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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva problematikou stanovboflavinu v potravinach. Teoreticka
cast je ¥novana charakteristice riboflavinu, jeho Uloham etabolismu a Wtu hlavnich
zdroji ve stra¥. Prehledr jsou zmigny metody pouZivané pro stanoveni riboflavinu v

potravinach, podrold#ji je popsana metoda luminiscar fluorimetrie.

Praktick&cast prace je zathena na stanoveni riboflavinu v roztocich a v tacbngyrech
metodou spektralni fluorimetrie a &eni degradace riboflavinu ve vodném roztokin

kem denniho sitla.

Kli¢ova slova: Riboflavin, vitamin B metoda luminiscence, spektrofluorimetrie, fotode-

gradace, taveny syr

ABSTRACT

Diploma thesis deals with the determination of Réon in foods. The theoretical part is
dedicated to the characteristics of the riboflawis,roles in metabolism and the list of ma-
in sources in diet. Clearly referred to the methosisd for the determination of Riboflavin

in food, in detail are described a method of luregaat fluorometry.

The practical part of the thesis is focused ondéermination of Riboflavin in solutions
and in processed cheeses using the method of alpfgtrometry and verification of de-

gradation of Riboflavin in aqueous solution by é#fiect of natural light.

Keywords: Riboflavin, vitamin B Luminiscence method, method Spectrofluorometry,

photodegradation, cream cheese
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UvoD

Riboflavin (vitamin B), nekdy také nazyvan ,laktoflavin, ovoflavin, uroflavim vitamin
G*, byl poprvé objeven Warburgom a Christianom eerd 932 Cista forma riboflavinu je
Zlutozelena krystalicka latka. Strukturu riboflavitvaii isoalloxazinové jadro, na které je

vazan ribitol, alditol odvozeny od D-ribosy.

Riboflavin se nejvice vyskytuje v lidském organizijalo sodast enzym ve forne fla-
vinmononukleotid a flavinadenindinukleotid.c&btni se v lidském organizmuepeny
tuka, proteimi a sacharid, kdy dodava chemickymepiim vodik a tim pomahélu uvolio-
vat energii ze zmimych Zivin. Riboflavin ovliviuje giznivym zpisobem pokozku, vlasy
a nehty. Uumoiuje vidkni za Sera. Je stésti tkdovych oxidaci ve svalstvu, srdci a jat-

rech.

Nejlépe dostupnymi zdroji riboflavinu jsou pivoviéskvasnice, vepva jatra, tvrdy syr,
vepoveé masog¢ocka aj. Rijem riboflavinu je nutné nepodievat a to zejména préhotne
a kojici Zeny. Nedostatek riboflavinuuie vést ke vzniku zé&hi, prasklinam i, poru-

cham KiZze a sliznic, depresivnim naladam a jinym porucham.

Pro stanoveni riboflavinu v potravinach Ize vyditiorimetrii, kapalinovou chromatografii
kombinovanou s fluorimetrickou detekci, kapilartékeroforézu a mikrobiologické stano-
veni. Riboflavin se rozklada vripomnosti alkalii a sétla a je nutno k tomu ffhlizet

pii jeho stanoveni. Kazda jiz zn#ima metoda ma své vyhody a nevyhody.

V diplomové préaci je énovana pozornostipdevsim detekci riboflavinu metodou spektrof-
luorimetrie. Tato metoda je pouzita pro stanovéiftavinu v roztoku a také v pevné ne-

prihledné potravingké matrici. Jako potraviigkd matrice byl pouzit taveny syr.
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1 RIBOFLAVIN (VitaminB ;)

Diive se pro vitamin BvyuZival ndzev ,laktoflavin®, jelikoz dava mlékeho Zlutavy na-
dech. V rkterych publikacich je mozné doposud nalézt tak®&wgako ,,ovoflavin, urof-
lavin a vitamin G". V sotasné dob se nejvice pouziva nazev riboflavin. Riboflavin je

fazen do skupiny latek zvanych flaviny [1, 2, 3, 4].

Flaviny jsou skupina biologicky aktivnich latekeké se vyznalji spol&énym strukturnim
rysem

a to isoalloxazinovym seskupenimiitBmnosti konjugovaného systému dvojnych vazeb
isoalloxazinu absorbuje molekula¢do v oblasti okolo 450 nm, jez se ve vysledku pvdj
Zlutym zbarvenim. Zlutad barva dala derivat isoalloxazinu spol@y nazev ,flaviny",
ktery je odvozen z latinského sloflavus Zluty. Cista forma riboflavinu je Zlutozelena

krystalicka latka (Obr. 1), jejiZz roztoky maji sgmmst fluorescence [1, 5].

1.1 Chemicka struktura

Z chemické stranky je riboflavin 7,8-dimethyl-1A-P-ribityl)isoalloxazin (Obr. 2). Struk-
turu tvai isoalloxazinové jadro, na které je vazan ribitklitol odvozeny od D-ribosy.
Nastane-li redukce,fima riboflavin dva atomy vodiku a vznika bezbateykoribofla-
vin. Leukoriboflavin je dihydroslatenina, kter4 ztraci schopnost fluorescence.

V piitomnosti kysliku dochazi ke &mé oxidaci na riboflavin [1, 2, 6].

Obr. 1 Riboflavin v pevném skupenstvi [7]
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Obr. 2 Chemicka struktura riboflavinu (oxidovanana) [3]

Riboflavin je odolny wici kysliku, vysokym teplotam a kyselinam, degradugak v i-

tomnosti alkalii a sstla. Fisobenim UV paprskse riboflavin rozklada dle pH préeti
na dv& razné slodeniny. Riboflavin v roztoku pH > 10 se z&tpmnosti UV paprsk roz-

klada za vzniku lumiflavinu, naopak v roztoku pH38<se riboflavin vlivem UV paprsk
rozklada

za vzniku lumichromu (Obr. 3). Na intenzitu aigpb rozkladu ma vliv &olik ¢initela a
to predevsSim viskozita roztoku, polarita rozpaaia, iontova sila a jiz zméné pH rozto-
ku. Hlavni gi¢inou rozkladu riboflavinu je vinova délka a intetazjs\etla“. Tyto ¢initelé

hraji zasadni roli v rozkladu riboflavinu [1, 8,M), 11].

CH,
CREREN N S

. o A=A NH
pH=> 10 Hit = x «.:'I.J

R -.___._.--" ;:'I
Hal 'm:-"'"h.,-'} g r-,I:Il Tumifavim
|
o S |
it . A ] -l" pH= 8
- H
i
i | =N N e
ritsoflavis foxiloy sk formai | 1 T
S ey b NH
Hat = fa T
Li]
lmic o

Obr. 3 Rozklad riboflavinu zafftomnosti s¥tla [2]

V organismu je riboflavin &inny jako sodast enzym (koenzym), zejména ve forméach
flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotfBAD). Tyto koenzymy(Obr. 4) hra-

ji daleZitou roli @i oxidacné-redukénich djich v lidském organismu [12, 13, 5, 2].
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Obr. 4 Struktura FAD/FMN [1]

1.2 Vlastnosti

Dle rozpustnosti je riboflavitazen mezi latky rozpustné ve wod/liv tepla a oxidace
v kyselém prosedi nemé na riboflavin negativnéigek, naopak fitomnost alkalii a fiso-
beni gimého denniho s#la, zejména UV zZ&ni, riboflavin nti. Potraviny, jeZ obsahuji
vitamin B,, se musi protiémto ¢initelam chranit. Tyto potraviny se bali do néplednych
obali nag. tmava skla, alobal, nefdrledné plasty a jiné, jez zalitgi prostupu denniho

swtla piimo k potravir [14, 15, 2].

V lidském travicim traktu se riboflavin nejlépe tedtdva v pitomnosti ostatnich vitamin
skupiny B a minerdl jako je selen a Zelezo. Naopak fizpivym zpisobem na vegbavani
riboflavinu v travicim traktuwlovéka pisobi gitomnost vysokych davek alkoholu, antide-
presiv jako imipramin a amitriprylin, €k adrimygiktery se uzZivaip chemoterapii a anti-
malarikum quinakrin. Stejny negativn€inek na vstebavani riboflavinu rize mit také

piitomnost ¥tSiho mnoZstvi Zeleza, zinkugdi ¢i manganu [16, 11].

Struktura riboflavinu umaiuje projev luminiscence, ktera se vyuziva zejmémammaly-
tickém stanoveni. Optimalni luminiscence bémavku kovovych aktivatdr nastava u
riboflavinu v rozmezi p pH 7 — 8. Ridanim néd’natych iontt do roztoku se luminiscence
zvysi, zatimco rttnaté ionty luminiscenci inhibuji.fPoxidaci riboflavinu peroxidem vo-

diku, vykazuje latka si#lo o pxiblizné stejné bar¥ jako riboflavin [17].
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1.3 Funkce riboflavinu

Riboflavin se v organismu vyskytuje ve formach FADFMN jako sodast enzym,
kde hraje dlezitou roli v latkové vyming tuki, proteimi a sacharid. Tyto koenzymy do-
davaji chemickym ¢am vodik a tim pomahajélu uvoliovat energii ze zmémych Zivin.
Vitamin B, umo#iuje také vidni za Sera, kdyipvadi kratkovinné paprsky na Zlutozelene.

Je sodésti tkdovych oxidaci ve svalstvu, srdci a jatrech [12,.18]

Riboflavin ovliviiuje giznivym zpisobem pokoZku, vlasy a nehty. Umaje vyZivu pot-
nich a mazovych 214z, coz ma vliv na zachovanivalkéze. Podili se na vzniku krevnich
element (krvinek), zarodénich burk a ovliviiuje ¢innost nervové soustavy a mozku.

Spolu s vitaminem §pyridoxin) ovliviiuje vystavbu svalové tkar12, 19].

1.4 Zdroje

Riboflavin musi lidsky organismusiipmat exogenni cestou a to zejmeén#rqzert

Z potravin nebo v podébdoplika stravy. Riboflavin neni vSak ze vSech skupin potra
absorbovan v lidském traktu stejnownou. Z potravin ZivéiSného fivodu je riboflavin
v travicim traktu Iépe vitbavan nez z potravin rostlinnéhévpdu, kde peviadaji kova-

lentrg vazané formy, jeZ jsou obtiZs&pitelné proteazami [1].
Mezi piirodni zdroje s nejvysSim obsahem riboflaviadime mléko, jatra, ledviny, syry,

kvasnice, zeleninu, ryby, véka, jogurty, kokos a zrniny (Tab. 1).

