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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni vitaimskupiny B v cerealiich pomoci
chromatografické metody HPLC. Teoretickdist prace se zabyva vlastnostmi vybranych
vitamini skupiny B, dale se zabyva popisem ceredlii a noetddPLC s UV detekci.
V prakticke casti je popsana metodika pro stanoveni vit@nskupiny B v cerealiich

a stanoveni vitaminu Bv pSenici ozimé, dale je zde uvedeno stanoveriéhhilkoviny

v cerealiich pomoci Kjeldahlovy metody.

Klicova slova: tiamin, riboflavin, kyselina nikotinov&yselina pantotenova, pyridoxin,
cerealie, HPLC -UV

ABSTRACT

The aim of this thesis was to determine the B greitpmins in cereals by HPLC
chromatographic methods. The theoretical part dedlsthe properties of selected group
B vitamins, also deals with the description of eéreand the HPLC method using UV
detection. The experimental part describes the odefogy for the determination
of B group vitamins in cereals, isolation and daieation of vitamin B in wheat,

and there is also shown the determination of cquaéein in cereals using the Kjeldahl

method.

Keywords: tiamine, riboflavin, nicotinic acid, paténic acid, pyridoxine, cereals,
HPLC-UV
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UvoD

Vitaminy pati mezi dilezité sloZky denni potravy kaZzdébloveka steji jako sacharidy,
bilkoviny a lipidy. V lidském organizmu pini Glohrekurzofi kofaktort riznych enzym

a uplatiuji se v oxidané-redulkénich systémech. Mohou také plnit funkci antioxidant
proto jsou obech nazyvany jako exogenni esencialni biokatalyzatdigzi vitaminy
rozpustné ve vad se fadi vitaminy tzv. B—komplexu, kam mimo jiné vitamimpati

i vitamin By, ktery je nezbytny pro metabolismus sachaadoro dobrou funkci nervového
a kardiovaskularniho systému. DalSim vitaminemitigmwin By, jehoZ gitomnost v potray

je dilezita pro zdravou pokozku, vlasy a nehty. VitarBis je nezbytny pro spravnou
funkci mozku a nervového systému. Vitaminy 8B hraji dilezitou roli v metabolismu
mnoha biochemickych latek, ¥ipadt vitaminu B se jedna o metabolismus mastnych

kyselin a sacharid zatimco v pipadt vitaminu Bs jde o metabolismus aminokyselin.

Vyznamnym zdrojem vitaminskupiny B je maso, mléko a nil@ vyrobky, vejce, drozdi
a v neposlednfac také cerealie. Ceredlie jsou také dobrym zdrojeimerélnich latek,
nag. vapniku, heiku, fosforu, Zeleza a zinku. Jelikoz j&tSina €chto latek uloZzena
v kli¢cich, dochéazi ip mleti obili k jejich ztrdtdm a snizuje se tak Ibgicka hodnota
obilovin. Je proto dopotwvano konzumovat obiloviny nemleté v podobelych zrn,
klicka a otrub. Docili se tak i zvySeni podilu vldknikygera je nezbytna pro spravnou

funkci stev a @isobi preventivé proti nekterym onemocgnim.

Pro stanoveni vitamin v nejitizrejSich druzich potravin existuje spousta metod.
Mezi moderni metody analyzy potravin fpathromatograficka metoda HPLC. Principem
této metody je &leni vzorku na zakladrozdilné adsorpce slozek vzorku a jejich nasledné

stanoveni.

Cilem diplomové prace bylo najit optimalni postaplace vitamif skupiny B z ceredlii
a jejich stanoveni pomoci metody HPLC s UV detekiorZ technickych w/odi nebylo
mozné zndfit vSechny vysSe uvedené vitaminy skupiny B, alerititativné byl zmgtren

pouze vitamin B.

DalSim cilem diplomové prace bylo stanovit obsakikl v ceredliich a stanovit mnozstvi
hrubé bilkoviny v cerealiich. Toto dreni bylo provedeno metodou podle Kjeldahla.
Pro stanoveni byly pouZity vzorky pSenice oziméni®e Spaldy, Spaldového kernotta,

Griunkernu a kamutu.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou exogenni esencialni nizkomolekulasddweniny nezbytné pro Zivot
organizmu, které si heterotrofni organizmus nedekaam syntetizovat (vékterych
piipadech pouze v omezenéreinap. niacinclovék syntetizuje z tryptofanu, vitamin K

a biotin jsou syntetizovany zaetni mikroflory) a musi mu byt dodavany zj&ku [1, 2].

Pojem vitamin zaved| v roce 1912 polsky biochemazinierz Funk, ktery izoloval latku
obsazenou v ryZovych slupkach, ktera bylmga v prevenci onemoéni beri-beri. Funk

se domnival, Ze se jedn& o aminokyselinu a nazpabfo vitamin neboli amin Zivota [3].

Vitaminy jsou v uéitém mnozstvi nezbytné pro latkovoiepenu a regulaci metabolismu
¢lovéka. Nejsou vSak zdrojem energie ani nejsou stawelnaterialem, maji vSak funkci

katalyzatoti biochemickych reakci [4].
Vitaminy célime podle jejich rozpustnosti na lipofilni a hyéihoi.

Lipofilni vitaminy rozpustné v tucich vykazujitazné funkce. Naipklad vitamin A
se uplatuje v biochemickych reakcich zrakového vjemu. Tyitaminy jsou ukladany
negastji v jatrech (giloha 1.). Hydrofilni vitaminy rozpustné ve ve&dmaji funkce
kofaktori enzymi v metabolismu nukleovych kyselin, protéjnsacharid a lipida.

V organizmu nejsou skladovany a jejich nadbytekyjecovan mai (priloha Il.).

Nedostatek kazdého vitaminu se projevuje u Zivybfekdi chorobnymi piznaky, které
v lekgich formach oznaujeme jako hypovitamindza, ¥ASich jako avitamindza.i€stoze
vétSina fiznaki avitamindzy po dodani vitaminu rychle zmizi, dlotdvajici avitaminéza
muze veést az k smrti organizmu. Naopak nadbytéiterych vitamim se oznéuje jako

hypervitaminoza [1].

V potravinach se vitaminy vyskytuji v mnoZstvich ppd.kg' po stovky aZ tisice mg.Kg
volné nebo vazané na jednotlivé slozky potravy,cas§ji na sacharidy a proteiny.
Vyznamnymi zdroji vitamifi jsou hlave zakladni potraviny jako je maso a masné
vyrobky, mléko a mléné vyrobky, vejce, cerealni vyrobky, ovoce a zelaniObsah
vitamind v jednotlivych potravinach ovliuje mnoho faktar. U potravin Ziv@iSného
pavodu zavisi obsah vitaminna zmgisobu skladovani a zpracovani suroviny. U potravin
rostlinného fAvodu zalezi na stupni zralosti, klimatickych podkdéich kEhem fistu,

na zmsobu hnojeni a také na poskiimém skladovani a zpracovani.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 13

Obecr pati vitaminy mezi labilni slozky potravin,éhem technologického zpracovani
a bthem kulinarni Upravy dochazi ke ztratam, z tohateodu jsou vitaminy povazovany
za indikatory pouziti spravnych a Setrnych techgiakych a kulinarnich postup
U vitamini rozpustnych ve vad dochézi k nejtSim ztratam vyluhem, u vitamin

rozpustnych v tucich jsou népéi ztraty zfisobeny oxidaci.

Dnes se vitaminy pouZivaji v potraviském ptéimyslu k restituci, cozZ je dopni obsahu
vitamini na pivodni hladinu v potraviha také se pouzivaji k fortifikaci neboli obohaceni
na vysSi koncentrace nez byl@vpdre v potravire. Neékteré vitaminy se pouZivaji jako
piirozena barviva (riboflavin, vitamin A, provitaminyA) i jako antioxidanty
(vitamin C, A, E) (piloha Ill.) [4].
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2 VITAMINY SKUPINY B

Do vitamini skupiny B pati osm ve vod rozpustnych vitamiin, které hraji dlezitou roli

v burséném metabolismuRadi se sem vitamin B(tiamin), vitamin B (riboflavin),
vitamin Bs (kyselina nikotinova a jeji amid), vitamin; Eyselina pantotenova), vitamin;B
(pyridoxin), biotin, vitamin B (kyselina listova) a vitamin 8 (kyanokobalamin). VSechny
vitaminy skupiny B jsou vyleovdny mdi, proto neni zndmé Zadna forma jejich
piedavkovani a jen vyjint@¢ se mohou hromadit v toxickych koncentracich. @&lilsou
tyto vitaminy z €la vylu¢ovany, jsou omezeny i jejich zasoby v organizmuaagmusi byt

plynule dophovany (vyjimku tvdi kobalamin) [5, 6].

2.1 Tiamin

Tiamin neboli vitamin B, diive nazyvany aneurin, byl izolovan a charakterirovaoce
1930. Po chemické strance se jedna o 2,5-dimetyhiropyrimidin vazany metylenovym
mustkem na 4-metyl-5-hydroxyetyltiazol. Jedna se @gstalickou latku s bodem tani
248 - 250 °C. Tiamin se chova jako dvojsytna bamra tvdi s kyselinami gislusné soli.
Za pitomnosti oxidanich cinidel se v alkalickém prostdi oxiduje na tiochrom nebo

az na tiamindisulfid [1, 7, 8].

HiCo N Ny S, CHyCH,OH
|

VL T

=""CH,"+ CH;

Tiamin [9]

Tiamin existuje vectyifech moznych formach a to jako volny tiamin, tiamomafosfat,
tiaminpyrofosfat a tiamintrifosfat. Nejinngjsi formou je tiaminpyrofosfat, nazyvany také
jako tiamindifosfat, ktery je nezbytny jako kofaki@ro enzymy, které se castni

metabolismu sacharid10].

Tiamin je gitomen prakticky ve vSech rostlinnych i z&&nych tkanich pouzivanych jako
obvykla potrava, ale v malych mnoZstvich [6]. Oliecee vyskytuje ve vySSich
koncentracich v potravinach bohatych na sachandy. obiloviny, luséniny, vegove

maso a jatra. V zivaSnych tké&nich je asi 80 — 90 % vitamingitpmno ve forms
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tiamindifosfatu, ktery je zde vazany na bilkovilBohatym zdrojem tiaminu je vépvé
maso, které obsahuje aZz 10x vice tohoto vitaminki estatni druhy masa. Vhodnym
zdrojem jsou dale mléko a ndle&e vyrobky a vejce. V rostlinnych surovinach sekyysje
pievazrié ve volné fornd tiaminu a to zejména v obilovinach, [édinach a v bramborach.
V obilovinach je tiamin fitomen hlava v klicku a v aleuronové vrsdva tedy i v otrubach.
Bilé mouky tedy obsahuji mnohem n¢draminu nez mouky celozrnné. Celozrnné cereélni
vyrobky bohaté na tiamin vSak obsahuji relatiwysoké koncentrace vlakniny a fyiat
které inhibuji intestinalni absorbci tiaminu i dal$ latek. Bohatym zdrojem tiaminu jsou
pivovarské kvasinky Saccharomyces cerevisiaejglikoZz absorbuji tiamin jtomny

ve sladu [4].

Obr. 1: Zdroje vitamiBy [11]

Tiamin pati k nejmér stalym vitamimm. Relativié stabilni je v kyselém prastdi
(pH < 5), v neutralnim a alkalickém prostli, kdy existuje jako volna baze, je zma
nestaly. Pimérné ztraty v mase a masnych vyrobcich gmazeni jsou 10 — 50 %,
pii vareni a duSeni 50 — 70 %fiFakladani masa dojde visledku reakce s dusitany
k ¢asténému rozkladu tiaminu. iPpasteraci, sterilaci nebaipsuseni mléka za¢knych
pramyslovych podminek se ztraty tiaminu pohybuji vimezi 10 — 20 %. #® vareni
téstovin dojde asi k 40% UuUbytku tiaminu, ktery je &S¥ casti zmisoben vyluhem,
pii vareni kaenové zeleniny jsou ztraty asi 25 %, Hppacd vareni listové zeleniny jsou
ztraty asi 40 % [4].

Souwtasna doporena denni davka tiaminu je proaprrného obyvateleCR stanovena

na 1,1 mg.deh zvySeny pijem tiaminu je doporen pro thotné a kojici Zeny, denni
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doporwena davka je prodnstanovena na 1,4 mg.denzvySeny pijem tiaminu je také

doporwien fi trvalé energetické zé&ti a i nevyvazené sacharidové di¢l].

Nedostatek tiaminu byl prokazan jakmitel zpisobujici neurologické (tzv. dry beri-beri
neboli sucha beri-beri) nebo kardiovaskularni (tzet beri-beri neboli mokra beri-beri)
onemockni. Srdéni onemocani z nedostatku tiaminu byly charakterizovany rigsim
cév a selhanim myokardu [13]. Dry beri-beri se @vgje nervovym poSkozenim
(neuropatii), v jejimz mibeéhu se niZze objevit syndrom paleni nohou. DalSintizpaky
jsou pocity svalové bolesti a také slabost vdetimach. Wet beri-beri je charakterizovana
kardiovaskularnimi problémy jako je rychla stde frekvence, z&Seni srdce, dychaci
potize a mzZe dojit az k selhani srdce. U lidi, Kteadngérné konzumuiji alkohol se fitze
projevit mozkova beri-beri, kdy nedostatek tiamowliviuje centralni nervovy systém [7].
Hypervitamindza zfisobena tiaminem se prakticky nevyskytuje, jelikehg toxicita
je velmi nizka. B dlouhodobém podavani tiaminu ve vysokych davkeeimohou objevit

Zaludeni potize, kozni reakce a bolesti hlavy [1].

Tabulka 1: Obsah tiaminu &kterych potravinich [12]

Potravina Obsah tiaminu Potravina Obsah tiaminu
(mg.100g") (mg.100g™Y)
veprové maso libové 0,834 ¢gtoviny 0,110
Veprova jatra 0,417 slegii vejce 0,089
mléko egalizované 0,035 fazole 0,715
syr Eidam, 30 % t.v s, 0,051 mrkev karotka 0,070
ovesné vloky 0,485 Spenat 0,147
ryze 0,116 pomeran 0,070
2.2 Riboflavin

Riboflavin neboli vitamin B je Zlutozelena krystalicka latka s bodem tani 2292 °C,
diive také znama jako laktoflavin, ovoflavin, urofiaa vitamin G, a jeji vodné roztoky

maji schopnost fluorescence [4, 8, 14].
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Rilawin [9]

Riboflavin pati do skupiny latek zvanych flaviny. Zakladem stuukt riboflavinu
je isoalloxazinové jadro, na které je véazan ribitalditol odvozeny od D-ribézy.
Po chemické strance se jedna o 7,8-dimetyl-10-kbit/l)isoalloxazin. Stejd jako
ostatni vitaminy skupiny B hraje riboflavin &tivou roli v energetickém metabolismu
tuka, sacharid a proteii. Je také dlezity pro metabolismus pyridoxinu, niacinu

a kyseliny listové [1, 15, 16].

FMN [17].
Riboflavin se vyskytuje jako volna latka,igvazi vSak existuje ve fortn FMN
(flavinmononukleotidu neboli riboflavin-5"-fosfatu) dale pak ve foreth FAD

(flavinadenindinukleotidu) a kovalertvazaného riboflavinu [4].
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Volny vitamin se vyskytuje pouze i sitnici, syrovatce a nto Vazany ve forms FMN
a FAD se ve #tSim mnozstvi nachazi v drozdi a obilnycliR&ich. Ze ZivéiSnych surovin
nejvice riboflavinu obsahuji jatra, ledviny, masegjce, mléko a mikné vyrobky,
z rostlinnych produkt je obsazen ve&Sim mnoZzstvi v lughinach. V ovoci a zelenén
je jeho obsah nizky. V naSi stéaje hlavnim zdrojem mléko a ndiéé vyrobky, maso
a cerealie. V ceredliich se riboflavin nachazi Zjenv klécich v aleuronové vrséwbilek.

