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ABSTRAKT

V teoretické ¢asti diplomové prace je popsan vitamin B, — riboflavin, jeho zdroje a
vlastnosti (fyzikalné-chemické i fyziologické) a také ztraty vitaminu pfi technologickych
operacich. Dale jsou popsany analytické metody, predev§im chromatografické techniky,
vyuzivané pro stanoveni tohoto vitaminu a technika HPLC. Je zde uvedena i charakteristika

cerealnich produktu.

Experimentalni ¢ast popisuje optimalizaci izola¢niho postupu vitaminu B, z vybranych 22
béznych ceredlnich produkti (mouka, chléb, rohlik, ceredlni snidané€, téstoviny), kdy bylo
zjistovano vhodné slozeni a mnozstvi extrakénich Cinidel i prubéh celé izolace. Nasledné
byly pomoci chromatografické techniky HPLC/UV-DAD stanoveny obsahy riboflavinu ve
vybranych 22 cereédlnich produktech, kdy obsah vitaminu klesal v nasledujicim potadi:
cerealni snidan¢, mouky obohacené¢ vitaminy, celozrnné susSenky, celozrnné chleby,
celozrnné mouky, pSeni¢ny chléb, celozrnné téstoviny, tukovy rohlik, pSeni¢éné mouky a

celozrnné pecivo.
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ABSTRACT

Theoretical part of the thesis describes vitamin B, — riboflavin, its sources and features
(physico-chemical and physiological) and also losses of vitamin at technological operations.
Further there are described analytical methods, first of all chromatographic technics, to use
for determination of vitamin B, and HPLC technic. The characteristics of cereal products

also introduced.

Experimental part describes optimalization of isolating process of vitamin B, of 22 selected
common cereal products (flour, bread, roll, cereal breakfast, pastries), the suitable
composition and quantity of extraction reagents and isolation process were evaluated.
Subsequently the contents of riboflavin of 22 selected cereal products with chromatographic
technic HPLC/UV DAD was defined. The riboflavin content decreases is this order: cereal
breakfast, flours enriched with riboflavin, wholemeal biscuits, wholemeal breads,

wholemeals, bread, wholemeal pastries, roll, wheat flours and wholemeal rolls.

Keywords:

Riboflavin, vitamin B,, HPLC/UV, cereal products
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UvVOD

Vitamin B,, nebo-li riboflavin, patii do skupiny flavini. Riboflavin je dilezity pro tvorbu
latek nezbytnych pro pfeménu a produkci energie z bilkovin, tukd a sacharidi. Vitamin B,
podporuje tvorbu imunitnich bunék a je také dulezity pro spravnou funkci jater, ovliviluje

kvalitu nehta, vlast a kaze.

V biochemickych systémech se riboflavin vyskytuje ve formé koenzymii oxidoredukénich
enzymt, nejbéznéjsi jsou flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD).
Riboflavin je velmi citlivy na svételné zareni. Pisobenim UV paprskii se rozklada za vzniku

neaktivnich forem.

Bohatym zdrojem riboflavinu je mléko a mlé¢né vyrobky, jatra, maso, drozdi a cerealie.
Obsah vitaminu v potravinich ovliviluje mnoho faktori. Bé&hem technologického a
kulinarniho zpracovani dochazi ve vétSin¢ piipadl k nejvétSim ztratdm vyluhem. Pfi

tepelném zpracovani potravin je riboflavin velmi staly.

Existuje fada mozZnosti stanoveni riboflavinu. Casto pouzivanou metodou jeho stanoveni je
vysoce ucinna kapalinovad chromatografie. Z dalSich metod lze uvést lumiflavinovou

metodu, spektrometrickou metodu, kapilarni elektroforézu a mikrobiologickou metodu.

Chromatografie je separacni technika, kterd vyuziva déleni slozek mezi dvéma fazemi,
Z nichz jedna je mobilni a druhd staciondrni. Vyhody chromatografickych metod jsou
Vv jejich schopnosti rozdélit, pfipadné i kvantitativné stanovit desitky az stovky slozek
vzorku. Dal§imi pfednostmi jsou rychlost a reprodukovatelnost rozdéleni, mald spotieba

vzorku a moZnosti automatizace.

Cerealie (obiloviny) provazeji lidskou spole¢nost od nepaméti. Pro lidskou vyzivu se ptimo
pouziva z obilovin vyhradné zrno. Riboflavin je obsazen pfedevsim v obalovych vrstvach a

klicku zrna. Endosperm obilovin obsahuje nizsi mnozstvi riboflavinu.

V diplomové praci byl stanovovan obsah riboflavinu ve vybranych ceredlnich produktech
(mouka, chléb, rohlik, cerealni snidané, téstoviny). Pro stanoveni riboflavinu byla provedena

optimalizace izola¢niho postupu vitaminu a ke stanoveni obsahu byla pouzita metoda
HPLC/UV-DAD.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou esencialni slozky potravy, které lze definovat jako organické exogenni
esencialni biokatalyzatory heterotrofnich organismd. Z hlediska jejich charakterizace je
nutné zdiraznit predevsim jejich exogennost, esencialnost a katalyticky charakter. Jsou to
tedy latky, které si organismus neumi sam syntetizovat V dostateCném mnozstvi a musi je

piijimat potravou.[1, 2]

Skupina vitamina je z hlediska chemické struktury velmi riznoroda a jednotlivé vitaminy se
lisi i konkrétni funkci v bunééném metabolismu. Vitaminy vykonavaji v organismu fadu
funkci, nejdalezitéjsi z nich je katalyticky ucinek piti fadé reakci latkové premény, ktery
vykazuji bud’ samy nebo ve formé slozitych sloucenin, které vznikaji az v organismu.
Nekteré vitaminy maji v zivych objektech vyznamnou ulohu jako prekursory kofaktort
riznych enzymt (hlavné vitaminy skupiny B), jiné se uplatiiuji v oxidaéné redukénich
systémech. K zakladnim funkcim nékterych vitaminii patéi antioxidac¢ni pusobeni, tedy
zabranéni tvorby aktivnich forem kysliku. Vitaminy vykonavaji stejné funkce u rtznych
druht organismti, ale nemusi byt vSemi druhy vyzadovany v potravé (nemusi byt pro
vSechny druhy exogennimi faktory), i kdyz ztstavaji faktory esencialnimi.[2, 3, 4]

Potfeba vétSiny vitaminli je pomérné nizkd. MnoZstvi potfebné k zajisténi normalnich
fyziologickych funkci Cloveéka je vSak zavislé na mnoha faktorech jako je staii, pohlavi,
zdravotni stav, zivotni styl, stravovaci zvyklosti, pracovni aktivita apod. Potfeba
jednotlivych vitaminli se u rtiznych organismil liSi. VSechny organismy nepotiebuji vSechny
vitaminy, jakmile vSak je uréita latka nepostradatelnym biokatalyzatorem, stava se pro tento

organismus vitaminem.[1, 4]

Pii nedostatku nékterého vitaminu dochazi k hypovitaminose (je-li vitamin dodavan v
nedostatecném mnozstvi) nebo az k avitaminose (pfechodny uplny nedostatek vitaminu
projevujici se poruchou nékterych biochemickych procesi). Deficience vitamint byla diive
jednou z hlavnich pfi¢in mnoha chorob a Umrti. Avitaminosy vsSak nevznikaji pouze
v disledku nedostate¢ného mnozstvi ptislusného vitaminu v potravé, ale mohou se na nich
podilet i jiné faktory, jakymi jsou napiiklad Spatnd resorpce vitaminu Vv travici soustaveé a
v nékterych piipadech 1 zvySend potieba vitaminli pii zvySené fyzické a psychické zatézi.

Naopak nadbytek né€kterych vitaminli se oznaCuje jako hypervitaminosa. V naSich
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klimatickych podminkach se s ni prakticky nesetkdme, objevi se vétSinou ve spojitosti s
nadmérnym piisunem prostfednictvim aditivnich preparati. Zde jsou nebezpecné zejména

zvySené davky vitamind A a D.[1, 4, 5]

Potteba jednotlivych vitamini miize byt zasadné ovlivnéna nékterou ze slozek potravin,
které zabrani plnému vyuziti daného vitaminu nebo jej inhibuji. Takové latky se oznacuji
jako antivitaminy. Jedna se o latky inhibujici ur¢itym mechanismem funkci daného vitaminu,

coz muze vést k projevim deficience.[5]

Vitaminy vznikaji i v téle heterotrofnich organismi, a to z tzv. provitamind. Provitaminy
jsou organické slouceniny, které samy nevykazuji fyziologické t¢inky a mohou slouzit jako
prekursory vitamind, znichz si organismus dokaze vitaminy syntetizovat pusobenim

ultrafialového zafeni nebo v enzymovych systémech.[2, 4]

Vitaminy se déli do riznych skupin, napiiklad podle jejich rozpustnosti. Mezi vitaminy
rozpustné v tucich, tzv. lipofilni vitaminy, patii all-trans retinoidy (vitamin A),
ergokalciferol a cholekalciferol (vitamin D), tokoferoly a tokotrienoly (vitamin E),
fylochinony a farnochinony (vitamin K). Mezi vitaminy rozpustné ve vodé, tzv. hydrofilni
vitaminy, patiéi vitaminy B, tj. thiamin (vitamin B;), riboflavin (vitamin B,), pyridoxin
(vitamin Bg) , nikotinova kyselina a nikotinamid (vitamin B, PP), kyselina pantothenova
(vitamin Bs), biotin, kyselina listova, korinoidy (vitamin B;,) a také kyselina L-askorbova a
dehydroaskorbova (vitamin C). [2, 3, 4]

V potravinach se vitaminy vyskytuji v proménném mnozstvi zpravidla od pg.kg™ po stovky
az tisice mg. kg" podle druhu vitaminu, druhu potraviny a zptisobu jejiho zpracovani.
Vyskytuji se jednak volné nebo Vv rtiznych vazanych formach, obvykle vazané na bilkoviny
nebo sacharidy. Vyznamnymi zdroji vitamin jsou pfedevS§im zékladni potraviny jako je
maso a masné vyrobky, mléko a mlécné vyrobky, vejce, chléb a jiné ceredlni vyrobky, ovoce

a zelenina, jimiz se zpravidla dostate¢né pokryva potieba vitamind.[2, 4]

Obsah vitamind v potravinach ovliviiuje mnoho faktori. U potravin zivo¢isného puvodu
zavisi obsah vitaminii hlavné na zpisobu skladovéani a zpracovani surovin a produktt. U
potravin rostlinného ptvodu je vyznamny zejména stupen zralosti a klimatické podminky
béhem rhstu. U vitamind rozpustnych ve vodé dochazi béhem technologického a
kulindrniho zpracovani ve vétSin€ piipadl k nejvétSim ztratdm vyluhem, u vitaminl

rozpustnych v tucich jsou nejvétsi ztraty zptisobeny oxidaci. Obsah vitaminl v potravinach
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nebo surovinach je indikatorem nejen kvality a Setrnosti technologickych operaci pouzitych
pii vyrobé, ale i vhodnych podminek skladovani surovin a hotovych potravinaiskych
vyrobkii. Dnes jsou vitaminy vyuzivany i K obohacovani potravinaiskych vyrobku, k tzv.
fortifikaci a restituci. Restituce je doplnéni jejich obsahu na ptvodni hladiny v suroving,

fortifikace je obohacovani na koncentrace vyssi nez bylo jejich ptivodni mnozstvi.[1, 4, 5]

1.1 Riboflavin

Riboflavin (Obr.1), nebo-li vitamin B,, je chemicky 6,7-dimetyl-9-(D-1-ribityl)isoalloxazin.
Patii do skupiny flavinti. Zakladem struktury riboflavinu je isoalloxazinové jadro, na které je
v poloze N-10 vazan ribitol, alditol odvozeny od d-ribosy. Je to Zluta krystalicka latka. [1,
2, 6]

Jednou z nejvyznamnéjSich vlastnosti riboflavinu je moznost ucastnit se oxidac¢né
redukénich reakci. Pfi redukci piijimé isoalloxazinové jadro riboflavinu dva atomy vodiku a
vytvari se bezbarvy 1,5-dihydroriboflavin. Na vzduchu dochazi k jeho zpétné oxidaci. Dalsi
redukovanou formou (vznikajici dvouelektronovou redukci pii nékterych enzymovych

reakcich) je 4a,5-dihydroriboflavin.[1, 2, 4, 6, 7]

CH,OH
Ho—<|: o
Ho—<|: —H
Ho—<|: —H
5

Obr. 1. Riboflavin

V biochemickych systémech se riboflavin vyskytuje ve formé koenzymi oxidoredukénich
enzymt. Nejbézné€jsi jsou flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD),
jejich vzorce jsou na obrazku (Obr. 2). U FMN neni pojmenovani zcela spravné, protoze

nejde o nukleotid, tj. N-glykosid ribosafosfatu. FAD ma stejné jako pyridinové nukleotidy
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vazany adenisinmonofosfat a riboflavinfosfat pyrofosfatovou vazbou. FMN a FAD jsou
pevné vazany na proteinovy apoenzym. Flavinové koenzymy se snadno redukuji. Tato
reakce je reversibilni a umoziuje pienos vodiku ze substratu na akceptor pomoci
flavinovych enzymii. Aby mohl enzym splnit svou katalytickou funkci, musi byt flavinovy
systém znovu oxidovan; déje se tak na téZze enzymové bilkoving, nejCastéji zapojenim
dalsiho enzymového systému. VétSina enzymi je soucasti dychaciho fetézce lokalizovaného

v mitochondriich, nékteré enzymy se ucastni i jinych metabolickych pochodu. [4, 6, 7, 8]
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Obr. 1. Flavinmononkleotid a flavinadenindinukleotid

Syntéza FMN, FAD a flavinovych enzymu je kontrolovana thyroidnimi hormony. Flavinové
enzymy se zucCastiuji fady oxidacnich reakei v intermediarnim metabolismu. Jsou piredevsim
akceptory vodikovych atomt z redukovanych pyridinovych koenzymi. Také se zacCastnuji
oxidaénich reakci, pfi nichZ jsou substratu odebirany dva vodikové atomy za vzniku dvojné
vazby. Ptikladem je oxidace kyseliny jantarové na kyselinu fumarovou katalyzovand FAD-
oxidoreduktasou. Riboflavin se ucastni také procesu vidéni tim, Ze pievadi kratkovinné
modré paprsky na Zlutozelené a tim umoziuje vidéni za Sera. Koncentrace riboflavinu v oku

je vysoka, volné se vyskytuje hlavné v sitnici.[2, 5, 9]

1.1.1 Reaktivita riboflavinu

Riboflavin je pomérné staly vici teplu, pfedevsim v Kyselych roztocich. V neutralnim a
alkalickém prostredi za pfistupu svétla jsou vSechny flaviny nestalé, zvlasté pak volny
riboflavin a FMN. Tyto slouceniny ptisobi jako fotosenzibilizatory typu I a 11, absorbovanou

svételnou energii predavaji vzdusnému kysliku, ze kterého vznikéd singletovy kyslik a ten
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oxiduje dalsi organické slouceniny. Riboflavin je velmi citlivy predevsim na svételné zareni.
Ma vysoky stupen ptirodni fluorescence, pokud je vystaven UV zafeni. Této vlastnosti
miize byt vyuzito pii jeho detekci a stanoveni. Uéinkem svétla v neutralnim nebo kyselém
prostfedi odstépenim postranniho fetézce prechazi na lumiflavin, v alkalickém prostiedi

poskytuje za stejnych podminek lumichrom (obr.3).[1, 4, 9]

s
HsC N N 0]
pH>10 A
R = NH
I / HC N
HxC N N (0}
I:[ = Y lumiftavin ©
z NH
HC N pH< 8 *?
0 \ HiC Ny NYO
riboflavin (oxidovana forma) e NH
H:C N
O

lumichrom

Obr. 2. Fotolyza riboflavinu
Oba flaviny vzniklé fotodegradaci riboflavinu jsou G¢innéjsi oxida¢ni ¢inidla nez samotny
riboflavin. Interakci téchto flavinu s tripletovym kyslikem vznika singletovy kyslik, reaktivni
radikaly a peroxid vodiku. Reakci peroxidu vodiku s Zeleznatymi ionty vznika hydroxylovy
radikal, ktery je velmi G¢innym oxida¢nim ¢inidlem. [4]

1.1.2 Fyziologie a vyZiva

Flavinmononukleotid a flavinadenindinukleotid se Stépi v proximalni ¢asti tenkého stfeva:
absorpce nizkych koncentraci riboflavinu je regulovana pomoci saturaéniho mechanizmu,
vyssi koncentrace jsou absorbovany pasivni difuzi. Po fosforylaci vlivem korovych enzymu
je riboflavin dale transportovan ve vazbé na bilkovinu piedevsim do jater, srdce a ledvin,
kde ale nemtze vytvafet vyznamné zasoby. Proto je tieba, aby piijem riboflavinu potravou

byl relativné pravidelny. [3]

Riboflavin je dilezity pro tvorbu latek, které jsou nezbytné pro pfeménu a produkci energie
z bilkovin, tukti a sacharidi. Pfeménuje vitamin B a listovou kyselinu na aktivni formy, aby
v organismu mohly plnit svoje funkce. Vitamin B, podporuje tvorbu imunitnich buné¢k a je

také dilezity pro spravnou funkci jater. Riboflavin ovliviiuje kvalitu nehtd, vlasi a kize.
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Poméha 1é¢it chudokrevnost, napomahd vstiebavani zeleza a stimuluje tvorbu Cervenych
krvinek. Riboflavin je dulezity pifi tvorbé hormonu Stitné zlazy, ktery urychluje
metabolizmus a pomaha zajistovat energetickou potfebu pro vSechny télesné organy. [10,

11,12, 13]

Hodnota doporuceného denniho pifijmu riboflavinu je vzhledem k jeho putsobeni v
energetickém metabolizmu a metabolizmu bilkovin zavisla na obsahu bilkovin a energetické
hodnoté potravy. Méla by byt v souladu s energetickym vydejem a télesnou hmotnosti
konzumenta. Riboflavin se nejlépe vsttebava za piitomnosti ostatnich vitaminti skupiny B a

mineralu selenu.[3, 10, 14]

