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ABSTRAKT

Teoretickacast diplomové prace popisuje vitamin, Beho vlastnosti, zdroje - podro¥n
celozrnné produkty a zimy riboflavinu Ehem zpracovani potravin. Dale jsou popsany
chromatografické metodyigdevSim HPLC, kter4 se faftji vyuziva pro stanoveni vi-
taminu B. Experimentalnéast diplomové prace se zabyva chromatografickymostnim
obsahu vitaminu Bv 28 celozrnnych produktech (celozrnné mouky, lchla péivo, su-

Senky, snid@&ové produkty,dstoviny) metodou HPLC s UV detekci.

Kli¢ova slova: vitamin B riboflavin, celozrnné vyrobky, HPLC/UV

ABSTRACT

The theoretical part of the thesis describes vitaBy, his properties, resources - whole
grain products in detail and changes of riboflawring food processing. The
chromatographic methods, especially HPLC, freqyamdked for determination of vitamin
B, are described. The experimental part of the thdeils with the chromatographic
determination of vitamin Bin 28 whole grain products (whole grain flour, dule and

pastries, biscuits, breakfast cereals and pastelPhyC with UV detection.

Keywords: vitamin B, riboflavin, whole grain products, HPLC/UV
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UvoD

Vitaminy jsou pro metabolismu$ovéka esencialni. Jejich nedostatek ve strzyisobuje

onemocgni, kterd jsou charakteristické pro jednotlivy wita.

Vitamin B, — riboflavin funguje jako kofaktoffiznych enzym v metabolismu nukleovych
kyselin, bilkovin, sacharid tuki a dalSich latekUcgastni se procesu idi tak, ze ma
schopnost fevadt kratkovinné modré paprsky na Zlutozelené a tinoztmje vickni za Sera,
umozuje oxida&ni pochody a metabolismus aminokyselin v rohovogrd ¢oéce. Eastni se
také metabolismu pyridoxinu, kyseliny listové aanm, produkce hormdnv nadledvinkach a

tvorby krevnich elemefita zarodeénych burk.

Vitamin B; je ve voa rozpustny, termostabilni, k jeho inaktivaci dodh@sobenim sitla

a alkalickym prosedim.

Nedostatek vitaminB, se projevuje prasklinami Ustnich kouitkzarety jazyka, poskoze-
nim sliznice hrtanu a jicnu, z&yg kize, nadmrnym vyluwtovanim kozniho mazu, lamavos-

ti nehfi, nadnérnym rohovatnim kiiZze a za#ty ocnich vicek.

Ke zdrojim vitaminu B pati: vegova jatra, vejce, maso, syry, ryby a mléko. Z iosfich
produkti maji nejvyssi obsah vitaminw, Bbiloviny a vyrobky z nich. Celozrnné produkty
tedy pati mezi vyznamné zdroje vitaminw,BVySSim obsahem vitaminw,Be vyznauiji i

luStniny a brambory.

Ke stanoveni vitaminu B se vyuZivaji i#zné metody: mikrobiologicka, kapilarni
elektroforéza, tenkovrstevna chromatografie, luawithova. Stanoveni riboflavinu se ale
neiastji provadi chromatografickou metodou — HPLC, ktgréejvice pouzivanou a roz-

Sitfenou analytickou metodou. SlouZzi k separaci a aratfiemickych siisi.

Cilem diplomové prace bylo stanoveni obsahu vitanBnv celozrnnych produktech (ce-
lozrnné mouky, p&vo, snidas, téstoviny, chlebiky a suSenky). K izolaci vitaminu,B
bylo vyuZito optimalizovaného izalaiho postupu. Izolovany vitamin,Byl stanoven po-
moci HPLC/UV.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou definovanou skupinou nizkomolekulé&miorganickych latek, které jsou
piitomny v malém mnoZstvi wipozenych potravinach. Jsou esencialni pro metsimois a
jejich nedostatek ve strawpisobuje onemocmi, kterd jsou charakteristicka pro kazdy

vitamin [1].

Vitaminy jsou syntetizované autotrofnimi organisrideterotrofni organismy jakdlovek
vitaminy syntetizuji jen v omezené imi Ziskavaji je jako exogenni latkyepevsim
Z potravy a Bkteré heterogenni organismy ziskavaji vitaminy zguy prostednictvim
strevni mikrofléry. Nekteré latky které samy nevykazuji fyziologickéinky mohou byt
vyuzity jako prekurzory vitamiln tzv. provitaminy. Organismus je schoperéchto latek

syntetizovat vitaminy2].

s

Vitaminy jsou pro organismus nepostradatelnym MKialyaatorem, jejich nejdezité|Si
funkci je tedy sothst katalyzatar biochemickych reakci a proto byvaji také aanaany
jako exogenni esencialni biokatalyzatory. DalSk&imekterych vitami je antioxid&ni

pusobeni, tedy tlumeni tvorby aktivnich forem kysl|iktipadré dusiku[2, 3].

Vitaminy jsou v utitém minimalnim mnoZzstvi nezbytné pro latkovaemenu a regulaci

metabolismuloveéka. Vitaminy nejsou zdrojem energie ani stavebniatemalem2].

Mnozstvi vitamini, které je patbné k zajigini normalnich fyziologickych funkailovéka
je zavislé naract faktori jako je stéi, pohlavi, zdravotni stav, Zivotni styl, stravoivac

zvyklosti, pracovni aktivita apofR].

V potravinach se vitaminy vyskytuji v prégmmém mnozstvi, odg.kg" po stovky aZ tisice
mg.kg'. Obsah vitamifi v surovinach i v potravinach z nich vyrobenychzjalediska
technologického nejen indikatorem kvality a Setthoperaci pouzitych ip vyrobe, ale
také podminek skladovani surovin i hotovych vyiiobkitaminy se vyskytuji volné vazané

zejména na bilkoviny nebo sachar[dy3].
Potreba jednotlivych vitamiih mize byt ovliviena gitomnosti gkterych sloZzek potravin,
které neumoluji plné vyuziti vitamiri nebo vitaminy inhibuji. Mezi tyto latky patantivi-

taminy, které jsou také ozémvany jako antagonisty vitaminAntivitaminy eliminuji ugi-
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tym zpisobem biologické dinky vitamini, coz miZze vést k projem nedostatku (defici-

ence)2].

Je-li rektery vitamin dodavan v nedostémeém mnozstvi dochazi k hypovitaminose nebo
az k avitaminose, coz jegrhodny Uplny nedostatek vitaminu projevujici seupbou r-
kterych biochemickych procésAvitaminosa nevznika pouze jako nasledek nedastét

ho obsahu fislusného vitaminu v potrdyale mohou se na ni podilet i jiné faktory, ihap
Spatnad resorpce vitantinv zazivacim traktu, vliv &kterych fyziologickych zran

v organismu, fitomnost antivitamifh a v rekterych gipadech i zvySena peba vitamirh

pii zvySené fyzické nebo psychické &t Nedostatek vitaminu (deficience) byfivke jed-

nou z hlavnich fi¢cin mnoha chorob a onemaan [2, 3].

Opakem nedostatku vitaminu je naftny prijem vitaminu nazyvany jako hypervitamino-
sa, ktera se projevuje poruchami biochemickych ggoa mize vést k&zkym onemoc#

nim[2].

Vitaminy se fidi na zaklad spole&nych fyzikalnich vlastnosti, mezi které iabzpustnost

ve vodt a v tucich. Podlethto kriterii se dli na dw velké skupiny.
- Vitaminy rozpustné ve vadhydrofilni vitaminy). Zahrnuji 9 vitamiin
- Vitaminy rozpustné v tucich (lipofilni vitaminyXahrnuji 4 vitaminy2, 3].

Hydrofilni vitaminy zahrnuji vitamin C a vitaminykspiny B, ozn&ované takeé jako vita-
miny B-komplexu. Mezi vitaminy skupiny B gat thiamin, riboflavin, niacin, pyridoxin,

kyselina pantotenova, biotin, folacin a korino[ay:

Funkce vitamif rozpustnych ve vadspaiva v katalytickém &inku, uplatiuji se jako
kofaktory iiznych enzym v metabolismu nukleovych kyselin, bilkovin, sadtiay tuki a
dalSich latek. Tyto vitaminy nejsou v organismuaxfialla skladovany nebo jsou skladova-
ny jen omeze® Jejich gebytek je vyloden mai. U vitamini rozpustnych ve vaddoché-

zi v piibéhu technologického a kulinarniho zpracovani k &8 ztratam vyluherg].

Vitaminy rozpustné v tucich zahrnuji vitamin A, B,a K. Jsou skladovany v jatrech. U

vitamind rozpustnych v tucich dochazi k n&gim ztratam oxidage].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 15

1.1 Vitamin B,

Vitamin B, (riboflavin), dive ozn&ovany také jako laktoflavin, ovoflavin, uroflavinvé
tamin G, je oxidovanou formou vitaminu nazyvanavéichinon. Zakladem vitaminuw, e
isoalloxazinové jadro, na které je v poloze N-1(zara ribitol, alditol odvozeny od

D-ribosy. Chemicky je vitamin B6,7-dimetyl-9-(D-1"-ribityl)izoalloxazir2, 3].

CH,OH
HO-CH
HO-CH
HO-CH
Ch;
HsC N JNYO

H:C N7 e
O

Obr. 1. Riboflavin (oxidovana forma)

Vitamin B, se gevazré vyskytuje ve forni riboflavin-5"-fosfatu (flavinmononukleotidu,

FMN), flavinadenindinukleotidu (FAD) a kovalertrvdzaného riboflavinu. Jako volna
latka se vitamin B(riboflavin) vyskytuje v menSi e nez ve fora vazané. FMN a FAD

jsou kofaktory enzyrin nazyvanych jako flavoproteiny. Tyto enzymy hrajiekitou roli

v pienosu atorin vodiku v oxidativnich procesech uvniiuiky, pii kterych vznika energie

(respir&ni iettzec). Takovou reakci je ndklad konverze pyridoxinu na jeho futrk for-

mu a konverze tryptofanu na niadjg, 3, 4].

Vitamin B, je schopen vytu@t koenzymy, které hrajititeZitou roli v metabolizmu bilko-
vin, tuki, sacharid [3].

Vitamin B, se @&astni procesu vighi tak, Ze ma schopnostguadt kratkovinné modré pa-
prsky na Zlutozelené a tim uminge vidkni za Sera, umaiije oxida&ni pochody a metabolis-
mus aminokyselin v rohovce &rd ¢o¢ce. Koncentrace vitaminB, v oku je vysoka, ve vol-

né forne je obsazen ve velkém mnozstvi v sitifsji

Vitamin B, se @&astni metabolismu pyridoxinu, kyseliny listové acihu, dale sedastni pro-

dukce hormot v nadledvinkach a tvorby krevnich elemeatzarodénych burk [3].
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Glutathionreduktaza obsahuje jakéinnou skupinu FAD. Hraje hlavni roli v antioxigt@m

systému fi obnow redukované formy glutathionu (GSH) z oxidovanémgrglutathionu

(GSSH). Glutathionreduktazaagobi v kombinaci s glutathionperoxidasoti pdbouravani

peroxidu vodiku na vodu [5, 6].

NH,
N-.~
g
9. NN
CH,0-P-0-P-0-CH,
HO-CH O ©

oH

HO—F =0

oH
HO

HO
H3C I+ I+l ]
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Obr. 2. FADa FMN

Vitamin B, se vstebava v horniéasti tenkého #tva pomoci Na- zavislého aktivniho

transportu. Absorpce nizkych koncentraci vitaminyeBregulovana pomoci satdrdho

mechanizmu, vySSi koncentrace jsou absorbovany piopasivni difuze. Po procesu fosfo-

rylace vlivem korovych enzyinje vitamin B dale transportovan ve vazima bilkoviny

piedevsim do jater, srdce a ledvin, kde Bgenvytv&et vyznamné zasoby. Ke snizeni ab-

sorpce vitaminu Bdochazi f poSkozeni traviciho traktujipobenim alkoholu, v, pri

vysS8im vyskytu chelatmedi, zinku a Zeleza v travicim trakf8, 5].

1.1.1 Reakce vitaminu B

Vitamin B; je Zlutozelend krystalick& latka, rozpustna vesvatbdné roztoky maji schop-

nost fluorescencé/itamin B, je termostabilni, k jeho inaktivaci dochaZispbenim sétla

a alkalickym prostedim[4, 7].

FMN a FAD jsou velmi nachylné k chemické nebo enaijoké hydrolyze. FAD je v kyse-

lém prostedi hydrolyzovano na FMN. Fosfatova skupina FMNvjkyselém prosedi
piemistna z polohy C-5"do polohy C-4", C-3" a C-2, hy§lrolu fosfat vznika vitamin

B [2].
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Katalyticka aktivita flaviri je dana kombinaci benzenového, pyrimidinoveho raziyo-

vého kruhu v isoalloxazinovém jadru [8].

Vitamin B, miZe byt snadno esterifikovan v poloze ribitolu. Moastedt mastnych kyse-

lin vznikajicich esterifikaci zahrnuji riboflavin-butyrat a riboflavin-5"-palmitat [8].

Vitamin By je v nepitomnosti s¥tla velmi stabilni, v neutralnich a skakyselych rozto-
cich je prakticky staly. V alkalickém prastli vznika jako produkt degradace vitamirg B
1-(3-karboxy-6,7-dimethyl-2-oxo-2H)-chinoxalinyl)-1-deoxy-D-ribitol. V neutralnim a
alkalickém prostedi za pistupu s¥tla jsou vSechny flaviny nestalé, zejména volngmwiin
B, a FMN. Tyto slodeniny pisobi jako fotosenzibilizatory typu | a Il, absorbowou s¥-
telnou energii pedavaji vzdusnému kysliku, ze kterého vzniké stoglekyslik a ten oxi-

duje dalSi organické sléaniny, sodasré dochazi k fotolytickému &beni flavini [2].

Hlavnim produktem fotodegradace vitamiBy po Stpeni ribitolu v kyselém a neutrdlnim
prostedi je lumichrom, v neutralnim a alkalickém predit vznika lumiflavin. Oba flaviny
vznikajici fotodegradaci vitaminu,Bsou &inngjSi oxidani ¢inidla nez samotny vitamin
B,. Reakci &chto flavinmi s kyslikem vznika singletovy kyslik, reaktivni re@ly a peroxid

vodiku. Reakci peroxidu vodiku s Zeleznatymi iovtnika hydroxylovy radikal, ktery je

velmi iEinnym oxida&nim ¢inidlem[2].

Vitamin B, ¢asto pisobi jako fotosenzibilizator u mlékaiguasobeni slungiho z&eni

v nevhodnych obalech. Singletovy kyslik a produiggradace vitaminu B zejména lu-
miflavin, zpisobuji rozsahlou destrukci vitaminu C a oxidaciSé&dl vyznamnych latek
jako je retinol a retinoidy, esencialni mastné kpsea esencialni aminokyseliny.
Z methanthiolu vznikaji rozkladengkavé sirné sloteniny jako napp methional, které

zpasobuji nepijemné aroma nazyvané jako slaneptipach[2].

1.1.2 Denni potifeba vitaminu B,

Clovék nedokaze vitamin Bsyntetizovat, proto jej musitiimat z potravy. V malém

mnoZstvi je vitamin Bsyntetizovan bakteriemi, které kolonizuji tlusté&ego ¢loveéka[9].

VySe dopordeného dennihoffyjmu vitaminu B je vzhledem k jehotsobeni v energetic-
kém metabolizmu a metabolizmu bilkovin zavisla baahu bilkovin a energetické hodno-
t¢ potravy. Doporteny denni fijem by n&l byt v souladu s energetickym vydejemskes-

nou hmotnosti konzumenga.
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Denni poteba vitamin B se udava v rozmezi hodnot 0,4 mg — 1,7 mgiePBat0,4 mg vi-
taminu B na den plati pro kojence. NejvysSi hodnota 1,7naglen je udavana pro ado-
lescenty a dosge muze. U Zen je pigba riboflavinu na den oproti dagym muzim a

v rozmezi hodnot 1,6 — 1,8 mg i vyS8akud je nedostatay pijem vitaminuB, (mére nez
0,5 mg.deft) deldi nez 100 dni dochazi ke vzniku hypovitamjrias3].

Ténetr 40 % vitaminu B ziskaného potravou zajie mléko a miéné vyrobky, asi 20 %

maso a masné vyrobky, 15 % cerealie, necelych {8jée a zelening2].

Vitamin B, obsazeny v potravinach Zzi&iéného [vodu, je oproti vitaminu B
v potravinich rostlinnéhotpodu, jednodusSeji absorbovan v travicim traktuta@ano
vySSim obsahem kovalentnich vazeb, v potravinastimoého @vodu, které jsou obtiza

ji Stépeny proteasani2].

ZvySeny denni fljiem je doportovan g infekénich onemocenich, po chirurgickych inter-
vencich, u pacieits polytraumaty, f chronickém abuzu alkoholu, zvySené aktivittitné

Zl4zy a pi konzumaci stravy s vysokym obsahemii(ig].