Dobrym zdrojem tohoto vitaminu jsou ¢které houby [18].

Obr. 2: Zdroje vitamiBy [20]
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Ve tn¥ je riboflavin velmi stabilnim vitaminem, v neutnéth a slab kyselych roztocich

je prakticky staly. Je také velmi stalyi pepelném zpracovani potravin, degraduje vSak
pii oz&eni. Behem technologického a kulirgkého zpracovani potravin dochazi ke ztratam
riboflavinu, pedevSim vyluhovanim. Pokud jsou hydrotermické opmergrovadny

v podminkach s omezenymiigtupem sstla, ztraty riboflavinu se snizuji. Vzhledem
k tomu, Ze je riboflavin fotosenzibilni, je nutnotpviny uchovavat ve vhodném obalu.
Za elem fortifikace se fpdava do gkterych potravin a pouziva se také k jejich barveni

[4, 8].

Doporwena denni davka proinérného obyvatel€R ¢ini 1,5 mg.defl. ZvySeny denni
piijem na 1,8 mg i vySSi se dopouje €hotnym a kojicim Zenam,iipinfekénich

onemocgnich, po chirurgickych zakrocich & gvysené aktivit Stitné zlazy [1].

Nedostatek riboflavinu se dlovéka projevuje zagtlivymi zménami sliznic a kze,
nékterymi atnimi nebo nervovymi poruchami. Nedostaie pfijem riboflavinu trvajici
vice nez 100 dni vede ke vzniku hypovitamindzy. biyda nefastji diagnostikovana
uosob konzumujicich nedostaté mnozstvi mléka a ndéych vyrobki. Krome
toho mize byt hypovitamindéza figobena stresem organizmu, nemocemi Stitné Zlazy
nebo zawty tenkého geva. Nedostatma saturace riboflavinem byla indikovana
u vegetariah a vegan. Obvykle se ud&hto osob projevuje nedostatek riboflavinu spolu

se symptomy nedostatku ostatnich vitairskupiny B [1].

Tabulka 2: Obsah riboflavinu wkterych potravinach [19]

Potravina Obsah riboflavinu Potravina Obsabh riboflavinu
(Mg.100g™) (mg.100g")
sdja 0,30 syry 0,40-0,70
houby 0,40 nettné mléko 0,20
pivni kvasnice 4,30 veépve srdce 1,30
tmavy chléb 0,20 jatra 2,70
mlé&cnacokolada 0,34 makrela 0,35
horka ¢okolada 0,14 hrach 0,29
vejce 0,34 ¢ocka 0,25
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2.3 Vitamin B

Kyselina nikotinova byla jvodre nazyvana jako vitamin P-P, pajidse zavedl nazev
niacin. Vroce 1954 IUPAC (International Union ofurB and Applied Chemistry,
Mezinarodni unie prcistou a uzitou chemii) rozhodla, Ze spravny naze\kyselina
nikotinova a nikotinamid. Niacin je v séasné literatte pouzivan jako nazev pro skupinu
latek tvdenych kyselinou nikotinovou, jejim amidem a jejiderivaty. Po chemické
strance je kyselina nikotinova 3-pyridinkarboxylovkyselina a jeji mnid

je 3-pyridinkarboxyamid. Qb latky jsou fyziologicky stej U¢inné [12]. Kyselina
nikotinova je bezbarva krystalicka latka bez zapadiod tani je 234 - 237 °C, od 150 °C
za&inad sublimovat. Amid kyseliny nikotinové tkiobezbarvé krystaly, které jsou bez
zapachu a jsou s natkéou chladivou chuti, v krystalickém stavu se vysikg v rekolika

polymorfnich formach a jeho stabilni modifikace badl tani 129 °C [8].

0
7
7 C<
l NH, I OH

B
\N N

fo

Kyselina nikotinova a jeji amid [12]

Amid kyseliny nikotinové je saiasti nikotinamidadenindinukleotidu (NAD

a nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP[10]. NAD" i NADP" jsou kofaktory
raiznych enzym, (¢astni se fenosu elektrain v respir&nich systémech (n&apv Krebsoé
cyklu) [4]. Tyto latky jsou také nezbytnéiiptvorbé i odbourdvani mnoha latek,
nag. sacharid, aminokyselin, tuk, cholesterolu, steroidnich hormiof21]. Fi biosyntéze

a katabolismu NADi NADP" vznikaji izné derivaty niacinu, n&pN*-metylnikotinamid,
coz je produkt katabolismdlovéka i zvirat, nebo vznikaN-metylnikotinova kyselina
neboli trigonelin, coZ je produkt katabolismu rosta hub [4]. Kyselina nikotinova
ma schopnost snizovat hladinu LDL (Low-Density lppatein, lipoproteiny o nizké
hustot) cholesterolu a zaroiiema schopnost zvySovat hladinu HDL (High—Density

Lipoprotein, lipoproteiny o vysoké husépt cholesterolu. Této schopnosti se vyuziva
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pii lécbé poruch metabolismu lipid a jako prevence proti ateroskler6ze. Nikotinamid
ma ochranné vlastnostiipnervovych a cévnich onemagrich a vyznéuje se vybornou

protizaretlivou aktivitou [22].

Lidsky organizmus je schopen omegdwoiit niacin z aminokyseliny tryptofanu pomoci
enzymi, které obsahuji jako kofaktor vitaming.BJdava se, Ze pro biosyntézu 1 mg niacinu
je poteba asi 60 mg tryptofanu [1]. NejbohatSim zdrojeysekiny nikotinové a jejiho
amidu jsou kvasnice, z nutniiho hlediska pak maso a wmiosti.V potravinach rostlinného
puvodu se vyskytuje kyselina nikotinova, v zé&nych tkanich fevazuje nikotinamid.
Na kyselinu nikotinovou jsou bohaté obiloviny, nazhse pedevsim v obalovych vrstvach
zrna a v kltku, proto je obsah kyseliny nikotinové v mouce gBvina stupni vymleti.

V kukurici a ¢iroku je niacin z velk&asti vazan na peptid niacytin a v zazivacim traktu
muze byt strAven jegasté&né [12]. Bohatym zdrojem niacinu je praZzena kéva.edél
kavové boby obsahuji alkaloid trigonelin, ktery gi@ prazeni degraduje na kyselinu
nikotinovou a pyridiny. Obsah niacinu v prazené&jevasi 500 mg.kg'. Mensi mnoZstvi

trigonelinu obsahuji také obiloviny a lagtny [4].

Obr. 3: Zdroje vitamiBy[24, 25]

Pri zahivani ve vodnych roztocich, v kyselém i alkalickprostedi je kyselina nikotinova
stabilni. Nikotinamid je staly v neutralnich rozidt, v kyselém a alkalickém prosdi
se hydrolyzuje na kyselinu nikotinovou. Ztraty nmcz potravin jsou &Sinou zgisobeny
vyluhem, @i zpracovani masa nastavaji ztratymevhodném rozmrazovani, ztraty niacinu

nastanou takérpvymilani mouk [4].
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Tabulka 3: Obsah kyseliny nikotinové ve vybranyolfravinach [12]

Poavina | e | Powavina | O AR
(mg.100g™) (mg.100g™)
vep'ové maso 3,3-13,0 brambory 1,0-2,0
howzi maso 3,8-10,2 cocka 3,1
teleci maso 4,9-18,0 mrkev 0,5-15
howzi jatra 7,6 -275 ryze loupana 6,0
vepova jatra 9,7-27,5 pSe&ma mouka 09-1,2

Pri stanoveni doporienych davek vitaminu Bse musi brat v ivahu nejen jehfijgm

z potravy, ale i fijem niacinu, ktery je syntetizovan ve \nibstech z tryptofanu.
Pro stanoveni dopotanych davek se pouziva jednotka niacin-ekvivalbiit)( kdy 1 NE
se rovna 60 mg tryptofanu [12]. &R jsou doportiené davky tohoto vitaminu udavany
v mg niacinu. Pro #dré pracujici obyvatele jsou stanoveny na 16 - 20 evi-dhorni
limit p{jmu niacinu je pro dosfou osobu 30 - 35 mg.déntoxick& davka niacinu je pro
dosglého ¢lovéka 1,8 mg na 1 kg hmotnosti [1]. Nedostatek vitamBy se projevuje
nemoci zvanou pelagra, jejimiipnaky jsou zafty kiaze, phajmy a demence, dalSimi
piiznaky mohou byt ztrataichu nebo chuti, zavrat nebo bolesti hlavy. S timto
onemocgnim se setkavame u lidi se stravou chudou na bifigpwnlavre tehdy kdyz
pievazuji kukitice acirok ve kterych je vitamin pewnvazan a malo se z nich kehava.
Jedna se o onemasr, které peviada v Jiznicasti Spojenych Stat Americkych

a vyskytuje se také whterych¢astech Spatiska, Italie a Rumunska [21, 23]. Nedostatek
vitaminu také vede k porucham sekrece kyseliny roviadikové v Zaludku, dale

se objevuji poruchyienosu sodiku, drasliku a glukézy [1].

2.4 Kyselina pantotenova

Kyselina pantotenova byla izolovana v roce 1939 jdilstovy faktor pro kvasinky a slouZzi
také jako stimulujici irstovy faktor pro mléné bakterie [26]. Po chemické strance
je kyselina pantotenova D-(€)y-dihydroxy3-dimetylbutyrylf3 -alanin a je to viskézni,

slak® nazloutly olej, v roztocich stabilni v rozmezi @b - 7,0. Fitomnost-alaninu
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je pro biologicky dinek nezbytna, pokud by byl nahrazen jinou aminekgsu, vznikla
by latka fyziologicky netinnd nebo by vznikla latka mohla mit antivitaminavaktivitu

8, 12].

CH,4 C”)

|

HOH,C — G — CHOH - CO - NH - CH, - CH, - C -OH
|
CH,

Kyselipantotenova [12].

Kyselina pantotenova se vyskytujedbjako volna ve tkanich, alefgvazrit jako vazana
na koenzym A (CoA) a jako ipnasSeé proteini (ACP). Koenzym A je nezbytny
meziprodukt iiznych metabolickych reakci (odbourdvani mastnyckekwy, citratovy
cyklus). Nejdilezit¢jSi sloweninou koenzymu A je aktivovana kyselina octova kanika
acetyl-CoA, ve kterém je kyselina octova vazanao jdloester na tiolovou skupinu

cysteaminu [8, 27].

OH

Koenzym A [30].

Kyselina pantotenova je také zapojena do syntézgiesterolu, syntézy &kterych

aminokyselin, steroidnich horminvitaminu D, mastnych kyselin [28].
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Kyselina pantotenova se vyskytuje prakticky ve wSepotravinach Zziv&isSného

i rostlinného fivodu, ale v pouze omezenych mnoZstvich. Z potramiociSného fivodu
jsou to zejména vajeé Zloutky, vnitnosti a rybi maso, pa¥mé chudym zdrojem
je mléko. V potravinach rostlinnéhoayodu se vyskytuje v celozrnnych cereélnich
vyrobcich, lu&tninach, ryzi, houbach a kvasnicich, nizky obsaletimlitaminu je v ovoci

a zelenig. F¥i skladovani a f termickém zpracovani je pammé labilni. Ztraty, které
nastanou vyluhovanim do vody jsou podstauysSSi nez ztraty Zsobené hydrolyzou
[1, 4].

Mezinarodni doportené davky vitaminu 8se pohybuji vrozmezi 3 - 14 mg.den
Pro piimérného obyvatel€R je dopordena davka 7,3 mg.dér1]. Jeliko? je kyselina
pantotenova Siroce ro¥8ha v Znych potravinach, je avitamindza kyseliny pantoten
pouze ojedidlym piipadem a byl pozorovan u véigch zajaté v disledku nedostateé
vyzivy, kdy byl popsan tzv. syndrom péleni nohoui Bnizené produkci energie,
kterd je zfisobena nizkou Urovni koenzymu Adet se vyskytuji fiznaky podrézéhosti,
Gnavy a apatie. Nedostatek kyseliny pantotenovi&emzpisobit také hypoglykemii,

poruchy spanku, malatnost a nevolnost (zvracéatekv krise) [19, 29].

Obr. 4: Zdroje kyseliny pantateé [32,33]
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Tabulka 4: Obsah kyseliny pantotenoveé ve vybramathavinach [12]

Potravina OE;?PO; yr;soe\lligy Potravina OSZ?E) tke ynsoe\lligy
(14g9.100g") (4g.100g")
vep'ové maso 470 -1 500 vejce 2700
howzi maso 1100 houby 1700
kureci maso 530 - 900 brokolice 1400
howzi jatra 5700 - 8200 pSenice 1300
vepova jatra 5900 - 7300 mléko 290 - 380
2.5 Pyridoxin

Vitamin Bg, diive nazyvany také jako adermin, byl izolovanroee 1938,
kdy byl pojmenovan jako pyridoxin. Postupbyly na zaklad riznych tesi rozliSeny
slozky pyridoxinové triady, které vykazujiiaek vitaminu B a nesou spoéay nazev
pyridoxin [1]. Pyridoxinova triada je twena pyridoxolem (2-metyl-3-hydroxy-4,5-
bishydroxymetylpyridin), dalSi sloZkou pyridoxinovigiady je pyridoxal (2-metyl-3-
hydroxy-4-formyl-5-hydroxymetylpyridin), a posledrsloZzkou triddy je pyridoxamin
(2-metyl-3-hydroxy-4-aminometyl-5-hydroxy-metylpgiin) [8]. Pyridoxin je v Zivém
organizmu nezbytny pro vice nez 100 enzymatickgetkei, ¥etrg prenosu aminoskupin,
kyselin nebo vody v metabolismu protéindale je nezbytny proiemenu tryptofanu

na niacin a také jeitezitym p‘enaSéem nervovych vzruah[31].

CH, OH C—H
HO ?‘\5 CH, OH HO S CH,OH
BRC—L -2 H;C +
H N
Pyridoxin Pyridoxal
(Pyridoxol)
CH,NH,
HO ~X— CH,OH
H;C +—=
N

H
Pyridoxamin

Pyridoxinova triada [6]
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V biochemickych procesech se pyridoxin uplaé ve forn¢ fosfatovych derivdi
pyridoxalfosfatu a pyridoxaminfosfatu [1]. Ne&pgi vyznam v lidském metabolismu
ma pyridoxal-5'-fosfat, ktery funguje néglad jako koenzym pro enzyfosforylazuy ktery
katalyzuje uvolgni glukdézy z glykogenu, nebo nachazi své uglatnv procesu
glukoneogeneze [34]. Vrostlinnych pletivech a Zisaych tkanich se vyskytuji
pyridoxamin-5'-fosfat a pyridoxol-5‘-fosfat. Metali@m pyridoxalu, ktery je vyléovan

maoci je 4-pyridoxova kyselina a jeji lakton 4-pyriddakton [4].

Z potravin Ziv@isného f@vodu jsou bohatym zdrojem tohoto vitaminu maso, méas
vyrobky, vnitnosti a vajény Zloutek. V &chto potravinach se vyskytuje zejména pyridoxal
a pyridoxamin ve forméach fosfaieych estel. V potravinach rostlinného upodu

se vyskytuje pyridoxol a pyridoxal a najdeme jeeloernnych cerealnich vyrobcich,

zelenirg, bramborach a lu&tindch. Dobrym zdrojem pyridoxinu je také drozdi [4

Ztraty vitaminu B pii skladovani a zpracovani potravin se liSi podieviadajici formy
vitaminu. V potravinach rostlinnéhoiyodu jsou ¥tSinou malé, u potravin Zi¢@ného
puvodu jsou ztraty vysSi. Hlavnitiginou ztrat byva vyluhovani a také reakce pyridoxalu

s bilkovinami [4].