Denni potieba vitaminu se udava v mezich od 0,4 mg (u kojencti) do 1,7 mg (u adolescenti
a dospélych muzl). U Zen je denni potieba vitaminu pon¢kud nizsi 1,2-1,3 mg. ZvySeny

denni pfijem na 1,8 mg, 1 vyssi, se doporucuje t€hotnym a kojicim zenam, pii infekcnich

~~~~~

Nedostate¢ny ptijem riboflavinu (mén& nez 0,5 mg.den™) trvajici vice nez 100 dni vede ke
vzniku hypovitamindzy. Nejcastéji je diagnostikovana u osob, které konzumuji nedostatecné
mnozstvi mléka a mlécnych produkti. Kromé toho miize byt zplisobena pouzivanim oralni
antikoncepce, dlouhodobym pusobenim stresu, nemocemi $titné Zlazy, diabetes mellitus,
zanéty tenkého stfeva, alkoholismem a u déti hyperbilirubinemii. Nedostatek riboflavinu se u
Clovéka projevuje zanétlivymi zmeénami sliznic a ktize, nékterymi o¢nimi nebo nervovymi

poruchami. [3, 5, 8, 10, 12]

Nedostatek vitaminu B; se Vv industrializovanych zemich objevuje ziidka a jen u omezenych
populacnich skupin. Nedostatecnd saturace riboflavinem byla indikovdna u striktnich
vegetarian a veganil. Obvykle se u téchto osob projevuje nedostatek riboflavinu spolu se
symptomy nedostatku ostatnich vitaminti skupiny B. Typickym mistem jeho vyskytu jsou

zem¢ tfetiho svéta, kde predevsim détska populace trpi protein-kalorickou malnutricii. [3]

Neexistuje zadné skutecné riziko pfedavkovani riboflavinem, nebot’ je rozpustny ve vodé a

tedy i nejvétsi davky jsou z organismu rychle vylu¢ovany moci. [12, 14]
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1.1.3 Vyskyt riboflavinu v potravinach

Riboflavin, ptedev§im jako FMN a FAD, méné¢ jako volny vitamin, se nachazi ve vétSiné
potravin. Bohatym zdrojem riboflavinu je miéko a mlécné vyrobky, jatra, maso, drozdi a
cerealie . Odhaduje se, ze téméf 40 % vitaminu ziskaného potravou zajistuje miéko a

mlécné vyrobky, asi 20 % pak maso a 15 % cerealie. [3, 4, 15]

V mléce je riboflavin z ¢asti vazan na aS- a -kasein, asi 14 % riboflavinu je ve formé FAD
a 4 % jako FMN. V men$im mnozstvi se v mléce vyskytuji také nékteré dalsi flaviny. Z

zivo¢iSnych surovin jsou dobrymi zdroji riboflavinu také jatra, ledviny, maso a vejce.[4,9]

Kromég riboflavinu, FMN a FAD se ve vySSich rostlindich vyskytuje velky pocet dalSich
derivata riboflavinu vykazujicich biologickou aktivitu obdobnou riboflavinu. Z rostlinnych
zdroju se ve vet§sim mnozstvi nachazi v obilnych kli¢cich a lusténinach. V zelening a ovoci je
jeho obsah nizky. V ceredliich se riboflavin nachazi ptedevsim v kli¢cich a v aleuronové

vrstvé, proto obsah riboflavinu v mouce zavisi na stupni vymleti. [3, 4]

Obilné vyrobky, které obsahuji pomérné malo riboflavinu, jsou Casto fortifikovany timto
vitaminem. Fortifikuje se mouka, snidanové ceredlie, ale také instantni polévky, vyziva pro
kojence a cukrovinky. Riboflavin je také povolenym barvivem pro potraviny a

farmaceutické piipravky.[3, 14, 15]

Bohatym zdrojem riboflavinu je pekaiské drozdi. V pekatském drozdi se vyskytuji i dalsi
derivaty flavinu. Polsti védci zkoumali piitomnost téchto derivatii ve vzorcich pekaiského
drozdi, kde krom¢ FMN a FAD bylo nalezeno také malé mnozstvi volného riboflavinu a
stopy 10-formylmethylflavinu. V nékterych vzorcich bylo nalezeno malé mnozstvi nového
derivatu flavinu, ktery byl na zéklad¢ fyzikalnich a chemickych vlastnosti oznacen jako
cyklicky 4°,5 -riboflavin fosfat. Tato sloucenina je nejspis produktem rozkladu FAD a dtive
byla chybné oznacovana jako FMN. [16]

Obsah riboflavinu ve vybranych potravinach uvadi tabulka (Tab. 1).
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Tab. 1. Obsah riboflavinu ve vybranych potravindach [4,17]

. Obsah riboflavinu . Obsah riboflavinu
Potravina ) Potravina 1
[mg.kg~] [mg.kg~]
Maso vepiové 0,9-3,5 Lusténiny 1,2-2,8
Maso hovézi 0,4-3,5 Zeli 0,5
Maso kuieci 0,7-2,8 Spenat 0,6-3,4
Jatra vepiova 29-44 Rajcata 0,3-0,4
Ryby 1,0-3,3 Mrkev 0,5-2,6
MIéko 0,2-3,0 Brambory 0,3-2,0
Syry 3,357 Jablka 0,1
Vejce 2,8-3,5 Citrusové ovoce 0,2-04
Chiéb 0,6-1,5 Ofechy 0,2-1,3
Ovesné vlocky 1,04 Mouka pSeni¢na hladka 0,5
Ryze 0,31 Mouka pSeni¢né polohruba 0,31
Drozdi 17-44 Mouka pseni¢na hruba 0,21

1.1.4 Ztraty riboflavinu pri zpracovani potravin

Pti tepelném zpracovani potravin je riboflavin velmi staly, degraduje vSak pti ozareni. Aby
se zabréanilo fotochemické degradaci riboflavinu, nemély by se potraviny obsahujici vétsi
mnozstvi vitaminu vystavovat u¢inkum slune¢niho zafeni. Mély by se skladovat ve

vhodnych neprtihlednych nebo alespon barevnych obalech.[4]

Pti vafeni a peceni masa jsou ztraty riboflavinu zpisobeny piedevsim vyluhem. Rovnéz
béhem zmrazovani a mrazirenského skladovani masa jsou ztraty nizké (po 15 mési¢nim
skladovani asi 15%). Vyznamné ztraty vitaminii nastavaji az vyluhovanim pfi nespravném

rozmrazovani a u riboflavinu mohou ¢init az 10 %.[4, 18]

Bé&hem obvyklych technologickych operaci (napi. pasteraci, sterilaci) je riboflavin v mléce
velmi staly, ztraty nedosahuji ani 5%. K znaénym ztratdm riboflavinu v mléce dochézi
ptimym ozafenim sluneénim svétlem. Pti skladovani mléka na slunci degraduje za 1 hodinu
asi 20-40% ptitomného vitaminu. Podobné u¢inky mé také rozptylené denni svétlo. Cerstvé
mléko vystavené svétlu miiZze ztratit 20 az 80 % obsahu riboflavinu do dvou hodin. Rychlost

a rozsah ztrat zavisi na intenzité svétla, teploté prostiedi a vlastnostech obalu.[4, 18]

Obiloviny obsahuji znacné mnozstvi vitaminu. Obsah riboflavinu v mouce zavisi na stupni
vymilani. V celozrnnych moukach je jeho obsah vys§i nez v moukach malo vymilanych.

Béhem peceni jsou ztraty rovnéz malé (do 10%), vyssi ztraty (az 30%) byly zjiStény u mouk
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obohacenych riboflavinem. U vafenych téstovin dosahuji ztraty podle druhu téstovin 35 az

55%.[4]

Vyznamnou slozkou nasi stravy jsou brambory, proto je zménam jejich nutriéni hodnoty pfi
ruzné délce skladovani a pravé vénovana znac¢na pozornost. Pfi tfimési¢nim skladovani
zimnich odrid nedochdzi k zddnym ztratam riboflavinu. Po Sestimésicnim ulozeni jsou
ztraty riboflavinu asi 7%. Ztraty riboflavinu pti vafeni brambor ve slané vodé Cini 43%.

Retence riboflavinu po tepelné upravé ve vybranych pokrmech jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2. Retence riboflavinu po tepelné uprave ve vybranych

pokrmech [3]

Tepelna uprava Pokrm riboﬁgf/ei?wfje (%)

Peceni hovézi maso 95

kute 90

vepfoveé maso 95

moucna jidla 90

Smazeni jatra 90

Vafent mléko ol_lﬁvané 10 100
minut

Zelenina kofenova 90

Suseni ovoce 90
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1.2 Stanoveni vitaminu

Stanoveni vitamini v potravinafském materidlu je velmi slozity ukol, nebot jejich
koncentrace jsou ve srovnani s ostatnimi slozkami analyzovaného vzorku velmi nizké.
Vitaminy jsou rovnéz latky ve vétSing€ piipadt velmi citlivé kK oxidaci a nékdy i na svételné
zafeni. Skupina vitaminii je chemicky tak heterogenni, ze nelze pouzit zadné univerzalni
metody ke stanoveni celé skupiny vitamind, i kdyz v posledni dobé se v potravinarské
analyze vyuZivaji vysoce u¢inné chromatografické metody, které umoznuji stanoveni vétsiho

poc¢tu vitamind dohromady.[19]

1.2.1 Metody stanoveni riboflavinu

V soucasnosti dochéazi neustale k zlepSovani a vyvoji novych metod, které jsou vyuzivany
pro stanoveni riboflavinu. Velmi rozsitenou metodou stanoveni riboflavinu je HPLC.
Pouziva se i lumiflavinova, fluorimetrickd metoda, kapilarni elektroforéza, tenkovrstva
chromatografie a mikrobiologicka metoda. Pti stanoveni vysSich koncentraci riboflavinu Ize

pouzit i polarografické metody. [19, 20, 21, 22]

Izolace riboflavinu

Pfed samotnym stanovenim riboflavinu je potieba provést jeho izolaci. Riboflavin je
V potravindch vazan esterickou vazbou na kyselinu fosforetnou ve form¢ koenzymu
specificky vazanych na sviij bilkovinny nosi¢ - apoenzym. K jeho uvolnéni se pouziva
hydrolyza mineralnimi kyselinami, jako jsou kyselina chlorovodikova nebo kyselina sirova.
Kromé kyselé hydrolyzy lze pouzit také enzymatickou hydrolyzu takadiastasou,

claradiastasou, papainem aj. Muze byt pozita i kombinace obou hydrolyz.[23]

Lumiflavinova metoda

Pro stanoveni riboflavinu se Casto pouziva lumiflavinovd metoda zaloZend na stanoveni
lumiflavinu, ktery vznika fotolyzou riboflavinu v alkalickém prostfedi. Ptimé fluorimetrické
stanoveni lze pouzit jen v nékterych piipadech; je méné specifické a je ruSeno ostatnimi

fluoreskujicimi latkami.[19, 20]
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Pfi stanoveni lumiflavinovou metodou se riboflavin ze vzorku uvolni kyselou nebo
enzymovou hydrolyzou, po zalkalizovani se pfevede ozafenim na lumiflavin, ktery se po
extrakci chloroformem stanovi fluorimetricky. Vzhledem k fotolabilité riboflavinu je nutné
celé stanoveni provadét za minimalniho pfistupu svétla. Metodu lze pouzit pro veskery
potravinafsky material rostlinného i1 zivocisného pivodu a pro farmaceutické preparaty.
Lumiflavinova metoda je velmi citliva a lIze ji stanovit 0,05 - 1 pg riboflavinu v 1 ml extraktu

vzorku.[19,20]

Mikrobiologicka metoda

U mikrobiologické metody se sleduje riist testovaného mikroorganismu na zakladé obsahu
piitomného vitaminu B,, coZ se projevi zménou mnoZstvi susiny, kterd se urcuje vazkove.
Také je mozné sledovat obsah pifitomného vitaminu méfenim intenzity vzniklého zakalu

turbidimetricky. [19, 24]

Kapilarni elektroforéza

Cataldi a kol. stanovovali obsah riboflavinu a flavinti ve vzorcich béznych potravin pomoci
kapilarni elektroforézy s fluorescen¢ni detekci. Navrzend metoda umoziuje jednoduché,
kvantitativni a velmi rychlé stanoveni velkého poc¢tu vzorkt. MuzZe byt pouzita na stanoveni
obsahu flavinii v potravinach a napojich rostlinného ptvodu. V pSenicné mouce védci
stanovili nejen obsah riboflavinu 26,5 pg.100g™, ale i mnozstvi FAD 24 pg.100g™ a FMN
18 pg.100g™. V mouce z tvrdé pienice byl stanoven obsah riboflavinu 50,2 pg.100g™ a
v kukufiéné mouce byl obsah riboflavinu 35,4 pg.100g™, FAD 31 pg.100g™ a FMN 16
1ng.100g™. [25]

Fluorescenéni spektrometrie

Garcia a kol. ve své préci pouzili pro stanoveni riboflavinu a dalSich dvou vitamin ve
vitaminovych preparatech fluorescencni spektrofotometrii. Tato metoda umoziiuje provést
jednoduchou a rychlou analyzu, ma vysokou citlivost a je aplikovatelna pro Siroky rozsah

koncentraci. Pro riboflavin byl u této metody detekéni limit 9 pg.l™. Riboflavin byl
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stanovovan u vitaminovych preparatt, kde stanovené mnozstvi bylo témét shodné

S mnozstvim uvadénym vyrobcem. [26]

Tenkovrstva chromatografie

Polsti védci zjistovali pfitomnost derivatl flavinu v pekaiském drozdi pomoci tenkovrstvé
chromatografie. Na tenkovrstvou chromatografii byly pouzity platy silikagelu a celulosy.
Vyzkouseli n€kolik riznych vyvijecich soustav pro oba druhy adsorbentli, pficemz jako
nejvhodnéjsi vyvijeci soustava byla vybrana smés: n-butanol — kyselina octova — voda.
Pomoci tenkovrstvé chromatografie védci stanovili jednotlivé flavinové derivaty a podafilo

se jim také identifikovat novy derivat flavinu v drozdi.[16]

Stanoveni riboflavinu metodou HPLC

Metoda HPLC ma Siroky rozsah pouzitelnosti a dobrou piesnost analyzy umozilujici

stanoveni malych mnoZstvi S vysokym rozliSenim.[23]

Metoda HPLC/UV byla pouzita pro stanoveni obsahu riboflavinu napft. v tavenych syrech.
U vzorku byla provedena kysela hydrolyza pomoci HCI a proteiny byly vysrazeny kyselinou
trichloroctovou. Pro stanoveni riboflavinu byla pouzita mobilni faze o sloZeni octan sodny a

methanol s gradientovou eluci. Signal byl sniman detektorem pii vinové délce 270 nm.[27]

Munoz a kol. zjistovali obsah riboflavinu v kravském mléce a nahrazce mléka, ve kterém
byl ZivociSny tuk nahrazen rostlinnym. Vzorky byly pfed samotnym stanovenim upraveny
octanem olovnatym a kyselinou octovou. Stanoveni riboflavinu bylo provedeno metodou
HPLC/UV. Pii stanoveni byla pouzita mobilni fdze o sloZeni methanol a kyselina octova.
Detekce byla provedena pii vinové délce 270 nm. Bylo zjiSténo, ze ndhrazka mléka méla

mirné vys§i koncentraci riboflavinu nez kravské miéko. [28]

Pro stanoveni obsahu riboflavinu v jatrech byla také pouzita metoda HPLC/UV. U vzorki
jater byla provedena kysela hydrolyza pomoci HCI a ptidavkem kyseliny trichloroctové byly
vysrazeny proteiny. Na konecné vycifeni byla pouzita ¢inidla Carrez I a |l. Mobilni faze
byla: octan sodny a methanol. Byla pouzita gradientova eluce. Signal byl sniman detektorem

UV pfi vinové délce 270 nm. Nejvyssi obsah riboflavinu byl stanoven u kuiecich jater,

cvwr
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Cilem prace mad’arskych védci bylo stanovit obsah thiaminu a riboflavinu ve vepfovém
mase a jatrech metodou HPLC/UV. U vzorkl byla pouzita kombinace kyselé a enzymové
hydrolyzy na uvolnéni vitaminti. Na kyselou hydrolyzu byla pouzita HCI a na enzymovou
takadiastasa, claradiastasa a papain. Mobilni faze méla slozeni dihydrogenfosfore¢nan
draselny a acetonitril. Byl pouzit UV detektor pifi vinové délce 254 nm. Stanoveny obsah
riboflavinu ve vepfovém mase a jatrech byl srovnatelny s obsahem uvadénym v literatufe.

[29]

Ekinci zjistoval obsah riboflavinu v tradiénim tureckém cerealnim pokrmu tarhana. Tarhna
se vyrabi z pSenicné mouky, jogurtu, drozdi a vafené zeleniny. Vitamin byl ze vzorki
extrahovan pomoci metody SPE - extrakce na pevné fazi. Na stanoveni vitaminu byla
pouzita metoda HPLC/UV. Mobilni faze byla hydrogenfosfore¢nan draselny a methanol.
Detekce byla provedena pii vinové délce 220 nm. [30]

Monferrer-Pons a kol. pouzili pro stanoveni riboflavinu a dalSich ¢ty ve vodé rozpustnych
vitamini v multivitaminovych pfipravcich metodu HPLC s pifimym nastiikem a UV detekci.
Bézné pouzivanou mobilni fazi je propanol, ale pouziti jinych alkoholi mize byt vyhodné
pro zvySeni piesnosti. Mobilni faze byla pentanol a fosfatovy pufr. Stanovené obsahy
riboflavinu v multivitaminovych ptipravcich se piili§ nelisily od obsahti deklarovanych
vyrobci.[31]

Moreno a kol. pouzili ve své praci pro stanoveni péti ve vodé rozpustnych vitamind
v multivitaminovych preparatech metodu HPLC/UV. Mezi stanovovanymi vitaminy byl i
riboflavin. VVzorky byly upraveny metodou SPE - extrakci na pevné fazi. Pfi této extrakci
jsou odstranény ze vzorku slozky, které by ruSily chromatografické stanoveni vitaminu.
Poté byly vitaminy analyzovany pomoci HPLC. Byla pouzita mobilni fize o sloZeni
methanol a octan sodny. UV detekce byla provedena pfi vlnové délce 270 nm. Stanoveny
obsah riboflavinu v multivitaminovém preparatu byl o néco vys$i nez obsah uvadény

vyrobcem. [32]

Holler a kol. pouzili pro automatické stanoveni riboflavinu, riboflavin-5'-fosfatu a dalsich
peti ve vodeé rozpustnych vitaminli ve vitaminovych tabletach metodu HPLC s UV detekci.
Automatické stanoveni zahrnuje Upravu vzorku (extrakci, homogenizaci, filtraci) 1 jeho
nastfik do chromatografu. U vzorku byla provedena extrakce kyselinou octovou a

acetonitrilem. Mobilni faze byla: fosfatovy pufr a methanol. Pro stanoveni riboflavin-5'-
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fosfatu byla pouzita vinova délka 264 nm a pro stanoveni riboflavinu 280 nm. Tato nova