DalSim zdrojem riboflavinu jsou vyzivové dagly. Tyto dophky jsou na trhu k dispozici
ve vySSich a menSich koncentracich. Nejviianou formou je vSak uzivani celého kom-
plexu vitamiri fady B [14, 20].
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Tab. 1 Prmerny obsah riboflavinu v potravinach [mg/kdp1]

Pramérny obsah riboflavinu v potravinach [mg/kg]

Potravina Mnozstvi Potravina Mnozstvi Potravina | MnoZzstvi

Howvézi maso 2,0 Tvrdy syr 4,6 Zeli 11

Veprové maso 3,5 Vejce 3,5 Fazole 2,7

Teleci maso 3,2 Mrkev 0,4 Cotka 3,1

Drtbez 1,8 HI. salat 1,0 Kukutice 1,7

Ryby 2,0 Petrzel 2,2 Ryze 0,4

Jatra hovzi 3,3 Brambory 1,8 Mouka ps. 1,6

Jatra vefova 4.4 Kveétak 1,7 Bily chléb 0,8

Mléko 1,8 Paprikac. 0,4 Mat. mléko 0,5

Maslo 1,0 Spenat 2,3 Piv. kvas. 40,0

Doporweny denni fijem riboflavin z roku 1999 se uvadi v hodnotach antp pro osoby
ve wku 7 — 18 let 1,2 — 2 mg/den. Osobam wkw19 — 59 let lehce pracujicim je dopo-
ru¢ovan gijem riboflavinu 1,6 mg/den pro muze a 1,4 mg/dem Jeny. Vykonavaji-li
tyto osoby &Zkou préaci, nily by denni pijem riboflavinu zvySit. Mum ©Zce pracujicim

je dopor@ovan gijem riboflavinu 1,8 mg/den a Zenam 1,6 mg/den.[22]

VysSi @ijem riboflavinu je doporéen pro &hotné Zeny, kojici zeny a pro Zeny uZzivajici
antikoncepci. VysSi denni davka je také dopowina pro osoby trpici zvySenou hladinou
stresu a pro konzumenty velkého mnozstvi alkohBhieba riboflavinu se zvysSujefip

uzivani antibiotik.

Naopak pilis vysoky g@ijem vitaminu B maZe byt rizikem pro osoby uZivajici protirako-

vinovy lIék metotrexat. fliS mnoho vitaminu BsniZuje @innost tohoto 1éku [14, 19].

1.5 Disledky nedostatku a nadbytku

Nedostatek kazdého vitaminu se u Zivych orgafigmojevuje tiznymi piiznaky, které
jsou @i mirném nedostatku ozéavany jako hypovitamindza.rPiplném nedostatku vi-
taminu se hovid o avitaminOze. restoze ¥tSina fFiznaki vymizi po dodani chyjici lat-

ky, dlouhotrvajici nedostatek vitaminy, Brize zapicinit i smrt organismu. MIluvime-li
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o nadbytku vitamifi v organismu, hovdme o stavu tzv. hypervitaminozy. V naSich klima-

tickych podminkéch se s timto stavem prakticky tiéséme [1].

Nedostatek riboflavinu dZe veést ke vzniku z&hti, prasklinam i, porucham k¥ze a sliz-
nic. Nedostatek i¥e také zpsobit Sedy zakal a zrakové potiZze. Naritha alkoholiki se
objevuji cervené Zilky a mize zpisobit také katar dychacich cest. Nedostatgxijem ri-
boflavinu zgisobuje citlivost na sitlo, potize s m&nim, depresivni ndlady a neschopnost
soustedni se. Projevem dlouhodobého nedostatku riboflamtiae byt pocit unavenych
oci, jejich zarudnuti a paleni. Nedostatek riboflavmize vést aZz porucham spanku a za-
vratim [23, 24, 15, 2, 11].

Nadbytekriboflavinu se v organizmu prakticky nevyskytujelikoz je rozpustny ve vad

a prebytky jsou vylodeny z tla masi [23, 25].
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2 PREHLED METOD POUZIVANYCH PRO STANOVENI
RIBOFLAVINU V POTRAVINACH

Stanoveni riboflavinu je mozné provesgkalika zpisoby. V dnesni dabse riboflavin sta-
novuje edevSim pomoci fluorimetrie, kapalinové chromatbigrakombinované

s fluorimetrickou detekci, kapilarni elektroforézaunikrobiologicky [26, 15].

2.1 Spektrofotometrické metody

Spektrofotometrické metody stanoveni riboflavinoujzaloZeny na principu fluorescence
a emisni pasmo pro stanoveni riboflavinu je danomexzim od 475 az do 600 nm
s maximem 523 nm. Principem fluorescence je absog#eni, kterd vede k excitaci

z vibrainiho stavu na z&kladni elektronové hl&dima jednu z mnoha vib¥aich hladin

v elektronovém excitovaném stavu. Molekula ztraai vysoké vibrani hladiré rychle
Fluorescence se projevi, nastanetgghod na zakladni elektronovou hladinu ze singleto-
vého excitovaného stavu vyeaiim nadbytné energie tzv. emisi fotonu. Pro stanoveni

riboflavinu se na principu luminiscence vyuzivkaolika metod [27, 28].

2.1.1 Lumiflavinova metoda

Lumiflavinova metoda je zaloZzena na principu ifieyg¢ho stanoveni riboflavinu. Tato me-
toda je vyuzivana, jsou-li ve vzorku dalSi latkgz joy mohly ovlivnit vysledek analyzy.
Nejdiive se provede kysela nebo enzymova hydrolyza wzagaipadre jejich kombinace.
Nasled® se pevede riboflavin na lumiflavin (Obr. 5) pomoci alialového z#eni

v alkalickém prosedi a vysledna latka se extrahuje do chloroforntan@eni je provede-

no pomoci fluoresceéni detekce [29, 30, 31].

CH,(CHOH),CH,OH CH, CH,OH
HaCD:N /szo o H,C N /N\'=o CHOH
H,C N NH hv HeC:@iN;I;TNH + (|3HOH

0 S é}Hon
riboflavin . lumiflavin

Obr. 5 Rozklad riboflavinu na lumiflaviB1]
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2.1.2 Metoda spektrofluorimetricka

Prima fluorimetrickd metoda je vyuzivana tigadt, kdy nejsou v potravihobsazeny lat-
ky, které by mohly ovlivnit vysledek analyzy. Vzgrkiboflavinu jsou ndfeny pomoci fi-
stroje zvaného fluorescém spektrofotometr. O principu této metody budeedopvat
kapitola¢. 3 [29, 27].

2.2 Mikrobiologické stanoveni riboflavinu

Mikrobiologickd metoda pro stanoveni riboflavinu zaloZzena natsstu mikroorganismu

v ptitomnosti riboflavinu. Pro stanoveni se vyuziva mdcganismud.actobacillus rham-
nosus ktery je nadkovan na zZivnoujdu, ktera obsahuje definované mnozstvi riboflavinu,
jez je nezbytné praist tohoto mikroorganismu. Taktdipraveny vzorek je nechan kulti-
vovat @i urcité teplot a po dobu &kolika hodin. Rist mikroorganismu v zavislosti na
riboflavinu se niZe stanovit turbidimetrickyipvinové délce 600 nm. Zménd metoda ma
vSak velkou nevyhodu a tou f@asova narénost, ktera je dana rychlostistu mikroorga-
nismu [32, 31].

2.3 Kapilarni elektroforéza s laserem indukovanou fluoescerni

detekci

Kapilarni elektroforéza je elektromigra separéni metoda vyuZzitelna pro Siroké spek-
trum analyzovanych latek, od jednoduchych anordgmlt ionfi az po slozité molekuly.
Tato metoda finasi rEkolik vyhod a to rychlou adinnou separaci latek a vysoce selektiv-
ni detekci. K nejcitli¢jSim zpisobim detekce séadi pra¥ LIF, jeZ je laserem indukovana
fluorescekini detekce. Princip separace je zaloZzen é&and latek dle migrace anaiyt

v kapilarni kolog o priméru nékolika desitek mikrometr mezi déma elektrodami. Nej-
castji je vyuzivan postup, kdy je kapilara nagha jednim pufrem a separace probiha
v konstantnim elektrickém poli. Kladmabitécastice jsou fitahovany k zaporné elektréd

a naopak, dokud nedojde k UpIné separaci |&tak. potebny k migraci latek v analytu je

dan ndbojem a velikosti elektroosmotického toky BB 15].

Detekce je zaloZzena na &mé absorbance, vodivosti, iontovém signalu &ipacct detekce
riboflavinu je vyuzivan princip fluorescence. JeAuZita laserem indukovana fluorescen-

ce, je vyuzito srrovych vlastnosti a monochromatosti laserového paprsku. Budici pa-
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prsek je zaogendo kapilary a ve stru kolmém na analyt je po prostorové a spektralni

filtraci detekovana citlivym detektorem fluorescenjd3].

2.4 Metoda chromatograficka

Zakladem chromatografické metody je réleai latek ve sgsném vzorku na jednotlivé
slozky. Tato metoda je vyuzivana jak ke kvalitatitak ke kvantitativni analyze. Chroma-
tografick& kolona se vyrabigdevsim ze skla, oceli nebo plastu. Kolona je teilpiaplg-

na ¢asticemi vhodného materialu (sorbent). M&sticemi sorbentu proudi mobilni faze
(kapalina, plyn). Vzorek se vnasSi mezi zamé d faze, které jsou navzajem nemisitelné.
Vzorek umisiny na zéatek kolony je unasen mobilni fazieg fazi stacionarni. Principem
déleni jednotlivych latek, je zachycovani latek sba@rni fazi a tim jsou latky v kolén
zadrzovanyizre dlouhou dobu a néasleélniéleny. Slozky zadrzované v koldkratSi do-
bu se dostavaji na konec stacionarni f&heed27, 35, 36, 31].

Stanovuje-li se riboflavin metodou HPLC (vysokoina kapalinova chromatografie)
ve vzorku, kde je vdzan v potravinach na protej@yieba nejéive provést odéleni vita-
minu B, kyselou hydrolyzou. Kyselinou chlorovodikovou (W8 ve vodni lazni (95°C)

s piidavkem kyseliny trichloroctové (80 %) se proveddrakce. Po vysrazeni prot&in
pomocicinidel Carez | a Carez Il a nasledné filtraci l#@flavin stanovit metodou HPLC.
Vzorek je teba chranit fed dennim sstlem, aby nedoslo k fotodegradaci stanovované

latky.