Obr. 5: Zdroje vitamiBs [35, 36]

Doporutend denni davka pyridoxinu je pro aprrného obyvateleCR stanovena
na 1,7 mg.deh Doporwena denni davka se zvySuje pihdtné a kojici Zeny a také
pro osoby se zvySenymiipmem bilkovin v potray a také B uzivani IéK jako jsou
cytostatika nebo estrogeny [1]. Nedostatek vitantdguse projevuje vyrazkami v oblasti
nosu, rb aai, zarty vustech a na rtech, dalSimi projevyiza byt nespavost,
piecitlivélost a neurologické problémy.iiPnakem nedostatku ibe byt také zvySené
vylucovani kyseliny gavelové v meéi. Tyto priznaky se mizou objevit @i dlouhodobé
nevyvazené diéf pti dlouhodobém uzivaniekterych leki, dale v ¢hotenstvi a p kojeni,
také @i poruchach traviciho traktu atipmetabolickych poruchach. Nedostatek tohoto

vitaminu se projevi také u lidi zavislych na alkhhfd 2].



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

27

Tabulka 5: Obsah pyridoxinu ve vybranych potravinfi?]

Potravina Obsah pyridoxinu Potravina Obsah pyridoxinu
(14g9.100g") (1g.100g")
vepové maso 330-680 pelské drozdi 620-700
howzi maso 230-320 ryze loupana 340-450
lososcerstvy 590 sojové boby 710-1200
howzi jatra 600-700 brambory podzimni 160-250
vepova jatra 290-590 kukice Zluta 360-570
pSenéna mouka 120-600 mrkev syrova 120-220
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3 CEREALIE

Péstovani obilovin m& vyznamnou roli v zédgIské produkci ve &Siné zemi s¥ta.
Mezi hlavni plodiny, které se vyuZivaji pro potrgeaii pSenice, ryze, Zitd@jrok a proso.
Tyto obiloviny jsou dlezitym zdrojem bilkovin pro obyvatele mnoha &tétta. V mnoha
rozvojovych zemich tvd obilné bilkoviny 70 — 90 % z celkové spelty bilkovin
(tyto bilkoviny vSak nedosahuji nutni hodnoty ZivgisSnych bilkovin, protoZe je zde nizky
obsah lyzinu) [37, 38].

Cerealie nizeme z hlediska jejich funkce ragid na dw skupiny a to na obilniny (skupina
péstovanych rostlin) a obiloviny (potravifgka surovina wena ke konzumaci). Botanicky
pati obiloviny do tidy jedno@loZnich rostlin Monocotyledongsa fadi se mezi traviny
(Gramineae) VeétSina obilovin paf do celedi lipnicovitych Poaceack Jedna

se o vySleckné jednoleté travy, kam fmzujeme naip pSenici, Zito, j&men, oves, proso,
cirok, ryzi a kukdici. Mezi obilniny fadime také skupinu zvanou pseudocerealie.
Jsou to také jednoleté rostliny, aleipato tidy dvoudloznych rostlin Dicotyledonek

Do této skupiny z@mzujeme pohanku d&ledi rdesnovitych, laskavec celedi

laskavcovitych a merliky geledi merlikovitych [38].

Rozdleni obilovin podle morfologickych a fyziologickyoHastnosti je uvedeno \ifpze
V.

3.1 Morfologicka stavba obilovin

Obiloviny tvaii nadzemni organy, kam seiaauji stébla, listy, kétenstvi a plody, dale
tvoii podzemni organy, kam gadi kdeny a odnozovaci kolénka. Vegetativni zasobni

organy jako jsou hlizy, bulvy nebo cibule obilovingtvai [38].

3.1.1 Koren a ka*enova soustava

Kofen je zakladnim vegetativnim organemdlat rostlin. M4 fi zakladni funkce
a to upewiovaci (upeituje rostlinu v id¢), dalsi funkci je funkce absami (piijima vodu

a mineralni ziviny a rozvadi ji do nadzemnigsti rostliny) a posledni funkci je funkce
rastova (pomoci éivych pletiv se kéen prodluzuje) [39]. Obilniny maji keny svazite,
zatimco pseudoceredlie majirkn Kilovity. Korenova soustava jedngldznych obilovin

se &li na primarni a sekundarni. Primarnitéwova soustava se tW@ii kli¢eni obilek,
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takové kdinky se nazyvaji prvotni kinky nebo-li zarodéné kdinky. Sekundarni keny
jsou svatité, nazyvaji se jako korunkové a t¥se z podzemniho kolénka. ¥mova
soustava obilovin ma funkci zpgwvaci, vyzZivovaci a zasobni. Funkcadwmoveé soustavy
kor¢i sklizni rostlin nebo po dozrani semen. Nejbohkt¥enovou soustavu maji zito
a oves, méh vyvinuty karenovy systém ma pSenice jarni a nejchudsehkavy systém

se naléza u fgnene jarniho [38].

3.1.2 Stonek

Stonek nese listy a kty, dale rozvadi anorganické latky zikoe do lisi a organické latky
z listh do mista spoeby. Stonek ma také funkci zasobni. DalSi jeho dunjk to,
Ze napomaha orientaci liske s¢tlu a vyzvedava ksty nad ostatnitésti rostliny [40].
U obilovin je stonkem stéblo, u pseudocerealibjéotlyha. Po sklizni se tytsti nazyvaji
slamou. Stébla jsou dlouhd 50 - 300 cm, maji kryhpviiez, jsou mird konicka
a Wtsinou jsou duta. Pomoci kolének se stéblo ¢logel naclanky (internodia), ve spodni
¢asti stébla jsodlanky kratSi, snrem vzhiru seclanky prodluzuji. U skterych obilovin
(kukurice, ¢irok, laskavec, gkteré formy pSenice a prosa) jsou stébla &plabocaste&ne

vyplnéna parenchymatickym pletivem, do kterého mohouhmasst i cévni svazky [38].

3.1.3 Kolénko

Kolénko nebo-li nodus je prstencavittlustlacast stébla v mistnasazeni listové pochvy.
Tésre nad kolénkem se nachazélidé pletivo, které ovliviuje prodluzovaniclanka.
Odnozovaci kolénko, ze kterého trgtaji dalSi stébla tzv. odnoZze a sekundariinkg,

které se nachazidns pod povrchem jody [38].

Obr. 6:Rez stéblem jgmene [38]

Popis obrazku: (S — stéblo, K — kolérRe; listova pochva)
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3.1.4 List

Funkcemi listu jsou fotosyntéza, transpirace a &yanplyni mezi rostlinou a prosdim.
VeétSina listi je k €#mto funkcim pizpasobena svym tvarem. Nadmym vyvojem dolni
¢asti listu vznikd listova pochva. U lipnicovitycbstlin jsou listové pochvy dlouhé &t
objimaji stéblo [40]. Rsedly, vztgeny az pevisly list vyrista z hornic¢asti kazdého
kolénka. List ma Uzkodarkovitou ¢epel a listovou pochvu, kterd objima kolénko a toln
castelanku stébla. Nafechoducepele v listovou pochvu se nachazi jemny blanitydgek
tzv. ligula, ktera filéha ke stnam stébla a dvouska tzv. auricula, které wemni casti
obepinaji stéblo. Listy jednotlivych obilovin majié charakteristické znaky, podle kterych
Ize rozeznat jednotlivé druhy obilovin. Listy pseadrealii jsourapikaté, u pohanky jsou

strelovité, v ipack laskavce jsou listy ovalné az kopinaté [38].

3.1.5 Kvétenstvi obilovin

Kvéty obilovin jsou umisiny na stonku, ktery se nazyva jako patetento stonek idze
byt rozwtveny, miZze nést toici se klasky a iize nést vice nez 1 &vna kazdém kolénku.
Kvéty mohou byt organizovany jako volna lata a toripac ¢iroku, ovsa a &kterych
druhi prosa, nebo je Ktenstvi ve formd klasi jako je to v pipadt pSenice [41]. Klas
je slozeny z klasovéhaetena, po obou stranacketena vyiistaji stidaw klasky a kazdy
klasek je tveeny z rkolika kwtd. Lata je morfologicky shodna s klasem, [isi se, tim
Ze postranni &ve kwtenstvi nejsou zkracené, na koncétw jsou opEt klasky.
Kvét je slozeny ze svrchniho jednov&jého semeniku se é&wa bliznami a femi
ty¢inkami, které maji dlouhé a tenké nitky s praSnikde spodu semeniku jsou &v
lodikuly, které v obdobi kveteni nabobtnaji, dojdé k oddaleni pluchy a plusky, &v
se oteve a tyinky a blizny se vykloni z kitu a dojde tak ke snag8imu opylovani.
Kvét je uzaweny vrgjSi plevou, pluchou s osinou nebo pluchou bez osinynitni
pluskou. Osiny chrani k¥ pred mechanickym poskozenim &g Skidci a ma vyznam

pii transpiraci asimildt do obilky [38].

3.1.6 Plod obilovin

Obiloviny maji jednosemenny suchy plod nazyvany kaazU obilovin z¢eledi
lipnicovitych (Poaceag je nazka nazyvana jako obilka. Obilky rékgeme podle toho,

zda po sklizni obsahuiji pluchy a plusky, na obitlahé (pSenice, Zito, kukiae) a obilky
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pluchaté (jémen, ryZze, ovestirok, proso) [38]. O sloZzeni obilky bude blize pmjéno
v kapitole 3.2.

3.2 Anatomické slozZeni a vlastnosti obilky

Anatomicka stavba obilného zrna ma vyznairhpdnoceni zrna,ipskladovani zrna aip
jeho nasledném zpracovani. Jednotliva zrna s@ikglevsim tvarem, velikosti a podilem
jednotlivych vrstev. Tvary zrna jsou zastoupenytekych protahlych az po témkulata
zrna, oviem zastoupeni ar@di jednotlivych vrstev zrna jsou vzdy shodné. dhlivych
druhi obilovin se ale liSi hmotnostni podil jednotlivy&asti zrna a je proénlivy vliivem
vnitinich a vrjSich faktofi. Rozngry zrna se mohou liSit i pro stejny druh obiloviny
v zavislosti na odrd¢, klimatickych podminkéch lokality a daného obd(@E§’ové srazky,
sluneni svit, teplotni profil, nadmska vyska), kvalit pady a agrotechnice fpdevsSim
na hnojeni) [42, 43].

Kazda obilka se sklada z endospermuskklia obalovych vrstev

3.2.1 Obalové vrstvy (ektosperm)

U nahych obilek je obal t¥en oplodim a osemenim, u obilek pluchatychitedal krong
oplodi a osemeni i plucha a pluska. Oplodi (pepk# tvaeno pokozkou (epidermis),
buinkami podélnymi (epikarp), Wikami gicnymi (mesokarp) a hikami hadicovymi
(endokarp). Osemeni nebo-li perisperm jeféwo vrstvou barevnou a hyalinni (skelnou).
Celkow tvori obalové vrstvy 8 - 14 % hmotnosti zrna. Obalavstvy jsou tvéeny
nékolika vrstvami bugk, které chrani kéiek a endosperm f@d vysychanim
a mechanickym poskozenim a jsou vyznamnym zdroj@&kniny (celul6za a hemicelul6-
za) a mineralnich latek (vapnik, Zelezo,idilo, kiemik a fosfor). Oplodi je sloZzeno
pievazré z nerozpustnych polysachakitypu celulozy a slouzi tedy jako zdroj nerozpustné
vlakniny. Osemeni je sloZeno z polysacharidteré ve vod bobtnaji nebo séaste&ne
rozpous¥ji a jsou schopny pe¥rnvazat vodu. Pokud se nejedn& o celozrnné vyrodday j

v mlynské technologii obalové vrstvy s@sti otrub [38, 43, 44].

3.2.2 Aleuronova vrstva

Aleuronové vrstva se nachazi mezi obalovymi vrsivanendospermem a ttioasi 8 %

hmotnosti zrna a technologicky se zahrnuje mezkosgl endosperm. Tato vrstva
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je tvarena parenchymatickymi blkami v jedné vrst¥ (u pSenice) nebo ve vice vrstvach
(u jegmene az 4 vrstvy). Tyto lildy jsou vyplrény drobnymi kulatymi zrny tzv. aleurony.
Aleurony jsou krystaloidy bilkovinfievazie globulinového typu. Krom téchto bilkovin
obsahuje aleuronova vrstva i nukleoproteiny, tyijebsazeny v buiném jade a obsahuiji
vazanou kyselinu fosfotaou a kthem klgeni davaji vznik ribozofm. Aleuronova vrstva

dale obsahuje tuky, vitaminy a mineralni latky,[33].

3.2.3 Klicek

Kli¢cek neboli embryo tvid nejmensicast obilky (u pSenice t¥basi 3 %, u kuktice
12 - 15 %) a je zarodkem pro novou rostlinu a z&tge nositelem genetické informace.
K endospermu je kiek spojen Stitkem, coz je vrstva tenkostych palisddovych béh,
které produkuji Bhem klteni enzym amylazy ktera penenuje Skrob obsazeny
v endospermu na D-glukdézu, ktera je ipbhd pro vyZzivu rostliny. Kiek je bohatym
zdrojem tuku (10 - 15 %), nejvice jsou zastoupeysekna palmitova a stearova, oves
obsahuje navic i kyselinu erukovou. Déle jsou ki obsazeny bilkoviny, jednoduché
cukry, mineralni latky a vitamin EfPmleti se kiéek odstréuje, jelikoz je diky vysokému

obsahu tuku na vzduchu malo stabilni [38, 43].

3.2.4 Endosperm

Endosperm tvid nejwtsi podil zrna a to 84 - 86 % a je ztechnologickéthediska
nejdilezit&jSi ¢asti obilky. Endosperm je tien velkymi hranolovitymi bikami a jemnou
buréénou blanou. Endosperm obsahujgev@zrie Skrob a zasobni bilkoviny gliadiny
a gluteniny. Endosperm zajije vyzivu pro zarodek afipzpracovani tvti podstatnou
slozku konéného vyrobku. B vyZivé a krmeni je hlavnim zdrojem energie a bilkovin
[43, 44].

Podélnyrez pSeninym zrnem je uveden Vitoze V.

3.3 Chemické slozeni obilovin

Chemické sloZeni obilovin je zavislé na wdf, zpisobu kultivace, daba podminkach
rastu, sklizni a zpsobu skladovani. Hlavnimi slozkami obilovin jsou 124 % voda,
65 — 75 % sacharidy, 2 - 6 % lipidy a 7 — 12 % @irot, v menSi nie 2 % jsou zastoupeny

mineralni latky a vitaminy. Vijpadt ovsa a kuktice je obsah lipitl relativre vySSi, oves



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 33

obsahuje nejmeé&nl0 % lipidi a v kukdici se obsah lipid pohybuje v rozmezi 0,4 — 17 %

a wtSinou se jedné o triacylglyceroly [45, 46].

Tabulka 6: Obsah jednotlivych slozek v obilovin§48]

Obilovina Bilkoviny Lipidy Popeloviny Vldknina | Sacharidy
(%) (%) (%) (%) (%)

neloupana ryze 7,3 2,2 1,4 0,8 64,3
cirok 8,3 3,9 2,6 4,1 62,9
zZito 8,7 15 1,8 2,2 71,8
oves 9,3 59 2,3 2,3 62,9
kukurice 9,8 4,9 1,4 2,0 63,6
pSenice 10,6 19 1,4 1,0 69,7
je¢men 11,0 3,4 19 3,7 55,8

3.3.1 Sacharidy

Sacharidy tvéi hlavni podil jednotlivych slozek, které jsou \lobinach obsazeny.
V ceredliich, stejjako v dalSich rostlinnych tkanich, jsou sachawthgazeny v bugtné
sténé, plastidech a vakuolach nebo v cytoplastdlavnimi slozkami buktné stény jsou
celuléza, hemicelul6za, pektin a lignin. Z monosaai se v obilce vyskytuji pentdzy,
dale glukéza a fruktdza, z disachdride vyskytuje sachar6za a maltéza. Nig#itejSi
slozkou obilného zrna je Skrob, ktery ig&li mezi zasobni polysacharidy. V obilovinach
se vyskytuje ve for Skrobovych zrn a je sloZzen zamylézy (vazbal - 4)

a amylopektinu (vazba 1-4 a vazbao 1-6). Ve studené vadje Skrob nerozpustny
Skrob, nejobtiz&i mazovati ryzovy Skrob, ktery netkialplny gel ani po dosazeni teploty
95 °C) [43, 44, 45].
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3.3.2 Bilkoviny

Bilkoviny vznikly procesem proteosyntézy a jsou golymery aminokyselin. Ve své
molekule obsahuji vice nez 100 aminokyselin, kisod vzajemi spojené peptidovou
vazbou, krom této vazby se v bilkovinach vyskytuji i jiné vazljgko je disulfidova,
amidova a esterova. Rali a pdet aminokyselinovych zbytkv fettzci je pro kazdou

bilkovinu specifické a je to dano genovou vybavauock [47].