K nedostatku vitaminB, dochazi zejména v rozvojovych zemich, v rozvinitgemich se
nedostatek vitaminu Bvyskytuje u starych lidi. Vitamin Bje u lidi hodnocen pomoci
EGRAC, cozZ je koeficieraktivity glutathionreduktazy. Jedna se o gomlutathionreduk-
tazy s doplanim a bez dopkni kofaktoru FAD. Glutathionreduktaza ztraci FADanné
fazi nedostatku vitaminu BKoeficient EGRAC slouzi jako uzitea metoda ke stanoveni

nedostatku vitaminu H10].

Nedostatek vitaminB, maZe byt v podminkackR vyvolan: celkovou malnutrici (podvy-
Ziva v podminkachCR zpisobena nevhodnym sloZenim stravy), alkoholismerlnom
piijmem antikoncepceallouhodobym psobenim strestnemoci Stitné Zlazy (hyperfunkce),

diabetes mellitus, z&ty tenkého seva a u dti hyperbilirubinémii [3, 5].

Na molekularni Grovni negati¢rovliviiuje nedostatek vitaminB, metabolismus zeleza, coz
ma za nasledek posSkozeni tvorby erytrocyt dusledku nedostatku vitaminB,, jakozto
souasti enzymu glutathionreduktazy, dochazi ke zvygemoxidace lipid a ke zvySeni
piitomnosti volnych radikél Onemoctini vznikajici nedostat@ym grijmem vitaminu B
se nazyva ariboflavinosa. Toto onemé&tnje pongrné vzacné Nedostatek vitaminB, se

projevuje prasklinami Ustnich koutkzarety jazyka, poSkozenim sliznice hrtanu a jicnu,
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zarety kaze, nadmirnym vylutovanim kozniho mazu, lamavosti nehtadngrnym roho-

vatnim kize a zadty o¢nich vicek[2, 5].

1.1.3 Vyskyt vitaminu B

Volny vitamin B, se nachézi pouze v sitnici oka, syrovatce &.n\ejcastji se vitamin B
vyskytuje vazany jako FMN a FAR, 3].

Vitamin B, je obsazen vad potravin, ve kterych se vSak jeho obsah velmi B&ihatymi
zdroji jsou — jatra, ledviny, mléko, syry, jogurykvasnice. Dobrymi zdroji jsou: mandle,

séjova mouka, surové houby, snidaé cerealie, obohacend moyRh
Obsah vitaminu Bve vybranych potravinach je uveden v tabuldg]l

Tab. 1. Obsah vitaminu,B potravinach2]

Vitamin B
Potravina Obsah v mg.kg" Potravina Obsah v mg.kg"
Maso vepove 0,9-35 Rapta 0,3-04
Maso ho¥zi 0,4-35 Mrkev 05-2,6
Maso kueci 0,7-2,8 Brambory 0,3-2,0
Veprové jatra 29 — 44 Jablka 0,1
Ryby 1,0-3,3 Citrusoveé plody 0,2-04
Mléko 0,2-3,0 Banéany 04-0,6
Syry 3,3-5,7 @echy 0,2-1,3
Vejce 28-35 Drozdi 17 - 44
PSentna mouka 0,2-1,2 Zeli 0,5
Chléb 06-1,5 Spenat 0,6 —3,4
Lusg€niny 1,2-28
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1.1.3.1 Potraviny Ziv@&isného pivodu

Z zivecisnych produki maji nejvyssi obsah vitaminw, Bepgova jatra. VySSi obsah vita-
minu B, maji také vejce, maso, syry, ryby a mléko, ledviiiéko a ml€né vyrobky doda-

vaji zhruba polovinu vitaminB, ve stra¢ obyvatelCR [1, 2].

V mléce a ve vejcichipvlada piblizn¢ 82 % volné formy vitaminu B V mléce je vitamin
B, z¢asti vazan nais-kasein aB-kasein, piblizné 14 % tvai forma FAD a 4 % forma
FMN [2].

1.1.3.2 Potraviny rostlinného gvodu

Z rostlinnych produkt ma nejvyssi obsah vitaminw, BSenéna mouka. Déale se vysSSim

obsahem vitaminu Bryznauji lus&niny, brambory a chléf2].

V potravinach rostlinnéhotwodu se vitamin Bvyskytuje ve tech formach: volny a vaza-
ny v FMN a FAD. Ve vySSich rostlinach a mikroorganech se krottéchto forem vy-
skytuje také velky piet derivah vitaminu B (nag¥. estei a glykosidi). Tyto derivaty vy-
kazuji biologickou aktivitu obdobnou vitaminu,.BFfikladem &chto derival muze byt

ester s malonovou kyselinou (5" -malonyl-riboflayikiery byl nalezen v ovga@].

Vitamin B, se gidava do potravin zacélem fortifikace. Fkladem mohou byt pSefna

mouka a ceredlni snidafe].

1.1.3.3 Ostatni zdroje

Z ostatnich zdrdj je nejvyznam#Sim drozdi, které ma po vigyych jatrech druhy nej-

vySSi obsah vitaminu H2].

1.1.4 Zmény vitaminu B, béhem zpracovani potravin

Vyznamné ztraty vitaminu Bmohou vznikat  manipulacich a neSetrném zachazeni,
nag. pii sklizni, skladovani a doprév- predevsim fisobenim teploty a délky skladovani, i
nedostaténou ochranou proti slugeimu zdeni. Ztraty vitaminu Bv piipadt kulinarnich

Uprav jako vé&eni jsou zpsobeny vyluhovanirfi2].

Vitamin B, pati mezi nejstabilSi vitaminy, avSak k jeho degradaci dochazi vedmad-

no pisobenim UV a slur@iho zd&eni. Proto by se potraviny, obsahuji€tsf mnoZstvi
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tohoto vitaminu, nerly vystavovat slunénimu z&eni. Potraviny by iy byt skladovany

ve vhodnych obalech, které jsou négedné€[1, 2].
Pramérné ztraty vitaminB, zpisobené Upravou potraviimi priblizné 20 %][5].

Ztraty vitaminu B nejsou pi vaieni a p&eni masa $liS vyznamné, zpravidla négsahuji
10 % a jsou zfsobeny pedevsim vyluhem. Takécbhem zmrazovani a chladirenského
skladovani masa jsou ztraty nizké. K malym ztrat#aminu B, v mase dochazi ifppou-

Ziti mikrovinného okevu[1,2].

Studie provedena slovenskyn#idei [13] uvadi, Ze Bhem vadeni vepového masaip93 °C po
dobu 72 — 80 minut dochazi k 13 % z¥raitaminu B,. U masa hosziho dochazi
96 — 99 °C po dobu 150 minut k 18 % ztratam.

Mléko a ml€né vyrobky jsou dlezitym zdrojem vitaminu Bve stra¢. Vitamin B, jako
silny fotosenzibilizator je schopen absorbovatteidié a ultrafialové zéni a pevadt tuto
energii na reaktivni formy kysliku jako superoxigiagletovy kyslik. Radikaly a reaktivni
formy kysliku urychluji oxidaci slozek mléka a réa§ch vyrobki, jako jsou bilkoviny,
tuky, sacharidy a vitaminy¢etrg vitaminu B. Tyto procesy vedou k poSkozeni Zivin a
snizeni jejich obsahu. Krairtoho vznikaji také barvené zmy a nepijemna chd mléka
[14].

Snizeni koncentrace vitamirBp v mléce zalezi na rozsahu vinové délky, inteénzdroje

z&eni, délce expozice, teptoproduktu a prostupnosti &la obalovym materialerfi5].

Béhem tepelné Upravy mléka, jako je pasterace daaterije vitamin Bvelmi staly. Ztraty

nedosahuji ani 5 %. Ztratglhem skladovani trvanlivého mléka jsou asi 1(2%

K nejwetSim ztratdm vitaminu Bv mléce dochaziipmym ozd&enim slunénim swtlem.
Pti skladovani na slunci dochazi k degradaci asi 20 9% vitaminu B za 1 hodinu. Nej-

VétSi ztraty vznikaji fi baleni mléka do plastovych lahvi a skieych nadoljl, 2].
Proces vypi#vani a kondenzace ma nizky efekt na obsah vitaBinumléce[1].

Fermentované mé@é vyrobky obsahuji veétSine pripadi vyssi koncentrace vitaminu, B

nez mvodni mléko z dvodu syntézy vitaminu Bpouzitymi mikroorganismyz2].

U konzervovaného ovoce a zeleniny jsou ztraty \itanB, zavislé na druhu pouzitych

surovin, pohybuji se v rozmezi 25 — 70 %. Tytotytjgou zfisobeny vyluheni2].
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Pti vareni se vyluhovanim snizi obsah vitamirwEelenirg¢ o 30 — 40 %2].

1.1.4.1 Zmény vitaminu B, v cerealiich a celozrnnych vyrobcich

Cerealie obsahuji ztaé mnozZstvi vitaminu B jehoz obsah v mouce zavisi na stupni vy-
milani. V celozrnnych moukach je obsah vitaminwissi nez v moukachébnych vymi-
lanych. Mleti pSenice Zgobuje vyznamné ztraty vitaminw,Btery je nejvice zastoupen
v klicku a obalovych vrstvach, tytéastic jsou Bhem mleti odstigovany. BEhem mleti

ryZe je ztracena zhruba polovina vitaminu[B 2].

Béhem péeni jsou ztraty vitaminu Bdo 10 %. VySSi ztraty byly zaznamenany u mouk,

které byly obohaceny vitaminem B].

U varenych &stovin se ztraty vitaminu Bv zavislé na druhu pouzitychistovin pohybuji

v rozmezi 35 — 55 %. Tyto ztraty jsouigpbeny vyluhenf2].

Slovenska studigl3] uvadi ztraty 18,3 % vitaminu,B1 makardn varenych @i 90 °C po
dobu 10 minutzvySenim doby sobeni na 20 minut se ztraty vitaming BySily o vice

nez polovinu na 53,3 %

Francouzsti &dci [16] zjistili, Ze @i vyrobé celozrnnych a &nych bilych chleb nedochazi
ke snizovani obsahu vitamidy. Je to dano nejen dobrou stabilitou vitamBwb¢hem zpra-
covani, ale také zvySenim obsahu vitaminlk#asinkami a to zejméndipllouhé fermen-
taci. U Zné bilé mouky byl zji¥h obsah vitaminu B0,49 ug.g*, u celozrnné mouky
0,80 ug.g*. Béhem peeni chleba doslo ke zvySeni obsahu vitaminw B&Zném bilém
chlebu na hodnotu 1,1@y.g%, u celozrnného chleba na hodnotu 1§65".

1.1.5 Stanoveni riboflavinu

Riboflavin se pirozeré vyskytuje v biologickych tkanich vazany na bilkoyive forme
FMN a FAD, volny vitamin B se nachazi hla¢rk kravském mléce. Pro stanoveni se nej-
¢astji pouziva lumiflavinova (fluorimetrickd) metoda,ikrobiologicka metoda, kapilarni

elektroforéza, tenkovrstevna chromatografie a kapea chromatografie [17, 18].

Vitamin B, je silr¢ fotolabilni, proto je Bhem jeho stanoveni nutné pracovat za‘iséypu
swtla [17].
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1.1.5.1 Lumiflavinova (fluorimetrickda) metoda stanoveni @minu B,

Lumiflavinovou metodou je vitamin Bze vzorku uvolén kyselou hydrolyzou pomoci
H.SO, a enzymatickou hydrolyzou pomoci takadiastasye®oakci chloroformem je vi-
tamin B, preveden UV z&enim v alkalickém progtdi na lumiflavin. Vznikly lumiflavin je

meten flurometricky pi vinovych délkach 435,8/525 nm. Obsah vitaminuvB vzorku je

uréen z kalibréni kiivky [17, 19].

1.1.5.2 Mikrobiologicka metoda stanoveni vitaminu,B

Pro mikrobiologické stanoveni vitaminw Bsou ¢asto pouzivany mikroorganizniyacto-
bacillus casealLeuconostoc mesenteroidésery je citlivjSi nezL.casei Mikroorganismy
jsou schopnytrstu pouze tehdy, je-li vitaminBritomen v médiu. Alikvotni podil extrak-
tu vzorku obsahujici vitamin Be pridan k Zivné pdé. Po nadkovani testovaného mik-
roorganizmu dochazi Kistu (nasobeni @tu) tohoto mikroorganismu v zavislosti na
mnozZstvi vitaminu B Narist mikroorganizmu je #ten pomoci vytvieného zakalu foto-
metricky [8, 18].

1.1.5.3 Stanoveni vitaminu B pomoci kapilarni elektroforézy

Cinsti wdci [20] provedli stanoveni koncentrace vitamirwpBmoci kapilarni elektroforé-
zy ve 12 vzorcich piva. Zvolené optimalni podmirdgparace vitaminu Bbyly pouZiti
tetraboritanu sodného a fosfénanu sodného pro Upravu pH vzorku piva. Detekca byl
provedena pomoci sttoemitujici LED diody indukni fluorescetini detekce. Koncentrace
vitaminu B, ve 12 vzorcich obchodnich drupiva byla v rozmezi 0,130 — 0,280 mg’ml

Tato metoda je citliva,ipsnd, rychla, jednoduchéa a reprodukovatelna.

1.1.5.4 Stanoveni vitaminu B pomoci tenkovrstevné chromatografie

Tenkovrstevna chromatografie byla vyuzita ke stamdv flavinovych derivét

v pekdskych kvasnicich. Stanoveni bylo provedeno naaikfové a celul6zové deste.
Vyvijeci mobilni faze se skladala z butanol: led&yaelina octova:voda (2:1:1). Ve vzor-
ku kvasnic byla zji%na gitomnost FMN (71,5%), FAD (25,8%), malé mnoZstviného
vitaminu B (1,7%) a stopové mnozstvi 10-formylmethylflavir® (05%) [21].
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1.1.5.5 Chromatografické stanoveni vitaminufomoci HPLC

HPLC byla uspSré pouzita ke stanoveni vitaminu, B riznych potravinach a biologic-
kych matricich. Metoda je selektivni a citlivd&egonava skteré problémy, které souvisi

s chemickymi metodami [22].

Chromatograficka metoda pro stanoveni vitaminuvB vejcich, plnottném mléce, od-
stted€ném mléce, suSeném miléce, jogurtu, tvarohu a $ypw dedar vyuziva okyseleni,
odstedEni a stanoveni tohoto vitaminu v supernatantu noetddPLC/UV. Mobilni faze je
sloZzena z vody:methanolu:kyseliny octové (68:32:@\). Tato metoda je jednoducha,

rychla, citliva a specificka pro vitaminB23].

Mad’arsk& studie [24] uvadi obsah vitaminy B2 vegovém mase a vépvych jatrech.
Zvoleny postup izolace vitaminu,Bre vybranych vzorcich zahrnoval nasledujici kroky:
hydrolyza pomoci HCI, za&hti vzorku a nasledné uveim vitaminu B enzymem takadia-
stasou a clara-diastasou. Pro stanoveni vitamnbyB pouzita metoda HPLC s UV de-
tekci o vinové délce 254 nm. Pouzitd mobilni fazesldadala z fosfatového pufru: acetoni-
trilu (84:16). Zjistny obsah vitaminu B metodou HPLC/UV byl ve vépvé kotlet
0,086 mg.100 ¢, jatrech 2,347 mg.100"g veprové kyt 0,099 mg.100 § a vepovych
Zebrech 0,068 mg.100'g

Matrici a kol. [25] hodnotili jakost bilého vinadik pomoci HPLC s fluoresceémni detekci
byl zjistovan obsah vitaminu BK analyze bylo pouZzito 85 vzorku obchodnich dirifi+
lych vin ze & zemi (Italie, Spatisko a Slovinsko), u kterych byl zj&t primérny obsah
vitaminu B, 0,04191 mg:t. Mobilni faze se skladala z p4PO,:acetonitril s gradientovou
eluci. Detekce vitaminu Boyla provedenaipexcitatni vinové délce 265 nm a emisni vi-

nové délce 525 nm.

Francouzsti &dci [26] provedli studii zabyvajici se koncentraczntnami vitaminu B
béhem vyroby chleba z pS&mé mouky. Pro izolaci vitaminuBze vzorku byla pouzita
enzymaticka hydrolyza pomoci &g enzynii: kyselé fosfatazy, papaina;amalyzy. Ke
stanoveni byla pouzita metoda HPLC s mobilni fazan sodny:metanol (30:70). K detek-
ci vitaminu B byl pouzit fluoresceini detektor s nastavenymi vinovymi délkami
422/522 nm. Zji&né mnozstvi vitaminu Bve vzorku bilé pSetiné mouky¢inilo 0,49
ug.g, ve vzorku celozrnné mouky 0,8@.g%, v bilém chlebu 1,1Qg.g* a v celozrnném
chlebu 1,4Qug.g™.
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Studie polskych &lci [21] uvadi testovanifftomnosti flavinovych derivatu v drozdi me-
todou HPLC s fluorescéni detekci. B izolaci flavinovych derivét byla vyuZita extrakce
pomoci metanol-dichlormetan (9:10), @vddu zamezeni hydrolyzy FMN a FAGigpbe-
nim kyselin a zasad.ridavkem hydrogenutdlitanu amonného bylo upraveno pH roztoku
vzorku. Mobilni faze se skladala z metanol: hyeérmghlcitan amonny s gradientovou
eluci. Detekce vitaminu Boyla pi excitaini vinové délce 450 nm a emisni vinové délce
530 nm. Analyza provedena u sedmi vZosknejmén ¢tyimi opakovanimi udava celkovy
obsah flaviri v Gerstvém drozdi 17,8g.g". FAD tvai 71,5 % (12,8.9.G") z celkové ob-
sahu flavirii v derstvém drozdi, 5"-FMNini 25,7 % (4,6u9.g7), 1,7% (0,3ug.g") zaujima
volny vitamin B a nejmensi obsah 0,8 % (0416.g") vykazuje 4°,5 -FMN.

