok mobilnych faz
bol 0,8 ml.min" a teplota termostatu kolény 30°C. Signal bol smiyndetektorom UV/VIS
DAD o vinovej dZke 270 nm. Vyhodnotenie vysledkov bolo prevedeméngrou
chromatografického softwaru ChemStation—Instrunieffgilent Technologies, USA). Na
meranie kalibrénej krivky sa pouzil Standard riboflavinu (SULPECOSA). Bola
prevedena i metdda vnutorného Standardu pre oeespdiahlivosti izol&ného postupu a
chromatogarfickej sepafaej metddy. Vysledky jednotlivych analyz boli sppaané
pomocou Standardnych Statistickych parametrov gitiyjs Studentovho rozdelenia
nahodnych odchylok pre dany stipeol’nosti. Vysledky analyzy boli testované na hladine
presnostb. = 0,05 (95 %).

Priemerny obsah riboflavinu terstvého droZdia bol 0,232 0,063 mg.100§ (¢=0,05).

V drozdi skladovanom 7 dni v tme pri 8°C 0,2580,005 mg.100( (¢=0,05) a na svetle
pri laboratérnej teplote 0,232 0,021 mg.100g (0=0,05). V droZdi skladovanom 14 dnf
v tme pri 8°C bola zisteny obsahu riboflavinu 0,3860,029 mg.100g (¢=0,05) a na
svetle pri laboratérnej teplote 0,130 0,007 mg.100g (¢=0,05). Pri metéde vnatorného
Standardu bol zisteny priemerny obsah riboflavirm wzorke ¢erstvého drozdia bez
pridavku Standardu 0,264 0,012 mg.100§ (¢=0,05) a s pridavkom 0,8 mg Standardu
1,100 + 0,014 mg.100¢ (0=0,05). Postup izolacie riboflavinu a jeho standeepri
danych chromatografickych podmienkach bolo overené.

Tabu’kova hodnota obsahu riboflavinu v drozdi je 20,8kg§ Je zjavné, Ze hodnota
riboflavinu namerana &erstvom drozdi je asi dedaiat nizSia,co mdze by spdsobené
nevhodnou manipulaciou a skladovanim vyrobku. i€Zkhie je mozné posutido akej

miery prebehla hydrolyza, teda dwenie riboflavinu z bielkovinového ndaj vzifadom
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k tomu, Ze k dispozicii nebol Standard FMN a FADdMdzdi skladovanom na svetle pri
laboratérnej teplote sa obsah riboflavinu pai@ath nezmenil, s rastdcou dobou vystavenia
kvasnic slnenému Ziareniu klesal z dévodu fotosenzibility ribefnu,cim bola potvrdena
avodna hypotéza. Popri tom kvasnice i splesniyelteda mozné vyuZivanie vitaminy B
plesiami. MnoZstvo riboflavinu v kvasniciach skladovamyctme pri 8°C mierne stupalo.
Dévodom je pravdepodobne vysychanie kvasnic a tyrakoncentrovanie vzorky a
pripadna produkcia riboflavinu kvasinkami. Predpdkhezmeneného obsahu riboflavinu

za danych podmienok skladovania nebol potvrdeny.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

FMN Flavinmononukleotid
FAD Flavinadenindinukleotid

HPLC  Vysokodinna kvapalinovd chromatografia

GC Plynova chromatografia

LSC Kvapalinova sofma chromatografia

LLC Kvapalinova rozdiovacia chromatografia
GPC Gélova chromatografia

IEC I6novo-vymenna chromatografia

UV/VIS Spektrofotometricky detektor

ECD Elektrochemicky detektor
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Priloha P I: hydrofilné Vitaminy

vitamin vyznam OovD
poméaha premigt sacharidy na energiu vo svaloch ||1,3 mg
B, tiamin

podporuje spravnu funkciu nervovej sustavy a vykstiniu Sportovcov 1,8 m
pamati
poméha spracovaacharidy, bielkoviny a tuky potravy
podporuje produkciu energie, dobri kondiciu a itital 11,9 mg

B, riboflavin
zvySuje Sportové vykony a tvorbu svalstva u Sportovcov 2,3 m
podporuje rast zdravych vlasov a udrziava zdravu
pokoZku
nevyhnutny pri tvorbe energie zo sacharidov, tukov
bielkovin
potrebny pre spravntinnog’ svalov a regeneraciu

B, niacin spojivového tkaniva (chrupaviek, vaziv, Sliach) 20 -25 mg
_ u Sportovcov 30 mg

udrZiava zdravu pokozku
podporuje spravnu funkciu nervovej sustavy
ma vyznamnu Ulohu pri syntéze pohlavnych horménoW
zWastuje sa pri tvorbe energie zo sacharidov

Bs kyselina podporuje odburavanie tukov a vyuzitie tukov ako 6 -8 mg
zdrojov energie

pantoténova u Sportovcov 10 mg
stard sa o zdravu nervovu sustavu
prevencia a ligha zapalov fbov
nevyhnutny v chemickej premene aminokyselin a pri 1-2m