Obilna zrna obsahuji vSechny esencialni aminokygelinavic obsahuji i cystein, tyrozin,
histidin a arginin. Nej$tsi podil aminokyselin je v endospermu a jsourdwny pgevazri
kyselinou glutamovou a prolinem, naopak nizky obgalyzinu, metioninu a tryptofanu.
Vysoky obsah lyzinu je charakteristicky pro ovesya, kukurice je nejchudSi na obsah
tryptofanu. Biologicka hodnota cerealnich bilkovezi mezi 50 a 60. Obeg&nze fici,
Ze iznivgjSi slozeni aminokyselin z hlediska biologické hoiyn je v klicku

a v aleuronové vrsty zatimco endosperm obsahuje vice bilkovin, ale bytkoviny maji
nizsi biologickou hodnotu [37]. Biologickd hodnothilkovin je definovdna jako
procentualni podil absorbovaného dusiku, kterycieouan v é&le. Pro uéeni biologické
hodnoty jednotlivych potravin se bere jako standamgjeina bilkovina, u které

se biologicka hodnota rovna 100 [48].
Obsah aminokyselin v cerealiich je uvederiilope VI.

Bilkoviny pritomné v pSenici Ize rozdt do ¢ty Osbornovych frakci a to na albuminy
(rozpustné ve vai), globuliny (rozpustné v roztocich soli, nerozpésve vod), gliadiny
(rozpustné v 70 — 90% alkoholu) a gluteniny (neustpé v neutralnim vodném roztoku,
fyziologickém roztoku nebo alkoholu). Tyto frakce sachazeji v podstatve vsech
obilovinach a jsou obeénnazyvany jako albuminy, globuliny, prolaminy a tgliny.
Nejvice prostudovanou frakci je prolaminova frakdégera je u pSenice nazyvana
jako gliadin, u Zita je nazyvana jako sekalin, leandv j@&meni, avenin u ovsa a zein
u kukurice [45].

NejvétsSi vyznam maji bilkoviny pSenice, které maji saagi tvdit pruzny gel tzv. lepek.
Lepek je tvéen gliadinem a gluteninem, coz jsou bilkoviny neustné ve vo#l Gliadin
je nositelem taznosti lepku a gluteninova frakedptavuje asi 40 % z celkovych bilkovin
a je nositelem pruznosti a bobtnavosti lepku. Lepeki konstituci £sta tim, ze vytvi

trojrozmernou st peptidovychietézai, které jsou propojenytiznymi mistky a vazbami
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(nejdilezitejSi jsou disulfidické mistky mezi aminokyselinami).iPteplot 60 °C z&ina
lepek denaturovat afipzahtevu nad 70 °C dojde ke sniZeni rozpustnosti viegkolych
frakci. Krone gliadinu a gluteninu lepek obsahuje i vlakninurofk sacharidy a kyselinu

fosfore&nou a dalSi minerdlie [43, 44].

3.3.3 Lipidy

Nejvice tuki je obsazeno v Klku a v aleuronové vrstv U pSenice a Zita je 65 - 78 %
celkového tuku tviieno nepolarnimi lipidy, 7 — 13 % je ttemo galaktolipidy a 15 — 26 %
je tvareno fosfolipidy. Pevazny podil nepolarnich tlkvori nenasycené mastné kyseliny,
ze kterych je z 55 % obsaZena kyselina linolovée ¢kou gitomny kyseliny linolenova,

olejova a palmitova. U ovsa tkioasi 1/3 tuk polarni tuky a to 8 — 17 % glykolipidy
al0 - 20 % fosfolipidy. U kukice pevaZzuji triacylglyceroly. Z lipofilnich barviv

se v obilovindch vyskytuji karotenoidy a Zluta aarmfova barviva, ze kterych

je nejvyznamyySi xantofyl gitomny v pSenici [43, 44, 45].

3.3.4 Vitaminy a mineralni latky

Vysoky obsah vitamiin je v obalovych vrstvach a kku, hlavreé ve Stitku a v aleuronoveé
vrstwé, endosperm obilovin je na vitaminy chudy. V obgidv vrstvach ¥tSiny obilovin

a v klicku se nachazi tiamin a riboflavinii gkladovani a technologickém zpracovani jsou
ztraty riboflavinu nizsi nez je tomu wipact tiaminu. Kyselina nikotinova a nikotinamid
se ve ¥tSim mnoZzstvi nachazi v zrnech pSenice angne. Kyselina pantotenova
je obsaZzena v okrajovycltastech zrna. Pyridoxin je obsazen v aleuronové varst
a ve Stitku. Vitamin E se vestdim mnoZstvi nachazi v psemych kliccich, vitamin A

se nachéazi v kiku a v aleuronové vrstwe forne -karotenu [43, 44].
Mineralni latky se nachazigvazri v klicku a v obalovych vrstvach a vipact pluchatych

obilek je jejich obsah vy3Si nez u bezpluchych edilNej\tSi podil mineralnich latek

tvori oxid fosforé&ny, dale jsou itomny hdcik, draslik, vapnik a Zelezo [43].

3.3.5 Biologicky vyznamné latky

Obiloviny obsahuji i Bkteré dalSi slozky, ovSem pouze v minoritnim mnagzsvelmi
vyznamna je fitomnost kyseliny fytové, ktera jeipmné ve formi rozpustnych soli, tzv.

fytata, prevazr v obalovych vrstvach. Kyselina fytova ma schopne&tat na 1 svou
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molekulu az 6 atofvapniku, hiiku nebo Zeleza, tyto sldeniny nejsou v lidskéntle
dale rozlozitelné. DalSi vyznamnou minoritni slodkabilovin je cholin, ktery mé velky
vyznam pro nervomotorickoginnost a je obsazen rovnéme ve vSechiastech obilného
zrna. Jako posledni bych zminila kyselipeaminobenzoovou, ktera je vyznamnym

rastovym faktorem a je nejvice obsazena v obalovystvach [42].

3.4 Zastupci obilovin

Mezi obiloviny setadi pSenice, janen sety, Zito, oves sety, kuiae, ryze a mnoho

dalSich. Teoretick&ast se dalednuje jen obilovinam analyzovanym v této praci.

3.4.1 PSenice

PSenice je hlavni obilovinou, ktera je v dneSnigdaistovana a konzumovéna. Hned po ni
nasleduje ryze a kukige. P@atky pestovani pSenice jsou znamé wkalik tisic let a dnes
se @stuje na vSech kontinentech krérAntarktidy [49]. PSenice se¢gtuje asi na 17 %
obctlavatelné jpdy, coz je asi 200 milian hektati piady. PSenice je jednim
z nejvyznampyjSich zdroji energie a bilkovin v lidské stravle také zdrojem esencialnich
vitamini a mineralnich latek jako jsou vitaminy skupiny \Btamin E, hdcik a fosfor.
Je také jedinou obilovinou, ktera produkuje glutktery je dilezity pi vyrobé chleba

a dalSich produktz cerealii [50].

PSenici je mozné roztit do tfi skupin, které jsou navzajem odliSn&mn chromozorin.
NejstarSi skupinou je diploidni pSenice se 14 cluzomy a pdai sem nafiklad druh
pSenice einkorn, ktery byl éptovan ve star@kém Egyp¢. BeéZngjSi skupinou
je tetraploidni pSenice s 28 chromozomy afipaem pSenice ktera je prodavana
pod zngkou kamut. NejbdzngjSi skupinou je pSenice hexaploidni se 42 chromgzom

a zahrnuje se sem riéldad pSenice Spalda [51].

Mezi tzv. chlebové pSenice, které tv®0 % celkové sstové produkce, pét pSenice
ozima Triticum aestivuma fadi se mezi hexaploidni. Jedna se o novy druhy Kigr
vyvinuty z tetraploidni pSenicdriticum turgidum [52]. PSenice ozim& je obilovina
mirného podnebi. Jedna se o jednoletou trsnatou 88 — 150 cm vysokou, listy jsou
Uzké a dlouhé, kitenstvim je klas nebo 2 stkné klasky, zrno je protahlé a tupé na obou
koncich. Minimalni teplota pro Kiéni semen pSenice ozimé je v rozmezi 3 — 4 °C stkvé
zaina i teplotach nad 14 °C. Vegeétd obdobi pSenice ozimé je 280 - 350 dni [54, 55].
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Obr. 7: PSenicemaz [53]

DalSi odfidou pSenice je pSenice Spaldaiticum spelta Je to rostlina s mnoha
sekundarnimi stonky, které jsou duté a mohoustato vySky 140 - 170 cm. Listy pSenice
Spaldy jsou ve srovnani gimou pSenici delSi a uzsi a jsou éhlupaté nebodbec.

V mirném podnebi iZe byt zasévana v pagdim obdobi nez ¢éxna pSenice. V Evra@p

se pSenice Spalda zaséva v zimnim obdobi, zatirdconerice a Kanatise pSenice Spalda
zaséva v letnich #sicich [56]. Svym nuténim sloZzenim je Spalda podobna pSenici tvrdé,
diky obsahu glutenu je Spalda vhodna pro pouzitipiipravu €st pro peéeni chleba

a riznych kol&u a pro gipravu snidaovych cerealii [57].

V Némecku se nezrald semena pSenice Spaldy prazi aiged@ena semena se nazyvaji
Grinkern. Jedna se o tradi specialitu, kterd se vyrdbi ze zelenych semdizesich

ve stupni mléné zralosti, kdy ma semeno asi 40% vlhkost. Paiske semena sustip
teplog€ 110 — 160 °C, coZz doda seniembukovou wini a semena si zachovaji své zelené
zbarveni. Takto upravené semena se pouZzivaji p&cani pisada pi peceni chleba nebo

do polévek, nebo jako kdvova nadhrazka [56, 57].

DalSim vyrobkem z pSenice Spaldy je Spaldové k&snoledna se o velké kroupy.
Tento vyrobek vznikd Setrnym obrouSenim tvrdych l@bah vrstev Spaldovych zrn
a proto neni nutné kernottéga vaenim naméet. Po uvéeni Spaldové kernottaipomina
jeéné kroupy. Jedna se o vyrobek, ktery vynikatowymi vlastnostmi, vysokou nutni

hodnotou a rychlouifpravou nahrazuje zcela ryzi. Vyhodou kernottaajectkratka doba

piipravy [58].
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Obr. 8: Grink¢sd]

3.4.2 Kamut

Jako kamut se na dneSnim trhu prodava pSenicékyniéhorasan. Kamut, latinsky
Triticum turgidum subs polonicum je biologickou pibuznou pSenice tvrdé a byla
objevena jiz ped 6000 lety v oblastieky Nilu. PSenice Kamut rostéifmzere, bez pouziti
kiizend nebo genetickych modifikaci a ma vysokou kvalite.vyhledavanou obilovinou
zejména pro firozere sladkou a techovou chtl Kamut pati mezi obiloviny s vysokymi
vyzivovymi vlastnostmi a vyzraje se tim, Ze je vybornym energetickym zdrojem.
Ve srovnéni s ostatnimi pSenicemi obsahuje az &o4Adce bilkovin a 0 27 % vice ttk

a 0 30 — 35 % vice mineralnich latek, zejména sdlaitik a zinek. Velikost zrna je 2x
vétSi nez velikost pSetmého. Mezinarodni vyzkum pro potravinové alergikatwe
uvedl, Ze Kamut je vybornou nahrazkou pSenice pyvatele, kté jsou citlivi na vyrobky

z pSenice. V saiasné dob probihaji studie na hypoalergenicitu, stravitetnos

a antioxid&ni kapacitu kamutu [51, 60, 61].

Obr. 9: PSeri@mut [62]
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3.5 Biopotraviny

Podle zakona 242/2000 Sbh. O ekologickém &iistvi je biopotravinou potravina, ktera
je vyrobena za podminek uvedenych vtomto z&ken v gedpisech Evropskych
spole&enstvi (Nd@izeni komise ES.2342/1999¢lanek 14, odstavec 1 pismeno b) a ktera
sphiuje pozadavky na jakost a zdravotni nezavadnostogtmé zvlastnimi pravnimi
piedpisy. Bioproduktem je podle tohoto zakona sumwviastlinného nebo zi¥@ného
puvodu nebo hospodiske zvie ziskané v ekologickém zeédglstvi podle pedpisi
Evropskych spokegenstvi (N&izeni ES 2092/199%|anek 1, odstavec 1, pismeno a) [63].

Od Kklasickych potravin se biopotraviny liSi tim, Zeeobsahuji chemicka aditiva,
konzervanty, stabilizatory, uftd barviva apod. Je prokazano, Ze biopotraviny nhegjsi
vyzivovou hodnotu (maji vySSi obsah vitarirzejména vitamibh C a E, a vySSi obsah
mineralnich latek). Ekologicky vygtovana zelenina ma nizsi obsah &usini aZz o 50 %
a nizSi obsah pestidid vice nez 90 % v porovnani &bou zeleninou. Sortimegéskych
biopotravin je por&rné Siroky a zahrnuje vyrobky jako je mléko a wmé vyrobky
(prevazre jogurty, syry, tvarohy), dale pwo, caje, kdeni, mouku, dstoviny, dtskou
VyZivu, vejce, vefové a ho¥zi maso, ovoce, zeleninu, suSené ovoce, vino awdatbky.
Nekteré biopotraviny nejsoteskymi vyrobci biopotravin produkovanyilvec a dovazeji

se k ndm ze zahrathj naf. oleje [64].

Bioprodukty a biopotraviny se z&iav souladu s fedpisy Evropskych spalenstvi, ¢etrg
kodu poeiené osoby, se kterou osoba podnikajici v ekologickéngdélstvi uzavela
smlouvu o kontrole a osdcovani, a ktera provedla posledni kontrolu. Biopkdgu
a biopotraviny se na obale ozhaaké grafickym znakem. Kontrolu vyrobce potravin

provadi osoba pa@ena Ministerstvem zetdélstvi [63].