automatickd metoda byla wuznidna pouzitelnou pro béznou analyzu vSech typl
multivitaminovych tablet. Stanovené mnozstvi riboflavinu ve vitaminovych tabletach bylo o

néco nizsi neZ mnozstvi uvedené vyrobcem.[33]

Spanéliti védci navrhli kapalinovou chromatografii pro separaci a stanoveni deviti vitamint
skupiny B, mezi nimiz byl i riboflavin, v détské vyzivé. Metoda je zaloZena na pouziti nové
amidové stacionarni faze. Mobilni fazi byl acetonitril s fosfatovym pufrem. Byla pouzita
gradientova eluce a detektor s diodovym polem. U vzorki byla provedena kysela hydrolyza
HCI a enzymova hydrolyza takadiastasou. Pouzita metoda poskytla velmi dobré vysledky
pro analyzované vzorky détské vyzivy. [34]

Chen a kol. pouzili pro soubezné stanoveni 10 ve vodé€ rozpustnych vitamind, mezi nimiz
byl i riboflavin, v multivitaminovych tabletach metodu HPLC/ESI-MS. Jedna se o nové
vyvinutou metodu, kterd je dostatecné citliva a selektivni. Mobilni fazi byl methanol ve
vodném roztoku heptafluormaselné kyseliny a byla pouzita gradientova eluce. Stanoveny
obsah riboflavinu ve vitaminovych tabletach byl témét shodny s obsahem uvadénym

vyrobcem.[22]

Dansky védec ve své praci optimalizoval pouziti smési enzyma a ultrazvuku na uvolnéni
proteinovych a fosfatovych vazeb riboflavinu pii stanoveni jeho obsahu v potravinach. Smés
enzymi obsahovala a-amylasu, proteinasu a fosfatasu. Pouziti ultrazvuku pii enzymové
hydrolyze urychluje priabéh celého procesu. Pro srovnani byla provedena také hydrolyza
kombinaci HCI a takadiastasy. Stanoveni obsahu vitaminii bylo provedeno u 16 vzorkd,
mezi nimiz byly mlééné vyrobky, maso, zelenina, ceredlie a drozdi, metodou HPLC s
fluorescencnim detektorem s excitacni vinovou délkou 468 nm a emisni vinovou délkou 520
nm. Mobilni fazi byl methanol upraveny pufrem. U obou zptsobu hydrolyzy byly zjistény

témet shodné obsahy riboflavinu v analyzovanych vzorcich. [35]

Russell a kol. pouzili plné automatickou metodu pro soubézné stanoveni FMN, FAD a
riboflavinu ve vzorcich potravin (jatra, maso, vejce, mléko). Jedna se o kombinaci
automatické extrakce a metody HPLC. Automatickd extrakce byla srovndna s extrakci
provedenou manualné. U obou extrakci byl pouzit methanolem, methylen chlorid a
fosfatovy pufr. Stanoveni bylo provedeno metodou HPLC s fluorescenénim detektorem,

kde excitacni vinova délka byla 450 nm a emisni vlnova délka 522 nm. Mobilni fazi byl
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acetonitril upraveny fosfaitovym pufrem. Po manualni i automatické extrakci nebyl

zaznamenan vyznamny rozdil v obsahu FMN, FAD a riboflavinu u jednotlivych vzork.[36]

Gliszcynska a Koziolowa testovali pomoci HPLC ptitomnost derivata flavinu v pekaiském
drozdi. HPLC s fluorescenénim detektorem se pouziva pro kvalitativni a kvantitativni
stanoveni riboflavinu a vSech jeho derivatii v pfirodnich zdrojich. Tato metoda dava vice
moznosti separace a stanoveni vSech slozek flavinu, i kdyz jsou obsazeny ve velmi malém
mnozstvi. Stanoveni FAD a FMN vyzaduje extrakci, pfi které nedojde k jejich hydrolyze.
FMN je stabilni ve vodném prostiedi pii pH 7. FAD je relativné stabilni v destilované vodée
a neméni se pii teploté do 60 °C. Pfi stanoveni byly pouzity tfi druhy mobilni faze: methanol
s hydrogenuhlicitanem amonnym, methanol s octanem amonnym a methanol
s demineralizovanou vodou. Pro isoalloxazinové derivaty byl pouzit fluorescen¢ni detektor,
kde excita¢ni vlnova délka byla 450 nm a emisni vlnova délka 530 nm. Pro alloxazinové
derivaty byla excitani vinova délka 380 nm a emisni 430 nm. Obsah celkovych flavini

v erstvém drozdi byl 17,9 png.g™.[16]

Spandliti védci stanovovali obsah riboflavinu, FMN a FAD u 16 druhti vina, 6 druht piva a
4 druht dzust metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci, kde excitacni vinova délka byla 265
nm a emisni vlnova délka 525 nm. Pro tuto metodu méla mobilni faze slozeni
dihydrogenfosforeCnan sodny s kyselinou fosforecnou a acetonitril. Byla pouzita
gradientova eluce. Riboflavin byl stanoven u vSech druha vina, u dvou druhii byl stanoven
FMN. Pouze u jednoho druhu piva byl stanoven FMN, FAD byl stanoven u vSech druht
piva stejné jako riboflavin. U vSech druhd dZzusu byl stanoven FAD, FMN a riboflavin.
Nejvyssi obsah riboflavinu byl stanoven v pivu a nejvyssi obsah FMN a FAD mély dzusy.
[37]
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2 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je separacni technika, kterd vyuziva déleni slozek mezi dvéma fazemi,
Z nichz jedna je mobilni a druhd stacionarni. Pii déleni dochazi k opakovanému transportu
molekul slozek do stacionarni fize a zpét do fize mobilni. Vyhody chromatografickych
metod jsou V jejich schopnosti rozdé&lit, ptipadné i kvantitativné stanovit desitky az stovky
slozek vzorku. DalSimi pfednostmi jsou rychlost a reprodukovatelnost rozd€leni, mala

spotieba vzorku a moznosti automatizace. [38, 39, 40, 41]

Kapalinova chromatografie je jednou z chromatografickych separa¢nich metod. Pro vSechny
metody kapalinové chromatografie plati, Ze mobilni fazi tvoii kapalina. Stacionarni faze
piedstavuje sorbent, ktery mize byt umistén plosné anebo v uzaviené trubici (kolong).
Z tohoto hlediska se také vyvinuly i nazvy jednotlivych metod kapalinové chromatografie.
V plo$ném uspotadani to jsou metody papirové a tenkovrstvé chromatografie, v kolonové
chromatografii se jednd o klasickou sloupcovou chromatografii a vysokou¢innou
kapalinovou chromatografii (HPLC — High Performance Liquid Chromatography). [38 , 42,
44]

2.1 HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie zahrnuje soubor metod zalozenych na rtzném
mechanismu separace, jejichz spoleCnym pojitkem je pouziti kapalné mobilni faze,
vysokotlaké techniky a G¢innych kolon pro rychlou analyzu. Tyto metody Ize dale ¢lenit na
[38, 41]:

- chromatografii v systému kapalina-kapalina, ktera se v dne$ni dobé pouziva jiz jen

V omezené mife,
- chromatografii v systému kapalina-tuha faze.
Chromatografie v systému kapalina-tuha faze se dale déli na:
- chromatografii na polarnich adsorbentech,
- chromatografii na nepolarnich a na sttedné polarnich chemicky vazanych fazich,

- iontoveé vyménnou chromatografii,
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- gelovou permeacni chromatografii vyuzivajici sterické vyluky latek,

- afinitni chromatografii.

2.1.1 Frontalni chromatografie

Kontinudlni pfivod analyzovaného materidlu nebo jeho smési s nesorbovanou mobilni fazi
do kolony vede nejprve k frontalni chromatografii a posléze k nasyceni sorbentu vsemi
slozkami ptivadéného materidlu. Po vyvinuti chromatogramu se pti pokracujicim ptivodu
smési nejprve vymyje fronta nejméné sorbované slozky, po ni smés prvé slozky a silnéji
sorbované sloZzky atd. AZ po proraZeni smési vSech slozek odchazi z kolony smés stejného
slozeni jako smés pfivadénd. Prerusenim ptivodu analyzované smési do jiz nasycené kolony
a pfipojenim piivodu samotné mobilni fdze dojde k vyvoji opacného frontdlniho

chromatogramu.[39, 43]

2.1.2 FElu¢ni chromatografie

Z hlediska separace analyzované smési je u¢innéjsi elu¢ni chromatografie. Na vstup kolony
se zavede jednordzové davka analyzovaného materialu, kterd se pak promyvéa kolonou
proudem nesorbované mobilni faze. Pfitom dochazi k vyvoji a diferencialni migraci eluc¢nich
zon jednotlivych slozek smési. Pfi pokracujicim pfivodu mobilni fize nakonec dojde

K postupnému vymyvani jednotlivych zon ven z kolony.[39, 43]

2.1.3 Vytésnovaci chromatografie

Pokud staciondrni faze funguje jako adsorbent a za mobilni fazi se pouzije latka, kterd se
adsorbuje silnéji nez kterakoliv slozka analyzované smési pak pfi jinak stejném postupu jako
u eluéni chromatografie dojde k vytésiiovaci chromatografii. Nejméné adsorbovana slozka
je vytésiiovana silnéji adsorbovanou slozkou, az nejsilnéji adsorbovana slozka analyzované

smési je vytésnovana privadénym vytésiiovacim ¢inidlem.[39, 43]

2.2 Kapalinovy chromatograf
Kapalinovy chromatograf (Obr. 3) se sklada ze [38, 41, 45]:

- zasobniku mobilni faze,
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- Cerpadla,

- davkovace vzorku,
- kolony,

- detektoru,

- sbérace frakci.
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Obr. 3 Schéma kapalinového chromatografu

Mobilni faze z vhodného zasobniku je davkovana vysokotlakym cCerpadlem vybavenym
¢idlem k méfeni tlaku pres filtr tuhych ¢astic, prutocny tlumi¢ pulzi a ptes zafizeni pro
davkovéani vzorku do chromatografické kolony a detektoru. Také je mozno pouzit fady
doplitkkovych zafizeni, jako jsou ochranné filtry a ptedklony, zafizeni pro odplyhovani
mobilni faze, ventily pro pifepojovani né€kolika chromatografickych kolon v pribéhu

separace a je mozno pouzivat i dvou ¢i vice detektort fazenych za sebou.[38, 41, 45]

2.2.1 Cerpadla

Obecnym pozadavkem na funkci Cerpadel je, aby davkovani bylo plynulé, tj. bez pulst,
které by mohly zpiisobit vykyvy v detektoru. Dale musi Cerpadlo zarucit konstantni pritok
mobilni faze, plynule regulovatelny v rozsahu asi 0,1 az 10 ml.min™, umozfujici kvalitativni
i kvantitativni analyzu. Zaroven je tfeba, aby konstrukéni material byl chemicky odolny proti

korozivnim t¢inktim dopravovanych kapalin.[38, 41, 46]
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Cerpadla Ize rozdélit podle toho, zda dodavaji mobilni fazi bez pulsii nebo pulsujici.
Pulsujici jsou Cerpadla pistovda a membranova. Pii kazdém pohybu pistu nebo membrany
vpted dochazi k vytlaceni malého objemu mobilni faze do chromatografického systému a pii
pohybu zpét se komora naplni. Pulsovani Ize zna¢n¢ omezit pouzitim zdvojenych cerpadel a

zatazenim tlumice pulst.[43, 45]

Bezpulsni ¢erpadla jsou konstruovana bud’ jako linearni davkovace, nebo jako pneumatické
zesilovace. Linearni davkovac je valcovd komora o objemu 200 az 500 ml, ve které se
pohybuje dokonale utésnény pist. Pneumaticky zesilovac je zaloZen na obdobném principu,

ale pohyb pistu obstarava membrana o velké plose, kterou pohybuje tlak vzduchu. [45, 46]

2.2.2 Gradientova zarizeni

Slozitéjsi smési latek lze v chromatografické koloné vyhodné délit gradientovou eluc¢ni
technikou. Gradientova eluce se pouZiva k déleni smési, jejichz sloZky se zna¢né lisi retenci
pii eluci s konstantnim slozenim mobilni faze. Jeji princip spociva v pouziti mobilnich fazi,
jejichz sloZeni se méni s ¢asem. Toho se dociluje michanim nékolika slozek v poméru, ktery

se tidi predem zvolenym ¢asovym programem.[38, 41, 46]

Nejjednodussi zafizeni umoziujici exponencialni prub¢h gradientu se sklada ze dvou nadob
spojenych trubickou. V prvni nadobé je méné¢ polarni, v druhé polarnéjsi eluent. Pistové
nebo membranové cerpadlo saje z prvni nddoby a dodava eluent do kolony. Polarnéjsi
eluent pomalu vtékd do prvni nadoby a michadlo zajiStuje promichavani. Moderni
gradientova zafizeni se mohou sklddat ze dvou linedrnich davkovact, které jsou
elektronicky fizeny tak, aby se v pribéhu experimentu jednotlivd Cerpadla podilela na

celkovém prutoku pozadovanym podilem.[39, 43, 45]

2.2.3 Davkovani vzorku

Konstrukce zafizeni pro davkovani vzorku na chromatografickou kolonu mize vyznamné
ovlivnit u¢innost separace. Pfi nedokonalém davkovani miZe dochazet k vyznamnému
roz§ifovani elu¢nich zon vlivem mimokolonového ptispévku dadvkovaciho zatizeni, zejména

pfi pouziti vysoce uéinnych kolon.[38, 46]

Vzorek se davkuje do kolony bud’ pfimym néstfikem stiikackou, ptfediazenou davkovaci

smyckou nebo automatickymi davkovaci.[38, 47]
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Pro piimy nastfik je kolona opatfena nastfikovaci hlavou se septem. Stiikacky pro
kapalinovou chromatografii maji specialni konstrukci, jsou plynotésné a muze se jimi
nastfikovat vzorek az do pretlaku 10 MPa. Nastiikovaci hlava musi mit maly objem a cely

prostor musi byt dokonale vyplachovan mobilni fazi.[42, 45]

Druhy zptisob davkovani pouziva Sesticestny kohout s davkovaci smyckou. Davkovaci
smyCka se znamym objemem je soucasti vicepolohového ventilu, ktery umoziuje zménit
postup mobilni faize do kolony. V jedné poloze je zdroj toku spojen piimo s kolonou a
S vlastni davkovaci smyckou je mozno libovolné manipulovat. Otocenim kohoutu do druhé
polohy je smycka viazena do kapalinového vedeni mezi Cerpadlo a kolonu a jeji obsah je

mobilni fazi vytlaéen do kolony.[42, 45]

Pti tfenim zpisobu davkovani vzorkl se pouzivaji automatické davkovace, které na rozdil
od piedchozich manudlnich zplisobti umoziuji davkovat automaticky fadu vzorki po sob¢
bez zasahu obsluhy pfiistroje. To je vyhodné zejména pro sériové rutinni analyzy tady
vzorkll, zejména pokud lze davkovac ovladat fidicim pocitacem, ktery soucasné kontroluje
zpracovani dat. Davkovac se skladd ze zasobniku s nddobkami se vzorky, které se pied
kazdym nastiikem posunou pod stiikacku davkovace. Ta vzorek nadobky nasaje do
davkovaci smycky, po piepnuti ventilu se vytlac¢i vzorek ze smycky do chromatografické

kolony.[38, 41, 42]

2.2.4 Chromatografické kolony a jejich naplné

Volba vhodné kolony ma ve vysokoucinné kapalinové chromatografii rozhodujici vyznam,
nebot’ vysledek chromatografické analyzy je predevS§im urcovan kvalitou kolony a jeji
naplné. Optimalniho vyuZziti vlastnosti chromatografické kolony se dosdhne pouze
Vv piistroji, kde jsou 1 ostatni ¢asti konstruovany s ohledem na pouzitou chromatografickou

kolonu.[38, 44, 47]

Kolony pro HPLC jsou rovné trubice s hladkym vnitinim povrchem, zhotovené z materialu,
ktery musi odolavat jak relativné vysokym pracovnim tlakiim, tak i chemickému pisobeni
mobilnich fazi a separovanych latek, na néZ rovnéz nema plsobit katalyticky, aby nedoslo
k rozkladu vzorku v pribéhu analyzy. PouZzivaji se beze§vé trubice s vnitinim povrchem

Z antikorozni oceli nebo niklu. Do tlakti 20 MPa lze pouzit i kolon ze specialn¢ vytvrzeného
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skla. Pouzivaji se i trubice z vysoce inertnich plastli, umisténé ve specialnich kovovych

pouzdrech.[38, 43]

Délka kolony je zavisla jednak na materialu, kterym je naplnéna a také na tom, kolik
teoretickych pater je potieba k separaci dané smési latek. Pokud se vychazi z toho, jakym
materialem je kolona plnéna, pak plati, ze ¢im mensi je zrnéni sorbentu, tim je kolona kratsi.
Vnitini pramér kolon a tloustka stény zavisi na tom, z jakého materialu jsou kolony
zhotoveny. Pro tlaky vys$i nez 50 MPa se musi pouZit nerezova ocel a pomér vnitiniho
pruméru a tloustky stény ma byt nejvyse 1 : 0,25. Pro sklenéné kolony se doporucuje

neptekracovat 10 MPa, pfi¢emz tloustka stény ma byt 3 az 6 mm. [39, 46]

V analytickych kolonach se pouZivaji ndpln€é s poréznimi €asticemi o velikosti 3-10 pm
sférického nebo nepravidelného tvaru. Jsou vyvijeny i neporézni naplné pro chromatografii
Vsystému s obracenymi fazemi. V systémech s obracenymi fizemi se pouZivaji
oktadecylsilikagel, oktylsilikagel a nepolarni chemicky vazané faze s alkyly o jinych délkach
a s chemicky vazanymi aryly nebo alkylaryly. V systémech s normalnimi fazemi je nejcastéji

pouzivanym polarnim adsorbentem silikagel.[42, 43]

2.2.5 Detektory