Pfi stanoveni riboflavinu pomoci HPLC se pouZiva kietés UV/VIS DAD pii vinové
délce 270 nm v mobilni fazi GOONa:CHOH. Dalsi modifikaci mze byt stanoveni

riboflavinu detektorem s fluoresa@ni detekci [37, 19, 38].
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3 LUMINISCEN CNi SPEKTROFLUORIMETRIE

Z&hadny jev luminiscence, jinym slovem ¢gdkovani®, zaujal lidstvo uz v davnych do-
bach
a popisy swetélkujiciho mde je mozné dohledat uz v antické literatuPoznatek o principu

téchto jeva vSak gineslo az 20. stoleti, kdy nastal rozvoj kvantte@hniky.

Vyzéreni fotonu je vzdy spjato $erhodem hmotnéastice, nap molekuly, atomu, do-
konce atomového jadra, z vySSiho energetickéha sta zakladniho stavu s niZsi energe-
tickou hladinou. Ma-li vyzéeny foton vinovou délku v ultrafialové nebo viditél oblasti

spektra, je nazyvan tento jev luminiscenci [39].

Luminiscencge tedy definovana jakorebytek s¥telného z#eni €lesa nad Urovni tepel-
ného vyz#ovani v dané spektralni oblasti plané teplat, trva-li tento pebytek déle nez
10%° s. Luminiscenci Ize také vy&tlit na principu vyzéeni sétla (emise) latkou, kdy emi-

se nastanerpnavratu elektronu na zakladni stav ze stavu exaného [40].

Prevést hmotnéastice do excitovaného stavu lz&kalika zpisoby. Mohou to byt ikled-

ky fyzikalnich jewi (srazky atomi s rychle leticimi iontyi elektrony). Ric¢inou luminis-
cence mizou byt i chemické fgmeny, kdy @icinou reakce je molekula v excitovaném sta-
vu a v neposledriact i absorpce fotonuifslusné vinové délky. Luminiscéni spektrome-

trie se dli do ti skupin:
* molekulova fluorescemi spektrometrie
* molekulovéa fosforesceéni spektrometrie

» zpozdna fluorescence [27, 39, 41].

Fluorescence nastane, je-li emiséend z excitovaného elektronového stavu jedéiinice
spontannimi energetickymigchody. Fluorescence je pozorovaghdm buzeni a po jeho

zastaveni prakticky mizi. Doba dohasinani hjadow 108 s.
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Fosforescence nastane, je-li emise z excitovanéhktrenového stavu nestabilni. Ma delSi
dobu dohasinani neZ fluorescence (£ §D &tSinou neni pozorovatelna v roztocich

pii pokojove teplat [42].

Zpozana fluorescencge prechod elektrol z téhoZ singletového stavuifSako @i flu-
orescenci. Rechod elektrofh ma vSak delSi dobu dohasinani datasem, p kterém je

molekula v nestabilnim tripletovém stavu [43].

Luminiscergni z&eni Ize také dit dle povahy absorbované energie latkou @&otika

skupin:

» fotoluminiscence — energie dodana ve forsstelného zéeni, tzn., Zze fotolumi-
niscence je buzena&lem o vinové délce, které je obvykle kratSi nedihiscen-

éni emisni vinova délka.

» chemiluminiscence — energie dodana latce chemickakci. Tento jev doprovazi
urcity typ exotermnich chemickych reakci, kdy uviié reakni teploci jeho ¢ast

se vyzdi ve forme switla.
* bioluminescenci — energie dodana biologickymi paigho

» elektroluminescence — energie dodariagibenim elektrického pole atpghodem
elektrického pole latkou [41, 44].

3.1 Vznik fotoluminiscenénich spekter

Ma-li dojit k luminiscenci, musi molekulagjit nejprve do excitovaného stavu. Do tohoto
stavu se molekula dostane pomoci absorpce end@atizéeni o vhodné vinové délce.
Absorpci energie @Ze jeden z parovych elektrbmolekulového orbitalu (zpravidla jeden
z elektrori

n orbitali) prejit do prvého excitovaného singletového stayw8 kterém se vysledny spi-
novy moment nezimil. Excitovana molekula mé jen kratkou dobu Ziveta’ az 1% s).
Srazkami s jinymi molekulami pakrhe excitovana molekular@dat svou energii jinym
¢asticim. Je-li vSak stav;Selativre stabilni, mohou excitované molekulyephazet z§t

e

do zékladniho stavu,Slozig€jSim mechanizmem (Obr. 6) [45].
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Obr. 6 Elektronovy fechod molekyl6]
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kladni hladinu excitovaného singletové stavu I$asledd muze dojit k fluorescemi fo-
tonové emisi v ultrafialové nebo viditeIné oblagiektra, tedy k fluorescencitiPéto reak-

ci se elektrony vraceji dd@iznych vibr&nich podhladin zakladniho singletového stayu S

V jinych pripadech pechazi elektrony tzv. interkombierd konverzi, tedy ne¥&ym pre-
chodem. B tomto mechanismuipchazi elektrony z nejnizsiho vibraho stavu excitova-
ného singletu Sna vy3Si vibréni hladinu excitovaného triplexového stavu YV tomto
systému existuji dva elektrony se stejnym spinetav 3; ma obec# mensi energii nez
stav S. ProtoZe molekula bude mitgioytek vibr&ni energie, fejde nejdive deaktivénim
nezaivym prechodem do zakladniho vidrdho stavu v T. V tomto stavu setrvaji elektro-
ny pon¥rné dlouhou dobujadow 10“ s, nebé piechody do §jsou spino¥ zakazané a
proto gechod elektrol z tohoto stavu aft do stavu zakladniho singletovéhgtdy. fosfo-
rescenci, je velmi zavisly na experimentalnich pimdkdch. Dojde-li k pechodu do za-

kladniho stavu kolizni deaktivaci, nebude fosfoeese pozorovana [45, 47].

3.2 Struktura latek vykazujicich luminiscenci

Zakladni podminkou pro vznik fotoluminiscence jey gji molekuly absorbovaly ultrafia-
lové nebo viditelné z&ni.Cim vice je latka schopna energii absorbovat, ti@nizivrsjsi

fotoluminiscence rize byt u latky pozorovana.
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S luminiscenci se fizeme setkat u latek s konjugovanymi dvojnymi vazbamajmeéna
u aromatickych slatenin a latek s tuhou, nepohyblivou planarni mukliickou struktu-

rou. Vyrazjsi fosforescenci nez fluorescenci maji latky olgiah heteroatomy [45].

3.2.1 Lumifory (fluorofory)

Lumifory jsou skupiny latek, které jsou schopny jpolat energii a nasledri vyzarovat

ve forme swtla. Tyto latky jsou dleny do dvou zékladnich skupin:
e vnitini lumifory — vyskytuji se firozerg

* vn¢jSi lumifory — jsou pidavany ke vzorkm, které nemaji schopnostipzené

luminiscence

Jsou-li dodany neboifpomny tyto latky ve slotenirg, dodavaji latce schopnost flu-
orescence. Tuto schopnost maji nejvice latky oo@npovahy. Z anorganickych latek jevi
fluorescenci méh slowenin. Dilezitou roli hraji ovSem i skupiny latek, které (so
s lumifory vazany. Skupiny —OH, -CH2, =CH2, -NHZN fluorescenci zesiluji. Vyssi
intenzitu fluorescence podporuje tak&t@mnost elektron-donorovych skupin. Opakem
jsou skupiny =CO, -COOH a elektrofilni skupiny, j@dorescenci zeslabuji. Fluorescenci
také potl&uji skupiny —azo, - nitro, - nitrozo. Tento jevyguZivan i rozliSovani orga-

nickych barviv.

Zavedenim atomu prvku s vy$Sim atomowisiem don elektronového systému latky se

zvySuje fosforescence, negatie vSak ovliviena fluorescence, ktera se snizuje.

U nékterych latek niZze fluorescenci ovlivnit také pH roztoku a to rdalkely se zrinou

naboje iontu fi disociaci znéni struktura molekuly a tim fluorescence mizi [48, 45].

3.3 Spektralni fluorimetrie

Fluorimetrie je metoda zabyvajici se studierfendemitovaného molekulami, kteréeply
do excitovaného stavu pomoci absorpcieriao vhodné vinové délce.¢p ktery je i

fluorimetrii sledovan, se sklada 2Zkolika dildich kroka:

1. Molekula, obvykle v zakladnim vib&aim stavu absorbuje foton aepde tak

do elektrono¥ excitovaného stavu&tsinou na vyssi vibeai hladinu. Bi mereni
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fluorescence je excitai foton poskytovan zdrojem &la (xenonova lampa, rfo-

va vybojka) a excittnim monochroméatorem.

2. Molekula gechazi velmi rychle do zakladniho vibngho stavu v ramci dané elek-
tronové excitované hladiny. Zde setrvakou dobu udavanou jakotpnérna doba
excitovaného stavu — pro fluorescenci jsou udawotyy excitace ¥adech nano-

sekund.

3. Molekula se zbavi nadbyieé energie tim, Zefgbyt&nou energii vyzé v podol
fotonu. Vzniklé emitované ¥éni je i analyze spektrofluorimetrem zpracovano
emisnim monochroméatorem tak, aby pomoci deti#lo zdizeni (fotonasols),

mohla byt zji&na intenzita sétla emitovana f ruznych vinovych délkach.
4. Vysledna data jsou zpracovanaspusSnym softwarem ve forrpika [39].

Pristroje pro pozorovani adreni intenzity fotoluminiscence v jednopaprskoveérnois-
dani zahrnuji zdroj excitaiho z&eni, dva monochromatory (excaitd a emisni), kyvetu
a detektor (Obr. 7) [45].
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Xe lampa excitacni

monochromdtor

.I\\
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FAE TN

emisni
l monochromdtor

]

detektor - fotondsobit

Obr. 7 Obecné schéma spektrofluorimgsQ]

Fluorescence je pozorovana v kyvatroztoku a na podlozce u pevnych vZovkihlu 90°
ke sn&ru paprsku vychazejiciho ze zdroje primarnihi@aé Spektrofluorimetry obsahuji
monochromatory, jez vyuzivaji hranolu nebtizky jako disperzniho prvku pro zazname-
navani celého luminiscéniho spektra. Monochromator j&temen v luminiscéini spek-
troskopii jednak ke zjighi spektralniho sloZeni luminisaariho zd&eni a v pipact foto-

luminiscence mize byt pouzit také k vydou vhodné budici vinové délky z excitaho sw-
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telného zdroje. Je-li piba vyvolat viditelnou fluorescenci, vyuziva se exaitaci ultra-
fialového z&eni, které mze byt vyvolano rttiovou vybojkou jako zdrojem #éni. Pomoci
filtra je odfiltrovano viditelné z&ni a podle typu filtru je vzorek excitovadkierou emis-

ni spektralntarou rtuti [45, 44, 47].