Biopotraviny vyrobené a balené v zemich Evropskée ua biopotraviny dovazené
do Evropské unie budou odékervence 2010 povidoznaovany logem s motivem listu
s evropskymi h¥zdami na zeleném pozadi. Jedna se o velmi jedngdsgmbol

obsahujici dva jasné prvky, jimiz jsotineda a Evropa [65].
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Obr. 10: Evropské logo propotraviny [65]
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4 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

4.1 Chromatografie a jeji rozdéleni

VSechny formy chromatografickych technik je moZznéfimbvat jako diferencovany
migraéni proces, ve kterém jsou molekuly sloZzek vzorkdeldeyné zpomalované
stacionarni fazi, pro vSechny chromatografické chet@ dale spokné to, Ze existuje
fazové rozhrani mezi latkou na které probiha &mdni (stacionarni faze), a eluentem,
ktery unasi separovany vzorek tak, aby obtékal@tami fazi. DalSim spot@ym znakem

je to, Ze pi obtékani stacionarni faze mobilni fazi nastavérakce molekul separované
latky s olgma fazemi [66]. Vzorek se vnasSi meziedwzajemri nemisitelné faze, umisti
se na z&tek stacionarni faze, ktera je nepohyblivA a pehybmobilni faze fes
stacionarni fazi je vzorek unasefep celou soustavu. Slozky vzorku mohou byt staciona
fazi zadrzovany, tim se jednotlivé slozky vzorkusmibe separuji a na konec stacionarni

faze se tive dostavaji slozky, které jsou zadrzované &jéi].
Chromatografické metody seldpodle rékolika hledisek [67]:
* Podle skupenstvi mobilni faze
» plynova chromatografie (GC, Gas Chromatographydbiii fazi je plyn,

» kapalinova chromatografie (LC, Liquid Chromatogrgphk mobilni faze

je kapalina.
* Podle usptadani stacionarni faze
» kolonova chromatografie — stacionarni faze je umést kolor (trubici),

» papirova chromatografie (PC, Paper Chromatographgjacionarni faze

je sowdasti chromatografického papiru,

» tenkovrstvd chromatografie (TLC, Thin Layer Chroogmaphy) -—
stacionarni faze je uméta na pevném plochém podkladu,

nag. na sklesné desce.
» Podle dje, ktery evlada pi separaci

» rozcklovaci chromatografie — o separaci rozhoduje odliozpustnost

slozek vzorku ve stacionarni fazi a mobilni fazi,
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» adsorgni chromatografie — pro separaci je rozhodujicina schopnost

sloZzek adsorbovat se na povrch stacionarni faze,

» iontow-vyménna chromatografie — o separaci rozhoduji odlisné
elektrostatické fitazlivé sily mezi funknimi skupinami stacionarni faze

a ionty vzorku,

» gelova chromatografie — slozky se separuji podl&kosti na stacionarni
fazi, které je porovita,
» afinitni chromatografie — stacionarni faze je scteopazat ze vzorku ¢ité

slozky, ke kterym ma uzky selektivni vztah nebafinitu.

4.2 HPLC

HPLC (High Performance Liquid Chromatography, Vysodtinna kapalinova
chromatografie) je jedna zkolika chromatografickych metod uzZivana pro separac
a analyzu chemickych sisi. V porovnani s ostatnimi sep&rami metodami je HPLC
vyjime¢na z rkolika hledisek, nap ma témg univerzalni pouzitelnost, fesnost
této metody jet 0,5 % (v mnohaifpadech i vySSi) apod. [68]. Vyhodou HPLC je take t
Ze umoduje separovat termolabilni kapalné a tuhé latkysidayhodou je to, Ze pouziti

HPLC neni vazané na plyny a latky, které Ize beribké znény odpdit [66].

Podle sloZeni stacionarni a mobilni faze se v HPagiSuje reZzim normalni faze nebo
rezim reverzni (obracené) faze. V rezimu norm&@uaefje stacionarni faze obvykle polarni
sorbent jako je oxid lemiity nebo oxid uhkity a mobilni faze je sloZzena z nepolarni
slozky, nap. hexanu. V rezimu reverzni faze je stacionarné felpzena ze sorbentu, ktery
ma nepolarni charakter a mobilni faze je slozepairmarniho polarniho rozpousta,

kterym je obvykle voda a toto rozpoédio mize byt modifikovano nepolarnimi slozkami

jako je metanol nebo acetonitril [70].

Podle sloZeni mobilni faze vifchu separace se rozliSuje izokraticka eluce (moldiné
se Bhem separace neémi) a gradientova eluce (mobilni faze s#hdm separace #ni)
[67].

Chromatograf HPLC se sklad&asti, které zabezpeji transport mobilni faze, davkovani

vzorku, separaci latek a jejich detekci. Kapalin@hyomatograf mize mitfadu fiznych
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obmen, ale vzdy musi obsahovat zasobnik mobilni f&eepadlo, davkovaci taeni,
kolonu a detektor [67, 69].

Cerpadlo davkovaci
zafizeni
fizeni sloZeni ™

mobilni fAze
I vZorek
smétovaci : _ { kolona

zafizeni

zasobniky E
mobilni faze 'l‘

vyhodnocovaci
Zarizeni

detektor -_*‘I ,|'| III \
|

Obr. 11: Schéma kapalinového etatmgrafu [67]

4.2.1 Cerpadlo

Funkcicerpadel je vytléeni mobilni faze ze zasobniku do kolony a td’ lpistem nebo
membranouCerpadia se &i do dvou skupin podle toho zda practiji konstantnim tlaku
nebo i konstantnim pitoku [69].

4.2.2 Déavkovaci z&izeni

Nastik piesného objemu vzorku na kolonu musi ghotout co nejrychleji, aby se co
nejmért narusil dynamicky rezim mobilni faze, jejiz tok sabyt z kolony na detektor
stabilni. Toho se dosahne pouzitim specialnihokgttakého ventilu. Tento ventil funguje
ve dvou polohach, a to vpoloze load (zasdyl a v poloze inject (n&sk).
Vzorky obsazené v roztoku se za atmosférickéHaitlmvadi pomoci injeki stikacky
do tzv. smyky. Kazda smyka ma pesré definovany objem. V poloze inject je vzorek,
ktery je uz pitomen ve smice, vlozen do proudu mobilni faze a probiha analyzaku
[73]. Pro davkovani vzorku je pouzito injgk zd&izeni, které mize byt ovliddano wné

nebo automaticky [67].
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Obr. 12: Davkovactiizeni [72]

4.2.3 Kolona

V¢étSina kolon pro HPLC je vyrobena z nerezové odelera je odolna &i tlakam
pouzivanym v HPLC a je také relati&vmertni vici chemické korozi. Pro analyzu pomoci
HPLC se mohou vyuzZivat také ocelové kolony, ktemdjobaleny sklem. DalSi typ kolon
je vyroben z tantalu, jedna se o kolony, které jsoéré nachylné ke korozi nez ocel,
ale jejich vyuziti je omezeno tim, zZe jsou velmmaiitné nakladné. Zvlastnim typem kolon
jsou polyetylenové kolony, které jsou g#aé hydraulickou kapalinou a jsou ugznve

ve specialnim obalu [71].

Pro analytické Eely se vyuZivaji kolony o iméru 2 — 5 mm. Pokud jsou mikféstice
stacionarni faze 5 um a mensi pouzivaji se kolodglce 5, 10, 15 a 25 cm. DelSi kolony
zvySuji retedini objem. Kolony jsou uzaené ocelovymi fritami s mensi velikosti pér
nez je piimér ¢astic v kolog. Standardni velikost pdrje 20 um, ale k dostani jsou i frity
0 praméru poii 3,5 um nebo jen#si frity o praméru 0,5 um. Pokud dojde k ucpani frity,
je nejlepsi ji vyndnit nebo ji Ize v¥istit pomoci ultrazvuku [71].

Jako ochrana hlavni kolony slouZziegdkolony, které jsou umisty mezi ¢erpadlo

a davkovaci zZdzeni, nebo jsou umisté mezi davkovacim #aenim a kolonou.

Predkolony chrani kolonuipd neistotami a nerozpustnymi materialy [67].
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Obr. 13: Kolony gi®LC [72]

4.2.4 Detektory

Mezi detektory pouzivané v HPLC |tadit nap. spektrofotometricky (UV-VIS) detektor,

fluorescexini, elektrochemicky, refraktometricky, hmotnostpéktrometr a dalsi.

Detektory jsou konstruki c¢asti nmeficich zdizeni, ve kterych je fyzikaén chemicka
vlastnost analytuievedena na #iitelny signal. Detektor by #sh mit maly vnigni objem,
signél detektoru by #h byt stabilni a reprodukovatelny, dale byglrbyt linearré zavisly
na koncentraci vzorku, citlivost bydha byt co nej¢tSi a mez detekce co nejnizsi. Signal

by m¢l mit co nejmensi Sum [74].

Vzhledem k tomu, Ze pro ¢feni praktickésasti této prace byl pouzit spektrofotometricky

detektor, tak se teoretickast zabyva dale pouze timto detektorem.

K nejpouzivagjSim detektoim v HPLC paitti spektrofotometrické detektory, protoze jsou
pomérné jednoduché, spolehlivé, Ize jimi detekovat velloggt latek a jsou kompatibilni
s gradientovou eluci. DalSim poZzadavkem je nizksoddance mobilni fazerippouzité
vinové délce. Nej#tSi vyuziti maji dvoupaprskové spektrofotometry@qkovou detekni
celou. Pro zachovani gebné citlivosti detekce musi byt cela dostate mala
pii dostaténé dlouhé optické draze. Slo&gi systém pedstavuji rychlé skenovaci

spektrofotometrické detektory, které opakovaaznamenavaji cela spektréhbm toho,
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co latka prochazi kyvetou. Ziskaji se tak trojrémm@ chromatogramy, které zaznamenaji

retertni ¢as, absorbanci a vinovou délku [74].

Obr. 14: Chromatograf HPLC na kterém bylavpdena analyza
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5 METODIKA

5.1 Material

PSenice oziméa - PRO-BIO, s.r.0, Staréské pod S&znikem, zens pavoduCR
Spalda loupané - PRO-BIO, s.r.o0, Starésh pod S&Znikem, zens pavoduCR
Spaldové kernotto - PRO-BIO, s.r.0, Star&skd pod S#znikem, zers pavoduCR
Griinkern - PRO-BIO, s.r.0, Staré&Mo pod Stznikem, zens piavoduCR

Kamut - PRO-BIO, s.r.0, Starédgto pod Stznikem, zens pivoduCR

5.2 Pouzité pomicky a pristroje
Standardni laboratorni vybaveni:

- predvazky (Kern, SRN)

- analytické vahy (Adam, AFA — 210 LC)

- temperovana vodni laaéMemmert, SRN)

- pH metr (Hanna instruments, pH 211, Microprocgaemetr)
- michadlo (Heidolph instruments, MR 1000)
- mineralizator (Bloc Digest 12)

- destil&ni aparatura Parnas-Wagner

- topné hnizdo (LTHS 2000)

- titrator (Titronic Basic, Schott instruments)

- davkovaci gikacka (Hamilton, USA)

- mikrofiltry 0,45 um, NYLON (Supelco, USA)
- bézné laboratorni sklo a vybaveni
Aparatura pro HPLC (Hewlett Packard 1100)

- vakuovany odpliyovaci modul G1322A
- binarni pumpy G1312A
- termostat kolon G1316A
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- detektor UV/VIS DAD G1315A

- davkovaci ventil analyticky snilgovy (davkovaci smska o objemu 2Qul)

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

- PC s vyhodnocovacim programem ChemStation —ument 1 (Agilent, USA)

5.3 Pouzité chemikalie

- redestilovana voda

- standard tiaminu hydrochloridu (Supelco, USA)

- standard riboflavinu (Supelco, USA)

- standard kyseliny nikotinové (Supelco, USA)

- standard kyseliny pantotenové (Supelco, USA)

- standard pyridoxinu (Sigma-Aldrich,ékhecko)

- metanol pro HPLC, gradient grade (Lab - Scan)

- isopropylalkohol (dodavatel - LukeS, Uhersky Brod

- kyselina chlorovodikova 37% (dodavatel - LukeBetsky Brod)
- octan sodny krystalicky (dodavatel - LukeS, Ukgi8rod)

- kyselina mraveti 85% (dodavatel - Svec, Penta Chrudim)

- dihydrogenfosforénan draselny (dodavatel - Svec, Penta Chrudim)
- hydroxid sodny (dodavatel - Svec, Penta Chrudim)

- kyselina sirova 95% (dodavatel - LukesS, Uherskyd}

- peroxid vodiku 30% (dodavatel - Svec, Penta Chmjid

- kyselina borita (dodavatel — Lach-Ner, s.r.o,dtevice)

- indikator Tashiro

5.4 PouZité enzymy

- Pancreatin(Sigma Life science, USA) — s travicich enzyiin slinivky biisni sloZzena

z amylazy, lipdza proteazy
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- Clara—diastazaz Aspergillus oryzae(Fluka analytical) — sis enzyni a-amylazy,

celulazy, invertazy, peptidazy, fosfatazulfatazy

5.5 Optimalizace izolatniho postupu

Pro izolaci vitamii skupiny B byla volena kysela a enzymaticka hydraly

5.5.1 Izolace vitamina skupiny B kyselou cestou

Pro kyselou hydrolyzu byla volena navazka vzorkugl®gesnosti na 0,0001g. Extrakce
byla provedena pomoci 50 ml 0,1 mol:dHCl, 50 ml 0,2 mol.diif HCI, dale pomoci
octanu sodného o pH 4,8 a pomoci 50 ml dihydrogdofananu draselného o pH 5,5.
Extrakce byla provasha v tepaci vodni lazniip teplo€ 35 °C po dobu 2 a 3 hodin.
Poté byla provedena filtracégs papirovy filtr a fed nastkem na kolonu byl pouZit filtr
Nylon 0,45 um pouzivanyfpchromatografii (Filoha VII.).

Déle byla provedena extrakce 50 ml 0,1 mol*dHCI a 50 ml octanu sodného o pH 4,8,
doba hydrolyzy byla tentokrat volena 1 a 2 hoditiytgplo® vodni l1azi 35 °C, za stalého
tiepani. Z dvodu lepSi extrakce vitaminskupiny B byla pro pozgi analyzu volena
kysela hydrolyza pomoci 0,1 mol.&hCl, kdy byla provedena hydrolyzai 85 °C a doba
hydrolyzy byla 1, 2, 3 a 4 hodiny a dale byla paema extrakce pomoci 0,1 mol.dHCl

pii teplo® vodni laze 95 °C a extrakce trvala 1 hodinu. Poté byla prewedfiltrace
pies papirovy a nylonovy filtr 0,45 um pouzivarfy ghromatografii. VeSkeré &eni bylo
provadno v odngrnych baikach, které byly obaleny hlinikovou folii.

5.5.2 Izolace vitamina skupiny B pomoci enzyni

Pro enzymatickou hydrolyzu byla zvolena navazkarkz@®,5 g s pesnosti na 0,0001 g.
Jednotlivé hydrolyzy byly provedeny pomoci 50 rolara-diastazy o koncentraci
20 mg.mt* o pH 6, dale pomoci enzynpancreatinuo pH 7,5 a koncentraci 20 mg:il
a dale byla provedena hydrolyza pomocgsinenzynii clara-diastasya pancreatinuo pH
6,75 a koncentraci 20 mg.tlV8echny tyto hydrolyzy byly provedenyipieplot vodni
lazne 35 °C po dobu 18 a 20 hodin za neustaléepéni. Poté byla provedena filtrace
pies papirovy a nylonovy filtr 0,45 um pouzivary ghromatografii. VeSkeré &eni bylo
provadno v odnérnych bakach, které byly obaleny hlinikovou félii ifioha VIIl.).
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5.5.3 Pilotni chromatograficka analyza vzorki

Po Zzfiltrovani byl vzorek davkovan alikvotnim paafi 20 pl do HPLC. Nkeni vzorki
probihalo izokratickou i gradientovou eluci. ¥pgad izokratické eluce byla pouzita
mobilni faze slozena z 0,1 mol.dmwlihydrogenfosforgnanu draselného o pH 7 (piid
bylo voleno pH 5,5) a metanolu v péra 80 : 20. B gradientové eluci byla pouzita
mobilni faze, ktera byla sloZena z 0,12 moldwctanu sodného o pH 4,8, které bylo
upraveno 85% kyselinou mravéra z metanolu. V oboufipadech byl pitok mobilni faze
0,8 ml.mir' a teplota termostatu kolony 30 °C. Signal byl smindetektorem UV
pii vinovych délkach 220, 230, 254 a 270 nm. Dobdyagdyla 30 minut.

5.5.4 Pilotni chromatografickd analyza standardi vitaminia skupiny B

Pro zjiS&ni retegnich ¢adi vitamini a zjiS€ni nejvhodwjsi absorbance vitaminB;, B,
Bs, Bs a B bylo provedeno ®ieni standartl jednotlivych vitamii za stejnych

chromatografickych podminek jako je uvedeno v kaeib.5.3.