Detektor poskytuje informace o slozeni eluatu vystupujiciho z kolony, a tim umoznuje
kvalitativni i kvantitativni hodnoceni vysledkt analyzy. Detektor sleduje pomoci vhodného
snimace nekterou z vlastnosti eludtu a signal se po zesileni piivadi do zapisovace, ktery
poskytuje zaznam zavislosti intenzity daného signalu na ¢ase. K detekci separovanych latek
se zpravidla vyuziva jejich uréitych vlastnosti, jimiz se tyto latky 1i$i od sloZzek mobilni

faze.[42, 46]

Rozlisuji se dva typy detektord — selektivni a univerzalni. U selektivnich detektort je jejich
signal imérny koncentraci samotné detekované latky v eluatu. U univerzalnich detektort je
jejich odezva umérna urcité vlastnosti eluatu jako celku, tj. analyzované latky a mobilni

faze.[38, 43]

Idealni detektor pro kapalinovou chromatografii by mél umoZziovat detekci vSech typtl

-----

koncentraci analyzované latky, mél by mit vysokou citlivost a nizkou uroven sumu, nemél

by byt citlivy ke zm&€ndm tlaku, pritoku mobilni faze a teploty, mél by mit minimalni
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prispévek k rozsirovani elunich zon latek a mél by umoziovat pouziti gradientové eluce ¢i

jinych technik s programovanou zménou pracovnich podminek.[38, 46]
Nejpouzivangjsi detektory jsou:
Fotometrické detektory

Fotometrické detektory pracuji v ultrafialové (vinova délka 280-400 nm) a viditelné oblasti
(vinova délka 400 -700 nm). Lze je délit do ¢tyt zakladnich typu [42, 43, 45]:

1) Detektory, které pracuji sjednou pevné nastavenou vinovou délkou,
pouzivaji vétSinou jako zdroje zéafeni nizkotlakou rtutovou vybojku
opatfenou na vystupu zéafeni interferencnim filtrem. M¢ti rozdil absorbance
mezi mérnou a srovnavaci celou, v niz mize byt bud’ vzduch nebo mobilni

faze.

2) Na stejném principu jsou zaloZzeny detektory, u nichZ lze volit mezi nékolika
piedem danymi vinovymi délkami pomoci vyménitelnych interferencnich
filtrd.

3) Detektory vybavené polychromatickym zdrojem zafeni, nejCastéji
deuteriovou vybojkou a monochromatorem, jsou z konstrukéniho hlediska
malé spektrofotometry s pratocnymi mikrokyvetami. Tyto detektory

umoziuji volit libovolnou vinovou délku zateni pro detekeci.

4) Spektrofotometrické detektory s rychlym zdznamem spektra bez pieruseni
chromatografické¢ separace jsou vétSinou zaloZeny na soucasném meéfeni
signalu velkého poc¢tu miniaturnich plosnych fotodiod — tzv. ,,photodiode-
array” detektory. Tyto detektory umoziuji soucasnou detekci a integraci

signall pii nékolika vinovych délkach.

Fluorimetrické a fosforimetrické detektory

Princip detekce je zaloZen na tom, ze latky s urcitymi funkénimi skupinami v cele detektoru
absorbuji ultrafialové zafeni, jehoZ pohlcend energie se zCasti vyzaii ve formé
luminiscen¢niho zafeni o niZ8i energii, nez ma zéfeni excitacni. Fluorimetrické detektory
jsou vysoce selektivni a citlivé a uplatiiuji se pifi stopové analyze, zejména biochemicky

vyznamnych latek.[41, 43, 46]
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Nejjednodussi fluorimetrické detektory pouzivaji rtutové vybojky a interferencniho filtru
jako zdroje monochromatického excitacniho zéfeni a detekuji fluorescencni zatreni soucasné
pii vSech vilnovych délkach po oddéleni zbytku rozptyleného excitacniho zafeni hranovym
filtrem.[43, 46]

Elektrochemické detektory

Slouzi Kk detekci latek schopnych elektrochemické reakce. Tyto detektory méti proud
vyvolany pi1 prichodu redukovatelné ¢i oxidovatelné latky mérnou celou, ve které jsou
umistény elektrody, na néz je vlozeno pracovni napéti nezbytné k prubehu elektrochemické
reakce. VétSinou se pouziva ttielektrodového systému (elektrody mérné, srovnavaci a

pomocné). [38, 43]

Refraktometrické detektory

Poskytuji odezvu imérnou rozdilu indext lomu eludtu v mérné cele a srovnavaci kapaliny
(mobilni faze) v referencni cele. Citlivost detekce je umérna rozdilu indexu lomu latky a

indexu lomu mobilni faze, je vSak podstatné nizsi nez u specifickych detektori.[43, 46]

Vodivostni detektory

Tyto nespecifické detektory méfti elektrickou vodivost eluatu v pritokové cele mezi dvéma
elektrodami, na néz je vkladano sttidavé napéti, aby se zabranilo jejich polarizaci. Jsou
vhodné pro detekci iontovych latek, které zprostfedkuji vedeni elektrického proudu v
roztocich. Mobilni fize by méla byt pokud mozno nevodiva, tj. voda, popfipadé¢ vodné

roztoky organickych rozpoustédel.[38, 43, 46]
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Hmotnostni detektor

Eluat z kolony je veden do proudu pracovniho plynu (nejéastéji dusiku) a s nim do
rozpraSovace. Aerosol potom prechazi do vypatovaci kolony, kde se odpaii rozpoustédlo.
Méné tekavé detekované latky zlstanou v pracovnim plynu ve formé tuhych ¢astic. Na nich
dojde Krozptylu svétla ze svételného zdroje a rozptylené svétlo je zachycovano
fotoelektrickym nasobic¢em, ktery je umistén pod thlem 120° vici ose svételného paprsku.
Vyhodou tohoto detektoru je moznost analyzovat Siroky rozsah slou¢enin. Mohou byt
analyzovany také slouceniny, které¢ jsou teplotné nestdlé nebo maji velkou molekularni

hmotnost.[42, 48]
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3 CEREALNI TECHNOLOGIE

Cerealie, nebo-li obiloviny, provazeji lidskou spole¢nost od nepaméti. Na zaklad¢
historickych poznatkl se predpoklada, ze ndznaky péstovani obilovin v Asii byly jiz ve 12.
az 10. tisicileti pfed nasim letopoc¢tem. Prvni zpravy o chlebu kypieném kvaskem se objevuji
ve vychodnim Stfedomofi kolem roku 1800 pied nasim letopoctem. K jeho rozsifeni doslo
zhruba o 1000 let pozd€ji a az zaCatkem naSeho letopoctu se rozsifila znalost vyroby
kvaSené¢ho tésta do stiedni Evropy. Obiloviny si udrzely v pribéhu tisicileti vylucné
postaveni zakladni potraviny. Ve druhé poloviné 20. stoleti, ale dochazi k poklesu piimé

spotieby vyrobku z obilovin.[49, 50]

Pro lidskou vyzZivu se pfimo pouZziva z obilovin vyhradné zrno. Obiloviny (ceredlie) patii
botanicky mezi traviny — latinsky Gramineae. Téméf vSechny znamé obiloviny patii do
celedi lipnicovité, latinsky Poaceae. Spole¢ny botanicky piivod obilovin Celedi lipnicovité
piedurcuje jejich znacnou vzajemnou podobnost jak ve struktufe a tvorbé zrna, tak v jeho
chemickém slozeni. Vlivem raznych klimatickych podminek a béhem staleti Slechténi a
péstovani se v8ak soucasné vytvorily odlisnosti mezi jednotlivymi botanickymi rody a druhy
obilovin i mezi jednotlivymi odrtidami téhoz druhu. Postupem doby se zjistila vhodnost
riznych obilovin pro rtizna zpracovani a proto jen nékteré ziskaly dominantni postaveni ve

vyuZiti pro pekarenské ucely. [49, 50, 51]

Piehled potravinafsky vyuzivanych obilovin je uveden v tabulce (Tab. 3).
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Tab. 3. Prehled obilovin bezné péstovanych a vyuzivanych

pro potravinarské ucely [50,52]

Cesky Latinsky
pSenice obecna Triticum aestivum
pSenice tvrda Triticum durum
Zito seté Secale cereale
tritikale Triticale
je¢men vicetady Hordeum vulgare
je¢men dvoufady Hordeum distichum
oves sety Avena sativa
ryze seta Oryza sativa
kukufice seta Zea mays
proso seté Panicum miliaceum
¢irok Sorghum sp.

3.1 Morfologicka stavba zrna obilovin

Morfologicka skladba zrna vSech obilovin je ptiblizné shodna. Klas i zrno pSenice obecné je
na obrazku (Obr. 4 ). Zrna se lisi pfedevsim tvarem, velikosti a podilem jednotlivych vrstev.
Tvary zrna jsou od tenkych protahlych az po téméf kulata, zastoupeni a potadi jednotlivych
vrstev je vSak shodné. Charakteristické pro jednotlivé obiloviny je to, zda ma zrno pluchy
nebo je nah¢, a tvar zrna. Absolutni rozméry zrna se mohou ponékud liSit 1 pro stejny druh
obilovin v zavislosti na odrud¢, klimatickych podminkach kazdého roku a lokality, kvalité
pudy a agrotechnice. Kazda obilka se sklada z endospermu, kli¢ku a obalovych vrstev. [52,
53]

Obr. 4. Psenice obecna
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Endosperm ptedstavuje 84 — 86 % hmotnosti zrna, je tvofen velkymi hranolovitymi
bunikami a obsahuje predevsim skrob a bilkoviny. Od obalovych vrstev je oddélen vrstvou
aleuronovych bunék, obsahujicich bilkoviny, mineralni latky, tuky a vitaminy. Aleuronova
vrstva mize byt vymleta spole¢né s endospermem do mouk nebo ji ¢ast zistava ulpéla na
otrubach. Endosperm zajistuje vyzivu zarodku a pfi zpracovani tvoii podstatnou slozku

finalniho vyrobku. Pti vyZivé a krmeni je hlavnim zdrojem energie a bilkovin.[50, 52]

Kli¢ek tvofi nejmensi ¢ast obilky. Obsahuje mnoho Zivin, protoZe slouzi jako zarodek nové
rostliny. Ziviny musi byt v dobé p¥iznivych podminek pro vykli¢eni pohotové k dispozici.
Mimo jednoduchych cukrii obsahuje klicek bilkoviny, aminokyseliny a zna¢né mnozstvi
vitaminu E. V klicku je obsazen také tuk. Proto jsou klicky pied mletim obilky
odstraniovany tak, aby v ziskané mouce nebyl tuk hydrolyzovan a nevznikla zlukla chut’.[50,

54]

Obaly tvoii 8 — 14 % hmotnosti zrna. Jsou tvofena n€kolika vrstvami bunck, které chrani
endosperm a kli¢ek pied vysychanim a mechanickym poskozenim. Obalové vrstvy se
skladaji z oplodi a osemeni. Oplodi je tvofeno nerozpustnymi a obtizn¢ bobtnajicimi
materialy, pfedevsim celulosou. Osemeni nese v buiikach barviva a urcuje tak vnéjsi vzhled

zrna.[50, 52]

3.2 Chemické slozeni obilovin

Chemické slozeni vétSiny obilovin se pfili§ nelisi. Daleko vétsi variabilita ve slozeni je mezi
odriidami jednoho druhu obili. Také piidni, klimatické a agrotechnické podminky maji velmi
vyrazny vliv na chemické sloZeni zrna a v nékterych ptipadech i na vlastnosti jednotlivych

slozek.[50, 55]

Chemické slozeni riznych druht obilovin uvadi tabulka (Tab. 4).
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Tab. 4. Obsah jednotlivych slozek v obilovinach (v % hmot. pri 15 % vihkosti
obili)[50]

Obiloviny mineralie bilkoviny tuky sacharidy
Zito 1,7 9,0 1,7 70,7
Psenice durum 1,7 13,2 2,4 65,0
JeCmen s pluchami 2,5 9,5 2,1 67,0
Oves s pluchami 3,2 10,3 4.8 56,4
Kukufice 15 11,0 4.4 67,2
Proso loupané 1,8 11,5 3,9 68,1
Ryze Paddy 4,0 6,9 1,6 68,4

3.2.1 Bilkoviny obilovin

Zrala zrna obilovin obsahuji podle druhti a odrad nejcastéji 9 — 13 % bilkovin v suSiné. Mezi
jednotlivymi obilovinami neni velky rozdil v zastoupeni jejich zékladnich sloZzek
aminokyselin. Zcela dominantni aminokyselinou v obilovinach je kyselina glutamova, ktera
je ovSem témét vyhradné pfitomna jako glutamin. Druhou nejvice obsazenou
aminokyselinou je prolin, ktery diky svému strukturnimu uspotddani dava piedpoklady

K vytvofeni pruzné prostorové bilkovinné struktury pSeni¢ného tésta.[49, 54]

Ze vSech obilovin jsou nejlépe prozkoumany bilkoviny pSenice, které maji také nejvetsi
technologicky vyznam. Z technologického hlediska jsou nejvyznamnéjsi zasobni proteiny
pekaiskych obilovin, které jsou obsazeny v endospermu, prolaminy a g luteliny,za
soucasného vlozeni mechanické energie na hnéteni za ptitomnosti vzdusného kysliku tvoii
pevny gel, ktery se nazyva lepek. Pfi hnéteni pSeni¢né mouky s vodou dochazi ke vzniku

lepku a ten tvoii vlastni , kostru® té€sta.[49, 54, 56]

Chemické slozeni lepku a koloidné chemicky stav bilkovin ovliviiuji jeho fyzikalni vlastnosti.
Lepek vytvati konstituci tésta tim, ze tvofi trojrozmérnou sit' peptidovych fetézch

propojenych navzajem riznymi mustky a vazbami.[50, 55]

3.2.2 Sacharidy obilovin

V obilném zrnu lze nalézt pestrou paletu sacharidi od jednoduchych cukri az po

vysokomolekularni polysacharidy.[52]
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Volné monosacharidy se vyskytuji ve zralych obilnych zrnech pouze v nepatrném mnozstvi
a to predevSim vklicku. Do mouky se jich dostdvd jen malo. NejdilezitéjSimi
monosacharidy v obilovinach jsou: pentosy — arabinosa, xylosa, ribosa; hexosy — glukosa,

fruktosa, galaktosa, mannosa.[50, 52, 54]

Ve zralém, neporuseném a suchém zrnu se i oligosacharidy vyskytuji ve velmi nizkych

koncentracich. Nejvice se v zrnu nachazi maltosa a sacharosa.[52, 54]

Z technologického hlediska jsou vedle bilkovin nejvyznamnégSi skupinou biopolymert
obilovin polysacharidy. Zasobni polysacharidy, jejichz typickym ptedstavitelem je Skrob,
jsou pro organismy zdrojem ¢&i rezervoarem energie. Skrob je obsaZen v zrnech obilovin
v endospermu. Jeho obsah tvofi ptiblizné 60 — 75 % suSiny obilek a kolisa zhruba
vV uvedeném rozmezi podle druhti a odrid. Jeho obsah v mouce, které je tvofena prevazné

endospermem, je jesté vyssi — cca 80 %.[50, 52, 54]

Z hlediska lidské vyzivy jsou dilezité celulosa, hemicelulosy, lignin aj., které tvofi
podstatnou ¢ast vlakniny. Dale je pfitomna skupina rozpustnych nebo ve vodé bobtnajicich
polysacharidi, které jsou schopny vytvaret vysokoviskdzni a vysokovazné koloidni systémy.

Patii sem napf. zitné pentosany, je¢né a ovesné [-glukany. [50, 52, 54]

3.2.3 Lipidy obilovin

Obilnd zrna jsou na lipidy pomérné chuda. Tuk je obsazen ptedevSim v klicku a v
aleuronové vrstvé. Tuky chlebovych obilovin jsou nazloutlé olejovité kapaliny, které
obsahuji nasycené mastné kyseliny v mnozstvi 18 — 25 %, kyselinu olejovou 16 — 18 %,

kyselinu linolovou 48 — 57 % a kyselinu a linolenovou - 5 %.[50, 54]

Tuk obsaZeny v obilce nema vétsi technologicky vyznam. V ptipadé nevhodného skladovani
mouky muize vSak dojit k hydrolyze tuku a nezadoucimu zvySovéani kyselosti mouky.

Zluknuti je podminéno vy3si vihkosti obili a rozvojem plisni produkujicich lipasy.[50, 54]

3.2.4 Vitaminy obilovin

Endosperm obilovin obsahuje pomérné malo vitaminti. V obalovych vrstvach a klicku je

obsah vitamin podstatné vyssi. Obiloviny je mozno povazovat za zdroj vitamini skupiny

B.[53]
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Vitamin B; (thiamin) se v obilovinach vyskytuje ve volné form¢. Obiloviny jsou povazovany
za jeden z hlavnich zdroji thiaminu. Je obsazen v klicku a v aleuronové vrstvé, a tedy i
Vv otrubach. Bilé mouky proto obsahuji podle stupné vymleti az asi desetkrat méné thiaminu
nez celozrnné mouky. Celozrnné cerealni vyrobky bohaté na thiamin vSak obsahuji také
relativné vysoké koncentrace vlakniny a fytati, které inhibuji intestinalni absorpci thiaminu i

dalsich latek. V pSenici obsah thiaminu vyssi nez v zitu. [4, 52, 51]

Vitamin B, (riboflavin) se nachazi rovnéz predevsim v klicku a v aleuronové vrstvé. Pti
skladovani a technologickém zpracovani jsou ztraty riboflavinu ponckud vys§i nez

thiaminu.[4, 52, 54] O riboflavinu je vice pojednano v kapitole 1.1.

Batifoulier a kol. zjistovali zménu obsahu riboflavinu v pSenicném zrnu, mouce a chlebu.
Bylo zkoumano 49 kultivard pSenice. PSeni¢na zrna mela velmi rozdilny obsah vitaminu.
Obsah riboflavinu v susing byl 0,48 — 1,06 ug.g™. Po mleti byl zistatek vitaminu v bilé
mouce 67 %. Pro srovndni v celozrnné mouce byl zistatek vitaminu 100 %. Obsah

riboflavinu v celozrnném chlebu byl dvakrat vyssi nez v bilé mouce. [46]

Kyselina nikotinova a nikotinamid (vitamin Bj3) jsou ve vysSich mnozstvich pfitomny
v pSenici a jeCmeni. Z jecného sladu se dostavaji do piva, které je jejich bohatym

zdrojem.[52, 54]

Obiloviny jsou dobrym zdrojem pyridoxinu, pantothenové kyseliny a biotinu. Vyssi obsah

téchto vitamini maji celozrnné cereéalni vyrobky a obilné kli¢ky.[4, 54]