Nastaveni budiciho gni je dileZitou sogdasti analyzy, nelhoemitované z&ni latky ne-
bude mit pro vSechny vinové délky excitace stejntenzitu. Spektrometry vyuzivaji
k poskytnuti kontinualniho excitaiho spektra xenonové vybojky v kombinaci

S monochromatory.

Pro zaznam emisnihoizhi ze vzorku se vyuzivaji detektory emisnihtené Tyto detek-

tory Ize rozdlit do nekolika zakladnich tif:

» Fotonasohi — pracuje na principu detekce optickéheena vrejSiho fotoelektric-

kého jevu a efektu sekundarni emise elekiron

» Lavinova fotodioda — princip je stejny jako u osfah fotovoltaickych polovodo-
vych detektoii z&eni. Tyto detektory pracuji na principu vyteai elektron-
dérovych pati v polovodti dopadajicimi fotony visledku vnitniho fotoelektric-
kého jevu. Nésledndojde k rozdleni naboje v elektrickém poli a k ustaveni foto-
voltaického nagti na vystupu detektoru, které je pak zpracovaektednickoucas-

ti deteknihotetzce.

* Mnohokanalové detektory — fotonasdhi lavinova fotodioda jsotazeny mezi jed-
nokanalové detektory. Tyto detektoryéiin fotonovy tok v danéméase pouze
v jediném bod. Mnohokanalové detektory, lineariéttzce nebo dvourozémné
matice miniaturnich detektbmohou sotiasré detekovat tok fotoin v mnoha bo-
dech [44, 39].

Pii zaznamu excitmiho spektra se &ni plynule vinova délka Z&eni, které vychazi
z prvniho exciténiho monochromatoru. Druhy (emisni monochromater)nastaven na
urgitou konstantni vinovou délkufevazri odpovidajici vinové délce maxima fluorescen-
¢ni emise. Pro zaznam emisniho spektra, které sewdyypro analytické peégeby, se tento

postup provede obraocgn
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V piipact jednoduchych jednopaprskovyctigiroji jsou ziskana emisni spektra nekorigo-
vana, na rozdil od korigovanych spekter, které jamkavany pomoci dvoupaprskovych
pristroji [45, 39, 44].

3.4 Emisni a excit&ni spektra

3.4.1 Druhy elektromagnetického z&eni

Elektromagnetické zéni je jednou z forem prorgnos energie prostorem. Teplo krbu,
rentgenoveé z@&ni nebo slunmi z&eni, to vSechno jsourilady prenosu energie pomoci
elektromagnetického géni. VSechny tyhle formy #éni by se mohly zdat rozdilné, avSak
vykazuji vSechny stejnou vinovou podstatu fanps ve vakuu seég stejnou vinovou
rychlosti a to rychlosti s$tla. VétSina energetickych forem ighi, jako jsou paprsky rent-
genové a ultrafialové, nebo radiové viny, jsou pdské oko nepogghnutelnym jevem
[51, 52, 53].

Elektromagnetické zéni v prostoru je mozné znazornit jako sloZzenimoych elektro-
magnetickych viniznych frekvenci,iznych snéri Siteni a fiznych polarizaci. Vlastnosti
elektromagnetického #eéni jsou dany spektrem frekvenci vin a thlovym seek. Sfeni
energie prostorem probihd jako postupndéelgvani energie od magnetického
k elektrickému poli a stefntak i op&gnym snérem. Ve volném prostoru se vinatisi
tzv. rychlosti sétla c "2999 792 458 rifs

V zavislosti na frekvencich (vinovych délek) rékgeme gama zé@ni, optické zgeni, ra-
diové viny aj. (Tab. 2) [51, 52, 53].

Tab. 2 Druhy elektromagnetickéreai[51]

Frekvence [HZz] Ozndeni VInova délka [m]
Nad 16° Gama zéeni pod 10"
10" — 167 Rentgenové zani 10°— 10™
10" — 10° Ultrafialové za&eni 10’ - 10°
10— 10~ Viditelné zéeni 10°— 10’
10— 10“ Infracervené zfeni 10° - 10°
10° — 10" Mikroviny 10 - 10°
10° Televizni viny 1

10° — 10 Radiové viny 10°
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,Optos* znamena viditelny. Pod pojmem optickéerd se vSak v s@dasnosti rozumi
z&eni z oblasti viditelného spektra a z oblasilieplych jako jsou infréervena a ultrafia-
lova pasma. Oblast viditeInéhoteai vnimaného jako &tlo, je dana citlivosti lidského
oka. Lidské oko je schopno vnimat signaignych frekvenci z viditelného spektra jako

razné barvy (Obr. 8) [51].

VIDITELNE SPEKTRUM - vinova délka v nm

S0 TO0

A0 Las0 500 S50, 600§ . . BOD
{ultra) fialowa Modra Azurova Felena Juta Oranfova Cervena Purpurova (infra)

Obr. 8 Viditelné spektrum elektromagnetickéhienf{54]

3.4.2 Fluorescer¥ni a excitani spektra

Jednotlivé castice atomwi molekuly se nachazeji véitych energetickych hladinach.
Pri interakci tétocastice s elektromagnetickymizaim nmize dojit k proceam absorpce,

stimulované emise a spontanni emise. Pro zjednadistei uvedeny dvenergetické hla-
diny

castic g a B.

Castice o energii Eabsorbuje foton o frekventia prejde do stavu Eje-li spiréna rezo-

nartni podminka:

 AE=EBE-E;=hf

kdy: h... Planckova konstanta
f... frekvence
E,... vysSienergie
E;... nizsi energie

Pravdpodobnost, Zéastice uskutini tento pechod, je urérna spektralni hustdo z&ivé

energiif. Tento &j je nazyvan absorpce.

Foton stejné frekvence, gpiici stejnou rezonani podminku, také stimulujer@gchod
castic ze stavu o vysSi energii @o stavu o niZSi energiihERozdil obou energii se vyia
jako foton stejnych vlastnosti, jezéhfoton, ktery proces vyvolal. Tento proces se ¢mra

je jako stimulovan&mise.
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Kazda jednotliva absorpce a jednotliva emise jdouutovany zé&enim, lze tedy f@dpo-
kladat, Ze absorpce a emise jsou stepavdpodobné.

Mimo téchto jiz zmirnych jewi, které zavisi na spektralni hustativé energie, dochazi
také k samovolnémuwefl. V tomto piipadt prechazicastice s vysSi energibBa nizsi ener-
gii E;, za sodasného vyz@ni energie samovain Této energii odpovida foton o frekven-
Ci:

e f=AE/h=ErE/h

kdy: h... Planckova konstanta
f... frekvence
E,... vySSienergie
E;... niz8i energie

Popsany § je nazyvan spontanemise [55, 56, 57].

Dodanim tepla, nebo elektrické energie, bombardideéek urychlenyméasticemi

s vysokou energii nebaipobenim elektromagnetickeéha'eadi, tj. pohlcenim sitelnych
kvant, fotori, Ize danou latku vybudit do excitovaného stawejde-li latka zgt pitimo
do zékladniho stavu a vy dii tom z&eni o frekvenci, kterétpala, mluvime o rezonan

ni emisi [32].

Emitované z#eni se vyznéuje nizsi energii (vysSi vinovou délkou), nezerd absorbova-
né. Ri¢inou tohoto jevu je posun vinovych délek tzv. Stbikeposun(Obr. 9) Tento jev je
definovan jako energeticky rozdil wgehodu mezi fotoluminiscenci a absorn spek-
trem [39, 58]

absorpcef i fluorescence

Stokesiv posUy

Obr. 9 Stokeds posuv [59]
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3.5 Analytické vyuZziti fluorescence

Analyza latek pitomnych v potravinach s pomoci spektréalni fluoeese je provétha
za Welem zjiséni pritomnosti analyzované latky v potravinach tzv. ketivni analyza,

nebo jsou zjifovany koncentrace analyzované latky v potravav. kvantitativni analyza.

» kvalitativni analyza — dle zbarveni, nebo tvativky emisniho spektra

Ize dokazat itomnost dané latky ve vzorku

« kvantitativni analyza — dle intenzity fluoreséaiho zdeni Ize stanovit

mnoZstvi latky ve vzorku

Fluorimetrie je vyuzivanaipdevSim pro fluoreskujici latky s nizkou konceritrae zkou-
maném vzorku. V dnesni déhde stanovit touto metodourgvaznacast organickych

a anorganickych latekifmo nebo po jejichigvedeni na fluoreskujici derivaty.

Fluorescence se upifiafje pri méreni aktivity enzym, kterécasto vyuzivaji substraty, které
byly preménény na fluoreskujici produkt. V ultrafialové oblastikazuji fluorescenci mito-

chondrie

a jadérka, dale aromatické aminokyseliny a fengiala bilkovinach. Vitamin A vykazuje

intenzivni fluorescenci ve 480 nm a toho se vyuiitrgeho identifikaci ve tkanich. Flu-

orescence je vyuzZivana také pro stanoveni vitarBina po gevedeni na thiochrom Ize
stanovit i vitamin B. Fluorescence je aplikovandi studiu porfyriri v buikach (ci-

tochromy, peroxidaza, hemoglobin, myoglobin).

Pro studium vlastnosti struktur, které nevykazigstni luminiscenci, se pouziva tzv. flu-
orescemnich sond, kdy se navaze navpdre nefluoreskujici latka na sérovy albumin,
na bilkoviny nebo na biologické membrany, kde se&tsilrg fluoreskujici. Pro studium
nukleovych kyselin se pouziva rapethidium bromid. Zmigné metody Ize vyuzZit
pro zkoumani konformace bilkovin, tlaky membran, membranového potencialu apod.
[60, 50].
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. PRAKTICKA CAST
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4 CiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo odzkouSet pouziti lusdertni spektrofluorimetrie pro sta-

noveni riboflavinu ve vodnych roztocich a v pevranai.