5.6 Modelace kon€né chromatografické analyzy vzorki obilovin

Pro extrakci kyselou hydrolyzou byla zvolena nawaZl0 g s pesnosti na 0,0001 g.
Pro hydrolyzu byla pouzita 0,1 mol.chkyselina chlorovodikové, extrakce byla provedena
v ttepaci vodni lazniip 35 °C po dobu 3 hodin. Poté byla provedena tikrges papirovy
filtr a pred nagikem na kolonu byl pouzit filtr Nylon 0,45 pm pouahy

pii chromatografii. Mteni bylo provadno v odnérnych bakach, které byly obaleny

hlinikovou folii.

V piipact enzymatické hydrolyzy byla pouZzita navazka vza2khbli g s pesnosti na 0,0001
g. Byla provedena hydrolyza pomoci 50 ml enzyriara-diastdzy o koncentraci
20 mg.mi* o pH 6 po dobu 20 hodin & meustalémiepani ve vodni lazni o teptoB5 °C.
Po prokghlé hydrolyze byly vzorky filtrovany ies papirovy filtr a fed négikem
na kolonu byl pouzit filtr Nylon 0,45 um pouzivapif chromatografii.

Zfiltrovany vzorek byl davkovan alikvotnim podiler20 pl do HPLC. Analyza
byla provedena na kolénSUPELCOSIL LC8 (15 cm x 4,6 mm; jom). Byla pouzita
gradientova eluce mobilni faze, ktera byla sloZe@al2 mol.drit octanu sodného o pH

4,8 (pH bylo upraveno 85% kyselinou mravigra z metanolu. Rtok mobilni faze byl
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0,8 ml.mirn' a teplota termostatu kolony 30 °C. Signal byl smindetektorem UV
pii vinovych délkach 220, 230, 254 a 270 nm.

Tabulka 7: Gradierobilni faze

Minuta Ponér octan sodny : metanol
0 87:13
3 87:13
15 0:100
30 0:10(

5.7 Méreni kalibraéni kiivky
Z davodu poruchy chromatografu HPLC byla &ena kalibrace pouze pro vitamin.B

Na meteni kalibr&ni kiivky se pouzil standard riboflavinu, ze kterého Ipyipraven
zasobni roztok o koncentraci 2@.mi*. Ze zA&sobniho roztoku byly dalgigraveny
roztoky o koncentracich 4, 6, 8, 10 a ig.mI*. Mé&teni kalibr&ni kiivky probshlo
za stejnych chromatografickych podminek jako jedeve v kapitole 5.6.

5.8 Stanoveni obsahu dusiku a hrubé bilkoviny v obilowiach

Pro stanoveni obsahu dusiku a obsahu hrubé bilkevirbilovinach byla pouzita klasicka

metoda podle Kjeldahla.

Pro analyzu byla zvolena navazka vzorku 0,25 gesmsti na 0,0001 g. Byla provedena
mineralizace jednotlivych vzotkobilovin pomoci 5 ml 95% kyseliny sirové a pomaoo
peroxidu vodiku. Mineralizace vzorku byla provad @i 400 °C a probihala
az do vyereni jednotlivych vzork. Po prokhlé mineralizaci byly vzorky ochlazeny
a kvantitave prevedeny do 50 ml odémé baiky a byly doplgny destilovanou vodou
do objemu 50 ml. Bhem mineralizace se dusik, ktery j@@mny ve vzorku, #ni na siran

amonny.

Poté byla provedena destilace vzorku pomoci Pavegnerova fistroje (Riloha 1X.),
béhem destilace se siran amonny wwgg pomoci hydroxidu sodného za varu na amoniak
a je jimén v roztoku kyseliny borité. Pro provedeestilace bylo pipetovano 10 ml vzorku,
ke kterému bylo fidano 20 ml 30% NaOH. Cela destilace trvala 15 mnatbiz&atku varu,

béhem destilace byl vznikly amoniak jiman do 50 ml Rgseliny borité.
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Obsah pitomného dusiku byl po ukoéeni destilace stanoven tiér& pomoci
0,025 mol.drit kyseliny sirové na indikator Tashiro. Ze zjis¢ho obsahu dusiku

byl pomoci pepaitavaciho faktoru 5,7 ten obsah hrubé bilkoviny ve vzorcich

jednotlivych obilovin.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vyhodnoceni vysledki chromatografické analyzy vitaminia skupiny
B

6.1.1 Kvalitativni stanoveni vitamina skupiny B chromatografickou analyzou

Pro kvalitativni stanoveni vybranych vitamin skupiny B byla zvolena kysela

a enzymaticka extrakce vzorku.

Optimalizace izoléniho postupu vippact kyselé hydrolyzy je popsan v kap. 5.5.1.
V pocateinich nefenich bylo z dvodu nadmirného zakaleni vzorku pro dalSi analyzu
vylougeno pouZiti 0,2 mol.dih HCl a pouZiti dihydrogenfosfateanu draselného.
V dalSich analyzach byla Zidodu lepSi extrakce vitaminskupiny B volena kysela
hydrolyza pomoci 0,1 mol.dthHCI, kdy byla jako nejlepsi hydrolyza pro extrakc
vitamini skupiny B ze vzorku p3enice ozimé zvolena hyd@l/§® ml 0,1 mol.di HCI

pii teplo& vodni laz 35 °C s dobou hydrolyzy 3 hodinyiiRvoleném zpsobu extrakce
se ze vzorku poddo kvalitativné prokadzat pomoci chromatografické analyzy, ktera
je popsana v kap. 5.6,fifpmnost vitamid B, a B pii vinové délce 270 nm atipvinové
délce 254 nm byla prokdzanaitpmnost vitaminu B a B. Ostatni vinové délky byly
pro stanoveniéthto vitamini nevhodné. Kvantitativni stanoveni vitaming jB uvedeno
dale vkap. 6.1.3 a 6.1.4. VitaminysBa Bs nebylo z technickych td/odi mozné

kvantitativré prokazat.

Optimalizace izoleniho postupu pro enzymatickou hydrolyzu vZorke popsana
v kap. 5.5.2. Z dvodu silného zakaleni vzorku byla pro dalSi analggucena hydrolyza
pomoci smisi enzyni clara-diastdzya pancreatiny pri dalSich analyzach bylo také
vylouceno pouziti enzympancreatinuvzhledem k tomu, ZefppouZiti této extrakce bylo
kvalitativné prokazano (z na#éteného chromatogramu) m€piitomnych pik vitamini
skupiny B nez tomu bylo vifpadt enzymu clara-diastazy Chromatograficka analyza
pomoci enzymatické hydrolyzy je popsana v kap. &.@od#éilo se @i ni prokazat
piitomnost pik vitamini By, B; a B pii vinové délce 270 nm.iPvinové délce 254 nm
byla prokazéana iftomnost vitaminu B a B. Ostatni vinové délky byly pro stanoveni

téchto vitamiri nevhodné. Kvantitativni stanoveni vitaminu, Be uvedeno dale
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v kap. 6.1.3 a 6.1.4. VitaminysBa Bs nebylo z technickychio/odi mozné kvantitativé
prokéazat. Pro dalSi &eni bych doportila v pripact vitaminu B a Bs volit analyzu
s pouzitim kyselé i enzymatické hydrolyzy a chramgeafické néteni bych doportila

délat s pouzitim vinovych délek 270 a 254 nm.

Pritomnost vitaminu Bse nepoddo prokazat v zadné pouzité hydrolyze ati pouZiti
mobilni faze ve sloZzeni dihydrogenfosféman draselny a metanol, tudiZ kte Ze zvolené
extrakce nebyly vhodné pro izolaci tohoto vitamiRuo dalSi gipadné niteni bych tedy
v pripad® tohoto vitaminu dopostila vyzkouSet jiny zpsob extrakce vzorku, jelikoz
cerealie by rdly obsahovat vyznamné mnozstvi tiaminu nebo pojrddiu mobilni fazi

¢i kolonu. Jako jednu z moznych alternativ bych dapovala metodu s pouzitim navazky
vzorku 2,5 g, kdy se vzorek navazi do 100 ml &ch@é baiky spole&né s 23,5 ml 0,05
mol.dmi® octanu sodného o pH 4,5 ailka se umisti na 10 minut diepaci vodni l14zh

o teplot 100 °C. Po ochlazeni se doikg prida 500 pl kysel&osfatazy(20mg.mt),
papainu(100 mg.mt), a-amylazy(10 mg.mt"), Bglukosidazy(20 mg.mt’), dale 1,25 ml

1 mol.dm?® kyseliny glyoxylové, 200 pl 2% roztoku siranu Zele®ho a 250 pl 1%
glutationu. Ripraveny roztok se nechd inkubovat 18 hoditepaci vodni lazniipteplot
37 °C, poté seiedi 50 ml destilované vody a provede se centrifesgamorku pi 5000
ot&kach po dobu 10 minut. Dale se pro izolaci tiamgudpipetuje 4 ml ppraveného
vzorku, midaji se k®mu 3 ml 1% roztoku kyanoZelezitanu draselného v 1$&0OH

a po promichani se necha 1 minutu odstépr&eny roztok se poté necha projéep
cartridge SerPackC18 po upéas ml destilované vody a 2 ml etanolu. Poté se guiev
filtrace vzorku a provede se chromatograficka armlfia tiochrom. Tato studie uvadi
obsah tiaminu viznych odiidach pSenice v rozmezi 2,59 — 6,13 jtg$tejnou metodou
lze stanovit i riboflavin a pyridoxin, liSi se pauzZoné&né faze izolace jednotlivych
vitamind [76]. Dal$i moZnou metodou je pouZiti 25 ml 0,1l.am HCI, ktera se fida
k5 — 10 g vzorku. Suspenze se nechd homogeninavattrazvukovém zZ&eni po dobu
30 sekund a poté se Zaka ve vodni lazni o tepl&t90 °C po dobu 30 minut. Po ochlazeni
suspenze se upravi octanem sodnym pH nairitla ge 0,1 gaka-diastazyVzorek je poté
udrZzovan 2 hodiny ve vodni lazni na magnetickéhatice, teplota vodni laznje 50 °C.
Poté se fida 1 ml 50% kyseliny trichloroctové a vzorek sealldo vodni laz& o teplot
90 °C po dobu 10 minut. Vzorek se poté ochladimvipse pH na 6 pomoci 10 mol.dm

KOH. Poté se vzorekipvede do 50 ml odénné baiky a provede se centrifugace 6000
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ota&kami po dobu 10 minut. Po filtraci vzorku se progechromatograficka analyza

vzorku. Tato metoda je vhodna pro stanoveni vSaamini skupiny B [77].

Pro zjiSéni reternich c¢adi jednotlivych vitamii skupiny B byla provedena
chromatografickd analyza standarditamind skupiny B, ktera je popsana v kap. 5.5.4.
Z pouzitych vinovych délek #ha nejlepsi odezvu vinova délka 270 nm, kdy ré&tékas
pro tiamin byl 6,616 minut, pro riboflavin 9,861 mak, kyselina nikotinova #ha retegni
¢as 3,061 minut a vifpact pyridoxinu byl retetini ¢as 3,651 minut. Vitamin 8
se nepodédlo zmgtit pti Zadné vinové délce a nepdiia se ho zniiit ani @i pouZiti

mobilni faze ve sloZeni dihydrogenfosféman draselny a metanol.

6.1.2 Vyhodnoceni ziskanych vysledi pro chromatografickou analyzu riboflavinu

Ze ziskané kalibkmi kiivky byly do rovnice linearni regrese dosazeny @tive plochy
pika a takto byly ziskany hodnoty koncentraci riboffavive stanovovaném vzorku pSenice
0zimé.

Ze ziskanych koncentraci byl vyhodnocen aritmetighyimér obsahu riboflavinu

ve vzorku podle vztahu:
n
— X.
X = E —
=

Mira piesnosti ziskanych vysletlk byla vyjadena smirodatnou odchylkou,

ktera byla vypeoitana podle vztahu:

[T

JelikoZ je smrodatnd odchylka zavisld na qho paralelnich vysledk byl definovan

Studentiv koeficient, kterym nasobime hodnotu é&odatné odchylky. Kritickd hodnota
Studentova stanoveni byla vtomtdipac stanovena na,t= 2,78 podle hladiny

vyznamnosto = 0,05.

t, 0S

7n

U=X*



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

57

6.1.3 Vysledky méreni kalibrace riboflavinu

Velikost plochy piku u jednotlivych koncentraci ayirtfena podle postupu v kap. 5.7

a byla vytvdena kalibrani kiivka zavislosti plochy piku (mAU.s) na koncentrgaj.mi™).

Vysledky kalibrace riboflavinu pro vinovou délku @a 254 nm jsou uvedeny v tabulce

8 av grafu 1.

Tabulka 8: Kalibrace riboflavinu pro vinovou délRd0 a 254 nm

Koncentrace 270 nm 254 nm
riboflav_ilnu Plocha piku | primgma plocha| Plocha piku | primgma plocha
[ug.ml7] [mAU.S] piku [MAU.s] [mAU.S] piku [mMAU.s]
27,3 15,5
4 16,0 21,70 12,3 13,57
21,8 12,9
38,1 21,7
6 42,8 41,00 24,3 23,20
42,1 23,6
58,9 33,7
8 58,3 58,73 33,2 33,43
59,0 33,4
72,1 41,5
10 71,8 69,80 41,1 39,90
65,5 37,1
88,6 51,2
12 89,6 88,23 51,7 50,80
86,5 49,5

Chromatogram kalibemi kiivky pro vinovou délku 270 nm je uveden filpze X.

Chromatogram pro stanoveni obsahu riboflavinu wig$eozimé po extrakci kyselou

cestou je uveden witoze XI. a chromatogram &eni obsahu riboflavinu v pSenici ozimé

pii pouziti enzymatické hydrolyzy je uvedentilpze XII.
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Graf 1: Kalibtai kiivka pro vinovou délku 270 nm

Pro vyhodnoceni obsahu riboflavinu v pSenici ozilmda pouzita kalibréni kiivka

pro vinovou délku 270 nm.

6.1.4 Vysledky méreni obsahu riboflavinu v obilovinach

Stanoveni obsahu riboflavinu bylo provedeno ve kagpSenice ozimé. Postup izolace
vzorku je uveden v kapitole 5.6. Ziskana plochaifiigla dosazena do rovnice regresivni

piimky kalibrani kiivky a tak byla zji&na koncentrace riboflavinu ve vzorku.

Tabulka 9: : Obsah riboflavinu po izolaci kyselastou

Plocha Koncentrace Praimérnd | Smérodatna
piku riboflavinu koncentrace | odchylka
(mAU.sh (mg.100g") | (mg.100g%) | (mg.100g%)
46,40 3,41
44,22 3,28 3,33 0,056
44,84 3,31

Obsah riboflavinu: p = 3,33+ 0,090 mg.100¢"
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Tabulka 10: Obsah riboflavinu po hydrolyze enzynaana-diastazou

Plocha Koncentrace | Pramérna | Smérodatna
piku riboflavinu koncentrace | odchylka
(mAU.sh (mg.100Y (mg.100g") | (mg.100g™)
50,03 14,36
49,88 14,32 14,30 0,059
49,50 14,22

Obsah riboflavinu: p = 14,30+ 0,095 mg.100¢"

Vzhledem k pouzitym navazkam jednotlivych vziorgii kyselé a enzymatické analyze
jsou vysledné koncentrace z§i8ého riboflavinu adekvatni. Po extrakci kyseloutaes
byla zjis&na koncentrace riboflavinu 3,330,090 mg.100g™. Pti pouZiti hydrolyzy
pomoci enzymuwclara-diastazybyla koncentrace riboflavinu stanovena na 14,8095
mg.100g™* a je tedy vy3si o 10,97 mg.10bda se tedy fedpokladat, Ze ip pouZiti
hydrolyzy pomoci enzymulara-diastazybyla tato chyba zjsobena tim, Ze hydrolyza
nebyla kvantitativni a plochu piku riboflavinu oxibvaly jiné latky gitomné ve vzorku
¢i vznikajici v phAbéhu hydrolyzy. Literatura [78] uvadi obsah riboflaui v pSenici
0,13 mg.100d. Nami stanovena koncentrace riboflavinu po kyseyérolyze je tedy
podstatg vySSi. Lze to vysitlovat tim, Ze literatura uvadiislo pfimérné pro pSenici,
a nami stanovovana pSenicaiza obsahovat vysSi obsah riboflavinu. teba brat také
v Gvahu to, Ze nami stanovovany vzorek pSenice &jeiazen mezi biopotraviny, které
jak zndmo obsahuji&8i vyzivovou hodnotu a tudiz byéhg obsahovat¢i by mohly
obsahovat i vy38i mnoZstvi vitanmiimeZ potraviny, které nejsou produktem ekologického
zentdélstvi. NaSe tvrzeni bylo také podloZzeno metodownddedniho pidavku, ktery

ukézal na kvantitu naSeho stanoveni.