Vitamin A (retinol) je obsazen ve formé svého provitaminu B-karotenu v kli¢cich. Vitamin
E (tokoferol) se ve vysoké koncentraci vyskytuje v pseni¢nych kli¢cich, z nichz se dokonce

izoluje pii vyrobé vitaminovych preparatl ve farmaceutickém pramyslu.[52, 54]
Obsah nékterych vitaminti v obilovinach uvadi tabulka (Tab. 5).

Tab. 5. Obsah vitaminii v obilovinach[51]

Obilovina obsah v mg kg~
vitamin B; Vitamin B, vitamin B; vitamin E
pSenice 1,35-19,0 0,62-7,6 15,0 - 83,7 9,0 -50,4
Zito 1,65-7,6 1,1-8,0 2,0-32,8 4,9 -36,9
jeCmen 3,0-9,2 1,0-15 30,0-75,2 44,6
oves 3,0-78 1,1-14 6,0 - 40,0 17,0 - 50,0
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3.3 Produkce obilovin

V soucasné dobé patii podle statistik FAO a OSN psenice ke dvéma obilovindm s nejveétSim
objemem produkce na svété. Jeji produkce trvale stoupala az do roku 1997, pak se
projevuje stagnace. Z hlediska celkového objemu produkce obilovin je objem produkované
pSenice priblizné stejny jako objem produkované ryze. Ta se ale jen malo zpracovava na
mouku a podil jejiho vyuziti pro pekaiské vyrobky je nizky.[52, 54]

V jinych ¢astech svéta mimo Evropu dosahuji zna¢ného vyznamu dalsi obiloviny, zejména
kukuftice, proso a ¢irok. Pekatské vyuziti téchto surovin na vyrobky podle naSich zvyklosti

je omezené, nebot’ nejsou schopny vytvofit pevnou strukturu klenutého vyrobku. V zemich,

kde jsou tyto suroviny pivodni, patii historicky k zakladnim surovinam.

V celosvétovém mgétitku jsou nejvétSsimi tradiCnimi producenty pSenice USA, Rusko,

Kanada, Australie, Argentina a Cina. [52, 54]

Také v CR se jiz od druhé svétové valky stala dominantni obilovinou p$enice. Jeji produkce
postupné stoupala a pfiblizné od 70. let 20. stoleti se produkce v CR stala sob&staénou.

Nejvetsi vykyvy V jeji produkei nastaly po privatizaci zemédélstvi po roce 1990. [52, 58]
Produkci psenice v letech 2002 az 2006 v CR uvadi tabulka (Tab. 6).

Tab. 6. Produkce psenice v CR[58]

Rok Produkce (mil. t)
2002 3,867
2003 2,638
2004 5,043
2005 4,145
2006 3,506

Ve srovnani s pSenici poklesla vyrazné produkce jedné z diive hlavnich evropskych plodin —
zita. Jeho produkce ¢ini kolem 50 miliond tun ro¢né. Je péstovano hlavné v zemich Stiedni

Evropy. [52, 55]

Produkce Zita v CR rovnéz zaznamenava vyrazny pokles. Pfitom vyznam Zita pro krmeni je
maly a lze tudiz pfedpokladat, ze pokles produkce odpovida klesajicimu podilu zitnych

mouk Vv pekarenské vyrobé. Pokles produkce Zita v CR je znaéné rychlejsi neZ v ostatnich
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statech Evropy a svéta. P¥itom v minulosti bylo Zito v Cechach dominantni obilovinou. [52,

58]

Produkeci Zita v letech 2002 az 2006 v CR uvadi tabulka (Tab. 7).

Tab. 7. Produkce Zita v CR [58]

Rok Produkce (mil. t)
2002 1,191
2003 1,593
2004 3,313
2005 1,968
2006 0,748
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4 STATISTICKE VYHODNOCENI VYSLEDKU

K charakterizovani urovné hodnot znaku jednorozmérnych statistickych soubort se uzivaji

stiedni hodnoty. [59]

Nejuzivanéjsimi stfednimi hodnotami jsou priméry. Aritmeticky prumér je nejcastéji
uzivanou stfedni hodnotou. Je definovan jako soucet hodnot znakli vSech statistickych

jednotek sledovaného souboru déleny jejich poctem. [59, 60]

Jsou-li k dispozici udaje o hodnotach znaku vSech statistickych jednotek sledovaného
souboru o0 rozsahu n statistickych jednotek a oznacime-li tyto hodnoty znaku xi, X,, ..., xn ,
pak se aritmeticky primér vypocita

n

X.
)—(:xl+x2+...+xn:iz_1: ' 1)
n n

Sttedni hodnoty patii k vyznamnym charakteristikam jednorozmérnych rozdéleni Cetnosti.
V¢Etsi pozndvaci hodnotu maji stiedni hodnoty jako miry tdrovné jevii u soubort
stejnorodych z hlediska znaku, ktery zkoumany jev vystihuje, tj. u soubort, u nichz je mala
variabilita hodnot tohoto znaku. Mé&feni variability hodnot znaki zkoumanych soubori
umoziilje posoudit kvalitu stfednich hodnot jako mér tirovné a rozsifuje znalosti o tomto
souboru z hlediska sledovaného znaku. K méfeni variability hodnot znakd uzivame rtzné

druhy mér variace.[59, 60]

Nejuzivangj$i mirou variace, ktera je rovnéz zavisla na hodnotach znaku vSech statistickych
jednotek sledovaného souboru je smérodatnd odchylka, kterd je kvadratickym pramérem

odchylek hodnot znaku od jejich aritmetického pruméru[59, 60]

)
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V analytické chemii se vysledky uvadi ve tvaru

t

X+ -2

- S

Jn

(3)

Tab. 8. Kvantity rozdeleni t [60]

Stupné Hladina pravdépodobnosti

volnostt o006 | 95% | 9755 %
1 3,078 6,314 12,706
2 1,886 2,92 4,303
3 1,638 2,353 3,182
4 1,533 2,132 2,776
5 1,476 2,015 2,571
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem prace je stanovit obsah riboflavinu (vitaminu B,) pomoci chromatografické techniky
HPLC v ceredlnich produktech.

1. Formou literarni reSerSe zpracovat téma o riboflavinu (vitaminu B;) - jeho zdrojich a
vlastnostech — fyzikalné-chemickych 1 fyziologickych a ztratich vitaminu pfi

technologickych operacich.

Déle popsat techniku HPLC (i kapalinovy chromatograf) a analytick¢é metody,
piredevSim chromatografické techniky, vyuzivané pro stanoveni tohoto vitaminu a

charakterizovat i cerealni produkty.

2. Pro stanoveni riboflavinu provést optimalizaci izola¢niho postupu vitaminu B,
(vhodné slozeni a mnozstvi extrakénich ¢inidel i prub¢h celé izolace) z vybranych

cerealnich produktd (mouka, chléb, rohlik, cerealni snidan¢, téstoviny).

3. Pomoci chromatografické techniky HPLC/UV stanovit a porovnat obsah tohoto
vitaminu ve vybranych 22 béznych ceredlnich produktech (mouka, chléb, rohlik,

cerealni snidané, téstoviny).
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6 MATERIAL A PRISTROJE

6.1 Vzorky cerealnich produkti

V diplomové praci bylo analyzovano 22 vzorku cerealnich produkti od ¢eskych vyrobcti:

- celozrnnd mouka pseni¢na, PRO-BIO, Staré¢ Mésto pod Snéznikem

- celozrnnd mouka zitna, PRO-BIO, Staré Mésto pod Snéznikem

- celozrnna mouka Spaldova, PRO-BIO, Staré Mésto pod Snéznikem

- pSeni¢na hladka mouka obohacena vitaminy, Mlyny J. Vozenilek , Pfedmétice n. L.

- pSeni¢na polohruba mouka obohacend vitaminy, Mlyny J. VoZenilek, Pfedméfice n.

L.
- pSeni¢na hruba mouka obohacend vitaminy, Mlyny J. Vozenilek , Pfedméfice n. L.
- pSeni¢na hladka mouka, Mlyn Herber, Opava
- pSeni¢na polohruba mouka, Mlyn Herber, Opava
- pSeni¢na hruba mouka, Mlyn Herber, Opava
- celozrnny chléb pochoutkovy, PENAM, Brno
- kiehky celozrnny chlebicek, Pékny-Unimex, Praha
- zitny kiupavy chlebi¢ek, RACIO, Bieclav
- pSeni¢ny chléb, Bachan Blatnickéa pekéarna, Hodonin
- zrnna $picka, Svoboda a Biezik — pecivo, Zlin
- vicezrnna kostka, Bachan Blatnicka pekarna, Hodonin
- rohlik tukovy, DELTA Pekarny, Brno
- celozrnné lupinky S vitaminy a mineralnimi latkami Fitness, Nestl¢, Praha

- celozrnné lupinky s jablky a hrozinkami Frutina, Nestlé, Praha
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6.2

Dobra vlaknina cerealni lupinky, PRAGOSOJA, Praha
pSeni¢na celozrnna vietena, Pekarny Blansko, Blansko
zitna celozrnna kolinka, Pekarny Blansko, Blansko

celozrnné suSenky, Bio nebio, Zdice

Pouzité chemikalie

redestilovana voda

kyselina chlorovodikova (P. Lukes, Uhersky Brod)

kyselina trichloroctova (P. Lukes, Uhersky Brod)

Carrezovo ¢inidlo I - siran zine¢naty (P. Lukes, Uhersky Brod)

Carrezovo ¢inidlo II - hexakyanoZeleznatan draselny (P. Lukes, Uhersky Brod)
octan sodny (P. Lukes, Uhersky Brod)

kyselina mravenci (P. Lukes, Uhersky Brod)

standard riboflavinu (Supelco, USA)

methanol pro HPLC, gradient grade (Riedel-del Haen, SRN; Sigma — Aldrich, SRN)

6.3 Pouzité pristroje a pomiicky

Laboratorni vybaveni:

analytické vahy (Schoeller instruments, CZ)
temperovand vodni lazent (Memmert, SRN)
laboratorni sklo a pomiicky

davkovaci stiikacka (Hamilton, USA)
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- mikrofiltry 0,45 um, PTFE (Supelco, USA)

Aparatura pro HPLC (Hewlett Packard 1100, USA):

- vakuovy odplynovaci modul G1322A

- binarni pumpy G1312A

- termostat kolony G1316A

- detektor UV/VIS DAD G1315A

- davkovaci analyticky smyckovy ventil (davkovaci smycka o objemu 20 pl)
- kolona SUPELCOSIL - LC8 (15 cm x 4,6 mm; 5 um, Supelco, USA)

- PC s vyhodnocovacim programem ChemStation — Instrumentl (Agilent, USA)
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7 METODIKA STANOVENI VITAMINU

Pro presné stanoveni riboflavinu je nutné optimalizovat postup izolace vitaminu a také

stanovit vhodné podminky pro jeho méteni pomoci HPLC/UV-DAD.

7.1 Optimalizace izolace riboflavinu z cerealnich vyrobku

Pro optimalizaci izolace riboflavinu se zjiStovalo vhodné sloZeni a mnoZstvi extrak¢nich

¢inidel 1 pribéh celého izolacniho postupu.

Zakladni postup pro izolaci riboflavinu byl pouZzit na zéklad¢ informaci z experimentalniho

stanoveni tohoto vitaminu z n¢kolika literarnich zdroju. [23, 27]

7.1.1 Optimalizace izolace riboflavinu ze vzorka mouk

Byly zkouseny navazky 20 g, 30 g a 40 g mouk (celozrnnych, pSenicnych obohacenych
vitaminy a pSeni¢nych). Vzhledem k piedbézné zjisténym vysledktim prostiednictvim HPLC

byla zvolena nejvyssi navazka 40 g.

Hydrolyza FMN a FAD, ve kterych je riboflavin vazan, byla ze vzorkd mouky provedena
pomoci 0,1 mol.I" i 0,2 mol.I" HCL P#i vyssi koncentraci HCI bylo dosaZeno piesngjsich
vysledkti nasledného stanoveni riboflavinu. Z tohoto divodu byla pro tyto vzorky, kvuli

diikladngjsi hydrolyze pouzita koncentrace 0,2 mol.I* HCI.

Na vysraZeni proteinit byly pouzity 3 ml 80 % kyseliny trichloroctové. Pti tomto mnoZstvi
byly proteiny Caste¢né vysrdzeny a na konecné vycifeni byla jest¢ pouzita ¢inidla Carrez I a
Carrez Il.

Pro ¢iteni pomoci ¢inidel Carrez I a Carrez I1 byl zkousen ptidavek obou ¢inidel po 15, 20,
30 a také 35 ml. Zjistilo se, ze piidavek 30 ml ¢inidel Carrez | a Carrez Il byl nejvhodnéjsi.
K oddéleni kapalného podilu od tuhé €asti upravenych vzorki byly pouzity 2 zptsoby -

filtrovani pomoci vyvévy a odstfedéni. Po odstfedéni nedoslo k Gplnému oddéleni
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kapalného podilu od tuhého a ziskany roztok ziistaval mirn¢ zakaleny. Po filtrovani pomoci

vyveévy byl ziskdn Ciry roztok vzorku, ktery je potiebny pro analyzu pomoci HPLC.

7.1.2 Optimalizace izolace riboflavinu z celozrnnych lupinkii, celozrnnych chlebi a

celozrnnych susenek

U celozrnnych lupinkd, chlebti a suSenek byly zkouSeny navazky 20 g a 30 g. Vzhledem
k pfedbézné zjisténym vysledkim prosttednictvim HPLC byla, jako dostate¢na, zvolena

navazka 20 g.

Pro hydrolyzu FMN a FAD, ve kterych je riboflavin vazan, u vzorkl celozrnnych lupinkd,
chlebd a susenek byla pouzita 0,1 mol.I* i 0,2 mol.I* HCI. Pii vyssi koncentraci HCI bylo
dosazeno piesnéjsich vysledkii u koneéného stanoveni riboflavinu. Byla tedy pouzita vyssi

koncentrace HCI.

Na vysrazeni proteinti byly pouzity 3 ml 80 % kyseliny trichloroctové. Na kone¢né vycireni

byla jesté pouzita ¢inidla Carrez I a Carrez II.

Ptidavek ¢inidel Carrez I a Carrez II byl zkousen po 15 ml a také 20 ml. Pii pfidani 15 ml
¢inidel Carrez I a Carrez II nedoslo k upInému vyc€ifeni a i po prefiltrovani ztstaval vzorek
zakaleny. Proto bylo pro dukladné vy¢ifeni vzorku pouzito mnozstvi 20 ml ¢inidel Carrez I

a Carrez 1.

Byly zkouSeny 2 zptsoby oddéleni kapalné ¢asti od tuhého podilu vzorku - odstiedéni, po
kterém roztok ziistaval mirn¢ zakaleny. DalSim zplisobem bylo filtrovani pomoci vyvévy,

kdy byl ziskan ¢iry roztok vzorku.

7.1.3 Optimalizace izolace riboflavinu z celozrnného peciva, tukového rohliku a

pSeni¢ného chleba

Byly zkouSeny navazky 20 g a 30 g celozrnného peciva, tukového rohliku a pSeni¢ného
chleba. Vzhledem k piedbézné zjisténym vysledkiim prostiednictvim HPLC byla zvolena
VysSi navazka.

Hydrolyza u vzorkl celozrnného peciva, tukového rohliku a pseniéného chleba byla opét
provedena pomoci 0,1 molI"* i 0,2 molI" HCL Pii vyssi koncentraci HCI bylo dosaZeno

presnéjsich vysledkii nasledného stanoveni riboflavinu. Z tohoto diivodu a také kvili

diikladngjsi hydrolyze FMN a FAD byla pouzita koncentrace 0,2 mol.I"* HCI.
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Kyselina trichloroctova (80 %, 3 ml) byla opét vyuzita na vysrazeni proteinii. Na konecné

vycifeni se pouzila i ¢inidla Carrez I a Carrez Il.

Pro ¢ifeni pomoci ¢inidel Carrez I a Carrez II byl zkouSen ptidavek obou ¢inidel po 20 ml a
také 25 ml. Pfidavek 20 ml ¢inidel Carrez I a Carrez II nebyl dostacujici, protoze po
prefiltrovani ztstaval roztok vzorku zakaleny, piidavku obou ¢inidel po 25 ml byldostatecny

pro ziskani ¢irého filtratu.

K oddéleni kapalného podilu upravenych vzorkl od tuhé ¢asti byly opét pouzity 2 zptsoby -
filtrovani pomoci vyvévy a odsttedéni. Po odstfedéni nedoSlo k Gplnému oddéleni
kapalného podilu od tuhé¢ho a ziskany roztok zistaval zakaleny. Po filtrovani pomoci

vyveévy byl ziskan ¢iry roztok vzorku.

7.1.4 Optimalizace izolace riboflavinu z celozrnnych téstovin

U suchych celozrnnych téstovin byly zkouseny navazky 20 g a 30 g. Vzhledem k piedbézné
zjisténym vysledkiim prostiednictvim HPLC byla pro ziskani dostateéné odezvy pii

stanoveni vitaminu zvolena vyssi navazka 30 g.
Téstoviny byly podle navodu vareny po dobu 10 minut ve 300 ml redestilované vody.

U vzorkl uvafenych téstovin byla provedena kysela hydrolyza pomoci 0,1 mol.I"" i 0,2 mol.I
! HCL. Vys3i koncentrace HCI (0,2 mol.I"), byla vhodn&jsi pro hydrolyzu FMN a FAD, ve
kterych je riboflavin vazan.

Na vysrazeni proteinti byly pouzity 3 ml 80 % kyseliny trichloroctové. Pfi tomto mnoZzstvi
byly proteiny ¢aste¢né vysrazeny a na konecné vycifeni byla jesté pouzita ¢inidla Carrez I a
Carrez Il — zkousené mnozstvi: 25 ml a 30 ml. Piidavek 25 ml obou ¢inidel byl dostacujici,

po prefiltrovani byl ziskan ¢iry roztok vzorku.

Na oddéleni kapalné ¢asti vzorku od tuhého podilu bylo opét vhodnéjsi filtrovani pomoci

vyvévy, kdy byl ziskan ¢iry roztok vzorku.
U téstovin byla provedena také analyza vodného vyluhu z vateni téstovin.

Ve vyluhu téstovin byla provedena hydrolyza FMN a FAD pomoci 0,1 mol.I* i 0,2 mol.I*
HCI. Vyssi koncentrace HCl byla pro hydrolyzu vhodnéjsi.

Na vysrazeni proteinti byl pouzit 1 ml 80 % kyseliny trichloroctové, vzhledem k nizs§imu

obsah proteini ve vyluhu. Pfi tomto mnoZstvi byly proteiny Caste¢né vysrdZeny a na
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kone¢né vyciteni byl zkousen piidavek ¢inidel Carrez I a Carrez II po 5 ml a také 10 ml.
Pridavek 5 ml ¢inidel Carrez I a Carrez I nebyl dostacujici, pfi piidavku 10 ml obou ¢inidel

uz byl roztok vzorku po prefiltrovani dostate¢né ¢iry.

Na odd¢leni kapalné ¢asti od tuhé srazeniny bylo pouzito filtrovani pomoci vyvévy, které se

ukazalo jako nejvhodnéjsi, kdy po prefiltrovani byl ziskan Ciry roztok.
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7.2 Stanoveni riboflavinu metodou HPLC

Zéakladni postup pro stanoveni riboflavinu metodou HPLC/UV byl pouzit na zéakladé

informaci z experimentdlniho stanoveni tohoto vitaminu z né€kolika literarnich zdrojt.

[23,27]

Roztoky vzorka piipravené optimalizovanym postupem uvedenym v kapitolach 8.1.1 az