Studie [27] provedena italskymi a Sgkakymi védci uvadi metodu HPLC/UV jako opti-
malni pro stanoveni vitaminu,BFMN a FAD ve vi#, pivu a dZzusu. Vzorky jsou uprave-
ny pouze filtraci pes mikrofiltry. K analyze je pouzit alikvotni poditorku 20ul. Zvolena
mobilni faze se skladala z pPO, : acetonitril s gradientovou eluci. Detekce vitamBy
probéhla @i excitatni vinové délce 265 nm a emisni vinové délce 525 Zymteny obsah
FAD ve vzorcich piva se pohyboval v rozmezi 19852 ug.I", FMN 8,1png.I'* a obsah
vitaminu B 1690 — 507,9 ug.lt. Vovocnych dZusech¢inil obsah FAD
100,8 — 171,819.I", FMN 17,3 — 54,419.I" a vitamin B 21,7 — 68,3ug.I". Ve vzorcich
vina nebyly FAD a FMN detekovany. Zgét byl pouze obsah vitaminu ,B
89,9 — 114,99.I".

Sparlsti védci [28] zji¥ovali zmeény koncentrace vitaminuBéhem skladovani v chladu
ve vzorcich mléka a vyrobcich nahrazujici mlékoexXrakci vitaminu B ze vzorku byl
piidan octan olovnaty s naslednym okyselenim ledokyaelinou octovou. Odstciny
roztok vzorku byl pouzit k analyze metodou HPLC/A¥olena mobilni faze byla sloZzena
z kyseliny octové ve vadmetanol (70:30). Detekce byla provedertavinové délce 270
nm. V kravském mléce byla zji&ta koncentrace vitaminu,Bu piti vzorka v rozmezi
hodnot 1,19 — 1,3fg. mI*. Ve dvou vzorcich mighych vyrobki byla nangtena koncent-
race vitaminu B 1,33 — 1,441g. mI*. Béhem skladovani mléka po dobétipdni v chladu
doslo k nizkym zrndm obsahu vitaminu -Ba to z hodnoty 1,19g. mI* na hodnotu
0,95 ug. mrt. Také u vyrobk nahrazujici mléko se obsah vitaming Brenil pomrng
malo 1,33 — 1,1fg. ml™.
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Jakobsen [29] optimalizoval stanoveni vitaminpvB16 vzorcich potravin pomoci $si
enzymi (o-amylazy, proteinazy a fosfatazy) pouzivanych kin&mi vitaminu B

z potravinéské matrice. Stanoveni bylo provedeno za pouZitiGP® fluoresceéni detek-

ci pri vinovych délkach 468/520 nm. Pro porovnaginku snesi enzynii byl pouzit en-
zym takadiastasa, kdy bylyipraveny d¢ fady vzorki — 1.fada obsahujici st enzyni,

2. fada s enzymem takadiastasou. Pro extrakci vitampnza pouziti sisi enzyni, byl
vzorek upravenifdavkem HCI s naslednym upravenim pH octanem sodRymenzyma-
tickou Upravu byla fiddna smis enzyni s giidavkem glutathionu. Ze vzorku obsahuijici
enzym takadiastasu byl vitamirp Bxtrahovan za pouziti HCI a Upravou pH octanem sod
nym. Po pidavku takadiastasy byl vzorek inkubovan 18 hagt4p°C. Stanovené podmin-
ky HPLC byly stejné u obou vzaik Mobilni faze se skladala z metanol:pufr. Zjt
hodnoty obsahu vitaminu,Bs nékterych potravindchip pouZziti snési enzyni a enzymu
takadiastasy uvadi tabulka 2. Z tabulky je patieéhodnoty obsahu vitaminy Bii pouzi-

ti takadiastasy a stei enzynii jsou téndt shodné. Metody izolace pomoci &nenzynii a
takadiastasy jsou srovnatelné. Pouzitésinenzymi zkracuje 18 hodinovou inkubaci na 1

hodinu g pouziti ultrazvukové 14zn

Tab. 2. Obsah vitaminu,® rekterych potravinacii29]

Takadiastasa

Smés enzyma

Obsah vitaminu

Obsah vitaminu

Potravina
B, B,

[mg.100 g'] [mg.100 g']
Kojenecka vyziva 0,74 0,69
Jatrova pastika 1,14 1,08
Brokolice-lyofilizovana 1,54 1,51
Susené mléko 1,30 1,30
Susené kvasnice 4,12 4,76
Veprové maso 0,20 0,18
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2 CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je sepawa metoda, p které dochazi k oddbvani — separaci slozky ob-

sazené ve vzorku. Jednd se o metodu kvalitatikm@atitativni analyzy vzorku [30, 31].
Vzorek je vnasen mezi dwzajemrt nemisitelné faze: [30].
1. stacionarni faze — nepohybliva
2. mobilni faze — pohybliva

Vzorek je umisin na z&atek stacionarni faze. Pohybem mobilni fafsgazi stacionarni

je vzorek touto soustavou unasen. Slozky vzorkuaudyt stacionarni fazi zachycovany,

a proto se pohybuji pomaleji. Slozky, které jsaacgtnarni fazi poutany siji se zdrzuji
vice. Tim se sloZzky od sebe postéseparuji a na konec stacionarni faze se dostavaji

sloZky, které jsou zadrzovany m€i30, 31].

Chromatografické metody seéldpodle rékolika hledisek [30]:

kapalinova chromatografie, kde mobilni fazi je Kapa

plynova chromatografie, kde mobilni fazi je plyn

kolonovéa chromatografie, kde stacionarni faze ggemha v koloé

plosné techniky: 1. papirova chromatografie
2. tenkovrstva anaiografie

P separaci se uphatje rekolik fyzikalné — chemickych &u sowasrE, podle geviadaji-

ciho dtje se chromatografiesti na [30]:

- rozdlovaci chromatografie, kde o separaci rozhodujeSodl rozpustnost slozek

vzorku ve stacionarni fazi (kapalina) a mobilnigfdkapalina a plyn)

- adsorgni chromatografie, kde o separaci rozhoduamé schopnost sloZzek poutat

se (adsorbovat) na povrch stacionarni faze (tukd)la
- iontow — vynmenna chromatografie, kde o separaci rozhodizjig velké elektrosta-
tické pitazlivé sily mezi funknimi skupinami stacionarni faze (ionténic) a ionty

vzorku
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- gelova chromatografie, kde se slozky separuji peeli&osti na porovité stacionar-
ni fazi (gelu), mensi molekuly vzorku se v pérealdrzuji déle (molekulaysitovy
efekt)

- afinitni chromatografie, kde je stacionarni fazeogma vazat ze vzorku praurci-

té slozky, ke kterym ma Gzce selektivni vztah (aiin

2.1 Kapalinova chromatografie

Separace slozek vzorku v kapalinové chromatografezi nejen na zaklagejich interak-
ce se stacionarni fazi, ale také na pouzité mofdlrii Mobilni fazi v kapalinové chroma-
tografii je kapalina. Bhem separace se vzorek — analyt sagd mezi mobilni a stacionar-
ni fazi. V zavislosti na afinit vzorku — analytu, k jedné nebo druhé fazi, strd@valyt
v mobilni nebo stacionarni fazidity cas. Bhem separace jsou vyuZityzné mechanismy
jako: adsorpce, roZtbvani na zakla#l rizné rozpustnosti, iontova vyma, molekulo¥

sitovy efekt nebo specifické interakce v afinithiamatografii [30].

Kapalinova chromatografie se podle uigmani stacionarni fazeéldna: kolonovou a ten-
kovrstevnou papirovou kapalinovou chromatografapklinova chromatografie se vyuziva

také pro separaci tepélnestalych a nékavych slodenin [30].

2.1.1 Kilasicka kapalinova chromatografie

V klasické kapalinové chromatografii je nagta sklegnda trubice délky cca 0,5 m adpr
meéru cca 2 cm. Sklema trubice je zakamna fritou, kohoutem a zrnitym sorbentem
s velkym ptimérem cast&ek (nap. Al,Os). Na horni vrstvu napi ve sklegné trubici, je
nadavkovano malé mnozstvi vzorku s naslednyidapkem mobilni faze — kapalina. Na
mobilni fazi pisobi gravitani sila, pomoci které mobilni faze postupuje kolan8lozky

vzorku jsou od sebe separovany azxnychcasech opoudfi spodnicast kolony [30].

Klasicka kapalinova chromatografie nemarpbhou dinnost, proto byla zavedena vysoce
acinna kapalinova chromatografie (High Performancguid Chromatography — HPLC)
[30].
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2.1.2 Vysoce &inna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC se vytvaila v pasatcich 70. let. Vysokychéinnosti HPLC je dosahovano pouzitim
stacionarnich fazi, které obsahuji mé&étice pravidelného tvaru a jednotné velikostioTyt
¢astice homogenrinvypliuji kolonu HPLC, tim se dosahujeidnosti fadow desitek tisic
pater na metr délky kolony. itok mobilni faze je zajigh vysokym tlakem (jednotky az
desitky MPa), proto je také HPLGkuy nazyvana jako vysokotlaka kapalinova chromato-
grafie (High — Pressure Liquid Chromatography).nglgze jsou davkovany malé mnozstvi
vzorku (ul). K detekci je nutné pouZit citlivé detektoryeké umo#uji kontinualni monito-
rovani latek na vystupu z kolony. Signal vychaiejidetektoru je zpracovan @itacem.

Z uvedenych krok je patrné, Ze HPLC vyZaduje né&nou instrumentaci [32].

HPLC je nejvice pouZivanou a ro&siou analytickou metodou. Slouzi k separaci a analy
ze chemickych swsi. V porovnani s dalSimi sepanémi metodami je HPLC vyznamna
diky vlastnostem, mezi které paf22, 30, 32, 33]

- témet univerzalni pouzitelnost, l1ze analyzovat iontykyapolarni i nepolérni, te-
pelné nestabilni i vysokomolekularni {které vzorky jsou vyloteny z pouZiti

HPLC, Ize analyzovat az 80 % veSkerych znamyclk)ate
- mimoradna pesnost analyzy (+ 0,5 %)

- dostupnost Siroké SkalyiZaeni, kolon a jinych materiaumoziujici pouziti HPLC

pro ténti kazdou analyzu

- mnoho laboratt, které se zabyvaji analyzou chemickychésimsou vybaveny

HPLC, které je pouzivano jako prvni technika pralgzu a separaci
- separace s#si probiha pomoci HPLC v kratkérase
- pracuje za vysokého tlaku
- vyuziva malych zriéek sorbentu, které kladou prostupujici kagaina&ny odpor

- moznost ovlivnit separaci slozenim mobilni faze.
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Eerpadlo davkovaci
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Obr. 3. Schéma HPL{30]

2.1.2.1 SloZzeni HPLC

HPLC se sklada &asti, které zajidiji transport mobilni faze, separaci latek a jejietek-

ci. Schéma HPLC je uvedeno na obrazku 3 [30, 34].

Ze zasobniku mobilni faze jeiyvadéna mobilni faze k odplymi, které se provadi pomoci
podtlaku, ultrazvuku, probublavani heliem, pogombinaci &chto postup. Odplyreni je
dulezité proto, aby se v detektoru &rstedku velkého tlakového spadu v systému nevytvo-
fily bubliny. Odplyrena mobilni faze jdefes filtr docerpadla, poté do davkovacihotiza
zeni. Davkované vzorky jdou do kolony, @tihé slozky vzorku jsou zachyceny v detekto-
ru, jejichz signal zapsan ve vyhodnocovaciitizami [32].

Separace zavisi na vlastnostech analyzovanych &fedt interakci s mobilni a stacionar-
ni fazi, na typu a vlastnostech stacionarni faaeslozeni mobilni faze, na geometrickych
parametrech kolony, davkovaciha‘izani detektoru a spojovacich cest, niqiu a pra-

covni teplog [32].
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Zasobniky mobilni faze

Pri izokratické eluci je vedena mobilni faze z jedaatésobniku, i eluci gradientové je
mobilni fazecerpana ze dvou i vice zasobihiasobniky mobilni faze jsou skkeré nebo

nerezové nadoby [34].

Mobilni faze v HPLC neni inertni a vyznaise podili na sepafiaim procesu. MozZnosti
zmeény mobilni faze jsou prakticky neomezené. SloZeabimi faze je ovliviovano zrg-

nami sloZzeni rozpouidla, pH, iontové sily, iontavparovymicinidly atd. Vlastnosti mo-
bilni faze jsou dlezité jak pro separaci tak i pro detekci. Mobitade by néla davat v de-

tektoru minimalni signal, a tim umidvat co nejcitli¢jSi detekci eludt Viskozita, stléi-

e

Mobilni faze je charakterizovana polaritou a seléktu. Polarita je schopnost rozpo&st
dla podilet se na polarnich interakcich. Selektijét charakterizovana jako relativni reten-

ce dvou sousednich latek [32].
Cerpadlo

Cerpadlo zajifuje ptitok mobilni faze v rozmezil po desitky mililitfy za minutu s mén
nez 1 % kolisanim ptoku pi tlaku az 35 MPa. Rtok mobilni faze nesmi byt zavisly na
protitlaku, i tehdy, pokud dochazi ke &m$ slozeni mobilni faze zisodu gradientové
eluce [22, 30].

Vysokotlakacerpadla se @i do dvou hlavnich skupin, které jsou rozliSenyieokonstant-
niho tlaku nebo konstantniho objemovéhatgku. Tytocerpadla pracuji tak, Ze ze zasob-
niku je vytla&uji pistem nebo membranou mobilni fazi. Z toho plyre s&erpadla dli na
pistova a membranova. Hlavni rozdil memito cerpadly je, Z&erpadla pracujici s kon-
stantnim tlakem pouZzivaji tlaku plyniiyadéného z tlakové nadobygs redukni ventil.
Druhym typéerpadla vyuZiva k pohybu pistimembrany mechanického pohonu, tim se

dosahuje konstantniho tlaku objemovéhitqu cerpané kapaliny [34].

Z praktického hlediska séerpadla dale @i na pulsni a bezpulsni. Pulstgrpadla maji
objem pracovni komory maly a k dosazenitpki je zapotebi mnohonasobné opakovani
stlateni a vypuzeni mobilni faze z pracovni komoéeypadla. Bezpulsnierpadla pracuji
s wtSim objemem pracovni komory, coZz umoje provéstradu analyz bez @povneho
naplréni ¢erpadla. Bezpulsnéerpadla oproticerpadiim pulsnim zajiuji hladSi pétok

mobilni faze [34].
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Cerpadla musi byt vyrobena z materialu, ktery netdivie slozeni mobilni faze [30].
SmeéSovaci z&izeni

Naprogramované stBovaci z#éizeni s vyuZzitim zasobnikraznych kapalin fipravuje
smés mobilni faze stalého sloZeni (izokraticka elutaotidi zmény sloZzeni mobilni faze
(gradientova eluce) v pbehu separace. Gradientova eluce je vyuZivaséji oproti eluci
izokratické. Gradientova eluce se vyuziv&ledi sn€si, jejichz komponenty jsou charak-
terizovany velkym rozsahem retench konstant. # izokratické eluci Ize eluovat vSechny
slozky vzorku v pijatelnémc¢ase, ale malo zadrZzené latky se vzajemm’ neodeli nebo

se oddli Spatre. Fxi pouziti mobilni faze ktera zajigje dobré rozéleni méalo zadrzova-
nych latek, jsou naopak sfirzadrZzované latky eluovany velmi p&zde forne Sirokych
eluenich vin (piki) a za ukitych podminek mze byt jejich koncentrace v eluatu snizena
tak, Ze je nelze detekovat. Z tohotdvddu se vyuziva gradientova eluce, ktera zvysSuje
elueni silu mobilni faze gasem¢imz dochazi k zuzeni chromatografickychipikvySeni
citlivosti detekce a k podstatnému zkraceni dolslyay ve srovnani s izokratickou eluci
[30, 34, 35].