6.2 Stanoveni obsahu dusiku a hrubé bilkoviny v cereatih

Pro stanoveni obsahu dusiku a obsahu hrubé bilkavaeredliich byla zvolena metoda
podle Kjeldahla. Mieni bylo provedeno v&i raznych vzorcich cerealii a to v pSenici
ozimé, Spald loupané, Spaldovém kernottu, Grinkernu a v kamdaadnotlivé druhy
cerealii byly navazeny celkem dvakrat a kazda rievd¥la pronstena dvakrat. Neni

prokehlo podle kap. 5.8.
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6.2.1 Vyhodnoceni ziskanych vysledi pro stanoveni dusiku a hrubé bilkoviny

Obsah dusiku v jednotlivych vzorcich ceredlii byhn®ven z mnozZstvi sgebované
kyseliny sirové fi titraci amoniaku, ktery vznikl i destilaci vzorku a byl jiman
do kyseliny borite.

a*10®*c* M * f,* f,*100
n

% (w/w) N

kde: a — sp@ba BSO, pii titraci [ml]
¢ — koncentrace$0, [mol.dm’]

n — navazkaorku [g]
tF titracni faktor (f = 2)

M — molarni hmotnost dusiku [g.ngl § — Zted’ovaci faktor (f = 5)

Obsah hrubé bilkoviny ve vzorcich byl¢éan z obsahu dusiku pomodiepaitavaciho

faktoru, ktery je v fipadt ceredlii roverislu 5,7.

Statistické vyhodnoceni vysledlbylo provedeno podle kap.6.1.2

6.2.2 Stanoveni dusiku a hrubé bilkoviny ve vzorku pSen&ozimé

Tabulka 11: Obsah dusiku ve vzorku pSenice ozimé

Navazka Spotireba Obsah Pr:;g; err:y Smérodatna
vzorku H,S0O, dusiku dusiku odchylka
(9) (mli) (% wiw) (% wiw) (% wiw)
1,25 1,645
0,2586
1,22 1,605
1,593 0,036
1,15 1,547
0,2529
1,17 1,574

Obsah dusiku: p = 1,598 0,050 % w/w
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Tabulka 12: : Obsah hrubé bilkoviny ve vzorku p8ermizimeé

Navazka | Obsah | Obsah hrubé OE;‘;?‘;:&ybé Smérodatna
vzorku dusiku bilkoviny > odchylka
(9) (% wiw) (% wiw) bilkoviny .
g (% W/W) (/0 W/W)
1,645 9,377
0,2586
1,605 9,149
9,079 0,208
1,547 8,818
0,2529
1,574 8,972

Obsah hrubé bilkoviny: p = 97® + 0,290 % w/w

6.2.3 Stanoveni dusiku a hrubé bilkoviny ve vzorku Spaldyoupané

Tabulka 13: Obsah dusiku ve vzorku Spaldy loupané

Navazka Spotreba Obsah Prgkrg;rr?y Smérodatna
vzorku H2SO, dusiku dusiku odchylka
(9) (ml) (% wiw) (% wiw) (% wiw)
1,27 1,708
0,2531
1,30 1,745
1,778 0,053
1,35 1,835
0,2503
1,34 1,822

Obsah dusiku: p = 1,778 0,074 % w/w

Tabulka 14: Obsah hrubé bilkoviny ve vzorku Spaddyané

Navazka |  Obsah | Obsahhrube | (W' | Smérodatna
vzorku dusiku bilkoviny A odchylka
Q) (% wiw) (% wiw) bilkoviny
g 0 0 (% wiw) (% wiw)
1,708 9,736
0,2531
1,745 9,947
10,132 0,301
1,835 10,460
0,2503
1,822 10,385
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Obsah hrubé bilkoviny: p = 1032 + 0,301 % w/w

6.2.4 Stanoveni dusiku a hrubé bilkoviny ve vzorku Spaldeého kernotta

Tabulka 15: Obsah dusiku ve Spaldovém kernottu

Navazka Spotireba Obsah Prgg; ‘:Qy Smérodatna
vzorku H,SO;, dusiku ; odchylka
©) (ml) (% wiw) dustku 0
1,46 1,974
0,2517
1,43 1,933
1,919 0,040
1,38 1,864
0,2520
1,41 1,904
Obsah dusiku: p=1,9%9 0,056 % w/w
Tabulka 16: Obsah hrubé bilkoviny ve Spaldovém d&iun
Navazka |  Obsah | Obsahhrube | (U™ | Smérodatna
vzorku dusiku bilkoviny > odchylka
@) (% wiw) (% wiw) bilkoviny
g 0 0 (% wiw) (% wiw)
1,974 11,252
0,2517
1,933 11,018
10,937 0,229
1,864 10,625
0,2520
1,904 10,853

Obsah hrubé bilkoviny: p = 10,937+ 0,318 % w/w
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6.2.5 Stanoveni obsahu dusiku a hrubé bilkoviny ve vzork@&rinkernu

Tabulka 17: Obsah dusiku ve vzorku Grinkernu

Navazka Spotreba Obsah Prgg;rr?y Smérodatna
vzorku H,SO, dusiku g odchylka
(@) (m) (% wiw) dusiku :
1,51 2,049
0,2508
1,53 2,076
2,033 0,037
1,46 1,976
0,2515
1,50 2,030
Obsah dusiku: p =2,038 0,037 % w/w
Tabulka 18: Obsah hrubé bilkoviny ve vzorku Griinker
Navazka |  Obsah | Obsahhrube | (UMM | Smérodatna
vzorku dusiku bilkoviny A odchylka
(@) (% wiw) (% wiw) bilkoviny
g 0 0 (% wiw) (% wiw)
2,049 11,679
0,2508
2,076 11,833
11,587 0,209
1,976 11,263
0,2515
2,030 11,571

Obsah hrubé bilkoviny: p = 1887+ 0,291 % w/w
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6.2.6 Stanoveni obsahu dusiku a hrubé bilkoviny ve vzorkiamutu

Tabulka 19: Obsah dusiku ve vzorku kamutu

Navazka Spotreba Obsah Prgg;rr?y Smérodatna
vzorku H,SO, dusiku g odchylka
(@) (ml) (% wiw) dusiku % w/

(% wiw) (% wiw)
1,50 1,980
0,2579
1,54 2,032
2,043 0,047
1,59 2,112
0,2562
1,54 2,046
Obsah dusiku: p = 2,048 0,047 % w/w
Tabulka 20: Obsah hrubé bilkoviny ve vzorku kamutu
Navazka |  Obsah | Obsahhrube | (W' | Smérodatna
vzorku dusiku bilkoviny A odchylka
(@) (% wiw) (% wiw) bilkoviny
g 0 0 (% wiw) (% wiw)
1,980 11,286
0,2579
2,032 11,582
11,642 0,268
2,112 12,038
0,2562
2,046 11,662

Obsah hrubé bilkoviny: p = 11,642 0,268 % w/w

Stanoveny obsah dusiku W¥tp riznych odtdach pSenice se pohybuje vrozmezi
1,593 — 2,043 % w/w, toto rozmezi obsahu dusikmgasi nez udava literatura [79], kdy
za pouziti stejné metody analyzy bylo stanoven8enizi 2,26 % dusiku. Nejmé&nlusiku
bylo stanoveno ve vzorku pSenice ozimé kdeilhwusik 1,593+ 0,050 % w/w, naopak
nejvice dusiku bylo stanoveno ve vzorku kamutu, kgl hodnota dusiku stanovena
na 2,043+ 0,047 % w/w. V pipact vzorki Spaldy loupané, Spaldového kernotta

a Griinkernu se stanovené mnozstvi dusiku pohybeviapmezi&chto hodnot.

Z obsahu dusiku byla pomocfepaiitavaciho faktoru wena hodnota hrubé bilkoviny

v jednotlivych vzorcich pSenice. Obsah bilkovinSepici je dle literatury [45] 10,6 %.
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Hodnoty hrubé bilkoviny v oddach pSenice, které byly analyzovany v této dipleéno
praci tomuto piméru odpovidaji. Nagiené hodnoty pro hrubou bilkovinu logicky
odpovidaji hodnotam, které byly nareny v gipact dusiku. Nejmé# bilkovin bylo tedy
stanoveno ve vzorku pSenice ozimé, kdy byl obsiowih roven 9,079+ 0,29 % w/w.
Ve vzorku Spaldy loupané byl stanoven obsah bitkdw,132+ 0,301 % wi/w, v fipact
Spaldového kernotta byl stanoven obsah hrubychowitk 10,937 £+ 0,318 % w/w
a ve vzorku Grunkernu byl staven obsah bilkovirb&T+ 0,291 % w/w. Nejvice bilkovin
bylo tedy stanoveno ve vzorku kamutu, kdy stanovebgah bilkovin odpovidalisiu
11,642 0,268 % w/w. Toto zji€nhi potvrzuje i literarni zdroj [62], ktery udava,
Ze pSenice kamut obsahuje aZz o 40 % vice bilkoeinastatni druhy pSenice. Ve srovnani
s obsahem bilkoviny ve vzorku pSenice o0zimé seged8,23 %, vijpads vzorku Spaldy
loupané je to 14,90 %, rozdil v obsahu bilkovin Idpaého kernottacini 6,45 %

a nejmensi rozdil v obsahu bilkovin jeiigadt vzorku Grinkernu u kterého byl stanoven
rozdil 0,47 %.

Vzhledem ktomu, Ze ceredlie obsahuji gomy vysoky obsah aminokyselin [37]
(ptiloha VI), myslim, Ze by bylo vhodné se¢i mlalSich analyzach cereélnich vyrdbk
zantiit také na stanoveni jednotlivych aminokyseliniznych vzork a odfd cerealii.

Jako jednu z moznosti analyzy navrhuji pouZziti egtického analyzatoru aminokyselin,

dalSi z moznosti stanoveniige byt pouZiti plynové chromatografie i pouziti HRPL
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo stanoveni vitathirskupiny B v ceredliich pomoci
chromatografické metody HPLC. Z technickyclivddi bylo mozné stanovit vybrané

vitaminy skupiny B pouze kvalitatién Kvantitativre byl stanoven pouze vitamin,B

ve vzorku pSenice ozimé.

DalSim cilem diplomové prace bylo stanoveni obdaiubé bilkoviny v cerealiich pomoci
metody dle Kjeldahla. Pro stanoveni hrubé bilkovigly pouzity vzorky cerealii pSenice
ozimé, Spaldy loupané, Spaldového kernotta, Grimkea vzorek starodavné ady
pSenice kamut. VSechny pouzité vzorky ceredlifesi® mezi biopotraviny a zehpavodu

je Ceska republika, na trh je dodavéa firma PRO-BIQosStaré Msto pod SiZznikem.

Pro kvalitativni stanoveni vitaminB,;, By, B3, Bs a B a pro kvantitativni stanoveni
vitaminu B z ceredlii byla pouzita sepa&m chromatografickdA metoda vysocainé
kapalinové chromatografie HPLC. Vzorky byly do HPd@vkovany alikvotnim podilem
20 pl. Analyza byla provedena na katoBUPELCOSIL LC8 (15 cm x 4,6 mm; &m).
Pii mé&feni byla pouZita gradientova eluce mobilni fazertbyla slozena z 0,12 mdl.|
octanu sodného o pH 4,8 (pH bylo upraveno 85 % lkme mravei) a z metanolu
0 pasatesnim pongru 87:13. Pittok mobilni fazi byl 0,8 ml.mil a teplota termostatu
kolony 30°C. Signal byl sniman detektorem UY plnovych délkach 270, 254, 230
a 220 nm. Ze standarditamini byly za stejnych chromatografickych podminek stamy
retertni c¢asy jednotlivych vitamifh. NejlepSi odezvu #ta vinova délka 270 nm,
kdy reterni ¢as pro tiamin byl 6,616 minut, pro riboflavin 9,86finut, kyselina
nikotinova nt¢la reterni ¢as 3,061 minut a vifpac pyridoxinu byl retetni ¢as 3,651
minut. Vitamin B nebyl zngien @i Zadné vinové délce a nepdilia se jej zngfit
ani @i pouziti mobilni faze ve slozeni dihydrogenfostmr@n draselny a metanol.
Vyhodnoceni vysledk bylo provedeno za pouziti chromatografického paogr
ChemStation — Instrument 1 (Agilent USA). Na&fteni kalibr&ni kiivky byl pouZzit
standard riboflavinu (Supelco, USA).

Pro kvalitativni stanoveni vybranych vitardiskupiny B z ceredlii byla zkouSena metoda
extrakce vitamin kyselou hydrolyzou a enzymatickou hydrolyzou. Pauziti kyselé
hydrolyzy se jako nejlepsi prokazala extrakce vaprkdy byla pouZita 0,1 mol.dth
kyselina chlorovodikova s délkou trvani hydrolyzin&liny (i teplot vodni lazg 35 °C.
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Pfi pouziti této metody byla volena navazka vzorku d0s gesnosti na 0,0001 g.
Po provedeni chromatografické analyziygouZziti vinové délky 270 nm se touto metodou
poddilo kvalitativné stanovit pitomnost vitaminu B a vitaminu B. P pouZziti vinové
délky 254 nm byla prokazanaifmnost vitamif B; a B. P pouziti enzymatické
hydrolyzy byla nejprve jako optimalni stanovenamdets pouzitim enzymelara-diastazy

o koncentraci 20 mg.iila pH 6 s dobu hydrolyzy 20 hodirj peustalémiepani ve vodni
lazni o teplo¥ 35 °C. Navazka vzorku bylariptéto metod volena 2,5 g siesnosti
na 0,0001 g. # pouZiti této metody se potlld po chromatografické analyzéipinové
délce 270 nm prokazatippmnost vitamif By, B3 a Bs. Fi pii pouziti vinové délky 254
nm byla kvalitativié stanovena ifitomnost vitamif B; a Bs. Jako jediny vitamin, ktery se
nepodailo ve vzorku pSenice ozimé ziit ani pri pouziti kyselé hydrolyzy anifppouziti
enzymatické hydrolyzy, byl vitamin;BJeho pitomnost ve vzorku pSenice ozimé nebyla
prokazana ani ip pouziti mobilni faze ve slozeni dihydrogenfostoran draselny
a metanol, Ize to vystlovat tim, Ze zvolené extrakce nebyly vhodné malaci tohoto

vitaminu.

Pro kvantitativni vyhodnoceni riboflavinu ze vzorgsenice ozimé byly vysledky analyzy
zpracovany pomoci standardnich statistickych patrdnza vyuziti Studentova rozkni
nadhodnych odchylek pro dany stipe&olnosti. Vysledky byly testovany na hladin
vyznamnostio = 0,05 (95 %).