8.1.5 byly zfiltrovany pftes filtry, pouzivané pro HPLC, o velikosti pora 0,45 um, a ze

ziskanych filtratt byl vzdy davkovan alikvotni podil 20 pl do nasttikové ¢asti HPLC.
SloZeni mobilni faze bylo:

- octan sodny 0,12 mol.I"", jehoZ pH bylo upraveno na hodnotu 4,8 pomoci 85 % kyseliny

mravenci
- methanol

Pro stanoveni riboflavinu byla pouZita gradientova eluce. Poc¢ate¢ni pomér slozek mobilni
faze byl 87:13 (octan sodny:methanol) v/v v ¢ase 0 s gradientem uvedenym v tabulce (Tab.

9). Pratok mobilni faze byl 0,8 ml.min™. Cas analyzy vitaminu B, byl 30 minut.

Tab. 9. Gradient mobilni faze pro

stanovent riboflavinu metodou HPLC

Minuta | Pomér octan sodny : methanol
0 87:13
3 87:13
15 0:100
30 0:100

Separace byla provedena na koloné SUPELCOSIL LC8.
Teplota termostatu pii mefeni byla 30°C.
Pro stanoveni riboflavinu byl s HPLC pouzit detektor UV-DAD pti vinové délce 270 nm.

Na vyhodnoceni vysledkti byl pouzit chromatograficky software pro PC - ChemStation

Instrument 1.

Kazdy vzorek 1 jednotlivé koncentrace kalibracni kiivky byly proméfeny na HPLC pétkrat

kvuli dostatecné presnosti stanoveni.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Izolace riboflavinu ze vzorki cerealnich produkti

Na zakladé optimalizace izolace riboflavinu byly pro jednotlivé vzorky cerealnich produktd

zvoleny nésledujici postupy.

8.1.1 Postup izolace riboflavinu ze vzorki mouk

Na analytickych vahach bylo s pfesnosti na Ctyii desetinna mista navdzeno 40 g vzorku
mouky (celozrnné, pSeni¢né obohacené vitaminy a pSeni¢né). Vzorek byl kvantitativné
preveden do tfeci misky, kde bylo postupnd ptidano 100 ml 0,2 molI* Kkyseliny

chlorovodikové.

Po zhomogenizovani byla smés kvantitativné prevedena do 250 ml Erlenmayerovy banky
obalené hlinikovou folii, kvuli citlivosti riboflavinu na svételné zafeni. Barka byla nasledné
1 hodinu tfepana ve vodni lazni o teploté¢ 97 °C. V 50. minuté ohievu byly pfidany 3 ml 80

% kyseliny trichloroctové na ¢astecné vysrdzeni proteintl.

Po skonceni varu byla smés ochlazena. Ke smési bylo piidano 30 ml ¢inidla Carrez I a po
minuté¢ michdni 30 ml cCinidla Carrez II. Po 5 minutach byl obsah banky kvantitativné
pieveden do 200 ml odmérné banky obalené hlinikovou f6lii a doplnén redestilovanou

vodou po rysku. Smés byla zfiltrovana pomoci vyvévy.

8.1.2 Postup izolace riboflavinu ze vzorku celozrnnych lupinki, celozrnnych chlebi

a celozrnnych susenek

Na analytickych vahach bylo s pfesnosti na Ctyii desetinnd mista navazeno 20 g vzorku
celozrnnych lupinkd, chlebl a suSenek. Vzorek byl kvantitativné pfeveden do tieci misky,
kde bylo postupné piidano vzhledem k niz§i navazce pouze 80 ml 0,2 mol.I™ kyseliny

chlorovodikové.

Po zhomogenizovani byla smés kvantitativné pievedena do 250 ml Erlenmayerovy banky

obalené hlinikovou folii, kvili citlivosti riboflavinu na svétlo. Banka byla nasledné 1 hodinu
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ttepana ve vodni lazni o teplot¢ 97 °C. V 50. minuté ohfevu byly pfidany 3 ml 80 %

kyseliny trichloroctové .

Po skonceni varu byla smés ochlazena. Ke smési bylo ptidano 20 ml ¢inidla Carrez I a po
minutovém promichani 20 ml ¢inidla Carrez I1. Po 5 minutach byl obsah banky kvantitativné
preveden do 200 ml odmérné banky obalené hlinikovou f6lii a doplnén redestilovanou

vodou po rysku. Smés byla zfiltrovana pomoci vyvévy.

8.1.3 Postup izolace riboflavinu ze vzorku celozrnného peciva, tukového rohliku a

pseni¢ného chleba

Na analytickych vahach bylo s pfesnosti na Ctyfi desetinna mista navazeno 30 g vzorku
celozrnného peciva, tukového rohliku a pSeni¢éného chleba. Vzorek byl kvantitativné
preveden do tfeci misky, kde bylo postupnd piidano 100 ml 0,2 moll* Kkyseliny
chlorovodikové, pomoci které dochazi k hydrolyze FMN a FAD.

Po zhomogenizovani byla smés kvantitativné¢ pirevedena do 250 ml Erlenmayerovy banky
obalené hlinikovou folii, kvuli citlivosti riboflavinu na svételné zafeni. Barka byla nasledné
1 hodinu tfepana ve vodni 1azni o teploté 97 °C. V 50. minuté ohievu byly piidany 3 ml 80

% kyseliny trichloroctové na ¢astecné vysrazeni proteintl.

Po skonceni varu byla smés ochlazena. Ke smési bylo piidano 25 ml ¢inidla Carrez I a po
minuté michani bylo pfidano 25 ml ¢inidla Carrez II. Po 5 minutach byl obsah banky
kvantitativné ptfeveden do 200 ml odmérné baiikky obalené hlinikovou folii a doplnén

redestilovanou vodou po rysku. Smés byla zfiltrovana pomoci vyvevy.

8.1.4 Postup izolace riboflavinu ze vzorki celozrnnych téstovin

Na analytickych vahach bylo s ptfesnosti na Ctyii desetinna mista navazeno 30 g vzorku

suchych téstovin. Téstoviny byly 10 minut vateny ve 300 ml redestilované vody.

Vzorek uvatenych téstovin o hmotnosti 60 g byl kvantitativné pfeveden do tfeci misky, kde
bylo postupné piiddno 100 ml 0,2 mol1" kyseliny chlorovodikové, pomoci které dochazi

K uvolnéni vitaminu z vazanych forem.

Po zhomogenizovani byla smés kvantitativné pfevedena do 250 ml Erlenmayerovy barky

obalené hlinikovou folii, protoze riboflavin je citlivy na svételné zareni. Banka byla 1
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hodinu tfepana ve vodni lazni o teploté 97 °C. V 50. minuté ohfevu byly ptidany 3 ml 80 %

kyseliny trichloroctové na vysrazeni proteind.

Po skonéeni varu byla smés ochlazena. Ke smési bylo ptidano 25 ml ¢inidla Carrez | a po
minutovém promichani bylo piidano 25 ml ¢inidla Carrez I1. Po 5 minutach byl obsah banky
kvantitativné preveden do 200 ml odmérné banky obalené hlinikovou folii a doplnén

redestilovanou vodou po rysku. Smés byla zfiltrovana pomoci vyvévy.

8.1.5 Postup izolace riboflavinu ze vzorki vyluhu z celozrnnych téstovin

Odméfenych 100 ml vyluhu téstovin bylo kvantitativné pievedeno do 250 ml
Erlenmayerovy baiiky obalené hlinikovou folii, kde bylo postupné pfidano vzhledem

K niz§imu mnozstvi pouze 30 ml 0,2 mol.I"* kyseliny chlorovodikové.

Baiika byla 0,5 hodiny tfepana ve vodni lazni o teploté 97 °C. Ve 20. minuté ohievu byl
pfidan 1 ml 80 % kyseliny trichloroctové na vysrazeni proteinti. Cas byl zkracen vzhledem

K niz§imu obsahu FMN, FAD i proteinti.

Po skonceni byla smés ochlazena a bylo pfiddno 10 ml ¢inidla Carrez I a po minutovém
promichani 10 ml ¢inidla Carrez II. Po 5 minutach byla smés zfiltrovana pomoci vyvévy.
150 ml takto ziskaného roztoku bylo, kvili zvySeni odezvy na HPLC, zakoncentrovano na

odparce na mnozstvi 50 ml.

8.2 Stanoveni riboflavinu metodou HPLC

8.2.1 Kalibraéni k¥ivka pro stanoveni riboflavinu metodou HPLC
Na méfteni kalibracni kiivky byl pouzit standard riboflavinu.

Byl piipraven zasobni roztok o koncentraci 8 ug.ml™ riboflavinu. Ze zasobniho roztoku byly

pfipraveny daliim fedénim roztoky o koncentraci 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 4 ug.ml™,

Mg¢teni probéhlo stejnym postupem jako pii stanoveni vzorkt, uvedenym v kapitole 7.2.
Vzorové chromatogramy standardu riboflavinu pro jednotlivé koncentrace jsou uvedeny

v ptiloze (P | — P VI).
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Kalibraéni kiivka byla sestrojena jako zavislost plochy piku (mA.V.s™) na koncentraci

riboflavinu (ug.mi™).

Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce (Tab. 10) a v grafu kalibra¢ni pfimky (Obr. 5).

Tab. 10. Namerené hodnoty pro kalibracni primku riboflavinu

Koncentrace riboflavinu
[ug.mi™]

Plocha piku
[MA.V.s']

Primérna plocha
piku [mA.V.s¥]

Smeérodatna
odchylka - s

0,25

14,30

15,10

14,90

14,50

15,20

14,80

0,77

0,50

38,00

37,70

37,80

37,90

37,80

37,84

0,23

1,00

73,90

76,90

75,20

75,50

75,70

75,44

2,15

1,50

115,30

117,70

116,30

116,80

116,40

116,50

1,74

2,00

160,70

161,00

160,90

160,70

160,90

160,84

0,27

4,00

313,10

316,50

316,70

313,50

314,80

314,92

3,32
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350 -

Plocha piku [mA.V/s]

O T T T T T T T T 1
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Koncentrace riboflavinu [ug/ml]

Obr. 5. Kalibracni primka pro stanoveni riboflavinu metodou HPLC

Byla sestavena kalibra¢ni pfimka, pro kterou ma regresni rovnice tvar:
y=79,572 x — 2,2433
kde: y je velikost plochy piku na chromatogramu
X je obsah riboflavinu v ug.ml™

Korelacni koeficient pro zavislost plochy piku na obsahu riboflavinu:

R =0,9995

8.2.2 Stanoveni riboflavinu u vzorki cerealnich produktii

Stanoveni obsahu riboflavinu bylo provedeno u 22 vzorkd cerealnich produktu.
Analyzovany byly celozrnné mouky, mouky obohacené vitaminy, pSeni¢né mouky,
celozrnné lupinky, celozrnné chleby, pSeni¢ny chleba, celozrnné pecivo, tukovy rohlik,

celozrnné susenky a celozrnné téstoviny.
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Namétené plochy pika byly dosazeny do regresni rovnice kalibracni ptimKy. Vypoctem byly
ziskany koncentrace riboflavinu ve vzorcich v pg.ml*. Tyto hodnoty byly néaslednd

prepocteny podle navazek jednotlivych vzorkd.

8.2.2.1 Stanoveni riboflavinu u vzorku celozrnnych mouk

Stanoveni bylo provedeno u tii druhd celozrnnych mouk — pSeniéné, zitné a Spaldové.
Vzorky byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 8.1.1 a kazdy vzorek byl
pétkrat proméfen na HPLC postupem uvedenym v kapitole 7.2 .

Navazka celozrnné mouky pSeni¢né byla 40,0423 g. Namétené hodnoty, jejich aritmeticky
primér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 11). Vzorovy chromatogram

stanoveni riboflavinu je v ptiloze (P VII).

Tab. 11. Obsah riboflavinu ve vzorku celozrnné mouky pSenicné

Plocha piku Koncentrace Koncentrace X
[MA.V.sY] [wg.m’] | [mg.100g"1 |[mg10og® | °
39,46 0,525 0,262
40,28 0,534 0,267
38,75 0,515 0,257 0,265 0,005
41,15 0,545 0,272
40,67 0,539 0,269

Obsah riboflavinu: 0,265 + 0,005 mg.100g™

Navazka celozrnné mouky zitné byla 40,0012 g. Naméfené hodnoty, jejich aritmeticky
prumér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 12). Vzorovy chromatogram

stanoveni riboflavinu je v piiloze (P VIII).
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Tab. 12. Obsah riboflavinu ve vzorku celozrnné mouky Zitné

Plocha piku Koncentrace Koncentrace X

[MAVsY] | [ugm] | [mg.100g’] |[mgioog’ |
34,91 0,467 0,233

35,68 0,477 0,238

34,26 0,459 0,229 0,235 0,003
35,15 0,470 0,235

35,73 0,477 0,238

Obsah riboflavinu: 0,235 + 0,003 mg.100g™

Navazka celozrnné mouky spaldové byla 40,0365 g. Naméiené hodnoty, jejich aritmeticky
primér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 13). Vzorovy chromatogram

stanoveni riboflavinu je v ptiloze (P 1X).

Tab. 13. Obsah riboflavinu ve vzorku celozrnné mouky spaldové

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace X

[MAV.s] [wg.m’] | [mg.100g"1 |[mgi0og’y| °
29,68 0,401 0,200
30,51 0,120 0,206
29,43 0,398 0,199 0,204 0,004
31,29 0,421 0,210
30,74 0,415 0,207

Obsah riboflavinu: 0,204 + 0,004 mg.100g™

U celozrnnych mouk byl nejvyssi obsah riboflavinu naméfen v celozrnné mouce psSeni¢né
(0,265 mg.100g™), déle v celozrnné mouce zitné (0,235 mg.100g™) a nejniz§i mnoZstvi
riboflavinu  méla celozrnna mouka $paldova (0,204 mg.100g™). Hodnoty obsahu u
jednotlivych druhti celozrnnych mouk se pfili§ neli§i. Vyrobce obsah riboflavinu

Vv celozrnnych moukéach neuvadi.
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8.2.2.2 Stanoveni riboflavinu u vzorkii pSeni¢nych mouk obohacenych vitaminy

Stanoveni bylo provedeno u tii druht pseni¢énych mouk obohacenych vitaminy — hladké,
polohrubé a hrubé. Vzorky byly pfipraveny podle postupu uvedené¢ho v kapitole 8.1.1 a
kazdy vzorek byl pétkrat proméien na HPLC postupem uvedenym v kapitole 7.2.

Navazka hladké pSenicné mouky obohacené vitaminy byla 40,0214 g. Naméfené hodnoty,
jejich aritmeticky primér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 14). Vzorovy

chromatogram stanoveni riboflavinu je v ptiloze (P X).

Tab. 14. Obsah riboflavinu ve vzorku hladké psenicné mouky

obohacené vitaminy

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace X

[MAV.s] ugm™ | [mg.100g" |[mgi00gl]| °
124,15 1,588 0,794
125,63 1,607 0.803
12521 1,602 0.800 0800 | 0,004
12477 1596 0.798
126,12 1613 0.806

Obsah riboflavinu: 0,800 + 0,004 mg.100g™

Navazka polohrubé pseni¢né mouky obohacené vitaminy byla 40,0358 g. Namétené
hodnoty, jejich aritmeticky primér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 15).

Vzorovy chromatogram stanoveni riboflavinu je v ptiloze (P XI).
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Tab. 15. Obsah riboflavinu ve vzorku polohrubé psenicné mouky

obohacené vitaminy

Plocha piku Koncentrace Koncentrace X

[MAVsY] | [ugm] | [mg.100g"] |[mgioog’ |
80,85 1,044 0,522

81,47 1,052 0,526

80,23 1,036 0,516 0,525 0,005
82,34 1,063 0,531

81,78 1,056 0,528

Obsah riboflavinu 0,525 + 0,005 mg.100g™

Navazka hrubé pSenicné mouky obohacené vitaminy byla 40,1214 g. Naméfené hodnoty ,
jejich aritmeticky primér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 16). Vzorovy

chromatogram stanoveni riboflavinu je v piiloze (P XII).

Tab. 16. Obsah riboflavinu ve vzorku hrubé psenicné mouky

obohacené vitaminy

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace X

[MA.V.s7] [ug.mi™] [mg.100g"] | [mg.100g7] s
90,92 1,171 0,584
89,16 1,149 0,573
92,14 1,186 0,591 0,584 0,006
90,78 1,169 0,583
91,54 1,179 0,588

Obsah riboflavinu: 0,584 + 0,006 mg.100g™

Nejvyssi obsah riboflavinu byl stanoven u mouky hladké obohacené vitaminy (0,800
mg.100g™), coz je o 0,016 vic nez uvadi vyrobce. V hrubé mouce byl uréen obsah
riboflavinu (0,584 mg.100g™), coZ je 0 0,056 mg.100g™ niz&i mnozZstvi nez uvadi vyrobee, a
0,115 mg.100g™ nizsi obsah nez uvadi vyrobce. Vyrobee uvadi obsah riboflavinu u viech ti

druhti mouk obohacenych vitaminy (0,640 mg.100g™).
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8.2.2.3 Stanoveni riboflavinu u vzorkii pSeni¢nych mouk

Stanoveni bylo provedeno u tii druhd pSeni¢nych mouk — hladké, polohrubé a hrubé.
Vzorky byly piipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 8.1.1 a kazdy vzorek byl
pétkrat proméfen na HPLC postupem uvedenym v kapitole 7.2.

Navazka psSeni¢né hladké mouky byla 40,0425 g. Naméfené hodnoty, jejich aritmeticky
primér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 17). Vzorovy chromatogram

stanoveni riboflavinu je v ptiloze (P XIII).

Tab. 17. Obsah riboflavinu ve vzorku psenicné hladké mouky

Plocha piku Koncentrace | Koncentrace X

[MAV.s™] [ug.mi”] [mg.1009"] | [mg.100g™] °
11,76 0,176 0,087
12,39 0,184 0,092
10,14 0,156 0,078 0,087 0,005
12,48 0,185 0,092
11,25 0,170 0,085

Obsah riboflavinu: 0,087 + 0,005 mg.100g™

Navazka pSeni¢né polohrubé mouky byla 40,0507 g. Vzorovy chromatogram stanoveni
riboflavinu je v piiloze (P XIV). V polohrubé pSeni¢né mouce nebyl riboflavin pouzitou

metodou stanovitelny, vzhledem k velmi nizkému mnozstvi vitaminu v této mouce.

Navazka pSeni¢né hrubé mouky byla 40,0289 g. Vzorovy chromatogram stanoveni
riboflavinu je v ptiloze (P XV). Riboflavin nebyl v polohrubé pseniéné mouce pouzitou

metodou stanovitelny, vzhledem k velmi nizkému mnozstvi vitaminu v této mouce.

V pseniéné hladké mouce byl stanoven obsah riboflavinu (0,087 mg.100g™), v mouce
polohrubé a hrubé byl riboflavinu touto metodou nestanovitelny. Literatura uvadi obsah