Nejcasgji pouzivanym smSovacim z#Hzenim je vysokotlaké s¥Rovaci z#zeni, které
spaiva v tom, ze mobilni faze umésté v zasobnicich jsaterpany d¥mi vysokotlakymi
cerpadly do sréSovaci konirky malého vnitniho objemu, odkud jsou vedeny v jednom
proudu do kolony. Ritoky oboucerpadeliizeny pomoci programovaci jednotky nastavené

podle zvoleného programu [34].
Davkovaci za&izeni

Vzorek je davkovan do kolony pomoci: infek stikacky, davkovaciho kohoutu nebo
davkovaci smiky. V sowtasné dob je k davkovani vzorku vyuzivan davkovaci ventiy s
smytkou. Davkovaci smika ma objem 10 — 20l. Nejcastji se pouzivaji Sesticestné ven-

tily s vymenitelnou smykou, ktera se pini injeki stikackou [30, 32, 34].
Kolony

V HPLC jsou pouzivany pouze népWé kolony. Pro #Sinu analyz jsou kolony vyrobeny
z nerezové oceli. Charakteristicky je valcovy tvktery je naplgny malymi ¢asticemi.
Castice uvnit kolony (stacionarni faze) tyiove Wtsiné pripach porézni oxid kemiity.
Vnitini ¢ast kazd€éstice je pokryta stacionarni fazi. Mobilni faz&lopuje kazdowasti-

ci pri jejim pratoku kolonou. Molekuly vzorku mohou vstoupit pérg eastic stacionarni
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faze procesem difuze. Vzorek umdisf v kolore je unaSen proudici mobilni fazi
v postupnych fazich, viznych ¢asech opousti kolonu a poskytuje odezvu detekt®du [
33].

Rozhoduijici vliv pi separaci ma velikost a us@olani¢astic stacionarni faz€im je veli-
kostcastic mensi tim je separac@ningjSi. BEZné se pouzivajéastice velikosti 5 — 1Qm,
vV sowasnosti jsou dostupné koniei ndplre s velikosticasti 2um a menSimi. Separace je

¢asticemi homogertmaplreéna [32].

Vnittni pamér kolony mize byt 4,6 nebo 5 mm. &ny pritok eluentu je v rozmezi
1 aZ 2 ml.mif. K ochram kolon se vyuZzivaji fedkolony umisiné mezicerpadlem a dav-
kovacim z&izenim nebo ochranné kolony undis# mezi davkovacim giaenim a analy-

tickou kolonou [30].
Detektory

Detektory slouZi k identifikaci latek vychazejiciehchromatografické kolony. Detektor
sleduje pomoci sninda rekterou z vlastnosti eluatu. Signal vychazejici teki®ru je po
zesileni v zesilova privadn do vyhodnocovaciho #iaeni, které poskytuje zdznam inten-
zity daného signalu v zavislosti dase. Detektory pouzivané v HPLC bylynbyt selek-

tivni pro analyty a mélo citlivé na mobilni faziJ334].
Mezi nejpouziva#Si detektory pdt:

Fotometricky detektor — pati k nejpouzivanejSim detekfon v HPLC. Jsou po#mné
jednoduché, provoznspolehlive, Ize jimi detekovat velky pet latek a jsou kompatibilni
s gradientovou eluci. Fotometricky detektor je Zatona niteni absorbance eluatu vycha-
zejiciho z kolony. Citlivost detektoru oviiuje absorpni draha pitocné kyvety, kterou
prochazi paprsek. Nejjednodussi detektodyi pri jedné vinové délce v ultrafialové oblas-
ti, detektory slozigjSi jsou schopny pomoci diodového poleétimabsorgni spektrum

v uréené oblasti vinovych délek a uloZit ho do ptimDetekeni limit je 10%° g.ml™. Citli-
vost detektoru je praizné latky jind a p zvolené vinové délce zavisi na velikosti molar-

niho absorgniho koeficientu [30, 32].

Refraktometricky detektor — pa#i mezi univerzalni detektory. Refraktometricky dkbbe
slouzi k n¢teni rozditi mezi indexem lomu eluatudasté mobilni faze. Jestlize eluat obsa-

huje sloZzku vytvé se vychylka. Detektor je tim citsi, ¢im je wtSi rozdil mezi indexem
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lomu eluatu a indexem lomu mobilni faze. Z toholyyga, Ze refraktometricky detektor
nelze pouzit  gradientové eluci. Refraktometricky detektor nefilis citlivy, ale jeho
vyhodu je univerzalnost. 8em pouzivani toho detektoru jélekité zajistit konstantni
teplotu. Z tohoto dvodu jsou ndtici cely refraktometru umigty do masivniho kovového
bloku s velkou tepelnou kapacitou a jsou ¢gay dokonalym termostatem. Mezi refrak-
tometricky detektor pét Fresnelv typ refraktometru a Vychylkovy refraktometr [38R,
34].

Fluoresceréni detektor — je selektivni pro latky, které majtippzenou fluorescenci nebo
je lze na fluoreskujici derivatygvést. Je velmi citlivy, zhruba @ ¥ady citlivejSi nez UV
spektrofotometricky detektor. Fluores¢andetektor je zaloZzeny na principu fluorescence,
coz je schopnost latek absorbovat ultrafialoviezias naslednym vysilanimizai o vyssi
vinové délce, ktera se dfi fotonasobiem kolmo na s@r vstupujiciho z&eni. Detekni
limit fluoresceréniho detektoru je I g.mI*. Tento detektor je moZné pouZit v kombinaci

s fotometrickym detektorem [30, 32].

Elektrochemicky detektor — pati mezi selektivni detektory. Je zaloZzendboa neieni
vodivosti (pro latky iontové) nebo elektrického pdwu odpovidajiciho oxidadi redukci
analyti. Je také velmi citlivy, zejména v oxittdm modu. VyuZiva seipanalyze aroma-

tickych amini a fenoti v enviromentélnich a biologickych vzorcich [32].

Hmotnostni spektrometr —vyhodou tohoto detektoru je, Ze v mnokigppdech poskytuje
absolutni identifikaci analytu. Umadje nejen informace o struk®imolekuly analytu na

zaklad analyzy, ale stanovuje také molekulovou hmotnoatydu [36].
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3 CEREALIE

Cerealie (obiloviny) jsou strategicky a historickgjvyznamgjsi plodinou. Prvnim pokr-
mem z obilovin byl rozéinény Srot, polévka, kaSe a pagid kynuty chléb. Archeologické
vyzkumy dokladaji, Ze jiz v dobach neolitu, k&élpveék poznal jejich nenahraditelnost, je
zatal pestovat. DalSi zminky ogstovani obilovin (cerealii) pochazeji z obdobi yidara-
6nt v Egype, ze staré Babylonie a statény. Do Evropy se hlavni obiloviny (p3enice,
Zito, je¢men) dostaly z oblasti jihovychodni Asie @eBomdi. Zito a oves byly fwodns
plevely a az poziji z nich byly vypistovany kulturni a uzitkoveé rostliny. V stasnosti se

obiloviny péstuji po celém si¢, pokud jsou k tomuijiznivé podminky [37, 38].

Obiloviny pati botanicky mezi travy -Gramineae VétSina znamych obilovin pétdo ¢e-
ledi lipnicovité —PoaceaeSpole&ny botanicky fivod obilovin z¢eledi lipnicovité pedur-
¢uje jejich vzajemnou podobnost jak v tvém struktiie zrna, tak i v jeho chemickém slo-
Zeni, jako nap v uspdadani obalovych a podobalovych vrstev zrna, nekastoupeni
jednotlivych aminokyselin v obilné bilkowmebo mastnych kyselin v tukovych sloZkach
Vlivem raznych klimatickych podminek athem staleti gstovani a Slechhi se, ale sou-
casre vytvorily odliSnosti mezi jednotlivymi botanickymi rodydruhy obilovin i mezi jed-

notlivymi odridami téhoz druhu [37, 39].

Z celkové produkce obilovinipada 29 % na pSenici, 27 % na ryzi, 25 % na kicku
10 % na jémen , 2 % na oves, Zito a ostatni obiloviny. N&vpodil pro lidské vyuZziti

nélezi ryzi (asi 80 %), ktera je zakladni potravmoo vice neZ polovinu 8tové populace,
dale nasleduje pSenice (66 %) a zito (33 %) [38].

Mriviw s

rovina protadu potravingskych vyrob, pro krmiviky prtimysl i paimyslovou vyrobu.
Jako potravina pokryvaji obiloviny @R v priméru 35 % energetické hodnoty, zaji§
30 % konzumovanych bilkovin, 56 % sacharad10 % tuk [37, 38].

Obiloviny ovliviuji vyZivovou bilanci s¥tové populace ve vSech&adilech. Podle Ud@,
FAO dodavaji obiloviny populaci téh Y2 energetické hodnoty ve stéaa ¥2 konzumova-
nych bilkovin. Z obilovin se pro lidskou vyZivu V&ivéa zrno, jehoZ struktura je uvedena na
obrazku 4 [37].
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Obr. 4. Struktura obilného zrrd1]
Obilné zrno se sklada z:

- kli¢ku, ktery tvdi nejmensSicast zrna (3%). Je zarodkem nové rostliny a nositele
genetickych informaci. Obsahuje tuk, jednoduchégubilkoviny, enzymy a vita-

miny (vit. E a skupiny B). Vyznamny je Stitek, ktebsahuje az 33 % bilkovin.

- endospermu, ktery je viiti ¢asti tvaici nejwtSi podil zrna (82-86%). Z celého zr-
na je technologicky nejvyznarg8i ¢asti. Je tvien velkymi hranolovitymi bika-
mi. Obsahuje hlavhskrob a také bilkoviny, které jsou vyznamné prkgpenskou
technologii. Endosperm obsahuje zasobni latky Kodkoviny) pro klgici rostli-

nu.

- obalovych vrstev, které se skladajici z oplodi enteni a tvii 8 — 12,5 % hmot-
nosti zrna. Nejvrch¥Si vrstvy (oplodi) pokozky chrani zrnaqal mechanickym
poskozenim, kratkodobymiciinky vody a Skodlivych latek. Jsou temy neroz-
pustnymi a obtiz& bobtnajicimi latkami jako je n&pcelulosa. Osemeni tkicdalsi
podpovrchovou vrstvu, ktera nese wikéach barviva a wuje tak vigjsi barveny

vzhled zrna.
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- aleuronové vrstvy, nachazejici se na rozhrani robalovymi vrstvami a endo-
spermem, ktera je #kéi jednoducha vrstva velkych bln Buiky aleuronové vrst-
vy maji vysoky obsah bilkovin (az 30 %) [37, 38].39

Chemické slozeni obilného zrna kolisa podle ohlgstivenience, oddy, hnojeni, agro-

techniky, doby seti klimatickych podminek a cedy¢ciniteli [37].
Chemické slozeni anatomickye¢hsti zrna uvadi tabulka 3.

Tab. 3. Chemické slozeni anatomickyasti zrna v % suSin\37]

_ Celkova .
Slozka Popel | Bilkoviny| Tuky . Pentosany| Skrob
vlaknina

Oplodi a

3,4 6,9 0,8 50,9 46,6 -
osemeni
Aleuronova

10,9 31,7 9,1 11,9 28,3 -
vrstva
Klicek 58 34,0 27,6 2,4 - -
Endosperm 0,6 12,6 1,6 0,6 3,3 804

Sacharidy se nachazi v obilném zrnu ve fargednoduchych cuki, ale i vysokomoleku-
larnich sachariel Volné monosacharidy se nachézi ve zralych obiirgmech v nepatr-
ném mnozstvi. Do mouky se jich dostava 1 — 3 % oakm. Jedna se o0 pentosy a hexosy.
Pentosy (arabinosa, xylosa) se nachazeji v obatovgastvach a bustnych stnach endo-

spermu. Z hexos jsouipomny glukosa a fruktosa [37, 38, 39].

Mezi oligosacharidy, vyskytuji v nizkych konceniidt pati sacharosa (0,6 % v kku),

maltosa (0,2 — 2 % v z&ha rafinosa (nachazejici se vckii) [37].

Polysacharidy jsou s bilkovinami z technologickdéflediska nejvyznan#gi skupinou.
Z polysacharid je nejdilezitéjSi slozkou Skrob, na jehoz stavu a ak&iviimylaz zavisi
jakost chleba a geva, zejména konzistencerisly a barva #rky. Jeho obsabini priblizné

60 — 75 % susSiny obilek. V mouce, ktera jeitrma pevazré endospermem, je obsah Skro-

bu vy33i piblizné 75 — 80 % suginy [37, 38, 39].
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Mezi dalSi polysacharidy nachazejici se v obalowdivach a buitnych stnach pat

hemicelulozy a celul6za [37].

Neskrobové polysacharidy jsou oZoaany jako pentosany, které se dai# da rozpustné
a nerozpustné. Tyto latky jsou extrémmydrofilni a vazou velké mnozstvi vody &s€.
Tato voda se v peci uvolniggtava ve $td¢ a je pouzita pro mazowvati Skrobu a bobtnani

nerozpustnych pentosapro vyv&eni gelovité struktury gdy chleba [37, 38].

Bilkoviny jsou obsazeny ve zralém #m rozmezi 9 — 16 %. &tSina bilkovin se nachazi
v endospermu a aleuronové vistZakladni stavebni sloZkou jsou aminokyseliny. Dom
nantni aminokyselinou v obilovinach je kyselinatghaova, ktera je ijtomna ve form
svého aminu — glutaminu. Druhou nejvice zastoupemoinokyselinou je prolin, ktery
diky svému strukturnimu uspadani dava igdpoklady k vytvéeni pruzné prostorové bil-
kovinné struktury pSetiného &sta. Nejméa jsou zastoupeny aminokyseliny lysin, treonin
a tryptofan [37, 38, 39].

Bilkoviny se @li podle jejich funknich vlastnosti na protoplasmatické a zasobni [37].

Protoplazmatické bilkoviny nachazejici se hkavrklicku a aleuronové vrséjsou tvaeny

albuminy a globuliny [37].

Zasobni bilkoviny ufuji technologickou, nuténi, krmnou a biologickou hodnotu zrna.
Mezi tyto bilkoviny, které tvii podstatnoutast zrna, pat frakce prolaminova (gliadin

v pSenici, hordein v jameni, avenin v ovsu a zein v kukei) a frakce glutelinova [37, 39].

NejvétSi vyznam maiji bilkoviny pSenice, které se liSi agtatnich rostlinnych bilkovin
svou schopnosti tvorby lepku, pruzného gelu. Lepeki bilkoviny nerozpustné ve ved
gliadin a glutenin. Gliadin je nositelem taznosglatenin pruznosti a bobtnavosti lepku.
Pti hnéteni pSeniné mouky s vodou dochazi ke vzniku lepku, kterywaitvliastni kostru
tésta. Konzistence lepku je dana trojr@éznou siti peptidovychiettzai, raiznym zpmiso-
bem Zasenych a propojenych navzajeimmymi mistky a vazbami, kde &ty vyznam ma

i vrstvicka lipida [37, 38, 39].

Lipidy jsou zastoupeny v malém mnozstvi (1,5 — 2,5 %jvikke tuki se nachazi v kiku
a aleuronové vrstv Podil lipidi obsazenych v kiku je giblizné 64 %. Z mastnych kyse-
lin obsazenych v lipidechtevlada kyselina linolova (50 — 59%). Kyselina liod snadno

podléh& oxidaci, coZ m& za nasledek Zluknuti mquikgtelSim skladovani [37, 38, 39].
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Z dalSich lipidi jsou zastoupeny fosfolipidy (15-26%) a lipofilrarlsiva, mezi které péit

karotenoidy, Zluta a oranZova barviva [37].

Mineralni latky se nachazi v obilném zriv rozmezi 1,5 — 2,5 %. Ne&jisi mnozstvi mi-
neralnich latek se nachazi v obalovych vrstvachi@&wk a jsou tvéeny zejména oxidem
fosfore&nym, nejhojijSimi kovy jsou he&ik, vapnik a Zelezo. Obsah mineralnich latek

vV mouce vziista se stupmm vymleti a je zakladem pro klasifikaci mouk [3D]4

Vitaminy se vyskytuji zejména v kku a obalovych vrstvach. Oproti tomu endosperm je
na vitaminy chudy. Obiloviny jsou zdrojem zejméntaminu skupiny B. Thiamin a ri-
boflavin se vyskytuji zejména v obalovych vrstvatsiny obilovin a v klécich. Niacin je

ve vySSim mnoZzstviffiomen v zri pSenice a jamene. Kyselina pantotenova je obsazena
v okrajovychéastech zrna. Rozlozeni vitaminu skupiny B v jedmgth ¢astech zrna uva-

di tabulka 437, 38, 39].

Tab. 4. RozloZeni vitangirskupiny B v pSetmém zrnu v % celkového obsaft0]

) Kyselina
Cast zrna Thiamin Riboflavin Niacin

pantotenova
Obalové vrstvy 1 5 4 6
Aleuronova vrstva 31 37 84 39
Klicek 2 12 1 3,5
Stitek 62,5 14 1 4
Endosperm 3 32 11,5 41

Z lipofilnich vitamini se vyskytuje v kiiku ve vysokych koncentracich vitamin E
(158,4 ng.g%), ktery se pouziva pro vyrobu vitaminovych preparée farmaceutickém

pramyslu [39, 40].
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3.1 Celozrnné produkty

Univerzalni pojem celozrnny doposud nebiijgt. Definice formulovana podle American
Association of Cereal Chemists povaZuje za celgztakovy produkt, ktery by th obsa-
hovat intaktni, drcenou nebo vlmvanou obilku. Zakladem obilky by &nbyt Skrobovy
endosperm, ktky a otruby v relativnim mnozstvi jako viyodni obilce. Tento pojem je
vSak pro spdtbitele Spaté srozumitelny. Odpasdné instituce zpracovavaji aeakladaji
verejnosti k posouzeni navrhy na aktualizaci smmé podoby definice pojmu celozrnny
[42].