Teoretick&ast je zarrena na:

» charakteristiku vitaminu B(riboflavin)
» piehled metod pouzivanych pro stanoveni riboflaviq@otravindch

* principy luminiscegini spektroskopie

Praktickacast byla za&¥ena na pouziti luminiscéni spektrofluorimetrie pro stanoveni:

* riboflavinu ve vodném roztoku

» poklesu luminiscence riboflavinu nasledkem jehodeigradace

» pro stanoveni riboflavinu v pevné potravisié& matrici
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5 MATERIALAP RISTROJE

5.1 Material a chemikalie

Riboflavin ( G7H20N40s)  Fluka Biochemika

mnozstvi riboflavinu > 98 % HPLC
e Smetanovy taveny syr Mlékarna Kunin Klatovy a. s.
susina 44 % (w/w), t. v. s. 55 % (w/w)

SloZeni: syry, pitna voda, maslo, suSené mléko,
stabilizator E 407, konzervant E 234, tavici soli:
E 452, E 450

+ Eidamska cihla Kromilk, a. s. Krafiz, CR

susina 50 % (w/w), t. v s. 30 % (w/w), zralost @dny
* Maéslo Zaklad Meieczarski, s. r. 0., Polsko

susina 84 % (w/w), midy tuk 82 % (w/w)
* Tavici soli Fosfa a. s.,iBclav

monofosforénan sodny (NaoHPO,), difosfor&nan sodny
(NayP,0y), polyfosfor&nan sodnyn = 15 — 20)

* Pitna voda, destilovana voda

5.2 Pouzité pFistroje a software
» B¢Zné laboratorni sklo a paroky
» Predvazky, analytické vahy, pH metr
« Vorwerk Thermomix TM 31 (Vorwerk & Co., CmbH, Wuppa, Germany)
 PC -1 Photon Counting 001 Steady-State Spectiascometer (ISS, USA)

* VINCI — Multidimensional Fluorescence Spectroscgunftware)
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6 METODIKA

6.1 Stanoveni riboflavinu ve vodném roztoku

Vzorky pro kalibr&ni fadu riboflavinu v roztoku bylyijpraveny nasledujicim postupem.
Byl navazen sypky riboflavinu (5 mg) a kvantitattvoreveden do odsiné baiky obalené
alobalem o objemu 500 ml. Odma baika byla nasledhdoplréna po risku destilovanou
vodou. Ripraveny zasobni roztok o objemu 500 ml a koncentiboflavinu 10 mg/l, kte-
ry byl dale redén destilovanou vodou na roztoky s vyslednou komeentriboflavinu
10 mg/l, 8 mg/l, 7 mg/l, 5 mg/l, 4 mg/l, mg/l, 3mg/l, 3 mg/l, 2 mg/l, 1 mg/l, 0,5 mgll,
0,25 mg/l a 0,1 mg/l. Timto Asobem byla ppravena 12 ti bodoviéada roztok riboflavi-
nu. Roztoky byly uchovany v nadobach z tmavého sklalenymi alobalem, aby nedoslo

k fotodegradaci riboflavinu.

6.2 Fotodegradace riboflavinu v roztoku

Pro zachyceni procesu degradace riboflavinu atkeshyla vytvdenarada roztol liSicich
se dobou osvitu. Ze zasobniho roztoku o koncentiboflavinu 10 mg/l (pH 6,2) byly

pipetou odebrany jednotlivé podily o objemu 25 mkddinek o objemu 100 ml.

Takto gipravenaiada 8 roztok riboflavinu byla vystavenacdinku denniho sitla. Pro
zajiseni konstantni intenzity a geometriesga dopadajiciho na vzorky, byly roztoky umis-
tény do senzorické koje v laboratgenzorické analyzy na UniverziTomaSe Bati ve Zli-
n¢, kde je zdrojem sila z&ivka imitujici bilé denni sstlo (TL-D 90 DelLuxe Pro,

18W/965, vyrobce Philips) rovnammé ozaujici pracovni plochu senzorické kéje.

V intervalu 15 minut od zahajeni dp&ani byly takto fipravené vzorky jednotliodebi-
rany a skladovany v uzgnych, tmavych nadobach obalenych alobalem. Timisabem
vznikla 9 ti bodovarada roztok, které byly vystaveny dinku swtla v intervalu
0 — 120 min.
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6.3 Priprava vzorki tavenych syii

6.3.1 Vyroba taveného syru v laboratornich podminkach

Jako pevna potravitgka matrice pro stanoveni obsahu riboflavinu byllen taveny syr.
Vyroba taveného syru probihala na Ustavu Technelpgiravin na UTB, kde je problema-

tika vyroby tavenych syrdlouhodoks sudovana.

Dle receptury v filoze (P I) bylo pipraveno 6 vzork tavenych syir. Tavené syry se skla-
daly z Eidamské cihly, masla, pitné vody a tavicécti. Pro vSechnyijpravené vzorky
byla pouZzita kombinacéittavicich soli (mofosfofman sodny, difosfotman sodny a poly-
fosfore&nan sodny) v pogtu 20 % : 10 % : 70 %. Tento pémbyl navrzen z @ivodu za-

jisténi vhodnych texturnich vlastnosti vzérkvzorky tavenych syr (suSina 40 % wi/w,
t.vs. 50 % w/w) se liSily obsahem riboflavinu,eit byl pidavan do vzorku

v koncentracich 0 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg, 5 mgikgig/kg a 10 mg/kg.

Priprava vzork tavenych syir probihala v fistroji Vorwerk Thermomix, kdy ip nizSich
ot&kach byla pisypdna Eidamsk& cihla, kterd byl&lngna @i teplot 70°C po dobu
30 sec. Naslednbyly piidany zbylé pokrajené suroviny — maslo, Eidamskdacitavici
sul, pitnd voda a fidavek riboflavinu. Hmota byla dale &ména a promichavéana
s ostatnimi surovinami, dokud nebyla dosazenat@®Ie°C. Po dosaZzeni dané teploty byla
hmota tavena dalSi minutu a poté byla vyrobenaniageza horka nadavkovana do poly-
propylenovych kelimk (valcovy tvar, objem 50 ml) sipatitelnym vickem. Takto pipra-

vené vzorky (Obr. 10) byly uchovavany v lednici.

Obr. 10 Vzorky laboratovyrobenych tavenych sys pridavkem riboflavinu
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6.3.2 Vzorek Smetanového taveného syru Kunin

Z duvodu zajiseni wétSiho pdtu vzorki o jiné koncentraci riboflavinu byl pouzit Smeta-

novy taveny syr Kunin (Obr. 11), ktery byl obohagerrozdilné podily riboflavinu.

Rada koncentraci riboflavinu byldipravena ze zéakladniho vzorku taveného syra, do kte
rého byla zaSlehanadim Slehaem sypka forma riboflavinu a vznikl tak zakladnovek

o koncentraci riboflavinu 40 mg/kg. Taktdigraveny zakladni vzorek byl dle vygenych
navazek smichavan se syrem b#&ravku riboflavinu a vnikla takada vzork o koncen-
tracich pidaného riboflavinu 0 mg/kg, 1 mg/kg, 2,5 mg/kgng/kg, 7 mg/kg, 10 mg/kg,
15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg a 40 mg/kg.

Obr. 11 Vzorek Smetanového taveného syru Kunin

6.4 Meéreni emisnich spekter vzork

VSechna niteni byla provedena naiptroji PC — 1 Photon Counting 001 Steady-State
Spectrofluorometer (Obr. 12), ktery obsahuje k¥ostandardni konfigurace proéieni
kapalin (Obr. 13) také modul proébeni pevnych vzork (Obr. 14). Intensita fluorescence
byla nasled& vyhodnocena pomoci softwaru VINCI — MultidimensabriFluorescence

Spectroscopy.

Budicim zdrojem excitace byla vysokotlaka xenonowoukova lampa (45 mW). Dle
schématu (Obr. 15) byly vzorky excitovany za pomadiciho zdroje a dvoijité ifizky

(monochromatoru). Kapalné vzorky bylyiany za pouziti femenné kyvety s teflonovym
vickem o objemu 4,8 ml (10 mm x 10 mm x 48 mm). Pexawky byly nandSeny v tenké

vrstw na plastovou podlozku (polystyren, 10 x 50 mmQ][6
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Obr. 12 Ristroj PC — 1 Photon Counting 001 Steady-State
Spectrofluorimeter (ISS, USPO1]

Obr. 13Modul pro kapalné vzorky Obr. 14Modul pro pevné vzorky
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7 VYSLEDKY

7.1 Stanoveni vhodnych podminek réeni

Pro stanoveni riboflavinu ve vodném roztoku a \etgich syrech spektralni fluorimetrii
bylo nutni nalézt optimalni podminky proéteni intenzity fluorescence. Z timt@alem
byla znetena matice riboflavinu v roztoku (Obr. 16), dlerktdylo stanoveno excitai

a emisni spektrumipdetekci riboflavinu ve vzorcich.

Vysledkem je matice tedy zavislost intenzity fliswerdniho zd&eni na exciténi a emisni
délce. Matice byla sestrojena v rozmezi exaitho pasma 250 — 400 nm a emisniho

pasma 400 — 700 nm a praimni byl pouZzit roztok riboflavinu o koncentraci a@/!I.

Matice riboflavinu

Obr. 16 Matice riboflavinu ve vodném roztoku (Mg 1)

Na zéklad vyhodnoceni zobrazené matice byla vybrana exditalnova délka 360 nm
a rozsah emisniho spektra byl zvolen v rozmeziGiidb 700 nm. Tyto parametryeieni
byly pouzity pro vSechny analyzované vzorky, kténdy stanovovany spektralni flu-

orescenci.
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Jak je z obr. 16 patrné, intenzita fluorescencesaauje fi zvolené exciténi vinové dél-
ce maxima. Hodnota maximalni intenzity fluorescenastava p excitatni vinové délce
450 nm. Tato hodnota vSak nebyla zvolena &a# jelikoz by @ této hodnat excitace

nebylo mozné analyzovat vzorky s vyssi koncentiboflavinu nez 10 mgl/l.

Vzorky by nebylo mozné analyzovat a@vwibdu, Ze detektorifstroje ma omezenou hranici

detekce intenzity fluorescence a to 800 0Gadmych kvant vyzéenych za sekundu.

7.2 Méreni zavislosti intenzity fluorescence na koncentraciboflavinu v

roztoku

Pro stanoveni koncentrace riboflavinu ve vodnéntotaz bylo nutné nejdve sestavit ka-
libra¢ni kiivku zavislosti intenzity fluorescence na koncedgitréboflavinu ve vodném roz-
toku. K vytvaeni kalibr&ni kiivky byla pripravenaiada roztok o obsahu riboflavinu

v rozmezi 0,1mg/l — 10 mg/l (viz. kap. 6. 1).

Vzorky byly excitovany sétlem o vinové délce 360 nm a néaslédryla analyzovana emis-
ni spektra riboflavinu v rozmezi 400 — 700 nm. \F8ecemisni spektra vykazuji maximum

pii vinové délce 531 nm.

Na obr. 17 a 18 jsou uvedena emisni spektra riboflave vodném roztoku s koncentraci

riboflavinu 8 mg/l a 3 mg/l.
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Obr. 18 Emisni spektrum riboflavinu 3 mg/I
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Intensita fluorescence riboflavinu v roztoku dogahmaxima pi 531 nm vinové délky.
S poklesem koncentrace riboflavinu ve vodném raztklesa intenzita fluorescence, coz
dokumentuji piklady emisnich spekter (Obr. 17 a 18)i Roncentraci riboflavinu
v roztoku 8 mg/l dosahovala intenzita fluorescef6® 335 counts/s, po poklesu mnozstvi

riboflavinu v roztoku na 3 mg/l klesla intenzitadrescence k hranici 209 660 counts/s.