riboflavinu v pseni¢né hladké mouce (0,050 mg.100g™), v polohrubé mouce (0,031
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mg.100g™) a vhrubé mouce (0,021 mg.100g™).[17] Stanovené mnozstvi riboflavinu

v hladké mouce je 0 0,037 mg.100g™ vyssi neZ uvadi literatura.

Ze vsech mouk, u kterych byl stanovovan obsah riboflavinu, byl nejvyssi obsah stanoven u
mouk obohacenych vitaminy. Z nich nejvyssi obsah riboflavinu méla mouka hladka (0,800
mg.100g™), dale hruba mouka (0,584 mg.100g™) a mouka polohruba (0,525 mg.100g™).

Nasleduji celozrnné mouky - mouka pseniéna (0,265 mg.100g™), celozrnna mouka Zitna

riboflavinu mély pseni¢né mouky - mouka hladka (0,087 mg.100g™), u mouky polohrubé a

hrubé nebyl riboflavin pouzitou metodou stanovitelny.

8.2.2.4 Stanoveni riboflavinu u vzorkii celozrnnych lupinkii

Stanoveni bylo provedeno u tii druhti celozrnnych lupinkti — Fitness, Frutina a Dobra
vlaknina. Vzorky byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 8.1.2 a kazdy vzorek
byl pétkrat proméien na HPLC postupem uvedenym v kapitole 7.2.

Navazka celozrnnych lupinkt Fitness byla 20,0045 g. Namétené hodnoty, jejich aritmeticky
primér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 18). Vzorovy chromatogram

stanoveni riboflavinu je v piiloze (P XVI).

Tab. 18. Obsah riboflavinu ve vzorku celozrnnych lupinkii Fitness

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace X

[MA.V.s7] [ug.mi'] [mg.100g™] | [mg.100g7] S
219,24 2,783 2,782
218,76 2,777 2,776
220,31 2,797 2,796 2,779 0,007
219,88 2,791 2,790
218,14 2,770 2,769

Obsah riboflavinu: 2,779 + 0,007 mg.100g™
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Navazka celozrnnych lupinkti Frutina byla 20,0234 g. Naméfené hodnoty, jejich aritmeticky
primér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 19). Vzorovy chromatogram

stanoveni riboflavinu je v pfiloze (P XVII).

Tab. 19. Obsah riboflavinu ve vzorku celozrnnych lupinkii Frutina

Plocha piku Koncentrace Koncentrace X

[MAVs] [ugm’] | [mg100g"] |[mg1o0g’ | °
96,5 1,241 1,240

98,29 1,263 1,262

95,73 1,231 1,230 1,246 0,011
96,84 1,245 1,244

97,46 1,253 1,252

Obsah riboflavinu 1,246 + 0,010 mg.100g™

Navazka celozrnnych lupinkit Dobra vlaknina byla 20,0256 g. Naméiené hodnoty, jejich
aritmeticky pramér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 20). Vzorovy

chromatogram stanoveni riboflavinu je v ptiloze (P XVIII).

Tab. 20. Obsah riboflavinu ve vzorku celozrnnych lupinii Dobrd

vlaknina

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace X

[MAV.s] [wg.m’] | [mg.100g"1 |[mgi0og’]| °
40,46 0,537 0,536
41,93 0,555 0,554
39,78 0,528 0,572 0,553 0,012
42,27 0,559 0,558
41,34 0,548 0,547

Obsah riboflavinu: 0,553 = 0,011 mg.100g™
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Vsechny celozrnné lupinky byly podle tidaji uvadénych vyrobcem obohaceny riboflavinem.
Nejvyssi obsah riboflavinu byl stanoven v celozrnnych lupincich Fitness (2,779 mg.100g™).
Vyrobee uvadi obsah riboflavinu 2,700 mg.100g™, coz je jen 0 0,079 mg.100g™ méng nez
nami stanovené mnozstvi. V celozrnnych lupincich Frutina byl stanoven obsah riboflavinu
(1,246 mg.100g™), ktery je o 0,154 mg.100g™ niZsi nez obsah uvadény vyrobcem - 1,400
(0,553 mg.100g™). Vyrobece uvadi o 0,347 mg.100g™ vyssi obsah riboflavinu a to 0,900
mg.100g™.

8.2.2.5 Stanoveni riboflavinu u vzorkii celozrnnych chlebii

Stanoveni bylo provedeno u tfi druhti celozrnnych chlebi - Zitného kiupavého chlebicku,
kiehkého celozrnného chlebicku a celozrnného chleba pochoutkového. Vzorky byly
ptipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 8.1.2 a kazdy vzorek byl pétkrat proméfen
na HPLC postupem uvedenym v kapitole 7.2.

Navazka zitného kiupavého chlebicku byla 20,0387 g. Naméfené hodnoty, jejich
aritmeticky pramér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 21). Vzorovy

chromatogram stanoveni riboflavinu je v piiloze (P X1X).

Tab. 21. Obsah riboflavinu ve vzorku zitného kiupavého chlebicku

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace X

[MA.V.s7] [ug.mi™] [mg.100g"] | [mg.100g7] s
42,32 0,560 0,559
41,57 0,551 0,550
43,29 0,572 0,571 0,561 0,011
43,78 0,578 0,577
41,64 0,551 0,550

Obsah riboflavinu: 0,561 + 0,010 mg.100g™

Navazka kiehkého celozrnného chlebicku byla 20,0245 g. Namétené hodnoty, jejich
aritmeticky primér a smérodatnd odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 22). Vzorovy

chromatogram stanoveni riboflavinu je v piiloze (P XX).
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Tab. 22. Obsah riboflavinu ve vzorku krrehkého celozrnného chlebicku

Plocha piku Koncentrace Koncentrace X

[MAVsY] | [ugm] | [mg.100g"] |[mgioog’ |
22,48 0,311 0,312

24,15 0,332 0,332

23,69 0,326 0,326 0,322 0,014
21,73 0,301 0,301

24,87 0,341 0,341

Obsah riboflavinu: 0,322 + 0,013 mg.100g™

Navazka celozrnného chleba pochoutkového byla 20,0368 g. Nameéfené hodnoty, jejich
aritmeticky pramér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 23). Vzorovy

chromatogram stanoveni riboflavinu je v ptiloze (P XXI).

Tab. 23. Obsah riboflavinu ve vzorku celozrnného chileba

pochoutkového

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace X

[MAV.s] [wg.m’] | [mg.100g"1 |[mgi0og’y| °
37,91 0,505 0,504
36,23 0,484 0,483
39,46 0,524 0,523 0,504 0,014
38,67 0,514 0,513
37,35 0,498 0,497

Obsah riboflavinu: 0,504 + 0,013 mg.100g™

V zitném kiupavém chlebic¢ku byl stanoven nejvyssi obsah riboflavinu (0,561 mg.100g™),

podobné mnozstvi bylo v celozrnném chlebu pochoutkovém (0,504 mg.100g™) a v kiehkém

vwr

riboflavinu u celozrnnych chlebti neuvadeéji.
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8.2.2.6 Stanoveni riboflavinu u vzorku pSeni¢ného chleba

Stanoveni bylo provedeno u jednoho druhu pSeni¢ného chleba. Vzorek byly pripraven podle
postupu uvedeného v kapitole 8.1.3 a byl pétkrat proméien na HPLC postupem uvedenym
v kapitole 7.2.

Navazka pSeni¢ného chleba byla 30,0325 g. Namétené hodnoty, jejich aritmeticky prameér a
smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 24). Vzorovy chromatogram stanoveni

riboflavinu je v ptiloze (P XXII).

Tab. 24. Obsah riboflavinu ve vzorku psenicného chleba

Plocha piku Koncentrace | Koncentrace X

[MAV.s™] [ug.mi”] [mg.1009"] | [mg.100g™] °
21,78 0,302 0,201
23,34 0,322 0,214
22,96 0,317 0,211 0,208 0,008
21,17 0,294 0,196
23,83 0,328 0,218

Obsah riboflavinu: 0,208 + 0,008 mg.100g™

V pseni¢ném chlebu byl stanoven obsah riboflavinu (0,208 mg.100g™). Literatura [17] uvadi
obsah riboflavinu v chlebu v rozmezi 0,06 az 0,15 mg.100g™, nimi stanovené mnoZstvi je o

0,058 mg.100g™ vyssi.

Ze vSech druht chlebd, u kterych byl stanovovan obsah riboflavinu, mél nejvyssi obsah zitny

kiupavy chlebi¢ek (0,561 mg.100g™), dale celozrnny chléb pochoutkovy (0,504 mg.100g™)

Vw7

V pseniéném chlebu (0,208 mg.100g™).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 70

8.2.2.7 Stanoveni riboflavinu u vzorku celozrnného peciva

Stanoveni bylo provedeno u dvou druhi celozrnného peciva — zrnné Spicky a vicezrnné
kostky. Vzorky byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 8.1.3 a kazdy vzorek
byl pétkrat proméien na HPLC postupem uvedenym v kapitole 7.2.

Navazka zrnné S$picky byla 30,0412 g. Vzorovy chromatogram stanoveni riboflavinu je
v ptiloze (P XXIII). Obsah riboflavinu v zrnné $picce byl tak nizky, ze nebyl touto metodou

stanovitelny.

Navazka vicezrnné kostky byla 30,0154 g. Namétené hodnoty, jejich aritmeticky primér a
smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 25). Vzorovy chromatogram stanoveni

riboflavinu je v ptiloze (P XXIV).

Tab. 25. Obsah riboflavinu ve vzorku vicezrnné kostky

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace X
[MA.V.s!] [ug.mi™] [mg.100g™]  |[mg.100gY] 3
6,67 0,111 0,075
8,34 0,133 0,089
7,78 0,126 0,084 0,081 0,007
6,13 0,105 0,070
7,95 0,128 0,085

Obsah riboflavinu: 0,081 + 0,007 mg.100g™

Ve vicezrnné kostce bylo stanoven obsah riboflavinu 0,081 + 0,0067 mg.100g™. V zrnné
Spicce nebyl riboflavin pouzitou metodou stanovitelny. Vyrobce obsah riboflavinu u téchto

vyrobkll neuvadi.

8.2.2.8 Stanoveni riboflavinu u vzorku tukového rohliku

Stanoveni bylo provedeno u jednoho druhu tukového rohlikti. Vzorek byl pripraven podle
postupu uvedeného v kapitole 8.1.3 a byl pétkrat prométen na HPLC postupem uvedenym
v kapitole 7.2.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

Navazka tukového rohliku byla 30,0451 g. Naméiené hodnoty, jejich aritmeticky primér a
smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 26). Vzorovy chromatogram stanoveni

riboflavinu je v piiloze (P XXV).

Tab. 26. Obsah riboflavinu ve vzorku tukového rohliku

Plocha piku Koncentrace Koncentrace X

[MAVs] [ugm’] | [mg100g"] |[mg1o0g’ | °
8,58 0,136 0,091

7,92 0,128 0,085

10,23 0,157 0,105 0,094 0,007
9,47 0,147 0,098

8,79 0,139 0,093

Obsah riboflavinu: 0,094 + 0,007 mg.100g™

V tukovém rohliku byl stanoven obsah riboflavinu (0,094 mg.100g™). Vyrobce obsah

riboflavinu u tukového rohliku neuvadi.

Ze vSech vzorkl peciva byl nejvyssi obsah riboflavinu stanoven v tukovém rohliku (0,094
mg.100g™), vicezrnna kostka méla obsah riboflavinu (0,081 mg.100g™) a v zrnné $picce
nebyl riboflavin touto metodou stanovitelny, z ¢ehoz by se dalo usuzovat, Ze se nejednalo o

celozrnné pecivo.

8.2.2.9 Stanoveni riboflavinu u vzorku celozrnnych susenek

Stanoveni bylo provedeno u jednoho druhu celorrnnych susenek. Vzorek byl ptipraveny
podle postupu uvedeného v kapitole 8.1.2 a byl pétkrat prométen na HPLC postupem
uvedenym v kapitole 7.2.

Navazka celozrnnych suSenek byla 20,0296 g. Naméfené hodnoty, jejich aritmeticky pramér
a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 27). Vzorovy chromatogram stanoveni

riboflavinu je v ptiloze (P XXVI).
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Tab. 27. Obsah riboflavinu ve vzorku celozrnnych susenek

Plocha piku Koncentrace Koncentrace X

[MAVsY] | [ugm] | [mg.100g’] |[mgioog’ |
45,97 0,606 0,605

43,13 0,570 0,569

44,76 0,591 0,590 0,581 0,029
46,34 0,611 0,610

44,92 0,593 0,529

Obsah riboflavinu: 0,581 + 0,028 mg.100g™

V celozrnnych susenkach byl naméten obsah riboflavinu (0,581 mg.100g™). Vyrobce obsah

riboflavinu u celozrnnych suSenek neuvadi.

8.2.2.10 Stanoveni riboflavinu u vzorkii celozrnnych téstovin

Stanoveni bylo provedeno u dvou druhi celozrnnych téstovin — zitnych celozrnnych kolinek
a pSeni¢nych celozrnnych vieten. Vzorky byly pfipraveny podle postupu uvedeného
v kapitole 8.1.4 a kazdy vzorek byl pétkrat proméien na HPLC postupem uvedenym
v kapitole 7.2.

Navazka zitnych celozrnnych kolinek byla 30,0306 g. Naméfené hodnoty, jejich aritmeticky
primér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 28). Vzorovy chromatogram

stanoveni riboflavinu je v ptiloze (P XXVII).

Tab. 28. Obsah riboflavinu ve vzorku Zitnych celozrnnych kolinek

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace X
[MA.V.s7] [ug.mi'] [mg.100g™] | [mg.100g] S
24,41 0,335 0,223
22,56 0,312 0,208
26,17 0,357 0,238 0,223 0,01
23,94 0,329 0,219
24,73 0,339 0,226

Obsah riboflavinu: 0,223 + 0,010 mg.100g™
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Navazka pSenicnych celozrnnych vieten byla 30,0561 g. Namétené hodnoty, jejich
aritmeticky primér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 29). Vzorovy

chromatogram stanoveni riboflavinu je v ptiloze (P XXVIII).

Tab. 29. Obsah riboflavinu ve vzorku psenicnych celozrnnych vieten

Plocha piku Koncentrace Koncentrace X

[MAVs] [ugm’] | [mg100g"] |[mg1o0g’ | °
18,9 0,266 0,177

20,36 0,284 0,189

19,54 0,274 0,182 0,179 0,007
17,68 0,250 0,166

19,13 0,269 0,179

Obsah riboflavinu: 0,179 + 0,007 mg.100g™

V zitnych celozrnnych kolinkach byl stanoven obsah riboflavinu (0,223 mg.100g™) a
Vv pSeni¢énych celozrnnych vietenech byl obsah vitamin B, nizsi - (0,179 mg.100g™).

Vyrobce obsah vitaminu B; v té€stovinadch neuvadi.

8.2.2.11 Stanoveni riboflavinu u vzorkii vyluhii 7 celozrnnych téstovin

Stanoveni bylo provedeno u dvou druhi vyluhi z celozrnnych téstovin. Vzorky byly
piipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 8.1.5 a kazdy vzorek byl pétkrat proméien

na HPLC postupem uvedenym v kapitole 7.2.

Navazka zitnych celozrnnych kolinek byla 30,0306 g. Vyluh po vafeni téstovin byl
zkoncentrovan na objem 50 ml. Naméfené hodnoty vztazené na pivodni navazku suchych
téstovin, jejich aritmeticky prumér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 30).

Vzorovy chromatogram stanoveni riboflavinu je v piiloze (P XXIX).
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Tab. 30. Obsah riboflavinu ve vzorku vyluhu Zitnych celozrnnych

kolinek

Plocha piku Koncentrace Koncentrace X

[MAV.s'] [ng.ml™] [mg.100g™]  |[mg.100gY] °
5,29 0,095 0,016
7,32 0,120 0,020
4,98 0,091 0,015 0,017 0,002
6,76 0,113 0,019
5,95 0,103 0,017

Obsah riboflavinu: 0,017 = 0,002 mg.100g™

Navazka pSenicnych celozrnnych vieten byla 30,0561 g. Vyluh po vafeni téstovin byl
zkoncentrovan na objem 50 ml. Namétené hodnoty vztazené na ptivodni navazku suchych
téstovin, jejich aritmeticky primér a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulce (Tab. 31).

Vzorovy chromatogram stanoveni riboflavinu je v ptiloze (P XXX).

Tab. 31. Obsah riboflavinu ve vzorku vyluhu psenicnych celozrnnych

vieten

Plocha piku | Koncentrace | Koncentrace X

[MA.V.s7] [ug.mi™] [mg.100g"] | [mg.100g7] s
21,83 0,306 0,051
19,74 0,276 0,046
20,47 0,285 0,047 0,049 0,002
22,16 0,307 0,051
20,98 0,292 0,049

Obsah riboflavinu: 0,049 + 0,002 mg.100g™

U vyluhit z téstovin byl vyssi obsah stanoven u vyluhu z pSeni¢nych celozrnnych vieten

(0,049 mg.100g™). U vyluhu z Zitnych celozrnnych kolinek byl obsah (0,017 mg.100g™).
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V zitnych celozrnnych kolinkach byl stanoven obsah riboflavinu (0,223 mg.100g™), ve
vyluhu z t&chto téstovin byl obsah riboflavinu (0,017 mg.100g™). V pseniénych celozrnnych
vietenech byl uréen niz§i obsah riboflavinu (0,179 mg.100g™), ale ve vyluhu z t&chto

t&stovin byl obsah riboflavinu vysi (0,049 mg.100g™) v porovnani s Zitnymi téstovinami.

8.3 Porovnani obsahu riboflavinu v cerealnich produktech

Obsah riboflavinu byl stanoven u 22 vzorktu cerealnich produktt. Stanovena mnozstvi
riboflavinu a ptepocet na procenta DDD pro jednotlivé produkty jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 32). Doporucena denni davka (DDD) vitaminu se udava v mezich od 0,4 mg (u
kojencti) do 1,7 mg (u adolescenti a dospélych muzi). U zen je denni potieba vitaminu
pondkud niz§i 1,2-1,3 mg. Doporudend davka pro primémého obyvatele CR &ini 1,5
mg/den. Na obrazku (Obr. 6). je graficky znazornéno sestupné potadi jednotlivych produkti

podle stanoveného obsahu riboflavinu

Ze vSech cercalnich produktd, u kterych byl stanovovan riboflavin, byl nejvyssi obsah
(2,779 mg.100g™) stanoven v celozrnnych lupincich Fitness, které jsou vitaminem B,
obohaceny. Vyrobce u téchto lupinkt uvadi obsah riboflavinu 2,700 mg.100g™, coZ je téméek

stejné mnozstvi jako stanovené analyzou.

Naésleduji celozrnné lupinky Frutina, které jsou také vitaminem obohaceny, kde byl zjistén o