Nekolik epidemiologickych studii definovalo celozrnmgrobky jako vyrobky, které obsa-
huji > 25% celozrnného obsahu nebo otrub. Food and Ddmidistration (FDA) v USA
poZzaduje, aby celozrnné potraviny obsahovaly > 5&e%zrnného obsahu nebo otrub za

Ucelem ziskat zdravi pro&gné @inky téchto potravin [43].

Celozrnné produkty jsou vyznamnym zdrojem vitaimimineralnich latek, vlakniny, sa-

charidi, fytoestrogefi, antioxidant a dalSich dlezitych latek. Mezi celozrnné produkty,

které jsou BZn¢ konzumované pé#tcelozrnny chléb, celozrnné o, celozrnné snida&n

a ®stoviny. Rijem celozrnnych produitje spojen s nizSim rizikem diabetu Il. typu a
ischemickou chorobou sréi@. [43, 44, 45].

Procesem mleti nebo rafinace jsou @&ddy vrejSi vrstvy a kléek od Skrobového endo-
spermu coz vede wbné bilé mouky ke ztrétvyzivnych latek a vlakniny. Z tohotaidodu
jsou EZné produkty obilovin a pseudoceredlii oproti cetogm produkim vyzivow hor-
Sim zdrojem, protoze obsahuji mensi mnoZzstvi vidkniitamini, mineralnich latek, feno-

la, fytoestrogef a nenasycenych mastnych kyselin [43].

3.2 Celozrnna mouka

Celozrnnd mouka je zékladni surovinou pro vyrobloaenych produkt. Celozrnné
mouky se vyra§ji mletim celych zrn obili, &etné obafi. Strukturu obilného zrna uvadi
obrazek 4 [37, 41].

Zpracovani obilnych vyrolikzalezi na stupni vymleti.&né bilé mouky jsou ménvy-
mleté, stupe vymleti je 75 % a meén Pokud je stupevymleti vy3Si nez 80 % bude mouka
obsahovat otruby.iPstupni vymleti 100 % je ziskana mouka celozrrtién vy3si je stu-

pen vymleti, tim &tSi je podil obalovychkastic, které se do mouky dostanou. Zachovani
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obalovych vrstev a kiku pii mleti celozrnnych mouk se ziskd mouka bohataitkainy,
tuky, vitaminy skupiny B a mineralni latky. Koncemte jednotlivych latek v moukach
podle stupd vymleti uvadi Tab. 5. Stupevymilani neméa zasadni vliv na obsah bilkovin.
Oproti tomu u vitaminu skupiny B ma stupeymilani zdsadni vliv na obsaéchto vita-
minu ve vysledné mouce. VySSi stipg/milani ma za nasledek vyssi obsah vitaminu sku-

piny B a také mineralnich latek v mouce [37, 41,,414.
Celozrnna mouka ma zdravotrfigos ¥ snizovani rizika chronickych onemaani [48].

Tab. 5. Chemické sloZeni p&eé@imouky v zavislosti na stupni vymIgté]

Stupeai vymleti mouky [%0]

Slozka

100 | 95| 91| 87| 80| 75 66
Sacharidy [%] 69,9 732 758 77)2 808 829 840
Bilkoviny [%] 14,2 | 13,9| 13,8 13,8 134 135 127
Tuky [%] 27| 24| 23| 20 16 14 11
Vlaknina [%] 12,1 94| 79| 55 34 28 28
Energie [kJ.d] 18,5 | 18,5| 18,5 183 185 1844 183
Thiamin [ug.g'] 58 | 54 - 481 34| 22 14
Riboflavin [ug.g"] | 095 | 0,79] - | 069 046 039 0,37
Niacin [ug.g"] 25,2 | 19,3 - 10,1 59/ 52 34
Pyridoxin [ug.gY] 7,5 6,6 - 3,4 1,7 1.4 1,3
Biotin [ug.g"] 116 | 108 - 106| 76| 46 25
Kys. listova ig.g"] | 0,57 | 0,53| - | 045 0,11 0,11 0,06

3.3 Vliv celozrnnych produkti na zdravi ¢lovéka

Celozrnné p&vo v porovnani s&nym bilym p&vem nema pouze nizky obsah energie,
ale dvojnasobny az trojnasobny obsah vlakniny. Zalte peivo obsahuje vlakninu

v mnozstvi 8,5 g.100y V porovnani s celozrnnym §igem obsahuje &né bilé p&ivo
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pouze 3 g vlakniny na 100 g. Vlaknina mi#zpivy vliv na motilitu stev, obezitu, navoze-
ni mikrobialni rovnovahy, sniZzeni cholesterolu vikregulaci zazivani a urychlenitpr

chodu travené potravinyisvem [37, 43, 49, 50].

Epidemiologické studie [49] uvadi, Ze pravidelndxamace celozrnného fiea ma (¥iz-
nivy vliv na nizsi vyskyt chronickych onemasgn jako jsou: kardiovaskularni onemeai,

diabetes Il.typu a rakovina.

Prospektivni studie [48] v USA a Norsku potvrdibg riziko ischemickeé srdai choroby a
diabetu je sniZzeno o0 30 — 40 % uZu a Zen, ktié obvykle konzumuji konzumuiji celozrn-

né produkty.

Albertsem a kol. provedli studii [51] u 1 429 osdéteré ngly jeden nebo vice adendm
tlustého steva, ktery byl odstram tii mésice ped zd@azenim do studie. Pacienti byli roz-
déleni do dvou skupin, kdy prvni skupina dostavakkainu v davce 13,5 mg deha dru-
ha skupina dostavala 2 g vlakniny den@ilem studie bylo zjistitjitomnost¢i nepitom-
nost novych adenoimpomoci kolonoskopie., ktera byla provedena ¥4$iai po podavani
vlakniny. V prvni skupig byl zjiS€n jeden adenom v 47 %ipadech a v druhé skugin
v 51,2 % pipadech. Z vysledkstudie tedy vyplyva, Zetfolavek vlakniny nema ochranny

ucinek na opakovani adendrntlustého geva.

Rozséahla studie [52] provedena americkygdar u 34 000 Zen vegku 55 — 69 let, uvadi,
Ze Zeny, které sdly denr® jednu porci celozrnnych produktbyly mérg ohrozeny umrtim

na srdéni choroby nez Zeny, které celozrnné vyrobky nekamavaly vibec.

Intervertni studie [45] uvadi ifiznivy vliv celozrnnych pSetinych produki na celkovy
cholesterol a LDL. Hlavnim zji&him této studie bylo, Zefijem celozrnnych pSetnych
produkti v porovnani siijmem kEznych pSerinou produkii je schopen snizit hladinu
cholesterolu v plaz# Po titydenni studii bylo zjigno, Ze pi piijmu celozrnnych pSet
nych produki doslo ke sniZeni koncentrace LDL v rozmezi 4,3%. 3¥ijem celozrnnych

pSenénych produkli nentl vliv na hladinu HDL a triglycerid.

Celozrnné pé&vo pati mezi potraviny se sdnim glykemickym indexem, jeho hodnota se
pohybuje pod 70. Potraviny seesinim glykemickym indexem jsou pomaleji trdveny a
vstrebavany. Postugruvoliuji cukr do krve. Hodnota glykemického indextzbeho bilé-
ho pe&iva je vyssi nez 70, tudiZbné bilé p&vo pati mezi potraviny s vysokym glyke-

mickym indexem [53].
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Jenkins a kol. [54] zjistili, Zeffjem celozrnného chleba v porovnani¢grmym bilym chle-
bem zpomaluje trdveni a absorpci sachiaddim sniZuje hladinu glukosy v krvi po jidle,

protozZe je pomaleji traven ne2dmy bily chleba.
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. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIALAP RISTROJE

4.1 Vzorky celozrnnych produkti

Tab. 6. Vzorky celozrnnych mouk

Vyrobce Doba spoteby

Celozrnna mouka zitna Natural, Jihlava 1/2011
Celozrnna mouka Spaldova hladka  Natural, Jihlava /201D
Celozrnna mouka Spaldova hruba  Natural, Jihlava 0124/2
Celozrnnad mouka p3eméa Natural, Jihlava 12/2010
Tab. 7. Vzorky celozrnného chleba d@ipa

Vyrobce Doba spokeby
Chléb celozrnny Vita Star, SRN 9/2010
Chléb toastovy celozrnny Peak&vi Svoboda — zik, Zlin | 9/2010
Grahamovy rohlik Pekatvi Boner, Zlin 9/2010
Grahamovy rohlik Billa, Zlin 9/2010
Grahamovy rohlik Kaufland, Zlin 9/2010
Grahamovy rohlik Pekatvi Svoboda — &zik, Zlin | 9/2010
Grahamova veka Peilstvi Svoboda — zik, Zlin | 9/2010
Grahamova bulka se syrem  Pidtai Svoboda — &zik, Zlin | 9/2010
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Tab. 8. Vzorky celozrnnycbstovin
Vyrobce Doba spoteby
PSentné celozrnné vlasové nudle  PRO — BIO, Stassthl 3/2011
Grahamovédstoviny MPC Cesii, SpiSska Nova Ves, SR 1/2011
Spaldové celozrnné dlouhé nudle  PRO — BIO, Stargtdv 12/2011
Tab. 9. Vzorky celozrnnych suSenek, lupankhlebékii
Vyrobce Doba spokeby
Celozrnné susenky Spaldové Natural, Jihlava 3/2011
Celozrnné suSenky Grahamky Natural, Jihlava 3/2011
Celozrnné suSenky Zazvorky Natural, Jihlava 5/2011
Bio celozrnné suSenky Melasky  Bio NebideBova 6/2011
Dobra viaknina Bona Vita, Straice 8/2011
Miss Fit lupinky Emco, Praha 5/2011
Ovesné polstky Emco, Praha 6/2011
Cini Minis Nestlé, Praha 6/2011
Fitness lupinky Nestlé, Praha 7/2011
Spaldovy kehky chlebiek PRO = BIO, Stare Wbto pod S&z- | 011
nikem
Celozrnny Kupavy chlebiek Burger, Burg, Bmecko 8/2011




UTB ve Zling, Fakulta technologicka

4.2 Seznam chemikalii

Tab. 10. Seznam pouzitych ckedihi

Pouzitd chemikalie Vyrobce
Octan sodny trihydrat Lachema, Brno
Kyselina mravedi 85 % p.a. Penta, Chrudim

Kyselina chlorovodikova 37 % p.a. Petr LukeS, UkgBrod

Kyselina trichloroctova Penta, Chrudim
Standard riboflavinu Supleco — Harrison, USA
Siran zinénaty heptahydrat p.a. Lach — Ner s.r.o0., Neratoyice

HexakyanoZeleznatan tetradrase|ny
Lach — Ner s.r.o., Neratovide
trihydrat p.a.

Metanol pro HPLC Petr LukeS§, Uhersky Brod

Redestilovana voda

4.3 Seznam Fistroju

Tab. 11. Seznam pouzitych:jumk a pistroji

Pomiicky/pristroj Vyrobce

Laboratorni sklo

Temperovana vodni laze Memmert, SRN

Analytické vahy Adam Equipment, UK, AFA — 210 LC
Filtracni papiry KA4 Fischer Scientific, USA
Mikrofiltry 0,45 um Supleco, USA

Davkovaci stkacka Hamilton, USA
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Tab. 12. Astrojové vybaveni HPLC

Casti piistroje HPLC — UV (Hewlett Packard HP 1100, USA)

Davkovaci analyticky snékovy ventil — davkovaci sntka o objemu 2@

(G1328A)

Vakuovy odplyiovaci modul (G1322A)

Binarni pumpy (G1312A)

Termostat kolony (G1316A)

Kolona SUPELCOSIL LC-8 (150 mm x 4,6 mmuBn), Supleco, USA

Detektor UV/VIS DAD (G1315A)

PC s vyhodnocovacim programem ChemStation — Insintigilent, USA
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5 METODIKA STANOVENI VITAMINUB

Postup stanoveni vitaminu, Bnetodou HPLC/UV byl proveden na zakiaohformaci

z literarnich zdraj [12] a experimentalniho stanoveni.

Metodika stanoveni vitaminu.BiZz byla optimalizovana. Jako nejvhagéi podminky pro

izolaci vitaminu B byly vybrany:
- navazka 20 g - 40 g vzorku celozrnnych vynibbk
- kysela hydrolyza pomoci 30 ml - 100 ml 0,2 nibklseliny chlorovodikové
- vysrazeni proteiinpomoci 1 - 3 ml 80 % kyseliny trichloroctové

- odstrarni proteiri pomocicitidel Carrez | a Carrez Il v mnozstvi 10 ml - 30 ml
5.1 lzolace vitaminu B, ze vzorki celozrnnych vyrobkii

5.1.1 Postup izolace vitaminu B ze vzorki celozrnnych mouk

Bylo navazeno 40 g vzorku celozrnnych moukesposti na&tyii desetinna mista. Nava-
Zeny vzorek byl rozéen v feci misce za postupnéhtigavku 100 ml 0,2 moll kyseliny
chlorovodikové. Homogenizovany vzorek byl naske#mantitativre preveden do 250 mi
Erlenmayerovy higky, kterd byla umigha do vodni lazh s tepacim z#zenim. Teplota
vodni lazr byla nastavena na 100 °C, dobareah vzorku byla 60 minut. Kast&énému
vysrézeni proteiin byly v 50. minu¢ zaklevu gidany 3 ml 80 % kyseliny trichloroctove.
Po 60 minutach byla Bi&a vyjmuta z horké vodni laZre ochlazena. Pro odsteami pro-
teind bylo k analyzovanému vzorku postgpptidano 30 mkitidel Carrez | a 30 ml Carrez
Il. Po dikladném promichani aipobenicinidel po dobu 5 minut byl vzorek kvantitativn
pieveden do 200 ml od¥mé baiky, kterd byla dopléna po rysku redestilovanou vodou.
Analyzovany vzorek byl nasledrzfiltrovan pomoci vodni vyvy. VSechny pouZzité nado-
by, ve kterych byl analyzovany vzorek ulozen, bybaleny hlinikovou folii z éivodu za-

brareni degradace vitaminuxpusobenim sétla.
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5.1.2 Postup izolace vitaminu B ze vzorkii celozrnnych lupinki, celozrnnych chle-

bi¢ka a celozrnnych susenek

Bylo navazeno 20 g vzorku celozrnnych luginkhlebékia a suSenek sigsnosti na&tyii
desetinna mista. Navazeny vzorek byl riemetv teci misce. Bhem roztirani vzorku bylo
postupr piidano 80 ml 0,2 mol7 kyseliny chlorovodikové. Homogenizovany vzorek byl
nasleds kvantitativré preveden do 250 ml Erlenmayerovyikg. Baika se vzorkem byla
umistna do vodni lazh(s tepakou), ktera byla nastavena na teplotu 100 °C pa difhb
minut kdy byl vzorek zafivan. V 50. minut zaievu byly gidany 3 ml 80 % kyseliny
trichloroctové k zajigini ¢ast&éného vysrazeni bilkovin. Po uplynuti doby il (60
min.) byla baka vyjmuta z horké vodni ld4Zna ochlazena. Po ochlazeni bylo
k analyzovanému vzorku postuppridano 20 mkinidla Carrez | a 20 ml Carrez |l z&ea
lem odstratni proteiri. Nasledujici postup byl stejny jako ¥padt vzorki celozrnnych

mouk.

5.1.3 Postup izolace vitaminu B ze vzorki celozrnného péiva, celozrnného chleba

K izolaci vitaminu B ze vzork celozrnného pi#va a chleba bylo navazeno 30&ghto
celozrnnych produkits gresnosti natyti desetinna mista. K navazenému vzorku, ktery byl
rozeten v teci misce, bylo postuprpiidano 100 ml 0,2 moli kyseliny chlorovodikové.
Erlenmayerova hika o obsahu 250 ml, do které byl kvantitaiysgfeveden homogenizo-
vany vzorek, byla umi&a do vodni lazh (s fepacim z#Ezenim) vytemperované na
100 °C. Teplota vodni laZrbyla po dobu z&evu vzorku (60 min.) stejna. Kasténému
vysrazeni proteiin byly pouzity 3 ml 80 % kyseliny trichloroctové eké byly gidany v 50.
minuté zalrevu. Po dosaZeni doby zéku (60 min.) byla héka vyjmuta z horké vodni
lazné a ochlazena. Pro odsteani proteiri bylo k analyzovanému vzorku postégpiidano

25 mi¢inidla Carrez | a 25 miifidla Carrez Il. Nasledujici postup byl stejny jakpiipads

vzorka celozrnnych mouk.

5.1.4 Postup izolace vitaminu B ze vzorki celozrnnych €stovin

Bylo navazeno 30 g vzorku celozrnny@stovin s pesnosti natyii desetinna mista. Na-
vazeny vzorek byl 10 minut ¥&n v 300 ml redestilované vody podle navodutipnag.