Dle vysledné intenzity fluorescence u analyzovanyrbrka byla sestavena tabulka, uve-
dena v piloze (P ll), ve které jsou srovnany jednotlivéeimtity fluorescence pro kazdy

jednotlivy vzorek sitznou koncentraci riboflavinu.

Z vyslediki méieni v gFiloze (P 1) byl sestrojen graf (Obr. 19), kterzmamenava zavislost
intenzity fluorescence na koncentraci riboflavirmwodném roztoku. Intenzita fluorescen-
ce byla od&ena z emisniho spektra v oblasti 531 nm, kde dosdh jiz zmigného ma-

xima.

Vynesenim vysledk do grafu (Obr. 19) a linearnim proloZzenim vznikb&nice regrese,

ktera ma tvar:

» koncentrace riboflavinu [mg/l] = (y — 23525) /5%75

kdy: ... intenzita fluorescence

Korelani koeficient pro zavislost intenzity fluorescemaeobsahu riboflavinu je:

« R?=0,9899

Tento vzorec riize byt pouZzit pro stanoveni koncentrace riboflaweuwodnych roztocich

neznamého mnozstvi riboflavinu.

Opakovatelnost gteni riboflavinu ve vodném roztoku je 5 653, 21 dsis (0,10 mg/l).
Opakovatelnost vyjadje 2,8 nasobek sirodatné odchylky na 5 % hladinyznamnosti.
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Stanoveni koncentrace riboflavinuéchto vzorcich musi probihat za stejnych podminek,

jako byla stanovena a preébena kalibrani rada roztoK.
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Obr. 19 Kalibra®ni kfivka riboflavinu v roztoku

7.3 Fotodegradace riboflavinu v roztoku

Jelikoz je riboflavin ve vodném roztoku nachylnydegradaci fisobenim denniho &ila,

byl proveden pokus pro &keni této vlastnosti [3].

Dle postupu v kapitole 6.2. bylyipraveny roztoky riboflavinu s pH 6,5 o koncentraei
boflavinu 10 mg/l, které byly ponechany vlivu koastniho z&eni imitujiciho denni bilé
swtlo po dobu 0 — 120 min. Z&end intensita fluorescence byla did&na u 11 vzornk
pii vinové délce 531 nm. Konkrétni data zavislostklpsu intenzity fluorescence na @ob

ozaovani vzorku jsou uvatha v giloze (P 1l).

Pokles intenzity fluorescence v zavislosti na déedaovani vzorku dennim stlem je

zaznamenan na obr. 20.
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Obr. 20 Fotodegradace riboflavinu v roztoku.

Zavislost intenzity fluorescence na dazaovani vzorku

Obr. 20 dokumentuje pokles intenzity fluoresceneanptlivych roztok v zavislosti na
délce ozeovani. Dle zmitného grafu mZzeme prokézat, Ze ponechame-li roztok riboflavi-

nu na dennim s¥le, aktivita riboflavinu se s délkouipobeni zéeni sniZuje.

Po bobu 120 min, kdy byl vzorek dpaan, klesla nagtena intenzita fluorescence

0 12,8 %, coz odpovida snizeni koncentrace ribwflave vodném roztoku o 1,28 mg/I.

NejvyznamujSi pokles riboflavinu mizeme zaznamenat po prvnich patnacti minutach,

kdy se intenzita fluorescence snizila o 4,5 %.

Intenzita fluorescence nadale klesala s rostou¢aeem ozvani a pokles fluorescence

se paimérné pohyboval v rozmezi 1 1 — 2 % za 15 minutdasvani.

ProtoZe niteni probihalo za shodnych podminek jakipava kalibrani kiivky, Ize vzo-
rec linearni zavislosti pouzit pragpaet nantrené intenzity fluorescence na konkrétni
mnozstvi riboflavinu v roztoku vyj&dné v mg/l. Vysledné hodnoty mnoZstvi riboflavinu

v roztoku jsou uvedeny \fipoze (P 1lI).
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7.4 Méreni intenzity fluorescence tavenych syrs pridavkem riboflavi-

nu vyrobenych v laboratornich podminkach

Pristroj PC — 1 Photon Counting 001 Steady-State tBfemrimeter je kromi intenzity
fluorescence kapalnych roztiblkschopen prosiit i intenzitu fluorescence pro pevné vzor-

Ky bez specialni Upravy.

Pevné vzorky byly progfovany s pomoci modulu (Obr. 14), ktery umoje upevgni

roztiratelnych vzork taveného syru v poloze kolmé na dopadajici paprsek

Pro nmefeni zmény intenzity fluorescence zavislé na obsahu ribvirla v taveném syru byly
dle kapitoly 6. 3. 1 fpraveny vzorky tavenych syr do kterych bylo pdavano tizné
mnozstvi sypkého riboflavinu. Koncentrad&daného riboflavinu se pohybovaly v rozmezi
0 — 10 mg/kg. Vzorky byly postupmateny na polystyrenovou podlozku, ktera nevykazu-
je fluorescenni aktivitu a bylo zaznamenano jejich emisni spektr v rozmezi
450 — 650 nm. Excitai vinova délka byla stejna jakdipexcitaci riboflavinu v roztoku
(360 nm).

Pro ilustraci zvySovani intenzity fluorescence pmavku riboflavinu do vzorku taveného
syra jsou uvedena emisni spektra taveného syruibedavku riboflavinu a sidavkem
riboflavinu 10 mg/kg (Obr. 21 a 22).
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Obr. 21 Emisni spektrum taveného syru vyrobendaboratornich podminkach

bez gidavku riboflavinu
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Na obrazku 21 je zachyceno charakteristické enspektrum pro vzorek taveného syru
bez pidavku riboflavinu. Fluorescéni kiivka je zobrazena vemisnim pasmu
450 — 650 nm a byla excitovan& 60 nm vinové délky. Ve spektrech bylagbpledova-

na oblast 531 nm vinové délky, kde riboflavin vylqgzmaximum.

Intenzita fluorescence fip vinové délce 531 nm odpovida fluorescenci vitamiB,
a v tomto pipact charakterizuje fluoresceéni intenzitu matrice, tzv. jakési pozadi, jehoz
intenzita emise (24 605 counts/s), odpovida sigribhflavinu, ktery byl ve vzorku ifto-

men.
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Obr. 22 Emisni spektrum taveného syru vyrobendaboratornich podminkach

s pfidavkem riboflavinu 10 mg/kg

Vzorek taveného syra, ktery je obohacerridgvek riboflavinu 10 mg/kg (Obr. 22), vyka-
zuje v emisni vinové délce 531 nm vySSi intenzltworescence nez byla hodnota flu-

orescence ve vzorku befigavku riboflavinu.

Ze zjisSeénych dat nizeme prokazat, Zze sigavkem riboflavinu do vzorku taveného syra

stoupa intenzita fluorescenc# plnové délce 531 nm emisniho spektra.
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Celkem byla prorffena intenzita fluorescence v 6 ti vzorcich taversa, kdy jednotlivé
vzorky byly obohacovany orfglavky riboflavinu v rozmezi 0 — 10 mg/kg. Vyslédhod-

noty fluorescenceip531 nm byly vyneseny do grafu (Obr. 23) a konkrélata jsou uve-
dena v piloze (P IV).
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Obr. 23 Zavislost intenzity fluorescence na koneentiboflavinu v taveném

syru vyrobeném v laboratornich podminkéach

Dle uvedeného obr. 23 je mozné potvrdit stoupajitdnzitu fluorescence se stoupajici
koncentraci riboflavinu ve vzorcich taveného sfgauze u vzork«. 6 a 4 intenzita flu-
orescence kleslailis intenzivre. Tento jev nize byt zaficinén rozdilnou strukturou plo-

chy analyzovaného vzorku.

Smérodatna odchylka opakovatelnosti je 3 730,45 cdsntdodnota opakovatelnosti¢m
feni riboflavinu v taveném syru je 10 445,27 comn(8/4mg/kg). Opakovatelnost vyj#at
je 2,8 nasobek strodatné odchylky na 5 % hladinyznamnosti.
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7.5 Méreni intenzity fluorescence Smetanového taveného ayr

s pridavkem riboflavinu

Zameérem tohoto experimentu bylo prozkousSeni stanovemastvi riboflavinu v taveném
syru, ktery je Bzné dostupny v obchodni siti. Taveny syr byl v laboraich podminkach

obohacen o riboflavin ve vy$Sim mnoZstvi nezedghozim experimentu.

Celkem bylo pipraveno 11 vzornk, jejichZz postup vyroby je popsan v kapitdle6. 3. 2.
Vzorky byly pripraveny ze Smetanového taveného syru Kunin, Kighyw laboratornich
podminkach obohacen praSkovym riboflavinem. Timpdsabem byla fipravenarada
vzorka s gidavkem riboflavinu v rozmezi 0 — 40 mg/kg a nasteolyla prongirena intenzi-

ta fluorescence.

Charakteristicky ptbéh emisnich spekter v rozsahu 450 — 650 nm dokurjierituazky
¢. 24 a 25. Zakrem uvedeni zmimych emisnich spekter bylo poukazat na&amintenzi-

ty fluorescence porfdavku riboflavinu do vzorku.
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Obr. 24 Emisni spektrum Smetanového taveného syminK

bez pidavku riboflavinu
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Je-li srovnano emisni spektrum taveného syru, Kighyyrobeny v laboratornich podmin-
kach bez fidavku riboflavinu (Obr. 21) a emisni spektrum $mevého taveného syru
Kunin bez pidavku riboflavinu (Obr. 24), dojdeme k zéwu, Ze piibéh obou emisnich

kiivek se podoba. Podobnostibe byt zaficinéna podobno surovinovou skladbou,

ktera byla pouzita na vyrobu tavenychisyr

Na obr. 24 je oft zobrazen r&itelny signal v oblasti 531 nm, ktery odpoviddt@mnosti
riboflavinu. Tento signal je povazovan za signal fzadi pevné matrice, proto byl ¢de

tan od ostatnich hodnot narané intenzity fluorescence (P V).
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Obr. 25 Emisni spektrum Smetanového taveného syminK

s pridavkem riboflavinu 40 mg/kg

Zvyseni intenzity fluorescencéiganim riboflavinu do vzorku Smetanoveho tavenéha s
Kunin mizeme vidt na obr. 25. Zde se intenzita fluorescencgemé v emisni délce

531 m zvySila na hodnotu 202 711 counts/s.