. . . —< Mg
Bs pyridoxin tvorbe telesnych bielkovin

doélezity pre spravnginnog’ svalov, prevencia svalovych

kf¢ov

u Sportovcov 3 mg

By kyselina listova

podporuje delenie buniek a rast telesnych tkaniv

doélezita pri tvorbe krvi

vylepSuje kvalitu pokozky

100 — 200pg

L)




potrebny pre vyuzitie tukov, sacharidov a bielkovin

Baz nevyhnutny pri syntéze aminokyselin 3 ug
kyanokobalamin potrebny pri tvorbe krvi
podporuje svalovdinnog’
nevyhnutny pri tvorbe kolagénu (chrupaviek, vaziv,
Sliach)
urychuje hojenie ran 100 mg
C kyselina .
antioxidant .
u Sportovcov
askorbova - .
nevyhnutny pri tvorbe karnitinu 150 mg
ochraiuje pred degenerativnymi ochoreniami (rakovinpu,
srdcovo-cievnymi ochoreniami)
podporuje resorpciu Zeleza
dblezity pre normalnu latkova premenu tukov a loefk
biotin 150 — 30Qug

pomaha udrziavazdravid pokozku a vlasy

zmieruje svalové bolesti a podporuje limenie svalov

OVD = Odpor@ana vyzivova davka / de




PRILOHA P 1I: LIPOFILNE VITAMINY

vitamin vyznam OovD
zlepSuje videnie a chrani pred Seroslepotou
A retinol a udrZiava pokozku v dobrom stave a odluje ju pred starnutim 800 —
p-karotén podporuje imunitny systém 1200ug
antioxidant — vychytava Skodlivé ke radikaly, ktoré poskodzuji
bunky
dolezity pre vstrebavanie vapnika a fosforu
ochraiuje pred osteoporézou
D kalciferol podporuje imunitny systém 5-10ug
nevyhnutny pre silné zuby a pevné kosti
potrebny pre tvorbu horménov
potrebny pre tvorbu energie, podporuje bunkové dsiEh préom sa
uvaolnuje energia
zabezpeéenie normalnej plodnosti u obidvoch pohlavi
E tokoferol Y s . . 6 —12ug
ovplyviuje latkovu premenu v svalovom a nervovom tkanive
podporuje imunitny systém, posobi protizapalovo
antioxidant — ochiiguje bunkové membrany pred desStrukciolingomi
radikalmi
nevyhnutny pri zrazani krvi
K 1-4mg

podporuje hojenie ran

ma vyznam pri latkovej premene sacharidov a spj&un&cii peene

OVD = Odpor@ana vyzivova davka / de




PRILOHA P lll: PREMENA PYRUVATU NA ETANOL

fermentace
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PRILOHA P IV: GLYKOLYZA
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PRILOHA P V: CLENENIE DROZDIA NA SKUPINY A PODSKUPINY,
ZMYSLOVE, FYZIKALNE A CHEMICKE POZIADAVKY NA AKOS

T

Druh | Skupina | Podskupina
Cerstveé
| pekarske
Drozdie susene
jedle suiene
Drozdie Farba Vzhl'ad Vona a chut’
Pekarszke svetlo Seda az bez povlaku a jednotlivych ¢ista, bez znamok
cerstve svetlo hneda kolonu plesni rozkladu
Pekarske svetlo deda az ) ¢ista, bez znamok
] _ sucheé granule
susens svetlo hneda rozkladu
Sugené _ o cista, bez znamok
o svetlo hneda drobné lupienky az prach
jedle rozkladu
. Suiina Mohutnost' | Popol v susine v
Drozdie . ) . . Cistota
min. (%) kysnutia max. (%)
Pekarske max. 70 ) o
_ 25 o obsah nepravych kvasimiek rodu
cerstve minit ]
i Torula, Mycoderma, Candida,
Pekarske max. 70 o _ ) ]
90 _ Fichia e pripustny len
susené mimit L ) o
i _ v mnozstvach, ktoré nepriazmvo
Susene ] o
a0 - neovplyvnia drozdie
jedlé




PRILOHA P VI: CHROMATOGRAMY STANOVENIA OBSAHU
RIBOFLAVINU V DROZDI METODOU HPLC

Stanovenie riboflavinu véerstvom drozdi metédou HPLC

mAL 2
250 '
- ||I
_ "
200 ‘ o
pt-'i
] "|f
150 |
: | |
100 §|
1 o ]
I |
50 || | 22 & o
i Voe T ] 2 o
| *2?\\§M§ =R
d RANS - S ZE e
0 5 10 15 28

Stanovenie riboflavinu v drozdi skladovanom v tme p 8°C po 7 diioch metédou
HPLC
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Stanovenie riboflavinu v drozdi skladovanom na svet pri laboratornej teplote
po 7 dioch metédou HPLC
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Stanovenie riboflavinu v drozdi skladovanom v tme p 8°C po 14 dioch metédou
HPLC
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Stanovenie riboflavinu v drozdi skladovanom na svét pri laboratornej teplote po 14
diioch metédou HPLC
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PRILOHA P VI: ZMENY MNOZSTVA RIBOFLAVINU PRI
SKLADOVANI V TME PRI 8°C ANA SVETLE PRI LABORATORN EJ
TEPLOTE
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