Vzorek uvadenych €stovin, které byly vychlazeny, byl roZeh v teci misce za postupného
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pridavku 100 ml 0,2 mol} kyseliny chlorovodikové. Nasledujici postup byjsy jako

v pripadt vzorki celozrnného pava a celozrnného chleba.

5.1.5 Postup izolace vitaminu B ze vzorkii vyluhu celozrnnych #stovin

Ze ziskaného vodného vyluhu z celozrnnyg$tavin bylo odnsieno 100 ml, které byly
pievedeny do 250 ml Erlenmayerovynkg. Ke 100 ml vyluhu bylo fidano 30 mi
0,2 mol.I* kyseliny chlorovodikové. Erlenmayerovaiika se vzorkem byla umista do
vodni lazr s tepacim z&zenim. Teplota vodni lagrbyla nastavena na 100 °C, doba za-
hievu vzorku byla 30 minut. Kast&énému vysrazeni protainbyl ve 20. minut zahevu
piidan 1 ml 80 % kyseliny trichloroctove. Po 30 mitnta baika vyjmuta z horké vodni
lazre a ochlazena. Pro odsteani proteini bylo k analyzovanému vzorku postéguiidano

10 mi¢inidla Carrez |1 a 10 ml Carrez Il. Nasledujici pgsbyl stejny jako v fipact vzor-

ki celozrnnych mouk.

5.2 Chromatografické stanoveni vitaminu B

K chromatografickému stanoveni vitaminy Byly pouzity roztoky analyzovanych vzark
celozrnnych produkt které byly ziskany postupy uvedenymi v kapitale :Roztoky ana-
lyzovanych vzork byly, pred nastkem do kapalinového chromatografu, zfiltrovarigp

mikrofiltry urcené pro chromatografické stanoveni.

K chromatografickému stanoveni vitaminyg Bylo pouzito 20ul roztoku analyzovaného
zfiltrovaného vzorku celozrnného produktu, ktery bgstiknut do davkovaciho sniko-
vého ventilu HPLC/UV.

K unasSeni slozek vzorku stacionarni fazi byla ptauiiobilni faze sloZzena ze dvou slozek:

1. octan sodny 0,1ghol.I* — po Gpra¥ pH na hodnotu pH = 4,8 za&igavku 85 % ky-

seliny mraveni
2. metanol

Pti chromatografickém stanoveni vitaminy Byla pouzita gradientova eluceii ktere
dochazelo ke zimé sloZeni mobilni faze &sem pro zvyseni &lni sily této faze. SloZzeni

mobilni faze uvadi tabulka 13.
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Tab. 13. Slozeni nmabéaze v zavislosti néase

Cas [min] Pomgr octan sodny : metanol [%]

0 87:13
3 87:13
15 0:100
30 0:100

Pro chromatografické stanoveni byl nastavenagi mobilni faze - 0,8 ml.mih

K oddlovani sloZzek vzorku byla pouzita koloB&PELCOSIL LC8 (15 cm x4,6 mmjbn).

Teplota termostatu byla nastavena na hodnotu 30 °C.

K detekci vitaminuB, byl pouzit detektor UV — DAD. Jako nejvhag$i vinova délka pro
detekci byla utena hodnota 270 nm.

ReterEni ¢as vitaminu B byl v rozmezi 8,76 min — 8,83 min.

Vysledky chromatografického stanoveni vitaminu(idtegrace ploch piK byly zpracova-

ny pomoci chromatografického softwathemsStation Instrument 1.

Pro stanoveni vitamini, v 28 celozrnnych produktedbylo provedeno weni kazdého
vzorku ptkrat. Pro sestaveni kalilnai kiivky byly jednotlivé koncentrace standardnich roz-

toki vitaminuB, opét pronmeieny gitkrat.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Izolace vitaminu B ze vzorki celozrnnych produkit byla provedena pomoci izélaich

postum uvedenych v kapitole 5.1.

K chromatografickému stanoveni vitaminu, Byl pouzit kapalinovy chromatograf

HPLC/UV, postup réfeni je uveden v kapitole 5.2.

Identifikace vitaminu B byla provedena na zakkadetergnich ¢adi tohoto vitaminu, které
se pohybovaly v rozmezi 8,76 min — 8,83 min, a t@e&aklad porovnani ziskanych hod-

not reteknich¢asi po gidavku standardu vitaminu,Re vzorkim.

6.1 Kalibra éni kFivka pro stanoveni vitaminu B, metodou HPLC/UV

K méteni kalibr&ni kiivky byl pripraven zasobni roztok vitaminu, B> koncentraci
5 mg.I. Dal$i standardni roztoky vitaminu, ® zvolenych koncentracich 0,25; 0,5; 1;

1,25; 1,5 a 2 mg byly pipravenyredsnim zasobniho roztoku (5 mg)l

Chromatografické progiteni obsahu vitaminu Bpripravenych standardnich roztobkylo
provedeno stejnym Zgobem jako u vzoik celozrnnych produkt uvedenym v kapitole

5.2. Prondieni jednotlivych koncentraci standardnich ro#itbilo provedeno §ikrat.

V piiloze Pl je uveden vzorovy chromatogram standardaminu B, o koncentraci

1mg.lt

K sestrojeni kalibréni kiivky bylo pouZito 7 koncentraci vitaminu,Bmg.*) a jejich od-
povidajici plochy pik (mA.V.s) Tab.14.

Graf kalibr&ni kiivky je uveden na obrazku 5.

Ze ziskanych hodnot ploch gikvitaminu B byla sestrojena kalibai piimka, ze které

byla vypaitana rovnice linearni regrese a hodnota spolestiiv.
Rovnice linearni regrese:
y =78,742+X,5352
y — velikost plochy piku vitaminu HmA.V.s]

X — obsah vitamB, [mg.l'l]
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Hodnota spolehlivosti pro zavislost plochy pikuafisahu vitaminu B

R?=0,9989

Tab. 14. P&merné hodnoty ploch pikstandardnich roztakvitaminu B

Koncentrace vitaminu | Pramérna plocha piku vitaminu
B, B> S
[mg.I™] [MA.V.S]
0,25 27,681 0,11
0,5 36,462 0,05
1 79,197 0,07
1,25 104,551 0,18
1,5 119,918 0,44
2 164,134 0,41
5 390,652 0,09
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Obr. 5. Kalibra’ni pfimka pro stanoveni vitaminy Bhetodou HPLC/UV
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Do rovnice linearni regrese byly dosazeny hodnaiystienych ploch pik vitaminu B,
ziskanych chromatografickym stanovenim vitaminwRBelozrnnych produktech. Vypib
tana hodnota obsahu vitaminyg j@ uvedena v mg' Tato hodnota byla poslézéepaste-

na na hodnotu obsahu vitaminy Bmg.100 g vzorku.

Pro vyjadeni nandienych vysledix a ziskani prmérné hodnoty plochy piku vitaminu,B
byl pouzit aritmeticky pimeér, ktery je definovan jako s¢at hodnot kvantitativniho znaku

déleny rozsahem soubofb5].

M>s

X==3 X (1)

1

L
ni

Pro vyjadeni odchylek jednotlivych hodnot od aritmetickélrdmeru byla pouzita siro-
datna odchylka, ktera &uje rozptyl vysledik vzhledem k hodnétprameéru [55].

(2)

Na zaklad smerodatné odchylky je mozné sfitat chybu ndfeni vymezujici kolem arit-
metického piméru interval spolehlivostiSkut&na stedni hodnota &fené velginy lezi

s prav@podobnostiP = 1- a, kde [56]:

- t.
xt"s

n

3)

V naSem pipadt byla hodnota koeficientu Studentova réledit, = 2,132, zvolena hladina
vyznamnosto = 0,05, pdet stupiu volnosti v = 4, paet méfenin =5 a pravdpodobnost
P =95 %.
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Tab. 15. Kvantily studentova razeni t, (v) [57]

Y
v
0,90 0,95 0,975

1 3,078 6,314 12,706
2 1,886 2,920 4,303
3 1,638 2,353 3,182
4 1,533 2,132 2,776
5 1,476 2,015 2,571

6.2 Stanoveni obsahu vitaminu Bv celozrnnych produktech
K chromatografickému stanoveni vitaming /10 pouzito 26 celozrnnych produikt
» celozrnné mouky - 4 druhy (Zitna, pSam, Spaldova hladka, Spaldova hruba)

» celozrnné pé&vo - 6 druhi (grahamovy rohlik od 4aenych vyrobé, grahamova

bulka se syrem, grahamova veka)
» celozrnny chleba - 2 druhy (celozrnny chleba, mastelozrnny chleba)

» celozrnné dstoviny - 3 druhy (grahamovéstoviny, Spaldové celozrnné dlouhé

nudle, pSeriné celozrnné vlasové nudle)

* celozrnné lupinky - 5 druh(Fitness, Miss Fit lupinky, Cini Minis, Ovesné §tai-

Ky, Dobra vlaknina)

» celozrnné chlelsky - 2 druhy (Spaldovyilehky chlebiek, celozrnny kupavy chle-
bicek)

« celozrné susenky - 4 druhy (celozrnné su$enkydSpél Grahamky, Zazvorky,

Melasky).
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6.2.1 Stanoveni obsahu vit aminu Bve vzorcich celozrnnych mouk

6.2.1.1 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnné mouky zitné

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminu V@ vzorku celozrnné mouky Zzitné

bylo navazeno 40 g vzorku ggsnosti n&tyii desetinna mista.
Primérnd plocha piku vitaminu B 35,186 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,440 mg:f
Priimérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,220 mg.100%y
Smérodatna odchylka: 0,002

Obsah vitaminu B 0,220 + 0,002 mg.1007g

USDA National Nutrient Database [58] uvadi obsahaminu B vzre Zita
0,251 mg.100 §. Obsah vitaminu Boyva, podle USDA National Nutrient Database [58],
v b&Zné bilé Zitné mouce v rozmezi 0,090 — 0,114 mgdbMNase zji&né mnoZstvi vi-
taminu B ve vzorku celozrnné mouky Zitné je t&nuvojnasobné (0,220 mg. 100)gnez

v bézné bilé mouce zitné. Vitamin,Be v zr@ Zita nachazi fedevsim v obalovych vrst-
vach a kléku [37]. Odstrasinim obalovych vrstev a kiku pred mletim dochazi ke snizeni
obsahu vitaminu B Oproti tomu u celozrnné mouky Zitné, kde k odsind obalovych

vrstev a kléku nedochazi, je obsah vitaming Bodstats vyssi.

6.2.1.2 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnné mouky pSéngé

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuvB vzorku celozrnné mouky pSéni
né, bylo navazeno 40 g vzorku i@pnosti natyii desetinna mista. Chromatogram stano-

veni obsahu vitaminuBre vzorku celozrnné pSe&nié mouky je uveden ioze V.
Primérnd plocha piku vitaminu 840,624 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,510 mg:f

Priimérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,255 mg.100%y

Smérodatna odchylka: 0,005

Obsah vitaminu B 0,255 + 0,004 mg.1007g
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Obsah vitaminu Bv béZzné bilé pSekdné mouce byva v literate [2] uvadn v rozmezi
hodnot 0,020 — 0,120 mg.100.gObsah vitaminu Bve vzorku nami vybrané celozrnné
pSenéné mouky (0,255 mg.100%yje zhruba dvakréat vy3si neZ obsah wvgdv bszné bilé

mouce pSerné.

Obsah vitaminu Bv celozrnné mouce zalezi na stupni mletizrige bilé mouky jsou ziska-
vany @i stupni vymleti mé#& nez 75 %. Pokud bude stuipeymleti vySSi nez 85 % bude
mouka obsahovatastice otrub. B stupni vymleti 100 % je ziskavana mouka celozrnna
[46].

Obsah vitaminu B v pSeniné mouce, kterd& ma stupevymleti 100%, cini
0,095 mg.100 §. V porovnani s &nou bilou moukou, kterd méa stipeymleti 75 % je
obsah vitaminu Bniz&i (0,039 mg.100°Y [46].

6.2.1.3 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnné mouky Spaldové hladké

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuvB vzorku celozrnné mouky Spaldo-

vé hladké, bylo navazeno 40 g vzorkuregmosti ngtyii desetinna mista.
Primérné plocha piku vitaminu 828,930 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,361 mg:f

Priimérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,180 mg.100%y

Smérodatna odchylka: 0,003

Obsah vitaminu B 0,180 + 0,002 mg.1007g

N&$ zjiskny obsah vitaminu Bv hladké $paldové celozrnné mouwseil 0,180 mg.100 d.
Obsah vitaminu Bv hladké Spaldové celozrnné mouce byva nizsi mabuwce hrubé Spal-

dové celozrnné, zidodu opakovaného mleti a mechanického naruSestic mouky [37].

6.2.1.4 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnné mouky Spaldové hrubé

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuvB vzorku celozrnné mouky Spaldo-

vé hrubé, bylo navazeno 40 g vzorkuregmosti nétyii desetinna mista.
Primérné plocha piku vitaminu 830,640 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,382 mg:f
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Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,191 mg.1007g
Smérodatna odchylka: 0,003
Obsah vitaminu B 0,191 + 0,002 mg.100%y

Zjisteény obsah vitaminu Bve vybraném vzorku hrubé Spaldové celozrnné matikiy
0,191 mg.100 ¢. V porovnani s hladkou $paldovou celozrnnou moubyta obsah vita-
minu B, v hrubé Spaldové celozrnné mouce negatryssSi. Obsah vitaminu Bu hrubé

mouky je vysSi z ivodu nizSiho vymilani [37].
6.2.2 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorcich celozrnnych chleb

6.2.2.1 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnného toastového chleba

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuv@ vzorku celozrnného toastového

chleba, bylo navazeno 30 g vzorkuregnosti natyii desetinnd mista.
Primérné plocha piku vitaminu 836,882 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 0,461 mg:f
Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,307 mg.1007g
Smérodatna odchylka: 0,002

Obsah vitaminu B 0,307 + 0,001 mg.100%y

Obsah vitaminu Bv celozrnném chlebu byvéa v porovnani¢giym bilym chlebem vyssi,
je to dano pouzitou moukou, kdy pro vyrobu celo&mm chleba je pouzivana celozrnna
mouka (nap v nami stanovené celozrnné p$eé mouce obsah vitaminu,Einil
0,255 mg.100 ) a pro vyrobu BZného bilého chleba je pouZivana moukiné bila
(nap¥. mouka pSein& obsahuje podle literatuiy] 0,020 — 0,120 mg.100 gitaminu B).

U chlehx (celozrnny, Bzny bily) zhruba 30 % vitaminu,B/znikacinnosti kvasinek véste

pii vyrobé chleba [46].

6.2.2.2 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnného chleba

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuvB vzorku celozrnného chleba, bylo
navazeno 30 g vzorku $gsnosti n&tyii desetinna mista. Chromatogram stanoveni obsa-

hu vitaminu B ve vzorku celozrnného chleba je uvedertilope P lIl.
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Primérné plocha piku vitaminu 835,500 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 0,440 mg:f

Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,437 mg.1007g

Smérodatna odchylka: 0,008

Obsah vitaminu B 0,437 + 0,007 mg.100%y

Nahrazenim &ného bilého chleba chlebem celozrnnym se zW&np vitaminu B [59].

Studie provedena francouzkymidci [59] uvadi, Ze obsah vitaminy 8 celozrnném chle-
bu je vySSi nez v chlebieném bilém. Studie byla provedena u 49iddpSenice, ze kte-
rych bylo vybrano 9 odd pSenice s nizkou,isdni a vysokou koncentraci vitaminy. B
Mouky pripraveny z &chto odfid byly pouzity na vyrobu chletmnaslednym porovnanim

obsahu vitaminu Bv bézném bilém a celozrnném chlebu.

Zjisténé hodnoty obsahu vitaminw,Bs naSich vzorcich celozrnného chleba, byly v rezm
zi 0,307 — 0,437 mg.100'gLiteratura [2] uvadi obsah vitaminy Bszném bilém chlebu v
rozmezi hodnot 0,060 — 0,150 mg.100 g

6.2.3 Stanoveni obsahu vitaminu B ve vzorcich celozrnného péva

6.2.3.1 Stanoveni obsahu vitaminu Brve vzorku grahamového rohliku (Kaufland)

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminu \® vzorku grahamového rohliku

(Kaufland), bylo navazeno 30 g vzorkuiegnosti n&tyii desetinna mista.
Primérnd plocha piku vitaminuB12,437 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,151 mg:f

Priimérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,101 mg.100%y

Smérodatna odchylka: 0,003

Obsah vitaminu B 0,101 + 0,002 mg.1007g

Grahamova mouka narozdil odZné bilé mouky obsahuje otruby. Tim, je zvySen bbsa
vitaminu B, v grahamovém rohliku, protoze vitamin 8 vyskytuje ve &Si mie v klicku

a obalovych vrstvach.
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6.2.3.2 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku grahamového rohliku (Boner)

K chromatografickému stanoveni obsahu vitamirny \® vzorku grahamového rohliku

(Boner), bylo navazeno 30 g vzorkuiggnosti n&tyii desetinna mista.
Primérné plocha piku vitaminuB812,461 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 0,152 mg:f

Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,101 mg.1007g

Smérodatna odchylka: 0,002

Obsah vitaminu B 0,101 + 0,001 mg.100%y

Grahamovy rohlik Boner, Kaufland a grahamovéa bglkayrem réy stejny obsah vitami-
nu B,. V porovnani s obsahem vitaminyg B béZzném bilém rohliku, je tento obsah vyssi
0,094 mg.100 §. Rozdil obsahu vitaminuB/Sak neni Hli§ vysoky [60].