Pfi stanoveni obsahu riboflavinu v pSenici ozimé pydrblyze kyselou cestou byl
pramérny obsah vitaminu Bstanoven na 3,33 0,090 mg.100g*. Stanoveny obsah
riboflavinu je vySSi nez udava literatura. Lze iswtlovat tim, pSenice ozima obsahuje
vice tohoto vitaminu nez je {mérné udavany obsah riboflavinu v pSenici. deba brat

také v lvahu to, Ze stanovovany vzorek pSenice @zipochazi z ekologického

zenedeélstvi, tudiz niize byt obsah vyzivnych latek vyssi.

Pro stanoveni dusiku a obsahu hrubé bilkoviny \arcizh pSenice byla pouzita metoda
podle Kjeldahla. Pro analyzu byla zvolena navazkarku 0,25 g sigsnosti na 0,0001 g.
Byla provedena mineralizace jednotlivych vzbrébilovin pomoci 95% kyseliny sirové
a 30% peroxidu vodiku. Mineralizace vzorku bylay@dna @i 400 °C a probihala
az do vyereni jednotlivych vzork. Poté byla provedena destilace vzorku pomoci
Parnas-Wagnerovafigtroje. Pro destilaci bylo odebrano 10 ml vzorke kterému

byl ptidan 30% NaOH. Cela destilace trvala 15 minut othtéau varu, Bhem destilace
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byl vznikly amoniak jiman do 2% kyseliny borité. IG@vy obsah pitomného dusiku byl
po ukoréeni destilace stanoven titré pomoci 0,025 mol.di kyseliny sirové

na indikator Tashiro.

Pro vyhodnoceni analyzy z jednotlivych vzbripSenice byly jednotlive vysledky
zpracovany pomoci standardnich statistickych patrdnza vyuziti Studentova rozkni
nadhodnych odchylek pro dany stipe&olnosti. Vysledky byly testovany na hladin
vyznamnostio = 0,05 (95 %).

Ve vzorku pSenice ozimé byl obsah dusiku stanoweh,593 + 0,050 % poté byl pomoci
piepaitavaciho faktoru stanoven obsah hrubé bilkoviny®/8&9 + 0,29 %. Pro vzorek
Spaldy loupané byl obsah dusiku stanoven na 1,77824 % a obsah hrubé bilkoviny byl
10,132 £ 0,301 %. Vippadt vzorku Spaldového kernotta byl obsah dusiku 1009056
% a obsah hrubé bilkoviny byl stanoven na 10,9873%8 %. Ve vzorku Grinkerntinil
obsah dusiku 2,033 + 0,037 % a obsah hrubych biikoy stanoven na 11,587 + 0,291 %.
Vzorek kamutu obsahoval nejvice mnozstvi dusikwidizt i nej¥tSi podil hrubych
bilkovin. V piipadt dusiku byl obsah stanoven na 2,043 + 0,047 % #Apagt hrubych
bilkovin to bylo 11,642 + 0,268 %. Timto zgg&im byl potvrzen fedpoklad, Ze odda
pSenice kamutu obsahuje mnohem vice % nejen bilkale i ostatnichidezitych slozek
pro lidskou vyZivu. Vzhledem ke sloZeni bilkovin pSenice kamut dopotavana
pro konzumaci obyvateli trpicimi celiakii, jelikokento druh pSenice neobsahuje

gliadinovou slozku bilkovin.

VSeobech jsou ceredlie vybornym zdrojem nejen vitatnia bilkovin, ale obsahuji
i zna*né mnozstvi sachafid tuki a mineralnich latek a jsou také vyznamnym zdrojem

energie, proto by gty byt zarazeny do skladby jidelktku kazdéha@loveka.
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HPLC
UV-VIS
FMN
FAD
IUPAC
NAD
NADP
LDL
HDL
NE
CoA
Acetyl-CoA
ACP
GC

LC

PC

TLC

vysoce d&nna kapalinova chromatografie
spektrofotometricky detektor
flavinmononukleotid
flavinadenindinukleotid

Mezinarodni unie préistou a uzitou chemii
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinanidadenindinukleotidfosfat
lipoproteiny o nizké hustst

lipoproteiny o vysokeé hustét
niacin-ekvivalent

koenzym A

acetylkoenzym A

grenaseé proteini

plynova chromatografie

kapalinova chromatografie

papirova chromatografie

chromatografie na tenké vrstv
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PRILOHA I: VITAMINY ROZPUSTNE V TUCICH

[12]

Vitamin

Fyziologicka

funkce

Priznaky karence

Toxicita

Vitamin A

Produkce rodopsinu,
stavba a udrzovani
epitelu, zvySena
rezistence k infekcim,
zvySeny fist
a reprodukce

Seroslepost, mi
slepota, funkni poruchy
kaze a sliznic,
zpomalenyitst, muzska
sterilita

Supinaéni kiZe, bolesti
v kostech a kloubech,
hyperkalcemie

Vitamin D

Podpora resorpce
a utilizace vapniku a
fosforu, zachovani
kostniho matrixu

Dospli: osteomalacie,
hypokalcemie,
hypofosfatimie

Déti:krivice, deformace
kosti, z¥tSeni epifyz a
rastovych Skrbin

Bolesti hlavy a kloub,
hyperkalcemie, poruchy
gastrointestinalniho
traktu, omezeni funkce
ledvin, tistovy skok

u deti

Vitamin E

Antioxidant
nenasycenych mastnyc
kyselin

-

Anémie, poruchy
metabolismu nervstva
a svah a kapilarni
permeability

Prijem, Unava, svalova
slabost, zvySeni hladiny
kreatinu

Vitamin K

Aktivuje tvorbu
koagul&nich faktoi

Je tvden stevni
mikroflérou

Krvaceni, prodlouzeni
protrombinovéh@asu, u
novorozen@ hemoragie

Horetka, nechutenstvi




PRILOHA II: VITAMINY ROZPUSTNE VE VOD K [12]

Komplex vitamini B

Vitamin

Fyziologicka funkce

Karenéni priznaky

Tiamin

Metabolismus sacharid
(dekarboxylacex-ketokyselin
v transketolazové reakci)

Mokré beri-beri, kardiomegalie,
tachykardie, selhani srdce,

Suché beri-beri, periferni

neuropatie, hyperestezie, anestezi

Alkoholova polyneuropatie,
mozkové piznaky, anorexie

Riboflavin

Koenzym flavoproteiti

Zansty sliznic, stomatitida,
malinovy jazyk, atrofie papil jazyks

Niacin

SloZka NAD a NADP, &astni se
glykolyzy a bui¢né respirace

Pelagra, pijmy, dermatitida,
demence, atrofie jazykovych papi
kozni pigmentace, poruchy sk

a centralnich nervovych funkci

Kyselina pantotenova

Ucast i tvorbé koenzymu A,
ktery je potebny i syntéze
mastnych kyselin, cholesterolu
G¢ast v metabolismu tuik
sacharid a aminokyselin

V experimentu; gastrointestinalni
potize, periferni neuropatiete&ke

Pyridoxin

Enzym mnoha reakci, hlagn
v premeng aminokyselin

Pokles hladiny v gravidit pri
oralni antikoncepci, zémy kize
a sliznic, sklon ke fet¢im

Kobalamin

Syntéza aminokyselin, syntéza
hemu, syntéza mastnych kyseli
koenzym

=)

Megaloblasticka anémie, periferni
neuropatie, stomatitida

Kyselina listova

Prenos formylovych skupin,
biosyntéza purit, histidinu,
cholinu a serinu

Megaloblasticka anémie,
pancytopenie

Biotin

Kofaktor karboxylaz, kofaktor
enzymi podilejicich se na
metabolismu mastnych kyselin
bilkovin a cholesterolu

Dermatitida, atrofie jazykovych
papil, hypercholesterolemie,
anomalie EKG

4

154

Vitamin C

Fyziologicka uloha

Karen¢ni priznaky

Toxicita

Antioxidant, biosyntéza kolagen
usnadiuje biologické vyuziti
Zeleza a kyseliny listové,
metabolizmus (stupuje resorpci

Zeleza, tlumi resorpci &di,
biosyntéza katecholaminicast
na syntéze steroidnich hornion

v nadledvinkach)

Krvaceni dasni, hematomy,
folikularni hyperkeratéza,
zhorSené hojeni ran,, zvySena
vnimavost k infekcim, Gtlum
stresové reakce

Prajmy, tvorba oxalatovych
konkremeni, zvySeni hladin
kyseliny m@ové a Savelové
v mati, hypoglykemicky efekt,
zvySuje vylkovani pyridoxinu,
zvySuje vstebavani rtuti

e



PRILOHA Ill: P REHLED VITAMIN U PRIDAVANYCH DO

POTRAVIN V EU [3]

Vitamin Pouziti
L fortifikace mouky, snid#vych cerealii, vyzivy prg
Tiamin kojence, olej a tuki, napoj, téstovin, unglé stravy,
cukrovinek
) i fortifikace mouky, snidgovych cerealii, polévek,
Riboflavin vyzivy pro kojence, napdj unslé stravy,
cukrovinek, barveni instantnich vyrabk
.. fortifikace mouky, snid#vych cerealii, vyzivy prg
Niacin

kojence, ovocnych napinj cukrovinek, urilé vyzi-
vy, téstovin

Pantotenova kyselina

kalcium-D-pantotenat se pouziva k fortifikaci vyZiy
pro kojence, snidmvych cerealii, ovocnych napoj
cukrovinek, undlé vyzivy, napoij

Pyridoxin fortifikace snidaovych ceredlii, vyzivy pro kojence,
oleji a tuki, umrelé stravy, cukrovinek, napbj
Kobalamin fortifikace vyzivy pro kojence, uité stravy, potravin
pro vegetariany
Biotin

fortifikace unglé vyzivy, vyZivy pro kojence

Kyselina listova

fortifikace vyzivy pro kojence, ceredlii, nagoj
cukrovinek, urglé vyzivy

fortifikace vyzivy pro kojence, ushé stravy, napdj,
cukrovinek, mlénych a cerealnich vyrolk

Vitamin C Antioxidant v napojich, cerealnich, masnyc¢
mléinych, ovocnych a zeleninovych vyrobcigh,
nakladdani masa

Vitamin A fortifikace oleji a tuki, tekutého mléka, snidavych

cerealii, vyZivy pro kojence

Provitamin A (3-karoten)

barveni a fortifikace ol@j a tuki, napoji, mli&nych
vyrobki, pekaskych vyrobk, snack, polévek,
om&ek, dresink, téstovin

Vitamin Ds

fortifikace ml&nych vyrobKi, oleji a tulq,
cerealnich vyrobk

Vitamin E

fortifikace vyzivy pro kojence, cukrovinek, ttika
oleji, napoji, ml&nych a cerealnich vyrolik

antioxidant v tucich, margarinech, atkach,
pekaskych wvyrobcich, cukrovinkach, potravinach
typu snack, zeleninovych atdrezich vyrobcich

Vitamin K;

fortifikace vyzivy pro kojence, tekutého miléka, jdle
a dietetickych vyrobk




PRILOHA IV: ROZD ELENI OBILOVIN PODLE

MORFOLOGICKYCH A FYZIOLOGICKYCH VLASTNOSTI  [75]
I. skupina II. skupina
Rod: Rod:
Triticum - pSenice Zea- kukufice
Secale- Zito Panicum- proso
Hordeum- jecmen Sorghum &irok
Avena- oves Oryza- ryze
Mezidruhovy kizenec: Setaria- (druhy:¢umiza, mohar)
Triticosecale - tritikalg(Zitovec) Fagopyrum- pohanka
Tritordeum
Charakteristické znaky:
1. Na spodni straobilky je podélna 1. Obilka je bez ryhy.
ryha.
Y 2. HiKli¢eni roste jeden zarothey
2. Hikliceni roste vice zarodeych korinek.
kotinka.
5. Stéblo vyplano deni.
5. Stéblo duté, jen kolénka vygim ] o i i
dieni. 6. V klasku nejvice plodné horni
kvitky.
6. V klasku nejvice plodné dolni kvitky. ] o
7. Vice naroéné na teplo, ménna vodu
7. Mére nara@né na teplo, vice na vodu. o o
9. Existuji pouze jarni formy.
9. Existuji ozimé i jarni formy.

10. V dolz jarovizace vyZaduiji nizsi

11. Ri fotoperiodické reakci vyZaduiji dlou

12. P@ateEni vyvin je rychlejsi, vytveeji

teploty.

hy swtelny den.

odnoZe jiz po druhém agetim listu.

10. V dolz jarovizace vyzaduji vyssi
teploty.

11. Fi fotoperiodické reakci vyZaduji
kratky s\wtelny den nebo jsou k dél
dne neutralni.

12. P@ateini vyvin je pomaly, vytvieji
odnoZe pa@tvrtém az osmem listu.

[E



PRILOHA V: PODELNY REZ PSENICNYM ZRNEM [42]

) endosperm

Btk endospermu se
Ekrobem v bilkovinng matrici E

alearonova vrstva (,,vnéjai
endosperm’™) =

-
L - hyalinni thié
= et (Gemend)

e

o P

__J__.#a‘?}- L eylindricke bufiky 0
; r piicné bohky
/. hypodermis

g epidermis o

B - humadnd vrstva klicku T
e Atitek ma Klicku

rudimentiarni klicek K
primdirn kodinky

stitek korinkn
~kloboudek kofinkd

Vrstva E — vrstva, kterarpmleti p‘'echazi do mouky
Vrstva O — vrstva, kterarpchézi pi mleti do otrub

Vrstva K — vrstva, ktera je odstiavana spoléné s klickem



PRILOHA VI: OBSAH AMINOKYSELIN P RITOMNYCH
V CEREALIICH [37]

PSenice| Oves | Zito | Cirok | RyZe | Kuku¥ice | Jeémen | Proso
Arginin 4,71 6,98 4,93 3,19 8,26 4,19 4,40 4,70
Cystein 2,19 1,73 1,90 1,73 1,07 1,55 2,50 2,19
Histidin 2,02 2,46 2,20 1,71 2,49 2,72 2,10 2,35
Izoleucin 4,70 3,90 4,26 3,77 3,71 3,68 3,80 4,65
Leucin 6,72 7,55 6,68 13,11 8,22 12,43 6,90 10,30
Lysin 2,79 4,51 3,42 2,24 3,69 2,67 3,50 3,05
Metionin 1,30 1,65 1,68 1,23 2,32 1,92 1,60 1,85
Fenylalanin| 4,96 4,93 4,82 4,89 5,15 4,88 5,10 4,91
Treonin 2,84 3,64 3,70 3,64 391 3,60 3,50 3,19
Tryptofan 1,28 1,70 1,13 1,20 1,15 0,70 1,40 1,40
Tyrosin 3,72 3,61 3,27 3,41 3,49 3,83 2,50 3,70
Valin 4,48 5,24 521 4,51 5,51 4,85 5,40 531

Obsah jednotlivych aminokyselin je uveden v g.1bpgpteinu



PRILOHA VII: OPTIMALIZACE HYDROLYZY VITAMIN U
SKUPINY B

Vysledky extrakce po 3 hodinach hydrolyzy
0,1 mol.dm™:




Octan sodny:

Dihydrogenfosforetnan draselny:

’




PRILOHA VIII: OPTIMALIZACE ENZYMATICKE HYDROLYZY
VITAMIN U SKUPINY B

Vysledky extrakce po 18 hodinach hydrolyzy

Clara-diastaza:

Pankreatin:




Smés enzynmi clara-diastazy a pankreatinu




PRILOHA IX: PARNAS-WAGNER UV DESTILA CNi PRISTROJ




PRILOHA X: CHROMATOGRAM KALIBRA CNi K RIVKY
RIBOFLAVINU PRO VLNOVOU DELKU 270 NM
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PRILOHA XI: CHROMATOGRAM PRO STANOVENI

RIBOFLAVINU V PSENICI OZIME PO EXTRAKCI KYSELOU
CESTOU
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PRILOHA XII: CHROMATOGRAM PRO STANOVENI
RIBOFLAVINU V PSENICI OZIME P Rl POUZITi ENZYMATICKE
HYDROLYZY

DADY A, Sag=d70,8 Ref=J350 80 (MIT_B2113.00
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