Intenzita fluorescence koreluje s mnozstvitidgného riboflavinu. Se zvySujicim se
mnoZzstvim pidaného riboflavinu do vzorku Smetanového tavengjror Kunin, stoupa

intenzita fluorescence&ipvinové délce 531 nm.
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Nameéfené hodnoty intenzity fluorescence v zavislostkaacentraci riboflavinu ve vzorku
taveného syru byly vyneseny do grafu na obr. 26kk&tni data jsou uvedena ilpze
(P V).

y = 4354,2x + 6531,5
R?=0,9642 *

Intezita fluorescence [counts / s]

\v) T T T T

-5 5 15 25 35 45

Koncentrace riboflavinu [mg / kg]

Obr. 26 Zavislost intenzity fluorescence na komaantiboflavinu

ve Smetanovém taveném syru Kunin

Obr. 25 zobrazuje naifené hodnoty intenzity fluorescence v zavislostikoeacentraci
piidaného riboflavinu do Smetanového taveného syrnitKuPorovname-li intenzitu flu-
orescence pro jednotlivé vzorkyieme poukézat na stoupajici intenzitu fluoresceece
zvySujicimi gidavky riboflavinu do taveného syru. VSechny hdgnoyly korigovany

o hodnotu pozadi (29 909 counts/s).

N 1

Na zaklad zobrazené zavislosti, ktera neni Wplmearni a vykazuje vyssi rozptyl, byla
stanovena opakovatelnostifani pro tyto vzorky a sénodatna odchylka sta hodnotu
1 045,27counts/s (tabulka P VI). Vifpadt ode&tu z grafu na obr. 24 by se jednalo o hod-
notu 2,4 mg/kg. Vysledna hodnota opakovatelnos®,f nasobek sénodatné odchylky

na 5 % hladia vyznamnosti
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8 DISKUSE VYSLEDK U

Praktickd¢ast diplomové prace byla z&fena na stanoveni kalilirs rady riboflavinu
ve vodném roztoku, @eni degradace riboflavinu ve vodném roztokupfisobeni denni-

ho swtla a vyuziti modulu pro pevné latky na stanovéddftavinu v taveném syru.

8.1 Stanoveni optimalnich podminek pro nfeni koncentrace riboflavi-

nu ve vzorcich

Pred samotnym g&fenim intenzity fluorescence riboflavinu ve vodnématoku a v tave-

ném syru musely byt nejde stanoveny optimalni podminky pro tatéreni.

Za timto &elem byla pror‘ena matice riboflavinu ve vodném roztoku (10 mgviatice
je 3 D model, jez zobrazuje zavislost intenzityfiescence na emisnim a exéitan spek-
tru. Na zaklad této luminiscetini charakteristiky byla vybrana optimalni ex¢iavinova

délka a rozsah emisniho spektra, ve kterém bylaerdznamenavana.

Maximalni intenzita fluorescence riboflavinu bylaznamenanatpexcitaini vinové délce
450 nm. Tato hodnota excitace préieni tavenych syrnebyla zvolena zame, jelikoz

by pri této hodnat excitace nebylo mozné analyzovat vzorky s vySackatraci riboflavi-

nu nez 10 mg/l. Bvodem je kapacita detektoru, jelikoz spektralndfimetr ma omezenou
hranici detekce intenzity fluorescence a to 800 &&telnych kvant vyzéenych za sekun-

du a tato hodnota nesmi byitegratena. Proto byla zvolena hodnota 360 nm, ktera byla

pouzita pro excitaci vSech namgtanych vzork v emisnim spektru 450 — 650 nm.

JOSE NATERA a kol. ve svéitanku uvadi pro stanoveni riboflavinu ve vodnéntoka
excitatni délku 445 nm (pomocitistroje Hewlett Packard 8453 spektrofotometr) aimax
malni fluorescetni aktivitu @i 515 nm [62]. Naopak AHMAD, Igbal a kol. popisuje-
feni riboflavinu v roztoku (za pomoctiptroje Versa Fluor fluorimetru). Excitace ribofla-
vinu byla provedena pomocidmikové halogenové zarovky, kdy roztok riboflavimyl

excitovan pi 374 nm a intenzita emise bylasfana i vinové délce 525 nm [63].

V ramci dalSiho vyzkumu provedl AHMAD Igbal a kahéeni, kdy byl pozorovan vliv
raznych gidavki fosfati do roztoku riboflavinu $ pH 7. Stanoveni intenzity fluorescence

bylo provedeno i) jinych podminkach r¥eni. Za pomoci xenonové obloukové lampy
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pii excitaci 440 nm a intenzita emise riboflavinuoztoku byla ndftena intenzita flu-

orescenceip530 nm [64].

Pro srovnani jsou uvedena i data od auidiU TRANG Vu a kol, jeZ provedli stanoveni
riboflavinu v mléce metodou HPLC, kdy byl pouzitidrescedni detektor Shimadzu RF-
10 AXL. Pro excitaci riboflavinu ve vzorku uvaditati 450 nm a emisi 510 nm [65]. Sta-
noveni riboflavinu s pomoci metody HPLC popisujekétaCRISTINA ANDRES-
LACUEVA a kol., kterd pouzila pro excitaci vzorkilb2 nm a emise byla oti¢ana
pii 525 nm (Hewlett-Packard 1100 s HP-1046A fluoregném detektorem) [66].

Zminéni autdi uvadji excitatni vinové délky p stanoveni riboflavinu v rozmezi
265 — 450 nm a emisni délky 515 — 530 nm. Exnitalélce 360 nm a emisni délce
531 nm, pouzité pro analyzu vzdérk této diplomové praci, se nejvicélgizuje excit&ni
délka 374 nm a emisni délka 525 nm (AHMAD, Igbaka., Versa Fluor fluorimetru)
[62].

8.2 Kalibra éni fada riboflavinu a fotodegradace riboflavinu v roztdku

V diplomové praci byl proveden experiment, ktery} bgneten na sestaveni kalildra
kiivky riboflavinu v roztoku, dle které byl nasletinvyhodnocen obsah riboflavinu

v roztoku po rozkladu zafpomnosti denniho sta.

Pasobenim denniho stla na roztok riboflavinu i pH < 8 degraduje riboflavin za vzniku
lumichromu, ktery je &nn¢jSi oxidani cinidlo nez samotny riboflavin. Interakci lumi-
chromu s tripletovym kyslikem vznika singletovy Kigsktery pisobi na destrukci vitami-

nu C a na oxidaci dalSich vyznamnych latek jakcejenol a retinoidy, esencialni mastné
kyseliny a esencialni aminokyseliny. Zejména u piiaa a mléka se tomuto jeviiepl-

chazi, s pouzitim materiglkteré nepropousti dennicho [2].

Byl ovéren vliv denniho sitla na degradaci riboflavinu ve vodném roztokii gH 6,2.
Degradace riboflavinu byla nejintenzigéi v prvnich 15 minutach expozice, kdy doslo
k poklesu intenzity fluorescence riboflavinu o 46 Nasledny rozklad riboflavinu byl po-
zvolny ato 1 — 2 % za 15 minut. Za dobu 120 may, kyl vzorek os¥covan, klesla akti-
vita riboflavinu o 12,8 %, coz odpovida poklesu,88.mg/l. Je moznéipdpokladat, ze
pokud by fotodegradace dal probihala konsignti dalSi expozici vzorku za stejnych

podminek by mohlo dojit k Uplné degradaci riboftaui
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Pro stanoveni opakovatelnostii@ni bylo promieno 7 vzork a stanovena strodatna
odchylka mnoZzstvi riboflavinu ve vodném roztoku odigla 0,04 mg/l (P VI). Jeji 2,8 na-

sobek udava opakovatelnost metody na 5 % htadimnamnosti, coZini 0,112 mg/I.

AHMAD Igbal a kol. provedli podobny vyzkum, jeZ bghloZzen na rozkladu riboflavinu
v roztoku s pitomnosti NaHPQO,, kdy pH bylo upraveno na hodnotu 7. Roztok byliroza
van rtwovou vybojkou s emisi 366 nm. Autajistili, Ze roztok riboflavinu s fidavkem
nizké koncentrace fostatlegradoval za danych podminek o 36,9 %, naophlpj@tomna
vySSi koncentrace fostatv roztoku, degraduje riboflavin za danych podmine&5,3 %.
Degradace byla od&ena po 70 min [67]. V dalSi studii je uveden Wik a gitomnosti
dvojmocnych ioni kyseliny citrénové v roztoku na rozklad riboflauipii oz&eni vysoko-
tlakou rtitovou lampou. Dvojmocné ionty kyseliny citrénovéaigpbily 39 — 20 % snizeni
fluorescence riboflavinu v roztokuigpH 4,0 — 7,0. Pokles intenzity fluorescence rkato

riboflavinu @i zminénych podminkach a pH 7,00 byl po 120 minutach %2 [88].

Z citovanych dat plyne, Ze na degradaci riboflavilennim sgtlem ma vliv rékolik ¢inite-
la. Intenzita rozkladu riboflavinu stoupa &3 plochou ozimvaného vzorku. Rozklad ri-
boflavinu vlivem denniho $fla zavisi také na pH roztokufipmnosti fosfat a kyseliny

citronové.

Rozdilnost mezi nami natfenym poklesem aktivity riboflavinu a hodnotami, riéteivadi
citované publikace, fize byt dan zdrojem stla pouzitym pro oz@vani vzork. Citovany
autor uvadi pouziti riiové vybojky, ktera fisobi v oblasti UV z&ni, i némz probiha
degradace riboflavinu intenzigj Zativka imitujici bilé denni s$tlo, pouZzita pro osico-
vani vzorki v diplomové préci, neni tak vyznamnym zdrojem Udfeni. Risobi gede-
vSim v oblasti viditeIného spektra vinovych délkteré nemaji tak intenzivni vliv na de-

gradaci riboflavinu.

8.3 Stanoveni riboflavinu v taveném syru

Jednou z vyhodifstroje PC — 1 Photon Counting 001 Steady-Statet8gkiorimeter je

moznost pouziti modulu pro stanoveni intenzity feszence v pevnych vzorcich

(Obr. 14). Jelikoz Ustav technologie potravin Umiy Toma3e Bati ve Zl#se jiztadu

let zabyva problematikou tavenych gybyly jako pevny vzorek zvoleny tavené syry.
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Pro analyzu riboflavinu byly pouzity vzorky taveiysyii, které byly vyrobeny v labora-
tornich podminkach a Smetanovy taveny syr Kunibchodni sit. Vzorky byly nasleda
obohaceny tiznymi koncentracemi sypkého riboflavinu. Pro tavesyy v laboratornich
podminkach seifdavky riboflavinu pohybovaly v rozmezi 0 — 10 nmy/kJ €chto vzorki
byly pridavky riboflavinu voleny tak, aby se koncentrat®fiavinu nejvice blizily hodno-
tam redl® se vyskytujicim v syrech (Tab. 1). Pro Smetan@aweny syr Kunin byly kon-

centrace voleny v SirSim rozsahu 0 — 40 mg/kg.