6.2.3.3 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku grahamového rohliku (Billa)

K chromatografickému stanoveni obsahu vitamirny \® vzorku grahamového rohliku

(Billa), bylo navazeno 30 g vzorku gggnosti nétyii desetinna mista.
Primérné plocha piku vitaminuB812,863 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 0,157 mg:f
Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,104 mg.1007g
Smérodatna odchylka: 0,006

Obsah vitaminu B 0,104 + 0,005 mg.100%y

Obsah vitaminu Bv grahamovém rohliku Billa je té&fhstejny jako u ostatnich driilgra-
hamového p&va. Rozdil koncentrace vitaminu, ® jednotlivych vzorcich grahamového

pe&diva je nepatrny.

6.2.3.4 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku grahamového rohliku
(Svoboda-Bezik)

K chromatografickému stanoveni obsahu vitamirny \® vzorku grahamového rohliku

(Svoboda - Bezik), bylo navazeno 30 g vzorkuiggnosti n&tyii desetinna mista.
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Primérné plocha piku vitaminuB811,529 mA.V.s
Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 0,139 mg:f
Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,093 mg.1007g
Smérodatna odchylka: 0,005

Obsah vitaminu B 0,099 + 0,004 mg.100%y

Obsah vitaminu Bv grahamovém rohliku Svobodaeik byl pouze nepaténvyssi nez
v rohliku vyrobeném z moukyéBné bilé (0,094 mg.100™y[60].

6.2.3.5 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku grahamové bulky se syrem

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuv@ vzorku grahamové bulky se sy-

rem, bylo navadzeno 30 g vzorkuiggnosti n&tyti desetinna mista.
Primérnd plocha piku vitaminuB12,528 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,152 mg:f
Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,101 mg.1007g
Smeérodatna odchylka: 0,004

Obsah vitaminu B 0,101 + 0,003 mg.1007g

V porovnani s nasimi vybranymi celozrnnymi chleBy307 — 0,437 mg.100%y je zjis&ny
obsah vitaminu B v grahamové bulce se syrem podstatizSi. Obsah vitaminu B
v grahamové bulce se syrem (0,101 mg.10) g spiSe shodny s obsahem vitaminu B
v chlebu vyrobeném z#né bilé mouky (0,060 — 0,150 mg.100)gak je uvadno

v literatue [2].

6.2.3.6 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku grahamové veky

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminu & vzorku grahamoveé veky, bylo

navazeno 30 g vzorku ggsnosti n&tyii desetinna mista.
Primérnd plocha piku vitaminuB13,172 mA.V.s
Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,161 mg:f

Priimérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,107 mg.100%y
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Smérodatna odchylka: 0,006
Obsah vitaminu B 0,107 + 0,005 mg.1007g

Celozrnné pé&vo vyrobené z celozrnné mouky je zdrojem vitamByu Mletim celych zrn,
které nejsou zbaveny obalovych vrstev je ziskah@zoma mouka bohata na vitamin. B
Bézné bilé mouky, které maji obalové vrstwgg mletim odstraimy obsahuji nizSi mnoz-

stvi vitaminu B [49].

Obsah vitaminu Bv naSich vzorcich celozrnnéhocépa byl tén€f stejny, pohyboval se
v rozmezi hodnot 0,099 - 0,107 mg.108. gorovnanim obsahu vitaminw B tukovém
rohliku, uvedeném v diplomové praci [60], byva dbsataminu B v tukovém rohliku
niz&i 0,094 mg.100y Rozdil obsahu vitaminu-Bs porovnani s nasimi ziskanymi hodno-

tami a hodnotou tukového rohliku je pé&mme nizky.

6.2.4 Stanoveni obsahu vitaminu B ve vzorcich celozrnnychéstovin a vyluzich

Z téstovin

6.2.4.1 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku pSernych celozrnnych vliasovych

nudli

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuv@ vzorku pSenych celozrnnych
vlasovych nudli, bylo navazeno 30 g vzorkurasmosti n&tyii desetinna mista, ktery byl
pied stanovenim uvan. Chromatogram stanoveni obsahu vitamipwd3vzorku pSegi

nych celozrnnych vlasovych nudli je uvedeniNgze 1V.

Primérné plocha piku vitaminu 821,906 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,271 mg:f
Priim&rny obsah vitaminu Bv uvareném vyrobku: 0,181 mg.100'g
Smérodatna odchylka: 0,003

Obsah vitaminu B 0,181 + 0,002 mg.1007g

Studie provedena italskymidci [61] uvadi obsah vitaminu,Bs polévkovych italskych
téstovinach (nudlich, suchy vzorek) vyrobenych z p&entvrdé v mnoZstvi
0,020 mg.100 ¢ Vitamin B, byl stanoven pomoci hmotnostni spektrometrie
(LC—-MS/MS).
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V porovnani s nasi zji&ou hodnotou vitaminu Bv polévkovych &stovinach (nudlich)
vyrobenych z celozrnné pSéné mouky je obsah tohoto vitaminu v naSem vyrob&d-p

statré vyssi.

6.2.4.2 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku vyluhu z pSe#iych celozrnnych via-

sovych nudli

Chromatografické stanoveni obsahu vitaminbfo provedeno ve 100 ml vyluhu z pSe-

ni¢nych celozrnnych vliasovych nudli.

Obsah vitaminu Bve vyluhu z pSegnych €stovin byl pod deteinim limitem stanoveni a

nebyl ugen.

6.2.4.3 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku grahamovych¥stovin

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminu \2 vzorku grahamovychégtovin
(Spagety), bylo navazeno 30 g vzorkuiesmosti natyii desetinnd mista, ktery bykexd

stanovenim uvan.

Primérné plocha piku vitaminu 822,404 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 0,278 mg:f
Pramérny obsah vitaminu B/ uvareném vyrobku: 0,185 mg.100'g
Smérodatna odchylka: 0,002

Obsah vitaminu B 0,185 + 0,001 mg.100%y

Spagety, vyrobeny zsBné bilé mouky, obsahuji podle USDA National NuttriBatabase
[58] 0,060 mg.100 § vitaminu B. Vzorek nasich grahamovychstovin (Spagety), které
jsou vyrobeny z grahamové mouky pSenice tvrdé, haljsatrojndsobné mnozstvi
(0,185 mg.100 ¢) vitaminu B.

6.2.4.4 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku vyluhu z grahamovyclstovin

Chromatografické stanoveni obsahu vitaminbfo provedeno ve 100 ml vyluhu z gra-

hamovych &stovin.

Obsah vitaminu Bve vyluhu z grahamovyckdtovin byl pod deteinim limitem stanove-

ni a nebyl uten.
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6.2.4.5 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku Spaldovych celozrnnych dlouhych

nudli

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuv@ vzorku Spaldovych celozrnnych
dlouhych nudli, bylo navazeno 30 g vzorkuregmosti n&tyii desetinnd mista, ktery byl

pied stanovenim uvan.

Primérné plocha piku vitaminu 820,350 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,251 mg:f
Priimérny obsah vitaminu Br uvareném vyrobku: 0,167 mg.100'g
Smérodatna odchylka: 0,003

Obsah vitaminu B 0,167 + 0,002 mg.1007g

Podle studie provedené italskymidei [61] byva obsah vitaminu B dlouhych &stovi-
nach (suchy vzorek) stejny jako fpads polévkovych &stovin (nudli) 0,020 mg.100'y
V nasem pipact celozrnné dlouhé nudle obsahuji vySSi mnozZstainithu B v porovnani

s dlouhymi &stovinami uvadnymi ve studii.

Ke ztratam vitaminu Bv t¢stovinach dochazighem jejich tepelné Upravy. Studie zabyva-
jicimi se ztratami vitamihv potravinach uvadi, Ze ke ztrdtdm vitaminuvBnakarénech
dochazi fisobenim vyssi teploty zadity ¢as. Tepelna Uprava makatopii 90 °C za dobu
10 minut ma za nésledek 18,3 % ztraty vitaminuBodlouzenim doby vani na 20 mi-
nut @i teplo& 90 °C dochazi k 53,3 % ztratam. S &&v pravépodobnosti dochazi k nej-

vétSim ztratdm vitaminu Bdo vyluhu [13].
6.2.5 Stanoveni obsahu vitaminu B ve vzorcich celozrnnych suSenek

6.2.5.1 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnnych suSenek - Grahamky

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminu B vzorku celozrnnych suSenek -

Grahamky, bylo navazeno 20 g vzorkuregmosti natyii desetinna mista.
Primérné plocha piku vitaminu 840,378 mA.V.s
Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,506 mg:f

Priimérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,505 mg.100%y
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Smérodatna odchylka: 0,006
Obsah vitaminu B 0,505 + 0,005 mg.1007g

Vybrany vzorek grahamovych suSenek vyrobeny z pBéncelozrnné mouky obsahuje
oproti susenkam (sudenky nsésiadkych 0,100 mg.100%y vyrobenym z B7né bilé mou-
ky znang vy3si obsah vitaminu-80,505 mg.100 Q).

6.2.5.2 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnnych suSenek - Zazvorky

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminu B vzorku celozrnnych suSenek -

Zazvorky, bylo navazeno 20 g vzorkuiegnosti n&tyii desetinna mista.
Primérnd plocha piku vitaminu 839,706 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,498 mg:f

Priimérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,496 mg.100%y

Smérodatna odchylka: 0,004

Obsah vitaminu B 0,496 + 0,003 mg.1007g

Zjisténé mnozstvi vitaminu Bv celozrnnych suSenkach Zazvorkpi nejmensi hodnotu.
V porovnani s ostatnimi zji§tymi hodnotami vitaminu Bv celozrnnych suSenkéch je

vSak tento rozdil minimalni.

6.2.5.3 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnnych suSenek - Melasky

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminu B vzorku celozrnnych suSenek -

Melasky, bylo navazeno 20 g vzorkuiggnosti n&tyti desetinna mista.
Pramérna plocha piku vitaminuB41,774 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,524 mg:f

Priimérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,522 mg.100%y

Smérodatna odchylka: 0,006

Obsah vitaminu B 0,522 + 0,005 mg.1007g
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Obsah vitaminu Bve vybraném vzorku celozrnnych suSenek MelaskiyvysSi hodnotu
oproti ostatnim analyzovanym vzark. VySSi mnozZstvi vitaminu BmiZe byt vysétleno

pouzitou celozrnnou moukou, ktera byla ziskana@®@ Blalite.

6.2.5.4 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnnych suSenek - Spaldové

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminu B vzorku celozrnnych suSenek -

Spaldové, bylo navazeno 20 g vzorkuiesmosti natyti desetinna mista.
Primérnd plocha piku vitaminu 841,698 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifimky: 0,523 mg:f

Priimérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,520 mg.100%y

Smérodatna odchylka: 0,004

Obsah vitaminu B 0,520 + 0,003 mg.1007g

Zjisteny obsah vitaminu Bv celozrnnych susenkéach Spald@éié 0,520 mg.100 ¢ Lite-
ratura uvadi [62] obsah vitaminw B suenkach ménsladkych 0,100 mg.100'gv su-
Senkach:okoladovych hodnotu vitaminu.B,030 mg.100§ K vyrobs susenek byva nej-
castji pouzivana BZzna bilAd pSedhnd mouka, kterd obsahuje podle literatyg}
0,020 — 0,120 mg.100%yitaminu B..

U celozrnné mouky pSefié je obsah vitaminu Bémei dvojnasobny. SuSenky vyrobeny

Z celozrnné mouky maiji i proto vysSi obsah vitanau

Cerealni suSenky Bebe s Dobré ratiglaové s medem, které jsou obohaceny vitaminem
B, a jsou vyrobeny z mouky celozrnné a takéeznié bilé pSekné mouky, obsahuji
0,980 mg.100 §[63].

Celozrnné suSenky se qoai @i 240 — 280 °CJ12]. Bechem péeni nedochazi k velkym

ztratam vitaminu B[13].
6.2.6 Stanoveni obsahu vitaminu B ve vzorcich celozrnnych lupink

6.2.6.1 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku Dobré viakni#

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuvB vzorku Dobré viakniny, bylo na-

vazeno 20 g vzorku g@snosti n&tyti desetinna mista.
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Primérné plocha piku vitaminu 886,356 mA.V.s
Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 1,089 mg:f
Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 1,089 mg.1007g
Smérodatna odchylka: 0,004

Obsah vitaminu B 1,089 + 0,003 mg.100%y

Zjistény obsah vitaminu B v celozrnném snid@vém produktu Dobra vilaknindini
1,089 mg.100 §. Zjistsny obsah vitaminu Bje nepatrd vyssi ne? uvadi vyrobce
0,9 mg.100 g.

6.2.6.2 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku Miss Fit

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuv® vzorku Miss Fit, bylo navazeno

20 g vzorku s fesnosti n&tyti desetinna mista.

Primérné plocha piku vitaminu 860,734 mA.V.s
Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 0,764 mg:f
Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,762 mg.1007g
Smérodatna odchylka: 0,007

Obsah vitaminu B 0,762 + 0,003 mg.100'y

Obsah vitaminu Bve vybraném vzorku Miss Féini 0,762 mg.100 4 Vyrobce neuvadi
deklarované mnozstvi vitaminwBSnidaové lupinky Miss Fit, které se stéjjako Cini
Minis, vyrabi ze srsi celozrnné pSetmé mouky a ryZové mouky, nejsou v porovnani
se Cini Minis obohaceny vitaminem,.BCini Minis, které jsou obohaceny vitaminerma B
obsahuji dvojndsobné mnoZstvi vitaming (8,468 mg.100 g oproti lupinkdm Miss Fit
(0,762 mg.100 Q).

6.2.6.3 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku Cini Minis

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuvB vzorku Cini Minis, bylo navaze-

no 20 g vzorku siesnosti n&tyii desetinna mista.
Primérné plocha piku vitaminu8116,308 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni pifmky: 1,470 mg:f
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Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 1,468 mg.1007g
Smérodatna odchylka: 0,006
Obsah vitaminu B 1,468 + 0,005 mg.100'y

Vybrané snid#gové lupinky Cini Minis obsahuji podle naseho #ji$t1,468 mg.100 g

vitaminu B,. Udavané deklarované mnoZstvi vitaminuvigrobcem je 1,4 mg.100%g

6.2.6.4 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku Fitness

K chromatografickému stanoveni obsahu vitamiawB vzorku Fitness, bylo navdZzeno 20
g vzorku s pesnosti n&tyii desetinna mista. Chromatogram stanoveni obsaamwviu B

ve vzorku Fitness je uveden iilpze P .

Primérné plocha piku vitaminuB8115,434 mA.V.s
Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 1,459 mg:f
Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 1,458 mg.1007g
Smeérodatna odchylka: 0,004

Obsah vitaminu B 1,458 + 0,003 mg.100%y

Zjisténé mnoZstvi vitaminu Bv lupinkach Fitnessini 1,458 mg.100 4 Zjisttné mnoz-
stvi vitaminu B je shodné s mnoZstvim vitaminu , Buvad&ného vyrobcem
(1,4 mg.100 g).