0,154 mg.100g™ nizsi obsah riboflavinu neZ jaky uvadi vyrobee, tedy (1,246 mg.100g™).
Obsah vitaminu deklarovany vyrobcem je 1,400 mg.100g™.

Ze vSech druht mouk byla nejvyssi koncentrace riboflavinu podle pfedpokladu stanovena u
mouk obohacenych vitaminy. Vyrobce uvadi obsah riboflavinu 0,640 mg.100g™. U pieni¢né
hladké mouky obohacené vitaminy byl zjistény obsah jesté o 0,160 mg.100g™ vyssi a to
(0,800 mg.100g™).

Dalsi v pofadi je hrubd mouka obohacena vitaminy, kde byl obsah riboflavinu (0,584

mg.100g™), coZ je 0 0,056 mg.100g™ méné nez mnoZstvi deklarované vyrobcem.
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Tab. 32. Obsah riboflavinu v ceredlnich produktech a prepocet obsahu riboflavinu na

procenta DDD

Cerealni produkt Obsah riboflavinu [mg.100g™] | % DDD

celozrnna mouka pSeni¢na 0,265 + 0,005 17,7
celozrnna mouka Zitna 0,235 + 0,003 15,7
celozrnna mouka Spaldova 0,204 + 0,004 13,6
pSeni¢na hladka mouka obohacena vitaminy 0,800 + 0,004 53,3
pSeni¢na hruba mouka obohacena vitaminy 0,584 + 0,006 38,9
pSeni¢na polohruba mouka obohacena vitaminy 0,525 + 0,005 35,0
pSeni¢na hladka mouka 0,087 + 0,005 5,8
pSeni¢nd mouka polohruba 0 0
pSeni¢nd mouka hruba 0 0
celozrnné lupinky Fitness 2,779 £ 0,007 185,3
celozrnné lupinky Frutina 1,246 = 0,010 83,1
celozrnné lupinky Dobra vlaknina 0,553 + 0,011 36,9
zitny kiupavy chlebicek 0,561 + 0,010 37,4
celozrnny chléb pochoutkovy 0,504 + 0,013 25,2
kiehky celozrnny chlebicek 0,322 +£0,013 21,5
pSenicny chleba 0,208 + 0,008 13,9
vicezrnna kostka 0,081 + 0,007 54
zrnna $picka 0 0
tukovy rohlik 0,094 + 0,007 6,3
celozrnné susenky 0,581 + 0,030 38,7
zitna celozrnné kolinka 0,223+ 0,010 14,9
pSeni¢nd celozrnna vietena 0,179 + 0,007 11,9
vyluh z pSeni¢nych celozrnnych vieten 0,049 + 0,002 3,3
vyluh z zitnych celozrrych kolinek 0,017 + 0,002 1,1
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Obr. 6. Sestupné poradi jednotlivych produktii podle obsahu riboflavinu

Uvedena c¢isla v grafu odpovidaji cerealnim produktim sefazenym sestupné podle obsahu

riboflavinu:
1 celozrnné lupinky Fitness 13 Zitna celozrnna kolinka
2 celozrnné lupinky Frutina 14 pSeni¢ny chleba
3 psencna hladkd mouka obohacend 15 celozrnnid mouka Spaldova
vitaminy
4 bsemena hruba mouka obohacena 16 pSeni¢na celozrnna vietena
vitaminy
5 celozrnné susenky 17 tukovy rohlik
6 zitny kiupavy chlebicek 18 psSeni¢nd hladka mouka
7 celozrnné lupinky Dobra vlaknina 19 vicezrnna kostka
8 pSeni¢nd polohrubd mouka 20 vyluh z celozrnnych pSeni¢nych
obohacena vitaminy vieten
9 celozrnny chléb pochoutkovy 21 vyluh z celozrnnych zitnych kolinek
10 kiehky celozrnny chlebicek 22 pSeni¢na mouka polohruba
11 celozrnna mouka pSeni¢na 23 pSeni¢na mouka hruba

12 celozrnna mouka Zitna 24 zrnna Spicka
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Z dalSich celozrnnych vyrobkd byla vysoka koncentrace riboflavinu (0,581 mg.100g™)

stanovena v celozrnnych susenkach.

Nasleduje zitny kiupavy chlebicek, kde byl uréen metodou HPLC obsah riboflavinu (0,561
mg.100g™).

O néco niz8i obsah riboflavinu mély celozrnné lupinky Dobra vldknina, které jsou
riboflavinem obohaceny, zde byl obsah riboflavinu (0,553 mg.100g™), tedy o 0,347

mg.100g™ nizsi obsah neZ mnozstvi uvadéné vyrobcem 0,900 mg.100g™.

Nasleduje polohruba mouka obohacena vitaminy, ktera méla obsah riboflavinu (0,525

mg.100g™), coZ je 0 0,115 mg.100g™ nizsi obsah nez jaky uvadi vyrobce.

Nepatrné nizsi koncentrace vitaminu B, byla stanovena v celozrnném chlebu pochoutkovém
(0,504 mg.100g™).

Dalii v pofadi je kiehky celozrnny chlebicek, kde byl obsah riboflavinu (0,322 mg.100g™).
Nasleduje celozrnna mouka pSeni¢na Se stanovenym mnozstvim riboflavinu

(0,265 mg.100g™).

Celozrnna mouka itna méla o néco nizsi koncentraci riboflavinu a to (0,235 mg.100g™).
Podobna koncentrace (0,223 mg.100g™) byla stanovena v Zitnych celozrnnych kolinkach.

V pseniéném chlebu byl naméfen obsah riboflavinu (0,208 mg.100g™). Literatura uvadi
obsah riboflavinu v chlebu v rozmezi 0,060 - 0,150 mg.100g™, stanovené mnozstvi je tedy o
0,058 mg.100g™ vy33i.[17]

vwr

obsah vitaminu B; (0,204 mg.100g™).
Nasleduji pSeni¢na celozrnna vietena, kde byl zjistén obsah riboflavinu (0,179 mg.100g™).
Mensi mnoZstvi vitaminu B, bylo stanoveno v tukovém rohliku (0,094 mg.100g™).

Dalsi v potadi je pSeniéna hladka mouka, u které byl obsah riboflavinu (0,087 mg.100g™).
Literatura uvadi obsah riboflavinu v pseni¢né hladké mouce 0,050 mg.100g™, coZ je 0 0,037

mg.100g™ méné nez stanoveny obsah.[17]

U celozrnného peciva byl riboflavin stanoven jen v jednom vzorku a to ve vicezrnné kostce,

kde byl zjistén obsah (0,081 mg.100g™).
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vieten (0,049 mg.100g™) a vyluh z Zitnych celozrnnych kolinek (0,017 mg.100g™).

Riboflavin touto metodou nebyl stanovitelny, vzhledem Kk velmi nizkym mnozstvim tohoto
vitaminu — niz§im nez mez stanovitelnosti, v nasledujicich vyrobcich: pSenicné mouce
polohrubé a hrubé a v zrnné $picce. Literatura uvadi obsah riboflavinu v polohrubé mouce

0,031 mg.100g™ a v hrubé mouce 0,021 mg.100g™ .[17]
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanoveni obsahu riboflavinu (vitaminu B;) pomoci

chromatografické techniky HPLC v cerealnich produktech.

V préci bylo analyzovano 22 vzorkll ceredlnich produktli - celozrnné mouky (pSenicna,
zitna a Spaldova), mouky obohacené vitaminy (hladka, polohruba a hruba), pSeni¢né mouky
(hladkd, polohruba a hruba), celozrnné lupinky (Fitness, Frutina a Dobra vlaknina),
celozrnné chleby (Zitny kiupavy, kiehky celozrnny a pochoutkovy chléb), pSeni¢ny chleba,
celozrnné pecivo (zrnna Spicka a vicezrnna kostka), tukovy rohlik, celozrnné suSenky a
celozrnné téstoviny (Zitna celozrnna kolinka a pSeni¢na celozrnnd vietena), které jsou

vyznamnym zdrojem vitaminu B, Vv nasi strave.

Riboflavin, ve vod¢ rozpustny vitamin, je dulezity pro tvorbu latek, které jsou nezbytné pro
pfeménu a produkcei energie z bilkovin, tuki a sacharidii. Hodnota doporuc¢eného denniho
piijmu riboflavinu by méla byt v souladu s energetickym vydejem a télesnou hmotnosti

konzumenta. Doporudena davka pro primérného obyvatele CR ¢&ini 1,5 mg/den.

Pro pfesné stanoveni riboflavinu bylo nutné optimalizovat postup izolace vitaminu a také
stanovit vhodné podminky pro jeho méfeni pomoci HPLC/UV-DAD. Pti optimalizaci
izolace riboflavinu bylo zjistovano vhodné sloZeni a mnozstvi extrakcnich ¢inidel 1 pribeh

celého izola¢niho postupu pro jednotlivé cerealni produkty.

Pii stanoveni riboflavinu metodou HPLC/UV-DAD byla pouzita kolona SUPELCOSIL
LC8. SloZeni mobilni faze bylo: octan sodny (0,12 moll') a methanol, s pouZitim

gradientové eluce. Signal byl sniman detektorem UV-DAD pfi vinové délce 270 nm.

V cerealnich produktech byla stanovena nasledujici mnozstvi riboflavinu. Ze vsech mouk, u
kterych byl stanovovan obsah riboflavinu, byl nejvyssi obsah stanoven u mouk obohacenych
vitaminy. Z nich nejvy$si obsah riboflavinu méla mouka hladka 0,800 mg.100g™, v hrubé
mouce byl obsah riboflavinu 0,584 mg.100g™ a v mouce polohrubé 0,525 mg.100g™.
U celozrnnych mouk byl nejvyssi obsah riboflavinu stanoven v mouce pSeni¢né 0,265

mg.100g™, dale v celozrnné mouce Zitné 0,235 mg.100g™ a Vv celozrnné mouce $paldové

vwr
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obsah riboflavinu 0,087 mg.100g™, u mouky polohrubé a hrubé nebyl riboflavin touto

metodou stanovitelny, vzhledem k velmi nizkému mnozstvi tohoto vitaminu.

U celozrnnych lupinkti byl nejvyssi obsah riboflavinu stanoven v celozrnnych lupincich
Fitness 2,779 mg.100g9™, coz je 185,3 % DDD. V celozrnnych lupincich Frutina byl
stanoven obsah 1,246 mg.100g™, ktery predstavuje 83,1 % DDD. V celozrnnych lupincich

(R4

U vzorktl chlebii mé&l nejvyssi obsah riboflavinu Zitny kiupavy chlebidek 0,561 mg.100g™,
toto mnozstvi tvoti 37,4 % DDD. V celozrnném chlebu pochoutkovém byl obsah 0,504
mg.100g™, coZ je 25,2 % DDD. V kiehkém celozrnném chlebicku bylo stanoveno mnozstvi
0,322 mg.100g™, které piedstavuje 21,5 % DDD. Nejnizsi obsah riboflavinu byl zjistén
v peniéném chlebu 0,208 mg.100g™, tedy 13,9 % DDD.

Z petiva byl nejvyssi obsah riboflavinu stanoven v tukovém rohliku 0,094 mg.100g™, coz
tvofi 6,3 % DDD. Vicezrnna kostka méla obsah riboflavinu 0,081 mg.lOOg'l, tedy 5,4 %
DDD. V zrnné Spicce byl riboflavin touto metodou nestanovitelny, vzhledem k velmi

nizkému obsahu tohoto vitaminu — niz$imu neZ mez stanovitelnosti.

V celozrnnych susenkach byl naméfen obsah riboflavinu 0,581 mg.100g™, ktery by pokryl
38,7 % DDD.

V zitnych celozrnnych kolinkdch byl uréen metodou HPLC obsah riboflavinu 0,223
mg.100g™, coz je 14,9 % DDD. Ve vyluhu z téchto téstovin byl obsah riboflavinu 0,017
mg.100g™. U pseniénych celozrnnych vieten byl stanoven niZ§i obsah riboflavinu 0,179
mg.100g™, ktery tvoii 11,9 % DDD. Ale ve vyluhu z téchto t&stovin byl obsah riboflavinu

vy$§i 0,049 mg.100g™ v porovnani s Zitnymi t&stovinami.

Z naSeho stanoveni bylo tedy zjiSténo nasledujici potadi jednotlivych ceredlnich produktii
podle obsahu riboflavinu: celozrnné lupinky Fitness, celozrnné lupinky Frutina, pSenicna
hladka mouka obohacena vitaminy, pSeni¢na hruba mouka obohacend vitaminy, celozrnné
suSenky, zitny kiupavy chlebicek, celozrnné lupinky Dobra vldknina, pSenicnd polohruba
mouka obohacena vitaminy, celozrnny chléb pochoutkovy, kiehky celozrnny chlebicek,
celozrnna mouka pSeni¢na, celozrnna mouka zitna, zitna celozrnna kolinka, pSeni¢ny chleba,
celozrnna mouka Spaldova, pSeni¢nd celozrnna vietena, tukovy rohlik, pSeni¢nd hladka
mouka, vicezrnna kostka, vyluh z celozrnnych pSeni¢nych vieten, vyluh z celozrnnych

zitnych kolinek, pSeni¢na mouka polohruba, pSeni¢nd mouka hruba a zrnné $picka.
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Pouzitd metoda se ukazala byt vhodnd pro stanoveni obsahu riboflavinu v ceredlnich
produktech. Stanoveny obsah riboflavinu se ve vétSin¢ ptipadd pftili§ neliSil od obsahu
uvadéného vyrobcem nebo uvadéného v literatufe. Pouze u tii vzorkid byl obsah vitaminu

tak nizky, ze byl touto metodou nestanovitelny.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
FMN  Flaninmononukleotid

FAD  Flavinadenindinukleotid

HPLC Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

DAD  Detektor s diodovym polem

DDD  Doporucena denni davka
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PRILOHA P I: CHROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU

(KONCENTARACE 0,25 pg.mil™)
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PRILOHA P II: CHROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU

(KONCENTARACE 0,5 pg.ml™)
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PRILOHA P III: CROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU

(KONCENTRACE 1 pg.ml™)
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PRILOHA P IV: CHROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU

(KONCENTRACE 1,5 pg.mi™)
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PRILOHA P V: CHROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU

(KONCENTRACE 2 pg.ml™)
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PRILOHA P VI: CHROMATOGRAM STANDARDU RIBOFLAVINU
(KONCENTRACE 4 pg.ml™
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PRILOHA P VII: CROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU VE
VZORKU CELOZRNNE MOUKY PSENICNE
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PRILOHA P VIII: CROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU
VE VZORKU CELOZRNNE MOUKY ZITNE
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PRILOHA P IX: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU
VE VZORKU CELOZRNNE MOUKY SPALDOVE
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PRILOHA P X: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU VE
VZORKU HLADKE PSENICNE MOUKY OBOHACENE VITAMINY
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PRILOHA P XI: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU
VE VZORKU POLOHRUBE PSENICNE MOUKY OBOHACENE

VITAMINY

oo

iz

M

s
:
3 H

|
L
|:)'
b
|
/
|

N

<]

N

o

3

Page 2 of 3

=01 'v Lavwa

(A v 1Od-NOVWEE " LN 08 '0Se=49d 9L 0L




PRILOHA P X1I: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU

VE VZORKU HRUBE PSENICNE MOUKY OBOHACENE
VITAMINY
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PRILOHA P XI1l: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU
VE VZORKU HLADKE PSENICNE MOUKY
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PRILOHA P X1V: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU

VE VZORKU POLOHRUBE PSENICNE MOUKY
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PRILOHA P XV: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU
VE VZORKU HRUBE PSENICNE MOUKY
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PRILOHA P XVI: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU

VE VZORKU CELOZRNNYCH LUPINKU FITNESS
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PRILOHA P XVII: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU

VE VZORKU CELOZRNNYCH LUPINKU FRUTINA
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PRILOHA P XVIII: CHROMATOGRAM STANOVENI
RIBOFLAVINU VE VZORKU CELOZRNNYCH LUPINKU DOBRA
VLAKNINA
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PRILOHA P XIX: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU
VE VZORKU ZITNEHO KRUPAVEHO CHLEBICKU
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PRILOHA P XX: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU
VE VZORKU KREHKEHO CELOZRNNEHO CHLEBICKU
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PRILOHA P XXI: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU
VE VZORKU CELOZRNNEHO CHLEBA POCHOUTKOVEHO
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PRILOHA P XXII: CHROMATGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU
VE VZORKU PSENICNEHO CHLEBA
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PRILOHA P XXI11: CHROMATOGRAM STANOVENI
RIBOFLAVINU VE VZORKU ZRNNE SPICKY
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PRILOHA P XX1V: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU
VE VZORKU VICEZRNNE KOSTKY
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PRILOHA P XXV: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU
VE VZORKU TUKOVEHO ROHLIKU
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PRILOHA P XXVI: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU

VE VZORKU CELOZRNNYCH SUSENEK
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PRILOHA P XXVII: CHROMATOGRAM STANOVENI
RIBOFLAVINU VE VZORKU ZITNYCH CELOZRNNYCH KOLINEK
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PRILOHA P XXVIII: CHROMATOGRAM STANOVENI
RIBOFLAVINU VE VZORKU PSENICNYCH CELOZRNNYCH
VRETEN
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PRILOHA P XXIX: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU

VE VZORKU VYLUHU Z ZITNYCH CELOZRNNYCH KOLINEK
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PRILOHA P XXX: CHROMATOGRAM STANOVENI RIBOFLAVINU

VE VZORKU VYLUHU Z PSENICNYCH CELOZRNNYCH VRETEN
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