Pouziti modulu pro analyzu pevnych vzorge sebou nese problémy s upawim, jelikoz
vzorek musi byt upewim kolmo k excitanim paprsku. Z tohotoiastodu bylo nutno nejd-

ve odzkouSet materiél, ze kterého byla ndsledmobena podloZzka vhodna pro nanaseni
vzorku taveného syru. Bylo nutné najit material astdt€énou pevnosti a nizkou flu-
orescetini aktivitou. Celkem bylo prositeno 6 vzork z tizného materialu (papirovy kar-
ton, povoskovany karton, {inledna félie, lepenka s izolepou a polystyren).oJa&jvhod-
n¢jSi material pro fipravu podlozky byl vyhodnocen polystyren, jeZz negoval Zadnou

fluorescexini aktivitu.

Pro méfeni mnozstvi idaného riboflavinu do vzotkbyla pouZzita excitni vinova délka
360 nm a intenzita fluorescence byla &tlna pi 531 nm vinové délky. Nejive byla
promeiena emisni spektra riboflavinu (450 - 650 nm) jakzorku taveného syru bezip
davku riboflavinu, tak i u Smetanoveho syru Kunéz lgiidavku riboflavinu. B srovnani
obou emisnich spekteribeme vidt témet totoZzny pfibéh emisnich kvek s pozitivni
fluorescexini aktivitou @i vinové délce 531 nm. Tato fluores¢en aktivita je dikazem
piitomnosti riboflavinu ve vzorcich, aniz by byly &né syry o riboflavin obohacenyab
vodem gitomnosti riboflavinu niZe byt surovinova skladba taveného syru, pro ktbgdy

pouzity @irodni syry, ve kterych se riboflavirgdné vyskytuje (Tab. 1).

Ve vzorcich taveného syru vyrobeného v laboratbrpi@dminkach a Smetanového tave-
ného syru Kunin byla pro¥fena intenzita fluorescence v zavislosti na koneentibofla-

vinu ve vzorku.

Ze zjiS€nych dat byly od&eny intenzity fluorescence (531 nm) tavenychisyez gidav-
ku riboflavinu a byly sestaveny grafy, které dokuniogi rostouci intenzitu fluorescence s
rostoucim pidavkem riboflavinu do vzoik Grafy byly prolozeny lineagnpiimkou regre-

se, kde byl stanoven korétd faktor. Porovname-li korelai faktor pro intenzity flu-
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orescence taveného syru vyrobeného v laboratopgdminkach (R2 = 0,7832) a koréla
ni faktor pro mfeni Smetanového taveného syru Kunin (R2 = 0,9&4ig)ime lepsi line-
arni zavislost intenzity fluorescence na koncentrboflavinu ve vzorcich Smetanového

taveného syru Kunin, kde byly zvoleny vyS8tiavky riboflavinu do vzorku.

Jelikoz bylo zjis&&no, Ze ndteni tavenych syrje velmi zavislé na strukta povrchu analy-
zovaného vzorku, byla provedengieni opakovatelnosti. Opakovatelnost je vlastnost me
tody, ne vSak vysledk Nasledna reni poskytla 7 vysledk(P VI), z nichZ byla vyp&te-

na snérodatna odchylka. Jeji 2,8 ndsobek udava opakmagteha 5% hladivyznamnos-

ti. Pro neteni opakovatelnosti tavenych gymetodou spektralni fluorimetrie byla za zmi-

nénych podminek stanovena hodnota 2,4 mg/kg (1044%ats/s).
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ZAVER

Diplomova prace se zabyva spektralni fluorimetrjéjém pouzitim pro stanoveni ribofla-
vinu v potravinach. Hlavnim cilem bylo odzkouSeninalezeni vhodnych podminek,
za kterych by mohl byt riboflavin stanoven v rozaiakv pevnych vzorcich. VSechna&ier

ni byla provedena naigtroji PC — 1 Photon Counting 001 Steady-StatecBpiuorime-

ter.

Nejdiive byly stanoveny podminky,fipkterych byly vSechny vzorky praffovany.
Pro excitaci byla pouZzita hodnota 360 nm a intenftitorescence byla oti¢hna @i 531
nm. Nasleda byla prong¢ienarada vodnych roztaks koncentraci riboflavinu v rozmezi
0 — 10 mgl/l, kdy intenzita fluorescence stoupalg&si koncentraci riboflavinu v roztoku.
Z nantienych hodnot byla vygtena rovnice regrese, dle které bylo stanoveno siabz

riboflavinu ve vodném roztoku, ktery byl aaovan dennim silem.

Vlivem denniho sgtla se riboflavin rozklada ve vodném roztokiuigH < 8 na lumichrom.
Roztok o koncentraci riboflavinu 10 mg/l a pH 6 bswcovan po dobu 0 — 120 min.
Po 120 minutach expozice byl zaznamenan poklesiiie fluorescence o 12,8 %,
coz odpovida 1,28 mg/l. Nejintenzigjai degradace riboflavinu nastala v prvnich 15 minu
tach expozice (pokles 4,5 %). Nasledny rozklad fid@winu byl pozvolny ato 1 — 2 %

za 15 minut.

Jako pevna matrice byly zhotoveny vzorky tavenyyti.sPro zaji&ni dobré roztiratel-
nosti vzorki byla pouZzita fi taveni vzork trojkombinace tavicich soli (monosfénan

sodny, difosforénan sodny a polyfosfoaan sodny) v postu 20 % : 10 % : 70 %.

Celkem bylo pipraveno 6 vzork, které byly pi vyrobé obohacovany o koncentrace ribof-
lavinu 0 — 10 mg/kg. fdavky riboflavinu byly voleny tak, aby se co negiblizily kon-

centracim riboflavinu v&n¢ dostupnych tavenych syrech.

Pro srovnani emisnich spekter laboratovgrobenych vzork taveného syru a taveného
syru z obchodni sitbyl pouZit Smetanovy taveny syr Kunin, ktery bgké obohacen o

znamé koncentrace riboflavinu v rozmezi 0 — 40 mg/k

Z nameienych hodnot bylo zji8ho, Ze intenzita fluorescence stoupa s vysiittapkem
riboflavinu do vzorku taveného syruiiPnéreni vSak vzniklaada problém, které ovliv-

nuji analyzu riboflavinu v taveném syru.¢igni intenzity fluorescence je velmi zavislé na
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struktue povrchu analyzovaného vzorkui Bhéieni dochazi k zasychani vzorku na po-

vrchu a tim ke zemé struktury a vzniku rusivych jévodrazem sitla na povrchu.

Spektrofluorimetrie je vhodnou metodou pro standvdroflavinu v roztoku, neobsahuje-

li vzorek luminiscenni latku, ktera ovlivni zasadnim igpbem miieni. Pro analyzu ribof-
lavinu v taveném syru by bylo vhodné navrhnout@&@ysnhanaseni vzoik aby byla vzdy
zachovana stejna vrstva a struktura povrchizn@rodost povrchu nanaSeného vzorku hra-

je velkou roli v intenzit fluorescence.

Stanoveni riboflavinu metodou spektrofluorimetriézm byt jednou z moznosti pro stano-
veni riboflavinu v potravinach, avSak by bylo nusemetod dale ¥novat a vyesit pro-

blematiku s nandSenim pevného vzorku.
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PRILOHA P I: SUROVINOVA SKLADBA TAVENEHO SYRU
VYROBENEHO V LABORATORNICH PODMINKACH

Susina: 39,95 %
Tuk: 19,98 %

Tuk v susSig: 50,03 %

Surovina MnoZstvi [kg] Obsah susiny [%] Obsah tuku[%]

Eidamska cihla

Maslo

Tavici sil

Pitna voda

Tavici soli:

monofosforénan sodny 20 %

difosfore&Enan sodny 10 %

» polyfosfor&nan sodny 70 %



PRILOHA P II: HODNOTY ZAVSISLOSTI INTENZITY
FLUORESCENCE NA KONCENTRACI RIBOFLAVINU
VE VODNEM ROZTOKU

Pridavek Intenzita
riboflavinu fluorescence
[mg/l] [counts/s]

8645

17987

41644

72464

140561

209660

236491

269296

324188

420787

463335

550002




PRILOHA P 1ll: HODNOTY INTENZITY FLUORESCENCE
V ZAVISLOSTI NA KONCETRACI RIBOFLAVINU VE VODNEM
ROZOTOKU PO SVETEDLNE DEGRADACI

Vzorek

Intenzita
fluorescence
[counts/s]

591075

Intenzita
fluorescence
[%0]

Koncentrace
riboflavinu

[mg/l]

564358

559540

550089

541962

530941

524137

516234

515539




PRILOHA P IV: HODNOTY INTENZITY FLUORESCENCE A
KONCENTRACI RIBOFLAVINU TAVENEHO SYRU VYROBENEHO
V LABORATORNICH PODMINKACH

) Intenzita
Intenzita

Piidavek ribof- fluorescence
lavinu [mg/kg]

fluorescence

[counts/s]  P° ode‘teni matrice

[counts/s]




PRILOHA P V: HODNOTY INTENZITY FLUORESCENCE
A KONCENTRACI P RIDANEHO RIBOFLAVINU
DO SMETANOVEHO TAVENEHO SYRU KUNIN

Intenzita
fluorescence
po ode‘teni matrice
[counts/s]

29 909 0

Piidavek ri- Intenzita
boflavinu fluorescence
[mg/kg] [counts/s]

36 646 6 737

50 673 20 764

65 811 35902

81777 51 868

102 871 72 962

125 818 95 909

191 268 161 359

202 711 172 802




PRILOHA P VI: OPAKOVATELNOST M ERENI

Roztok

Taveny syr

Intenzita
fluorescence
[counts/s]

271672

Koncentrace
riboflavinu

[mg/kg]

Intenzita
fluorescence
[counts/s]

Koncentrace
riboflavinu

[mg/kg]

274 142

270 768

268 897

268 501

267 892

Pramér

269 428

270 185,71

30179,14

Smérodatna
odchylka

2 019,00

3 730,45

Opakovatelnost
méreni
(5 % vyznam.)

5653,21

10 445,27