6.2.6.5 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnnych ovesnych poldta

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminu \B vzorku celozrnnych ovesnych

polst&ka, bylo navazeno 20 g vzorku gegnosti natyii desetinna mista.
Primérné plocha piku vitaminu 855,632 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 0,700 mg:f

Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,699 mg.1007g

Smérodatna odchylka: 0,004

Obsah vitaminu B 0,699+ 0,006 mg.1007y
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Obsah vitaminu BV celozrnnych ovesnych poltéch &ini 0,699 mg.100 ¢ Vyrobce
neuvadi deklarované mnozstvi vitaming Btomto vyrobku. NiZSi obsah vitaminu, B
oproti ostatnim celozrnnym sniga/ym produkim mize byt dan celozrnnou ovesnou
moukou, kterd se pouzivA pro vyrobu. Ostatni smwidd produkty jsou vyrobeny
z celozrnné mouky pSemé a dalSich surovin. USDA National Nutrient Dath§58]

udavéa obsah vitaminu,B ovsu 0,139 mg.1007y

Nutricni hodnota snidevych celozrnnych produktzavisi na zpracovani surovin, ze kte-
rych se snide@ové cerealie vyrabi.iPvyrobé snidaovych celozrnnych produktdochazi
ke ztrat vitaminu B extruzi. Tyto ztraty vitaminu Bbyvaji v porovnani s thiaminem, u

kterého dochéazi az k 50 % ztratam, malé [64].
6.2.7 Stanoveni obsahu vitaminu B ve vzorcich celozrnnych chlel&k

6.2.7.1 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku Spaldovéha*&hkého chlelfku

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminu \B vzorku Spaldovéhoi&hkéeho

chlebtku, bylo navdZeno 20 g vzorku gepnosti ndtyii desetinna mista.
Primérné plocha piku vitaminu 821,424 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 0,265 mg:f

Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,264 mg.1007g

Smérodatna odchylka: 0,005

Obsah vitaminu B 0,264 + 0,004 mg.100%y

Spaldovy kehky chlebfek vyrobeny ze siisi celozrnné mouky p3emié a celozrnné
mouky Spaldové obsahuje podle naSeho stanovenii vgdsah vitaminu B
(0,264 mg.100 Q) neZ mouky, z kterych je vyroben vzhledem k tonie, dochazi
k zvySeni vitaminu B ¢innosti kvasinek vést, které se P jejich vyrobd pouzivaji. B

peteni dochdzi k minimalnim ztratam [17, 46].
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6.2.7.2 Stanoveni obsahu vitaminu Bve vzorku celozrnnéhoikpavého chlelitku

K chromatografickému stanoveni obsahu vitaminuv@ vzorku celozrnnéhoilpavého

chlebtku, bylo navdZzeno 20 g vzorku gepnosti ndtyii desetinna mista.
Primérné plocha piku vitaminu 840,736 mA.V.s

Pramérny obsah vitaminu Bz kalibrasni piimky: 0,510 mg:f

Pramérny obsah vitaminu Bre vyrobku: 0,510 mg.1007g

Smérodatna odchylka: 0,007

Obsah vitaminu B 0,510 + 0,006 mg.100'y

Celozrnny Kupavy chlebiek obsahujici celozrnnou Zithou mouku a mléko s@hiystu-
denym zjisobem, p kterém dochazi k odleZerista g 0 °C. Ri vyrobé nejsou pouziva-
ny kvasinky, nedochazi k niésti objemu &sta a z¥tSeni obsahu vitaminu,Br t&ste ¢in-

nosti kvasinek. # peteni jsou ztraty vitaminu Bminimalni [65].

6.3 Porovnani obsahu vitaminu B v celozrnnych produktech

Obsah vitaminu Bbyl chromatograficky stanoven ve 26 vzorcich celaych produki a
ve 2 vzorcich vylut z celozrnnychéstovin. Pdadi celozrnnych produkipodle zjiSéného

obsahu vitaminu Bje uvedeno na obrazku 6.

Nejvy3si obsah vitaminuzyl stanoven ve vzorku lupialCini Minis (1,468 mg.10079),
Fitness (1,458 mg.100%ya Dobréa vlaknina (1,089 mg.100)g

Mezi celozrnné produkty s vySSim obsahem vitaminupBti lupinky Miss Fit (0,762
mg.100 §), Ovesné polstiy (0,699 mg.100 ¢, celozrnny kupavy chlebiek (0,510
mg.100 §"), celozrnny chleba (0,437 mg.108)gcelozrnné susenky: Melasky, Spaldové,
Grahamky a Zazvorky (0,522 — 0,496 mg.100.g

NiZ8i obsah vitaminu Bbyl stanoven u celozrnnych prodiikinezi které pdt: toastovy
celozrnny chleba (0,307 mg.100)g3paldovy kehky chlebiek (0,264 mg.1007Y, celo-
zrnné mouk- pSetnd, Zitna, Spaldova hrubé, $paldova hladka (0,253.80 mg.1009) a
celozrnnédstoviny — grahamové, pséni vlasoveé nudle a Spaldové dlouhé nudle (0,185 —
0,167 mg.10079).
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e

moveé: veka, rohlik — Billa, rohlik — Boner, rohkkKaufland, bulka se syrem a rohlik Svo-
boda — Bezik (0,107 — 0,093 mg.100'y

Ve vzorcich vyluli celozrnnychdstovin nebyl vitamin Bdetekovan.
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Obr. 6. Sestupné padi jednotlivych celozrnnych produlpodle obsahu vitaminu,B

1 — Cini Minis, 2 — Fitness, 3 — Dobra vlaknina-Miss Fit lupinky, 5 — Ovesné poldtg, 6 — Celozrnné
susenky Melasky, 7 — Celozrnné susenky Spaldev€&eBozrnny kupavy chlehiek, 9 — Celozrnné susenky
Grahamky, 10 — Celozrnné susSenky Zazvorky, 11 ez@ely chleba, 12 — Toastovy celozrnny chleba, 13 -
Spaldovy kehky chlehfek, 14 — Celozrnny mouka p&@m, 15 — Celozrnna mouka Zitna, 16 — Celozrnna
mouka Spaldovéa hruba, 17 — Grahamo#stdviny, 18 — PSetmé celozrnné vlasové nudle, 19 — Celozrnna
mouka 3paldova hladka, 20 — Spaldové celozrnnéhédlowdle, 21 — Grahamova veka, 22 — Grahamovy
rohlik Billa, 23 — Grahamovy rohlik Boner, 24 — Gemovy rohlik Kaufland, 25 — Grahamové bulka se
syrem, 26 — Grahamovy rohlik Svoboda #e#k, 27 — Vyluh z grahamovycbstovin, 28 — Vyluh

z pSentnych celozrnnych vlasovych nudli.

Ziskané hodnoty vitaminu-B/ mg.100 & byly prepaiteny na procenta dopamené dennf
davky (DDD) vitaminu B pii konzumaci 100 g vyrobku de&nDoporwena denni davka
vitaminu B, se udava v rozmezi hodnot 0,4 mg — 1,7 mg. Hodhdtang na den plati pro
kojence. NejvysSi hodnota 1,7 mg na den je udapanadolescenty a dodp muze. U

Zen je doporéend denni davka v rozmezi hodnot 1,2 — 1,3 mgpBrovnani byla u Zen
zvolena DDD 1,3 mg, u mdZl,7 mg [2].
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Prepaitené hodnoty pokryti dopatané denni davky jsou uvedeny v tabulce 16.

Tab. 16. Obsah vitaminw,® celozrnnych produktech a pokryti DDD (100 g o)

Obsah vitaminu | % DDD | % DDD
Celozrnny vyrobek B2 [100g] | [100 g]

[mg.100 '] pro Zeny | pro muze
Dobré vldknina 1,089 + 0,003 83,8 64,1
Miss Fit lupinky 0,762 + 0,003 53,8 44.8
Ovesné polstky 0,699 + 0,006 58,6 41,1
Ciniminis 1,468 + 0,005 112,9 86,4
Fitness lupinky 1,458 + 0,003 112,2 85,8
Spaldovy kehky chlebiek 0,264 + 0,004 20,3 15,5
Celozrnny kupavy chlebiek 0,510 = 0,006 39,2 30,0
Celozrnné susenky Spaldové 0,520 + 0,003 40,0 30,6
Celozrnné susenky Grahamky 0,505 + 0,005 38,9 29,7
Celozrnné suSenky Zazvorky 0,496 £ 0,003 38,2 29,2
Bio celozrnné suSenky Melasky 0,522 + 0,005 40,2 ,7 30
Celozrnna mouka zitna 0,220 + 0,001 16,9 12,9
Celozrnna mouka Spaldova hladka 0,180 = 0,002 139 10,6
Celozrnna mouka Spaldova hruba 0,191 + 0,002 147 121
Celozrnna mouka pSema 0,255 + 0,004 19,6 15,0
PSenéné celozrnné vlasové nudle 0,181 + 0,002 13,0 10,7
Grahamovédstoviny 0,185 + 0,001 14,2 10,9
Spaldové celozrnné dlouhé nudle 0,167 + 0,002 12|19 9,8
Grahamovy rohlik - Boner 0,101 + 0,001 7,8 5,9
Grahamovy rohlik - Billa 0,104 £ 0,005 8,0 6,1
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Grahamovy rohlik - Kaufland 0,101 + 0,002 7,8 5,9
Grahamovy rohlik — Svobodar@&z ik 0,093 £ 0,004 7,2 5,5
Chléb toastovy celozrnny 0,307 = 0,001 23,6 18,1
Chléb celozrnny 0,437 + 0,007 33,6 25,7
Grahamova veka 0,107 £ 0,005 8,2 6,3
Grahamova bulka se syrem 0,101 + 0,003 7,8 5,9

6.3.1 Zhodnoceni a dopor&eni celozrnnych produkti pro pokryti DDD vitaminu B

Vybornym zdrojem vitaminu Bjsou celozrnné snidavé produkty Fitness a Cini Minis,
Dobré& vlaknina, které jsou obohaceny vitaminegn [RBipinky Cini Minis pokryvaji 112,9
% DDD vitaminu B pro Zeny a 86,4 % DDD vitaminu,Bro muze, Fitness (DDD 112,2%
Zeny 85,8% muzi), Dobr4 vlaknina (DDD 83,8% Zeby,1% muZi).

Mezi celozrnné produkty, které jsou také dobrymopemn vitaminu B pati: Ovesné pol-
Sté&ky (DDD 58,6% Zeny41,1% muzi), Miss Fit lupinky (DDD 53,8% Zer4,8% muZi),
bio celozrnné sudenky Melasky, celozrnné susenkydSpé, celozrnnyikipavy chlehiek,
celozrnné suSenky Grahamky a celozrnné susSenkyorgz(DDD 40,2 — 38,2% Zeny
30,7 — 29,2% muzi), chléb celozrnny, chléb toastoetipzrnny a Spaldovyi&hky chlebi-
¢ek (DDD 33,6 — 20,3% zeng5,7 —15,5% muzi), celozrnna mouka p&eaia celozrnna
mouka zitna (DDD 19,6 —16,9% Zeriy2,9 — 15,0% muzi).

Mezi celozrnné produkty, které pokryvaji nizSi powm DDD, pat: celozrnna mouka
Spaldova hruba (DDD 14,7% zeryl,2% muzi), grahamoveéstoviny (DDD 14,2% Zeny
10,9% muzi), celozrnna mouka Spaldova hladka (DBP% Zeny10,6% muzi), pSetné
celozrnné vlasové nudle (DDD 13,9% zeh®,7% muzi), Spaldové celozrnné Siroké dlou-
hé nudle (DDD 12,9% Zen®,8% muzi), grahamova veka, grahamovy rohlik 4aBira-
hamovy rohlik — Boner, grahamovy rohlik — Kauflagdahamova bulka se syrem a gra-
hamovy rohlik Svoboda —iBzik (DDD 8,2 — 7,2% Zeng,3 — 5,5% muzi).

Vzhledem k tomu, Ze se vitaminp Bachazi nejen v celozrnnych produktech, ale ilSida
potravinach jako jsou mi@é vyrobky, maso, zelenina, obiloviny, je jeho retdtek

v zavislosti na mnozstvi zkonzumovaného produktapadnich zemich neobvykly [66].
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Ceredlie, celozrnné produkty dodavaji zhruba 15t#minu B, zhruba 40 % vitaminu B
je prijato z mlg&nych produki a mléka, 20 % vitaminu He prijato z masa a masnych vy-

robkii a 10 % z vajec a zeleniny. Uvedené hodnoty platOR [2].
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanoveni obsahu vitamiBa v celozrnnych produktech

chromatografickou metodou HPLC s UV detekci.

Pro stanoveni obsahu vitaming IBylo pouzito 26 celozrnnych produkicelozrnné mouky
— 4 druhy, celozrnné pwo — 6 druti, celozrnny chleba — 2 druhy, celozrnagtoviny — 3
druhy, celozrnné snidave lupinky — 5 druln, celozrnné chlebky — 2 druhy a celozrnné

susenky — 4 druhy.

Byl vyuzit jiz optimalizovany postup izolace vitami B,, ktery sp@ival v rozruSeni este-
rové vazby riboflavinu na FMN a FAD pomoci HCI steanym uvolgnim a odstragnim

bilkovin kyselinou trichloroctovou &fidly Carezz | a Carezz II.

Vyizolovany vitamin B byl stanoven pomoci chromatografické techniky HRIXZ, kdy
pro separaci byla pouzita kolona SUPELCOSIL LCS8,biimd faze se skladala z:
0,12 mol.I* octanu sodného a metanolu. Byla pouZita gradiénétwce. Signal vychazejici

z kolony byl zachycen pomoci UV — DAD detektoruastavenou vinovou délkou 270 nm.

V celozrnnych produktech byl zji&t nejvySSi obsah vitaminu,Be vzorcich celozrnnych
snidaiovych produkt: Cini Minis (1,468 mg.100 Y, Fitness (1,458 mg.100%y Dobra
vldknina (1,089 mg.100Y, Miss Fit (0,762 mg.100§ a Ovesné polstty (0,699
mg.100 §). Vyrobky Cini Minis, Fitness a Dobréa vlaknina pylbohaceny vitaminem B

Ve vzorcich celozrnnych mouk byl obsah vitaminunBjvysSi ve vzorku celozrnné mouky
pSenéné (0,255 mg.100Y, dale celozrnné mouky Zitné (0,220 mg.10), gcelozrnné
mouky $paldové hrubé (0,191 mg.139a hladké (0,180 mg.100'y

Ve vzorcich celozrnnych chlébbyl obsah vitaminu BnejvysSi ve vzorku celozrnného
chleba od vyrobce Vita Star (0,437 mg.108) g toastového celozrnného chleba (0,307
mg.100 ¢). Obsah vitaminu Bv celozrnné pévu ¢inil rozmezi hodnot (0,107 — 0,093
mg.100 ¢') v paadi: grahamova veka, grahamovy rohlik z Billy, Bena Kauflandu,

grahamova bulka se syrem a grahamovy rohlik SvoBddaik.

Ze vzorki celozrnnych chlebku byl stanoven vysSi obsah riboflavine vzorku celozrn-
ného Kupavého chleliku (0,510 mg.1009), niZz&i obsah v $paldovéniehkém chletiku
(0,264 mg.100 Q).
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VysSi obsah vitaminu Bv celozrnnych suSenkach byl néien ve vzorku susenek Melasky
(0,522mg.1009) a v susenkach Spaldové, Grahamky a Zazvorky (e05296mg.100 ).

Z celozrnnych dstovin byl vysSi obsah vitaminu,Biangten ve vzorku grahamovychist
tovin (0,185 mg.100 Y, v pSeninych celozrnnych vlasovych nudlich a $paldovyclocel
zrnnych dlouhych nudli (0,181 — 0,167 mg.109.¢/e vzorcich vylub celozrnnychdsto-

vin nebyl vitamin B detekovan.

Pro pokryti doporéené denni davky vitaminu,Bs zavislosti od derhzkonzumovaného
mnozstvi &chto vyrobkKi pati mezi nejlepSimi celozrnné produkty snideé ceredlie

(Cini Minis, Fitness, Dobra vlaknina, Ovesné pal§yaa Miss Fit lupinky). DalSi vhodné
celozrnné produkty, které jsou dobrym zdrojem vitanB, pati celozrnné suSenky, celo-
zrnny chléb, chlelsky a také celozrnné mouky. V mensitenmohou pokryvat DDD gra-

hamové &stoviny a grahamové pwo.

Porovnanim s literaturou bylo zj$to, Ze celozrnné produkty obsahuji vysSi mnozstvi v
taminu B oproti produkitm, jako jsou: BZné bilé mouky a produkty #dhto mouk vyro-

beny.

Konzumace celozrnnych prodikprispiva k ochraé organismu proti kardiovaskularnim
nemocrnim a rkterym typim rakoviny. Tyto produkty maji nizky glykemicky iex a

jsou vhodné pro diabetiky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

DDD Doporwend denni davka
FMN  Flavinmononukleotid
FAD  Flavinadenindinukleotid
HDL  High density lipoproteid (Lipoproteiny o vysékustok)
HPLC High — Pressure Liquid Chromatography
(Vysoce @&inna kapalinova chromatografie)
LDL  Low density lipoproteid (Lipoproteiny o nizk&istot)

uv Ultrafialové zd&eni
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SEZNAM PRILOH

Pl Chromatogram standardu vitanBaw koncentraci 1 mgl

PlI Chromatogram stanoveni obsakanvinu B ve vzorku Fitness

Pl Chromatogram stanoveni obsahaminu B ve vzorku celozrnného chleba
PIV Chromatogram stanoveni obsahanvitu B ve vzorku pSernych

celozrnnych vlasovych nudli
PV Chromatogram stanoveni obsatamiitu B ve vzorku celozrnné pSemnie

mouky



PRILOHAP I; Chromatogram standardu vitaminu B ,0 koncentraci
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PRILOHAP II; Chromatogram stanoveni obsahu vitaminu B, ve vzorku

Fitness
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PRILOHAP IIl; Chromatogram stanoveni obsahu vitaminu B, ve vzor-

ku celozrnného chleba

|
o 1 1 ? 1 1 1 1 % 1 1 1 1 $ 1 1 1 g )
i { "
\
/
|
f
\
\
- A
. —
7 )
] (
/
/
" l/l
] ;:
|
|
|
B
i
i

S "% L0 O

B

L OLE

e O =0l B




PRILOHAP IV: Chromatogram stanoveni obsahu vitaminu B, ve vzorku

pSeninych celozrnnych vlasovych nudli
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PRILOHA P V: Chromatogram stanoveni obsahu vitaminu B, ve vzorku

celozrnné pseniné mouky
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